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枸杞多糖对糖基化终产物致视网膜
神经细胞损伤的影响
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　 　 摘　 要　 目的: 研究枸杞多糖对糖基化终产物条件下兔视网膜神经细胞的生长及其功能的影响ꎮ 方法: 原

代培养兔视网膜神经细胞ꎬ 以 ２０％糖基化终产物构建兔视网膜神经细胞损伤模型ꎬ 用 ２００ ｍｇ / Ｌ、 ４００ ｍｇ / Ｌ、
８００ ｍｇ / Ｌ 的枸杞多糖进行干预ꎬ 检测各组细胞生长情况、 增殖抑制情况和血管内皮生长因子受体 ２ (ＶＥＧＦＲ－
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２) 及胰岛素样生长因子 Ｉ ( ＩＧＦ－１) 的表达情况ꎮ 结果: 糖基化终产物能抑制视网膜神经细胞生长ꎬ 促进

ＩＧＦ－１ 的分泌ꎬ 上调 ＶＥＧＦＲ－２ 的表达ꎬ 从而造成视网膜神经细胞损伤ꎻ 枸杞多糖能明显下调 ＶＥＧＦＲ－２ 的

表达 (Ｐ<０􀆰 ０５)、 抑制 ＩＧＦ－１ 的分泌 (Ｐ<０􀆰 ０５) 而拮抗 ＡＧＥｓ 的损伤作用ꎬ ２００ｍｇ / Ｌ 枸杞多糖的保护作用最

好ꎬ ４００ｍｇ / Ｌ 枸杞多糖次之ꎮ 结论: 枸杞多糖能够拮抗糖基化终产物的增殖毒性、 降低视网膜细胞 ＶＥＧＦＲ－
２ 的表达、 减少 ＩＧＦ－１ 的分泌ꎬ 对糖基化终产物致神经细胞损伤有良好的保护作用ꎮ

关键词　 枸杞多糖ꎻ 视网膜神经细胞ꎻ 细胞因子

　 　 随着人类生活方式的改变ꎬ 慢性非传染

性疾病已成为人类面临的重大公共卫生问

题[１－２]ꎮ 糖尿病是慢性非传染性疾病的代表

疾病之一ꎬ ２ 型糖尿病是在多基因遗传基础

上加上环境因素的作用引起胰岛素分泌障碍

和胰岛素生物学作用障碍ꎬ 导致以高血糖为

特征的糖、 脂肪、 蛋白质代谢紊乱的一组临

床综合征ꎮ １９９５ 年全世界成人糖尿病患病率

为 ４􀆰 ０％ꎬ 预计 ２０３０ 年患病率高达 ７􀆰 ７％ꎬ
发展中国家的 ２ 型糖尿病所占比例高ꎬ 并且

８０％糖尿病患者主要集中在印度、 中国ꎮ ２
型糖尿病常见的慢性并发症主要是由于微血

管、 大血管及周围神经的病变ꎬ 导致心脑及

周围血管系统、 神经系统、 消化系统、 泌尿

系统、 视觉系统出现并发症ꎮ 目前我国的糖

尿病病人约为 ３５００ 万ꎬ 并且每年以 １２５ 万

的人数递增ꎬ 糖尿病已成为社会和家庭经济

的沉重负担ꎮ 糖尿病视网膜病变 ( ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ) 作为主要的致盲因素ꎬ 其

