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【摘 要】目的：探讨 Amadori糖化血清白蛋白对牛视网膜血管二酯酰甘油(DAG)——蛋白激酶 C(PKC)信号级联的影响及d 

—n一生育酚的干预作用。方法：体外制备的 Amadori糖化的牛血清白蛋白(AGSA)分别在生理浓度葡萄糖(5．5mmol／L)和高 

浓度葡萄糖(20mmol／L．)培养液中作用于新鲜牛视网膜血管。采用薄层层析和放射 自显影法测定 DAG含量和 PKC活性 ；并 

检测 d—n一生育酚预处理后 DAG、PKC改变。结果：在生理葡萄糖浓度下，牛视网膜血管暴露于 AGSA24h或 72h后细胞内 

DAG含量 、PKC活性均较对照组显著增加 ，当 AGSA和高葡萄糖 同时作用于牛视网膜血管时 ，DAG PKC级联 显著激活 ，分 

别为正常葡萄糖组的 3．47倍和 4．54倍 ；在正常血清培养液 中，与 5．5mmol／L的葡萄糖相 比，20retool／L．高糖 在 24h时并不刺 

激 DAG含量增加(P>0．05)，而 72h时则较对照组增加 45％，PKC活性较对照增加 56％，而 d—n一生育酚可逆转上述生化改 

变。结论 ：Amadori糖化血清白蛋白可在生理葡萄糖浓度下刺激 DAG—PKC途径活化 ，从而影响血管一系列生理功能 ，而 d— 

n一生育酚对血管生化改变有保护作用。 
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【Abstract】 Objective：To investigate the effect of Amadori glycated serum albumin(AGSA)on diacylglycerol—protein kinase C 

(PKC)cascade in cultured retinal blood vessels of bovine．Methods：Glycated serum albumin was prepared by incubating sterile fil— 

tered normal serum album in for five days at 37℃ with 25mmol／L glucose in phosphated buffered saline(PBS)．Albumin incubated for 

the same period in PBS without glucose was used as control(normal albumin，NA)．Diacyglycerol level and PKC activity were deter— 

mined in blood vessels incubated in media containing 10％ nonglycated serum albumin(NSA)or AGSA，ant 5．5mmol／L glucose ver— 

SUS 20retool／L glucose for 24 or 72 hours with or without 50 mmol／L d— n— tocophero1．Results：In blood vessels cultured for 24 

hours in 5．5 mmol／L glucose，the relative ratio for diacyglycerol level in vessels supplemented  with AGSA compared wi th the level ex— 

posed toNSA was 1．76．andPKC activityin vessels supplemented wi thAGSA was also higherthanthelevel exposedtoNSA．The rel— 

ative ratio for diacylglycerol level aim PKC activity in vessels cultured in 20retool／L glucose for 72 hours compared with that in v~ els 

cultured in 5．5mmol／L glucose was 2．44．and 2．62 respectively．20retool／L glucose als0 augmented the AGSA induced increase in di— 

acylglycerol level and PKC activity relative to that dbserved in 5．5mmol／L glucose concentration．(Relative ratio of diacylglycerol level 

and PKC activity in cell cultured for 72 ho urs in 20retool／L glucose supplemented with AGSA versus 5．5mmol／L glucose was 3．47， 

4．54 respectively)．D—n—tocopherol can prevent activation of diacyglycerol—PKC cascade induced by high glucose and／or AGSA． 

Conclusion：AGSA activate diacyglycerol—PKC pathway by mechanisms that are operative under normoglycemic condition，which 

may contribute to the development of diabetic retinopathy． 
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持续高血糖所致 的晚期糖化终产物(Advanced 

