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葡萄籽原花青素对Ⅱ型糖尿病大鼠
视网膜病变的影响

李宇杰，张召锋，戴小倩，丁 叶，马小陶，姜燕飞，鲍 雷，李 勇*
(北京大学公共卫生学院营养与食品卫生学系，北京 100191)

摘  要：目的：观察葡萄籽原花青素(GSPE)对Ⅱ型糖尿病大鼠视网膜病变的影响。方法：雄性SD大鼠高脂饲料喂

养4周后，腹腔注射链脲佐菌素(STZ)造成糖尿病模型，成模后随机分为糖尿病模型组和原花青素低、中、高剂量

组；以基础饲料喂养为正常对照组。原花青素低、中、高剂量组分别为125、250、500mg/(kg·d)(以体质量计)，通

过每天灌胃水溶液的方式进行干预，糖尿病模型组和正常对照组每天以蒸馏水灌胃。连续饲养16周后，测定其体质

量、空腹血糖、血清糖基化终末产物(AGEs)、细胞间黏附分子(ICAM-1)、血管间黏附分子(VCAM-1)，镜下观察视

网膜的变化，免疫组化法测定视网膜中糖基化终产物受体(RAGE)的表达。结果：GSPE干预组血糖较糖尿病模型组

有一定下降，但无显著性差异(P＞0.05)；GSPE高剂量组可以有效降低血清中AGEs水平(P＜0.05)；GSPE各干预组

可以有效降低血清中ICAM-1水平(P＜0.05)；GSPE低剂量和高剂量组可以有效降低血清中VCAM-1水平(P＜0.05)；

从组织学上，GSPE可以减轻视网膜损伤，保持视网膜各层完整；GSPE能降低RAGE在视网膜中的表达。结论：葡

萄籽原花青素可以有效改善Ⅱ型糖尿病大鼠视网膜病变。
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Effect of Grape Seed Proanthocyanidin Extract (GSPE) on Type Ⅱ Diabetic Retinopathy in Rats
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Abstract：Objective: To investigate the effect of grape seed proanthocyanidin extract (GSPE) on type Ⅱ diabetic 
retinopathy in rats. Methods: To establish type Ⅱ diabetic rat models, male SD rats fed high fat diet for 4 weeks were 
injected with streptozotocin (STZ, 0.01 mol/L, 30 mg/(kg•d)). The diabetic rats were randomly divided into diabetes-vehicle 
group (DM control group), three GSPE-treated groups. Normal rats were enrolled as normal control group. The low, medium 
and high-dose GSPE-treated groups were administrated at 125, 250 mg/(kg•d) and 500 mg/(kg•d), respectively. DM control 
group and normal control group were given equal volume of distilled water. After 16 weeks, body weight, fasting plasma 
glucose (FPG), advanced glycation endproducts (AGEs), ICAM-1 and VCAM-1 were measured. HE stain retina paraffin 
section was examined under a microscope. Receptor for RAGEs was detected by SP immunohistochemical method. Results: 
There was no difference (P ＞ 0.05) between DM control group and GSPE-treated groups. Compared with DM control 
group, AGEs in GSPE high dose group were decreased (P ＜ 0.05), ICAM-1 (all GSPE-treated groups) and VCAM-1 (GSPE 
low and high dose groups) were decreased (P ＜ 0.05). The retina of GSPE-treated groups had fewer damaged areas and 
lower RAGE expression in histology. Conclusion: GSPE has a positive effect on type Ⅱ diabetic retinopathy in rats.
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糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy，DR)是一种

常见的糖尿病慢性微血管并发症，也是糖尿病患者致盲

的重要原因。大约一半的糖尿病患者在患病5～10年后会

发生眼底病变，15年后则高达75%～80%，其中有严重

危害性的DR占25%[1]。DR的病理基础是视网膜血管微血

栓和血管异常增生，糖基化终末产物(advanced glycation 
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endproducts，AGEs)在糖尿病视网膜病变中起到关键作

