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【摘要】　目的　探讨加味补阳还五汤在视神经挫伤大鼠损伤修复中的具体作用机制，为临床提供实验依据。方法　３０只 ＳＤ
大鼠随机分为药物组、生理盐水组及空白对照组，前两组大鼠右眼建立视神经损伤模型后分别给予加味补阳还五汤、生理盐水
灌胃，空白对照组不做处理。分别于造模前及造模后１ｄ、１周、２周、４周、６周，各组均行闪光视觉诱发电位观察 Ｐ波振幅和潜
伏期的变化，ＨＥ染色观察视网膜组织形态学改变，免疫组织化学染色检测视网膜Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的变化。结果　闪光视觉
诱发电位结果显示，造模后４周、６周，药物组Ｐ波潜伏期明显缩短，Ｐ波振幅趋于平稳，与生理盐水组相比差异均有统计学意义
（均为Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染色结果显示，空白对照组视网膜组织结构层次清晰，药物组和生理盐水组造模后可见视网膜组织结构
紊乱，明显水肿；随时间推移与生理盐水组相比，药物组的视网膜组织形态逐渐恢复，视网膜神经节细胞形态逐渐接近空白对照
组。免疫组织化学染色结果显示，生理盐水组及药物组均在造模后１ｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白开始表达，造模后１周达到峰值，而后逐
渐减少；与生理盐水组相比，造模后２周、４周、６周药物组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均显著降低（均为Ｐ＜０．０５）。结论　加味补阳还
五汤在大鼠视神经损伤后能改善视神经的损伤，促进视神经修复。
【关键词】　加味补阳还五汤；视神经损伤；Ｃａｓｐａｓｅ３；闪光视觉诱发电位
【中图分类号】　Ｒ７７４．６

　　外伤性视神经损伤是一种严重危害视功能的眼
外伤疾病，常与颅脑外伤并发，占头部闭合性损伤的

０．５％～５．０％［１］。目前，该病的具体发病机制尚未完

全明确，因此仍缺乏较好的治疗方法，预后不佳。近
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眼科新进展　２０１９年１１月　第３９卷　第１１期
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年研究表明，补阳还五汤具有益气活血、通经活络、益

精明目之功效，在外周神经损伤的动物实验及临床应

用中取得较好的疗效［２４］。本实验拟建立外伤性视神

经损伤的大鼠模型，探讨加味补阳还五汤在视神经损

伤修复中的作用，为临床应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　选取健康 ＳＤ雄性大鼠 ３０只，
６～８周龄，体质量２００～２５０ｇ。眼科常规检查未见
明显疾病。由西安交通大学医学院实验动物中心提

供并进行常规饲养。实验动物及实验条件的配置符

合《实验动物管理条例》。本研究方案通过西安市第

一医院伦理委员会的审查并批准实施。

１．１．２　主要试剂和仪器　加味补阳还五汤组方：生
黄芪３ｇ、当归３ｇ、赤芍２ｇ、地龙３ｇ、川芎２ｇ、红花
２ｇ、桃仁 ０．５ｇ、丹参３ｇ（西安市第一医院制剂室制
备；生药浓度约为 １ｇ·ｍＬ－１溶液，无菌罐封后置入
４℃冰箱中保存备用）。ＴＵＮＥＬ染色试剂盒（美国
ＰＲＯＭＥＧＡ公司）；ＳＰ系列试剂盒（美国 ＺＹＭＥＤ公
司）；手术显微镜（日本拓普康）；眼科显微手术器械

（中国苏州医疗器械厂）；眼科电生理检测仪（德国罗

兰公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物分组　随机将大鼠分为药物组、生理盐
水组及空白对照组，每组１０只，药物组及生理盐水
组制作动物模型，并于造模后每日固定时间灌胃加

味补阳还五汤和生理盐水，每天２次，药物组每日总
剂量１０ｇ·ｋｇ－１［５］；空白对照组不做处理。
１．２．２　动物模型制作　均以右眼为实验眼。参照
文献建立单眼视神经损伤模型［６７］，具体步骤：大鼠

