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摘  要：目的  评价菊睛丸改善肾阳虚衰老小鼠视网膜损伤的效应部位并探索作用机制。方法  通过联合应用D-半乳糖皮下注射与氢化可的松后肢注射的复合造模方法，建立肾阳虚型衰老小鼠模型，并给予菊睛丸各溶剂提取物组分进行干预治疗。通过体征观察、测定血清氧化应激标志物水平、环核苷酸水平评价菊睛丸不同溶剂提取物部位对肾阳虚衰老小鼠的改善作用。通过光学相干断层扫描技术（OCT）检测小鼠视网膜情况，HE染色法检测视网膜细胞损伤程度，TUNEL染色法检测视网膜细胞凋亡情况，试剂盒检测氧化应激因子表达，酶联免疫吸附法检测小鼠眼球中睫状神经营养因子（CNTF）、脑源性神经营养因子（BDNF）与神经生长因子（NGF）表达，采用蛋白印迹法（Western blotting，WB）对小鼠视网膜组织内凋亡及神经营养通路相关蛋白的表达水平进行定量分析。结果  与空白组相比，模型组小鼠体重增长缓慢，活动减少，血清中抗氧化因子超氧化物歧化酶（SOD）与谷胱甘肽（GSH）等表达减少（P<0.01），cAMP/cGMP比值降低（P<0.01）。菊睛丸总提取物部位显著提高抗氧化因子SOD与GSH等表达（P<0.01），减少氧化产物丙二醛（MDA）的产生（P<0.01），提高cAMP/cGMP比值（P<0.01）；显著增加模型小鼠视网膜厚度（P<0.01），改善视网膜损伤并抑制视网膜细胞凋亡（P<0.01），显著下调Caspase-3与Cleaved Caspase-3凋亡通路蛋白表达（P<0.05），而Cleaved Caspase-3与Caspase-3的比值表达水平则有明显的下降（P<0.01）； 提升上调CNTF、BDNF与NGF表达（P<0.01），并显著上调眼球CREB和ERK的磷酸化水平（P<0.05）。结论  菊睛丸总提取物部位是菊睛丸改善肾阳虚衰老模型小鼠视网膜损伤状况的效应部位，其作用途径与改善氧化应激导致的视网膜凋亡以及提高营养因子表达相关。	Comment by Charleen: 结果仅体现出3组，无法体现本文研究内容，适当增加其他组别指标变化情况	Comment by Charleen: 脚注补充通讯作者ORCID
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Study on the Active Component and Mechanism of Jujing Pills in Improving Retinal Injury in Aging Mice with Kidney Yang Deficiency	Comment by Charleen: 与中文同步
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Abstract:  Objective  To evaluate the effective site of Jujing Pills in improving retinal injury in aging mice with kidney Yyang deficiency and explore its mechanism of action. Methods  A composite modeling method of subcutaneous injection of D-galactose and hind limb injection of hydrocortisone was used to establish a kidney Yyang deficiency type aging mouse model, and various solvent extracted components of Jujing Pills were given for intervention treatment. Evaluate tThe improvement effect of different solvent extracts of Jujing Pills on aging mice with kidney Yyang deficiency was evaluated by observing physical signs, measuring serum oxidative stress marker levels, and cyclic nucleotide levels. Optical coherence tomography (OCT) was used to detect the condition of the mouse retina, HE staining was used to detect the degree of retinal cell damage, TUNEL staining was used to detect retinal cell apoptosis, assay kit was used to detect oxidative stress factor expression, enzyme-linked immunosorbent assay was used to detect the expression of ciliary neurotrophic factor (CNTF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and nerve growth factor (NGF) in the mouse eyeball, and wWestern blotting (WB) was used to quantitatively analyze the expression levels of apoptosis and neurotrophic pathway related proteins in the mouse retina tissue. Results  Compared with the blank group, the model group mice showed slow weight gain, reduced activity, decreased expression of antioxidant factors such as superoxide dismutase (SOD) and glutathione (GSH) in serum (P<0.01), and decreased cAMP/cGMP ratio (P<0.01). The total extract of Jujing Pills significantly increased the expression of antioxidant factors such as SOD and GSH (P<0.01), reduced the production of oxidative product malondialdehyde (MDA) (P<0.01), and increased the cAMP/cGMP ratio (P<0.01); Significantly increased the retinal thickness of model mice (P<0.01), improved retinal damage and inhibited retinal cell apoptosis (P<0.01), significantly downregulated the expression of Caspase-3 and Cleaved Caspase-3 apoptosis pathway proteins (P<0.05), and the ratio expression level of Cleaved Caspase-3 to Caspase-3 showed a significant decrease (P<0.01); Enhance the expression of CNTF, BDNF, and NGF (P<0.01), and significantly upregulate the phosphorylation levels of CREB and ERK in the eyeball (P<0.05). Conclusion  The total extract of Jujing Pills is the effective site of Jujing Pills in improving retinal damage in mice with kidney Yyang deficiency aging model. Its mechanism of action is related to improving retinal apoptosis caused by oxidative stress, and increasing the expression of nutritional factors.
Key words:  Jujing Pills;, Kidney Yyang deficiency;, Retinal damage;, Oxidative stress;, Apoptosis.

