
Journal of China Pharmaceutical University 2020，51（6）：711 - 717
学 报

甘草甜素对糖尿病视网膜病变的神经保护作用

蒋晓梅，刘 翀
*

（丽水市中心医院药学部，丽水 323000）

摘 要 为探索甘草甜素（glycyrrhizin，GL）对糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）的潜在抗炎作用和视网膜神经保

护作用，21只雄性C57BL/6小鼠随机分为对照组（Control）、模型组（Model）、甘草甜素（GL）组。采用 STZ腹腔注射建立糖尿

病小鼠模型。GL组在建模后用GL（150 mg/kg/d）灌胃治疗 6周。视网膜组织切片，石蜡包埋，用苏木精-伊红（HE）进行形态

学检查。免疫组化检测组织GLUT1、GFAP和GAP43表达，RT-PCR检测视网膜炎症和凋亡介质的表达（TNF-α、IL6、iNOS、
NF-κB和Tp53）。结果显示，糖尿病小鼠视网膜发育紊乱，视网膜层衰弱，胶质细胞增生标志物GFAP表达上调，神经元可塑

性标志物GAP43表达下调；糖尿病小鼠视网膜上的NF-κB、TNF-α、IL6、iNOS和Tp53转录增加。GL组减轻了糖尿病小鼠视

网膜上的GLUT1表达的下调程度，视网膜炎症消除，且结构有所改善。上述结果提示GL可能对糖尿病患者具有神经保护

和抗炎作用，但其对DR患者是否有效安全需要进一步的临床研究证实。
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Neuroprotective effect of glycyrrhizin on diabetic retinopathy
JIANG Xiaomei, LIU Chong*
Department of Pharmacy,Lishui Central Hospital,Lishui 323000,China

Abstract To explore the potential anti-inflammatory effects and retinal neuroprotective effects of glycyrrhizin
(GL) on diabetic retinopathy (DR),twenty-one male C57BL/6 mice were randomly divided into control group,model
group and glycyrrhizin (GL) group. The diabetic mice model was established by intraperitoneal injection of STZ.
The GL group was treated with GL (150 mg/kg/d) by gavage for 6 weeks after modeling. Retinal tissue sections
were paraffin-embedded and morphological examinated with hematoxylin-eosin (HE). Immunohistochemistry was
used to detect the expression of GLUT1,GFAP and GAP43. RT-PCR was adopted to detect retinal inflammation
and expression of apoptotic mediators (TNF-α,IL6,iNOS,NF-κB and Tp53). The results showed that the diabetic
mice developed retinal disorders and retinal degeneration. The expression of glial cell proliferation marker GFAP
was up-regulated,while the expression of neuronal plasticity marker GAP43 was down-regulated;NF-κB,TNF-α,
IL6,iNOS and Tp53 transcription in the retina of diabetic mice increased. In the GL group,the degree of down-
regulation of GLUT1 expression in the retina of diabetic mice was reduced,retinal inflammation was eliminated
and the structure was improved. The above results suggested that GL may be a potential neuroprotective agent for
diabetic patients and has anti-inflammatory effects,but its efficacy and safety in DR patients requires further clini⁃
cal studies.
Key words glycyrrhizin; diabetics; retinopathy; anti-inflammatory

糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）
是一种与糖尿病相关的神经退行性并发症，是成

年人早期视力下降甚至致盲的主要原因［1］。DR具

有复杂的多因素病理生理学，由高血糖诱导的神
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经变性视网膜病变具有致盲的威胁［1-2］。DR的治

疗方式主要包括玻璃体内注射抗血管生成药物以

及手术干预。

甘草甜素（glycyrrhizin，GL）是一种天然的抗炎

和抗真菌因子。它通过抑制高迁移率族蛋白 B1
（high mobility group box 1 protein，HMGB1）对中枢

神经系统疾病起到保护作用［3］。使用大鼠癫痫持

续状态模型的研究表明，GL具有神经保护作用［4］。
以往研究证明GL对HMGB1的抑制可以保护视网

膜免受 I/R损伤［5］。然而，GL在糖尿病中对视网膜

神经结构的作用尚不清楚。本研究探讨GL作为

神经胶质活性和突触可塑性调节剂对视网膜神经

结构的保护作用。

1 材 料

1. 1 试 剂

甘草甜素（glycyrrhizin，GL）及链脲佐菌素

（streptozotocin，STZ）（美国 Sigma Aldrich公司）；

One Touch Horizon血糖仪［强生（中国）医疗器材有

限公司］；磷酸盐缓冲液（PBS）、一抗GFAP、第一链

cDNA合成试剂盒（美国赛默飞世尔公司）；GAP43
和GLUT-1（英国Abcam），生物素标记的二抗、DAB
辣根过氧化物酶显色试剂盒（P0202）、TRIzol试剂

