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摘  要 

目的：明确补阳还五汤加味含药血清对高糖环境下人视网膜微血管内皮细胞(HRCECs)自噬的影响，并从

AMPK/Rheb/mTOR通路探讨其机制。方法：制备含药血清与空白血清。将HRCECs分为空白对照组、高

糖模型组、空白血清组、含药血清组及多种干预组(如AMPK激动剂/抑制剂组、Rheb沉默/过表达组)。
Western Blot检测p-AMPK、p-mTOR、Beclin-1等蛋白表达，RT-PCR检测相关mRNA水平。结果：高糖

模型组AMPK磷酸化水平及Beclin-1表达显著升高，mTOR磷酸化水平显著降低。与模型组相比，含药血

清组能显著抑制AMPK过度磷酸化，恢复mTOR活性，并下调Beclin-1表达。AMPK激动剂可逆转含药血

清的上述作用；干预Rheb表达能显著影响药物对mTOR和自噬的调控效果。结论：补阳还五汤加味含药

血清可能通过抑制AMPK过度激活、恢复Rheb/mTOR信号活性，从而抑制高糖诱导的HRCECs过度自噬。 
 
关键词 

补阳还五汤加味，含药血清，糖尿病视网膜病变，人视网膜微血管内皮细胞，自噬，AMPK，mTOR，
Rheb 

 
 

Inhibitory Effect of Buyang Huanwu 
Decoction Modified Serum on Autophagy  
in HRCECs under High Glucose via 
AMPK/Rheb/mTOR Pathway 
Junchang Cao*, Sheng Chen, Zhaoda Ye, Jun Hu, Xinhao Zhang, Lin Lin, Fajie Ke, Yu Huang, 
Yanhong Hu# 

 

 

*第一作者。 
#通讯作者。 

https://www.hanspub.org/journal/md
https://doi.org/10.12677/md.2026.162037
https://doi.org/10.12677/md.2026.162037
https://www.hanspub.org/


曹俊昌 等 
 

 

DOI: 10.12677/md.2026.162037 278 医学诊断 
 

Department of Ophthalmology, The Second People’s Hospital Affiliated to Fujian University of Traditional 
Chinese Medicine, Fuzhou Fujian  
 
Received: March 27, 2026; accepted: April 22, 2026; published: April 28, 2026 

 
 

 
Abstract 
To investigate the effect of Buyang Huanwu Decoction Modified (BYHWD-M) serum on autophagy in 
human retinal microvascular endothelial cells (HRCECs) under high glucose conditions and explore 
its mechanism via the AMPK/Rheb/mTOR pathway. Methods: Drug-containing serum and blank se-
rum were prepared. HRCECs were divided into control, high glucose model, blank serum, drug-con-
taining serum, and various intervention groups. Western Blot was used to detect p-AMPK, p-mTOR, 
Beclin-1, and other proteins; RT-PCR was used to detect mRNA levels. Results: The high glucose model 
group showed increased AMPK phosphorylation and Beclin-1 expression, while mTOR phosphory-
lation decreased. Compared with the model group, BYHWD-M serum significantly inhibited AMPK 
overactivation, restored mTOR activity, and downregulated Beclin-1. AMPK agonist reversed these 
effects, and Rheb modulation influenced drug efficacy on mTOR and autophagy. Conclusion: BYHWD-
M serum may inhibit high glucose-induced excessive autophagy in HRCECs by suppressing AMPK 
overactivation and restoring Rheb/mTOR signaling. 
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1. 引言 

糖尿病视网膜病变(Diabetic Retinopathy, DR)是糖尿病最常见、最严重的微血管并发症之一，其病理

核心在于长期高糖环境下视网膜微血管系统的进行性损伤与功能紊乱[1]。作为血–视网膜屏障的主要构

成者，视网膜微血管内皮细胞(HRCECs)是高糖损伤的首要靶点。高糖可诱导 HRCECs 发生氧化应激、炎

症反应、凋亡及异常增殖，最终导致血管渗漏、缺血乃至病理性新生血管形成，造成不可逆的视力丧失

[2]。因此，深入探讨高糖诱导 HRCECs 损伤的分子机制，是防治 DR 的关键切入点。自噬是细胞内一种

高度保守的分解代谢过程，通过降解受损细胞器和错误折叠蛋白以维持内环境稳态。在 DR 发生发展中，

自噬扮演着复杂的“双刃剑”角色。适度的自噬作为一种保护性机制，可清除高糖累积的毒性物质；然

而，慢性的代谢应激会导致自噬流失调或过度激活，反而促进细胞功能障碍和死亡，加速 DR 进展[3]。
研究表明，DR 患者及动物模型的视网膜组织中，自噬标志物显著上调，且抑制过度自噬能有效减轻血管

