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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
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　　摘要：目的 基于纤维肉瘤蛋白（rapid accelerated fibrosarcoma，Raf）／丝裂原活化的细胞外信号调节激酶（mitogen -
activated extracellular signal -regulated kinase，MEK）／细胞外信号调节激酶（extracellular signal regulated kinase，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 1 2 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（1 1，22 以及 44 g·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（Fundus angiofluorescence，FFA）、光学相干断层扫描血管成像（Optical coherence tomography an-
giography，OCTA）以及光学相干断层扫描（Optical coherence tomography，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-1 7（interleukin -1 7，IL -1 7）以及肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF -α）表
达；酶联免疫吸附法（enzyme -linked immunosorbent assay，ELISA）检测外周血中 IL -6、IL -1 7 以及 TNF -α水平。蛋白
免疫印迹法（western blot，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 -1 7、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 -1 7、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。
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Experimental Study of Qiju D ihuang Pills（杞菊地黄丸）I mproving Inflammatory Response in
Mice with D iabetic Retinopathy by Regulating Raf／MEK／ERK Pathway
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（1 .First College of Clinical Medicine，Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing 21 0023，Jiangsu，China；
2.Affiliated Hospital of Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing 21 0004，Jiangsu，China）

Abstract：Objective To explore the effects of Qiju Dihuang Pills（杞菊地黄丸）on inflammatory responses in mice with dia-
betic retinopathy based on the rapid accelerated fibrosarcoma（Raf）／mitogen -activated extracellular signal -regulated kinase
（MEKERK）signaling pathway.Methods Fifty male C57BL／6J mice were randomly divided into the normal group，the model
group，the Qiju Dihuang Pills low -dose，middle -dose and high -dose groups.The model was established by intraperitoneal in-
jection of streptozotocin（STZ）.After 1 2 weeks of modeling，the normal group and the model group were given saline by gavage
once a day，and the Qiju Dihuang Pills Groups were given the corresponding dose of Qiju Dihuang Pills medicinal solution（1 1 g·
kg -1，22 g·kg -1 and 44 g·kg -1）once a day for 8 consecutive weeks.The changes in blood glucose，water intake，urine out-
put，food intake and body mass were measured monthly.The imaging tests［fundus angiofluorescence（FFA），optical coherence
tomography angiography（OCTA）and optical coherence tomography（OCT）］were performed to assess the retinopathy.HE stai-
ning was used to assess retinal histopathological changes and immunofluorescence（IF）to detect the expressions of interleukin -6
（IL -6），interleukin -1 7（IL -1 7）and tumor necrosis factor α（TNF -α）.ELISA was used to detect the levels of IL -6，IL -
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1 7 and TNF -αin peripheral blood.Western Blot was used to detect the expressions of Raf，p -Raf，MEK，p -MEK，ERK and
p -ERK in retinal tissues.Results Compared with those of the normal group，the mice in the model group had high blood sugar at
random，obvious symptoms of polydipsia，polyuria，polyphagia and weight loss；the thickness was significantly thinner.The expres-
sions of IL -6，IL -1 7，TNF -α，p -Raf，p -MEK and p -ERK were significantly increased（P＜0.01）.Compared with those
in the model group，the mice in the Qiju Dihuang Pills groups had high random blood sugar，and the symptoms of polydipsia，poly-
uria，polyphagia and weight loss were significantly improved.The blood vessel density was low，the diameter of the vessel was
thickened，and the degree of tortuosity was significantly reduced.The structure was loose，and the overall thickness was signifi-
cantly reduced.The expressions of IL -6，IL -1 7，TNF -α，p -Raf，p -MEK and p -ERK were significantly reduced（P＜
0.01）.Conclusion Qiju Dihuang Pills can effectively protect the retina and delay the progression of diabetic retinopathy，which
may be related to its regulation of Raf／MEK／ERK signaling pathway and its anti -inflammatory effect.

Keywords：diabetic retinopathy；Qiju Dihuang Pills（杞菊地黄丸）；inflammation；Raf／MEK／ERK pathway

