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基于 SIRT1/p53 介导的细胞凋亡途径探讨补阳还五汤对糖尿病
周围神经病变的治疗作用及方中黄芪用量

贲莹，张天雅，田佳鑫，张志红*

（河北中医学院 中西医结合学院，河北省中西医结合肝肾病证重点实验室，石家庄 050091）

［摘要］ 目的：通过观察补阳还五汤调节沉默信息调节因子 2 相关酶 1（SIRT1）/p53 通路发挥对糖尿病周围神经病变

（DPN）大鼠的神经保护作用，探讨其治疗 DPN 的机制和方中黄芪用量。方法：90 只 SD 大鼠随机分为正常组，模型组，DPN 加

含 120 g 黄芪的补阳还五汤组（BYHW120 组），DPN 加含 60 g 黄芪的补阳还五汤组（BYHW60 组），DPN 加含 30 g 黄芪的补阳

还五汤组（BYHW30 组），DPN 加 α-硫辛酸组（ALA 组）。除正常组外，其余各组大鼠均用高糖高脂饲料和腹腔注射链脲佐菌素

诱导糖尿病。各用药干预组分别给与相应药物持续干预 12 周，剂量依次为含 120 g 黄芪的补阳还五汤 15g·kg-1·d-1，含 60 g 黄

芪的补阳还五汤 8.75 g·kg-1·d-1，含 30 g 黄芪的补阳还五汤 5.625 g·kg-1·d-1；α-硫辛酸 60 mg·kg-1·d-1。正常组给予标准饮食。

干预结束后检测机械性痛阈和神经传导速度；取 L4-5 背根神经节，苏木素-伊红（HE）染色、甲苯胺蓝染色观察病理形态改变，

原位末端标记法（TUNEL）染色观察神经细胞凋亡情况；免疫组化和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测剪切的半胱氨酸天冬

氨酸蛋白水解酶 -3（cleaved Caspase-3），SIRT1/p53 通路中主要蛋白 SIRT1，乙酰化的 p53（acetyl-p53），线粒体相关动力蛋白 1

（Drp1），B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）和 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）的表达。结果：与正常组比较，模型组血糖显著升高（P<0.01），神经

传导速度、机械性痛阈均显著降低（P<0.01），TUNEL 染色阳性细胞百分比，cleaved Caspase-3 表达显著升高（P<0.01），SIRT1 表

达显著降低（P<0.01），acetyl-p53，Drp1，Bax/Bcl-2 均显著升高（P<0.01）。与模型组比较，各用药干预组 cleaved Caspase-3，

acetyl-p53，Drp1，Bax/Bcl-2 均显著降低（P<0.01）；除 BYHW30 组外，其余用药干预组神经传导速度、机械性痛阈明显升高（P<

0.05，P<0.01），TUNEL 染色阳性细胞百分比明显升高（P<0.05，P<0.01）；BYHW120 组，ALA 组 SIRT1 表达明显升高（P<0.05，

P<0.01）。与 BYHW120 组比较，BYHW60 组，BYHW30 组的感觉神经传导速度、机械性痛阈及 SIRT1 表达明显降低（P<0.05，

P<0.01），cleaved Caspase-3 表达显著升高（P<0.01）；BYHW30 组 TUNEL 染色阳性细胞百分比，acetyl-p53 表达显著升高（P<

0.01）。结论：补阳还五汤通过调节 SIRT1/p53 抑制细胞凋亡，治疗 DPN。其治疗作用与方中黄芪的用量有一定关系，120 g 黄

芪剂量的补阳还五汤抑制 p53 依赖的细胞凋亡的作用较 60 g 和 30 g 黄芪剂量补阳还五汤更明显。
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diabetic peripheral neuropathy（DPN）rats by regulating SIRT1/p53 pathway and to clarify the mechanism and

the dosage of astragalus in the prescription. Method：：A total of 90 SD rats were randomized into control group，

DPN group，DPN + BYHW containing 120 g Astragalus（at 15 g·kg-1·d-1）（BYHW120 group），DPN + BYHW

containing 60 g Astragalus（at 8.75 g·kg-1·d-1）（BYHW60 group），DPN + BYHW containing 30 g Astragalus