致盲率在逐年增加ꎬ 在美国成为青年致盲的

第二位主要原因ꎬ ２ 型糖尿病患者中约 ２５％
发生糖尿病视网膜病变[３－４]ꎮ 目前研究发现

糖尿病眼病的发生与多种因素相关: 如多元

醇通路、 ＡＧＥｓ、 ＰＫＣ、 血管内皮增殖因子、
微循环障碍、 血压异常、 发病年龄、 病程

等ꎬ 其中糖尿病病程为一致肯定的相关因

素ꎮ 英国前瞻性糖尿病研究发现初诊糖尿病

病人已有 ３７％单眼微血管瘤或较严重的视网

膜病变ꎮ 美国威斯康星 ＤＲ 流行病学研究组

发现ꎬ ＤＲ 的发生与糖尿病病程明显相关ꎬ
８６％的糖尿病年轻发病者因 ＤＲ 而失明ꎬ 老

年发病者 １ / ３ 由于 ＤＲ 而失明ꎮ 我国研究发

现ꎬ 初诊 ２ 型糖尿病病人中ꎬ ＤＲ 发生率为

１６􀆰 ６％~６３􀆰 ５％ꎮ 患糖尿病 １０ 年后ꎬ 约 ９０％

以上的病人出现不同程度的微血管病变ꎮ
糖基化终产物 (ＡＧＥｓ) 作为糖尿病微

血管病变的主要因素[５]ꎬ 在 ＤＲ 的发生和发

展过程中起重要作用ꎮ 糖尿病患者体内

ＡＧＥｓ 的大量堆积导致周细胞从微血管结构

的分离、 迁徙和丢失[６－７]ꎬ 血－视网膜屏障通

透性增加ꎬ 血管内皮生长因子 (ＶＥＧＦ) 和

胰岛素样生长因子 － １ ( ｉｎｓｕｌｉｎ － ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＩＧＦ－１) 等的分泌和表达增加、 作用

增强[８－９]ꎬ 从而导致视网膜的一系列损伤ꎮ
多糖是自然界含量最丰富的物质之一ꎬ

近三十多年来ꎬ 随着生物和化学科学的高速

发展ꎬ 多糖的诸多功能得以揭示和认识ꎮ 近

来人们惊奇地发现: 多糖及其缀合物对多种

危害人类健康的疾病ꎬ 如免疫紊乱、 癌症、
糖尿病、 肝炎、 血栓、 肺炎等ꎬ 都具有显著

的疗效ꎮ 因此多糖的研究已成为现代研究的

热门课题ꎮ 枸杞多糖 (ＬＢＰ) 的药理作用从

８０ 年代以来就有学者在此方面作了大量研究ꎬ
揭示枸杞及其多糖在以下几方面有明显作用:
对免疫功能的作用ꎬ 抗肿瘤作用ꎬ 抗疲劳作

用ꎬ 降低老龄高血脂症ꎬ 延缓衰老ꎬ 保肝作

用ꎬ 防治肾性高血压ꎬ 对造血体统的影响ꎬ
对生精细胞保护作用ꎬ 提高学习记忆力ꎬ 细

胞营养保护作用ꎬ 无明显毒性ꎮ 本课题通过

ＬＢＰ 对 ＡＧＥｓ 条件下培养的兔视网膜神经细胞

进行干预ꎬ 探讨 ＬＢＰ 对视网膜神经细胞损伤

的保护作用ꎬ 为糖尿病视网膜病变的预防和

治疗提供基础研究依据ꎬ 并为枸杞资源的深

加工及其特色食品或保健品的开发奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料与试剂

枸杞子产自宁夏中宁县ꎬ ＬＢＰ 采用文
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献[１０]方法进行制备ꎻ
ＡＧＥｓ 由本实验室制备ꎻ
ＤＭＥＭ 培 养 基: Ｈｙｃｏｌｅｎꎻ 胎 牛 血 清:

