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摘  要 

刺芒柄花素(Formononetin, FMN)，又称芒柄花素、芒柄花黄素，是一种异黄酮类中药单体，主要存在

于黄芪、红车轴草、葛根等豆科植物中。最近的大量研究表明，刺芒柄花素具有抗炎、抗氧化、抗凋亡、

抗菌、抗肿瘤和雌激素样作用等，药用价值高。然而，刺芒柄花素在真菌性角膜炎中的作用尚未被报道。

本文旨在研究刺芒柄花素在烟曲霉菌性角膜炎中的保护作用。方法：在体外使用CCK-8试剂盒检测刺芒

柄花素的毒性作用。用灭活的烟曲霉菌菌丝预先刺激RAW264.7细胞1小时，随后将刺芒柄花素溶液或

DMSO溶液加入共培养7小时，通过PCR检测RAW264.7细胞炎症因子的mRNA表达水平。为了进一步明

确刺芒柄花素在体内对角膜炎的治疗作用及炎症因子水平的影响，我们将烟曲霉菌孢子通过角膜基质内

注射建立小鼠烟曲霉菌角膜炎模型，并使用刺芒柄花素溶液或DMSO溶液局部点眼治疗，通过PCR实验

检测炎症因子的表达水平。结果：刺芒柄花素对RAW264.7细胞的存活能力影响小。与DMSO处理组相

比，刺芒柄花素处理可以降低灭活菌丝刺激导致的细胞中炎症因子的表达升高。此外，在体内实验中，

刺芒柄花素可以减轻小鼠烟曲霉菌性角膜炎的严重程度，减低感染角膜中炎症因子的表达。结论：刺芒

柄花素可以降低小鼠烟曲霉菌性角膜炎的炎症因子表达水平起到抗炎保护作用。 
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Abstract 
Formononetin (FMN) is an isoflavone monomer commonly found in legumes such as Astragalus 
membranaceus, Red Axle Grass, and Pueraria lobata in traditional Chinese medicine. Numerous 
recent studies have demonstrated its various medicinal properties including anti-inflammatory, 
antioxidant, anti-apoptotic, antibacterial, antitumor, and estrogen-like effects. However, the po-
tential role of FMN in fungal keratitis has not been extensively explored. This study aimed to in-
vestigate the protective effects of FMN in Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) keratitis. Methods: 
In vitro experiments utilized the CCK-8 kit to assess the toxicity of FMN. RAW264.7 cells were 
pre-treated with inactivated A. fumigatus hyphae for 1 hour, followed by evaluation of mRNA ex-
pression levels of inflammatory factors after 7 hours of co-culture with FMN or DMSO. To further 
elucidate the therapeutic impact of FMN on A. fumigatus keratitis and inflammatory factor levels 
in vivo, a model of A. fumigatus keratitis was established in mice via intracorneal stromal injection. 
Local eye spot treatment with FMN solution or DMSO solution was administered, and inflammato-
ry factor expression levels were assessed through PCR analysis. Results: FMN had no significant 
effect on the viability of RAW264.7 cells. In A. fumigatus inactivated hyphae-stimulated RAW264.7 
cells, FMN treatment led to a reduction of inflammatory cytokine expression levels compared to 
the DMSO group. Moreover, in vivo experiments demonstrated that FMN could alleviate the sever-
ity of A. fumigatus keratitis in mice and decrease inflammatory factor expression levels in infected 
corneas. In conclusion, FMN exhibited anti-inflammatory protective effects by reducing inflam-
matory factor expression levels in A. fumigatus keratitis in mice. 
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1. 引言 

真菌性角膜炎是一种感染性眼病，全球每年至少有一百万名患者受到真菌性角膜炎的影响，尤其在

以农业为主的一些国家发病率较高，感染后角膜穿孔的风险约为 10%，超过一半的真菌性角膜炎患者将

丧失部分甚至全部视力造成单眼失明，致盲率高[1] [2]。真菌性角膜炎最常见的病原体是镰刀菌和烟曲霉

菌[3] [4]。该眼病多继发于角膜植物外伤史，糖尿病，免疫功能失调，长期佩戴隐形眼镜以及长期使用类

固醇激素和抗生素等情况[5] [6] [7]。然而，目前治疗真菌性角膜炎的药物存在多种局限性，例如眼表渗

透性差导致生物利用率低(<5%)，以及真菌耐药性等[8] [9]。因此，真菌性角膜炎的治疗存在极大的挑战

性。事实上，在真菌性角膜炎中，除了真菌的影响，宿主过度的免疫反应也会破坏角膜结构，导致角膜

炎症的进一步加重[10]。研究表明，控制真菌性角膜炎中过度的炎症反应可以起到保护作用[11]。 
刺芒柄花素在黄芪、红车轴草和葛根等植物的根茎中广泛存在，是一种异黄酮类化合物，具有强

