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基于 ＪＮＫ１ / ＡＱＰ５ 通路研究杞参方颗粒对高渗诱导的角
膜上皮细胞的效应机制

赵　 磊１ꎬ２ꎬ杨笑薇１ꎬ周慧敏１ꎬ左　 韬２

引用:赵磊ꎬ杨笑薇ꎬ周慧敏ꎬ等. 基于 ＪＮＫ１ / ＡＱＰ５ 通路研究杞
参方颗粒对高渗诱导的角膜上皮细胞的效应机制. 国际眼科杂
志 ２０２２ꎻ２２(１):２８－３３

基金项目:国家自然科学基金资助项目(Ｎｏ.８２１０４７１４)ꎻ国家中
医药管理局 “中医药循证能力建设项目” ( Ｎｏ. ２０１９ＸＺＺＸ －
ＹＫ００８)ꎻ辽宁省自然科学基金项目(Ｎｏ.２０１７０５４０５５７)
作者单位:１ (１１００３２) 中国辽宁省沈阳市ꎬ辽宁中医药大学ꎻ
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疗眼科疾病ꎮ
通讯作者:左韬ꎬ女ꎬ毕业于辽宁中医药大学ꎬ博士研究生导师ꎬ
主任医师ꎬ研究方向:中西医结合治疗眼科疾病. ｙｋｚｔ２０８＠
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摘要
目的:基于 ＪＮＫ１ / ＡＱＰ５ 通路观察杞参方颗粒对高渗诱导
的角膜上皮细胞(ＨＣＥＣｓ)保护作用ꎬ阐明其治疗干眼的
作用机制ꎮ
方法:通过 ５００ｍＯｓｍ / Ｌ 浓度渗透压作用于 ＨＣＥＣｓ 制造干
眼细胞模型ꎮ 空白组:正常条件培养的角膜上皮细胞ꎻ模
型组:模型细胞加入 １０％空白血清ꎻ西药组:模型细胞加入
０.３％玻璃酸钠滴眼液ꎻ杞参方高剂量组:模型细胞加入
１５％杞参方高剂量含药血清ꎻ杞参方中剂量组:模型细胞
加入 １５％杞参方中剂量含药血清:杞参方低剂量组:模型
细胞加入 １５％杞参方低剂量含药血清ꎮ ＣＣＫ－８ 法检测不
同药物干预对 ＨＣＥＣｓ 存活率的影响ꎻＥＬＩＳＡ 法检测各组
细胞外液炎性因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的表达ꎻ免疫细胞化学法
检测各组 ＨＣＥＣｓ 凋亡因子 ｃａｓｐａｓｅ－１ 与 ＡＱＰ５ 的蛋白表
达变化ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测各组 ＨＣＥＣｓ 的 ＪＮＫ１、
ｐ－ＪＮＫ１、ＡＱＰ５ 表达情况ꎮ
结果:与空白组相比ꎬ各组 ＨＣＥＣｓ 存活率均显著减少(均
Ｐ<０.０１)ꎬ各组细胞外液炎症因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 及 ＨＣＥＣｓ
中 ｃａｓｐａｓｅ－ １、ｐ－ＪＮＫ１、ＡＱＰ５ 蛋白表达水平均显著增高
(均 Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ各用药组 ＨＣＥＣｓ 存活率均
显著增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ各用药组的细胞外液中 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６及 ＨＣＥＣｓ 中 ＡＱＰ５、ｐ－ＪＮＫ１ 蛋白表达水平及西药组
及杞参方高中剂量组 ｃａｓｐａｓｅ－１、ＡＱＰ５ 蛋白表达均减少
(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与西药组相比ꎬ杞参方高剂量组 ＨＣＥＣｓ 存
活率显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ杞参方各剂量组的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６
表达水平均减少(均 Ｐ<０.０５)ꎬ杞参方高剂量组 ｃａｓｐａｓｅ－１
及杞参方高、中剂量组的 ＡＱＰ５ 蛋白表达水平减少(均Ｐ<
０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＨＣＥＣｓ 的 ＪＮＫ１ 蛋白表达
各组比较无差异(Ｐ>０.０５)ꎮ

结论:杞参方颗粒可降低高渗诱导 ＨＣＥＣｓ 的 ＪＮＫ１ 的磷酸
化和 ＡＱＰ５ 的蛋白表达ꎬ降低细胞外液炎症因子 ＴＮＦ －α、
ＩＬ－６ 和 ＨＣＥＣｓ 凋亡因子 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的表达ꎬ最终有效抑
制炎症反应和细胞凋亡ꎮ
关键词:干眼ꎻ杞参方ꎻ角膜上皮细胞ꎻＪＮＫ１ꎻＡＱＰ５
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２２.１.０５

