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二至丸通过抑制NF-κB通路对干眼小鼠炎症的调控研究
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［摘要］目的：通过对比不同剂量二至丸对东莨菪碱诱导的小鼠干眼模型干眼症状及炎症状态的治疗效

果，从而探讨二至丸在干眼中的疗效及作用机制。方法：选取 30 只 C57/BL6 小鼠，将小鼠分为 5 组，每组

6 只，其中 24 只采用皮下注射东莨菪碱的方法诱导干眼模型，最终分为：空白对照组（不建立干眼模型，口

服 0.9%氯化钠溶液 1 mL），模型组（建立干眼模型后，口服 0.9%氯化钠溶液 1 mL），高剂量组（建立干眼模

型后，口服高剂量二至丸 12 g/kg），中剂量组（建立干眼模型后，口服中剂量二至丸 6 g/kg），低剂量组（建立

干眼模型后，口服低剂量二至丸 3 g/kg），分别在造模前 1 天，造模后隔日检测各组小鼠泪液分泌量以及角膜

荧光素染色评分的变化，并于 14 d 后处死小鼠，收集角结膜组织，检测角结膜组织中炎症因子肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）、IL-4 表达，采用实时定量 PCR 技术检测 RNA 水平改变，流式细

胞仪的液相蛋白定量技术（CBA）检测蛋白水平的改变，收集泪腺组织，采用 Protein Simple 公司的 Wes 全自

动蛋白质印迹定量分析系统对泪腺的核因子 κB（NF-κB）通路核心蛋白 P65 以及磷酸化 P65 进行胞浆和胞核

定性定量的检测验证。结果：用药 14 d 后，在对干眼症状的改善方面：对比模型组，二至丸各个剂量组的泪

液分泌量及角膜荧光素染色评分均有不同程度改善（P＜0.05），其中低剂量组与中剂量组的治疗效果相近，高

剂量组的治疗效果最佳。在对眼表炎症的改善方面：①mRNA 水平，与模型组相比，高剂量组的 TNF-α、

IL-1β、IL-4 的 mRNA 水平均明显下降，差异有统计学意义（P＜0.05）。高中低 3 个剂量组的 IL-4 的 mRNA
表达水平均低于模型组，差异有统计学意义 （P＜0.05）。说明不同剂量的二至丸对眼表炎症因子 IL-4 的

mRNA 表达均具有抑制作用，但高剂量组同时可以抑制 TNF-α、IL-1β 的 mRNA 表达。②蛋白水平：高中低

3 个剂量组的 TNF-α、IL-1β 蛋白表达量均低于模型组，差异有统计学意义 （P＜0.05）。各实验组 IL-4 蛋白

表达均小于模型组，但差异无统计学意义（P＞0.05）。提示各剂量二至丸对 TNF-α、IL-1β 的蛋白表达均有抑

制作用，但对 IL-4 的蛋白表达抑制作用不明显。在对泪腺炎症相关通路影响方面：高中低 3 个剂量组中二至

丸均可抑制细胞浆内 P65 的磷酸化及磷酸化的 P65 向核内转运，从而抑制 NF-κB 通路的激活。结论：二至丸

不仅可以有效改善干眼小鼠的泪液分泌和角膜荧光色素染色评分，同时也可以改善干眼小鼠眼表的炎症状态，

其对干眼小鼠的炎症抑制作用可能是通过抑制 NF-κB 通路来实现。
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Abstract：Objective：To compare the therapeutic effects of different doses of Erzhi Pills on dry eye

symptoms and inflammatory status induced by scopolamine in the mouse dry eye model， in order to

explore the therapeutic effect and mechanism of Erzhi Pills in dry eyes. Methods：Thirty C57/BL6 mice were

selected and divided into 5 groups，with 6 mice in each group. Among them，24 mice were induced into

dry eye models by subcutaneous injection of scopolamine. They were ultimately divided into the blank

control group (no dry eye model was established，oral administration of 1 mL of 0.9% sodium chloride

