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也摘要页 目的 基于网络药理学和实验研究探讨青光安域号方对青光眼视神经的保护作用机制遥方法 通过 TCMSP数据库筛选

青光安域号方成分靶点袁在 GeneCards尧Disgenet尧CTD数据库挖掘青光眼相关靶点袁进而筛选青光安域号方作用于青光眼的靶点曰制
作蛋白质-蛋白质相互作用渊protein-protein interaction, PPI冤网络取其交集袁并通过 GO 分析和 KEGG 富集分析遥建立自发性慢性高

眼压 DBA/2J 青光眼小鼠模型袁将 C57BL/6J小鼠设置为空白组渊等体积蒸馏水冤袁DBA/2J小鼠随机分为模型组渊等体积蒸馏水冤尧益脉

康组[0.31 g/渊kg窑d冤]尧青光安域号方低浓度组[0.85 g/渊kg窑d冤]尧青光安域号方中浓度组[1.7 g/渊kg窑d冤]尧青光安域号方高浓度组[3.4 g/渊kg窑d冤]袁
每组 8只袁每日灌胃 1次遥干预 4周后袁触式眼压笔监测小鼠眼压曰HE 染色观察小鼠视网膜形态结构曰Western blot检测沉默信息调

节因子-1渊silent information regulator type-1, SIRT1冤尧过氧化物酶体增殖物激活受体 酌 共激活因子-1琢渊peroxisome proliferation-
activated receptor-酌-coactivator 1琢, PGC-1琢冤的蛋白表达水平曰qRT-PCR 检测 SIRT1尧PGC-1琢的 mRNA表达水平遥结果 从青光安

域号方共筛选得到 101个活性成分和 245 个相关靶点袁2 412 个青光眼疾病相关基因靶点曰药物-活性成分-靶点相互作用最强的 5
个靶点分别是前列腺素内过氧化物合成酶 2尧核受体共激活因子 2尧胃蛋白酶原域尧前列腺素内过氧化物合成酶 1 以及过氧化物酶

体增殖物激活受体 酌渊peroxisome proliferative activated receptor gamma, PPARG冤曰PPI 网络显示较强的靶点是 SIRT1尧PPARG曰GO
分析和 KEGG富集分析得到细胞衰老尧IL-17 等信号通路遥 与给药前相比袁给药后用药组眼压显著降低渊P<0.01冤遥 给药后袁与空白组

相比袁模型组眼压显著升高渊P<0.01冤袁视网膜中 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA表达量和蛋白表达量均显著降低渊P<0.01冤曰与模型组相比袁用
药组眼压显著降低渊P<0.01冤袁SIRT1尧PGC-1琢 mRNA表达量和蛋白表达量均显著升高渊P<0.01冤遥 与益脉康组和青光安域号方低浓度

组相比袁青光安域号方中尧高浓度组 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA 表达量和 SIRT1蛋白表达量显著升高渊P<0.01冤曰与青光安域号方低浓度

