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基于代谢组学的枸杞叶改善D-半乳糖诱导白内障大鼠的生物效应与

机制研究
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摘要: 评价枸杞叶提取物对白内障大鼠的干预作用及对血浆和肝脏代谢物的影响, 探究枸杞叶明目的科学内涵。

所有动物实验经南京中医药大学实验动物伦理委员会批准 (批准号: 202306A067)。采用D-半乳糖 (D-gal) 诱导的白

内障大鼠模型, 通过分析晶状体混浊程度、晶状体及肝脏组织病理形态改变、晶状体氧化应激水平及多元醇代谢调控

水平变化、血清及肝脏氧化水平、肝功能水平及肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白细胞介素-6 

(interleukin-6, IL-6) 等炎症因子含量变化, 评价枸杞叶提取物改善大鼠白内障的生物效应。运用UPLC-QTOF-MS/

MS技术对大鼠血浆和肝脏组织代谢物进行分析, 通过主成分分析 (PCA)、正交偏最小二乘法判别分析 (OPLS-DA) 对

比空白组与模型组的代谢数据, 筛选潜在的生物标志物, 并通过KEGG数据库分析相关代谢通路。结果表明, 枸杞叶

提取物干预白内障大鼠后其晶状体及肝脏病理状态好转; 晶状体中醛糖还原酶 (aldose reductase, AR) 及Ca2+含量显著

降低, 山梨醇脱氢酶 (sorbitol dehydrogenase, SDH)、GSH含量及CAT活力显著提升; 肝脏及血清中GSH含量及SOD

活力明显提升, MDA含量、ALT及AST活力及各炎症因子水平显著降低; 代谢组学分析结果显示, 鉴定出血浆及肝脏

组织中15种生物标志物, 其中枸杞叶提取物回调视黄酯、硬脂酸和棕榈酸等9种生物标志物。代谢通路富集发现, 枸

杞叶提取物主要调控视黄醇代谢通路。综上, 枸杞叶能有效缓解白内障病理改变, 抑制炎症反应, 提高抗氧化能力等, 

其作用机制可能与调控视黄醇代谢通路密切相关, 为枸杞叶明目功效科学内涵的揭示提供了科学依据和支撑。
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on plasma and liver tissue metabolites. The ultimate goal is to explore the scientific connotation of Lycium 

barbarum leaves extract on vision improvement. All experiments were approved by the experimental animal ethics 

committee from Nanjing University of Chinese Medicine (202306A067). D-Galactose (D-gal) induced cataract 

model in rats was established. The lens opacity, lens and liver tissue pathology, level of oxidative stress and polyol 

metabolism regulation in the lens, level of oxidative stress in serum and liver tissue, and the content of 

inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in serum and liver tissue 

were analysed to evaluate the effect of Lycium barbarum leaves extract on cataract. The metabolite profiles of 

plasma and liver tissue of rats were analyzed by UPLC-QTOF-MS/MS. Principal component analysis (PCA) and 

orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA) were used to compare and analyze the metabolic 

data in control group and cataract group, and screen potential biomarkers. The related metabolic pathways were 

further constructed by KEGG database analysis. The results showed that lens and liver pathology of cataract rats 

were improved after being intervened by the leaves extract of Lycium barbarum. The contents of AR and Ca2+ were 

significantly decreased in lens, and the contents of SDH and GSH and the ability of CAT were significantly 

increased; the content of GSH and the ability of SOD were significantly improved in serum and liver tissue, the 

content of MDA, the abilities of ALT and AST and the level of inflammatory factors were significantly reduced. 

The metabolomics results showed that there were 15 different metabolites in plasma and liver tissue of cataract 

rats, and 9 different biomarkers including retinyl ester, stearic acid, and palmitic acid, were returned by Lycium 

barbarum leaves extract. As revealed by pathway enrichment in plasma and liver tissue, it was found that the 

retinol metabolic pathway was mainly regulated by Lycium barbarum leaves extract. In summary, Lycium 

barbarum leaves can effectively alleviate the pathological changes of cataract, inhibit inflammation and improve 

antioxidant capacity, which may relate to the retinol metabolic pathway. It provides scientific basis and support for 

revealing the scientific connotation of the effect of Lycium barbarum leaves on vision improvement.
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白内障是高发性的致盲眼病, 因白内障造成的眼

盲及视力丧失的患病人数从 1990年到 2019年间增加

223.54%[1]。白内障由多种原因造成, 其中衰老、糖代

谢紊乱、炎症、免疫缺陷、术后并发症等均是造成晶状

体内部组织代谢紊乱、功能失调, 逐渐混浊致盲的内在

原因[2]。在现代医学中, 手术治疗白内障的方式因其

治疗周期短而广为应用, 但仍存在大量术后后遗症, 如

干眼症、一系列炎症反应、视网膜微循环损伤甚至脱

离、视力降低等[3], 且不易逆转。

枸杞叶是茄科植物宁夏枸杞 Lycium barbarum L.

