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高糖条件下糖康乐对 RPE细胞 GSH表达的影响 
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Abstract Objective Glutathione(GSH)is an important factor of anti—oxidation in retina．It has been demonstrated that 

exogenous GSH is a main way to maintain the GSH in retinal pigment epithelial(RPE)cells．However，less research on promoting 

GSH production in RPE cells using the compound derived from algae extraetsis was seen．Present study was to investigate the 

effect of Tangkangle，Oll GSH production in cultured rabbit RPE cells under the hyperglycemia condition． M ethods Rabbit 

RPE ce11s were isolated by trypsin digest and cultured in DMEM／F12 medium containing 10％ fetal bovine serum and identified 

by ABC method．The 3rd generation of cells were divided into blank control group(without glucose)，high glucose(25 mmol／L， 

HG) group，different concentrations of Tangkangle(0．002，0．02，0．2，2，20，200 Ixg／mL) +HG group and 1 mmol／L 

amin0ethylsulf0nic acid+HG group(positive contro1) according to the addition of high concentration of glucose and different 

concentrations of Tangkangle in medium．GSH production in the RPE cells was analyzed by detection of absorption of light at 

405 nm． Results The GSH level in blank control group was 1 2 1．35 ±5．44．and that in hyperglycemia condition was 44．77± 

21．22．showing a remarkable reduction(t=5．72，P<0．01)．The absorption values of RPE cells for GSH in 0．2—20 Ixg／mL 

Tangkangle+HG groups and positive control group were significantly increased in comparison with HG group(P<0．O1)with a 

peak in 2 p~g／mL Tangkangle+HG group(t=4．63，P<0．01)． Conclusion Tangkangle retrieve GSH from the reduction by 

HG and call protect RPE cells from oxidative damage by HG． 
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摘要 目的 探讨在高糖条件下糖康乐对兔视网膜色素上皮(RPE)细胞谷胱甘肽(GSH)表达的影响。 方法 采 

用体外培养的兔 RPE细胞，分成空白对照组、高糖组、糖康乐组和牛磺酸组 4个实验组(n=6)，在高糖条件下糖康乐组 

加以不同质量浓度的糖康乐 ，对 RPE细胞的 GSH含量进行测定。 结果 RPE细胞的GSH含量在高糖作用后明显降低 

(t=5．72，P<0．O1)，糖康乐在质量浓度为2 p~g／mL时可显著抑制 GSH含量的降低(t=4．63，P<0．01)，在2 txg／mL时其 

作用优于阳性对照组的牛磺酸(t=4．74，P<0．01)。 结论 一定质量浓度的糖康乐可以抑制高糖所导致的 RPE细胞 

GSH含量的降低 。 
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氧化损伤是视 网膜感光细胞常见的损伤形式 ，如 

高糖 、缺 氧 等 过 程都 可 能造 成 感 光 细 胞 的过 度 氧 

化 J̈。视网膜 色素上皮 (retinal pigment epithelium， 

RPE)细胞通过合成谷胱 甘肽 (glutathione，GSH)来清 
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除自由基以保证感光细胞的正常功能 。GSH是视 