solution)，the model group (after establishing a dry eye model，oral administration of 1 mL of 0.9% sodium

chloride solution)，and the high-dose group (after establishing a dry eye model，oral administration of 12 g/kg

of high-dose Erzhi Pills)，the medium-dose group (after establishing a dry eye model，oral administration

of medium- dose Erzhi Pills 6 g/kg) and the low- dose group (after establishing a dry eye model， oral

administration of low- dose Erzhi Pills 3 g/kg) were tested for changes in tear secretion and corneal

fluorescein staining scores in each group on the first day before and the next day after modeling. The mice

were euthanized 14 days later，and the corneal conjunctiva tissue was collected to detect the inflammatory

factor tumor necrosis factor-α (TNF-α)，interleukin-1β (IL-1β)，IL-4 expression in the corneal conjunctiva

tissue was detected using real- time quantitative PCR technology to detect changes in RNA levels. Flow

cytometry was used to detect changes in protein levels using Cytometric Bead Array (CBA). Tear gland

tissue was collected，and nuclear factors-κB (NF-κB) in the lacrimal gland were analyzed using Protein

Simple's Wes fully automated protein blotting quantitative analysis system. Quantitative detection and

validation of cytoplasmic and cytoplasmic validation were performed on pathway core protein P65 and

phosphorylated P65. Results： After 14 days of medication， in terms of improving dry eye symptoms，

compared with the model group，the tear secretion and corneal fluorescence staining scores of each dose

group of Erzhi Pills were improved to varying degrees (P＜0.05). The treatment effect of the low-dose group

and the medium dose-group was similar，while the treatment effect of the high-dose group was the best.

In terms of improving ocular surface inflammation：①mRNA levels，compared with the model group，the

mRNA levels of TNF- α， IL- 1β， IL- 4 in the high- dose group were significantly decreased， with

statistically significant differences (P＜0.05). The mRNA expression levels of IL-4 in the high-，medium-，

and low-dose groups were lower than those in the model group，with statistically significant differences

(P＜0.05). It indicates that different doses of Erzhi Pills have inhibitory effects on the mRNA expression of

ocular surface inflammatory factor IL-4，but the high-dose group can also inhibit mRNA expression of

TNF-α，IL-1β. ②Protein level：the protein expression levels of TNF-α， IL-1β in high-，medium-，and

low-dose groups were lower than that of the model group，and the difference was statistically significant

(P＜0.05). The protein expression of IL- 4 in each experimental group was lower than that in the model

group，but the difference was not statistically significant (P＞0.05). Reminder of the effects of each dose of

Erzhi Pills on the protein expression of TNF-α，IL-1β is inhibited，but the inhibitory effect on IL-4 protein

expression was not significant. In terms of its impact on the lacrimal gland inflammation related pathways，

Erzhi Pills in the high-，medium-，and low dose groups can inhibit the phosphorylation of intracellular P65

and the transport of phosphorylated P65 to the nucleus， thereby inhibiting activation of the NF-κB
pathway. Conclusion： Erzhi Pills can not only effectively improve tear secretion and corneal fluorescent

pigment staining scores in dry eye mice，but also improve the inflammatory state of the ocular surface in

dry eye mice. Its anti-inflammatory inhibitory effect on dry eye mice may be achieved by inhibiting NF-κB
channel.

Keywords：Dry eye；Inflammation；NF-κB pathway；Erzhi Pills；Mice
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干眼是一种威胁到视力的常见眼表疾病，它的

