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加味桃红四物汤对视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞缺氧损伤的保护
作用
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Ｍüｌｌｅｒ 细胞缺氧损伤的保护作用. 国际眼科杂志 ２０２３ꎻ２３(１):
１７－２２

基金项目:国家自然科学基金资助项目(Ｎｏ.８１８７４３８４)ꎻ浦东新
区卫健委(联合攻关项目)(Ｎｏ.ＰＷ２０２１Ｄ－０３)
作者单位:(２０１２０３)中国上海市ꎬ上海中医药大学附属曙光医院
眼科
作者简介:孔令春ꎬ毕业于上海交通大学ꎬ硕士ꎬ主治医师ꎬ研究
方向:中医药治疗眼底病ꎮ
通讯作者:邹红ꎬ毕业于复旦大学ꎬ博士ꎬ副主任医师ꎬ硕士研究
生导师ꎬ研究方向:眼底病、白内障的诊断和治疗. ｚｏｕｈｏｎｇ２００７＠
１２６.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２２－０７－１４ 　 　 修回日期: ２０２２－１２－０９

摘要
目的:探讨加味桃红四物汤(ＭＴＳＤ)对视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞
ｒＭＣ－１ 缺氧损伤的保护作用ꎮ
方法:用加味桃红四物汤含药血清干预缺氧条件下 ｒＭＣ－１
细胞ꎬ随机分为正常对照组(２１％Ｏ２)、缺氧模型组(１％
Ｏ２)、含药血清低(１％Ｏ２ ＋５％含药血清)、中(１％Ｏ２ ＋１０％
含药血清)、高剂量组(１％Ｏ２ ＋１５％含药血清)ꎬＣＣＫ－８ 法
检测细胞的活力ꎬ ＥＬＩＳＡ 法检测血管内皮生长因子
(ＶＥＧＦ)和色素上皮衍生因子(ＰＥＤＦ)分泌ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测磷酸化转录激活因子 ３(ｐ－ＳＴＡＴ３)、转录激活因子 ３
(ＳＴＡＴ３)和缺氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)的蛋白表达ꎬＲｅａｌ
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ、 ＳＴＡＴ３ 和 ＨＩＦ － １α 的基因
表达ꎮ
结果:在 １％Ｏ２条件下培养 ４８ｈꎬｒＭＣ－１ 细胞活力较正常对
照组明显受到抑制(Ｐ<０.０５)ꎬ加味桃红四物汤含药血清
低、中剂量组均可以改善 ｒＭＣ－１ 细胞缺氧 ４８ｈ 的细胞存
活率(Ｐ<０.０５)ꎬ而高剂量组无改善作用(Ｐ>０.０５)ꎮ 加味
桃红四物汤含药血清低、中剂量组均可减少缺氧条件下
ｒＭＣ－１ 细胞上清液 ＶＥＧＦ 的蛋白表达量(Ｐ<０.０５)ꎬ但不
能增加 ＰＥＤＦ 的蛋白含量(Ｐ>０.０５)ꎬ对 ｐ－ＳＴＡＴ３ 和 ＨＩＦ－
１α 在蛋白水平均有下调作用(Ｐ<０.０５)ꎬ且低剂量组抑制
作用优于中剂量(Ｐ<０.０５)ꎮ 加味桃红四物汤含药血清中
剂量组对缺氧后 ｒＭＣ－１ 细胞 ＳＴＡＴ３ 的蛋白表达有上调作
用(Ｐ<０.０５)ꎮ 加味桃红四物汤含药血清低、中剂量组对
缺氧后 ｒＭＣ－１ 细胞 ＶＥＧＦ 基因表达均有下调作用(Ｐ<
０.０５)ꎬ对 ＰＥＤＦ 基因表达均有上调作用(Ｐ<０.０５)ꎬ且低剂
量组优于中剂量(Ｐ<０.０５)ꎻ并且加味桃红四物汤含药血
清低剂量可下调缺氧后 ＳＴＡＴ３ 和 ＨＩＦ－ １α 的基因表达
(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:加味桃红四物汤含药血清可能通过抑制 ＳＴＡＴ３ /
ＨＩＦ－１α通路ꎬ下调缺氧诱导的视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞 ｒＭＣ－１

的 ＶＥＧＦ 蛋白和基因表达ꎬ上调 ＰＥＤＦ 基因表达ꎬ减轻该
细胞的缺氧损伤ꎮ
关键词:加味桃红四物汤ꎻ视网膜缺氧ꎻＭüｌｌｅｒ 细胞ꎻ血管
内皮生长因子ꎻ色素上皮衍生因子ꎻ缺氧诱导因子－１α
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.１.０４

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｔａｏｈｏｎｇ
Ｓｉｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ
ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ

Ｌｉｎｇ－Ｃｈｕｎ Ｋｏｎｇꎬ Ｈｏｎｇ Ｚｏｕꎬ Ｊｉｎｇ － Ｊｉｎｇ Ｌｉꎬ Ｙｕｎ
Ｌｉｎｇꎬ Ｈｕｉ－Ｘｉｎ Ｔａｎｇ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８１８７４３８４)ꎻ Ｐｕｄｏｎｇ Ｎｅｗ Ａｒｅａ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ
(Ｊｏｉｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ) (Ｎｏ.ＰＷ２０２１Ｄ－０３)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｓｈｕｇｕａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ
Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ
２０１２０３ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｈｏｎｇ Ｚｏｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｓｈｕｇｕａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３ꎬ Ｃｈｉｎａ. ｚｏｕｈｏｎｇ２００７ ＠
１２６.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２２－０７－１４　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２２－１２－０９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｔａｏｈｏｎｇ Ｓｉｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ (ＭＴＳＤ) ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ
ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ｒＭＣ－１.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ｒＭＣ－ １ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＴＳＤ ｄｒｕｇ － ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
(２１％Ｏ２ )ꎬ ｈｙｐｏｘｉａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (１％Ｏ２ )ꎬ ＭＴＳＤ ｄｒｕｇ －
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｌｏｗ － ｄｏｓｅ ( １％ Ｏ２ ＋ ５％ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ
ｓｅｒｕｍ)ꎬ ｍｅｄｉｕｍ － ｄｏｓｅ (１％Ｏ２ ＋ １０％ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ)
ａｎｄ ｈｉｇｈ － ｄｏｓｅ ( １％Ｏ２ ＋ １５％ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ) ｇｒｏｕｐｓ.
Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ － ８ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ( ＶＥＧＦ)
ａｎｄ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ ( ＰＥＤＦ ) ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ－ＳＴＡＴ３ꎬ
ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ－ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ － １α (ＨＩＦ－ １α) ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＶＥＧＦꎬ ＰＥＤＦꎬ ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ＨＩＦ－ １α ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＰＣＲ) .
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒＭＣ－１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｗｈｅｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ １％Ｏ２ ｆｏｒ ４８ｈ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｉｎ
ｂｏｔｈ ｌｏｗ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｏｆ ＭＴＳＤ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ < ０.０５) .
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Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒＭＣ－ １ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ( Ｐ > ０. ０５) . Ｔｈｅ ｌｏｗ ａｎｄ
ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＭＴＳＤ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｒＭＣ－ １ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ
ｈｙｐｏｘｉａ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ＰＥＤＦ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ>０.０５) . Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｗｏ
ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｏｔｈ ｐ－
ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ＨＩＦ－ １α (Ｐ< ０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｏｆ ＭＴＳＤ ｃｏｕｌｄ ｕｐ－
ｒｅｇｕｌａｔｅ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｒＭＣ－
１ ｃｅｌｌｓ (Ｐ < ０.０５) . Ｔｈｅ ｌｏｗ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＭＴＳＤ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ－ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＶＥＧＦ ｇｅｎｅ ｌｅｖｅｌ (Ｐ< ０.０５)
ａｎｄ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＰＥＤＦ ｇｅｎｅ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ
ｒＭＣ－ １ ｃｅｌｌｓ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<
０.０５) . Ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｏｆ ＭＴＳＤ ｃｏｕｌｄ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅ ＳＴＡＴ３
ａｎｄ ＨＩＦ － １α ｇｅｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ａｆｔｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｒＭＣ － １
ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｐｒｏｂａｂｌｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＳＴＡＴ３ / ＨＩＦ －
１α ｐａｔｈｗａｙꎬ ｔｈｅ ｄｒｕｇ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＭＤＳＴ ｄｏｗｎ－
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｈｙｐｏｘｉａ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓꎬ ｒＭＣ － １ꎬ ｕｐ －
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＥＤＦꎬ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ
ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｔａｏｈｏｎｇ Ｓｉｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎꎻ ｒｅｔｉｎａｌ
ｈｙｐｏｘｉａꎻ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎻ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒꎻ ｈｙｐｏｘｉａ － ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ－１α

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｋｏｎｇ ＬＣꎬ Ｚｏｕ Ｈꎬ Ｌｉ ＪＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｔａｏｈｏｎｇ Ｓｉｗｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ
ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(１):１７－２２

０引言
视网膜静脉阻塞( ｒｅｔｉｎａｌ ｖｅｉｎ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬＲＶＯ)作为一

