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基于转录组学和网络药理学探究清眩润目饮治疗干眼的
作用机制
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引用:刘颖ꎬ赵珊珊ꎬ黄佳宇ꎬ等. 基于转录组学和网络药理学探
究清眩润目饮治疗干眼的作用机制. 国际眼科杂志ꎬ ２０２４ꎬ
２４(１０):１５２９－１５３５.

基金项目:国家自然科学基金项目(Ｎｏ.８１９７３９０８)ꎻ黑龙江中医
药大学研究生创新科研项目(Ｎｏ.２０２３ｙｊｓｃｘ０１８)
作者单位:１(１５００００)中国黑龙江省哈尔滨市ꎬ黑龙江中医药大
学ꎻ２( ２１５０００) 中国江苏省张 家 港 市 中 医 医 院 神 经 内 科ꎻ
３(１５００００)中国黑龙江省哈尔滨市ꎬ黑龙江中医药大学附属第一
医院眼科
作者简介:刘颖ꎬ男ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向:中西医结合治疗眼
表及眼底疾病ꎮ
通讯作者:姚靖ꎬ女ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ博士研究生导师ꎬ研究方
向:中西医结合治疗眼表及眼底疾病. １２７３８３０９４６＠ ｑｑ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２３－１２－１３ 　 　 修回日期: ２０２４－０９－０２

摘要
目的:基于转录组学和网络药理学探究清眩润目饮
(ＱＲＹ)治疗干眼(ＤＥ)的作用机制ꎬ并通过干眼动物模型
对 ＱＲＹ 的药效和关键靶点进行实验验证ꎮ
方法:运用 ＲＮＡ 高通量测序(ＲＮＡ－ｓｅｑ)技术检测干眼小
鼠与正常小鼠的差异表达基因(ＤＥＧｓ)ꎬ通过数据库筛选
ＱＲＹ 有效成分及作用靶点ꎬ将二者重叠获取关键靶点后
进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ构建“药物－成分－靶点－信
号通路”网络并分析蛋白质－蛋白质相互作用(ＰＰＩ)ꎻ自动
物实验开始每 ７ ｄ 对小鼠行 Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ｉ 试验(ＳⅠｔ)、泪膜
破裂时间检测(ＢＵＴ)、角膜荧光染色试验(ＦＬ)检查ꎻＨＥ
染色观察小鼠角膜组织病理变化ꎻＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
ｑＲＴ－ＰＣＲ验证小鼠角膜组织中核心靶点的蛋白和 ｍＲＮＡ
表达水平ꎮ
结果:获得 ＤＥＧｓ 共 ２ ２３４ 个、ＱＲＹ 有效成分 ２３３ 个及相关
靶点 ４５７ 个ꎬ获得关键靶点 ６４ 个ꎬＧＯ 与 ＫＥＧＧ 分析结果
提示 ＱＲＹ 与炎症反应密切相关ꎬ通过 ＰＰＩ 网络筛选出白
介素－６(ＩＬ－６)等 １９ 个核心靶点ꎻＱＲＹ 组的 ＳⅠｔ、ＢＵＴ、ＦＬ
结果与模型组相比有差异(均 Ｐ<０.０５)ꎻＨＥ 染色结果示模
型组角膜上皮细胞分层紊乱且角膜形态发生改变ꎬＱＲＹ
组可以改善角膜粗糙及分层紊乱的情况ꎬ形态接近空白
组ꎻＥＬＩＳＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ｑＲＴ － ＰＣＲ 结 果 示 ＱＲＹ 组 的
ＩＬ－１β、ＩＬ－６、肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)的蛋白和 ｍＲＮＡ
表达对比模型组都呈现出下降趋势ꎮ
结论:清眩润目饮通过多成分、多靶点、多通路联合发挥作
用ꎬ利用槲皮素等主要成分对 ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ 等靶点进
行调控ꎬ从而抑制 ＡＧＥ－ＲＡＧＥ / ＴＮＦ / ＩＬ－１７ 等信号通路以
实现对干眼的治疗作用ꎮ
关键词:清眩润目饮ꎻ干眼ꎻ转录组学ꎻ网络药理学ꎻ炎症
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.１０.０３

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｑｉｎｇｘｕａｎ Ｒｕｎｍｕ Ｙｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｙ ｅｙｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ

Ｌｉｕ Ｙｉｎｇ１ꎬ Ｚｈａｏ Ｓｈａｎｓｈａｎ１ꎬ Ｈｕａｎｇ Ｊｉａｙｕ２ꎬ
Ｙａｏ Ｊｉｎｇ３

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
( Ｎｏ. ８１９７３９０８)ꎻ Ｐｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ (Ｎｏ.２０２３ｙｊｓｃｘ０１８)
１Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｈａｒｂｉｎ １５００００ꎬ
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ
Ｚｈａｎｇｊｉａｇａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
Ｚｈａｎｇｊｉａｇａｎｇ ２１５０００ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｈａｒｂｉｎ
１５００００ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｙａｏ Ｊｉｎｇ. Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｈａｒｂｉｎ １５００００ꎬ
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. １２７３８３０９４６＠ ｑｑ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－１２－１３　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２４－０９－０２

