
实验研究

补肾益精方对外周血 ＢＭＳＣｓ 在干性 ＡＲＭＤ 小鼠中视网
膜分化及 ＣＮＴＦ 表达的影响

许　 凯ꎬ唐由之ꎬ梁丽娜ꎬ张　 晶ꎬ侯　 乐ꎬ梁　 洁ꎬ陈　 强ꎬ马群英

引用:许凯ꎬ唐由之ꎬ梁丽娜ꎬ等. 补肾益精方对外周血 ＢＭＳＣｓ 在
干性 ＡＲＭＤ 小鼠中视网膜分化及 ＣＮＴＦ 表达的影响. 国际眼科
杂志 ２０２１ꎻ２１(４):５９７－６０３

基金项目: 国 家 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目 ( Ｎｏ. ８１９７３９１２ꎬ
８１４７３７３６)ꎻ北京市自然科学基金资助项目(Ｎｏ.７１９２２３６)ꎻ首都
卫生发展科研专项项目(Ｎｏ.２０２０－２－４１８３)
作者单位:(１０００４０)中国北京市ꎬ中国中医科学院眼科医院
作者简介:许凯ꎬ毕业于中国中医科学院ꎬ硕士ꎬ住院医师ꎬ研究
方向:眼底病ꎮ
通讯作者:梁丽娜ꎬ博士ꎬ研究员ꎬ研究方向:眼底病. ｌｉａｎｇｌｉｎａ
１６３＠ １６３.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２０－０５－０８ 　 　 修回日期: ２０２１－０３－０９

摘要
目的:观察补肾益精方对外周血移植骨髓间充质干细胞
(ＢＭＳＣｓ)在视网膜分化及睫状神经营养因子(ＣＮＴＦ)表达
的影响ꎬ探讨补肾益精方治疗干性年龄相关性黄斑变性
(ＡＲＭＤ)的作用机制ꎮ
方法:将 ２４ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠以碘酸钠(ＮａＩＯ３)尾静脉注
射的方法建立干性 ＡＲＭＤ 模型ꎮ 造模后第 １ｄꎬ尾静脉注
射 ３× １０６ 个绿色荧光蛋白标记的骨髓间充质干细胞
(ＧＦＰ－ＢＭＳＣｓ)ꎬ按随机数字表法分为蒸馏水组(１２ 只ꎬ给
予蒸馏水灌胃)及补肾益精方组(１２ 只ꎬ给予补肾益精方
灌胃)ꎮ 另选 １２ 只健康 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠常规饲养作为正常
组ꎮ 治疗 １４ｄ 时ꎬ采用免疫荧光染色观察 ＧＦＰ－ＢＭＳＣｓ 在
视网膜的分化情况ꎻ免疫荧光染色及实时荧光定量 ＰＣＲ
检测 ＣＮＴＦ 在视网膜中的表达情况ꎮ
结果:免疫荧光染色显示补肾益精方组胶质纤维酸性蛋白
(ＧＦＡＰ) 及 ＧＦＰ 双染细胞阳性率高于蒸馏水组 ( Ｐ <
０ ０１)ꎻ两组视网膜色素上皮细胞特异蛋白 ６５(ＲＰＥ６５)及
ＧＦＰ 双染细胞阳性率无差异(Ｐ>０ ０５)ꎻ两组均未见视紫
红质(Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ)与 ＧＦＰ 双染阳性细胞ꎮ 免疫荧光染色及
实时荧光定量 ＰＣＲ 显示补肾益精方组 ＣＮＴＦ 的表达高于
蒸馏水组(Ｐ<０ ０５)ꎮ
结论:补肾益精方能够促进外周血 ＢＭＳＣｓ 在视网膜分化
为胶质细胞ꎬ并促进 ＣＮＴＦ 的表达ꎬ这可能是补肾益精方
治疗干性 ＡＲＭＤ 的作用机制之一ꎮ
关键词:补肾益精方ꎻ骨髓间充质干细胞ꎻ细胞分化ꎻ睫状
神经营养因子ꎻ干性年龄相关性黄斑变性
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２１.４.０６