的干燥嫩叶[4], 现代研究表明宁夏枸杞叶含有丰富的

黄酮类、酚酸类及生物碱类成分[5], 具有抗氧化、抗炎、

降血糖等多种生物活性[6,7]。《中华本草》[8]中描述枸杞

叶可补虚益精、清热明目, 主治虚劳发热、烦渴、目赤昏

痛、障翳夜盲。《中药大辞典》[9]亦记载了其主治目赤昏

痛, 障翳夜盲之功。

代谢组学是对患者机体的代谢情况进行系统性的

动态分析, 与中医“整体观念”不谋而合, 并适用于慢性

损伤性疾病[10,11]。郭引弟等[12]通过代谢组学研究发现

花生四烯酸、嘌呤与氨基酸代谢途径是枸杞叶调节大

鼠免疫功能及抗氧化能力的潜在机制。本课题组前期

研究发现枸杞叶可通过烟酸及烟酰胺代谢调节 2型糖

尿病大鼠的代谢异常[13]。因此, 为了更客观地评价枸

杞叶改善白内障的科学内涵 , 本研究采用 D-半乳糖 

(D-gal) 诱导的白内障大鼠模型, 对枸杞叶提取物改善

白内障的生物效应进行评价, 并进一步应用代谢组学

技术探讨其作用机制, 以期为枸杞叶明目功效的科学

内涵阐明及临床应用提供科学依据和参考。

材料与方法

实验动物 Wistar 雄性大鼠 130 只 , 3 周龄 , 体质

量 40～70 g, 购买自上海斯莱克实验动物有限公司, 实

验动物许可证号: SCXK (沪) 2022-0004, 饲养于南京

中医药大学药物安全评价研究中心 (SPF级), 自由饮水

饮食, 光照周期 12 h, 温度维持在 (23 ± 2) ℃, 相对湿

度维持在 (60 ± 2)%。所有动物实验经南京中医药大

学实验动物伦理委员会批准 (批准号: 202306A067)。

化学与试剂 芦丁 (批号 : M09HB177693)、新绿

原酸 (批号: CFS202301)、绿原酸 (批号: CFS202301)、

隐绿原酸 (批号 : J01GB147635)、山柰酚-3-O-芸香糖

苷 (批号 : CFS202301)、甜菜碱 (批号 : DJ0615YA13)、

葫芦巴碱 (批号 : N22HB202063)、无水葡萄糖 (批号 : 

S22J12H137237) 和葡萄糖醛酸 (批号: R15O11H127770) 

均购自上海源叶生物科技有限公司, 没食子酸 (批号: 

110831-201906) 购自中国食品药品检定研究院, 纯度
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均大于 98%。大鼠一氧化氮 (nitric oxide, NO, 批号 : 

AF20240112) 酶联免疫分析 (ELISA) 试剂盒、大鼠肿

瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor α, TNF-α, 批号 : 

AF20231218) ELISA试剂盒、大鼠白细胞介素 6 (inter‐

leukin-6, IL-6, 批号: AF20231218) ELISA检测试剂盒、大

鼠醛糖还原酶 (aldose reductase, AR, 批号: AF20231218) 

ELISA检测试剂盒、大鼠山梨醇脱氢酶 (sorbitol dehy‐

drogenase, SDH, 批号 : AF20231218) ELISA 检测试剂

盒、大鼠钙离子 (calcium ion, Ca2+, 批号: AF20231218) 

ELISA 检测试剂盒均购自湖南艾方生物科技有限公

司 , 超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD, 批

号 : 20231206) 生化试剂盒、丙二醛 (malonaldehyde, 

MDA, 批号: 20231206) 生化试剂盒、还原型谷胱甘肽 

(glutathione, GSH, 批号: 20231206) 生化试剂盒、过氧

化氢酶 (catalase, CAT, 批号: 20231208) 生化试剂盒、谷

丙转氨酶 (alaninetransaminase, ALT, 批号 : 20231208) 

