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［２１］　ＶＡＮＤＥＲＢＯＲＧＨＴＳ，ＫＯＭＵＴＡＭ，ＬＩＢＢＲＥＣＨＴＬ，ｅｔａｌ．Ｅｘ
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２０２０，３０（１０）：７６４－７７６．
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ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ－ｌｉｋｅｐｒｏｐ
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ｃａｔｅｎｉｎ／Ｓｎａｉｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１４，７２３：
１５６－１６６．

［２４］　ＨＡＳＬＥＨＵＲＳＴＡＭ，ＫＯＴＩＭ，ＤＨＡＲＳＥＥＭ，ｅｔａｌ．ＥＭＴｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｓｎａｉｌａｎｄｓｌｕｇｄｉｒｅｃｔｌｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１２，１２：９１．

［２５］　ＴＡＮＪＸ，ＹＯＵＹ，ＸＵＴＢ，ｅｔａｌ．Ｐａｒ－４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｃｏｎｆｅｒｓ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｖｉａ ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
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７－１５．
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ＴｕｍｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣＤ９５ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０１０，９：１６１．
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１７０７－１７１７．

第４３卷　第９期
２０２５年 ９月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２５

ＤＯＩ：１０．１３１９３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３７７１７．２０２５．０９．０３２

左归丸调节 ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３信号通路
在产前应激子鼠视网膜发育中的作用

喻小明１，２，田文静１，江晓翠２，３，邹悦４，陈思易５，张玮珩１，萧闵２，３

（１．湖北中医药大学基础医学院，湖北 武汉 ４３００６５；２．湖北中医药大学时珍实验室，湖北 武汉 ４３００６５；
３．湖北中医药大学实验动物中心，湖北 武汉 ４３００６５；４．湖北中医药大学体育健康学院，湖北 武汉 ４３００６５；

５．湖北中医药大学中医学院，湖北 武汉 ４３００６５）

　　摘要：目的 探讨左归丸调节 Ｊａｎｕｓ蛋白酪氨酸激酶２（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２，ＪＡＫ２）／信号转导子和转录激活子３（ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）信号通路在产前应激（ｐｒｅｎａｔａｌｓｔｒｅｓｓ，ＰＳ）子鼠视网膜发育中的作用。方
法 制备ＳＤ孕鼠３２只，随机分为空白对照组、模型组、左归丸组（１８．９ｇ·ｋｇ－１）、维生素 Ｅ组（１．４４ｍｇ·ｋｇ－１），每组８
只；除空白对照组以外，其余各组均采用慢性不可预测轻度应激法（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）建立ＰＳ孕鼠
模型。通过行为学测试评估ＰＳ孕鼠模型；酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测血清糖皮
质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣ）和血清甲状腺素４（ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ４，Ｔ４）含量；苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色观察胚胎
１８ｄ（Ｅ１８）、出生当天（Ｐ０）、出生２１ｄ（Ｐ２１）子鼠视网膜形态变化；免疫荧光检测子鼠视网膜表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒ
ｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）蛋白表达；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测子鼠视网膜组织ＥＧＦＲ、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
通路相关蛋白表达；结果 与空白对照组比较，模型组孕鼠糖水偏爱度、运动探索能力、血清Ｔ４含量均降低，ＧＣ水平升高
（Ｐ＜００５）；与模型组比较，左归丸组与维生素 Ｅ组孕鼠糖水偏爱度、运动探索能力、Ｔ４水平升高，ＧＣ水平降低（Ｐ＜
００５）；模型组子鼠在Ｅ１８和Ｐ０视网膜分化滞后，Ｐ２１视网膜病理损伤严重，ＥＧＦＲ阳性信号减弱，视网膜组织 ｐ－ＥＧ
ＦＲ／ＥＧＦＲ、ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２、ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３蛋白表达水平均降低（Ｐ＜００５）；给予左归丸和维生素 Ｅ干预后可不同程
度改善上述异常指标。结论 母代干预左归丸可通过ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３改善ＰＳ对子代大鼠视网膜发育的影响。
　　关键词：左归丸；ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３通路；产前应激；子代；视网膜发育
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ｃｃｘｉａｏ５２０＠ｈｂｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ。
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ＥｆｆｅｃｔｏｆＺｕｏｇｕｉＰｉｌｌ（左归丸）ｏｎＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３ＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ
ｉｎＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＲｅｔｉｎａｉｎＰｒｅｎａｔａｌＳｔｒｅｓｓｅｄＲａｔｓ

