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摘要

目的:探讨丹蒌片对小鼠视网膜缺血－再灌注损伤(ＲＩＲＩ)
的保护作用及其机制ꎮ
方法:将 ４０ 只 ＡｐｏＥ－ / －小鼠给予高脂饲料喂养 ６ ｗｋꎬ通过

前房灌注加压法建立 ＲＩＲＩ 模型ꎬ分为对照组(给予生理盐

水灌胃 ８ ｗｋ)、ＲＩＲＩ 模型组(给予生理盐水灌胃 ８ ｗｋ)及

丹蒌片低、中、高剂量组 [分别给予丹蒌片溶液 １、 ２、
４ ｇ / (ｋｇｄ)灌胃 ８ ｗｋ]ꎮ 采用苏木精－伊红(ＨＥ)染色观

察各组小鼠视网膜组织形态学变化情况ꎬＴＵＮＥＬ 染色检

测各组小鼠视网膜细胞凋亡情况ꎬＷｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测各

组小鼠视网膜组织中 Ｋｅｌｃｈ 样环氧氯丙烷相关蛋白 － １
(Ｋｅａｐ１)、转录因子核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(Ｎｒｆ２)、血红素

加氧酶－ １(ＨＯ－ １)、超氧化物歧化酶 ( Ｓｏｄ２) 蛋白表达

情况ꎮ
结果:与对照组比较ꎬＲＩＲＩ 模型组小鼠视网膜萎缩ꎬ厚度

变薄ꎬ细胞凋亡增加ꎬ视网膜组织中 Ｓｏｄ２ 蛋白表达下调ꎬ
Ｋｅａｐ１ 蛋白表达上调(均 Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＲＩＲＩ 模型组比较ꎬ丹
蒌片中、高剂量组小鼠视网膜厚度增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ丹蒌

片低、中、高剂量组小鼠视网膜细胞凋亡降低 (均 Ｐ <
０.０５)ꎬ丹蒌片低剂量组小鼠视网膜组织中 Ｋｅａｐ１ 和 ＨＯ－１
蛋白表达水平无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎬ丹蒌片中、高剂量组

小鼠视网膜组织中 Ｓｏｄ２、 Ｎｒｆ２、 ＨＯ － １ 蛋白表达上调ꎬ
Ｋｅａｐ１ 蛋白表达下调(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:丹蒌片能缓解 ＲＩＲＩ 小鼠模型视网膜萎缩变薄ꎬ减少

视网膜细胞凋亡ꎬ其作用是通过调控 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１
信号通路降低 ＲＩＲＩ 氧化应激反应来实现ꎮ
关键词:丹蒌片ꎻＡｐｏＥ－ / －小鼠ꎻ高脂血症ꎻ视网膜缺血－再
灌注损伤ꎻＫｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 通路

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.７.０４

Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ －
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｋｅａｐ１ － Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ ｐａｔｈｗａｙ