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ ｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｄｒｙ ＡＲＭＤ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

Ｋａｉ Ｘｕꎬ Ｙｏｕ－Ｚｈｉ Ｔａｎｇꎬ Ｌｉ－Ｎａ Ｌｉａｎｇꎬ Ｊｉｎｇ Ｚｈａｎｇꎬ
Ｌｅ Ｈｏｕꎬ Ｊｉｅ Ｌｉａｎｇꎬ Ｑｉａｎｇ Ｃｈｅｎꎬ Ｑｕｎ－Ｙｉｎｇ Ｍａ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ( Ｎｏ.

８１９７３９１２ꎬ ８１４７３７３６)ꎻ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ( Ｎｏ.
７１９２２３６)ꎻ Ｃａｐｉｔａｌｓ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ Ｈｅａｌｔｈ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ａｎｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
(Ｎｏ.２０２０－２－４１８３)
Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ
１０００４０ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｌｉ－Ｎａ Ｌｉａｎｇ. Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４０ꎬ Ｃｈｉｎａ. ｌｉａｎｇｌｉｎａ１６３＠
１６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２０－０５－０８　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２１－０３－０９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ －
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｔｏ
ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ
(ＣＮＴＦ) . Ｗｅ ａｌｓｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ Ｂｕ
Ｓｈｅｎ Ｙｉ Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ ｃｏｕｌｄ ｔｒｅａｔ ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ(ＡＲＭＤ) .
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄａｔｅ (ＮａＩＯ３) ｂｙ ｔａｉｌ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｏｎｅ
ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ３ × １０６ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌａｂｅｌｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
(ＧＦＰ － ＢＭＳＣｓ ) ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ. Ｔｈｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ ｇｒｏｕｐ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ
ｒａｎｄｏｍ ｎｕｍｂｅｒ ｔａｂｌｅꎬ ａｎｄ １２ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｉｔｈｅｒ Ｂｕ Ｓｈｅｎ
Ｙｉ Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｒ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ. Ｔｗｅｌｖｅ
ｈｅａｌｔｈｙ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ａｓ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ. Ａｔ １４ｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ＧＦＰ － ＢＭＳＣｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＮＴＦ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＧＦＡＰ) ａｎｄ
ＧＦＰ ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔａｉｎｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ Ｊｉｎｇ
Ｆａｎｇ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０.０１)ꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ６５
(ＲＰＥ６５ ) ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ ( Ｐ > ０. ０５) . Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ ａｎｄ ＧＦＰ
ｄｏｕｂｌｅ － ｓｔａｉｎｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ.
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＮＴＦ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ
Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｗｈｉｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ
ｗａｔｅｒ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｇｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＮＴＦꎬ ｗｈｉｃｈ
ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ

７９５

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.４ Ａｐｒ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｙ ＡＲＭＤ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇꎻ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ －
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ
ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎻ ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｘｕ Ｋꎬ Ｔａｎｇ ＹＺꎬ Ｌｉａｎｇ ＬＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂｕ Ｓｈｅｎ Ｙｉ
Ｊｉｎｇ Ｆａｎｇ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｄｒｙ ＡＲＭＤ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(４):５９７－６０３