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｑｉｎｇｘｕａｎ Ｒｕｎｍｕ Ｙｉｎ (ＱＲＹ) ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｙ ｅｙｅ
( ＤＥ ) ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｎｅｔｗｏｒｋ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｔｏ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｋｅｙ
ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＱＲＹ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＤＥ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:ＲＮＡ － ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ＲＮＡ － ｓｅｑ) ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ)
ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＤＥ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ
ｏｆ ＱＲＹ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ａｎｄ ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ
ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ.
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ “ ｄｒｕｇ － ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ － ｔａｒｇｅｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ” ｎｅｔｗｏｒｋ ｗａｓ ｂｕｉｌｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ － ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ (ＰＰＩ) ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｆｏｒ
Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ｉ ｔｅｓｔ (ＳⅠ ｔ)ꎬ ｔｅａｒ ｆｉｌｍ ｂｒｅａｋｕｐ ｔｉｍｅ (ＢＵＴ)ꎬ
ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ (ＦＬ) ｅｖｅｒｙ ７ ｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ( ＨＥ ) ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ( ＥＬＩＳＡ )ꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｑＲＴ－ＰＣＲ)
ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

９２５１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ:Ｔｏｔａｌｌｙ ２ ２３４ ＤＥＧｓꎬ ２３３ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ａｎｄ
４５７ ｒｅｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＱＲＹ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄꎬ ｗｉｔｈ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ
６４ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ. ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＱＲＹ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓꎬ ａｎｄ １９ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－ １β ( ＩＬ － １β ) ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎻ ＳⅠｔꎬ ＢＵＴ ａｎｄ ＦＬ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＱＲＹ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ )ꎻ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｒｎｅａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.
Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ＱＲＹ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｗｉｔｈ ａ ｃｌｏｓｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｔｏ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎻ ＥＬＩＳＡꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ
ｑＲＴ－ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ － １βꎬ ＩＬ － ６ꎬ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ
(ＴＮＦ－ α) ｉｎ ｔｈｅ ＱＲＹ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔａｒｇｅｔｓ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ
ＱＲＹ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ－ ６ꎬ ＩＬ－ １β ａｎｄ ＴＮＦ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＡＧＥ － ＲＡＧＥ / ＴＮＦ / ＩＬ － １７ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ｔｈｕｓ ａｃｈｉｅｖｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ＤＥ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｑｉｎｇｘｕａｎ Ｒｕｎｍｕ Ｙｉｎꎻ ｄｒｙ ｅｙｅꎻ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓꎻ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｚｈａｏ ＳＳꎬ Ｈｕａｎｇ ＪＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
Ｑｉｎｇｘｕａｎ Ｒｕｎｍｕ Ｙｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｙ ｅｙｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ
Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(１０):１５２９－１５３５.

０引言
泪液的质和量以及其动力学异常导致的泪膜稳态失

衡是导致干眼(ＤＥ)产生的主要原因ꎬ干眼患者常呈现眼
部干涩疼痛、畏光流泪及异物感等临床表现ꎬ且多伴有眼
表组织、神经异常及局部炎症反应[１]ꎮ 我国干眼的发病率
为 ２１％－３０％ [２]ꎬ并且呈逐年增高趋势ꎮ 泪液代替药物和
抗炎是当下西医在干眼治疗中的主要方法ꎬ但这些药物临
床需长期使用、持续时间短且易导致不良反应[３－４]ꎮ 越来
越多的临床报道表明ꎬ中医药疗法在治疗干眼方面具有疗
效时间长、复发率降低且安全性高的优势ꎬ已经成为治疗
干眼的重要方法[５]ꎮ 清眩润目饮 ( ｑｉｎｇｘｕａｎ ｒｕｎｍｕ ｙｉｎꎬ
ＱＲＹ)是姚靖教授基于“肺脾同治”理论指导下总结出治
疗干眼的经验方[６]ꎬ可减轻眼表炎症反应[７]、增加泪液分
泌及维持眼表环境稳态ꎬ有效改善干眼患者的症状及预
后[８]ꎮ 但其治疗干眼的具体作用靶点和作用机制尚不清
楚ꎮ 不同于当下泪液代替药物和抗炎药物ꎬ中药方剂具有
有效成分多ꎬ对应靶点多及作用方式多的特点ꎬ网络药理
学可将成分、靶点、疾病间的复杂关系进行网络构建[９－１０]ꎮ
ＲＮＡ 高通量测序(ＲＮＡ－ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＲＮＡ－ｓｅｑ)是一种强
大的转录筛选技术ꎬ可以通过比较不同的条件ꎬ如正常和
疾病状态来识别差异表达基因 ( ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ) [１１－１２]ꎮ 本研究将网络药理学与转录组学相