Ｌｉｎ Ｙａｎｎａ１ꎬ Ｗｕ Ｈｕｉｑｉｎ２ꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｂｏ２ꎬ Ｃｈｅｎ
Ｘｉａｏｄｏｎｇ２ꎬ Ｌｅｉ Ｐｅｎｇ２ꎬ Ｃｈｅｎ Ｍｅｎｇｈａｎ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ Ｆｕｎｄ ｏｆ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(Ｎｏ.２０２１－ＺＺ－ＪＣ０１４)
１Ｓｈａａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｘｉａｎｙａｎｇ ７１２０４６ꎬ
Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｓｅｖｅｎｔｈ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｘｉａｎ Ｎｏ.１ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉａｎ ７１０００２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｗｕ Ｈｕｉｑｉｎ. Ｓｅｖｅｎｔｈ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉａｎ Ｎｏ. １ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉａｎ ７１０００２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｗｕｈｕｉｑｉｎ６５＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－１２－１１　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２４－０５－２９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔ ｏｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ －
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ (ＲＩＲＩ) ｉｎ ｍｉｃｅ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４０ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｆｏｒ ６ ｗｋꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＲＩＲＩ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｂｙ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｈａｍｂｅｒ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄ ｓａｌｉｎｅ. Ｔｈｅ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｆｏｒ
８ ｗｋ)ꎬ ＲＩＲＩ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｆｏｒ ８ ｗｋ)ꎬ ａｎｄ
ｌｏｗ －ꎬ ｍｅｄｉｕｍ －ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ － ｄｏｓｅ Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔｓ ｇｒｏｕｐｓ
[１ꎬ ２ꎬ ａｎｄ ４ ｇ / ( ｋｇ ｄ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｆｏｒ ８ ｗｋ] . Ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｅｒｍｉｎａｌ － ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｉｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｎｉｃｋ － Ｅｎｄ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ( ＴＵＮＥＬ ) ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ
Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅ Ｋｅｌｃｈ － ｌｉｋｅ ｅｃｈ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
１ (Ｋｅａｐ１)ꎬ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ( Ｎｒｆ２ )ꎬ
ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ (ＨＯ － １)ꎬ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
(Ｓｏｄ２) ｐｒｏｔｅｉｎｓ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ ｒｅｔｉｎａ ｗａｓ ａｔｒｏｐｈｉｃ ｗｉｔｈ ｔｈｉｎｎｉｎｇ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｄ２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｅａｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＲＩＲＩ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１ ) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＩＲＩ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ － ａｎｄ ｈｉｇｈ － ｄｏｓｅ ｏｆ
Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔｓ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ<０.０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆ ｒｅｔｉｎａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ－ꎬ ｍｅｄｉｕｍ－ ａｎｄ ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ
ｏｆ Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔｓ ｇｒｏｕｐｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ

７２０１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｅａｐ１ ａｎｄ
ＨＯ－１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｒｅｔｉｎａ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ｏｆ
Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔｓ ｇｒｏｕｐ (Ｐ> ０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｄ２ꎬ
Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ－１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ｋｅａｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ － ａｎｄ
ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ｏｆ Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔｓ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＲＩＲＩ－ ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｔｈｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｔｉｎａ ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔｓꎻ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅꎻ
ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ － ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙꎻ
Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ ｐａｔｈｗａｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌｉｎ ＹＮꎬ Ｗｕ ＨＱꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄａｎｌｏｕ ｔａｂｌｅｔ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(７):
１０２７－１０３１.

０引言
视网膜缺血－再灌注损伤( ｒｅｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｉｎｊｕｒｙꎬＲＩＲＩ)在眼科疾病中比较常见ꎬ是糖尿病视网膜病
变、急性青光眼、视网膜动脉阻塞和早产儿视网膜病变等
一系列眼科疾病共有的病理机制之一[１]ꎮ 目前ꎬＲＩＲＩ 的
发病机制尚不清楚ꎬ既往研究认为多种因素参与 ＲＩＲＩ 的
发生ꎬ特别是氧化应激损伤[２]ꎮ 虽然目前已有多种针对氧
化应激的治疗方式ꎬ但其疗效甚微ꎮ 因此ꎬ探索治疗 ＲＩＲＩ
的有效疗法具有重要意义ꎮ 中成药丹蒌片是国医大师雷
忠义教授研发的国家级新药ꎬ研究显示ꎬ丹蒌片具有抗
炎[３]、抗凋亡[４]、抗氧化[５]、调节脂质代谢[６]、抗心肌缺
血[７]、保护血管内皮细胞[８] 及改善血流动力[９] 等药理功
效ꎬ已入选国家中药药典和 ２０１４ / ２０１６ 年中西医结合心脏
病康复治疗专家共识ꎬ是治疗胸痹(冠心病)痰瘀互结证
的公认有效药物ꎮ 心血管领域研究显示ꎬ丹蒌片能对抗心
肌缺血－再灌注损伤ꎬ抑制氧化及炎症侵袭和细胞凋亡ꎬ
减少心肌梗死面积和保护内皮细胞ꎬ改善心脏功能[１０]ꎮ
然而ꎬ丹蒌片是否对 ＲＩＲＩ 有保护作用尚需进一步研究ꎮ

