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芦荟药物血清对 AGEs损伤的 RGMC
细胞的保护作用
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[摘　要 ]　通过 HPLC确定灌胃芦荟药物在家兔血清中达到峰值时相 ,确定最佳采血时间 ,制备芦荟药物血清 ,

将血清加入糖基化终产物 (A GEs)作用过的肾系膜细胞 (R GMC)中 ,孵育 24 h。之后 ,检测细胞内谷胱甘肽 ( GSH)和

氨基葡萄糖苷酶 (NA G)含量 ,超氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CA T)、山梨醇脱氢酶 (SD H)和醛糖还原酶 (AR)

的活性 ,研究芦荟药物血清对 R GMC的保护效果 ,初步探讨芦荟防治糖尿病的机理。结果表明 ,芦荟药物在家兔灌胃

后 2 h的血清中血液达到相对峰值 ;A GEs作用过的细胞经芦荟药物血清处理后 ,其 GSH含量、SOD活性均较未加芦

荟处理的 A组有所升高 ,且差异极显著 ( P < 0. 01) ,其 SD H和 AR的活性也较未经芦荟处理的 A组极显著下降 ( P <

0 . 01) 。表明芦荟药物血清对 A GEs损伤后的 R GMC细胞有一定的保护修复作用 ,芦荟保护 RGMC细胞的机制可能

是通过改善细胞的氧化应激状态 ,同时降低多元醇通路的 2种关键酶的活性而起作用的。
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Abstract : To investigate t he p rotective effect of aloe medicated serum on R GMC and to probe into t he

mechanism of t he curing effect of aloe on diabetes ,t he peak time of t he aloe content in rabbit serum was de2
termined by HPL C. Serum was obtained f rom t he blood af ter aloe gavage ,t hen medicated serum was added

into t he cells t reated by A GEs. After 24 h incubation ,indexes such as GSH ,NA G content ,SOD ,CA T ,SD H

and AR activities in cells were measured. The peak time of aloe content in rabbit serum was 2 hours after

gavage ; GSH content and SOD activity were markedly higher ( P < 0 . 01) in t he medicated serum t reated

A GEs group than that in unt reated A GEs group ,while AR and SD H activity decreased in t he medicated se2
rum t reated wit h A GEs group . It can be concluded that Aloe medicated serum exerted protective effect on

cells t reated wit h A GEs ,and it can be hypothesized that t herapeutical effect of aloe on diabetes and it s re2
lated complications was p robably due to alleviation of t he oxidative st ress and decrease in t he activities of

two key enzymes in the polyol pathway in cells.
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　　芦荟 ( A loe s p p . )是一种百合科草本植物 ,具有

较高的药用价值 ,可用于抗炎、调节免疫、抗菌、抗肿

瘤等方面[1 ]。近十年来 ,国内外学者研究发现 ,芦荟

对正常动物有一定的降血糖作用 ,并能有效增强葡

萄糖耐受性 ,降血糖作用起效慢但持续时间长[2 ]。

现有研究主要集中在芦荟降低动物血糖的作用方

面[325 ] ,而对其是否有保护细胞的功效未见报道。为

此 ,本试验模拟体内药物作用的环境 ,利用芦荟药物

血清处理糖基化终产物损伤的大鼠肾系膜细胞 ,探

讨芦荟对细胞的保护作用及其机理 ,以期为指导临

床实践及芦荟的进一步开发应用提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试动物　雄性家兔 ,购自复旦大学动物中

心 ,共 2只 ,质量约 2. 3 kg ,以专用家兔饲料喂养。

1. 1. 2　试剂与仪器　GSH、SOD、CA T及 NA G试

剂盒均购自南京建成生物公司 ; R GMC细胞株购自

上海第二军医大学 ; DM EM 高糖培养基购自

GIBICD公司 ;糖基化终产物 (A GEs)由华东师范大

学生物医学实验室自制 ;芦荟生药购自上海绿宝科

技公司 ; Agilent 1100 HPL C 购自安捷伦公司 ;

F24500型荧光扫描分光光度计为日立公司产品 ;

