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摘要:目的 研究补肾益气活血方对干性年龄相关性黄斑变性(AMD)模型小鼠视网膜氧化损伤的保护作用及机制。方法 6
月龄的雌性C57BL/6小鼠60只,其中10只作为年龄对照组,另50只高脂肪饮食喂养6月后,饮水中加入氢醌(0.8%)继续饲

养3月构建干性AMD小鼠模型,并随机分为溶媒对照组、阳性药物(乐盯)组、补肾益气活血方组(低、中、高剂量组),灌胃给

药,每日1次,持续3月。观察期满处死动物,摘取眼球,电镜观察RPE细胞下沉积物及Bruch膜;眼静脉取血分离血清,摘取

眼球分离视网膜并匀浆,检测血清和视网膜SOD、GSHPx、CAT酶活性及ROS、MDA含量;qPCR、Westernblot检测 Nrf2、

HO1、NQO1、GCLmRNA转录及蛋白表达。结果 与年龄组对照组比,溶媒对照组小鼠RPE下沉积物显著增加,Bruch膜

明显增厚;与溶媒对照组比,补肾益气活血方组小鼠RPE下沉积物减少,对Bruch膜增厚有抑制作用;补肾益气活血方可提高

血清及视网膜组织SOD、GSHPx、CAT酶活性,降低血清及视网膜组织ROS、MDA含量;补肾益气活血方中、高剂量可显著

升高Nrf2、HO1、NQO1、GCLmRNA转录水平,上调胞核Nrf2及 HO1、NQO1、GCL蛋白表达水平。结论 补肾益气活

血方对干性AMD模型小鼠视网膜氧化损伤有保护作用,机制可能是激活Nrf2通路,提高SOD、GSHPx、CAT酶活性,上调

下游靶基因酶 HO1、NQO1、GCL表达水平,增强对模型动物体内活性氧的清除作用。
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ProtectiveEffectofBushenYiqiHuoxueFangonRetinalOxidativeDamageinModelMiceofDryAgeRelatedMacularDegenera-
tion
XIEJing LIMin XUXinrong* HANGLi
 AffiliatedHospitalofNanjingUniversityofChineseMedicine Nanjing 210029 China 

ABSTRACT OBJECTIVE ThestudywasaimedatevaluatingprotectiveeffectofBushenYiqiHuoxueFangonretinaloxida-
tivedamageinmodelmiceofdryagerelatedmaculardegeneration AMD andtoelucidatetheunderlyingmechanism METH-
ODS 60sixmontholdC57BL 6femalemice 10werefednormaldietasagingcontrol 50werefedahighfatdietfor6
monthsfollowedbyHQ 0 8% inthedrinkingwaterfor3monthstoestablisheddryAMDmodelmice Modelmiceweredi-
videdrandomlyintovehicalcontrol positivedrug lutein and3treatmentgroups dosage low middle high  Drugsweregiv-
enoncedailythroughgastrogavagefor3months Attheendoftheexperimentalperiod themicewerekilledandtheeyesim-
mediatelyremoved TransmissionelectronmicroscopywereusedtoevaluatesubRPEdepositformationandBruchmembrane
 BrM thickness Theserumwereseparatedfromthebloodsamplingofmiceeyevein miceretinaweredetachedandhomog-
enated theserumandretinaSOD GSHPX CATenzymeactivityandROS MDAcontentweredetected ThemRNAand
proteinexpressionofNrf2 HO1 NQO1 GCLweredetectedbyqPCRandWesternblot respectively RESULTS Com-
paredwithagingcontrolmice thesubRPEdepositswassignificantlyincreased andtheBruchmembranewassignificantly
thickenedinvehicalcontrolmice BushenYiqiHuoxueFangcansignificantlyinhibitsubRPEdepositformationandreduce
thickeningofBrMinmodelmicecomparedtothevehicalcontrolmice thesubRPEdepositswasdecreased BrMthickness
wasinhibitedintreatmentmice BushenYiqiHuoxueFangcouldincreaseSOD GSHPXandCATenzymeactivity reduce
ROS MDAcontentofretinaandseruminmice mRNAandproteinexpressionsofNrf2 HO1 NQO1 GCLofHO1 
NQO1wereupregulatedinmicetreatedwithBushenYiqiHuoxueFang middle highdosage  CONCLUSION BushenYiqi
HuoxueFangcouldprotecttheretinaagainstoxidativedamageinmodelmiceofdryAMD theunderlyingmechanismmaybe
toincreaseSOD GSHPXandCATenzymeactivityandupregulateexpressionsofNrf2 HO1 NQO1 GCLthroughactiva-
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  年龄相关性黄斑变性(Agerelatedmacularde-
generation,AMD)分干性、湿性两类,其中干性者约

