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黄芪多糖抵抗 NMDA 诱导模型引起的神经节细胞
和双极细胞损伤

李白格 蒲泽源 杜雨馨 沈 吟
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摘要  目的：探究黄芪多糖对视网膜细胞的保护作用。方法：C57 小鼠随机分为对照组、N⁃甲基 ⁃D⁃天冬氨酸

（NMDA）组和黄芪多糖组。对照组和 NMDA 组小鼠玻璃体腔分别注射磷酸盐缓冲盐水（PBS）和 NMDA，并灌胃

生理盐水。黄芪多糖组小鼠在注射 NMDA 后，灌胃黄芪多糖。视网膜铺片和 HE 染色观察神经节细胞和视网膜厚

度变化。视网膜电图（ERG）和视动反应检测视网膜功能和视敏度。结果：黄芪多糖组中，神经节细胞和双极细胞

数量较 NMDA 组增多，且 HE 显示视网膜厚度增加。ERG 和视动反应表明黄芪多糖可以改善视网膜功能和视敏

度。结论：黄芪多糖抵抗 NMDA 诱导模型引起的神经节细胞和双极细胞损伤，改善视网膜结构和功能。
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Astragalus polysaccharide protects ganglion cells and bipolar cells 
against NMDA⁃induced excitotoxicity
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Abstract

Objective:: To investigate the protective effect of Astragalus polysaccharide on retinal cells.  
Methods:: Healthy male C57/BL6 mice were randomly divided into the control group, the N⁃methyl⁃D
⁃ aspartic acid (NMDA) group and the Astragalus polysaccharide group.  In the control and NMDA 
groups, PBS and NMDA were injected intravitreally, respectively.  Mice in these groups were then 
gavaged with saline for 7 days.  In contrast, the Astragalus polysaccharide group received Astragalus 
polysaccharide by gavage following NMDA injection.  Retinal flat ⁃ mount and hematoxylin ⁃ eosin 
staining (HE) were used to observe the changes in the retina.  The function of the mouse retina was 
measured using electroretinogram (ERG) and optomotor response (OMR).  Results:: In the Astragalus 
polysaccharide group, retinal flat⁃mount and HE staining revealed a significant increase in retinal gan⁃
glion cells and thickness compared with the NMDA group.  ERG results showed that the Astragalus 
polysaccharide could restore the retinal function injured by NMDA.  Compared with that in the 
NMDA group, the visual acuity of mice in the Astragalus polysaccharide group was significantly im ⁃
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proved.  Conclusion:: Astragalus polysaccharide protects ganglion and bipolar cells and improves reti⁃
nal structure and function against NMDA⁃induced retinal damage.

Key Words Astragalus Polysaccharide； N ⁃ Methyl ⁃ D ⁃ Aspartic Acid (NMDA)； Neuroprotec⁃
tion； Ganglion Cells； Bipolar Cells

黄芪多糖是构成黄芪的主要成分之一，具有悠

久应用历史，被广泛用于治疗神经炎症性疾病［1］。

黄芪多糖具有多种药理作用，其中的 9 种作用已得

到深入研究，包括调节免疫功能、抗衰老、抗肿瘤、

降血糖、降血脂、抗纤维化、抗菌、防辐射和抗病毒

作用［2］。黄芪多糖可增强细胞因子的免疫力，调节

免疫器官（骨髓、胸腺、淋巴结、脾脏和黏膜组织）功

能［3］。黄芪多糖的免疫调节作用使其在治疗多种疾

病，包括癌症、感染、1 型糖尿病、哮喘和自身免疫性

疾病等方面具有良好的应用潜力［4］。在免疫治疗和

肿瘤微环境中，黄芪多糖与免疫治疗的联合应用具

有广阔的前景。

动物模型对于了解视网膜疾病的病变机制和

潜在治疗方法至关重要［5］。N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸（N⁃
methyl ⁃D ⁃ aspartic acid receptor，NMDA）兴奋毒性

