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摘要
目的:观察六味地黄汤对老化模型大鼠视网膜组织中铁蛋
白、溶 质 载 体 家 族 ７ 成 员 １１ ( ＳＬＣ７Ａ１１ )、 谷 胱 甘 肽
(ＧＳＨ)、谷胱甘肽过氧化物酶 ４(ＧＰＸ４)表达水平的影响ꎮ
方法:将 ４５ 只 ＳＤ 大鼠随机分成空白组、模型组、中药组ꎬ
各 １５ 只ꎮ 空白组腹腔注射生理盐水ꎬ模型组、中药组腹腔
注射 Ｄ－半乳糖[５００ ｍｇ / ( ｋｇｄ)]ꎬ同时ꎬ中药组灌服六
味地黄汤[６.７５ ｇ / (ｋｇｄ)]ꎬ空白组、模型组灌服等体积
生理盐水ꎬ连续 ８ ｗｋꎮ 检测各组大鼠视网膜组织中铁蛋
白、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＳＨ、ＧＰＸ４ 的表达水平ꎮ
结果:模型组较空白组大鼠视网膜组织中铁蛋白表达增高
(Ｐ<０.０５)ꎬＧＳＨ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 表达降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 中
药组较模型组大鼠视网膜组织中 ＧＳＨ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 表
达增高(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:六味地黄汤可能通过调控铁死亡途径发挥延缓视网
膜老化的作用ꎮ
关键词:六味地黄汤ꎻ衰老ꎻ视网膜ꎻ铁蛋白ꎻ铁死亡
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０引言

随着年龄的增长ꎬ机体会出现不可逆的衰老性改变ꎬ
眼球是较早发生与年龄相关的退行性改变的器官之一ꎬ如
视网膜衰老是年龄相关性黄斑变性( ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)的重要病因之一[１]ꎬ如能减缓视网膜

的衰老ꎬ就可以从源头上减少 ＡＲＭＤ 等年龄相关性眼病

的发病率或减慢其病程进展[２]ꎮ 铁死亡( ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ)是一

种程序性细胞死亡ꎬ以脂质过氧化、铁积累为特征[３]ꎬ在衰

老及其相关病理过程中发挥着重要调控作用ꎬ这也是衰老

研究领域出现的崭新突破口ꎬ极大地推动了对于衰老及其

相关疾病调控机制的深入研究ꎮ 铁死亡相关调控分子同

样对于衰老进程存在一定的调控作用ꎮ 因此ꎬ本研究基于

铁死亡途径研究六味地黄汤对老化模型大鼠视网膜的保

护作用机制ꎮ
１材料和方法

１.１材料

１.１.１ 实验动物 　 选取 ７ － ８ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠

４５ 只ꎬ体质量 ２００±２０ ｇꎬ购自辽宁长生生物技术股份有限

公司[许可证编号:ＳＣＸＫ(辽)２０２０－０００１]ꎮ 饲养于 ＳＰＦ
级实验室ꎬ屏障通风循环良好ꎬ室温 ２０－２５ ℃ꎬ湿度 ４５％－
５５％ꎬ光照 １２ ｈ / ｄꎮ 实验遵循相关规定ꎬ并通过动物实验

伦理审查[批件号:２０２３ＣＳ(ＤＷ) －００３－０１]ꎬ大鼠饲养期

间均受人道对待ꎮ
１.１.２主要试剂及仪器

１.１.２.１主要试剂　 Ｄ－半乳糖(国药集团化学试剂有限公

司ꎬ６３００４４３４)ꎬ复方托吡卡胺滴眼液(沈阳兴齐眼药股份

有限 公 司ꎬ Ｈ２００５５５４６ )ꎬ 谷 胱 甘 肽 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬ ＧＳＨ)
ＥＬＩＳＡ 检 测 试 剂 盒 ( 上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司ꎬ
ＹＪ５３１０１０)、铁蛋白(ｆｅｒｒｉｔｉｎꎬＦＥ) ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(上海