０引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)是发达国家 ５０ 岁以上人群不可逆性
盲的首位病因ꎬ在我国的发病率也呈逐年上升趋势ꎮ 根据
有 无 视 网 膜 下 脉 络 膜 新 生 血 管 ( ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＣＮＶ)分为干性 ＡＲＭＤ 和湿性 ＡＲＭＤꎮ
随着对 ＣＮＶ 研究的深入ꎬ通过药物治疗、激光光凝、光动
力疗法( ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ ｔｈｅｒａｐｙꎬＰＤＴ)及手术等方法ꎬ湿性
ＡＲＭＤ 的治疗已取得较好的临床效果ꎮ 干性 ＡＲＭＤ 由于
脂质过氧化物和氧自由基等在视网膜内蓄积ꎬ导致视网膜
色素上皮 (ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ) 细胞凋亡及感
光细胞损伤ꎬ目前尚无确切的药物疗法[１]ꎮ 近年来ꎬ干细
胞研究的快速发展为干性 ＡＲＭＤ 的治疗带来了潜在的希
望ꎮ 补肾益精方是唐由之研究员治疗干性 ＡＲＭＤ 的经验
方ꎬ前期动物实验研究显示该方对干性 ＡＲＭＤ 小鼠视网
膜有一定的保护作用ꎬ并可以动员自体骨髓间充质干细胞
(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)向外
周血迁移及向视网膜组织归巢[２－３]ꎮ 基于前期研究结果ꎬ
本实验观察补肾益精方是否可以促进外周血干细胞向视
网膜细胞分化以及视网膜组织中睫状神经营养因子
(ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＣＮＴＦ)的表达ꎬ以进一步明确
其作用机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 实验动物及分组 　 动物选用 ＳＰＦ 级健康无眼疾
Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ３６ 只ꎬ约 ６~８ 周龄ꎬ雄性[北京维通利华实
验动物技术有限公司提供ꎬ生产许可证编号:ＳＣＸＫ(京)
２０１６－０００６]ꎮ 适应性饲养 ７ｄ 后ꎬ按随机数字表法选择其
中的 ２４ 只予 ４０ｍｇ / ｋｇ 碘酸钠(ＮａＩＯ３)尾静脉注射造模ꎬ并
评定造模情况[３－４]ꎬ本研究纳入动物均造模成功ꎮ

造模后第 １ｄꎬ尾静脉注射 ３×１０６个绿色荧光蛋白标记
的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠骨髓间充质干细胞 ( ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｂｅｌｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬＧＦＰ－ＢＭＳＣｓ)ꎬ然后随机分为蒸馏水组及补肾益精
方组ꎬ每组 １２ 只ꎮ 干细胞注射后第 １ｄꎬ补肾益精方组予
补肾益精方药液灌胃(８.８ｇ / ｋｇ)ꎬ每天 １ 次ꎮ 蒸馏水组每
天予等量的蒸馏水灌胃ꎮ 另选 １２ 只健康 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠
常规饲养作为正常组ꎮ 治疗 １４ｄ 时进行相关指标评价ꎮ
动物实验程序与福利均符合实验动物伦理学要求ꎮ
１.１.２实验试剂及仪器　 补肾益精方由何首乌、枸杞、黄芪、
黄精等组成ꎬ煎剂由中国中医科学院眼科医院药学部制备
而成ꎬ浓度为 ８８０ｇ / Ｌꎮ 绿色荧光蛋白标记的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠
骨髓间充质干细胞(ＧＦＰ－ＢＭＳＣｓ)购自 Ｃｙａｇｅｎ 公司ꎬＮａＩＯ３

(ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ 公司)ꎬＴｒｉｔｏｎ－１００(北京优尼康生物科

技有限公司)ꎬ牛血清白蛋白(ＢＳＡ)(北京元亨圣马生物技
术研 究 所 )ꎬ Ａｎｔｉ － ＲＰＥ６５ ( ａｂ７８０３６ )、 Ａｎｔｉ － Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ
(ａｂ５４１７)、Ａｎｔｉ － ＧＦＡＰ ( ａｂ７２６０)、Ａｎｔｉ － ＣＮＴＦ ( ａｂ４６１７２)、
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ  ６４７ 标记的驴抗小鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ (ａｂ１５０１０７)购
自Ａｂｃａｍ 公司ꎬ罗丹明标记山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ(ＺＦ－０３１６)购
自北京中杉金桥生物技术有限公司ꎬ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶
(Ａｍｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎬＴｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ ＲＮＡ 提取试剂盒
(Ａｍｂｉｏｎ 公司)ꎬＭ－ＭＬＶ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ｃＤＮＡ 第一链
合成试剂盒(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ氯仿、异丙醇(北京化工厂)ꎬ
ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ(北京优尼康生物科技有限公
司)ꎬＣＭ１８５０ 冰冻切片机、ＤＭ２５００ 显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公
司)ꎬ激光共聚焦显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎬ荧光定量
ＰＣＲ 仪(Ａｍｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１免疫荧光染色　 颈椎脱臼法处死小鼠ꎬ立即摘除右
眼眼球ꎬ制作冰冻切片ꎮ 一抗孵育(Ａｎｔｉ －ＲＰＥ６５ꎬ１ ∶ ５００ꎻ
Ａｎｔｉ－ Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎꎬ１ ∶ ５０ꎻＡｎｔｉ － ＧＦＡＰꎬ１ ∶ ５００ꎻＡｎｔｉ － ＣＮＴＦꎬ
１ ∶ ５００)ꎬ ４℃ 过夜ꎻ ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ 二抗孵育 ( Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ  ６４７ 标记的驴抗小鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌꎬ１∶ ５００ꎻ罗丹明标
记山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌꎬ１∶ １００)ꎬ避光室温孵育 ２ｈꎻＰＢＳＴ 洗
涤 ３ 次ꎬＤＡＰＩ 复染ꎻＰＢＳ 洗涤ꎬ抗荧光衰减封片剂封片ꎬ荧
光显微镜下观察ꎮ 计数每个视野中 ＲＰＥ６５＋、Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ＋、
ＧＦＡＰ ＋细胞(即红色荧光)、ＧＦＰ ＋细胞(即绿色荧光)以及
ＲＰＥ６５、Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ、ＧＦＡＰ 细胞与 ＧＦＰ 双染细胞(即黄色荧
光)数量ꎬ计算比值[ＢＭＳＣｓ 分化率(％)＝ 双染阳性细胞
数 / 同视野 ＧＦＰ ＋细胞数×１００％)]ꎬ并进行统计分析ꎮ
１.２.２实时荧光定量 ＰＣＲ检测　 颈椎脱臼法处死小鼠ꎬ立
即摘除左眼眼球ꎬ分离出新鲜视网膜ꎬ按 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ
ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取视网膜样本中总 ＲＮＡꎮ 应用
Ｍ－ＭＬＶ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒逆
转录合成 ｃＤＮＡꎬ紫外分光光度计测定其浓度ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ
为 内 参ꎬ 引 物 基 因 序 列 如 下: ＣＮＴＦ: Ｆ５ －
ＧＣＴＴＴＣＧＣＡＧＡＧＣＡＡＴＣＡＣ－３ꎬＲ５－ＡＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＣＴ
ＣＣＡＡＴ－３ꎻβ－ａｃｔｉｎ:Ｆ５－ＡＴＡＴＣＧＣＴＧＣＧＣＴＧＧＴＣＧＴＣ－３ꎬ
Ｒ５－ＡＧＧＡＴＧＧＣＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＧＣ－３ꎮ 扩增条件为:９５℃
５ｍｉｎꎬ(９５℃ １５ｓꎬ６０℃ １５ｓꎬ７２℃ １５ｓ) ×４５ 个循环ꎬ分析溶
解曲线ꎮ 采用 ２－ΔΔｃｔ方法进行数据的相对定量分析ꎬΔΔｃｔ ＝
(实验组目的基因平均 ｃｔ 值－实验组内参基因平均 ｃｔ 值)－
(对照组目的基因平均 ｃｔ 值－对照组内参基因平均 ｃｔ 值)ꎮ
统计各组视网膜组织中 ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件包进行统计分

析ꎬ以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎮ ＧＦＰ－ＢＭＳＣｓ 分化为视网
膜细胞的阳性率分析采用 Ｍａｎｎ －Ｗｈｉｔｎｅｙ 检验ꎬ ＣＮＴＦ
ｍＲＮＡ 相对表达量采用完全随机设计单因素方差分析ꎬ两
两比较由于方差不齐采用 Ｔａｍｈａｎｅ 法检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１补肾益精方对 ＧＦＰ－ＢＭＳＣｓ 在视网膜分化的影响 　
ＲＰＥ 细胞特异性抗体 ＲＰＥ６５ 免疫荧光染色发现ꎬ正常组
ＲＰＥ 细胞排列规整ꎬ呈强阳性(红色荧光)染色ꎻ蒸馏水组
和补肾益精方组 ＲＰＥ６５ 阳性染色减少减弱ꎬ细胞排列不
规整ꎬ可见散在 ＲＰＥ６５ 及 ＧＦＰ 双染阳性细胞ꎬ两组双染细
胞阳性率分别为(１２.６３±２.６９)％、(１４.３２±５.５７)％ꎮ 虽然
补肾益精方组的双染色阳性细胞总数较蒸馏水组多ꎬ但阳
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图 １　 免疫荧光观察各组视网膜 ＲＰＥ６５ 表达情况(×４００)ꎮ