模型是常用的视网膜损伤模型之一，该模型可模拟

谷氨酸兴奋毒性对视网膜损伤作用。当神经递质

谷氨酸过度释放或谷氨酰胺合成酶清除不足导致

谷氨酸过剩时，将引发谷氨酸兴奋毒性［6］。过量的

谷氨酸会激活视网膜内侧神经元上的 NMDA 受体，

导致细胞内 Ca2+的增加而引发病理反应，最终造成

细胞损伤或死亡［7， 8］。在视网膜细胞中，神经节细

胞 和 双 极 细 胞 最 易 受 到 兴 奋 性 毒 性 作 用 的 影

响［9， 10］。玻璃体腔注射 NMDA 可过度激活视网膜

上的 NMDA 受体，造成小胶质细胞活化、促炎细胞

因子和趋化因子的释放以及视网膜内层细胞的死

亡等［11］。过度激活 NMDA 受体会诱发视网膜细胞

功能障碍和细胞死亡，这与眼部神经退行性疾病的

病理过程相似［12］。因此，通过利用 NMDA 诱导的

损伤模型研究黄芪多糖对视网膜退行性疾病的保

护作用具有良好的可行性。

本研究表明，在 NMDA 视网膜损伤模型中，黄

芪多糖对视网膜细胞（神经节细胞和双极细胞）具

有保护作用并可改善视网膜结构和功能，该过程可

能是通过抑制视网膜胶质细胞激活来实现的。

1 材料与方法

1. 1　实验动物   健康雄性 C57/BL6 小鼠，6~8 周

龄，体质量为 15~22 g（中国维通利华公司）。所有

小鼠均在武汉大学医学研究院动物实验中心 SPF
级屏障环境［（22±2） ℃ ，60%±10% 相对湿度，

12 h/12 h 明暗循环］中饲养及繁殖，自由进食进水。

动物实验和程序均经武汉大学医学部医学研究院

动物伦理委员会批准（审批号：MLICJ2021029；批
准号：MRI2021⁃LACJ029），并严格遵循美国国立卫

生研究院颁发的《实验动物管理和使用指南》。

1. 2　NMDA 和黄芪多糖给药方式   本研究选取 8 
mmol/L NMDA 诱导视网膜损伤模型，以探讨黄芪

多糖对视网膜细胞的保护作用。小鼠被随机分为 3
组：对照组、8 mmol/L NMDA 组、黄芪多糖组。在

对照组中和 NMDA 组中，玻璃体腔注射分别注射

1. 0 µL 磷酸盐缓冲盐水（phosphate buffered saline，
PBS）和 NMDA（美国 Sigma 公司），待小鼠苏醒后

根据体质量给予生理盐水连续灌胃 7 d（10 µL/g）。

在黄芪多糖组，玻璃体腔注射 NMDA 后，依据小鼠

体质量给予黄芪多糖（中国麦克林公司）（10 µL/g，
500 mg/kg，溶于生理盐水）灌胃。

1. 3　视网膜铺片制备   使用 2% 戊巴比妥钠腹腔

注射，深度麻醉后，采用颈椎脱臼法处死小鼠，迅速

取出小鼠眼球。在近角巩膜缘处用 1 mL 注射器针

头扎破眼球，移至 4% 多聚甲醛固定液中（中国塞维

尔公司）。40 min 后，去除前节组织，保留完整的视

网膜组织。封闭过夜，次日用 PBS 溶液冲洗 3 次后

转 移 到 24 孔 板 中 ，孵 育 抗 Brn3a 抗 体（1∶200，
ZRB1098⁃25UL，美国 Sigma 公司）过夜。取出孔板

后，用 PBS 冲洗 3 次，随后使用二抗（1∶500，711 ⁃
585⁃152，Jackson 公司）孵育 8 h。
1. 4　视网膜石蜡切片制备及 HE 染色   小鼠深度