glycation end products，AGE )是导致糖尿病微血管 

病变的关键介质之一，对 AGEs的致病机制已有较 

深入研究。基于部分细胞和血浆蛋 白寿命较短，不 

能完成糖化产物的缩合 、交联 ，故体内循环中的糖化 

产物主要 是 Amadori糖化蛋 白，即早期糖化产物。 

晚近研究发现⋯糖尿病患者 Amadori糖化蛋白水平 

升高，且与。肾脏病变发生 、发展密切相关 。离体研究 

表明l 2l，高葡萄糖预处理视网膜血管细胞可诱导二 

酯酰甘油(DAG)一蛋 白激酶 C(PKC)级联活化 ，然 

而糖化血清蛋 白是否亦是通过 DAG—PKC信号通 

路却不清楚。为此本研究就此进行了初步探讨。 

1 材料与方法 

1．1 Amadori糖化血清白蛋白的制备 

正常胎牛 血清 白蛋 白 (BSA)50mg／mL经过 滤 除菌 与 

25mmol／LD一葡萄糖，在磷酸盐缓冲液 (PBS)体系中无菌 、 

避光 37℃孵育 5d。以胎牛血清白蛋 白与无糖 PBS孵育为对 

照 ，经孵育的血清用 PBS透析 24h，以去除未结合的葡萄糖 ， 

过滤除菌 ，以荧光 分光光度 仪(激发波 长 363nm，发射波 长 

440nm)，测定荧光强度。结果以任意荧光单位 表示 (AFU)。 

最后分装 ，置低温冰箱内保存备用。 

1．2 牛视 网膜血 管分 离、纯化 

系参照 Meezan 3法改 良而成 。摘除新鲜牛 眼，去 除眼 

前节，小心分离视 网膜，置入 Earle s平衡盐缓 冲液 ，碾碎后 

用 TenOFI手动匀浆器处理 10次 ，匀浆放在 90／．tin 筛网上 ，用 

缓冲液反复冲洗。收集筛网剩余物洗脱入离心管内，1000r／ 

rain离心 2min。适量缓部液悬浮沉积物 ，相差显微镜观察无 

非血管组织沾染 ，此即为视网膜微血管 。 

1．3 实验分组 

将牛视网膜血管接种于培养瓶 中，培养液 由 10％胎牛 

血清 、RPMI1640、0．05％ 内皮 细 胞 生 长 因 子 (sigma公 

司)、0．01％肝 素 构 成。当培 养 至 融 合状 态后 ，换 成 含 

10％Amadori糖化 白蛋 白／10％非糖化血清 和生理浓度葡萄 

糖 5．5mmol／L完全培养液 ，以及含 10％Amadori糖化蛋 白／ 

10％非糖化血清 的高糖 (20mmoI／L)完全培养液 ，继续培养 

24h、72h，以 10％非 糖化 白蛋 白／10％非糖化血 清的正常糖 

浓度为对照。D—a一生育酚干预组 于 Amadori糖化 血清 白 

蛋白或高葡萄糖干预前 4h加入 50mmol／L D—a一生育酚共 

同孵育 。 

1．4 细胞 内 DAG的提 取 和测 定 

培养结束后 ，弃去培养液 ，立 即加入预冷 的甲醇。然后 

刮下血管移至试管中 ，加入等体积氯仿和水 ，抽提总脂 ，溶于 

2倍 体 积 的缓 冲 液 中。取 40tA缓 冲 液 ，2 100mmol／L 

DTT，5ttgDAG激 酶 (Gibco公 司 )，加水 至 90tA，然 后加 入 

10tar_[ P]ATP(北 京亚辉生物 医学工程公 司)25*(2反应 

