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【摘要】　目的　探讨龙胆泻肝汤（ＬｏｎｇｄａｎＸｉｅｇａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＬＸＤ）对实验性自身免疫性葡
萄膜炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ）大鼠的治疗作用及对血清中 Ｃ４、ＭＢＬ２蛋白
表达水平的影响。方法　５４只 Ｌｅｗｉｓ大鼠用随机数字表法分为正常对照组、ＥＡＵ组和
ＬＸＤ组，其中ＥＡＵ组、ＬＸＤ组大鼠制备ＥＡＵ模型，ＬＸＤ组造模后使用ＬＸＤ每天灌胃处理，
ＥＡＵ组给予等量生理盐水灌胃。免疫后１２ｄ使用激光扫描检眼镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｌａｓｅｒｏｐｈｔｈａｌ
ｍｏｓｃｏｐｅ，ＳＬＯ）观察三组大鼠眼底炎症，并取三组大鼠同侧眼球进行病理切片，观察视网膜
组织病理学变化；分离三组大鼠的脾脏和淋巴结，收集 Ｔ淋巴细胞，流式细胞仪检测
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比例的变化；酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）检测血清中Ｃ４、ＭＢＬ２蛋白的表达水平。结果　ＳＬＯ检查结果显示，与正常对照组
相比，ＥＡＵ组大鼠屈光间质不清，无法观察眼底视网膜及血管情况；ＬＸＤ组大鼠眼底血管
迂曲扩张，屈光间质混浊，视盘边界模糊不清，但较ＥＡＵ组大鼠症状轻。组织病理学检查
结果显示，与正常对照组相比，ＥＡＵ组大鼠眼组织结构紊乱，视网膜全层破坏，视网膜内可
见大量炎性细胞浸润；ＬＸＤ组大鼠视网膜仅表现为轻、中度炎性细胞浸润。流式细胞仪检
测结果发现，ＥＡＵ组大鼠脾脏、淋巴结中ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值均高于正常对照组；ＬＸＤ组大鼠
的ＣＤ４＋Ｔ细胞表达水平下降，ＣＤ８＋Ｔ细胞表达水平升高，两者比例趋于平衡。ＥＬＩＳＡ检
测结果发现，与正常对照组相比，ＥＡＵ组大鼠免疫后１２ｄ、１６ｄ、２０ｄ血清 Ｃ４蛋白水平均
显著升高，与ＥＡＵ组相比，ＬＸＤ组免疫后１２ｄ、１６ｄ、２０ｄ血清Ｃ４蛋白水平均明显降低，差
异均有统计学意义（均为 Ｐ＜００５）；同时，ＥＡＵ组各时间点血清 ＭＢＬ２蛋白水平明显降
低，而ＬＸＤ组较 ＥＡＵ组各时间点血清 ＭＢＬ２蛋白水平均显著升高，差异均有统计学意义
（均为Ｐ＜０．０１）。结论　ＬＸＤ可有效缓解 ＥＡＵ大鼠眼内炎症，改善脾脏、淋巴结中
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比例失衡，同时降低血清中补体 Ｃ４蛋白表达水平，上调 ＭＢＬ２蛋白表达
水平，促进补体系统恢复平衡，加快葡萄膜炎的炎症消退，从而达到治疗ＥＡＵ的作用。
【关键词】　龙胆泻肝汤；实验性自身免疫性葡萄膜炎；Ｃ４；ＭＢＬ２
【中图分类号】　Ｒ７７３

葡萄膜炎主要是由Ｔ淋巴细胞介导，涉及虹膜、睫状体和脉络膜的一类
自身免疫性疾病［１３］。研究表明，葡萄膜炎造成了世界上５％～１０％人群的视
力损害［４］。为探讨人类葡萄膜炎的发病机制，科研人员建立了以大鼠、小鼠为

主的实验性自身免疫性葡萄膜炎 （ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏ
ｉｍｍｕｎｅｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ）动物模型［５］。Ｙｉｎ等［６］研究表

