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黄芪甲苷通过调控 ＡＭＰＫ／ＭＴＯＲ／ＵＬＫ通路介导的
自噬保护视网膜神经节细胞损伤
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　　摘要：目的 自噬参与了创伤性视神经病变（Ｔｒａｕｍａｔｉｃｏｐｔｉｃｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ，ＴＯＮ）的病理改变，ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ通路
介导的自噬调控是一种潜在的治疗途径。黄芪甲苷（ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ，ＡＳ－Ⅳ）可调节自噬，在多种疾病中发挥治疗作
用。研究旨在观察黄芪甲苷对ＴＯＮ的治疗作用以及 ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ通路介导的自噬在此过程中的作用。方法
将大鼠分为假手术组，模型组，ＡＳ－Ⅳ低、中、高剂量组，雷帕霉素组，ＡＭＰＫ抑制剂组（ＡＳ－Ⅳ ＋ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ）。相应药
物干预７ｄ后进行相关检测。结果 造模７ｄ后，ＴＯＮ模型鼠视网膜组织ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ＵＬＫ蛋白磷酸化水平发生显著变
化，ＡＳ－Ⅳ可提高ＴＯＮ模型大鼠ＬＣ３ｍＲＮＡ和蛋白水平，增加了模型鼠视网膜组织ｐ－ＡＭＰＫ、ｐ－ＵＬＫ水平，并降低了
ｐ－ｍＴＯＲ水平。此外，ＡＳ－Ⅳ提高了视网膜神经节细胞（Ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）的存活率，改善了闪烁视觉诱发电
位（ｆｌａｓｈ－ｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，Ｆ－ＶＥＰ）的Ｐ２峰潜伏期。上述作用被ＡＭＰＫ抑制剂ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ逆转。结论 ＡＳ－Ⅳ
可提高ＲＧＣｓ的生存率，改善 ＴＯＮ后的视觉功能，其作用机制可能与通过调节 ＡＭＰＫ－ＭＴＯＲ－ＵＬＫ通路改善自噬有
关。ＡＭＰＫ－ＭＴＯＲ－ＵＬＫ通路可能是一种潜在的治疗ＴＯＮ的途径。
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　　外伤性视神经病变（Ｔｒａｕｍａｔｉｃｏｐｔｉｃｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ，ＴＯＮ）是一
类急性视神经损伤，通常由眶、眼或头面部外伤引起，可导致严

重的不可逆视力丧失［１］。直接外力引起的原发性损伤可导致

视神经鞘破坏、视神经部分或完全横断，以及视神经中枢供血

受损。继发性损伤可引发一系列生化级联反应，导致视神经缺

血缺氧，进而引起炎症、免疫反应、兴奋性毒性、氧化损伤，最终

由轴突脱髓鞘和视网膜神经节细胞（Ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，
ＲＧＣｓ）凋亡引起少突胶质细胞凋亡［２］。现有证据表明，与保守

观察相比，激素治疗和视神经管减压对患者没有额外收益［３］。

探索视神经损伤后ＲＧＣ存活机制，提高ＲＧＣ存活是治疗ＴＯＮ
的重要研究策略［４］。

许多报道描述了自噬参与 ＴＯＮ后 ＲＧＣｓ死亡［４－７］。玻璃

体内注射自噬抑制剂３－甲基腺嘌呤后，大鼠视网膜内微管相
关蛋白 １轻链 ３－Ⅱ （Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ３－Ⅱ，ＬＣ３－Ⅱ）阳性自噬体数量减少，视神经夹持伤后
轴突变性急性期明显延迟［８］。视神经损伤后３～１０ｄ内的轴
浆运输功能障碍最终导致 ＲＧＣｓ凋亡和视神经萎缩。在此期
间，自噬标志蛋白ＬＣ３－Ⅱ显著升高，自噬激活剂的干预提高
了ＲＧＣｓ的存活率［９］。此外，缺乏自噬基因的 Ａｔｇ４Ｂ－／－小鼠
的视网膜ＬＣ３－Ⅱ水平低于野生型小鼠。在正常生理条件下，
视网膜功能与野生型小鼠无明显差异，但创伤后视网膜功能损

