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%是糖尿病最常见的慢性并发症之一!

有
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的糖尿病患者会发生
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!严重

影响患者生活质量) 益气活血通络方$原芪归糖痛

宁%为安徽中医药大学第一附属医院在新安医学理论

指导下创制的院内制剂!临床治疗
FT5

疗效确

切'

%
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(

) 课题组前期动物和细胞实验研究均证实益气

活血通络方可通过调控炎性因子改善
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转录因子
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%被称为炎症反应链的*基

因开关+) 本实验在前期研究基础上以自发性
!

型糖

尿病
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LMHLM

$

LMHLM

%小鼠为研究对象!观

察益气活血通络方对
FT5

小鼠坐骨神经的保护作用

及与
5J

#
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信号通路蛋白表达的关系!以期进一步探

讨该方治疗
FT5

的作用机制)

材料与方法
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小鼠!体质量$

%9

&

9

%

.

!

雄性&同周龄同系别野生型
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小鼠%!体重$
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级!购

自南京大学"南京生物医药研究院!许可证号#
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独立清洁笼饲养!室温
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'!相对湿度
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#! AH#! A

光照昼夜循

环) 动物饲料由南京大学 "南京生物医药研究院提

供!质量合格证号#苏饲证$

!"#8
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) 本实验遵

守国家有关实验动物保护和使用准则!经安徽中医药

大学科研实验动物管理中心批准$
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$药物$益气活血通络方为安徽中医药大学第

一附属医院院内制剂!由黄芪,当归,生地黄,葛根,威

灵仙,鸡血藤,延胡索组成) 由安徽中医药大学第一附

属医院制剂中心按生药饮片质量比
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制备成冻干粉$ 生药与制成的冻干粉质量比为

8

(

#

%!批号#

!"#9####

) 中药饮片均由安徽济仁药业

生产并经安徽中医药大学第一附属医院中药房鉴定&

硫辛酸胶囊!

"

!

# .H

粒!江苏万禾制药有限公司!批

号#
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$试剂及仪器$
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细胞裂解液,

K&,
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质定量试剂盒,
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聚丙烯酰胺凝胶试剂盒

均购于上海碧云天生物技术研究所&
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膜!购于美国
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产许可证号#
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生物信号记录系统!美国
,F (B/0P->;B0

公司&

\K!""

型智能热板仪!成都泰盟软件有限公司&
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#
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公司&
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#
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荧光及化学发

光成像系统!北京六一生物科技有限公司)
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$动物分组及给药方法$
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周后!剪尾法取血!用血糖仪测定血糖!筛选出空

腹血糖$
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(的实验用鼠
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只!

以随机数字表法分为模型组,硫辛酸组,益气活血通络

方高,中,低剂量组!每组
$

只!各组间小鼠体重与
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差异无统计学意义$
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%) 另选同周龄同

窝出生的
LMH>

小鼠
$

只!作为正常对照组) 益气活

血通络方成人用量为
<< .HL

$生药%! 硫辛酸成人用量

为
"

!

7 .H L

) 按照体表面积法换算'

<

(

!益气活血通络

方高,中,低剂量组分别予以
7

!

8

,

%

!

!

,

#

!

7 .HN.

冻干

粉$分别为
!9

!

68

,

#!

!

$6

,

7

!

88 .HN.

生药!相当于临

床成人等效量的
!

,

#

,

"

!

9

倍%) 硫辛酸组予以硫辛酸

"

!

"6$ .HN.

$相当于临床成人等效量%) 各组药物临

用前按照
#" >SHN.

给药体积!用蒸馏水配成适当浓

度!连续灌胃给药
$

周!每日
#

次) 正常组与模型组

小鼠灌胃给予等量自制无菌蒸馏水)

9

$检测指标及方法

9

!

#

$

JKO

测定$各组小鼠均在给药前及给药
8

周,

$

周末!禁食不禁水
7 A

后!尾静脉采血测
JKO

!比

较各组小鼠
JKO

变化)

9

!
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$运动神经传导速度$

>202P B;P[;P E2B

#

L-E0@2B [;32E@0^

!

+5&1

%和足底热敏反应时间测定

给药
$

周末!将小鼠仰卧位固定!连接
T2];P3?M

生物

信号采集系统!刺激电极插入小鼠右侧坐骨切迹!记录

电极分别插入小鼠右踝关节和第二足趾间!记录双通

道复合动作电位的潜伏期!

+5&1

)两记录电极之间

的距离$

E>

%

H

双通道动作电位潜伏期之差$

/

%

'

#"

(

&测

定足底热敏反应时间时'

##

(

!小鼠立于
99

'恒温热敏

板上!以小鼠舔后足反应的潜伏期为该小鼠的热敏反

应时间!每只小鼠重复测定
%

次!间隔时间
#9 >@B

!计

算其平均值)

9

!