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ ｏｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＪＮＫ１ /
ＡＱＰ５ ｐａｔｈｗａｙ
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ. ８２１０４７１４)ꎻ Ｅｖｉｄｅｎｃｅ － ｂａｓｅｄ Ｃａｐａｃｉｔｙ Ｂｕｉｌｄｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｃｈｉｎａｓ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｆｉｎａｎｃｅ ( Ｎｏ.
２０１９ＸＺＺＸ－ＹＫ００８)ꎻ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ
(Ｎｏ.２０１７０５４０５５７)
１Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＴＣＭꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００３２ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＴＣＭꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００３４ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｔａｏ Ｚｕｏ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＴＣＭꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ
１１００３４ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｙｋｚｔ２０８＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０６－２０ 　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２１－１２－０８

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ
ｏｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃ ｆｌｕｉｄꎬ
ａｎｄ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｄｒｙ ｅｙｅ ｂａｓｅ ｏｎ ＪＮＫ１ / ＡＱＰ５ ｐａｔｈｗａｙ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＨＣＥＣｓ )
ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｃｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ５００ｍＯｓｍ/ Ｌ ｆｏｒ ２４ｈ. Ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐꎬ
ａｎｄ Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ ｌｏｗ － ｄｏｓｅꎬ ｍｅｄｉｕｍ － ｄｏｓｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ －
ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｅｄ ＤＥ ＨＣＥＣｓꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｕｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ － ８ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ － αꎬ ＩＬ － ６ ｉｎ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｗｅｒｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｃａｓｐａｓｅ １ ａｎｄ ＡＱＰ５ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ( ＩＣＣ) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＱＰ５ꎬ
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ＪＮＫ１ꎬ ｐ－ＪＮＫ１ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<
０.０１) . Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ－αꎬ
ＩＬ－ ６ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ－ １ꎬ ｐ－ ＪＮＫ１ꎬ ＡＱＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ< ０.０１)ꎻ
Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
ＨＣＥＣｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
(ａｌｌ Ｐ<０.０１) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ－αꎬ ＩＬ－６ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｅａｃｈ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐꎬ ＡＱＰ ５ ａｎｄ ｐ－ＪＮＫ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＣＥＣｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｃａｓｐａｓｅ － １ ａｎｄ ＡＱＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｒｅｄｕｃｅｄ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ｉｎ ｔｈｅ
Ｑｉｓｈｅｎ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｈｉｇｈ － ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０.０１) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ－α ａｎｄ
ＩＬ－ ６ ｉｎ ｅａｃｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ
(ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ－ １ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＡＱＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ － ｄｏｓｅ Ｑｉｓｈｅｎ
ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐ ｓａｗ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｒｅ
ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＪＮＫ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ (Ｐ>０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ ｃａｎ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ＪＮＫ１ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ＡＱＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＨＣＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃｉｔｙꎬ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ－αꎬ ＩＬ－６ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｃａｓｐａｓｅ － １ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｆｌｕｉｄꎬ ｔｈｕｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ Ｉｎｈｉｂｉｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｄｒｙ ｅｙｅꎻ Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅꎻ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ ＪＮＫ１ꎻ ＡＱＰ５

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｏ Ｌꎬ Ｙａｎｇ ＸＷꎬ Ｚｈｏｕ ＨＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｑｉｓｈｅｎ ｒｅｃｉｐｅ ｏｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＪＮＫ１ / ＡＱＰ５ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(１):２８－３３

０引言
干眼是由泪液的质、量及动力学异常导致的泪膜不稳

定或眼表微环境失衡的慢性眼表疾病ꎬ可伴眼表炎性反
应、组织及神经异常ꎬ造成眼部不适症状和(或)视功能障
碍[１]ꎮ 其中ꎬ泪膜不稳定与眼表上皮细胞损伤互为因果ꎬ
可形成恶性循环加重干眼病情[２]ꎮ 干眼的相关研究一直
是眼科专业领域的焦点ꎬ中医药在干眼治疗方面具有独特
优势ꎬ充分发挥中医药治疗干眼的优势是我国干眼研究中
需要重点加强的内容[３]ꎮ 杞参方是左韬教授基于临床经
验用于治疗干眼的中药方剂ꎬ前期研究显示ꎬ杞参方能够
有效改善干眼患者的眼部症状、泪液分泌量和泪膜破裂时
间ꎬ值得进一步对其进行深入研究[４]ꎮ

渗透压一度被认为是干眼病诊断的金标准ꎬ正常人的
泪膜渗透压约在 ３００~ ３１０(平均 ３０２)ｍＯｓｍ / Ｌ[５]ꎮ 而与之
相比ꎬ 干 眼 患 者 的 泪 液 渗 透 压 分 布 在 ３０６ ~ ４４１
(平均 ３４３)ｍＯｓｍ / Ｌꎬ可以高达３６０ｍＯｓｍ/ Ｌ[６]ꎻ５００ｍＯｓｍ/ Ｌ 高
渗诱导体外培养的角膜或结膜上皮细胞已经成为了用于