年龄相关性黄斑变性（Aage-related macular degeneration, ，AMD）是老年人严重视力障碍的主要原因，其发病规模伴随全球人口老龄化进程加速而持续扩大，已经构成了不容忽视的公共卫生挑战，预计到2040年将影响全球约2.88亿人[1]。AMD临床多分为以视网膜上皮细胞变性、视网膜地图样萎缩为特征的干性AMD（萎缩性AMD）和以Bruch膜破裂、脉络膜血管新生为特征的湿性AMD（渗出性AMD）[2]。其患病因素与年龄、遗传、环境以及生活方式等密切相关，但多认为与视网膜氧化应激及补体异常激活等因素相关[3]。现阶段AMD的临床一线用药聚焦于血管内皮生长因子（ (Vvascular endothelial growth factor，VEGF）信号通路调控，其中以抗VEGF单克隆抗体类药物（如雷珠单抗、阿柏西普）为主[4]。但这些药物需要频繁多次眼内注射，存在停药易复发、并发症多等局限性。而干性AMD目前仅通过服用营养补充剂AREDS2进行干预，尚无治疗药物[5]。
中医眼科将AMD归属于“视瞻昏渺”、“视直如曲”、“暴盲”范畴，认为年老体衰、肝肾不足、气血亏虚为其病因病机，而结合中医体质研究发现AMD患者中阳虚体质患病率最高[6]。菊睛丸最初被记载于北宋（1078年）《太平惠民和剂局方﹒卷之七﹒治眼目疾》[7]，由枸杞子、菊花、肉苁蓉与巴戟天组成，具有“补不足，强目力”之功效，主治“肝肾不足，眼目昏暗，瞻视不明，茫茫漠漠，常见黑花，多有冷泪”，此证候特征与干性年龄相关性黄斑变性的视觉功能障碍存在显著相似性。根据上述描述，我们在D-半乳糖注射致亚急性衰老小鼠模型上辅以氢化可的松注射构建肾阳虚亚急性衰老小鼠模型，给予菊睛丸不同溶剂提取部位，评价其对模型小鼠机体氧化应激、“阳虚”状态及视网膜凋亡与营养因子表达的影响。
1.  材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验动物
ICR小鼠（全雄，20-22 g），购自上海斯莱克实验动物有限公司。，实验动物生产许可证号为SCXK（沪）2022-0004。动物饲养于SPF级环境中，自由饮食进水。本实验方案经南京中医药大学实验动物伦理审查委员会审核认可（202305A046）。
1.1.2 药材
[bookmark: _Hlk129457141][bookmark: _Hlk129465411]枸杞子（Lycium barbarum L.，批号：2109099）购自，从宁夏明德中药材有限公司购得，；菊花（Chrysanthemi Flos，批号：17320722）、巴戟天（Morinda officinalis F. C. How，批号：245200601）、肉苁蓉（Cistanches Herba，批号：260200602），从购自苏州市天灵中药材有限公司购得，。所有生药样本经南京中医药大学段金廒教授进行鉴定，均为正品。AREDS2（PreserVision）购自博士伦（Bausch Lomb）公司；。右归胶囊购自江西银涛药业股份有限公司。
1.1.3	 实验试剂	Comment by Charleen: 本节涉及的重要试剂补充中英文全称
生理盐水（南京晚晴化玻仪器有限公司）；AREDS2（美国博士伦公司）；石蜡切片包埋与制作相关试剂盒（武汉塞维尔公司）；苏木精-伊红染色试剂盒（G1120-10，北京索莱宝公司）；TUNEL染色检测试剂盒（C1086，南京金益柏生物科技有限公司）；超氧化物歧化酶检测试剂盒（A001-3-2，南京建成生物工程研究所）；还原性谷胱甘肽检测试剂盒（A006-2-1，南京建成生物工程研究所）；丙二醛检测试剂盒（A003-4-1，南京建成生物工程研究所）；小鼠环磷酸腺苷（cAMP）ELISA试剂盒（AF-061563O1，湖南艾方生物科技有限公司）；小鼠环磷酸鸟苷（cGMP）ELISA试剂盒（AF2021-A，湖南艾方生物科技有限公司）；小鼠睫状神经营养因子（CNTF）ELISA试剂盒（JEB-15424，南京金益柏生物科技有限公司）、小鼠脑源性神经营养因子（BDNF）ELISA试剂盒（JEB-12339，南京金益柏生物科技有限公司）、小鼠神经生长因子（NGF）ELISA试剂盒（JEB-12458，南京金益柏生物科技有限公司）；RIPA 裂解液（P0013B，上海碧云天生物技术股份有限公司）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（P0009，上海碧云天生物技术股份有限公司）；预染蛋白marker（180-6003，上海天能公司）、ECL发光液（180-5001，上海天能公司）；PAGE凝胶快速制备试剂盒（12.5%，PG113，上海雅酶生物医药科技有限公司）。一抗CREB（CREB (48H2) Rabbit mAb，货号：9197），p-CREB（Phospho-CREB (Ser133) (87G3) Rabbit mAb，货号：9198），ERK[（p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) Rabbit mAb，货号：4695）]，p-ERK[（Phospho-p44/42 MAPK (Erk1) (Tyr204)/(Erk2) (Tyr187) (D1H6G) Mouse mAb，货号：5726）]，Cleaved Caspase-3（cleaved Capase-3 Rabbit mAb，货号：9661S）购自CST公司。Caspase-3（Caspase-3 Rabbit antibody，货号：66470-2-lg）、β-actin （β-actin Mouse antibody，货号66009-1-lg）购自Proteintech公司；。二抗HRP-Linked Anti-mouse IgG（BA1050）、HRP-Linked Anti-rabbit IgG（BA1054）购自博士德公司。	Comment by Charleen: 全称
1.1.4 实验仪器
干式恒温金属浴（SBH130D，STUART公司），多功能酶标仪（Enspire，Perkin-Elmer公司），荧光倒置显微镜（AXIO Vert.A1，Zeiss公司），激光眼科诊断仪（Spectralis OCT，HEIDELBERG公司），凝胶电泳成像系统（ChemiDoc XRS Imaging Syestem，Bio-Rad公司）。
1.2. 方法
1.2.1 药物制备
菊睛丸药材水提物和药渣醇提物不同溶剂提取部位制备：按照一定比例称取枸杞子：菊花：巴戟天：肉苁蓉（3∶：4∶：1∶：2）的比例称取药材并将其混合，加以药材重量10倍量水煎煮2次（每次2小时后 h）后过滤，获得菊睛丸水提物部位（得率为40.55%）。将水煎后药渣加入10倍量80%乙醇回流提取2次（每次2 h小时），制得菊睛丸水提药渣80%醇提物部位（得率为20.21%）。将水提部位物采用乙醇（80%浓度）沉淀分别获得水提醇沉上清部位（得率为18.43%）及水提醇沉沉淀物部位（得率为22.12%）。另将菊睛丸水提液与及水煎后药渣80%醇提液合并制得菊睛丸总提取物。
[image: ]
图1. 菊睛丸不同溶剂提取部位物制备流程图	Comment by Charleen: 参考修改后的内容修改该图；并提高该图清晰度
Fig. 1 Flowchart of preparation of extractiveon sfractions of Jujing pPills

