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杞菊地黄丸调控 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路改善
糖尿病视网膜病变小鼠炎症反应实验研究

赵春林１，马广成１，陶思翰１，陈卓琳１，王明月１，方鸣１，施炜２

（１．南京中医药大学第一临床医学院，江苏 南京 ２１００２３；２．南京中医药大学附属医院，江苏 南京 ２１０００４）

　　摘要：目的 基于纤维肉瘤蛋白（ｒａｐｉｄａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｉｂｒｏｓａｒｃｏｍａ，Ｒａｆ）／丝裂原活化的细胞外信号调节激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－
ａｃｔｉｖａｔｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＭＥＫ）／细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）信号
通路探讨杞菊地黄丸改善糖尿病视网膜病变炎症反应的价值。方法 将５０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为正常组，模型
组，杞菊地黄丸低剂量组，杞菊地黄丸中剂量组以及杞菊地黄丸高剂量组。通过腹腔注射链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，
ＳＴＺ）建立糖尿病模型。造模１２周后，正常组、模型组每天予生理盐水灌胃１次，杞菊地黄丸各剂量组每天予相应杞菊地
黄丸药液（１１，２２以及４４ｇ·ｋｇ－１）灌胃１次，连续８周。每月测定血糖、饮水量、排尿量、进食量以及体质量变化；影像学
检测［眼底血管荧光造影（Ｆｕｎｄｕｓａｎｇｉｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＦＦＡ）、光学相干断层扫描血管成像（Ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙａｎ
ｇｉｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴＡ）以及光学相干断层扫描（Ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴ）］评估视网膜病变情况；苏木精－伊红（Ｈｅ
ｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色评估视网膜组织病理学变化；免疫荧光（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＩＦ）检测视网膜组织白介素 －６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６），白介素－１７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１７，ＩＬ－１７）以及肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦ－α）表
达；酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测外周血中ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及ＴＮＦ－α水平。蛋白
免疫印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测视网膜组织中Ｒａｆ、ｐ－Ｒａｆ、ＭＥＫ、ｐ－ＭＥＫ、ＥＲＫ以及 ｐ－ＥＲＫ表达。结果 与正常组

相比，模型组小鼠随机血糖高，多饮、多尿、多食以及体质量下降症状明显；视网膜血管密度低，管径增粗，走行迂曲；视网

膜各层结构疏松，总体厚度变薄明显；ＩＬ－６、ＩＬ－１７、ＴＮＦ－α、ｐ－Ｒａｆ、ｐ－ＭＥＫ以及 ｐ－ＥＲＫ表达明显增多（Ｐ＜００１）。
与模型组相比，杞菊地黄丸组小鼠随机血糖高，多饮、多尿、多食以及体质量下降症状明显改善；血管密度低，管径增粗，

走行迂曲程度明显减轻；视网膜各层结构疏松，总体厚度变薄显著缓解；ＩＬ－６、ＩＬ－１７、ＴＮＦ－α、ｐ－Ｒａｆ、ｐ－ＭＥＫ以及
ｐ－ＥＲＫ表达明显减少（Ｐ＜００１）。结论 杞菊地黄丸能有效保护视网膜，延缓 ＤＲ进展，可能与其调控 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ
信号通路，发挥抗炎作用相关。

　　关键词：糖尿病视网膜病变；杞菊地黄丸；炎症；Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路
中图分类号：Ｒ２８９．５　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　文章编号：１６７３７７１７（２０２５）０１０１５２０８

基金项目：国家自然科学基金项目（８１９０４２５６）；江苏省中医药科技发展计划项目（ＹＢ２０１９５３）；溧阳市科技项目（ＬＣ２０１９００１）
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ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｔｓａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ；ＱｉｊｕＤｉｈｕａｎｇＰｉｌｌｓ（杞菊地黄丸）；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫｐａｔｈｗａｙ

　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是由糖尿病
引起的慢性并发症，具有致盲风险［１］。现全世界糖尿病患者

的ＤＲ发病率已达３０％～４０％［２］。目前，临床上ＤＲ诊疗主要
依靠影像学检测手段，包括眼底血管荧光造影（Ｆｕｎｄｕｓａｎ
ｇｉｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＦＦＡ）和光学相干断层扫描（Ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅ
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴ）／光学相干断层扫描血管成像（Ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒ
ｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴＡ）［３］。ＤＲ发生发展与炎症
反应密切相关，众多炎症因子积累促成微炎症环境，进而诱导

