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障、青光眼、眼底病、近视ꎮ
通讯作者:牟琳ꎬ硕士研究生ꎬ主任医师ꎬ主任ꎬ研究方向:晶状体
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摘要
目的:探讨健脾补肾益视方对碘酸钠诱导的小鼠干性年龄
相关性黄斑变性(ｄＡＲＭＤ)的保护作用及其机制ꎮ
方法:将 ２７ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠随机分为空白
组、模型组和中药组ꎬ每组各 ９ 只ꎬ通过苏木精－伊红(ＨＥ)
染色观察视网膜的结构形态ꎬ二氢乙锭(ＤＨＥ)荧光染色
观察小鼠视网膜细胞内活性氧(ＲＯＳ)水平ꎬ生化试剂盒检
测小鼠视网膜丙二醛(ＭＤＡ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)表
达水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠视网膜沉默信息调节因子
相关蛋白 １(ＳＩＲＴ１)、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共
激活因子１－α(ＰＧＣ－１α)蛋白表达ꎮ
结果:视网膜结构形态:模型组视网膜结构见外核层细胞
数量轻微或轻度减少ꎬ外核层局部区域变薄ꎬ外界膜分界
不明显ꎬ视网膜色素上皮细胞轻微或轻度肿胀ꎬ视网膜细
胞排列轻微或轻度紊乱ꎻ中药组视网膜色素上皮细胞层及
光感受器层明显改善ꎮ 氧化应激:ＤＨＥ 荧光染色结果显
示ꎬ造模 １４ ｄ 后ꎬ模型组的 ＲＯＳ 水平明显高于空白组(Ｐ<
０.０１)ꎻ中药组的 ＲＯＳ 水平明显低于模型组(Ｐ<０.００１)ꎮ
ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ造模 １４ ｄ 后ꎬ模型组与空白组相比ꎬＳＯＤ
水平明显降低(Ｐ<０.０１)ꎬＭＤＡ 水平明显升高(Ｐ<０.０１)ꎻ
中药组与模型组比较ꎬＳＯＤ 水平明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬＭＤＡ
水平明显降低 (Ｐ < ０. ０１)ꎮ ＳＩＲＴ１ / ＰＧＣ － １α 蛋白表达:
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ造模 ７、１４ ｄꎬ与空白组比较ꎬ模型
组 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ－１α 表达均显著降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型
组比较ꎬ中药组 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ－１α 表达均显著升高(Ｐ<
０.０１)ꎮ
结论:中药健脾补肾益视方可改善碘酸钠诱导的小鼠视网
膜氧化应激状态ꎬ减少对视网膜组织的损伤ꎬ可能是通过
ＰＧＣ－１α / ＳＩＲＴ１ 信号通路发挥抗氧化应激作用ꎮ
关键词:健脾补肾益视方ꎻ干性年龄相关性黄斑变性
(ｄＡＲＭＤ)ꎻ氧化应激ꎻＳＩＲＴ１ / ＰＧＣ－１α 蛋白
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.７.０５

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｂｕｓｈｅｎ Ｙｉｓｈｉ
ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

Ｌｉ Ｙａｎꎬ Ｍｏｕ Ｌｉｎꎬ Ｃｈｅｎ Ｔｉｎｇ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ:Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ
(Ｎｏ.２０２１ＭＳ４５５)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｌｕｚｈｏｕ ６４６０００ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｍｏｕ Ｌｉｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｌｕｚｈｏｕ ６４６０００ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. １９１６１３７１５２＠
ｑｑ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２４－０１－２１　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２４－０６－０３

