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芪参益气滴丸对糖尿病大鼠视网膜谷氨酸转运体

及谷氨酰胺合成酶表达的影响

罗　钢　蔡丽英
（黄石市中心医院，黄石，４３５０００）

摘要　目的：探讨芪参益气滴丸对糖尿病大鼠视网膜谷氨酰胺合成酶及谷氨酸转运体的表达水平的影响。方法：选择维
通利华实验动物研究所提供的六周龄ＳＰＦ级ＳＤ大鼠８０只，体重１８０～２２０ｇ，雄性，根据随机数字表法分为实验组（例数
＝７０）、正常组（例数＝１０），进行链脲佐菌素（Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ），一次性注射腹腔对胰岛β细胞进行选择性破坏，诱发实
验性糖尿病；应用时由ＰＨ４４、０１ｍｍｏｌ／Ｌ无菌的柠檬酸钠缓冲液配制为１％ ＳＴＺ溶液，根据大鼠体重予以６５ｍｇ／ｋｇ左
下腹腔一次性注射１％ ＳＴＺ，正常组注射相同体积的生理盐水，７２ｈ后应用快速血糖仪检测血糖水平；血糖水平超过１６７
ｍｍｏｌ／Ｌ者则为糖尿病大鼠模型；随机分为对照组（多贝斯对照组）（２０只）、治疗组（芪参益气滴丸组）（３０只）、糖尿病模
型组（模型组）（２０只）、正常组（例数＝１０），应用 ＲＴＰＣＲ法检测４组大鼠视网膜 ＧＦＡＰｍＲＮＡ表达水平；应用免疫组织
化学染色法（ＬａｂｅｌｌｅｄＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＢｉｏｔｉｎＭｅｔｈｏｄ，ＬＳＡＢ法）检测４组视网膜的谷氨酸转运体（Ｇｌｕｔａｍａｔｅ／ａｓｐａｒｔａｔｅＴｒａｎｓｐｏｒｔ
ｅｒ，ＧＬＡＳＴ）表达水平；应用免疫组织化学染色法（ＬＳＡＢ法）检测视网膜上谷氨酰胺合成酶（ＧｌｕｔａｍｉｎｅＳｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）的表
达水平情况。结果：对照组、模型组、治疗组的大鼠视网膜ＧＦＡＰ阳性表达 ＩＯＤ值显著低于正常组，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）；治疗组、对照组的大鼠视网膜神经胶质原纤维酸性蛋白（Ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）阳性表达ＩＯＤ值显著高
于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；治疗组的大鼠视网膜ＧＦＡＰ阳性表达 ＩＯＤ值显著高于对照组，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；对照组、模型组、治疗组的大鼠视网膜ＧＳ阳性表达ＩＯＤ值显著低于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
治疗组、对照组的大鼠视网膜ＧＳ阳性表达ＩＯＤ值显著高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；治疗组的大鼠视网膜
谷氨酰胺合成酶（ＧｌｕｔａｍｉｎｅＳｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）阳性表达ＩＯＤ值显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：芪参
益气滴丸可促进视网膜ＧＳ和ＧＬＡＳＴ的表达，降低谷氨酸的高浓度兴奋性毒性功能，保护视网膜神经细胞。
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　　引发视网膜神经细胞严重受损的主要原因之一
为谷氨酸的高浓度兴奋性毒性。大量研究表明，糖