ＹＵＸｉａｏｍｉｎｇ１，３，ＴＩＡＮＷｅｎｊｉｎｇ１，ＪＩＡＮＧＸｉａｏｃｕｉ２，３，ＺＯＵＹｕｅ４，ＣＨＥＮＳｉｙｉ５，ＺＨＡＮＧＷｅｉｈｅｎｇ１，ＸＩＡＯＭｉｎ２，３

（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｗｕｈａｎ４３００６５，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＳｈｉＺｈｅｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｗｕｈａｎ４３００６５，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ；

３．ＬａｂｏｒａｔｏｒｙＡｎｉｍａｌＣｅｎｔｅｒ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｗｕｈａｎ４３００６５，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ；
４．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈｙｓｉｃａｌＥｄｕｃａｔｉｏｎａｎｄＨｅａｌｔｈ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｗｕｈａｎ４３００６５，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ；
５．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｗｕｈａｎ４３００６５，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＺｕｏｇｕｉＰｉｌｌ（左归丸）ｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＪａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２（ＪＡＫ２）ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３（ＳＴＡＴ３）ｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｐｒｅｎａｔａｌｓｔｒｅｓｓ（ＰＳ）ｒａｔｓ．ＭｅｔｈｏｄｓＴｈｉｒｔｙ－ｔｗｏｐｒｅｇｎａｎｔ
ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ＺｕｏｇｕｉＰｉｌｌｇｒｏｕｐ（１８．９ｇ·ｋｇ－１）ａｎｄｖｉｔａｍｉｎＥｇｒｏｕｐ
（１４４ｍｇ·ｋｇ－１），ｗｉｔｈ８ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＰＳｍｏｄｅｌｂｙｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ
（ＣＵＭＳ）．ＴｈｅＰＳｍｏｄｅｌｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｂｅｈａｖｉｏｒａｌｔｅｓｔｓ，ａｎｄｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ（ＧＣ）ａｎｄｔｈｙｒｏｘｉｎｅ－４（Ｔ４）
ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）．Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｒｅｔｉｎａｏｆｔｈｅｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－
ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇａｔ１８，２１ａｎｄ２１ｄａｙｓａｆｔｅｒｂｉｒｔｈｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＥＧ
ＦＲ）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｏｆｔｈｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥＧＦＲａｎｄＪＡＫ２／
ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆｓｕｇａｒｗａ
ｔｅｒ，ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｘｅｒｃｉｓｅｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｅｒｕｍＴ４ｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＧＣｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｏｄ
ｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＩｎＺｕｏｇｕｉＰｉｌｌｇｒｏｕｐａｎｄｖｉｔａｍｉｎＥｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｇｌｕｃｏｓｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，ｅｘｅｒｃｉｓｅｅｘｐｌｏｒｉｎｇａｂｉｌｉｔｙａｎｄＴ４ｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｐｒｅｇｎａｎｔｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＧＣｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｄｅｌａｙｅｄｒｅｔｉｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎＥ１８ａｎｄＰ０，ｓｅｖｅｒｅｒｅｔｉｎａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｉｎＰ２１ａｎｄｗｅａｋｅｎｅｄＥＧＦＲｐｏｓｉ
ｔｉｖｅｓｉｇｎａｌ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ－ＥＧＦＲ／ＥＧＦＲ，ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２ａｎｄｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３ｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＺｕｏｇｕｉＰｉｌｌｇｒｏｕｐａｎｄｖｉｔａｍｉｎＥｇｒｏｕｐｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅａｂｏｖｅａｂｎｏｒｍａｌｉｎｄｅｘｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓ．Ｃｏｎ
ｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｍａｔｅｒｎａｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＺｕｏｇｕｉＰｉｌｌｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＳｏｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｏｆｆｓｐｒｉｎｇｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈ
ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＺｕｏｇｕｉＰｉｌｌ（左归丸）；ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｐｒｅｎａｔａｌｓｔｒｅｓｓ；ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ；ｒｅｔｉｎａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

