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八子补肾胶囊对快速衰老小鼠视网膜的保护作用
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摘 要：目的  研究八子补肾胶囊（BZBS）对快速衰老小鼠视网膜的保护作用。方法  将快速衰老小鼠SAMP6随机分为模

型组和BZBS（2.8 g·kg−1）组，取抗快速老化 SAMR1小鼠作为同源对照（对照组），每天 ig给药 1次，对照组与模型组 ig 

0.9%氯化钠溶液，连续给药 9周。HE染色观察视网膜组织病理变化；试剂盒法检测各组小鼠视网膜组织总抗氧化能

力（T-AOC）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）水平；Western blotting法检测各组小鼠视网膜组织中衰老蛋白

P21、P16和自噬蛋白P62、LC3 II/I表达水平。结果  与对照组相比，模型组小鼠视网膜外节段呈现空泡样改变，内外核层

细胞数量减少且排列不连续，中间的丛状层变薄；T-AOC、SOD水平显著下降，MDA水平显著上升（P＜0.001）；衰老蛋白

P16、P21表达显著上调（P＜0.001），自噬蛋白 P62、LC3 II/I表达显著下调（P＜0.001）。与模型组比较，BZBS组小鼠视网

膜病理改变得到明显缓解；T-AOC、SOD水平均显著上升，MDA水平显著下降（P＜0.05、0.01）；衰老蛋白P16、P21表达显

著下调（P＜0.001），自噬蛋白 P62、LC3 II/I表达均显著上调（P＜0.05、0.01）。结论  BZBS对快速衰老小鼠视网膜有保护作

用，能够减少视网膜病理改变，降低衰老蛋白表达，提高视网膜抗氧化水平；其作用机制可能与激活 p62-LC3 II/I从而增强

自噬有关。
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Abstract: Objective To study on the protective effect of Bazi Bushen Capsule (BZBS) on the retina of rapidly aging mice. Methods 

The rapidly aging SAMP6 mice were randomly divided into model group and BZBS (2.8 g·kg−1) group. The anti-rapidly aging 

SAMR1 mice were selected as homologous control group (control group). Mice in the model group and control group were given 

0.9% sodium chloride solution, ig once a day for nine consecutive weeks. The total antioxidant capacity (T-AOC), the level of 

superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in the retina of mice in each group were tested by reagent kit method. HE 

staining was used to observe the pathological changes of retina. The expression of aging protein P21, P16 and autophagy protein 

P62, LC3 II/I in the retina of mice in each group were detected by Western blotting. Results Compared with control group, the outer 

segment of the retina in model group showed vacuolar changes, the number of cells in the inner and outer nuclear layers was reduced 

and the arrangement was discontinuous, and the middle plexiform layer was thinner. The content of T-AOC (P < 0.001) and SOD 

(P < 0.01) decreased significantly, while the content of MDA increased significantly (P < 0.001). The expression of aging proteins 

P16 (P < 0.001) and P21 (P < 0.001) was upregulated, while the expression of autophagy proteins P62 and LC3 II/I was 

downregulated (P < 0.001). After treatment with BZBS, the pathological changes in the retina of mice were alleviated, and the levels 
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of T-AOC (P < 0.05) and SOD (P < 0.01) were significantly increased, while the content of MDA was significantly decreased (P < 

0.01). The expression of aging proteins P16 (P < 0.001) and P21 (P < 0.001) was down regulated, while the expression of autophagy 

proteins P62 (P < 0.001) and LC3 II/I (P < 0.05) were up regulated. Conclusion BZBS has protective effect on the retina of age-

related macular degeneration model mice, can reduce the pathological changes of retina, reduce the expression of aging protein, and 

improve the antioxidant level of retina. Its mechanism may be related to the activation of p62-LC3 II/I to enhance autophagy.