种缺血缺氧性视网膜血管疾病ꎬ黄斑水肿(ｍａｃｕｌａｒ ｅｄｅｍａꎬ
ＭＥ)和视网膜新生血管(ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＲＮＶ)是
其最常见的并发症ꎬ也是导致 ＲＶＯ 患者视力下降的主要
原因[１]ꎮ 血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ) 和色素上皮衍生因子 ( ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒꎬＰＥＤＦ)之间动态的平衡在新生血管形成过
程中起着重要的作用[２]ꎬ已得到广泛共识ꎮ 而缺氧诱导因
子－１α(ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ－１αꎬＨＩＦ－１α)是在缺氧状
态下发挥活性的转录因子ꎬ是调节细胞内氧代谢的关键物
质ꎬ能诱导下游基因 ＶＥＧＦ 的表达[３]ꎬ同时也参与 ＰＥＤＦ
翻译后蛋白水平的下调机制[４]ꎮ

桃红四物汤是一种经典的活血化瘀中药方剂ꎬ由桃
仁、红花、熟地黄、当归、芍药、川芎等 ６ 种药材组成ꎮ 多项
研究报道该方治疗心脏、脑等大血管的阻塞效果较
好[５－７]ꎮ 前期研究发现以桃红四物汤为基础方ꎬ加上黄
芪、枳壳、香附、茯苓、白术、薏苡仁益气利水的中药组成的
加味桃红四物汤ꎬ灌胃后视网膜静脉阻塞模型大鼠可以减
轻视网膜出血、渗出、水肿等眼底病变[８]ꎮ 为了进一步研
究该中药复方对视网膜的保护作用机制ꎬ本研究拟建立视
网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞缺氧模型ꎬ探究加味桃红四物汤含药血清
对缺氧条件下视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ、ＳＴＡＴ３、
ＨＩＦ－１α表达的影响ꎬ为临床上中药治疗缺血缺氧性视网

膜血管疾病提供科学依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 动物与细胞株　 ＳＰＦ 级健康 ＳＤ 雄性大鼠 ２０ 只ꎬ体
质量 ２５０±３０ｇꎬ由上海中医药大学动物实验中心提供ꎬ许
可证号:ＳＣＸＫ(沪) ２０１２－０００８ꎮ 于上海中医药大学 ＳＰＦ
级实验室常规饲养ꎬ饲养温度 ２０℃ ~ ２５℃ꎬ环境湿度
５０％~６０％ꎬ自由饮水进食ꎮ 该实验动物经上海中医药大
学实验动物福利与伦理委员批准ꎮ ｒＭＣ－１ 细胞是一种鼠
源视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞系ꎬ为实验室液氮保存ꎮ
１.１.２药物　 加味桃红四物汤组成:黄芪 ２０ｇꎬ当归 １２ｇꎬ生
地 １２ｇꎬ桃仁 ９ｇꎬ红花 ９ｇꎬ赤芍 １２ｇꎬ枳壳 ９ｇꎬ川芎 ９ｇꎬ香附
９ｇꎬ茯苓 １２ｇꎬ白术 １０ｇꎬ薏苡仁 ２０ｇꎮ 总共 １２ 味中药ꎬ重
１４３ｇꎮ 上海中医药大学附属曙光医院中药房配备ꎮ 由本
院中药制剂室煎制ꎬ将上述药材浸泡、煎煮(加水煮沸 １ｈ
后过滤ꎬ滤渣加水煮沸 １ｈꎬ合并二煎的滤液)、去渣ꎬ浓缩
(９０℃)至药液浓度为 ３２ｇ / １０ｍＬ(含生药)ꎮ
１.１.３主要试剂与仪器 　 戊巴比妥钠(１０ｇ / Ｌ) (批号:Ｌｏｔ.
Ｎｏ.ＷＳ２０１６０４０１)购自国药集团化学试剂公司ꎻＤＭＥＭ 培
养基(货号:１１８８５－０８４ꎬ批号:２３６６０７２)、胎牛血清(ＦＢＳ)
