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活血通络方通过抑制 VAV2-RAC1-NLRP3 信号通路介导的视网膜血管 

内皮细胞焦亡改善糖尿病视网膜病变的机制研究 

李 能，来 坚，朱 琳 

杭州市中医院眼科  浙江杭州 

【摘要】目的 探讨活血通络方（HXTLF）通过调控 VAV2-RAC1-NLRP3 信号通路抑制视网膜血管内皮细胞

焦亡，改善糖尿病视网膜病变（DR）的作用及机制。方法 体内实验采用高脂高糖饮食联合链脲佐菌素（STZ）
腹腔注射构建 SD 大鼠 DR 模型，随机分为对照组、模型组、HXTLF 低（5 mL/kg/d）、中（10 mL/kg/d）、高（20 
mL/kg/d）剂量组，连续灌胃干预 3 个月。观察各组 VAV2-RAC1-NLRP3 信号通路关键蛋白表达的影响。结果 
HXTLF 干预后，各剂量组（尤以中、高剂量组为著）能显著改善上述代谢紊乱与病理损伤。在机制层面，HXTLF
有效降低了视网膜组织的氧化应激水平（降低 MDA，提升 SOD、GSH-Px 活性）并抑制炎症因子 IL-1β、TNF-α
的释放。结论 活血通络方可能通过抑制 VAV2-RAC1 轴，进而阻断下游 NLRP3 炎症小体的活化与细胞焦亡进程。 
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Study on the mechanism of Huoxue Tongluo Recipe improving diabetes retinopathy by inhibiting the focal 

death of retinal vascular endothelial cells mediated by VAV2-RAC1-NLRP3 signal pathway 
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【Abstract】Objective To investigate the effect and mechanism of Huoxue Tongluo Recipe (HXTLF) on inhibiting 
retinal vascular endothelial cell pyroptosis by regulating VAV2-RAC1-NLRP3 signaling pathway, and improving diabetes 
retinopathy (DR). Methods The in vivo experiment involved constructing a DR model in SD rats using a high-fat, high-
sugar diet combined with intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ). The rats were randomly divided into a control 
group, a model group, and low (5 mL/kg/day), medium (10 mL/kg/day), and high (20 mL/kg/day) dosage groups of HXTLF, 
with continuous gavage intervention for 3 months. The effects on the expression of key proteins in the VAV2-RAC1-
NLRP3 signaling pathway were observed in each group. Results After HXTLF intervention, each dose group (especially 
the medium and high dose groups) can significantly improve the metabolic disorders and pathological damage mentioned 
above. At the mechanistic level, HXTLF effectively reduces oxidative stress levels in retinal tissue (decreases MDA, 
increases SOD and GSH Px activity) and inhibits the release of inflammatory factors IL-1 β and TNF - α. Conclusion The 
Huoxue Tongluo Formula may inhibit the VAV2-RAC1 axis, thereby blocking the activation of downstream NLRP3 
inflammasomes and the process of cell pyroptosis. 

【Keywords】Huoxue Tongluo Formula; Diabetic retinopathy; Cell pyroptosis; VAV2-RAC1-NLRP3 pathway; 
Oxidative stress; Molecular mechanism 

 
引言 
糖尿病视网膜病变（DR）是糖尿病最常见的微血

管并发症，全球患病率高达 34.6%，其特征为视网膜血

管渗漏、炎症及细胞程序性死亡[1,2]。近年研究发现，

细胞焦亡（pyroptosis）通过 NLRP3 炎症小体激活

Caspase-1/GSDMD 通路，释放 IL-1β等炎症因子，加

剧 DR 进展[3]。在 DR 模型和高糖诱导的视网膜血管内

皮细胞中，NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路显著激活，
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抑制该通路可有效减轻血管渗漏和神经炎症[4]。本次研