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ
Ｂｕｓｈｅｎ Ｙｉｓｈｉ Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ (ｄＡＲＭＤ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄａｔｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２７ ＳＰＦ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋꎬ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ９ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－Ｅｈｏｎｇ (ＨＥ) ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ( ＲＯＳ ) ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ
( ＤＨＥ ) . Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ ( ＭＤＡ ) ａｎｄ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｒｅｔｉｎａ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｋｉｔꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｔｙｐｅ １ (ＳＩＲＴ１) ａｎｄ
ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ － ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ － γ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ
１－α (ＰＧＣ－１α) ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｒｅｔｉｎａ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｒｅｔｉｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｌｉｇｈｔ ｏｒ ｍｉｌｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ａ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ
ｔｈｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ａｎ ｉｎｃｏｎｓｐｉｃｕｏｕｓ
ｄｅｍａｒｃａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ａｎｄ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬ ａ
ｓｌｉｇｈｔ ｏｒ ｍｉｌｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ａｎｄ ａ ｓｌｉｇｈｔ ｏｒ ｍｉｌｄ ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｗｈｉｌｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ. ＤＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｔ １４ ｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ (Ｐ < ０. ０１)ꎻ ｔｈｅ ＲＯＳ
ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ <
０.００１) . ＥＬＩＳＡ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳＯＤ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ
ａｔ １４ ｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ (Ｐ< ０.０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０. ０１ ) ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｅ ＳＯＤ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ( Ｐ < ０. ０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ( Ｐ < ０. ０１) ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ａｎｄ
ＰＧＣ－１α ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ａｎｄ ＰＧＣ－１α ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ７ ａｎｄ １４ ｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ (Ｐ<
０.０１) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ｗｈｉｃｈ
ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｓ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｔｏｎｉｆｉｅｓ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｂｅｎｅｆｉｔｓ
ｔｈｅ ｅｙｅｓｉｇｈｔꎬ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄａｔｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｅｘｅｒｔ ｔｈｅ ａｎｔｉ－
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｅｆｆｅｃｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＧＣ － １α / ＳＩＲＴ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｊｉａｎｐｉ Ｂｕｓｈｅｎ Ｙｉｓｈｉ ｆｏｒｍｕｌａꎻ ｄｒｙ ａｇｅ －
ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ(ｄＡＲＭＤ)ꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ
ＳＩＲＴ１ / ＰＧＣ－１α ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉ Ｙꎬ Ｍｏｕ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ Ｔ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｂｕｓｈｅｎ
Ｙｉｓｈｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｄｒｙ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４ ( ７):
１０３２－１０３７.

０引言
年龄相关性黄斑变性(ＡＲＭＤ)是一种累及黄斑区视

网膜色素上皮、感光细胞层和脉络膜多层组织的退行性病
变ꎬ主要表现为视网膜色素上皮细胞(ＲＰＥ)的吞噬降解能
力下降ꎬ结果使未被消化完全的外节盘膜残留沉积于
Ｂｒｕｃｈ 膜ꎬ形成玻璃膜疣ꎬ继而造成黄斑区的萎缩性改变ꎮ
ＡＲＭＤ 的发病率随年龄增长而增加ꎬ主要特征是中心视力
不可逆转地丧失ꎮ ＡＲＭＤ 可分为干性(萎缩性)和湿性
(出血性) 两种类型ꎬ临床上大多数患者是干性 ＡＲＭＤ
(ｄＡＲＭＤ) [１]ꎮ ＡＲＭＤ 发病风险因素有衰老、遗传因素、心
血管疾病和生活方式等ꎬ其中氧化应激诱导的细胞衰老是
ｄＡＲＭＤ 发生的重要因素[２－３]ꎮ 目前对于 ｄＡＲＭＤ 的治疗
缺乏有效的药物及治疗方法ꎮ 中医药以整体观念和辨证
论治理念为指导ꎬ认为本病病性为本虚标实ꎬ肝、脾、肾失
调ꎬ病因病机为精气血亏虚ꎬ即肝脾肾亏虚为本所致ꎮ 健
脾补肾益视方为我院院内制剂ꎬ具有健脾益气、补益肝肾
明目之功效ꎬ临床观察发现其对 ｄＡＲＭＤ 有较好临床疗
效ꎬ基于对其药理作用机制的探讨ꎬ本实验采用碘酸钠
(ＮａＩＯ３)建立小鼠 ｄＡＲＭＤ 模型ꎬ研究健脾补肾益视方对
小鼠视网膜的保护作用及其机制ꎮ