(货号:１００９９－１４１ꎬ批号:２０２１４７２)均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公
司ꎻＣＣＫ－８ 试剂盒(货号:ＣＫ０４－１００Ｔ)购自日本 ＤＯＪＩＮＤＯ
公司ꎻＰＥＤＦ 酶联免疫吸附试验( ＥＬＩＳＡ) 试剂盒(货号:
ＳＤＲ００６８)、ＶＥＧＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(货号:ＳＤＲ００４１)、ＢＣＡ 蛋
白定量试剂盒(货号:ＳＤ００１２)均购自上海司鼎生物科技
有限公司ꎻＴｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 提取试剂(批号:１５５９６０１８)购自美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ实时荧光定量聚合酶链式反应(ｑＰＣＲ)
试剂盒(货号:ＲＲ４２０Ａ)购自日本 ＴＡＫＡＲＡꎻ引物由上海
司鼎 生 物 科 技 有 限 公 司 合 成ꎻ ＳＴＡＴ３ 抗 体 ( 货 号:
ａｂ６８１５３)、ｐ－ＳＴＡＴ３ 抗体(货号:ａｂ３２１４３)、ＨＩＦ－１α 抗体
(货号:ａｂ１７９４８３)均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻβ－ａｃｔｉｎ 抗体
(货号:ＳＤ００３４)购自上海司鼎生物科技有限公司ꎮ 三气
培养箱(中国华仪宁创公司ꎬＳｍａｒｔｏｒ １１８ 型)ꎮ
１.２方法
１.２.１含药血清的制备　 正常 ＳＤ 雄性大鼠随机分为含药
血清组和空白血清组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 按照每天 １ｍＬ / １００ｇ 分
别予加味桃红四物汤方中药灌胃ꎬ空白血清组给予同等量
生理盐水ꎮ 给药 ３ｄꎬ第 ３ｄ 灌胃结束后给予禁食ꎬ次日晨
再灌胃一次ꎮ １ｈ 后 ３％戊巴比妥钠腹腔麻醉ꎬ无菌条件下
自后腔静脉采血ꎬ静置 ３~ ４ｈꎬ３０００ｒ / ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、４℃离心ꎬ
超净台上分离血清ꎬ将分离得到的血清置于 ５６℃水浴中
３０ｍｉｎ 灭活ꎬ微孔滤膜过滤ꎬ密封好ꎬ－２０℃保存备用ꎮ 临
用前用空白血清进行稀释作为含药血清的低、中、高剂
量组ꎮ
１.２.２ Ｍüｌｌｅｒ 细胞培养及缺氧处理　 ｒＭＣ－１ 细胞复苏后ꎬ
使用添加 １０％ＦＢＳ、１％青霉素 / 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ
置 ３７℃度培养箱培养(５％ＣＯ２ꎬ２１％Ｏ２)ꎬ并维持一定的湿
度ꎮ 约 １ ~ ２ｄ 换液 １ 次ꎬ细胞生长融合至 ８５％时ꎬ使用
０.２５％胰蛋白酶消化细胞ꎬ用完全培养基终止消化后ꎬ以
１ ∶ ３比例传代ꎬ取对数生长期的 ３~６ 代细胞用于实验ꎮ 缺
氧处理为将细胞放入缺氧箱 ( ５％ ＣＯ２ꎬ１％ Ｏ２ ) 培养 ６、
２４、４８ｈꎮ
１.２.３实验分组及干预　 实验分为五组ꎬ即正常对照组ꎬ缺
氧模型组ꎬ加味桃红四物汤低、中、高剂量组ꎬ具体干预和
培养条件见表 １ꎮ
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表 １　 各组干预及培养条件