酶联生物科技有限公司ꎬＹＪ００３２６２)ꎬ兔抗鼠溶质载体家

族 ７ 成员 １１(ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍｂｅｒ １１ꎬ
ＳＬＣ７Ａ１１)抗体 (上海优宁维生物科技股份有限公司ꎬ
１２６９１)ꎬ兔 抗 鼠 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ４ ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４ꎬＧＰＸ４)抗体(美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ６７７６３－１－
Ｉｇ)、兔抗鼠色素上皮衍生因子(ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ－ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆａｃｔｏｒꎬＰＥＤＦ) 抗体 (武汉云克隆科技股份有限公司ꎬ
ＰＡＢ９７２Ｒａ０１)ꎬβ－ａｃｔｉｎ 抗体(美国 ＳＡＢ 公司ꎬ２１３３８)ꎮ
１.１.２.２主要仪器　 体表检测仪(东莞市微视康电子科技

有限公司)ꎬ石蜡包埋机(浙江益迪仪器有限公司ꎬＹＤ－
６Ｌ)ꎬ石蜡切片机(ＬｅｉｃａꎬＲＭ２２４５)ꎬ石蜡冷冻台(浙江益迪

仪器有限公司ꎬＹＤ－６Ｄ)ꎬ摊片机(浙江益迪仪器有限公

司ꎬＹＤ－Ａ)ꎬ 烤片机(浙江益迪仪器有限公司ꎬＹＤ－Ｂ)ꎬ普
通光学显微镜(ＮｉｋｏｎꎬＥｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ－Ｌ)ꎬ垂直电泳槽(ＢＩＯ－
ＲＡＤꎬＪＹ－ＺＹ５)ꎬ化学发光成像系统(Ｔａｎｏｎꎬ５２００Ｍｕｌｔｉ)ꎬ多
功能全波长酶标仪(ＢｉｏＴｅｋꎬＥｐｏｃｈ)ꎮ
１.１.３药品制备　 六味地黄汤组成为熟地黄 ２４ ｇꎬ山茱萸、
山药各 １２ ｇꎬ茯苓、泽泻、牡丹皮各 ９ ｇꎬ均购自辽宁省中医

院草药局ꎬ将药材用相当于药材 ５ 倍自来水浸泡 ２ ｈꎬ武火

煮沸后文火继续煎煮 ３０ ｍｉｎꎬ过滤收集煎液ꎬ原药渣加少

量水继续煎煮ꎬ得二煎液ꎻ两煎液混合ꎬ浓缩至浓度生药含

量为 １ ｇ / ｍＬ[４]ꎮ 成人(６０ ｋｇ)口服六味地黄汤的剂量为

１.２５ ｇ / (ｋｇｄ)ꎮ 通过人与大鼠等效剂量换算公式换算

大鼠经口灌服六味地黄汤等效剂量为 ６.７５ ｇ / (ｋｇｄ)ꎮ
１.２方法

１.２.１模型建立及分组　 将 ４５ 只大鼠适应性饲养 ７ ｄ 后ꎬ
随机分成空白组(ｎ ＝ １５)、模型组( ｎ ＝ １５)、中药组( ｎ ＝
１５)ꎮ 模型组、中药组复制老化模型ꎬ即腹腔注射 Ｄ－半乳

