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摘要
目的: 基 于 ＮＯＤ 样 受 体 热 蛋 白 结 构 域 相 关 蛋 白 ３
(ＮＬＲＰ３)炎症小体途径ꎬ探究二氢槲皮素对形觉剥夺性
近视小鼠视觉功能的影响ꎮ
方法:将 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠随机分为对照组和形觉剥夺性近
视模型组ꎬ形觉剥夺性近视模型组通过右眼遮盖半透明眼
罩来构建形觉剥夺性近视小鼠模型ꎮ 造模成功后ꎬ将形觉
剥夺性近视模型组小鼠随机分为模型组、二氢槲皮素低、
中、高剂量组、二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组ꎮ 检
测各组小鼠的屈光度及眼轴长度ꎬ试剂盒检测视网膜组织
中超氧 化 物 歧 化 酶 ( ＳＯＤ)、 丙 二 醛 ( ＭＤＡ) 的 水 平ꎬ
ＲＴ－ｑＰＣＲ检测视网膜组织中 ＮＬＲＰ３、凋亡相关斑点样蛋
白 ( ＡＳＣ)、 Ｃａｓｐａｓｅ － １、 ＩＬ － １β、 ＩＬ － １８ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 视 网 膜 组 织 中 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 蛋白的表达ꎬＴＵＮＥＬ 染色检测视
网膜组织中细胞凋亡的情况ꎮ
结果:相较于对照组ꎬ形觉剥夺性近视模型组小鼠的屈光
度降低ꎬ眼轴长度增长ꎬ ＳＯＤ 降低ꎬＭＤＡ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 升高ꎬ视网膜组织中细胞凋亡率
升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ相较于模型组ꎬ二氢槲皮素低、中、高剂
量组小鼠的屈光度升高ꎬ眼轴长度缩短ꎬＳＯＤ 升高ꎬＭＤＡ、
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 降低ꎬ视网膜组织
中细胞凋亡率降低(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 相较于二氢槲皮素高剂
量组ꎬ二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组的屈光度降
低ꎬ 眼 轴 长 度 增 长ꎬ ＳＯＤ 降 低ꎬ ＭＤＡ、 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 升高ꎬ视网膜组织中细胞凋亡率
升高(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:二氢槲皮素能够通过抑制焦亡及氧化应激反应来改
善形觉剥夺性近视小鼠的视觉功能ꎬ其机制可能与抑制
ＮＬＲＰ３ 炎症小体有关ꎮ ＮＬＲＰ３ 激动剂能够在一定程度上
抑制高剂量二氢槲皮素对形觉剥夺性近视小鼠的影响ꎮ
关键词:形觉剥夺性近视ꎻ二氢槲皮素ꎻＮＯＤ 样受体热蛋
白结构域相关蛋白 ３(ＮＬＲＰ３)炎症小体ꎻ焦亡ꎻ氧化应激
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ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｆｏｒｍ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ
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ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｆｏｒｍ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅ ｗｉｔｈ ａ
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ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
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ｄｉｈｙｄｒｏｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎻ ＮＯＤ － ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｏｍａｉｎ － ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ( ＮＬＲＰ３ ) ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅꎻ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｚｈａｏ Ｐꎬ Ｍａ Ｍꎬ Ｙａｎｇ ＴＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｄｉｈｙｄｒｏｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｆｏｒｍ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(３):３９１－３９７.

０引言
形觉剥夺视网膜的视觉反馈缺乏会导致近视的发生ꎮ

若大脑经常感受到视网膜成像失真ꎬ则会启动眼轴增长机
制ꎬ从而导致轴性近视的发生ꎮ 在最初的形觉剥夺性近视
动物模型的构建中ꎬ研究人员通过缝合恒河猴幼猴眼睑成
功诱导出了形觉剥夺性近视模型ꎮ 目前ꎬ在眼部长时间固
定半透明弥散片等物品成为新的构建形觉剥夺性近视动
物模型的方法[１]ꎮ 现在临床上可采用配戴眼镜或通过手
术来矫正近视ꎬ但若近视程度不断增高ꎬ则可能会诱发视
网膜脱离、黄斑变性等严重眼部疾病的发生[２]ꎮ 因此ꎬ迫
切需要找到能够控制或改善近视进展的药物ꎮ 二氢槲皮
素为天然的黄酮类化合物ꎬ在自然界分布广泛ꎬ具有显著
的抗炎、抗氧化、抗肿瘤等药理作用[３]ꎮ 目前ꎬ有研究发现
二氢槲皮素能够通过抑制氧化应激来改善年龄相关的黄
斑变性[４]ꎮ 然而ꎬ二氢槲皮素控制近视进展的效果尚不
清楚ꎮ