大的抗炎和抗氧化等功效[12] [13]。在 LPS 诱导的小鼠急性乳腺炎中，刺芒柄花素可以通过抑制 NF-κB
信号通路，降低 TNF-α和 IL-1β等炎症因子的表达来发挥抗炎作用[14]。此外，有研究表明，在由 LPS
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诱导的小鼠急性肺损伤中，刺芒柄花素可以减少支气管肺泡灌洗液中炎症细胞的数量，并且改善肺部

的组织学变化[15]。这引起了我们极大的兴趣，我们推测刺芒柄花素在真菌性角膜炎中可以起到抗炎保

护作用。 

2. 实验材料 

2.1. 实验物品 

2.1.1. 实验对象 
SPF 级，8 周龄的雌性 C57BL/6 小鼠购自中国江苏华创信诺实验动物中心。实验动物的操作符合美

国眼科和视觉研究协会(ARVO)制定的标准。本实验已通过青岛大学附属医院伦理委员会的批准。 

2.1.2. 实验用烟曲霉菌菌种 
烟曲霉菌株(NO3.0772)自中国普通微生物文化采集中心获取。 

2.1.3. 实验细胞 
小鼠 RAW264.7 巨噬细胞株从中国科学院获得。 

2.2. 实验主要相关耗材 

2.2.1. 烟曲霉菌培养与孢子悬液制备所需耗材及试剂 
蛋白胨，葡萄糖，磷酸盐缓冲液粉末购自北京索莱宝公司。 

2.2.2. 烟曲霉菌角膜炎小鼠模型的建立 
异氟烷(深圳瑞沃德生命科技股份有限公司)；10%水合氯醛(安徽雷根生物有限公司)；30 G 一次性注

射器(上海康德莱公司)；10 μL 微量注射器(瑞士 Hamilton 公司)。 

2.2.3. 刺芒柄花素溶液制备 
刺芒柄花素粉末(MedChemExpress 公司)；二甲基亚砜(DMSO 北京索莱宝公司)。 

2.2.4. CCK-8 检测 
CCK-8 检测试剂盒(MedChemExpress 公司)。 

2.2.5. RT-PCR 相关试剂及耗材 
DEPC 水(上海生工股份有限公司)；氯仿(青岛捷隆化工有限公司)；RNAiso Plus (大连 TaKaRa)；异

丙醇(南京宏益化学试剂有限公司)；SYBR(南京诺唯赞)。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. CCK-8 实验 
将 RAW 264.7 细胞悬液接种于 96 孔板中，在细胞培养箱中培养约 24 小时，随后将刺芒柄花素以 8、

16、32、64、128、256、512 μg/mL 的终浓度加入 96 孔板。刺芒柄花素处理培养 24 小时后，向每孔中

加入 CCK-8，在细胞培养箱避光继续孵育，3 小时后测量 450 nm 处的吸光度数值。 

2.3.2. 烟曲霉菌培养与孢子悬液的制备 
将烟曲霉菌标准菌株接种于沙氏琼脂培养基，置于恒温箱内孵育 2~3 天，后用无菌 PBS 冲洗菌丝，

收集烟曲霉菌孢子并调整浓度为 1 × 107 CFU/mL。将烟曲霉菌孢子接种于沙氏液体培养基，在 37℃的 120 
rpm 摇床恒温培养箱中培养 6 天，收集团块状形态的菌丝并充分研磨。将研磨的菌液离心，于菌丝沉淀
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中加入 75%的酒精灭活。4℃过夜后将灭活菌丝使用无菌 PBS 充分洗涤离心，加入细胞培养液制备灭活