结合的方法ꎬ 探索 ＱＲＹ 治疗苯扎氯铵 ( ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＢＡＣ)诱导的干眼模型小鼠的潜在有效成分和作
用机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 动物选取 　 ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ雌性ꎬ体质量
１８－２０ ｇꎬ辽宁长生生物技术股份有限公司提供ꎬ动物合格
证号 ＳＣＸＫ(辽)２０２０－０００１ꎬ本实验由黑龙江中医药大学
实验动物伦理委员会批准(Ｎｏ.２０２３０９２２０３)ꎬ小鼠饲养于
黑龙江中医药大学 ＳＰＦ 级实验动物中心ꎬ自由饮水和进
食ꎬ环境湿度控制为 ２２－２５ ℃ꎬ湿度控制为 ５０％ －６０％ꎬ
１２ｈ / １２ｈ 明暗交替ꎮ
１.１.２药物　 ＱＲＹ 由白术 １０ ｇ、麦冬 １０ ｇ、玄参 １０ ｇ、生地
黄 １０ ｇ、防风 １０ ｇ、甘草 １０ ｇ、金银花 １０ ｇ、苦参 １０ ｇ、桔梗
１０ ｇ、茯苓 １０ ｇ 组成ꎬ饮片购自黑龙江德顺长中药饮片有
限公司ꎬ由黑龙江中医药大学中药鉴定学教研室鉴定合
格ꎬ由黑龙江中医药大学附属第一医院药剂科制备ꎬ质量
浓度为 １ ｇ / ｍＬꎮ
１.１.３主要试剂及仪器 　 ＢＡＣ(上海阿拉丁生化科技有限
公司)ꎻ苏木素染液(武汉赛维尔生物科技有限公司)ꎻ小
鼠 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β 及 ＩＬ－６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(上海江莱生
物科技有限公司)ꎻＡｌｌ－ｉｎ－ｏｎｅ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ Ⅱ ｆｏｒ ｑＲＴ－ＰＣＲ(ｗｉｔｈ ｄｓＤＮａｓｅ)、２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＲＴ－
ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ Ⅱ(Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ)(赛文创新(北京)生物科技
有限公司)ꎻＩＬ－１β、ＴＮＦ－α 抗体(ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎻＩＬ－６ 抗体
(ａｆｆｉｎｉｔｙ)ꎮ ＦＱＤ－９６Ｃ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析仪(杭州博
日科技股份有限公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１动物分组及给药
１.２.１.１干眼动物模型制备　 根据文献[１３]报道ꎬ制备干
眼小鼠模型ꎮ 双眼均滴入 ５ μＬ 的 ０.２％ ＢＡＣ 溶液ꎬ每天
２ 次ꎬ连续 １４ ｄꎮ 第 １５ ｄ 行 Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ｉ 试验(ＳⅠｔ)、泪膜破
裂时间检测(ＢＵＴ)、角膜荧光染色试验(ＦＬ)检测ꎮ 以双
眼 ＳⅠｔ<３ ｍｍ / ５ ｍｉｎꎬＢＵＴ<１０ ｓ 且 ＦＬ 阳性为干眼动物模
型制备成功标准ꎮ
１.２.１.２ ＲＮＡ－ｓｅｑ小鼠制备　 ４０ 只 ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠
随机分为正常组和干眼组ꎬ每组 ２０ 只ꎬ正常组小鼠每天
２ 次双眼均滴入 ５ μＬ 的磷酸盐缓冲液滴眼ꎬ连续 １４ ｄꎻ干
眼组小鼠按 １.２.１.１ 进行动物模型制备ꎮ
１.２.１. ３ 实验验证小鼠分组及给药 　 将 ６０ 只 ８ 周龄
Ｇ５７ＢＬ / ６Ｊ 小 鼠 随 机 分 为 空 白 组 ( ２０ 只 ) 和 ＢＡＣ 组
(４０ 只)ꎬ空白组双眼均滴入 ５ μＬ 的磷酸盐缓冲滴液滴
眼ꎬ每天 ２ 次ꎬ连续 １４ ｄꎻＢＡＣ 组按 １.２.１.１ 进行动物模型
制备ꎮ 第 １５ ｄ 将模型制备成功的 ＢＡＣ 组小鼠随机分为模
型组和 ＱＲＹ 组ꎬ 每组 ２０ 只ꎮ 空白组和模型组按 照
３１.５ ｇ / (ｋｇｄ)的剂量给予生理盐水灌胃[１４]ꎬ每天 ２ 次ꎬ
连续 １４ ｄꎻＱＲＹ 组按照 ３１.５ ｇ / (ｋｇｄ)的剂量给予 ＱＲＹ
灌胃ꎬ每天 ２ 次ꎬ连续 １４ ｄꎮ
１.２.２ ＲＮＡ－ｓｅｑ 检测正常组小鼠与干眼组小鼠的 ＤＥＧｓ
　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 小鼠制备成功后ꎬ收集正常组与干眼组用于
ＲＮＡ－ｓｅｑ 的角膜组织样本ꎬ从 ２ 组样本中各提取 ３ 个
ＲＮＡ 样品经检验合格后构建 ｃＤＮＡ 文库ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 型测序平台进行 ＲＮＡ－ｓｅｑꎬ以 ｜ Ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ≥
１.０且 Ｐ≤０.０５ 为阈值筛选 ＤＥＧｓꎮ
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１.２.３ ＱＲＹ治疗干眼的潜在分子靶点预测
１.２.３.１药物－疾病－差异表达基因交集靶点的筛选 　 在
ＴＣＭＳＰ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｔｃｍｓｐｗ.ｃｏｍ / ｔｃｍｓｐ.ｐｈｐ)查询 ＱＲＹ
中十味中药的有效成分ꎬ以口服生物利用度≥３０％及类药
性≥０. １８ 为筛选条件[１５]ꎬ并在 ＴＣＭＩＰ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｔｃｍｉｐ.ｃｎ / ＴＣＭＩＰ / ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ)检索 ＴＣＭＳＰ 数据库中尚
未收录的中草药ꎬ以类药性权重 ( ｄｒｕｇｌｉｋｅｎｅｓｓ ｗｅｉｇｈｔ )
≥０.４９为筛选条件[１６]ꎬ将筛选出的具有良好吸收、代谢和
分布的中药成分作为 ＱＲＹ 的有效成分ꎮ 通过 ＲＮＡ－ｓｅｑ
获取 ＤＥＧｓ 后运用 Ｖｅｎｎｙ(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ.ｃｎｂ.ｃｓｉｃ.ｅｓ / )提
取 ＱＲＹ 有效成分相关靶点和 ＤＥＧｓ 的共同靶基因作为
ＱＲＹ 治疗干眼的关键靶点ꎮ
１.２.３.２基因本体功能富集和京都基因与基因组百科全书
富集分析 　 上 传 获 取 的 关 键 靶 点 到 Ｄａｖｉｄ 数 据 库
(ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ.ｎｃｉｆｃｒｆ.ｇｏｖ / )进行基因本体(ＧＯ)功能分析
和基因组百科全书(ＫＥＧＧ)通路分析ꎬ依据 Ｐ<０.０５ 进行
筛选[１７]ꎮ 利用微生信平台 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｃｏｍ.ｃｎ / )绘制柱状图、富集气泡图对结果数据进行可视化
分析ꎮ
１.２.３.３ “药物－成分－靶点－信号通路”网络及蛋白质－蛋
白质相互作用网络构建 　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.７.２ 软件将获
取的关键靶点、ＱＲＹ 有效成分及 ＫＥＧＧ 预测的信号通路
相连接ꎬ构建“药物－成分－靶点－信号通路”网络ꎮ 通过
Ｓｔｒｉｎｇ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ.ｏｒｇ / )分析关键靶基因的
蛋白质相互作用并利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.７.２ 构建蛋白质－蛋白
质相互作用( ｐｒｏｔｅｉｎ －ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)网络ꎬ计算
ＰＰＩ 网络中每个节点的度值 ( ｄｅｇｒｅｅꎬ Ｄ)、中介中心度
( ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙꎬ ＢＣ ) 及 接 近 中 心 度 ( ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ
ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙꎬＣＣ)三个拓扑参数ꎬ选择均大于等于中位数值的
靶点作为 ＱＲＹ 治疗干眼的核心靶点ꎮ
１.２.４干眼相关临床检测　 分别于灌胃开始后第 ０、７、１４ ｄ
行 ＳⅠｔ、ＢＵＴ、ＦＬ 检测ꎮ
１.２.５ ＨＥ染色观察角膜组织病理变化　 各组取 １ 只小鼠
角膜组织ꎬ按照标准方案用苏木精和伊红(ＨＥ)染色ꎬ光镜
下分析病理变化ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 与 ＥＬＩＳＡ 检测角膜组织中 ＴＮＦ－α 和
ＩＬ－１β及 ＩＬ－６ 的蛋白表达 　 每组各取 ９ 只小鼠角膜组
织ꎬ裂解离心取上清ꎬＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋白ꎬＮＣ 膜三明治
法湿转ꎬ室温下摇床封闭 １ ｈ 后加入 １∶ １ ５００ 的 ＴＮＦ－α、
　 　