占90%。干性 AMD眼底主要表现为脉络膜毛细

血管萎缩、玻璃膜疣以及视网膜色素上皮(Retinal
pigmentepithelium,RPE)萎缩,晚期可发生黄斑区

地图状萎缩,导致视力明显下降,还有部分干性

AMD会进展为湿性 AMD。湿性 AMD近年因抗

VEGF治疗取得较大进展,但干性AMD目前尚无

确切有效的治疗措施。研究表明,核因子E2相关

因子2(Nuclearfactorerythroid2relatedfactor2,

Nrf2)通路与 AMD发病关系密切[1],激活 Nrf2通

路可以诱导机体产生抗氧化酶和II相代谢酶,对氧

化损伤ARPE19细胞起到保护作用[2]。
本研究使用的补肾益气活血方是我们治疗干性

AMD的经验方,为进一步提高临床疗效,我们参考

国内外近年干性AMD研究进展,结合们干性AMD
药物防治研究成果,对其进行了优化。本研究观察

优化后的补肾益气活血方对干性AMD模型动物视

网膜氧化损伤的保护作用,以及对 Nrf2通路的影

响,以探明作用机制,为临床应用提供依据。

1 材料

1.1 实验动物

6月龄的雌性C57BL/6小鼠60只,体质量25
~33g,购自南京大学模式动物研究所,生产许可证

号:SCXK(苏)20050002。

1.2 实验药物

补肾益气活血方由枸杞子、桑椹子、菟丝子、太
子参、葛根、生山楂、槐花、黄芪、白术、茯苓、川芎、三
七组成。中药饮片购自南京中医药大学附属医院,
药物共同水提后,浓缩成含生药2g/mL的流浸膏

后4℃保存备用。阳性对照药物为乐盯,主要成份

为叶黄素,维生素 A,维生素C,维生素E,维生素

B1,葡萄酸锌。每100g含叶黄素1.51g,维生素

C3.06g,锌0.8g。0.5×60粒/瓶,广州市范乐医药

科技有限公司生产。

1.3 实验试剂

氢醌(美国 AlfaAesar公司,CAS:615678),
逆转录试剂盒(美国 ThermoScientificFisher公

司)(SuperScriptⅢ,12574026),超氧化物歧化酶

(Superoxidedismutase,SOD)(A0011)、过氧化氢

酶(Catalase,CAT)(A0071)、谷胱甘肽过氧化物酶

(Glutathioneperoxidase,GSHPX)(A005)、丙二

醛(Malondialdehyde,MDA)(S0131)、活性氧(Re-
activeoxygenspecies,ROS)(E004)试剂盒均自南

京建成生物研究所,Nrf2、HO1、NQO1、GCL引物

由南京金斯瑞生物科技有限公司合成,兔Nrf2单克

隆抗 体 (EP1808Y)、兔 HO1 多 克 隆 抗 体

(ab13243)、兔 GCL单克隆抗体(EPR6668)、小鼠

NQO1单克隆抗体(A180)、小鼠βactin单克隆抗

体(AC15)、兔LaminB多克隆抗体(ab16048)、羊
抗兔(ab6721)和兔抗小鼠(ab6728)IgG/HRP二抗

均购自Abcam公司。

1.4 实验仪器

BioTek酶标仪(美国Synergy公司),荧光定

量PCR 仪:CFX RealTimeSystem,电 泳 系 统:

MiniProtenTetraSystem,凝胶成像仪:ChemiDoc
XRS+System(美国BioRAD公司),超薄切片机

(美国POWERTOMEXL),透射电镜(美国FEI公

司TecnaiG2SpiritBioTWIN)。

2 方法

2.1 动物造模、分组及给药

动物高脂肪饮食喂养3月后,饮水中加入氢醌

至终浓度为0.8%,继续饲养3月完成造模。动物分

组:年龄对照组(正常饮食)、溶媒对照组(高脂饮食

+氢醌)、阳性药物组(高脂饮食+氢醌+乐盯),补
肾益气活血方组(高脂饮食+氢醌+中药)。补肾益

气活血方分低、中、高3个剂量组,给药量分别为:5.
4、10.8、21.6g/kg。乐盯给药量0.1g/kg。溶媒为

蒸馏水。灌胃给药,每日1次,持续3月。

2.2 电镜观察

观察期满处死动物,摘取眼球,放入4%多聚甲

醛中固定20min。去除角膜、晶体及玻璃体,在视

乳头两侧切取2×4mm球壁,常规戊二醛、锇酸固

定,环氧树脂包埋,超薄切片后,醋酸双氧铀及柠檬

酸铅双重染色,透射电镜观察、摄片。RPE下沉积

物半定量评定及Bruch膜厚度测量按照文献[3]方法

进行。

2.3 小鼠血清和视网膜SOD、GSHPx、CAT活性

检测

观察期满,眼静脉取血分离血清,摘取眼球分离
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视网膜并匀浆,在3000r/min,4℃下离心10min,
上清用于检测。检测时取样100μL,分别在550、

412、405nm波长下按照SOD、CAT和GSHPX检

测试剂盒说明书操作测定OD值,计算酶活性。

2.4 小鼠血清和视网膜ROS、MDA含量测定

血清及组织取材同上。血清 ROS检测采用

Fenton反应及griess试剂显色法测定,组织匀浆

ROS检测采用 DCFHDA 法,血清及组织匀 浆

MDA检测采用TBA比色法。上述检测均按试剂

盒说明书操作。

2.5 qPCR实验

观察期满处死动物,用Trizol等试剂提取视网

膜和脉络膜总RNA,按照逆转录试剂盒操作步骤进

行反转录。所得cDNA在实时荧光定量PCR仪上

进行反应。每次扩增的同时设置cDNA的阴性对

照。将PCR产物做熔解曲线,证实以上PCR反应

产物特异性良好。统计△△Ct值以比较各组 mRNA
的表达。

引 物:Nrf2F:5'AGTGACTCGGAAATG-
GATGAG3',R:5'TGTGCTGGCTGTGCGT-
TAGG3';HO1F:5'GCTGGTGATGGCTGCCT-
TGT3',R:5'ACTGGGTGCTGCTTGTTGCG3';

NQO1F:5'ATGTATGACAATGGACCCTTCC
3';R:5'TCCCTTGCAGAGTGTCCATGG3';GCL
F:5'GAAGTGGATGTGGACACTAGATG3';R:

5'TTGTAGTCAGGATGGTCTGCGATAA3';

GAPDHF:5'ATGACATCAAGACGGTGGTG3';

R:5'CATACCAGGTATGAGCTTG3'。

2.6 Westernblot实验

从视网膜和脉络膜组织提取蛋白(Nrf2另提取

核蛋白),BCA法测定蛋白浓度。变性后取50μg
上样,用10%分离胶、5%浓缩胶电泳,之后转到硝

酸纤维素膜上。加一抗(1:1000)4℃孵育过夜后

加兔二抗(1∶5000),GAPDH为内参(核蛋白内参

为LaminB),按0.1mL/cm2加入化学发光试剂,采
用凝胶成像分析系统检测各蛋白条带。

2.7 统计学方法

采用SPSS18.0统计软件,2组比较采用t检

验,多组比较采用单因素方差分析(OnewayANO-
VA),计量结果以x±s表示。P<0.05为差异有统

计学意义。

3 结果

3.1 电镜观察

各组实验动物电镜观察代表性图片见图1,

RPE下沉积物评分及Bruch膜厚度见表1。与年龄

对照组比,溶媒对照组 RPE下沉积物显著增加,

Bruch膜明显增厚(P<0.01);与溶媒对照组比,阳
性药物组模型小鼠RPE下沉积物减少(P<0.05),
但对Bruch膜厚度影响不明显,补肾益气活血方高、
中、低3个剂量组均可使RPE下沉积物减少(P<0.
05),且中、高剂量的补肾益气活血方对Bruch膜厚