１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 ２７ 只 ５６ 日龄的雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠均为
ＳＰＦ 级ꎬ饲养温度 ２０－２５ ℃ꎬ昼夜节律ꎮ 购买自成都达硕
实验动物有限公司ꎬ动物许可证号 [ ＳＣＸＫ (川) ２０２０ －
００３０]ꎬ本实验已通过西南医科大学实验动物伦理委员会
批准(伦理号 ２０２３０９０７－００９)ꎮ
１.１.２仪器设备和试剂及药品　 中药健脾补肾益视方购自
西南 医 科 大 学 附 属 中 医 医 院 中 药 房ꎬ 丙 二 醛
(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ) 检测试剂盒、 活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ ) 检 测 试 剂 盒、 超 氧 化 物 歧 化 酶
(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)检测试剂盒(南京建成生物工
程研究所)ꎬ过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子
１－ａｌｐｈａ ( ＰＧＣ － １α) 试剂盒 ( ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)、 ＳＩＲＴ１ 试剂盒
(ａｂｃｌｏｎａｌ)、苏木素染液 (武汉塞维尔生物科技有限公
司)、伊红染液(合肥博美生物科技有限责任公司)、吸入
用七氟烷(江苏恒瑞医药股份有限公司)、转轮式组织切
片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)、电泳电源(Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ)、石蜡包埋
机(常州郊区中威电子仪器厂)、荧光图像分析系统
(Ｔａｎｏｎ)、ＢＡ２１０Ｄｉｇｉｔａｌ 数码三目摄像显微摄像系统(厦门
麦克奥迪实业有限公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１建立 ｄＡＲＭＤ小鼠模型　 根据文献[４－５]ꎬ通过尾静脉