1.2.2 动物造模与分组给药
将140只ICR小鼠随机分组，实验动物分组方案详见表1所示，本研究共设置14个实验组别。模型组及各给药组在1 d-~50 d每日接受D-半乳糖皮下注射干预，注射剂量为700 mg·kg-1·d-1，在51 d-~60 d，模型组及各给药组每日后肢注射氢化可的松25 mg·kg-1·d-1，以此构建肾阳虚衰老小鼠模型。在60- d~74 d，各组灌胃相应溶剂提取部位物与阳性药物，灌胃体积为0.1 mL/10 g，持续14 d。根据《太平惠民和剂局方》记载的菊睛丸标准用量，将人类日常用药量换算成动物实验中的给药剂量，并设定了2两个不同水平的剂量组。低剂量组按照人日常用量进行换算，高剂量组设置为人日常用量的3三倍。
表1. 动物分组和给药剂量
Table 1 Animal grouping and drug dosing
	动物组别
	数量（只）
	给药剂量

	空白组（Control）
	9
	0.9%生理盐水

	模型组（Model）
	9
	0.9%生理盐水

	阳性药组（AREDS2）
	9
	0.3 g/··kg-1/··d-1

	阳性药组（右归胶囊，YGJN）
	9
	0.5 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸水提取物低剂量组（JJW-W-L）
	9
	2.1 g/··kg-1/·d-1

	菊睛丸水提取物高剂量组（JJW-W-H）
	9
	6.3 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸水提药渣80%乙醇提取物低剂量组（JJW-80E-L）	Comment by Charleen: 此处可删除80%，方法中提及即可	Comment by Charleen: 可删
	9
	2.1 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸水提药渣80%乙醇提取物高剂量组（JJW-80E-H）	Comment by Charleen: 可删	Comment by Charleen: 可删
	9
	6.3 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸水提醇沉上清部位低剂量组（JJW-SQ-L）
	9
	2.1 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸水提醇沉上清部位高剂量组（JJW-SQ-H）
	9
	6.3 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸水提醇沉沉淀部位物低剂量组（JJW-CD-L）
	9
	2.1 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸水提醇沉沉淀部位物高剂量组（JJW-CD-H）
	9
	6.3 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸总提取物低剂量组（JJW-ZT-L）
	9
	2.1 g/··kg-1/··d-1