糖[５００ ｍｇ / (ｋｇｄ)]ꎬ连续注射 ８ ｗｋ[５]ꎻ空白组腹腔注射

生理盐水[５００ ｍｇ / ( ｋｇｄ)]ꎮ 同时ꎬ中药组灌服六味地

黄汤[６.７５ ｇ / (ｋｇｄ)]ꎬ空白组、模型组灌服等体积生理

盐水ꎬ连续 ８ ｗｋꎮ
１.２.２眼底彩照及图像分析　 末次给药后 ２ ｈ 对各组大鼠
行眼底彩照ꎮ 具体方法:各组大鼠腹腔注射水合氯醛麻醉
后散瞳(复方托吡卡胺滴眼液点眼ꎬ每次 ５ － １０ ｍｉｎꎬ共
３ 次)ꎬ将体表检测仪镜头对准瞳孔ꎬ调整距离使电脑屏幕
中眼底图片清晰ꎬ调整镜头角度ꎬ视盘位于屏幕中央ꎬ对焦
后拍照ꎮ 在 ＭＡＴＬＡＢ 平台上运行视网膜自动图像分析
(ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｍａｇｅ ａｎａｌｙｚｅｒꎬＡＲＩＡ)软件测量各组大
鼠视网膜血管管径ꎮ 在 ＡＲＩＡ 软件中打开以视盘为中心
的大鼠眼底彩照图片ꎬ对距视盘边缘 ０.５－１.０ 个视盘直径
范围内的所有血管进行自动分析ꎬ见图 １ꎮ 手动剔除不合
格血管ꎬ按照血管直径由大到小的顺序将动脉和静脉分别
排序ꎬ选取较粗的动脉和静脉各 ６ 条ꎬ分别将管径代入修
正后的 Ｐａｒｒ－Ｈｕｂｂａｒｄ 公式[６] 计算视网膜中央动脉管径当
量(ｃｅｎｔｒａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔꎬＣＲＡＥ)、视网膜中央静
脉管径当量(ｃｅｎｔｒａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ｖｅｉｎ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔꎬＣＲＶＥ)ꎮ
１.２.３ ＨＥ染色　 采用 ＨＥ 染色法检测各组大鼠视网膜病
理形态及厚度ꎮ 大鼠实施安乐死后摘除右眼ꎬＦＡＳ 眼球固
定液固定 ２４ ｈ 以上ꎬ石蜡包埋ꎬ连续切片(厚度为 ４ μｍ)ꎬ
苏木素－伊红(ＨＥ)染色ꎬ应用光学显微镜观察视网膜形
态ꎬ并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量视神经旁 ２ ｍｍ 处各层视网膜
厚度ꎮ
１.２.４免疫组织化学染色　 采用免疫组织化学染色法检测
各组大鼠视网膜组织中 ＰＥＤＦ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 的表达ꎮ
取石蜡切片ꎬ脱蜡ꎬ抗原修复液水浴 ２０ ｍｉｎ(１００ ℃)ꎬ取出
放凉ꎬＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次ꎬ加 ３％ Ｈ２ Ｏ２ꎬ山羊血清封闭
１０ ｍｉｎꎬ加一抗工作液(稀释比例 １∶３００)ꎮ 隔日ꎬ４ ℃冰箱
中取出后 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ５ 次ꎮ 加二抗工作液(稀释比
例１ ∶５００)ꎬ水浴 ９０ ｍｉｎ(３７ ℃)ꎮ 重复冲洗过程ꎬ滴加 ＤＡＢ
显色液ꎬ再次冲洗ꎬ苏木素复染(３０－６０ ｓ)ꎬ１％盐酸乙醇分
化ꎬ自来水充分冲洗ꎮ 晾干后中性树脂封片ꎬ采集并储存
图像ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组大
鼠视网膜组织中 ＰＥＤＦ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 的表达ꎮ 大鼠实
施安乐死后摘除右眼ꎬ解剖显微镜下将眼球沿角巩膜缘剪
开ꎬ摘除玻璃体ꎬ内皮针固定ꎬ慢慢剥离出视网膜后将其剪
碎、匀浆ꎬ裂解 ３０ ｍｉｎꎮ ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取
上清液ꎬ进行蛋白定量ꎬ上样行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转膜ꎬ加
入 １００ ｇ / Ｌ 脱脂奶粉后室温封闭 １ ｈꎬ加入一抗(稀释比例
１∶ １０００)ꎬ ４ ℃ 孵育过夜ꎬ洗涤ꎬ加入二抗 (稀释比例
１ ∶１０００)ꎬ室温孵育 １ ｈꎬＥＣＬ 发光与胶片曝光ꎬ扫描胶片ꎬ以
β－ａｃｔｉｎ为内参照物ꎬ测定目的条带、β－ａｃｔｉｎ 的灰度值ꎬ计算
出两者的比值即该样本所测目的蛋白的相对表达水平ꎮ

９３３

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.３ Ｍａｒ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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１.２.６ ＥＬＩＳＡ法　 ＥＬＩＳＡ 法检测各组大鼠视网膜组织中铁

蛋白、ＧＳＨ 的表达ꎮ 取视网膜组织上清液ꎬ按照试剂盒说

明书检测各组大鼠视网膜组织中铁蛋白、ＧＳＨ 表达水平ꎬ
用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处吸光度ꎮ 制作标准曲线ꎬ按照标

准曲线的公式ꎬ计算其与 ＢＣＡ 蛋白浓度的比值ꎮ
　 　 统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行统计分析ꎮ 计

量资料采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ数据经方差齐性检

验和正态性检验ꎬ当方差齐时多组间比较采用单因素方差

分析(Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ方差

不齐时采用 Ｗｅｌｃｈ 法ꎬ两两比较采用 Ｔａｍｈａｎｅｓ Ｔ２ 检验ꎮ
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１ 各组大鼠眼底彩照及图像分析 　 空白组大鼠眼底呈