（at 5.625 g·kg-1·d-1）（BYHW30 group），and DPN + α -lipoic acid（at 60 mg·kg-1·d-1）（ALA group）. Standard

diet was given to rats in the control group and high-carbohydrate/high-fat diet and streptozotocin（ip）were used

to induce diabetes in rats in other groups. The administration lasted 12 weeks. After the intervention，mechanical

pain threshold and nerve conduction velocity were detected. The L4-5 dorsal root ganglions were stained with

haematoxylin-eosin（HE）and toluidine blue to observe the pathological changes，and the apoptosis of nerve

cells was detected by terminal deoxynucleotidal transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling（TUNEL）
assay. Cleaved cysteinyl aspartate-specific proteinase-3（Caspase-3），and the main proteins in the SIRT1/p53

pathway，such as silencing information regulator 2 related enzyme 1（SIRT1），acetyl-p53，dynamin-related

protein 1（Drp1），Bcl-2 associated X protein（Bax），and B-cell lymphoma-2（Bcl-2），were detected by

immunohistochemistry and Western blot. Result：： Compared with the control group，the DPN group presented

increase in blood glucose（P<0.01），decrease in nerve conduction velocity and mechanical pain threshold（P<

0.01），rise of the percentage of positive cells（TUNEL assay，the same below）and the expression of cleaved

Caspase-3（P<0.01），drop in the expression of SIRT1（P<0.01），and elevation of acetyl-p53，Drp1，and Bax/

Bcl-2 ratio（P<0.01）. Cleaved Caspase-3，acetyl-p53，Drp1，and Bax/Bcl-2 ratio in each administration group

decreased as compared with those in the DPN group（P<0.01）. Nerve conduction velocity，mechanical pain

threshold（P<0.05， P<0.01）， and the percentage of positive cells（P<0.05， P<0.01） increased in the

administration groups as compared with those in the DPN group except for the BYHW30 group，and BYHW120

group and ALA group showed the increase in SIRT1（P<0.05，P<0.01）. Nerve conduction velocity，mechanical

pain threshold，and SIRT1 expression were lower（P<0.05，P<0.01）and expression of cleaved Caspase-3 was

higher（P<0.01）in the BYHW60 and BYHW30 groups than in the BYHW120 group. The percentage of positive

cells and the expression of acetyl-p53 were higher in the BYHW30 group than in the BYHW120 group（P<

0.01）. Conclusion：：BYHW inhibits apoptosis and exerts therapeutic effect on DPN by regulating the SIRT1/p53

pathway. The therapeutic effect is related to the dosage of Astragalus in the prescription. BYHW containing 120 g

Astragalus suppresses p53-dependent apoptosis more significantly than Buyang Huanwutang containing 60 g and

30 g of Astragalus.

［［Keywords］］ diabetic peripheral neuropathy；Buyang Huanwutang；astragalus；silencing information

regulator 2 related enzyme 1（SIRT1）/p53 pathway；apoptosis

糖尿病周围神经病变（DPN）是一种由糖尿病

引发的神经退行性疾病，优先靶向感觉神经，进而

影响自主神经和运动神经，是 2 型糖尿病致残的主

要原因［1］。一些大型临床观察研究结果显示，严格

的血糖控制并不能完全阻止或逆转 2 型糖尿病引起

的 DPN［2-3］。对于其发病机制，目前认为是多元醇通

路、糖基化终产物、脂代谢异常、氧化应激、神经生

长因子缺乏等多因素共同作用的结果［4］。糖尿病动

物 模 型 显 示 出 了 感 觉 轴 突 变 性 和 背 根 神 经 节

（DRG）神经元萎缩［5-6］，说明糖尿病直接靶向 DRG

以致 DPN 早期的感觉神经元凋亡［7-9］。沉默信息调

节因子 2 相关酶 1（SIRT1）是烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸（NAD+）依赖性脱乙酰酶 Sirtuin 家族成员。当细

胞应激时，SIRT1 通过使 p53 去乙酰化，抑制 p53 活

性，在调控细胞凋亡中起主导作用［10］。

中医药的多靶点、多途径的作用特点对多因素

致病的 DPN 有着天然的防治优势。DPN 属中医“痹

证”“痿证”范畴。气虚血瘀是 DPN 的关键病机。补

阳还五汤出自清代医家王清任的《医林改错》，是益

气活血的代表方剂，书中所载主要用于治疗中风半

身不遂的气虚血瘀证。根据中医“异病同治”理论，

现 代 临 床 将 其 用 于 治 疗 DPN，亦 取 得 了 较 好 疗

效［11-13］。笔者对近 20 年补阳还五汤治疗 DPN 的文

献进行分析发现，临床应用补阳还五汤时，方中黄
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芪用量并不统一。大多数文献中黄芪用量为 30 g，

仅有少部分用量为 60 g 或 120 g［11-13］。补阳还五汤

是否通过 SIRT1/p53 通路抑制神经元凋亡而发挥其

“益气活血”作用，方中黄芪的用量是否与 DPN 疗效

相关，为解答以上问题，笔者系统研究了含不同黄

芪剂量的补阳还五汤对实验性糖尿病大鼠背根神

经节 SIRT1/p53 通路调节作用，以探讨补阳还五汤

发挥补气活血通络作用的途径。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 90 只，3~4 周龄，体