损伤[4]。因此，调控自噬平衡，抑制其过度激活，已成为 DR 干预研究的新兴策略。 
细胞自噬受到多条信号通路的精密调控，其中 AMP 活化蛋白激酶(AMPK)与哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白(mTOR)构成的信号轴居于核心地位。AMPK 是细胞的能量传感器，在能量匮乏(如高糖早期引发

的代谢应激)时被激活；而 mTOR 是合成代谢的关键调控因子，促进细胞生长并抑制自噬。经典的调

控路径为：AMPK 激活后，可通过磷酸化下游靶点(如 TSC2)抑制 mTOR 复合物 1 (mTORC1)的活性，
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从而解除对自噬起始的抑制，诱导自噬发生[5]。Ras 同系物 enriched in brain (Rheb)作为一个小 GTP
酶，是连接 AMPK 与 mTOR 的关键节点。活化的 Rheb (Rheb-GTP)可直接强力激活 mTORC1，而 AMPK
则通过激活 TSC2 (Rheb 的 GAP 蛋白)促进 Rheb 失活，形成级联调控[6]。然而，在 DR 的持续性高糖

环境下，AMPK/mTOR/Rheb 这一核心调控网络如何动态变化、其失衡的具体机制为何，尚不完全清

楚。 
中医药在防治 DR 方面具有独特优势。补阳还五汤作为益气活血的经典名方，其加味方在临床治疗

气阴两虚、络脉瘀阻型 DR 中显示出良好疗效[7]。前期研究提示，该方可能通过抗炎、抗氧化及调控血

管生成等途径发挥作用[8]，但其是否以及如何通过调节 AMPK/mTOR/Rheb 信号轴与自噬，来保护

HRCECs，目前尚无系统研究。此外，现有实验多采用中药粗提物直接干预细胞，未能充分反映药物经体

内代谢后的真实活性成分群效应。因此，采用更贴近临床的含药血清研究方法，系统揭示补阳还五汤加

味对高糖下 HRCECs 自噬的抑制作用及其上游的 AMPK/Rheb/mTOR 通路机制，对于阐明该方药的微观

作用机理、发现新的治疗靶点具有重要的科学意义。 

2. 材料与方法 

2.1. 含药血清制备 

补阳还五汤加味的临床人用剂量参考第五版《方剂学》，根据“动物与人体的每千克体重剂量折算

系数表”，成人与大鼠的折算系数为 6.25，换算成大鼠的剂量，补阳还五汤加味灌胃剂量为 3.45 g∙kg−1∙d−1。

实验药物补阳还五汤由黄芪 125 g，当归 6 g，赤芍 5 g，地龙 3 g，川芎 3 g，焯山桃仁 3 g，红花 3 g 组

成，均购自福建中医药大学附属第二人民医院中药房。采用水提醇沉法制备补阳还五汤加味水提液：称

取 4 倍量的各味药，浸泡 0.5 h，加水煎煮 2 次。第 1 次 15 倍量水，煎煮 1.5 h；第 2 次加 10 倍量水，煎

煮 1 h，分别用滤布滤过，合并滤液，补水，得质量浓度为 0.1 g/mL 的补阳还五汤水提液，快速搅拌并缓

慢加入乙醇使乙醇体积分数为 60%，冷藏，静置 14 h，滤过，挥发至无醇味后，用水补足减失的质量，

备用。 
含药血清的制备：30 只 WISTAR 大鼠称体质量，随机分为 2 组，每组 15 只，分别为补阳还五汤加

味组(13.66 g∙kg−1∙d−1)和空白对照组，标准饲料与饮水，适应性饲养 3 d，第 4 天起分别按 10 mL∙kg−1 体质

量给予补阳还五汤加味含药混悬液及生理盐水溶液给药灌胃，每天 2 次，时间为上午 9 点和下午 3 点，

以维持一定的血药浓度，且灌胃前后 2 h 禁止饮食，其余时间正常喂养。共用药 7 d，最后一次灌胃后 1 
h，将待麻醉大鼠称重，采用 0.3%戊巴比妥钠溶液，以 40 mg/kg 腹腔注射麻醉大鼠，以无菌注射器经腹