（上海碧云天生物技术有限公司）。

1. 2 仪 器

OneTouch Ultra自动血糖仪（强生医疗器械有

限公司）；Olympus CX21光学显微镜（日本Olympus
公司）；ABI 7500实时 PCR系统（美国Applied Bio⁃
systems公司）。

1. 3 动 物

C57BL/6小鼠 21只，雄性，体重（26 ± 3）g，由
北京维通利华实验动物技术有限公司提供，实验

动物质量合格证许可证号：SCXK（京）2016-0006，
于温度（24 ± 4）℃，光照周期正常，食物和水连续

供应的环境中自适应饲养 1周。所有动物实验均

经动物伦理委员会批准。

2 方 法

2. 1 动物分组及糖尿病小鼠实验模型建立

小 鼠 随 机 分 为 对 照 组（Control）、模 型 组

（Model）及甘草甜素（GL）组，每组 7只。对照组小

鼠注射生理盐水，模型组及GL组用 STZ（60 mg/kg）

单剂量腹腔注射，72 h后取小鼠尾静脉血，用自动

血糖仪检测血糖不低于 16. 7 mmol/L，证实建模成

功。建模成功后GL组灌胃给予GL（150 mg/kg/d），

持续 5周。对照组及模型组用等剂量的生理盐水

灌胃。实验结束时，断头法处死小鼠，取眼球并解

剖得到视网膜组织进行组织病理学研究、免疫组

化和RT-PCR检测。

2. 2 组织病理学检查

视网膜组织用福尔马林固定，石蜡包埋，用于

组织病理学检查。5 μm厚度切片进行脱蜡，逐级

酒精脱水，伊红染色。观察切片形态学变化。采

用光学显微镜 400×透镜进行视网膜总厚度、外核

层（outer nuclear layer，ONL）厚度、内核层（inner
nuclear layer，INL）厚度测量和神经节细胞层细胞

计数（ganglion cell layer，GCL）等形态学分析［6］。
每只小鼠每个视网膜至少有3个切片。

2. 3 免疫组化染色及评价

将福尔马林固定石蜡包埋的组织切片（4 μm）
安装在带正电荷的载玻片上，进行免疫组化染色。

视网膜切片用3% H2O2孵育10 min，PBS冲洗5 min，
用一抗 GFAP（1∶100）、GAP43（1∶500）和 GLUT1
（1∶250）孵育，4 ℃过夜。PBS冲洗，生物素标记的

二抗室温孵育 30 min，DAB辣根过氧化物酶显色

试剂盒染色，再用苏木精进行复染。光学显微镜

观察星形细胞突起和视网膜层上GFAP和GAP43
的表达。GLUT-1染色强度根据不同视网膜层的相

对染色强度，对视网膜切片进行半定量评分

（0 ~ 3+）［7］。图像处理用 Image pro plus 6. 0软件

进行。

2. 4 实时RT-PCR检测

根据制造商的说明，使用 TRIzol试剂从冷冻

组织中提取总RNA。使用第一链 cDNA合成试剂

盒将RNA转化为 cDNA。使用实时 PCR系统进行

实时 PCR。引物序列详见表 1。使用 2- ΔΔCT数据进

行分析，并与内参GAPDH进行比较。

2. 5 统计分析

采用 SPSS软件进行统计检验，数据呈正态分

布用均数±标准差表示，采用单因素方差分析

（One-Way ANOVA）进行评估，然后采用Bonferroni
的事后分析进行比较。非正态分布数据或PCR结

果的定量数据以中位数表示，通过非参数方差分

析和事后检验进行分析。P< 0. 05表明差异显著。
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3 结 果