淡红色ꎬ自视盘向周围发出均匀的大血管ꎬ分支良好且延

伸到视网膜周围ꎻ模型组大鼠较空白组视网膜变白ꎬ血管

增多、收缩ꎻ中药组大鼠较空白组眼底颜色略变白ꎬ血管略

有收缩ꎬ见图 ２Ａ－Ｃꎮ 与空白组相比ꎬ模型组、中药组大鼠

ＣＲＡＥ、ＣＲＶＥ 变小(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ中药组大鼠

ＣＲＡＥ、ＣＲＶＥ 变大(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ２Ｄꎮ

２.２各组大鼠视网膜形态及厚度变化 　 ＨＥ 染色结果显

示ꎬ空白组大鼠视网膜层次清晰ꎬ细胞排列整齐ꎻ模型组大

鼠较空白组视网膜变薄ꎬ外核层 ( ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ
ＯＮＬ)、内核层(ｉｎｎｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬＩＮＬ)细胞减少ꎻ中药组

大鼠较空白组视网膜略变薄ꎬＯＮＬ、ＩＮＬ 细胞略减少ꎬ见
图 ３Ａ－Ｃꎮ 测量视神经旁 ２ ｍｍ 处视网膜厚度ꎬ与空白组

相比ꎬ模型组、中药组大鼠视网膜厚度、ＩＮＬ 厚度、ＯＮＬ 厚

度均变薄(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ中药组大鼠视网膜厚

度、ＩＮＬ 厚度、ＯＮＬ 厚度均增厚(Ｐ<０.０５)ꎻ三组大鼠 ＩＮＬ 厚

度占视网膜厚度百分比、ＯＮＬ 厚度占视网膜厚度百分比

比较差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ３Ｄꎮ
表 １　 各组大鼠 ＣＲＡＥ和 ＣＲＶＥ情况 ｘ±ｓ

组别 ｎ ＣＲＡＥ ＣＲＶＥ
空白组 ６ ３２.８００±０.５０５ ４８.６１８±０.８５８
模型组 ６ ３０.５１０±０.６２６ａ ４５.３１８±０.８０５ａ

中药组 ６ ３１.５７４±０.８２９ａꎬｃ ４６.２５８±０.４７３ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １７.７２９ ２４.７０４
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

图 １　 ＡＲＩＡ软件操作界面ꎮ

图 ２　 各组大鼠眼底彩照及图像分析　 Ａ:空白组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:中药组ꎻＤ:各组大鼠 ＣＲＡＥ 和 ＣＲＶＥ 改变情况ꎮ 白色箭头:视网膜变

白ꎻ黄色箭头:视网膜血管收缩ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

０４３
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２.３各组大鼠视网膜组织中 ＰＥＤＦ 和 ＳＬＣ７Ａ１１ 及 ＧＰＸ４
蛋白表达水平　 免疫组织化学染色结果显示ꎬ与空白组比

较ꎬ模型组大鼠视网膜组织中 ＰＥＤＦ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 蛋白

表达程度降低 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ中药组大鼠视网膜组织中

ＰＥＤＦ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 表达程度降低(Ｐ>０.０５)ꎻ与模型组

比较ꎬ中药组大鼠视网膜组织中 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 表达程

度增高(Ｐ<０.０５)ꎬＰＥＤＦ 表达程度略有增高(Ｐ>０.０５)ꎬ见
图 ４、５ꎬ表 ３ꎮ ＰＥＤＦ 于 ＩＮＬ 表达相对明显ꎬＳＬＣ７Ａ１１ 于视

网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)层表达相

对明显ꎬＧＰＸ４ 于 ＯＮＬ 表达相对明显ꎬ证明视网膜在衰老

中的不均等性ꎬ说明 ＲＰＥ、ＯＮＬ 是衰老视网膜发生铁死亡

的关键部位ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ与空白组比较ꎬ模型组、

中药组大鼠视网膜组织中 ＰＥＤＦ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 蛋白相

对表达水平均降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ中药组大鼠

视网膜组织中 ＰＥＤＦ、ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白相对表达水平均升高

(Ｐ<０.０５)ꎬＧＰＸ４ 蛋白相对表达水平略有升高(Ｐ>０.０５)ꎬ
见图 ６ꎬ表 ４ꎮ

２.４各组大鼠视网膜组织中铁蛋白和 ＧＳＨ 表达水平 　
ＥＬＩＳＡ 检测结果显示ꎬ与空白组比较ꎬ模型组大鼠视网膜

组织中 ＧＳＨ 表达降低(Ｐ<０.０５)ꎬ中药组大鼠视网膜组织

中 ＧＳＨ 表达略有降低(Ｐ>０.０５)ꎬ模型组、中药组大鼠视网

膜组织中铁蛋白表达均增高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ中
药组大鼠视网膜组织中 ＧＳＨ 表达增高(Ｐ<０.０５)ꎬ铁蛋白