度增厚有抑制作用(P<0.05)。

A.年龄对照组;B.溶媒对照组;C.阳性药物组;

D.补肾益气活血方低剂量组;E.中剂量组;F.高剂量组

图1 各组实验动物电镜观察结果(×11000)

3.2 SOD、GSHPx、CAT活性

各组实验动物血清及视网膜组织SOD、GSH
Px、CAT活性检测结果见表2。由表2可见,血清

SOD、GSHPx、CAT活性明显高于视网膜组织;与
年龄对照组比,溶媒对照组动物血清及视网膜组织

上述3种酶活性显著降低(P<0.01);与溶媒对照

组比,阳性药物组对3种酶活性没有影响,补肾益气

活血方高、中、低3个剂量组中,低剂量补肾益气活

血方提高血清及视网膜组织GSHPx、血清CAT酶

活性(P<0.05),中剂量补肾益气活血方能提高血

清3种酶(P<0.05~0.01)及视网膜组织GSHPx
酶活性(P<0.01),高剂量补肾益气活血方则能提

高血清及视网膜组织3种酶活性(P<0.05~0.01),
且对SOD酶活性提高作用优于中、低剂量(P<0.
05)。

3.3 ROS、MDA含量

血清及视网膜组织ROS、MDA含量测定结果

见表3。由表3可见,血清ROS、MDA含量明显高

于视网膜组织;与年龄对照组比,溶媒对照组动物血

清及视网膜组织ROS、MDA含量显著升高(P<0.
01);与溶媒对照组比,阳性药物、补肾益气活血方均
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可降低血清及视网膜组织ROS、MDA含量(P<0.
05~0.01),在高、中、低剂量补肾益气活血方3个观

察组中,高剂量组作用优于中、低剂量组(P<0.
05)。

表1 小鼠RPE下沉积物评分及Bruch
膜厚度比较(x±s,n=5)

组别 RPE下沉积物评分 Bruch膜厚度/μm
年龄对照组 1.86±0.45 0.35±0.06
溶媒对照组 4.29±1.03** 0.68±0.09**

阳性药物组 3.24±0.47# 0.59±0.08
中药低剂量组 3.18±0.44# 0.56±0.07
中药中剂量组 3.06±0.39# 0.48±0.07#

中药高剂量组 2.91±0.38# 0.45±0.06#

注:与年龄对照组比较,**P<0.01,与溶媒对照组比较,P<0.05。

表2 小鼠血清及视网膜组织SOD、GSHPx、CAT活性比较(x±s,n=5)

组别
血清/(U·mL-1)

SOD GSHPx CAT

组织/(U·mg-1)

SOD GSHPx CAT
年龄对照组 55.08±4.80 155.13±15.42 10.38±0.76 20.81±1.44 10.32±0.69 3.47±0.15
溶媒对照组 27.03±1.57## 71.35±9.14## 3.52±0.39## 8.27±0.89## 3.06±0.31## 1.18±0.06##

阳性药物组 31.36±2.55 88.61±10.37 4.69±0.34 9.52±1.02 3.24±0.42 1.26±0.08
中药低剂量组 30.22±2.31 122.43±12.08* 6.07±0.63* 10.14±1.23 6.65±0.35* 1.73±0.16
中药中剂量组 42.71±2.93* 134.26±10.48* 8.46±0.72** 11.58±1.47 9.37±0.57** 1.85±0.11
中药高剂量组 50.62±3.83*△ 134.51±10.84* 9.25±0.75** 18.26±1.76*△ 9.79±0.58** 2.02±0.16*

   注:与年龄对照组比较,##P<0.01;与溶媒对照组比较,*P<0.05,**P<0.01;与低剂量组比较,△P<0.05。

表3 小鼠血清及视网膜组织ROS、MDA含量比较(x±s,n=5)