用。AGEs与糖基化终末产物受体(receptor for advanced 

glycation endproducts，RAGE)结合后引起氧化应激，激

活并调控以NF-κB为核心的炎症因子网络，其中细胞间

黏附分子(ICAM-1)和血管间黏附分子(VCAM-1)黏附分子

的表达，对DR的发生发展有着重要的影响。

葡萄籽原花青素(grape seed proanthocyanidins 

extracts，GSPE)是一种有特殊分子结构的生物类黄酮物

质，其含有大量的活性酚羟基，是目前国际上公认的

清除自由基最有效的天然抗氧化剂[2]。近年来大量研究

发现，GSPE具有抗氧化、抗炎、抑制AGEs形成的生物

活性[3]。Pinent等[4]在对STZ诱导糖尿病大鼠的研究中发

现，GSPE可以延缓葡萄糖在肠道内的吸收起到降血糖

的作用，马亚兵等[5]通过测定糖尿病大鼠的血清超氧化

物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)发现，GSPE具有降低糖

尿病大鼠体内氧化应激水平的作用。有实验证实GSPE

能降低糖尿病大鼠尿蛋白，改善肾小球高滤状态，对糖

尿病肾病具有明确的治疗作用[6]。DR与糖尿病、肾病都

是以微血管病变为病理基础，但是GSPE对DR影响相关

的文献报道较少。本实验以高脂饲料喂养＋链脲佐菌素

(streptozotocin，STZ)诱导造成Ⅱ型糖尿病大鼠模型，从

AGEs-RAGE及其激活的炎症因子角度研究GSPE对Ⅱ型

糖尿病大鼠视网膜病变的影响，并探讨其可能机制。

1 材料与方法

1.1 动物

8 0 只 清 洁 级 雄 性 S D 大 鼠 ， 6 周 龄 ， 体 质 量

200～250g，由北京维通利华实验动物技术有限公司

提供。饲养地点为北京大学医学部实验动物科学部，

饲养环境为屏障级，室温恒定21～25℃，相对湿度

40%～50%，节律光照，动物每两只1笼饲养，自由饮水

和摄食。

1.2 材料与试剂

高脂饲料的配方：66%基础饲料、15%猪油、10%蔗

糖、6%酪蛋白、3%蛋黄，购自北京科奥协力饲料有限

公司；葡萄籽原花青素(纯度95%，HPLC级，其中二聚体

56%、三聚体12%、四聚体6.6%、单体和其他大分子质量寡

聚体20.4%)，购自天津市尖峰天然产物研究开发有限公司。

链脲佐菌素(streptozotocin，STZ) 美国Sigma公

司；大鼠血清AGEs、ICAM-1、VCAM-1酶联免疫吸附

法(ELISA)试剂盒、免疫组化试剂盒 北京中杉金桥生

物技术有限公司；兔抗大鼠RAGE、VEGF抗体 美国

Santa Cruz公司。

1.3 仪器与设备

AU400全自动生化分析仪 日本Olympus公司；

DFM-96型放射免疫γ计数器 合肥众成机电技术开发

有限公司；快速血糖仪及试纸 美国强生公司；电子

精密天平(110g/1mg和110g/0.1mg) 美国Ohaus公司；

Adventurer™通用型分析天平 美国Adventurer公司；高

速冷冻离心机 德国Eppendorf公司；普通台式离心机 

上海安亭科学仪器厂；数显电热恒温水浴箱 上海跃进

医疗器械厂；生物显微镜 日本尼康公司；Bio-Rad550

型酶联免疫检测仪  美国Bio-Rad公司；冰箱 海尔集

团；－80℃低温冰箱 日本Sanyo公司。

1.4 方法

1.4.1 Ⅱ型糖尿病大鼠模型的建立  

大鼠饲以适应性喂养1周，随机分为正常对照组(12

只)和糖尿病(DM)造模组(68只)。造模组经高脂饲料喂养

4周后，腹腔注射STZ(0.01mol/L pH4.5柠檬酸钠-柠檬酸

缓冲液配制，30mg/kg(以体质量计))，每周1次，共注射2

次。每周用微量血糖仪监测空腹血糖，4周后空腹血糖达

到11.1mmol/L以上者确定为糖尿病，并稳定7d。另12只

大鼠饲以基础饲料喂养。

1.4.2 动物分组及给药  

将造模成功的糖尿病大鼠随机分为4组：DM模型组

及GSPE低、中、高剂量组，每组各12只。正常对照组为

12只。GSPE低、中、高剂量组通过每天灌胃水溶液的方

式进行干预，灌胃剂量分别为125、250、500mg/(kg·d)

