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补肾活血中药对ＳＤ大鼠慢性高眼压模型初级
视皮质磷酸化ＦｏｘＯ１和ＩＫＫ２表达的影响
袁铭悦１　李翔２　刘红佶３　刘欢３　李祥玉３

　　【摘要】　目的　观察补肾活血中药对ＳＤ大鼠慢性高眼压（ＥＩＯＰ）模型初级视皮质（ＰＶＣ）的影响，并对

其作用机理进行初步探讨。方法　采用烙闭３支上巩膜静脉法，制作大鼠慢性ＥＩＯＰ模型，随机分为３组：

对照组、模型组、给药组。连续灌胃８周，并于８周末处死大鼠，观察其对大鼠眼压（ＩＯＰ），ＰＶＣ尼氏小体含

量、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路上ｐ－ＦｏｘＯ１及ＩＫＫ２表达的影响。结果　①造模后大鼠ＩＯＰ明显升高，造模后８周（实

验结束）ＩＯＰ仍较高，补精益视片有轻度降ＩＯＰ作用。②免疫组化检测３组大鼠ＰＶＣ中ｐ－ＦｏｘＯ１和ＩＫＫ２
表达：模型组＞给药组＞对照组。结论　补肾活血中药可以保护ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ模型视功能：降低眼

压，下调ｐ－ＦｏｘＯ１和ＩＫＫ２的表达。
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　　青光眼（ｇｌａｕｃｏｍａ）是以特异性视神经（ｏｐｔｉｃ
ｎｅｒｖｅ，ＯＮ）损伤和视功能损害为特征的一类眼病，是
全球仅次于白内障、可导致视力丧失的主要原因［１］。
据统计，２０１３年，全世界４０～８０岁人群中，青光眼患
病率为３．５４％，有６　４２６万，预计到２０２０年和２０４０年
分别将达７　６０２万和１１　１８２万，约有６０％青光眼患者
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分布在亚洲［２］。青光眼视功能损害的病因、病机复杂，
迄今尚未明确。近年来，许多学者提出青光眼是一种
中枢神经退行性病变［３］，病变涉及了包括视网膜神经
节细胞（ｒｅｔｉｎａｌ　ｇａｎｇｌｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）、视神经、视交
叉、视束、外侧膝状体 （ｌａｔｅｒａｌ　ｇｅｎｉｃｕｌａｔｅ　ｎｕｃｌｅｕｓ，

ＬＧＮ）、视放射、视皮质（ｖｉｓｕａｌ　ｃｏｒｔｅｘ，ＶＣ）整个视路。
因此，青光眼视功能保护研究应深入到视神经颅内段
更广阔的范畴。

Ｑｉｎｇ　Ｇ等［４］利用核磁共振检查原发性开角型青
光眼患者发现中心视野未受损时相对应的ＶＣ区的神
经元已出现了对视觉刺激的反应下降，表明青光眼患
者视皮质神经元损伤可能早于目前常用视野计能检测

到的视野改变，由此推断青光眼患者视皮质的改变可
能不仅是ＲＧＣｓ及视神经的损伤的继发改变，还有可
能是其主动参与了青光眼的发病。中医药对此的相关
报道并不多。本实验采用烙闭上巩膜静脉的方法诱导
产生眼压维持稳定、持续时间较长的慢性高眼压
（ｅｌｅｖａｔｅｄ　ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＥＩＯＰ）模型，选用杞菊
地黄丸合复方丹参片作为干预药物，通过ＳＤ大鼠眼
压（ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＥＩＯＰ），初级视皮质（ｐｒｉｍａｒｙ
ｖｉｓｕａｌ　ｃｏｒｔｅｘ，ＰＶＣ）中尼氏小体、磷酸化ＦｏｘＯ１、ＩＫＫ２
的含量等客观指标观察补肾活血中药对大鼠慢性

ＥＩＯＰ模型ＰＶＣ损害的干预，探讨ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ
模型视功能损害的中枢机制和补肾活血中药的干预及