焦亡是一种由炎症反应介导的新型程序性细胞死亡
方式ꎮ 在经典的焦亡激活途径中ꎬ炎症小体发挥重要作
用ꎬ而 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３(ＮＯＤ－ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍｏｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬＮＬＲＰ３)为
最常见的炎症小体ꎮ 在外界刺激下ꎬＮＬＲＰ３ 能与凋亡相
关斑点样蛋白 ( ａｐｏｐｔｏｓｉｓ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｏｔ － ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ＡＳＣ)及 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 共同组装成炎症小体ꎬ进而诱导细胞焦
亡[５]ꎮ 目前ꎬ有研究发现视神经损伤会导致视网膜中
ＮＬＲＰ３ 焦亡信号的激活ꎬ而抑制 ＮＬＲＰ３ 焦亡信号能够发
挥保护视神经的作用[６]ꎮ 氧化应激也与近视进展密切相
关ꎮ 在豚鼠近视模型中发现ꎬ通过抑制氧化应激能够有效
控制其近视的疾病发展[７]ꎮ 抑制 ＮＬＲＰ３ 通路也能够显著

减轻氧化应激反应[８]ꎮ 本研究通过构建形觉剥夺性近视
小鼠模型ꎬ并基于 ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导的焦亡及氧化应
激ꎬ初步探究二氢槲皮素对形觉剥夺性近视小鼠视觉功能
的影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 ９６ 只 ３ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠(ＳＰＦ 级
别ꎬ体质量 １５－１７ ｇ)购自无锡鼎智生物医药有限公司[许
可证号:ＳＹＸＫ(苏)２０２４－０００４]ꎮ 研究符合伦理学标准ꎬ
且通过伦理学委员会审查(伦理批号:２０２４－０２－Ｋ００６７)ꎮ
１.１.２ 试剂 　 二氢槲皮素 (纯度: ＨＰＬＣ≥９８％ꎬ规格:
２００ ｍｇꎬ批号:Ｂ２０５３９)购自上海源叶生物技术有限公司ꎬ
二氢槲皮素先溶解于 １％ ＤＭＳＯꎬ加入适量 １×ＰＢＳ 溶液ꎬ
最终配成 ２.５ ｍｇ / ｍＬ 的二氢槲皮素溶液(现配现用ꎮ ４ ℃
冰箱储存)ꎮ ＮＬＲＰ３ 激活剂尼日利亚菌素钠盐(Ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ
ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ)购自美国 ＥＣＭ 公司(批号:ＨＹ－１００３８１)ꎻ超氧
化物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)检测试剂盒(批
号:Ｓ０１０１Ｓ)、丙二醛( ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)检测试剂盒(批
号:Ｓ０１３１Ｓ)、ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒(批号:Ｃ１０８９)均购自上
海碧云天科技有限公司ꎻＮＬＲＰ３ 一抗(批号:１５１０１)、ＡＳＣ
一抗 ( 批 号: ６７８２４ )、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ － １ 一 抗 ( 批 号:
８９３３２)、ＩＬ － １β 一抗(批号:１２２４２)、ＩＬ － １８ 一抗(批号:
５７０５８)均购自美国 Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎮ
１.２方法
１.２.１实验分组及干预方法 　 将 ９６ 只小鼠随机分为对照
组与形觉剥夺性近视模型组ꎬ对照组 １６ 只ꎬ形觉剥夺性近
视模型组 ８０ 只ꎮ 形觉剥夺性近视模型组小鼠参照文
献[９]进行模型构建:利用实验室半透明试管制备直径
８ ｍｍ、厚度 １ ｍｍ 的半透明眼罩ꎬ眼罩遮盖于造模小鼠右
眼(左眼不做任何处理)ꎬ并利用 ４－０ 号缝线将眼罩缝合
于右眼眼周ꎬ每天早、中、晚三次检查小鼠眼罩的固定情
况ꎬ眼罩松动则加固ꎬ共诱导 ４ ｗｋꎮ 对照组小鼠不做任何
处理ꎮ 形觉剥夺性近视诱导结束后(即 ４ ｗｋ 时)ꎬ移除所
有小鼠右眼眼罩ꎬ避免持续遮盖对后续干预的影响ꎬ以同
时满足眼轴增长(Ｐ<０.０５)和屈光度降低(Ｐ<０.０５)为造模
成功标准ꎬ将 ８０ 只造模成功小鼠随机分为模型组、二氢槲
皮素低、中、高剂量组、二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂
尼日利亚菌素组ꎬ每组 １６ 只ꎮ 二氢槲皮素低、中、高剂量
组小鼠每天分别灌胃 ２５、５０、１００ ｍｇ / ｋｇ 的二氢槲皮素溶
液(溶剂为 １％ ＤＭＳＯ＋ＰＢＳ 混合液) [１０]ꎬ连续给药 ４ ｗｋꎻ二
氢槲 皮 素 高 剂 量 ＋ ＮＬＲＰ３ 激 动 剂 组 小 鼠 每 天 灌 胃
１００ ｍｇ / ｋｇ的二氢槲皮素溶液ꎬ并在造模后的每周腹腔注
射 ４ ｍｇ / ｋｇ 的尼日利亚菌素钠盐溶液ꎬ连续给药 ４ ｗｋ[１１]ꎻ
对照组及模型组每天灌胃等量的 １％ ＤＭＳＯ＋ＰＢＳ 混合液ꎮ
１.２.２屈光度及眼轴长度的检测 　 每日固定时间点检测
(如上午 ９∶ ００－１１∶ ００)ꎬ通过带状光检影镜对各组小鼠的
右眼进行屈光度检测ꎬ通过 Ａ 超检测其右眼眼轴长度ꎮ
每眼重复测量 ３ 次ꎬ取平均值为实验结果ꎮ 屈光度以正值
表示ꎬ降低代表近视性改变ꎮ
１.２.３动物取材　 屈光度及眼轴长度检测完毕后ꎬ戊巴比
妥钠过量麻醉处死小鼠ꎮ 各组中随机抽取 ６ 只小鼠取眼
球ꎬ置于 ４％多聚甲醛中用于 ＴＵＮＥＬ 染色ꎮ 用眼科剪等工
具取出剩余小鼠眼球中的视网膜组织ꎬ用于氧化应激及
ＲＴ－ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验ꎮ
１.２.４氧化应激指标的检测 　 取视网膜组织并研磨成匀
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浆ꎬ按照试剂盒说明书检测视网膜组织中 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 的
水平ꎮ
１.２.５ ＲＴ－ｑＰＣＲ实验　 将视网膜组织置于 Ｔｒｉｚｏｌ 溶液中ꎬ
按照 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡꎬ紫外分光光度计测量提取 ＲＮＡ
样品的纯度ꎬＯＤ２６０ / ２８０ 在 １.８－２.０ 范围内表明 ＲＮＡ 纯度
较高ꎬ可用于后续实验ꎮ 将 ＲＮＡ 逆转为 ｃＤＮＡꎬｃＤＮＡ 通
过 Ｈｉｅｆｆ 􀅺 ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂及相应引物
进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增可得相应基因的 ＣＴ 值ꎬ通过 ２－△△Ｃｔ法
计算视网膜组织中各基因的相对表达水平ꎮ 引物序列信
息见表 １ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液裂解视网膜
组织ꎬＢＣＡ 试剂盒检测视网膜组织样品蛋白浓度ꎬ１００ ℃
１０ ｍｉｎ 变性蛋白样品ꎬ制胶ꎬ上样ꎬ电泳ꎬ转膜ꎬ封闭ꎬ４ ℃
下 ＮＬＲＰ３ 一抗、ＡＳＣ 一抗、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ－１ 一抗、ＩＬ－１β
一抗、ＩＬ－１８ 一抗孵育过夜ꎬ二抗室温下孵育 １ ｈꎬ曝光ꎬ
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件检测各条带灰度值ꎮ 目标蛋白相对表达量 ＝
目标蛋白灰度值 / ＧＡＰＤＨ 灰度值ꎮ