ＩＬ－６及 １∶ ２ ０００ 的 ＩＬ－１β 一抗ꎬ４ ℃过夜ꎬ洗膜后二抗孵育
１ ｈꎬ再次洗膜后加入 ＥＣＬ 显色液利用化学发光成像分析
系统曝光ꎬ利用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析条带ꎮ

每组各取 ５ 只小鼠角膜组织ꎬ根据 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、
ＩＬ－６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书制备标准品ꎬ加样后将微
孔板封盖温育 １ ｈꎬ洗板后加入一抗ꎬ再次温育 １ ｈ 后洗
板ꎬ每孔中加入酶标抗体工作液 ３７ ℃温育 ３０ ｍｉｎꎬ洗板后
加入底物避光温育 １５ ｍｉｎꎬ加入终止液后 １０ ｍｉｎ 内用酶
标仪在 ４５０ ｎｍ 处检测各孔吸光值ꎮ
１.２.７ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测角膜组织中 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ －１β 及
ＩＬ－６的 ｍＲＮＡ表达　 每组各取 ５ 只小鼠角膜组织ꎬ根据
制造商的说明ꎬ将角膜组织样本加入试剂盒中按步骤操作
获取 ｃＤＮＡ 样本进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 扩增反应ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 基
因引物序列见表 １ꎮ 每个样品的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析一式三
份ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ方法ꎮ 对照基因 ＧＡＰＤＨ 进行表达水平归
一化ꎮ
　 　 统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２５.０ 软件进行分析ꎮ 对于生
物信息学分析ꎬ通过超几何分布检验和 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验进
行数据分析ꎮ 采用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 方法校正错误发
现率(ＦＤＲ)ꎮ 数据以均数±标准差表示ꎬ多组均数比较采
用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ若不符合
正态分布ꎬ以中位数(四分位数)表示ꎬ重复测量资料采用
广义估计方程ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＲＮＡ－ｓｅｑ检测 ＤＥＧｓ 结果　 利用 ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术ꎬ获
得符合筛选条件的干眼小鼠与正常小鼠 ＤＥＧｓ 共 ２ ２３４
个ꎬ其中 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＭＭＰ－９ 等 １ ３９１ 个 ｍＲＮＡ 表达上
调ꎬＭＡＰＫ８、ＬＳＳ、ＡＬＢ 等 ８４３ 个 ｍＲＮＡ 表达下降ꎬ见图 １Ａꎮ
干眼组与正常组 ＤＥＧｓ 表达水平热图表明ꎬ干眼组小鼠与
正常组小鼠存在明显的基因表达差异ꎬ见图 １Ｂꎮ