转基因 ＡｐｏＥ－ / －小鼠易诱导形成高脂血症ꎬ使动脉粥
样硬化斑块更早的出现ꎬ更能模拟基础疾病下出现缺血－
再灌注损伤ꎬ且造模时间相比其他小鼠时间短ꎬ过程类似
于人类高脂血症ꎬ成模率高ꎬ模型稳定ꎬ死亡率低[１１－１３]ꎮ
因此ꎬ本研究利用转基因 ＡｐｏＥ－ / －小鼠建立 ＲＩＲＩ 模型ꎬ探
讨丹蒌片对 ＲＩＲＩ 的作用机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 ４０ 只 ＳＰＦ 级 ６－８ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ / －小鼠
购自于北京维通利华实验技术有限公司ꎮ 体质量 １８ －
２２ ｇꎬ饲养于陕西省感染与免疫重点实验室 ＳＰＦ 级动物房
内ꎬ饲养环境温度 ２２－２５ ℃ꎬ湿度 ５０％－６０％ꎬ自然照明ꎬ
所有小鼠饮水及饮食自由随意ꎮ 实验中使用的所有动物
处理均符合美国视觉和眼科研究协会(ＡＲＶＯ)关于在眼
科研究中动物使用的声明要求ꎬ并严格遵守国家和实验室
的动物管理规定ꎮ
１.１.２主要试剂和仪器 　 主要试剂:丹蒌片粉末(吉林康
乃儿药业)、ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒(碧云天)、苏木素－伊红
(ＨＥ) 试剂 (贝索)、 Ｋｅｌｃｈ 样环氧氯丙烷相关蛋白 － １

(ｋｅｌｃｈ－ｌｉｋｅ ｅｃｈ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ１ꎬＫｅａｐ１)、转录因子核因
子 Ｅ２ 相关因子 ２(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ２ꎬＮｒｆ２)、
血红素加氧酶－１(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ１ꎬＨＯ－１)、超氧化物歧化
酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳｏｄ２)抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)、
β－ａｃｔｉｎ抗体(康为试剂)ꎮ 主要仪器:低温高速离心机(英
泰仪器公司)、电泳仪、电泳槽、转膜槽(美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公
司)、化学发光凝胶成像系统(ＢＩＯ－ＲＡＤꎬＵＳＡ)、光学显微
镜(Ｍｕｒｚｉｄｅｒ)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＡｐｏＥ－ / －小鼠 ＲＩＲＩ 模型制备及分组　 ４０ 只 ＡｐｏＥ－ / －