明，ＥＡＵ大鼠眼内炎症明显浸润时，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋以
及Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比例明显升高。临床研究表明，与正常
对照组相比，葡萄膜炎患者外周血中 Ｔｈ１７细胞水平
显著增加，Ｔｒｅｇ细胞水平明显减少，提示 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ
细胞比例失衡可能在葡萄膜炎的病理机制中发挥重

要作用［７］。可见，葡萄膜炎的发生发展与免疫系统

的平衡紊乱密切相关。

补体是免疫系统的重要组成部分，具有免疫调

节功能。研究证实，补体蛋白在调节适应性免疫、桥

接先天免疫和适应性免疫中起重要作用［８］。补体系

统的紊乱会增加多种自身免疫疾病的患病风险，如

系统性红斑狼疮 （ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ）、类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）、血

管炎和干燥综合征等［９］。研究发现，经典途径中

Ｃ１ｑ、Ｃ１ｒ、Ｃ１ｓ、Ｃ２和Ｃ４等成分遗传缺陷会增加 ＳＬＥ
的患病风险［１０］。伴有糜烂性关节炎及严重关节外

疾病的ＲＡ患者，其血清甘露糖结合凝集素（ｍａｎｎｏｓｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，ＭＢＬ）水平明显低于非 ＲＡ患者，血清
低水平ＭＢＬ可能是我国南方人罹患严重ＲＡ的危险
因素［１１］。Ｚｉｐｐｌｉｅｓ等［１２］研究发现，全身或眼组织内

ｉＣ３ｂ和Ｃ３ｄ活化可能与自发性复发性葡萄膜炎发病
有关。由此可知，补体系统紊乱会影响自身免疫性

疾病的发生发展。

龙胆泻肝汤（ＬｏｎｇｄａｎＸｉｅｇａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＬＸＤ）是
传统的中医汤药，药理学研究表明，ＬＸＤ能调节机体
免疫功能，对淋巴细胞及非特异性免疫功能均有一

定的正向调节作用。唐凯等［１３］研究发现，ＬＸＤ可通
过抑制 Ｔｈ１７、Ｔｈ１等相关炎症因子的表达发挥其在
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葡萄膜炎中的抗炎作用。但 ＬＸＤ对 ＥＡＵ大鼠发病
过程中补体系统的作用机制尚缺乏足够研究。本研

究拟从补体通路出发，探讨 ＬＸＤ对葡萄膜炎大鼠血
清中Ｃ４、ＭＢＬ２表达的影响，研究 ＬＸＤ在 ＥＡＵ发病
机制中的作用，为中药临床治疗葡萄膜炎提供新的

理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物来源及喂养　６～８周龄体质量１６０～
１８０ｇ雌性ＳＰＦ级Ｌｅｗｉｓ大鼠５４只（北京维通利华实
验动物有限公司）。实验大鼠饲养于山东中医药大学

眼科研究所动物房。实验研究方案、实验动物的使用

和喂养过程均得到山东中医药大学眼科研究所实验

室动物管理和使用委员会的批准。实验动物的饲养

和使用遵循ＡＲＶＯ关于眼科研究动物实验的要求。
１．２　主要试剂及仪器　光感受器间维生素 Ａ结合
蛋 白 （ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｔｉｎｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＩＲＢＰ；１１７７１１９１，氨基酸序列：ＡＤＧＳＳＷＥＧＶＧＶＶＰ
ＤＶ；上海生工生物工程股份有限公司）；结核菌素
（ｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎ，ＴＢ；美国 Ｄｉｆｃｏ公司）；完全弗氏佐剂
（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ；美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；ＬＸＤ配方颗粒（产品批号：１３１１００７Ｗ；华润三九
医药股份有限公司）；Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液（北京
Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；大鼠Ｃ４、ＭＢＬ２蛋白酶联免疫吸附试
验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂
盒（武汉基因美生物科技有限公司）；流式细胞仪（美