%

$坐骨神经提取及病理学检查$给药
$

周

末!颈椎脱臼处死小鼠!从小鼠背面剪开皮肤!沿着脊

柱下端向后肢分离出坐骨神经) 取一侧坐骨神经放入

冻存管置于液氮中保存!取另一侧坐骨神经组织

# >>

*

% >>

!立刻固定到
!

!

9a

戊二醛
7 A

!

TKZ

缓冲液冲洗后置入
#a

锇酸固定液继续固定
! A

!用梯

度乙醇系列脱水!环氧树脂包埋) 取出包埋好的组织

进行超薄切片!片厚
6" B>

!醋酸双氧铀和枸橼酸铅

双重染色) 透射电镜观察坐骨神经超微结构)

9

!

8

$

5J

#

!KQ79

,

(!K

#

?

,

(RR"

,

(S

#

#"

,

(S

#

7

,

)5J

#

#

蛋白表达检测$采用
*;/0;PB K320

检测) 从

液氮中取坐骨神经组织研磨后!按每
%" >.

组织加入

#

!

" >S

的
\(T,

细胞裂解液裂解!

K&,

法进行总蛋

白定量) 加入蛋白上样缓冲液!沸水变性!

ZFZ

电泳!

转
T1FJ

膜!

9a

脱脂奶粉室温封闭
! A

!一抗室温孵

育
! A

!二抗室温孵育
#

!

9 A

!使用
=&S

发光试剂盒来

检测蛋白!

f-?B0@0^ 2B;

灰度分析软件$

K@2

#

\?L

公

司%进行分析) 以
"

#

?E0@B

作为内参!目标蛋白相对表

达量
`

目标蛋白条带灰度值
H"

#

?E0@B

条带灰度值)

7

$统计学方法$采用
ZTZZ #6

!

"

统计软件进

行分析!计量资料均以
Y

&

/

表示!多组间比较采用单

因素方差分析!组间均数多重比较采用
SZF

检验!

T;?P/2B

相关分析!

T U"

!

"9

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组小鼠一般状态比较$正常组小鼠一般情

况良好!皮毛光泽!反应迅敏!摄食及饮水量正常!体重

正常增长&模型组小鼠精神萎靡!皮毛欠光泽!反应迟

钝!有明显的多饮,多食,多尿表现!体重增长快&益气

活血通络方各剂量组及硫辛酸组小鼠精神较萎靡!反

应较迟钝!摄食量,饮水量及尿量较多!体重增长较快)

实验期间无动物死亡)

!

$各组小鼠
JKO

比较$图
#

%$与正常组比较!

模型组各时间点
JKO

升高$

T U"

!

"#

%) 与模型组比

较!灌胃
8

周末!益气活血通络方中,低剂量组小鼠

JKO

降低$

T U "

!

"#

%&灌胃
$

周末!各给药组小鼠

JKO

均降低$

T U "

!

"#

!

T U "

!

"9

%) 与硫辛酸组比

较!灌胃
8

周末!益气活血通络方中,低剂量组
JKO

降

低$

T U"

!

"#

%) 益气活血通络方降低
FT5

小鼠血糖

的效 应 与 用 药 剂 量 具 有 显 著 相 关 性 $

P `

"

!

866

!

T U"

!

"#

%)

$$注#

#

为正常组&

!

为模型组&

%

为硫辛酸组&

8

为益

气活血通络方低剂量组&

9

为益气活血通络方中剂量组&

7

为益气活血通络方高剂量组&与正常对照组比较!

"

T U"

!

"#

&与模型组比较!

#

T U "

!

"9

!

##

T U "

!

"#

&与

硫辛酸组比较!

$

T U"

!

"9

!

$$

T U"

!

"#

&下图同

图
#

$各组小鼠
JKO

比较

%

$各组小鼠
+5&1

比较$图
!

%$与正常组比

较!模型组小鼠
+5&1

减慢$

T U"

!

"#

%) 与模型组比

较!各给药组
+5&1

增快 $

T U"

!

"#

!

T U"

!

"9

%)与硫

辛酸组比较!益气活血通络方高剂量组
+5&1

增快

$

T U"

!

"9

%)益气活血通络方对
FT5

小鼠
+5&1

的增
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$

快效应与用药剂量具有显著相关性$

P ` "

!

976

!

T U

"

!

"9

%)

图
!

$各组小鼠
+5&1

比较

8

$各组小鼠足底热敏反应时间比较$图
%

%$与

正常组比较!模型组小鼠足底热敏反应时间延长$

T U

"

!

"#

%) 与模型组比较!各给药组足底热敏反应时间

缩短$

T U"

!