视网膜出现慢性、低度炎症性损伤［４］。目前，ＤＲ的临床治疗
方案主要是控制血糖、注射抗血管内皮生长因子药物以及视网

膜激光光凝手术［５］。但长期治疗并发症风险高且经济负担

重［６］。中医药治疗ＤＲ有其专属优势与充分临床经验。杞菊
地黄丸具有滋养肝肾明目的作用，是治疗眼部病症的经典方剂

之一。既往研究证实，杞菊地黄丸联合常规治疗可提高ＤＲ的
综合疗效有效率，还可以降低 ＤＲ患者肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－
６）以及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）水平，在一定程度上对于降低视网膜血管渗漏面积与
调节血糖有益［７－８］。此外，网络药理学研究表明，杞菊地黄丸

治疗糖尿病眼病可能与甲状腺激素、胰岛素的信号通路以及丝

裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）等
信号通路相关［９］。基于此，本研究拟通过体内实验探讨杞菊

地黄丸对糖尿病小鼠视网膜病变程度的影响及其作用机制，为

其进一步研究开发提供实验依据。

１　材料
１．１　动物

５０只ＳＰＦ级雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，８周龄，体质量２０～２５
ｇ，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司［动物许可证号ＳＣＸＫ
（京）２０１９－００１０］。饲养于南京中医药大学附属医院动物实
验中心［许可证号为 ＳＹＸＫ（苏）２０１７－００６９］，温度（２４±２）
℃，相对湿度为５０％，每日光照时长１２ｈ，昼夜环境交替，水食
不限。本实验符合南京中医药大学实验动物伦理要求（伦理

号２０２２ＤＷ－３３３－０２）。
１．２　药物

杞菊地黄丸由枸杞子（批号 ２１１０２５１３）、菊花（批号
２１０６１０７１）、熟地黄（批号２１１００１３３）、酒萸肉（批号２１１０２８８３）、
山药（批号 ２１０８３５７３）、泽泻（批号 ２１１００４０３）、牡丹皮（批号
２０１１０４８１）以及茯苓（批号２１１０２０６３）组成，均由南京中医药大
学附属医院提供。所有药材经南京中医药大学附属医院药学

部钱芳主任中药师鉴定符合《中华人民共和国药典》相关要

求。杞菊地黄丸汤剂制备：将药材混合，以４倍量蒸水充分浸
泡０．５ｈ后，煎煮４０ｍｉｎ后过滤；以相同体积蒸馏水重复煎煮
１次，过滤药液后将２次滤液合并，以旋转蒸发仪浓缩后置于４
℃保存。
１．３　主要试剂与仪器

链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司，货号
Ｓ０１３０），柠檬酸钠缓冲溶液（中国沃瑞达斯实验试剂耗材公
司，货号２０２２１１２０），复方托吡卡胺滴眼液（中国河北永光制药
有限公司，货号００４２２１８），三溴乙醇（中国爱贝生物科技有限
公司，货号 ２０９５Ａ），黏弹剂爱维（德国博士伦公司，货号
０１３２２），１０％荧光素钠（美国爱尔康公司，货号３０７３４），纤维肉
瘤蛋白（ｒａｐｉｄａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｆｉｂｒｏｓａｒｃｏｍａ，Ｒａｆ）抗体、ｐ－Ｒａｆ抗体、
丝裂原活化的细胞外信号调节激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｅｘｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＭＥＫ）抗体、ｐ－ＭＥＫ抗体、细
胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）
抗体以及 ｐ－ＥＲＫ抗体（美国 ＣＳＴ公司，货号分别为 ９４２２Ｔ、
９４３１Ｔ、８７２７Ｔ、９１５４Ｔ、４６９５Ｔ以及 ４３７０Ｔ），苏木精－伊红（Ｈｅ
ｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染液以及视网膜 ＩＬ－６、白介素 －１７（ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１７，ＩＬ－１７）、ＴＮＦ－α免疫荧光染色一抗（武汉赛维
尔生物科技有限公司，货号分别为 Ｇ１００５、ＧＢ１１０７１、ＧＢ１１１１７、
ＧＢ１１１１０－１、ＧＢ１１１８８），ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及 ＴＮＦ－α酶联免疫
吸附法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒
（艾方生物科技有限公司，货号 ＡＦ－０２４４６Ｍ１、ＡＦ－０２４５３Ｍ１、
ＡＦ－０２４１５Ｍ１）。血糖试纸（罗氏血糖健康医护公司，货号
６７０１７５），血糖仪（德国罗氏血糖健康医护公司），ＯＣＴ／ＯＣＴＡ
仪［中国图湃（北京）医疗科技有限公司］，共焦激光眼底造影