组别 干预条件 培养条件

正常对照组 含 １５％空白血清的 ＤＭＥＭ 培养液 ５％ＣＯ２ꎬ２１％Ｏ２

缺氧模型组 含 １５％空白血清的 ＤＭＥＭ 培养液 ５％ＣＯ２ꎬ１％Ｏ２

加味桃红四物汤低剂量组 含 ５％含药血清、１０％空白血清的 ＤＭＥＭ 培养液 ５％ＣＯ２ꎬ１％Ｏ２

加味桃红四物汤中剂量组 含 １０％含药血清、５％空白血清的 ＤＭＥＭ 培养液 ５％ＣＯ２ꎬ１％Ｏ２

加味桃红四物汤高剂量组 含 １５％含药血清的 ＤＭＥＭ 培养液 ５％ＣＯ２ꎬ１％Ｏ２

１.２.４ ＣＣＫ－８法检测细胞活力　 通过 ＣＣＫ－８ 实验明确加
味桃红四物汤含药血清的干预剂量ꎮ 向 ９６ 孔板中每孔接
种细胞悬液 １００μＬꎬ使每孔细胞数目至 １×１０５个ꎬ然后将
９６ 孔板放在培养箱中(３７℃ꎬ ５％ＣＯ２的条件下)常规培养
２４ｈꎬ各组细胞按照分组干预后ꎬ每组设 ６ 个复孔ꎬ向每孔
中加入 １０μＬ 的 ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ将培养板在培养箱内孵育
３ｈꎬ用酶标仪检测 ４５０ｎｍ 处的 ＯＤ 值ꎮ
１.２.５ ＥＬＩＳＡ 检测 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ 分泌 　 收集各组细胞
上清液按试剂盒说明操作ꎬ每组设 ３ 个复孔ꎬ在阳性对照
正常显色的前提下ꎬ根据说明书对 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ 的含量进
行测量ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ－ＳＴＡＴ３ 和 ＳＴＡＴ３ 及 ＨＩＦ－１α
蛋白的表达　 收集各组 ｒＭＣ－１ 细胞ꎬ按照蛋白抽提试剂
盒说明抽提细胞总蛋白ꎬ并采用 ＢＣＡ 蛋白浓度试剂盒测
定蛋白浓度ꎬ每组分别取 ２０μｇ 蛋白样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳ꎬ转膜后分别加入 ｐ－ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３ 和 ＨＩＦ－１α 一抗
体稀释度分别为 １∶ ２０００、１∶ ２０００、１∶ １０００ꎬ以抗体稀释液配
制ꎬ４℃孵育过夜ꎻＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ随后加入 ＨＲＰ 标记的
与一抗相对应二抗(１∶ ２００００)ꎬ３７℃孵育 １ｈꎮ 显色定影
之后ꎬ用 ＩｍａｇｅＪ 图象处理系统分析目标蛋白条带的灰度
值ꎬ蛋白表达量结果以灰密度比值(目的蛋白 / β－ａｃｔｉｎ)
表示ꎮ
１.２.７ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ检测 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ、ＳＴＡＴ３和 ＨＩＦ－
１α ｍＲＮＡ水平　 收集各组 ｒＭＣ－１ 细胞ꎬ使用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取
细胞总 ＲＮＡꎬ测定 ＲＮＡ 的质量和浓度ꎮ 应用逆转录试剂
盒将 ｍＲＮＡ 合成为 ｃＤＮＡꎬ随后依照 ＲＴ－ｑＰＣＲ 试剂盒进
行 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ、ＳＴＡＴ３、ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 扩增ꎬ以 ＧＡＰＤＨ
为内参ꎬ引物序列见表 ２ꎮ 每个样品设置 ３ 个复孔ꎬ反应
体系为: ｃＤＮＡ １μＬꎬ上下游引物各 １μＬꎬ ２ × Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ
１０μＬꎬ去离子水 ７μＬꎮ 反应条件设置为:９５℃ ３０ｓꎻ９５℃
５ｓꎬ６０℃ ３０ｓꎬ４０ 个循环ꎬ使用相对表达量 ２－ΔΔＣｔ 法进行
分析ꎮ
　 　 统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 统计处理软件进行数据

分析ꎮ 所有数据均以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组比较采用单因素方
差分析ꎬ组内两两比较采用 ＳＮＫ－ｑ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差
异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１不同时间各组对缺氧损伤 ｒＭＣ－１ 细胞活力的影响　
ＣＣＫ－８ 结果显示(图 １):在 １％Ｏ２条件下培养 ４８ｈꎬ与正常
对照组相比ꎬ缺氧模型组 ｒＭＣ－１ 细胞活力明显受到抑制ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与缺氧模型组相比ꎬ加味
桃红四物汤含药血清低、中剂量组均可以改善 ｒＭＣ－１ 细
胞缺氧 ４８ｈ 的细胞存活率ꎬ差异均有统计学意义 (Ｐ <
０.０５)ꎬ而高剂量组对 ｒＭＣ－１ 细胞缺氧 ４８ｈ 的细胞存活率无
改善作用ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ故选用加味桃红四
物汤含药血清低、中剂量组和缺氧 ４８ｈ 用于后续实验ꎮ

