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摘要：【目的】已有研究表明黑米花色苷的主要成分矢车菊素-3-葡萄糖苷（cyanidin-3-glucoside，C3G）对视网

膜和视网膜色素上皮（retinal pigmented epithelium，RPE）细胞具有保护作用，目前缺乏 C3G 缓解干眼（dry 

eye disease，DED）的体内研究证据，限制了其在眼表疾病中的应用，因此该研究旨在探究 C3G 对大鼠 DED

的保护效果。【方法】将 24 只 Wistar大鼠随机分为 3 组：对照组、模型组、C3G 组。采用氢溴酸东莨菪碱构建

DED 动物模型，模型组和 C3G 组大鼠每日注射 4 次氢溴酸东莨菪碱，共 28 d。C3G 组大鼠在造模的同时灌

胃 C3G（50 mg/kg）。每周测量大鼠 DED 指标，包括泪液分泌量和荧光素钠染色。干预后第 28 天，取大鼠角

膜和结膜组织，检测角膜炎症因子水平，并对角膜和结膜进行病理学分析。【结果】与对照组相比，模型组大

鼠泪液分泌量显著减少，角膜荧光素染色评分显著升高，同时角膜组织中肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）基因和白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）基因的 mRNA 相对表达量上调（P<0.05），角膜细胞

排列紊乱、基质层较疏松，结膜杯状细胞数量减少。与模型组相比，C3G 组大鼠泪液分泌量显著升高，角膜

荧光素染色评分显著降低，角膜组织中 TNF-α和 IL-6 基因的 mRNA 相对表达量下调（P<0.05），角膜细胞排

列紧密，结膜杯状细胞数量增加。【结论】C3G 具有缓解 DED 大鼠角膜和结膜组织损伤的  作用，为开发含有

黑米花色苷的护眼功能食品提供了理论依据。
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Abstract: [Objective] Studies have shown that cyanidin-3-glucoside (C3G), the main component of black rice 

anthocyanins, exhibits protective effects on retina and retinal pigment epithelium (RPE) cells. However, there is a 
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lack of in vivo evidence regarding the efficacy of C3G in alleviating dry eye disease (DED), which limits its 

application in ocular surface disorders. This study aims to investigate the protective effects of C3G on DED in 

rats. [Method] 24 Wistar rats were randomly assigned into control, model, and C3G groups. In model and C3G 

groups, a DED model was established by subcutaneous injection of scopolamine hydrobromide (4 times daily for 

28 d). The C3G group was administered 50 mg/kg C3G by gavage during the modeling period. DED parameters, 

including tear secretion and fluorescein sodium staining, were measured weekly. On day 28, corneal and 

conjunctival tissue samples were collected to assess inflammatory cytokine levels and histopathological changes. 

[Result] Compared with the control group, the model group showed reduced tear secretion, increased corneal 

fluorescein staining scores, upregulated mRNA relative expression levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and 

interleukin-6 (IL-6) genes(P<0.05), disarrangement of corneal cells, loose stromal layers, and decreased goblet 

cells in the conjunctival tissue. Compared with the model group, the C3G group showed elevated tear secretion, 

reduced fluorescein staining scores, downregulated mRNA relative expression levels of TNF-α and IL-6 genes (P<

0.05), tightly arranged corneal cells and increased goblet cells in the conjunctival tissue. [Conclusion] C3G has 

the effect of alleviating corneal and conjunctival tissue damage in DED rats, which provides a theoretical basis 

for the development of functional food containing black rice anthocyanins for eye protection.

Keywords: black rice; anthocyanin; cyanidin-3-glucoside; dry eye disease; inflammation