伤程度较野生型小鼠严重［９－１０］。以上研究证实自噬参与了

ＲＧＣｓ死亡和ＴＯＮ修复过程，调节自噬反应可能成为提高ＴＯＮ
后ＲＧＣｓ存活率的潜在治疗方法［１１－１３］。

在参与自噬的多种信号通路中，ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ备
受关注［１４］。ＴＯＮ后严重轴突损伤导致 ＲＧＣｓ轴浆血流阻塞，
可导致ＲＧＣｓ能量供应改变，而能量受体ｍＴＯＲ和ＡＭＰＫ因此
被激活。ＡＭＰＫ和 ｍＴＯＲ激酶都可以催化或抑制 ＵＬＫ
（ＵＮＣ５１－ｌｉｋｅ）的磷酸化，分别起到促进或抑制自噬的作
用［１４－１６］。ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ通路介导的自噬可能是影响
ＲＧＣｓ存活的关键病理生理机制。

黄芪甲苷（ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ，ＡＳ－Ⅳ）是中药黄芪的主要
活性成分，具有清除氧自由基、抗炎、增强免疫力、改善心血管

功能等多种功能［１７］。近年来多项研究表明 ＡＳ－Ⅳ可以通过
调节自噬来对多种疾病发挥保护作用［１８－２１］。本研究旨在基于

ＴＯＮ模型探讨ＡＳ－Ⅳ对 ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ自噬通路的调
控及其对ＲＧＣｓ存活率的影响。
１　材料与方法
１．１　伦理声明　动物护理和实验获得北京中医药大学东方医
院生物伦理委员会批准（编号：２０２００７）。本实验严格按照美
国国立卫生研究院动物护理和使用指南和 ＡＲＶＯ眼科和视觉
研究动物使用声明中的规定进行。

１．２　材料　本研究采购的材料如下：ＡＳ－Ⅳ（上海源叶生物
科技有限公司，Ｂ２０５６４，上海，中国），雷帕霉素（Ａｂｃａｍ，
ａｂ１４６５９１，剑桥，英国），ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ（ｄｏｒｓｏｍｏｒｐｈｉｎ，Ａｂｃａｍ，

ａｂ１２０８４３，剑桥，英国），ＬＣ３Ｂ（Ｅ５Ｑ２Ｋ）小鼠单抗 （ＣＳＴ，
８３５０６Ｓ，马萨诸塞州，美国），ＡＭＰＫα（Ｄ６３Ｇ４）兔单抗（ＣＳＴ，
４０３０８ＥＳ２０，马萨诸塞州，美国），ｍＴＯＲ（７Ｃ１０）兔单抗（ＣＳＴ，
２９８３Ｓ，马萨诸塞州，美国），ＵＬＫ１（Ｄ８Ｈ５）兔单抗（ＣＳＴ，８０５４Ｓ，
马萨诸塞州，美国），抗磷酸化 ＡＭＰＫα（Ｔｈｒ１７２）兔单抗（ＣＳＴ，
５００８１Ｓ，马萨诸塞州，美国），磷酸化 ｍＴＯＲ（Ｓｅｒ２４４８）（Ｄ９Ｃ２）
ＸＰ兔单抗（ＣＳＴ，５５３６Ｓ，马萨诸塞州，美国），Ｐｈｏｓｐｈｏ－ＵＬＫ１
（Ｓｅｒ５５５）（Ｄ７Ｏ６Ｕ）兔单抗（ＣＳＴ，１４２０２Ｓ，ＭＡ，美国），抗 ｂｒｎ３ａ
抗体（Ａｂｃａｍ，ａｂ２４５２３０，剑桥，英国），ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试
剂盒（ＹＥＡＳＥＮ，４０３０８ＥＳ２０，上海，中国），山羊抗小鼠 ＩｇＧ－
ＨＲＰ（Ａｂｃａｍ，ａｂ６７８９，剑桥，英国），山羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ（Ａｂ
ｃａｍ，ａｂ２０５７１８，剑桥，英国）。
１．３　实验动物　选用 ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，体质量
（１８０±２０）ｇ，置于温湿度控制、自由饮食、光照／暗环境循环１２
ｈ的环境中饲养。适应期１周后进行建模实验。１４０只大鼠随
机分为７组（ｎ＝２０）：低剂量 ＡＳ－Ⅳ组（ＡＬ）、中剂量 ＡＳ－Ⅳ
组（ＡＭ）、高剂量 ＡＳ－Ⅳ组（ＡＨ）、假手术组（ＳＨ）、模型组
（ＭＯ）、雷帕霉素（ｍＴＯＲＣ１复合物抑制剂）组（ＲＡ）、ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃ（ＡＭＰＫ抑制剂）组（ＣＣ）。低、中、高剂量 ＡＳ－Ⅳ组分别以
１０、２０、４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的剂量腹腔注射ＡＳ－Ⅳ（载药成分：
１０％ ＤＭＳＯ、４０％ ＰＥＧ３００、５％吐温 －８０和４５％的０．９％生理
盐水）。ＲＡ组腹腔注射自噬激活剂雷帕霉素，剂量为２ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１（载体成分：１０％ ＤＭＳＯ、４０％ ＰＥＧ３００、５％吐温－８０
和４５％生理盐水）［２２］，ＣＣ组腹腔注射ＡＳ－Ⅳ（２０ｍｇ·ｋｇ－１·
ｄ－１）＋ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ（１ｍｇ）（载体成分：１０％ ＤＭＳＯ、４０％
ＰＥＧ３００、５％吐温－８０和４５％生理盐水）［２３］。ＳＨ组和 ＭＯ组
以１ｍＬ／１００ｇ剂量的药物载体进行腹腔注射。所有组每天治
疗１次，持续１周，然后安乐死以作进一步分析。
１．４　ＴＯＮ模型的建立　术前用检眼镜直接检查大鼠眼底视
网膜和血管。大鼠腹腔注射１％戊巴比妥（６０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，术
后眼涂卡波姆凝胶。碘伏消毒后，在体视显微镜下沿右眼颞眶