组相比袁青光安域号方高浓度组 PGC-1琢 蛋白表达量均显著上升渊P<0.01冤遥 与青光安域号方中浓度组相比袁青光安域号方高浓度组

PGC-1琢 mRNA表达量和蛋白表达量显著升高渊P<0.01冤遥 结论 青光安域号方可有效调控 SIRT1/PGC-1琢 信号通路袁抑制 RGC的丢

失袁主要在氧化应激尧细胞衰老等方面对青光眼视神经发挥保护作用遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the mechanism of protective action of Qingguang'an 域 Formula (QGAF域) on optic nerve
in glaucoma based on network pharmacology and experimental research. Methods Targets of QGAF域 components were screened
through the TCMSP database, and glaucoma-related targets were mined from GeneCards, Disgenet, and CTD databases. Then the
targets through which QGAF域 acts on glaucoma were identified. A protein-protein interaction (PPI) network was constructed using
the intersection of these targets, and GO and KEGG pathway analyses were performed on them. A spontaneous chronic high
intraocular pressure (IOP) DBA/2J glaucoma mouse model was established. C57BL/6J mice were set as the blank group (an equal
volume of distilled water), and DBA/2J mice were randomize into the model group (an equal volume of distilled water), Yimaikang
(YMK) group [0.31 g/(kg窑d)], and low- [0.85 g/(kg窑d)], medium- [1.7 g/(kg窑d)], and high-concentration [3.4 g/(kg窑d)] QGAF域 groups.
Each group consisted of eight mice, and they were administered by gavage once daily. After 4 weeks of intervention, the IOP of
mice was monitored by a contact tonometer; HE staining was used to observe the morphological structure of the mouse retina;
Western blot was used to examine the protein expression levels of silent information regulator type-1 (SIRT1) and peroxisome
proliferator-activated receptor-酌-coactivator 1琢 (PGC-1琢); qRT-PCR was used to check the mRNA expression levels of SIRT1 and
PGC-1琢. Results A total of 101 active ingredients and 245 related targets were screened from QGAF域. Additionally, 2,412
disease -related gene targets for glaucoma were identified. The five targets with the strongest drug -active ingredient -target
interactions were prostaglandin-endoperoxide synthase 2, nuclear receptor coactivator 2, pepsinogen 域, prostaglandin-endoperoxide
synthase 1, and peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG). The PPI network showed that the stronger targets were
SIRT1 and PPARG. Signaling pathways such as oxidative stress, cellular senescence, and IL-17 were obtained by GO and KEGG
enrichment analyses. Compared with before administration, the IOP of the treatment groups significantly decreased after
administration (P<0.01). After administration, compared with the blank group, the model group showed a significant increase in IOP
(P<0.01), and the mRNA and protein expression levels of SIRT1 and PGC-1琢 in the retina were significantly reduced (P<0.01).
Compared with the model group, the IOP in the treatment groups showed a significant decrease (P<0.01), while the mRNA and
protein expression levels of SIRT1 and PGC-1琢 significantly increased (P<0.01). Compared with the YMK group and the low-
concentration QGAF域 group, the mRNA expression levels of SIRT1 and PGC-1琢 and the protein expression level of SIRT1
significantly increased in the medium- and high-concentration QGAF域 groups (P<0.01); compared with the low-concentration
QGAF域 group, the protein expression level of PGC-1琢 in the high-concentration QGAF域 group significantly increased (P<0.01);
compared with the medium-concentration QGAF域 group, the mRNA and protein expression levels of PGC-1琢 significantly
increased in the high-concentration QGAF域 group (P<0.01). Conclusion QGAF域 can effectively regulate the SIRT1/PGC-1琢
signaling pathway, and inhibit the loss of retinal ganglion cells (RGCs). It mainly exerts protective effects on the optic nerve in glaucoma
by targeting oxidative stress and cellular senescence.

也运藻赠憎燥则凿泽页 glaucoma; Qinguang'an 域 Formula; cellular senescence; silent information regulator type -1; peroxisome
proliferation-activated receptor-酌-coactivator 1琢

青光眼作为年龄相关性视神经退行性病变疾

病袁又被称作是眼部的阿尔茨海默病[1]遥 虽然袁病理

性高眼压被认为是青光眼进展的先导因素袁但高眼

压无法解释正常眼压性青光眼的视神经损伤袁临床

上亦存在部分患者经过有效降眼压治疗后视网膜神

经节细胞渊retinal ganglion cell, RGC冤仍持续性丢

失袁导致视神经进行性萎缩袁极大程度影响患者生

活质量[2]遥研究表明袁青光眼中晚期视神经退变以及

眼压控制后视神经仍进行性损伤是衰老的结果[3]遥
神经元细胞一旦损伤通常不会再生袁因此袁在控制眼

压的同时袁如何进行有效视神经保护治疗逐渐成为

研究热点遥

现代医学认为袁神经退行性变的发病机制大多

与衰老相关遥从中医学角度理解袁亦可说明青光眼视

神经损害与衰老相关遥 彭清华教授结合多年临床经

验指出袁青光眼中晚期患者的关键病机在于肝肾亏

虚尧气虚血瘀袁为因虚致实之病[4]遥 久病可导致精气

亏耗袁加之本病多发于中老年袁阴血无以充养袁阳气

逐渐痿弱袁致肝肾不足尧精血暗耗袁此乃青光眼中晚

期病机的本质遥 而肝肾精血亏虚会导致机体组织细

胞的衰老袁视神经进行性萎缩就是野衰老冶的表现之

一遥青光安域号方是彭清华教授的经验方袁该方由枸

杞子尧牛膝尧女贞子尧黄芪尧灯盏细辛尧川芎组成袁具有

补益肝肾尧益气活血的功效袁可用于治疗肝肾亏虚尧
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脉络瘀滞的青光眼中晚期视神经损害[5-9]遥 补益肝肾

一直被认为是抗衰老的根本袁而驱除瘀积是祛瘀生

新的重要步骤袁瘀积之物不除袁阻碍精血上达袁则目

窍日渐衰老遥 本团队前期研究表明袁青光安域号方

可提高 RGC 的存活率袁具有保护视神经的作用袁但
具体机制并未明确[5-11]遥 沉默信息调节因子-1渊silent
information regulator type-1, SIRT1冤是组蛋白去乙

酰化酶家族中的一员袁在视网膜损伤和眼部老化中

起重要作用[12]遥 同时袁SIRT1 通过去乙酰化过氧化物

酶体增殖物激活受体 酌共激活因子-1琢渊peroxisome pr鄄
oliferation-activated receptor-酌-coactivator 1琢, PGC-
1琢冤可以提高细胞对氧化应激的抵抗力袁还可以影