小鼠给予高脂饲料喂养 ６ ｗｋ 后建立 ＲＩＲＩ 模型ꎬ并随机分
为 ５ 组ꎬ分别为对照组、ＲＩＲＩ 模型组、丹蒌片低剂量组、丹
蒌片中剂量组、丹蒌片高剂量组ꎬ每组各 ８ 只ꎮ ＲＩＲＩ 模型
建立方法:给予腹腔注射 ０.５％戊巴比妥钠(５０ ｍｇ / ｋｇ)麻
醉小鼠ꎬ右眼结膜囊滴奥布卡因滴眼液进行表面麻醉ꎬ辅
以 ０.５％复方托吡卡胺滴眼液滴入右眼以散大瞳孔ꎮ 将
３２Ｇ 针头通过输液器连接生理盐水ꎬ输液瓶与小鼠眼球高
度 １５０ ｃｍꎬ沿角膜缘插入小鼠右前房ꎬ此时观察角膜混
浊ꎬ对光反射消失ꎬ视网膜血管中断ꎬ维持 ６０ ｍｉｎ 后轻轻
拔出针头ꎬ用检眼镜确认小鼠视网膜血管血液回流以证明
ＲＩＲＩ 建模成功ꎮ 建模后 ２４ ｈꎬ参照文献给药方法和时
间[６ꎬ１４－１６]ꎬ根据成人每日口服药物剂量折算小鼠服药剂
量ꎬ折算系数为 １２.３３ꎬ成人每日需服用丹蒌片 ４.５ ｇꎬ则小
鼠用药浓度为 ４.５ ｇ÷６０ ｋｇ×１２.３３＝ ９２４.７５ ｍｇ / ｋｇ≈１ ｇ / ｋｇꎮ
选择以成人的临床药物剂量作为丹蒌片低剂量组ꎬ临床的
２ 倍剂量为丹蒌片中剂量ꎬ４ 倍剂量为丹蒌片高剂量组ꎬ即
分别给予丹蒌片溶液 １、２、４ ｇ / (ｋｇｄ)灌胃ꎬ对照组和 ＲＩＲＩ
模型组给予生理盐水灌胃ꎬ连续灌胃 ８ ｗｋꎬ每日 １ 次ꎮ
１.２.２样本采集　 灌胃 ８ ｗｋ 后ꎬ水合氯醛麻醉处死小鼠后
摘除眼球ꎬ去除眼球前节和玻璃体ꎬ小心分离视网膜后装
入 １.５ ｍＬ 的 ＥＰ 管中ꎬ－８０ ℃冰箱保存进行蛋白免疫印迹
(Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ)检测ꎻ另每组选取 ３ 只小鼠眼球放入眼球
固定液中ꎬ制作厚度为 ３ μｍ 石蜡切片进行 ＨＥ 染色和
ＴＵＮＥＬ 染色ꎮ
１.２.３ ＨＥ染色观察视网膜组织结构　 小鼠眼球放入眼球
固定液中 ２４ ｈꎬ进行脱水、透明、浸蜡及包埋ꎬ取厚度为
３ μｍ的连续切片 ６ 张进行 ＨＥ 染色ꎬ于显微镜(４０×)下采
集图像并进行分析ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量视网膜厚度(内
界膜至视细胞层)ꎬ每张切片选取 ３ 个位置测量后取平
均值ꎮ
１.２.４ ＴＵＮＥＬ染色观察视网膜细胞凋亡情况 　 取石蜡切
片参照 ＴＵＮＥＬ 凋亡试剂盒说明书操作步骤进行染色ꎬ
３７ ℃恒温滴加蛋白酶 Ｋ 作用 ３０ ｍｉｎꎬ室温孵育内源性过
氧化酶 ２０ ｍｉｎꎬ生物素标记液 ３７ ℃ 恒温箱避光作用
６０ ｍｉｎꎬ滴加终止液 １０ ｍｉｎꎬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ － ＨＲＰ 工作液
３０ ｍｉｎꎬＤＡＢ 显色ꎬ封片ꎮ 随机选取 ３ 个视野计算神经节
细胞、内核细胞及外核细胞总的阳性细胞数ꎬ细胞凋亡指
数＝(计数范围内总的阳性细胞数 / 细胞总数)×１００％ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１信号通路蛋
白表达　 取视网膜组织ꎬ提取蛋白ꎬＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶制备、
上样、电泳、转膜、封闭、孵育一抗(工作浓度:Ｋｅａｐ１ 抗体
１ ∶ １ ０００ꎻＮｒｆ２ 抗体 １∶ １ ０００ꎻＳｏｄ２ 抗体 １∶ １ ０００ꎻＨＯ－１ 抗体
１∶ １ ０００ꎻβ－ａｃｔｉｎ 抗体 １ ∶ ５ ０００)、孵育二抗(工作浓度:
１ ∶ １ ０００)、显影ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值ꎬ以
β－ａｃｔｉｎ为内参计算目的蛋白相对表达量ꎮ
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统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.１４ 分析数据ꎮ 计