尿病视网膜病变早期可出现谷氨酸循环缓慢，细胞

外堆积大量的谷氨酸，浓度上升，导致视网膜神经节

细胞凋亡［１２］。传统糖尿病性视网膜病变的主要研

究重点为视网膜毛细血管微循环障碍，且设定为血

管病变导致视觉的缺失及视网膜神经细胞的变

性［３４］；糖尿病患者发生眼底可见的微血管变化之前

即发生视神经胶质细胞的存活力及细胞功能变化、

视网膜神经纤维功能的降低；近年来研究发现，糖尿

病视网膜病变除微血管受损外，糖尿病视网膜病变

是一种慢性神经阻滞细胞的退行性病变，包括谷氨

酰胺代谢病变、激活小胶质细胞、大胶质细胞反应性

增生、神经细胞凋亡加速，视网膜血管病变的主要原

因可能为神经胶质及神经元的变化［５６］；血管内皮细

胞、神经胶质细胞、神经元细胞是形成糖尿病视网膜

病变的重要因素，神经胶质细胞、神经元细胞的功能

变化、结构可改变血管的通透性，视网膜血管通透性

变化导致谷氨酸由血液进入视网膜实质，引发视网

膜神经退行性改变［７８］；同时与缺乏神经营养因子密

切相关，Ｍüｌｌｅｒ细胞因是神经元与血视网膜屏障的
桥梁，其功能及结构具有独特性，在导致视网膜血管

病变的同时，可引发神经元功能障碍［９１０］。视网膜

内的重要神经胶质细胞为 Ｍüｌｌｅｒ细胞，细胞突起由
内界膜向外界膜伸展，内核层为细胞体，细胞突起可

贯穿全层视网膜，将全部视网膜神经元突起及胞体

均包绕及接触［１１１２］；与视网膜神经元的功能及结构

密切相关；糖尿病状态下Ｍüｌｌｅｒ细胞的改变为表达
ＧＦＡＰ水平升高，ＧＦＡＰ为胶质纤维酸性蛋白，是
特征性神经胶质细胞标记，最早在大脑星形胶质细

胞中的中间丝结构蛋白中发现，其表达水平升高是

视网膜神经元受损的间接性指标［１３１４］；糖尿病视网

膜可表现为胶质反应性活跃性增生，糖尿病视网膜

进展的病理性改变为视网膜组织内胶质细胞反应性

增生，视网膜中表达 ＧＦＡＰ水平显著升高［１５］。活

血益气类药物可营养周围神经、中枢神经因子功

能，可促进变性受损的神经细胞修复功能，增强胶

质细胞的代偿功能，对视网膜神经组织细胞具有保

护神经功能，促使神经细胞突起生长功能。探析活

血益气法对糖尿病视网膜病变大鼠的谷氨酰胺合成

酶及谷氨酸转运体的表达水平的影响具有重要的临

床价值，故本文建立糖尿病视网膜病变大鼠模型，

检测糖尿病视网膜病变大鼠的视神经胶质细胞的谷

氨酰胺合成酶、谷氨酸转运体的表达水平，现报道

如下。

１　材料与方法
１１　实验动物　维通利华实验动物研究所提供的
六周龄ＳＤ大鼠ＳＰＦ级８０只，体重１８０～２２０ｇ。
１２　实验药物与试剂　芪参益气滴丸（天津天士力
制药 集 团 股 份 有 限 公 司 生 产，国 药 准 字