响线粒体呼吸功能和活性氧渊reactive oxygen species,
ROS冤积累袁从而在能量代谢尧氧化平衡尧细胞存活尧
衰老等过程中发挥作用[13-14]遥 SIRT1/PGC-1琢 信号通

路协同发挥抗衰作用[15]遥
研究表明袁益脉康分散片具有清除氧自由基的

作用袁还可以提高机体抗纤溶活性和抗血栓形成袁能
够改善视网膜血管的血液黏滞状态袁联合甲钴胺片

还能够控制青光眼眼压尧改善视野袁显示出一定的视

神经保护作用[16]遥 本研究采用网络药理学技术探究

青光安域号方治疗青光眼的机制袁并加以实验验证院
采用益脉康分散片作为阳性药物对照组袁观察青光

安域号方不同药物浓度对青光眼模型 DBA/2J 小鼠

视网膜中 SIRT1尧PGC-1琢 蛋白表达水平的影响袁以
进一步探究青光安域号方对青光眼视神经保护作用

的机制遥
1 材料

1.1 实验动物

SPF级 DBA/2J雌性小鼠 40 只袁6 周龄袁18耀22 g袁
由北京维通利华实验动物技术有限公司提供袁实验

动物许可证号院SCXK渊京冤2016-0006袁质量合格证院
1100111911055898遥 SPF 级 C57BL/6J雌性小鼠 8只袁
6 周龄袁18耀22 g袁由湖南中医药大学实验动物中心

代购袁实验动物许可证号院SCXK渊湘冤2016-0002袁质
量合格编号院ZS-202111230007遥实验经湖南中医药

大学动物实验伦理委员会批准院LLBH-2021ZYX13遥
1.2 主要药品及试剂

青光安域号方院由枸杞子尧女贞子尧黄芪尧川芎尧
牛膝尧灯盏细辛按比例渊1.5颐1.5颐1.5颐1颐1颐1冤用灭菌蒸

馏水制成悬混液渊药材均采购于湖南中医药大学第

一附属医院冤遥 益脉康分散片渊湖南湘雅制药有限公

司袁国药准字 Z20080073袁规格院400 mg/片冤遥

SIRT1 抗体尧PGC-1琢 抗体尧茁-actin尧RIPA 裂解

液渊上海碧云天生物技术有限公司袁批号分别为AS391-
1尧AF7736尧AF0003尧P0013C冤曰SDS-PAGE 凝胶快速

制备试剂盒尧BCA 蛋白定量检测试剂盒尧PVDF 转印

膜渊兰杰柯科技有限公司袁批号分别为 BL522A尧
BL521A尧BS-PVDF-45冤曰电泳缓冲液购尧脱脂奶粉渊武
汉赛维尔生物科技有限公司袁批号分别为 G2018尧
G5002冤遥
1.3 主要仪器

笔试眼压计渊美国Reichert公司袁型号院Reichert 7冤曰
灌胃针渊北京冀诺泰科技发展有限公司袁型号院JNT-
GWQ冤曰光学显微镜渊北京奥特伟业科贸有限公司袁
型号院BK6000冤曰裂隙灯显微镜渊日本 Topcon 公司袁
型号院SL-3G冤曰低温离心机尧摇床尧荧光定量 RCP
仪 尧电泳仪尧液氮罐渊美国 Thermo 公司袁型号为

75009750尧88882014尧A51685尧G8100尧CY50985-70冤曰
EP管渊上海希言科学仪器有限公司袁型号院10-0850冤曰
-80 益冰箱渊中国美菱公司袁型号院DW-HL530冤遥
2 方法

2.1 青光安域号方治疗青光眼的网络药理学研究

2.1.1 青光安域号方活性成分的获取及其对应靶点

的收集 在 TCMSP 数据库渊http://tcmspw.com/tcmsp.
php冤中筛选青光安域号方中六味中药的活性成分袁
设置口服利用度渊oral bioavailability, OB冤逸30%且

类药性渊drug-likeness袁DL冤逸0.18 为条件进行筛选曰
获得其相关靶点后导入 Excel 表格中处理袁去除重复

值袁并利用 UniProt 数据库渊http://www.uniprot.org/冤
对各靶点名称进行规范化处理遥
2.1.2 构建青光安域号方药物-活性成分-靶点相

互作用网络图 将青光安域号方药物尧药物活性成分

以及活性成分对应的靶点均导入 Cytoscape 3.9.1 软

件中进行处理袁获得药物-活性成分-靶点相互作用

的网络袁利用 Network Analyze功能对网络进行分析袁
获得各靶点的节点度渊Degree冤值后行可视化处理遥
2.1.3 青光眼疾病基因靶点收集及韦恩图制作 以