质量（110±10）g，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，合格证号 SCXK（北京）2016-0006。本研

究 已 取 得 河 北 中 医 学 院 伦 理 委 员 会 的 批 准

（DWLL2018042）。
1.2 药物 链脲佐菌素（STZ，北京索莱宝科技有

限公司，批号 S8050）；α -硫辛酸（ALA，美国 Sigma-

Aldrich 公司，批号 T5625）。补阳还五汤原方组成：

黄芪 120 g，当归 6 g，赤芍 4.5 g，地龙 3 g，川芎 3 g，

桃仁 3 g，红花 3 g。使用神威药业有限公司生产的

中药配方颗粒（黄芪配方颗粒批号 18091611，当归

配 方 颗 粒 批 号 18051261，地 龙 配 方 颗 粒 批 号

18081921，桃仁配方颗粒批号 18080711，赤芍配方

颗粒批号 18081851，红花配方颗粒批号 18080171，

川芎配方颗粒批号 18042511）；实验中所用 120 g 黄

芪剂量补阳还五汤为补阳还五汤原方；60 g 黄芪剂

量补阳还五汤方中黄芪剂量降为 60 g，其余药物用量

不变；30 g 黄芪剂量补阳还五汤方中黄芪剂量降为

30 g其余药物用量不变。高糖高脂饲料［北京科澳协

力饲料有限公司，合格证号 SCXK（京）2019-0003］。

1.3 试剂 苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒，甲苯胺

蓝染色试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公司，批

号 分 别 为 G1005，G1032）；原 位 末 端 标 记 法

（TUNEL）试 剂 盒（ 瑞 士 Roche 公 司 ，批 号

11684817910）；SP-9000 试剂盒（北京中杉金桥生物

技术有限公司，批号 SP-9000））；RIPA 裂解液，蛋白

上样缓冲液（北京索莱宝科技有限公司，批号分别

为 R0010，P1016）；剪切的半胱氨酸天冬氨酸蛋白水

解酶 -3（cleaved Caspase-3）抗体（美国 Cell Signaling

公 司 ，批 号 9664S）；SIRT1 抗 体 ，乙 酰 化 的 p53

（acetyl-p53）抗体，线粒体相关动力蛋白 1（Drp1）抗
体（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab110304，

ab61241，ab184247）；B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）抗体，

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）抗体，β-肌动蛋白（β-actin）
抗 体（上 海 Abways 公 司 ，批 号 分 别 为 CY6717，