花色苷是一种广泛分布于深色果蔬和谷物中

的黄酮类化合物，因其显著的抗氧化、抗炎特性以

及潜在的神经保护作用，在多种眼部疾病的改善

中展现出良好的应用前景［1-2］。黑米作为天然植物

色素的重要来源，因其食用安全性高，在功能性食

品原料领域得到了较为广泛的应用［3］。在黑米所

含的花色苷中，矢车菊素 -3-葡萄糖苷（cyanidin-3-

glucoside，C3G）是最主要的花色苷［4］。花色苷对

视网膜的多种细胞均具有保护作用［5-6］，其中 C3G

对 视 网 膜 色 素 上 皮（retinal pigment epithelium，

RPE）细胞具有显著的抗氧化和抗衰老作用［7］。

C3G 通过调节细胞凋亡，抑制血管内皮生长因子

的异常表达以及调节炎症因子的释放，抑制脂质

过氧化物诱导的 RPE 细胞损伤［8］。除视网膜疾病

外，C3G 是否能改善眼表疾病尚待探索。

干眼（dry eye disease，DED）是一种多因素引

发的眼科常见病，其病理机制复杂多样，主要包括

眼表炎症反应、泪液渗透压异常升高、泪膜稳态失

衡以及神经调节功能障碍等［9］。DED 可引起多种

眼部症状，例如干燥、灼热和视力模糊等，影响患

者的健康和生活质量。我国 5~89 岁人群中，DED

的患病率为 31.40%，年龄与 DED 患病率呈正相

关，其中 5~9 岁人群的患病率为 16.36%，85~89 岁

人群的患病率为 61.71%［10］。目前临床治疗 DED

的策略以促进泪液分泌和抑制炎症反应为主。

多酚类化合物因其抗氧化和免疫调节功能，

在缓解眼表损伤方面表现出良好的效果［11-12］。有

研究表明，C3G 可以减轻可见光诱导的青紫蓝兔

视网膜细胞凋亡并对 HNE 诱导的 RPE 细胞凋亡

具有保护作用［8］，C3G 通过抑制内质网应激和激

活 Nrf2 通路增强 RPE 细胞的屏障功能［13］。 Liu

等［14］研究表明，C3G 通过抑制 MAPK 通路和维持

鞘脂平衡，能有效缓解蓝光诱导的 RPE 细胞脂质

过氧化和线粒体凋亡。尽管 C3G 对视网膜/RPE

层的保护作用已被证实，但其对眼表损伤和 DED

的调控效果尚不明确。DED 模型中泪腺组织氧化

损伤和杯状细胞凋亡与 ROS过度积累及 NF-κB 通

路激活密切相关，C3G 可通过激活 Nrf2 通路增强

内源性抗氧化能力，并抑制促炎因子的表达［15］。

然而，目前缺乏 C3G 缓解 DED 的体内研究证据，

C3G 能否通过调节泪腺分泌、杯状细胞存活及角

膜炎症来改善眼表功能仍需系统研究。本研究以

氢溴酸东莨菪碱诱导大鼠 DED 模型，探究 C3G 对

大鼠 DED 的保护效果，以期为开发具有护眼功能

的黑米花色苷产品提供科学依据和理论支持。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

SPF 级雌性 Wistar 大鼠（体质量 180~200 g）：

北京维通利华实验动物技术有限公司；C3G（纯度

99.28%）：南京景竹生物科技有限公司；氢溴酸东

莨菪碱：上海阿拉丁生化科技股份有限公司；泪液
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检测酚红棉线、荧光素钠眼科检测试纸：天津晶明