国ＢＤＦＡＣＳＶｅｒｓｅＴＭ公司）；ＦＩＴＣＣＤ４、ＰＥＣＤ８（美
国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；激光扫描检眼镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｌａ
ｓｅｒｏｐｈｔｈａｌｍｏｓｃｏｐｅ，ＳＬＯ；英国ＯＰＴＯＰＲＯＢＥＳＣＩＥＮＣＥ
ＬＴＤ公司）。
１．３　动物分组及处理　采用随机数字表法将大鼠
分为正常对照组（１８只）、ＥＡＵ组（１８只）和 ＬＸＤ干
预组（１８只）。参照文献［１４１５］方法建立 ＥＡＵ大
鼠模型，在 ＥＡＵ组和 ＬＸＤ组每只大鼠后肢足垫、两
侧腹壁及躯干上皮下注射２００μＬ含有 ＩＲＢＰ和 ＴＢ
的ＣＦＡ乳糜液；正常对照组大鼠注射等量只含 ＴＢ
的ＣＦＡ乳糜液。ＬＸＤ组大鼠自免疫后第一天起，每
只大鼠每天给予１０００ｍｇ·ｋｇ－１ＬＸＤ（使用剂量为临
床等效剂量折算的５倍）灌胃处理，每天一次，直至
大鼠处死。

１．４　大鼠眼底炎症表现及组织病理学检查　免疫
后１２ｄ，每组各随机选取３只大鼠使用 ＳＬＯ观察大
鼠眼底炎症情况；之后，腹腔注射１００ｇ·Ｌ－１水合氯
醛麻醉处死，摘除同侧眼球，立即置于眼球固定液中

固定２４ｈ，之后将眼球标本脱水、包埋、切片，行 ＨＥ
染色，观察视网膜病理学变化。

１．５　流式细胞仪检测脾脏和淋巴结中 ＣＤ４＋／
ＣＤ８＋细胞比例变化　取１．４各组大鼠脾脏和淋巴
结研磨后分别离心，尼龙毛过滤收集Ｔ淋巴细胞，然
后用大鼠淋巴细胞分离液进一步纯化得到的Ｔ淋巴
细胞，并将各组细胞浓度调整为约 １０６个·ｍＬ－１。
于淋巴细胞中加入ＦＩＴＣＣＤ４、ＰＥＣＤ８各１．２μＬ，轻
轻吹打混匀，然后用锡箔纸将 ＥＰ管严密包裹，放入
４℃冰箱避光孵育３０ｍｉｎ。染色结束后用４０μｍ细胞
筛网过滤，流式细胞仪检测各组大鼠脾脏和淋巴结中

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞水平，计算二者比值并分析结果。
１．６　ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清中 Ｃ４、ＭＢＬ２蛋白的表
达水平　３组大鼠分别于免疫后４ｄ、８ｄ、１２ｄ、１６ｄ、
２０ｄ各随机选取３只行心脏采血（每只３ｍＬ），分离
血清，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组大鼠血清中 Ｃ４、
ＭＢＬ２蛋白的表达水平。
１．７　统计学分析　所有数据均采用ＳＰＳＳ２１．０统计
学软件进行分析，所有实验均重复３次并计算平均
值，计量资料均以 珋ｘ±ｓ表示，使用 Ｌｅｖｅｎｅ检验方差
齐性。统计学差异比较均采用单因素方差分析，各

组间两两比较采用ＬＳＤ检验，检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　大鼠眼底炎症表现　免疫后１２ｄＳＬＯ检查结
果显示，正常对照组大鼠屈光间质清晰，视盘边界分

明，血管无扩张；ＥＡＵ组大鼠屈光间质不清，无法观
察眼底视网膜及血管情况；ＬＸＤ组大鼠眼底血管迂曲
扩张，屈光间质混浊，视盘边界模糊不清，但较ＥＡＵ组
大鼠症状轻。免疫后１２ｄ组织病理学检查结果显示，
正常对照组大鼠眼组织结构排列清晰，无炎性细胞浸