模拟干眼疾病状态的经典模型ꎬ并且被广泛地用于干眼发
病机制等方面的基础实验研究[７－８]ꎮ ＴＦＯＳＤＥＷＳ Ⅱ得出
结论ꎬ干眼的核心机制是蒸发诱导的泪液高渗ꎬ泪液高渗
直接损害眼表ꎬ引起炎症反应ꎬ其中以丝裂原活化蛋白激
酶(ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)与核因子 κＢ
介导的最为常见[９]ꎮ ＭＡＰＫ 作为主要信号传递者ꎬ担负着
从细胞表面到核内部的信号传递工作ꎬ调控着许多常见的
生理活动ꎬ如炎症、细胞凋亡、肿瘤细胞的侵袭等[１０]ꎮ ＪＮＫ
为 ＭＡＰＫ 的亚族ꎮ 研究证实ꎬ细胞炎性因子在干眼发病
过程中表达明显增强ꎬ而炎性因子的表达释放与 ＪＮＫ 通
路的激活密切相关[１１－１２]ꎮ 水通道蛋白 ５ ( Ａｑｕａｐｏｒｉｎ ５ꎬ
ＡＱＰ５)ｃ－Ｊｕｎ 氨基末端激酶 １(ｃ－Ｊｕｎ Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｋｉｎａｓｅ １ꎬ
ＪＮＫ １)ＡＱＰ５ 在角膜上皮层中丰富存在ꎬ为水分子通过角
膜上皮屏障提供主要途径ꎬ并且发挥着调节炎症、角膜损
伤、细胞凋亡等作用[１３]ꎮ Ｒｅｎ 等[８] 研究证实 ＪＮＫ / ＡＱＰ５
信号通路是 ５００ｍＯｓｍ / Ｌ 渗透压诱导的人角膜上皮细胞
(ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＣＥＣｓ)干眼模型的重要调
控通路ꎬ故而本研究引入了 ＪＮＫ１ / ＡＱＰ５ 信号通路进行杞
参方治疗干眼的作用初探ꎬ从而在细胞实验方面证实杞参
方颗粒治疗干眼的效应机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 实验药品:杞参方颗粒组成:熟地黄 ２０ｇ、山药
９ｇ、山茱萸 ９ｇ、牡丹皮 ９ｇ、泽泻 ６ｇ、茯苓 ６ｇ、枸杞子 ６ｇ、菊
花 ６ｇ、人参 ３ｇ、麦冬 ９ｇ、五味子 ６ｇ、通草 ６ｇ、黄精 ９ｇ、葛根
９ｇꎬ由北京康仁堂药业有限公司提供ꎮ 实验试剂及仪器:
人 １２－ＳＶ４０ 角膜上皮细胞株(ＣＲＬ－１１１３５)ꎻＮａＣｌ 粉剂ꎬ美
国 Ｓｉｇａｍａ 公司ꎻ 细胞活力检测试剂盒 ( Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ－８ꎬ ＣＣＫ － ８ )ꎬ 北 京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公 司ꎻ 白 介 素 － ６
(Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６ꎬＩＬ－６)检测试剂盒(ＳＥＡ０７９Ｍｕ)与肿瘤坏死
因子－α( ｔｕｍｏｒ Ｎｅｃｒｏｓｉｓ Ｆａｃｔｏｒ － αꎬＴＮＦ －α) 检测试剂盒
(ＳＥＡ１３３Ｍｕ)ꎬ武汉优尔生商贸有限公司ꎻＡｎｔｉ－Ｃａｓｐａｓｅ－１
抗体、 Ａｎｔｉ － ＪＮＫ１ 抗体 [ ＥＰＲ１７５５７] ( ａｂ１９９３８０)、 Ａｎｔｉ －
ＪＮＫ１ ( ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ１８３ ＋ Ｙ１８５ ) 抗 体 [ ＥＰＲ２０７６３ ]
(ａｂ２１５２０８)ꎬａｂｃａｍ 公司ꎻＡＱＰ５ 抗体(Ｄ－７):ｓｃ－５１４０２２ꎬ
Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎮ ＭＫ３ 型酶标仪ꎬ赛默飞世
尔(上海)仪器有限公司ꎻ３７１ 型细胞培养箱ꎬ美国热电公
司ꎻＤＭ ＩＬ 型倒置显微镜ꎬ德国徕卡公司ꎻＥＰ３００ 型电泳仪
与 Ｔａｎｏｎ－４２００ＳＦ 凝胶成像分析系统ꎬ上海天能科技有限
公司ꎮ 本研究通过伦理委员会审核并认真执行 ( Ｎｏ.
２１００００４２０２０００１０)ꎮ
１.２方法
１.２.１ 细胞培养和保存 　 ＨＣＥＣｓ 用包含 １０％胎牛血清、
１００Ｕ / ｍＬ 青 霉 素 / 链 霉 素 的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培 养 基 在
５％ ＣＯ２、３７℃细胞孵育箱中培养ꎬ每 １ ~ ２ｄ 换液ꎮ 当细胞
生长至 ８０％~９０％融合时ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化ꎬ消化时
间约为 ３７℃ꎬ５ｍｉｎꎬ按 １∶ ３ 传代培养ꎮ 细胞冻存:取生长状
态良好的细胞ꎬ０.２５％胰蛋白酶ꎬ３７℃ꎬ５ｍｉｎ 消化后调整细
胞数至 ２×１０６ ~ ２×１０７ / ｍＬꎬ离心去上清液ꎬ加等量细胞冻
存液(１０％ ＤＭＳＯ＋９０％胎牛血清)重悬ꎬ加入冻存管ꎬ放入
冻存盒ꎬ－８０℃冰箱过夜后放入液氮长期保存ꎮ
１.２.２制作高渗透压干眼模型 　 ＨＣＥＣｓ 造模在含 １０％胎
牛血清、１００Ｕ / ｍＬ 青霉素 / 链霉素的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基中
加入无菌 ５００ｍＯｓｍ / Ｌ 渗透压的饱和氯化钠溶液ꎬ培养基
ｐＨ 值均为 ７.２±０.２ꎮ