主动脉采血，立即注入干燥离心管内，垂直静置至其自然凝血 20~30 min，然后取血液离心(3000 r∙min−1∙15min)，
用无菌注射器抽取血清，滤过后用冻存管分装，之后−80℃冰箱保存备用。 

2.2. 细胞培养与模型建立 

2.2.1. 细胞培养 
人视网膜微血管内皮细胞(HRCECs)复苏后，使用含 10%胎牛血清、100 U∙mL−1 青霉素和 100 mg∙mL−1

链霉素的 DMEM 培养基，在 37℃、5% CO2 饱和湿度的培养箱中常规培养。细胞生长至 80%~90%融合

时，用 0.25%胰酶(含 EDTA)消化传代。 

2.2.2. 高糖模型建立与实验分组 
为构建高糖损伤模型，将 HRCECs 置于含 25 mmol∙L−1 D-葡萄糖的 DMEM 完全培养基中培养。实验

共设 9 组：① 空白对照组：正常糖(5.5 mmol∙L−1 D-葡萄糖)培养基；② 高糖模型组：高糖(25 mmol∙L−1 
D-葡萄糖)培养基；③ 空白血清组：高糖培养基作用 4 h 后，加入终浓度为 10%的空白大鼠血清；④ 含
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药血清组：高糖培养基作用 4 h 后，加入终浓度为 10%的补阳还五汤加味含药血清；⑤ AMPK 抑制剂组：

高糖培养基作用 4 h 后，加入 AMPK 抑制剂；⑥ Rheb 沉默组：转染 Rheb siRNA 的 HRCECs，于高糖

培养基中作用 4 h 后，加入 10%空白血清；⑦ 含药血清 + AMPK 激动剂组：高糖培养基作用 4 h 后，

同时加入 10%含药血清与 AMPK 激动剂；⑧ Rheb 沉默 + AMPK 激动剂组：转染 Rheb siRNA 的

HRCECs，于高糖培养基中作用 4 h 后，加入 AMPK 激动剂；⑨ Rheb 过表达 + 含药血清组：转染

Rheb 过表达质粒的 HRCECs，于高糖培养基中作用 4 h 后，加入 10%含药血清。(AMPK-IN-3，货号：

CM07927，厂家：Proteintech，100 nM，AMPK activator 4，货号：CM07147，厂家：Proteintech，15 
μM；Rheb 过表达质粒来源：Zolgene 载基生物，siRNA 目的基因信息：Rehb (Human gene) NCBI 基因

ID：6009)。 

2.3. 检测指标与方法 

2.3.1. 实时荧光定量 PCR 检测相关 mRNA 的表达 
使用 TRIzol 试剂提取各组 HRCECs 的总 RNA。通过超微量分光光度计测定 RNA 浓度与纯度

(A260/A280 比值介于 1.8~2.0 视为合格)。取 1 μg 总 RNA，按照逆转录试剂盒说明书合成 cDNA 第一链。

qRT-PCR 反应在 ABI Prism 7300 系统上进行。反应体系(20 μL)包含：SYBR Green Premix Ex TaqTM 10 μL，
正、反向引物(10 μmol·L−1)各 0.8 μL，cDNA 模板 2 μL，加 RNase-free 水补足体积。反应程序：95℃预变

性 30 s；随后进行 40 个循环(95℃变性 5 s，60℃退火/延伸 30 s)。反应结束后绘制熔解曲线以验证产物的

特异性。以 GAPDH 作为内参基因，采用 2⁻ΔΔCt 法计算目的基因(AMPK、mTOR、Rheb、Beclin-1 等) 
mRNA 的相对表达量。所有实验独立重复 3 次。 

从 NCBI 上查找 homo 的 AMPK、TSC2、TSC1、ULK1、Beclin-1、Rheb、mTOR 基因 mRNA 序列，

并以相应种属的 GAPDH 作为内参基因，根据引物设计的原则，用 Primer Premier 5.0 设计目标基因和内

参基因的特异性引物，由福州尚亚生物技术有限公司进行合成。扩增片段大小：AMPK (106 bp)、TSC2 
(182 bp)、TSC1 (135 bp)、ULK1 (156 bp)、Beclin-1 (121 bp)、Rheb (146 bp)、mTOR (161 bp)、GAPDH (123 
bp)；引物序列如下表 1 (按 5'~3'排列)： 
 
Table 1. Primer sequences 
表 1. 引物序列 

目标基因 引物方向 引物序列(5' → 3') 