3. 1 GL对糖尿病视网膜的组织病理学影响

如图 1-A所示，对照组视网膜结构正常，与对

照组相比，模型组视网膜出现明显的形态学改变，

如视网膜层组织明显紊乱、血管生成及神经节细

胞数目减少等（图 1-B），而GL组视网膜形态学相

对于模型组轻微改善（图 1-C）。与对照组相比，模

型组视网膜总厚度、INL厚度、ONL厚度存在差异，

GL组与模型组相比视网膜总厚度有显著性差异，

但 INL、ONL厚度差异不显著（图 1-D）。与对照组

相比，模型组视网膜神经节细胞有所下降，但 GL
治疗后视网膜神经节细胞增多（图1-E，P<0. 05）。

3. 2 GL对糖尿病视网膜中GLUT1的影响

GLUT1染色切片的免疫组化图像如图 2所示。

对照组小鼠的视网膜表现出GLUT1表达的多细胞

定位，尤其是在NFL、GCL和ONL中。而模型组上

述视网膜层GLUT1表达较强，GL治疗后GLUT1的
表达在定位和强度上均与正常组相当（图 2-D，
P<0. 05）。

3. 3 GL对糖尿病视网膜中GAP43的影响

图 3为 GAP43染色的视网膜切片，它明显存

在于GCL、INL和 IPL中。与对照组的视网膜相比，

模型组视网膜GCL和 IPL的GAP43免疫染色明显

减少。然而，与糖尿病小鼠相比，GL治疗的糖尿病

小鼠 GCL和 IPL的 GAP43染色均显著增加（图 3-

D，P < 0. 05）。

Table 1 Primer sequences for real-time RT-PCR detection
Gene
Tp53

iNOS

NF-κB

IL-6

TNF-α

GAPDH

Primer sequence 5′→3′
F:CTGGACGACAGGCAGACTTT
R:GACAGGCACAAACACGAACC
F：CCAAGCCCTCACCTACTTCC
R：CTCTGAGGGCTGACACAAGG
F：CATGCTGATGGAGTACCCTGAAGC
R：CATGTCCGCAATGGAGGAGAAG
F：CCAGAGATACAAA-GAAATGATGG
R：ACTCCAGAAGACCAGAGGAAAT
F：GAGAAAGTCAACCTCCTCTCTG
R：GAAGACTCCTCCCAGGTATATG
F：GGAGTCTACTGGCGTCTTCAC
R：ATGAGCCCTTCCACGATGC

Figure 1 Histopathological effects of glycyrrhizin (GL) on diabetic retina (400×)
A:Control;B:Model;C:GL group;D:Total retinal thickness,INL thickness,ONL thickness,E:Number of retinal ganglion cells (x̄ ± s, n = 7)
ONL:Outer nuclear layer;INL:Inner nuclear layer;GCL:Ganglion cell layer;GL:Glycyrrhizin
*P<0. 05 vs control group;#P<0. 05 vs model group

713



学 报 Journal of China Pharmaceutical University 2020，51（6）：711 - 717 第51 卷

3. 4 GL对糖尿病视网膜中GFAP的影响

GFAP免疫染色见图 4。在对照组视网膜NFL/
GCL中，GFAP的表达可以忽略不计。模型组视网

膜GFAP表达明显增加，主要表现在NFL/GCL、IPL
和横跨整个神经视网膜的缪勒氏细胞中。相比之

下，使用GL治疗 6周的小鼠免疫染色面积明显下

降（图4-D，P < 0. 05）。

3. 5 GL对糖尿病视网膜炎症和凋亡介质的表达

的影响

在糖尿病动物模型中，视网膜组织中出现炎

Figure 2 Immunohistochemical staining of GLUT1 in mouse retinas
A:Control;B:Model;C:GL group;D:GLUT-1 staining intensity score (x̄ ± s, n = 7)
* P<0. 05 vs control group;# P<0. 05 vs model group

Figure 3 Immunohistochemical staining of GAP43 in mouse retinas
A:Control;B:Model ;C:GL group;D:GAP43 staining intensity (x̄ ± s, n = 7)
*P<0. 05 vs control group;#P<0. 05 vs model group
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症、氧化和增殖标志物的异常表达，见图 5，与对照