野glaucoma冶为检索词于 GeneCards数据库渊https://www.
genecards.org/冤尧Disgenet 数据库渊https://www.disgenet.
org/冤尧CTD 数据库渊https://ctdbase.org/冤中进行检索袁
获得青光眼疾病基因靶点遥 借助 Draw Venn Dia
gram 软件制作韦恩图袁将成分靶点与青光眼疾病

靶点取交集以获得青光安域号方治疗青光眼的关

键靶点遥
2.1.4 构建青光安域号方治疗青光眼的蛋白质-蛋
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白质相互作用网络 将方药与疾病的靶点导入

String 平台渊https://string-db.org/cgi/input.pl冤袁获得蛋

白质-蛋白质相互作用 渊protein-protein interaction袁
PPI冤网络袁再利用 Cytoscape 软件对 PPI 网络进行分

析及可视化处理遥
2.1.5 GO 及 KEGG 富集分析及可视化 将方药治

疗疾病的靶点导入 Metascape 平台渊https://metascape.
org/冤进行 GO 富集分析袁包括生物学过程渊biological
process, BP冤尧细胞组分渊cellular component, CC冤尧
分子功能渊molecular function, MF冤遥 物种选择为Ho鄄
mo sapiens袁选择 Custom Analysis袁设置 Min Over鄄
lap 为 3袁P-value Cutoff 为 0.01袁Min Enrichment 为
1.5袁将结果导入 Excel 表格中袁根据 Count 进行降序

排列袁选择前 10 的内容袁利用微生信平台进行可视

化处理遥 KEGG 富集分析同上述法遥
2.2 青光安域号方对青光眼视神经保护作用的实

验研究

2.2.1 青光眼小鼠模型建立及给药 本实验采用的

DBA/2J 小鼠喂养至 38 周龄时即可自动成模[17]遥 将

C57BL/6J 小鼠设置为空白组袁DBA/2J 小鼠随机分

为模型组尧益脉康组以及青光安域号方低尧中尧高浓

度组袁每组 8 只遥
参照团队前期研究[4-11]及叶中医科研设计与统计

学曳[18]中成人等效剂量换算方法袁得出各组药物浓度

如下袁益脉康组 0.31 g/渊kg窑d冤尧青光安域号方低浓

度组 0.85 g/渊kg窑d冤尧青光安域号方中浓度组 1.7 g/
渊kg窑d冤尧青光安域号方高浓度组 3.4 g/渊kg窑d冤遥 给予

以上各组药物混悬液 2 mL渊用蒸馏水作为溶剂制

配冤袁空白组尧模型组予等体积蒸馏水袁灌胃 1 次/d袁
连续干预 4 周遥
2.2.2 监测眼压 造模成功后袁对给药前及给药 4
周后的小鼠右眼眼压进行测量遥 在小鼠清醒状态下

每日固定时间段用接触式眼压笔测量眼压袁3 次重

复测量后取平均值遥
2.2.3 HE 染色观察视网膜形态结构 将视网膜组

织制成石蜡切片后袁苏木精染色 2 min袁冲洗袁1%盐

酸乙醇分化液 10 s袁冲洗袁氨水返蓝 2 min袁梯度乙

醇脱水袁伊红染色 2 min袁冲洗袁无水乙醇脱水袁二甲

苯透明遥 风干后滴加中性树胶以封片袁置于荧光显

微镜下观察遥
2.2.4 qRT-PCR 检测各组视网膜 SIRT1尧PGC-1琢
mRNA 表达 用 Trizol 法提取小鼠视网膜组织中总

RNA袁然后按试剂盒说明书依次加入2 滋L Primer Mix袁
7 滋L RNA Template袁4 滋L 5 伊RT Buffer袁2 滋L

DTT 和 1 滋L HiFiScript袁逆反录合成 cDNA袁-20 益
保存备用遥运用 Primer 5.0 软件设计引物袁采用微流

控微滴发生仪制备微滴后袁将微滴转移到 96 孔PCR
板上袁封膜袁于梯度 PCR 仪上按试剂盒说明进行扩

增遥 扩增条件为 95 益预变性 5 min曰95 益尧30 s袁
58 益尧1 min袁40 个循环曰4 益尧5 min袁90 益尧5 min曰
4 益保温袁升降温速度臆2 益/s遥以茁-actin 作为内参袁
2-吟吟Ct 法计算 mRNA 的相对表达量遥 SIRT1院正向 5'-
TTCTATACCCCATGAAGTGCCTC-3'袁反向 5' -CAC鄄
CACCTAGCCTATGACACA-3'袁长度 128 bp曰PGC-1琢院
正向 5'-AAGTGGTGTAGCGACCAATCG-3'袁反向5'-
AATGAGGGCAATCCGTCTTCA-3'袁长度 161 bp曰茁-
actin院正向5'-ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC-3'袁反
向5'-TACTCCTGCTTGCTGATCCAC-3'袁长度223 bp遥
2.2.5 Western blot 检测各组视网膜 SIRT1尧PGC-
1琢 蛋白表达 取视网膜组织按照 1颐100 的比例加

