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补阳还五汤调节 MEK/ERK通路对糖尿病大鼠坐骨神经细胞凋亡
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  摘 要:目的 研究补阳还五汤对糖尿病大鼠坐骨神经细胞凋亡及机械性痛觉超敏的影响,以及对丝裂原

活化蛋白激酶(MEK)/细胞外信号相关激酶(ERK)通路的调节作用。方法 36只大鼠随机分为正常对照组(6
只)及造模组(30只),造模组采用高糖高脂饲料喂养法联合腹腔注射链脲佐菌素(STZ)法建立糖尿病坐骨神经

病变大鼠模型,造模完成后,造模组大鼠随机分为模型组、补阳还五汤低剂量组、补阳还五汤中剂量组、补阳还

五汤高剂量组及阳性对照组,每组6只。补阳还五汤低、中、高剂量组大鼠分别按照7.5、15.0、30.0
 

g/kg
 

(以生

药含量计)给予补阳还五汤灌胃,1次/d,连续给药12
 

周。阳性对照组大鼠按照0.1
 

mg/kg腹腔注射给予

PD98059,2次/周,连续12周。测定大鼠热缩足潜伏期及后足伸姿推力,使用肌电图仪测定运动神经传导速度

(MNCV)及感觉神经传导速度(SNCV),使用酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒测定大鼠血清白细胞介素

(IL)-1β、IL-6、肿瘤坏死因子(TNF)-α、总抗氧化能力(T-AOC)及坐骨神经谷胱甘肽(GSH)、超氧化物歧化酶

(SOD)、丙二醛(MDA)水平,采用苏木精-伊红(HE)染色法检查坐骨神经病理学变化,采用缺口末端标记法

(TUNEL)测定坐骨神经细胞凋亡率,采用免疫印迹法测定大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK水平。结果 与正常

对照组比较,模型组大鼠热缩足潜伏期、MNCV、SNCV及T-AOC、GSH、SOD水平均明显降低(P<0.05),后

足伸姿推力、坐骨神经细胞凋亡率、IL-1β、IL-6、TNF-α、MDA、p-MEK、p-ERK水平均明显升高(P<0.05)。与

模型组比较,补阳还五汤各剂量组及阳性对照组大鼠热缩足潜伏期、MNCV、SNCV及T-AOC、GSH、SOD水

平均明显升高,且补阳还五汤低剂量组<补阳还五汤中剂量组<补阳还五汤高剂量组,差异均有统计学意义

(P<0.05);与模型组比较,补阳还五汤各剂量组及阳性对照组大鼠后足伸姿推力、坐骨神经细胞凋亡率及IL-
1β、IL-6、TNF-α、MDA、p-MEK、p-ERK水平均明显降低,且补阳还五汤低剂量组>补阳还五汤中剂量组>补

阳还五汤高剂量组,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 补阳还五汤能够显著抑制糖尿病大鼠坐骨神经氧

化应激损伤及炎症因子水平,修复坐骨神经病理性损伤,改善大鼠坐骨神经功能,抑制坐骨神经细胞凋亡,进而

促进糖尿病大鼠坐骨神经损伤的恢复,其机制可能与调节 MEK/ERK通路有关。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

on
 

apoptosis
 

and
 

mechanical
 

allo-
dynia

 

of
 

sciatic
 

nerve
 

cells
 

in
 

diabetic
 

rats
 

and
 

its
 

regulatory
 

effect
 

on
 

MEK/ERK
 

pathway.Methods Thirty
 

six
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

control
 

group
 

(6
 

cases)
 

and
 

modeling
 

group
 

(30
 

cases).The
 

model
 

group
 

was
 

fed
 

with
 

high
 

sugar
 

and
 

high
 

fat
 

diet
 

combined
 

with
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

streptozotocin
 

(STZ)
 

to
 

establish
 

the
 

rat
 

model
 

of
 

diabetes
 

with
 

sciatic
 

neuropathy.After
 

the
 

completion
 

of
 

model
 

building,
the

 

model
 

group
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

model
 

group,Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

low
 

dose
 

group,
Buyang

 