　　弱视是一种视觉剥夺或视觉信息处理功能障碍性疾病，主
要表现为单眼或双眼最佳矫正视力低于正常［１］。在怀孕期间

女性暴露异常会扰乱宫内环境，影响子代视网膜结构正常发

育［２］，与弱视的发生发展密切相关［３－４］。近年来，国内外关于

产前应激（ｐｒｅｎａｔａｌｓｔｒｅｓｓ，ＰＳ）对子代中枢神经系统发育的影响
主要集中在海马区、杏仁核和前额叶皮层［５－６］，而被视为中枢

神经系统延伸的视网膜的研究却不多见。调查显示，弱视在儿

童中患病率为１％ ～６％，是儿童视力障碍的常见原因［７］。其

治疗关键在于早发现早干预，如错过最佳治疗时机，不仅会造

成患者的终生视力缺陷，还会导致严重的心理疾病。

中医古籍中无弱视病名，根据仅视物模糊的症状将其归为

“视瞻昏渺”“小儿青盲”等范畴。主要责于先天肾精禀赋不

足，导致肾阴精亏损，精气不能上注于目，目失濡养，神光发生

无源，致目视不明。Ｊａｎｕｓ蛋白酪氨酸激酶２（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２，
ＪＡＫ２）／信号转导子与转录激活子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉ
ｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）参与胚胎组织发育过程，可调控
视网膜神经节细胞、Ｍüｌｌｅｒ细胞存活等［８］。课题组先前已证实

左归丸通过填补母代肾精可防治ＰＳ致子鼠脑、睾丸、胸腺等发
育障碍［９－１０］，然而左归丸能否通过调控 ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３信号通
路挽救ＰＳ子代视网膜发育异常尚不明确。因此，本研究从动

物水平拟探讨左归丸调控ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路对ＰＳ子鼠视
网膜发育起保护作用，为临床防治弱视疾病提供一定的理论

依据。

１　材料
１．１　实验动物

６～８周龄 ＳＤ雌性大鼠３２只，雄性大鼠１０只，体质量为
（２００±２０）ｇ，购自河南斯克贝斯生物科技股份有限公司，许可
证编号ＳＣＸＫ（豫）２０２０－０００５。所有动物饲养于湖北中医药
大学实验动物中心，室温（２２±２）℃，相对湿度 ５０％ ～７０％。
本实验通过湖北中医药大学实验动物伦理委员会批准（ＨＵＣ
ＭＳ３０４４３０４１）。
１．２　主要药物与试剂

左归丸（仲景宛西制药股份有限公司，批准文号国药准字

Ｚ４１０２０６９６）、维生素Ｅ软胶囊（青岛双鲸药业股份有限公司，
批准文号国药准字 Ｈ３７０２３０８６）；大鼠糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉ
ｃｏｉｄｓ，ＧＣ）、大鼠甲状腺素４（ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ４，Ｔ４）酶联免疫吸附法
（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海江莱
生物科技有限公司，货号ＪＬ２７０７３、ＪＬ１２４０３）；ＦＡＳ眼球固定液、
ＳＴＡＴ３抗体、ＪＡＫ２抗体、ｐ－ＪＡＫ２抗体、表皮生长因子受体
（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）抗体、磷酸化表皮生长

４７１
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因子受体（ｐ－ＥＧＦＲ）抗体、β－ａｃｔｉｎ抗体、山羊抗兔辣根过氧
化物酶（ＨＲＰ）标记ＩｇＧ二抗（武汉塞维尔生物科技有限公司，
货 号 Ｇ１１０９、ＧＢ１２１７６、ＧＢ１１３２５、ＧＢ１１４５８５、ＧＢ１１１５０４、
ＧＢ１１５６６２、ＧＢ１１００１、ＧＢ２３３０３）；ｐ－ＳＴＡＴ３抗体（Ｂｉｏ－Ｓｗａｍｐ
公司，货号ＲＭＡＢ４９９９４）。
１．３　主要仪器