缘切开皮肤，切开眶筋膜，露出眶骨边缘。清除眶上结缔组织，

分离直斜肌，朝向眶尖，直至显露视神经鞘。仔细分离视神经

鞘以暴露视神经，然后在眼球后２ｍｍ处用６－０聚酯缝线包
裹并打结。缝线一端固定，另一端连接横向张力计。然后以

０．３Ｎ的张力垂直于视神经牵拉缝线２０ｓ［２４］。术后缝合皮
肤，手术眼涂红霉素眼膏，将大鼠置于３７℃电加热垫上恢复。

在ＳＨ组中，切开神经鞘暴露视神经而不牵拉。实验大鼠
均以右眼为手术眼，左眼为对照眼。

１．５　免疫印迹　从－８２℃冰箱中取出视网膜组织，每个样品
在冰上加入１５０μＬＲＩＰＡ裂解缓冲液３０ｍｉｎ进行裂解。裂解
液在４℃下以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，使用ＢＣＡ蛋白测定试
剂盒测定蛋白浓度。等量的蛋白质被装入１０％的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
凝胶并分离。将蛋白转移到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，室温封
闭２ｈ，与相应的一抗（小鼠抗ｌｃ３ｂ、兔抗ＡＭＰＫ、兔抗ｍＴＯＲ、兔
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抗ＵＬＫ１、兔抗ｐ－ＡＭＰＫ、兔抗 ｐ－ｍＴＯＲ、兔抗 ｐ－ＵＬＫ１）在４
℃下孵育过夜。然后，将膜与相应的山根过氧化物酶偶联二抗
（抗小鼠ＩｇＧ，１∶１０００；抗兔ＩｇＧ，１∶１０００）在摇床中３７℃孵育２
ｈ。使用增强化学发光检测免疫反应蛋白，使用自动化学发光
分析仪进行曝光、拍照和数据分析。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ　从－８２℃冰箱中取出视网膜组织，
用ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ．Ｌｔｄ，北京，中国）提取
ＲＮＡ，使用ＦａｓｔＫｉｎｇｃＤＮＡ第一链合成试剂盒进行 ｃＤＮＡ第一
链合成。根据实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ
Ｃｏ．Ｌｔｄ，北京，中国）的说明书，两步法扩增。ＬＣ３Ｂ和 ＧＡＰＤＨ
的正向／反向引物由上海捷瑞生物工程有限公司设计：ＬＣ３Ｂ：
ＡＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＡＣＡＧＣＧＣＣ／ＧＣＡＧＧＣＧＣＣＴＴＣＴＡＡＴＴＣ， ＧＡＰ
ＤＨ： ＧＡＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧ／ＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣ
ＣＡＴＡＴＴＣ。扩增产物琼脂糖凝胶电泳，实时荧光定量 ＰＣＲ仪
分析ｍＲＮＡ表达水平。
１．７　免疫荧光染色及成像　石蜡切片去蜡后置于含有柠檬酸
抗原修复缓冲液（ｐＨ６．０）的修复盒中，在微波炉中进行抗原
回收。ＰＢＳ冲洗切片后，加入相应的一抗（小鼠抗 ＬＣ３Ｂ和兔
抗ｂｒｎ３ａ），将切片平放于湿盒中，４℃孵育过夜。用相应的二
抗覆盖组织，室温暗光孵育５０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗后，用ＤＡＰＩ染色
液反染细胞核，２５℃暗室孵育１０ｍｉｎ。切片用抗荧光猝灭密
封剂密封，然后在倒置荧光显微镜下观察。