的表达略有降低(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ５ꎬ图 ７ꎮ
３讨论

半乳糖可致全身各系统发生氧化应激和线粒体损伤ꎬ
模拟自然衰老大鼠所发生的改变ꎬ是成熟的用于诱导动物

老化模型的药物[７]ꎮ 关萍等[８] 研究表明ꎬ小鼠连续 ４９ ｄ
颈背部皮下注射 Ｄ－半乳糖[５.１２ ｍｇ / (ｇｄ)]相当于自然

生长的 ２１ 月龄小鼠ꎮ 根据公式 ９.１２５×小鼠日 ＝ １ 人类

年[９]计算ꎬ此法诱导衰老小鼠相当于人类 ６９ 岁ꎮ 虽然本

研究为大鼠ꎬ但根据小鼠衰老程度推断ꎬ本研究中造模方

法可以达到大鼠的高度衰老期ꎮ 衰老和氧化应激是

ＡＲＭＤ 的重要病因[１０]ꎬ与碘酸钠注射致 ＡＲＭＤ 模型相比ꎬ
以 Ｄ－半乳糖诱导的亚急性衰老动物模型用于研究 ＡＲＭＤꎬ

图 ３　 各组大鼠视网膜 ＨＥ染色情况　 Ａ:空白组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:中药组ꎻＤ:各组大鼠视网膜厚度改变情况ꎮ ＩＮＬ:内核层ꎻＯＮＬ:外核

层ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ２　 各组大鼠视网膜厚度改变 ｘ±ｓ

组别 ｎ 视网膜厚度(μｍ) ＩＮＬ 厚度(μｍ)
ＩＮＬ 占视网膜厚度

百分比(％)
ＯＮＬ 厚度(μｍ)

ＯＮＬ 占视网膜厚度

百分比(％)
空白组 ６ １８４.５７２±１.６３８ ３３.９８４±０.８８４ １８.４１５±０.５５１ ４４.３３１±３.００７ ２４.０１６±１.５６９
模型组 ６ １３０.５３８±４.８３５ａ ２１.８８８±３.３６２ａ １６.７３６±２.３０５ ２９.５６６±２.０６７ａ ２２.６５６±１.４５８
中药组 ６ １５４.３７６±９.０６１ａꎬｃ ２８.１６２±３.８１９ａꎬｃ １８.１９７±１.７０５ ３７.２５８±３.９２８ａꎬｃ ２４.１２４±１.９９３

　
Ｆ １２２.０３４ ２４.７０４ １.７６０ ３４.１５７ １.４０８
Ｐ <０.０１ <０.０１ ０.２０６ <０.０１ ０.２７５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ３　 免疫组织化学染色法检测各组大鼠视网膜组织中相关蛋白表达水平 ｘ±ｓ
组别 ｎ ＰＥＤＦ ＳＬＣ７Ａ１１ ＧＰＸ４
空白组 ３ ０.１７９±０.０２４ ０.１７７±０.０１０ ０.１７１±０.００９
模型组 ３ ０.１３２±０.００５ａ ０.１２５±０.００２ａ ０.１１６±０.０１１ａ

中药组 ３ ０.１６２±０.０１５ ０.１５６±０.０２４ｃ ０.１５６±０.０１６ｃ

　 　
Ｆ ６.２０７ ８.８２７ １４.９６３
Ｐ ０.０３５ ０.０１６ ０.００５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ
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图 ４　 免疫组织化学染色法检测各组大鼠视网膜组织中相关蛋白表达情况　 ＩＮＬ:内核层ꎻＯＮＬ:外核层ꎻＲＰＥ:视网膜色素上皮ꎮ 绿色
箭头示 ＰＥＤＦ / ＳＬＣ７Ａ１１ / ＧＰＸ４ 蛋白阳性表达ꎮ

图 ５　 免疫组织化学染色法检测各组大鼠视网膜组织中相关蛋
白表达水平　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