表 １　 ｑＲＴ－ＰＣＲ基因引物序列

名称 序列

ＴＮＦ－α Ｆ ＣＴＣＡＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＴＧＡＧＣＣ
ＴＮＦ－α Ｒ ＧＧＣＴＧＧＧＴＡＧＡＧＡＡＣＧＧＡＴＧ
ＩＬ－６ Ｆ ＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＣＴＴＣＣＡＡＴＧＣＴ
ＩＬ－６ Ｒ ＣＡＴＡＧＣＡＣＡＣＴＡＧＧＴＴＴＧＣＣＧ
ＩＬ－１β Ｆ ＧＡＧＴＣＴＧＣＡＣＡＧＴＴＣＣＣＣＡＡ
ＩＬ－１β Ｒ ＴＣＣＴＧＧＧＧＡＡＧＧＣＡＴＴＡＧＧＡ

图 １　 ＲＮＡ－ｓｅｑ检测干眼组与正常组 ＤＥＧｓ结果　 Ａ:ＤＥＧｓ 火山图ꎻＢ:ＤＥＧｓ 表达水平热图ꎮ
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２.２ ＱＲＹ治疗干眼的潜在分子靶点预测结果
２.２.１药物－疾病－差异表达基因交集靶点的筛选 　 通过
ＴＣＭＳＰ 及 ＴＣＭＩＰ 数据库对白术、麦冬、玄参、生地黄、防
风、甘草、金银花、苦参、桔梗、茯苓进行检索ꎬ获得符合筛
选条件的 ＱＲＹ 有效成分 ２３３ 个ꎬ并获得 ＭＭＰ－９、ＩＬ－６、
ＮＯＳ２ 等有效成分相关靶点 ４５７ 个ꎮ 将 ４５７ 个 ＱＲＹ 潜在
靶点和 ２ ２３４ 个 ＤＥＧｓ 通过 Ｖｅｎｎｙ 得到 ６４ 个关键靶点ꎬ见
图 ２Ａꎮ
２.２.２ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析 　 将 ６４ 个关键靶点通过
Ｄａｖｉｄ 数据库进行 ＧＯ 功能和富集分析ꎬ获得符合筛选
条件的 ＧＯ 条目ꎬ选取 ＧＯ 条目中生物学过程( ＢＰ) 、细
胞组分( ＣＣ) 、分子功能(ＭＦ)的前 ５ 条途径进行条形
图绘制ꎬ富集分析结果提示ꎬＱＲＹ 对干眼的治疗在生
物学过程中主要涉及对外源性刺激的反应、细胞对脂
多糖的反应、炎症反应等ꎻ细胞组分主要涉及质膜的组
成成分、细胞质膜、细胞外空间等ꎻ分子功能主要涉及
同种 蛋 白 结 合、 酶 结 合、 蛋 白 质 结 合 等ꎬ 见 图 ２Ｂꎮ
ＫＥＧＧ 富集分析根据 Ｐ 值选取结果前 １５ 条途径进行

气泡图绘制ꎬ富集结果显示ꎬＱＲＹ 治疗干眼主要涉及
的信号通路包括糖尿病并发症的ＡＧＥ－ＲＡＧＥ信号通
路、ＴＮＦ 信号通路、 ＩＬ－ １７ 信号通路、ＴＬＲ 信号通路和
Ｒｅｌａｘｉｎ 信号通路ꎬ见图 ２Ｃꎮ
２.２.３ “药物－成分－靶点－疾病－信号通路”网络构建　 将
筛选得到的 ２３３ 个 ＱＲＹ 有效成分、６４ 个关键靶点、ＫＥＧＧ
富集分析获取的 １５ 条信号通路以及 ＱＲＹ 的十味中药导
入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３.７.２ 中ꎬ删除无连接的独立节点后生成“药
物－成分－靶点－疾病－信号通路”网络模型ꎬ节点图形越大
表示其 ｄｅｇｒｅｅ 值越大ꎬ见图 ２Ｄꎮ
２.２.４ ＰＰＩ 网络构建 　 将 ６４ 个关键靶点导入 Ｓｔｒｉｎｇ 数据
库ꎬ 构 建 蛋 白 质 相 互 作 用 网 络ꎬ 并 将 结 果 导 入
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.７.２中进行可视化处理ꎬ获得 ６０ 个靶点和 ３５７
条边的 ＰＰＩ 网络图ꎬ圆形面积越大ꎬ颜色越深表示其
ｄｅｇｒｅｅ 值越大ꎬ见图 ２Ｅꎮ 选取 Ｄ、ＢＣ、ＣＣ 三个拓扑参数均
大于等于中位数的靶点ꎬ共获得 １９ 个核心靶点ꎬ见图 ２Ｆꎮ
结果提示 ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ 等靶点可能在 ＱＲＹ 治疗干眼
的过程中发挥核心作用ꎮ