(以体质量计)；DM模型组和正常对照组每日灌胃蒸馏

水。将开始给药记为第0周，连续饲养16周。

1.5 标本采集

实验期间，每周观察各组大鼠的一般情况，包括

毛色、精神状态、摄食、饮水、尿量、体质量及日常活

动等。于第16周经股动脉采血后处死全部大鼠，提取血

清－20℃贮存待测。处死大鼠后迅速取下双侧眼球，4%

多聚甲醛固定48h，固定2h后眼前节开窗注入固定液。将

固定完成后的眼球去除角膜、晶状体和玻璃体，仅留视

杯。石蜡包埋，沿眼球矢状面垂直固定，4μm连续做视

网膜纵切片。

1.6 指标测定

1.6.1 血清炎性指标测定

AGEs、ICAM-1、VCAM-1参照试剂盒说明书用酶联

免疫吸附法(ELISA法)测定。

1.6.2 视网膜切片苏木精和伊红(HE)染色

视网膜石蜡切片脱蜡后，常规苏木精和伊红染色，

脱水并用二甲苯透明，中性树胶封片。镜下观察视网膜

组织学形态，并拍照。

1.6.3 视网膜RAGE免疫组织化学染色

免疫组织化学染色采用链霉素抗生物素蛋白-过氧

化物酶连接法(S-P法)，操作步骤如下：切片常规脱蜡，

用磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗3次，每次3min。将切片浸泡
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于枸橼酸钠缓冲液中，置于高压锅中121kPa高压3min，

自然冷却至室温，以达到修复抗原的目的。取出切片，

滴加3% H2O2去离子水，阻断内源性过氧化物酶，常温

孵育30min，PBS冲洗后滴加山羊血清封闭，室温孵育

30min。弃去山羊血清后滴加一抗于切片上，4℃过夜

孵育，取出时复温。PBS冲洗后再滴加生物素标记的二

抗，37℃孵育30min。PBS冲洗后滴加链霉素亲和素-过氧

化物酶，37℃孵育30min，PBS冲洗。滴加DAB显色液，

镜下观察染色充分后，用自来水将切片冲洗干净。最后

用Mayer苏木精复染，脱水，二甲苯透明，中性树胶封

片。在镜下观察阳性染色，并拍照。

1.7 统计学处理

实验数据以 ±s表示，采用SPSS17.0统计软件，组

间比较采用单因素方差分析，以P＜0.05为差异具有统计

学意义。

2 结果与分析

2.1 大鼠一般情况

实验期间正常对照组大鼠行动活跃，饮食正常，毛

色光滑，无多饮、多食、多尿现象，体质量增长明显。

DM模型组大鼠行动较缓慢，多饮、多食、多尿现象明

显，体型消瘦，出现典型的“三多一少”症状，毛色枯

黄。GSPE干预组症状较DM模型组有所缓解。
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图 1 体质量随时间的变化

Fig.1 Change in body weight of rats

从干预第0周至第16周各组的体质量变化如图1所

示。干预第0周各组体质量均无显著性差异；实验期间直

至第16周正常对照组大鼠体质量稳定增长，DM模型组和

GSPE各干预组体质量增长缓慢甚至下降，较正常对照组

大鼠明显偏瘦，并有显著性差异(P＜0.05)，GSPE干预组

与DM模型组体质量无显著性差异。

如表1所示，第0周DM模型组与GSPE各干预组血糖

无显著性差异，与正常对照组有显著性差异(P＜0.05)，

造模成功。第16周DM模型组、GSPE干预组血糖均高于

正常对照组，且有显著性差异(P＜0.05)；GSPE各干预组

与DM模型组相比血糖均有所下降，但无显著性差异。

表 1 第0周、16周空腹血糖值(x±s，n=12)
Table 1 FPG of rats at 0 and 16 weeks after GSPE administration