同时还兼具了衰老的因素ꎬ更符合 ＡＲＭＤ 的实际病理情
况ꎬ因此该模型亦可作为 ＡＲＭＤ 模型[１１]ꎮ 年老体弱ꎬ肝肾
不足ꎬ精血无以上注于目ꎬ视衣失养ꎬ神光不得发越ꎬ本方
中熟地、山茱萸、山药可滋补肝肾ꎮ 黄斑是视力最敏锐的
地方[１２]ꎬ是目中神光发越的源泉[１３]ꎮ 学者邱礼新、陈达
夫、李传课皆认为黄斑属脾[１４－１６] ꎬ然本方山药、茯苓可补
脾益气ꎮ 杨华杰等[１７] 通过网络药理学及实验验证了六

味地黄丸具有延缓衰老的作用ꎮ 研究表明ꎬ铁死亡能够
调控衰老进程ꎬ由此本研究提出假说ꎬ即基于调控铁死
亡研究六味地黄汤对老化模型大鼠视网膜的保护作用
机制ꎮ

对于 Ｄ－半乳糖诱导的老化模型大鼠视网膜衰老程度
的模型评价主要包含:(１)眼底彩照观察眼底ꎮ 本研究结
果显示ꎬ模型组大鼠视网膜变白ꎬ血管增多、收缩ꎬ与方越
等[１８]和董伟华等[１９] 研究中 ＡＲＭＤ 大鼠模型眼底彩照表
现相近ꎮ ＡＲＩＡ 软件是一个免费的开源软件ꎬ可自动识别
血管并分析其平均直径ꎬ具有良好的重复性和再现性[２０]ꎮ
本研究结果显示ꎬ模型组大鼠视网膜 ＣＲＡＥ、ＣＲＶＥ 均变
小ꎬ与王爽等[２１]研究中老年人视网膜血管直径 ５ ａ 变化的
队列研究得出的结论一致ꎬ说明随着年龄的增长ꎬ视网膜
动静脉血管均出现逐渐变细的趋势ꎮ (２)ＨＥ 染色检测视
网膜病理形态及厚度ꎮ 本研究结果显示ꎬ模型组大鼠视网
膜总厚度及 ＩＮＬ、ＯＮＬ 厚度均明显变薄ꎬ但 ＩＮＬ、ＯＮＬ 厚度
占视网膜总厚度的构成比基本不变ꎬ与孙兆霞等[２２] 研究
结果一致ꎬ说明衰老引起大鼠视网膜总厚度及各层厚度不
同程度的变薄ꎮ (３)免疫组织化学染色法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测各组大鼠视网膜组织中相关蛋白相对表达情况　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测量化分析
结果ꎬａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测各组大鼠视网膜组织中相关蛋白相对表达水平 ｘ±ｓ
组别 ｎ ＰＥＤＦ ＳＬＣ７Ａ１１ ＧＰＸ４
空白组 ６ １.１５７±０.０７５ １.１８０±０.０５４ １.３４２±０.３０８
模型组 ６ ０.６９８±０.０７３ａ ０.４０２±０.１６９ａ ０.６８８±０.３４９ａ

中药组 ６ ０.９３２±０.２１４ａꎬｃ ０.７０３±０.２３３ａꎬｃ ０.７６８±０.１６４ａ

　
Ｆ １６.７２２ ３２.３０８ ９.３８５
Ｐ <０.０１ <０.０１ ０.００２

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测各组大鼠视网膜组织中铁蛋白和 ＧＳＨ 表

达水平 ｘ±ｓ
组别 ｎ 铁蛋白 ＧＳＨ
空白组 ６ １２.８９７±０.９５７ ０.５０６±０.０５８
模型组 ６ １７.６７７±１.０１３ａ ０.３５１±０.０５６ａ

中药组 ６ １６.３８２±３.７３０ａ ０.４８９±０.１４１ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ６.９４２ ４.９０４
Ｐ ０.００７ ０.０２３

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测各组大鼠视网膜组织中铁蛋白和 ＧＳＨ 表
达水平　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