CY5059，P60709）；荧光二抗（美国 Li-Cor公司，批号

926-32211）。
2.1 仪器 稳豪倍易型血糖仪（美国强生公司）；
Von Frey 型电子测痛仪（美国 IITC 公司）；BL-420F

型生理记录仪（成都泰盟科技有限公司）；DP72-

CCD 型病理图文拍照系统（日本 Olympus 公司）；
PowerPac 型电泳仪，Semi-Day 型半干转膜仪（美国

Bio-Rad 公司）；Odyssey 型近红外激光扫描仪（美国

Licor公司）。
2 方法

2.1 动物分组、模型建立 将 90 只 SD 大鼠随机分

为 正 常 组 ，模 型 组 ，120 g 黄 芪 补 阳 还 五 汤 组

（BYHW120 组），60 g 黄芪补阳还五汤组（BYHW60

组），30 g 黄芪补阳还五汤组（BYHW30 组），α-硫辛

酸组（ALA 组）。正常组给予标准饮食。其余各组

大鼠高糖高脂饲料喂养 6 周，然后 30 mg·kg-1 STZ

腹 膜 内 注 射 。 在 注 射 STZ 1 周 后 ，空 腹 血 糖 ≥
16.7 mmol·L-1 者为糖尿病动物，并继续高糖高脂饲

料喂养［14］。

2.2 药物干预方案 造模成功当天开始药物干预。

参考徐淑云教授主编的《药理实验方法》人和动物

间按体表面积折算的等效剂量比值，计算出大鼠每

日免煎颗粒用药量。BYHW120 组，BYHW 60 组，

BYHW30 组分别给与相对应的中药免煎颗粒水溶

剂：120 g 黄芪剂量补阳还五汤 15 g·kg-1·d-1，60 g 黄

芪剂量补阳还五汤 8.75 g·kg-1·d-1，30 g 黄芪剂量补

阳还五汤 5.625 g·kg-1·d-1（给药剂量均为生药量）灌
胃；ALA 组大鼠按 60 mg·kg-1·d-1 给与 α -硫辛酸灌

胃；正常组和模型组给予等体积的生理盐水。药物

干预持续 12 周。

2.3 指标检测

2.3.1 空腹血糖及体质量 分别于药物干预后每

4 周测量实验大鼠体质量，并在空腹状态下（禁食

12 h）取尾尖静脉血，用血糖仪测定血糖。

2.3.2 感 觉 功 能 评 估 感 觉 神 经 传 导 速 度

（SNCV），12 周处死大鼠前检测大鼠感觉神经传导

速度。将实验大鼠麻醉（盐酸氯胺酮 75 mg·kg-1 和

甲苯噻嗪 7.5 mg·kg-1 腹腔注射，两种药物均抑制中

枢神经系统，对周围神经传导无影响），俯卧固定四

肢于实验台。室温保持在 30 ℃。钝性分离坐骨神

经，滴加石蜡油保湿。于坐骨神经近端放置记录电

极，远端放置刺激电极并给与电刺激（方波，1.5 V），
记录刺激由远端电极传导至近端电极所需时间

（T）。测量远近电极之间距离（S），计算 SNCV=S/T。
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机械性痛阈检测，12 周处死大鼠前通过 Von Frey 电