表 １　 引物信息表

引物名称 引物序列

ＮＬＲＰ３－Ｆ ５􀆳－ ＡＴＴＡＣＣＣＧＣＣＣＧＡＧＡＡＡＧＧ －３􀆳
ＮＬＲＰ３－Ｒ ５􀆳－ＴＣＧＣＡＧＣＡＡＡＧＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧ－３􀆳
ＡＳＣ－Ｆ ５􀆳－ＣＴＴＧＴＣＡＧＧＧＧＡＴＧＡＡＣＴＣＡＡＡＡ－３􀆳
ＡＳＣ－Ｒ ５􀆳－ＧＣＣＡＴＡＣＧＡＣＴＣＣＡＧＡＴＡＧＴＡＧＣ－３􀆳
ＩＬ－１β－Ｆ ５􀆳－ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ－３􀆳
ＩＬ－１β－Ｒ ５􀆳－ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ－３􀆳
ＩＬ－１８－Ｆ ５􀆳－ＧＡＣＴＣＴＴＧＣＧＴＣＡＡＣＴＴＣＡＡＧＧ－３􀆳
ＩＬ－１８－Ｒ ５􀆳－ＣＡＧＧＣＴＧＴＣＴＴＴＴＧＴＣＡＡＣＧＡ－３􀆳
Ｃａｓｐａｓｅ－１－Ｆ ５􀆳－ＡＣＡＡＧＧＣＡＣＧＧＧＡＣＣＴＡＴＧ－３􀆳
Ｃａｓｐａｓｅ－１－Ｒ ５􀆳－ＴＣＣＣＡＧＴＣＡＧＴＣＣＴＧＧＡＡＡＴＧ－３􀆳
ＧＡＰＤＨ－Ｆ ５􀆳－ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ－３􀆳
ＧＡＰＤＨ－Ｒ ５􀆳－ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ－３􀆳