入 RIPA 裂解液袁组织破碎仪 90 Hz袁45 s袁循环 5
次袁以破碎组织遥 冰上裂解 20 min 后袁离心机 4 益
12 000 r/min袁离心 15 min渊离心半径 9 cm冤袁取上

清液遥 按照试剂盒说明进行蛋白浓度测定袁用 RIPA
配平成等密度尧同体积的蛋白样品遥 在 60 V 恒定电

压中电泳袁当溴酚蓝迁移至凝胶底部时停止电泳遥冰
水浴恒流 300 mA袁2 h袁转膜到 PVDF 膜曰室温下封

闭 1 h曰稀释一抗袁取出 PVDF 膜袁加入 SIRT1渊1颐
1 000)尧PGC-1琢 抗体渊1颐2 000冤4 益封闭过夜袁4 益
孵育过夜曰PBS洗涤 3次袁每次 5 min后二抗孵育 2 h遥
置于避光室内袁按照发光试剂 A颐B=1颐1 比例混合显

影并存档袁采用 Image J 软件分析灰度值遥
2.2.6 统计学分析 采用 SPSS 26.0 统计软件对结

果进行分析遥若满足正态性和方差齐性袁则采用单因

素方差分析曰多重比较采用 LSD 法曰若不符合正态

分布或方差齐性袁则采用非参数检验曰计量资料以

野曾依s冶表示袁P<0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 青光安域号方活性成分及靶点筛选

在 TCMSP 数据库中获得青光安域号方的活性

成分为 101 个袁其中有 10 个成分无法在 TCMSP 数

据库中预测到靶点袁故予以剔除袁将 91 个成分预测

所得靶点整合并删除重复值袁共得到靶点 245 个遥以
下选取每种药物排名前 2 的活性成分袁详见表 1遥
3.2 构建青光安域号方药物-活性成分-靶点相互

作用网络图

药物中 Degree 值最大的为枸杞袁活性成分中相
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互作用最强的前 5 位为槲皮素尧山柰酚尧木犀草苷尧
茁-谷甾醇以及黄芩素遥 靶点中相互作用最强的 5 个

分别是前列腺素内过氧化物合成酶 2渊prostaglandin-
endoperoxide synthase, PTGS冤2尧核受体共激活因子

2渊nuclear receptor coactivator 2, NCOA2冤尧胃蛋白酶

原域渊pepsinogen I/pepsinogen 域, PGR冤尧PTGS1以及

过氧化物酶体增殖物激活受体 酌渊peroxisome prolif鄄
erative activated receptor gamma, PPARG冤遥详见图 1遥

表 1 青光安域号方各药物活性成分及 OB尧DL值
Table 1 The active ingredients and OB and DL values of Qinguang'an 域 Formula

药物

川芎

川芎

枸杞

枸杞

黄芪

黄芪

牛膝

牛膝

女贞子

女贞子

灯盏细辛

灯盏细辛

成分

Perlolyrine
FA

Glycitein
Physcion-8-O-beta-D-gentiobioside

(6aR,11aR)-9,10-dimethoxy-6a,11a-dihydro-6H-benzofurano[3,2-c]c
Isomucronulatol-7,2'-di-O-glucosiole

Quercetin
Spinoside A
Quercetin
Olitoriside

Ergosta-7,22-dien-3-one
Acanthoside B

OB 值/%
65.95
68.96
50.48
91.71
74.69
109.99
64.62
46.43
103.23
83.12
69.67
101.06

DL 值

0.27
0.71
0.24
0.27
0.33
0.32
0.65
0.28
0.78
0.83
0.21
0.34

图 1 青光安域号方药物-活性成分-靶点相互作用网络图

Fig.1 Drug-active ingredient-target interaction network diagram of Qinguang'an 域 Formula
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3.3 青光安域号方治疗青光眼关键靶点网络构建