30min，继续磷脂酸抽提 ：lml氯仿 ：2ml甲醇于 一20℃2h，下 

层氯仿层用 2ml1％HCLO4洗涤 ，取氯仿层 2ml在液氮下干 

燥 ，再溶解在 100t~l含 5~6甲醇 (氯仿中)取 20tA进行硅胶薄 

层层析 ，放在 x线 片上干燥显影 48h，再放于液闪仪 中计数 。 

单位 nmol／mg蛋白。 

1．5 原位 PKC活性分析 

系改 良 Ishii法[ 。刮下培养细胞与穿细胞缓冲液 37℃ 

孵育 10min。此缓 冲液 由 50ttg／ml地 高辛精 (sigm a公 司)、 

137nunol／L NaCI、 5．4mmol／L KCI2、 10mmol／L M gCI2、 

25mmol／L13一磷酸 甘油 、5．5mmol／L葡 萄糖 、5．0mmol／L 

EGTA 、lmmol／L c~Clz、 20mrnol／L HEPES 、 100tanol／L 

r—E32P]ATP、100p．mol／L八 肽 底 物 (AiTlershatll公 司 )。 

4℃25％三氯 乙酸终止反应。离心取上清点于磷酸纤维素滤 

纸上 ，直径约为 2．5cm，负压下 75mmol／L磷酸冲洗 3次。自 

然干燥后置入闪烁液中 ，2h后于闪烁计数仪上测定由 r一[ 

P]ATP转移至八肽底物 的 P放射活性 ，即单位为 pmolpi／ 

min·mg蛋 白。 

1．6 统计 学处理 

结果以 ；±S表示，采用非参数 Kruskal—Wallis检验、 

Mann—Whitney U检验行多组间比较 ，Fisher或 Tukey法行 

方差分析。 

2 结 果 

2．1 Amadori糖化 白蛋 白鉴 定 

激发波长 363nm，发射波长 440nm，Amadori糖 

化血清 白蛋 白荧光 强度为 380AFU，而无 葡萄糖 

BSA对照荧光强度为 2lAFU，Amadori糖化血清 白 

蛋白经 SDS—PAGE(3％浓缩胶 ，5％分离胶)电泳， 

未发现有降解条带 ，与 BSA呈现相同电泳特征。 

2．2 Amadori糖化白蛋 白及 高糖对牛视 网膜血管 

DAG水平的影 响 

培养 24h，在生理 (5．5mmdl／L)葡萄糖时，l0％ 

的Amadori糖化白蛋白可增加牛视网膜血管 DAG 

含量，为对照组的 1．76倍；而当培养 72h，10 0,6糖化 

白蛋白可刺激牛视 网膜血管 DAG含量改变较对照 

进一步显著为高 (P<0．05)，说明 Amadori糖化 白 

蛋白诱导的牛视网膜血管 DAG含量呈迅速反应。 

当生长在正常血清的培养液中，与 5．5mmol／L的葡 

萄糖相 比，20mmol／L高糖在 24h时并不 能刺 激 

DAG增加 (P>0．05)，而 72h时而则较对照组增 

加 45％，说明高糖诱导的牛视网膜血管 DAG含量 
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NSA：正 常 血 清 白蛋 白；AGSA：Amadori糖 化 血 清 白蛋 白 ：与 NSA5．5mmol／L 培 养 组 比较 P<0．05 ：与 