１.２.７ ＴＵＮＥＬ染色　 取固定小鼠眼球ꎬ经梯度乙醇脱水及

二甲苯透化处理后ꎬ石蜡包埋并切片(３ μｍ 厚度)ꎬ按照

ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒说明书对其进行 ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ显微镜

下观测视网膜组织中细胞的凋亡情况ꎮ 凋亡细胞占

比(％)＝ 凋亡细胞 / 视野中细胞数量数×１００％ꎮ
统计学分析:数据处理软件为 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件ꎮ 符合

正态分布的计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 多组间

比较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检
验ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ
２结果

２.１造模效果检测　 ４ ｗｋ 的形觉剥夺性近视诱导结束后ꎬ
相对于造模前ꎬ对照组小鼠的屈光度无显著变化 ( Ｐ >
０.０５)ꎬ造模后形觉剥夺性近视模型组小鼠屈光度低于对

照组ꎬ眼轴长度高于对照组(均 Ｐ<０.００１)ꎮ 形觉剥夺性近

视模型组 ８０ 只小鼠均同时满足眼轴增长(Ｐ<０.０５)和屈

光度降低(Ｐ<０.０５)ꎬ判断为造模成功ꎬ见表 ２ꎮ
２.２ 各组小鼠给药前后屈光度及眼轴长度对比 　 药物干

预结束后ꎬ相对于模型组ꎬ二氢槲皮素低、中、高剂量组小

鼠的屈光度升高ꎬ眼轴长度下降(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且二氢槲皮

素的效果呈剂量依赖性(Ｐ<０.０５)ꎻ相对于二氢槲皮素高

剂量组ꎬ二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组小鼠的屈光

度降低ꎬ眼轴长度增长(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ
２.３各组小鼠视网膜组织中 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 的水平比较 　
相对于对照组ꎬ模型组小鼠视网膜组织中 ＳＯＤ 水平降低

而 ＭＤＡ 升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ相对于模型组ꎬ二氢槲皮素低、
中、高剂量组小鼠视网膜组织中 ＳＯＤ 水平升高而 ＭＤＡ 降

低(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且二氢槲皮素的效果呈剂量依赖性ꎮ 相

对于二氢槲皮素高剂量组ꎬ二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激

动剂组小鼠视网膜组织中 ＳＯＤ 水平降低而 ＭＤＡ 升高(均
Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ４ꎮ

表 ２　 两组小鼠造模前后屈光度及眼轴长度的比较 􀭰ｘ±ｓ

组别 ｎ
屈光度(Ｄ)

造模前 造模后
ｔ Ｐ

眼轴长度(ｍｍ)
造模前 造模后

ｔ Ｐ

对照组 １６ ５.４８±０.２７ ５.４１±０.４８ ０.５０８ ０.６１４ ２.３０８±０.００７ ２.４０６±０.００５ ４５.５６９ <０.００１
形觉剥夺性近视模型组 ８０ ５.２４±０.５２ ４.０６±０.１２ １９.７７６ <０.００１ ２.３０６±０.０１７ ２.８８６±０.０１８ ２０９.５２８ <０.００１
Ｆ １.７９３ ２２.２９９ ０.４６１ １０２.７７５
Ｐ ０.０７６ <０.００１ ０.６４５ <０.００１

表 ３　 各组小鼠药物干预前后屈光度及眼轴长度的比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １６)

组别
屈光度(Ｄ)