ＫＺ－Ⅲ－ＦＰ低温型组织研磨仪（武汉赛维尔生物科技有
限公司）；ＣＲ２１Ｇ型冷冻高速离心机（日立公司）；ＤＹＣＺ－
２４ＤＨ型电转仪、ＤＹＣＺ－４０Ｄ转膜仪（北京六一仪器厂）；全自
动化学发光分析仪（上海天能 Ｔａｎｏｎ－５２００）；Ｅ１００型荧光显
微镜（ＮＩＫＯＮ公司）；Ｅ１００型显微镜（日本尼康公司）；ＳＣＧ－
Ｗ２０００化学发光成像仪（武汉赛维尔生物科技有限公司）。
２　方法
２．１　动物造模、分组及给药

大鼠适应性喂养７ｄ后，于晚间雌雄２∶１的比例进行自然
交配。第２日清晨检查阴道涂片判断雌鼠是否怀孕，若精子阳
性视为妊娠第０天，单笼、繁殖饲料喂养。使用随机数字法将
３２只孕鼠分为空白对照组，模型组，左归丸组，维生素Ｅ组，每
组８只。造模方法参考文献［１１－１２］，除空白对照组外，其他
各组从受孕第１天起，采用仿地震平台、光电刺激箱、强迫游泳
复合应激，复刻子代先天肾虚模型，直到孕鼠分娩。

①仿地震平台法：将孕鼠轻柔地放入地震平台模拟震动，
振幅２～３ｃｍ，频率２～５Ｈｚ。

②光电刺激箱法：将孕鼠轻柔地放入光电刺激箱内，足底
电击５ｓ，停止２ｍｉｎ，再次足底电击，重复３次电击实验。

③游泳法：将孕鼠轻柔地放入泳槽内，水深６０ｃｍ，水温
（３０±２）℃，进行１ｈ游泳运动（孕鼠在水面漂浮不动或尾巴支
持于泳槽底部，用玻璃棒在孕鼠周围轻轻搅动，引导孕鼠进行

游泳运动）。当孕鼠鼠鼻没入水面下２ｓ时，立即取出孕鼠并
用吹风机吹干。受孕２０ｄ时，采用糖水偏好实验、旷场实验及
ＥＬＩＳＡ检测血清ＧＣ水平评估ＰＳ模型建立是否成功［１３］。

造模１１ｄ后，即受孕第１２天开始相应药物给药。根据大
鼠与人体间的面积换算公式［１４］，空白对照组、模型组均给予

１０ｍＬ·ｋｇ－１蒸馏水，左归丸组给予１８．９ｇ·ｋｇ－１，左归丸维生
素Ｅ组给予１．４４ｍｇ·ｋｇ－１维生素 Ｅ软胶囊。均以灌胃方式
进行给药。

２．２　行为学分析
２．２．１　蔗糖偏好实验　实验开始前４８ｈ，每笼孕鼠给予２瓶
２５０ｍＬ蔗糖水（１％）随意饮用，１２ｈ后用一瓶等体积的纯净水
替换。适应训练完成后禁水禁食１ｄ，次日清晨每只孕鼠给予
１瓶２５０ｍＬ蔗糖水和１瓶 ２５０ｍＬ纯净水自由饮用，估量６ｈ
内２瓶水的饮用量。为了避免孕鼠饮水习惯行为对实验结果
造成影响，间隔１ｈ交换２瓶水位置。计算动物糖水偏爱度按
公式计算：糖水偏爱度（％）＝糖水摄入量／（糖水摄入量 ＋
纯水摄入量）×１００％。
２．２．２　旷场实验　旷场箱底部和四壁涂为黑色，底部用白色
线条分割为５×５个方格，体积１００ｃｍ×１００ｃｍ×３０ｃｍ，中央
３×３个方格设置为中心区域。将孕鼠放入旷场箱中心区域
内，观察孕鼠１０ｍｉｎ内的活动轨迹，记录孕鼠总路程、中心区
域路程、总活动次数（总活动次数 ＝水平穿越方格数 ＋前肢离