新技术开发有限公司；FAS 眼球固定液：武汉赛维

尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ；Total RNA Extraction 

Reagent和 Synthesis SuperMix for qPCR：翌圣生物

科技（上海）股份有限公司；引物：生工生物工程

（上海）股份有限公司。

1.2　仪器与设备

眼科显微镜：Stemi DV4型，德国蔡司集团；裂

隙灯显微镜及拍照系统：DED-2M 型，重庆康华瑞

明科技股份有限公司；手术显微镜：M620 型，德国

Leica 公司 ；普通光学显微镜 ：DM4000 型，德国

Leica 公 司 ；低 温 冷 冻 离 心 机 ：5430R 型 ，德 国

Eppendorf 公司；实时定量 PCR 仪：CFX98 Touch

型，美国 BIO-RAD 公司；分光光度计：Nanodrop 

2000c型，美国 Thermo Fisher Scientific公司。

1.3　方法

1.3.1　干眼模型建立及动物分组　

实验动物均饲养于国家粮食和物资储备局科

学研究院动物实验中心，在正常温度和湿度的标

准环境中，给予标准饮食并保持 12 h 昼夜交替照

明。动物试验方案由国家粮食和物资储备局科学

研究院实验动物福利伦理委员会批准，动物伦理

审批号：202210-31-WY。

分组前经裂隙灯生物显微镜检查，确认眼表

无异常后，将 24 只大鼠随机分为 3 组：对照组、模

型组和 C3G 组，每组 8 只。采用氢溴酸东莨菪碱

诱导大鼠 DED 模型 ，具体操作如下 ：模型组和

C3G 组大鼠，每日双下肢交替皮下注射氢溴酸东

莨菪碱（3 mg/只，溶于 0.5 mL 生理盐水）；对照组

大鼠仅给予等体积生理盐水，给药时间为每日

8：00、11：00、14：00和 17：00，共 28 d。C3G 组大鼠

在造模的同时给予 C3G，C3G 溶解于生理盐水以

备灌胃使用，以 50 mg/kg 的剂量灌胃 4 周［16］。每

周测量全部大鼠 DED 指标，包括泪液分泌量、荧

光素钠染色，干预后第 28 天进行大鼠组织取材及

相关指标的检测（角膜炎症因子 PCR 检测、角膜

HE染色、结膜杯状细胞 PAS染色）。

1.3.2　泪液分泌量检测　

在试验的第 7、14、21、28天分别测定大鼠的泪

液分泌量［17］，具体操作如下：腹腔注射 20 g/L 的戊

巴比妥钠溶液麻醉大鼠，待大鼠完全麻醉后，用显

微镊轻轻拉开大鼠下眼睑，以弯镊将酚红棉线置

于下眼睑结膜囊外眦部约 1/3 处。1 min 后取出棉

线，测量湿润长度（mm），每只眼重复测量 3 次并

取平均值，由此评估泪液分泌量。

1.3.3　角膜荧光素钠染色　

大鼠麻醉后，使用移液器将 2 μL 的 1 g/L 荧光

素钠溶液滴注于大鼠下眼睑结膜囊内，辅助大鼠

完成 3 次眨眼动作。1 min 后，在眼睑闭合状态下

用无菌棉签拭去多余染色液，随后在裂隙灯显微

镜钴蓝光照明及黄色滤光片条件下进行观察和图

像采集。角膜染色评分依据国际眼科学会（NEI）

标准，将角膜划分为中央、上侧、下侧、鼻侧和颞侧

5 个区域，根据各区域染色面积和程度分别给予

0~3 分（总分 15 分）［18］。具体评分标准为：无点状

染色计 0 分，轻微点状染色计 1 分，大量分散的点

状染色计 2 分，点状染色融合成片计 3 分。由 2 名

独立观察者在盲法条件下评分。

1.3.4　组织取材　

干预第 28 天，以腹腔注射戊巴比妥钠的方式

对大鼠实施安乐死。取出眼球及眼睑后，先将眼

后筋膜、肌肉等多余组织去除。按照以下操作将

大鼠结膜和角膜组织完整分离。

1）结膜：在外眦部结膜面上，用显微镊提起结

膜，用弯剪做一微小切口，分离睑结膜和球结膜。

2）角膜：使用 1 mL 注射器针头从角膜与巩膜

交界处做一穿刺口，随后用角膜剪扩大穿刺口，取

下完整角膜。

部分组织采用质量分数 4% 的多聚甲醛溶液

进行固定，其余组织置于含有生理盐水的培养皿

中，分离的各部分组织装入 1.5 mL 无 RNA 酶 EP

管中，置于冰上。随后转移至-80 ℃冰箱中冻存。

1.3.5　角膜组织 RNA 提取及 RT-qPCR 分析　

使用 RT-qPCR 方法检测角膜组织中 TNF-α和

IL-6基因的 mRNA 相对表达量，引物序列见表 1。

按照 TRNzol Universal总 RNA 提取试剂说明

书进行总 RNA 的提取。使用分光光度计，测定总

RNA 的纯度和浓度，取 1 μL 的 RNA 样品，测定

OD 值，样品的 OD260/OD280值在 1.8 以上则可用于

后续试验。按照 FastKing cDNA 第一链合成试剂

盒说明书，先配制 gDNA 去除反应体系，再配制反

转录体系以合成 cDNA，用于后续试验。

参照说明书加入特异性引物和 SYBR Green I

染料配制成 20 μL的 RT-qPCR 反应体系，利用两步
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法反应程序进行扩增反应。目标基因相对表达量