子测痛仪检测大鼠机械性痛阈。机械刺激针垂直

刺激实验大鼠后足底，观察后足回缩反射，记录大

鼠足底机械性痛阈。SNCV 与机械性痛阈减低者为

DPN 动物［15］。

2.3.3 取材 大鼠麻醉后，按照马理元等的逆神经

走行取大鼠背根神经节方法［16］，取实验大鼠双侧

L4-5 的背根神经节（见图 1），部分迅速移至-80 ℃

冰箱冻存，部分脱水透明后石蜡包埋并切片。

2.3.4 病理形态学观察 HE 染色，背根神经节石

蜡切片经二甲苯经脱蜡、梯度乙醇复水，自来水清

洗。苏木素染色 4 min，自来水清洗。1% 的盐酸分

化，自来水清洗。0.6% 氨水返蓝，自来水清洗。伊

红染色 5 min，自来水清洗。乙醇上行梯度脱水后中

性树胶封片，显微镜观察。

甲苯胺蓝染色，背根神经节石蜡切片经二甲苯

经脱蜡、梯度乙醇复水，自来水清洗。甲苯胺蓝染

色，0.1% 的冰醋酸分化，自来水洗后，将切片置于烤

箱烤干，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜观察。

2.3.5 TUNEL 染色细胞凋亡情况 背根神经节石

蜡切片二甲苯脱蜡，梯度乙醇复水，去离子水清洗。

蛋白酶 K 工作液处理组织，磷酸盐缓冲液（PBS）清
洗。滴加 3%H2O2孵育 10 min，以减少由内源性过氧

化物酶引起的非特异性背景染色，PBS 清洗。滴加

TUNEL 反应混合液于标本上，37 ℃暗湿盒中反应

60 min，PBS 清洗。然后加 converter-POD 于标本

上，37 ℃暗湿盒中反应 30 min，PBS 清洗。在组织

处加 DAB 显色，显微镜下观察，以控制显色时间，自

来水清洗。然后滴加苏木素染核 4 min，自来水清洗

后，用 1%HCl分化，自来水清洗。梯度乙醇脱水，二

甲苯透明，中性树胶封片，显微镜观察，400×放大倍率

下随机选取 5 个视野，以棕黄色细胞核为阳性细胞，

用阳性细胞百分比记录凋亡情况。（阳性细胞百分比=

给定视场内染色阳性的细胞核数目/细胞总数）。
2.3.6 免 疫 组 化 检 测 SIRT1，acetyl-p53，Drp1，

Bcl-2，Bax，cleaved Caspase-3 的表达 石蜡切片二

甲苯脱蜡，梯度乙醇复水，去离子水清洗。用柠檬

酸缓冲液（0.01 mol·L-1，pH 6.0）修复抗原（30% 微波

火力修复 20 min），自然恢复到室温，PBS 清洗。组

织上滴加 3％H2O2，37 ℃孵育 10 min，PBS 清洗。将

组织切片用山羊血清室温封闭 10 min，倾去封闭液，

滴加一抗（一抗稀释比例，SIRT1，1∶200；acetyl-p53，

1∶200；Drp1，1∶400；Bax，1∶400；Bcl-2，1∶200；
cleaved Caspase-3，1∶200），4 ℃孵育过夜，PBS 清

洗。按 SP9000 试剂盒说明，滴加生物素标记的二

抗，37 ℃湿盒孵育 15 min，PBS 清洗。滴加辣根过

氧化物酶标记的链霉卵白素试剂，37 ℃湿盒孵育

15 min，PBS 清洗。组织切片 DAB显色，显微镜下观

察，以控制显色时间，自来水清洗。苏木素复染，自来

水清洗后，用 1% HCl分化，自来水清洗。梯度乙醇脱

水，二甲苯透明，中性树胶封片，光学显微镜观察。蛋

白阳性表达呈棕黄色染色，不着色者为阴性。采用

Image-Pro Plus 6.0软件进行积分吸光度 IA分析。

2.3.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 SIRT1，

acetyl-p53，Drp1，Bax，Bcl-2，cleaved Caspase-3 蛋白

的表达 取实验大鼠双侧 L4-5 的背根神经节，加入

RIPA 裂解液进行匀浆/裂解，提取其中蛋白质，加入

蛋白上样缓冲液。用 12% 的十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离蛋白。用半干转

膜仪（25 V，20 min），进一步将蛋白转移到 0.45 μm

孔径 PVDF 膜上。用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，TBST 清

洗后，将 PVDF 膜与一抗（稀释比例，SIRT1，1∶400；
acetyl-p53，1∶500；Drp1，1∶1 000；Bax，1∶2 000；
Bcl-2，1∶500；cleaved Caspase-3，1∶1 000；β -actin，

1∶5 000）在 4 ℃孵育过夜，并 TBST 清洗。将膜与荧

光二抗（1∶15 000）孵育 1 h，TBST 清洗后，用 TBS。

使用 Odyssey 红外成像系统对膜进行扫描，并使用

Image J 软件进行灰度分析，内参（β -actin）较正蛋

白量。

2.4 统计学方法 用统计分析软件 SPSS 24.0 分析

数据，计量资料采用 x̄ ± s进行统计描述，多组比较先

采用方差分析，再应用 Tukey检验两两比较。统计检

验均采用双侧检验，P<0.05表示差别有统计学意义。

3 结果

3.1 对 DPN 大鼠空腹血糖和体质量的影响 与正

常组比较，STZ 诱导大鼠血糖显著升高（P<0.01），差
异有显著统计学意义；4，8，12 周持续保持在较高水

平，各药物干预组血糖水平与模型组比较差异无统

计学意义。见表 1。各实验组大鼠体质量差异无统

计学意义。见表 2。

图 1 逆神经走行取大鼠背根神经节

Fig. 1 Isolation of rat dorsal root ganglion by reverse nerve

walking
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3.2 对 DPN 大鼠感觉神经传导速度和机械性痛阈

的影响 与正常组比较，模型组大鼠感觉神经传导

速度显著降低（P<0.01）。与模型组比较，ALA 组，

BYHW120 组和 BYHW60 组 SNCV 均显著升高（P<

0.01）。 与 BYHW120 组 比 较 ，BYHW60 组 和

BYHW30 组 SNCV 明显降低（P<0.05，P<0.01）。与

正常组比较，模型组大鼠机械性痛阈显著降低（P<

0.01）。 与 模 型 组 比 较 ，ALA 组 ，BYHW120 组 和

BYHW60 组 机 械 性 痛 阈 明 显 升 高（P<0.05，P<

0.01）。 与 BYHW120 组 比 较 ，BYHW60 组 和

BYHW30 组 机 械 性 痛 阈 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01）。见表 3。

3.3 对 DPN 大鼠 DRG 病理变化的影响 正常组

DRG 感觉神经元胞体中含大量、浓密的 Nissl 体，染

色深，呈大颗粒状或连成片状。模型组神经元胞体

中 Nissl 体明显减少、染色变浅、颗粒变小。ALA 组

和 BYHW120 组 Nissl 体较模型组增多，染色较深。

见图 2，3。

3.4 对 DPN 大鼠细胞凋亡的影响

3.4.1 对 DPN 大鼠 DRG 细胞凋亡的影响 与正常

组比较，模型组阳性细胞百分比显著增高（P<0.01）；
与模型组比较，ALA 组，BYHW120 组和 BYHW60

组 阳 性 细 胞 百 分 比 均 下 降（P<0.05，P<0.01）；与
BYHW120 组比较，BYHW30 组阳性细胞百分比显

著升高（P<0.01）。见图 4，表 4。

3.4.2 对 DPN 大鼠 DRG 中 cleaved Caspase-3 蛋白

表 达 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 cleaved

Caspase-3 相对表达量上调（P<0.01）。与模型组比

较，各用药干预组 cleaved Caspase-3 相对表达均降

低（P<0.01）。与 BYHW120 组比较，BYHW60 组和

BYHW30 组 cleaved Caspase-3 相对表达量均升高

（P<0.01）。见图 5，6，表 4。

3.5 SIRT1/p53 通路相关蛋白表达情况

3.5.1 对 DPN 大鼠 DRG 中 SIRT1 表达的影响 免

疫组化结果显示，与正常组比较，模型组 SIRT1 表达

表 3 补阳还五汤对 DPN 大鼠感觉神经传导速度和机械性痛阈的

影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Buyang Huanwutang with different quantity of

astragalus on sensory nerve conductive velocity（SNCV）and paw

withdrawal thresholds（PWT）（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

ALA

BYHW120

BYHW60

BYHW30

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

SNCV/m·s-1

45.93±2.96

14.37±2.911）

32.10±1.643）

35.46±2.013）

26.89±2.403，4）

21.62±1.885）

PWT/g

77.81±10.73

25.39±14.461）

60.36±10.963）

61.30±8.993）

42.79±6.092，4）

34.61±8.415）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与 BYHW120 组比较 4）P<0.05，5）P<0.01。

