
· 7 ·

第 29 卷 第 1 期                                                                 中国现代医学杂志                                                                     Vol. 29  No.1

  2019 年 1 月                                                             China Journal of Modern Medicine                                                                                Jan.  2019 

收稿日期 ：2018-03-08

基金项目 ：辽宁省自然科学基金（No ：20170540399）

[ 通信作者 ]  于利，E-mail ：yuli1058@163.com

DOI: 10.3969/j.issn.1005-8982.2019.01.002

文章编号：  1005-8982（2019）01-0007-08

香椿叶提取物对脂代谢异常大鼠
视网膜损伤的保护机制研究 *

张园园 1，于利 2

（1. 锦州医科大学研究生学院，辽宁 锦州 121001 ；2. 锦州医科大学基础医学院
生理教研室，辽宁 锦州 121001）

摘要 ：目的  探讨香椿叶提取物（TSLE）对高脂诱导大鼠视网膜损伤的保护作用及其作用机制。方法  选

取清洁级雄性 SD 大鼠 24 只（48 只眼），随机分为正常组（N 组）（8 只）和模型组（16 只）。模型组胃饲高脂

饲料（10 ml/kg），正常组给予相同剂量生理盐水。8 周后测两组空腹血脂，确定模型复制成功后，将模型组随机

分为高脂饮食组（HF 组）和高脂饮食 + 香椿叶提取物组（HF+TSLE 组），每组 8 只。HF+TSLE 组给予 TSLE

（1 g/kg）水溶液灌胃喂养，N 组和 HF 组给予等量生理盐水。TSLE 干预 4 周后，所有大鼠进行闪光视网膜电图

（FERG）检查、血脂及肝脏指数检测 ；取各组动物眼行 HE 染色，观察视网膜组织的形态学改变 ；免疫组织化

学和 Western blotting 检测视网膜组织中 IL-6、TNF-α、NF-κB p65 及 Caspase-3 蛋白的表达水平。结果  3 组

大鼠的 TC、TG、LDL-C 及 HDL-C 水平比较，差异有统计学意义（P <0.05）。组间两两比较显示，HF 组血脂

含量与 N 组比较，差异有统计学意义（P <0.05），HF+TSLE 组血脂含量与 N 组比较，差异无统计学意义（P >0.05）；

HF+TSLE组血脂含量与HF组比较，差异有统计学意义（P <0.05）。3组大鼠a波潜伏期比较，差异有统计学意义（P < 

0.05）；3 组 b 波潜伏期、a 波振幅及 b 波振幅比较，差异无统计学意义（P >0.05）；其中 N 组、HF+TSLE 组 a 波

潜伏期分别与 HF 组比较，差异有统计学意义（P <0.05）；3 组大鼠视网膜厚度比较差异有统计学意义（P <0.05），

其中 HF 组与 N 组、HF+TSLE 组与 HF 组比较差异有统计学意义（P <0.05），HF+TSLE 组与 N 组比较差异无

统计学意义（P >0.05）。3 组 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、Caspase-3 表达水平比较，差异有统计学意义（P <0.05），

HF 组蛋白表达水平较 N 组提高 ；TSLE 干预后，能够有效地下调 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、Caspase-3

的表达水平。结论  TSLE 能够抑制高脂引起的视网膜损伤 ；TSLE 通过抑制 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、

Caspase-3 的表达来对抗组织凋亡。
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Abstract: Objective  To investigate the protective effect of TSLE on high fat induced retinal injury in rats 
and its mechanism.  Methods  A total of 24 male SD rats were randomly divided into normal group (N group), high 
fate (HF) group and HF + Toona Sinensis Leaves Extract (TSLE) group, 8 for each group. Rats in HF group and 
TSLE group were fed with high fat diet (10 ml/kg), and rats in normal group was given the same dose of normal 
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老 年 性 黄 斑 变 性（senile macular degeneration, 