生化试剂盒及门冬氨酸氨基转移酶 (aspartate amino‐

transferase, AST, 批号 : 20231208) 生化试剂盒均购自

南京建成生物工程研究所有限公司。电镜固定液 (批

号: G1102) 购自武汉塞维尔生物科技有限公司。乙腈

及甲酸 (德国默克公司) 均为色谱纯。

药物 枸杞叶 (生产批号: 2205195), 购自宁夏明

德中药饮片有限公司, 经段金廒教授鉴定为茄科植物

宁夏枸杞 Lycium barbarum L. 的叶 , 符合质量标准[4]。

D-半乳糖粉末 (生产批号: S26IS227036) 购自上海源

叶生物科技有限公司, 纯度 > 99.99%。障眼明片购自

广州白云山中一药业有限公司 (生产批号: D04008)。

复 方 托 吡 卡 胺 滴 眼 液 ( 生 产 批 号 : 国 药 准 字

H20103127) 购自长春迪瑞制药有限公司。

仪器 ST60-4微孔板恒温震荡仪 (杭州米欧仪器

有限公司); Enspire 多功能酶标仪 (美国 Perkin Elmer

公司); Tissuelyer-48型全自动样品快速研磨仪 (上海净

信实业发展有限公司); DZ30-32高速离心机 (上海安

亭科学仪器厂); KJ5S1手持式裂隙灯显微镜 (苏州康

捷医疗股份有限公司); 裂隙灯拍摄采用Apple iphone 

13; Waters UPLC超高效液相色谱仪、Waters ACQUITY 

UPLC系统、SynaptTMQ-TOF质谱检测器、Xevo TQ检

测器及MassLynx质谱工作站 (美国Waters公司)。

药物制备及成分分析

枸杞叶水提取部位 (LBLWE) 制备 称取 1 kg枸

杞叶药材加入 10倍量水加热回流提取 2次, 每次 1 h, 

合并滤液冻干备用。

枸杞叶醇沉上清部位 (LBLAPS) 及枸杞叶醇沉沉

淀部位 (LBLAP) 制备 按上述方法提取 3 kg枸杞叶

药材, 减压浓缩至 3 L, 缓缓加入无水乙醇, 边加边搅

拌 , 使含醇量达到 80%, 静置 24 h 过夜 , 过滤得

LBLAPS 溶液及 LBLAP 溶液 , LBLAPS 浓缩至 3 L 后

取1.5 L, 与LBLAP分别冻干备用。

枸杞叶醇沉上清的水洗脱部位 (LBLAPS-WE) 及

枸杞叶醇沉上清的 30% 乙醇洗脱部位 (LBLAPS-

30%AE) 制备 取 1.5 L的LBLAPS浓缩液, 采用D101

大孔树脂对其进行分级洗脱制备, 采用水及 30%乙醇

各洗脱6柱体积, 分别冻干。

供试品溶液的处理 取LBLWE、LBLAPS、LBLAP、

LBLAPS-WE 及 LBLAPS-30%AE 冻干粉 , 分别用纯

水、80% 乙醇、纯水、纯水及 30% 乙醇溶解后离心 

(3 500 r·min-1, 15 min), 取上清液, 经 0.22 μm微孔滤膜

过滤 , 即得 LBLWE、LBLAPS、LBLAP、LBLAPS-WE

及LBLAPS-30%AE供试品溶液。

采用紫外分光光度法及超高效液相色谱仪检测供

试品溶液中黄酮类及酚酸类成分含量[14] 超高效液相

色谱检测条件: 采用 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱

柱 (100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm), 流动相为 0.1%甲酸水 

(A)−乙腈 (B); 运行时间 30 min, 梯度洗脱程序为 0～

2 min, 5%～6% B; 2～8 min, 6%～10% B; 8～12 min, 

10%～12% B; 12～14 min, 12%～12.5% B; 14～18 min, 

12.5%～15% B; 18～19 min, 15%～16% B; 19～23 min, 

16%～30% B; 23～28 min, 30%～90% B; 28～29 min, 

90%～5% B; 29～30 min, 5% B; 流速为 0.40 mL·min-1; 

柱温为30 ℃, 进样量2 μL。

采用UPLC-TQ-MS及分光光度法检测供试品溶液

中生物碱类及多糖类成分含量[5,14] 色谱条件: 采用

ACQUITY UPLC BHE Amide色谱柱 (100 mm × 2.1 mm, 

1.7 μm); 流动相A为 0.1%甲酸水溶液, B为乙腈, 梯度

洗脱: 0～1 min, 10% A; 1～3 min, 10%～18% A; 3～6 min, 

18%～20% A; 6～7.5 min, 20%～37.5% A; 7.5～9 min, 

37.5%～10% A; 9～10 min, 10% A。流速为0.25 mL·min-1, 

柱温为 30 ℃, 进样量 2 μL。质谱条件: 采用电喷雾离

子源 (ESI) 正离子扫描模式, 检测方式为多反应检测 

(MRM); 毛细管电压 : 2 500 V; 传输毛细管温度 : 

350 ℃ ; 雾化温度 : 350 ℃ ; 鞘气流量 : 50 psi (1 psi ≈ 

6.9 kPa); 辅助气流量: 10 psi; CID气压: 0.199 5 Pa。

动物造模 将 130只大鼠适应性饲养 5天后按体

质量随机分为空白组 (Con, n = 10) 和模型组 (Mod, 

n = 120), 并用裂隙灯检查眼前节均正常, 无明显病变。

造模第一周腹腔注射D-半乳糖溶液 10 mL·kg-1。造模

第二周腹腔注射 50% D-半乳糖溶液 10 mL·kg-1, 饮水

换为 10% D-半乳糖溶液。造模期间每周每组随机挑

3只大鼠观察白内障发展情况。拍照过程中采用抓取

固定大鼠的方式拍照, 造模 28天后对所有大鼠裂隙灯
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拍照并分组。