 (x±s，n=12)

组别
血糖含量/(mmol/L)

0周 16周
正常对照组 5.81±1.13 6.80±1.66
DM模型组 15.98±2.41* 22.20±5.35*

GSPE低剂量组 15.90±2.94* 18.73±5.36*
GSPE中剂量组 15.97±2.23* 18.20±4.26*
GSPE高剂量组 15.23±2.15* 20.93±6.59*

注：*. 与正常对照组相比，有显著性差异(P＜ 0.05)。下同。

2.2 血清中AGEs、ICAM-1、VCAM-1水平

表 2 血清中AGEs、ICAM-1、VCAM-1含量(x±s，n=12)

Table 2 AGEs, ICAM-1 and VCAM-1 in the serum of rats(x±s，n=12)

组别 AGEs含量/(ng/L) ICAM-1含量/(ng/L) VCAM-1含量/(μg/L)

正常对照组 1094.02±54.05 472.61±36.19 235.80±37.93

DM模型组 1361.53±325.55* 589.26±52.27* 314.28±39.47*

GSPE低剂量组 1310.77±71.85 477.49±34.03# 260.23±21.85#

GSPE中剂量组 1250.87±55.76 507.03±52.23# 295.29±29.22

GSPE高剂量组 1138.18±103.44# 474.56±27.82# 236.15±28.01#

注：#. 与 DM 模型组相比，有显著性差异(P＜ 0.05)。

如表2所示，DM模型组血清中AGEs比正常对照组

明显升高(P＜0.05)，GSPE各剂量组比DM模型组有所降

低，高剂量组显著降低(P＜0.05)；正常对照组ICAM-1与

DM模型组有显著性差异(P＜0.05)，GSPE各剂量组比DM

模型组低，且均具有显著性差异(P＜0.05)；正常对照组

VCAM-1与DM模型组有显著性差异(P＜0.05)，GSPE低剂

量组和高剂量组与DM模型组相比，显著降低(P＜0.05)。

2.3 视网膜组织学改变

A B

C D

E

A. 正常对照组；B. DM模型组；C. GSPE低剂量组；

D. GSPE中剂量组；E. GSPE高剂量组。图3同。

图 2 HE染色视网膜切片(×400)

Fig.2 HE stain of retina paraffin section(×400)
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HE染色切片在光学显微镜下观察，正常对照组大鼠

视网膜各层细胞层次分明，细胞结构紧密，排列整齐(图

2A)。DM组大鼠视网膜细胞排列紊乱、结构疏松，厚度

明显变薄，尤其是外核层明显薄于正常对照组，细胞出现

空泡、水肿等病理改变，在脉络膜层可见到增厚肥大的动

脉壁(图2B)。GSPE干预组病变较DM组轻，外核层细胞厚

度比DM组明显增厚，但仍薄于正常组。在低、中剂量组

可见个别空泡细胞(图2C、D)，动脉壁较DM组薄。高剂

量组(图2E)视网膜各层结构完整，未见增厚的动脉壁。

2.4 视网膜RAGE表达

A B

C D

E

图 3 视网膜切片RAGE免疫组化染色和苏木精染核(×400)

Fig.3 Immunohistochemical staining of RAGE in the retina of rats and 

hematoxylin staining of cell nuclei(×400)