SMD）是世界范围内不可逆性致盲眼病，其发病机制

复杂，多种因素参与其发生、发展过程 ；肥胖、高脂

血症患者视网膜变性发病概率增加 [1]。超重和肥胖

可引起机体生理功能的改变，如高氧化应激水平，炎

症发生的风险因子，血脂代谢的失衡，而这些都参与

SMD 的发病 [2]。血脂异常可使视网膜色素上皮细胞损

害，Bruch 膜脂质的沉积并破坏其完整性，并导致脉络

膜毛细血管内皮细胞的病理改变 [3]。而视网膜 Brucn

膜脂质沉积又可引起视网膜色素上皮细胞及感光细胞

损伤，使其功能下降，最终引起视力不可逆损伤 [4]。

香椿叶是我国著名的食用药用植物，富含多种活

性物质，具有很高的药用价值。香椿叶提取物（toona 

sinensis leaf extract, TSLE）主要成分是具有抗癌、抗氧

化应激等多种生物活性功能的没食子酸 [5-7]，并且其对

机体很多组织具有抗炎及调节脂代谢等功能 [8-9]。本实

验在高脂血症大鼠视网膜损伤的基础上，观察 TSLE

对脂代谢异常引起的视网膜损伤是否有保护作用，并

探讨其可能的作用机制。

1    材料与方法

1.1    实验动物

1.1.1    模型的复制    24 只雄性 SD 大鼠，鼠龄 12 周，

体重（300±20）g，购自锦州医科大学动物中心。所

有大鼠自由饮食水，昼夜交替 12 h，模型组（16 只）

胃 饲 高 脂 饲 料（ 玉 米 面 30%、 胆 固 醇 10%、 猪 油

60%、10 ml/kg），正常组（N 组，8 只）给予等量生理

盐水。实验期间每 3 天称重，观察各组大鼠体重增长

趋势。8 周后检测血脂水平，确定模型是否复制成功。

1.1.2      药物处理    模型复制成功后，模型组随机分

为高脂饮食组（HF 组）和高脂饮食 + 香椿叶提取物

组（HF+TSLE 组），每组 8 只。HF+TSLE 组给予香椿

叶提取物（1 g/kg）水溶液灌胃，HF 组给予等量生理

盐水，4 周后对所有大鼠进行闪光视网膜电图（flash 

electroretinogram, FERG）检测，血脂及肝指数的检测。

各组动物取眼进行石蜡包埋苏木精 - 伊红染色，免疫

组织化学和 Western blotting 检测视网膜组织中蛋白的

表达水平。

1.2    实验试剂及仪器

复方托吡卡胺滴眼液（长春迪瑞制药有限公司），

抗兔一抗 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、Caspase-3（美

国 Cell Signaling Technology 公司），抗兔二抗（美国

Thermo 公司），电生理检测设备（重庆艾尔曦公司），

自动脱水机（德国莱卡公司），多聚甲醛（北京化学

试剂公司），DAB 显色剂（丹麦 Dako Cytomation 公司），

光学显微镜（日本 Olympus 公司），蛋白电泳仪（美

国 BIO-RAD 公司）。

1.3    实验方法

1.3.1    血清血脂及肝脏指数的检测    各组大鼠禁食水

12 h，1% 戊巴比妥钠（0.5 ml/kg）麻醉后心脏取血，检

测血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C 的含量 ；并取肝脏，

磷酸盐缓冲液（PBS）清洗，称肝湿重，计算肝脏指数。

1.3.2    眼视觉电生理检查    各组大鼠 FERG 检查前暗

适应 12 h，1% 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，复方托吡

saline. After 8 weeks, fasting blood lipids were measured in two groups. Rats in HF+TSLE group were fed with 
TSLE water solution (1 g/kg), rats in N group and HF group were given the same amount of normal saline. 
After TSLE intervention for 4 weeks, all rats were examined by flash electroretinogram (FERG). Blood levels of 
lipid and liver function were recorded. Morphological changes of retinal tissue were evaluated by HE staining. 
Immunohistochemistry and Western blot were performed for expression of IL-6, TNF-α, NF-κB p65, and caspase-3 
protein in retina tissue.  Results  Serum levels of lipid levels including TC, TG, LDL-C and HDL-C were 