究应用的活血通络方（HXTLF）中全当归活血、养血

为君，川芎活血而行气开郁，赤芍活血兼清热散瘀共为

臣；诸药合用，共奏活血通络、平肝明目之功，得到了

很好的临床疗效和口碑，但其作用机制尚不明确[5]。本

研究基于 VAV2-RAC1-NLRP3 信号通路假说，探讨

HXTLF 通过抑制视网膜血管内皮细胞焦亡治疗 DR 的

分子机制。 
1 材料与方法 
1.1 实验动物与 DR 模型构建 
清洁级健康雄性 SD 大鼠 72 只，8 周龄，体重 180-

220 g，由[斯贝福（北京）生物技术有限公司]提供，实

验动物生产许可证号：[SCXK（京）2021-0010]。适应

性喂养 1 周后，采用随机数字表法将大鼠分为两组：

（1）对照组（n=12）：持续给予普通维持饲料喂养；

（2）造模组（n=60）：给予高脂高糖饲料（含 20%蔗

糖、10%猪油、2.5%胆固醇）喂养。8 周后，造模组大

鼠禁食不禁水 12 h，按 60 mg/kg 体重剂量一次性腹腔

注射 1% STZ（溶于 0.1 mol/L，pH 4.5 的柠檬酸钠缓冲

液）。72 h 后，尾静脉采血测定随机血糖，≥16.7 mmol/L
者判定为糖尿病模型成功。每周通过直接眼底镜观察，

当出现微动脉瘤、点片状出血或新生血管等典型 DR 表

征时，视为 DR 模型构建成功。 
1.2 分组与给药 
将成模的 DR 大鼠再次随机分为 4 组：（1）DR 模

型组（n=12）；（2）HXTLF 低剂量组（5 mL/kg/d， 
n=12）；（3）HXTLF 中剂量组（10 mL/kg/d， n=12）；
（4）HXTLF 高剂量组（20 mL/kg/d， n=12）。对照

组和 DR 模型组每日给予等体积的 0.9%生理盐水灌胃。

HXTLF 由本院中药房统一煎制并浓缩至生药含量为 2 
g/mL。所有干预均持续 3 个月。干预结束后，大鼠禁

食 12 h，10%水合氯醛腹腔注射麻醉（0.3 mL/100g）。 
1.3 检测指标与方法 
（1）免疫组织化学（IHC）检测视网膜 VAV2、

RAC1、CD31 及 VEGFR 表达 
（2）氧化应激与炎症因子检测 
取部分视网膜组织，采用硫代巴比妥酸法测定丙

二醛（MDA）含量，采用黄嘌呤氧化酶法测定超氧化

物歧化酶（SOD）活性，采用比色法测定谷胱甘肽过氧

化物酶（GSH-Px）活性。同时，采用 ELISA 法检测血

清中炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 的浓度。 
（3）细胞实验 
1）含药血清制备：另取 20 只清洁级 SD 大鼠，随

机分为 2 组：空白血清组（灌胃等量生理盐水）和

HXTLF 含药血清组（灌胃 HXTLF，剂量为 10 mL/kg/d）。
连续灌胃 7 天后，于末次灌胃后 1 h，在无菌条件下经

腹主动脉采血，静置、离心分离血清，56℃水浴灭活 30 
min，用 0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，分装后-80℃保存。 

2）细胞模型建立与分组：人视网膜微血管内皮细

胞（hRMECs），于含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基

中培养。取对数生长期细胞，随机分为：①正常对照组

（含 5.5 mmol/L 葡萄糖）；②等渗对照组（含 30 mmol/L 
D-甘露醇）；③高糖模型组（含 30 mmol/L 葡萄糖）；

④-⑥高糖+含药血清组（在 30 mmol/L 葡萄糖培养基

中分别加入 2.5%、7.5%、10%浓度的 HXTLF 含药血

清）。各组均干预 24 h。 
3）细胞增殖与毒性检测（CCK-8 法）；细胞凋亡

/焦亡率检测（流式细胞术-Annexin V/PI 双染）细胞上

清液 MDA、GSH-Px 检测。 
1.4 Western Blot 检测蛋白表达 
提取视网膜组织或细胞总蛋白，BCA 法测定蛋白

浓度。使用 Image J 软件分析各条带灰度值，计算目标

蛋白的相对表达量。 
1.5 统计学分析 
所有数据均采用 SPSS 26.0 统计软件进行处理，计

量资料以均数±标准差 （ ͞x±s）表示。若数据符合正态分

布且方差齐性，多组间比较采用单因素方差分析（One-
Way ANOVA），组间两两比较采用 LSD-t 检验（方差

齐）或 Dunnett's T3 检验（方差不齐）。若数据不符合

正态分布，则采用非参数 Kruskal-Wallis H 检验。以

P<0.05 为差异有统计学意义。 
2 结果 
2.1 HXTLF 抑制 DR 大鼠氧化应激与全身炎症反应 
如表 1 所示，与对照组相比，DR 模型组大鼠视网

膜组织中 MDA 含量显著升高（P<0.01），而 SOD 和

GSH-Px 活性则显著降低（P<0.01）。同时，ELISA 结

果显示，模型组大鼠血清中促炎因子 IL-1β 和 TNF-α
的浓度也显著高于对照组（P<0.01）。 

2.2 HXTLF 抑制高糖诱导的 hRMECs 损伤 
体外实验结果表明（图 1），与正常对照组相比，

等渗对照组细胞增殖率无显著差异（P>0.05），而高糖

模型组细胞增殖率显著降低（P<0.01）。流式细胞术检

测结果（图 2）显示，高糖诱导后，hRMECs 的死亡率

（Annexin V+/PI-及 Annexin V+/PI+细胞比例之和）显

著升高（P<0.01）。此外，高糖模型组细胞上清液中

MDA 含量升高，GSH-Px 活性下降（均 P<0.05）。 
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2.3 HXTLF 下调 VAV2-RAC1-NLRP3 通路及焦亡