药物干预前 药物干预后
ｔ Ｐ

眼轴长度(ｍｍ)
药物干预前 药物干预后

ｔ Ｐ

对照组 ５.４１±０.４８ ５.５０±０.２５ ０.６６５ ０.５１１ ２.４０６±０.００５ ２.５０６±０.００４ ６２.４６９ <０.０１
模型组 ４.０１±０.１１ａ ３.９７±０.１３ａ ０.９３９ ０.３５５ ２.８９２±０.００６ａ ２.９０１±０.００７ａ ３.９０４ <０.０１
二氢槲皮素低剂量组 ４.０４±０.１６ａ ４.１１±０.２１ａꎬｃ ２.０６０ ０.０４８ ２.８７３±０.０１４ａ ２.３４９±０.００５ａꎬｃ １４０.９９２ <０.０１
二氢槲皮素中剂量组 ３.９９±０.１７ａ ４.２２±０.１６ａꎬｃꎬｅ ３.９４０ <０.０１ ２.８９４±０.０１０ａ ２.３３７±０.００５ａꎬｃꎬｅ １９９.２７８ <０.０１
二氢槲皮素高剂量组 ４.０９±０.１２ａ ４.３１±０.２４ａꎬｃꎬｅꎬｇ ３.３９２ <０.０１ ２.８９１±０.００８ａ ２.３２４±０.００４ａꎬｃꎬｅꎬｇ ２５３.５７０ <０.０１
二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组 ４.１８±０.２２ａ ４.０１±０.１９ａꎬｃꎬｉ １１.１４５ <０.０１ ２.８８０±０.０１８ａ ２.５４１±０.０１６ａꎬｃꎬｉ ５６.３４０ <０.０１
Ｆ ７３.９７６ ２０４.７６３ １９２.６８４ １９４.８６１
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素中剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素

高剂量组ꎮ
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２.４各组小鼠视网膜组织中 ｍＲＮＡ 表达比较 　 相对于对
照组ꎬ模型组小鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、
ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ ｍＲＮＡ 的表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ相对于模型
组ꎬ二氢槲皮素低、中、高剂量组小鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ ｍＲＮＡ 的表达降低(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ且二氢槲皮素的效果呈剂量依赖性(均 Ｐ<０.０５)ꎻ相
对于二氢槲皮素高剂量组ꎬ二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动
剂组小鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ －１、ＩＬ－１β、
ＩＬ－１８ ｍＲＮＡ 的表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ５ꎮ
２.５ 各组小鼠的视网膜组织中蛋白表达比较 　 相对于对
照组ꎬ模型组小鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 蛋白的表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ
相对于模型组ꎬ二氢槲皮素低、中、高剂量组小鼠视网膜组
织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 蛋白
的表达降低(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且二氢槲皮素的效果呈剂量依
赖性ꎻ相对于二氢槲皮素高剂量组ꎬ二氢槲皮素高剂量＋
ＮＬＲＰ３ 激动剂组小鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄ
　 　

Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 蛋白的表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ
见图 １ 及表 ６ꎮ

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组小鼠视网膜组织中蛋白表达ꎮ

表 ４　 各组小鼠视网膜组织中 ＳＯＤ及 ＭＤＡ水平的比较 (􀭰ｘ±ｓꎬＵ / ｍｇ)
组别 ＳＯＤ ＭＤＡ
对照组 １８４.６９±１４.３５ ６.４１±０.５３
模型组 ８１.３６±７.３１ａ ２５.８６±２.４１ａ

二氢槲皮素低剂量组 １１５.６１±９.５８ａꎬｃ ２０.７４±１.３７ａꎬｃ

二氢槲皮素中剂量组 １４０.４５±１２.３７ａꎬｃꎬｅ １５.５８±１.０６ａꎬｃꎬｅ

二氢槲皮素高剂量组 １７２.３３±１８.６３ａꎬｃꎬｅꎬｇ ９.４２±０.６８ａꎬｃꎬｅꎬｇ

二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组 １２９.５８±１４.６１ａꎬｃꎬｉ １７.３９±１.０９ａꎬｃꎬｉ

Ｆ ８０.４９９ ２８７.１５１
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素中剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素
高剂量组ꎮ

表 ５　 各组小鼠视网膜组织中 ｍＲＮＡ表达的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＮＬＲＰ３ ＡＳＣ Ｃａｓｐａｓｅ－１ ＩＬ－１β ＩＬ－１８
对照组 １.０７±０.０８ １.５３±０.１３ １.２２±０.１７ １.０９±０.１４ １.３７±０.１８
模型组 ４.３９±０.３４ａ ５.９１±０.４８ａ ５.７３±０.６５ａ ４.８３±０.３２ａ ４.９１±０.４５ａ

二氢槲皮素低剂量组 ３.５６±０.３１ａꎬｃ ４.６７±０.４１ａꎬｃ ４.２８±０.３７ａꎬｃ ４.０５±０.３９ａꎬｃ ３.６０±０.３３ａꎬｃ

二氢槲皮素中剂量组 ２.８４±０.２７ａꎬｃꎬｅ ３.２９±０.３７ａꎬｃꎬｅ ３.２４±０.３１ａꎬｃꎬｅ ３.２７±０.２８ａꎬｃꎬｅ ２.５７±０.２４ａꎬｃꎬｅ