麻醉后，采用颈椎脱臼法处死小鼠，迅速取出小鼠

眼球，转移至 4% 多聚甲醛固定液中。石蜡包埋，切

片厚度为 4 μm。在明场光学显微镜下挑选结构完

整的眼球组织切片。HE 染色后，使用中性树胶封

片并置于常温保存。

1. 5　视网膜免疫荧光染色   小鼠深度麻醉后，采

用颈椎脱臼法处死小鼠，视网膜组织进行梯度脱

水，直至沉入蔗糖溶液底部，进行包埋。以 14 µm 厚

度进行切片，在光学显微镜下挑选结构完整、经过
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视神经的视网膜组织切片。PBS 冲洗后，室温下封

闭 2 h。一抗抗 PKCα 抗体（兔，1∶500，美国 Santa 
Cruz公司）；抗 Calbindin 抗体（兔，1∶500，瑞士 Swant
公司）；抗 GFAP 抗体（兔，1∶1 000，丹麦 DAKO 公

司）孵育过夜。次日，取出湿盒，加入 Alexa Fluor 
488 标记驴抗兔 IgG 二抗（1∶500，美国 Jackson 公司）

室温下孵育 2 h，加入 DAPI（中国塞维尔公司）室温

孵育 10 min。激光共聚焦显微镜（德国 Leica 公司）

拍照观察。

1. 6　视网膜电图记录   用 RetiMINER Ⅳ系统（重

庆艾尔曦公司）记录 ERG 反应。暗适应 12 h 后，在

暗红光下用 2% 戊巴比妥钠（20 mg/kg）麻醉动物，

用 0. 5% 托吡卡胺扩张瞳孔。两个镀金线圈电极放

置在角膜表面作为活性电极。同时，将两根钢针插

入眼睛周围的皮肤和尾部，分别作为参比电极和接

地电极。眼表滴加生理盐水保持角膜湿润。在进

行暗适应视网膜电图记录前，再次进行 5 min 的暗

适应，以弥补暗红光对暗适应状态的破坏。启动

RetiMINER 软件，当示波信号平稳且无杂波时，记

录小鼠在 10. 0 cd·s/m2光强下的视网膜电位反应（b
波振幅的大小）。

1. 7　视动反应   以往研究表明，视动反应系统可

用于评估小鼠视敏度情况［13］。该设备由 4 个相同大

小的 LED 屏幕组成。提前将小鼠置于完全黑暗的

环境中，进行至少 4 h 的暗适应，在该过程中要确保

氧气、食物和水充足。实验前将小鼠置于载鼠台上

适应 1 min 左右，运行 Matlab 软件相关程序，同时启

动摄像头录制视频。随着光栅密度的增加，当小鼠

头部不再跟随转动时，上一个光栅密度即为小鼠的

视敏度。

1. 8　小鼠视网膜成像及视网膜光学相干断层扫描　

采用腹腔注射 2% 戊巴比妥钠（20 mg/kg）全身麻醉

小鼠，用 0. 5% 托吡卡胺扩张瞳孔，并涂抹黏弹剂润滑

眼表。采用光学相干断层扫描（optical coherence to⁃
mography，OCT；北京心联光电）血管成像系统，将

OCT 镜头靠近小鼠角膜表面使其与眼球处于同一轴

线上，不断调整三维操作台找到小鼠视乳头结构，微

调坐标轴直至显示出清晰的眼底断层扫描图像。采

集距视乳头 750 μm 处的视网膜断层图像。捕捉包含

视乳头及其周围的清晰眼底图像用于后续分析。

1. 9　 实 时 荧 光 定 量 PCR  提 取 小 鼠 视 网 膜 总

RNA，并 用 HiScript Ⅱ QRT SuperMix for qPCR
（中国 Vazyme 生物技术公司）反转为 cDNA。通过

内参基因 GAPDH 标准化后，使用 ΔΔCT 法计算各

组目的基因 mRNA 的相对表达量。引物序列（武汉

擎科生物公司合成）见表 1。

1. 10　统计学方法   采用 Graph Pad Prism 7. 0软件