９２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.１ Ｊａｎ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



１.２.３血清制备
１.２.３.１ 空白血清的制备 　 成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 １０ 只ꎬ
ＳＰＦ 级ꎬ体质量 ２２０~２４０ｇꎬ于实验动物中心屏障级动物房
内ꎬ自由摄食饮水ꎬ适应性喂养 ２ｄꎬ禁食 １２ｈ 后ꎬ给予蒸馏
水灌胃ꎮ 每日 ２ 次ꎬ连续 ３ｄꎮ 末次灌胃 １ｈ 后开始采血ꎮ
采用腹主动脉采血法ꎬ血液入 １５ｍＬ 离心管ꎬ室温静置 １ｈꎬ
待有血清析出后ꎬ３０００ｒ / ｍ 离心 １５ｍｉｎꎮ 分离血清ꎬ５６℃水
浴灭活 ４０ｍｉｎꎬ０.２２μｍ 滤膜过滤除菌ꎮ －２０℃保存备用ꎮ
１.２.３.２杞参方含药血清的制备　 成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０
只ꎬＳＰＦ 级ꎬ体质量 ２２０ ~ ２４０ｇꎬ于实验动物中心屏障级动
物房内ꎬ自由摄食饮水ꎬ适应性喂养 ２ｄꎬ禁食 １２ｈ 后ꎬ给予
杞参方颗粒蒸馏水冲服灌胃ꎬ每日 ２ 次ꎬ连续 ３ｄꎮ 参考
«药理实验方法学»与人折算ꎬ大鼠剂量即按照成人日剂
量的 ６.３６ 倍分冲备用ꎻ人每日用量为 １.８８ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ折
算后大鼠最终等效剂量为 １１.９８ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ则杞参方高、
中、低剂量分别为 ２３.９６、１１.９８、５.９９ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎮ 每日 ２ 次
灌胃ꎮ 末次灌胃 １ｈ 后开始采血ꎮ 血液室温静置 １ｈꎬ待有
血清析出后ꎬ３０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ｍｉｎꎮ 分离血清ꎬ５６℃水浴
灭活 ４０ｍｉｎꎬ０.２２μｍ 滤膜过滤除菌ꎮ －２０℃保存备用ꎮ
１.２.４实验分组　 空白组:正常条件培养的角膜上皮细胞ꎻ
模型组:模型细胞加入 １０％空白血清ꎻ西药组:模型细胞加
入 ０.３％玻璃酸钠滴眼液ꎻ杞参方高剂量组:模型细胞加入
１５％杞参方高剂量含药血清ꎻ杞参方中剂量组:模型细胞
加入 １５％杞参方中剂量含药血清:杞参方低剂量组:模型
细胞加入 １５％杞参方低剂量含药血清ꎮ
１.２.５实验指标
１.２.５.１ ＣＣＫ－８法检测不同药物干预对 ＨＣＥＣｓ 存活率的
影响　 细胞以 １×１０４ / ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中ꎬ每孔
接种 １００μＬꎬ将培养板置于 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２的培养箱中预培
养 ２４ｈꎻ吸去 ９６ 孔板中旧培养基后ꎬ分别加入 １００μＬ 培养
基渗透压为 ５００ｍＯｓｍ / Ｌ 的含空白血清、０.３％玻璃酸钠滴
眼液、不同浓度杞参方颗粒含药血清的培养基到 ９６ 孔板
中ꎬ每组设 ３ 个复孔ꎬ继续培养 ２４ｈꎻ吸去 ９６ 孔板中旧培养
基ꎬ将 ＣＣＫ－８ 试剂和完全培养基 １∶ ９ 稀释配制成 １０％的
工作浓度ꎬ加入 ９６ 孔板中ꎬ设 ３ 个只含 ＣＣＫ－８ 工作液的
复孔为空白孔ꎬ置于培养箱内孵育 ２ｈꎻ用酶标仪检测在
４５０ｎｍ 处的吸光度值(Ａ)ꎬ计算细胞存活率ꎮ 计算公式:
存活率 ＝ [(Ａ 实验孔 －Ａ 空白孔) / ( Ａ 对照孔 －Ａ 空白
孔)]×１００％ꎮ
１.２.５.２ ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞外液炎症因子 ＴＮＦ－α 和
ＩＬ－６表达情况　 将试剂盒中的标准品冻干粉用 １ｍＬ 标准
品稀释剂稀释后ꎬ每孔浓度为 Ｘ、Ｘ / ２、Ｘ / ４、Ｘ / ８、Ｘ / １６、
Ｘ / ３２ｐｇ / ｍＬꎮ 制作标准品稀释液(０ｐｇ / ｍＬ)以便后期空白
孔加样ꎮ 将标准品、稀释后标准品、待测血清依次加入酶
标板中ꎮ 最后使用标准品稀释液(０ｐｇ / ｍＬ)加入空白孔ꎮ
置于 ３７℃ 水浴锅中ꎬ孵育 ２ｈꎮ 在酶标板中ꎬ每孔加入
１００μＬ 工作液 Ａꎬ将封板膜黏贴于酶标板上ꎬ水浴锅孵育
１ｈꎮ 弃去酶标板内的反应液ꎬ将酶标板倒扣于滤纸上拍
击ꎬ使孔内残留的液体流干ꎮ 用洗板液重复进行 ５ 次洗
板ꎮ 滴加工作液 Ｂ 在酶标板中ꎬ重复以上步骤ꎮ 通过酶标
仪进行检测ꎬ于 ４５０ｎｍ 波长测定各孔的 ＯＤ 值ꎬ通过测量
所得标准曲线计算出目的蛋白的浓度ꎮ
１.２.５.３ 免疫细胞化学法检测各组 ＨＣＥＣｓ 的凋亡因子
ｃａｓｐａｓｅ－１ 和 ＡＱＰ５ 的蛋白表达情况　 制作细胞片后进