Huanwu
 

Decoction
 

medium
 

dose
 

group,Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

high
 

dose
 

group
 

and
 

positive
 

con-
trol

 

group,with
 

6
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

were
 

given
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

by
 

gavage
 

at
 

7.5,15.0
 

and
 

30.0
 

g/kg
 

(calculated
 

by
 

crude
 

drug
 

content)
 

re-
spectively,once

 

a
 

day,and
 

continuously
 

12
 

weeks.The
 

positive
 

control
 

group
 

was
 

given
 

PD98059
 

via
 

intraper-
itoneal

 

injection
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

0.1
 

mg/kg
 

twice
 

a
 

week
 

for
 

12
 

consecutive
 

weeks.The
 

latent
 

period
 

of
 

heat
 

in-
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duced
 

foot
 

contraction
 

and
 

the
 

thrust
 

of
 

hind
 

foot
 

extension
 

in
 

rats
 

were
 

measured;
 

the
 

motor
 

nerve
 

conduc-
tion

 

velocity
 

(MNCV)
 

and
 

sensory
 

nerve
 

conduction
 

velocity
 

(SNCV)
 

was
 

measured
 

by
 

electromyography;
 

the
 

serum
 

interleukin
 

(IL)-1β,IL-6,tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α,total
 

antioxidant
 

capacity
 

(T-AOC),and
 

sciatic
 

nerve
 

glutathione
 

(GSH),superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

levels
 

were
 

meaured
 

by
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

kit;
 

the
 

sciatic
 

neuropathological
 

changes
 

were
 

ex-
amined

 

by
 

hematoxylin
 

eosin
 

(HE)
 

staining;
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

determined
 

by
 

TUNEL;
 

the
 

levels
 

of
 

p-MEK
 

and
 

p-ERK
 

in
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

model
 

group
 

rats
 

showed
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

latent
 

period
 

of
 

heat
 

in-
duced

 

foot
 

contraction,MNCV,SNCV,T-AOC,GSH
 

and
 

SOD
 

levels
 

(P<0.05),while
 

posterior
 

foot
 

exten-
sion

 

thrust,sciatic
 

nerve
 

cell
 

apoptosis
 

rate,and
 

IL-1β,IL-6,TNF-α,MDA,p-MEK
 

and
 

p-ERK
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

heat
 

induced
 

foot
 

latency,MNCV,SNCV,T-AOC,GSH,and
 

SOD
 

levels
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

dose
 

group
 

of
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoc-
tion

 

and
 

the
 

positive
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

which
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

low
 

dose
 

group
 

<the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

medium
 

dose
 

group<
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

high
 

dose
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,rats
 

in
 

each
 

dose
 

group
 

of
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

and
 

the
 

positive
 

control
 

group
 

showed
 

significant
 

reductions
 

in
 

pos-
terior

 

foot
 

extension
 

thrust,sciatic
 

nerve
 

cell
 

apoptosis
 

rate,and
 

IL-1β,IL-6,TNF-α,MDA,p-MEK
 

and
 

p-ERK
 

levels,and
 

which
 

in
 

the
  

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

low
 

dose
 

group>the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

medium
 

dose
 

group>
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

high
 

dose
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).
Conclusion Buyang

 

Huanwu
 

Decoction
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

oxidative
 

stress
 

injury
 

and
 

inflammatory
 

level
 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

in
 

diabetes
 

rats,repair
 

the
 

pathological
 

injury
 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve,improve
 

the
 

func-
tion

 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

in
 

rats,inhibit
 

the
 

apoptosis
 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

cells,and
 

then
 

promote
 

the
 

recovery
 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

injury
 

in
 

diabetes
 

rats.Its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

MEK/ERK
 

pathway.
Key

 

words:sciatic
 

nerve; diabetes
 

mellitus; MEK/ERK
 

pathway; mechanical
 

allodynia; inflamma-
tory

 

factors; oxidative
 

stress

  糖尿病周围神经病变作为糖尿病患者常见并发

症,其主要与患者长期血糖水平异常、微血管病变等

多种因素密切相关[1]。坐骨神经病变是糖尿病周围

神经病变的常见类型,如不及时干预,将严重影响患

者生存质量及生活水平,给患者及其家属带来巨大经

济和精神负担[2]。目前,临床中对于糖尿病坐骨神经

病变的治疗方法有限,主要采取控制血糖等病因治疗

及止痛等对症治疗为主,且存在多种缺点,所以糖尿

病坐骨神经病变治疗药物的研发仍是当前科研工作

的重点。丝裂原活化蛋白激酶(MEK)/细胞外信号调

节激酶(ERK)是近年来研究发现的与糖尿病周围神

经病变发生、发展密切相关的重要信号通路,调节

MEK/ERK通路相关蛋白水平可能是治疗糖尿病坐

骨神经病变的有效途径和方法[3]。补阳还五汤是以

中医理论为指导、由中药饮片组成的中药方剂,起活

血通络之功效,近年来研究证实其在糖尿病周围神经

病变治疗中具有较大潜力[4],然而其对于糖尿病坐骨

神经病变的作用及机制尚不明确,所以本文通过研究

补阳还五汤对糖尿病坐骨神经病变的作用及机制,为
临床中补阳还五汤治疗糖尿病坐骨神经病变提供实

验证据和理论支持。
1 材料与方法

1.1 药 品 及 试 剂  补 阳 还 五 汤 由 黄 芪(批 号:
190811)120

 

g、当归(批号:201023)6
 

g、赤芍(批号:

190921)5
 

g、地龙(批号:190906)
 

3
 

g、川芎(批号:
200825)

 

3
 

g、红花(批号:200717)
 

3
 

g、桃仁(批号:
191017)3

 

g组成,中药饮片购自南京同仁堂药业有限

责任公司。药材饮片置于1
 

000
 

mL蒸馏水中浸泡30
 

min,煎煮40
 

min后过滤,留滤液,药材残渣再次置于

1
 

000
 

mL水中煎煮30
 

min,过滤,取滤液。将2次滤

液合并后加热蒸发浓缩,制成生药含量为5
 

g/mL的制

剂。PD98059(货号:IH01183)购自上海楷树化学科技

有限公司;磷 酸 化 MEK(p-MEK,货 号:AF1786)、
MEK(货号:AF1252)、磷酸化 ERK(p-ERK,货号:
AF1891)、ERK抗体(货号:AF0144)兔抗体、山羊抗

兔二 抗 (货 号:A0208)、蛋 白 测 定 试 剂 盒 (货 号:
P0010)、化学发光试剂盒(货号:P0018)、脱氧核糖核

苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记(TUNEL)试剂

盒(货号:C1088)、总抗氧化能力(T-AOC)试剂盒(货
号:S0116)、谷胱甘肽(GSH)试剂盒(货号:S0052)、超
氧化物歧化酶(SOD)试剂盒(货号:S0101)均购自碧

云天生物科技有限公司;组织裂解液(货号:R0010)、
白细胞介素(IL)-1β(货号:SEKR-0002)、IL-6(货号:
SEKR-0005)、肿瘤坏死因子(TNF)-α(货号:SEKR-
0009)、丙二醛(MDA,货号:BC0020)试剂盒均购自北

京索莱宝科技有限公司。
1.2 实验动物 36只雄性SD大鼠,6~8周龄,体质

量180~220
 

g,购自北京维通利华实验动物技术有限
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公司,实验动物许可证号:SCXK(京)2021-0011。大

鼠饲养于实验动物房,温度22~25
 

℃,相对湿度

40%~70%,明暗交替/12
 

h。
1.3 设备与仪器 IX70荧光倒置显微镜购自日本

Olympus公司;CLARIOstar
 

PLUS酶标仪购自德国

BMG
 

LABTECH公司;MeuroExam
 

M-800C肌电图

仪购自美国MEDCO公司;Gel
 

Doc
 

EZ凝胶成像仪购

自美国Bio-Rad公司;SorvallST1R
 

Plus冷冻型台式

离心机购自赛默飞世尔科技公司。
1.4 方法

1.4.1 造模及分组 大鼠随机分为正常对照组(6
只)及造模组(30只)。参照文献[5]的方法,造模组首

先采用高糖高脂饲料喂养6周后,按照35
 

mg/kg分

别一次性腹腔注射链脲佐菌素(STZ),48
 

h后测定大

鼠随机血糖>16.7
 

mmol/L视为糖尿病模型造模完

成,随后大鼠继续使用高糖高脂饲料喂养8周,使用

肌电图仪测定大鼠运动神经传导速度(MNCV)、感觉

神经传导速度(SNCV),若较正常对照组降低超过

11%,视为造模成功。造模完成后,造模组大鼠随机

分为模型组、补阳还五汤低剂量组、补阳还五汤中剂

量组、补阳还五汤高剂量组、阳性对照组,每组6只。
正常对照组大鼠正常饮食,不做特殊处理。
1.4.2 给药 补阳还五汤低、中、高剂量组大鼠分别

按照7.5、15.0、30.0
 

g/kg[6]
 