	菊睛丸总提取物高剂量组（JJW-ZT-H）
	9
	6.3 g/··kg-1/··d-1



1.2.3 体征观察及取材
小鼠被置于自由采食和饮水的环境下，每天对小鼠进行精神活动状态、采食状况、饮水量、尿量以及运动行为的细致观察并记录。实验结束后，禁食12 h称重，眼眶取血，离心后吸取上清血清，分装后置-80 ℃保存备用；摘取的眼球，右侧放眼球固定液固定，左侧置-80 ℃冷冻保存，用于制备组织匀浆。
1.2.4 血清指标测定
取动物血清样本，制备匀浆液，按照SOD、MDA、GSH、MDA微量法检测试剂盒所列步骤，通过酶标仪测定吸光度计算相应数值。按照小鼠ELISA试剂盒所列步骤，测定小鼠血清的cAMP和cGMP含量。	Comment by Charleen: 1.1.3中补充来源
1.2.5 OCT检测眼底与视网膜厚度测量	Comment by Charleen: 这两节都测了视网膜厚度，为什么要采用2种方法检测，不同的方法反映的结果有何不同？
取活体动物，吸入麻醉，装配小鼠接触镜和相应镜头，通过OCT检测仪检测考察小鼠眼底和视网膜厚度形态。
1.2.6 眼部组织病理形态分析
2.6.1 眼部组织切片制作取动物眼球组织，放入眼球固定液中固定，脱水，浸入石蜡中，使其固化。使用切片机制成3 μm左右厚度薄片。将所得的石蜡切片脱蜡、复水、HE染色，镜检，观察小鼠视网膜形态改变情况，测量内核层（INL）、外核层（ONL）、内丛状层（IPL）及视网膜的厚度。
2.6.2 眼球组织病理切片HE染色将2.6.1所得的石蜡切片脱蜡，复水，HE染色，镜检。
1.2.7  小鼠眼球组织氧化应激标志物水平检测
	取各组实验动物眼球组织，制备匀浆液，4℃ 13000 rpm离心取上清，依照SOD、GSH和MDA各试剂盒提供的标准操作流程检测小鼠眼球组织中氧化应激标志物水平。
1.2.78 TUNEL检测眼部细胞凋亡水平
将1.2.6.1所得的石蜡切片脱蜡，复水，采用TUNEL试剂盒，按说明书操作，荧光显微镜下镜检，记录凋亡细胞数和细胞总数。
1.2.89 凋亡相关信号通路蛋白表达水平检测组织蛋白提取
采用RIPA裂解液法提取样品总蛋白，冰上RIPA裂解液裂解组织，4℃ 13000 rpm离心取上清，BCA法并依据标准曲线计算蛋白浓度。	Comment by Charleen: 补充凋亡通路蛋白检测的方法，并指明具体的蛋白名称	Comment by Charleen: 简要说明提取总蛋白的方法
1.2.910 眼球组织氧化应激标志物及神经营养因子水平检测
取各组实验动物眼球组织，制备匀浆液，4℃ 13000 rpm离心取上清，依照SOD、MDA和GSH各试剂盒提供的标准操作流程进行检测小鼠眼球组织中相关因子表达，按照小鼠ELISA试剂盒所列步骤，测定小鼠眼球的CNTF、BDNF和NGF含量。
1.2.101 Western bBlotting法检测小鼠眼部组织目的蛋白表达
分别制作浓度为12.5%的聚丙烯酰胺凝胶，上样蛋白，电泳，转膜，封闭，孵育一抗（CREB (48H2) Rabbit mAb、Phospho-CREB (Ser133) (87G3) Rabbit mAb、p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) Rabbit mAb、p-ERK（Phospho-p44/42 MAPK (Erk1) (Tyr204)/(Erk2) (Tyr187) (D1H6G) Mouse mAb、β-actin Mouse antibody、cleaved Capase-3 Rabbit mAb、Caspase-3 Rabbit antibody），抗体稀释比例1∶：4000，4℃摇床过夜。洗膜后孵育二抗（HRP-Linked Anti-mouse IgG/ HRP-Linked Anti-rabbit IgG，抗体比例1∶：10000），再次洗膜，之后显色成像检测相应蛋白的表达情况。	Comment by Charleen: 简要说明各步骤的具体要求
2.111.3 统计学处理与数据表示
采用SPSS 19.0版本的统计分析软件对数据进行分析处理。不同处理方式组间差异分析方法为单因素方差分析，数据结果以Mean ± SD表示。并以P<0.05表示组间存在显著差异，以P<0.01表示组间存在极显著差异。本文中数据处理方式如未特别标明，均采用此方式进行处理。
3.2 结果
32.1 菊睛丸溶剂提取部位物对肾阳虚衰老模型小鼠氧化应激与“阳虚”生物标志物水平的影响	Comment by Charleen: 结果部分每节需逐一检查以下问题：
组别阐述不清，描述结果时务必写出什么组与什么组相比，且注意此组与其他组间差异是否大，若不大，不建议单独阐述某组，若想从显著性角度阐述，建议补充组间显著性分析。
关于组别，请参照表1及2.1文字内容修改全文其他部分（含摘要），组别名字一旦确定，全文保持一致，不可想到什么名字用什么名字。“提取部位”一词存在歧义不建议使用，可用提取“物”。
“较/最优”“较/最强”“较/最好”等明显带有感情色彩的词不宜在科技论文中使用，这类词不符合科技论文结果阐述要“客观”的特点。
采用D-半乳糖与氢化可的松构建肾阳虚衰老小鼠模型，对小鼠血清氧化应激因子以及环核苷酸水平进行检测。图2实验数据表明，在模型构建成功后的小鼠血清样本中与Control相比，Model组SOD活力和GSH表达显著下降（P<0.01），同时氧化产物MDA含量显著上升（P<0.01），上述指标变化共同反映肾阳虚衰老模型动物体内氧化还原稳态失衡，氧化应激水平显著增强。经药物干预后，菊睛丸不同溶剂提取部位物给药组显示出对氧化损伤的改善作用，具体表现为与较模型组相比，显著上调血清中SOD活力（P<0.01）、GSH表达（P<0.01），并显著下降MDA表达（P<0.01），其中水提物与总提取物高剂量组具有较优的作用趋势，效果与AREDS2及右归胶囊一致（P<0.01）。	Comment by Charleen: 这是指哪个指标？
其他组别与AREDS2及右归胶囊效果差别大吗？建议补充组间显著性差异，否则类似叙述在全文都无法说服读者	Comment by Charleen: 低剂量还是高剂量组？
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图2. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠血清氧化标志物水平的影响（n=6）
Fig. 2 Effect of Jujing Pills on oxidative marker levels of serum in kidney-yang deficiency aging model mice (n=6)
注：A：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠血清SOD活力的影响；B：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠血清GSH-PX含量的影响；C：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠血清MDA含量的影响。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。