通过 CTD尧GeneCard尧Disgenet 数据库整合去重

后获得青光眼疾病相关基因靶点 2 412 个遥 青光安

域号方靶点与青光眼疾病靶点取交集袁共获得青光

安域号方治疗青光眼靶点 155 个遥 将青光安域号方

治疗青光眼的靶点导入 String 平台后获得青光安域
号方治疗青光眼的 PPI 网络袁SIRI1尧PPARG 均为作

用较强的靶点遥 详见图 2遥
3.4 青光安域号方治疗青光眼靶点的 GO 及 KEGG
富集分析及可视化

运用 Metascape 进行 GO 富集分析后将 BP尧CC尧
MF 三部分结果均按 Count 进行降序排列袁各取前

10 位绘制柱状图袁详见图 3遥 BP 富集结果主要为细

胞因子对无机物尧激素尧含氮化合物尧有机环状化合

物尧有机氮化合物的反应等遥 CC富集结果主要为膜微

域尧膜筏尧树突状树尧树突尧突触后等遥 MF 富集结果

主要为激酶绑定尧蛋白激酶结合尧转录因子结合尧
DNA 结合转录因子结合尧氧化还原酶活性等遥 KEGG
富集结果主要为癌症通路尧脂质与动脉粥样硬化尧
乙型肝炎尧IL-17 信号通路尧细胞衰老等通路袁详见

图 4遥

3.5 青光安域号方对小鼠眼压的影响

与给药前相比袁给药后用药组眼压显著降低渊P<
0.01冤遥 给药前袁与空白组相比袁其他组眼压显著升

高渊P<0.01冤遥给药后袁与空白组相比袁模型组眼压显著

升高渊P<0.01冤袁用药组眼压显著降低渊P<0.01冤曰与模型

组相比袁用药组眼压显著降低渊P<0.01冤遥详见表 2遥

图 2 青光安域号方治疗青光眼 PPI网络图

Fig.2 PPI network diagram of Qinguang'an 域
Formula for the treatment of glaucoma

图 3 青光安域号方治疗青光眼靶点的 GO富集分析结果

Fig.3 GO enrichment analysis results of glaucoma target treated by Qinguang'an 域 Formula
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3.6 青光安域号方对小鼠视网膜形态结构的影响

空白组小鼠视网膜各层组织结构致密有序袁视
网膜神经节细胞排列有序袁细胞形态完整曰模型组小

鼠视网膜各层组织分离袁结构紊乱袁神经节细胞层可

见较多空泡袁神经节细胞数量减少尧大小不等袁视网

膜各层厚度均变薄曰与模型组相比袁益脉康组及青光

安域号方低尧中尧高浓度组小鼠视网膜均可见不同程

度的改善袁神经节细胞层内空泡减少袁视网膜增厚曰
其中青光安域号方高浓度组改善较为明显袁视网膜

各层结构相对致密袁神经节细胞明显增多袁细胞膜

较为完整袁细胞核清晰遥 详见图 5遥
3.7 青光安域号方对小鼠视网膜组织 SIRT1尧PGC-
1琢 mRNA 的影响

与空白组相比袁模型组尧益脉康组和青光安域号

方低尧中浓度组视网膜中 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA 表

达量显著降低渊P<0.01冤曰与模型组相比袁用药组

SIRT1尧PGC-1琢 mRNA 表达量均显著升高渊P<0.01冤曰
与益脉康组相比袁青光安域号方低浓度组 PGC-1琢
mRNA 表达量均显著升高渊P<0.01冤袁青光安域号方

中尧高浓度组 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA 表达量显著升

高渊P<0.01冤曰与青光安域号方低浓度组相比袁青光安

域号方中尧高浓度组 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA 表达量

显著升高渊P<0.01冤曰与青光安域号方中浓度组相比袁
青光安域号方高浓度组 PGC-1琢 mRNA 表达量显

著升高渊P<0.01冤遥 详见表 3遥

图 4 青光安域号方治疗青光眼靶点的 KEGG富集分析结果

Fig.4 KEGG enrichment analysis results of glaucoma target treated by Qinguang'an 域 Formula 
注院横坐标为通路中靶点在总靶点中的数量袁纵坐标为 P值曰节点数量越多袁点直径越大曰P值越小袁颜色越红遥

表 2 各组小鼠给药前后眼压比较渊曾依s袁n=8冤
Table 2 Intraocular pressure comparison between mice
before and after administration in each group 渊曾依s袁n=8冤

组别

空白组

模型组

益脉康组

青光安域号方低浓度组

青光安域号方中浓度组

青光安域号方高浓度组

给药前渊38 周龄冤
13.73依1.23
24.89依1.10##

25.10依1.26##

25.03依1.42##

24.97依1.47##

25.06依1.29##

给药后渊42 周龄冤
13.66依1.10
24.50依1.43##

16.86依1.41&&##^^
17.65依0.92&&##^^
16.56依1.07&&##^^
16.29依1.41&&##^^

注院与给药前相比袁&&P<0.01曰与空白组相比袁##P<0.01曰与模型组相

比袁^^P<0.01遥
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图 5 各组视网膜形态渊HE 染色袁伊400冤
Fig.5 Retinal morphology of each group (HE staining, 伊400)