(以生药含量计)给予补

阳还五汤灌胃,1次/d,连续给药12周。阳性对照组

大鼠按照0.1
 

mg/kg[7]腹腔注射给予PD98059,2次/
周,连续12周。正常对照组及模型组大鼠给予生理

盐水灌胃。末次给药24
 

h后进行后续实验。
1.4.3 热缩足潜伏期及后足伸姿推力的测定 将大

鼠置于热板仪,设置温度为52
 

℃,记录大鼠出现舔

足、缩足的时间,记为热缩足潜伏期。将大鼠直立上

提并保持后足伸展姿势,置于电子秤,记录电子秤示

数为后足伸姿推力。
1.4.4 MNCV及SNCV的测定 大鼠腹腔注射戊

巴比妥钠(35
 

mg/kg)麻醉后,使用肌电图仪测定

MNCV及SNCV。
1.4.5 血清IL-1β、IL-6、TNF-α、T-AOC的测定 大

鼠按照35
 

mg/kg腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉后,
取仰卧位,腹主动脉取血,4

 

℃静置30
 

min,4
 

℃,
6

 

000
 

r/min,离心8
 

min,取上清液,使用试剂盒测定

IL-1β、IL-6、TNF-α、T-AOC水平。
1.4.6 坐骨神经GSH、SOD、MDA的测定 大鼠颈

椎脱臼法处死后,分离坐骨神经,使用蒸馏水研磨匀

浆后,4
 

℃,6
 

000
 

r/min,离心10
 

min,取上清液,使用

试剂盒测定GSH、SOD、MDA水平。
1.4.7 坐骨神经的病理学检查 取大鼠坐骨神经使

用体积分数为4%的中性甲醛固定后,石蜡包埋,制成

4
 

μm切片,使用苏木精-伊红(HE)试剂盒染色,置于

光学显微镜下观察。
1.4.8 坐骨神经细胞凋亡率的测定 取大鼠坐骨神

经4
 

μm石蜡切片,使用TUNEL试剂盒染色后,置于

荧光倒置显微镜下观察,计算坐骨神经细胞凋亡率。
坐骨神 经 细 胞 凋 亡 率=阳 性 细 胞 数/总 细 胞 数×
100%。
1.4.9 坐骨神经p-MEK、p-ERK 蛋 白 水 平 的 测

定 取大鼠坐骨神经组织,使用组织裂解液研磨匀浆

后,离心(4
 

℃,8
 

000
 

r/min)10
 

min,取上清液,蛋白试

剂盒定量后,依次经电泳、分离、转膜后,使用脱脂牛

奶室 温 封 闭 1
 

h,使 用 GAPDH、p-MEK、p-ERK、
MEK、ERK兔抗体4

 

℃孵育过夜,经磷酸盐缓冲液清

洗3次后,山羊抗兔IgG室温孵育1
 

h,再次使用磷酸

盐缓冲液清洗3次,置于凝胶成像仪,滴加化学发光

液,拍照成像,使用Image
 

J
 

1.8.0软件计算各蛋白灰

度值,以GAPDH为内参,检测p-MEK、p-ERK水平。
1.5 统计学处理 所有数据使用SPSS

 

26.0软件处

理。计数资料以例数、百分率表示,组间比较采用χ2

检验;呈正态分布的计量资料以x±s表示,多组间比

较采用单因素方差分析,多组间两两比较采用LSD-t
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠热缩足潜伏期及后足伸姿推力比较 
与正常对照组比较,模型组大鼠热缩足潜伏期明显降

低(P<0.05),后足伸姿推力明显升高(P<0.05);与
模型组比较,补阳还五汤各剂量组及阳性对照组大鼠

热缩足潜伏期明显升高(P<0.05),后足伸姿推力明

显降低(P<0.05);且随着补阳还五汤剂量的增加,大
鼠热缩足潜伏期表现为补阳还五汤低剂量组<补阳

还五汤中剂量组<补阳还五汤高剂量组,后足伸姿推

力表现为补阳还五汤低剂量组>补阳还五汤中剂量

组>补阳还五汤高剂量组,任意两组间比较,差异均

有统计学意义
 

(P<0.05)。见表1。
表1  各组大鼠热缩足潜伏期及后足伸姿推力比较(x±s)

组别 n 热缩足潜伏期(s) 后足伸姿推力(g)