地垂直活动次数）。每测完一只孕鼠，立即用酒精湿巾擦拭箱

底再继续测试下一只孕鼠，避免前一只孕鼠气味干扰下一只孕

鼠的实验结果。

２．３　标本收集
２．３．１　收集血清　采用１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ·ｋｇ－１）腹腔
注射，待母鼠深度麻醉后，心脏抽取血液样本，静置 ２ｈ，以
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ吸取上清液。子鼠使用快速断头法安
乐死取血，提取血清方式与母鼠一致。随后将血清储存在－８０
℃用于ＥＬＩＳＡ检测。
２．３．２　收集视网膜组织　将胚胎１８ｄ（Ｅ１８），出生当天（Ｐ０），
出生２１ｄ（Ｐ２１）各组子鼠置于解剖显微镜下，用剪刀按压眼球
边缘，将眼球暴露于外，迅速摘取眼球，用无菌冷 ＰＢＳ冲洗，左
侧眼球放入ＦＡＳ眼球固定液内，用于ＨＥ染色、免疫荧光检测。
右侧眼球用组织剪去除其他组织，显微镊分离视网膜组织，储

存在－８０℃用于蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测。
２．４　ＥＬＩＳＡ检测各组母鼠、Ｐ０子鼠血清ＧＣ、Ｔ４含量

取出冻存血清，严格按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书步骤谨慎
操作，检测ＧＣ、Ｔ４含量。
２．５　苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色观察 Ｅ１８、
Ｐ０、Ｐ２１各组子鼠视网膜组织形态变化

取出固定在ＦＡＳ眼球固定液中视网膜组织，脱水石蜡包
埋，切片，进行 ＨＥ染色。使用光学显微镜观察各组子鼠视网
膜各层结构改变。

２．６　免疫荧光检测 Ｐ２１各组子鼠视网膜组织中 ＥＧＦＲ蛋白
表达

取各组子鼠视网膜组织蜡块，切片，脱蜡，封闭，冲洗，抗原

修复，加入ＥＧＦＲ抗体，４℃冰箱孵育过夜，次日冲洗，常温孵
育二抗２ｈ，ＤＡＢ显色，封片，荧光显微镜拍照，利用ＩｍａｇｅＪ图
像分析ＥＧＦＲ荧光强度。
２．７　ＷＢ检测 Ｐ２１各组子鼠视网膜组织中 ＪＡＫ２、ｐ－ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ３、ｐ－ＳＴＡＴ３、ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＧＦＲ蛋白表达

取各组子鼠视网膜组织放入 ＥＰ管中，提取蛋白，ＢＣＡ法
对分离的蛋白质进行定量。每个孔中加入２０μＬ样品，在８０Ｖ
的初始电压和１２０Ｖ的分离电压下分离蛋白质。ＰＶＤＦ转膜
９０～１２０ｍｉｎ，５％脱脂奶粉孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，随后分别加入
一抗ＪＡＫ２（１∶１０００）、ｐ－ＪＡＫ２（１∶６００）、ＳＴＡＴ３（１∶１５００）、ｐ－
ＳＴＡＴ３（１∶２０００）、ＥＧＦＲ（１∶１０００）、ｐ－ＥＧＦＲ（１∶５００）、β－ａｃ
ｔｉｎ（１∶１０００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜，加入 ＨＲＰ标记二抗
（１∶１００００），３７℃孵育２ｈ，洗膜，显影，使用ＩｍａｇｅＪ图像分析
软件分析结果。

２．８　统计学方法
图片采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析，所有数据均使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ

Ｐｒｉｓｍ９．０软件分析和作图，各组间结果数据的比较采用单因
素方差分析，并以 珋ｘ±ｓ的形式表示。统计结果以Ｐ＜００５表
示差异有统计学意义。

３　结果
３．１　左归丸对ＰＳ孕鼠行为学的影响

采用蔗糖偏爱评估孕鼠快感程度［１５］。结果表明，模型组

孕鼠蔗糖偏爱度较空白对照组明显降低（Ｐ＜００１）；与模型组
比较，干预左归丸与维生素Ｅ后均明显提高孕鼠蔗糖偏爱度
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表１　左归丸对ＰＳ孕鼠行为学试验的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 蔗糖偏爱度／（％） 总路程／（ｃｍ） 中心区域路程／（ｃｍ） 总活动次数／（次）

空白对照组 １０ ６２．９６±４．３１　 １４０４．０９±２１４．８０　 １２９．９３±３１．３４　 ７０．１０±９．０４　
模型组 １０ ４１．１６±３．８８ １０６２．４６±１９４．３０ ７５．３０±２７．９０ ５４．５０±１１．４２