系统（中国高视医疗有限公司），荧光倒置显微镜（美国Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），酶标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公
司），ＴＧＬ１６Ｍ台式高速冷冻离心机（上海卢湘仪离心机仪器有
限公司），９８８洗板机（北京天石天力医疗器械技术开发中心），
凝胶成像分析系统（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。
２　方法
２．１　造模分组及给药

５０只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠适应性饲养１周后，按随机数字表法
分为正常组１０只和造模组４０只。禁食２４ｈ，禁水２ｈ，造模组
小鼠连续５ｄ腹腔注射ＳＴＺ溶液５０ｍｇ·ｋｇ－１（以ｐＨ为４．５柠
檬酸钠缓冲液低温避光配制），正常组连续５ｄ腹腔注射柠檬
酸钠缓冲液作为对照。７２ｈ后尾静脉采血，测定随机血糖≥
１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１为糖尿病小鼠。造模组小鼠继续常规喂养１２
周，测定血糖≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１，并伴有多饮、多尿、多食以及

３５１
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体质量明显减轻等表现，随机抽取正常组与造模组小鼠各３只
进行ＦＦＡ检测。造模组小鼠出现视网膜病变提示 ＤＲ小鼠造
模成功。将３７只实际成模ＤＲ小鼠按随机数字表法分为模型
组１０只，杞菊地黄丸低剂量组９只，杞菊地黄丸中剂量组９只
以及杞菊地黄丸高剂量组９只。正常组和模型组每天予生理
盐水灌胃１次，杞菊地黄丸低剂量、中剂量以及高剂量组每天
分别予相应杞菊地黄丸药液（１１、２２、４４ｇ·ｋｇ－１）灌胃１次，连
续干预８周。
２．２　检测指标
２．２．１　一般情况　每月１次监测小鼠随机血糖、饮水量、排尿
量、进食量以及体质量变化。

２．２．２　影像学检测　小鼠双眼滴复方托吡卡胺滴眼液散瞳，
腹腔注射０．０１ｍＬ·ｇ－１三溴乙醇诱导麻醉后进行双眼 ＯＣＴ／
ＯＣＴＡ检测。ＯＣＴ／ＯＣＴＡ检测完毕后立即双眼涂抹黏弹剂爱
维加覆盖盖玻片，腹腔注射０．１ｍＬ１０％荧光素钠造影剂后，立
即进行双眼ＦＦＡ检测。用图湃软件以及 ＩｍａｇｅＪ软件分析各
组小鼠视网膜血管变化、血管密度以及视网膜厚度。所有图像

均由同一位技术员采集，图像分析由同一位医师进行。

２．２．３　ＨＥ检测　视网膜组织经修剪、脱水、透明后采用石蜡
包埋。随后将蜡块固定于切片机，切成５μｍ厚度，热水中烫
平后贴于载玻片，恒温箱烘干。将切片依次采用二甲苯、无水

乙醇、７５％乙醇处理后，用自来水冲洗。先以苏木素染色，梯度
乙醇脱水后，采用伊红染液染色。进一步采用无水乙醇脱水，

二甲苯透明，中性树胶封片，光学显微镜下观察。

２．２．４　ＩＦ检测　将视网膜组织切片脱蜡至水后，采用抗原修
复液对切片进行抗原修复；牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕ
ｍｉｎ，ＢＳＡ）孵育 ３０ｍｉｎ后，分别加入 ＩＬ－６（１∶５００）、ＩＬ－１７
（１∶５００）以及 ＴＮＦ－α（１∶５００）一抗；洗涤后加入相应二抗
（１∶５００）室温孵育１ｈ；再次洗涤后加入荧光标记二抗；最后滴
加自发荧光淬灭剂５ｍｉｎ后，采用流水冲洗１５ｍｉｎ。其后将切
片甩干，滴加ＤＡＰＩ染液，室温下避光孵育１０ｍｉｎ；漂洗、甩干
后采用抗荧光淬灭剂封片；通过荧光显微镜观察切片并采集图