正常对照组 6 11.74±0.54 58.18±5.11

模型组 6 2.55±0.96① 123.99±6.46①

补阳还五汤低剂量组 6 4.49±0.70② 110.83±9.18②

补阳还五汤中剂量组 6 7.32±0.84②③ 92.37±7.03②③

补阳还五汤高剂量组 6 10.83±0.72②③④ 71.59±4.42②③④

阳性对照组 6 10.54±0.85② 74.63±3.72②

F 24.32 95.37

P 0.01 0.01

  注:与正常对照组比较,①P<0.05;与模型组比较,②P<0.05;与
补阳还五汤低剂量组比较,③P<0.05;与补阳还五汤中剂量组比较,
④P<0.05。

2.2 各组大鼠 MNCV、SNCV比较 与正常对照组

比较,模型组大鼠 MNCV、SNCV 均明显降低(P<
0.05);与模型组比较,补阳还五汤各剂量组及阳性对

照组大鼠 MNCV、SNCV均明显升高(P<0.05);且
随着补阳还五汤剂量的增加,大鼠 MNCV、SNCV均

表现为补阳还五汤低剂量组<补阳还五汤中剂量
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组<补阳还五汤高剂量组,任意两组间比较,差异均

有统计学意义
 

(P<0.05)。见表2。
表2  各组大鼠 MNCV、SNCV比较(x±s,m/s)

组别 n MNCV SNCV

正常对照组 6 61.88±9.55 50.24±0.66

模型组 6 40.19±2.61① 28.82±1.41①

补阳还五汤低剂量组 6 46.72±3.55② 33.28±0.84②

补阳还五汤中剂量组 6 52.30±2.35②③ 39.67±0.62②③

补阳还五汤高剂量组 6 57.65±1.58②③④ 46.06±1.88②③④

阳性对照组 6 59.08±3.76② 47.27±0.28②

F 105.57 490.17

P 0.01 0.01

  注:与正常对照组比较,①P<0.05;与模型组比较,②P<0.05;与
补阳还五汤低剂量组比较,③P<0.05;与补阳还五汤中剂量组比较,
④P<0.05。

2.3 各组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α、T-AOC水平

比较 与正常对照组比较,模型组大鼠血清IL-1β、
IL-6、TNF-α水平明显升高(P<0.05),T-AOC水平

明显降低(P<0.05);与模型组比较,补阳还五汤各剂

量组及阳性对照组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α水平

均明显降低(P<0.05),T-AOC水平明显升高(P<
0.05);且随着补阳还五汤剂量的增加,大鼠血清IL-
1β、IL-6、TNF-α水平均表现为补阳还五汤低剂量

组>补阳还五汤中剂量组>补阳还五汤高剂量组,T-
AOC水平表现为补阳还五汤低剂量组<补阳还五汤

中剂量组<补阳还五汤高剂量组,任意两组间比较,
差异均有统计学意义

 

(P<0.05)。见表3。
2.4 各组大鼠坐骨神经GSH、SOD、MDA水平比较

 与正常对照组比较,模型组大鼠坐骨神经 GSH、
SOD水平均明显降低(P<0.05),MDA水平明显升

高(P<0.05);与模型组比较,补阳还五汤各剂量组及

阳性对照组大鼠坐骨神经GSH、SOD水平均明显升

高(P<0.05),MDA水平明显降低(P<0.05);且随

着补阳还五汤剂量的增加,大鼠坐骨神经GSH、SOD
水平均表现为补阳还五汤低剂量组<补阳还五汤中

剂量组<补阳还五汤高剂量组,MDA水平表现为补

阳还五汤低剂量组>补阳还五汤中剂量组>补阳还

五汤高剂量组,任意两组间比较,差异均有统计学意

义
 

(P<0.05)。见表4。

表3  各组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α、T-AOC水平比较(x±s)

组别 n IL-1β(ng/L) IL-6(ng/L) TNF-α(ng/L) T-AOC(U/mL)

正常对照组 6 39.79±2.88 24.95±2.37 71.99±3.96 241.37±12.02

模型组 6 74.45±4.14① 70.17±2.20① 185.93±6.40① 37.11±5.41①

补阳还五汤低剂量组 6 58.81±4.34② 53.42±3.86② 101.32±3.22② 79.50±5.14②

补阳还五汤中剂量组 6 49.32±4.26②③ 42.24±2.49②③ 89.09±9.00②③ 125.83±4.78②③

补阳还五汤高剂量组 6 42.90±2.60②③④ 32.72±1.77②③④ 73.51±5.92②③④ 174.44±14.51②③④

阳性对照组 6 44.84±2.46② 35.30±5.42② 83.37±6.91② 142.39±6.62②

F 77.56 152.60 289.00 386.96

P 0.01 0.01 0.01 0.01

  注:与正常对照组比较,①P<0.05;与模型组比较,②P<0.05;与补阳还五汤低剂量组比较,③P<0.05;与补阳还五汤中剂量组比较,④P<
0.05。

表4  各组大鼠坐骨神经GSH、SOD、MDA水平比较(x±s)