由图3可见，光学显微镜下观察(400倍)，在正常对照

组的外网层、内网层和节细胞层仅有微量RAGE表达；

DM模型组可以见到大量阳性表达，在微动脉壁也可以看

到阳性表达。GSPE干预组的阳性表达部位与DM模型组

相同，但阳性反应较弱，其中GSPE高剂量组的RAGE阳

性表达最弱，与正常对照组相近。

3 讨 论

DR的病理改变是一个渐进的、有序的过程，早期

是以血管通透性增高为特征的轻微增殖异常。血清中的

炎症因子可以透过损伤的血-视网膜屏障从而发挥病理作

用，导致DR发展到以血管闭塞为特征的中度和严重非增

生性糖尿病视网膜病变，最终出现视网膜和玻璃体内新

生血管形成和广泛纤维增殖为特征的增生性糖尿病视网

膜病变。近年的研究发现许多炎症因子与DR的发生、发

展密切相关[7]，提出DR是一种慢性炎症疾病。

糖尿病的长期高血糖状态可促使体内蛋白质的非酶

糖基化，使AGEs大量生成，并促进其受体RAGE的高表

达，最终AGEs-RAGE激活以NF-κB为核心的炎症因子网

络。AGEs在微血管内皮细胞、周细胞沉积，一方面促进

氧化应激，产生诱生性NO及肿瘤坏死因子α(TNF-α)，损

伤细胞，破坏血-视网膜屏障；另一方面AGEs在基底膜

局部沉积使基底膜变厚，毛细血管管腔变窄，引起血管

硬化闭塞。本实验发现GSPE干预组具有一定的降血糖

作用趋势，但没有统计学差异，这与周雁等[8]的研究结

果相同；GSPE干预组可以降低血清中AGEs，其中高剂

量组(500mg/(kg·d))能够显著降低糖尿病大鼠血清中的

AGEs。由于GSPE对血糖影响较小，所以它可能是通过

其他方式抑制AGEs形成。有研究表明，自由基与AGEs

形成密切相关，抑制自由基能减少AGEs的生成[9]。GSPE

由于其强大的抗氧化作用可以抑制体内自由基的生成，

从而抑制高糖介导的非酶促糖基化反应，推测这是GSPE

能够减少AGEs生成的机理。

黏附分子是AGE与RAGE结合激活并上调的重要炎

症因子，近年来大量研究发现DR患者视网膜内白细胞

黏附增多，白细胞对于视网膜血管内皮的黏附导致血-视

网膜屏障的破坏，内皮损伤，毛细血管无灌注，新生血

管形成等。Mohr[10]观察到糖尿病人外周血中ICAM-1、

VCAM-1、CD11、CD18较非糖尿病人明显升高，并且有

研究报道ICAM-1的基因多态性与Ⅱ型糖尿病患者DR相

关[11]。Miyamoto等[12]研究发现STZ诱导的糖尿病大鼠模

型视网膜内白细胞的渗出、浸润与ICAM-1的增加有关，

ICAM-1阻滞剂可减少糖尿病大鼠视网膜内白细胞黏附

及血管渗透。本实验发现GSPE可以显著降低ICAM-1和

VCAM-1的水平，与Ma等[13]研究结果相同，提示GSPE可

以有效减轻白细胞的黏附，减缓视网膜病变。本实验进

一步的病理组织学检查发现GSPE干预组可以增加视网膜

外核层的厚度，改善细胞损伤，保持视网膜各层细胞的

完整性，其中高剂量组(500mg/(kg·d))最为完整。通过免

疫组化发现GSPE可以减少RAGE在视网膜的表达，其中

高剂量组RAGE阳性表达最少，几乎达到正常对照组的水

平。视网膜中RAGE的减少，可以减轻机体高AGEs的危

害，相应减轻AGEs和RAGE结合后产生的氧化应激和细

胞损伤。

GSPE由于含有大量酚羟基，对超氧阴离子自由基、

羟自由基及过氧化自由基具有显著的清除能力，其抗氧

化能力是VC的20倍、VE的50倍[2]。本实验证实了GSPE

可以有效降低Ⅱ型糖尿病大鼠血清AGEs、ICAM-1、
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VCAM-1，减轻视网膜损伤，可以有效缓解糖尿病视网

膜病变，以高剂量组(500mg/(kg·d))最为有效。糖尿病视

网膜病变是Ⅱ型糖尿病最严重的一种慢性并发症，患者

长期服药所带来的肝肾功能损伤和不良反应不容忽视，

GSPE作为一种植物化学物，具有食物来源广泛、高效、

低毒、生物利用率高的特点[14]，其在Ⅱ型糖尿病视网膜

病变的防治上有着广阔的发展前景。
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