动物分组与给药 模型组大鼠造模后按照晶状体

混浊等级[15] (表 1) 对每只大鼠双眼进行分级评分 (达

到Ⅲ级即为造模成功), 将模型组中 116只大鼠 (其中

造模过程中模型组死亡 4只) 按晶状体的混浊情况随

机分为 12 组 , 即模型组 (Mod, 9 只)、障眼明片组 

(ZYMT, 26.25 g·kg-1, 9 只)、枸杞叶水提高剂量组 

(LBLWE-H, 1.89 g·kg-1, 9 只)、枸杞叶水提低剂量组 

(LBLWE-L, 0.63 g·kg-1, 10只)、枸杞叶醇沉上清高剂量

组 (LBLAPS-H, 0.80 g·kg-1, 10只)、枸杞叶醇沉上清低

剂量组 (LBLAPS-L, 0.268 g·kg-1, 10只)、枸杞叶醇沉沉

淀高剂量组 (LBLAP-H, 1.15 g·kg-1, 10 只)、枸杞叶醇

沉沉淀低剂量组 (LBLAP-L, 0.38 g·kg-1, 10只)、枸杞叶醇

沉上清水洗脱液高剂量组 (LBLAPS-WE-H, 0.42 g·kg-1, 

9 只)、枸杞叶醇沉上清水洗脱液低剂量组 (LBLAPS-

WE-L, 0.14 g·kg-1, 10 只 )、枸杞叶醇沉上清 30% 乙

醇洗脱液高剂量组 (LBLAPS-30%AE-H, 0.306 g·kg-1, 

10 只) 和枸杞叶醇沉上清 30% 乙醇洗脱液低剂量组 

(LBLAPS-30%AE-L, 0.102 g·kg-1, 10只)。分组后停止

饮水及腹腔造模, 连续灌胃给药15天。

晶状体混浊情况图像采集 造模后第 16天停止

给药, 复方托吡卡胺滴眼液散瞳后裂隙灯拍照, 采集各

组大鼠晶状体裂隙灯拍照图。

样本采集 腹腔注射戊巴比妥钠 (100 mg·kg-1) 麻

醉各组大鼠, 腹主动脉取血后全血在室温中放置 2 h, 

于离心机中 (3 000 r·min-1, 4 ℃) 离心 15 min, 取上层

血清及血浆, −80 ℃冰箱保存, 部分肝脏放−80 ℃冰箱

保存, 部分眼球在显微镜下在 PBS中沿角膜缘剪除角

膜, 将晶状体轻轻取出放入EP管中−80 ℃冻存。

晶状体、肝脏病理形态观察 眼球及肝脏浸泡在

4%多聚甲醛中固定 24 h后脱水浸蜡, 包埋, 予以染色, 

显微镜观察病理变化并拍照。

晶状体纤维细胞超微结构观察 在电镜固定液中

将需要固定的大鼠新鲜眼球沿角巩膜缘剪开后将晶状

体取出 , 用 0.1 mol·L-1 磷酸缓冲液 PB (pH 7.4) 漂洗

3次, 每次 15 min, 充分固定后进行脱水、渗透、包埋、

切片、染色及拍照。

生化指标检测 取−80 ℃冰箱保存的晶状体、血

清及肝脏组织样本在 4 ℃冰箱解冻, 采用酶联免疫法

测定晶状体中Ca2+、AR及SDH指标, 血清中NO及 IL-6

指标, 肝脏中NO、IL-6及TNF-α指标, 参照试剂盒的规

定操作。采用生化试剂盒检测晶状体中 CAT及 GSH

指标 , 血清中 SOD、MDA 及 GSH 指标 , 肝脏中 ALT、

AST、SOD、MDA 及 GSH 指标 , 参照试剂盒的规定

操作。

血浆及肝脏样本的制备

血浆样本 取血浆样本在 4 ℃冰箱解冻, 精密吸

取 100 μL样本与 300 μL冷乙腈涡旋混合 90 s, 冰上静

置 30 min, 13 000 r·min-1 (4 ℃) 离心 15 min, 沉淀蛋白, 

取上清离心浓缩, 挥干溶剂, 保存于−30 ℃冰箱, 进样

前用 50% 冷乙腈 150 μL 复溶 , 混匀 , 13 000 r·min-1 

(4 ℃) 离心15 min, 取上清进样。

肝脏样本 将冻存的肝脏组织于 4 ℃冰箱解冻, 

取样本约 100 mg, 加入 800 μL 乙腈 , 60 Hz 充分匀浆

2次, 每次 60 s, 13 000 r·min-1 (4 ℃) 离心 15 min, 取上

清离心浓缩, 挥干溶剂, 保存于−30 ℃冰箱, 进样前用

50% 冷乙腈 300 μL 复溶 , 涡旋混匀 , 13 000 r·min-1 

(4 ℃) 离心15 min, 取上清进样。

QC样本 分别取上述复溶离心后的血浆或肝脏

上清液样本各20 μL, 涡旋混匀后进样。

液质条件

质谱条件 采用Electrospray ionozation离子源正

负两种电离模式 , 设置具体条件如下 : 离子源温度 

(120 ℃ )、碰撞能量 (20～50 eV)、质量扫描范围 (m/z 

100～1 000)、毛细管电压 (3 000 V)、锥孔电压 (30 V)、

萃取电压 (2.0 V)、锥孔气流量 (50 L·h-1)、脱溶剂气流量 

(600 L·h-1)、脱溶剂温度 (350 ℃)、扫描时间 (0.3 s)、间

隔时间 (0.02 s)。喷雾辅助气体为氮气, 使用MassLynx

软件采集图像及数据。

色 谱 条 件 色 谱 柱 : Waters ACQUITY UPLC 

BEH C18 (100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm); 柱温: 35 ℃; 流

动相梯度洗脱条件: 0～5 min, 95%～70% A; 5～12 min, 

70%～30% A; 12～16 min, 30%～20% A; 16～17 min, 

20%～5% A; 17～18 min, 5% A; 18～19 min, 5%～

95% A; 19～20 min, 95% A, 其中 A相为 0.1% 甲酸水, 

B为乙腈; 流速: 0.4 mL·min-1; 进样量: 2 μL。

药效学实验统计学处理 通过 GraphPad Prism 

10.1.2软件进行统计学分析, 多组间比较采用 one-way 

ANOVA 分析, 单因素方差分析处理前数据经过正态

分布检验, 以P < 0.05时差异具有统计学意义。

血浆及肝脏代谢组学数据处理与分析 采用

Table 1　 Scoring stages of the crystalline lens in galactose-

induced cataract in rats

Cataract grade

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ

Level of opacity description
Clear lens with no vacuole
Clear lens with < 3 vacuoles
Clear lens with > 3 vacuoles
Vacuoles enveloped the whole lens surface
Incomplete lens opacity
Total lens opacity

Score
0
1
2
3
4
5
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Masslynx V4.2工作站 (美国 Waters公司) 对采集得到