Ｂｏｙｅｔｉｍｅꎻ 胰蛋白酶: Ｂｏｙｅｔｉｍｅꎻ 多聚赖氨

酸: Ｂｉｏｓｈａｒｐꎻ 青霉素 －链霉素: Ｂｏｙｅｔｉｍｅꎻ
兔抗人 ＶＥＧＦＲ－２ 单克隆抗体: 博士德ꎻ 兔

抗人 ＩＧＦ－１ 单克隆抗体: 博士德ꎻ 羊抗兔二

抗试剂盒: 博士德ꎻ ＡＥＣ 显色试剂盒: 博士

德ꎻ 超净工作台: 苏州净化ꎻ 倒置显微镜:
奥林巴斯ꎻ 低速离心机: 长沙湘仪ꎻ ＣＯ２ 培

养箱: 美国 Ｔｈｅｒｍｏꎻ 除菌滤器: Ｎａｌｇｅｎｅꎻ
ＡＧ２０４ 型精密分析天平: 上海梅特勒ꎻ 其余

试剂均为国产分析纯生化试剂ꎮ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 视网膜神经细胞的原代培养

体重 １􀆰 ５ － ２􀆰 ０ｋｇ 的新西兰大白兔麻醉

后ꎬ 耳缘静脉推入空气处死ꎬ 立即取出眼

球ꎮ 用含青霉素和链霉素的 ＰＢＳ 液冲洗数

遍ꎬ 置入含双抗无血清 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ 转

入超净工作台ꎮ ＰＢＳ 冲洗两遍后沿角膜缘剪

开眼球ꎬ 弃除晶状体和玻璃体ꎮ 用 ＰＢＳ 轻轻

冲洗视网膜色素上皮层ꎬ 小心剥离神经上皮

层ꎮ 用显微眼科剪将神经上皮层剪成１ｍｍ２大

小的碎块ꎬ 置入 ０􀆰 １２５％ 的胰蛋白酶中ꎬ
３７℃消化 ３０ｍｉｎꎬ 期间每隔 １０ｍｉｎ 摇动一次ꎮ
消化完毕后用含 １０％血清的培养基终止消

化ꎬ 转入离心管中ꎬ ８００ｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎꎬ 弃

去上清ꎬ 加入培养基ꎬ 用吸管反复吹打重悬

细胞ꎮ 用培养基调节细胞密度为每毫升 (３
~５) ×１０６ 个ꎬ 接种于多聚赖氨酸包被的 ６
孔板ꎮ ４８ｈ 后换液ꎬ 弃除未贴壁的细胞ꎮ 前

后每三天换液ꎬ 培养 ７ 天后开始实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 实验分组

本实验共设如下 ５ 个组:(１)空白对照

组:仅含培养基ꎻ(２) ＡＧＥｓ 组: ＡＧＥｓ(２０％ꎬ
ｖ / ｖ)＋培养基ꎻ(３)枸杞多糖 １ 组(ＬＢＰ１):含
２００ｍｇ / Ｌ 枸杞多糖＋ＡＧＥｓ＋培养基ꎻ(４)枸杞

多糖 ２ 组 ( ＬＢＰ２):含 ４００ｍｇ / Ｌ 枸杞多糖 ＋
ＡＧＥｓ＋培养基ꎻ(５)枸杞多糖 ３ 组( ＬＢＰ３):
含 ８００ｍｇ / Ｌ 枸杞多糖＋ＡＧＥｓ＋培养基

１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞抑制实验

消化贴壁的视网膜神经细胞ꎬ 用 １０％胎

牛血清的培养基进行重悬后接种于 ９６ 孔板ꎬ
根据分组每孔加入不同的处理因素ꎬ 每孔总

体积 ２００ｕｌꎬ 设 ６ 个复孔ꎮ 培养 ４８ｈ 后ꎬ 每

孔加入 ５ｍｇ / ｍｌ 的 ＭＴＴ ２０μｌꎬ 孵育 ４ｈ 后弃

去培养基ꎬ 每孔加入 ＤＭＳＯ １００μｌꎬ 充分振

荡混匀 １０ｍｉｎ 后ꎬ 酶标仪 ４９０ｎｍ 处测定 ＯＤ
值ꎮ 计算平均 ＯＤ 值和抑制率ꎮ

抑制率 ＝ (１－实验组 ＯＤ 值 /对照组 ＯＤ
值) ×１００％

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＶＥＧＲ－２ 和 ＩＧＦ－１ 蛋白表达的

检测

细胞爬片后ꎬ ＰＢＳ 液冲洗两次ꎬ 干燥后

冷丙酮固定 １０ｍｉｎꎮ 室温下用 ３％Ｈ２Ｏ２ 灭活

内源性酶ꎮ 滴加山羊血清封闭液ꎬ 室温作用

２０ｍｉｎꎮ 滴加适当稀释的一抗ꎬ 室温静置 １ｈꎬ
ＰＢＳ 洗后滴加二抗ꎬ ３７℃放置 １ｈꎬ ＰＢＳ 洗后

ＡＥＣ 显色ꎬ 封片观察ꎮ 胞浆中有红色颗粒者

为阳性细胞ꎬ 随机计数 ２００ 个细胞ꎮ
计算阳性率＝ (阳性细胞 / ２００) ×１００％

１􀆰 ３　 数据处理

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行数据处理

和分析ꎮ
计量资料数据用 ｘ ± ｓ 表示ꎬ 并且采用

ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行重复测量资料的方差分

析ꎬ 组间进一步比较用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ ｔ 检验ꎮ
同时需要对 ＬＢＰ 各组实际吸光度值和荧