　　糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，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（Fundus an-
giofluorescence，FFA）和光学相干断层扫描（Optical coherence
tomography，OCT）／光学相干断层扫描血管成像（Optical coher-
ence tomography angiography，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
necrosis factor -α，TNF -α）、白介素 -6（interleukin -6，IL -
6）以及血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
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（mitogen activates protein kinases，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）201 9 -001 0］。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）201 7 -0069］，温度（24 ±2）
℃，相对湿度为 50%，每日光照时长 1 2 h，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 21 1 0251 3）、菊花（批号
21 061 071）、熟地黄（批号 21 1 001 33）、酒萸肉（批号 21 1 02883）、
山药（批号 21 083573）、泽泻（批号 21 1 00403）、牡丹皮（批号
201 1 0481）以及茯苓（批号 21 1 02063）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 0.5 h后，煎煮 40 min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
S01 30），柠檬酸钠缓冲溶液（中国沃瑞达斯实验试剂耗材公
司，货号 20221 1 20），复方托吡卡胺滴眼液（中国河北永光制药
有限公司，货号 004221 8），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
01 322），1 0%荧光素钠（美国爱尔康公司，货号 30734），纤维肉
瘤蛋白（rapid accelerated fibrosarcoma，Raf）抗体、p -Raf抗体、
丝裂原活化的细胞外信号调节激酶（mitogen -activated extra-
cellular signal -regulated kinase，MEK）抗体、p -MEK 抗体、细
胞外信号调节激酶（extracellular signal regulated kinase，ERK）
抗体以及 p -ERK 抗体（美国 CST 公司，货号分别为 9422T、
9431 T、8727T、91 54T、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 -1 7（in-
terleukin -1 7，IL -1 7）、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 G1 005、GB1 1 071、GB1 1 1 1 7、
GB1 1 1 1 0 -1、GB1 1 1 88），IL -6、IL -1 7 以及 TNF -α酶联免疫
吸附法（enzyme -linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒
（艾方生物科技有限公司，货号 AF -02446M1、AF -02453M1、
AF -0241 5M1）。血糖试纸（罗氏血糖健康医护公司，货号
6701 75），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
Fisher Scientific 公司），酶标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公
司），TGL1 6M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 Thermo Fisher Scientific 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 1 0 只和造模组 40 只。禁食 24 h，禁水 2 h，造模组
小鼠连续 5 d腹腔注射 STZ溶液 50 mg·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 5 d 腹腔注射柠檬
酸钠缓冲液作为对照。72 h 后尾静脉采血，测定随机血糖≥
1 6.7 mmol·L -1为糖尿病小鼠。造模组小鼠继续常规喂养 1 2
周，测定血糖≥1 6.7 mmol·L -1，并伴有多饮、多尿、多食以及
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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 1 0 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（1 1、22、44 g·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 0.01 mL·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 0.1 mL 1 0%荧光素钠造影剂后，立
即进行双眼 FFA 检测。用图湃软件以及 Image J 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 5 μm 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（bovine serum albu-
min，BSA）孵育 30 min 后，分别加入 IL -6（1 ∶500）、IL -1 7
（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 1 h；再次洗涤后加入荧光标记二抗；最后滴
加自发荧光淬灭剂 5 min后，采用流水冲洗 1 5 min。其后将切
片甩干，滴加 DAPI 染液，室温下避光孵育 1 0 min；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 -1 7 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 1 0 μL 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 -1 7 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 ∶1 000）、p -Raf（1 ∶1 000）、MEK
（1 ∶1 000）、p -MEK（1 ∶1 000）、ERK（1 ∶1 000）、p -ERK（1 ∶
1 000）以及β-actin（1 ∶5000），4 ℃孵育过夜。相应二抗（1 ∶
5000），37 ℃孵育 1 h，进行化学发光显影操作。采用 Image J
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 SPSS 26.0 和 GraphPad prism 8.1 用于分析结

果。所有数据用 ■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（■x±s）
单位：mmol·L -1

组别 n 第 0周 第 1 2周 第 1 6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## 27.1 8 ±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（■x±s） 单位：g

组别 n 第 0周 第 1 2周 第 1 6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 ±1.1 3# 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（■x±s） 单位：mL

组别 n 第 0周 第 1 2周 第 1 6周 第 20周

正常组　　　　　　 6 6.1 3 ±0.20 6.23 ±0.22 6.43 ±0.44 6.45 ±0.23
模型组　　　　　　 6 6.1 8 ±0.26 29.50 ±0.22** 28.57 ±0.27** 29.65 ±0.26**

杞菊地黄丸低剂量组 6 6.1 8 ±0.32 29.45 ±0.40 24.40 ±0.37## 26.60 ±0.37##

杞菊地黄丸中剂量组 6 6.1 8 ±0.26 29.40 ±0.24 23.1 8 ±0.23## 23.68 ±0.23##

杞菊地黄丸高剂量组 6 6.1 2 ±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（■x±s） 单位：mg

组别 n 第 0周 第 1 2周 第 1 6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（■x±s） 单位：mL

组别 n 第 0周 第 1 2周 第 1 6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 1 9.1 7 ±0.20** 1 8.63 ±0.26** 1 9.02 ±0.34**

杞菊地黄丸低剂量组 6 1.62 ±0.10 1 9.1 5 ±0.36 1 4.82 ±0.08## 17.52 ±0.13##

杞菊地黄丸中剂量组 6 1.65 ±0.10 1 9.1 8 ±0.1 5 1 2.27 ±0.19## 1 3.92 ±0.1 5##

杞菊地黄丸高剂量组 6 1.64 ±0.09 1 9.1 3 ±0.39 1 3.33 ±0.19## 1 5.55 ±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 -1 7 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 -1 7
以及 TNF -α荧光显著增强；外周血中 IL -6、IL -1 7 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 -1 7 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 -1 7 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 -1 7 以及
TNF -α含量比较（ELISA，■x±s） 单位：pg·mL -1

组别 n IL -6 IL -1 7 TNF -α

正常组　　　　　　 6 43.47 ±4.26　 1 8.58 ±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## 31 5.88 ±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［8，1 0］。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（■x±s）

组别 n p -Raf／Raf p -MEK／MEK p -ERK／ERK

正常组　　　　　　 3 0.50 ±0.1 1 0.32 ±0.02 0.67 ±0.15
模型组　　　　　　 3 0.94 ±0.1 1 ** 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［1 1 -1 3］。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［1 4］。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 -1 7 和 TNF -α的水平升高［1 5 -1 9］。糖尿病大鼠外周血

IL -6 以及 TNF -α水平显著升高［20］。IL -1 7 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 -1 7 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 -1 7 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 -1 7 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 -1 7 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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