图 ２　 两组 ＢＭＳＣｓ分化率比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 蒸馏水组ꎮ

性率两组差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.８５７)ꎬ见图 １、２ꎮ 感光
细胞特异性抗体 Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ 免疫荧光染色发现ꎬ正常组
Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ 主要在感光细胞外节段表达ꎬ呈强阳性(红色荧
光)染色ꎻ蒸馏水组和补肾益精方组外节段结构紊乱ꎬ呈
碎片化弱阳性染色ꎬ均可见 ＧＦＰ 阳性细胞ꎬ但在外节段区
未发现双染细胞(图 ３)ꎮ 胶质细胞特异性抗体 ＧＦＡＰ 免
疫荧光染色发现ꎬ正常组 ＧＦＡＰ 在星形胶质细胞、Ｍüｌｌｅｒ

细胞靠近视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬＲＧＣｓ)
部位有少量表达(红色荧光)ꎻ蒸馏水组和补肾益精方组
ＧＦＡＰ 阳性表达均较正常组增强ꎬ可见 ＧＦＡＰ、ＧＦＰ 双染阳
性细胞ꎮ 蒸馏水组在神经节细胞层可见较强 ＧＦＡＰ 阳性
染色ꎮ 补肾益精方组 ＧＦＡＰ 在神经节细胞层、内丛状层呈
垂直视网膜分布的线条状阳性染色ꎬ内核层呈细点状染
色ꎮ 补肾益精方组双染细胞阳性率为(３０.５０±８.１０)％ꎬ明
显高于蒸馏水组(１５.６５±３.８９)％ꎬ两组间差异有统计学意
义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２、４ꎮ
２.２补肾益精方对视网膜 ＣＮＴＦ 表达的影响
２.２.１免疫荧光检测视网膜中 ＣＮＴＦ 蛋白表达情况　 结果
发现ꎬ正常组 ＣＮＴＦ 在神经节细胞层表达ꎬ呈强阳性(红色
荧光)染色ꎮ 蒸馏水组视网膜中表达较弱ꎬ仅在神经节细
胞层、内核层有少量阳性细胞ꎮ 补肾益精方组 ＣＮＴＦ 阳性
表达虽然较正常组弱ꎬ但强于蒸馏水组ꎬ在神经节细胞层、
内核层均可见大量阳性细胞ꎬ外核层有少量阳性细胞
(图 ５)ꎮ
２.２.２ 实时定量 ＰＣＲ 检测视网膜中 ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ 表达
情况　 三组 ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ 表达比较差异有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎮ 蒸馏水组和补肾益精方组视网膜中 ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ
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图 ３　 免疫荧光观察各组视网膜 Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ表达情况(×４００)ꎮ

表 １　 给药 １４ｄ时各组视网膜 ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ表达情况 ｘ±ｓ
组别 ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ 表达

正常组 １.００±０.０００
蒸馏水组 １.３１３±０.０６９
补肾益精方组 ３.６４３±０.５２１

Ｆ ６７.８１０
Ｐ <０.０１

的表达与正常组相比均增加ꎬ差异有统计学意义 (Ｐ ＝
０.０４７、０.０３８)ꎮ 补肾益精方组较蒸馏水组显著增加ꎬ差异
有统计学意义(Ｐ＝ ０.０４４)ꎬ见表 １ꎮ
３讨论