发生与多种因素相关，包括炎症反应、眼表的病理

改变、全身性激素水平变化等。其特征性的表现有

眼部不适（干涩、异物、灼烧感），畏光，视力下

降，以及泪膜不稳定并伴随泪液渗透压的增加和眼

表的炎症状态[1]。西医目前对于干眼的治疗手段主要

依靠滴眼液的使用，治疗干眼的滴眼液主要通过补

充泪液成分（如各种人工泪液），控制眼表炎症（如双

氯芬酸滴眼液、环孢霉素滴眼液等），促进泪液分

泌（如地跨磷酸钠玻璃酸钠）[2]，这些滴眼液通过局部

的对症治疗，可在短期内缓解患者眼部症状，但长

期疗效欠佳。干眼在中医学中属于白涩症、神水将

枯等范畴。肝藏血，肝失调和则泪液分泌不足，肾

藏精，肾精不足则津液生化不足。肝肾阴虚则精血

不足，目珠失于濡润。或因虚火上炎，灼津耗液，

使泪液分泌减少，由此可见肝肾阴虚，虚火上炎，

是干眼的主要病机之一。前期研究显示益眼明口服

液可有效改善肝肾阴虚型干眼患者的临床症状[3]，因

此笔者选取女贞子及墨旱莲（二至丸）用于动物实

验，进一步研究滋阴补肾的二至丸对于干眼的治疗

作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF 级 C57/BL6 小鼠 30 只，雌雄各

半，6～8 周龄，体质量（11±0.5）g。由广东省医学实

验动物中心提供（质量合格证号：NO.44007200034189），

饲养于广东省中医院 SPF 级标准动物房，自由取食

饮水。在实验组中对小鼠进行的所有实验操作均符

合《国家实验动物管理条例》的规定。通过了广东

省实验动物伦理委员会审查（编号：2014049）。
1.2 实验药物 药物来源及组成：二至丸（江西仁丰

药业有限公司，国药准字 Z36020854），药品规格：

9 g×12 袋。用法用量：成人口服，每次 9 g，每天

2 次。药物的生产符合 GMP 的生产标准，不同批次

药物的指纹图谱相同。

1.3 干眼动物模型的建立 C57/BL6 小鼠每天皮下

注射东莨菪碱溶液 0.5 mL，浓度为 1 mg/mL，两侧下

肢交替进行，各组每天注射 4 次（时间分别为：9 点，

12 点，13 点，16 点），连续 10 d。
1.4 分组及处理 将 30 只小鼠随机分为 5 组，每组

6 只：空白对照组（不建立干眼模型，口服 0.9%氯化

钠溶液 1 mL），模型组（建立干眼模型后，口服 0.9%

氯化钠溶液 1 mL），高剂量组（建立干眼模型后，口

服高剂量二至丸 12 g/kg），中剂量组（建立干眼模型

后，口服中剂量二至丸 6 g/kg），低剂量组（建立干眼

模型后，口服低剂量二至丸 3 g/kg）。给药方式：灌

胃，每天 2 次，连续服用 14 d。
1.5 泪液分泌量检测及角膜上皮荧光素染色 服用

二至丸 14 d 过程中，隔日检测记录各组小鼠泪液分

泌量和角膜荧光素染色评分。具体如下：将未麻醉

状态的小鼠固置于手术显微镜下，用显微镊夹持一

根酚红棉线，轻轻放置于小鼠的内眦部，操作注意

不要刺激角膜，持续 15 s，使用游标卡尺测量泪液分

泌长度并记录。用荧光素钠法评估小鼠角膜上皮的

缺损情况。具体如下：未麻醉状态的小鼠，0.5%
荧光素染色，裂隙灯钴蓝光下评估角膜上皮愈合

情况，上皮缺损处显示绿色，裂隙灯拍照并评分。

评分标准：将角膜分为 5 个区域，每个区域分别

评分。0 分，无染色；1 分，散在点状染色；2 分，

弥漫点状染色；3 分，片状染色。合计 5 个区域的

评分[4]。

1.6 眼表及泪腺组织中炎症相关指标的表达 在用

药后 2 周，处死小鼠，收集小鼠角膜及泪腺组织检

测 相 关 炎 症 指 标 的 改 变 。 分 别 用 实 时 定 量

PCR（Real-time PCR）检测炎症因子 RNA 水平的变

化。Real-time PCR 采用 TAKARA 公司 PrimeScriptTM
Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit（6120A）在 PCR 仪中