注院A.空白组曰B.模型组曰C.益脉康组曰D.青光安域号方低浓度组曰E.青光安域号方中浓度组曰F.青光安域号方高浓

度组曰GCL.神经节细胞层遥

3.8 青光安域号方对小鼠视网膜组织 SIRT1尧PGC-
1琢 蛋白表达量的影响

与空白组相比袁其余各组视网膜 SIRT1尧PGC-1琢
蛋白表达量显著降低渊P<0.01冤曰与模型组相比袁用药

组 SIRT1尧PGC-1琢 蛋白表达量显著升高渊P<0.01冤曰与
益脉康组比较袁青光安域号方各浓度组 SIRT1尧PGC-
1琢 蛋白表达量均显著升高渊P<0.01冤曰与青光安域号方

低浓度组相比袁青光安域号方中尧高浓度组 SIRT1
蛋白表达量均显著上升渊P<0.01冤袁青光安域号方高

浓度组 PGC-1琢 蛋白表达量显著上升渊P<0.01冤曰与
青光安域号方中浓度组相比袁青光安域号方高浓度

组 SIRT1尧PGC-1琢 蛋白表达量均显著上升渊P<0.01冤遥
详见表 4尧图 6遥
4 讨论

中医学将青光眼视神经萎缩的阶段归属于野青

盲冶范畴袁多责之于肝肾亏虚[19]遥 诸多医家认为袁肝肾

与衰老之间有着紧密联系遥青光安域号方中枸杞子尧
女贞子尧牛膝皆为滋补肝肾之品袁黄芪为健脾化源之

物袁牛膝与灯盏细辛尧川芎合用活血化瘀袁川芎尧黄芪

相配利水行气袁全方以补为主袁补中寓通袁共奏补益

肝肾尧活血利水之功袁可有效延缓青光眼视神经的衰

老退化遥网络药理学研究显示袁青光安域号方和青光

表 4 各组视网膜 SIRT1尧PGC-1琢 蛋白表达量

比较渊曾依s袁n=8冤
Table 4 Comparison of retinal SIRT1 and PGC-
1琢 protein expressions in each group 渊曾依s袁n=8冤

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与模型组相比袁^^P<0.01曰与益脉康

组相比袁**P<0.01曰与青光安域号方低浓度组相比袁银银P<0.01曰与
青光安域号方中浓度组相比袁荫荫P<0.01遥

组别

空白组

模型组

益脉康组

青光安域号方低浓度组

青光安域号方中浓度组

青光安域号方高浓度组

SIRT1
1.13依0.01
0.14依0.01##

0.37依0.02##^^
0.46依0.01##^^**
0.55依0.02##^^**银银

0.65依0.01##^^**银银荫荫

PGC-1琢
1.01依0.02
0.12依0.01##

0.27依0.01##^^
0.38依0.01##^^**
0.41依0.01##^^**
0.61依0.03##^^**银银荫荫

表 3 各组视网膜 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA表达量

比较渊曾依s袁n=8冤
Table 3 Comparison of mRNA expressions of SIRT1

and PGC-1琢 in retina in each group 渊曾依s袁n=8冤
组别

空白组

模型组

益脉康组

青光安域号方低浓度组

青光安域号方中浓度组

青光安域号方高浓度组

SIRT1
0.89依0.06
0.12依0.02##

0.38依0.02##^^
0.42依0.04##^^
0.70依0.02##^^**银银

0.80依0.03^^**银银

PGC-1琢
0.96依0.03
0.12依0.01##

0.29依0.03##^^
0.46依0.03##^^**
0.58依0.04##^^**银银

0.87依0.01^^**银银荫荫

注院与空白组相比袁##P<0.01曰与模型组相比袁^^P<0.01曰与益脉康组

相比袁**P<0.01曰与青光安域号方低浓度组相比袁银银P<0.01曰与青

光安域号方中浓度组相比袁荫荫P<0.01遥

图 6 各组视网膜 SIRT1尧PGC-1琢 蛋白电泳图

Fig.6 Electropherograms of SIRT1 and PGC-1琢 proteins
in each group

注院A.空白组曰B.模型组曰C.益脉康组曰D.青光安域号方低浓度组曰
E.青光安域号方中浓度组曰F.青光安域号方高浓度组遥
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眼的共同靶点主要富集在氧化应激尧细胞衰老尧转录