本研究选择的动物模型是 ＮａＩＯ３ 诱导的干性 ＡＲＭＤ
模型ꎬ是目前国内外公认且应用较多的造模方法ꎮ 研究显
示[５]ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 小鼠在注射 ＮａＩＯ３ ６ｈ 后ꎬＲＰＥ 细胞出现坏
死ꎻ２４ｈ 后ꎬ感光细胞外节断裂ꎬ并出现感光细胞凋亡ꎻ３ｄ
时ꎬ感光细胞凋亡达到高峰ꎻ７ｄ 时ꎬ感光细胞完全凋亡ꎮ
此模型选择性地引起 ＲＰＥ 层损伤ꎬ继而导致感光细胞等
组织发生病理改变的特性与干性 ＡＲＭＤ 的发病特点相

似ꎮ 因此ꎬ选用该模型进行实验ꎮ
对于干性 ＡＲＭＤ 的治疗ꎬ虽然膳食补充剂疗法在一

定程度上减缓了疾病的进展ꎬ但还未发现其他疗效确切的
治疗药物ꎮ 近年来ꎬ细胞替代治疗方法的出现ꎬ尤其是干
细胞研究的快速发展使干性 ＡＲＭＤ 的治疗成为可能ꎬ并
被认为是目前最有应用前景和临床转化潜能的治疗策略
之一[６]ꎮ 尽管既往研究取得了一些成果ꎬ但仍存在不少问
题ꎬ比如移植后视网膜功能改善维持时间短ꎬ移植细胞不
能很好地整合于宿主细胞及分化成视网膜细胞等ꎬ如何解
决这些问题是干细胞更好应用于临床的关键ꎮ 中医学认
为ꎬ精是人体生命活动的根本物质ꎮ “肾者主蛰ꎬ封藏之
本ꎬ精之处也”ꎬ肾精充足ꎬ则能发挥化生的作用ꎬ这与干
细胞的理论有相似之处ꎮ 因此ꎬ通过补肾益精方ꎬ有可能
通过增强自身 ＢＭＳＣｓ 的修复能力ꎬ发挥保护视网膜变性
损伤的作用ꎮ

补肾益精方是唐由之研究员治疗干性 ＡＲＭＤ 的经验
方ꎬ该方以制首乌滋补肝肾、填精益髓ꎻ枸杞滋养肝肾ꎬ益
精明目ꎻ黄芪补气健脾ꎻ黄精补气养阴ꎬ健脾益肾ꎬ诸药合
用ꎬ使精血畅达ꎬ上注于目ꎬ临床上用于治疗视网膜变性疾
病ꎮ 前期我们研究发现补肾益精方可以延缓先天性视网
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图 ４　 免疫荧光观察各组视网膜 ＧＦＡＰ表达情况(×４００)ꎮ

膜变性模型英国皇家外科学院(Ｒｏｙａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｕｒｇｅｏｎｓꎬ
ＲＣＳ)大鼠视网膜细胞的凋亡[７]ꎬ促进外周血干细胞在视

网膜的聚集及神经营养因子分泌[８]ꎬ另外ꎬ补肾益精方对

ＮａＩＯ３ 诱导的干性 ＡＲＭＤ 小鼠也有保护作用ꎬ并可以促进

外周血 ＢＭＳＣｓ 在视网膜归巢[２－３]ꎮ 归巢后的 ＢＭＳＣｓ 是否
能分化为具有功能的视网膜细胞需要进一步探讨ꎮ 现代
药理学研究发现ꎬ制首乌可保护神经细胞ꎬ并促进神经干
细胞向神经元分化[９－１０]ꎻ枸杞可促进 ＢＭＳＣｓ 向神经元分
化ꎬ增加海马神经元干细胞的分化速率ꎬ促进海马神经元
再生ꎬ保护神经系统[１１－１４]ꎻ黄芪可促使 ＢＭＳＣｓ 的增殖、动
员及向神经细胞分化[１５－１８]ꎻ黄精可促进 ＢＭＳＣｓ 的增殖以
及动员因子粒细胞集落刺激因子 ( ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ｃｏｌｏｎｙ －
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬＧ－ＣＳＦ)的表达[１９]ꎮ 本实验结果显示补
肾益精方不能促进 ＢＭＳＣｓ 分化为 ＲＰＥ 细胞和感光细胞ꎬ
但是对分化为胶质细胞具有较为明显的促进作用ꎮ 在生
理状态下ꎬ胶质细胞起支持、指引神经元迁移、参与血－脑
屏障的诱导及形成的作用ꎬ同时在维持细胞周围微环境的
稳态方面通过分泌多种细胞因子和神经递质ꎬ参与激素和
神经递质的代谢ꎬ并在信号转导和免疫调节等方面具有重