测定各组动物血清中cAMP与cGMP表达并计算比值。图3实验数据表明，在模型构建成功后的小鼠血清样本中，cAMP含量较空白组显著降低（P<0.01），而cGMP含量较空白组显著升高（P<0.01），cAMP/cGMP比值较空白组显著显著降低（P<0.01），提示模型小鼠出现“阳虚”状态。与模型组相比，菊睛丸不同提取部位物均能提高血清中cAMP含量和cAMP/cGMP比值（P<0.01）。水提后药渣80%乙醇提取部位物高剂量组、水提物80%乙醇醇沉上清部位高剂量组和水提物80%乙醇醇沉沉淀部位物低剂量组均显著降低cGMP含量（P<0.05）。上述表达趋势与阳性药物一致，且菊睛丸水提取物的高剂量组和总提取物的高剂量组显示出最好强的作用效果。	Comment by Charleen: #是与Model组比较，是看混淆了吗，不是与Control组比较。
无论是与哪组相比较，各提取物与Model组均存在 显著性差异，但组间差异无法看出（本文未提供组间差异结果），且从数据来看可能组间都无显著性差异，所以单提这几个组别似乎不太恰当	Comment by Charleen: 组间并未做显著性分析，建议不提及此句，且从数据上来看，组间可能都不存在显著性差异
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图3. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠血清环核苷酸水平的影响（n=6）	Comment by Charleen: 图片不清，请调整
Fig. 3 Effect of Jujing Pills on cyclic nucleotide levels of serum in kidney-yang deficiency aging model mice (n=6)
注：A：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠血清cAMP含量的影响；B：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠血清cGMP含量的影响；C：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠血清cAMP/cGMP的影响。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。

除了上述生物标志物水平的变化外，观察各组小鼠的体征发现，空白组小鼠表现出良好的精神状态，反应迅速，毛发柔软且有光泽。相比之下，注射了D-半乳糖和氢化可的松的模型组小鼠反应迟缓，精神不振，拱背蜷曲，皮肤松弛，毛发干燥无光，同时摄食量和饮水量减少，尿量增加。上述体征现象均提示肾阳虚衰老模型造模成功。菊睛丸各提取物部位给药后均改善了模型组小鼠上述体征现象，其中水提取物与总提取物高剂量组改善趋势较好。	Comment by Charleen: 体征观察应放在所有指标之前，即置于2.1最前面，或将此段定为2.1，当前2.1及其他内容均顺移	Comment by Charleen: 删除，或斟酌后修改

[bookmark: OLE_LINK2]32.2 菊睛丸溶剂提取部位物对肾阳虚衰老模型小鼠视网膜的影响
在肾阳虚衰老模型构建成功后，观察受试动物眼底状况并统计视网膜厚度。图4实验数据表明，模型构建完成后，小鼠视网膜厚度较空白组出现显著下降（P<0.01）。菊睛丸不同提取部位物均可增厚模型小鼠视网膜厚度（P<0.01）。	Comment by Charleen: 表述不妥，改为“与Model组相比，各组视网膜厚度均有所增加”
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图4. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠视网膜厚度的影响（n=8）
Fig. 4 Effect of Jujing Pills on retinal thickness in kidney-yang deficiency aging model mice (n=8)
注：A：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠OCT结果的影响，比例尺=200 μm；B：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠OCT结果的影响的视网膜厚度测量统计。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。	Comment by Charleen: 图4A的结果未在结果中出现

[image: ]进一步采用HE染色评价小鼠视网膜形态改变情况，测量内核层（INL）、外核层（ONL）、内丛状层（IPL）的厚度，结果如图5所示。空白对照组小鼠视网膜结构完整，INL、ONL、IPL层次清晰，排列紧密，未见炎症细胞浸润。实验组小鼠视网膜结构严重受损，INL和IPL明显萎缩变形，ONL几乎完全消失。与模型组相比，水提取部位物高剂量组、总提取部位高剂量组显著增加内丛状层厚度（P<0.05）。同时，各提取部位均可增加外核层厚度（P<0.01）。综合上述统计结果，菊睛丸水提取部位物与总提取部位物具有较强的能增加视网膜各层厚度的作用趋势并改善模型动物视网膜损伤。

[image: ]图5. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠视网膜组织的影响（n=3）
Fig. 5 Effect of Jujing Pills on retinal tissues in kidney-yang deficiency aging model mice (n=3)
注： A：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠视网膜病理学染色结果的影响，比例尺=50 μm；B：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠内核层厚度的影响；C：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠外核层厚度的影响；D：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠内丛状层厚度的影响；E：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠视网膜厚度的影响。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。

32.3 菊睛丸溶剂提取物部位对肾阳虚衰老模型小鼠眼球氧化应激水平的影响
对各组小鼠的眼球组织氧化应激因子予以检测。图6实验数据结果表明，在模型构建成功后的小鼠眼球样本中与空白组相比，模型组，SOD活力和GSH表达显著下降（P<0.01），同时氧化产物MDA含量显著上升（P<0.01），上述指标变化共同反映肾阳虚衰老模型动物的眼部氧化还原稳态失衡，氧化应激水平显著增强。经药物干预后，菊睛丸不同提取物部位给药组显示出对氧化损伤的改善作用，具体表现为与较模型组相比，GSH含量显著提升（P<0.01），并使MDA含量显著降低（P<0.01）。菊睛丸水提醇沉上清部位与总提取物部位的低、高剂量均显著增强SOD活力（P<0.05），其余提取部位物仅有高剂量组具有显著作用趋势（P<0.01）。
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[bookmark: _Hlk128512158]图6. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球组织氧化应激标志物水平的影响（n=6）
Fig. 6 Effect of Jujing Pills on the levels of oxidative stress markers in eyeballs of kidney-yang deficiency aging model mice (n=6)
注：A：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠眼球SOD活力的影响；B：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠眼球GSH-PX含量的影响；C：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠眼球MDA含量的影响。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。