量资料以 ｘ±ｓ 的形式表示ꎬ多组间比较用单因素方差分
析ꎬ组间的两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异
有统计学意义ꎮ
２结果
２.１丹蒌片对 ＲＩＲＩ 小鼠视网膜组织结构的影响 　 ＨＥ 染
色结果显示ꎬ与对照组比较ꎬＲＩＲＩ 模型组小鼠视网膜结构
紊乱ꎬ细胞排序杂乱ꎬ神经节细胞坏死脱落ꎬ视网膜萎缩变
薄ꎮ 对照组、ＲＩＲＩ 模型组、丹蒌片低剂量组、丹蒌片中剂
量组、丹蒌片高剂量组小鼠视网膜厚度分别为 １６３.１１ ±
８.４１、１１２.４７±１０.３３、１２２.９７±１２.９２、１３１.４８±１２.３４、１５１.１７±
１１.９３ μｍꎬ差异有统计学意义(Ｆ＝ ３０.０７ꎬＰ<０.０１)ꎬ其中与
对照组比较ꎬＲＩＲＩ 模型组小鼠视网膜厚度明显降低ꎬ差异
有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＲＩＲＩ 模型组比较ꎬ丹蒌片低
剂量组小鼠视网膜厚度虽有所改善但差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎬ丹蒌片中、高剂量组小鼠视网膜厚度明显改善
且差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ丹蒌片低、中、高剂量组
组间比较ꎬ丹蒌片高剂量组小鼠视网膜厚度较丹蒌片低、中
剂量组增厚ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 １ꎮ
２.２丹蒌片对 ＲＩＲＩ 小鼠视网膜细胞凋亡的影响　 ＴＵＮＥＬ
染色结果显示ꎬ对照组、ＲＩＲＩ 模型组、丹蒌片低剂量组、丹
蒌片中剂量组、丹蒌片高剂量组小鼠视网膜细胞凋亡指数
分别为 ( １０. ８９ ± ６. ７０ )％、 ( ６８. ２２ ± ４. ３２ )％、 ( ５８. ３３ ±
６.６５)％、(４２.１１±６.５２)％、(２９.４４±７.２１)％ꎬ差异有统计学
意义(Ｆ＝ １１５.６ꎬＰ<０.０１)ꎬ其中与对照组比较ꎬＲＩＲＩ 模型

组小鼠视网膜细胞凋亡指数升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.００１)ꎻ与 ＲＩＲＩ 模型组比较ꎬ丹蒌片低、中、高剂量组小鼠
视网膜细胞凋亡指数降低且差异均有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎻ丹蒌片低、中、高剂量组组间比较ꎬ丹蒌片中、高剂
量组小鼠视网膜细胞凋亡指数均较丹蒌片低剂量组降低ꎬ
丹蒌片高剂量组小鼠视网膜细胞凋亡指数较丹蒌片中剂
量组明显降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２ꎮ
２.３丹蒌片对 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１信号通路蛋白表达的影
响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ与对照组比较ꎬＲＩＲＩ 模
型组小鼠视网膜组织中 Ｋｅａｐ１ 蛋白表达上调ꎬＳｏｄ２ 蛋白
表达下调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ < ０. ０１)ꎬ但 Ｎｒｆ２ 和
ＨＯ－１蛋白表达水平差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与
ＲＩＲＩ 模型组相比ꎬ丹蒌片低剂量组小鼠视网膜组织中
Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１ 蛋白表达水平差异均无统计学意义 (Ｐ >
０.０５)ꎬＳｏｄ２ 和 Ｎｒｆ２ 表达上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ丹蒌片中、高剂量组小鼠视网膜组织中 Ｋｅａｐ１ 蛋白
表达均下调ꎬＳｏｄ２、Ｎｒｆ２、ＨＯ－１ 蛋白表达均上调ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ丹蒌片低、中、高剂量组组间比较ꎬ
丹蒌片高剂量组小鼠视网膜组织中 Ｋｅａｐ１ 蛋白表达较丹
蒌片低、中剂量组下调ꎬ丹蒌片高剂量组小鼠视网膜组织
中 Ｓｏｄ２、Ｎｒｆ２ 蛋白表达较丹蒌片低剂量组上调ꎬ丹蒌片中
剂量组小鼠视网膜组织中 ＨＯ－１ 蛋白表达较丹蒌片低剂
量组上调ꎬ丹蒌片高剂量组小鼠视网膜组织中 ＨＯ－１ 蛋白
表达较丹蒌片低、中剂量组上调ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３ꎬ表 １ꎮ