要作用ꎬ其功能的完整性是正常视功能所必须的[２０－２２]ꎮ
在视网膜损伤早期ꎬ胶质细胞为保护组织免受进一步损
伤ꎬ会出现反应性的胶质增多ꎬＧＦＡＰ 表达增加ꎬ释放神经
营养因子(ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＮＴＦｓ)和抗氧化剂ꎬ发挥神
经保护作用[２３－２４]ꎮ 其他研究也发现ꎬ无论是体内还是体

外培养ꎬＭＳＣｓ 在一定条件下都能分化成神经胶质细胞和
神经元ꎬ表现出修复神经的功能ꎬ呈现向损伤处迁移的
特性[２５－２６]ꎮ

目前认为 ＭＳＣｓ 修复视网膜变性损伤的机制一方面
在趋化因子介导下ꎬ迁移至损伤部位ꎬ并跨胚层分化为视
网膜细胞ꎬ直接替代坏死或凋亡的细胞[２７－３１]ꎻ另一方面通

过旁分泌作用产生 ＣＮＴＦ、脑源性神经营养因子( ｂｒａｉｎ －
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)、碱性成纤维细胞生长因
子 (ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)等 ＮＴＦｓ 以及抗凋
亡相关因子等ꎬ使其在受损视网膜的微环境中表达上调ꎬ
促进视网膜修复[３２－３５]ꎮ ＣＮＴＦ 作为视网膜保护中被研究

最多的神经营养因子之一ꎬ主要由胶质细胞和神经所支配
的组织产生ꎬ对视网膜神经元具有明显的保护作用[３６－３８]ꎬ
研究表明ꎬＣＮＴＦ 能增加外核层厚度ꎬ减少感光细胞凋亡ꎬ
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图 ５　 免疫荧光观察各组视网膜 ＣＮＴＦ表达情况(×４００)ꎮ

提高感光细胞的存活能力ꎬ延缓疾病发展[３９－４３]ꎮ 并且可
以显著增强信号传导及转录激活蛋白 ３( ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ꎬ ＳＴＡＴ３)的磷酸化ꎬ调节感光
细胞对光子的传导性ꎬ保护视网膜细胞[４４]ꎮ 因此ꎬ本实验
观察了补肾益精方对 ＣＮＴＦ 在视网膜表达的影响ꎬ结果发
现补肾益精方组 ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量较蒸馏水
组均增加ꎬ提示补肾益精方可以促进 ＣＮＴＦ 的表达ꎮ 另有
研究发现ꎬ在中枢神经系统ꎬ胶质细胞在受损伤早期可以
分泌 ＣＮＴＦꎮ 当中枢神经受损时ꎬＣＮＴＦ 从胶质细胞中释
放ꎬ并在损伤区域周围聚集[２０ꎬ４５]ꎮ 在本实验中ꎬ由于
ＣＮＴＦ ｍＲＮＡ 和蛋白表达量趋势与胶质细胞特征性标志物
ＧＦＡＰ 相一致ꎬ因此我们认为补肾益精方一方面促进视网
膜本身 ＣＮＴＦ 表达增加ꎬ另外也可能通过促进分化的胶质
细胞释放 ＣＮＴＦꎬ保护受损视网膜ꎮ

综上所述ꎬ通过本实验我们发现补肾益精方能够促进
ＢＭＳＣｓ 在干性 ＡＲＭＤ 小鼠模型视网膜分化为胶质细胞ꎬ
并促进视网膜 ＣＮＴＦ 的表达ꎬ这可能是补肾益精方保护视
网膜变性损伤的作用机制ꎮ
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