"#

%) 与硫辛酸组比较!益气活血通络方

高,中剂量组足底热敏反应时间缩短$

T U"

!

"#

%) 益

气活血通络方对
FT5

小鼠足底热敏反应时间的效应

与用药剂量具有显著相关性$

P `"

!

7<9

!

T U"

!

"#

%)

图
%

$各组小鼠足底热敏反应时间比较

9

$各组小鼠坐骨神经超微结构的比较$图
8

%$

正常组坐骨神经髓鞘板层结构完整!轴索可见微丝,微

管,线粒体) 模型组坐骨神经部分髓鞘板层结构发生

严重分离!各层间排列紊乱!出现空泡及裂隙!严重脱

髓鞘!轴索萎缩!雪旺细胞变性坏死&硫辛酸组小鼠坐

骨神经髓鞘板层中未出现明显空泡及裂隙!轴索结构

完整&益气活血通络方各剂量组小鼠坐骨神经病理形

态损伤均有不同程度改善) 低剂量组坐骨神经部分髓

鞘板层增厚!各层间排列紊乱出现空泡及裂隙&中剂量

组坐骨神经部分髓鞘板层稍有增厚!髓鞘板层空泡及

裂隙均显著降低!轴索外可见雪旺细胞&高剂量组坐骨

神经髓鞘板层结构基本完整!轴索内线粒体数量增多)

7

$各组小鼠坐骨神经中
5J

#

!KQ79

,

(RR"

,

(!K

#

#

,

(S

#

#"

,

(S

#

7

,

)5J

#

#

蛋白表达比较$图
9

%$与正

常组比较!模型组小鼠坐骨神经组织中
5J

#

!K T79

,

$$注#

,

为正常组&

K

为模型组&

&

为硫辛酸组&

F

为益气活血通

络低剂量组&

=

为益气活血通络中剂量组&

J

为益气活血通络高剂

量组&箭头所示#图
,

!正常髓鞘&图
K

!严重脱髓鞘&图
&

!轻度脱

髓鞘&图
F

!节段性脱髓鞘&图
=

!雪旺细胞&图
J

!轻度脱髓鞘

图
8

$各组小鼠坐骨神经超微结构图$$ *

8 """

%

图
9

$各组小鼠坐骨神经
5J

#

!KQ79

,

(RR"

,

(!K

#

#

,

(S

#

#"

,

(S

#

7

,

)5J

#

#

蛋白表达
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$

"!"!$$"

(RR"

,

(!K#

,

(S

#

#"

,

(S

#

7

,

)5J

#

#

的蛋白表达均升高

$

T U"

!

"#

%)与模型组比较!各给药组小鼠坐骨神经组

织
5J

#

!K T79

,

(RR"

,

(!K#

,

(S

#

#"

,

(S

#

7

,

)5J

#

#

蛋白

表达下降 $

T U"

!

"#

%) 与硫辛酸组比较!益气活血通

络方高,中剂量组
5J

#

!KQ79

表达下降$

T U"

!

"#

%&益

气活血通络方中,低剂量组
(RR"

,

(!K#

表达升高

$

T U"

!

"#

!

T U"

!

"9

%! 高剂量组
(RR"

,

(!K#

表达下

降$

T U"

!

"#

%&益气活血通络方各剂量组
(S

#

#"

,

(S

#

7

表达下降$

T U"

!

"#

!

T U"

!

"9

%&益气活血通络方高,

低剂量组
)5J

#

#

表达下降 $

T U "

!

"#

!

T U "

!

"9

%)

益气活血通络方对
FT5

小鼠坐骨神经组织
5J

#

!K

T79

,

(RR"

,

(!K#

,

(S

#

#"

的效应与用药剂量均呈显著

相关性 $

P

值分别为
"

!

$7$

,

"

!

<<$

,

"

!

<<<

,

"

!

<76

!

T U"

!

"#

%&益气活血通络方降低
(S

#

7

,

)5J

#

#

的作用

无明显剂量相关性)

讨$$论

慢性低度炎症在
FT5

的发生,发展中起着极其

重要的作用'

#!

(

) 高血糖诱导下!大量炎性细胞的聚集

导致炎性因子
(S

#

#"

,

(S

#

7

,

)5J

#

#

等表达分泌于相关

组织细胞外基质中!形成组织重建!引起
FT5

) 其中

)5J

#

#

是强力的参与糖尿病神经病变前炎症因子!可

诱导
(S

#

#

,

(S

#

7

的合成) 慢性炎症反应导致
FT5

的病

理生理过程源于炎症介质产生的复杂路径'

#%

(

)

5J

#

!K

是细胞中重要的转录调节因子!通过刺激因子的活

化进而诱导多种基因的表达!产生多种细胞因子参与

炎症反应)

FT5

时!大量炎性因子被
5J

#

!K

调控且

互相作用) 持续性的高血糖引起的低度炎症反应导致

(!K

激酶
(RR

激活!