左归丸组 １０ ５９．１８±２．４９＃＃ １４００．０８±１８６．２０＃＃ １２５．３５±２５．４４＃＃ ７４．４０±１２．１３＃＃

维生素Ｅ组 １０ ５５．７７±４．３７＃ １３３２．１６±１９５．００＃ １２１．５０±３７．４６＃＃ ６８．５０±８．５８＃

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
表２　左归丸对母鼠、出生当天子鼠血清ＧＣ、Ｔ４的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＧＣ／（ｇ／Ｌ）

母鼠 子鼠

Ｔ４／（ｐｍｏｌ／Ｌ）

母鼠 子鼠

空白对照组 １０ ４５．６４±４．０１ ３９．６５±２．１６ １５．３４±０．７５ ５．０２±０．２２
模型组 １０ ６６．９７±５．４５ ６３．８４±２．９５ １３．２５±１．０１ ３．８９±０．２８

左归丸组 １０ ５２．２４±３．３４＃ ５１．４２±１．２６＃ １４．９０±１．００＃ ４．５１±０．２８＃

维生素Ｅ组 １０ ５６．５１±５．２７＃ ５５．６２±３．０５＃ １３．８４±１．１６ ４．１５±０．１７

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜００５；与空白对照组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。见表１。
采用旷场行为学评估孕鼠焦虑感［１６］。模型组孕鼠活动总

路程、中心区域路程及总活动次数较空白对照组均显著减少

（Ｐ＜００１），提示ＰＳ孕鼠在新的环境运动和探索行为减少，处
于焦虑状态。与模型组比较，经过干预左归丸和维生素 Ｅ后，
孕鼠总路程、中心区域路程及总活动次数均明显增加（Ｐ＜
００１，Ｐ＜００５）。见表１。
３．２　左归丸对各组母鼠、Ｐ０子鼠血清ＧＣ、Ｔ４水平的影响

ＥＬＩＳＡ结果显示，模型组母鼠、子鼠血清ＧＣ水平均显著高
于空白对照组（Ｐ＜００１），Ｔ４含量均低于空白对照组（Ｐ＜００５）；
左归丸组与维生素Ｅ组母鼠、子鼠血清ＧＣ水平均明显低于模型
组（Ｐ＜００５），Ｔ４含量高于模型组（Ｐ＜００５）。见表２。
３．３　左归丸对各组Ｅ１８、Ｐ０、Ｐ２１子鼠视网膜形态的影响

Ｅ１８空白对照组视网膜组织细胞形态正常，结构完整，外
层神经细胞层细胞排列紧密、深染，内层神经细胞层细胞排列

疏松、染色较浅；与空白对照组比较，模型组内、外层神经细胞

层分界不清，细胞排列紊乱；与模型组比较，左归丸组与维生素

Ｅ内、外层细胞排列整齐，分界清晰，结构相对完整。
Ｐ０空白对照组视网膜细胞形态正常，排列整齐，界限清

晰，神经节细胞层（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，ＲＧＣ）变薄，神经母细胞
层（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｌａｙｅｒ，ＮＢＬ）增厚；与空白对照组比较，模型组
与维生素Ｅ组 ＮＢＬ显著变薄，ＲＧＣ尚未分化为３～４层结构；
与模型组比较，左归丸组视网膜形态有所改善，各层分界清晰，

细胞排列尚规整，细胞数量基本正常。

Ｐ２１空白对照组视网膜形态正常，各层完整，细胞排列整
齐；与空白对照组比较，模型组视网膜形态结构严重紊乱，ＲＧＣ
数量减少，内核层（ｉｎｎｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，ＩＮＬ）及外核层（ｏｕｔｅｒｎｕ
ｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，ＯＮＬ）厚度变薄；与模型组比较，左归丸组视网膜形
态基本正常，细胞排列相对规则，ＲＧＣ数量明显增加；维生素Ｅ
组内核层细胞排列紊乱、数量减少。见插页ⅩⅩⅩⅤ图１。
３．４　左归丸对各组子鼠视网膜组织ＥＧＦＲ蛋白的影响

２１日龄子鼠视网膜组织 ＥＧＦＲ蛋白免疫荧光染色，使用
荧光显微镜观察视网膜组织蛋白表达，ＩｍａｇｅＪ软件定量分析
ＥＧＦＲ阳性荧光信号（红色）平均荧光强度。结果显示，与空白