Key words: age-related macular degeneration; Bazi Bushen Capsule; oxidative stress; autophagy; rapidly aging

年龄相关性黄斑变性（AMD）是一种导致视力

进行性丢失的疾病，主要影响视网膜中央凹黄斑区

域，多见于 60岁以上的老人，是全球范围内老年人

视力不可逆转障碍的主要原因［1-2］。流行病学研究

发现，中国AMD患者已超过 4 000万［3］。随着人口

老龄化加剧，全球范围内，受AMD影响的人数预计

将在 2040年增加到 2.88亿，从而构成一个具有重大

社会经济影响的公共卫生问题［4］。目前对于AMD

尚无特效治疗方法，常见的治疗方法有药物治疗、

激光治疗、放射疗法及手术治疗。目前国际上多家

公司正全力开展新药研发，但至今尚未取得突破［5］。

氧化应激和视网膜衰老是造成 AMD 的主要原

因［6-7］，有研究表明提高自噬能够改善氧化应激从而

延缓视网膜衰老［8］。八子补肾胶囊（BZBS）是在气

络学说精气神理论指导下研发的抗衰老代表性中

成药［9］，临床上对于多系统功能减退及衰老相关疾

病均有良好的改善作用［10］。本研究探讨BZBS对快

速衰老小鼠视网膜的保护作用以及潜在的作用机

制，为临床推广应用提供参考。

1　材料

1.1　实验动物

20只 12周龄的雄性 SAMP6小鼠，10只同源对

照 SAMR1小鼠，体质量 25～35 g，购自北京大学实

验 动 物 科 学 系 ，实 验 动 物 生 产 许 可 证 号

SCXK（JING）2016-0010。将小鼠在（24.5±0.5）℃

的条件下，在 12 h的光-暗循环中随意用水和食物进

行驯化。实验由天津中医药大学实验动物福利伦

理委员会批准（TCM-LAEC2021218）。

1.2　实验药物及主要试剂

BZBS由菟丝子、枸杞子、五味子、蛇床子、金樱

子、覆盆子、韭菜子、川楝子、淫羊藿、巴戟天、肉苁

蓉、地黄、川牛膝、人参、鹿茸、海马组成，并由石家

庄以岭药业有限公司根据国家食品药品监督管理

局批准的标准程 序（编 号 B20020585）制 备 提

供（0.4 g×10粒，批号A2102001）。

超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）和总抗

氧化能力（T-AOC）的商用试剂盒购自南京建成生

物工程研究所 ；兔 GAPDH 单克隆抗体（货号

ab181602）和山羊抗兔免疫球蛋白 IgG H&L（货号

ab150080）购自 Abcam Co.，Ltd；兔 LC3 I/II 单克隆

抗体（货号#12741）、兔SQSTM1/p62单克隆抗体（货

号#23214），购自 Cell Signaling Technology；兔 P16

多克隆抗体（货号 10883-1-AP）、兔 P21 多克隆抗

体（货号10355-1-AP）购自Proteintech Group，Inc。

1.3　主要仪器

台式 4 ℃冷冻离心机、小型台式离心机、−80 ℃

超低温冰箱、酶标仪（赛默飞世尔科技公司）；石蜡

包埋机、脱水机、手动轮转式石蜡切片机、摊片

机（徕卡系统）；精密可编程热风循环烘箱（立德泰

勀科学仪器有限公司）；水浴箱（上海培因实验仪器

有限公司）；研究级倒置荧光显微镜（Olympus 公

司）；超纯水机（Millipore 公司）；移液器（德国

Eppendorf）；恒温空气摇床（常州兆圣实验设备有限

公司）。

2　方法

2.1　动物造模与分组

雄性抗快速老化SAMR1品系小鼠 10只作为同

源对照组（对照组）；雄性 SAMP6 品系快速衰老小

鼠共 20只，随机分为 2组：模型组、BZBS（2.8 g·kg−1，

剂量根据团队前期资料并结合文献报道［10-12］确定）

组。BZBS组 ig BZBS水溶液，对照组和模型组小鼠

ig 0.9% 氯化钠溶液，给药体积均为 10 mL·kg−1，

共9周。

2.2　HE染色

用灭菌弯镊从小鼠眼球外眦部垂直探入，至眼

球下方夹住视神经，快速向上提起摘除眼球，取出

眼球立即放入 4% 多聚甲醛中固定。固定 24 h，乙

醇梯度脱水，二甲苯透明后浸蜡，石蜡包埋，石蜡

切片机在视神经处做 5 μm 连续切片。随后视网

膜组织石蜡切片分别行 HE染色，显微镜下观察视

网膜组织。

2.3　视网膜眼组织T-AOC、SOD、MDA检测

随机处死小鼠，摘取小鼠眼球分离视网膜

组织并裂解、离心、取上清。按照试剂盒说明
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进行T-AOC、SOD、MDA检测。