表 2 补阳还五汤对 DPN大鼠体质量的影响（x̄± s，n=15）

Table 2 Effect of Buyang Huanwutang on body weight in DPN rats（x̄± s，n=15） g

组别

正常

模型

ALA

BYHW120

BYHW60

BYHW30

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

0 周

286.33±12.34

321.34±15.53

313.68±13.05

311.70±17.56

304.54±18.56

314.00±9.17

4 周

395.00±15.13

413.34±20.21

409.00±16.00

417.35±21.12

403.00±16.09

409.02±13.89

8 周

409.35±16.77

407.60±21.59

425.28±26.65

422.67±11.68

417.30±12.50

416.72±20.21

12 周

409.32±18.15

408.20±24.66

421.00±35.36

436.14±26.51

413.67±25.15

412.50±35.32

表 1 补阳还五汤对 DPN大鼠血糖的影响（x̄± s，n=15）

Table 1 Effect of Buyang Huanwutang on blood glucose in DPN rats（x̄± s，n=15） mmol·L-1

组别

正常

模型

ALA

BYHW120

BYHW60

BYHW30

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

0 周

4.50±0.36

26.57±1.751）

29.23±3.421）

25.67±2.601）

25.63±4.001）

27.64±1.401）

4 周

4.53±0.71

28.13±2.781）

26.50±2.811）

26.74±3.161）

27.63±3.951）

28.51±2.871）

8 周

4.62±0.36

28.07±3.761）

28.43±1.641）

26.30±4.061）

26.77±5.201）

28.67±4.051）

12 周

4.33±0.61

27.97±2.481）

27.06±2.451）

25.08±2.701）

26.77±4.101）

27.85±3.721）

注：与正常组比较 1）P<0.01。
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显著降低（P<0.01）；与模型组比较，各用药干预组

SIRT1 表达显著升高（P<0.01）；与 BYHW120 组比

较，BYHW60 组和 BYHW30 组的 SIRT1 表达降低

（P<0.01）。见图 7，表 5。Western blot 检测结果示，

与正常组比较，模型组 SIRT1 相对表达量显著降低

（P<0.01）；与模型组比较 ，ALA 组 ，BYHW120 组

SIRT1 相对表达量明显升高（P<0.05，P<0.01）；与
BYHW120 组比较 ，BYHW60 组和 BYHW30 组的

表 4 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG细胞凋亡的影响（x̄± s，n=4）

Table 4 Effect of Buyang Huanwutang on apoptosis in DRG of DPN rats（x̄± s，n=4）

组别

正常

模型

ALA

BYHW120

BYHW60

BYHW30

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

TUNEL 标记阳性细胞/%

0.35±0.60

31.51±4.691）

17.71±2.733）

17.75±1.903）

21.86±2.902）

29.14±5.864）

cleaved Caspase-3

21.51±1.96

42.54±1.711）

27.71±1.483）

25.21±1.363）

32.04±1.413，4）

37.87±1.753，4）

cleaved Caspase-3/β-actin

0.44±0.03

1.40±0.021）

0.85±0.043）

0.89±0.033）

1.18±0.043，4）

1.22±0.043，4）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与 BYHW120 组比较 4）P<0.01。

图 3 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG病理变化的影响（甲苯胺蓝，×400）
Fig. 3 Effect of Buyang Huanwutang on pathological changes of DRG in DPN rats（toluidine blue，×400）

图 4 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG细胞凋亡的影响（TUNEL，×400）
Fig. 4 Effect of Buyang Huanwutang on pathological changes of DRG in DPN rats（TUNEL，×400）

图 5 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG中 cleaved Caspase-3表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 5 Effect of Buyang Huanwutang on cleaved Caspase-3 expression of DRG in DPN rats（IHC，×400）

A. 正常组；B. 模型组；C. ALA 组；D. BYHW120 组；E. BYHW60 组；F. BYHW30 组（图 3~8 同）
图 2 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG病理变化的影响（HE，×400）
Fig. 2 Effect of Buyang Huanwutang on pathological changes of DRG in DPN rats（HE，×400）
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SIRT1 相对表达量降低（P<0.05）。见图 8，表 6。

