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和厚朴酚调节 mTOR/HIF-1α/VEGF 信号通路对烟曲霉菌性角膜炎大鼠角
膜组织损伤的影响

王 敏 1，霍 楠 2，安伟乔 3，赵军波 2　（1. 邯郸市中心医院感染性疾病科，河北 邯郸 056001；2. 邯郸市中心医院眼科，河北 
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［摘 要］　目的　探究和厚朴酚（HNK）调节哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）/缺氧诱导因子-1α（HIF-1α）/血管内皮生长因子

（VEGF）信号通路对烟曲霉菌性角膜炎（AFK）大鼠角膜组织损伤的影响。方法　随机将SD大鼠分为Ctrl组（5 μL DMSO溶剂）、模型

组（5 μL DMSO 溶剂）、低剂量 HNK（L-HNK）组（2 μg/mL HNK）、中剂量 HNK（M-HNK）组（4 μg/mL HNK）、高剂量 HNK（H-HNK）组

（8 μg/mL HNK）和mTOR激活剂+H-HNK组（10 mg/kg MHY1485+8 μg/mL HNK）。除Ctrl组外，其余组均采用角膜接触镜法制备AFK
大鼠模型。裂隙灯显微镜下观察、评估角膜组织损伤程度；平板菌落计数法评估角膜组织中烟曲霉菌含量；HE染色观察角膜组织病

理学变化；ELISA 检测角膜组织中炎症因子白细胞介素（IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）水平；Western blot 测定角膜组织中

mTOR、HIF-1α、VEGF蛋白表达水平。结果　与 Ctrl组比较，模型组大鼠角膜组织损伤评分、菌落数及 IL-1β、TNF-α、IL-6表达增加

（P<0. 05），同时角膜胶原纤维排列紊乱、肿胀，大量炎性细胞浸润，坏死组织脱落；与模型组比较，L-HNK组、M-HNK组、H-HNK组大

鼠角膜组织损伤评分、菌落数及 IL-1β、TNF-α、IL-6表达减少（P<0. 05），角膜组织上述变化均减轻，且 H-HNK 组减轻最为明显；与

H-HNK组比较，mTOR激活剂+H-HNK组大鼠角膜组织损伤评分、菌落数及 IL-1β、TNF-α、IL-6表达增加（P<0. 05），角膜组织上述变

化均加重。与Ctrl组比较，模型组大鼠角膜组织中mTOR、HIF-1α、VEGF蛋白表达增加（P<0. 05）；与模型组比较，H-HNK组大鼠角膜

组织中上述蛋白表达均减少（P<0. 05）；与H-HNK组比较，mTOR激活剂+H-HNK组大鼠角膜组织中上述蛋白表达均增加（P<0. 05）。

结论　HNK能够减轻AFK大鼠角膜组织损伤，可能通过抑制mTOR/HIF-1α/VEGF信号通路而实现。
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Impact of honokiol on corneal tissue damage in rats with Aspergillus fumigatus keratitis by regulating mTOR/
HIF-1α/VEGF signaling pathway
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Handan Central Hospital， Handan Hebei 056001， China）

