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促进补体 C3、C4 的释放,抑制炎症反应,从而有效

地修复受损组织,加快机体生理功能恢复。
IL鄄2 主要由 T 细胞产生,其生物学作用有刺激

T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞增殖,是 T 细胞生长因子;
促进 T 淋巴细胞分泌 r 干扰素、集落刺激因子等;增
强总胆固醇、自然杀伤细胞、单核巨噬细胞的细胞

毒活性。 IL鄄2 是参与炎症调控的重要细胞因子,
IL鄄2产生减少或被清除可使免疫应答明显下降[7,8]。
然而本实验中早期干预组及对照组的 IL鄄2 检测结

果与模型组比较均无明显差异,此结果与之前众多

盆腔炎模型实验结果有所不同,考虑以下因素可能

导致此结果,如指标检测方法的灵敏度不同,导致

实验结果的误差;或是此方药对此免疫调节系统的

药理作用并不十分明确,甚至两者之间没有必然联

系等,因此此方药的作用机制有待更加深入、全面

研究,使其治疗的理论依据与现代科学更加紧密结

合,为临床用药提供更充分依据。
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筋脉通胶囊对糖尿病大鼠坐骨神经形态
测量学及核转录因子 资B 蛋白表达的影响

姜楠摇 梁晓春摇 屈岭摇 吴群励摇 孙连庆摇 赵丽

揖摘要铱 摇 目的摇 观察中药筋脉通胶囊对糖尿病大鼠坐骨神经形态测量学及核转录因子 资B
(nuclear factor kappa B,NF鄄资B)蛋白表达的影响。 方法摇 采用链脲佐菌素糖尿病大鼠模型,随机分

为模型组和筋脉通组及神经妥乐平组,设立正常对照组。 灌胃 16 周后取坐骨神经进行形态测量学

分析,免疫组化法测定其 NF鄄资B 蛋白表达。 结果摇 与正常对照组相比,模型组大鼠的有髓神经纤维

密度、小纤维密度减少,小纤维比率下降,有髓神经纤维平均横截面积、轴索平均横截面积增大,差
异显著(P<0. 01);筋脉通组、神经妥乐平组的有髓神经纤维密度、小纤维密度、小纤维比率均较模型

组显著改善(P<0. 05);筋脉通组的有髓神经纤维平均横截面积、轴索平均横截面积较模型组改善显

著(P<0. 05)。 模型组大鼠 NF鄄资B 蛋白的表达较正常组显著升高(P<0. 01);筋脉通组、神经妥乐平

组上值均较模型组降低(P<0. 05)。 结论摇 筋脉通胶囊可改善糖尿病大鼠坐骨神经的形态测量学异

常,减少 NF鄄资B 的异常高表达。
揖关键词铱 摇 糖尿病周围神经病变;摇 核转录因子 资B;摇 形态测量学;摇 筋脉通
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Effects of Jinmaitong Capsule on morphology and expression of nuclear factor kappa B of sciatic
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To study the effects of Jinmaitong Capsule ( JMT) on morphology and
expression of nuclear factor kappa B (NF鄄资B) of sciatic nerves in streptozotocin鄄induced diabetic rats.
Methods摇 Streptozotocin鄄induced diabetic rats were randomly divided into 3 groups including model group
(DM group), JMT group and Neurotropin group(Ntp group). Normal rats were nsed as normal control
group. All rats were given intragastric administration for 16 weeks. The morphometric studies of sciatic
nerves were investigated. I immunohistochemical method was applied to detect the NF鄄资B爷 s expression in
sciatic nerves. Results 摇 Compared with the normal control group , the density of myelinated fibers and
small myelinated fibers ,the rate of small myelinated fibers ,the size of myelinated fibers and axon cross
sections in the DM group were significantly reduced (P<0. 01). The indexes above in 2 treatment groups
were significantly improved compared with the DM group. The size of axon cross sections in the JMT group
were more significantly improved than in the DM group (P<0. 05). The NF鄄资B爷 s expression in the DM
group was significantly higher than in the normal control group (P<0. 01), while which in treatment groups
were lower than in the DM group ( P < 0. 05 ). Conclusion 摇 JMT could improve the pathological
morphology of sciatic nerves and down鄄regulate the expression of NF鄄资B in DPN rats.