２.２各组对缺氧损伤 ｒＭＣ－１细胞 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ 分泌的
影响　 ＥＬＩＳＡ 结果发现:与正常对照组比较ꎬ缺氧模型组
细胞上清液 ＶＥＧＦ 蛋白表达量增加ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＰＥＤＦ 蛋白表达量下降ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ加味桃红四物汤低、中剂量均可减少缺氧条件
下 ｒＭＣ－１ 细胞 ＶＥＧＦ 的蛋白表达量ꎬ差异均有统计学意
义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ但不能增加 ＰＥＤＦ 的蛋白含量ꎬ差异无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结果表明ꎬ加味桃红四物汤含药
血清对 ｒＭＣ－１ 细胞缺氧 ４８ｈ ＶＥＧＦ 的分泌有抑制作用ꎬ
低剂量作用优于中剂量ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ
见图 ２ꎮ
２.３ 各组对缺氧损伤 ｒＭＣ －１ 细胞 ｐ －ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、
ＨＩＦ－１α蛋白的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果发现:与正常对照
组比较ꎬｒＭＣ－１ 细胞缺氧培养 ４８ｈ 后ꎬｐ－ＳＴＡＴ３和 ＨＩＦ－１α
的蛋白表达显著上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ而
加味桃红四物汤低、中剂量对两者在蛋白水平较缺氧模型
组均有下调作用ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且低剂
量组抑制作用均优于中剂量ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎻ与正常对照组比较ꎬｒＭＣ－１ 细胞缺氧培养 ４８ｈ 后ꎬ
ＳＴＡＴ３ 的蛋白表达无明显变化ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎬ而加味桃红四物汤含药血清中剂量对其在蛋白水
平较缺氧模型组有上调作用ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ 表明加味桃红四物汤含药血清可减少缺氧 ４８ｈ 后
ｒＭＣ－１ 细胞 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化ꎬ减少 ＨＩＦ－１α 的蛋白表达ꎬ
见图 ３ꎬ表 ３ꎮ
２.４各组对缺氧损伤 ｒＭＣ－１ 细胞 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ、ＳＴＡＴ３、
ＨＩＦ－１α基因表达的影响　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果表明:与正
常对照组比较ꎬ ｒＭＣ － １ 细胞缺氧培养 ４８ｈ 后ꎬ ＶＥＧＦ、
ＳＴＡＴ３ 和 ＨＩＦ－１α 的基因表达上调ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬＰＥＤＦ 的基因表达下降ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ而加味桃红四物汤低、中剂量对 ＶＥＧＦ 在基因
水平较缺氧模型组均有下调作用ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ对 ＰＥＤＦ 在基因水平较缺氧模型组均有上调作
用ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且低剂量组优于中剂
量ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与缺氧模型组相比ꎬ
加味桃红四物汤低剂量对 ＳＴＡＴ３ 和 ＨＩＦ－１α 在基因水平
均有下调作用ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ但其中剂
量对两者在基因水平无下调作用ꎬ差异均无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ４ꎮ 结果表明ꎬ低剂量加味桃红四物汤含
药血清可以抑制缺氧损伤 ｒＭＣ － １ 细胞 ＶＥＧＦ、ＳＴＡＴ３、
ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 的高表达ꎬ增加 ＰＥＤＦ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ
３讨论

Ｍüｌｌｅｒ 细胞作为视网膜上特有的也是极为重要的一
种神经胶质细胞ꎬ占视网膜胶质细胞的 ９０％ꎬ它通过分泌
ＶＥＧＦ 等多种细胞生长因子ꎬ参与视网膜新生血管的形
成[９]ꎮ 正常情况下它也会分泌 ＰＥＤＦꎬ而 ＰＥＤＦ 是一种对

９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.１ Ｊａｎ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　

图 １　 不同时间各组对缺氧损伤 ｒＭＣ－１ 细胞活力的影响　 Ａ:６ｈꎻＢ:２４ｈꎻＣ:４８ｈꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻ ｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎮ

图 ２　 各组对缺氧损伤 ｒＭＣ－１ 细胞 ＶＥＧＦ和 ＰＥＤＦ分泌的影响　 Ａ:ＥＬＩＳＡ 检测 ＶＥＧＦ 浓度ꎻＢ:ＥＬＩＳＡ 检测 ＰＥＤＦ 浓度ꎻ ａＰ<０.０５ ｖｓ
正常对照组ꎻ ｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 加味桃红四物汤低剂量组ꎮ

表 ２　 引物序列

基因 上游(５􀆳－３􀆳) 下游(５􀆳－３􀆳) 产物大小(ｂｐ)
ＶＥＧＦ ＴＧＴＡＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＡＡＧＴ ＡＣＣＡＣＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＴＴＣＴＧＣＴ ７３
ＰＥＤＦ ＡＣＴＣＴＴＴＧＣＡＧＧＡＣＡＴＧＡＡＧＣＴＡ ＧＡＴＡＧＴＣＧＡＧＣＧＧＧＡＡＧＧＴＧ １８６
ＳＴＡＴ３ ＡＡＧＣＴＧＡＣＣＣＡＧＧＴＡＧＴＧＣＴ ＴＴＴＣＡＧＣＴＣＣＴＣＡＣＡＴＣＧＧＧ ２３７
ＨＩＦ－１α ＴＧＣＴＧＡＡＧＡＣＡＣＡＧＡＡＧＣＧＡ ＡＴＴＣＡＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＣＡＧＴＴＧ ２４５
ＧＡＰＤＨ ＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧ ＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣ １１４

图 ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ｒＭＣ － １ 细胞中 ｐ － ＳＴＡＴ３、
ＳＴＡＴ３、ＨＩＦ－１α蛋白表达条带图ꎮ

新生血管形成有抑制效应的细胞因子[１０]ꎬ来拮抗 ＶＥＧＦ
的血管损伤作用以维持平衡状态ꎮ 缺血缺氧会诱导大量
ＶＥＧＦ 反应性增高ꎬＰＥＤＦ 表达下降[１１]ꎬ二者平衡被打破ꎬ