组相比，模型组小鼠 TNF-α、IL6、NF-κB、iNOS和
Tp53的mRNA表达增加。而在用GL治疗的糖尿

病小鼠中，上述基因的相对表达水平明显降低。

模型组的数据具有高度的变异性和分布性，故需

要非参数统计分析，并使用箱形图表示。

Figure 4 Immunohistochemical staining of GFAP in mouse retinas
A:Control;B:Model;C:GL group;D:GAP43 staining intensity (x̄ ± s, n = 7)
*P<0. 05 vs control group;#P<0. 05 vs model group

Figure 5 mRNA expression of inflammatory and apoptotic mediators in mouse retinas (x̄ ± s, n = 7)
A:TNF-α;B:IL-6;C:NF-κB;D:iNOS;E:Tp53
*P<0. 05 vs control group;# P<0. 05 vs model group
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4 讨 论

DR是一种进展缓慢的疾病，出现临床症状需

要数年时间［1］。维持良好的血糖水平、血脂和血压

有助于降低发病率和阻碍 DR发展［1，8］。然而，现

有的治疗方法有限，据报道，用胰岛素或口服降糖

药改善血糖控制可抑制DR的早期阶段，但对许多

糖尿病患者来说，血糖控制仍然难以实现［8］。
高血糖诱导的氧化应激和炎症反应是DR发

病的主要原因［9-10］。视网膜的神经和血管维持着

视网膜的健康和完整功能。在糖尿病中，葡萄糖

通过代谢途径（终末糖基化产物堆积）进入视网膜

组织导致氧化应激［9］。在病理特征中，胶质细胞活

化导致促炎性细胞因子和炎性细胞因子的表

达［10-11］。本研究显示糖尿病模型小鼠视网膜层受

损和衰弱、NFL增厚、GCL退行性改变、ILM内血管

生成和微动脉瘤形成，与之前关于糖尿病大鼠的

研究相一致［6］。此外，本研究中促进 DR发病的

GLUT1在糖尿病小鼠的视网膜中上调，据报道，抑

制 GLUT1是一种潜在治疗 DR的策略［12］。GLUT
是一种转运蛋白家族，用于转运葡萄糖，抑制

GLUT1的表达限制葡萄糖的运输，从而降低了视

网膜的葡萄糖浓度并改善了糖尿病性视网膜病

变［12-13］。本研究数据提示GL治疗后改善了与糖尿

病相关的视网膜和血管损伤，且降低了 GLUT表

达，这一发现可能表现了甘草甜素在视网膜血糖

水平中的作用，使得视网膜几乎处于正常血糖水

平，但仍需要进一步研究GL对视网膜组织的葡糖

糖含量的影响或GL对体外的视网膜组织在高糖

刺激下的葡糖糖吸收的影响。

此外，GL还下调了糖尿病小鼠中神经元应激

指标和胶质细胞活化标志物GFAP，而上调了神经

元再生标记物 GAP43。GAP43定位于轴突生长

锥，参与神经系统突触的可塑性，在糖尿病大鼠中

GAP43下调［14］，而GFAP下调被认为是一种保护机

制［15］。本研究还提示使用GL治疗DR可以改善炎

症状态，改善细胞因子水平。GL主要通过减少炎

性细胞因子 TNF-α和 IL-1β的表达，从而体现抗炎

活性［16］。陈继红［17］报道称，GL的抗炎活性是通过

抑制HMGB1/TLR-4/NF-kB途径。同时，在GL治疗

的小鼠中凋亡标志物Tp53和 iNOS的表达也下调。

这一变化在不同视网膜层的增强和再生组织病理

学检查中，尤其是GCL和 INL中，得到了明显的反

映。Tp53是一种在视网膜细胞中诱导的抗凋亡转

录因子，它能在组织碎片的免疫介导清除下保护

胶质细胞不被清除［15，18］。在以前的研究中，GL具
有神经保护作用，这在糖尿病神经病变中得到了

证实和报道［16-17］。
综上所述，本试验研究结果显示，在DR的实

验模型中，甘草甜素主要发挥其抗炎和神经保护

作用，提示GL在DR的病例中可能具有良好的应

用前景。
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