揖Key words铱 摇 Diabetic peripheral neuropathy; 摇 Nuclear factor kappa B; 摇 Morphology; 摇
Traditional Chinese medicine Jinmaitong Capsule

摇 摇 核转录因子 资B(nuclear factor kappa B,NF鄄资B)
通过激发、扩大炎症反应以及调控细胞因子的转录和

表达,促进糖尿病周围神经病变(diabtic peripheral
neuropathy,DNP)的发生和发展[1],已有研究证实

DPN 患者神经组织中 NF鄄资B 的表达异常增加[2]。 如

能通过药物来抑制 NF鄄资B 的激活,可为有效地预防

和治疗 DPN 提供新的思路和途径。 本课题以牛痘疫

苗接种家兔炎症皮肤提取物(商品名:神经妥乐平)
作对照,观察了中药筋脉通胶囊对糖尿病大鼠坐骨神

经形态测量学及 NF鄄资B 蛋白表达的影响,旨在进一

步探讨筋脉通治疗 DPN 的可能机制。

1 材料与方法

1. 1摇 实验用药及主要试剂

筋脉通胶囊,中国医学科学院北京协和医院院

内制剂,由北京九龙制药厂加工生产,每粒含生药

0. 35 g,批准文号(97)京卫药制加字[48]第 F鄄292
号,生产批号 061019。 神经妥乐平,购自日本脏器

制药株式会社,4 NU / 片,批准文号 S20040071,生产

批号 06180。 精蛋白锌胰岛素注射液,购自江苏万

邦生化医药股份有限公司,400 IU / 10 ml,批准文号

国药准字 H32024565,生产批号 0611230。 链脲佐菌

素(STZ,Calbiochem 公司),兔抗鼠 NF鄄资B 多克隆抗

体(SANTA CRUZ 公司),即用型 SABC 免疫组化染

色试剂盒、DAB 显色试剂盒(Boster 公司)。
1. 2摇 动物模型建立及分组

8 ~ 9 周、体重 230 ~ 265 g 的雄性 Wistar 大鼠

(北京维通利华实验动物技术有限公司提供,合格

证号:京 2007-0001),饲养于北京协和医院动物实

验室清洁级环境。 适应性饲养 1 周后,禁食 12 小

时,一次性左下腹腔内注射链脲佐菌素 60 mg / kg
(用 0. 1 mol / L 枸橼酸盐缓冲液配成 0. 45%浓度),
72 小时后凡尾尖血糖逸16. 7 mmol / L 作为糖尿病大

鼠。 根据随机数字表随机分为 3 组:模型组、筋脉通

组及神经妥乐平组,每组各 10 只。 并以体重、鼠龄

及性别相匹配的正常大鼠 10 只作为正常对照组。
成模后开始灌胃给药,1 次 /天,连续 16 周。 筋脉通

组按成人剂量 10 倍给药(即 0. 875 g / kg);神经妥乐

平组按成人剂量 10 倍给药(即 2. 67 NU / kg)。 模型

组和正常对照组灌服蒸馏水 1 ml / 100 g。 为了防止

大鼠因血糖过高而无法存活至实验终点,并排除血

糖因素的影响,根据所测得的血糖水平予精蛋白锌

胰岛素注射液 1 ~ 4 IU 每天 1 次,皮下注射,维持血

糖在 20 ~ 25 mmol / L。
1. 3摇 标本处理

所有大鼠于灌胃 16 周处死。 腹腔注射 12% 乌
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拉坦 10 ml / kg 麻醉,暴露坐骨神经,截取神经组织