行 cDNA 的合成。设计相应引物，并将样本 cDNA 作

倍比梯度稀释，共设 5 个梯度，按照以下 qPCR 反应

体系反应，使用 Applied Biosystems ViiATM 7 Real-
Time PCR System 完成反应，其中试剂盒为 Thermo 公

司 SYBR Green Real-Time PCR Master Mixes。反应条

件：①UDG 孵育：50 ℃，2 min；②预变性：95 ℃，

10 min；③PCR 反应：95 ℃，15 s，60 ℃，60 s，
40 个循环。以 β-actin 为内参相对定量各组样品目的

基因的表达水平，用 2-ΔΔCT 法进行相对定量分析。

采用流式细胞仪的液相蛋白定量技术（CBA）检测

炎症因子蛋白水平的改变，使用 Cytometric Bead
Array（CBA）Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit（RUO）
（560485）试剂盒进行相关炎症细胞因子检测。RNA
及蛋白水平主要检测的炎症因子如下：肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）、IL-4。并

采用 Protein Simple 公司的 Wes 全自动蛋白质印迹定
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量分析系统对各组小鼠泪腺的核转录因子 κB（NF-κB）
通路核心蛋白 P65 以及磷酸化 P65 进行胞浆和胞核

定性定量的检测验证。

1.7 统计学方法 采用统计学软件 SPSS19.0 进行统

计分析。其中计量资料以均数±标准差（x ± s）表示，

根据数据的分布模式和方差齐性采取 t 检验或者秩和

检验；计数资料以率（%）表示，采用 χ2检验。其中

P＜0.05 表示差异具有统计学意义。

2 实验结果

2.1 实验造模后与试验后各组泪液分泌量 见图

1。经过 10 d，东莨菪碱诱导法干眼小鼠模型处理

后，泪液分泌量试验结果显示，与空白对照组比

较，模型组、各剂量组的酚红棉线长度明显减少，

差异有统计学意义（P＜0.05），说明本次干眼小鼠造

模成功。药物干预后，二至丸各个剂量组的泪液分

泌量有不同程度改善，其中低剂量组与中剂量组的

治疗效果相近，高剂量组的治疗效果最佳。

酚
红

棉
线

长
度
（
mm

/mi
n）

7
6
5
4
3
2
1
0

③

① ①

②③ ②③ ②③

① ①

注：①与对空白对照组同时间比较，P＜0.05；②与本组造模

后比较，P＜0.05；③与模型组同时间比较，P＜0.05
图 1 实验造模后与试验后各组泪液分泌量

2.2 实验造模后与试验后各组角膜荧光素染色评分

比较 见图 2。14 d 实验完成后，二至丸各个剂量组

角膜荧光素染色评分均有不同程度改善，其中低剂

量组与中剂量组的治疗效果相近，高剂量组的治疗

效果最佳。

角
膜
荧
光
素
染
色
评
分
（
分
）

16
14
12
10
8
6
4
2
0

1.831.67

13.50
14.00

13.67 13.69

7.50 6.50
5.67

14.17

③

① ① ① ①

②③ ②③
②③

注：①与对空白对照组同时间比较，P＜0.05；②与本组造模

后比较，P＜0.05；③与模型组同时间比较，P＜0.05
图 2 实验造模后与试验后各组角膜荧光素染色评分比较

2.3 各组小鼠眼表及泪腺组织炎症相关指标 mRNA
表达比较 见表 1。与模型组相比，高剂量组的

TNF-α、IL-1β、IL-4 的 mRNA 水平均明显下降，差

异有统计学意义（P＜0.05）。高中低 3 个剂量组的

IL-4 的 mRNA 表达水平均低于模型组，差异有统计

学意义（P＜0.05）。说明不同剂量的二至丸对眼表炎

症因子 IL-4 的 mRNA 表达均具有抑制作用，但高剂

量组同时可以抑制 TNF-α、IL-1β 的 mRNA 表达。

2.4 各组小鼠眼表及泪腺组织炎症相关指标蛋白表

达比较 见表 2。高中低 3 个剂量组的 TNF-α、
IL-1β 蛋白表达量均低于模型组，差异有统计学意

义（P＜0.05）。各实验组 IL-4 蛋白表达均小于模型

组，但差异无统计学意义（P＞0.05）。提示各剂量二

至丸对 TNF-α、IL-1β 的蛋白表达均有抑制作用，

但对 IL-4 的蛋白表达抑制作用不明显。

2.5 各组 P65及磷酸化 P65表达情况 见图 3。高

中低 3 个剂量组中二至丸均可抑制细胞浆内 P65 的

磷酸化及磷酸化的 P65 向核内转运，从而抑制 NF-κB
的激活。

表 1 各组小鼠眼表及泪腺组织炎症相关指标 mRNA表达比较（x ± s）
指标

TNF-α
IL-1β
IL-4

鼠数

6
6
6

空白对照组

0.562 7 ± 0.077 0
0.254 5 ± 0.061 2
0.699 2 ± 0.086 6

模型组

0.796 3 ± 0.070 7
0.810 8 ± 0.106 4
1.222 0 ± 0.170 9

低剂量组

0.772 2 ± 0.123 5
0.726 3 ± 0.101 8
0.444 5 ± 0.056 2①

中剂量组

0.696 7 ± 0.061 3
0.688 0 ± 0.073 6
0.393 5 ± 0.061 9①

高剂量组

0.462 5 ± 0.059 5①

0.346 2 ± 0.139 1①

0.549 5 ± 0.101 7①

注：①与模型组比较，P＜0.05
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Marker 高剂量 中剂量 低剂量 模型组 正常组