Ｚ２００３０１３９），羟苯磺酸钙胶囊（商品名：多贝斯，西
安利 君 制 药 有 限 责 任 公 司 生 产，国 药 准 字

Ｈ２００００７１３）；Ｄａｋｏ公司提供的 ＬＳＡＢ通用试剂盒，
Ｓｉｇｍａ公司生产的 ＤＡＢ显色剂，Ｒｏｃｈｅ公司提供的
细胞凋亡检测盒，Ｓｉｇｍａ公司提供的ＳＴＺ。
１３　实验仪器　Ｋｏｄａｋ公司提供的 ＩｍａｇｅＰｌｕｓＰｒｏ
６０图像分析系统；ＳＡＫＵＲＡＣＲＭ４４０型病理切片
机，ＳＡＫＵＲＡＰＳ５３型展片器，日本 ＳＡＫＵＲＡＴｉｓｓｕｅ
ＴｅｋＴＥＣＴＭ５ＳＭＣ１０４２ＳＯ型组织包埋机，日本 Ｏ
ＬＹＭＰＵＳＢＨ２型显微照相系统，日本日立 Ｈ６００型
电子显微镜，日本ＯＬｙｐｕｓＢＨ２型光学显微镜，日本
ＯＬｙｐｕｓＢＸ５１型数码相机装置，ＨＡＮＮＡＩｎｓｔｒｕｍｒｎｔｓ
ＰＨ２００型酸度计，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏＡＢ５４型精密电子
天平，ＲｏｃｈｅＧＬＵＣＯＴＲＥＮＤ型快速血糖仪。
１４　实验方法　１）六周龄ＳＰＦ级ＳＤ大鼠８０只，体
重１８０～２２０ｇ，均为雄性，饲养室相对湿度５５％ ～
７０％，室温２２～２５℃；实验期间大鼠可自由饮水及
进食，适应性饲养 ７ｄ后，随机分为正常组（例数 ＝
１０）、实验组（例数 ＝７０），进行 ＳＴＺ一次性腹腔注
射，对胰岛β细胞进行选择性破坏，诱发实验性糖尿
病；临时将 ｐＨ４４、０１ｍｍｏｌ／Ｌ无菌柠檬酸钠缓冲
液配制为１％的 ＳＴＺ溶液，根据大鼠体重，进行１％
ＳＴＺ一次性左下腹腔注射，６５ｍｇ／ｋｇ，正常组注射体
积相同的０９％氯化钠注射液，建立模型前大鼠１２ｈ
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禁食，７２ｈ后尾静脉取血，予以快速血糖仪检测血
糖；血糖超过１６７ｍｍｏｌ／Ｌ者则为糖尿病大鼠模型；
随机分为对照组（多贝斯对照组）（２０只）、治疗组
（芪参益气滴丸组）（３０只）、糖尿病模型组（模型
组）（２０只）、正常组（例数 ＝１０）；成功建立大鼠模
型后第二天对照组及治疗组给药，灌胃给药１次／ｄ，
剂量均为０５ｇ／ｋｇ，应用蒸馏水配制羟苯磺酸钙胶
囊、芪参益气滴丸，配制药物溶液为 １００ｍｇ／ｍＬ，１
次／周，于４℃冰箱内置存；正常组大鼠予以 １ｍＬ
０９％氯化钠溶液灌胃；实验周期为１０个月，期间予
以大鼠血糖和体重定期检测；视网膜切片制备：结束

试验后将大鼠处死，由颈动脉处放血，将眼球摘除，

２４ｈ内在４℃下应用４％多聚甲醛固定，顺角膜边
缘将眼球壁剪开，将玻璃体、晶体、角膜除去，剩下的

眼杯置入固定液内再次４８ｇ固定，梯度乙醇脱水，
石蜡包埋，二甲苯透明，ＳＡＫＵＲＡＣＲＭ４４０型病理切
片机连续切片，３μｍ切片厚度；进行标记链霉亲合
素生物素过氧化物酶法（ＬＳＡＢ）进行 ＧＳ、ＧＬＡＳＴ免
疫组织化学染色：１）石蜡切片脱蜡，梯度乙醇水化；
２）５ｍｉｎ流水漂洗，５ｍｉｎ磷酸盐缓冲液，洗涤两次；
３）１５ｍｉｎ３％双氧水氧化，将内源性过氧化物酶消
除，５ｍｉｎ流水漂洗，５ｍｉｎＰＢＳ洗涤两次；４）室温下
１０％正常牛血清（ＢＳＡ）滴加，２０ｍｉｎ湿盒孵育；５）在
不同的切片内滴加一抗：兔抗人 ＧＳ多抗１：５０和兔
抗人ＧＬＡＳＴ多抗１：１８００，２４ｈ室温下孵育湿盒，５
ｍｉｎＰＢＳ洗涤三次；６）ＬＳＡＢ二抗滴加，９０ｍｉｎ室温下
湿盒孵育，５ｍｉｎＰＢＳ洗涤三次；７）ＬＳＡＢ三抗滴加，
９０ｍｉｎ室温下湿盒孵育，５ｍｉｎＰＢＳ洗涤三次；８）０５
ｍｉｎ１ｍｉｎ部分切片苏木素复染，未复染部分３ｍｉｎ
流水冲洗，进行图像分析；梯度乙醇脱水，风干，二甲

苯透明，树脂中性封片；在光学显微镜下监测所得切

片，予以ＩｍａｇｅＰｌｕｓＰｒｏ６０图像分析系统定量分析
未复染切片，每只大鼠取切片两张，２００倍下随机选
择视野１０处，计算阳性表达积分密度值（ＩＯＤ），ＩＯＤ
＝平均光密度×面积。见图１～图８。
１５　统计学方法　全部数据进行 ＳＰＳＳ１８０软件
系统处理，计量资料进行ｔ检验，用（珋ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜
００５差异则具有统计学意义。
２　结果
２１　４组视网膜表达 ＧＬＡＳＴ表达 ＩＯＤ值情况　对
照组、模型组、治疗组的大鼠视网膜 ＧＦＡＰ阳性表达
ＩＯＤ值显著低于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；治疗组、对照组的大鼠视网膜 ＧＦＡＰ阳性表
达ＩＯＤ值显著高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５）；治疗组的大鼠视网膜ＧＦＡＰ阳性表达ＩＯＤ值
显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表１。