Abstract: Objective　To explore the impact of honokiol （HNK） on corneal tissue damage in rats with aspergillus fumigatus keratitis 
（AFK） by regulating mammalian target of rapamycin （mTOR）/hypoxia inducible factor-1α （HIF-1α）/vascular endothelial growth factor 
（VEGF） signaling pathway. Methods　SD rats were randomly divided into the Ctrl group （5 μL DMSO solvent）， model group （5 μL DMSO 
solvent）， low-dose HNK （L-HNK） group （2 μg/mL HNK）， medium-dose HNK （M-HNK） group （4 μg/mL HNK）， high-dose HNK 
（H-HNK） group （8 μg/mL HNK）， and mTOR activator+H-HNK group （10 mg/kg MHY1485+8 μg/mL HNK）.  Except for the Ctrl group， 
the AFK rat models were established by the corneal contact lens method in the other groups.  Slit-lamp microscopy was used to observe and 
evaluate the degree of corneal tissue damage. Plate colony counting was employed to assess aspergillus fumigatus content in corneal tissues.  
HE staining was performed to examine the histopathological changes in corneal tissues.  ELISA was utilized to detect the levels of 
inflammatory cytokines interleukin （IL）-1β， IL-6， and tumor necrosis factor alpha （TNF- α） in corneal tissues.  And Western blot was 
conducted to determine the protein expression levels of mTOR， HIF-1α， and VEGF in corneal tissues. Results　Compared with the Ctrl 
group， the model group showed increased corneal tissue injury scores， colony counts， and elevated expression of IL-1β， TNF-α， and IL-6 
（P<0. 05）， along with disordered collagen fiber arrangement， swelling， extensive inflammatory cell infiltration， and necrotic tissue 
shedding.  In contrast to the model group， the L-HNK group， M-HNK group and H-HNK group exhibited reduced corneal tissue injury 
scores， colony counts， and decreased expression of IL-1β， TNF-α， and IL-6 （P<0. 05），along with alleviated corneal tissue changes， the 
most pronounced in the H-HNK group.  Compared with the H-HNK group， the mTOR activator+H-HNK group showed increased corneal 
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tissue injury scores， colony counts， and elevated expression of IL-1β， TNF-α， and IL-6 （P<0. 05）， along with aggravated corneal tissue 
changes.  Compared with the Ctrl group， the model group demonstrated increased protein expression of mTOR，HIF-1α，and VEGF in the 
corneal tissue （P<0. 05）. Compared with the model group， the H-HNK group exhibited decreased expression of these proteins （P<0. 05）.  
Compared with the H-HNK group， the mTOR activator+H-HNK group showed increased expression of these proteins （P<0. 05）.
Conclusion　 HNK can alleviate corneal tissue damage in AFK rats， which may be achieved by inhibiting the mTOR/HIF-1α/VEGF 
signaling pathway.

Keywords: honokiol； mTOR/HIF-1α/VEGF signaling pathway； aspergillus fumigatus keratitis； corneal tissue damage

真菌性角膜炎（fungal keratitis，FK）是角膜炎的一

种，是导致视力丧失及失明的重要危险因素。FK由曲

霉菌、镰刀菌、念珠菌等主要致病真菌感染引起，其中

烟曲霉菌（aspergillus fumigatus，AF）为最常见的曲霉

菌之一[1]。除真菌的毒力作用外，炎症反应在 FK的发

生发展中亦起着关键作用，目前的治疗药物如两性霉

素B、伏立康唑等存在穿透力不足、毒副作用大等局限

性[2-3]。因此，开发新的抗真菌、抗炎药物具有重要临

床意义。

和厚朴酚（honokiol，HNK）是从传统中草药厚朴枝

皮、根皮中提取的天然双酚类物质，可发挥抗炎、抗肿

瘤、神经保护和抗菌等作用[4]。有研究报道，HNK 对

AF有明显的抑菌、杀菌作用，能够减轻AF诱导的角膜

炎的病变程度[5]，但其具体作用机制目前仍不清楚。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin,
mTOR)是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，与炎症、肿瘤发生

发展、组织增生及修复等诸多病理生理过程密切相

关 [6]，而 且 已 被 证 实 能 够 调 控 缺 氧 诱 导 因 子 -1α
（hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α）的表达[7]；而HIF-1α
被认为是具有转录活性的核蛋白，能够通过上调血管

内 皮 生 长 因 子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）的表达对缺氧适应、肿瘤生长、炎症发展等发

挥重要调节作用[8]。推测HIF-1α、VEGF等与烟曲霉菌

性角膜炎（aspergillus fumigatus keratitis ，AFK）的发生

发展具有一定的相关性，因此，本研究采用角膜接触

镜法制备AFK大鼠模型，探究HNK基于mTOR/HIF-1α/
VEGF 信号通路对 AFK 大鼠角膜组织损伤的调控

作用。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及AF菌种

176 只 SPF 级雌性 SD 大鼠，8 周龄，体质量（230±
15） g，由北京华阜康生物公司提供，裂隙灯检查排除

眼部疾患。在温度 23~26 ℃、湿度 45%~55%、12 h 光

照/黑暗模式下适应性喂养3 d后开始实验。

AF菌种（编号 3. 0772）购自中国微生物菌种保藏

中心，置于 Sabouroud 琼脂培养基中于 28 ℃培养箱内

孵育，当AF长满培养基时，刮取菌丝及孢子，并用PBS
冲洗菌面，调整 AF 悬浊液浓度为 1×108 CFU/mL，4 ℃
保存待用。

1. 2　试剂与仪器

主要试剂：HNK（上海雅吉生物科技公司）；

Sabouroud 琼脂培养基（广东环凯生物科技公司）；

mTOR 激活剂 MHY1485（MedChemExpress 公司）；HE
染色试剂盒（Solarbio 公司）；兔抗小鼠二抗（Abcam 公

司）；白细胞介素（interleukin，IL）-1β、肿瘤坏死因子 α
（tumor necrosis factor alpha,TNF-α）、IL-6 ELISA试剂盒