菌丝悬液。 

2.3.3. 小鼠真菌性角膜炎模型的建立 
采用异氟烷吸入麻醉联合 8%水合氯醛腹腔麻醉法对小鼠进行全身麻醉，全麻成功后在显微操作台上

于小鼠瞳孔缘处角膜做隧道，深达角膜基质层，随后用微量注射器将 2 μL 孢子悬液(1 × 107 CFU/mL)经
隧道注入，建立烟曲霉菌性角膜炎模型。右眼作为实验组，左眼作为空白对照组，左眼不予建模处理。

建模成功后每日于裂隙灯下观察小鼠角膜混浊程度，同时进行每日 4 次的局部滴眼治疗，实验组右眼滴

用 128 μg/mL 刺芒柄花素溶液，对照组右眼滴用 0.5% DMSO 溶液。作为空白对照组，两组左眼均不给予

点眼处理。每天用裂隙灯观察小鼠角膜的混浊面积、混浊程度和溃疡形态，在感染后第 1、3、5 天拍照

记录并进行临床评分。评分分级标准按照之前的实验进行[16]。 

2.3.4. RAW264.7 细胞处理 
将RAW264.7细胞接种于 12孔板后置于细胞培养箱培养，显微镜下观察至细胞密度达 70%~80%后，

预先 1 小时给予烟曲霉菌灭活菌丝刺激细胞，然后刺芒柄花素或 DMSO 共培养处理 7 小时后收集细胞用

于后续 PCR 实验。 

2.3.5. RT-PCR 实验方法 
1) 总 RNA 的提取及浓度测定 
收集烟曲霉菌灭活菌丝刺激的 RAW264.7 细胞和烟曲霉菌感染后第三天的小鼠角膜，分别加入含

RNAiso Plus 试剂的 EP 管中，于冰盒上使其充分裂解后离心取上清，加入氯仿 100 μL，混匀后离心，再

次吸取上清液至另一 EP 管。将异丙醇加入收集的上清液中，颠倒混匀后离心，于沉淀中加入 DEPC 水

配制的 75%酒精，混匀后离心，将上清液缓慢弃去，随后将 EP 管置于室温干燥，加入 DEPC 水使管底

沉淀彻底溶解。使用核酸蛋白分析仪检测 RNA 的浓度和纯度。 
2) 逆转录及 PCR 
逆转录和 PCR 步骤按照说明书进行。首先，逆转录合成 cDNA 模板，后将 SYBR Premix Ex Tap、引

物、合成的 cDNA 模板和 DEPC 水配制成 PCR 反应液加入八连排，置于 PCR 仪进行扩增反应：预变性

(95℃, 30 s)；扩增(95℃, 5 s, 60℃, 30 s)；退火，延伸，溶解曲线(95℃, 15 s, 60℃, 30 s, 95℃, 15 s)。所用

到的内参和目的基因的引物序列见表 1。 
 
Table 1. PCR primer sequence 
表 1. PCR 引物序列 

Gene Primer Sequence (5'-3') Gen Bank 

β-actin (mouse) F: GATTACTGCTCTGGCTCCTAGC 
R: GACTCATCGTACTCCTGCTTGC NM_007393.5 

IL-1β (mouse) F: CGCAGCAGCACATCAACAAGAGC 
R: TGTCCTCATCCTGGAAGGTCCACG NM_008361.4 

IL-6 (mouse) F: TGATGGATGCTACCAAACTGGA 
R: TGTGACTCCAGCTTATCTCTTGG NM_001314054.1 

iNOS (mouse) F: TCCTCACTGGGACAGCACAGAATG 
R: GTGTCATGCAAAATCTCTCCACTGCC NM_010927.3 

NLRP3 (mouse) F: ATTACCCGCCCGAGAAAGG 
R: CATGAGTGTGGCTAGATCCAAG NM_145827.4 
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2.3.6. 统计学方法 
实验数据分析用 GraphPad Prism 9.5 软件，两组数据的比较采用未配对、双尾 t 检验，三组及以上采用

OnewayANOVA 分析。实验数据用 x ± SEM 表示，各项实验均独立重复至少三次。P < 0.05 时具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 刺芒柄花素对 RAW264.7 细胞存活能力的影响 

CCK-8 实验检测了刺芒柄花素对 RAW264.7 细胞的毒性，即对细胞生存活力的影响。结果显示，与

对照组相比，≤512 μg/mL 浓度的刺芒柄花素没有降低 RAW264.7 的存活能力，对细胞的毒性低(图 1(b))。 
 

 
(a)                                  (b) 