像。视网膜组织绿色荧光标记部位即为 ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及
ＴＮＦ－α蛋白阳性表达部位。每组随机统计３个视野阳性表
达细胞的平均荧光强度。

２．２．５　ＥＬＩＳＡ检测　将小鼠摘眼球取血，吸取血清１０μＬ加
入各孔中，参照 ＥＬＩＳＡ试剂盒的操作说明，测量各样本在４５０
ｎｍ波长下的光密度值，获得上清中 ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及 ＴＮＦ－
α含量。
２．２．６　ＷＢ检测　制备视网膜组织蛋白样本，上样、电泳、转
膜以及加入相应一抗 Ｒａｆ（１∶１０００）、ｐ－Ｒａｆ（１∶１０００）、ＭＥＫ
（１∶１０００）、ｐ－ＭＥＫ（１∶１０００）、ＥＲＫ（１∶１０００）、ｐ－ＥＲＫ（１∶
１０００）以及β－ａｃｔｉｎ（１∶５０００），４℃孵育过夜。相应二抗（１∶
５０００），３７℃孵育１ｈ，进行化学发光显影操作。采用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析目标条带的吸光度。根据内参条带的灰度值计算目

的条带的相对强度，从而得到目的蛋白的相对含量。

２．３　统计学方法
统计软件 ＳＰＳＳ２６．０和 ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８．１用于分析结

果。所有数据用 珋ｘ±ｓ表示，两组样本均数比较采用 ｔ检验，多
组间比较方差齐时采用单因素方差分析，组间多重比较采用最

小显著性差异法（ＬＳＤ）－ｔ检验，Ｐ＜００５为差异具有统计学
意义。

３　结果
３．１　杞菊地黄丸对模型小鼠一般状况的影响

与正常组相比，模型组小鼠各节点随机血糖值、饮水量、排

尿量以及进食量均显著升高，体质量显著降低；与模型组相比，

杞菊地黄丸各剂量组给药４周以及给药８周后血糖值、饮水
量、排尿量以及进食量均显著降低，体质量显著升高。其中，高

剂量长期给药对血糖值、进食量以及体质量改善效果佳，高剂量

短期给药对饮水量和排尿量改善效果佳。说明杞菊地黄丸可以

降低ＤＲ小鼠血糖，改善多饮多尿多食以及体质量下降症状，其
改善效果与给药剂量和干预时间相关。具体见表１－表５。

表１　各组小鼠随机血糖值比较（珋ｘ±ｓ）
单位：ｍｍｏｌ·Ｌ－１

组别 ｎ 第０周 第１２周 第１６周 第２０周

正常组　　　　　　 ６ ６．８３±０．５７ ６．６７±０．８３ ６．８０±０．７７ ６．８８±０．７３
模型组　　　　　　 ６ ７．０２±０．７３ ３２．６３±０．６０３２．８５±０．２５ ３２．３５±０．５６

杞菊地黄丸低剂量组 ６ ７．３２±０．７２ ３２．４３±１．２５ ３１．７８±１．４５＃＃ ３０．０５±０．６６＃＃

杞菊地黄丸中剂量组 ６ ６．５３±０．６９ ３１．９５±０．９０ ２９．９５±１．９５＃＃ ２７．１８±１．８２＃＃

杞菊地黄丸高剂量组 ６ ６．７７±０．１０ ３２．２５±０．７８ ２９．８７±０．９２＃＃ ２７．２８±２．０８＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
表２　各组小鼠体质量比较（珋ｘ±ｓ） 单位：ｇ

组别 ｎ 第０周 第１２周 第１６周 第２０周

正常组　　　　　　 ６ ２０．６５±０．７１ ３０．６２±１．５０ ３２．４７±２．１４ ３３．００±１．００
模型组　　　　　　 ６ ２０．７８±０．６１ ２５．４７±０．４１２３．５５±０．２７ ２２．１０±１．５８