32.4 菊睛丸溶剂提取部位物对肾阳虚衰老模型小鼠视网膜细胞凋亡水平的影响
为探究视网膜细胞凋亡情况，本研究运用TUNEL染色技术对模型小鼠视网膜组织进行细胞凋亡检测，检测结果详见图7。实验数据显示，与和空白组相比，在模型构建成功后的小鼠眼球样本中，模型组视网膜组织细胞凋亡率显著升高（P<0.01）。另外，发现细胞凋亡主要集中在视网膜的外核层，这与HE染色结果中模型组小鼠外核层几乎完全消失相吻合。经菊睛丸不同溶剂提取的菊睛丸组分物均能有效抑制视网膜细胞凋亡（P<0.01），其干预效果与阳性对照药物AREDS2配方及右归胶囊具有等效性（P<0.01）。在各类提取组分中，以水提物和总提取物表现出相对最明显著的干预效应。	Comment by Charleen: 干预效应好是否应该考虑细胞凋亡比例越低越好，而不是越接近AREDS2、右归胶囊效果越好？或者此处缺失部分信息？
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[image: ]图7. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠视网膜细胞凋亡水平的影响（n=6）
Fig. 7 Effect of Jujing Pills on retinal cell apoptosis in kidney-yang deficiency aging model mice (n=6)
注：A：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠视网膜切片TUNEL荧光染色的影响，比例尺=50 μm；B：菊睛丸对衰老及肾阳虚模型小鼠视网膜切片TUNEL荧光染色的影响的凋亡细胞统计分析。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，**P<0.01。

32.5 菊睛丸不同提取部位物对肾阳虚衰老模型小鼠凋亡相关信号通路蛋白表达的影响
评价菊睛丸对模型动物眼部细胞凋亡通路调控的影响，运用蛋白质印迹技术定量分析小鼠眼球组织凋亡相关信号通路蛋白表达，具体检测结果详见图8。与和空白组相比，在模型构建成功后的小鼠眼球样本中，模型组Caspase-3、Cleaved Caspase-3的表达显著上调（P<0.01），Cleaved Caspase-3与Caspase-3的比值表达水平明显升高（P<0.01）。与模型组相比，菊睛丸水提取部位物低剂量组与高剂量组、水提后药渣80%乙醇提取部位物高剂量组、总提取部位高剂量组可显著抑制模型动物眼球组织Caspase-3表达上调（P<0.05），菊睛丸不同提取部位物均可显著抑制模型动物眼球组织Cleaved Caspase-3表达上调（P<0.01），显著降低模型动物眼球组织Cleaved Caspase-3与Caspase-3的比值表达水平（P<0.01）。其中醇沉沉淀部位物与总提取物部位具有较强的下调Cleaved Caspase-3趋势，与改善小鼠视网膜组织凋亡的趋势基本一致。	Comment by Charleen: 图8哪个图能看出？注意图A-C都是相对定量，不是绝对定量，单一变化无法看出	Comment by Charleen: 该句可通过WB图大致判断，但也不是绝对定量
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图8. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球凋亡通路蛋白表达的影响（n=3）
Fig. 8 Effect of Jujing Pills on the expression of apoptotic proteins in eyeballs of kidney-yang deficiency aging model mice (n=3)
注：A：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球Caspase 3表达的影响； B：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球Cleaved-Caspase 3表达的影响；C：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球Cleaved Caspase-3/Caspase-3的影响。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。	Comment by Charleen: WB图应为A图

[bookmark: _Hlk132657560]32.6 菊睛丸不同提取部位溶剂提取物对肾阳虚衰老模型小鼠眼球营养因子表达的影响
采用ELISA法检测小鼠眼球营养因子表达，具体检测结果详见图9。在模型构建成功后的小鼠眼球样本中，模型组CNTF、BDNF和NGF表达较空白组显著下降（P<0.01）。在CNTF表达方面，与模型组相比，菊睛丸水提物高剂量组、水提后药渣80%乙醇提取物部位低剂量与高剂量组、水提物80%乙醇醇沉上清部位高剂量组、水提物80%乙醇醇沉沉淀部位物低剂量与高剂量组、总提取物部位低高剂量与低高剂量组显著上调眼球中CNTF表达（P<0.01），其中沉淀部位物具有最强的上调作用趋势明显。在BDNF表达方面，与模型组相比，菊睛丸水提物高剂量组、水提后药渣80%乙醇提取部位物低剂量与高剂量组、水提物80%乙醇醇沉上清部位低剂量与高剂量组、水提物80%乙醇醇沉沉淀部位物低剂量与高剂量组、总提取物部位低剂量与高低剂量组显著上调眼球中BDNF表达（P<0.01），其中沉淀物部位具有最强的上调作用趋势明显。在NGF表达方面，与模型组相比，菊睛丸水提后药渣80%乙醇提取部位物低与高剂量组、水提物80%乙醇醇沉沉淀部位低剂量与高剂量组、总提取部位物低剂量与高剂量组显著上调眼球中NGF表达（P<0.01）。总提取部位物具有最强的上调作用趋势明显。
综合上述发现，菊睛丸水提后药渣80%乙醇提取部位物与水提物80%乙醇醇沉沉淀物部位具有较好的促进模型动物眼球营养因子表达的作用趋势，提示菊睛丸中脂溶性物质成分以及多糖类可能为相关效应成分。
[image: ]
图9. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球神经营养因子表达的影响（n=6）
Fig. 9 Effect of Jujing Pills on the expressions of neurotrophic factors in eyeballs of kidney-yang deficiency aging model mice (n=6)
注：A：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球CNTF表达的影响； B：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球BDNF表达的影响；C：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球NGF表达的影响。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。