P65 在不同组
别泪腺组织胞
浆的表达情况

P65 在不同组
别泪腺组织核
内的表达情况

磷酸化 P65 在
不同组别泪腺
组织胞浆的表
达情况

磷酸化 P65 在
不同组别泪腺
组织核内的表
达情况

Marker 高剂量 中剂量 低剂量 模型组 正常组

Marker 高剂量 中剂量 低剂量 模型组 正常组

Marker 高剂量 中剂量 低剂量 模型组 正常组

图 3 各组 P65及磷酸化 P65表达情况

3 讨论

干眼发病率高，影响的人群范围广，流行病学

研究显示，干眼发病率在 30～40 岁年龄段人群中已

超过 20%，在 70 岁以上人群中更是高达 36.1%，并

且近年来干眼的发病率有逐年增高的趋势[5]，故对干

眼发病机制以及治疗方法的研究具有十分重要的意

义。目前关于干眼发病机制的研究很多，如用眼过

度、激素分泌异常、细胞凋亡、炎症因子、眼表黏

蛋白改变等，但干眼发病的确切机制仍未明确。越

来越多的证据表明，炎症在干眼的发病和进展过程

中起着重要作用。虽然在干眼的起始阶段，有包括

炎症、性激素水平、细胞凋亡及神经凋亡等多种因

素参与，但是在进展阶段，干眼发病机制中最关键

的因素是炎症，因而也解释了不同类型的干眼可表

现出相似的病理生理改变，同时多种抗炎药物（如非

甾体抗炎药，皮质类固醇和环孢霉素 A 等）成功应用

于治疗干眼，均能对干眼起到不同程度的改善作

用 [6-7]，这些提示炎症在干眼发病及治疗中均起到重

要作用。尽管西医目前有很多方法应用于干眼治

疗，但通常短期内可改善干眼症状，长期应用则效

果不佳，且各种抗炎药物的长期使用均会产生不同

程度的副作用。因此本次研究立足中医，以炎症为

核心探讨二至丸对于干眼的治疗及其治疗机制。

中医学理论认为，肝开窍于目，泪为肝之液，

肝火上炎可灼津耗液，使泪液分泌减少而诱发干

眼。肾藏精，肾精不足则津液生化不足，使目珠失

于濡润而发为干眼症。肝肾阴虚是干眼重要病机，

治则以滋养肝肾、生津润燥为法。基于此本课题组

基于益眼明口服液在临床上对干眼患者进行治疗，

并取得不错的疗效，可有效增加干眼患者的泪液分

泌，促进泪膜的稳定性增加[3]。在此基础上，本实验

选取益眼明口服液的主要组成药物：女贞子、墨旱

莲（二至丸）用于动物实验研究，以进一步研究二至

丸对于干眼的治疗作用及其作用机制。研究结果提

示：二至丸的使用可以有效改善干眼小鼠的泪液的

分泌以及角膜荧光素染色评分。并且高中低 3 个剂

量组应用二至丸后，均可抑制眼表炎症因子 IL-4
mRNA 的表达，且高剂量同时抑制 IL-1β 和 TNF-α
的 mRNA 表达，在蛋白水平，高中低 3 个剂量组均

可抑制 IL-1β 和 TNF-α 蛋白水平的表达，但对于

IL-4 蛋白水平的抑制差异没有统计学意义，推测可

能为实验周期太短，IL-4 蛋白水平的改变还未体现。