进行统计学分析，以均数±标准差（
-
x±s）表示。以P<

0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

荧光显微镜观察显示，NMDA 诱导视网膜损伤

模 型 会 造 成 神 经 节 细 胞 的 数 量 急 剧 减 少 。 与  
NMDA 组相比，黄芪多糖治疗之后 Brn3a+神经节细

胞数量明显增多（图 1A）。同时，HE 染色结果显

示，玻璃体腔注射 NMDA 后，整体视网膜厚度变薄，

尤其是神经节细胞层，细胞数量减少，细胞核固缩、

排列紊乱。在黄芪多糖组中 ，视网膜的厚度较

NMDA 组显著增厚，且神经节细胞的数量增多，排

列较为整齐（图 1B）。以上结果表明，黄芪多糖对神

经节细胞具有保护作用，可减少 NMDA 诱导引起的

视网膜损伤。

建模 7 d 后，用抗 PKCα 抗体标记视锥双极细

胞。荧光显微镜观察显示，NMDA 组中 PKCα+双

极细胞的数量较对照组明显减少，且细胞树突末端

的长度和密度均减少。黄芪多糖组中，PKCα+双极

细胞树突垂直穿过外丛状层终止于外核层，结构较

完整（图 2）。使用抗 Calbindin 抗体标记水平细胞胞

体及点状染色的树突显示，同对照组相比，NMDA
造模后水平细胞的数量减少，且细胞分布紊乱无

表 1　本研究使用的 qRT⁃PCR 引物序列

基因

GAPDH
Rbpms
AP2α
Brn3a
PCP2
PKCα

Recoverin

正向引物（5'—3'）
GGCATTGCTCTCAATGACAA

CTCACATCTAAACAGCCCTAG
TGTCTCCGCCATCCCTATTA
CGCGCAGCGTGAGAAAATG

ATGGACGACCAGCGTGTAAC
GTTTACCCGGCCAACGACT

CGGCAGGAGTTCGAAAGTAT

反向引物（5'—3'）
CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG
TTTCAGGATCGAAGCGGATG
GACCCGGAACTGAACAGAAG

CGGGGTTGTACGGCAAAATAG
CCTTGGGGCCGATAGGTTG

GGGCGATGAATTTGTGGTCTT
TTGAAGTCCAGCGTACCATC

10
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章。黄芪多糖治疗后，Calbindin+水平细胞排列较  
NMDA 组整齐（图 3）。综上，黄芪多糖可抵抗兴奋

性毒剂 NMDA 造成的双极细胞和水平细胞损伤。

qRT⁃PCR 结果显示，NMDA 主要损伤神经节

细胞（P<0. 05）、双极细胞（P<0. 01）和无长突细胞

（P<0. 05），但对水平细胞和光感受器细胞的影响

不明显。进一步，我们发现在 NMDA 诱导的视网膜

损伤模型中，黄芪多糖也主要保护神经节细胞（P<
0. 05）和双极细胞（P<0. 05）（图 4）。

活体状态下观察视网膜结构，OCT 发现正常对

照组中小鼠视网膜各层次结构清晰，从内向外依次

为神经节细胞层（ganglion cell layer，GCL）、内核层

（inner nuclear layer，INL）、外 核 层（outer nuclear 
layer，ONL）、内/外节（inner segment，IS；outer seg⁃
ment，OS） 和 色 素 上 皮 层 （retinal pigment 
epithelium，RPE）。玻璃体腔注射 NMDA 后，小鼠