的代谢谱图进行峰提取和峰匹配, 得到大鼠血浆及肝

脏样品正、负离子模式下的总离子流色谱图 (TIC)。将

各组原始质谱数据导入 Progensis QI (美国 Waters 公

司) 软件进行峰对齐, 峰提取及归一化处理, 处理后数

据代入SIMCA软件 (版本 14.0, 瑞典) 进行偏最小二乘

判别分析 (PLS-DA) 及正交偏最小二乘判别分析 

(OPLS-DA)。筛选出同时符合 VIP > 1且 ∣P∣ > 0.05的

差异代谢物。对 Con 组及 Mod 组的峰面积采用

SPSS26软件进行 t检验及非参数检验分析, 通过检验

两组之间峰面积是否具有显著性差异来进一步选出潜

在的差异代谢物 , 设定为 P < 0.05 具有统计学意义。

在人类代谢组数据库 (HMDB,http://www.hmdb.ca/) 及

代谢分析数据库 (http://www.metaboanalyst.ca/) 中进

行最终筛选出的差异代谢物的鉴定以及其可能代谢途

径的确定。

结果

1 黄酮类、酚酸类、生物碱类及多糖类成分含量测定

LBLWE 得率为 40.37%。LBLWE 中主要含有黄

酮类、酚酸类及生物碱类成分 , 其中总黄酮含量

24.63 mg·g-1, 总酚酸含量 19.20 mg·g-1, 主要包括芦

丁 7.71 mg·g-1、山柰酚 -3-O-芸香糖苷 0.57 mg·g-1、绿

原酸 8.99 mg·g-1、新绿原酸 4.60 mg·g-1 及隐绿原酸

5.02 mg·g-1; 生物碱类成分主要为甜菜碱 , 含量达

49.56 mg·g-1。

LBLAPS及LBLAP得率分别为17.13%及24.48%。

LBLAPS中主要含有黄酮类、酚酸类及生物碱类成分, 

其中总黄酮含量38.87 mg·g-1, 总酚酸含量29.65 mg·g-1, 

主要包括芦丁 35.25 mg·g-1、山柰酚 -3-O-芸香糖苷

2.02 mg·g-1、绿原酸 13.13 mg·g-1、新绿原酸 7.33 mg·g-1

及隐绿原酸 9.93 mg·g-1; 生物碱类成分主要为甜菜碱

和葫芦巴碱, 含量分别为 40.45和 0.27 mg·g-1; LBLAP

中主要为糖类成分 , 其中总多糖含量为 116.4 mg·g-1, 

酸性多糖含量为64.62 mg·g-1。

LBLAPS-WE 及 LBLAPS-30%AE 得 率 分 别 为

8.97% 及 6.53%。LBLAPS-WE 主要成分为甜菜碱和

葫芦巴碱 , 含量分别为 80.24 和 1.21 mg·g-1; LBLAPS-

30%AE主要含有黄酮类及酚酸类成分, 其中总黄酮含

量 193.01 mg·g-1, 总酚酸含量 125.16 mg·g-1, 主要包括

芦丁 55.10 mg·g-1、山柰酚-3-O-芸香糖苷 1.77 mg·g-1、

绿原酸 36.96 mg·g-1、 新绿原酸 12.62 mg·g-1及隐绿原

酸25.49 mg·g-1。

2 晶状体混浊度图像及评分

如图 1A所示, 空白组大鼠晶状体均清澈透明, 模

型组大鼠晶状体出现完全混浊, 与模型组相比, LBL各

高低剂量组大鼠白内障程度明显缓解, 其中 LBLWE-

H 及 LBLAPS-30%AE-H 效果显著 , 仅赤道部出现空

泡, 且还未向中心扩展, 未出现皮质部混浊。对各组大

鼠晶状体混浊程度进行评分[15], 结果如图 1B, 由图可

知, 对比空白组, 模型组大鼠晶状体混浊程度明显升

高 (P < 0.000 1); 与模型组大鼠相比, LBL各高低剂量

给药组大鼠晶状体的混浊等级均显著降低 (P < 0.05), 

其中以 LBLWE-H 及 LBLAPS-30%AE-H 效果最明显 

(P < 0.000 1)。

3 晶状体及肝脏组织病理学HE染色

3.1 晶状体前囊区域病理变化 病理染色结果如图

1C所示, 空白组大鼠晶状体前囊区域上皮细胞单层排

列且整齐有序, 纤维细胞正常排列, 形态呈椭圆形; 模

型组大鼠晶状体前囊区域囊膜变薄, 上皮细胞结构紊

乱, 形态不规则, 排列稀疏, 部分上皮细胞向浅层皮质

中移行, 晶状体纤维细胞变性肿胀, 存在部分炎性细胞

浸润, 浅层皮质液化, 空泡化现象严重, 晶状体纤维崩

解 , 甚至可见 Morgagnian 小球 ; ZYMT、LBLWE-L、

LBLAPS-L、LBLAP-H 及 LBLAPS-30%AE-L、H 对白

内障大鼠晶状体上皮细胞结构异常及排列紊乱的改善

效果明显, 但仍存在晶状体纤维崩解。

3.2 晶状体后囊区域病理变化 如图 1D, 空白组大

鼠晶状体后囊区域上皮细胞排列有序, 过渡自然, 纤

维层连接紧密; 模型组大鼠晶状体后囊区域晶状体上

皮细胞向纤维细胞过渡处细胞杂乱排列 , 纤维细胞

断裂降解; ZYMT、LBLWE-H、LBLAPS-L、LBLAP-L、

LBLAP-H、LBLAPS-WE-H 及 LBLAPS-30%AE-L、H

组大鼠纤维层细胞排列致密有序, 得到了明显改善。

3.3 肝脏病理变化 大鼠肝脏病理染色结果如图 1E

所示。空白组肝组织结构清晰, 肝细胞排列正常, 未见

脂肪变性; 模型组中央静脉周围可见少量肝细胞水样

变性 (蓝色箭头), 胞质疏松淡染, 中央静脉周围少量胶

原纤维增生 (红色箭头); ZYMT、LBLWE-H、LBLAPS-

L、LBLAPS-WE-H 及 LBLAPS-30%AE-H 组大鼠肝细

胞颜色加深, 排列正常, 无明显病变。

4 晶状体纤维细胞形态变化

晶状体纤维细胞的排列情况如图 1F。空白组大

鼠纤维细胞排列紧密, 分布均匀; 模型组大鼠晶状体

纤维细胞肿胀变形, 边界不清, 且细胞之间产生裂隙 , 

纤维层出现了许多小空泡及小空泡聚合后的大空

泡 ; 给药 15 天后 ZYMT、LBLAP-H、LBLWE-L、H 及

LBLAPS-30%AE-H 组大鼠晶状体纤维细胞排列致密

且相对整齐, 虽然仍有空泡化现象存在, 但数量明显低

于模型组。
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5 生化指标变化

5.1 晶状体氧化应激及多元醇途径调节水平变化 

白内障大鼠晶状体生化指标变化如图 2A～E所示, 与

空白组相比, 模型组大鼠晶状体CAT、GSH及 SDH水

平均显著降低 (P < 0.01), AR 及 Ca2+含量均明显升高 

(P < 0.000 1); 与模型组相比, LBLWE及LBLAP各高、

低剂量给药组均显著升高晶状体CAT水平 (P < 0.01), 

LBLAPS高、低剂量给药组均显著升高晶状体GSH水平 

(P < 0.05); LBLWE、LBLAPS-WE 及 LBLAPS-30%AE

各高、低剂量给药组大鼠晶状体中 AR含量均显著减

少 (P < 0.01), LBLWE、LBLAPS 及 LBLAP 各高、低

剂量给药组大鼠晶状体中 SDH 含量明显增多 (P < 

0.05); LBLAP-H、LBLAPS-WE-L 和 LBLAPS-30%AE-

L 抑制 D-半乳糖所致晶状体中 Ca2+的堆积效果明显 

(P < 0.05)。

5.2 血清氧化应激水平变化 结果见图 2F～H, 与空

白组相比, 模型组大鼠血清中GSH及SOD水平明显降

低 (P < 0.05), MDA含量增多 (P < 0.001); 与模型组相

Figure 1　Lens opacity in cataracted rats treated with Lycium barbarum leaves and damage of cataracted rat in lens and liver. A: Pictures of 

lens opacity; B: The score of lens opacity in cataract rats after 15 days of treatment. n = 6, mean ± SD; C: H&E staining in the anterior 

capsule region (×200); D: H&E staining in the posterior capsule region (×200); E: H&E staining in liver (×200); F: Transmission electron 

microscopy observation of fiber cell changes in lens (×2 500). ####P < 0.000 1 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs Mod; 