１．８　末端脱氧核苷酸转移酶 ｄＵＴＰ缺口末端标记（Ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，
ＴＵＮＥＬ）　使用ＯｎｅＳｔｅｐＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒对视网膜组
织进行碎片ＤＮＡＴＵＮＥＬ染色。固定液浸泡后，用３０％蔗糖脱
水，冷冻后切片，厚度为１２μｍ。切片用ＰＢＳ冲洗３次，然后在
含有０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００的ＰＢＳ中室温孵育５ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗３
次后，将 ＴＵＮＥＬ测定液（由５０μＬ末端脱氧核苷酸转移酶和
４５０μＬ荧光标记液组成的５００μＬ测定液）加入组织中，室温
孵育６０ｍｉｎ。用 ＰＢＳ冲洗切片，用 ＤＡＰＩ在 ２５℃下孵育 １０
ｍｉｎ，最后在荧光显微镜下观察。
１．９　透射电子显微镜（Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）
分析样品的制备　新鲜视网膜组织修剪至约１ｍｍ３，用２．５％
戊二醛在４℃下固定。在０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中浸泡后，
用１％四氧化锇固定液固定组织，再用０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲
液洗涤。组织在４℃的冰箱中用乙醇梯度脱水，然后包埋在环
氧树脂Ｅｐｏｎ８１２中，最后在烤箱中固化（３７℃过夜，４５℃ １２
ｈ，６０℃ ４８ｈ）。随后，用ＬｅｉｃａＥＭＵＣ７冷冻超薄切片机切片，
厚度为７０ｎｍ，２％醋酸铀醯 －柠檬酸铅双染色。采用 ＨＴ７８００
（８０ｋＶ）透射电镜进行观察和拍摄。
１．１０　闪烁视觉诱发电位（ｆｌａｓｈ－ｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，Ｆ－
ＶＥＰ）　干预７ｄ后进行 Ｆ－ＶＥＰ测试。暗适应１２ｈ后，大鼠
腹腔注射１％戊巴比妥（５０ｍｇ／ｋｇ）全麻醉。用复方托品酰胺
（ＳａｎｔｅｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）扩大瞳孔，然后
用电生理测试仪（ＲｏｌａｎｄＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓＣｏ．，Ｌｔｄ，ＫＥＬＴＥＲＮ，Ｇｅｒ
ｍａｎｙ）记录Ｆ－ＶＥＰ。使用丝状银－氯化银电极作为ＶＥＰ作用
电极，并将其放置在耳根连接中点处皮下。参比电极置于口腔

内，接地电极置于尾部皮下。当一只眼睛被记录时，另一只眼

睛用不透明眼罩覆盖。电生理测试仪的参数设置为光强３．０
ＣＤ·ｓ·ｍ２，刺激频率１．０Ｈｚ，波形分析时间２５０ｍｓ，带通放大
器记录频带１～１００Ｈｚ。波形叠加数为１００。将波形的第一个
负峰定义为Ｎ１波，将Ｎ１波之后的正峰定义为Ｐ１波，将Ｐ１波
之后的负峰和正峰分别定义为Ｎ２波和Ｐ２波。按ＩＳＣＥＶ标准
比较各组大鼠 Ｐ２波潜伏期（ｍｓ）和振幅（μｖ），评价视觉
功能［２５］。

１．１１　统计学方法　所有数据采用Ｐｒｉｓｍ８．０（Ｐｒｉｓｍ，Ｇｒａｐｈ
Ｐａｄ）进行分析，计量数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。两两
比较采用独立样本Ｔ检验。采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）进
行多组比较。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　自噬发生在视神经牵拉损伤模型的视网膜组织中　ＴＣＥ
观察视网膜组织，我们发现ＳＨ组大鼠视网膜组织中几乎没有
双层自噬体，而模型大鼠视网膜组织中自噬体数量增加（插页