722 型可见分光光度计由上海第三分析仪器厂生

产。

1. 2　芦荟生药灌胃后最佳采血时间的确定

家兔禁食 12 h后连续用芦荟生药 (质量浓度为

90 mg/ mL)灌胃 3次 ,每次 30 mL ,间隔 1 h。末次

灌胃后第 1 ,2 ,3 h各采血 1次 ,每次 2 mL。血样离

心后 ,取上清液并加入 0. 2 mL 体积分数 70 %的高

氯酸[ 6 ] ,涡旋混匀 ,5 000 r/ min离心 10 min ,取上清

液 ,用 0. 2μm滤膜过滤 ,滤液即为待测血清。利用

H PL C检测药物在待测血清中的含量 ,确定最佳采

血时间。HPL C 条件为 :柱温 25 ℃,流速 0. 8

mL/ min ,进样量 10μL ;流动相 :超纯水和乙腈 ;梯

度条件 :0 ,2 ,15 和 30 min 乙腈的体积分数分别为

10 % ,10 % ,90 %和 10 %。

1. 3　芦荟药物血清的制备

根据确定的最佳采血时间 ,在末次灌胃 2 h 后

颈动脉取家兔全血 ,4 ℃静置 2 h 后以 3 000 r/ min

离心 10 min ,取上清液在无菌条件下用 0. 2μm滤

膜过滤 ,滤液即为芦荟药物血清。将制备的芦荟药

物血清于 56 ℃灭活后冷冻备用。

1. 4　芦荟药物血清对 A GEs损伤的 R GMC细胞的

保护作用

试验共分 4组 :牛血清 (Bovine Serum )细胞培

养对照组 (BS组) 、正常兔血清 ( Rabbit Sserum)细

胞培养对照组 ( RS组) 、A GEs 损伤细胞组 (A 组) 、

A GEs +芦荟药物血清 ( Rabbit aloe serum)组 (A +

RAS 组 ) 。将对数生长期的 R GMC 细胞以 105

mL - 1密度接种 2块 24孔板 ,以含体积分数 10 %牛

血清的 DM EM培养基培养 ,每组重复 6孔 ,培养 24

h时 A GEs (A)组和 A + RAS组加入 A GEs (终浓度

为 1 mg/ mL) ,其他组不做处理 ,继续培养。48 h时

A + RAS组加入含药兔血清培养基 (体积分数 90 %

DM EM培养基 +体积分数 10 %芦荟药物血清) ,RS

组加入含正常兔血清的培养基 (体积分数 90 %

DM EM培养基 +体积分数 10 %正常兔血清) ,BS组

与 A 组继续用含体积分数 10 %小牛血清的培养基

培养。72 h时弃去上清液 ,用 D2Hanks液冲洗后加

入0. 1 % Tween 20 裂解细胞 ,之后收集细胞裂解

液 ,用于生化检测。

1. 5　测定指标与方法

谷胱甘肽 ( GSH)含量采用 D TNB法测定 ,超氧

化物歧化酶 ( SOD)活性采用黄嘌酶氧化酶法测定 ,

过氧化氢酶 (CA T)采用钼酸铵法测定 ,氨基葡萄糖

苷酶 (NA G)活性按试剂盒说明书测定。细胞山梨醇

脱氢酶 (SDH)活性采用 NADH生成法[7 ]检测 ,醛糖

还原酶 (AR)活性采用 NADPH荧光法[8 ]测定。

1. 6　数据统计分析

试验数据以平均数 ±标准差 ( �X ±SD)表示 ,组

间差异比较采用方差分析 ,数据均以 SPSS 12. 0 软

件统计完成。

2　结果与分析

2. 1　芦荟血清的最佳采集时间

将待测芦荟药物血清进行全波长扫描 ,结果发

现 ,在 195 nm和 281 nm处有 2个主要吸收峰。由

于 195 nm处的吸收峰与有机相 (如甲醇 ,乙腈等)的

吸收峰相近 ,相互干扰 ,影响检测结果 ,因此本试验

将 HPL C检测芦荟药物血清的波长设定为 281 nm。

在此波长下 ,灌胃后 1 ,2 和 3 h 采集的芦荟药物血

清的特征峰面积分别为 2 662. 77 , 4 175. 43 和

2 419. 51 mAU (图 1) ,可确定灌胃后 2 h 药物在血

清里达到相对峰值 (与 1 ,3 h比较) ,因此确定 2 h后

为最佳采血时间。
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图 1　家兔灌胃芦荟 1 ,2 ,3 h后血清在 281 nm的色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of aloe medicated serum 1 ,2 ,3 hours after gavage
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2. 2　芦荟药物血清对 A GEs 损伤细胞中 GSH 含