组别 n GSH(μmol/mgprot) SOD(U/mgprot) MDA(nmol/mgprot)

正常对照组 6 81.71±3.73 80.28±5.77 1.06±0.59

模型组 6 34.95±1.26① 33.68±7.34① 4.40±0.21①

补阳还五汤低剂量组 6 42.82±5.43② 47.31±2.97② 3.30±0.29②

补阳还五汤中剂量组 6 61.37±5.32②③ 57.94±2.77②③ 1.57±0.25②③

补阳还五汤高剂量组 6 70.18±10.13②③④ 71.48±5.67②③④ 0.93±0.17②③④

阳性对照组 6 61.62±3.59② 65.95±5.27② 0.68±0.33②

F 56.96 63.12 106.12

P 0.01 0.01 0.01

  注:与正常对照组比较,①P<0.05;与模型组比较,②P<0.05;与补阳还五汤低剂量组比较,③P<0.05;与补阳还五汤中剂量组比较,④P<0.05。

2.5 各组大鼠坐骨神经病理学检测结果 正常对照

组大鼠坐骨神经无明显病理改变;与正常对照组比

较,模型组大鼠坐骨神经纤维排列疏松,神经纤维水

肿,髓鞘结构脱落,成空泡状;与模型组比较,补阳还

五汤各剂量组及阳性对照组大鼠神经纤维病理明显

恢复。见图1。
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2.6 各组大鼠坐骨神经细胞凋亡率比较 正常对照

组、模型组、补阳还五汤低剂量组、补阳还五汤中剂量

组、补阳还五汤高剂量组、阳性对照组的坐骨神经细

胞凋亡率分别为(1.93±0.28)%、(50.52±5.17)%、
(35.74±1.64)%、(24.71±3.05)%、(11.46±
3.57)%、(8.93±1.50)%,多组间比较,差异有统计

学意义(F=226.88,P=0.01)。与正常对照组比较,
模型组大鼠坐骨神经细 胞 凋 亡 率 明 显 升 高(P<
0.05);与模型组比较,补阳还五汤各剂量组及阳性对

照组大鼠坐骨神经细胞 凋 亡 率 均 明 显 降 低(P<
0.05);随着补阳还五汤剂量的增加,坐骨神经细胞凋

亡率表现为补阳还五汤低剂量组>补阳还五汤中剂

量组>补阳还五汤高剂量组,任意两组间比较,差异

均有统计学意义(P<0.05)。
2.7 各组大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋白水平比

较 补阳还五汤对大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋

白水平的影响如图2及表5所示。与正常对照组比

较,模型组大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋白水平明

显升高(P<0.05);与模型组比较,补阳还五汤各剂量

组及阳性对照组大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋白

水平明显降低(P<0.05);且随着补阳还五汤剂量的

增加,大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋白水平表现为

补阳还五汤低剂量组>补阳还五汤中剂量组>补阳

还五汤高剂量组,任意两组间比较,差异均有统计学

意义(P<0.05)。

  注:A为正常对照组;B为模型组;C为补阳还五汤低剂量组;D为补阳还五汤中剂量组;E为补阳还五汤高剂量组;F为阳性对照组。

图1  大鼠坐骨神经病理检查结果(HE染色,100×)

  注:A为正常对照组;B为模型组;C为补阳还五汤低剂量组;D为

补阳还五汤中剂量组;E为补阳还五汤高剂量组;F为阳性对照组。

图2  各组大鼠坐骨神经 MEK、ERK、p-MEK、p-ERK
蛋白水平比较

表5  各组大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋白

   水平比较(x±s)

组别 n p-MEK p-ERK

正常对照组 6 0.29±0.11 0.20±0.04

模型组 6 0.89±0.07① 0.86±0.08①

续表5  各组大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋白

   水平比较(x±s)

组别 n p-MEK p-ERK

补阳还五汤低剂量组 6 0.58±0.05② 0.79±0.08②

补阳还五汤中剂量组 6 0.49±0.03②③ 0.64±0.10②③

补阳还五汤高剂量组 6 0.40±0.03②③④ 0.45±0.04②③④

阳性对照组 6 0.43±0.04② 0.40±0.04②

F 69.243 80.737

P 0.01 0.01

  注:与正常对照组比较,①P<0.05;与模型组比较,②P<0.05;与
补阳还五汤低剂量组比较,③P<0.05;与补阳还五汤中剂量组比较,
④P<0.05。

3 讨  论

糖尿病坐骨神经病变是由于长期血糖升高引起

外周循环障碍,进而诱发外周神经病变[8]。同时,由
于糖尿病患者长期血糖异常,可能会导致患者末端血

管损伤、神经营养因子缺乏、组织细胞氧化应激损伤

等多种病理改变,进而诱发或加重坐骨神经病变的发
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生。目前,糖尿病坐骨神经病变的治疗主要采用病因