significantly different among groups; those in HF group were increased significantly when compared with those in 
N group (P < 0.05); those levels between N group and HF+TSLE group were not significantly different (P > 0.05) 
but significantly different between HF group and HF+TSLE group (P < 0.05). α wave latency among groups were 
statistically different (P < 0.05). No obvious differences in β wave incubation period, β wave, and α wave were 
observed among groups (P > 0.05). There was difference in α wave incubation period between HF group and N 
group or HF+TSLE group. Retinal thickness in HF group was significantly increased compared with N group 
(P < 0.05), which was diminished with treatment of TSLE (P < 0.05). The results of immunohistochemistry and 
Western blotting showed that the levels of IL-6, Caspase-3, TNF-α, and NF-κBp65 in HF group were significantly 
enhanced (P < 0.05), which were decreased by treatment with TSLE (P < 0.05).  Conclusion  TSLE protects high 
fat induced retinal damage through inhibiting the expression of IL-6, TNF-α, NF-κB p65 and Caspase-3.

Keywords:  macular cedrela degeneration; Toona; lipid metabolism disorder; rats, Sprague-Dawley
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卡胺滴眼液充分散瞳，暗室内安放电极，记录电极置

于双眼角膜上，羟糖苷滴眼液（alcon laboratories, Inc）

保持角膜滋润，参考电极刺入双耳皮下，接地电极刺

入尾部，选择合适光源及频率刺激，记录 a 波、b 波

潜伏期及振幅的变化。

1.3.3      苏木精 - 伊红染色观察视网膜形态变化    麻

醉后取各组大鼠左侧眼球，4% 多聚甲醛中固定 72 h。

自动脱水机脱水，包埋，石蜡切片（厚 5 μm），脱蜡，

水化，苏木精染核，1% 盐酸乙醇分化，伊红染细胞浆，

梯度脱水，中性树脂封片，光镜下观察视网膜组织各

层结构，并测量视网膜厚度。

1.3.4    免疫组织化学检测 IL-6、TNF-α、NF-κB 

p65、Caspase-3 的表达    选取合适石蜡切片，脱蜡至

水，柠檬酸抗原修复液高温修复抗原，3% H2O2 封闭内

源性过氧化酶，1% Trition X-100/PBS 破膜，3% BSA 封

闭，分别加入抗兔一抗 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、

Caspase-3 4℃过夜，PBS 清洗 3 次，37℃孵育二抗羊抗

兔 1 h，DAB 复染，苏木精染核，常规脱水封片。

1.3.5    Western blotting 检测 IL-6、TNF-a、NF-κB 

p65、Caspase-3 的表达    视网膜组织加入适量含有

蛋白酶抑制剂 PMSF 的裂解液，低温离心 25 min，取

上清液，BCA 法测定蛋白表达水平。取视网膜上清

液、上样缓冲液和 PBS 混合煮沸使蛋白变性，SDS-

PAGE 电泳分离目标蛋白，湿式电转移到聚偏二氟乙烯

膜（PVDF）上，1% BSA 室温封闭 1 h，一抗 4℃摇床

过夜孵育。次日，TBST 洗膜 3 次，羊抗兔二抗室温孵

育 1 h。TBST 洗 3 次，孵育超敏发光液 ECL，暗室显影。

以 β-actin 作为内参进行校正，所有实验重复 3 次。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，通过 Shapiro-