Con: Control group; Mod: Model group; ZYMT: Zhangyanming tablet; LBLWE-L and H (WE-L and H): Low and high dose group of water 

extract of Lycium barbarum leaves; LBLAPS-L and H (APS-L and H): Low and high dose group of alcohol precipitation supernatant fraction 

of Lycium barbarum leaves; LBLAP-L and H (AP-L and H): Low and high dose group of alcohol precipitation fraction of Lycium barbarum 

leaves; LBLAPS-WE-L and H (APS-WE-L and H): Low and high dose group of water elution of alcohol precipitation supernatant fraction; 

LBLAPS-30%AE-L and H (APS-30%AE-L and H): Low and high dose group of 30% alcohol elution of alcohol precipitation supernatant 

fraction
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比 , LBLAP-L 组及 ZYMT 组大鼠血清 GSH 水平显著

提升 , MDA 水平明显降低 (P < 0.05), LBLAP-H 组、

LBLAPS-30%AE-H组及ZYMT组大鼠血清 SOD水平

显著提升 (P < 0.05)。

5.3 血清炎症因子水平变化 结果见图 2I、J, 与空白

组相比, 模型组大鼠血清中 IL-6及 NO含量显著升高 

(P < 0.001), 提示模型组大鼠出现明显炎症反应; 相比

模型组, LBL 各高、低剂量给药组均可使大鼠血清中

NO 含 量 显 著 降 低 (P < 0.001), LBLAPS-L、H 及

LBLAPS-30%AE-H 组大鼠血清中 IL-6含量明显降低 

(P < 0.05), 提示白内障大鼠血清出现炎症 , LBLAPS-

L、H及LBLAPS-30%AE-H缓解炎症反应效果佳。

5.4 肝脏氧化应激水平变化 如图 3A～C所示, 与空

白组比较, 模型组大鼠肝脏的GSH及SOD水平明显降

低 (P < 0.01), MDA含量显著上升 (P < 0.000 1), 提示

肝脏存在氧化损伤 ; 相比模型组 , LBLWE-L 及

LBLAPS-L、H明显提升大鼠肝脏GSH含量 (P < 0.05), 

LBLAPS-H、LBLAP-L、LBLAPS-WE-L 及 LBLAPS-

30%AE-H 显著降低肝脏中 MDA 水平 (P < 0.01), 

LBLAPS-30%AE-H明显提升大鼠肝脏 SOD活力 (P < 

0.05), 提示LBL不同给药部位减轻白内障大鼠肝脏组

织氧化损伤。

5.5 肝脏功能水平及炎症因子变化 大鼠肝脏功能

指标及炎症因子变化如图 3D～H, 模型组大鼠肝脏

ALT、AST、IL-6、NO及TNF-α水平相比于空白组显著

上升 (P < 0.01), 提示模型组大鼠肝脏损伤明显; 与模

型组相比, LBLWE-L、LBLAPS-L及LBLAPS-WE-H组

大鼠肝脏 ALT 及 AST 活力均明显降低 (P < 0.05); 与

模型组相比, LBL 各高低剂量给药组大鼠肝脏中 NO

含量均显著降低 (P < 0.05), LBLAPS-H、LBLAP-H、

LBLAPS-WE-H、LBLAPS-30%AE-H 及 LBLWE-L、H

给药组大鼠肝脏中 IL-6 及 TNF-α含量均明显降低 

(P < 0.05), 提示其具有明显抗炎效果, 且高剂量组的

抗炎效果优于低剂量组。

6 血浆与肝脏代谢组学分析

6.1 Con组与Mod组的多变量数据分析 采用UPLC-

QTOF-MS/MS 进行血浆及肝脏样品的分离和数据采

集, 得到正、负离子模式下样本离子流图 (图4A)。将QI

处理数据导入SIMCA、PLS-DA和OPLS-DA分析结果

如图 4B1～C4所示, Con组与Mod组的血浆及肝脏样

Figure 2　The effects of Lycium barbarum leaves in lens and serum of cataract rats. A: CAT; B: GSH; C: AR; D: SDH; E: Ca2+; A−E in 

lens. F: GSH; G: MDA; H: SOD; I: IL-6; J: NO; F−J in serum. n = 6, mean ± SD. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs Con; 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs Mod. CAT: Catalase; GSH: Glutathione; AR: Aldose reductase; SDH: Sorbitol dehydro‐

genase; Ca2+: Calcium ion; MDA: Malonaldehyde; SOD: Superoxide dismutase; IL-6: Interleukin- 6; NO: Nitric oxide
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本在正、负离子下均可以有效分离, 提示D-gal诱导的模