组别
血清

ROS(FI) MDA/(nmol·mL-1)
组织

ROS(FI) MDA/(nmol·mL-1)
年龄对照组 3187.3±134.5 13.4±2.5 720.3±31.7 5.5±0.4
溶媒对照组 5537.6±176.2## 39.6±5.1## 1391.5±50.2## 25.9±2.9##

阳性药物组 4673.8±157.6* 23.9±2.9* 989.5±41.3* 7.1±0.6**

中药低剂量组 4847.2±178.3* 26.8±3.2* 1072.2±42.6* 8.4±1.01**

中药中剂量组 4196.5±119.1* 20.6±2.1* 943.9±31.6* 7.6±0.5**

中药高剂量组 3779.3±98.9**△ 16.2±1.7**△ 708.2±22.8** 5.4±0.7**△

        注:与年龄对照组比较,##P<0.05;与溶媒对照组比较,*P<0.05,**P<0.01;与低剂量组比较,△P<0.05。

3.4 qPCR各组实验动物 Nrf2、HO1、NQO1、

GCLmRNA转录水平

结果见图2。与年龄对照组比,溶媒对照组动

物Nrf2、HO1、NQO1、GCL转录水平升高(P<0.
05);与溶媒对照组比,阳性药物、低剂量补肾益气活

血方组Nrf2、HO1、NQO1、GCL转录水平没有统

计学差异,补肾益气活血方高剂量组转录水平则明

显高于溶媒对照组(HO1、NQO1:P<0.01,Nrf2、

GCL:P<0.05),中剂量组 HO1、NQO1转录水平

升高。

3.5 Westernblot法分析各组实验动物胞核、胞浆

Nrf2表达水平

结果见图3。由图3可知,与年龄对照组比,溶
媒对照组动物胞核Nrf2表达水平升高(P<0.05),

胞浆Nrf2表达水平无显著差异;与溶媒对照组比,
阳性药物组胞核、胞浆Nrf2表达水平没有显著性差

异,补肾益气活血方3个剂量组胞核Nrf2表达水平

上调(P<0.01),高剂量组显著高于低剂量组(P<
0.05),阳性药物及补肾益气活血方低剂量组胞浆

Nrf2表达水平无明显差异,补肾益气活血方中、高
剂量组表达上调(P<0.05)。

图2 各组动物Nrf2、HO1、NQO1、GCLmRNA转录水平比较
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注:与年龄对照组比较,##P<0.01;与溶媒对照组比较,