（Elabscience 公 司）；BCA 试 剂 盒 、RIPA 裂 解 液

（Beyotime公司）；小鼠抗大鼠 anti-mTOR、anti-HIF-1α、

anti-VEGF、anti-GAPDH一抗（Santa Cruz公司）。

主要仪器：S4 型裂隙灯显微镜（上海玉研科学仪

器公司）；Olympus CX23光学显微镜（上海普赫光电科

技公司）；Multiskan™ FC 酶标仪（赛默飞世尔科技公

司）；GenoSens 1860凝胶成像分析系统（上海臻诺生物

公司）。

1. 3　实验分组

将大鼠随机分为 Ctrl 组、模型组、低剂量 HNK
（L-HNK）组、中剂量 HNK（M-HNK）组、高剂量 HNK
（H-HNK）组和 mTOR 激活剂+H-HNK 组，Ctrl 组、模型

组、H-HNK 组、mTOR 激活剂 +H-HNK 组各 32 只，

L-HNK、M-HNK组各24只。

1. 4　AFK模型制备及干预

参照文献[9]制备 AFK 模型：2% 戊巴比妥钠麻醉

大鼠，双眼滴注 1% 盐酸丁卡因，用直径 4 mm 环钻刮

除左眼中央角膜上皮，予以直径6 mm软性角膜接触镜

覆盖，将 1×108 CFU/mL AF 悬浊液注入镜片与角膜层

之间，用氧氟沙星眼膏涂抹结膜囊，并缝合上下眼睑。

9 h 后移除软性角膜接触镜，完成 AFK 模型制备。右

眼不做任何处理。

完成模型制备 1 h 后，根据分组进行给药干预。
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L-HNK组、M-HNK组、H-HNK组大鼠分别于左眼滴注