润；ＥＡＵ组大鼠眼组织结构紊乱，视网膜全层破坏，视
网膜内可见大量炎性细胞浸润；ＬＸＤ组大鼠视网膜仅
表现为轻、中度炎性细胞浸润。见图１。
２．２　大鼠脾脏、淋巴结中 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比例变
化　与正常对照组大鼠脾脏和淋巴结中ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

图１　免疫后１２ｄ各组大鼠眼底炎症情况及组织病理学检查结果　Ａ：正常对照组ＳＬＯ检查；Ｂ：ＥＡＵ组ＳＬＯ检查；Ｃ：ＬＸＤ组ＳＬＯ检查；Ｄ：正
常对照组组织病理学检查；Ｅ：ＥＡＵ组组织病理学检查；Ｆ：ＬＸＤ组组织病理学检查
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细胞比例相比，免疫后１２ｄ的ＥＡＵ组大鼠脾脏和淋
巴结中 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比值均显著增高，比例失
衡，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜００１）；ＬＸＤ组大
鼠细胞ＣＤ４＋细胞水平均降低，ＣＤ８＋细胞水平均升
高，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比值逐渐恢复平衡，与 ＥＡＵ组
相比差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），但 ＬＸＤ

组脾脏和淋巴结中的 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比例均仍未
恢复至正常水平，与正常对照组相比差异亦均有统

计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。见图２、图３。
２．３　ＥＬＩＳＡ检测血清中 Ｃ４、ＭＢＬ２蛋白表达水平
　ＥＬＩＳＡ检测结果表明，免疫后ＥＡＵ组和ＬＸＤ组血
清Ｃ４蛋白表达水平逐渐升高，但是ＥＡＵ组血清Ｃ４

图２　流式细胞仪检测各组大鼠脾脏和淋巴结中ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞水平

图３　免疫后１２ｄ各组ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比例比值变化　与正常
对照组相比，＃＃Ｐ＜０．０１，＃Ｐ＜０．０５；与 ＥＡＵ组相比，Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．０５

蛋白水平始终高于 ＬＸＤ组。与正常对照组（０ｄ）相
比，ＥＡＵ组大鼠免疫后１２ｄ、１６ｄ、２０ｄ血清Ｃ４蛋白
水平均显著升高，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００１）；与 ＥＡＵ组相比，ＬＸＤ组免疫后 １２ｄ、１６ｄ、
２０ｄ血清Ｃ４蛋白水平均明显降低，差异均有统计学
意义（均为Ｐ＜００５）。免疫后 ＥＡＵ组和 ＬＸＤ组血
清ＭＢＬ２蛋白表达水平迅速下降，４ｄ时达到最小
值，然后随时间延长逐渐升高，与正常对照组（０ｄ）
相比，ＥＡＵ组各时间点血清 ＭＢＬ２蛋白水平均明显
降低，而 ＬＸＤ组各时间点血清 ＭＢＬ２蛋白水平均显
著高于 ＥＡＵ组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００１）；免疫后１６ｄ、２０ｄ，ＬＸＤ组血清 ＭＢＬ２蛋白水
平与正常对照组相比，差异均无统计学意义（均为

Ｐ＞０．０５）。见图４。

图４　各组血清中Ｃ４（Ａ）、ＭＢＬ２（Ｂ）蛋白表达水平　与正常对照组相比，＃＃Ｐ＜０．０１，＃Ｐ＜０．０５；与ＥＡＵ组相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜００５

·７０１·眼 科新进展　２０２０年２月　第４０卷　第２期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．４０Ｎｏ．２Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２０ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