※P<0.05,※※P<0.01;与低剂量组比较,△P<0.05。

图3 各组动物胞核、胞浆Nrf2蛋白表达比较

各组实验动物 HO1、NQO1、GCL表达水平

检测及分析结果见图4。由图4可知,与年龄对照

组比,溶媒对照组动物 HO1、GCL表达水平上调

(P<0.05)。表达水平差异不明显;与溶媒对照组

比,阳性药物组 HO1、NQO1、GCL表达水平没有

显著性差异,补肾益气活血方高、中剂量组表达水平

上调(P<0.05),而低剂量组仅在 NQO1表达上

调。

注:与年龄对照组比较,#P<0.05,与溶媒对照组比较,※P<0.05。

图4 各组动物 HO1、NQO1、GCL蛋白表达比较

4 讨论

大量研究表明,氧化损伤是 AMD最为重要的

发病机制,抗氧化损伤是 AMD防治的有效途径。
如 AREDS (AgeRelated Eye DiseaseStudy,

AREDS)在2001年开展的首个多中心随机前瞻性

研究,评估了药理剂量的抗氧化剂,包括β胡萝卜

素、维生素C和维生素E、锌和铜等对AMD进展及

视敏度的影响,证实应用抗氧化剂可以在5年内使

晚期AMD进展的风险降低25%,中度视力下降的

风险降低19%[4]。乐盯的主要成分是叶黄素,具有

很强的抗氧化作用,我们的研究发现枸杞提取物及

其成分叶黄素和玉米黄素对氧化损伤模型小鼠视网

膜及ARPE19细胞有保护作用[5]。此外,乐盯中的

维生素C、维生素E和锌离子也有抗氧化作用。
中医认为本病属视瞻昏渺,发病与肝、脾、肾的

功能失调有关。目为肝之窍,肝受血而能视,五脏六

腑之精气皆上濡于目;肾为先天之本,肾藏精,受五

脏六腑之精而藏之,肾精充足,方能目视精明。肝肾

阴精不足、脾气亏虚则目失所养,视物不清。肝肾阴

虚,虚火上炎,炼液为瘀;脾气虚,推动无力,血行迟

涩而为瘀;津血不足,脉络空虚,血行停滞亦可致瘀。
瘀血留滞于脉络,导致脉络瘀滞,使精血不能上行于

目,目失所养而视物不明。因此,AMD为本虚标实

之证,脾气虚弱、肝肾精血不足是本,痰湿、血瘀是

标,前者始终贯穿于疾病的全过程。基于 AMD的

病机,不少医家采用滋补肝肾、益气健脾、活血化瘀

法治疗干性AMD,如陆萍等用柔肝健脾、滋阴明目

法治疗肝肾亏损、气血亏虚型干性AMD[6],关红丹

用滋补肝肾、健脾祛湿法治疗AMD[7],均取得一定

效果。临床上,我们以滋补肝肾、益气健脾经验方治

疗干性AMD,发现能减缓早、中期干性AMD的进

展,疗效优于乐盯。
本研究采用的是优化后的组方。其中枸杞子、

桑椹子滋阴明目;菟丝子、山萸肉为平补阴阳要药,
用其有阳中求阴之意;田七、川芎、生山楂具有祛瘀

生新、活血明目功能;葛根理气活血;太子参、黄芪、
白术、茯苓益气健脾;槐花有清热作用,其主要成分

槲皮素有很强抗氧化作用,能显著减轻 H2O2诱导

的ARPE19细胞氧化损伤[8]。本研究观察到,乐盯

及补肾益气活血方高、中、低3个剂量均可使RPE
下沉积物减少,中、高剂量的补肾益气活血方对

Bruch膜厚度增厚有抑制作用,显示乐盯及补肾益

气活血方对干性 AMD模型动物视网膜有保护作

用,中、高剂量的补肾益气活血方优于乐盯;乐盯对

SOD、GSHPx、CAT3种重要的抗氧化酶活性没有

影响,高剂量补肾益气活血方则能提高动物血清及

视网膜组织3种酶的活性,对SOD酶活性提高作用

优于中、低剂量;乐盯、补肾益气活血方均可降低动

物血清及视网膜组织ROS、MDA含量,补肾益气活
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血方高剂量作用优于中、低剂量。这些研究结果提

示,乐盯对模型动物视网膜的保护作用可能与其成

分中的抗氧化剂直接中和活性氧有关,而补肾益气

活血方的作用与提高抗氧化酶的活性有关。研究表

明,Nrf2通路与 AMD发病关系密切。为此,本研

究观察了乐盯、补肾益气活血方对Nrf2通路及其下

游靶基因酶 HO1、NQO1、GCL表达水平的影响,
发现乐盯对Nrf2、HO1、NQO1、GCL转录水平没

有影响,补肾益气活血方中、高剂量组则转录水平明

显升高;乐盯对胞核、胞浆Nrf2蛋白表达水平没有

影响,补肾益气活血方能显著上调胞核Nrf2蛋白表

达水平,对胞浆Nrf2蛋白表达水平也有一定影响;
乐盯对HO1、NQO1、GCL表达水平没有影响,而
补肾益气活血方高、中剂量可显著上调HO1、NQO
1、GCL表达水平。这些结果提示,补肾益气活血

方可能通过激活 Nrf2通路,提高SOD、GSHPx、

CAT酶活性,上调下游靶基因酶 HO1、NQO1、

GCL表达水平,从而增强对活性氧的清除作用,对
氧化损伤模型小鼠视网膜起到保护作用。

总之,优化后的补肾益气活血方可能通过激活

Nrf2通路,提高SOD、GSHPx、CAT酶活性,上调

下游靶基因酶 HO1、NQO1、GCL表达水平,增强

对模型动物体内活性氧的清除,对视网膜氧化损伤

起到保护作用。本研究通过干性AMD模型动物证

实了补肾益气活血方的有效性,并初步探明了作用

机制,为下一步开展临床研究提供了依据。
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