治疗,控制患者血糖,同时采取止痛等对症治疗措施,
然而上述治疗方法有效率低、患者依从性差,所以对

于糖尿病坐骨神经病变治疗药物的研发仍是当前的

主要工作。
补阳还五汤是以中医学理论为基础,由生黄芪、

当归、赤芍、地龙、川芎、红花、桃仁等中药饮片制成的

中药方剂,方中生黄芪为君药,行化瘀通络,补益元气

之功效;当归为臣药,行活血化瘀之功效;佐以赤芍、
川芎、红花、桃仁,通经活络,全方共奏益气补血、通经

活络之功效,用于治疗气虚血瘀之证。现代研究发

现,补阳还五汤在糖尿病周围神经病变治疗中具有显

著效果。贲莹等[9]研究证实,补阳还五汤能够显著调

节糖尿病周围神经病变大鼠机械痛阈值和神经传导

速度,调节大鼠背根神经节细胞凋亡相关蛋白,进而

保护糖尿病大鼠周围神经;张天雅等[10]研究表明,补
阳还五汤能够显著抑制糖尿病周围神经病变大鼠线

粒体功能及氧化应激损伤,进而发挥对糖尿病大鼠周

围神经保护作用。由此可见,补阳还五汤在糖尿病周

围神经病变治疗中具有较大潜力。然而,补阳还五汤

对于糖尿病坐骨神经病变的治疗作用及机制目前少

见明确报道。
热缩足潜伏期及后足伸姿推力是反映大鼠机械

性痛觉超敏的重要指标。龙娟等[11]研究证实,热缩足

潜伏期缩短提示糖尿病大鼠坐骨神经病变,而延长热

缩足潜伏期则提示糖尿病大鼠坐骨神经病变恢复;郑
龙蛟等[12]研究表明,后足伸姿推力改变与大鼠坐骨神

经阻滞有关;王晓晨等[13]研究表明,后足伸姿推力降

低使骨折大鼠病情明显改善,神经功能明显恢复。本

实验结果表明,与正常对照组比较,模型组大鼠热缩

足潜伏期明显缩短,后足伸姿推力则明显增加,补阳

还五汤各剂量组及阳性对照组与模型组比较,大鼠热

缩足潜伏期明显延长,后足伸姿推力明显降低,提示

补阳还五汤能够呈剂量依赖性显著延长大鼠热缩足

潜伏期,降低后足伸姿推力,降低大鼠机械性痛觉超

敏,促进坐骨神经的恢复。
MNCV及SNCV是反映运动神经功能的重要指

标,坐骨神经损伤时,MNCV及SNCV则表现出明显

异常。王阳阳等[14]研究表明,糖尿病大鼠坐骨神经损

伤时,MNCV明显降低,
 

MNCV升高则提示坐骨神

经功能明显恢复;于婷等[15]研究证实,糖尿病大鼠

MNCV及SNCV降低与坐骨神经损伤及细胞凋亡有

关,MNCV及SNCV升高则提示大鼠坐骨神经功能

显著恢复。由此可见,MNCV及SNCV是糖尿病坐

骨神经病变治疗中的重要观察指标。本实验结果表

明,与正常对照组比较,模型组大鼠 MNCV及SNCV
明显降低,而补阳还五汤各剂量组及阳性对照组与模

型组比较,MNCV及SNCV明显升高,提示补阳还五

汤能够呈剂量依赖性显著恢复大鼠坐骨神经传导速

度,促进糖尿病大鼠坐骨神经功能的恢复,逆转坐骨

神经损伤。
血清IL-1β、IL-6、TNF-α、T-AOC是反映大鼠炎

症损伤水平的重要指标。吉桂芳等[16]研究表明,IL-
1β、IL-6、TNF-α水平升高与糖尿病大鼠周围神经病

变的发生有关,降低IL-1β、IL-6、TNF-α水平则能够

明显抑制糖尿病周围神经病变的发生及进展;张文锦

等[17]研究表明,糖尿病大鼠T-AOC水平降低与周围

神经病变的发生有关,升高T-AOC水平则能够明显

改善大鼠坐骨神经病变及机械痛阈值。由此可见,调
节IL-1β、IL-6、TNF-α、T-AOC水平可能是治疗糖尿

病坐骨神经病变的关键。GSH、SOD、MDA是反映组

织内氧化应激损伤的重要指标。封卫毅等[18]研究证

实,升高大鼠坐骨神经GSH、SOD水平,能够明显减

少坐骨神经自由基损伤,恢复坐骨神经功能;于睿钦

等[19]研究证实,降低糖尿病大鼠 MDA 水平,升高