以１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛注射液（３ｍＬ·ｋｇ－１）腹腔注
射麻醉后侧卧于显微镜下，从外眦部球结膜与穹隆

结膜交界处剪开结膜及巩膜约１／４象限，钝性分离
筋膜组织至暴露视神经，轻轻剥开视神经表面鞘膜，

在球后约２ｍｍ的位置使用５０ｇ力的反向夹持镊垂
直于视神经长轴夹持视神经１０ｓ，其后眼表涂红霉
素眼膏。次日观察术眼，瞳孔散大，直接对光反射消

失，间接对光反射存在，直接检眼镜下观察视网膜血

供良好，眼球无明显突出者为造模成功。

１．２．３　闪光视觉诱发电位　于造模前及造模后
１ｄ、１周、２周、４周、６周检测各组大鼠右眼闪光视
觉诱发电位（ｆｌａｓｈｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＦＶＥＰ），具

体步骤：以 １００ｇ·Ｌ－１水合氯醛注射液（３ｍＬ·
ｋｇ－１）腹腔注射麻醉大鼠后，复方托品酰氨散瞳。采
用银针电极，阻抗＜２ｋΩ，暗适应后在暗室内用全视
野闪光刺激器检查双眼，频率 ２Ｈｚ，通频带宽 １～
１００Ｈｚ，分析时间 ２５０ｍｓ，叠加 １００次，连续测量至
少 ３次。检查右眼时，左眼用不透光黑眼罩完全遮
盖。记录Ｐ波的潜伏期和振幅。
１．２．４　ＨＥ染色　分别于造模后１ｄ、１周、２周、４
周、６周每组各处死２只大鼠，分离暴露并剪断视神
经，立即将眼球放入新鲜配制的４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
固定液中固定４８ｈ，取出修整后，置于体积分数９５％
酒精过夜，然后置于体积分数 １００％Ⅰ、体积分数
１００％Ⅱ梯度酒精及二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各１ｈ脱水，
６２℃烤箱浸蜡Ⅰ、蜡Ⅱ、蜡Ⅲ各１ｈ，石蜡包埋、切片。
各组每个时间点随机取３张切片行常规ＨＥ染色，显
微镜下观察各组大鼠视网膜形态变化。

１．２．５　免疫组织化学染色　Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织化
学染色严格按照 ＳＰ试剂盒说明进行。各组每个时
间点随机取１．２．４内切片３张，采用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０
数码医学图像分析系统，每张切片随机检测３个区
域平均光密度值，进行半定量分析。

１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２４．０行统计学分析。
计量数据均以均数 ±标准差表示，两组间比较采用
ｔ检验，多组间比较采用方差分析。检验水准：α＝
００５。

２　结果

２．１　各组大鼠不同时间点 ＦＶＥＰ变化　ＦＶＥＰ结
果显示，造模前３组大鼠 Ｐ波潜伏期间差异均无统
计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）；造模后，生理盐水组、药
物组与空白对照组相比Ｐ波潜伏期均有延长。造模
后１ｄ、１周、２周，生理盐水组与药物组Ｐ波潜伏期相
比差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）；造模后４周、
６周，与生理盐水组相比，药物组 Ｐ波潜伏期明显缩
短，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。见表１。

造模前３组大鼠Ｐ波振幅相比差异均无统计学
意义（均为Ｐ＞０．０５）。造模后，与空白对照组相比，
生理盐水组、药物组 Ｐ波振幅均有先升高后降低的
趋势。药物组、生理盐水组在造模后１ｄ、１周与空白
对照组相比，Ｐ波振幅均略有升高，但差异均无统计
学意义（均为Ｐ＞０．０５）。造模后２周、４周、６周，药
物组和生理盐水组Ｐ波振幅均下降，特别是造模后４
周、６周生理盐水组Ｐ波振幅下降更明显，而药物组