３　讨论

葡萄膜炎是导致人类失明的重要原因之一，但

其确切发病机制尚不清楚。目前研究认为，葡萄膜

炎发病是眼部免疫监视功能失调、补体系统紊乱的

结果［１６］。Ｇｕｏ等［１７］研究发现，补体系统的活化在葡

萄膜炎病理机制中发挥重要作用。Ｃ４是补体系统
的主要成分之一，与人类自身免疫性疾病的发病相

关。临床研究发现，白塞病（Ｂｅｈｃｅｔ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＢＤ）缓
解期和非ＢＤ患者血清Ｃ４水平显著低于ＢＤ活动期
患者［１８］。Ｚｈａｎｇ等［１９］研究发现，敲除 Ｃ４基因的
ＥＡＵ小鼠视网膜炎症严重程度显著低于野生型小
鼠，且视网膜中Ｔ细胞的浸润减少也表明补体Ｃ４可
调节Ｔ细胞的免疫应答作用，从而影响 Ｔ细胞介导
的自身免疫性疾病的发展。ＭＢＬ是聚集蛋白家族的
成员之一，由人类 １０号染色体上的基因编码而
成［２０］。ＭＢＬ血清水平与疾病之间的关系相当复
杂［２１］。低水平的ＭＢＬ与感染性、自身免疫性和心血
管疾病易感性相关。但由于组织损伤可有效激活补

体，因此，若自身免疫性疾病和心血管疾病的患者血

清ＭＢＬ含量较高，其临床表现往往更严重［２２］。有研

究发现，ＭＢＬ等位基因变异的 ＳＬＥ患者其 ＳＬＥ反复
活动发病的可能性较高，并且肾脏受累、动脉血栓形

成、反复呼吸道感染风险增加［２３２４］。ＭＢＬ血清浓度
较低的ＲＡ患者容易形成治疗抵抗，影响疾病治疗
进展，并且低水平的 ＭＢＬ与 ＲＡ早期及进展期的放
射性关节损伤相关，表明较高水平的 ＭＢＬ是 ＲＡ的
保护性因素［２５］。本课题组前期研究发现，在免疫后

的１１ｄ，ＥＡＵ组大鼠血清 Ｃ４水平显著升高，同时血
清ＭＢＬ２水平显著降低［１７］，提示Ｃ４、ＭＢＬ２的异常表
达可能与葡萄膜炎的发生发展有关。但补体系统在

葡萄膜炎发病过程中的变化尚不清楚。本研究发

现，ＥＡＵ大鼠血清Ｃ４蛋白在免疫后１２ｄ、１６ｄ、２０ｄ
显著升高，而血清 ＭＢＬ２蛋白在免疫后各时间点均
明显降低，该结果表明，葡萄膜炎的发生发展与免疫

性系统紊乱、补体系统失调密切相关。

ＬＸＤ具有较强的免疫调节作用。研究表明，ＬＸＤ
可显著增强巨噬细胞的吞噬功能，促进淋巴母细胞的

转化，提高机体抗炎能力［２６］。雷鸣等［２７］研究发现，

ＬＸＤ对寻常型银屑病患者的ＮＦκＢ蛋白表达有明显
抑制作用，从而抑制血清中促炎因子的表达，促进疾

病恢复。本研究发现，ＬＸＤ可有效缓解 ＥＡＵ大鼠的
前房炎症，减少炎性细胞浸润，保护眼组织超微结构，

从而发挥对 ＥＡＵ的治疗作用。总之，ＬＸＤ可有效降
低大鼠ＣＤ４＋细胞表达水平，提高 ＣＤ８＋细胞表达水
平，使两者比值趋于平衡，有效保护ＥＡＵ大鼠眼组织
的超微结构、改善并维持眼局部免疫平衡；此外，ＬＸＤ
还可降低 ＥＡＵ大鼠血清补体 Ｃ４表达水平，提高
ＭＢＬ２血清表达水平，调节全身补体系统，有助于机体
免疫功能的恢复，促进葡萄膜炎的炎症消退。
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