作用。

１材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　清洁级ＳＤ大鼠３０只，雌雄各半，

８～１２周龄，体重１６０～２００ｇ。饲养条件：空气流通，相
对湿度５５％～７５％，室温２０～２５℃，１２小时光照维
持，昼夜循环，自由摄食饮水。纳入标准：①外眼无异
常；②双眼瞳孔直间接对光反射无异常；③无歪颈。

１．１．２　试剂　ＦｏｘＯ１（ｐｈｏｓｐｈｏ－Ｓｅｒ３１９）抗体、ＩＫＫ２
抗体均由ＢｅａｃｏｍＢｉｏ提供，批号分别为：ＢＩＯ９５９０６、

ＢＩＯ８７３１９。

１．２　分组与给药方法
动物购回后，适应性喂养３天，进行ＩＯＰ测量，正

常ＩＯＰ区间估计，取平均ＩＯＰ在９～１８ｍｍＨｇ者，以

ＳＰＳＳ　２０．０统计软件产生随机数字，分为３组，对照
组，模型组和给药组进行单眼（右眼）造模。
对照组和模型组每天予３ｍｌ生理盐水灌胃；给药

组以成人剂量的２０倍换算，每天灌胃予０．９６ｇ／ｋｇ体
重的复方丹参片、３．０ｇ原生药／ｋｇ体重的杞菊地黄丸

的混悬液３ｍｌ灌胃（混悬液制作：将复方丹参片、杞菊地
黄丸磨成粉状，加入生理盐水）。每周称体重１次，根据
大鼠体重变化调整给药量。每天同一时间段给药
（１６∶００－１７∶００）。造模后１周开始给药，连续给药８周。

１．３　取材方法
大鼠灌胃８周后，大脑灌注固定法（参陈浩宇

等［５］，结合本实验加以改良）：３％戊巴比妥钠溶液腹
腔麻醉大鼠，大鼠仰卧暴露腹部，固定四肢，剑突下剪
开胸腔，暴露心脏，将套有１６号灌胃针针头的注射器
经左心室插入升主动脉，同时剪开右心耳，快速推注含
肝素钠注射液（２０ｕ／ｍｌ）生理盐水５０ｍｌ冲洗，以无血
液流出为度，换４％多聚甲醛溶液５０～８０ｍｌ灌注固
定，先快后慢，约１０～１５ｍｉｎ推完固定液，灌注结束
后，开颅取出脑组织，固定液固定７２ｈ。

１．４　眼压测量

ＴＮＯＮ－ＰＥＮ　ＸＬ眼压计每天同一时间段（１４∶００－
１６∶００）测量ＩＯＰ。术前３天连续测量大鼠ＩＯＰ，取平
均值为正常ＩＯＰ；术后即刻、术后１ｗ、术后２ｗ、术后

４ｗ、术后６ｗ、术后８ｗ，各测１次各组大鼠右眼ＩＯＰ。

１．５　免疫组化检测ＰＶＣ中磷酸化ＦｏｘＯ１、ＩＫＫ２
脑组织固定７２ｈ后，参照《大鼠脑立体定位图谱

（第三版）》［６］切取视皮质区脑组织，标本逐级酒精脱
水，二甲苯透明，石蜡包埋，做４μｍ连续切片，烘干备
用。分别用ＢｅａｃｏｍＢｉｏ的ＦｏｘＯ１（ｐｈｏｓｐｈｏ－Ｓｅｒ３１９）及

ＩＫＫ２抗体染色，检测 ＰＶＣ 磷酸化 ＦｏｘＯ１、ＩＫＫ２
含量。

１．６　统计方法
采用ＳＰＳＳ　２０．０统计学软件进行数据分析，计量

资料用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示。符合正态分布者，
采用自身前后比较采用配对ｔ检验，两组间比较采用
独立样本ｔ检验；多组间符合正态分布且方差齐者采
用单因素方差分析。不符合正态分布的计量资料采用
非参数检验。α＝０．０５，即Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义，Ｐ＞０．０５表示差异无统计学意义。