行染色:(１)１×ＰＢＳ 缓冲液洗涤切片 ３ 次ꎬ各 ５ｍｉｎꎻ(２)３％
Ｈ２Ｏ２滴加在切片上ꎬ室温静置 １０ｍｉｎꎻ(３) ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ各
５ｍｉｎꎻ(４)使用正常山羊血清进行封闭ꎬ室温 １０~１５ｍｉｎꎬ甩
去多余液体ꎮ (５)滴加一抗(１∶ ４００) ５０μＬꎬ置于湿盒内ꎬ
４℃抗体孵育过夜ꎮ (６)１×ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ各 ５ｍｉｎꎻ(７)滴加
试剂 Ａ (生物素标记的抗鼠 / 兔 ＩｇＧ) ５０μＬꎬ室温静置
２０ｍｉｎꎻ(８)１×ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ各 ５ｍｉｎꎻ(９)滴加试剂 Ｂ(ＨＲＰ
标记的链霉亲和素) ５０μＬꎬ室温静置 ２０ｍｉｎꎻ(１０) １×ＰＢＳ
洗 ３ 次ꎬ各 ５ｍｉｎꎻＤＡＢ 显色ꎻ苏木精复染ꎬ镜下观察并采集
照片ꎬ测定 ５ 个随机视野的平均光密度值ꎬ以其平均值作
为该样本中目的蛋白表达水平ꎮ
１.２.５.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测各组 ＨＣＥＣｓ 的 ＡＱＰ５
和 ＪＮＫ１及 ｐ－ＪＮＫ１ 蛋白表达情况　 将 ＨＣＥＣｓ 以 ３×１０５