图１　ＧＬＡＳＴ在正常组视网膜　　图２　ＧＬＡＳＴ在模型组视网膜

的表达，ＬＳＡＢ法×４００，　　的表达，ＬＳＡＢ法×４００，

苏木素复染。　　　　　　苏木素复染。

图３　ＧＬＡＳＴ在治疗组视网膜　图４　ＧＬＡＳＴ在对照组视网膜

的表达，ＬＳＡＢ法×４００，　　　的表达，ＬＳＡＢ法×４００，

苏木素复染。　苏木素复染。

图５　ＧＳ在正常组大鼠视网膜　　图６　ＧＳ在模型组大鼠视网膜

的表达，ＬＳＡＢ法×４００，　　的表达，ＬＳＡＢ法×４００，

未复染。　　　　　　未复染。

图７　ＧＳ在治疗组大鼠视网膜　　图８　ＧＳ在对照组大鼠视网膜

的表达，ＬＳＡＢ法×４００，　　的表达，ＬＳＡＢ法×４００，

未复染。　　　　　未复染。

２２　４组视网膜表达ＧＳ表达ＩＯＤ值变化情况　对
照组、模型组、治疗组的大鼠视网膜 ＧＳ阳性表达
ＩＯＤ值显著低于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；治疗组、对照组的大鼠视网膜 ＧＳ阳性表达
ＩＯＤ值显著高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；治疗组的大鼠视网膜 ＧＳ阳性表达 ＩＯＤ值显
著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
表２。
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表１　４组视网膜表达ＧＬＡＳＴ阳性表达ＩＯＤ值情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ＧＬＡＳＴ阳性表达ＩＯＤ值

正常组（例数＝１０） ７１０３±１５１９
治疗组（例数＝３０） ５３３２±１２３５
模型组（例数＝２０） ３８５２±０５９３
对照组（例数＝２０） ４３０４±０６８６

ｔ／Ｐ１ ８４７８，＜００５
ｔ／Ｐ２ ３７０８，＜００５
ｔ／Ｐ３ ７０１６，＜００５
ｔ／Ｐ４ ４９７８，＜００５
ｔ／Ｐ５ ３３８３，＜００５
ｔ／Ｐ６ ２２２９，００３２

　　注：ｔ／Ｐ１为模型组与正常组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ２为治疗组与正
常组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ３为对照组与正常组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ４为
治疗组与模型组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ５为治疗组与对照组比较，Ｐ＜
００５；ｔ／Ｐ６为对照组与模型组比较，Ｐ＜００５。

表２　４组视网膜表达ＧＳ表达ＩＯＤ值变化情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ＧＬＡＳＴ阳性表达ＩＯＤ值

正常组（ｎ＝１０） ８２１５±１６２１
治疗组（ｎ＝３０） ５４１１±１１２４
模型组（ｎ＝２０） ３７６１±０５６２
对照组（ｎ＝２０） ４４１５±０７９７

ｔ／Ｐ１ １１１７６，＜００５
ｔ／Ｐ２ ６０９７，＜００５
ｔ／Ｐ３ ８６８７，＜００５
ｔ／Ｐ４ ６０６４，＜００５
ｔ／Ｐ５ ３４２５，＜００５
ｔ／Ｐ６ ３０００，＜００５

　　注：ｔ／Ｐ１为模型组与正常组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ２为治疗组与正
常组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ３为对照组与正常组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ４为
治疗组与模型组比较，Ｐ＜００５；ｔ／Ｐ５为治疗组与对照组比较，Ｐ＜
００５；ｔ／Ｐ６为对照组与模型组比较，Ｐ＜００５。