２结果

２．１　补肾活血中药对ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ模型ＩＯＰ
的影响见表１
表１　各组大鼠组间及造模、用药前后ＩＯＰ比较（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 造模前 造模后即刻 给药后８周
对照组 ８　 １４．１０±１．８０　 １５．２０±１．４７　 １５．００±１．３０
模型组 ７　 １４．３０±１．８８　 ２５．８９±１．９１☆★ ２５．５０±１．４０★△

给药组 ７　 １４．５０±１．５２　 ２６．７０±２．０１☆★ ２４．００±２．０１★△

注：☆与对照组造模后即刻比较，Ｐ＜０．０５；★与同一组别造模前比较，Ｐ＜

０．０５；△与同一组别造模后即刻比较：模型组Ｐ＞０．０５，给药组Ｐ＜０．０５。
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２．２　补肾活血中药对ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ模型ＰＶＣ
中磷酸化ＦｏｘＯ１表达的影响见表２（图１）。

表２　补肾活血中药对ＳＤ大鼠ＥＩＯＰ模型ＰＶＣ中磷酸化ＦｏｘＯ１表达的

影响（珔ｘ±ｓ）

组别 总面积（μｍ２） 积分光密度 平均光密度

对照组 ０．０４８６±０．０１１９　 ２９４０３．６６４±９８０８．７２３　 ２００．２７９±１．７２０
模型组 ０．０９２０±０．０１４２☆１０３６６５．４４８±１１０５９．４１９☆２１１．７０６±２．３０８☆
给药组 ０．０７２９±０．００８５★△６８５２５．１４０±１３０２２．６７１★△２０７．７４３±３．２２７★△

注：☆与对照组比较，★与对照组比较，△与模型组比较，均为Ｐ＜０．０５。

２．３　补肾活血中药对ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ模型ＰＶＣ
中磷酸化ＩＫＫ２表达的影响见表３（图２）。

表３　补肾活血中药对ＳＤ大鼠ＥＩＯＰ模型ＰＶＣ中磷酸化ＩＫＫ２表达的

影响（珔ｘ±ｓ）

组别 总面积（μｍ２） 积分光密度 平均光密度

对照组 ０．０３２１±０．００８５　 ４６３３．８８６±１３５３．３９２　 １８６．７４７±１０．４８８
模型组 ０．１０９１±０．０２３６☆ １９５９３．７１０±３０５２．４０６☆ ２１１．９６５±５．７４３☆

给药组 ０．０５３６±０．０１３５★△１３８００．０５７±３８７９．０４６★△１９７．７３７±４．４６７★△

注：☆与对照组比较，★与对照组比较，△与模型组比较，均为Ｐ＜０．０５。

图１　各组大鼠ＰＶＣ中磷酸化ＦｏｘＯ１含量（免疫组化×４００）Ｆｉｇ．１　ｐ－ＦｏｘＯ１ｉｎ　ＰＶＣ　ｏｆ　ｒａｔｓ　ｏｆ　ａｌｌ　ｇｒｏｕｐｓ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄ　ｘ４００）

图２　各组大鼠ＰＶＣ中ＩＫＫ２含量（免疫组化×４００）

Ｆｉｇ．２　ＩＫＫ２ｉｎ　ＰＶＣ　ｏｆ　ｒａｔｓ　ｏｆ　ａｌｌ　ｇｒｏｕｐｓ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄ　ｘ４００）

３　讨论

青光眼视功能损害的病因、病机复杂，迄今尚未明
确。目前认为，青光眼视功能损害可由多种因素共同
作用引起的。目前认为，青光眼视功能损害可由多种
因素引起，近年来，许多学者提出青光眼是一种中枢神
经退行性病变［３］，青光眼患者视皮质的改变可能不仅
是ＲＧＣｓ及视神经的损伤的继发改变，还有可能是其
主动参与了青光眼的发病。
青光眼类似中医的“五风内障”及“青盲”，多由风、