图 ２　 ＱＲＹ治疗干眼的潜在分子靶点预测结果　 Ａ:ＱＲＹ 有效成分相关靶点与 ＤＥＧｓ 共同靶点数韦恩图ꎻＢ:ＧＯ 分析各项结果ꎻＣ:
ＫＥＧＧ 分析结果前 １５ 条途径气泡图ꎻＤ:药物－成分－靶点－信号通路网络图ꎻＥ:关键靶点蛋白质互相作用网络图ꎻＦ:核心靶点
Ｄｅｇｒｅｅ 排序图ꎮ
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２.３动物实验验证结果
２.３.１干眼相关临床检测　 治疗前后不同时间ꎬ三组 ＳⅠｔ、
ＢＵＴ 及 ＦＬ 比较ꎬ差异有统计学意义( ＳⅠｔ:Ｗａｌｄ χ２

分组 ＝
２２１.８７７ꎬＷａｌｄ χ２

时间 ＝ ５８.３６０ꎬＷａｌｄ χ２
分组×时间 ＝ ２５１.７３４ꎬ均 Ｐ<

０. ０１ꎻ ＢＵＴ: Ｗａｌｄ χ２
分组 ＝ ２１６. ８７５ꎬ Ｗａｌｄ χ２

时间 ＝ １３１. ４０３ꎬ
Ｗａｌｄ χ２

分组×时间 ＝ １２５. ４４４ꎬ 均 Ｐ < ０. ０１ꎻ ＦＬ: Ｗａｌｄ χ２
分组 ＝

２５８.５５７ꎬＷａｌｄ χ２
时间 ＝ １３３.６３２ꎬＷａｌｄ χ２

分组×时间 ＝ １４９.０５４ꎬ均Ｐ<
０.０１)ꎮ 小鼠开始灌胃前ꎬ与空白组相比ꎬ模型组和 ＱＲＹ
组的ＳⅠｔ、ＢＵＴ 显著降低ꎬＦＬ 显著升高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ提示
干眼小鼠造模成功ꎮ 治疗 １４ ｄ 后ꎬＱＲＹ 组的 ＳⅠｔ 结果与
模型组比较ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＱＲＹ
干预后ꎬ泪液分泌情况有所改善ꎻＱＲＹ 组的 ＢＵＴ 结果与模
型组比较ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ提示 ＱＲＹ 的
干预可以有效延长泪膜破裂时间ꎻＱＲＹ 组的 ＦＬ 评分与模
型组比较ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ ＱＲＹ 组 ＳⅠｔ、
ＢＵＴ 及 ＦＬ 整体改善优于模型组ꎬ见表 ２－４ꎮ
２.３.２ ＨＥ染色 　 模型组小鼠角膜上皮细胞分层紊乱且
角膜形态发生改变ꎬＱＲＹ 组能有效改善 ＢＡＣ 诱导的角
膜粗糙及分层紊乱的情况ꎬ治疗后形态接近空白组ꎬ见
图 ３Ａꎮ
２.３.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测及 ＥＬＩＳＡ 检测 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验结果表明ꎬ空白组、模型组、ＱＲＹ 组 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α
蛋白表达差异具统计学意义(Ｆ＝ ７５.１２、４４.５０、２６.５５ꎬ均Ｐ<
０.０１)ꎻ其中与空白组相比ꎬ模型组和 ＱＲＹ 组 ＩＬ － １β、
ＩＬ－６、ＴＮＦ－α 显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ与模型组比ꎬＱＲＹ 组
ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＴＮＦ－α 降低但差异无统
计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ３Ｂꎮ

ＥＬＩＳＡ 检测结果显示ꎬ空白组、模型组、ＱＲＹ 组 ＩＬ－１β
蛋白表达差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ８４.４８ꎬＰ<０.０１)ꎬＩＬ－６
表达量差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ７.５７ꎬＰ<０.０５)ꎬＴＮＦ－α
表达量差异具有统计学意义(Ｆ ＝ １１.９２ꎬＰ<０.０１)ꎻ与空白
组相比ꎬ模型组ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α 显著升高(均 Ｐ<０.０１)ꎬ模
型组 ＩＬ－６ 升高(Ｐ<０.０５)ꎬＱＲＹ 组 ＩＬ－１β 显著升高(Ｐ<

０.０１)ꎻ与模型组比ꎬＱＲＹ 组 ＩＬ－１β 显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ
ＴＮＦ－α 及 ＩＬ－６ 降低(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３Ｃꎮ
２.３.４ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测　 通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎬ空白组、模
型组、ＱＲＹ 组 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 表达量差异有
统计学意义(Ｆ＝ ２９.０９、６４.８３、１６５.４０ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻ与空白
组比ꎬ模型组 ＩＬ － １β、ＩＬ － ６ 及 ＴＮＦ－α 显著升高(均 Ｐ <
０.０１)ꎬＱＲＹ 组 ＩＬ－１β 升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比ꎬＱＲＹ
组 ＩＬ－１β 降低(Ｐ<０.０５)ꎬＴＮＦ－α 及 ＩＬ－６ 显著降低(均 Ｐ<
０.０１)ꎬ见图 ３Ｄꎮ
３讨论