从而形成各种病理性新生血管[１２－１３]ꎮ Ｗｏｌｆｒａｍ 等[１４]证实ꎬ
在缺氧条件下ꎬＭüｌｌｅｒ 细胞内 ＶＥＧＦ 基因及蛋白表达升
高ꎬＰＥＤＦ 基因及蛋白表达降低ꎬ引起视网膜新生血管的
形成ꎮ 本研究选用 Ｍüｌｌｅｒ 细胞作为模型细胞ꎮ

ＶＥＧＦ 是一种促血管生成因子ꎬ在 ＭＥ 和 ＲＮＶ 的发生
发展中起关键作用[１５－１６]ꎮ 目前针对以上两种并发症的一
线治疗是玻璃体内注射抗 ＶＥＧＦ 药物ꎬ这为广大患者带来
了福音ꎬ但其给药方式为眼球内注射ꎬ属侵入性治疗ꎬ增加
了眼内感染的机率ꎬ且有研究显示ꎬ尽管采取定期多次抗
ＶＥＧＦ 治疗ꎬ仍有约 ２５％患者的视力或黄斑水肿程度得不
到明显的改善[１７]ꎮ 在抗 ＶＥＧＦ 基础上联合中医中药治疗
ＲＶＯ 有提高疗效ꎬ减少用药次数的优点[１８－１９]ꎬ亦有学者发
现单味中药含药血清可以抑制缺氧下视网膜色素上皮细
胞的 ＶＥＧＦ 分泌[２０]ꎬ因此ꎬ传统医学治疗视网膜血管病越
来越受到学者们广泛关注ꎮ ＲＶＯ 是由视网膜静脉的血栓
引起的ꎬ属中医“络损暴盲”范畴ꎬ活血化瘀贯穿其整个治
疗过程ꎬ若并发黄斑水肿ꎬ可配伍益气、利水的中药ꎮ 本课
题组前期研究发现ꎬ加味桃红四物汤(原名行气活血健脾
利水方)治疗气虚血瘀的 ＲＶＯ 患者可提高视网膜静脉阻
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　 　表 ３　 各组对 ｒＭＣ－１ 细胞缺氧 ４８ｈ ｐ－ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、ＨＩＦ－１α蛋白表达的影响 (􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)
组别 ｐ－ＳＴＡＴ３ ＳＴＡＴ３ ＨＩＦ－１α
正常对照组 ０.３３６±０.０１３ ０.３２５±０.００８ ０.５００±０.０４０
缺氧模型组 ０.５９９±０.００７ａ ０.３０６±０.０３４ ０.８７５±０.０５９ａ

加味桃红四物汤低剂量组 ０.２６３±０.０２１ｃ ０.３１０±０.００４ ０.４８７±０.０３３ｃ

加味桃红四物汤中剂量组 ０.４８３±０.００５ｃꎬｅ ０.３５８±０.０１３ｃ ０.７０３±０.０８４ｃꎬｅ

　 　 　
Ｆ ３７１.３ ４.４３９ ３０.３０
Ｐ <０.０００１ ０.０４０ ０.０００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻ ｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 加味桃红四物汤低剂量组ꎮ

表 ４　 各组对 ｒＭＣ－１ 细胞缺氧 ４８ｈ ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ、ＳＴＡＴ３、ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ表达的影响 (􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)
组别 ＶＥＧＦ ＰＥＤＦ ＳＴＡＴ３ ＨＩＦ－１α
正常对照组 １.００４±０.１２１ １.０００±０.０４２ １.００７±０.１４５ １.０１５±０.２１５
缺氧模型组 ４.５３２±０.５２９ａ ０.０３０±０.０１１ａ ２.４７８±０.４１８ａ １.９８０±０.１３７ａ

加味桃红四物汤低剂量组 ０.５０２±０.０２１ｃ ０.８７８±０.０７４ｃ １.０２６±０.１５８ｃ １.１６４±０.２０４ｃ

加味桃红四物汤中剂量组 ２.６７９±０.３５９ｃꎬｅ ０.３９１±０.０８０ｃꎬｅ ２.１５２±０.１６６ｅ １.８２４±０.２６５ｅ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ９４.９５ １７３.０ ２７.９２ １５.３８
Ｐ <０.０００１ <０.０００１ ０.０００１ ０.００１１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻ ｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 加味桃红四物汤低剂量组ꎮ

塞患者的视敏度ꎬ减轻视网膜黄斑水肿ꎬ增加眼部血流ꎬ改
善视网膜的微循环[２１]ꎻ还可以减轻 ＲＶＯ 模型大鼠视网膜
出血、水肿等眼底病变ꎬ具有良好的改善视网膜水肿的作
用[８]ꎮ 方中黄芪、当归为君药ꎬ益气活血ꎻ生地黄、赤芍凉
血活血ꎬ川芎、香附、枳壳行气活血ꎬ白术、茯苓、薏苡仁健
脾利水ꎬ同为臣药ꎻ佐以桃仁、红花活血化瘀ꎬ全方共奏活
血化瘀和健脾利水之功ꎮ