火、痰、郁、虚等导致气血失和，气滞血瘀，玄府闭塞，神
水瘀积为病，病久肝肾两亏，神光衰微甚至泯灭、不睹
三光而成“青盲”，所以肝肾虚损、脉络瘀滞是青光眼视
神经病理改变的主要病机，滋养肝肾、活血化瘀为防治

青光眼视神经损害的基本方法［７］。本实验选用杞菊地
黄丸和复方丹参片作为研究药物，滋养肝肾、活血化
瘀，杞菊地黄丸为经典古方，为滋补肝肾明目的代表方
剂，复方丹参片活血化瘀，两者均为《中国药典》载入药
品，非处方用药，经济实用，服用方便。我们前期研究
也证实具有补肾活血中药（杞菊地黄丸和复方丹参片
合用）对ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ模型视网膜、视神经、视中
枢损伤及眼压控制后的青光眼患者视功能均有一定的

保护作用［８－１８］。
本实验病理组织学观察了ＰＶＣ　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路

上磷酸化ＦｏｘＯ１和ＩＫＫ２的表达。
近年来，关于ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路（磷酸肌醇－３－激

酶／丝氨酸／苏氨酸激酶，ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｔｉｏｌ　３′－ＯＨ
ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎ　ｋｉｎａｓｅ　Ｂ，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）调控细胞凋亡研
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究较多。Ａｋｔ在ＰＩ３Ｋ调控下激活后，通过多种途径
对细胞凋亡进行调控。包括①抑制 ＮＦ－κＢ、ＦｏｘＯｓ等
转录因子的活性，调控凋亡；②磷酸化 Ｂａｄ、抑制

ｃａｓｐａｓｅ－９的磷酸化过程、抑制ＧＳＫ－３活性，抑制凋亡；

③抑制线粒体相关功能，抑制凋亡等［１９］。ＦｏｘＯ１是

ＦＯＸ亚家族ＦｏｘＯ家族的一员，磷酸化后，会由细胞
核转移到细胞质中，与细胞周期蛋白依赖性激酶抑制
蛋白结合，抑制细胞正常的周期、损伤修复及代谢活
动，从而导致细胞周期停滞和凋亡［２０－２２］。ＩＫＫ２为

ＩＫＫ的催化亚基［２３］，是细胞因子介导的核因子κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ－κＢ，ＮＦ－κＢ）活化所必须的亚基结
构［２４］。ＮＦ－κＢ在生物体内各种类型的细胞中均存在，
对细胞的凋亡具有双向调节作用。有研究证明ＩＫＫ／

ＮＦ－κＢ信号通路在中枢神经系统疾病中对起着重要作
用，在神经细胞的凋亡过程中发挥着重要作用［２５］。
本实验结果显示：采用的烙闭上巩膜静脉的方法

建立的ＳＤ大鼠慢性 ＥＩＯＰ模型可以使大鼠ＩＯＰ升
高，且可维持至少８周（实验结束时）。补精益视片可
轻度降低ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ模型的眼压；阻断ＳＤ大
鼠慢性ＥＩＯＰ模型初级视皮质中的尼氏小体的分解过
程，改善初级视皮质的神经元的功能。降低ＳＤ大鼠慢
性ＥＩＯＰ 模型初级视皮质中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路中 ｐ－
ＦｏｘＯ１及ＩＫＫ２的表达，可抑制ＳＤ慢性ＥＩＯＰ模型初
级视皮质的神经细胞凋亡，对大鼠慢性ＥＩＯＰ模型的
视功能具有作用。另外ＩＫＫ２为 ＮＦ－κＢ活化所必须
的亚基结构，因此推测补精益视片可能可以降低ＳＤ
大鼠慢性ＥＩＯＰ模型初级视皮质中ＮＦ－κＢ的表达。
综上，补精益视片可有效保护ＳＤ大鼠慢性ＥＩＯＰ

模型的视功能，其作用表现在轻度降低ＩＯＰ，提高

ＰＶＣ尼氏小体的含量，降低ＰＶＣ中ｐ－ＦｏｘＯ１及ＩＫＫ２
的表达。
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