注：(a) 为刺芒柄花素分子结构式；(b) 为 CCK-8 实验检测刺芒柄花素对 RAW264.7
细胞生存活力的影响。 

Figure 1. Structural formula of FMN and toxicity of FMN to RAW264.7 cells 
图 1. 刺芒柄花素的结构式及刺芒柄花素对 RAW264.7 细胞生存活力的影响 

3.2. 刺芒柄花素处理降低了烟曲霉菌刺激的 RAW264.7 细胞炎症因子的表达水平 

RAW264.7 细胞经过烟曲霉菌灭活菌丝预先刺激 1 小时后，加入刺芒柄花素或 DMSO 处理 7 小时后

检测炎症因子的表达水平。RT-PCR 结果显示，与正常组相比，烟曲霉菌处理组细胞中 IL-1β，IL-6，iNOS
和 NLRP3 的 mRNA 表达水平升高；烟曲霉菌处理组和烟曲霉菌 + DMSO 组的炎症因子表达无显著性差

异。烟曲霉菌 + 刺芒柄花素处理组与烟曲霉菌 + DMSO 处理组相比，刺芒柄花素处理降低了 IL-1β，IL-6，
iNOS 和 NLRP3 的 mRNA 表达，差异具有显著性。同时，与正常组相比，刺芒柄花素单独处理和 DMSO
单独处理对细胞炎症因子 IL-1β，IL-6，iNOS 和 NLRP3 表达的影响没有显著性差异(图 2(a)~(d))。 
 

 
注：(a)~(d) 经烟曲霉菌灭活菌丝刺激后 RAW264.7 细胞炎症介质表达水平升高，经过刺芒柄花素处理可以降低烟曲

霉菌刺激引起的 IL-1β，IL-6，iNOS 和 NLRP3 炎症因子的升高。 

Figure 2. FMN reduced the expression of inflammatory factors in Aspergillus fumigatus-stimulated RAW264.7 cells 
图 2. 刺芒柄花素降低烟曲霉菌灭活菌丝刺激的 RAW264.7 细胞中炎症因子的表达 
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3.3. 刺芒柄花素降低小鼠烟曲霉菌角膜炎临床评分 

在烟曲霉菌感染小鼠角膜后的第一天，第三天和第五天，在裂隙灯下观察小鼠角膜严重情况。可以

观察到刺芒柄花素处理组小鼠角膜溃疡的面积缩小，角膜混浊程度下降。而 DMSO 处理组小鼠角膜溃疡

面积较大，角膜混浊较重，角膜水肿明显，且虹膜纹理不清，部分出现严重的角膜新生血管翳(图 3(a))。
此外可以观察到第三天时小鼠烟曲霉菌性角膜炎严重程度较第五天重。对 DMSO 处理组和刺芒柄花素处

理烟曲霉菌小鼠角膜炎进行临床评分，结果表明与 DMSO 对照组相比，刺芒柄花素处理可以显著降低小

鼠角膜炎的临床评分，改善小鼠角膜炎的预后(图 3(b))。 
 

 
注：(a) 为 DMSO 或刺芒柄花素处理的烟曲霉菌感染后第 1 天、第 3 天和第 5 天的小鼠

角膜炎裂隙灯前节照相；(b) 为 DMSO 或刺芒柄花素处理组小鼠角膜炎的临床评分(n = 6
只/组)。 

Figure 3. FMN attenuated the severity of Aspergillus fumigatus keratitis in mice 
图 3. 刺芒柄花素减轻小鼠烟曲霉菌性角膜炎严重程度 

 

 
注：(a)~(b) 在小鼠烟曲霉菌角膜炎的第三天，与对照组相比，刺芒柄花素处理降低了角

膜中 IL-1β和 IL-6 的 mRNA 表达水平。 

Figure 4. FMN reduced the expression of inflammatory factors in mice Aspergillus fumigatus 
keratitis 
图 4. 刺芒柄花素降低了小鼠烟曲霉菌性角膜炎中炎症因子的表达水平 

3.4. 刺芒柄花素降低小鼠烟曲霉菌角膜炎中炎症因子的表达  

为了进一步探究刺芒柄花素在小鼠烟曲霉菌性角膜炎中发挥的抗炎作用，我们测定了烟曲霉菌性角
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膜炎小鼠感染角膜中的炎症因子的表达。由于小鼠烟曲霉菌性角膜炎在第三天时严重程度较重，临床评