3.5.2 对 DPN 大鼠 DRG 中 acetyl-p53 表达的影响

免疫组化结果显示，与正常组比较，模型组 acetyl-

p53 表达显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各用药

干预组 acetyl-p53 表达明显降低（P<0.05，P<0.01）；
与 BYHW120 组比较，BYHW60 组和 BYHW30 组的

acetyl-p53 表达显著升高（P<0.01）。见图 7，表 5。

Western blot 检测结果示，与正常组比较，模型组

acetyl-p53 相对表达量显著升高（P<0.01）；与模型组

比 较 ，ALA 组 ，BYHW120 组 ，BYHW60 组 和

BYHW30 组 acetyl-p53 相 对 表 达 量 显 著 降 低（P<

0.01）；与 BYHW120 组比较，BYHW30 组的 acetyl-

p53 表达显著升高（P<0.01）。见图 8，表 6。

3.5.3 对 DPN 大鼠 DRG 中 Drp1 表达的影响 免疫

组化分析结果显示，与正常组比较，模型组 Drp1 表

达显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各用药干预组

Drp1 表达显著降低（P<0.01）；与 BYHW120 组比较，

BYHW60 组和 BYHW30 组的 Drp1 表达显著升高

（P<0.01），差异有显著统计学意义。见图 7，表 5。

Western blot 检测结果示，与正常组比较，模型组

Drp1 相对表达量显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，ALA 组，BYHW120 组，BYHW60 组和 BYHW30

组 Drp1 相对表达量均显著减低（P<0.01），差异有显

著统计学意义。见表 6，图 8。

3.5.4 对 DPN 大鼠 DRG 中 Bax，Bcl-2 表达的影响

免疫组化分析结果显示，与正常组比较，模型组

Bax 与 Bcl-2 比值显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，各用药干预组 Bax 与 Bcl-2 比值显著降低（P<

0.01）；与 BYHW120 组 比 较 ，BYHW60 组 和

BYHW30 组的 Bax 与 Bcl-2 比值显著升高（P<0.01）。

见图 7，表 5。Western blot 检测结果示，与正常组比

较，模型组 Bax 与 Bcl-2 的比值显著升高（P<0.01），
差异有显著统计学意义；与模型组比较，ALA 组，

BYHW120 组 ，BYHW60 组 和 BYHW30 组 Bax 与

Bcl-2 的比值均显著降低（P<0.01），差异有显著统计

学意义。见表 6，图 8。

图 6 各组大鼠 DRG中 cleaved Caspase-3蛋白表达电泳

Fig. 6 Electrophoresis of cleaved Caspase-3 expression in DRG

of rats in each group

图 7 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG中 SIRT1，acetyl-p53，Drp1，Bax，Bcl表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 7 Effect of Buyang Huanwutang on SIRT1，acetyl-p53，Drp1，Bax，Bcl expression of DRG in DPN rats（IHC，×400）
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4 讨论

p53 肿瘤抑制因子在指示细胞存活和死亡方面

起着核心作用，可通过对转录和非转录依赖性作用

来调节细胞凋亡［17-19］。p53 诱导 PUMA，Noxa，Bid，

Bad，p53AIP1，Bax 和 APAF1 的表达，并抑制 Bcl-2，

Bcl-xL 和 Mcl-1 的表达。同时，胞质中的 p53 可转移

到线粒体外膜的表面，与抗凋亡因子（Bcl-xl，Bcl-2，

Mcl-1）和/或 Bcl-2 家族的促凋亡成员（PUMA，Bax，

Bak）发生相互作用，触发凋亡发生蛋白（包括细胞

色素 C 和 AIF）从线粒体膜间释放，引起细胞凋亡。

此 外 ，p53 还 可 引 起 Drp1 介 导 的 线 粒 体 过 度 分

裂［20-22］，导致线粒体片段化，严重损害线粒体基因

组，线粒体通透性过渡孔打开过度，引发细胞凋

亡［23-24］。p53 有许多不同的形式的翻译后修饰，包括

泛素化，磷酸化，乙酰化，甲基化等。其中乙酰化可

增强 p53 活性和稳定性［25-26］。本实验结果显示，

acetyl-p53 在 DPN 大鼠背根神经节中显著表达，其

下游的 Drp1，Bax 表达上调，抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达

下调，cleaved Caspase-3 表达升高，TUNEL 染色阳性

细胞比增多。说明糖尿病可以激活 p53，从而调节

下游相关蛋白，活化凋亡因子，诱发细胞凋亡。这

说明 p53 介导的线粒体依赖性细胞凋亡是导致 DPN

发生的重要分子机制。

SIRT1 主要位于细胞核，但离体试验发现其也

可以通过核浆穿梭进入细胞质中。在细胞应激过

程中，SIRT1 通过使 p53 去乙酰化，抑制 p53 依赖的

细 胞 凋 亡 ，在 调 控 细 胞 凋 亡 中 起 主 导 作 用［27］。

SIRT1 在细胞中的诸多作用使其成为衰老以及心血

管疾病、糖尿病、癌症、神经退行性疾病等的重要细

胞内标志物蛋白。SIRT1 的神经保护作用已在创伤

性脑损伤、局部缺血性损伤和许多神经退行性疾病

的不同模型中得到证实［28］。在本研究中，补阳还五

汤和 ALA 治疗的 DPN 大鼠中 SIRT1 表达上调，乙酰

表 6 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG中 SIRT1/p53通路的影响（x̄± s，n=4）