注射 ４０ ｍｇ / ｋｇ ＮａＩＯ３每日 １ 次建立 ｄＡＲＭＤ 小鼠模型ꎮ 注
射 ７ ｄ 后在视网膜组织学切片检查中见视网膜外核层细
胞数量减少ꎬ外核层局部区域变薄ꎬＲＰＥ、感光细胞层变
薄、排列不规则等变化表示造模成功ꎮ
１.２.２分组给药　 将 ２７ 只 ＳＰＦ 级小鼠随机分为三组:空白
组、中药组和模型组ꎬ每组各 ９ 只ꎬ经过 １ ｗｋ 的喂养适应
期ꎬ其中模型组和中药组小鼠分别于尾静脉注射 ４０ ｍｇ / ｋｇ
的 １％碘酸钠进行造模ꎬ中药组采用健脾补肾益视方汤剂
灌胃给药ꎬ灌胃剂量为 ０.２ ｍＬ / １０ ｇ 体质量ꎬ每天 １ 次ꎬ连
续 １４ ｄꎮ 空白组和模型组灌胃 ０.２ ｍＬ / １０ ｇ 体质量的生理
盐水ꎬ每天 １ 次ꎬ连续 １４ ｄꎮ 造模后 １、７、１４ ｄꎬ分别对 ３ 只
小鼠吸入过量七氟烷麻醉处死ꎬ完整摘取眼球ꎬ剥离视网
膜组织标本ꎮ
１.２.３ ＨＥ 染色检测小鼠视网膜形态 　 快速摘除小鼠眼
球ꎬ沿平行眼轴切开ꎬ分类脱水后进行石蜡包埋ꎬ沿眼轴方
向做连续 ４ μｍ 切片ꎬ脱水、修剪、包埋、切片、染色、封片、
镜检等均按照病理检验相关标准程序进行ꎮ 首先在低倍
显微镜下观察全部组织的一般病变ꎬ然后选择要观察的区
域ꎬ采集特定病变的 １００ 倍和 ４００ 倍图像ꎮ
１.２.４荧光共聚焦技术测定 ＲＯＳ 水平　 从实验小鼠中取
出视网膜组织ꎬ迅速用冷 ＰＢＳ 冲洗ꎬ去除血液ꎮ 将视网膜
组织放入 ４％多聚甲醛溶液中固定 ４ ｈꎬ之后转移到 ３０％
蔗糖溶液中过夜进行脱水ꎮ 然后使用冷冻切片机将视网
膜组织切成厚度为 １０－２０ μｍ 的切片ꎮ 将组织切片用 ＰＢＳ
洗涤 ３ 次ꎬ配制 ＤＨＥ 工作溶液ꎬ将 ＤＨＥ 溶液滴加在组织
切片上ꎬ确保完全覆盖组织ꎮ 然后在黑暗条件下将染色后
的切片在 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 在染色结束后ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤
３ 次ꎮ 滴加 ＤＡＰＩ 染色液(１ μｇ / ｍＬ)进行复染ꎬ在避光条
件下孵育 ５ ｍｉｎꎬ复染完成后ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ轻轻盖上
盖玻片ꎮ 最后使用荧光共聚焦显微镜观察(ＤＨＥ 的激发
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波长为 ５１８ ｎｍꎬ发射波长为 ６０５ ｎｍꎻＤＡＰＩ 的激发波长为
３５８ ｎｍꎬ发射波长为 ４６１ ｎｍ)ꎮ
１.２.５ ＥＬＩＳＡ检测氧化应激水平　 按照生化试剂盒说明检
测小鼠视网膜中 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的表达ꎬ并测定各孔的吸光
度值ꎮ 取小鼠视网膜组织并称量ꎬ加入与组织质量体积为
１∶ ９ 的 ＰＢＳ 进行组织匀浆ꎬ在 ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ １０ ｍｉｎ 条件下离
心后取上清待测ꎬ细胞样本则收集上清液进行检测ꎮ 取出
ＥＬＩＳＡ 试剂盒(ＭＤＡ、ＳＯＤ)置于室温 ３０ ｍｉｎ 回温ꎮ 在标准
品孔中添加 ５０ μＬ 不同浓度的标准品ꎮ 将 ５０ μＬ 待测样
本加入样本孔ꎬ空白孔不添加ꎮ 除空白孔外ꎬ在样本孔和
标准品孔中加入 １００ μＬ 辣根过氧化物酶标记的抗体ꎬ封
板膜封孔ꎬ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎꎮ 弃去板孔中液体并在吸水
纸上拍干ꎬ加入 ２００ μＬ 洗涤液ꎬ静置 １ ｍｉｎꎬ弃洗涤液并拍
干ꎬ重复 ５ 次ꎮ 各加入 ５０ μＬ 底物 Ａ、Ｂꎬ３７ ℃ 避光孵育
１５ ｍｉｎꎮ 加 入 ５０ μＬ 终 止 液ꎬ 用 酶 标 仪 测 定 各 孔 的
ＯＤ４５０ ｎｍ的吸光度值ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠视网膜 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ－１α
蛋白的表达　 将样本取出放入 ２ ｍＬ 研磨管中ꎬ然后向每
管加入 ２ 颗 ３ ｍｍ 研磨珠及 ＲＩＰＡ 裂解液(按照质量比ꎬ样
本裂解液 ＝ １ ∶ １０)ꎬ置于快速低温组织研磨仪中 (温度
－２０ ℃ꎬ研磨 ４ 次ꎬ每次 ６０ ｓ)ꎻ取出置于 ４ ℃冰箱中进行
裂解 ３０ ｍｉｎꎬ ３０ ｍｉｎ 后取出ꎬ ４ ℃、 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心
１０ ｍｉｎꎻ离心后取上清液ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋
白浓度ꎮ 每孔取样 １０ μＬꎬ凝胶电泳分离、ＰＶＤＦ 膜转膜ꎬ
５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈꎬ添加一抗 ＳＩＲＴ１(１ ∶ １ ０００)、
ＰＧＣ－１α (１ ∶ ５ ０００)、４ ℃孵育过夜ꎻ洗膜后加入山羊抗兔
二抗(１ ∶ ５ ０００)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬＤＡＢ 显色试剂盒避光显

色ꎬ蛋白凝胶成像系统成像和定量分析ꎮ
统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２２.０ 进行分析ꎮ