分别置于盛有 4% 甲醛和 2. 5% 戊二醛固定液的小

瓶内,送中国医学科学院基础医学研究所实验病理

中心进行 NF鄄资B 免疫组化检测及电镜中心进行半

薄切片制作。
1. 4摇 检测指标及方法

1. 4. 1摇 一般情况摇 每日观察毛色、精神状态、摄食

及日常活动情况等。
1. 4. 2 摇 血糖及体重摇 分别于干预前、干预后 4、8、
12、16 周取尾尖血,用血糖仪测定血糖;每次测血糖

前均称体重。
1. 4. 3 摇 坐骨神经形态测量学分析摇 分别予 2. 5%
戊二醛和 1% 锇酸固定,常规脱水、浸透、冷却和修

块,制成半薄切片,厚度 1 ~ 3 滋m,甲苯胺蓝染色。
通过 Nikon Eclipse 80i 显微镜、微视 Mcv2000 图像

采集系统采集图像,采用 Image鄄Pro Plus6. 0 图像分

析软件进行形态测量学分析。 测算有髓神经纤维

的密度、大小有髓神经纤维密度(以有髓神经纤维

平均横截面积 50 滋m2 作为切点分为大小两类纤

维)、有髓神经小纤维比率(等于有髓神经小纤维数

量 /有髓神经纤维总数伊100% )、有髓神经纤维平均

横截面积、髓鞘平均横截面积及轴索平均横截面积。
1. 4. 4 摇 免疫组织化学染色法测定坐骨神经中

NF鄄资B的表达摇 常规石蜡包埋、切片,脱蜡、脱水,根
据 SABC 免疫组化染色试剂盒说明书操作:滴加

5% BAS,室温孵育 20 分钟;滴加一抗即兔抗鼠

NF鄄资B多克隆抗体(1 颐 100),37益 60 分钟;阴性对

照以 0郾 01 mol / L PBS 代替一抗;PBS 冲洗,滴加己

生物素化的二抗即羊抗兔 IgG(1 颐 100),37益孵育

20 分钟;PBS 冲洗,滴加 SABC,37益 孵育 20 分钟;
PBS 冲洗,滴加 DAB 溶液,镜下观察 35 秒中止反

应,蒸馏水冲洗。 乙醇脱水,二甲苯透明,中性树脂

封片。 通过 Nikon Eclipse 80i 显微镜、微视 Mcv2000

图像采集系统采集图像,采用 Image鄄Pro Plus6. 0 图

像分析软件,对免疫组织化学结果进行分析。 阳性

结果为组织被染为棕黄色。 测量阳性区域平均面

积(AA)、积分光密度( IOD)及平均光密度(AOD)
值进行统计分析。
1. 5摇 统计学方法

采用 SPSS 13. 0 统计软件包。 分析前采用 One
Sample Kolmoglrov鄄Smirnov Z test 检验数据是否符合

正态分布,结果示各数据均符合正态分布、采用均

数依标准差( x 依 s )描述,多组独立样本比较采用单

因素方差分析(One鄄Way ANOVA)。 各种检验的显

著性水平设定为 琢=0. 05。

2摇 结果

2. 1摇 一般情况、血糖及体重

实验过程中,模型组和神经妥乐平组各有 1 只

大鼠死亡。 造模后各组大鼠血糖与正常组相比均

显著升高(P<0. 01)。 干预前后各时间点,治疗组血

糖与模型组相比无显著差异(P>0. 05)。 治疗组间

血糖在各时间点比较均无明显差异(P>0. 05) [3]。
2. 2摇 坐骨神经形态测量学分析

甲苯胺蓝染色髓鞘被染为深蓝色,轴索染色较

淡。 正常组有髓神经纤维致密,分布均匀,轴索饱

满,髓鞘薄厚均匀。 模型组有髓神经纤维分布稀

疏,多数轴索肿胀,部分皱缩,髓鞘密度不均。 治疗

组改变介于两者之间。 坐骨神经形态测量学分析

结果见表 1 和图 1。
2. 3摇 筋脉通胶囊对糖尿病大鼠坐骨神经 NF鄄资B 蛋

白表达的影响

免疫组织化学染色结果显示(见图 2):阳性区

域被染为棕黄色。 NF鄄资B 主要表达于 SC 胞浆和细

胞核内、部分轴索和血管内皮细胞中,髓鞘表达较

弱。 图像分析结果如表 2 所示。

表 1摇 各组大鼠坐骨神经形态测量学分析( x 依 s )