Table 6 Effect of Buyang Huanwutang on SIRT1/p53 pathway in DRG of DPN rats（x̄± s，n=4）

组别

正常

模型

ALA

BYHW120

BYHW60

BYHW30

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

SIRT1/β-actin

0.56±0.07

0.27±0.061）

0.56±0.043）

0.49±0.052）

0.25±0.094）

0.28±0.054）

acetyl-p53/β-actin

0.15±0.04

0.66±0.071）

0.21±0.063）

0.22±0.073）

0.35±0.043）

0.43±0.073，5）

Drp1/β-actin

0.50±0.02

1.03±0.111）

0.64±0.033）

0.73±0.023）

0.75±0.093）

0.78±0.083）

Bax/Bcl-2

2.14±0.09

3.22±0.321）

2.12±0.333）

1.70±0.303）

2.17±0.523）

2.11±0.603）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与 BYHW120 组比较 4）P<0.05，5）P<0.01。

表 5 补阳还五汤对 DPN大鼠 DRG中 SIRT1/p53通路 IA的影响（x̄± s，n=4）

Table 5 Effect of Buyang Huanwutang on SIRT1/p53 pathway IA in DRG of DPN rats（x̄± s，n=4）

组别

正常

模型

ALA

BYHW120

BYHW60

BYHW30

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

SIRT1

41.6±1.26

14.56±0.991）

40.85±0.563）

36.44±1.883）

32.31±1.423，4）

30.29±1.313，4）

acetyl-p53

24.93±1.12

50.63±1.161）

26.78±0.543）

28.43±0.743）

34.05±0.963，4）

43.81±1.192，4）

Drp1

14.78±1.31

50.85±1.231）

19.40±1.373）

25.59±0.683）

37.42±0.873，4）

47.54±2.363，4）

Bax/Bcl-2

0.87±0.04

1.93±0.071）

0.94±0.013）

0.83±0.033）

1.29±0.053，4）

1.45±0.093，4）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与 BYHW120 组比较 4）P<0.01。

图 8 各组大鼠 DRG 中 SIRT1，acetyl-p53，Drp1，Bax，Bcl-2 表达

电泳

Fig. 8 Electrophoresis of SIRT1，acetyl-p53，Drp1，Bax，and

Bcl-2 expression in DRG of rats in each group
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化的 p53 和 Drp1 表达下调，Bax 与 Bcl-2 比值的下

降，提示 SIRT1 是补阳还五汤和 ALA 发挥神经保护

作用的靶点。二者通过 SIRT1/p53 通路部分逆转高

血糖诱导的线粒体依赖性神经元凋亡。

中医认为气是构成人体和维持人体生命活动

的最基本物质，具有推动、温煦、气化、防御、营养、

固摄、调节的作用。气为血之帅，气能行血，气虚则

血瘀，王清任结合自己的临床经验，在《医林改错》

中提出了因虚致瘀的概念，并拟补阳还五汤以治

之。方中黄芪为君药，大补脾胃之元气，使气旺血

行，瘀去络通；当归为臣药，活血养血，化瘀而不伤

血；赤芍、川芎、桃仁、红花、地龙为佐，活血祛瘀，通

经活络。本方最大特点在于重用黄芪。黄芪用至

四两，在其他方剂中较为少见。黄芪可补三脏元

气，为补气要药。 邹澍在《本经疏证》中写到“黄芪

一源三派，浚三焦之根，利营卫之气，故凡营卫间阻

滞，无不尽通，所谓源清流自洁也。”本研究显示，

120 g 黄芪用量补阳还五汤组的感觉神经传导速度、

机械性痛阈，SIRT1 表达均高于黄芪低剂量的补阳

还五汤组；acetyl-p53，活化的 Caspase-3 的表达低于

黄芪低剂量的补阳还五汤组。这些结果提示，120 g

黄芪用量的补阳还五汤对 SIRT1/p53 通路的调节作

用较低剂量黄芪用量的补阳还五汤更明显。减少

p53 依赖性细胞凋亡是重用黄芪大补元气科学内涵

的重要组成部分，亦是“气为血帅”中医理论在 DPN

治疗中的微观意义所在。
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