分较高，所以取感染后第三天的小鼠角膜检测角膜中炎症因子的表达。RT-PCR 结果显示，与 DMSO 对

照组相比，刺芒柄花素处理降低了感染后第三天小鼠角膜的 IL-1β和 IL-6 mRNA 表达水平(图 4(a)~(b))。  

4. 讨论 

真菌性角膜炎在一些热带、亚热带地区的发展中国家发病率较高，主要发生在农民群体中。由于经

济能力有限，就医意识较差等多种原因，往往会导致诊治不及时[17]。这可能造成角膜溃疡穿孔甚至眼

球摘除，进而造成极大的经济损失和社会负担[18]。此外，真菌性角膜炎的治疗手段有限。现有的治疗

药物主要包括那他霉素、伏立康唑和两性霉素 B 等抗真菌药物。然而，这些药物眼表渗透性较差，生物

利用度较低，且单纯抗真菌治疗的效果难以达到预期的效果[19] [20]。穿透性角膜移植手术可以挽救部分

病人的视力，但由于角膜供体的数量缺乏，全球范围内约有 53%的角膜炎患者无法进行角膜移植手术[21] 
[22]。因此，真菌性角膜炎的致盲率和失明风险很高。丝状真菌(如烟曲霉菌和镰刀菌)是真菌性角膜炎的

常见病原体[23]。当真菌通过受损的角膜上皮屏障并进入基质时，会释放蛋白酶来直接破坏角膜基质胶原，

损害角膜的结构，导致急性和慢性的视力丧失[24]。而真菌性角膜炎的发病是由真菌病原体和宿主的免疫

反应共同介导的，除了真菌对角膜组织的破坏，宿主炎症反应过强是造成角膜混浊和视力丧失的主要原

因，这是真菌和宿主免疫反应的复杂相互作用[25]。角膜上皮细胞及免疫细胞可以感知并识别真菌病原体，

其表面的模式识别受体(PRRs)可以与真菌的 β-葡聚糖、甘露聚糖等病原体相关分子模式(PAMPs)结合，

进一步引起白细胞介素(IL-8 等)、肿瘤坏死因子(TNF-α)、趋化因子(CCL-2 等)等炎症介质增加，这些炎

症介质参与炎症反应的启动和维持[21]。真菌感染还会刺激巨噬细胞、树突状细胞等免疫细胞的活化。这

些细胞会进一步产生炎症介质，并参与调节抗真菌免疫。同时，中性粒细胞趋化到感染部位，释放蛋白

水解酶，造成角膜组织损伤[17] [26]。我们之前的研究表明，控制过度的炎症反应在真菌性角膜炎中起到

了保护作用，并且能够改善角膜炎的预后[27] [28] [29]。 
筛选治疗真菌性角膜炎的有前途的化合物，可能会揭示治疗这种威胁视力的疾病的新策略[30]。刺芒

柄花素是生物安全性高的一种异黄酮类化合物，被广泛应用于抗炎、抗氧化、抗凋亡等，这些作用在妊

娠期脓毒症、急性胰腺炎、脑缺血再灌注损伤等疾病模型中得到验证[31] [32] [33]。研究表明，在急性胰

腺炎疾病模型中，刺芒柄花素可以减轻胰腺炎的氧化应激反应，降低组织中 TNF-α、IL-6、IL-1β的表达

水平[33]。刺芒柄花素可以通过减少 TNF-α，IL-6 和 IL-1β的表达来减轻 LPS 诱导的神经元细胞的炎症反

应[34] [35]。这与我们的实验结果一致，在我们的实验中，烟曲霉菌刺激可以导致 RAW264.7 细胞中炎症

因子的表达增加，而刺芒柄花素的应用可以减少炎症因子的表达。此外，在小鼠烟曲霉菌角膜炎模型中，

DMSO 治疗组角膜混浊较重，溃疡面积较大，虹膜纹理不清，临床评分高。而刺芒柄花素处理组小鼠角

膜混浊程度减轻，角膜透明度提高，溃疡面积缩小，临床评分降低。这些结果表明刺芒柄花素可以减轻

烟曲霉菌性角膜炎小鼠的严重程度，改善真菌性角膜炎的预后。这为今后真菌性角膜炎治疗药物的开发

提供了新的证据。 
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