数据以均数±标准差表示ꎬ多样本均数比较采用单因素方
差分析ꎬ方差齐性时采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎬ方差不齐则采用
Ｔａｍｈａｎｅｓ Ｔ２ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１健脾补肾益视方对小鼠视网膜及光感受器组织结构
的影响　 ＨＥ 染色结果表明ꎬ空白组视网膜结构未见明显
细胞增生、变性或坏死ꎬ细胞排列较为整齐ꎮ 模型组视网
膜结构造模 １ ｄ 见内核层细胞数量有一定减少ꎬ细胞排列
紊乱ꎻ造模 ７、１４ ｄ 可见外核层细胞数量轻微或轻度减
少ꎬ外核层局部区域变薄ꎬ外界膜分界不明显ꎬ视网膜色
素上皮细胞轻微或轻度肿胀ꎬ视网膜细胞排列轻微或轻
度紊乱ꎻ造模 １４ ｄ 见节细胞层内毛细血管轻度扩张ꎬ管
腔体积增大ꎮ 中药组造模 ７、１４ ｄ 视网膜局部区域外核
层细胞数量轻微减少ꎬ外界膜分界不明显ꎬ少量色素上
皮细胞肿胀ꎬ细胞体积增大ꎬ局部区域视网膜细胞排列
紊乱ꎬ见图 １ꎮ
２.２健脾补肾益视方对小鼠视网膜 ＲＯＳ 水平的影响 　
ＤＨＥ 荧光染色结果显示ꎬ造模 １ ｄꎬ各组小鼠视网膜 ＲＯＳ
水平无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 造模 ７、１４ ｄꎬ各组小鼠视网
膜 ＲＯＳ 水平差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３０６.２００ꎬＰ<０.０１ꎻＦ ＝
２６５.０３９ꎬＰ< ０.０１)ꎮ 造模 ７ ｄꎬ与空白组相比ꎬ模型组的
ＲＯＳ 水平明显升高(Ｐ<０.００１)ꎻ与模型组相比ꎬ中药组的
ＲＯＳ 水平明显降低(Ｐ<０.００１)ꎮ 造模 １４ ｄꎬ与空白组相
比ꎬ模型组的 ＲＯＳ 水平明显升高(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相
比ꎬ中药组的 ＲＯＳ 水平明显降低(Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ２ꎮ

图 １　 ＨＥ染色观察小鼠视网膜及光感受器组织结构ꎮ
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２.３健脾补肾益视方对小鼠视网膜氧化应激水平的影响
　 ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ造模 １ ｄꎬ各组小鼠视网膜 ＳＯＤ 和
ＭＤＡ 水平无明显差异ꎮ 造模 ７ ｄꎬ模型组与空白组相比ꎬ
ＳＯＤ 水平明显降低(Ｐ < ０. ０１)ꎬＭＤＡ 水平明显升高(Ｐ <
０.０１)ꎻ中药组与模型组相比ꎬ ＳＯＤ 水平明显升高 ( Ｐ <

０.０５)ꎬＭＤＡ 水平明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 造模 １４ ｄꎬ模型组
与空白组相比ꎬＳＯＤ 水平明显降低(Ｐ<０.０１)ꎬＭＤＡ 水平
明显升高(Ｐ<０.０１)ꎻ中药组与模型组相比ꎬＳＯＤ 水平显著
升高(Ｐ<０.０１)ꎬＭＤＡ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ见表 １、２ꎬ
图 ３ꎮ

图 ２　 ＤＨＥ荧光染色观察小鼠视网膜 ＲＯＳ水平　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ３　 ＥＬＩＳＡ检测小鼠视网膜氧化应激水平　 Ａ:ＳＯＤ 水平ꎻＢ:ＭＤＡ 水平ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ

表 １　 不同时间三组视网膜 ＳＯＤ水平比较 (ｘ±ｓꎬＵ / ｍｇｐｒｏｔ)
时间 空白组 模型组 中药组 Ｆ Ｐ
造模 １ ｄ １１.３０±０.８２ １１.３７±０.７３ １１.３４±０.６６ ０.００８ ０.９９２
造模 ７ ｄ １２.０７±１.１１ｂ ８.２９±０.５０ １０.０５±０.６１ａ １７.３１３ ０.００３
造模 １４ ｄ １１.６１±０.９７ｂ ６.６１±０.６７ ９.７３±２.２９ｂ ３１.３０２ ０.００１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ２　 不同时间三组视网膜 ＭＤＡ水平比较 (ｘ±ｓꎬｎｍｏｌ / ｍｇｐｒｏｔ)
时间 空白组 模型组 中药组 Ｆ Ｐ
造模 １ ｄ １.１８±０.１８ １.１９±０.２０ １.１８±０.１９ ０.００２ ０.９９８
造模 ７ ｄ １.３０±０.１９ｂ ２.８０±０.３８ ２.１０±０.２３ａ ２１.４５３ ０.００２
造模 １４ ｄ １.２９±０.１４ｂ ３.３０±０.４９ ２.２５±０.２６ｂ ２７.５６８ ０.００１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测小鼠视网膜 ＳＩＲＴ１ 及 ＰＧＣ－１α蛋白表达　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ

２.４健脾补肾益视方对小鼠视网膜 ＳＩＲＴ１ 及 ＰＧＣ－１α 蛋
白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ造模 １ ｄꎬ各组小
鼠视网膜 ＳＩＲＴ１、 ＰＧＣ － １α 蛋白表达无显著差异 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 造模 ７、１４ ｄꎬ各组小鼠视网膜 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α 水
平差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 造模 ７、１４ ｄꎬ与空白
组比较ꎬ模型组 ＳＩＲＴ１ 和 ＰＧＣ－１α 表达均显著降低(均 Ｐ<
０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ中药组 ＳＩＲＴ１ 和ＰＧＣ－１α表达均显
著升高(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ４ꎮ
３讨论

«灵枢大惑论»曰:“五脏六腑之精气ꎬ皆上注于目
而为之精ꎮ”«太平圣惠方»说:“明孔遍通五脏ꎬ脏气若乱ꎬ
目患即生ꎻ诸脏既安ꎬ何辄有损ꎮ”说明眼与脏腑之间关系
密切ꎮ 眼科前辈陈达夫认为视网膜属于肝经ꎬ黄斑属于视
网膜的一部分ꎬ因其位于视网膜中央ꎬ中央属土ꎬ因此黄斑
病变与脾土相关ꎮ 而内障眼病位于五轮学说的水轮ꎬ肾主
水ꎬ内障眼病多从肾论治ꎬ由此可见ꎬ视网膜病多责之于
肝、脾、肾三脏ꎮ 患者年老体衰ꎬ精血不足ꎬ肝脾肾三脏虚
弱ꎬ致精微物质不能上荣目窍ꎬ神光发越受阻ꎬ致视力下
降ꎬ视物模糊ꎮ 综上所述ꎬ本病以脏腑气血虚弱为本ꎬ与肝
脾肾密切相关ꎮ

本次实验选用的健脾补肾益视方主要药物为枸杞、菟
丝子、车前子、茺蔚子、当归、山楂、浙贝母、石菖蒲、全蝎ꎬ
方中枸杞、菟丝子滋补肝肾、益精明目ꎬ车前子渗湿明目ꎬ
茺蔚子凉肝明目ꎬ起补中有泻之效ꎬ当归性温ꎬ能补血活
血ꎬ改善眼部微循环ꎬ山楂健脾胃、行气散瘀、化浊降脂ꎬ能
使水谷精微运化正常上输于目ꎬ浙贝母化痰软坚散结ꎬ中
医认为“有形之物ꎬ责之于痰”ꎬ对于玻璃膜疣等改变中医
认为痰湿蕴结所致ꎬ石菖蒲化湿豁痰ꎬ通窍明目ꎬ全蝎入肝
经ꎬ散结通络ꎬ可引药上行ꎬ全方共奏化痰软坚ꎬ补益肝肾ꎬ
健脾益气之功ꎮ
　 　 视网膜是人体中每天消耗氧气量最高的组织ꎬ
ｄＡＲＭＤ 的主要特征为 ＲＰＥ 的萎缩和玻璃膜疣形成ꎬ而
ＲＰＥ 细胞特别容易受到由 ＲＯＳ[例如超氧阴离子自由基ꎬ