32.7 菊睛丸不同提取部位溶剂提取物对肾阳虚衰老模型小鼠营养因子相关信号通路蛋白表达的影响
为探究药物对神经营养因子通路的调控机制，采用蛋白质免疫印迹技术定量分析小鼠眼球组织营养因子信号传导通路关键蛋白的磷酸化水平，具体检测结果详见图10。实验数据显示，相较于空白组，在模型构建成功后的小鼠眼球样本中模型组CREB和ERK的磷酸化水平显著降低（P<0.01）。与模型组相比，菊睛丸水提物高剂量组、水提后药渣80%乙醇提取部位低与高剂量组、水提物80%乙醇醇沉上清部位低剂量组、水提物80%乙醇醇沉沉淀部位低与高剂量组、总提取部位低与高剂量组显著上调CREB的磷酸化水平（P<0.05），菊睛丸水提物低与高剂量组、水提后药渣80%乙醇提取部位低与高剂量组、总提取部位高剂量组显著上调ERK的磷酸化水平（P<0.05），其中醇提取部位、醇沉沉淀部位与总提取物部位具有较强的促进CREB磷酸化水平的作用趋势，而水提取部位、醇提取部位与总提取物部位具有较强的促进ERK磷酸化水平的作用趋势，与提升营养因子表达的作用趋势基本一致，也提示上述部位具有较好的眼部营养作用。	Comment by Charleen: 注意修改组别及定量描述
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图10. 菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球营养通路蛋白表达的影响（n=3）
Fig. 10 Effect of Jujing Pills on the expression of ocular nutrition related proteins in the eyeballs of kidney-yang deficiency aging model mice (n=3)
注：A：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球p-CREB/CREB的影响； B：菊睛丸对肾阳虚衰老模型小鼠眼球p-ERK/ERK的影响。与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。