AMPK 
正向(F) CAACTATCGATCTTGCCAAAGG 

反向(R) AACAGGAGAAGAGTCAAGTGAG 

TSC2 
正向(F) AGGTTACACCATCTCCGACTC 

反向(R) GCAGGATTGGCTTGTTTGACT 

TSC1 
正向(F) AGAAAGGCTTGACTGTTGTAATGA 

反向(R) CCACCTCTGCTTCCACTACT 

ULK1 
正向(F) CTGCCCTGGACGAGATGTTC 

反向(R) CCGAGAGTCTCCGCTCAATG 

Beclin-1 
正向(F) GGTGTCTCTCGCAGATTCATC 

反向(R) TCAGTCTTCGGCTGAGGTTCT 

Rheb 
正向(F) GCTTTGGCAGAATCTTGGAATG 

反向(R) ATCACCGAGCATGAAGACTTG 
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续表 

mTOR 
正向(F) TTATCATGTGTTCCGACGAATCTC 

反向(R) GTGCTATGGACTGAATGCGAAT 

GAPDH 
正向(F) GGTGTGAACCATGAGAAGTATGA 

反向(R) GAGTCCTTCCACGATACCAAAG 

2.3.2. Western Blot 检测相关蛋白的表达 
收集细胞，用 RIPA 裂解液(含 PMSF)提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。取等量蛋白样品(通常 30 

μg)进行 10% SDS-PAGE 凝胶电泳分离，随后通过湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜上。用含 5%脱脂牛奶的

TBST 溶液室温封闭 2 小时。随后，膜与相应的一抗在 4℃下孵育过夜。次日，用 TBST 洗膜 3 次，每次

10 分钟，然后与对应的辣根过氧化物酶标记的二抗(1:5000 稀释)室温孵育 2 小时。再次洗膜后，使用 ECL
超敏化学发光试剂盒在成像系统上显影。采用 Image J 软件对条带进行灰度值分析，以目的蛋白与内参 β-
actin 的灰度值比值作为其相对表达量。检测指标如下表 2。 
 
Table 2. Primary antibodies used in Western Blot 
表 2. Western Blot 检测一抗指标 

名称 试剂编号 

AMPK Alpha Polyclonal antibody 10929-2-AP 

Phospho-AMPK Beta 1 (Ser182) Recombinant monoclonal antibody 83924-1-RR 

Hamartin/TSC1 Polyclonal antibody 29906-1-AP 

Tuberin/TSC2 Polyclonal antibody 24601-1-AP 

RHEB Polyclonal antibody 15924-1-AP 

mTOR Monoclonal antibody 66888-1-Ig 

Phospho-mTOR (Ser2448) Monoclonal antibody 67778-1-Ig 

ULK1 Polyclonal antibody 20986-1-AP 

Beclin 1 Polyclonal antibody 11306-1-AP 

GAPDH Monoclonal antibody 60004-1-Ig 

HRP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG(H + L) SA00001-2 

HRP-conjugated Goat Anti-Mouse IgG(H + L) SA00001-1 

2.4. LC3 双标腺病毒细胞实验检测自噬和自噬流 

提前从−80℃冰箱中取出病毒原液，放冰上融化，使用前离心；将爬好的细胞爬片放入 6 孔板中，37℃
培养过夜，保证第二天进行病毒感染的时候细胞汇合率在 40%~50%左右；按最佳的 MOI 值(30 50 100)，
取适量病毒原液加入已含有 1 mL 完全培养液的 EP 管中混匀，感染前，吸去原培养基，沿壁加入上述稀

释后的病毒稀释液，37℃培养箱孵育；感染 4~6 h 后，吸去含病毒培养基，加入 2 mL 新鲜培养基，37℃
过夜培养；感染 24~48 h 后，在荧光显微镜下观察荧光表达情况，检测自噬和自噬流改变。 

2.5. 统计学分析 

所有数据均以均数±标准差表示，采用 SPSS 29.0 软件进行统计分析。多组间比较采用单因素方差分
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析，若方差齐性，组间两两比较采用 LSD 检验；若方差不齐，则采用 Dunnett’s T3 检验。两组间比较采

用独立样本 t 检验。以 P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 补阳还五汤加味含药血清抑制高糖诱导的自噬相关蛋白 Beclin-1 表达 

为明确药物对细胞自噬的影响，我们检测了自噬关键蛋白 Beclin-1 的表达。Western Blot 结果表明(图
1(a))，与空白对照组相比，高糖模型组 HRCECs 中 Beclin-1 蛋白表达水平显著上调(P < 0.05)。而经补阳