组别 n
有髓神经纤维

密度(条 / mm2)
有髓神经小纤维

密度(条 / mm2)
有髓神经大纤维

密度(条 / mm2)
小纤维

比率(% )

有髓神经纤维
平均横截面积

(滋m2)

有髓神经
髓鞘平均横截

面积(滋m2)

有髓神经
轴索平均横截

面积(滋m2)

正常对照组 10 14078. 1依1328. 8b 10328. 1依1200. 1b 3750. 0依761. 9 73. 4依4. 75b 37. 99依1. 91b 27. 99依1. 57 9. 98依0. 99b

模型组 9 10421. 9依1192. 4d 5703. 1依1239. 6d 4718. 8依855. 2 54. 6依8. 48d 49. 09依5. 77d 31. 84依4. 59 17. 25依3. 81d

筋脉通组 10 12625. 0依1329. 5 a 8515. 6依1939. 4 a 4109. 4依786. 6 67. 4依8. 76bd 40. 62依4. 09 a 28. 72依3. 94 11. 90依1. 34 ac

神经妥乐平组 9 12968. 8依1275. 8b 8703. 1依1749. 3b 4265. 6依667. 2 67. 1依7. 48bd 41. 06依5. 59 28. 13依3. 71 12. 94依2. 53

摇 摇 注:与模型组相比,aP<0. 05,bP<0. 01;与正常对照组相比,cP<0. 05,dP<0. 01。
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Ⅰ Ⅱ Ⅳ 
 Ⅰ：正常对照组，有髓神经

纤维致密，分布均匀，轴索
饱满，髓鞘薄厚均匀。

Ⅱ：模型组，有髓神经纤维
分布稀疏，多数轴索肿胀，
部分皱缩，髓鞘密度不均。

Ⅲ

Ⅲ：筋脉通组，有髓神经纤
维密度较模型组增加，轴索
髓鞘病变较轻。

Ⅳ：神经妥乐平组，有髓神经
纤维密度较模型组增加，轴索
髓鞘病变较轻。

图 1摇 大鼠坐骨神经甲苯胺蓝染色(伊200)

表 2摇 各组大鼠坐骨神经 NF鄄资B 蛋白表达的比较( x 依 s )
组别 n AA 值 IOD 值 AOD 值(伊10-2)

正常对照组 5 97. 80依3. 49b 59. 29依6. 54b 43. 56依3. 68b

模型组 5 129. 48依6. 29d 75. 43依4. 03d 62. 23依4. 83d

筋脉通组 5 102. 17依5. 06b 63. 97依7. 13 a 47. 09依1. 28 a

神经妥乐平组 5 103. 33依2. 53b 63. 81依6. 01 a 49. 32依2. 53 a

摇 摇 注:与模型组相比,aP<0. 05,bP<0. 01;与正常对照组相比,cP<0. 05;dP<0. 01。

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Ⅰ：正常对照组，NF-κB蛋白
主要表达在轴索和雪旺细胞内，
髓鞘表达较少。

Ⅱ：模型组，NF-κB蛋白表达较
正常组增强。

Ⅲ：筋脉通组，NF-κB蛋白表达
较模型组减少。

 Ⅳ：神经妥乐平组，NF-κB蛋
白表达较模型组减少。

图 2摇 大鼠坐骨神经 NF鄄资B 蛋白表达免疫组织化学染色(伊200)