因子结合等方面袁PPI 网络中 PPARG尧SIRT1 为相互

作用较强的靶点遥 沉默信息调节因子渊silent infor鄄
mation regulator type袁SIRT冤家族被称为野衰老基因

家族冶袁SIRT1 是其成员之一袁在眼组织中高度表

达袁包括视网膜[20]遥 YAMAN 等[21]发现袁与正常人相

比 袁POAG 和剥脱性青光眼患者小梁网组织中

SIRT1 明显下调曰纪舒昱等[22]实验表明袁相比健康对

照组袁POAG 患者小梁网组织中 SIRT1 和 PGC-1琢
的表达量呈下降趋势遥 本研究中模型组小鼠视网膜

中 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA 表达及蛋白表达较空白

组亦明显降低遥 进一步证实了 SIRT1尧PGC-1琢 表达

活性的下调可能是青光眼发病因素之一遥 这可能与

神经细胞衰老相关袁机体内 SIRT1 的表达会随年龄

增加逐渐下降袁而 SIRT1 的表达水平可直接影响神

经细胞的寿命[23]遥
与模型组相比袁给药组 SIRT1尧PGC-1琢 mRNA

表达及蛋白表达均升高曰与益脉康组相比袁青光安域
号方各浓度组 PGC-1琢 mRNA 表达量及 SIRT1尧
PGC-1琢 蛋白表达量均显著升高袁青光安域号方中尧
高浓度组 SIRT1 mRNA 表达量显著升高遥 与青光安

域号方低浓度组相比袁青光安域号方中尧高浓度组

SIRT1尧PGC-1琢 mRNA 表达量及 SIRT1 蛋白表达

量显著升高袁青光安域号方高浓度组 PGC-1琢 蛋白

表达量显著上升曰与青光安域号方中浓度组相比袁青
光安域号方高浓度组 PGC-1琢 mRNA表达量及SIRT1尧
PGC-1琢 蛋白表达量均显著升高遥 尽管 Western blot
和 qRT-PCR 的检测结果并不完全一致袁但总体具有

协同性遥SIRT1 是线粒体生物合成信号通路中的关键

蛋白[24]遥 PGC-1琢 位于 SIRT1 的下游区域袁既是核转

录共激活因子袁又是调节线粒体生物发生的重要因

子[ 25 ]遥 且 PGC-1琢为 PPARG的辅助激活因子袁PPARG
基因定位于 3p25袁是重要的细胞分化转录因子袁主
管细胞分化及能量代谢[26]遥 SIRT1/PGC-1a 信号通路

被称作是细胞的野能量感应网络冶袁涵盖了线粒体功

能调节尧能量输出等环节[27]遥 SIRT1 激活剂会增加受

压的 RGC-5 细胞中的琥珀酸脱氢酶的表达袁并促进

PGC-1琢 的脱乙酰化影响氧化应激和减少线粒体

呼吸功能袁从而抑制视网膜神经元细胞的死亡 [28]遥
线粒体存在于细胞核内袁以 ATP 的形式为机体提供

能量袁以满足其细胞需求袁是细胞内产生野精气冶的单

位[29]遥 激活 SIRT1/PGC-1a 信号通路类似于中医所

谓野补虚冶之法袁如同青光安域号方补益肝肾以温煦

气化之源遥 本次实验结果提示袁青光安域号方上调

SIRT1尧PGC-1琢 效果优于益脉康分散片袁可能与药物

组成的功效相关袁益脉康分散片中活血化瘀药物居

多袁野通冶的作用较强袁而青光域号野补中寓通冶袁补益

肝肾作用强于益脉康分散片袁因此调节能量的野补
虚冶作用较强遥

本研究发现袁与给药前相比袁给药后青光安域号

方低尧中尧高浓度组小鼠眼压后均降低曰与模型组相

比袁给药组小鼠眼压均降低遥慢性青光眼患者通常存

在血液循环障碍尧房水流通障碍等野血水同病冶的特

点袁需血水同治袁活血药与利水药相配伍可改善微循

环袁加速房水循环袁降低眼压[30-31]遥 青光安域号方中

牛膝和灯盏细辛可活血化瘀袁川芎和黄芪可行气利

水袁提示青光安域号方降低小鼠眼压的作用可能与

活血行气利水功效有关遥 视网膜形态尧厚薄程度及

RGC 数量等指标对评价视神经保护制剂有重要价

值[32]遥本研究中袁与模型组相比袁给药组 DBA/2J 小鼠

视网膜均可见不同程度的改善袁视网膜神经节细胞

层内空泡减少袁视网膜增厚袁其中以青光安域号方高

浓度组改善较为显著遥 说明青光安域号方可有效改

善小鼠视网膜形态结构损害袁防止 RGC 的丢失袁从
而保护视神经遥

综上袁网络药理学与体内实验研究表明袁青光安

域号方可抑制 RGC 的丢失袁对视神经有保护作用袁
其机制可能与激活 SIRT1/PGC-1琢 信号通路尧调控

氧化应激或衰老过程相关遥 但由于选用的数据库有

限袁活性成分尧靶点更新相对缓慢袁筛选方式局限袁无
法完全纳入药物治疗疾病的所有靶点遥 本实验还需

进一步与临床实验进行相互验证袁以进一步明确青

光安域号方发挥视神经保护作用的机制遥
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