还五汤加味含药血清干预后，Beclin-1 的表达被显著抑制(P < 0.05)。空白血清组的 Beclin-1 表达与高糖模

型组相比无统计学差异，表明药物效应源于其活性成分而非血清本身。 
qPCR 检测结果(图 1(b))显示，Beclin-1 mRNA 表达变化趋势与 Western Blot 结果基本一致。与空白

对照组相比，高糖模型组 HRCECs 中 Beclin-1 mRNA 表达水平显著升高(P < 0.05)，提示高糖刺激可在转

录水平上诱导自噬相关基因表达。经补阳还五汤加味含药血清干预后，Beclin-1 mRNA 表达明显下降(P < 
0.05)，接近空白对照组水平，表明该药物可能通过抑制 Beclin-1 转录活性从而减弱自噬反应。空白血清

组 Beclin-1 mRNA 表达与高糖模型组相比无显著差异(P > 0.05)，证实血清本身对 Beclin-1 表达无明显影

响。 
 

 
Figure 1. (a) and (b): Western Blot and qPCR analysis of autophagy-related protein Beclin-1 expression 
图 1. (a)和(b)：Western Blot、qPCR 检测自噬相关蛋白 Beclin-1 表达情况 
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3.2. 补阳还五汤加味含药血清对 AMPK 磷酸化水平的影响 

为了探究补阳还五汤加味调控自噬的上游机制，我们采用 Western Blot 检测了各组细胞中 AMPK 的

磷酸化水平(p-AMPK/AMPK 比值)，结果如图 2(a)所示。高糖激活 AMPK：与空白对照组相比，高糖模型

组的 p-AMPK/AMPK 比值显著升高(P < 0.01)，提示高糖应激激活了 AMPK 信号通路，这与模型组 Beclin-
1 表达升高(自噬激活)相一致。与高糖模型组相比，补阳还五汤加味含药血清组的 p-AMPK/AMPK 比值

显著降低(P < 0.05)，降至接近空白对照水平。同时，空白血清组与模型组相比无显著性差异(P > 0.05)，
证实补阳还五汤加味能够特异性抑制高糖诱导的 AMPK 过度活化。AMPK 抑制剂组的 p-AMPK/AMPK
比值较模型组显著降低(P < 0.01)，验证了抑制剂的有效性。含药血清联合 AMPK 抑制剂组与单独含药血

清组相比无显著差异(P > 0.05)。qPCR 检测结果如图 2(b)所示，各组 HRCECs 中 AMPK mRNA 表达水平

总体变化不明显。与空白对照组相比，高糖模型组 AMPK mRNA 表达略有下降，但差异无统计学意义(P > 
0.05)。与高糖模型组相比，补阳还五汤加味含药血清组 AMPK mRNA 表达水平未见显著变化(P > 0.05)，
空白血清组亦无明显差异(P > 0.05)。在信号通路干预实验中，AMPK 抑制剂及 AMPK 激动剂处理均未显

著改变 AMPK mRNA 表达水平(P > 0.05)。此外，在 Rheb 沉默或 Rheb 过表达条件下，AMPK mRNA 表

达亦未发生明显变化(P > 0.05)。综上结果表明，各组间 AMPK mRNA 表达基本稳定，而 Western Blot 检
测到的 p-AMPK 水平变化提示补阳还五汤加味含药血清对 AMPK 信号通路的调控主要发生在蛋白磷酸

化水平的翻译后修饰阶段，而非转录水平。 
 

 
Figure 2. (a) and (b): Western Blot and qPCR analysis of AMPK phosphorylation level 
图 2. (a)和(b)：Western Blot 检和 qPCR 检测 AMPK 的磷酸化水平情况 
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3.3. 补阳还五汤加味含药血清对 mTOR 磷酸化水平的影响 