Wilk 检验确定为正态性分布，计量资料以均数 ± 标准

差（x±s）表示，多组间的比较采用单因素方差分析，

进一步的两两比较采用 LSD-t 检验，P  <0.05 为差异有

统计学意义。

2    结果

2.1    3 组大鼠体重及肝脏指数比较

N 组、HF 组及 HF+TSLE 组 3 组大鼠初始体重

大致相同。高脂饮食喂饲后，HF 组及 HF+TSLE 组

大鼠体重增长较 N 组增加。8 周后，检测血脂确定

高脂血症模型成功后，开始 TSLE 治疗。治疗期间，

HF+TSLE 组大鼠体重与 HF 组比较，呈缓慢增长趋势，

至治疗 4 周后，两组大鼠体重有差异。见图 1。

图 1    3 组大鼠体重增长趋势

体
重

/g

时间 /d 

N 组
HF 组
HF+TSLE 组
N 组
HF 组
HF+TSLE 组

600

550

500

450

400

350

300

1     4    7    11   15   19   23   27   31  35   39   43   47  51   55   59  63   67  70   74   78   82   86  90

3 组大鼠肝脏指数，N 组（0.032±0.002）%，HF

组（0.041±0.006）%，HF+TSLE 组（0.034±0.015）%，

3 组比较，经单因素方差分析，差异有统计学意义（F = 

5.927，P  =0.016）；组间两两比较显示，HF 组肝脏指

数较 N 组增加（P  <0.05），HF+TSLE 组肝脏指数与 N

组比较差异无统计学意义（P  >0.05）；HF+TSLE 组肝

脏指数较 HF 组降低（P <0.05）。

2.2    3 组大鼠血清生化指标比较

3 组大鼠血清血脂水平比较，差异有统计学意义

（P  <0.05）；HF 组与 N 组比较，TC、TG、LDL-C 含量

增高，HDL-C 含量降低（P  <0.05）；HF+TSLE 组 TG、

LDL-C、TC、HDL-C 含量差异无统计学意义（P >0.05）；

HF+TSLE 组与 HF 组比较，TC、TG、LDL-C 含量降低，

HDL-C 含量增加（P <0.05）。见表 1。

2.3    视觉电生理检测结果

3 组大鼠 a 波潜伏期比较，差异有统计学意义（P < 

0.05）；其中，N 组与 HF 组比较，HF 组与 HF+TSLE

组比较，差异有统计学意义（P <0.05）。3 组大鼠 b 波

潜伏期、a 波振幅和 b 波振幅比较，差异无统计学意

义（P >0.05）。见表 2。

2.4    视网膜的组织形态学改变

N 组视网膜各层组织排列紧密规则，HF 组视网

膜组织各层排列紊乱，细胞减少，尤其以外核层（ONL）

和内核层（INL）减少显著，HF+TSLE 组视网膜损伤

状态较 HF 组改善。3 组大鼠视网膜总厚度比较，差

异有统计学意义（F  =9.567，P  =0.003）。进一步两两

比较显示，N 组和 HF+TSLE 组较 HF 组视网膜厚度均

增加（P <0.05）。见图 2、3。
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1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 HF 组比较，P <0.05