2.4　Western blotting检测小鼠视网膜中P16、P21、

P62、LC3 II/I蛋白表达水平

将小鼠视网膜中添加蛋白裂解液后冰上研磨，

4 ℃、12 000 r·min−1离心 15 min，取上清。BCA试剂

盒测蛋白浓度，蛋白变性后取 10 μg 上样，经凝

胶电泳分离、PVDF 膜转膜，快速封闭液室温封

闭 15 min，添 加 一 抗 P16、P21、P62、LC3 II/I、

GAPDH，4 ℃孵育过夜；洗膜后添加二抗，室温孵育

1 h，暗室内将曝光液混匀进行曝光，蛋白凝胶成像

系统拍照，Image J软件进行灰度值转换，计算各蛋

白的相对表达量。

2.5　统计学方法

采用SPSS 22.0统计学软件进行分析，实验数据以

x
—
±s表示，符合正态分布和方差齐性的采用方差分析，不

符合正态分布和方差齐性则采用非参数秩和检验。

3　结果

3.1　BZBS对小鼠视网膜病理组织形态的影响

HE染色结果显示（图 1），对照组小鼠视网膜各

层细胞排列规则整齐，密度均匀；模型组小鼠视网

膜外节段呈现空泡样改变，内外核层细胞数量减少

且排列不连续，中间的丛状层变薄；BZBS组视网膜

外节段空泡样改变得到缓解，各层细胞逐渐排列整

齐且紧密，丛状层变厚。

3.2　BZBS对小鼠视网膜T-AOC、SOD及MDA水

平的影响

各组小鼠视网膜 T-AOC、SOD 及 MDA 水平检

测结果见图 2。与对照组相比，模型组T-AOC、SOD

水平显著下降，MDA水平显著上升（P＜0.001）；与

模型组相比，BZBS 组 T-AOC、SOD 水平均显著上

升，MDA水平显著下降（P＜0.05、0.01）。

3.3　BZBS对小鼠视网膜衰老相关蛋白的影响

各组小鼠视网膜 P16、P21 蛋白表达结果见图

3，与对照组相比，模型组衰老蛋白 P16、P21表达均

显著上调（P＜0.001）；与模型组相比，BZBS组衰老

蛋白P16、P21表达均显著下调（P＜0.001）。

3.4　BZBS对小鼠自噬相关蛋白表达的影响

如图 4 所示，与对照组相比，模型组自噬蛋白

P62、LC3 II/I表达显著下调（P＜0.001）；与模型组相

比，BZBS组自噬蛋白P62、LC3 II/I表达均上调（P＜

0.05、0.010）。

4　讨论

AMD是与年龄密切相关的黄斑区视网膜及脉

络膜退行性改变的眼底疾病［13］。AMD在临床上早

期、进展期主要表现为黄斑区出现少量小玻璃

疣（Drusen）、视网膜色素上皮（RPE）异常及脉络膜

内层（Bruch膜）增厚，晚期则出现 RPE局灶性退行

性变和光感受器丢失，又称“地图样萎缩（GA）”，甚

至发展为脉络膜新生血管（CNV），最终导致中心视

力的丧失［14］。

AMD发病因素是复杂且多样的，可能与年龄、

遗传易感性、生活方式（吸烟、营养摄入、肥胖）及环

境因素（阳光照射）等有关。各种因素相互作用、共

同导致 AMD 的发生［15］。视网膜衰老是 AMD 发病

的重要因素，减缓视网膜的衰老将从源头上减少

图1　小鼠视网膜HE染色（×200）

Fig. 1　HE staining of mice retina (×200)

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01
***P < 0.001 vs control group； #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group

图2　各组小鼠视网膜T-AOC、SOD及MDA水平比较（x
—

±s，n=6）

Fig. 2　Comparison of T-AOC, SOD, and MDA contents in retina of mice in each group (x
—

±s, n=6)
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AMD 的发病率，并减慢其病程进展［16］。研究表明