光值分别按如下公式进行校正 (枸杞多糖存

在背景吸光度值和荧光值):
ＡＬＢＰ ＝ＡＬＢＰ测－ (ＡＬＢＰ测０－ＡＡＧＥｓ０)
ＦＩＬＢＰ ＝ＦＩＬＢＰ测－ (ＦＩＬＢＰ测０－ＦＩＡＧＥｓ０)

ＬＢＰ测代表ＬＢＰ的实际测定值ꎬＬＢＰ测０和ＡＧＥｓ０分

别代表 ０ｈ 时 ＬＢＰ 组与 ＡＧＥｓ 组的测定值ꎮ

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＬＢＰ 对 ＡＧＥｓ 条件下培养的兔视网

膜神经细胞增殖抑制的影响

　 　 结果显示ꎬ 实验各组 ＯＤ 值均低于空白

对照组ꎬ 差异均有统计学意义 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
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表明 ＡＧＥｓ 对视网膜神经细胞的增殖有明显

的抑制作用ꎮ 与 ＡＧＥｓ 组相比ꎬ ２００ ｍｇ / Ｌ 的

ＬＢＰ 组抑制率低ꎬ 表明 ＬＢＰ 能改善 ＡＧＥｓ 对

视网膜神经细胞的损伤ꎬ 结果如表 １ 所示ꎮ

表 １　 ＡＧＥｓ和 ＬＢＰ对兔视网膜细胞生长
抑制率的影响

组别 ＯＤ 值 抑制率

空白组 ０􀆰 ４９７±０􀆰 ０６５
ＡＧＥｓ 组 ０􀆰 ３５３±０􀆰 ０５４∗∗ ２９􀆰 ０％

ＬＢＰ ２００ ｍｇ / Ｌ 组 ０􀆰 ３８９±０􀆰 ０６６∗∗ ２１􀆰 ７％
ＬＢＰ ４００ ｍｇ / Ｌ 组 ０􀆰 ２６８±０􀆰 ０８５∗∗ ４６􀆰 １％
ＬＢＰ ８００ ｍｇ / Ｌ 组 ０􀆰 １８３±０􀆰 ０７７∗∗ ７３􀆰 ２％

注: ∗ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ 与对照组相比

２􀆰 ２　 ＬＢＰ 对 ＡＧＥｓ 条件下培养的兔视网

膜神经细胞 ＶＥＧＦＲ－２ 和 ＩＧＦ－１ 表

达的影响

　 　 如图 １ 和图 ２ 所示ꎬ ＶＥＧＦＲ－２、 ＩＧＦ－１
阳性细胞可见紫红色的细胞轮廓及胞浆ꎮ 与

空白对照组比较ꎬ ＡＧＥｓ 组 ＩＧＦ－１ 和 ＶＥＧＦＲ
－２ 的表达较高ꎬ 表现为阳性细胞数目多ꎬ
细胞染色较深ꎮ ＬＢＰ 组除 ８００ ｍｇ / Ｌ 外ꎬ ２００
ｍｇ / Ｌ、 ４００ ｍｇ / Ｌ 组的 ＩＧＦ－１ 和 ＶＥＧＦＲ－２ 蛋

白的表达均低于 ＡＧＥｓ 组ꎬ 表明 ＬＢＰ 能够降

低视网膜组织中 ＩＧＦ－１ 的分泌和 ＶＥＧＦＲ－２
的表达ꎮ

图 １　 ＡＧＥｓ和 ＬＢＰ对兔视网膜细胞 ＩＧＦ－１ 分泌的影响

图 ２　 ＡＧＥｓ和 ＬＢＰ对兔视网膜细胞 ＶＥＧＦＲ２ 表达的影响
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　 　 由表 ２ 可知ꎬ ＡＧＥｓ 组和 ＬＢＰ 各组 ＶＥＧ￣
ＦＲ－２ 和 ＩＧＦ－１ 阳性细胞率均高于对照组ꎬ
差异有统计学意义 (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 但 ＬＢＰ 各组