图 3    3 组大鼠视网膜厚度比较    （n =8，x±s）

150

100

50

0

N 组 HF 组 HF+TSLE 组

1）

2）

视
网

膜
厚

度
/μ

m

表 1    3 组大鼠血清血脂含量    （n =8，mmol/L，x±s）

组别 TG TC LDL-C HDL-C

N 组 1.04±0.05 0.88±0.08 0.29±0.05 0.53±0.08

HF 组 1.51±0.391） 1.18±0.311） 0.39±0.061） 0.27±0.061）

HF+TSLE 组 1.16±0.212） 0.80±0.052） 0.30±0.042） 0.45±0.062）

F 值 4.443 5.927 5.535 10.014

P 值 0.036 0.016 0.020 0.001

注：1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 HF 组比较，P <0.05

表 2    3 组大鼠视网膜 FERG a 波、b 波潜伏期及振幅比较    （n =8，x±s）

组别 a 波潜伏期 /ms b 波潜伏期 /ms a 波振幅 /μV b 波振幅 /μV

N 组 14.17±2.19 40.42±5.49 37.3±16.38 129.13±40.06

HF 组 19.71±1.361） 41.39±5.03 35.25±9.83 113.43±29.96

HF+TSLE 组 16.17±1.802） 37.96±4.67 29.05±6.39 103.98±23.81

F 值 18.053 1.392 0.839 1.893

P 值 0.000 0.263 0.441 0.167

注：1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 HF 组比较，P <0.05

GCL：神经纤维细胞层；IPL：内丛状层；INL：内核层；OPL：外丛状层；ONL：外核层

图 2    各组大鼠视网膜形态变化  （HE×400）

GCL

ONL

IPL

OPL
INL

N 组        HF 组              HF+TSLE 组

2.5    视网膜组织 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、

Caspase-3 的表达

免疫组织化学结果显示，HF 组 IL-6、TNF-α、

NF-κB p65、Caspase-3 蛋 白 表 达 水 平 较 N 组 增 加，

HF+TSLE 组较 HF 组蛋白表达降低 ；Western blotting 结

果显示，3 组 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、Caspase-3

的表达，经单因素方差分析，差异有统计学意义（F = 

59.290、13.770、28.340 和 10.090，P  =0.017、0.031、

0.011 和 0.010），HF 组 IL-6、TNF-α、NF-κB p65、

Caspase-3 蛋白相对表达量较 N 组增加（P  <0.05）；

HF+TSLE 组蛋白相对表达量较 HF 组减少（P <0.05）。

见图 4~11。
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图 4    3 组大鼠视网膜组织 IL-6 表达    （免疫组织化学 ×400）

N 组 HF 组 HF+TSLE 组

图 6    3 组大鼠视网膜组织 TNF-α 表达    （免疫组织化学 ×400）

N 组 HF 组 HF+TSLE 组

1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 HF 组比较，P <0.05

图 5    3 组大鼠视网膜组织 IL-6 表达    （Western blotting 检测）

N 组 HF 组 HF+TSLE 组

IL-6

β-actin

21 kD

42 kD

N 组 HF 组 HF+TSLE 组

1.5
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图 7    3 组大鼠视网膜组织 TNF-α 表达    （Western blotting 检测）
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1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 HF 组比较，P <0.05

图 11    3 组大鼠视网膜组织 Caspase-3 表达    （Western blotting 检测）
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图 8    3 组大鼠视网膜组织 NF-κB p65 表达    （免疫组织化学 ×400）

1）与 N 组比较，P <0.05；2）与 HF 组比较，P <0.05

图 9    3 组大鼠视网膜组织 NF-κB p65 表达    （Western blotting 检测）
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图 10    3 组大鼠视网膜组织 Caspase-3 表达    （免疫组织化学 ×400）
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3    讨论