杞菊地黄丸低剂量组 ６ ２０．７７±０．５２ ２５．４７±０．９８ ２４．８７±１．１３＃ ２４．２２±１．９３＃

杞菊地黄丸中剂量组 ６ ２０．７７±０．５５ ２５．４８±０．７４ ２５．７５±１．０４＃＃ ２７．２２±０．６６＃＃

杞菊地黄丸高剂量组 ６ ２０．７５±０．５２ ２５．４０±０．９５ ２５．６５±０．９３＃＃ ２７．０５±０．９６＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
表３　各组小鼠每日饮水量比较（珋ｘ±ｓ） 单位：ｍＬ

组别 ｎ 第０周 第１２周 第１６周 第２０周

正常组　　　　　　 ６ ６．１３±０．２０ ６．２３±０．２２ ６．４３±０．４４ ６．４５±０．２３
模型组　　　　　　 ６ ６．１８±０．２６ ２９．５０±０．２２２８．５７±０．２７ ２９．６５±０．２６

杞菊地黄丸低剂量组 ６ ６．１８±０．３２ ２９．４５±０．４０ ２４．４０±０．３７＃＃ ２６．６０±０．３７＃＃

杞菊地黄丸中剂量组 ６ ６．１８±０．２６ ２９．４０±０．２４ ２３．１８±０．２３＃＃ ２３．６８±０．２３＃＃

杞菊地黄丸高剂量组 ６ ６．１２±０．２３ ２９．６７±０．３６ ２２．９３±０．４７＃＃ ２３．３８±０．８０＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
表４　各组小鼠每日进食量比较（珋ｘ±ｓ） 单位：ｍｇ

组别 ｎ 第０周 第１２周 第１６周 第２０周

正常组　　　　　　 ６ ３．４７±０．０４ ４．０３±０．０２ ３．９３±０．１４ ４．００±０．１３
模型组　　　　　　 ６ ３．４７±０．０２ ６．４１±０．０１ ６．４０±０．０２ ６．４３±０．０４

杞菊地黄丸低剂量组 ６ ３．４６±０．０１ ６．４１±０．０３ ５．１０±０．０５＃＃ ５．０１±０．０３＃＃

杞菊地黄丸中剂量组 ６ ３．４６±０．０３ ６．４２±０．０３ ４．６０±０．０２＃＃ ４．６０±０．０６＃＃

杞菊地黄丸高剂量组 ６ ３．４６±０．０３ ６．３９±０．０２ ４．７１±０．０２＃＃ ４．６８±０．１５＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
表５　各组小鼠每日排尿量比较（珋ｘ±ｓ） 单位：ｍＬ

组别 ｎ 第０周 第１２周 第１６周 第２０周

正常组　　　　　　 ６ １．６５±０．１０ １．６２±０．０４ １．６３±０．１０ １．６３±０．０５
模型组　　　　　　 ６ １．６３±０．０５ １９．１７±０．２０１８．６３±０．２６ １９．０２±０．３４

杞菊地黄丸低剂量组 ６ １．６２±０．１０ １９．１５±０．３６ １４．８２±０．０８＃＃ １７．５２±０．１３＃＃

杞菊地黄丸中剂量组 ６ １．６５±０．１０ １９．１８±０．１５ １２．２７±０．１９＃＃ １３．９２±０．１５＃＃

杞菊地黄丸高剂量组 ６ １．６４±０．０９ １９．１３±０．３９ １３．３３±０．１９＃＃ １５．５５±０．１２＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
３．２　杞菊地黄丸对ＤＲ小鼠影像学指标的影响

ＦＦＡ结果表明，与正常组相比，模型组小鼠大血管管径增
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粗，形态迂曲，二级血管迂曲扩张，毛细血管分布稀疏；与模型