SOD水平能够明显抑制坐骨神经线粒体氧化应激水

平,进而调节线粒体能量代谢,促进坐骨神经病变的

恢复。因此,调节GSH、SOD、MDA水平可能是修复

糖尿病大鼠坐骨神经氧化应激损伤的有效途径。本

实验结果表明,与正常对照组比较,模型组大鼠IL-
1β、IL-6、TNF-α及 MDA水平均明显升高,T-AOC、
GSH、SOD水平均明显降低;补阳还五汤各剂量组及

阳性对照组与模型组比较,大鼠T-AOC、GSH、SOD
水平均明显升高,IL-1β、IL-6、TNF-α及 MDA水平均

明显降低,且随着补阳还五汤剂量的增加,各项指标

变化更优,提示补阳还五汤能够呈剂量依赖性地显著

抑制糖尿病大鼠体内炎症水平及坐骨神经氧化应激

损伤,促进坐骨神经损伤的病理学及功能的恢复。
MEK/ERK通路是近年来研究发现的与坐骨神

经病变及糖尿病周围神经病变均密切相关的信号通

路。徐利娟等[20]研究证实,ERK通路过度激活与糖

尿病周围神经病变的发生相关,抑制ERK蛋白磷酸

化水平则能够显著缓解糖尿病大鼠周围神经病变进

展状态及神经病理性疼痛;丁亚琴等[21]研究表明,抑
制大鼠ERK通路相关蛋白的异常激活,能够显著改

善糖尿病大鼠周围神经病变;李林等[22]研究同样证

实,抑制ERK通路蛋白的磷酸化水平能够显著抑制

糖尿病周围神经细胞的凋亡,进而发挥对糖尿病小鼠

坐骨神经的保护作用。由此可见,MEK/ERK通路异

常表达可能是糖尿病坐骨神经病变发生的重要原因,
同时调节 MEK/ERK通路可能是治疗糖尿病坐骨神

经病变的有效途径和方法。PD98059是研究证实的

MEK/ERK通路的抑制剂,其能够显著抑制 MEK、
ERK的 磷 酸 化 水 平,进 而 显 著 抑 制 组 织 细 胞 内

MEK/ERK通路及上下游相关蛋白的活化。本实验

使用PD98059作为阳性对照药物,旨在研究补阳还五

汤对糖尿病大鼠坐骨神经细胞的影响与 MEK/ERK
通路调节间的关系。本实验结果表明,与正常对照组
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比较,模型组大鼠坐骨神经p-MEK、p-ERK蛋白水平

显著升高,与模型组比较,补阳还五汤各剂量组及阳

性对照组大鼠p-MEK、p-ERK蛋白水平明显降低,提
示补阳还五汤及阳性对照药物PD98059均能够显著

抑 制 MEK/ERK 通 路 蛋 白 的 磷 酸 化 水 平,抑 制

MEK/ERK通路的过度激活。同时,综合实验结果,
PD98059在明确抑制 MEK/ERK通路激活的同时,
PD98059与补阳还五汤均表现出显著的改善大鼠机

械性痛觉超敏阈值,修复坐骨神经功能,降低IL-1β、
IL-6、TNF-α等炎症因子水平及升高GSH、SOD等抗

氧化应激因子水平等作用,由此推测,补阳还五汤对

糖尿病大鼠坐骨神经病变的修复作用机制可能与抑

制 MEK/ERK通路激活密切相关。
综上所述,补阳还五汤能够显著抑制糖尿病大鼠

坐骨神经氧化应激损伤及炎症因子水平,修复坐骨神

经病理性损伤,改善大鼠坐骨神经功能,抑制坐骨神

经细胞凋亡,进而促进糖尿病大鼠坐骨神经损伤的恢

复,其机制可能与调节 MEK/ERK通路有关。本研

究为补阳还五汤在糖尿病周围神经病变治疗中的应

用提供参考依据,同时,血清炎症因子水平及坐骨神

经氧化应激状态可能是评价糖尿病周围神经病变患

者临床治疗效果的潜在指标。但本研究存在一定的

局限性,需要更多的实验证据进一步明确补阳还五汤

对糖尿病周围神经病变的靶向调节机制。
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