对照组比较，模型组与维生素 Ｅ组 ＥＧＦＲ阳性荧光信号较弱；
与模型组比较，左归丸组 ＥＧＦＲ阳性荧光信号增强。见插页
ⅩⅩⅩⅥ图２。
３．５　左归丸对各组子鼠视网膜组织 ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＧＦＲ、ＪＡＫ２、
ｐ－ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ｐ－ＳＴＡＴ３各蛋白表达的影响

ＷＢ检测结果表明，模型组子鼠视网膜组织 ｐ－ＪＡＫ２、ｐ－
ＳＴＡＴ３、ｐ－ＥＧＦＲ蛋白表达含量均弱于空白对照组，差异具有
统计学意义（Ｐ＜００１）；左归丸组和维生素Ｅ组子鼠视网膜组
织ｐ－ＪＡＫ２、ｐ－ＳＴＡＴ３、ｐ－ＥＧＦＲ蛋白表达含量均高于模型
组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。见图３。
４　讨论

目的形成有赖于精，目之能视，凭借于精［１７］。肾精的濡

养，命门之火的温煦是视觉功能产生的条件。先天之精来源于

父母生殖之精，若禀赋不足，则目中肾精亏虚，肾精难以滋养瞳

神，视物不明，继而引发弱视疾病［１８］。《医贯·眼目论》曰：

“肾藏精，故治目者以肾为主”。因此，填补母代肾精是防治弱

视疾病的基本方法。目前，防治 ＰＳ应激和参与机体生殖功能
的常用药物有维生素类，但是否是防治 ＰＳ对子代机体影响的
最佳药物有待商榷［１９］。本实验根据“子病治母”“未病先防”

的中医理论，选用“滋阴补肾，填精生髓”的经典名方———左归

丸。左归丸出自明代张景岳的《景岳全书》，方中重用熟地黄

为君药，补肾养阴，填精益髓，山茱萸滋养肝肾，山药补气健脾，

以补后天而滋先天，枸杞子补肾益精，加龟甲胶、鹿角胶血肉有

情之品，填精补髓养血之力尤甚，佐牛膝补肾强腰，活血化瘀，

菟丝子平补肾中阴阳，此方在肾精不足、髓海不充的发育障碍

疾病中发挥重要的作用。在本病的治疗过程中，应始终秉承填

补母代肾精的治则治法，以加强肾脏功能，促使肾精产生，协调

调动存储于其他脏腑中的精气，保证子代先天肾精充盈。

现代分子学认为，下丘脑 －垂体 －肾上腺（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｏ－
ｐｉｔｕｉｔａｒｙ－ａｄｒｅｎａｌａｘｉｓ，ＨＰＡ）轴活动平衡是肾精功能的体现。
当母体处于应激状态时，ＨＰＡ轴活性增加导致 ＧＣ升高，刺激
胎盘促肾上腺皮质激素释放激素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ－ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒ
ｍｏｎｅ，ＣＲＨ）分泌，致胎儿ＨＰＡ轴活动紊乱［２０］。因此本研究采

用慢性不可预测轻度应激法（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，
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注：与空白对照组比较，Ｐ＜００５；与空白对照组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
图３　左归丸对Ｐ２１子鼠视网膜组织ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＧＦＲ、ＪＡＫ２、ｐ－ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＣＵＭＳ）建立ＰＳ模型。实验结果表明，相比于空白对照组，模
型组孕鼠血清 ＧＣ水平升高，糖水偏爱度和探索能力降低，提
示ＰＳ孕鼠模型制备成功。Ｔ４是检测肾虚证的关键指标之一，
当母体孕期Ｔ４不足时，可通过直接和间接作用影响胚胎器官
发育［２１］。实验结果发现，模型组母鼠、子鼠血清Ｔ４水平降低，
证实ＨＰＡ轴受影响，提示ＰＳ通过ＨＰＡ轴引起母代肾虚，致使
子代先天肾虚。