5J

#

!K

抑制蛋白
(!K

降解并与

5J

#

!K

解离!

5J

#

!K

与细胞核内目的基因结合位点结

合!再启动下游炎症因子基因的转录翻译!下游炎症因

子在神经元,雪旺细胞中引起对巨噬细胞等的聚集作

用!导致周围神经损伤'

#8

(

) 本实验观察到模型鼠坐骨

神经组织中
5J

#

!K

,

(!K

,

(RR

表达增加!炎症因子
(S

#

#"

,

(S

#

7

,

)5J

#

#

表达显著升高!表明
LMHLM

小鼠
5J

#

!K

信号通路被激活!炎性因子释放增加!引起坐骨神

经炎症反应性损伤)

FT5

属中医学*气虚+,* 血瘀+范畴!病位在血

络!消渴先发为本!

FT5

继发为标!由虚致实,虚实夹

杂!基本病机为气阴两虚,瘀血阻络'

#9

!

#7

(

) 气虚-阴

亏-血瘀过程与炎症损伤,神经功能结构受损相一致)

益气活血通络方具有益气活血,通络止痛之功效!为临

床上治疗
FT5

的验方) 方中黄芪大补脾胃元气!令

气旺血行,瘀去络通!当归补血,行血!化瘀不伤血!共

为主药&葛根升阳,生津止渴!生地黄助黄芪,当归益气

活血生津!为臣药&鸡血藤活血补血!延胡索辛散活血,

行气,止痛!为佐药) 诸药合用!气血同治!标本兼治)

现代研究表明!中药黄芪,葛根对糖尿病及并发症有较

好的治疗效果) 黄芪葛根汤能下调糖尿病大鼠心肌组

织中
5J

#

!K

的表达水平'

#6

(

&葛根素能显著降低糖尿

病鼠的空腹血糖!下调
)5J

#

#

的表达'

#$

(

&当归多糖可

降低糖尿病鼠
(S

#

7

,

)5J

#

#

水平'

#<

(

) 课题组前期研究

证实!益气活血通络方可降低
Z)d

诱导糖尿病周围神

经损伤模型大鼠血清中的炎症因子!可抑制高糖诱导

的人脐静脉内皮细胞,大鼠背根神经节细胞中炎性因

子的高表达'

9

"

6

(

) 本实验观察到益气活血通络方亦可

降低
FT5

模型鼠坐骨神经组织中炎症因子表达!减

轻周围神经炎症反应)

本实验研究选用
LMHLM

小鼠为动物模型!该鼠为

因瘦素受体基因缺陷导致的先天肥胖性
)!F+

小鼠!

比常用的链脲佐菌素模型更符合人类
)!F+

特

点'

!"

"

!!

(

) 实验中模型鼠持续性的高血糖,坐骨神经

组织结构损伤明显,机械痛阈值显著降低,运动神经传

导速度显著减慢!确定出现了周围神经性病变'

!%

(

) 抑

制
5J

#

!K

信号通路!可抑制糖尿病神经病变的进

展'

!8

(

) 本实验观察到益气活血通络方干预后!

(RR"

,

5J

#

!K

,

(!K

#

#

表达显著降低!表明益气活血通络方在

一定程度上抑制了
5J

#

!K

转录因子的活化!减少炎症

因子释放!降低免疫反应的放大程度!并进一步缓解坐

骨神经组织损伤!达到改善周围神经病变的效果) 实

验结果提示!益气活血通络方的干预作用具有一定的

剂量依赖性!高剂量的作用效应最优)

实验研究结果提示!益气活血通络方具有一定降

糖作用!但该方对其血糖的调节能力较对周围神经修

复能力弱!同时提示该方更有利于对
!

型糖尿病的神

经保护作用!临床上应用该方治疗
FT5

应与基础降

糖药物联合用药) 益气活血通络方高剂量组降糖效果

弱于中剂量组!可能由于
LMHLM

小鼠瘦素受体基因缺

陷失去功能造成代谢紊乱引起!但并不影响其神经保

护作用) 本研究设立硫辛酸为阳性对照药!硫辛酸具

有较好的抗氧化应激和减轻炎症反应!保护糖尿病周

围神经损伤的作用!临床上广泛用于
FT5

患者!取得

良好疗效'

!9

(

) 实验结果提示!益气活血通络方的作用

效应优于硫辛酸)

综上所述!益气活血通络方可能通过抑制
FT5

中
5J

#

!K

信号通路的激活!抑制下游炎症因子表达!

从而改善糖尿病周围神经病变!但其具体调控机制!尚

需进一步研究)
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