表１　各组大鼠不同时间点ＦＶＥＰ的Ｐ波潜伏期

组别
Ｐ波潜伏期／ｍｓ

造模前 造模后１ｄ 造模后１周 造模后２周 造模后４周 造模后６周
生理盐水组 ７３．８３±２．０５ ８６．１７±１．０３ ８６．６７±２．９０ ８６．３３±４．３３ ８９．８３±２．８７ ８４．３３±５．５４
药物组 ７１．８３±１．４３ ８７．５０±１．８７ ８２．３３±１．０３ ８４．１７±３．４０ ７９．８３±６．１８ ７４．８３±３．７０
空白对照组 ７１．３３±１．３６ ７２．５０±２．１０ ７０．３７±１．５６ ７１．５６±２．９０ ７２．６３±３．６０ ７０．８８±３．５９
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趋于平稳，两组相比差异均具有统计学意义（均为

Ｐ＜０．０５）。见表２。
２．２　各组大鼠视网膜形态学观察　ＨＥ染色结果显
示，空白对照组大鼠视网膜层次清晰，细胞排列整

齐，视网膜神经节细胞层单层排列，无明显坏死细

胞；生理盐水组和药物组造模后１ｄ可见视网膜明显

水肿、厚度增加，部分视网膜神经节细胞出现空泡样

改变；生理盐水组随时间推移，视网膜厚度变薄，组

织萎缩，视网膜神经节细胞发生空泡样改变的比例

增加；药物组造模后１周视网膜水肿减轻，造模后２
周、４周、６周空泡样改变的视网膜神经节细胞数量
减少，细胞形态逐渐接近空白对照组（图１）。

表２　各组大鼠不同时间点ＦＶＥＰ的Ｐ波振幅

组别
Ｐ波振幅／μＶ

造模前 造模后１ｄ 造模后１周 造模后２周 造模后４周 造模后６周
生理盐水组 １６．０２±２．３３ １８．６６±１．５６ １８．５９±１．９０ １４．９６±３．３３ ９．２３±１．３６ ９．２２±３．６８
药物组 １６．２２±１．９６ １９．０１±１．２３ １９．９６±２．６３ １３．９９±２．４８ １３．４９±３．２５ １４．０１±２．９７
空白对照组 １５．６９±１．９６ １６．５２±２．３１ １５．５５±２．５６ １５．９９±２．５６ １５．９１±２．３６ １４．６９±２．６９

图１　各组视网膜ＨＥ染色结果（×２００）。Ａ：空白对照组；Ｂ：药物组；Ｃ：生理盐水组（１－５分别代表造模后１ｄ、１周、２周、４周及６周）

２．３　各组大鼠视网膜中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达结果　
Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达细胞为细胞质内棕黄色或褐色染
色。免疫组织化学染色结果显示，空白对照组未见

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白明显表达，生理盐水组及药物组在造
模后１ｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白开始表达。造模后１周达到

峰值，而后逐渐减少。造模后２周、４周、６周，生理
盐水组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均明显高于药物组，差异
均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；随时间推移，药物
组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达逐渐减少，造模后 ４周时
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量接近空白对照组。见表３。

表３　各组大鼠造模后不同时间点Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达
组别 造模后１ｄ 造模后１周 造模后２周 造模后４周 造模后６周
空白对照组 ０．０９６±０．００５ ０．０９０±０．００５ ０．０９２±０．００３ ０．０９７±０．００６ ０．０９６±０．００７
药物组 ０．１４５±０．０２３ ０．３２５±０．００６ ０．２９７±０．００４ ０．２１３±０．００５ ０．１２７±０．００４
生理盐水组 ０．１４２±０．０１７ ０．４７８±０．０２４ ０．４０４±０．００６ ０．３８８±０．００２ ０．２５７±０．００６

３　讨论

外伤性视神经病变在中医中属“撞击暴盲”或

“青盲”范畴。《证治准绳》称之为“触伤真气证”，认

为本证为“打动珠中真气、络涩滞而郁遏，精华不得

上运，损及瞳神而为内障之急”。根据中医气虚理

论，我们认为外伤后眼中真气受损，气虚不能推动血

脉运行，致使目系脉络淤滞；或外伤损及目系，脉络

受损，血溢络外，导致血淤，两者均导致目系失养，后

期发生视神经萎缩。本病的病理机制为：气虚血淤，

为本虚标实之证，确定补气活血为治疗本病之大法。

目前，大量研究表明，中药在外伤性视神经病变
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中起到积极的治疗作用。孔祥梅等［８］观察甲钴胺治