视网膜层次模糊不清，结构不完整，其中神经节细

胞层厚度明显变薄。但黄芪多糖组小鼠视网膜各

层次结构较 NMDA 组清楚，且视网膜厚度明显增厚

（图 5A）。眼底彩照显示，对照组中视网膜眼底血管

沿视乳头呈放射状发出并向周边延伸，血管管腔径

直均匀，血管内可见红细胞流动。注射 NMDA 之

后，小鼠视乳头色淡呈蜡黄样，血管纤细管径变窄，

部分出现缺血的现象。黄芪多糖治疗组显示，视网

膜结构较 NMDA 组清晰，血管呈分枝状走形，纹理

较清晰（图 5B）。以上结果表明，在 NMDA 诱导的

兴奋性损伤模型中，黄芪多糖可改善 NMDA 引起的

图 1　黄芪多糖对视网膜神经节细胞的保护作用

A. 使用抗 Brn3a+抗体（红色）标记视网膜神经节细胞，标尺：

20 μm；B. 三组小鼠视网膜光学显微镜像，GCL：神经节细胞层，

INL：内核层，ONL：外核层，标尺：20 mm

图 2　黄芪多糖对视网膜双极细胞的保护作用

对照组、NMDA 组和黄芪多糖组小鼠视网膜激光共聚焦图

像，使用抗 PKCα 抗体（绿色）标记视锥双极细胞，DAPI（蓝色）标

记细胞核。GCL：神经节细胞层；INL：内核层；ONL：外核层。标

尺：50 μm

图 3　黄芪多糖对视网膜水平细胞的影响

对照组、NMDA 组和黄芪多糖组小鼠视网膜的激光共聚焦

图像，使用抗 Calbindin 抗体（绿色）标记视网膜水平细胞，DAPI
（蓝色）标记细胞核。GCL：神经节细胞层；INL：内核层；ONL：外

核层。标尺：50 μm

图 4　qRT⁃PCR 分析对照组、NMDA 组和黄芪多糖组小鼠视网膜细胞相关基因在 mRNA 水平上的表达情况

N=4。结果以
-
x±s表示。统计分析采用单因素方差分析。*P<0.05，**P<0.01，ns：无统计学意义
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视网膜结构不完整和眼底缺血等情况。

视网膜电图结果显示，在暗适应 10. 0 cd·s/m2

光强刺激下，对照组、NMDA 组和黄芪多糖组 b 波

振幅分别是（827. 50±23. 94）、（484. 88±21. 96）、

（737. 71±13. 13） μV。同 NMDA 组相比，黄芪多

糖组 b 波振幅明显增高（P<0. 000 1）（图 6A）。根

据视动结果反应，对照组、NMDA 组和黄芪多糖组

视 敏 度 分 别 是（0. 46±0. 02）、（0. 34±0. 01）、

（0. 44±0. 01）cpd。与对照组小鼠相比，NMDA 组

小鼠的视敏度显著下降（P<0. 000 1）；黄芪多糖组

同 NMDA 组相比，小鼠视敏度提高 30% 左右（P<
0. 000 1）。以上结果表明，黄芪多糖可减少 NMDA
兴奋性毒性对视网膜细胞和结构的损害，并改善视