细胞衰老与氧化应激存在密切联系，氧化应激能促

进细胞衰老进展。正常生理条件下，RPE是需要大

量活性氧（ROS）来满足代谢及信号转导的需求，这

就使黄斑区域的 RPE层始终处于氧化应激的高危

环境中［17］。ROS产生过程中氧化与抗氧化系统处

于动态平衡中，但随着年龄的不断增长，平衡不断

遭到破坏，ROS产生过多并与Bruch膜与RPE之间

残留的脂蛋白发生氧化代谢后形成有毒的中间产

物，RPE 因氧化损伤而加速衰老，最终死亡形成玻

璃疣［18］。

自噬在 AMD 中起着至关重要的作用，RPE 细

胞具有较强的自噬能力，能有效地清除有毒性细胞

代谢物，从而保护RPE免受氧化损伤，缓解AMD的

进展［19］。P62能够加速自噬作用，减少受损蛋白对

细胞的毒害作用。在现有的研究中，已确认 p62通

过加强自噬清理作用和活化抗氧化信号通路来保

护视网膜色素上皮细胞［20］。

AMD属中医“视瞻昏渺”“云雾移睛”“暴盲”等

范畴，中医眼科学将AMD辨证分为 3个证型：肝肾

亏虚、脾虚气弱、阴虚火旺。《素问·上古天真论》

言：“肾者主水，受五脏六腑之精而藏之”，表明肾精

充足则目窍得养；《仁斋直指方》［21］继云“肝肾之气

充，则精采光明，肝肾之气乏，则昏朦运眩”，指出肝

肾不足，则目昏目眩，视物不明。综上AMD的主要

病机为年老精亏、肾气不足导致神光失养而视物不

明。中医认为目受“五脏六腑之精气”，圆润明亮；

而子实亦是植物精华汇聚而成，形圆光润，因此古

人认为多数子类药物均有明目之效，所谓取像比

类。《中医眼科学》［22］录入常用眼科方剂共 128首，其

中含子类药物的有 67 首；《目经大成》［23］共计 248

方，其中内服方 229个，外用方 19个，种子果实类中

药使用次数 62，频率 25%，临床上常根据具体病症

活用子类药。

BZBS 以 8 种种子药滋填肾精为主，药用菟丝

子、枸杞子、五味子、蛇床子、金樱子、覆盆子、韭菜

子、川楝子，药专力宏。BZBS以气络学说精气神理

论为指导，补肾填精为主，温扶元气为辅，使目得精

则重现光明。现代药理研究［24-25］发现枸杞的主要成

分枸杞多糖具有抗氧化、抗衰老、抗肿瘤、降血糖、

调节机体免疫等多种作用，而实验结果［26］表明枸杞

子通过提高SOD的活性，增强Bcl-2蛋白表达，抑制

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001
***P < 0.001 vs control group； ###P < 0.001 vs model group

图3　各组小鼠视网膜衰老相关蛋白表达水平（x
—

±s，n=6）

Fig. 3　Expression levels of retinal aging related proteins of mice in each group (x
—

±s, n=6)

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ###P＜0.001
***P < 0.001 vs control group； #P < 0.05  ###P < 0.001 vs model group

图4　各组小鼠视网膜自噬相关蛋白表达水平（x
—

±s，n=6）

Fig. 4　Expression levels of retinal autophagy related proteins of mice  in each group (x
—

±s, n=6)
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Bax 蛋白表达来实现对 RPE 光受损细胞的保护作

用。其他子类药如五味子、覆盆子、菟丝子等均具

有抗氧化作用，能预防由氧自由基和脂质过氧化损

伤造成的RPE损伤［27］。相关实验研究表明［28］，以子

类药为主方的加减驻景丸减少 Bruch 膜增厚、RPE

下沉积物面积，起到治疗小鼠AMD的作用。

本研究所选用的动物为快速衰老小鼠（SAM），

是将AKR/J品系小鼠进行选择性近交得到。SAMP

小鼠寿命更短，在 8月龄时即可具有 SAMR小鼠双

倍的衰老特征，且能表现出AMD的主要特征［29-30］。

研究结果显示，BZBS可以改善小鼠视网膜结构；同

时下调视网膜 P21、P16衰老蛋白的表达，缓解了细

胞周期停滞，延缓了视网膜衰老；BZBS还增强了视

网膜抗氧化能力，提高了视网膜T-AOC、SOD水平，

降低了 MDA 含量，从而起到保护快速衰老小鼠视

网膜免受氧化损伤的作用。研究也发现BZBS可上

调自噬调节蛋白 P62和激活标志蛋白LC3 II/I的表

达，表明BZBS可增强自噬，加快清除氧化损伤的细

胞器，从而减轻快速衰老小鼠视网膜进一步损伤。

BZBS 对快速衰老小鼠视网膜有保护作用，能

够改善视网膜结构、缓解病理改变。并且降低衰老

蛋白表达，提高 T-AOC、SOD 抗氧化水平，清除

MDA。其作用机制可能与激活 P62-LC3II/I从而增

强自噬相关，自噬的增强抑制了视网膜氧化应激，

达到了延缓视网膜衰老的作用。
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