图 １　 丹蒌片对 ＲＩＲＩ小鼠视网膜组织结构的影响　 Ａ:对照组ꎻＢ:ＲＩＲＩ 模型组ꎻＣ:丹蒌片低剂量组ꎻＤ:丹蒌片中剂量组ꎻＥ:丹蒌片高
剂量组ꎮ

图 ２　 丹蒌片对 ＲＩＲＩ小鼠视网膜细胞凋亡的影响　 Ａ:对照组ꎻＢ:ＲＩＲＩ 模型组ꎻＣ:丹蒌片低剂量组ꎻＤ:丹蒌片中剂量组ꎻＥ:丹蒌片高
剂量组ꎮ

图 ３　 丹蒌片对 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 信号通路蛋白表达的影响　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:量化分析结果ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对

照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＲＩＲＩ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ 丹蒌片低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ꎬｈＰ<０.０１ ｖｓ 丹蒌片中剂量组ꎮ
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表 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测各组小鼠视网膜组织中相关蛋白表达水平 ｘ±ｓ
组别 Ｋｅａｐ１ Ｓｏｄ２ ＨＯ－１ Ｎｒｆ２
对照组 ０.２１±０.０４５ １.３４±０.０４５ ０.２７±０.０３０ ０.４５±０.０５５
ＲＩＲＩ 模型组 １.０９±０.０６８ｂ ０.４６±０.０６６ｂ ０.３９±０.０５１ ０.５４±０.１１４
丹蒌片低剂量组 ０.９９±０.０６８ｂ ０.７６±０.０６０ｂꎬｃ ０.５７±０.０６８ｂ ０.９１±０.０４５ｂꎬｄ

丹蒌片中剂量组 ０.８６±０.０８６ｂꎬｃ ０.９４±０.１０１ｂꎬｄ ０.８５±０.０９５ｂꎬｄꎬｅ １.０６±０.０３６ｂꎬｄ

丹蒌片高剂量组 ０.４８±０.０５５ａꎬｄꎬｆꎬｈ １.０９±０.１０１ａꎬｄꎬｅ １.０８±０.１２５ｂꎬｄꎬｆꎬｇ １.１７±０.０３８ｂꎬｄꎬｆ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ９４.２６ ５４.８２ ５０.９２ ７１.５１
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＲＩＲＩ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ 丹蒌片低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ꎬｈＰ<０.０１ ｖｓ 丹蒌片中
剂量组ꎮ

３讨论
视网膜的血流中断会造成视网膜组织缺血ꎬ并导致缺

氧和其它营养物质的缺乏ꎬ而随后的再灌注会加剧组织损
伤ꎮ 临床上单纯的视网膜缺血患者很少见ꎬ绝大多数视网
膜缺血情况是在一些基础疾病的作用下发生ꎬ如高血压、
高血糖和高血脂等[１７]ꎬ李水等[１８] 研究视网膜静脉阻塞的
危险因素发现ꎬ高血脂、糖尿病、高血压等危险因素之间存
在协调关系ꎬ能增加视网膜静脉阻塞的发病率ꎮ 王静
等[１９]研究发现ꎬ甘油三酯－葡萄糖指数升高是 ２ 型糖尿病
患者发生糖尿病视网膜病变的高危因素ꎮ 因此在高脂血
症小鼠基础上建立 ＲＩＲＩ 模型更符合临床上缺血性眼血管
疾病的病理生理基础ꎮ 而对于视网膜缺血的研究ꎬ目前多
采取急性 ＲＩＲＩ 模型研究其发病机制和干预措施ꎮ 齐赟
等[２０]通过小鼠 ＲＩＲＩ 模型观察藏红花素对小鼠视网膜神
经节细胞的保护作用ꎮ 罗晋媛[２１] 观察 ＲＩＲＩ 损伤后视网
膜细胞、视网膜功能及 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达的变化ꎮ 综合以
上ꎬ为了更好地模拟在全身基础病变状态下的 ＲＩＲＩꎬ本研
究采用经典的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠ꎬ给予高脂饲料喂养 ６ ｗｋ 以诱
导高血脂状态ꎬ再通过前房灌注加压法建立 ＲＩＲＩ 模型ꎬ该
造模方法的优点在于技术难度较低ꎬ操作简单ꎬ可成功诱
导 ＲＩＲＩꎬ较好地模拟血脂异常状态下 ＲＩＲＩ 的发病机制ꎮ