型组大鼠血浆及肝脏的代谢出现了明显紊乱。通过对

OPLS-DA结果分析得到相应血浆及肝脏正负离子的

S-plot图 (图 4D1～D4), S-plot上的点与中心点 0点的

距离代表组间差异的大小。200次置换检验后, 结果如

图4E1～E4, 血浆中R2Y在正负离子模式下分别为0.998

和 0.654, Q2回归线截距在正负离子中分别为−0.425

和−0.704; 肝脏组织中 R2Y 在正负离子模式下分别为

0.965 和 0.986, Q2 回归线截距在正负离子中分别为 

 −0.231和−0.18, 表明预测能力好, 没有出现过拟合现象。

6.2 血浆及肝脏中潜在的差异代谢物分析 将差异

代谢物导入HMDB数据库进行鉴定, 筛选出来源于血

液及肝脏的差异代谢物, 以白内障、衰老、氧化应激、肝

损伤、脂质代谢等为关键词查阅与筛选出的差异代谢

物相关联的文献进行对比, 最终筛选出 17个差异代谢

物 (共 15种), 见表 2, 其中 12个来自血浆, 5个来自肝

脏, 其中棕榈酸在血浆正负离子均可检测到, 磺酰胆碱

甘氨酸在血浆及肝脏的负离子模式下均被检测到。模

型组与空白组相比的质谱数据及变化趋势如表 2 所

示, D-半乳糖干预后大鼠血清中L-山梨糖、2-羟基硬脂

酸、硬脂酸等潜在生物标志物的含量下调, 而棕榈酸、

血栓素、磺酰胆碱甘氨酸等含量增加; 肝脏中 4-oxo-视

黄酸与花生四烯酸下调, 视黄酯、牛磺酸脱氧胆酸及磺

酰胆碱甘氨酸上调。

Figure 3　The effects of Lycium barbarum leaves in liver tissue of cataract rats. A: GSH; B: MDA; C: SOD; D: ALT; E: AST; F: IL-6; G: 

NO; H: TNF-α. n = 6, mean ± SD. ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs 

Mod. ALT: Alaninetransaminase; AST: Aspartate aminotransferase; TNF-α: Tumor necrosis factor α

Table 2　Potential biomarkers in plasma and liver of galactose cataract rats. aModel group vs control group; Pb: Plasma, Lb: Liver tissue; 
cThe common metabolite in plasma under different ion modes; dThe common metabolite in plasma and liver tissue

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

RT/min
0.87
7.31
8.92
9.03

10.40
11.74
18.06
18.91

5.85
12.42
13.81
16.46
17.56

5.93
6.71

14.32
15.65

Mass (m/z)
203.052 7
246.243 1
274.274 3
318.300 6
302.305 7
184.073 6
327.078 7
338.342 2
512.268 4
583.336 2
283.263 2
329.247 6
337.183 3
512.267 8
498.288 0
301.216 4
303.232 2

Metabolite
L-Sorbose
Myristic acid
Palmitic acid
2-Hydroxystearic acid
Stearic acidc

4-Trimethylammoniobutanoic acid
N-Acetylaspartylglutamic acid
Thromboxane
Sulfolithocholylglycined

Thioperamide
Stearic acidc

Docosapentaenoic acid
4-oxo-Retinoic acid
Sulfolithocholylglycined

Taurochenodesoxycholic acid
Retinyl ester
Arachidonic acid

Trenda

↓
↓
↑
↓
↓
↓
↓
↑
↑
↓
↓
↑
↓
↑
↑
↑
↓

ESI mode
+
+
+
+
+
+
+
+
−
−
−
−
+
−
−
−
−

HMDB
HMDB0001266
HMDB0000806
HMDB0000220
HMDB0062549
HMDB0000827
HMDB0001161
HMDB0001067
HMDB0003208
HMDB0002639
HMDB0259023
HMDB0000827
HMDB0006528
HMDB0006285
HMDB0002639
HMDB0000951
HMDB0003598
HMDB0001043

P/Lb

P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
L
L
L
L
L

·· 2601
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Figure 4　Total ion current chromatograms, PLS-DA, OPLS-DA, S-plot and 200 permutation test plots in positive mode and negative mode 

from plasma and liver. A: Total ion current chromatograms; 1 and 2 from plasma; 3 and 4 from liver; 1 and 3 for positive ion mode; 2 and 4 

for negative ion mode. B1−B4: PLS-DA score plots; C1−C4: OPLS-DA score plots; D1−D4: S-plot; E1−E4: 200 permutation test plots. B1−
E4 from control group and model group; B1, B2, C1, C2, D1, D2, E1, E2 from plasma; B3, B4, C3, C4, D3, D4, E3, E4 from liver; B1, B3, 

C1, C3, D1, D3, E1, E3 for positive ion mode; B2, B4, C2, C4, D2, D4, E2, E4 for negative ion mode (n = 6)

·· 2602
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6.3 枸杞叶提取物对D-半乳糖性白内障大鼠差异代

谢物的回调作用 D-半乳糖造模成功后给予障眼明片

及枸杞叶各化学部位药物干预, 通过对鉴定出的潜在

差异代谢物在Con、Mod及各给药组的相对含量 (以峰

面积计) 进行统计学分析, 得到药物具有明显回调作用

的差异代谢物如图 5所示, 在进行药物治疗后, 有 9种

差异代谢物的异常代谢得到了明显改善 (P < 0.05)。

6.4 枸杞叶提取物调节D-半乳糖性白内障大鼠代谢

紊乱的通路分析 将大鼠血浆及肝脏中鉴定出来的

15种差异代谢物的HMDB输入MetaboAnalyst6.0数据

库, 得到潜在的差异代谢物的代谢通路, 其中 impact > 

0.1的通路被认为是潜在的靶点代谢通路。如图 5K、L

所示, D-半乳糖诱导的白内障大鼠有 8条通路出现了

变化, 枸杞叶发挥作用的代谢通路有 6条, 其中有 1条

代谢通路的 impact值大于 0.1, 为视黄醇代谢通路, 认

为枸杞叶可能是通过改善这条代谢紊乱途径来发挥作

用。相比空白组大鼠, 模型组大鼠肝组织中 4-oxo-视

黄酸浓度降低、视黄酯浓度明显升高 (P < 0.000 1), 提

示 D-半乳糖致白内障模型与视黄醇代谢紊乱密切相

关。枸杞叶给药后能明显降低白内障大鼠肝组织中的

视黄酯浓度 (P < 0.01) (图 5J), 以低剂量组效果更佳, 

提示视黄酯是枸杞叶调节视黄醇代谢通路的关键生物

Figure 5　Relative peak areas in different ion patterns in plasma and liver and metabolic pathway analysis. A: Stearic acid; B: 2-Hydroxys‐

tearic acid; C: N-Acetylaspartylglutamic acid; D: Palmitic acid; E: Thromboxane. A−E in positive ion patterns in plasma. F: Stearic acid; G: 