Ⅻ图１）。上述结果提示，自噬在模型大鼠视网膜组织中被
激活。

２．２　ＡＳ－Ⅳ能提高模型大鼠ＲＧＣｓ的数量　采用免疫荧光染
色法评估造模后７ｄ大鼠视网膜 ｂｒｎ３ａ标记 ＲＧＣｓ的数量［２６］。

如插页Ⅻ图２所示，与ＳＨ组相比，ＭＯ组 ｂｒｎ３ａ阳性细胞数量
明显减少。此外，我们观察到 ＡＭ、ＡＨ和 ＲＡ组中 ｂｒｎ３ａ阳性
细胞数量较 ＭＯ组显著增加（均Ｐ＜００５），而 ＡＬ组与 ＭＯ组
之间差异无统计学意义。不同剂量 ＡＳ－Ⅳ之间 ＲＧＣｓ数量的
差异无统计学意义。此外，与 ＡＭ组相比，ＣＣ组 ＲＧＣｓ数量明
显减少。

２．３　ＡＳ－Ⅳ通过自噬减少 ＴＯＮ模型鼠 ＧＣＬ层细胞凋亡　
ＴＵＮＥＬ染色检测了ＧＣＬ中ＲＧＣ的凋亡。如插页ⅩⅢ图３所示，
ＭＯ组ＧＣＬ中凋亡细胞数量明显高于除 ＣＣ组外的其他各组。
ＡＬ组高于ＡＭ和ＡＨ组。此外，ＣＣ组ＧＣＬ中凋亡细胞数量明
显高于ＡＭ组。
２．４　ＡＳ－Ⅳ通过调节 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ和 ＵＬＫ蛋白的磷酸化促
进模型大鼠视网膜组织自噬　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察了 ＡＳ－Ⅳ对
ＴＯＮ模型鼠视网膜组织 ＬＣ３Ｂ表达的影响（插页ⅩⅣ图４）。与
ＭＯ组相比，所有 ＡＳ－Ⅳ组均增加了视网膜中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ｉ
的水平。此外，与ＡＬ组相比，ＡＨ组视网膜组织中的 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ｉ水平增加，而ＡＨ组和ＡＭ组之间以及ＡＭ组和ＡＬ组之
间的差异没有统计学意义（插页ⅩⅣ图４Ａ）。ＲＴ－ｑＰＣＲ检测显
示，与ＭＯ组相比，ＡＳ－Ⅳ可以促进ＬＣ３ｍＲＮＡ的表达；并且与
ＡＭ和ＡＬ组相比，ＡＨ组的ＬＣ３ｍＲＮＡ表达水平显著升高。此
外，ＡＭ组和ＡＬ组之间的差异也具有统计学意义（插页ⅩⅣ图
４Ｂ）。ＬＣ３免疫荧光染色进一步显示，ＡＳ－Ⅳ组的ＧＣＬ中ＬＣ３
表达水平显著高于 ＭＯ组。阳性对照 ＲＡ组大鼠视网膜组织
中ＬＣ３的蛋白质和ｍＲＮＡ水平以及ＬＣ３标记细胞的数量高于
ＭＯ组（插页ⅩⅣ图４Ｃ）。

为了进一步证实ＡＭＰＫ是否在ＡＳ－Ⅳ中的自噬调节中发
挥作用，在ＡＭ组中使用ＡＭＰＫ抑制剂（ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ）。结果显
示，ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ干预后，ＬＣ３蛋白和 ｍＲＮＡ水平显著低于 ＡＭ
组（插页ⅩⅣ图４Ａ－Ｂ），免疫荧光染色中 ＬＣ３表达水平也降低
（插页ⅩⅣ图４Ｃ）。上述结果表明，ＡＳ－Ⅳ可以提高模型大鼠视
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网膜组织中的自噬水平，而抑制ＡＭＰＫ可以逆转这种作用。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进一步检测各组大鼠视网膜中 ＡＭＰＫ、