网膜功能和视敏度（图 6B）。

荧光染色结果显示，在对照组中，胶质纤维酸

性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）主要在

神经节细胞层表达。而 NMDA 组小鼠中，发现  
GFAP 染色胶质细胞向视网膜外层延伸并呈现出丝

状突起的分枝形态。黄芪多糖组中，胶质细胞荧光

表达强度较 NMDA 组明显减弱（图 7）。当视网膜

受到外界刺激发生损伤时，也会激活 Müller 细胞表

达 GFAP［14］。以上结果表明，在 NMDA 诱导的视网

膜损伤模型中，黄芪多糖可能通过抑制视网膜胶质

细胞（星形胶质细胞和 Müller 细胞）的激活、减少炎

症反应，进一步保护视网膜细胞和功能。

3 讨论

视网膜神经退行性疾病的特点是视力的不可

逆性丧失，亟须寻找有效的治疗方法来保护神经节

细胞或减少细胞凋亡［15］。本研究表明，在 NMDA
诱导的视网膜损伤中，黄芪多糖可提高视网膜神经

节细胞和双极细胞的存活率，改善视网膜功能和视

敏度。同时，黄芪多糖可能通过抑制 NMDA 兴奋性

毒性引起的胶质细胞激活，减少炎症反应，进一步

发挥神经保护作用。

研究证明，眼内注射谷氨酸激动剂 NMDA 可损

害视网膜细胞，造成双极细胞、无长突细胞和神经节

细胞的凋亡，视网膜内层厚度变薄［12］。本研究验证

了该观点，即 NMDA 对视网膜细胞的兴奋性毒性损

伤作用。影响兴奋性毒剂敏感性的另一个因素是神

经节细胞的类型，如 α 神经节细胞对 NMDA 的兴奋

毒性具有很强的抵抗力，证明了细胞特异性在神经

保护作用中的重要性［16］。此外，研究表明 NMDA 不

仅损害视网膜的形态结构，同时损伤视网膜功能，如

视网膜电图 b波振幅和视动反应中视敏度的下降。

黄芪多糖在基础研究和临床疾病治疗方面具

有潜在价值和广阔前景，但其在视网膜疾病方面的

影响作用需要更深入地探讨。黄芪多糖具有增强

免疫、神经保护和调节血糖等多种生物活性，可促

图 5　观察活体状态下小鼠的视网膜结构变化

A. 采用 OCT 观察视盘周围视网膜各层次结构，从内向外依

次为 GCL：神经节细胞层，INL：内核层，ONL：外核层，IS/OS：内

节/外节，RPE：色素上皮层；B. 采用眼底彩照成像系统观察小鼠

眼底血管变化

图 6　黄芪多糖改善视网膜功能和视敏度

A. 暗适应 10.0 cd·s/m2 光强下，对照组、NMDA 组和黄芪多

糖组小鼠 b 波振幅的比较，N=6；B. 对照组、NMDA 组和黄芪多

糖组小鼠的视敏度比较，N=10；结果均以
-
x±s 表示，统计分析采

用单因素方差分析，****P<0.000 1

图 7　黄芪多糖抑制 NMDA 引起的胶质细胞激活

对照组、NMDA 组和黄芪多糖组小鼠视网膜的激光共聚焦

显微镜像，使用抗 GFAP 抗体（绿色）标记视网膜胶质细胞，DAPI
（蓝色）标记细胞核；GCL：神经节细胞层，INL：内核层，ONL：外

核层，标尺：50 μm
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进神经再生，改善神经营养，用于治疗神经系统疾

病和神经损伤症状［17，18］。本研究发现黄芪多糖在

NMDA 诱导的视网膜损伤模型中可保护视网膜神

经节细胞和双极细胞。同时，视网膜电图和视动反

应的结果间接证明了黄芪多糖对视网膜功能的改

善作用。黄芪多糖可改善代谢应激诱导的肥胖症

及其继发的神经炎症，减少星形胶质细胞和小胶质

细胞的活化，从而改善代谢应激转基因小鼠的异常

行为表现［19］。在本研究中，我们发现黄芪多糖治疗

后，NMDA 的兴奋性毒性引起的胶质酸性纤维蛋白

表达量明显减少。因此，黄芪多糖可通过抑制胶质

细胞的激活，减少 NMDA 引起的炎症反应。

综上所述，本研究首次证明黄芪多糖可保护神

经节细胞和双极细胞，改善视网膜功能。黄芪多糖

在国内被广泛用于治疗慢性肾炎、蛋白尿、糖尿病

等，亦可作为视网膜手术后或急性视网膜疾病的辅

助治疗。因此，建议在开展安全风险评估的前提

下，黄芪多糖可作为视网膜神经退行性疾病患者的

神经保护治疗药物。
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