与Control组比较，##P<0.01；与Model组比较，*P<0.05，**P<0.01。

4.3 讨论	Comment by Charleen: 与数据相关的部分与改后的“2 结果”逐一对照核实
AMD是一种视网膜退行性改变的疾病，其病理环节复杂多样，包括视网膜氧化损伤、脂质代谢障碍、炎性损伤、补体过度激活等多重因素，其中氧化应激损伤是最为公认的AMD的病理因素[8]。视网膜是人体内耗氧量最高的组织之一，基础代谢旺盛，极易导致细胞衰老的重要因素活性氧ROS生成与积累。抽烟、过度的光照暴露以及空气污染等因素都可能对视网膜造成严重的氧化应激影响，尤其是黄斑区域的影响更为明显。随着年龄的增长，人体对抗自由基损伤的能力逐渐减弱，细胞的自我修复机制也随之衰退[9]。长期慢性氧化应激诱发视网膜色素上皮细胞凋亡而导致脂褐素积累，加剧诱导氧化应激，促进AMD形成。而祖国传统医学发现，AMD患者中阳虚质体质的患者比例最高[6]。《素问·生气通天论》云：:“阳气者，若天与日，失其所则折寿而不彰”[10]，直接指出阳气与生命息息相关，《医贯》云：“五脏六腑之精气皆上注于目而为之精，肾藏精，……以肾为主”[11]。肾阳为诸阳之根，对全身脏器包括目睛的发育及功能发挥起着温煦与推动作用。AMD多发于55岁以上的中老年人，也正好应对人一生中阳气逐渐衰微的过程。菊睛丸组方配伍机制体现了中医阴阳互济的学术思想。方中枸杞与菊花相合，着重滋养肝肾之阴精；肉苁蓉配伍巴戟天，旨在温煦肝肾之阳气。这种阴阳并补的配伍策略，既遵循“"阴中求阳”"的治法要义，又通过阴阳互生关系实现功能协同，充分彰显了“"善补阳者必阴中求阳，善补阴者必阳中求阴”"的中医整体调治理念。
基于上述中西医对AMD病理机制的认识以及菊睛丸配伍组方的特点，本团队我们构建了D-半乳糖联合氢化可的松致小鼠衰老及肾阳虚证动物复合模型来评价菊睛丸改善视网膜损伤的效用。D-半乳糖在代谢过程中增加活性氧的产生，损伤细胞结构，同时抑制抗氧化酶的活性或消耗谷胱甘肽等抗氧化物质削弱机体抗氧化能力，与衰老公认的氧自由基理论非常吻合，因此成为常用的衰老研究模型[12-,13]。另一方面，长期使用氢化可的松会抑制垂体促肾上腺皮质激素（ACTH）的分泌，进而导致肾上腺皮质激素合成减少，动物出现体重下降，活动减少，拱背，蜷缩，被毛疏松无光泽，畏寒等与中医“阳虚证”相似的症状[14]，因而常用来构建“阳虚证”模型。在D-半乳糖联合氢化可的松致小鼠衰老及肾阳虚证动物复合模型中，其视网膜结构发生了明显变化：内核层（INL）显著变薄并出现弯曲现象；外核层（ONL）则完全消失不见；感光细胞层局部区域也出现了厚度减少的情况；同时观察到视网膜色素上皮细胞呈现出皱缩状态。这些特征与干性年龄相关性黄斑变性的主要临床表现——视网膜萎缩极为相似。值得注意的是，上述病理改变能够被目前唯一推荐用于预防和治疗干性AMD的营养补充剂AREDS2所有效遏制[15]。在上述模型上发现，菊睛丸可以显著提升视网膜厚度，改善视网膜部细胞丢失和凋亡，提升眼球神经营养因子的表达。同时，菊睛丸能有效改善模型小鼠全身氧化应激水平，并改善下丘脑-垂体-靶腺轴功能紊乱等与肾阳虚证相关的生物标志物的水平，表现出全身调节的作用。
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]根据《太平惠民和剂局方》中的记载，菊睛丸的制备方式为“上为细末，炼蜜成丸”。因此本研究我们根据功效物质基础研究的需要，制备了不同的溶剂提取物部位以探索功效物质。研究发现，在小鼠血清和眼球氧化应激标志物表达方面，菊睛丸不同溶剂提取物部位给药组与模型组相比，均能显著上调模型小鼠血清和眼球中SOD活力（P<0.05）、GSH表达（P<0.01），并显著下降MDA表达（P<0.01）；其中改善趋势相对较弱的醇沉沉淀物部位，在抗氧化因子SOD与GSH、氧化产物MDA等表达方面，与同等剂量总提取物组的统计比较均有显著性差异（P<0.05），其余提取物部位未见显著性差异。统计分析结果提示菊睛丸水提部位、水提药渣80%乙醇提取物部位、醇沉上清物部位可能是其发挥抗氧化作用的主要效应部位。其中，有研究对抗氧化作用趋势最为显著的醇沉上清物部位进行成分鉴定发现，该部位主要含有金合欢素、木犀草素、水晶兰苷、异绿原酸C、松果菊苷等，经现代药理研究确认具有较好抗氧化活性[16-,17,18]。在cAMP/cGMP比值表达方面，菊睛丸不同提取部位物均能提高模型小鼠血清中cAMP/cGMP比值（P<0.01），其中醇沉上清部位物活性相对较弱，但与同等剂量总提取物组的统计比较没有显著性差异，表明各溶剂提取部位均具有较好的改善模型小鼠下丘脑-垂体-肾上腺轴的生理活性。通过对小鼠视网膜HE染色结果的观察，可以发现菊睛丸不同提取部位物均能提高模型小鼠视网膜厚度（P<0.01），其中醇沉沉淀部位物活性相对较弱，并与同等剂量总提取物组统计比较具有显著差异（P<0.01），表明增加视网膜厚度是由水提部位物、水提药渣80%乙醇部位提物、醇沉上清部位发挥主要作用。在小鼠视网膜细胞凋亡水平方面，同样发现菊睛方不同提取部位物均可显著改善模型动物视网膜组织凋亡（P<0.01）；其中醇沉上清部位活性相对较弱，与同等剂量总提取物组相比具有显著性差异（P<0.01），表明菊睛丸水提部位物、水提药渣80%乙醇提取部位物、醇沉沉淀部位物是其改善视网膜凋亡的主要效用部位。在小鼠眼球神经营养因子表达方面，水提药渣80%乙醇提物取部位（P<0.01）、醇沉沉淀部位物（P<0.01）、总提取物组（P<0.01）均可提升模型动物眼球CNTF、BDNF、NGF的表达，其中水提药渣80%乙醇提取部位物活性与同等剂量总提取物组具有显著差异（P<0.05），表明醇沉沉淀部位物在在上调神经营养因子方面发挥了较为显著的效果，该部位总多糖含量达50%以上，也与枸杞多糖、巴戟天寡糖所报道导的多种活性相一致[19-,20]。在在未来的工作中，本团队我们将使用生物信息学和现代多组学的结合探究菊睛方改善AMD的调控网络与功效物质，展开更深入的研究。期望能够为这一传统明目经典方剂于临床治疗领域的应用，以及在保健产品研发上，提供更为丰富和现代科学意义的依据与支撑，从而推动传统中医药在现代社会的进一步发展与应用。
菊睛丸作为沿用悠久的明目经典方，其组成不但多为药食同源类药材，具有良好的开发为食品或保健食品的应用前景，其所含成分亦在现代药理研究中发现具有显著的延缓衰老、抗氧化、视网膜保护和神经营养等活性，尤其对于年龄相关性疾病的预防治疗具有重要的应用价值。枸杞多糖抗氧化作用显著，可有效清除体内的氧自由基，对于氧化应激相关眼部疾病作用明确[21]。该化合物对RPE细胞有一定的抗氧化应激及抗凋亡作用，可有助于预防或延缓AMD的发生[22-,23]。菊花所含黄酮成分可以抑制光损伤模型小鼠的视网膜色素上皮（RPE）层出现弓背向上的高反射信号，保护RPE层、光感受器细胞层结构，减少细胞凋亡，调节过氧化氢酶含量[24-,25]。现代研究也表明巴戟天中的环烯醚萜苷类成分抗炎效果显著，其多糖及低聚糖类成分又具有良好的抗氧化及生精之效[26]，使得菊睛丸抗衰老与明目效用更为确切。肉苁蓉药理作用广泛，现代研究证明其具有良好的的保肝作用[27]，加之与巴戟天同补肾阳，与枸杞菊花配伍发挥滋补肝肾的效果，阴阳即济，清补结合。
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