«灵枢五癃津液别»:“五脏六腑之津液ꎬ尽上渗于
目”ꎬ中医学认为津液在目为泪ꎬ润泽目珠ꎬ故而津液的
紊乱是干眼的核心病机ꎮ 津液的生成ꎬ来源于水谷ꎬ经
脾的升清、胃的腐熟而成ꎻ肺为“水之上源”ꎬ通过宣发肃
降和通调水道ꎬ调节水液代谢ꎻ肺脾功能失调ꎬ津液代谢
紊乱ꎬ则无法上润于目ꎻ故肺脾同调ꎬ使泪液化生有源ꎬ
输布有途ꎬ共奏增加泪液ꎬ润泽目珠之效ꎮ 姚靖教授经
多年临床实践ꎬ在肺脾同治理论指导下ꎬ以津液代谢为
视角总结出为治疗干眼的经验方清眩润目饮ꎬ其具体方
药为白术、麦冬、生地黄、玄参、防风、金银花、苦参、桔
梗、甘草、茯苓ꎮ 其中白术健脾化湿ꎬ麦冬润肺生津ꎬ二
者共为君药ꎬ肺脾同治ꎬ使津液生成有源ꎬ输布有序ꎻ生
地黄养阴生津ꎬ玄参滋阴补肾ꎬ又与麦冬组增液汤之方ꎬ
行津液的化生和输布之功ꎻ防风为脾经引经药ꎬ祛风胜
湿ꎬ桔梗为肺经引经药ꎬ宣肺ꎬ载药上行ꎬ二者相配ꎬ津液
上能行于头面部ꎬ润泽目珠ꎬ下能通利小便ꎬ维持津液正
常代谢ꎻ金银花解毒疏风热ꎬ祛头目之邪ꎬ苦参凉血止
痒ꎬ缓白涩之标ꎬ茯苓性平归脾ꎬ与白术为伍ꎬ增健脾之
功ꎬ甘草入脾补中ꎬ调和药性ꎮ 诸药合用ꎬ肺脾同治ꎬ调
津液以润目珠ꎮ 多项现代研究[１８－１９] 表明ꎬＱＲＹ 可以改
善泪膜稳定ꎬ减轻眼表炎症ꎬ打破干眼恶性循环ꎬ达到治
疗目的ꎮ 由于 ＱＲＹ 包含上百种的化学成分ꎬ故其对干
眼的治疗机制尚不清楚ꎮ

表 ２　 三组治疗前后 ＳⅠｔ结果比较 [Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬｍｍ / ５ ｍｉｎ]
组别 ｎ 治疗前 治疗 ７ ｄ 治疗 １４ ｄ
空白组 ４０ ４.８０(４.７３ꎬ５.５０) ５.５０(４.８０ꎬ５.９０) ５.００(４.６０ꎬ５.２０)
模型组 ４０ ２.６０(２.２０ꎬ２.９５) ａ ２.４０(２.００ꎬ２.８０) ａ ２.６０(２.００ꎬ２.８０) ａ

ＱＲＹ 组 ４０ ２.５０(２.２３ꎬ２.９０) ａ ３.１０(２.６０ꎬ３.４０) ａ ４.３０(３.８０ꎬ４.９０) ａꎬｃ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ３　 三组治疗前后 ＢＵＴ结果比较 [Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬｓ]
组别 ｎ 治疗前 治疗 ７ ｄ 治疗 １４ ｄ
空白组 ４０ １４.００(１２.００ꎬ１４.００) １３.００(１１.００ꎬ１４.００) １４.００(１２.００ꎬ１５.００)
模型组 ４０ ５.００(３.２５ꎬ６.００) ｂ ５.００(３.２５ꎬ７.００) ｂ ５.００(３.２５ꎬ７.００) ｂ

ＱＲＹ 组 ４０ ５.００(４.００ꎬ６.００) ｂ ６.００(７.００ꎬ８.００) ｂ １０.００(８.２５ꎬ１１.００) ｂꎬｄ

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ４　 三组治疗前后 ＦＬ结果比较 [Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬ分]
组别 ｎ 治疗前 治疗 ７ ｄ 治疗 １４ ｄ
空白组 ４０ ０.００(０.００ꎬ１.００) ０.００(０.００ꎬ１.００) ０.００(０.００ꎬ１.００)
模型组 ４０ ９.００(８.００ꎬ１１.７５) ｂ １０.００(８.００ꎬ１２.００) ｂ ９.００(８.００ꎬ１２.００) ｂ

ＱＲＹ 组 ４０ １０.５０(８.２５ꎬ１２.００) ｂ ７.００(５.２５ꎬ９.００) ｂꎬｃ ２.００(１.００ꎬ４.００) ｂꎬｄ
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图 ３　 动物实验验证检测结果 　 Ａ:小鼠角膜 ＨＥ 染色结果ꎻＢ:小鼠角膜 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＣ:小鼠角膜 ＥＬＩＳＡ 检测结果ꎻＤ:小鼠
角膜 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ

　 　 研究[２０]表明ꎬ转录组学和网络药理学能够有效地从
中药复方化合物与疾病治疗的大量基因中寻找出关键靶
点ꎬ因此ꎬ我们应用 ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术结合网络药理学对 ＱＲＹ
治疗干眼的具体机制进行探索ꎮ 对干眼小鼠角膜组织进
行 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析ꎬ得到 ２ ２３４ 个 ＤＥＧｓꎬ通过网络药理学获
得了 ２３３ 个有效成分和 ４５７ 个相关靶点ꎬ重叠后获得了 ６４
个关键靶点ꎮ

通过 ＫＥＧＧ 分析发现 ＡＧＥ－ＲＡＧＥ、ＴＮＦ、ＩＬ－１７、ＴＬＲ
和 Ｒｅｌａｘｉｎ 等多条信号通路参与其中ꎮ ＡＧＥ－ＲＡＧＥ 信号
通路由蛋白质糖基化产物(ＡＧＥｓ)与其受体(ＲＡＧＥ)相互
作用影响下游信号通路的启动和激活ꎬ导致包括 ＩＬ－１β、
ＩＬ－６、ＴＮＦ 在内的多种炎症细胞因子的启动[２１]ꎬ并影响内
皮屏障的通透性[２２]ꎬ从而导致多种炎症疾病的发生ꎻ多项
研究表明 ＴＮＦ[２３]、ＩＬ－１７[２４]、ＴＬＲ[２５]及 Ｒｅｌａｘｉｎ[２６]信号通路
对炎症具有激活作用ꎬ这些通路与受体结合后可以激活炎
症反应的发生发展ꎮ ＧＯ 分析生物学过程结果显示 ＱＲＹ
与炎症反应高度相关ꎬ与 ＫＥＧＧ 分析结论相符ꎮ 利用 ＰＰＩ
技术ꎬ得到相互作用的 ６０ 个靶点并根据 Ｄ、ＢＣ、ＣＣ 值选出
包括 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ 等 １９ 个核心靶点ꎬ表明对这些靶
点的调控可能是 ＱＲＹ 治疗干眼过程中的核心环节ꎮ

通过上述研究结果构建的“药物－成分－靶点－信号通
路”网络模型分析得知ꎬ大多数的有效成分影响了多个靶
点ꎬ例如 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ(槲皮素)、ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ(山奈酚)、ｌｕｔｅｏｌｉｎ

(木犀草素)分别影响了 ２９、１４、９ 个关键靶点ꎻＩｎａｂａ 等[２７]

研究表明槲皮素可通过影响泪腺改善泪液分泌ꎬ并抑制
ＲＯＳ 产生并促进细胞存活ꎻＣｈｅｎ 等[２８] 证明添加山奈酚的
缓冲液可增加泪液分泌量并促进受损角膜恢复ꎻＸｉｅ 等[２９]

研究发现木犀草素可以通过信号通路 Ｓｉｒｔ１ / ＮＦ－κＢ /
ＮＬＲＰ３ 改善小鼠干眼抑郁症的症状ꎻ上述研究结论与本
研究结果相符合ꎬ证明槲皮素等化合物可能是 ＱＲＹ 治疗
干眼的关键成分ꎮ

ＩＬ－１β 等炎性介质的分泌是干眼恶性循环中的重要
一环[３０]ꎬ本次实验结果发现 ＱＲＹ 使角膜组织中促炎细胞
因子(ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α)的 ｍＲＮＡ 水平与蛋白质表达
呈现相似的下降趋势ꎬ与既往研究相符[３１]ꎬ表明 ＱＲＹ 能
够抑制干眼眼表炎性反应ꎬ打破干眼恶性循环ꎮ 动物实验
证实ꎬＱＲＹ 能够有效改善泪液分泌ꎬ增加泪膜破裂时间ꎬ
促进小鼠角膜上皮损伤恢复ꎬ使角膜组织形态接近正常ꎬ
从而有效治疗干眼ꎮ

网络药理学现已逐渐成为中药及中药组方研究中的
一门指导性理论科学ꎬ但其无法分辨出化合物对靶点的作
用是激活还是抑制ꎬＲＮＡ－ｓｅｑ 技术通过鉴定基因的差异
表达情况完善了网络药理学的不足之处ꎬ而网络药理学又
可以在样本量有限的条件下从成千上万种差异表达基因
中预测筛选出更为重要的目标靶点ꎮ 目前ꎬ本次研究仍存
在一些局限性ꎬ如中药数据库对有效成分及其靶点以及疾
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病数据库中对干眼相关基因的收录可能存在一定程度的
缺失ꎬ本次实验中 ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术检测的样本数量也较为
有限ꎬ有望后续通过扩大样本量及进一步研究加以完善ꎮ

综上所述ꎬ清眩润目饮可能是利用槲皮素等主要成分
对 ＩＬ－ １β、 ＩＬ － ６、ＴＮＦ 等核心靶点进行调控ꎬ从而抑制
ＡＧＥ－ＲＡＧＥ / ＴＮＦ / ＩＬ－１７ 等信号通路以实现对干眼的有效
治疗作用ꎮ
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