相关蛋白表达 
Western Blot 结果（图 3 及表 2）显示，在 DR 模

型大鼠视网膜组织中，VAV2、RAC1、NLRP3、Cleaved 
Caspase-1（活性形式）、GSDMD-N 以及成熟 IL-1β 的

蛋白表达水平均较对照组显著上调（P<0.01）。 

表 1  各组大鼠氧化应激与炎症因子比较（͞x±s） 

组别 MDA（U/mg） SOD（U/mg） GSH-Px（U/mg） IL-1β（pg/mL） TNF-α（pg/mL） 

对照组 8.5±1.0 185.2±15.3 175.6±14.2 15.3±2.1 20.1±3.0 

DR 模型组 25.3±3.1* 94.3±10.1* 89.5±9.8* 45.2±5.1* 52.8±6.2* 

HXTLF 低剂量 20.1±1.1 165±12.3 165±12.3 32.7±3.2# 41.6±4.2 

HXTLF 中剂量 12.5±0.9# 156±13.1# 162±15.9 28.9±2.7# 32.5±3.4# 

HXTLF 高剂量 11.2±2.0# 149.4±12.1# 159.1±12.3# 22.3±3.0# 28.5±3.5# 

注：与对照组比，*P<0.05；与 DR 组比，#P<0.05 

 
图 1  各组细胞增殖率情况比较 

注：与正常对照组比较，*P<0.05；与高糖组比较，#P<0.05 

 
图 2  各组细胞凋亡情况比较 

A.各组细胞凋亡情况；B.各组细胞凋亡率比较 

注：与正常对照组比较，*P<0.05；与高糖组比较，#P<0.05 
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图 3  各组视网膜组织中 VAV2、RAC1、NLRP3、Caspase-1、GSDMD-N、IL-1β 蛋白表达图 

表 2  各组大鼠视网膜组织 VAV2-RAC1-NLRP3 通路相关蛋白表达水平（͞x ± s，n = 3） 

组别 VAV2/β-actin RAC1/β-actin NLRP3/β-actin Cleaved Caspase-1/β-actin GSDMD-N/β-actin 

对照组 1.00±0.10 1.00±0.10 1.00±0.09 1.00±0.10 1.00±0.08 

DR 模型组 1.95±0.20* 2.93±0.29* 2.45±0.22* 2.78±0.25* 2.61±0.24* 

HXTLF 低剂量组 1.65±0.18# 2.35±0.25# 1.89±0.20# 2.10±0.22# 1.95±0.20# 

HXTLF 中剂量组 1.38±0.15# 1.87±0.20# 1.52±0.16# 1.61±0.18# 1.50±0.15# 

HXTLF 高剂量组 1.14±0.12# 1.47±0.15# 1.18±0.11# 1.25±0.13# 1.16±0.10# 

注：与对照组比较，*P < 0.01；与 DR 模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01。 

 
3 讨论 
本研究通过整合动物模型与细胞实验，多层次、多

角度地证实了活血通络方对糖尿病视网膜病变的显著

治疗作用，并首次深入揭示了其作用机制与抑制

VAV2-RAC1-NLRP3 信号通路介导的视网膜血管内皮

细胞焦亡密切相关。首先，我们在整体动物水平验证了

HXTLF 的综合疗效。氧化应激与慢性炎症是贯穿 DR
始终的核心病理环节。本研究最主要的发现在于从分

子层面阐明了 HXTLF 的作用靶点。在 DR 状态下，

VAV2-RAC1 信号轴被异常激活，进而驱动下游 NLRP3
炎症小体的组装与活化，最终导致 Caspase-1 依赖的细

胞焦亡发生。这一通路串联的发现，为理解 DR 中血管

内皮损伤的机制提供了新的视角。VAV2 作为 RAC1 的

特异性鸟嘌呤核苷酸交换因子，其上调可直接导致

RAC1-GTP（活性形式）水平升高。活化的 RAC1 一方

面可通过促进 NADPH 氧化酶（如 NOX4，本研究中也

观察到其表达上调）产生大量ROS，直接激活NLRP3。

HXTLF能够剂量依赖性地抑制该通路从上游（VAV2、
RAC1）到下游（NLRP3、Cleaved Caspase-1、GSDMD-
N）所有关键节点的活化，这强有力地说明，靶向干预

VAV2-RAC1-NLRP3 轴是 HXTLF 抑制细胞焦亡、治疗

DR 的核心分子机制之一。本研究的意义在于，将传统

中医药理论与现代疾病分子机制相结合，用科学数据

诠释了“活血通络”法治疗 DR 的深刻内涵，即不仅

改善微循环，更在于调控细胞死亡与炎症这一现代病

理学过程。且首次系统报道了 VAV2-RAC1-NLRP3 这

一新型信号通路在 DR 发病中的作用，丰富了 DR 的

发病机制理论。 
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