个 /孔的密度接种于 １２ 孔细胞培养板ꎬ培养 １８ ~ ２４ｈ 至细
胞铺满瓶底 ８５％左右ꎬ弃去旧培养基ꎬ分别给予正常等渗
培养基和培养基渗透压为 ５００ｍＯｓｍ / Ｌ 的含空白血清、
０.３％玻璃酸钠滴眼液、不同浓度杞参方颗粒含药血清的
培养基ꎬ继续培养 ４ｈ 后ꎬ收集细胞备用ꎮ 相同实验重复
３ 次ꎮ 提取各组细胞总蛋白质ꎬＢＣＡ 法测定蛋白质的浓
度ꎬ然后根据每个样品孔的吸光度ꎬ计算样品的蛋白质浓
度ꎮ 调整蛋白浓度ꎬ变性后经 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳分离ꎻ
３００ｍＡ 恒流模式电流转膜 １ｈꎮ 室温封闭 ２ｈꎮ 将膜分别泡
入一抗(１∶ ５００)稀释液抗体中ꎬ４℃孵育过夜ꎮ 次日ꎬ回收
一抗ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜泡入 ＴＢＳＴ 缓冲液中ꎬ洗膜 ５ｍｉｎ×６ 次ꎮ
将 ＰＶＤＦ 膜泡入山羊抗兔 ＨＲＰ 标记的二抗 (用 ＴＢＳＴ
１ ∶ ５０００稀释)中ꎬ于摇床缓慢摇动、室温孵育 ２ｈꎮ 回收二
抗ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜泡入 ＴＢＳＴ 缓冲液中ꎬ洗膜 ５ｍｉｎ×６ 次ꎮ 将
ＥＣＬ 发光试剂 Ａ 和试剂 Ｂ 按照 １∶ １ 比例混合ꎬ滴在 ＰＶＤＦ
膜的蛋白面上ꎬ然后通过伯乐 Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 化学发光成
像分析仪成像ꎮ 通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙ－ｏｎｅ 分析软件对蛋白条带
进行 ＯＤ 定量分析ꎮ 以目的蛋白条带和内参条带的 ＯＤ 比
值来表示目的蛋白的相对表达水平ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１７.０ 软件进行统计分析ꎬ多组
间比较使用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ
检验水准 α＝ ０.０５ꎮ
２结果
２.１ ＣＣＫ － ８ 法检测各组 ＨＣＥＣｓ 存活率比较 　 各组
ＨＣＥＣｓ 的存活率比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 与空
白组相比ꎬ各组 ＨＣＥＣｓ 存活率均显著减少ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ各用药组 ＨＣＥＣｓ 存活率
均显著增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与西药组相
比ꎬ杞参方高剂量组 ＨＣＥＣｓ 存活率显著增加ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ其余各组两两比较差异均无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
２.２ ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞外液炎症因子 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－６
情况　 各组细胞外液炎症因子 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 比较差异
有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 与空白组相比ꎬ各组细胞外液
炎症因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 表达水平均显著增高ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ各用药组的 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６ 表达水平均减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与
西药组相比ꎬ杞参方各剂量组的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 表达水平均
减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其余各组两两比较
差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 １ꎮ 　 　
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表 １　 各组细胞存活率和细胞外液 ＴＮＦ－α及 ＩＬ－６ 含量比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 存活率(％) ＴＮＦ－α(ｎｇ / Ｌ) ＩＬ－６(ｎｇ / Ｌ)
空白组 １.０８±０.０７ ６３.５６±７.６９ １７.６９±２.０２
模型组 ０.３８±０.０４ ２１２.４１±３６.４２ ５５.６４±８.５５
西药组 ０.６０±０.０５ １７４.５２±２０.５５ ４３.１４±７.３２
杞参方高剂量组 ０.９７±０.１３ １０８.４４±１８.０２ ２９.３８±４.０２
杞参方中剂量组 ０.６８±０.１０ １３３.９１±２１.３７ ３４.５２±５.７３
杞参方低剂量组 ０.６４±０.０８ １６９.８１±３６.７８ ４９.１７±６.４８

　 　 　
Ｆ ９１.２２ ４２.９６ ５２.０３
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

表 ２　 各组细胞蛋白表达情况比较 􀭰ｘ±ｓ

组别 ｃａｓｐａｓｅ－１
ＡＱＰ５

(免疫细胞化学法)
ＪＮＫ１ ｐ－ＪＮＫ１

ＡＱＰ５
(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法)

空白组 ０.１０６±０.０１５３ ０.１０３±０.０１５０ ０.５７１±０.０７３７ ０.２３４±０.０２５５ ０.２１５±０.０２６８
模型组 ０.２４７±０.０１９６ ０.２６０±０.０２３７ ０.５５８±０.１０５ ０.５９３±０.１０６ ０.５５３±０.０４３８
西药组 ０.２２２±０.０１６７ ０.２３１±０.０２２０ ０.５７５±０.０６８１ ０.４６７±０.０５０２ ０.５４４±０.０５４１
杞参方高剂量组 ０.１８０±０.０２６９ ０.１５４±０.０１７０ ０.５８６±０.０６７９ ０.３９４±０.１００ ０.４２１±０.０８５６
杞参方中剂量组 ０.１９８±０.０２５２ ０.１７７±０.０１６４ ０.６００±０.０４５９ ０.４４９±０.０２６９ ０.４４８±０.０８０７
杞参方低剂量组 ０.２４３±０.０２３５ ０.２１９±０.０２４２ ０.５５３±０.０６８５ ０.４９９±０.０７３７ ０.５０２±０.０５３９