丹蒌片是治疗胸痹(冠心病)痰瘀互结证的公认有效
药物ꎬ组成为瓜蒌皮、薤白、葛根、川芎、丹参、赤芍、泽泻、
黄芪、骨碎补、郁金等ꎬ有活血化瘀之功效ꎮ 研究表明ꎬ丹
蒌片有助于保护血管内皮损伤和改善血流动力[２２]、抗氧
化、抑制细胞凋亡等作用[１０]ꎮ 现代药理学研究也表明薤
白皂苷能够降低冠心病大鼠血小板的聚集和凝血能力ꎬ具
有“活血化瘀”的效果[２３]ꎮ 丹参酮ⅡＡ 能有效缓解因缺血
缺氧引起的脑水肿ꎬ防止血－脑屏障通透性增加ꎬ修复受
损的神经元ꎬ疗效显著[２４]ꎮ 同时ꎬ张新等[５ꎬ２５] 研究发现ꎬ
丹蒌片能通过调节氧化应激、炎症反应和脂质代谢等信号
通路治疗非酒精性脂肪肝ꎮ 李珠[２６] 研究发现ꎬ丹蒌片治
疗痰瘀互结型冠心病可能是通过调节氧化应激和炎症因
子相关指标ꎬ发挥抗氧化应激的作用ꎮ 瓜蒌皮水提取物可
以防止心肌细胞在缺血缺氧情况下凋亡ꎬ并强化心肌细胞
的生长状态ꎬ显著上调磷脂酰肌醇 ３－激酶( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ
ｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ)等蛋白表达水平[２７]ꎮ 黄芪多糖能
缓解高眼压造成的视神经萎缩ꎬ减少视网膜细胞凋亡ꎬ减
轻视网膜水肿[２８]ꎮ 川芎嗪具有抑制 ＲＩＲＩ 线粒体途径中
的细胞凋亡和抗炎作用[２９]ꎮ 本研究结果显示ꎬ与对照组
比较ꎬＲＩＲＩ 模型组小鼠视网膜萎缩变薄、视网膜细胞凋亡
增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ而与 ＲＩＲＩ 模型组比较ꎬ丹蒌片中、高剂