组相比，杞菊地黄丸各剂量组大血管管径减小，形态规整，二级

血管迂曲扩张程度明显减轻，毛细血管分布密集。其中，以中

剂量和高剂量组干预效果更明显。ＯＣＴ／ＯＣＴＡ结果提示，与正
常组相比，模型组小鼠视网膜变薄，血管密度降低；与模型组相

比，杞菊地黄丸各剂量组小鼠视网膜变厚，血管密度升高。其

中，以中剂量和高剂量组干预效果更明显。具体见插页ⅩⅩⅨ
图１。
３．３　杞菊地黄丸对ＤＲ小鼠视网膜组织病理形态的影响

与正常组相比，模型组小鼠视网膜血管明显扩张，内界膜

出现断裂，各层细胞排列疏松无规则，胞间间隙大，数量显著减

少，部分细胞呈现空泡样改变；与模型组相比，杞菊地黄丸各剂

量组小鼠视网膜血管扩张明显减轻，内界膜完整性尚可，各层

细胞排列较整齐紧密，各层细胞数量明显增多，空泡样改变较

少，较接近于正常组视网膜形态。其中，以中高剂量组改善效

果更明显。具体见插页ⅩⅩⅩ图２。
３．４　杞菊地黄丸对 ＤＲ小鼠视网膜中 ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及
ＴＮＦ－α表达的影响

与正常组比较，模型组小鼠视网膜组织中 ＩＬ－６、ＩＬ－１７
以及 ＴＮＦ－α荧光显著增强；外周血中 ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及
ＴＮＦ－α含量明显上升。与模型组比较，杞菊地黄丸高剂量组
小鼠视网膜组织中ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及 ＴＮＦ－α荧光强度明显
减弱；杞菊地黄丸低中高剂量组外周血中 ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及
ＴＮＦ－α含量明显下降，且呈剂量依赖性。说明 ＤＲ小鼠炎症
水平高，杞菊地黄丸能够改善ＤＲ小鼠视网膜炎症水平。具体
见插页ⅩⅩⅪ图３、表６。

表６　各组小鼠外周血中ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及
ＴＮＦ－α含量比较（ＥＬＩＳＡ，珋ｘ±ｓ） 单位：ｐｇ·ｍＬ－１

组别 ｎ ＩＬ－６ ＩＬ－１７ ＴＮＦ－α

正常组　　　　　　 ６ ４３．４７±４．２６　 １８．５８±０．９８　 ２３３．３３±１６．４３　
模型组　　　　　　 ６ ８５．０３±８．２５ ３８．５１±３．２４５２１．４８±１５．８３

杞菊地黄丸低剂量组 ６ ７４．５７±２．９４＃＃ ３１．９４±２．０４＃＃ ３６１．７５±４．０３＃＃

杞菊地黄丸中剂量组 ６ ５５．９５±２．４６＃＃ ２４．２７±０．６７＃＃ ３１５．８８±３４．７２＃＃

杞菊地黄丸高剂量组 ６ ４８．２７±３．２６＃＃ ２１．３３±０．８０＃＃ ２８４．６９±２３．００＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
３．５　杞菊地黄丸对 ＤＲ小鼠视网膜组织 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路
蛋白表达的影响

与正常组比较，模型组小鼠视网膜组织中 ｐ－Ｒａｆ、ｐ－
ＭＥＫ以及ｐ－ＥＲＫ蛋白表达量明显增加（Ｐ＜００１）；与模型组
比较，杞菊地黄丸各剂量组小鼠的视网膜组织中 ｐ－Ｒａｆ、ｐ－
ＭＥＫ以及ｐ－ＥＲＫ蛋白表达量均降低（Ｐ＜００１），呈现剂量依
赖性。说明ＤＲ小鼠视网膜 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路活性较强，杞
菊地黄丸能抑制该通路活性，抑制作用与剂量成正比。具体见

图４、表７。
４　讨论

ＤＲ属中医学“消渴目病”范畴，刘河间认为病机是消渴日
久、肾阴亏虚、肝失濡养、肝肾精血不足、不能上承于目。杞菊

地黄丸系《医级》方，具有滋养肝肾明目的功效，是治疗肝肾不

足导致的眼部病证的良方。多项研究显示，杞菊地黄丸防治糖

尿病眼病的疗效颇佳，但中药治疗疾病具有多靶点、多通路的特

点，故其具体机制尚不明确［８，１０］。因此，本研究采用杞菊地黄丸

干预ＳＴＺ诱导的糖尿病小鼠，探讨该方治疗ＤＲ的具体机制。

　　注：（Ａ）正常组，（Ｂ）模型组，（Ｃ）杞菊地黄丸低剂量
组，（Ｄ）杞菊地黄丸中剂量组，（Ｅ）杞菊地黄丸高剂量组。
图４　各组小鼠视网膜组织ｐ－Ｒａｆ、Ｒａｆ、ｐ－ＭＥＫ、ＭＥＫ、