ｍＴＯＲ、ＵＬＫ的蛋白表达及磷酸化水平（插页ⅩⅣ图４Ａ）。结果
显示，各组大鼠视网膜组织中 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ和 ＵＬＫ蛋白表达
水平无显著差异，而 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ和 ＵＬＫ磷酸化水平差异明
显。与ＭＯ组比较，ＡＳ－Ⅳ各剂量组视网膜组织中ｐ－ＡＭＰＫ、
ｐ－ＵＬＫ水平升高，ｐ－ｍＴＯＲ水平降低。此外，与低剂量 ＡＳ－
Ⅳ相比，高剂量 ＡＳ－Ⅳ显著增加了 ｐ－ＡＭＰＫ和 ｐ－ＵＬＫ水
平，降低了ｐ－ｍＴＯＲ水平，而 ＡＨ组与 ＡＭ组之间以及 ＡＭ组
与ＡＬ组之间的差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。此外，ＡＭ组
腹腔注射ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ１周后，视网膜组织中 ｐ－ＡＭＰＫ和 ｐ－
ＵＬＫ水平下降，而 ｐ－ｍＴＯＲ水平明显高于 ＡＭ组。ＲＡ组视
网膜组织中ｐ－ｍＴＯＲ水平明显降低，ｐ－ＡＭＰＫ和 ｐ－ＵＬＫ水
平明显升高（插页ⅩⅣ图４Ａ）。
２．５　ＡＳ－Ⅳ对ＴＯＮ模型大鼠视觉功能有改善作用　采用Ｆ－
ＶＥＰ检测干预７ｄ后各组大鼠眼电生理变化，并通过 Ｐ２峰潜
伏期和振幅评价大鼠视觉功能［２５］。如图５所示，ＭＯ组 Ｐ２峰
的潜伏期明显长于ＳＨ组。此外，ＡＳ－Ⅳ各剂量组和ＲＡ组的

Ｐ２峰潜伏期较ＭＯ组缩短（图５Ｂ）。而 ＣＣ组的 Ｐ２潜伏期明
显长于ＡＭ组。ＡＳ－Ⅳ各剂量组和ＲＡ组各组之间Ｐ２潜伏期
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

Ｎ２Ｐ２波的振幅方面，ＭＯ组与 ＳＨ组相比有明显下降，而
ＡＳ－Ⅳ各剂量组与ＭＯ组之间无明显差异（图５Ｃ）。此外，ＡＭ
组和ＣＣ组之间Ｎ２Ｐ２振幅无显著差异。
３　讨论

本研究发现 ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ信号通路参与了 ＴＯＮ
的损伤修复过程，ＡＳ－Ⅳ可以通过调节 ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ
通路增加的自噬来提高 ＲＧＣ的存活。此外，ＡＳ－Ⅳ还能通过
ＡＭＰＫ蛋白改善ＴＯＮ模型大鼠的视觉功能。

既往研究发现，血清饥饿后视神经横断模型大鼠ＲＧＣｓ中
自噬被激活［８－９］。在本研究中，造模后第７天视网膜组织中出
现明显增多的自噬体形成，提示视神经外侧牵引模型视网膜中

发生了自噬。ＡＳ－Ⅳ调节细胞自噬，在多种疾病中发挥保护
作用［１７－２０］。此外，ＡＳ－Ⅳ的神经保护作用也有报道［２６－２８］，包

括提高周围神经传导速度［２９］，通过上调生长相关蛋白４３的表
达促进坐骨神经的修复［３０］。因此，ＡＳ－Ⅳ可能对视神经损伤

　　注：Ａ．各组大鼠Ｆ－ＶＥＰ典型图；Ｂ．每组大鼠（ｎ＝９）Ｆ－ＶＥＰ的 Ｐ２潜伏期的图形显示；Ｃ．每组大鼠（ｎ＝９）Ｆ－ＶＥＰ的

Ｎ２Ｐ２振幅的图形显示。与ＭＯ组比较，Ｐ＜００５；与ＭＯ组比较，Ｐ＜００１；药物组之间比较，＃＃Ｐ＜００１。

图５　ＡＳ－Ⅳ改善ＴＯＮ模型大鼠的视觉功能

９９
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有保护作用。在本研究中，通过 ｂｒｎ３ａ免疫荧光染色法（插页