羟基自由基ꎬ单线态氧和过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)]引起的氧化应

激的影响[６]ꎮ 抗氧化药物通过抑制 ＲＯＳ 的产生和积累减
轻细胞和组织损伤ꎬ是一种潜在的 ＡＲＭＤ 治疗干预措
施[７]ꎮ ＭＤＡ 是脂质过氧化氢的最终产物ꎬ这几个指标常
被用于检测氧化损伤ꎮ ｓｉｒｔｕｉｎｓ 是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸
(ＮＡＤ＋)依赖性组蛋白脱乙酰酶的一个高度保守的家
族[８]ꎬ有助于调节不同生物体的寿命ꎮ 一些 ｓｉｒｔｕｉｎｓ 的功
能失调与年龄相关的疾病有关ꎬ如癌症、２ 型糖尿病、肥胖
相关的代谢疾病、神经退行性变等[９]ꎮ 在年龄相关性疾病
中(如 ＡＲＭＤ)ꎬ细胞内线粒体损伤造成氧化应激的出现ꎬ
ＳＩＲＴ１ 可以通过 ＦＯＸＯ 通路刺激抗氧化剂的表达[１０]ꎬ
ＰＧＣ－１α是一种参与能量管理和线粒体生物生成的转录
激活因子ꎬＰＧＣ－１α 的表达与细胞衰老、老化和许多与年
龄相关的疾病有关ꎬ包括 ＡＲＭＤꎬ有研究表明 ＰＧＣ－１α 可
以通过上调抗氧化酶和 ＤＮＡ 损伤反应来降低氧化应
激[１１]ꎬＰＧＣ－１α、ＳＩＲＴ１ 和 ＡＭＰＫ 成为了干性 ＡＲＭＤ 的治
疗新靶点[１２－１５]ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１６] 研究发现与正常 ＲＰＥ 相比ꎬ
ＡＲＭＤ 患者 ＲＰＥ 中 ＳＩＲＴ１ / ＰＧＣ－１α 减少ꎬＡＭＰＫ 活性降
低ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１７]发现加速 ＡＲＭＤ 视网膜细胞衰老、凋亡的
途径可能与 ＰＧＣ－１α 和 ＳＩＲＴ１ 密切相关ꎮ 因此ꎬ本实验选
择与氧化应激密切相关的指标进行研究ꎬ并且从 ＳＩＲＴ１ /
ＰＧＣ－１α 信号通路探讨健脾补肾益视方的有效性ꎮ

本实验通过碘酸钠成功造模 ｄＡＲＭＤ 小鼠ꎬ检测了小
鼠视网膜组织中 ＲＯＳ、 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 含 量ꎬ 以 及 ＳＩＲＴ１、
ＰＧＣ－１α的蛋白表达ꎬ发现与空白组比较ꎬ模型组 ＲＯＳ 水
平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＭＤＡ
水平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎻ经中药干预后ꎬ与模型组相比ꎬ
中药组 ＲＯＳ 水平显著降低(Ｐ<０.００１)ꎬＳＯＤ 水平显著升高
(Ｐ< ０. ０１)ꎬ ＭＤＡ 水平显著降低 ( Ｐ < ０. ０１)ꎬ ＳＩＲＴ１ 和
ＰＧＣ－１α表达均显著升高ꎬ提示中药健脾补肾益视方可改
善碘酸钠诱导的小鼠视网膜氧化应激状态ꎬ减少对视网膜
组织的损伤ꎬ可能是通过 ＰＧＣ－１α / ＳＩＲＴ１ 信号通路发挥抗
氧化应激作用ꎬ这将成为治疗 ｄＡＲＭＤ 的新靶点ꎬ为临床
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药物的开发提供参考ꎮ 由于本实验的样本量较少ꎬ在今后
的研究中将进一步增大样本量及设置对照组ꎬ进一步探讨
健脾补肾益视方治疗 ｄＡＲＭＤ 抗氧化应激的分子机制ꎮ
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