网膜对抗氧化损伤不可缺少的因子 ，在氧化损伤 

时，GSH被大量消耗 。通过外源性 GSH或其前体氨 

基酸来促进 GSH合成的方法已被证实是维持 RPE细 

胞内 GSH含量较为有效的方法 ，但应用海洋生物活 

性成分促进 GSH表达的文献报道较少。我们研究从 

海藻萃取物 中获得 的化合物糖康乐在高糖条件下对 

RPE细胞 GSH表达的影响 ，探讨其在抗氧化损伤方面 

的作用 



1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 主要试剂与仪器 含有 10％胎牛血清(FBS)的 

DMEM／F12培养液(Gibco公司)，每100 mL的培养液 

中含 有 88 mL的 DMEM／F12培 养 液 、10 mL的 FBS 

(BioTech公司)，2 mL的青霉素(10 000 U／mL)、链霉素 

(10 000 g／mL)(Gibco公司)。GSH试剂盒(Glutathione 

Assay kit)(日本 Cayman Chemical Company)。MTP- 

800分光光度计(CORONA ELECTRIC，日本 )。 

1．1．2 海藻提取物 糖康乐 由 日本国芦北发育性残 

疾人治疗机构、芦北药园生产并无偿提供 ，其主要成分 

是海藻。将海藻通过应用氯仿、乙酸乙酯和 n一丁酰乙 

醇的提取，在硅胶和 LH．20葡聚糖凝胶层析仪上的分 

离，经过大孔吸收树脂的提纯以及硫酸的磺化作用后， 

再配以鹿角 、灵芝 、枸杞子、大豆粉和山芋粉制成。 

1．2 方法 

1．2．1 RPE细胞 的培养及 鉴定 将有 色兔麻醉处 

死 ，摘取眼球，D．Hanks液冲洗数遍 ，4℃冰箱内用含有 

庆大霉素的生理盐水浸泡30 min，显微镜下除去眼前 

节及视网膜，应用酶消化法 ，在眼杯中加入 25％胰蛋 

白酶，37 qC水浴消化30 min，用 10％胎牛血清(FBS)的 

DMEM／F12培养液终止消化 ，将眼杯 内细胞反复吹打 

制成细胞悬液。应用 ABC法进行细胞鉴定。细胞培 

养在37 oC、5％CO，孵箱内，每 2～3 d换液 1次，每 7～ 

8 d传代 1次，传代时应用 0．25％的胰蛋 白酶。采用胰 

蛋白酶消化法原代培养兔视网膜 RPE细胞，第 3代细 

胞与原代细胞具有相似的细胞形态，ABC法鉴定 95％ 

以上为阳性细胞，进一步传代，细胞逐渐失去原有形 

态，本实验采用第 3代细胞作为实验细胞。 

1．2．2 实验分组 应用第 3代兔 RPE细胞，将细胞以 

2．0×10 cells／well的密度接种于 24孔平板中培养72 h 

后，将 24孔随机分成 4个组：空 白对照组、高糖组 

(25 mmol／L)(HG组)、糖康乐组和牛磺酸组。糖康乐 

组的质量浓度分别为 0．002、0．02、0．2、2、20、200 Ixg／mL， 

牛磺酸组的浓度为 1 mmol／L。将培养液换成不含 FBS 

的DMEM／F12培养液，继续培养 72 h，测量上清培养液 

中GSH的含量。每组实验测量3次以上，取其平均值。 

1．3 GSH分析测定体系 

应用 GSH 试 剂盒 和 MTP一800分 光光 度 计 ，于 

405 nm处测定吸光度。试剂盒遵循的方程式如下 ： 
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1．4 统计学方法 

所有数据均以 ±s表示，采用 SPSS 11．0统计学 

软件进行处理。空 白对照组和高糖培养组 RPE细胞 

中 GSH含量的比较采用独立样本 t检验 ，不同质量浓 

度的糖康乐作用 于高浓度葡萄糖下 RPE细胞后 GSH 

含量 的比较 采用方差分析 ，各质量浓度组与 高糖组 

GSH含量的多重 比较采用 LSD t检验。P<0．05为差 

异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 高浓度葡萄糖对 RPE细胞 GSH含量的影响 

应用 25 mmol／L的高浓度葡萄糖作用后 ，RPE细 

胞 GSH含量明显降低 ，与空白组比较差异有统计学意 

义(P<0．01)(表 1)。 

表1 高浓度葡萄糖对RPE细胞GSH表达的影响( "4-S，nU／mL) 
Table 1 GSH level in RPE cells with or without 

hyperglycemia( ±s，nU／mL) 

(Student’s z test) 