量和 SOD活性的影响

表 1显示 , A组的 GSH含量和 SOD活性均极

显著低于 BS组 ( P < 0 . 01) ,表明 A GEs对细胞的具

有一定程度的氧化损伤作用 ; A + RAS组的 GSH

含量和 SOD 活性均极显著高于 A 组 ( P < 0 . 01 ) ,

A + RAS组和 BS组的 GSH含量和 SOD活性差异

不显著。说明芦荟药物血清能够调节细胞氧化应激

状态 ,保护细胞免受氧自由基的损伤 ;BS和 RS组之

间 GSH含量和 SOD活性均无显著差异。说明兔血

清对细胞的氧化系统无影响 ;芦荟药物血清改善了细

胞的氧化应激状态 ,其效果来自血清中药物成分。
表 1　芦荟血清对 A GEs损伤的 RGMC细胞中

GSH含量和 SOD活性的影响 ( n = 6)

Table 1　Effect of medicated serum on GSH content ,

and SOD activities in A GEs treated cells

组别
groups

GSH含量/ (mg·g - 1)
GSH content

SOD/ (U ·mg - 1)
SOD activity

BS 241. 37±8. 56 8. 45±0. 09

A 172. 63±8. 20 3 3 5. 83±0. 39 3 3

A + RAS 234. 57±1. 98 △△ 7. 95±0. 03 △△

RS 234. 44±12. 25 8. 62±0. 14

　　注 : 3 3表示与 BS组比较差异达极显著水平 ( P < 0 . 01) ; △△

表示与 A组比较差异达极显著 ( P < 0 . 01)水平。表 2同。

Note : 3 3 means ext remely significant difference f rom t he con2

t rol group . △△means ext remely significant difference

f rom t he cont rol group . Table 2 is t he same.

2. 3 　芦荟血清对 A GEs 损伤的 R GMC 细胞中

CA T和 NA G活性的影响

表 2显示 ,A组的 CA T活性极显著低于 BS组

( P < 0 . 01)而 NA G活性则极显著高于 BS组 ( P <

0 . 01) ; A + RAS组的 CA T 活性极显著高于 A 组

( P < 0 . 01 ) , NA G 活性极显著低于 A 组 ( P <

0 . 01) 。可见 ,细胞在 A GEs损伤的情况下 ,NA G泄

漏增加 ,细胞膜被破坏 ,损伤作用明显 ;而芦荟药物

血清组 NA G泄漏较少 ,并且其 CA T活性较高。上

述结果说明 ,芦荟药物血清可保护细胞膜免受

A GEs的破坏 ,并可改善了氧化应激水平 ,对肾系膜

细胞起到了保护作用。

2. 4　芦荟血清对 A GEs损伤的 R GMC细胞中 AR

和 SD H活性的影响。

表 3显示 , A 组的 AR、SD H 活性均极显著高

于 BS组 ( P < 0 . 01) ,说明 A GEs刺激细胞后多元醇

通路被激活 ;A + RAS组的 A R活性显著极低于 A

组 ( P < 0 . 01) 、SD H活性显著低于 A组 ( P < 0 . 05) ;

RS组和 A + RAS组与 BS组的 AR和 SD H活性均

无显著差异。表明芦荟药物血清作用细胞后 ,多元

醇通路的两个关键酶被抑制 ,对细胞起到明显的保

护效果。
表 2　芦荟血清对 A GEs损伤的 R GMC细胞中

CA T和 NA G活性的影响 ( n = 6)

Table 2　Effect of medicated serum on CA T activities

and NA G content in t he A GEs t reated cells

组别
Group

CA T 活性/ (U ·g - 1)
CA T activity

NA G活性/ (U ·L - 1)
NA G activity

BS 80. 79±7. 13 8. 51 ±0. 14

A 53. 29±5. 65 3 3 12. 98±0. 27 3 3

A + RAS 70. 32±4. 50 △△ 8. 98±0. 31 △△

RS 77. 88±10. 95 8. 56±0. 13

表 3　芦荟血清对 A GEs损伤的 R GMC细胞中 AR

和 SD H活性的影响 ( n = 6)

Table 3　Effect of medicated serum on aldose reductase and

sorbitol dehydrogenase activities in A GEs treated cells

组别
Group

AR活性/ (U ·mg - 1)
AR activity

SD H活性/ (U ·g - 1)
SD H activity

BS 2. 98±0. 06 1. 27±0. 10

A 3. 87±0. 14 3 3 1. 67±0. 05 3 3

A + RAS 2. 86±0. 23 △△ 1. 45±0. 04 △

RS 3. 07±0. 10 1. 21±0. 044

　　注 : 3 3表示与 BS组比较差异达极显著水平 ( P < 0 . 01) ; △和

△△分别表示与 A 组比较差异达显著 ( P < 0 . 05)和极显著

( P < 0 . 01)水平。

Note : 3 means significantly difference f rom cont rol group P <

0 . 05 , 3 3 means ext remely significant difference f rom

t he cont rol group . △means t hat t he group is significantly

different f rom cont rol group P < 0 . 05 , △△means ex2

t remely significant difference f rom t he cont rol group .