为进一步验证 AMPK/mTOR 通路在补阳还五汤加味调控自噬中的作用，我们检测了各组细胞中

mTOR 的磷酸化水平(p-mTOR/mTOR 比值)，结果如图 3(a)所示。高糖抑制 mTOR 活性：与空白对照组相

比，高糖模型组 p-mTOR/mTOR 比值显著降低(P < 0.001)，表明高糖环境下 mTOR 通路被抑制，这与

AMPK 活化、自噬启动的病理状态一致。含药血清恢复 mTOR 活性：与高糖模型组相比，补阳还五汤加

味含药血清组 p-mTOR/mTOR 比值显著升高(P < 0.05)，提示药物可恢复 mTOR 活性，从而抑制过度自

噬。AMPK 抑制剂激活 mTOR：AMPK 抑制剂组 p-mTOR/mTOR 比值较模型组显著升高(P < 0.01)，证实

抑制 AMPK 可解除其对 mTOR 的抑制。与高糖模型组相比，Rheb 沉默组的 p-mTOR/mTOR 比值显著降

低至 0.3 (P < 0.001)。在 Rheb 沉默的基础上联合 AMPK 激动剂处理后，p-mTOR/mTOR 比值进一步下降

(P < 0.001)。另一方面，Rheb 过表达联合含药血清处理组 p-mTOR/mTOR 比值升至 1.9 (P < 0.001)，显著

高于单独含药血清组(P < 0.01)。qPCR 检测结果如图 3(b)所示，各组 HRCECs 中 mTOR mRNA 表达水平

存在一定变化。与空白对照组相比，高糖模型组 mTOR mRNA 表达略有升高，但差异无统计学意义(P > 
0.05)。空白血清组与高糖模型组相比亦未见显著差异(P > 0.05)。与高糖模型组相比，补阳还五汤加味含

药血清组 mTOR mRNA 表达水平变化不明显(P > 0.05)。然而，AMPK 抑制剂处理后 mTOR mRNA 表达

显著升高(P < 0.05)，提示 AMPK 信号可能对 mTOR 转录具有一定调节作用。在 Rheb 相关干预实验中，

Rheb 沉默组 mTOR mRNA 表达较模型组略有下降，但差异无统计学意义(P > 0.05)；而 Rheb 过表达联合

含药血清处理后 mTOR mRNA 表达明显升高(P < 0.01)。此外，在 Rheb 沉默基础上加入 AMPK 激动剂处

理后，mTOR mRNA 表达水平未见明显恢复。总体而言，mTOR mRNA 表达变化趋势与蛋白磷酸化水平

并不完全一致，提示补阳还五汤加味含药血清对 mTOR 信号通路的调控可能主要发生在蛋白磷酸化等翻

译后修饰水平，而非单纯通过调节 mTOR 基因转录实现。 
 

 
Figure 3. (a) and (b): Western Blot and qPCR analysis of mTOR phosphorylation level 
图 3. (a)和(b)：Western Blot、qPCR 检测 mTOR 的磷酸化水平情况 
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3.4. Rheb 在介导含药血清效应中的关键作用 

为进一步观察 Rheb 在该信号调控过程中的作用，我们进行了功能增益与缺失实验。Western Blot 结
果(图 4(a))显示，在 Rheb 沉默条件下，含药血清对 p-mTOR 恢复及 Beclin-1 下调的作用明显减弱；而

Rheb 过表达联合含药血清处理组则表现出更高的 p-mTOR 水平及更低的 Beclin-1 表达。此外，在 Rheb
沉默的细胞中，外源性 AMPK 激动剂处理后 mTOR 磷酸化水平未见明显恢复。上述现象提示，Rheb 表

达状态参与了含药血清对 mTOR 信号及自噬相关蛋白的调节过程。qPCR 检测结果如图 4(b)所示，各组

HRCECs 中 Rheb mRNA 表达水平存在明显差异。与空白对照组相比，高糖模型组 Rheb mRNA 表达水平

略有升高，但差异无统计学意义(P > 0.05)；空白血清组与高糖模型组相比亦未见显著变化(P > 0.05)。在

Rheb 功能干预实验中，与高糖模型组相比，Rheb 沉默组中 Rheb mRNA 表达显著降低(P < 0.01)，表明

siRNA 转染能够有效抑制 Rheb 基因表达。在 Rheb 沉默的基础上给予 AMPK 激动剂处理，Rheb mRNA
表达仍维持较低水平(P < 0.01)，提示 AMPK 信号激活并不能逆转 Rheb 沉默所导致的表达下调。相反，

在 Rheb 过表达联合含药血清处理组中，Rheb mRNA 表达显著升高(P < 0.001)，表明 Rheb 过表达质粒转

染成功，并显著增强 Rheb 的转录水平。上述结果从转录水平验证了 Rheb 沉默及过表达实验的有效性，

并为进一步分析Rheb在补阳还五汤加味含药血清调控AMPK/mTOR信号通路中的作用提供了实验依据。 
 

 
Figure 4. (a) and (b): Western Blot and qPCR analysis of the key role of Rheb in mediating the effect of medicated serum 
图 4. (a)和(b)：Western Blot、qPCR 检测 Rheb 在介导含药血清效应中的关键作用情况 
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3.5. LC3 双标腺病毒细胞实验检测自噬和自噬流 