2．2 糖康乐对高浓度葡萄糖下 RPE细胞 GSH含量 

的影响 

在应用 25 mmol／L的高浓度葡萄糖作用后，牛磺 

酸可以抑制 GSH的含量的降低，与高糖组比较差异有 

统计学意义(P<0．01)。糖康乐在一定质量浓度下， 

可以明显抑制 GSH的含量的降低 ，与高糖组相比较差 

异有统计学意义(P<0．01)，在质量浓度为 2~g／mL 

时对 GSH的含量降低 的抑制作 用优于 牛磺酸 (P< 

0．O1)(表 2)。 

表 2 不 同药物对高浓度葡萄糖条件下 RPE细胞 GSH 的 

含量(A值 )的影响 (x± ) 

Table 2 GSH level(A value)in cultured RPE cells under the 

different concentrations of Tangkangle(x±s) 

P<0．01 s HG group， P<0 01 s AA+HG group(ANOVA，LSD t 

test) HG：hyperglucose T：Tangkang1．e AA：aminoethylsulfnnic acid 
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3 讨论 

本实验成功地建立 了体外培养兔 RPE细胞的模 

型 ，排除体内因素的影响。本实验选 用的葡萄糖浓度 

为 25 mmol／L。体外培养时 25～30 mmol／L的葡萄糖 

水平可近似地等同于糖尿病时体内的葡萄糖水平 。 

本实验采用牛磺酸作为阳性对照。体外实验证明，糖 

尿病早期视网膜中牛磺酸含量下降，补充牛磺酸后，视 

网膜电图可基本恢复正常 。牛磺酸在光 适应动物 

中，可削弱外界因素对细胞的氧化损伤作用 j。 

RPE细胞是视 网膜内对抗氧化损伤的重要细 

胞 —J01。RPE细胞对高糖 卜̈ 、高氧局部压力 、强烈 

的光刺激和临近光感受器外节段中高浓度的不饱和脂 

肪酸所造成的损伤 比较敏感 ，当遭受氧化攻击 时， 

RPE细胞会首先通过产生 GSH和 SOD等物质有效地 

消除氧 自由基 ，防止视 网膜细胞遭受破坏 。 

GSH是大量存在于 RPE细胞 中的三肽物质” ， 

它可以在 GSH依赖性过氧化物酶催化的反应中 ，通过 

减灭过氧化物来对抗氧化损伤 ，并且可以消除脂质 

过氧化反应 中产生的乙醛毒性以及 由抗坏血酸盐和维 

生素 E依赖性的代谢反应而产生的 自由基的毒性⋯ 。 

RPE细胞中的GSH可以通过从氨基酸前体合成和将 

氧化型谷胱甘肽还原等途径不断得到补充 ，但是在过 

度的氧化应激时 ，氧化型谷胱甘肽还原的过程受到限 

制 ，此时细胞内 GSH含量的维持就取决于细胞内 GSH 

的合成 。 

近年来 ，人们对海洋有机体 内生物活性成分的兴 

趣Et益增加。糖康乐是从海藻萃取物中获得的化合 

物 ，其促进 RPE细胞内 GSH表达 的作用与海藻 内富 

含的海藻多糖类化合物密切相关。海藻多糖是一类多 

组分的混合物 ，由不 同的单糖基通过糖苷键 (一般为 

Cl，3一键和 Cl，4．键 )相连 而成，是海藻细胞间和细胞 

内所含有的高分子碳水化合物 ，它可 以调节细胞 的生 

长和衰老，抵抗光辐射 ，清除超氧化阴离子 ，抑制氧 自 

由基对不饱和脂肪酸的氧化作用 ，促进机体对谷胱 

甘肽过氧化物酶(GSH—Px)的生物合成，从而增强机体 

的抗氧化损伤能力 。但其具体对抗氧化损伤的机 

制 比较复杂，尚需进一步研究。 
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