Ｆ ３５.２５ ４９.１５ ０.３３４ １６.９８ ２５.２７
Ｐ <０.０１ <０.０１ ０.８８８ <０.０１ <０.０１

２.３ 免 疫 细 胞 化 学 法 检 测 各 组 ＨＣＥＣｓ 凋 亡 因 子
ｃａｓｐａｓｅ－１及 ＡＱＰ５的蛋白表达情况比较 　 各组 ＨＣＥＣｓ
凋亡因子 ｃａｓｐａｓｅ－１ 及 ＡＱＰ５ 的蛋白表达情况比较差异有
统计学意义(Ｐ< ０. ０１)ꎮ 与空白组相比ꎬ各组 ＨＣＥＣｓ 中
ｃａｓｐａｓｅ－１、ＡＱＰ５ 蛋白表达水平均显著增高ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ各用药组的 ＡＱＰ５ 表
达水平均减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ西药组、
杞参方高、中剂量组 ｃａｓｐａｓｅ－１ 表达水平较模型组均减少ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与西药组相比ꎬ杞参方高
剂量组 ｃａｓｐａｓｅ－１、ＡＱＰ５ 及杞参方中剂量组的 ＡＱＰ５ 蛋白
表达水平显著减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ其余
各组 两 两 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义 ( Ｐ > ０. ０５ )ꎬ
见表 ２ꎬ图 １、２ꎮ
２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测各组 ＪＮＫ１ 和 ｐ －ＪＮＫ１ 及
ＡＱＰ５的蛋白表达情况比较　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测各组
ＪＮＫ１ 蛋白表达情况比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ
但 ｐ－ＪＮＫ１ 和 ＡＱＰ５ 的蛋白表达情况比较差异均有统计学
意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 与空白组相比ꎬ各组 ｐ－ＪＮＫ１ 和 ＡＱＰ５ 蛋
白表达均显著增高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与模
型组相比ꎬ各组 ｐ－ＪＮＫ１ 及杞参方高、中剂量组的 ＡＱＰ５ 蛋
白表达均减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与西药组
相比ꎬ杞参方高、中剂量组 ＡＱＰ５ 蛋白表达水平减少ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其余各组两两比较差异均无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ３ꎮ
３讨论

杞参方由杞菊地黄丸和生脉饮再加通草、黄精、葛根
组合而成ꎮ 杞菊地黄丸为滋阴润目之名方ꎮ 相关 Ｍｅｔａ 分
析[１４－１５]显示ꎬ杞菊地黄丸联合西药治疗干眼的疗效要优

于西药组ꎮ 杞菊地黄丸不仅改善干眼的症状和无表面麻
醉泪液分泌试验(ＳｃｈｉｒｍｅｒⅠｔｅｓｔꎬＳⅠｔ)ꎬ还可降低泪液中
ＩＬ－１β、ＩＬ－８ 的表达水平[１６]ꎮ 生脉饮具有益气养阴生津
之效ꎬ亦有抑制细胞凋亡和抗氧化作用[１７]ꎮ 加葛根以补
津液、通经络、升阳气ꎻ加黄精补气养阴ꎬ润肺ꎬ健脾ꎬ益肾ꎻ
加通草以行肺胃经气ꎬ清势利水ꎬ通利三焦ꎻ诸药同用ꎬ共
奏益气养阴生津之效ꎮ