为直观评估补阳还五汤加味含药血清对自噬流的动态影响，我们采用 mRFP-GFP-LC3 双标腺病毒感

染 HRCECs，通过荧光共聚焦显微镜观察 LC3 斑点的形成与分布。在该系统中，GFP 荧光对酸性环境敏

感，自噬溶酶体中 GFP 淬灭而仅显红色荧光；自噬体则同时呈现黄色荧光(GFP 与 mRFP 共定位)。结果

如图 5所示：空白对照组细胞内可见少量黄色斑点(自噬体)和红色斑点(自噬溶酶体)，代表基础自噬水平。

高糖模型组中，黄色及红色斑点数量均显著增加(P < 0.01)，提示高糖诱导自噬流增强，自噬体形成与降

解均处于活跃状态。与高糖模型组相比，补阳还五汤加味含药血清组细胞内黄色及红色斑点数量均显著

减少(P < 0.05)，表明药物可抑制高糖诱导的过度自噬激活。定量分析显示(图 6)：含药血清干预后，平均

每个细胞的 LC3 斑点总数较高糖模型组减少约 60% (P < 0.01)，其中自噬体(黄色斑点)与自噬溶酶体(红
色斑点)的比例无明显改变，提示药物主要作用于自噬流的整体水平，而非单纯影响自噬体的形成或降解

某一环节。这一结果与 Beclin-1 表达下调相一致，共同证实补阳还五汤加味能够有效抑制高糖诱导的

HRCECs 过度自噬。 
 

 
Figure 5. Detection of autophagy and autophagic flux by LC3 double-labeled adenovirus 
图 5. LC3 双标腺病毒检测自噬和自噬流 

 

 
Figure 6. Detecting the effects of autophagy and autophagic flux using a dual-labeled LC3 adenovirus 
图 6. LC3 双标腺病毒检测自噬和自噬流的影响 
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4. 讨论 

本研究通过制备补阳还五汤加味含药血清，系统探讨了其对高糖环境下 HRCECs 的保护作用及机制。

主要发现该含药血清能通过抑制 AMPK 的过度磷酸化，经 Rheb 节点恢复 mTOR 信号活性，最终下调自

噬关键蛋白 Beclin-1 的表达。这一“抑制 AMPK-恢复 mTOR-抑制自噬”的作用链条，为理解该经典方

剂防治 DR 提供了新的微观机制解释。 
本研究采用含药血清作为干预介质，与多数直接使用中药水提液的研究在方法学上形成互补。水提

液含有大量未经代谢的原始成分，其效应可能更直接、强烈，但难以反映药物在体内的真实代谢转化与

多成分协同过程[9]。本研究发现，补阳还五汤加味的含药血清对 AMPK/mTOR 通路具有恢复平衡的调节

作用。这一发现提示，该复方经体内代谢后产生的活性成分群，其作用方式可能更为复杂，涉及多靶点

的网络化调节。这种基于体内代谢的药理特点，能够较好地解释含药血清研究与单纯水提液研究的结果

差异，也使其研究结论更具临床参考价值。 
尤为值得探讨的是，本研究发现补阳还五汤加味含药血清抑制了高糖诱导的 AMPK 过度激活，凸显

了中药复方多靶点、系统性调节的独特优势。在 DR 的持续高糖应激状态下，AMPK 的持续过度活化可

能是驱动细胞损伤的病理因素之一。补阳还五汤加味可能并非简单地抑制 AMPK，而是通过方中多组分

协同，将失衡的 AMPK/mTOR 信号网络恢复至生理稳态，体现了中药“以平为期”的治疗思想[10]。这

提示，对同一通路的“激活”或“抑制”并非绝对，关键在于其对调节细胞的稳态。在实验结果中，含

药血清联合 AMPK 抑制剂处理后，其 p-AMPK 水平与单独含药血清组相比未见显著差异，提示两者可能

在同一信号轴上发挥调节作用，有待未来在实验中进一步明确具体原因。 
本研究通过 siRNA 沉默与过表达实验，观察到 Rheb 表达变化与 mTOR 活性及自噬相关蛋白表达呈