目前对于干眼患者眼表炎症的发生，部分学者

认为眼表的高渗状态起着重要作用，目前关于眼表

的高渗环境和干眼的发病及其进展之间的关系被概

括如下[8-10]：各种原因导致的泪液分泌量不足或者泪

液在眼表的停留时间减少均会造成眼表的干燥状

态，进而使眼表形成高渗状态，而高渗环境则会进

一步激活眼表的炎症相关通路，如 JNK、ERK、P38
MAPK 以及 NF-κB 通路等，从而促进炎症因子（IL-1、
TNF-α、IL-4 和 IL-6 等）的分泌，这些分泌的炎症

因子又进一步激活和富集免疫提呈细胞（iAPC），并

且上调细胞间黏附分子的表达（如 ICAM-1），从而介

导炎症状态下的眼表上皮的损伤。由此可见，ERK、

表 2 各组小鼠眼表及泪腺组织炎症相关指标蛋白表达比较（x ± s）
指标

TNF-α
IL-1β
IL-4

鼠数

6
6
6

空白对照组

0.236 7 ± 0.169 7
0.000 0 ± 0.000 0
0.510 0 ± 0.203 5

模型组

15.160 0 ± 5.639 0
16.140 0 ± 2.893 0
3.345 0 ± 1.517 0

低剂量组

1.850 0 ± 0.332 7①

6.432 0 ± 3.028 0①

1.038 0 ± 0.703 9

中剂量组

1.553 0 ± 0.310 6①

3.065 0 ± 1.846 0①

0.511 7 ± 0.404 6

高剂量组

0.306 7 ± 0.135 6①

1.335 0 ± 0.510 4①

1.102 0 ± 0.646 4
注：①与模型组比较，P＜0.05
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MAPK 以及 NF-κB 通路均在干眼眼表的炎症诱发起

着重要作用。模型组眼表及泪腺组织中 IL-4、IL-1、
TNF-α 含量明显上升，P65 磷酸化及磷酸化的 P65
向核内转运，表明在 NF-κB 通路激活后，释放炎症

因子，损伤泪腺细胞，从而导致泪腺腺泡细胞凋

亡，泪液分泌量减少，破坏泪膜稳定性，从而诱发

干眼。

本次实验中，二至丸高中低 3 个剂量组均可抑

制泪腺细胞胞浆内 P65 的磷酸化及磷酸化的 P65 向

核内运，IL-4、IL-1、TNF-α 含量明显下降，泪液

分泌量增多，因此推测，二至丸对干眼小鼠的炎症

抑制作用可能是通过抑制 NF-κB 的激活，从而抑制

炎症因子释放实现的。

综上所述，二至丸不仅可以有效地改善干眼小

鼠的泪液分泌和角膜荧光色素染色评分，同时也可

以改善干眼小鼠眼表的炎症状态，其对干眼小鼠的

炎症抑制作用可能是通过抑制 NF-κB 通路来实现的。
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