3　讨　论

常规的药物实验是药物直接作用于细胞 ,这种

情况下不能客观的反映药效 ,因为药物经过体内代

谢后其有效成分有所改变。而用药物血清培养细胞

则可以使得药物更能在接近体内的环境下发挥药

效 ,模拟体内的药物与机体细胞之间的作用过程 ,其

结果具有更高的可信度。本试验采用血清药理学方

法[9 ] ,用含中药提取物的血清培养细胞 ,研究其药物

学效应 ,克服了药物直接作用于细胞时改变细胞生

长条件 (如改变细胞 p H值 ,渗透压等)的缺点。

由于不同药物在动物体内代谢时间不一 ,在血

清中出现峰值的时间有所差异 ,因而最佳采血时间

是不一致的 ,一般药物代谢时间是喂药后 1～3 h。

为了确定芦荟在血清中达到峰值的时间 ,本试验采

用 HPL C法 ,对灌胃后不同时间血清中芦荟的含量

进行了分析 ,结果显示最佳采血时间为灌胃后 2 h。
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细胞氧化应激是糖尿病、肾病的主要致病因

素[10 ]。新近的研究显示 ,芦荟中的 A PS21组分具有

清除超氧阴离子和羟自由基作用 ,是芦荟防治与氧

自由基相关疾病的主要有效成分[11 ]。GSH 含量反

映了细胞能否有效清除自由基 , SOD 和 CA T 等抗

氧化酶类则是体内清除自由基的关键酶。本试验发

现 ,A GEs刺激的细胞中的 GSH含量、SOD和 CA T

活性显著下降 ,加入芦荟药物血清后细胞中的 GSH

含量、SOD 活性均恢复到正常值。这说明 ,芦荟药

物血清能够起到抗氧化作用 ,增加抗氧化酶类的活

性 ,清除细胞内的自由基 ,提高还原型谷光甘肽水

平。其原因可能是由于芦荟的抗氧化组分 (如 A PS2
1等)在动物体内代谢之后活性依然存在 ,从而改善

了体内的氧化应激状态。

多元醇通路是动物组织细胞内的一种葡萄糖代

谢途径[12 ] ,该途径由 2 种酶催化完成 ,即 A R 和

SD H。体内血糖的升高或积累了过多的氧化产物

均可激活这 2种酶 ,导致大量山梨醇在细胞内堆积。

山梨醇很难透出细胞膜 ,并且不易被进一步代谢。

因此 ,细胞会发生渗透性肿胀 ,细胞膜 Na + 2K+ 2
A TP酶活性降低 ,最终导致细胞结构功能异常 ,进

而引起糖尿病肾病 (DN) ,早期肾小球高滤过 ,最终

导致肾小球硬化。另有报道 ,糖尿病并发症是由

AR直接或间接引发的[13 ]。抑制 A R活性对糖尿病

并发症有一定的改善作用 ,因而研制能够抑制多元

醇通路的 2个关键酶活性的药物 ,是糖尿病临床药

物开发的一个方向。本试验发现 ,芦荟药物血清可

以显著降低细胞 AR和 SD H的活性 ,作用机理可能

是芦荟的有效成分能抑制多元醇通路 2个关键酶的

基因的表达 ,或者是药物活性成分直接抑制了这 2

种酶的活性。A R和 SD H 的活性被芦荟有效成分

抑制后 ,细胞内已经积累的山梨醇就可进一步被代

谢分解 ,缓解了细胞由山梨醇积累造成的肿胀状态 ,

使细胞恢复正常生理状态 ,达到了保护细胞的效果。

本研究结果表明 ,芦荟药物血清可以改善细胞

内的氧化应激状态 ,不同程度上抑制细胞内多元醇

通路的 2 个关键酶 ,从而减少并缓解了糖基化终产

物对细胞造成的损伤。这种可能的保护机制为临床

预防与治疗糖尿病肾病提供了新的思路。
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