NSA20mmol／L培养组或 AGSA5．5mmol／L培养组 比较 P<0．05 

表 2 Amadori糖化血清白蛋白和高糖对牛视网膜血管 PKC活性的影响 

NSA：正常 血清 白 蛋 白；AGSA：AmMofi糖 化 血 清 白蛋 白 ：与 NSAS．5mmol／L培 养 组 比较 P<0．05 ：与 

NSA20mmol／L培养组或 AGBAB．5mmol／L培养组 比较 P<0．05 

呈延迟反应，当在 20mmol／L的高糖培养液中，加入 

10％Amadori糖化 白蛋白培养 72h，可使高糖环境下 

DAG水平增加更 明显，为对照组的 3．47倍 (见表 

1)。 

2．3 Amadori糖化 白蛋 白及 高糖对牛视 网膜血管 

原位 PKC活性 的影 响 

培养 24h，在 生理 浓度 葡 萄糖 时 ，10％的 A— 

madori糖化白蛋白可增加牛视网膜血管 PKC活性， 

为对照组的 1．50倍 ，而培养 72h时 PKC活性则显 

著较对照为高。当 20mmol／L的高糖培养液中，加 

入 10％Amadori糖化 白蛋 白培养 72h，可使高糖环 

境下 PKC活性增加更显著，为对照组 4．54倍，高糖 

负荷对牛视网膜血管 Pl 活性如表 2所示。 

2．4 D—a一生育酚对 Amadori糖化白蛋 白和 高糖 

诱导的 DAG含量、PKC活性的影响 

Amadori糖化白蛋白、高糖干预前 4h，预先加入 

50mmol／L d—a一生育酚孵育，然后用相 同浓度 的 

Amadori糖化 白蛋白、高糖刺激牛视网膜血管，结 

果显示在生理浓度葡萄糖暴露于 10％Amadori糖化 

白蛋白时 ，DAG含量由 d—a一生育酚未处理组的 

2．67±0．24mmol／mg蛋 白下降为 d—a一生育酚处 

理组 的 1．23±0．15nmol／mg蛋 白(P<0．05)，而 

PKC活 性则 由未 处理 组 的 25．90±1．17pmolpi／ 

(rain·mg蛋白)降低为 6．20±0．78pmolpi／(min·mg 

蛋白)；而当给予高糖 (20mmol／L)负荷时，结果如表 

3所示 。以上结 果提示 d—a一生 育酚可阻断 A— 

madori糖化白蛋白和／或高糖 引起的 DAG、PKC变 

化。 

3 讨 论 

国外学者ll5j观察到在 db／db 2型糖尿病小 鼠 

中，采用 Amadori糖化白蛋 白中和抗体，可显著改善 

视网膜和肾脏血流动力学效应 ，故阻断早期糖化产 

物的形成及效应可能为糖尿病视网膜病变防治带来 

新希望。早期糖化产物是葡萄糖与蛋白质等大分子 

物质形成的不稳定化合物，称“schiff”碱，经 Amadori 

重排形成的产物，后者是一种较稳定的化合物 ，又称 

Amadori糖化产物。本研究在体外经高葡萄糖与牛 

血清白蛋白孵育成功获取高浓度的糖化白蛋白，此 

支持 Cohen等 5认 为糖尿病状态下，Amadori糖化 

白蛋 白明显升高的观点。 

本文观察了 Amadori糖化 白蛋白对牛视网膜血 

管信号转导的影响。DAG是细胞 内重要的信息脂 

质 ，本文在充分 透析除外葡 萄糖 因素下，发现 A— 

madori糖化白蛋白处理 的视网膜血管 DAG含量显 

著增加，且随时间延长而进一步增高，此与国外学者 

在系膜细胞中的结果相一致_6 J。目前已知 DAG即 

可来源于磷 酸肌 醇酯 (IP)的转 化 和磷脂 酰胆碱 

(PC)的裂解，亦可从葡 萄糖 中间代谢产物从头合 

成。本文高葡葡糖引起 的 DAG升高是缓慢 的，至 

少在 24h以后 ， H葡萄糖标记细胞研究l J证实高糖 

能通过葡萄糖代谢 中间产物增加，从头合成 DAG 

增多，与之 不同，Amadori糖化 白蛋 白引起 的 DAG 

升高是迅速的，故推测 Amadori引起的DAG升高系 

由IP或 PC转化所致，但 DAG含量持续升高的机 
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DT：d—Q一生 育酚；AGSA：Amadori糖化血清白蛋白蛋白 

PKC是一组丝 、苏氨酸激酶的总称，可与 DAG 

结合而发生从胞浆至胞膜的移位激活，本文结果显 

示早期糖化产物可引起视网膜血管 PKC活性显著 

增加，且可为 d—a一生育酚所阻断。本文同时发现 

用 d～a一生育酚预培养的视网膜血管 ，然后给予 A— 

madori糖化 白蛋白干预，结果发现其 DAG含量明 

显减少 ，此与 Tran等 J在人脐静脉内皮细胞的发现 

相似 ，进一步研究表明 d—a一生育酚可激活 DAG 

激酶 ，此酶可分解 DAG为磷酯，进而降低 PKC活 

性 ，至于此效应是否与 d—a一生育酚的抗氧化作用 

有关尚存争议。 

值得注意的是，高糖本身可以促使 DAG—PKC 

级联活化 J。本实验结果与之一致。我们还发现 

在 Amadori糖化 白蛋白加入高葡萄糖时，细胞 DAG 

含量 、PKC活性进一步显著升高。此不仅提示 A— 

madori糖化 白蛋白与高糖对 DAG—PKC通路有协 

同刺激作用，也说明持续高血糖不仅通过高糖本身 

以及其延迟的机制一形成 Amadori糖化 白蛋白参与 

糖尿病视网膜病变的发生与发展。虽然高糖是 A— 

madori糖化白蛋白形成 的先决条件 ，但 Amadori糖 

化白蛋白对视网膜血管 DAG—PKC通路的活化并 

不依赖高糖环境，因此体内血糖即使恢复正常，循环 

中高浓度的糖化白蛋白仍可在其半寿期内持续作用 

于DAG—PKC通路发挥病理作用，这一发现或许部 

分解释了糖尿病控制与并发症试验报告即使血糖严 

格控制 ，糖尿病视网膜病变在一定时间内仍持续进 

展 

：与无 d—a一生育酚预处理组比较 P<0．05 
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