二氢槲皮素高剂量组 １.５８±０.１９ａꎬｃꎬｅꎬｇ ２.４０±０.２６ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.７３±０.１９ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.８９±０.１６ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.８４±０.１７ａꎬｃꎬｅꎬｇ

二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组 ３.２１±０.２４ａꎬｃꎬｉ ４.８３±０.３９ａꎬｃꎬｉ ３.９５±０.３３ａꎬｃꎬｉ ３.７４±０.３２ａꎬｃꎬｉ ３.８５±０.３６ａꎬｃꎬｉ

Ｆ ２４１.８３９ ２１１.９９１ ２０３.４５７ ２４５.３９３ １９１.０６４
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素中剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素
高剂量组ꎮ

表 ６　 各组小鼠视网膜组织中蛋白相对表达量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)
组别 ＮＬＲＰ３ ＡＳＣ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ－１ ＩＬ－１β ＩＬ－１８
对照组 ０.１５±０.０１ ０.１７±０.０２ ０.１３±０.０１ ０.２１±０.０２ ０.１６±０.０１
模型组 ０.９２±０.０８ａ ０.９６±０.０８ａ ０.７６±０.０６ａ ０.９５±０.０８ａ ０.９１±０.０８ａ

二氢槲皮素低剂量组 ０.７３±０.０８ａꎬｃ ０.６５±０.０５ａꎬｃ ０.５７±０.０５ａꎬｃ ０.７４±０.０６ａꎬｃ ０.６３±０.０６ａꎬｃ

二氢槲皮素中剂量组 ０.５８±０.０５ａꎬｃꎬｅ ０.３６±０.０４ａꎬｃꎬｅ ０.３１±０.０３ａꎬｃꎬｅ ０.４１±０.０４ａꎬｃꎬｅ ０.３８±０.０３ａꎬｃꎬｅ

二氢槲皮素高剂量组 ０.２３±０.０２ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.２４±０.０３ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.１７±０.０２ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.２３±０.０２ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.２４±０.０２ａꎬｃꎬｅꎬｇ

二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组 ０.４９±０.０４ａꎬｃꎬｉ ０.５３±０.０４ａꎬｃꎬｉ ０.４４±０.０４ａꎬｃꎬｉ ０.６９±０.０５ａꎬｃꎬｉ ０.５５±０.０４ａꎬｃꎬｉ

Ｆ ２９６.２３０ ３８４.８５１ ３８７.６０４ ３６４.４１６ ３５２.８７７
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素中剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素
高剂量组ꎮ
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２.６ 各组小鼠的视网膜组织中细胞的凋亡情况 　 相对于