采用 2-ΔΔC t 法进行计算，并以 GAPDH 作为内参基

因，引物序列见表 1。

1.3.6　角膜组织 HE染色　

摘取大鼠完整眼球，使用 FAS 眼球固定液对

样本进行固定，随后依次进行脱水处理和石蜡包

埋。沿矢状面以 5 μm 连续切片，选取眼前节组织

切片用于苏木精-伊红（HE）染色，封片后于光学

显微镜下观察，并采集角膜组织图像。

1.3.7　结膜组织 PAS染色　

采用过碘酸希夫染色（PAS）试剂盒对石蜡切

片进行染色，苏木精复染后对结膜组织进行拍照，

每只眼球选取 3 张切片，每张切片在显微镜下取 3

个视野，对结膜杯状细胞进行计数分析并取平

均值。

1.4　数据处理

数 据 结 果 以 平 均 值 ± 标 准 差 表 示 ，利 用

GraphPad Prism 5.0 软件中 One-Way ANOVA 进行

显著性分析，P<0.05表示差异显著。

2　结果与讨论

2.1　C3G 对干眼大鼠泪液分泌量的影响

泪膜稳态是维持眼表健康的重要因素之一，

泪液蒸发过快会导致泪膜稳定性受损，进而引发

泪液渗透压升高、泪膜变薄等病理变化。其中，泪

膜的高渗性是 DED 发病和病情加重的关键因素

之一，可激活角膜和结膜上皮细胞的炎症反应，进

一步加剧眼表损伤［19］。

氢溴酸东莨菪碱造模前，对照组、模型组及

C3G 组大鼠的泪液分泌量无显著差异（P>0.05）。

如图 1 所示，造模后第 7、14、21、28 天，模型组大鼠

泪液分泌量较对照组均显著降低（P<0.05），氢溴

酸东莨菪碱可通过抑制泪腺分泌功能使泪液分泌

量降低。C3G 组大鼠在各时间点的泪液分泌量均

显著高于模型组（P<0.05），其中第 21、28天泪液分

泌量恢复至对照组水平。结果表明，C3G 能有效

改善 DED 大鼠泪液分泌不足的症状。

Jones 等［20］在 TFOS DEWS II 中提出，泪液分

泌的恢复可能受多种因素影响，包括泪腺胆碱能

信号通路和局部炎症状态。此外，Nakamura 等［21］

研究发现，马奎果花色苷（含飞燕草素-3，5-O-二葡

萄糖苷）可通过调节泪腺神经反射通路显著改善

大鼠泪液分泌。本研究中 C3G 对泪液分泌的改善

作用，可能与其调控泪腺上皮细胞凋亡和抑制炎

症因子释放有关，但需进一步验证。

2.2　C3G 对干眼大鼠角膜组织上皮损伤的影响

角膜上皮细胞通过紧密连接形成保护性屏

障，能有效阻止亲水性物质、大分子和病原体的通

过，从而保护眼表健康。荧光素染色作为临床常

用的眼表评估技术，其阳性结果（角膜着色）反映

了角膜上皮细胞损伤及细胞间紧密连接结构的破

坏情况。如图 2 所示，与对照组相比，模型组大鼠

角膜荧光素染色评分增加了约 46%（P<0.05），表明

DED 大鼠角膜上皮屏障功能受到明显损伤。角膜

损伤涉及细胞间紧密连接受损、上皮细胞凋亡及炎

症反应的复杂生理过程［22-23］。经过 28 d 干预后，

C3G 组大鼠的角膜荧光素染色评分较模型组显著

降低了约 38%（P<0.05），说明 C3G可能通过减轻角