2、4、8 μg/mL HNK[5]，每次 5 μL，每天 1 次，持续 5 d；
mTOR 激活剂 +H-HNK 组大鼠于左眼滴注 5 μL 的

8 μg/mL HNK，于腹腔注射 10 mg/kg MHY1485，每天

1 次，持续 5 d。Ctrl 组、模型组大鼠滴注 5 μL DMSO
溶剂。

1. 5　裂隙灯显微镜下观察、评估角膜组织损伤程度

于末次给药 2 h 后，参照文献[10]，于裂隙灯显微

镜下观察、评估角膜组织损伤程度，包含溃疡面积、浑

浊程度、溃疡形态 3 项指标。溃疡面积：1%~25% 计

1 分；>25%~50% 计 2 分；>50%~75% 计 3 分；>75%~
100%计 4分。浑浊程度：虹膜纹理尚清，可见瞳孔，轻

度浑浊，计 1分；可见虹膜，较浑浊，计 2分；不见虹膜，

不均匀浑浊，计 3 分；均匀重度浑浊，计 4 分。溃疡形

态：轻度不规则，计 1 分；轻度水肿不规则，计 2 分；重

度水肿，后弹力层膨出或龛样溃疡，计 3 分；穿孔，计

4 分。3 项指标评分相加即为总评分（3~12 分），评分

越高，角膜组织损伤越严重。

评估结束后处死大鼠，摘取角膜组织，分别随机

选取8只角膜用于后续检测。

1. 6　平板菌落计数法评估角膜组织中AF含量

将角膜组织置于 1 mL PBS中用研磨棒磨碎，而后

均匀涂布于 Sabouroud 琼脂培养基上，37 ℃恒温孵育

48 h后，计数培养基上的菌落数。

1. 7　HE染色观察角膜组织病理学变化

4%多聚甲醛固定角膜组织 24 h，脱水、浸蜡后，制

作4 μm切片，脱蜡至水后进行苏木素-伊红染色，封片

后用显微镜观察、拍照。

1. 8　ELISA测定角膜组织炎症因子水平

将角膜组织用 PBS匀浆，离心，取上清液，按照说

明书操作用 ELISA 试剂盒测定 IL-1β、IL-6、TNF- α
含量。

1. 9　Western blot测定角膜组织mTOR、HIF-1α、VEGF
蛋白表达

用 RIPA 裂解液从角膜组织中提取总蛋白，BCA
法定量后变性，通过凝胶电泳分离蛋白，转膜、封闭

后，加入兔抗大鼠 anti-mTOR、anti-HIF-1α、anti-VEGF、
anti-GAPDH 一抗于 4 ℃过夜孵育，加入山羊抗兔二抗

室温孵育 1 h，ECL发光液显示蛋白印迹，用 Image J软
件进行定量分析。

1. 10　统计学分析

采用 SPSS 25. 0软件进行统计学分析。计量资料

用均数±标准差（x̄±s）表示，组间比较行单因素方差分

析，进一步两两比较行 SNK-q检验。P<0. 05为差异有

统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠角膜组织损伤程度

与 Ctrl 组比较，模型组大鼠表现为弥漫性角膜水

肿、溃疡和炎症，经不同剂量HNK干预后，溃疡趋于愈

合，病灶区域缩小，炎症减轻，见图 1。与 Ctrl组比较，

模型组大鼠角膜组织损伤评分显著增加（P<0. 05）；与

模型组比较，L-HNK 组、M-HNK 组、H-HNK 组大鼠角

膜组织损伤评分减少（P<0. 05），且为剂量效应关系；

与 H-HNK 组比较，mTOR 激活剂+H-HNK 组大鼠角膜

组织损伤评分增加（P<0. 05），见图2。

图1　各组角膜组织外观
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2. 2　各组角膜组织菌落数

与 Ctrl 组比较，模型组大鼠角膜组织菌落数显著

增加（P<0. 05）；与模型组比较，L-HNK组、M-HNK组、

H-HNK组大鼠角膜组织菌落数减少（P<0. 05），且为剂

量效应关系；与H-HNK组比较，mTOR激活剂+H-HNK
组大鼠角膜组织菌落数增加（P<0. 05），见图3。
2. 3　各组角膜组织病理学变化

Ctrl组角膜上皮完整，无炎性细胞浸润；模型组角

膜胶原纤维排列紊乱、肿胀，大量炎性细胞浸润，坏死

组织脱落；与模型组比较，L-HNK 组、M-HNK 组、

H-HNK 组上述变化均减轻，且 H-HNK 组减轻最为明

显；与H-HNK组比较，mTOR激活剂+H-HNK组上述变

化有所加重，见图4。
2. 4　各组角膜组织中炎症因子水平

与 Ctrl 组比较，模型组大鼠角膜组织中 IL-1β、

TNF- α、IL-6 表达增加（P<0. 05）；与模型组比较，

L-HNK 组、M-HNK 组、H-HNK 组大鼠角膜组织中

IL-1β、TNF-α、IL-6表达减少（P<0. 05），且为剂量效应

关系；与H-HNK组比较，mTOR激活剂+H-HNK组大鼠

角膜组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6 表达增加（P<0. 05），

见图5。

2. 5　各组角膜组织中 mTOR/HIF-1α/VEGF 信号通路