疗钳夹伤的ＳＤ大鼠发现，视神经轴突和视网膜神经
节细胞异形改变明显减少，有效延缓了视神经的进

一步损伤。肖家翔等［９］采用养血行血方治疗钳夹伤

的大鼠，结果表明，造模后大鼠视网膜神经纤维层厚

度增加，视网膜神经节细胞肿胀，呈空泡样变性，而

养血行血方改善了视网膜的病理改变。

本研究建立钳夹视神经挫伤的大鼠模型，采用

加味补阳还五汤进行灌胃处理，观察视神经损伤程

度及修复机制。加味补阳还五汤以补阳还五汤为

主，加丹参药物组成。补阳还五汤始载于《医林改

错》，具有补气活血，通经活络的作用。补阳还五汤中

重用黄芪为君药，取其补气以行血通络之意。丹参具

有活血通络、去淤止痛之功效。加味补阳还五汤具有

益气活血、通经活络、益精明目之功效。根据中医气

血理论，气为血行之动力，气行则血行，气滞则血淤；

该方立法为补气活血，尤其强调补气的重要作用。

ＦＶＥＰ检测主要反映视网膜神经节细胞至视觉
中枢的传递功能，其在鉴别伪盲、视神经挫伤中具有

重要的作用［１０］。本研究 ＦＶＥＰ结果显示，造模后
１ｄ，生理盐水组和药物组 Ｐ波潜伏期均明显延长，
考虑与视神经钳夹所致直接的机械压迫效应造成轴

突的急剧损伤有关。造模后１周生理盐水组Ｐ波潜
伏期变化平稳，而药物组在造模后４周、６周时 Ｐ波
潜伏期明显缩短，但与空白对照组相比仍有一定差

距，考虑在药物辅助下部分视神经功能得到恢复，但

仍有部分视神经的受损是不可逆的。

ＨＥ染色结果显示，视神经损伤后视网膜水肿，
与机械性冲击、压迫等原因造成视神经挫伤引起的

病理改变有关。造模后４周，药物组视网膜神经节
细胞部分恢复，组织结构清晰，尚可见部分细胞呈空

泡样改变；而生理盐水组可见大量神经节细胞空泡

样改变，且视网膜厚度变薄，组织萎缩。

细胞凋亡在视神经损伤修复过程中具有重要的

作用。Ｃａｓｐａｓｅ３是凋亡过程中的关键蛋白酶，常以
无活性的酶原形式存在，只有在凋亡信号出现时才

发生裂解而活化［１１］。刘晓坤等［１２］研究发现，正常大

鼠视网膜几乎无Ｃａｓｐａｓｅ３表达，视神经钳夹伤后可
见视网膜组织中出现大量 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性染色细胞，
主要位于视网膜神经节细胞层、内核层及外核层，损

伤后７ｄ达到峰值，随后表达下降。本研究结果与之
一致。本研究还发现，视神经损伤后２周、４周、６周
生理盐水组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均明显高于药物组，
差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。考虑原因
为，早期视神经损伤主要是钳夹视神经造成部分神

经纤维轴浆运输阻断，部分视网膜神经节细胞失去

营养供给，发生不可逆转的死亡，而另一部分视网膜

神经节细胞因为组织水肿、炎症等微环境的改变，诱

导细胞凋亡机制的发生，造成视神经的继发性损害。

综上所述，本研究结果表明，加味补阳还五汤在

视神经挫伤的修复过程中能改善视神经的损伤，促进

神经修复，并且通过抑制细胞凋亡分子的表达，为神

经损伤修复提供良好的微环境。本实验为加味补阳

还五汤在外伤性视神经损伤中的应用提供了实验依

据，为临床治疗外伤性视神经损伤提供了新的思路。
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