Docosapentaenoic acid; H: Sulfolithocholylglycine; I: Thioperamide. F−I in negative ion patterns in plasma; J: Retinyl ester in negative ion 

patterns in liver. K: Metabolic pathways involved in all differential metabolites in plasma and liver of cataract rats; L: Metabolic pathways 

associated with the therapeutic effects exerted by various chemical fractions of LBL. a: Retinol metabolism; b: Arachidonic acid metabo‐

lism. n = 6, mean ± SD. #P < 0.05, ##P < 0.01, ####P < 0.000 1 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs Mod
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标志物, 且给药后逐渐向正常水平恢复。

讨论

枸杞叶药用历史悠久, 作为药食两用中药具有滋

肝补肾、明目益精之功, 在西北地区广为流行[16]。中医

将白内障归为“圆翳内障”范畴, 其病因主要是肝肾亏

损所致精血不足, 精血不能上荣于目, 从而使晶珠无法

受到滋养, 最终导致晶珠混浊, 其发病机制在于肝、肾、

脾。氧化损伤是白内障发生的重要机制, 大量脂质过

氧化物的堆积仍然会导致晶体屏障功能受损, 降低晶

状体相关酶活性, 晶体蛋白减少, 并可通过阻止谷胱甘

肽的氧化还原作用, 使晶体维持还原性谷胱甘肽的水

平受损, 引起晶体混浊[17]。现代医学认为, 在老年患者

中, 其可能是由于晶状体含水量降低, Ca2+浓度增加, 

总蛋白含量增加, 可溶性蛋白比例减少, 晶状体纤维硬

化失去弹性, 调节能力下降, 出现视物混浊[18]。在糖性

白内障患者中, 晶状体的渗透压改变学说得到广泛认

可, 当半乳糖在体内大量堆积时会引起多元醇通路的

激发, 大量糖经过晶状体囊膜被代谢转化为山梨醇和

果糖, 无法从晶状体内渗出囊膜, 使晶状体内部渗透压

增高, 细胞吸水溶胀, 导致细胞破裂, 形态改变且排列

紊乱[19], 而晶状体的透明度又依赖于排列整齐的上皮

细胞及纤维细胞, 故而透明度降低, 白内障产生。

本研究采用D-gal成功建立白内障大鼠模型, 经枸

杞叶提取物干预后的白内障大鼠晶状体混浊程度缓

解, 晶状体上皮细胞及纤维细胞病理状态好转, 肝脏病

理损伤同样改善。研究结果表明, 枸杞叶提取物可明

显改善大鼠晶状体 CAT、GSH、Ca2+、AR 及 SDH 水平, 

同时缓解血清及肝脏的氧化应激及炎症反应, 表现出

其抗炎、抗氧化及调节多元醇代谢失衡作用, 提示枸杞

叶可以有效延缓白内障病情的发展。

代谢组学常被用于挖掘 D-半乳糖建立的小鼠衰

老模型的代谢紊乱[20-22], 关于白内障模型目前尚缺乏代

谢调控的研究。本实验利用UPLC-QTOF-MS/MS技术

对大鼠血浆及肝脏组织进行代谢组学研究, 筛选出潜

在的生物标志物, 富集相关通路, 探究其作用机制。从

白内障大鼠的血浆及肝脏组织中共鉴定出15种与白内

障疾病相关的差异代谢物 , 枸杞叶提取物回调其中

9种差异代谢物, 提示这 9种差异代谢物与枸杞叶提取

物治疗白内障作用密切相关。代谢通路分析表明, 枸

杞叶提取物可通过调节视黄醇代谢途径发挥作用。

大量研究也发现, 视黄醇代谢异常是肝脏功能失

调的重要因素[23,24], Chen[25]认为视黄醇在肝脏内的代

谢很可能通过其在组织间的迅速转移与再循环与肾脏

等肝外组织紧密相连, 系统调控维生素A在机体内的

整体功能。有研究表明视黄醇的缺乏会影响眼结膜、

角膜和泪腺上皮细胞的正常功能, 导致干眼症的发生, 

同时其相关蛋白与近视的发生与发展密切相关[26,27]。

为了避免酯化过程中视黄醇的过度积累, 在细胞质内

视黄醇通常被视黄醇结合蛋白转化为视黄酯储存于肝

脏中, 从而保障肝脏功能正常运行[28]。D-半乳糖白内

障大鼠肝脏中视黄酯含量明显升高, 与文献[28]报道相

一致, 推测可能是由于视黄醇被大量转化为视黄酯储

存于肝脏中, 从而导致具有生理活性的视黄醇减少, 无

法与视黄醇结合蛋白相结合, 通过血液输送到眼组织, 

以供其正常的生理代谢。视黄醇通常最终转化为视黄

酸进入眼组织发挥作用, 有研究表明视黄酸可以促进

晶状体组织的再生与再修复[29], 从而缓解了晶状体的

损伤, 维持其透明度。而视黄醇减少导致转化为的视

黄酸含量降低, 晶状体损伤难以得到修复, 进而加重了

白内障的发展。在肝脏中经枸杞叶药物干预后视黄酯

含量明显降低, 推测其可能转化为视黄酸运送至眼组

织, 继而抑制了白内障的发展。

研究发现, 在LBLAPS及LBLAPS-30%AE中以芦

丁、绿原酸为代表的黄酮类成分及酚酸类成分含量丰

富; LBLWE及 LBLAPS-WE中富含生物碱类成分, 其

中以甜菜碱为主; LBLAP 中则含有较多的糖类成分, 

包括总多糖、酸性多糖等。现代研究[30-32]表明 , 黄酮

类、酚酸类、糖类成分及甜菜碱具有显著的抗炎、抗氧

化及保护肝损伤的作用, 可能是枸杞叶发挥明目功效

的主要活性成分。

本研究通过在血浆及肝脏组织中筛选出视黄醇代

谢途径进一步将其与白内障疾病紧密相连, 从而论证

了“肝开窍于目”的中医理论, 为枸杞叶明目功效科学

内涵的阐释及防治白内障的作用机制提供了科学依据

和重要支撑。
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