法检测视网膜组织中 ＰＥＤＦ 的表达ꎮ 结果显示ꎬ模型组大
鼠视网膜组织中 ＰＥＤＦ 表达下调ꎮ ＰＥＤＦ 广泛表达于眼、
脑等组织中[２３]ꎮ 眼内 ＰＥＤＦ 主要由 ＲＰＥ 以旁分泌的方式
分泌至感受器间质[２４]ꎬ在视网膜分化中发挥重要作用ꎮ
ＰＥＤＦ 被称为“年轻”蛋白质ꎬ其原因是老年人较青年人视
网膜中 ＰＥＤＦ 表达明显下调[２５]ꎬ或致视网膜发生与衰老
相关的变化ꎮ ＰＥＤＦ 降低可能是 ＲＰＥ 氧化损伤和年龄增
加的直接结果[２６]ꎮ 以上均说明老化模型大鼠视网膜衰老
造模成功ꎮ 经六味地黄汤治疗后ꎬ中药组较模型组上述模
型评价指标均得到一定的改善ꎬ说明六味地黄汤对缓解视
网膜衰老起到一定的作用ꎮ

本研究结果表明ꎬ模型组较空白组大鼠视网膜组织中
铁蛋白表达增高(Ｐ<０.０５)ꎬＧＳＨ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 表达降
低(Ｐ<０.０５)ꎮ 近年提出铁衰老概念ꎬ即认为衰老和铁积
累之间存在恶性循环[２７]ꎮ 铁蛋白与体内储存铁含量呈正
比ꎮ 随着年龄的增长铁会逐渐积累[２８]ꎬ铁稳态的失衡与
年龄相关疾病存在关联ꎮ 与年轻人相比ꎬ老年人体内的铁
水平增加 ２ 倍[２９]ꎬＲＰＥ 内的铁水平增加 ３ 倍[３０]ꎬ视网膜内
的铁水平增加 １.３ 倍[３１]ꎮ 因铁超负荷而产生氧自由基可
以引起视网膜毒性ꎬ铁通过 Ｆｅｎｔｏｎ 反应催化生成不稳定
的羟自由基ꎬ参与多不饱和脂肪酸的脂质氧化ꎬ产生共轭
二烯ꎬ导致生成脂质过氧化产物ꎬ使细胞功能减退ꎬ促发铁
死亡ꎮ ＳＬＣ７Ａ１１ 是调控“铁过载－铁死亡”的关键基因ꎬ铁
离子通过 ＲＯＳ － Ｎｒｆ２ － ＡＲＥ 轴上调 ＳＬＣ７Ａ１１ 的表达ꎬ
ＳＬＣ７Ａ１１ 能抑制铁过载引发的铁死亡[３２]ꎮ 铁死亡的主要
下游调控因子 ＧＰＸ４ 是铁死亡的“门控蛋白”ꎬ是铁死亡研
究领域的明星分子ꎮ ＧＰＸ４ 通过将脂质氢过氧化物转变
为类脂醇ꎬ抑制脂质活性氧的形成ꎬ从而减轻脂质过氧化ꎬ
抑制细胞铁死亡的发生ꎮ 因此ꎬＧＰＸ４ 含量降低会使细胞
脂质过氧化水平增加ꎬ进而发生铁死亡[３３]ꎮ ＧＳＨ 是 ＧＰＸ４
催化反应的底物ꎬＧＳＨ 耗尽引起 ＧＰＸ４ 失活ꎬ造成活性氧
(ＲＯＳ)积累ꎬ诱导铁死亡ꎮ 细胞内 ＧＳＨ 和 ＧＰＸ４ 水平均
受 ＳＬＣ７Ａ１１ 影响[３４]ꎮ 本研究结果表明ꎬ中药组较模型组
大鼠视网膜组织中 ＧＳＨ、ＳＬＣ７Ａ１１ 表达增高(Ｐ<０.０５)ꎬ说
明六味地黄汤可通过影响老化模型大鼠视网膜组织中
ＧＳＨ、ＳＬＣ７Ａ１１ 的表达调控铁死亡途径进而达到保护视网
膜老化的目的ꎮ

作用于铁死亡的药物有望成为防治视网膜老化的新
方案ꎮ 质膜丧失完整性、细胞质和细胞器肿胀、染色质浓
缩是铁死亡的形态学特征ꎬ在超微结构水平表现为线粒体
萎缩、嵴减少或消失、膜密度增加[３５]ꎬ因此ꎬ未来研究会应
用透射电子显微镜观察老化模型大鼠视网膜的超微结构
变化情况ꎬ进一步从形态学角度证实视网膜老化与铁死亡
的相关性ꎮ
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