与空白组相比ꎬ各组 ＨＣＥＣｓ 中 ｐ－ＪＮＫ１ 蛋白表达水平
均显著增高ꎻ与模型组相比ꎬ杞参方用药组 ＨＣＥＣｓ 中 ｐ－
ＪＮＫ１ 蛋白表达水平减少ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＨＥＣＥｓ
中 ＪＮＫ１ 蛋白表达ꎬ统计学比较差异均无统计学意义ꎮ 在
未受刺激的细胞内ꎬＭＡＰＫ 处于静止状态ꎬ处于细胞浆内ꎮ
当细胞受到相关因素刺激后ꎬＭＡＰＫ 被激活而发生逐级磷
酸化ꎬ磷酸化后的 ＭＡＰＫ 蛋白则会进入细胞核内ꎬ故而出
现如上结果ꎮ 郭宣 妮 等[１８] 发 现 干 眼 组 患 者 泪 液 中
ｐ－ＪＮＫ１蛋白表达水平与泪膜破裂时间 ( ｂｒｅａｋ ｕｐ ｔｉｍｅꎬ
ＢＵＴ) 和 Ｓ Ⅰ ｔ 均呈显著负相关ꎬ与角膜荧光素染色
(ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔꎬＦＬ)评分呈显著正相关ꎬ与本研究的模型组
ｐ－ＪＮＫ１ 蛋白表达水平均显著增高的结果一致ꎮ 通过干预
以 ＪＮＫ 为核心的信号转导通路可抑制干眼状态下的炎性
信号向细胞凋亡进行转导[１９－２０]ꎮ 杞参方可减少 ＨＣＥＣｓ 的
ＪＮＫ１ 的磷酸化的蛋白表达ꎬ可为杞参方对干眼起到抗炎
及抗细胞凋亡的作用ꎮ 本研究发现杞参方用药组的
ＨＣＥＣｓ 细胞存活率显著增加ꎬ且 ＡＱＰ５ 蛋白表达显著减
少ꎮ Ｒｅｎ 等[８]发现高渗环境刺激下的 ＨＣＥＣｓ 干眼模型的
ＪＮＫ 的磷酸化和 ＡＱＰ５ 的表达均明显升高ꎬ同时炎症因子
ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α 和凋亡因子 ｃａｓｐａｓｅ－１ 也升高ꎬ
促进细胞的炎症反应和凋亡ꎬ并且证实了 ＪＮＫ / ＡＱＰ５ 通路
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图 １　 免疫细胞化学法检测各组 ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达情况　 Ａ:空白组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:西药组ꎻＤ:杞参方高剂量组ꎻＥ:杞参方中剂量

组ꎻＦ:杞参方低剂量组ꎮ

图 ２　 免疫细胞化学法检测各组 ＡＱＰ５ 蛋白表达情况　 Ａ:空白组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:西药组ꎻＤ:杞参方高剂量组ꎻＥ:杞参方中剂量组ꎻＦ:
杞参方低剂量组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组 ＪＮＫ１ 和 ｐ－ＪＮＫ１ 及 ＡＱＰ５
的蛋白表达情况比较ꎮ 　

在干眼模型中发挥了重要作用ꎮ Ｓｈａｎｋａｒｄａｓ 等[２１] 也证实
ＡＱＰ５ 的下调增加了 ＨＣＥＣｓ 的增殖和迁移ꎮ 但是 Ｋｕｍａｒｉ
等[２２]研究表明ꎬ上调 ＡＱＰ５ 在角膜上皮划伤环境下通过
促进细胞迁移和增殖ꎬ发挥促进角膜创伤愈合的独特功

能ꎮ 出现以上截然不同的结果ꎬ考虑为在机械性角膜划伤
环境下ꎬＡＱＰ５ 高表达可以促进角膜细胞向伤口位置迁移
和增殖ꎬ从而修复角膜损伤ꎬ而一旦受伤区域被修复ꎬ则会
对细胞迁移和增殖产生接触抑制反应ꎻ而在高渗环境下ꎬ
通过下调 ＡＱＰ５ 可以抑制炎症反应与细胞凋亡ꎬ从而对
ＨＣＥＣｓ 进行保护作用ꎮ ＡＱＰ５ 调控机制与角膜细胞所处
环境而不同ꎬ因此设计针对 ＡＱＰ５ 的研究策略要有差
异性ꎮ

本研究发现杞参方治疗组的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 明显低于
模型组ꎬ且 ＨＣＥＣｓ 存活率均显著增加ꎬ证实杞参方可减少
细胞外液炎症因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的表达水平治疗干眼ꎮ
相关研究也证实ꎬ高渗透压可通过 ＪＮＫ 通路促进小鼠角
膜上皮 ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α 等炎症因子的释放ꎬ并促进细

胞凋亡[２３－２４]ꎮ 并且ꎬ干眼患者的泪液炎症因子 ＩＬ － ６、
ＴＮＦ－α与眼部症状、ＢＵＴ、ＳⅠｔ、ＦＬ 及干眼程度密切相关ꎬ
可作为反映疾病程度的灵敏、可靠的标志物[２５－２６]ꎮ 本研
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究通过 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞外液炎性因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的
表达作为炎症指标ꎬ具有一定的科学性与研究意义ꎮ

综上ꎬ杞参方可通过降低高渗诱导 ＨＣＥＣｓ 的 ＪＮＫ１ 的
磷酸化和 ＡＱＰ５ 的蛋白表达ꎬ降低细胞外液炎症因子
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 和 ＨＣＥＣｓ 的凋亡因子 ｃａｓｐａｓｅ－１ 的表达ꎬ最
终有效抑制炎症反应和细胞凋亡ꎮ
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