对照组ꎬ模型组小鼠视网膜组织中凋亡细胞数量增多(Ｐ<
０.０５)ꎻ相对于模型组ꎬ二氢槲皮素低、中、高剂量组小鼠视

网膜组织中凋亡细胞数量减少(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且二氢槲皮

素的效果呈剂量依赖性(均 Ｐ<０.０５)ꎻ相对于二氢槲皮素

高剂量组ꎬ二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组小鼠视网

膜组织中凋亡细胞数量增多(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ 及表 ７ꎮ
３讨论

近视是受到全球重视的眼部慢性疾病ꎮ 据流行病学

调查显示ꎬ目前中国近视人口约 ７ 亿ꎬ其中儿童及青少年

的近视率高达 ５１.９％ [１２－１３]ꎮ 目前ꎬ有较多研究探究近视患

者视力的改善方法ꎬ既往的研究侧重于光学矫正手段ꎬ如
框架眼镜、角膜接触镜等ꎬ以及药物治疗方面ꎬ如阿托品滴

眼液等ꎬ但这些方法多侧重于近视进展的控制ꎬ对于近视

发生发展的根本机制干预有限ꎮ 近年来随着对近视发病

机制研究的深入ꎬ发现炎症反应在近视的发生发展过程中

扮演着重要角色ꎮ ＮＬＲＰ３ 炎症小体作为炎症反应的关键

调控因子ꎬ其激活与多种眼部疾病的发生发展密切相关ꎮ
二氢槲皮素作为一种具有多种生物活性的天然化合物ꎬ其
在抗炎、抗氧化等方面的作用逐渐受到关注ꎮ 本研究基于

ＮＬＲＰ３ 炎症小体途径探讨二氢槲皮素对形觉剥夺性近视

小鼠屈光发育的影响ꎬ旨在为近视的防治提供新的思路和

潜在的治疗靶点ꎮ
李宝花等[１４]研究发现明视方能够通过抑制视网膜及

巩膜的内质网应激反应来延缓大鼠的近视进展ꎮ 张鑫鑫

等[１５]研究发现益气聪明汤能够通过抑制巩膜中基质金属

蛋白酶 ２(ＭＭＰ－２)、磷酸化氨基末端蛋白激酶(ｐ－ＪＮＫ)
的表达来抑制近视的发生发展ꎮ 然而ꎬ目前改善近视患者

视力的方法仍效果不佳或具有明显的副作用ꎮ 二氢槲皮

素是自然界中分布广泛的黄酮类物质ꎬ目前也能够通过生

物合成方法批量合成ꎬ具有较强的抗炎及抗氧化应激作

用[１６]ꎮ 研究发现二氢槲皮素能够减轻年龄相关的黄斑变

性[４]ꎮ 本研究发现二氢槲皮素能够提升形觉剥夺性近视

　 　

小鼠的屈光度、缩短其眼轴长度ꎬ表明二氢槲皮素能够改

善形觉剥夺性近视小鼠的视觉功能ꎮ 本研究选择高剂量

二氢槲皮素(１００ ｍｇ / ｋｇ)作为添加 ＮＬＲＰ３ 激动剂的基准

组ꎬ是基于前期剂量效应实验结果ꎬ显示该剂量在改善屈

光度、眼轴长度及抑制氧化应激 / 焦亡方面作用最显著ꎬ适
用于验证 ＮＬＲＰ３ 通路的中心角色ꎮ 本研究结果与李宝花

等[１４]发现明视方抑制内质网应激延缓近视一致ꎬ均表明

抗炎抗氧化可改善视觉功能ꎬ通过在高剂量组添加

ＮＬＲＰ３ 激动剂ꎬ成功逆转了二氢槲皮素的保护效应ꎬ这强

化了 ＮＬＲＰ３ 炎症小体作为关键靶点的结论ꎮ 然而ꎬ差异

在于该研究聚焦视网膜 －巩膜轴ꎬ而本研究首次通过

ＮＬＲＰ３ 炎症小体途径探讨二氢槲皮素的作用ꎬ且二氢槲

皮素为天然黄酮类物质ꎬ副作用可能低于化学药物ꎬ这种

差异可能源于实验模型(小鼠形觉剥夺 ｖｓ 大鼠光学离焦)
和干预靶点(ＮＬＲＰ３ ｖｓ 多巴胺轴)的不同ꎮ

视网膜组织中含有大量的多不饱和脂肪酸ꎬ且其参与

视网膜结构及功能的维持ꎮ 氧化应激可攻击视网膜中的

多不饱和脂肪酸ꎬ引起脂质过氧化ꎬ进而造成视网膜的氧

　 　
表 ７　 各组小鼠视网膜组织中凋亡细胞占比比较

(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

组别 凋亡细胞占比(％)
对照组 ３.２７±０.４１
模型组 ３１.５２±２.１７ａ

二氢槲皮素低剂量组 ２０.１９±１.３８ａꎬｃ

二氢槲皮素中剂量组 １０.８２±１.０２ａꎬｃꎬｅ

二氢槲皮素高剂量组 ９.１６±０.６９ａꎬｃꎬｅꎬｇ

二氢槲皮素高剂量＋ＮＬＲＰ３ 激动剂组 １５.９３±１.３２ａꎬｃꎬｉ

Ｆ ３５１.２０５
Ｐ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮

素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 二氢槲皮素中剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 二氢

槲皮素高剂量组ꎮ

图 ２　 ＴＵＮＥＬ染色检测各组小鼠视网膜组织中细胞的凋亡情况　 图中白色箭头所指为 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞ꎮ
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化应激损伤ꎬ促进近视进展[１７]ꎮ 目前ꎬ有较多研究表明抑