SMD 是一种随年龄增长和慢性炎症刺激而发展

的疾病，其发生和发展与黄斑区脂质和蛋白质混合物

的沉积密切相关，沉积物的堆积最终导致视网膜细胞

的功能缺失或凋亡。高脂血症时机体脂质的代谢功能

受损，长期刺激，极易使视网膜组织遭受损失，大量

中性脂质堆积在 Bruch 膜，该中性脂质的堆积最终形

成玻璃膜疣，导致视力下降，造成不可逆的中心视力

丧失 [10]。目前，临床上的治疗已取得一定成效，但方

法局限，因此，找到新的治疗方法十分重要。

香椿叶有着悠久的食用药用历史，其提取物没食

子酸富含多种生物活性，相关研究发现 [11]，TSLE 对 4-

羟基壬烯酸诱导的视网膜细胞毒性具有保护作用以及

在 H2O2 诱导的 APRE-19 细胞损伤中能够抑制促炎因

子的表达而发挥保护作用 [12]。

3 组大鼠在高脂饮食胃饲后，血清血脂水平增加，

TSLE 治疗后，血清血脂水平较 HF 组有所下降。视网

膜光镜下 HE 染色显示高脂模型组大鼠视网膜变薄，

各层排列紊乱，特别是外核层光感受器细胞排列紊乱，

细胞凋亡，数量减少。而白霞等 [13] 也发现高脂引起视

网膜超微结构的改变主要发生在外核层的感光细胞体

外段视盘及视网膜神经纤维层。TSLE 治疗后，视网

膜各层组织排列较 HF 组大鼠视网膜排列相对规则，

外核层细胞数量明显增加。TSLE 对视网膜的保护作

用还可通过 FERG 功能检测来评估。FERG 主要反映

视网膜感光细胞到双极细胞及无长突细胞的功能。a

波反映视网膜外层光感受器细胞层的生物电活动，b

波是对视网膜双极细胞电活动的反应，其变化能够评

价视网膜内层的功能状态。机体长期代谢异常使视网

膜组织内外屏障受损，进而使其转运物质及代谢水平

下降，而视网膜组织的代谢水平对感光细胞维持正常

视觉是必不可少的 [14]。本研究高脂干预后，HF 组大

鼠 a 波潜伏期时间较 N 组延长，且 a 波振幅较 N 组也

降低 ；b 波潜伏期及振幅也发生改变，说明高脂对视

网膜外层感光细胞层造成损伤，但对视网膜内层双极

细胞的影响较小。TSLE 治疗后，HF+TSLE 组 a 波 b

波潜伏期时间较 HF 组明显缩短，视网膜光感受器功

能得到显著提高，但 a 波和 b 波振幅在治疗后没有增

加，可能与实验期间电生理检测时引起角膜损伤相关。

研究表明脂代谢异常引起体内脂质过氧化物增

多，脂质积累，玻璃膜疣形成，进而引起眼底慢性炎

症反应 [15]，炎症反应进一步使脂质融合累积。长期炎

症因子的浸润促使视网膜内多种细胞释放炎症介质，

造成视网膜损伤，最终使细胞凋亡，而一些炎症因子

如 IL-1、IL-6、IL-8 和 TNF-α 等已经被证实可以加

速 SMD 的进展 [16]。本研究中高脂模型大鼠视网膜组

织中炎症因子 IL-6、TNF-α 表达水平均升高，另外

发现视网膜组织中 NF-κB p65 及 Caspase-3 的表达

也增加。NF-κB 是一种多效性的核转录因子，参与

细胞生长、黏附、分化、炎症及凋亡反应，p65 异源

二聚体是其发挥生理功能的重要结构片段。NF-κB 

p65 作为一种多向性调节蛋白，在细胞内介导多种炎

症表达。IL6、TNF-α 等炎症因子的释放、堆积诱导

核因子 NF-κB p65 的激活，进而促进 Caspase-3 的表

达增加，引起细胞凋亡。研究表明 TSLE 对多种组织

有抗炎作用，其中包括 TSLE 对体内体外肺损伤具有

抗炎作用 [17] ；在 NF-κB 转基因小鼠实验中 [18]，TSLE

通过调控 NF-κB p65 的表达抑制 LPS 诱导的炎症反

应。另有相关动物实验表明 [19]，TSLE 具有与非甾体

抗炎药物相同的功能作用。本研究中，TSLE 对高脂

模型大鼠治疗后，视网膜组织中 IL-6、TNF-α、NF-

κB p65 及 Caspase-3 的表达降低，提示 TSLE 对高

脂大鼠视网膜损伤发挥保护作用可能是通过 IL-6、

TNF-α、NF-κB p65、Caspase-3 信号途径。

总之，目前的研究结果表明，TSLE 是一种潜在的

有效预防由于脂代谢异常的食用药物，为 SMD 的预

防或者治疗方法提供一个新的思路。然而 TSLE 发挥

作用的具体机制是否是通过 IL-6、TNF-α、NF-κB 

p65、Caspase-3 信号途径仍需进一步深入研究。
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