Ⅻ图２）和ＴＵＮＥＬ染色法（插页ⅩⅢ图３），发现ＡＳ－Ⅳ可以提高

ＴＯＮ模型大鼠ＲＧＣｓ的存活率。此外，实验证实 ＡＳ－Ⅳ可以

提高ＴＯＮ模型大鼠视网膜中ＬＣ３的蛋白和ｍＲＮＡ水平（插页

ⅩⅣ图４）。

ＡＭＰＫ是调节能量的关键蛋白。视神经损伤后，ＲＧＣ的能

量供应受到影响，ＡＭＰＫ蛋白的表达发生改变。本研究观察到

ＡＭＰＫ蛋白磷酸化水平在模型大鼠视网膜组织中升高（插页ⅩⅣ
图４）。ｐ－ＡＭＰＫ水平升高可促进自噬［１４－１５］。本研究发现

ＡＳ－Ⅳ进一步增加了ｐ－ＡＭＰＫ的水平，并显著增加了自噬水

平。ＡＭＰＫ可以通过磷酸化 ｍＴＯＲＣ１的 ｒａｐｔｏｒ蛋白来抑制

ｍＴＯＲＣ１的活性，从而诱导自噬［１４－１５，３１］。当细胞受到饥饿刺

激时，ＡＭＰＫ磷酸化 ＵＬＫ１／２中的 Ｓｅｒ５５５位点，或 ＵＬＫ１／２自

磷酸化并磷酸化Ａｔｇ１３和ＦＩＰ２００以激活自噬［１４，３２］。为了进一

步验证ＡＳ－Ⅳ与ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ通路的调控关系，本研

究在ＡＭ组联合进行了 ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ的腹腔注射。结果显示，

与未接受 ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ干预的 ＡＭ组相比，ＣＣ组视网膜中

ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ和 ＵＬＫ蛋白水平变化不明显，而 ｐ－ＡＭＰＫ和

ｐ－ＵＬＫ水平下降，ｐ－ｍＴＯＲ水平升高（插页ⅩⅣ图 ４）。ｐ－

ＡＭＰＫ和ｐ－ＵＬＫ水平下降，ｐ－ｍＴＯＲ水平显著升高，均可抑

制自噬［１４－１５］。如预期的那样，与ＭＯ组相比，ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ干预

７ｄ后，视网膜组织中的 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ｉ水平显著降低，并且免

疫荧光测定中ＬＣ３水平显著降低（插页ⅩⅣ图４）。上述结果表

明，ＡＳ－Ⅳ通过调节 ＡＭＰＫ、ＵＬＫ和 ｍＴＯＲ的磷酸化来介导

ＴＯＮ后的自噬，并且这种作用可以被 ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ逆转。自噬

提高了ＴＯＮ后ＲＧＣ的存活率［５，７，９］，这在我们的研究中得到了

证实：ＲＡ组的ＲＧＣ存活率高于 ＭＯ组。更重要的是，我们观

察到ＣＣ组ＲＧＣ的存活率显著低于ＡＭ组（插页ⅩⅣ图４），这表

明ＡＳ－Ⅳ通过 ＡＭＰＫ增强了自噬，从而提高了 ＲＧＣ的生

存率。

相关研究发现，轴突损伤后，ＲＧＣｓ中的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平随着线粒体损伤而升高，自噬可能参