制氧化应激能够延缓近视进展ꎮ 阿托品滴眼能够通过减

轻巩膜组织的氧化应激损伤而改善近视豚鼠的视觉功

能[１８]ꎮ 针刺能通过抑制氧化应激反应来延缓近视的发生

发展[７]ꎮ 这些研究结果表明抑制氧化应激能够有效控制

近视进展ꎮ 研究发现二氢槲皮素也有较好的抗氧化应激

作用ꎮ 张美凤[１９]研究发现二氢槲皮素能够通过抑制氧化

应激来显著减轻放射诱导的小鼠肺损伤ꎮ 焦雪菲等[２０] 研

究发现二氢槲皮素能够通过抑制氧化应激反应而改善大

鼠的肾缺血－再灌注损伤ꎮ ＳＯＤ 为机体中重要的抗氧化

金属酶ꎬ可以将超氧化物转化为氧气及过氧化氢ꎬ随后过

氧化氢在过氧化氢酶的作用下转化为水和氧气ꎬ从而防止

超氧化物对机体造成损伤ꎮ ＭＤＡ 为脂质过氧化终产物ꎬ
其水平越高则代表机体的氧化应激损伤越重ꎮ 本研究发

现二氢槲皮素能够促进视网膜组织中 ＳＯＤ 水平ꎬ并抑制

ＭＤＡ 水平ꎬ表明二氢槲皮素能够通过减轻视网膜的氧化

应激损伤来改善形觉剥夺性近视小鼠的视觉功能ꎮ 与过

往研究相比ꎬ本研究聚焦于二氢槲皮素在近视模型中的具

体作用机制ꎬ进一步验证了其抗氧化应激效应在眼部组织

的适用性ꎮ 尽管不同研究采用的损伤模型存在差异ꎬ但二

氢槲皮素均通过调节 ＳＯＤ / ＭＤＡ 氧化还原平衡发挥保护

作用ꎬ提示其抗氧化机制具有组织普适性ꎮ 值得注意的

是ꎬ本研究首次将二氢槲皮素应用于近视干预领域ꎬ不仅

拓展了该化合物的临床应用范围ꎬ更为近视防控提供了新

的潜在药物靶点ꎮ
焦亡是近年来新发现的程序性细胞死亡方式之一ꎬ其

中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体在焦亡的激活过程中发挥重要作用ꎮ
在细胞受到受到外界的各类刺激信号后ꎬＮＬＲＰ３ 与接头

蛋白 ＡＳＣ 及 Ｃａｓｐａｓｅ － １ 形 成 ＮＬＲＰ３ 炎 症 小 体ꎬ 使

Ｃａｓｐａｓｅ－１自身水解为活化形式ꎬ随后活化的 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 进

一步激活其下游的 ＩＬ－１β 及 ＩＬ－１８ꎬ从而导致细胞发生焦

亡[２１]ꎮ 目前的研究发现细胞焦亡是眼部疾病的重要因素

之一ꎮ 例如ꎬ李晓晶[２２] 研究发现冬凌草甲素能够通过抑

制焦亡干眼小鼠眼表的炎症反应ꎮ 陈晓凤[２３] 研究发现焦

亡可能参与介导眼表碱烧伤后角膜及结膜的损伤ꎮ 此外ꎬ
研究还发现近视小鼠的巩膜中 ＮＬＲＰ３ 的表达显著增加ꎬ
而抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体能够有利于延缓小鼠近视进

展[２４]ꎮ 上述研究结果提示抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导的

细胞焦亡可能对延缓近视进展具有重要意义ꎮ ＮＬＲＰ３ 信

号分子与氧化应激反应也密切相关ꎮ 研究发现抑制

ＮＬＲＰ３ 能够通过抑制氧化应激而减轻干眼小鼠的角膜损

伤[２５]ꎮ 本研究发现形觉剥夺性近视小鼠视网膜组织中

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 的表达升高ꎬ且视

网膜组织中细胞的凋亡率升高ꎬ表明 ＮＬＲＰ３ 炎症小体可

能参与介导小鼠的形觉剥夺性近视ꎬ这与前人研究结果一

致ꎮ 二氢槲皮素对 ＮＬＲＰ３ 炎症小体也有调控作用ꎮ 郑今

花[２６]研究发现二氢槲皮素能够通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小

体改善小鼠的急性酒精性脂肪肝ꎮ 丁涛等[２７] 研究发现二

氢槲皮素能够通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体来减轻肾小管上

皮细胞的炎症反应ꎮ 本研究发现二氢槲皮素能够抑制剥

夺性近视小鼠视网膜组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ － １、
ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 的表达ꎬ并抑制视网膜组织细胞的凋亡ꎬ且
ＮＬＲＰ３ 激动剂尼日利亚菌素能在一定程度上逆转二氢槲

皮素对形觉剥夺性近视小鼠的作用ꎬ表明二氢槲皮素可能

通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体途径来抑制视网膜组织的焦亡

及氧化应激反应ꎬ进而改善形觉剥夺性近视小鼠的视觉

功能ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现二氢槲皮素能够通过抑制焦亡

及氧化应激反应来改善形觉剥夺性近视小鼠的视觉功能ꎬ
其机制可能与抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体有关ꎮ 本研究的不足

之处包括:(１)仅使用小鼠模型ꎬ未来需在灵长类动物或

临床样本中验证ꎻ(２)二氢槲皮素的具体剂量效应需进一

步优化ꎻ(３)ＮＬＲＰ３ 通路与其他近视相关信号(如ＴＧＦ－β)
的分子作用机制未探讨ꎬ这些局限为后续研究提供方向ꎮ
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