一致性改变，提示 Rheb 可能在该信号调控过程中发挥重要调节作用。在 AMPK 与 mTOR 这对经典拮抗

分子的相互作用中，Rheb 扮演着核心“阀门”的角色。我们的数据显示，无论 AMPK 状态如何(被药物

抑制或被激动剂激活)，只要 Rheb 功能缺失，mTOR 活性就无法恢复，药物的保护效应也随之消失。这

些结果支持 Rheb 可能在含药血清调控 mTOR 信号及自噬过程中发挥重要作用。这一发现将药物效应的

机制定位从相对宽泛的“AMPK/mTOR 通路”进一步聚焦至 Rheb 这个关键靶点，为后续的精准靶标研

究提供了明确方向。 
本研究首次采用 mRFP-GFP-LC3 双标腺病毒技术，直观评估了补阳还五汤加味含药血清对高糖下

HRCECs 自噬流的影响。结果显示，含药血清干预后 LC3 荧光斑点数量显著减少，自噬体与自噬溶酶体

的比例未见明显偏移，提示药物并非单纯阻断自噬体的形成或降解，而是整体抑制了过度活跃的自噬流。

这一发现与 Beclin-1 表达下调的结果相互印证，共同构建了从自噬启动(Beclin-1)到自噬流动态(LC3 斑点)
的完整证据链。LC3 双标技术的应用克服了传统 Western Blot 仅能检测瞬时蛋白水平的局限，更真实地

反映了药物对自噬过程的动态调控效应。 
从 DR 的临床病理进程来看，视网膜微血管内皮细胞的进行性损伤是血–视网膜屏障破坏的始动环

节。自噬的过度激活是此过程的重要推手。本研究首次将补阳还五汤加味的保护作用与

“AMPK/Rheb/mTOR-自噬”轴明确关联，从细胞能量代谢与自噬稳态调控的角度，为其临床疗效提供了

创新的实验依据。这不仅深化了对益气活血法防治 DR 科学内涵的理解，更重要的是，Rheb 作为连接能

量感应与细胞生长信号的关键分子，其本身可能成为一个具有潜力的微血管保护干预新靶点，为中西医

学在 DR 防治领域的机制交叉与药物研发提供了新思路。值得注意的是，在 Rheb 过表达联合含药血清处

理的条件下，虽然 p-mTOR 水平显著升高，但 p-AMPK 水平亦出现一定程度的上调。按照经典

AMPK/mTOR 拮抗模型，mTOR 激活理论上应抑制自噬并减轻 AMPK 激活。然而，本研究中观察到 AMPK
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存在代偿性升高的现象，提示在高糖应激背景下，AMPK 与 mTOR 之间可能并非简单的线性抑制关系，

而存在复杂的动态调控机制。 
本研究同步检测了各关键分子的 mRNA 水平。结果显示，AMPK、mTOR 的 mRNA 表达在各组间无

明显差异，而其磷酸化水平显著改变，提示补阳还五汤加味主要调控这些核心激酶的翻译后修饰，而非

转录水平。这一特点使得药物能够快速响应细胞代谢状态的变化，实现对自噬的精细调节。相比之下，

Beclin-1 的 mRNA 与蛋白表达呈一致性变化，提示药物可能通过影响其转录活性或 mRNA 稳定性参与自

噬调控。上述多层次、多节点的调控模式，体现了中药复方多靶点作用的独特优势。 
既往研究表明，AMPK 与 mTORC1 之间存在双向负反馈调节环路，在能量稳态受到扰动时，mTOR

活性的增强可能通过代谢需求增加或 ROS 变化反向刺激 AMPK 激活，从而形成稳态调节机制。因此，

本研究所观察到的 AMPK 上调现象，可能反映了细胞在能量与合成代谢之间维持平衡的代偿性响应。该

推测仍需进一步通过能量代谢检测或时间序列实验加以验证。 
本研究亦存在一定局限。首先，结论源自细胞模型，虽能阐明直接机制，但无法完全模拟体内复杂

的神经血管单元微环境。未来需在 DR 动物模型中验证此通路在体内是否同样关键。其次，自噬是一个

动态过程，本研究主要检测了 Beclin-1 这一自噬启动标志物，未来结合 LC3-II/I 转换率检测、自噬流示

踪及电镜观察，将能更完整地刻画药物对自噬“流”的影响。此外，补阳还五汤加味如何具体调控 Rheb
的活性(如影响其 GTP/GDP 结合状态)尚不清楚，值得深入探究。最后，方中药效物质基础复杂，究竟是

何种成分或成分组合主导了该通路调节作用，是极具挑战性但也极具价值的后续研究方向。 

5. 结论 

本研究结果提示，补阳还五汤加味含药血清可能通过调节 AMPK/Rheb/mTOR 信号轴，参与高糖诱

导 HRCECs 自噬过程的调控。这一发现从细胞自噬稳态调控的角度，揭示了该方防治糖尿病视网膜病变

的潜在机制。 
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