３　讨论
本研究探析糖尿病大鼠予以芪参益气滴丸对大

鼠视网膜谷氨酰胺合成酶及谷氨酸转运体的表达影

响，研究结果与马栋等［１６］的研究结果大体一致，谷

氨酸为视网膜的最重要的兴奋性神经递质，神经节

细胞、双极细胞、光感受器的递质均为谷氨酸，谷氨

酸的浓度不同，其传递的信号也具有一定的差异，而

谷氨酸高浓度具有兴奋性毒性，谷氨酸的清除降低

或生成增加是导致神经细胞凋亡的主要病理机制，

视网膜中的双极细胞及神经节细胞中谷氨酸的唯一

源头为Ｍüｌｌｅｒ细胞，同时可清除视网膜内外过量的
谷氨酸，其细胞内的谷氨酰胺合成酶及包膜的谷氨

酸转运体是谷氨酸降解、转运的重要过程［１７］；谷氨

酰胺合成酶只在 Ｍüｌｌｅｒ细胞内存在，Ｍüｌｌｅｒ细胞对
ＲＧＣｓ避免谷氨酸度毒性侵害的作用与 ＧＬＡＳＴ的数
量及功能密切相关；在谷氨酰胺合成酶的作用下，谷

氨酸可转化为谷氨酸胺，由 Ｍüｌｌｅｒ细胞向细胞外释

放，同时神经细胞摄取Ｇｌｎ；传统医学认为，糖尿病属
于“消渴”范畴，素体燥热偏盛，阴津亏损，伤阴耗

气，引发阴阳两虚、气阴两虚，瘀阻络脉，血行不畅；

燥热阴虚、气弱脾虚，阴损及阳，目失所养是糖尿病

视网膜病变的基础病机；糖尿病视网膜病变的进展

病机为气弱脾虚，因虚致瘀，闭塞目窍，其证候特征

为虚实夹杂，本虚标实；糖尿病视网膜病变的增殖前

期及单纯期均为气阴两虚证，增殖期为血瘀气滞、阴

阳两虚；对糖尿病进行活血益气疗法可防止病变向

阴阳两虚状态转变；芪参益气滴丸有降香、三七、丹

参、黄芪组成，方中降香辛散气香，行滞温通；三七和

丹参可通络祛瘀活血，同为臣药；黄芪为君药，可补

气，祛瘀不伤正，气旺则血行，促进津液运行；现代

药理研究表明，黄芪的主要有效成分为微量元素、

氨基酸、黄酮、皂苷、多糖；其中黄芪多糖可提高

机体的缺氧耐受能力，通过抗氧化功能，促使抗氧

化酶的 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ的活性增强，促使细胞膜稳
定，促使凋亡抑制基因ｂｃｌ２的表达水平提高，ｐ５３
促凋亡基因的表达下降，降低损伤神经细胞，延缓

神经细胞凋亡进程；可促进受损后恢复神经功能，

对神经胶质细胞急性脑缺血期的过量表达水平进行

抑制；丹参酮及丹参素可缓解微循环障碍，全血粘

度下降，对血小板集聚功能进行抑制；避免脂质的

过氧化，阻断生成羟自由基。综上所述，芪参益气

滴丸可促进视网膜ＧＳ和ＧＬＡＳＴ的表达，降低谷氨
酸的高浓度兴奋性毒性功能，保护视网膜神经细

胞。
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意义 （Ｐ＜００１）。同桔梗单用组比较，桔梗配伍
不同中药组的抑制作用较强，其中桔梗配伍麦冬组

及桔梗配伍蛇床子组效果显著 （Ｐ＜００１），桔梗
配伍莪术组在抑制作用方面虽然由于桔梗单用组，

但差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。见表 ２，图 ２、
图３。
４　结论

从上述实验结果可以看出，桔梗含药血清对于

４Ｔ１细胞的增殖具有抑制作用，且在配伍麦冬、莪
术、蛇床子后，其含药血清的抑制作用更强，特别是

桔梗配伍莪术组，效果显著。在抑制细胞侵袭方面，

桔梗单用组含药血清同对照组比较差异有统计学意

义，且配伍不同中药后，效果更为明显，其中桔梗配

伍麦冬及桔梗配伍蛇床子组效果最优。

综上所述，中药桔梗配伍不同治则含药血清对

４Ｔ１细胞的增殖及侵袭确有不同程度抑制作用，其
具体作用机制仍需进一步实验研究。
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