与 ＡＧＥｓ 相比ꎬ ＶＥＧＦＲ－２ 和 ＩＧＦ－１ 阳性细

胞率均低于 ＡＧＥｓ 组ꎬ ２００ｍｇ / Ｌ ＬＢＰ 组阳性

细胞率与 ＡＧＥｓ 组的差异有显著性 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)

表 ２　 ＬＢＰ对兔视网膜神经细胞 ＶＥＧＦＲ－２
和 ＩＧＦ－１ 表达的影响

组别
ＶＥＧＦＲ－２ 阳性
细胞率(％)

ＩＧＦ－１ 阳性
细胞率(％)

正常对照组 ２１􀆰 ５ １５􀆰 ５

ＡＧＥｓ 组 ３９􀆰 ５∗∗ ４６􀆰 ５∗∗

ＬＢＰ ２００ｍｇ / Ｌ 组 ２９＃ ２６∗∗＃＃

ＬＢＰ ４００ｍｇ / Ｌ 组 ３１􀆰 ５∗∗ ３３􀆰 ５∗∗＃

ＬＢＰ ８００ｍｇ / Ｌ 组 ４３∗∗ ４５􀆰 ５∗∗

注: ∗ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ 与正常对照组相比ꎻ ＃ Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ ＃＃ Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ 与 ＡＧＥｓ 组相比

３　 讨　 论

糖尿病常见的微血管病变会引起视网膜

病变ꎬ 研究表明ꎬ 长期慢性高血糖是其始动

因素ꎬ 其病理机制是机体多种蛋白质非酶糖

基化形成的 ＡＧＥｓ 的堆积ꎮ
ＶＥＧＦ 是维持血管正常生理功能的重要

生长因子ꎬ 在人体正常组织内广泛分布ꎮ 在

眼部ꎬ ＶＥＧＦ 主要由内皮细胞、 ＲＰＥ 和胶质

细胞等分泌ꎬ 生理条件下 ＶＥＧＦ 量较低ꎬ 但

长期 高 血 糖 会 导 致 ＶＥＧＦ 的 分 泌 增 加ꎮ
Ｋａｋｅｈａｓｈｉ 等[１１]发现糖尿病患者房水、 虹膜、
玻璃体、 新生管膜等处ꎬ ＶＥＧＦ 和 ＡＧＥｓ 含

量均高于非糖尿病病人ꎮ ＶＥＧＦ 对 ＤＲ 发生

和发展的影响均通过 ＶＥＧＦ－ＶＥＧＦ 受体系统

实现ꎬ ＶＥＧＦ 的受体广泛分布于视网膜内皮

细胞、 节细胞和 Ｍｕｌｌｅｒ 细胞等神经细胞[１２]ꎬ
其中 ＶＥＧＦＲ－２ 是其主要功能受体ꎮ 本研究

结果显示ꎬ ＡＧＥｓ 能显著增强视网膜神经细

胞 ＶＥＧＦＲ－２ 的表达ꎬ 而 ＬＢＰ 能够明显拮抗

ＡＧＥｓ 上调 ＶＥＧＦＲ－２ 表达的作用ꎬ 发挥保护

视网膜神经细胞的效应ꎮ
ＩＧＦ－１ 是一种具有胰岛素样作用的多肽

类因子ꎬ 通过与其受体结合而参与新生血管

形成ꎮ 研究发现ꎬ ＩＧＦ－１ 与 ＶＥＧＦ 具有协同

作用ꎬ 可上调视网膜色素上皮细胞内 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 研究结果显示ꎬ ＡＧＥｓ 能够

明显增加视网膜神经细胞 ＩＧＦ－１ 的表达ꎬ 而

ＬＢＰ 通过下调 ＩＧＦ－１ 的表达发挥保护视网膜

神经细胞的作用ꎮ

４　 结　 论

枸杞多糖能够拮抗糖基化终产物的增殖

毒性、 降低视网膜细胞 ＶＥＧＦＲ－２ 的表达、
减少 ＩＧＦ－１ 的分泌ꎬ 对糖基化终产物致视网

膜神经细胞损伤有良好的保护作用ꎮ 但其具

体机制还需进一步的研究ꎮ
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