ｐ－ＥＲＫ以及ＥＲＫ蛋白表达条带（ＷＢ，ｎ＝３）
表７　各组小鼠视网膜组织ｐ－Ｒａｆ／Ｒａｆ、ｐ－ＭＥＫ／ＭＥＫ

以及ｐ－ＥＲＫ／ＥＲＫ表达（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｐ－Ｒａｆ／Ｒａｆ ｐ－ＭＥＫ／ＭＥＫ ｐ－ＥＲＫ／ＥＲＫ

正常组　　　　　　 ３ ０．５０±０．１１ ０．３２±０．０２ ０．６７±０．１５
模型组　　　　　　 ３ ０．９４±０．１１ ０．５８±０．０７ １．４７±０．０５

杞菊地黄丸低剂量组 ３ ０．７１±０．１３＃ ０．４１±０．０５＃ ０．９４±０．２５＃

杞菊地黄丸中剂量组 ３ ０．６１±０．０９＃＃ ０．３５±０．０６＃＃ ０．６６±０．１０＃＃

杞菊地黄丸高剂量组 ３ ０．４２±０．１３＃＃ ０．２８±０．０１＃＃ ０．５６±０．１４＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比
较，Ｐ＜００１。
　　大量临床研究经影像学检查发现，与正常组相比，ＤＲ组
患者视盘及黄斑区神经纤维层厚度薄变［１１－１３］。此外，张琴等

通过ＨＥ染色发现糖尿病小鼠视网膜内界膜断续且不完整，视
网膜各层组织疏松水肿，神经节细胞排列松散不规则，毛细血

管扩张和新生血管形成等［１４］。说明糖尿病会导致视网膜发生

病变，与本研究结论相符。而视网膜病变与炎症水平具有一定

相关性，查阅文献可知，与非糖尿病眼相比，ＤＲ患者眼中 ＩＬ－
６、ＩＬ－１７和 ＴＮＦ－α的水平升高［１５－１９］。糖尿病大鼠外周血

ＩＬ－６以及ＴＮＦ－α水平显著升高［２０］。ＩＬ－１７在体外加剧高
糖诱导的视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞活化和功能障碍［２１］。视网膜缺血

增加代偿性血管生成、组织重塑和炎症，可能由 ＩＬ－６和
ＴＮＦ－α表达升高介导［２２］。此外，高炎症水平可能与 ＭＡＰＫｓ
信号通路相关。ＭＡＰＫｓ信号通路是参与调控炎症的经典信号
通路，Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ是 ＭＡＰＫｓ亚族的经典信号通路，Ｒａｆ作
为该通路的起始因子，活化后产生的 ｐ－Ｒａｆ能够促使下游
ＭＥＫ蛋白磷酸化（ｐ－ＭＥＫ），ｐ－ＭＥＫ激活 ＥＲＫ基因并使之
发生磷酸化（ｐ－ＥＲＫ），进而调控下游炎症因子表达，并最终
调控炎症水平。既往研究表明糖尿病大鼠ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通
路激活会导致ＩＬ－６、ＴＮＦ－α旁分泌途径随之激活，进一步使
得血管内皮受损［２３］。高糖培养诱导视网膜色素上皮细胞ＥＲＫ
活化，上调促炎因子 ＩＬ－６表达水平［２４］，加重炎症反应。此

外，Ｒａｓ／ＥＲＫ信号通路也与促炎因子ＩＬ－１７密切相关［２５］。下

调ＭＡＰＫ信号通路可以有效抑制炎症反应［２６］。因此，本研究

通过比较各组小鼠视网膜病变程度、测定视网膜组织 ＩＬ－６、
ＩＬ－１７和ＴＮＦ－α表达水平以及 Ｒａｆ、ｐ－Ｒａｆ、ＭＥＫ、ｐ－ＭＥＫ、
ＥＲＫ以及ｐ－ＥＲＫ蛋白表达水平后发现，糖尿病小鼠发生视网
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膜病变与高炎症水平以及 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路具有一定
相关性。