相关蛋白表达水平

与 Ctrl 组比较，模型组大鼠角膜组织中 mTOR、

HIF-1α、VEGF 蛋白表达增加（P<0. 05）；与模型组比

较，H-HNK 组大鼠角膜组织中 mTOR、HIF-1α、VEGF
蛋白表达减少（P<0. 05）；与 H-HNK 组比较，mTOR 激

活剂+H-HNK 组角膜组织中 mTOR、HIF-1α、VEGF 蛋

白表达增加（P<0. 05），见图6。

*：：与 Ctrl 组比较，P<0.05；#：与模型组比较，P<0.05；△：与

L-HNK 组比较，P<0.05；▲：与 M-HNK 组比较，P<0.05；□：与

H-HNK组比较，P<0.05
图2　各组角膜组织损伤评分

*：：与 Ctrl 组比较，P<0.05；#：与模型组比较，P<0.05；△：与

L-HNK 组比较，P<0.05；▲：与 M-HNK 组比较，P<0.05；□：与

H-HNK组比较，P<0.05
图3　各组角膜组织菌落数

图4　各组角膜组织病理学变化（×200）
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3　讨论

FK 与多种风险因素相关，如长期佩戴隐形眼镜、

农业相关性眼外伤、抗生素或激素的不合理使用等，

真菌毒力作用和炎症反应为 FK 的两个关键致病机

制，若未得到及时有效控制，可发展为角膜穿孔、眼内

炎，甚至致盲，威胁患者身心健康[1]。当前主要采用广

谱抗真菌药、免疫抑制药治疗 FK，但存在疗效不理想

且毒副作用大的局限性[11]。因此，探索疗效更佳、安全

无毒的新药意义重大。

HNK是传统中药厚朴的主要活性成分之一，为一

种小分子双酚类化合物，可以有效抑制炎症、抗肿瘤、

抗血管新生、保护神经[12]。越来越多的研究表明，HNK
亦具有明显的抑菌作用[12-13]。此外，Zhan 等[5]报道，

HNK 能够在 AFK 中发挥抗真菌、抗炎作用，能够抑制

AF活性，减少炎性细胞浸润，降低促炎因子表达，具有

治疗 AFK 的潜在价值，但其具体作用机制尚未可知。

本研究结果显示，与Ctrl组比较，模型组大鼠角膜组织

损伤评分、菌落数及 IL-1β、TNF-α、IL-6 表达增加，角

膜胶原纤维排列紊乱、肿胀，大量炎性细胞浸润，经

L-HNK、M-HNK、H-HNK 干预后角膜组织上述变化均

减轻，且H-HNK减轻最为明显，提示HNK可减轻AFK
大鼠炎症，改善角膜损伤，且高剂量作用更显著，故选

取H-HNK探究其药理机制。

mTOR 广泛表达于各种生物细胞中，能够通过整

合生长因子、能量及营养等多种细胞外信号调控下游

细胞因子的表达，从而参与炎症、组织损伤/修复、肿瘤

进展等病理生理过程[14]。HIF-1α 是机体在缺氧状态

时的关键转录调节因子之一，可影响能量代谢、促进

炎症进展、调节血管张力等，且多项研究证实 HIF-1α
是受 mTOR 调控的下游细胞因子[15-16]。VEGF 是组织

生长与修复所必需的因子，其表达水平可被HIF-1α诱

导与调控[17-18]。Li等[19]报道，大黄素可通过下调mTOR/
HIF-1α/VEGF 信号通路降低脂多糖导致的急性肺损

伤大鼠肺部炎症反应。Zhong 等[20]报道，激活 mTOR/
HIF-1α/VEGF 信号通路可促进慢性鼻窦炎伴鼻息肉

的病情进展。本研究结果显示，与Ctrl组比较，模型组

角膜组织中mTOR、HIF-1α、VEGF蛋白表达增加，表明

*：：与 Ctrl 组比较，P<0.05；#：与模型组比较，P<0.05；△：与 L-HNK 组比较，P<0.05；▲：与 M-HNK 组比较，P<0.05；□：与 H-HNK 组比

较，P<0.05
图5　各组角膜组织中炎症因子水平

a：Western blot条带图；b：蛋白定量统计    *：与Ctrl组比较，P<0.05；#：与模型组比较，P<0.05；△：与H-HNK组比较，P<0.05
图6　各组角膜组织中mTOR/HIF-1α/VEGF信号通路相关蛋白表达水平
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mTOR/HIF-1α/VEGF 信号通路参与大鼠 AFK 的发生

发展；而经H-HNK干预后，上述蛋白表达减少；随后本

研究在H-HNK干预的同时给予mTOR激活剂干预，结

果发现，上述蛋白表达增加，同时大鼠角膜组织损伤

评分、菌落数及 IL-1β、TNF-α、IL-6 表达增加，病理改

变加重，即 HNK对 AFK大鼠的改善作用被削弱，证实

抑制 mTOR/HIF-1α/VEGF 信号通路为 HNK 的药理

机制。

综上所述，HNK 可能通过下调 mTOR/HIF-1α/
VEGF 信号通路减轻 AFK 大鼠角膜组织损伤，这为未

来开发HNK治疗AFK的新药提供了理论依据。
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