量组小鼠视网膜厚度增加ꎬ丹蒌片低、中、高剂量组小鼠视
网膜细胞凋亡降低ꎬ提示丹蒌片对 ＲＩＲＩ 具有显著的保护
作用ꎮ

氧化应激在 ＲＩＲＩ 损伤中起着至关重要的作用ꎬＲＩＲＩ
导致 ＲＯＳ 水平升高ꎬ诱发氧化应激损伤和细胞凋亡[３０－３１]ꎮ
Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 信号通路是一种重要的抗氧化应激途
径[３２]ꎮ 有学者发现ꎬ视网膜内具有内源性抗氧化机制以
维持氧化还原稳态的蛋白因子ꎬ其中最重要的是 Ｋｅａｐ１ 和
Ｎｒｆ２ 之间的调控ꎬ在细胞没有受到伤害的情况下 Ｎｒｆ２ 与
Ｋｅａｐ１ 稳定结合存在于细胞质[３３]ꎮ 然而ꎬ当细胞受到损
伤ꎬＮｒｆ２ 易位到细胞核ꎬ在细胞核与小蛋白 Ｍａｆ 相互作用ꎬ
并结合抗氧化反应元件 ( ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ
ＡＲＥ)参与启动下游抗氧化酶 ＨＯ－１ 和超氧化物歧化酶
(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)的转录表达ꎬ达到保护视网膜
细胞作用[３３]ꎮ 其中 ＨＯ－１ 具备调节免疫系统、抗炎和保
护细胞的特性ꎬ在视网膜损伤模型中ꎬＮｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 通路
(Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１)的激活显示出神经保护作用ꎬ表明其可能是
有意义的治疗靶点[３４]ꎮ 既往研究表明ꎬＮｒｆ２ 途径激活是
视网膜血管保护的重要策略ꎬ保护视网膜细胞免受 ＲＩＲＩ
诱导损伤ꎮ 胡寅等[３５]研究发现ꎬ白藜芦醇通过调控 Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ 通路对高糖小鼠的视网膜细胞具有保护作用ꎮ Ｈｕｉ
等[３６]发现ꎬ通过药物诱导 Ｎｒｆ２ 途径激活ꎬ使 Ｎｒｆ２ 蛋白表
达水平和核易位增加ꎬ最终可抑制氧化应激引起的组织损
伤ꎮ Ｓｈｅｎｇ 等[３７]研究发现ꎬ海洋甾体衍生物对 ＲＩＲＩ 的保
护是通过对 Ｋｅａｐ１ 的负调节激活和上调 Ｎｒｆ２ 及其下游
ＨＯ－１ꎬ有助于维持视网膜轴突的完整性和维持视觉功能ꎮ
洪萌等[３８]研究发现木犀草素可以调控 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 通路ꎬ
上调 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ－１ 蛋白的
表达ꎬ提示木犀草素能够通过某种方式激活 Ｎｒｆ２ꎬ从而上
调下游抗氧化因子 ＨＯ－１ 蛋白的表达ꎬ增强细胞清除活性
氧(ＲＯＳ)的能力ꎬ抑制氧化应激反应ꎬ保护细胞免受氧化
应激损伤ꎮ 另有研究发现ꎬ松果菊苷能降低大鼠视网膜组
织中丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)水平ꎬ并诱导视网膜
中抗 氧 化 酶 ＳＯＤ、 过 氧 化 氢 酶 ( ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｉｃｉａｎꎬＣＡＴ )、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＧＳＨ－Ｐｘ)活化ꎬ保护视网膜细胞免受 ＲＩＲＩ 引
起的损伤[３９]ꎮ

本研究结果显示ꎬＲＩＲＩ 模型组小鼠视网膜组织中
Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 表达较对照组略有增加ꎬ分析可能是当机体
受到氧化应激刺激时ꎬＮｒｆ２ 激活ꎬ上调了抗氧化蛋白ＨＯ－１
的转录活动ꎬＮｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 表达升高ꎬ机体经过自我抗氧
化反应ꎬ促进 Ｋｅａｐ１ 与 Ｎｒｆ２ 解离和 Ｎｒｆ２ 核转位ꎬ但这不足
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以保证其对抗氧化应激ꎮ ＲＩＲＩ 模型组较对照组 Ｓｏｄ２ 蛋白
表达下调ꎬ这可能是 ＲＩＲＩ 引起氧化应激反应过度ꎬ消耗了
机体通过自身的内源性保护通路 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / Ｓｏｄ２ 激活
的 Ｓｏｄ２ꎬ同时 ＲＩＲＩ 模型组较对照组 Ｋｅａｐ１ 表达增加导致
氧化应激反应ꎬ最终导致视网膜细胞凋亡增加ꎮ 而丹蒌片
可明显提高 ＲＩＲＩ 小鼠视网膜组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１ 和 Ｓｏｄ２
表达水平ꎬ下调视网膜组织中 Ｋｅａｐ１ 表达ꎮ 上述研究结果
提示ꎬ丹蒌片具有激活抗氧化和抑制氧化应激反应的功
效ꎬ能过 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 信号通路发挥保护视网膜细
胞的作用ꎮ 然而ꎬ本研究也存在一些局限性:(１)ＲＩＲＩ模
型不能完全代表临床视网膜病变的缺血缺氧状态ꎻ(２)本
研究仅观察了视网膜组织切片和相关蛋白的变化ꎬ缺少视
觉电生理检查等功能性检查ꎬ且仅进行了单一时间点的观
察ꎬ未进行不同时间点的关联性研究ꎮ 后续实验研究中将
建立更可靠的 ＲＩＲＩ 模型进一步深入探讨丹蒌片的作用
机制ꎮ

综上所述ꎬ丹蒌片可能通过调控 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１
通路减轻 ＲＩＲＩ 造成的视网膜氧化应激反应和视网膜细胞
凋亡ꎬ并且保护视网膜结构ꎬ从而对 ＲＩＲＩ 相关疾病发挥治
疗作用ꎮ
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