膜上皮细胞损伤，对 DED发挥一定的保护作用。

已有研究表明，多酚类物质在角膜损伤修复

中具有重要作用。Lee等［24］的研究表明，表没食儿

茶素没食子酸酯（epigallocatechin gallate，EGCG）

能够有效降低角膜荧光素染色评分 ，EGCG 对

DED 引发的角膜损伤具有修复作用。此外 ，

Abengózar-Vela 等［25］的研究进一步发现，槲皮素、

白藜芦醇以及两者联合使用均能有效降低角膜荧

光素染色评分，表明这些多酚类物质对 DED 相关

损伤具有保护作用。本研究的结果与此一致，证

实了 C3G 能够降低角膜荧光素染色评分，对 DED

引起的角膜损伤具有修复效果。

2.3　C3G 对干眼大鼠角膜炎症因子的影响

炎症是 DED 发病机制中的核心因素，DED 患

者的泪液和眼表组织中存在多种炎症因子和趋化

因子，如 TNF-α 和 IL-6 等［26］。炎症因子会破坏眼

表上皮组织的完整性，导致角膜和结膜湿润功能

表 1　PCR 引物序列

Table 1　Sequences of primers for PCR

基因名称

TNF-α

IL-6

GAPDH

引物序列（5′—3′）

F：ATGGGCTCCCTCTCATCAGT

R：GCTTGGTGGTTTGCTACGAC

F：ACAAGTCCGGAGAGGAGACT

R：GAATTGCCATTGCACAACTCT

F：ACCACAGTCCATGCCATCAC

R：TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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异常、泪膜稳定性降低，同时眼表神经受损，患者

症状会加重［27］。经氢溴酸东莨菪碱造模后，大鼠

角膜组织中炎症相关基因表达上调。如图 3所示，

与 对 照 组 相 比 ，模 型 组 TNF- α 和 IL-6 基 因 的

mRNA 相对表达量均显著升高（P<0.05）。这一结

果表明，DED 大鼠角膜组织发生炎症反应，其机制

可能与泪液分泌不足导致的角膜表面营养供应减

少以及泪膜稳定性下降引起的机械性摩擦有关。

与模型组相比，C3G 组大鼠角膜组织中 TNF-α和

IL-6 基因的 mRNA 相对表达量均显著降低（P<

#—与对照组相比差异显著（P<0.05）；*—与模型组相比差异显著（P<0.05）。

图 1　C3G 对干眼大鼠泪液分泌量的影响

Fig. 1　Effects of C3G on tear secretion of rats with dry eye disease

图 2　C3G 对干眼大鼠角膜荧光素染色的影响

Fig. 2　Effects of C3G on the fluorescein staining of corneas in rats with dry eye disease
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0.05）。结果表明，C3G 可有效降低大鼠角膜组织