3摇 讨论

DPN 的基本病理改变包括主质病变和间质病

变。 其中主质病变包括轴索、髓鞘等神经结构的病

变,间质病变则涵盖了结缔组织和血管等成分的病

变。 DPN 患者的早期临床特征多为痛觉过敏、感觉

迟钝等小神经纤维受损的表现,而本体感觉、腱反

射等大有髓神经纤维受损的表现并不常见[4]。 本

课题组既往实验发现糖尿病大鼠可出现神经传导

速度减低以及痛觉过敏、温度觉减退等反应神经纤

维受损的电生理和行为学异常[3,5]。 本研究结果显

示,与正常组相比糖尿病组大鼠坐骨神经的有髓神

经纤维密度减少,其中以小纤维密度减少为主,且
小纤维的比率明显下降(P<0. 01),而大纤维密度则

无明显变化(P>0. 05),说明 DPN 大鼠不仅存在神

经缺失的改变[6,7],而且与感觉相关的小神经纤维

缺失更加显著。 此外,本实验观察到糖尿病组大鼠

的有髓神经纤维平均横截面积和轴索平均横截面

积明显增大(P<0. 01),而髓鞘平均横截面积却无明

显改变(P>0. 05),推测这可能与其坐骨神经小纤维

明显缺失、剩余神经轴索肿胀及髓鞘脱失等因素

有关。
NF鄄资B 是一个与细胞存活、分化、生长及炎症反

应等有关的核转录因子[1]。 哺乳动物中经典的

NF鄄资B二聚体是由 p50 和 p65 亚基组成的。 伴随着

血浆葡萄糖浓度的升高,众多组织器官中的 NF鄄资B
被广泛激活,DPN 患者血液及神经组织中 NF鄄资B 的

表达均较正常人增加。 NF鄄资B 表达异常可能与基因

多态性和高血糖所致的晚期糖基化终末产物

(AGE)、多元醇途径代谢异常、缺血再灌注损伤炎

症细胞因子以及由这些病理生理改变所致的氧化

应激损伤等因素有关。 临床和实验研究表明糖尿

病患者氧化应激致 DNA 损伤与 NF鄄资B 活化呈正相

关,大量的活性氧簇是导致 NF鄄资B 活化增加重要因
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素[8],而应用抗氧化剂治疗后可使糖尿病大鼠坐骨

神经组织 NF鄄资B 表达降低,病理形态得以改善[9]。
本研究通过免疫组化法标定 NF鄄资B 的 p65 亚基,发
现它在模型组大鼠坐骨神经组织内表达增高,并且

主要表达在雪旺细胞的细胞质和细胞核、部分轴索

及周围神经组织血管内皮细胞内,而髓鞘板层结构

表达较少,这与其他研究的结果相似[1,10]。 此外,模
型组阳性区域平均面积、积分光密度及平均光密度

值均明显升高(P<0. 01),提示 DPN 大鼠坐骨神经

组织 NF鄄资B 的表达较正常动物明显增加。 陆邦超

等[11]研究显示 NF鄄资B 在糖尿病早期周围神经中就

有明显活化,且随着神经病变的加重而持续活化。
上述研究表明 NF鄄资B 是糖尿病神经损伤的一个关

键性因子,它在 DPN 中发挥重要作用。 如何抑制

DPN 时 NF鄄资B 的异常激活,正成为研究的热点。
筋脉通胶囊由菟丝子、女贞子、水蛭、桂枝、元

胡、细辛等组成,具有“补肾活血、温筋通络冶的功

效,作为院内制剂用于治疗 DPN 二十余年,取得了

良好的疗效。 既往研究表明筋脉通能改善 DPN 患

者和大鼠的血糖、血脂代谢、降低醛糖还原酶活性、
减轻红细胞山梨醇的蓄积、提高红细胞 Na+ 鄄K+ 鄄ATP
酶活性;能抗脂质过氧化,上调神经生长因子、睫状

神经生长因子蛋白和 mRNA 的表达;其含药血清可

提高高糖培养雪旺细胞的增殖活性及神经生长因

子、睫状神经生长因子的表达水平[3,5,12鄄17]。 本实验

观察到与模型组比较,筋脉通组的有髓神经纤维密

度、小纤维密度均增加,小纤维比率升高,纤维、轴
索平均横截面积减少,且差异显著(P<0. 05);筋脉

通还可减少糖尿病大鼠坐骨神经组织 NF鄄资B 的表

达(P<0. 05)。 综合上述研究结果,我们推测筋脉通

可能是通过减少多元醇代谢,减轻氧化应激损伤,
下调 NF鄄资B 表达,增加神经生长因子、睫状神经生

长因子表达等多靶点的综合作用,达到改善 DPN 周

围神经组织病理形态及功能的疗效。
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