杞菊地黄丸干预后，ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及ＴＮＦ－α表达水平
显著下调，视网膜组织Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路蛋白及其磷酸化水
平降低，视网膜病变程度明显减轻。说明杞菊地黄丸可通过调

控Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路，发挥抗炎作用，延缓ＤＲ小鼠病程
进展。分析其原因可能与中药杞菊地黄丸多成分、多靶点的作

用特点相关。有研究表明，杞菊地黄丸中的枸杞子的有效成分

枸杞多糖可通过抑制炎症小体／细胞焦亡信号通路的激活，保
护人视网膜色素上皮细胞免受高糖损伤［２７］。此外，不同浓度

枸杞多糖可以抑制ＤＲ小鼠核因子以及 ＥＲＫ的蛋白表达［２８］。

陈晓宇研究发现杞菊地黄丸中的菊花改善大鼠关节炎症状，减

少炎症介质的释放，也可能与磷酸化ＥＲＫ激活相关［２９］。徐瑞

豪等通过体外实验发现菊花可以调节 ＥＲＫ信号通路，抑制炎
症因子释放，进而改善脂多糖诱导的血管内皮细胞损伤［３０］。

综上所述，杞菊地黄丸能够抑制ＩＬ－６、ＩＬ－１７和ＴＮＦ－α
表达，保护视网膜，延缓 ＤＲ进展可能与 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路
有关，但更加深入的作用机制还需要进一步的研究。
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探讨［Ｄ］．合肥：安徽医科大学，２００７．

［３０］　徐瑞豪，樊慧，张莉，等．怀菊花中咖啡酰基奎宁酸类化合物
通过调节 ＥＲＫ／ＭＡＰＫ信号通路改善 ＬＰＳ诱导的 ＨＵＶＥＣ血管
内皮细胞损伤［Ｊ］．药学学报，２０１９，５４（７）：１２０７－１２１３．
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杞菊地黄丸通过调控Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路改善
糖尿病视网膜病变小鼠炎症反应的实验研究

（正文见１５２－１５６页）

　　注：（Ａ）正常组，（Ｂ）模型组，（Ｃ）杞菊地黄丸低剂量组，（Ｄ）杞菊地黄丸中剂量组，（Ｅ）杞菊地黄丸高剂量组。ＦＦＡ图中红色箭头提示
大血管管径扩张或走行迂曲，黄色箭头提示二级血管迂曲扩张；绿色箭头提示毛细血管分布稀疏区域。ＯＣＴＡ（横观）图中黑线代表视网膜
血管网。ＯＣＴＡ（纵观）图中红色代表视网膜血流。ＯＣＴ图中绿线之间的宽度代表视网膜厚度。

图１　各组小鼠影像学检测（ＦＦＡ、ＯＣＴＡ以及ＯＣＴ检测，ｎ＝３）
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　　注：（Ａ）正常组，（Ｂ）模型组，（Ｃ）杞菊地黄丸低剂量组，（Ｄ）杞菊地黄丸中剂量组，（Ｅ）杞菊地黄丸高剂量组。ＩＬＭ：内界膜；
ＧＣＬ：神经节细胞层；ＩＰＬ：内丛状层；ＩＮＬ：内核层；ＯＰＬ：外丛状层；ＯＮＬ：外核层；ＥＬＭ：外界膜；ＩＳ／ＯＳ：感光细胞层；ＲＰＥ：色素上皮层。
红色箭头提示内界膜断裂；黄色箭头提示细胞排列疏松紊乱；绿色箭头提示血管扩张。

图２　各组小鼠视网膜组织病理变化（ＨＥ染色，×３００，ｎ＝３）
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　　注：ＩＬＭ：内界膜；ＧＣＬ：神经节细胞层；ＩＰＬ：内丛状层；ＩＮＬ：内核层；ＯＰＬ：外丛状层；ＯＮＬ：外核层；ＩＳ／ＯＳ：感光细胞层；ＲＰＥ：色素上皮层。
图３　各组小鼠视网膜组织ＩＬ－６、ＩＬ－１７以及ＴＮＦ－α水平（ＩＦ，×３００，ｎ＝３）