与了清除受损线粒体，从而降低 ＲＯＳ水平，保护 ＲＧＣｓ［９］。最

近的研究进一步证明，ＡＳ－Ⅳ可以通过促进线粒体吞噬来减

少受损线粒体的积累和线粒体ＲＯＳ的产生［２８］。因此，ＡＳ－Ⅳ
可能通过增强ＴＯＮ后线粒体自噬来保护ＲＧＣｓ。此外，自噬还

可能通过去除轴突片段或重塑细胞骨架参与其他细胞保护

功能［３３－３４］。

用Ｆ－ＶＥＰ评价视觉传导功能，反映视网膜到视觉皮层的

功能状态活动。据报道，Ｆ－ＶＥＰ振幅反映了功能性视神经纤

维的数量［３５－３６］。然而，本研究没有观察到 ＡＳ－Ⅳ对 Ｎ２Ｐ２振

幅的改善作用。Ｆ－ＶＥＰ检测幅度的变异性可能会掩盖效

果［３７－３８］，尽管本研究通过几种方式控制这种变异性：控制黑暗

适应、麻醉深度、植入位置和测试电极深度，重复１００次外部刺

激以最小化电图噪声［３９］，并且只纳入了误差波形小于１０次的

图形。本研究发现了 ＡＳ－Ⅳ在 Ｆ－ＶＥＰ检测中具有改善 Ｐ２

潜伏期的作用。通过ＶＥＰ记录评估视觉信号电导率是评估视

觉通路脱髓鞘程度的可靠工具［３６］。既往研究表明，ＶＥＰ潜伏

期的延长与视觉通路中脱髓鞘的数量相对应［３６，４０］，自噬可以

促进髓鞘再生，减少神经元变性［４１－４２］。因此，ＡＳ－Ⅳ可能通

过介导自噬促进视神经髓鞘的再生，从而改善视神经的传导功

能。模型大鼠经雷帕霉素干预后 Ｐ２潜伏期明显缩短，进一步

验证了自噬参与了 ＴＯＮ后视觉功能修复的过程（图５）。然

而，本研究没有进行视神经髓鞘的相关变化观察，ＡＳ－Ⅳ对髓

鞘的作用尚不清楚。视神经髓鞘在ＴＯＮ后的病理变化及自噬

对视神经髓鞘的影响值得进一步研究。

综上所述，本研究发现 ＡＳ－Ⅳ可以提高 ＴＯＮ模型鼠

ＲＧＣｓ的存活率，恢复 ＴＯＮ模型大鼠的视觉功能，这可能与

ＡＳ－Ⅳ通过调节 ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ信号通路增加自噬有

关。ＡＭＰＫ－ｍＴＯＲ－ＵＬＫ可能是一条治疗ＴＯＮ的潜在途径。
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Ｓｃｉ，２０１２，５３（３）：１４７３－１４７８．

［３９］　ＲＯＢＳＯＮＡＧ，ＮＩＬＳＳＯＮＪ，ＬＩＳＹ，ｅｔａｌ．ＩＳＣＥＶｇｕｉｄｅｔｏｖｉｓｕａｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ［Ｊ］．ＤｏｃｕｍｅｎｔａＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１８，１３６

（１）：１－２６．

［４０］　ＥＢＲＡＨＩＭ－ＴＡＢＡＲＦ，ＮＡＺＡＲＩＡ，ＰＯＵＲＡＭＩＲＭ，ｅｔａｌ．Ａｒｂｕｔｉｎ

ｉｍｐｒｏｖｅｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｓｇｌｉａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｌｙ
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ＭｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０２０，５７（７）：３２２８－３２４２．

［４１］　ＭＩＳＲＩＥＬＡＬＣ，ＭＡＵＴＨＥＭ，ＲＥＧＧＩＯＲＩＦ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ：ｔｗｏｓｉｄｅｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｏｉｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＮｅｕ

ｒｏｓｃｉ，２０２０，１４：６０３７１０．

［４２］　ＲＡＮＧＡＲＡＪＵＳ，ＶＥＲＲＩＥＲＪＤ，ＭＡＤＯＲＳＫＹＩ，ｅｔａｌ．Ｒａｐａｍｙｃｉｎ

ａｃｔｉｖａｔｅｓａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎｉｎｅｘｐｌａｎｔｃｕｌｔｕｒｅｓ
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黄芪甲苷通过调控ＡＭＰＫ／ＭＴＯＲ／ＵＬＫ通路介导的自噬保护视网膜神经节细胞损伤

（正文见９６－１０１页）

　　注：Ａ．正常视网膜超微结构（×２０００）；Ｂ．模型组７ｄ后视网膜超微结构（×２０００）；Ｂ１．图Ｂ自噬体部分放大图（×６０００）；箭头所指为自
噬小体。

图１　透射电镜观察大鼠视网膜组织

注：与ＭＯ组比较，Ｐ＜００５；与ＭＯ组比较，Ｐ＜００１；药物组之间比较，＃Ｐ＜００５。
图２　Ｂｒｎ３ａ免疫荧光检测各组大鼠视网膜ＲＧＣｓ数量（×１００）
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ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

ⅩⅢ

注：与ＭＯ组比较，Ｐ＜００５；与ＭＯ组比较，Ｐ＜００１；药物组之间比较，＃Ｐ＜００５。
图３　ＴＵＮＥＬ法检测各组大鼠视网膜神经纤维层凋亡细胞数量（×４００）
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ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

ⅩⅣ

　　注：Ａ．采用蛋白质印迹法测定各大鼠视网膜组织中ＬＣ３蛋白水平，ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ和ＵＬＫ蛋白及磷酸化水平；Ｂ．采用ＲＴ－ｑＰＣＲ检测各
组大鼠视网膜组织中的ＬＣ３ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３）；Ｃ．各组大鼠视网膜组织的ＬＣ３免疫荧光检测（×１００），可见ＡＳ－Ⅳ各剂量组和ＲＡ组
的神经纤维层的ＬＣ３荧光明显增强（箭头）。与ＭＯ组比较，Ｐ＜００５；与ＭＯ组比较，Ｐ＜００１；＃Ｐ＜００５；＃＃Ｐ＜００１。

图４　ＡＳ－Ⅳ通过调节ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ和ＵＬＫ的磷酸化来增强自噬