中 TNF-α和 IL-6 基因的 mRNA 相对表达量，改善

DED 引起的炎症反应。

前期研究表明 ，C3G 对视网膜具有突出的

抗炎效果 ，Jin 等［ 28］发现 ，C3G 可通过降低 RPE

细胞 NLRP3 炎症小体的激活 ，从而抑制 IL-1 β

和 IL-18 的释放。 C3G 通过抑制炎症因子的表

达和信号传导 ，能有效缓解眼表炎症反应 ，为

DED 及 其 他 眼 表 疾 病 的 治 疗 提 供 了 潜 在

靶点。

2.4　C3G 对干眼大鼠角膜结构的影响

经氢溴酸东莨菪碱造模后，对大鼠角膜组织

进行 HE 染色观察。如图 4 所示，在对照组中，大

鼠角膜呈现出典型的正常组织结构特征：角膜表

面光滑平整，上皮层细胞排列整齐且紧密，基质层

结构致密有序，未见明显病理改变。模型组大鼠

角膜组织出现明显的结构损伤：角膜上皮层变薄、

细胞排列紊乱、基质层结构疏松。这些病理变化

表明，DED 对大鼠角膜组织造成了损伤，导致角膜

上皮细胞脱落、基质层胶原纤维降解，从而破坏了

角膜的正常结构和功能。C3G 组大鼠角膜组织的

病理损伤程度显著减轻：角膜上皮层厚度恢复至

接近正常水平，细胞排列趋于整齐，未见明显水肿

现象；基质层结构较为致密，胶原纤维排列相对有

序。结果表明，C3G 对氢溴酸东莨菪碱诱导的大

鼠角膜损伤具有显著的保护作用，能够有效减轻

角膜组织的病理改变，维持其正常结构。

前期研究已证实，多酚类物质可保护角膜组

织。Tseng 等［29］研究表明，EGCG 能够有效保护角

膜，维持其正常厚度和层数，同时使基质层结构更

加致密，从而保护角膜的生理功能。此外，Lee等［30］

研究发现，黑豆提取物（富含花色苷、异黄酮和酚

酸）可通过显著增加泪液分泌量，改善 DED 引起的

角膜损伤，证实了多酚在角膜保护中的重要作用。

本研究结果与此一致，C3G同样能够有效减轻角膜

组织的病理变化，维持角膜的正常结构和功能。

2.5　C3G 对干眼大鼠结膜杯状细胞的影响

杯状细胞在眼表稳态维持中发挥着关键作

用，作为泪膜黏蛋白的主要分泌细胞，其功能直接

影响泪膜凝胶层的形成与稳定性［31］。位于结膜上

皮 浅 层 的 杯 状 细 胞 ，其 分 泌 的 黏 蛋 白（ 如

MUC5AC）在维持眼表稳定性和角膜上皮屏障功

#—与对照组相比差异显著（P<0.05）；*—与模型组相比差异显著（P<0.05）。

图 3　C3G 对干眼大鼠角膜组织 TNF-α和 IL-6基因 mRNA 相对表达量的影响

Fig. 3　Effects of C3G on the mRNA relative expression levels of TNF-α and IL-6 genes in the corneal tissue of rats with dry eye disease

图 4　C3G 对干眼大鼠角膜组织 HE染色的影响（20×）

Fig. 4　Effects of C3G on the HE staining in the corneal tissue of rats with dry eye disease （20×）
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能方面发挥了关键作用。有研究表明，MUC5AC

的缺失会加剧角膜上皮损伤，从而进一步破坏眼

表健康［32］。

经氢溴酸东莨菪碱造模后，通过对大鼠结膜

进行 PAS 染色，观察结膜杯状细胞的形态和数量。

如图 5 所示，在对照组中，大鼠结膜杯状细胞呈现

典型的簇状均匀分布特征，细胞体积较大且分布

密集。与对照组相比，模型组大鼠结膜杯状细胞

数量减少了约 59%，且细胞分布呈现明显稀疏状

态，表明 DED 大鼠结膜杯状细胞受损，其机制可能

与泪液分泌减少导致的眼表干燥、炎症等因素有

关。这些因素的共同作用抑制了杯状细胞的增殖

和黏蛋白的分泌，从而破坏了角膜上皮屏障功能，

加重了 DED 症状。与模型组相比，C3G 组大鼠的

杯状细胞数量增加了约 90%，且细胞排列更为紧

密。C3G 可能通过促进杯状细胞的增殖和分化，

增加黏蛋白分泌，进而增加杯状细胞数量、保护杯

状细胞功能、改善角膜上皮屏障和眼表润滑状态，

从而有效缓解 DED 症状。结果表明，C3G 对 DED

引起的杯状细胞损伤起到了明显的缓解作用。

近年来，多项研究揭示了天然活性成分具有

调节杯状细胞功能和缓解 DED 的潜力。例如，

Chen 等［33］发现，白藜芦醇可以通过改善线粒体功

能，促进结膜杯状细胞增殖并增强泪液分泌，从而

有效缓解 DED。Lee 等［34］研究表明，含 C3G 的紫

玉米提取物可通过促进泪液分泌及增加角膜杯状

细胞密度，从而有效缓解 DED。此外，Park等［35］发

现虎杖苷能够通过增加泪液分泌量、修复泪膜稳

定性、提升杯状细胞密度以及抑制炎症反应，有效

缓解 DED 中角膜和结膜组织损伤。因此，C3G 在

调节结膜杯状细胞功能和改善 DED 方面具有潜

在的应用价值。

3　结论

本研究通过氢溴酸东莨菪碱构建大鼠 DED

模型，探讨了矢车菊素 -3-葡萄糖苷（C3G）对大鼠

干眼的改善效果及潜在机制。证实 C3G 具有改善

干眼大鼠眼表功能障碍的效果，揭示了 C3G 在缓

解干眼中的多重作用机制，包括促进泪液分泌、修

复角膜和结膜组织损伤、增加杯状细胞数量以及

抑制炎症反应等。建议未来结合代谢组学和蛋白

质组学等组学技术，深入解析 C3G 在改善 DED 眼

表功能障碍中的作用靶点，为开发具有护眼功能

的健康食品奠定理论基础。
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