本研究用加味桃红四物汤含药血清干预缺氧培养的
Ｍüｌｌｅｒ 细胞ꎬ发现缺氧培养后该细胞活力受到明显抑制ꎬ
而含药血清低、中剂量均可以改善缺氧后 Ｍüｌｌｅｒ 细胞的活
力ꎮ 研究还发现ꎬ与正常对照组比较ꎬ缺氧模型组 ＶＥＧＦ
分泌和基因表达增加ꎬ而 ＰＥＤＦ 分泌水平和基因表达下
降ꎬ加味桃红四物汤含药血清低、中剂量均可以减少
ＶＥＧＦ 分泌和基因表达ꎬ表明加味桃红四物汤对 Ｍüｌｌｅｒ 细
胞缺氧条件下 ＶＥＧＦ 的分泌和基因表达均有抑制作用ꎬ且
低剂量组的抑制作用优于中剂量组ꎬ其原因可能是因为
Ｍüｌｌｅｒ 细胞在缺氧刺激下其活力下降导致对药物的吸收
率下降ꎮ 值得注意的是ꎬ加味桃红四物汤含药血清可上调
ＰＥＤＦ 的基因表达ꎬ但却不能促进 ＰＥＤＦ 的分泌ꎬ考虑原因
可能有两方面:(１)ＰＥＤＦ 的表达水平可能具有滞后性ꎬ张
梅虹等[２２]也发现高氧诱导早产儿视网膜病变模型小鼠血
清 ＰＥＤＦ 水平的变化滞后于视网膜 ＰＥＤＦ 的改变ꎻ(２)蛋
白翻译是多步骤调控的结果ꎬ本实验的加味桃红四物汤是
多种药物的复方制剂ꎬ可能存在某些单体成分在 ＰＥＤＦ 的
蛋白翻译水平起到抑制作用ꎬ需要对该复方的有效成分进
一步研究ꎮ

ＨＩＦ－１ 是由 ＨＩＦ－１α 和 ＨＩＦ－１β 组成的异二聚体ꎬ
ＨＩＦ－１αｍＲＮＡ 既是 ＨＩＦ－１ 的调节亚基ꎬ又是活性亚基ꎬ其
蛋白稳定性及转录活性均受到氧分压的严格调控ꎬ属于氧
调节蛋白ꎬ故 ＨＩＦ－１ 的生理活性主要取决于 ＨＩＦ－１α[２３]ꎮ
有研究表明ꎬ在缺氧时ꎬＳＴＡＴ３ 被激活[２４－２５]ꎬ激活的 ＳＴＡＴ３
通过增加 ＨＩＦ－１α 的稳定性和转录活动上调 ＨＩＦ－１α 的表

达[２６]ꎮ 利用 ｓｈＲＮＡ 干扰缺氧条件下人角膜上皮细胞
ＨＩＦ－１α表达ꎬ能有效地抑制 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎬ使
ＰＥＤＦ ｍＲＮＡ 和蛋白表达上调[２７]ꎬ提示 ＰＥＤＦ 和 ＶＥＧＦ 的
调控均受 ＨＩＦ－１α 的调控ꎮ 本研究发现ꎬ与正常对照组比
较ꎬＭüｌｌｅｒ 细胞缺氧培养后ꎬｐ－ＳＴＡＴ３ 和 ＨＩＦ－１α 的蛋白
和基因表达显著上调ꎬ而低剂量含药血清对两者在蛋白和
基因水平均有下调作用ꎻ与正常对照组比较ꎬＭüｌｌｅｒ 细胞
缺氧培养后ꎬＳＴＡＴ３ 的蛋白表达无明显变化ꎬ而中剂量含
药血清对其在蛋白水平有上调作用ꎮ 表明加味桃红四物
汤含药血清可减少缺氧后 Ｍüｌｌｅｒ 细胞 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化ꎬ
减少 ＨＩＦ－１α 的蛋白表达ꎮ

综上所述ꎬ加味桃红四物汤可改善缺氧损伤的视网膜
Ｍüｌｌｅｒ 细胞 ｒＭＣ－ １ 活力下降ꎬ抑制其 ＶＥＧＦ 分泌ꎬ下调
ＶＥＧＦ 的基因表达ꎬ上调 ＰＥＤＦ 基因表达ꎬ维护了两者的平
衡ꎬ进而可能抑制视网膜新生血管ꎬ减轻视网膜水肿ꎬ发挥
治疗 ＲＶＯ 的 作 用ꎬ 其 作 用 机 制 可 能 与 抑 制 ＳＴＡＴ３ /
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