大鼠的视网膜生成从妊娠中期开始，一直持续到出生后

１４ｄ左右视网膜１０层结构清晰可见，其过程与妊娠晚期人类
视网膜发育高度相似［２２］。大鼠视网膜始于视杯，随时间的推

移逐渐分化出视网膜各层细胞。组织学观察表明，在 Ｅ１８时，
视网膜神经上皮层已逐渐分化为内外两层，且与视网膜色素上

皮层间隙较宽，直到 Ｐ０时，ＮＢＬ增厚，而 ＲＧＣ变薄，约 ３～４
层，两层之间出现内网层。此后，视网膜开始出现外网层以及

内、外核层，从而形成典型的片层化结构，视网膜１０层结构清
晰可见。如插页ⅩⅩⅩⅤ图１所示，Ｅ１８空白对照组可看到内、外
两层，而模型组内、外两层尚未出现，且神经上皮层与色素上皮

层之间间隙相对较窄；Ｐ０模型组中 ＲＧＣ尚未分化为３～４层
结构且ＮＢＬ厚度相对较薄；Ｐ２１模型组视网膜结构严重紊乱，
ＲＧＣ减少，内、外核层厚度变薄。由此说明，母体暴露在 ＰＳ环
境下可导致子代视网膜片层化滞后，诱导视网膜细胞凋亡。这

种现象一方面由于ＰＳ通过ＨＰＡ轴引起孕鼠肾精不足，则孕育
后代机体精血不足，后代禀受于母体先天肾精亏虚，目失所养，

目络枯涩，目发育迟滞所致。另一方面因孕期受到外界刺激致

子鼠视皮质神经细胞大量死亡、树突棘改变导致神经细胞减

少［２３］。给予左归丸治疗后，视网膜组织片层化正常，各层分界

清晰，细胞排列整齐，其可能通过填补母代肾精、改善子代先天

肾虚、保护视网膜神经元、抑制细胞凋亡而发挥促发育的作用。

ＥＧＦ是维护视网膜发育和稳态的重要生长因子之一，通
过与细胞表面的ＥＧＦＲ结合，激发受体络氨酸激酶的活性，调
控细胞增殖与分化，在眼部组织广泛表达［２４］。ＥＧＦＲ可激活
ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３信号通路。该通路涉及多个生物学过程，参与
免疫反应、胚胎发育和修复中枢神经系统损伤等［２５－２６］。ＪＡＫ２
广泛存在于大鼠神经元与少数胶质细胞内，与多种细胞因子受

体结合后激活ＳＴＡＴ３等转录因子［２７］。ＳＴＡＴ３可促使神经干细
胞的增殖与分化，抑制神经细胞凋亡。激活ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号
通路可以有效地保护胚胎组织正常发育［２７－２９］。ＦＯＳＨＡＹＫ
等［３０］对心肌细胞进行观察，发现ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３在心肌细胞中
高表达，可促进心肌细胞分化，参与心脏发育的初始阶段，当

ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３表达异常时则易导致胚胎死亡。张等［３１］探讨

了槲皮素通过激活ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路提高孕鼠激素水平，
推断ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路是保护胎儿健康发育，防止先兆性
流产的主要途径。基于上述文献发现，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路
确实参与了胚胎组织发育途径。本实验 ＷＢ检测研究结果显
示模型组子鼠视网膜组织中ｐ－ＥＧＦＲ、ｐ－ＪＡＫ２、ｐ－ＳＴＡＴ３蛋
白表达较空白对照组明显下调，经左归丸干预后可逆转上述
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指标。

综上，通过本实验我们发现左归丸对 ＰＳ子鼠视网膜发育
具有保护作用，其机制可能与提高母鼠子鼠血清Ｔ４含量，上调
ＥＧＦＲ蛋白表达，激活 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路有关。本研究初
步探讨了左归丸在ＰＳ子鼠视网膜发育中的作用，但视网膜发
育是一个复杂的生理过程，其中涉及多种机制通路的交叉影响

和共同作用。因此，未来的研究应当更深入探究左归丸在这些

信号通路中的作用，全面了解其在ＰＳ中的作用机制，为预防儿
童弱视疾病提供新的思路。
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左归丸调节 JAK2 -STAT3 信号通路在产前应激子鼠视网膜发育中的作用

（正文见 173 -178 页）

图 1　左归丸对 E18、P0、P21 鼠视网膜组织形态的影响（HE，×400）
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注：**与空白对照组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01。
图 2　左归丸对 P21 子鼠视网膜组织 EGFR蛋白的影响（免疫荧光，×200；n=6，■x±s）


