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从氧化应激角度探讨补阳还五汤对糖尿病周围神经病变
大鼠的治疗作用

张天雅，张志红，张冬，田佳鑫，贲莹*

（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：基于氧化应激探讨补阳还五汤对糖尿病周围神经病变（DPN）大鼠的神经保护作用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、α-硫辛酸干预组、补阳还五汤高黄芪剂量组（中药高剂量组）、补阳还五汤中黄芪

剂量组（中药中剂量组）、补阳还五汤低黄芪剂量组（中药低剂量组）。除正常组外，其余各组大鼠均用高糖高脂饲料联合腹腔

注射链脲佐菌素（STZ）诱导糖尿病。各药物干预组分别持续给药 12 周。含量依次为 α-硫辛酸 60 mg·kg-1·d-1、中药高剂量组

15 g·kg-1·d-1、中药中剂量组 8.75 g·kg-1·d-1、中药低剂量组 5.625 g·kg-1·d-1。给药结束后检测机械性痛阈（PWT）和神经传导速

度（SNCV）；检测谷胱甘肽（GSH）和丙二醛（MDA）。取 L4-5 背根神经节（DRG），电镜观察各组神经元线粒体形态结构；检测

呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性，和线粒体膜电位，免疫组化和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测腺苷酸活化蛋白激酶

（AMPK）/核因子 E2相关因子 2（Nrf2）通路中主要蛋白：磷酸化单磷酸腺苷活化蛋白激酶（p-AMPK）、磷酸化核因子 E2相关因

子 2（p-Nrf2）、血红素氧合酶 -1（HO-1）、醌 NADH 脱氢酶 1（NQO1）的表达。结果：与正常组比较，模型组空腹血糖升高

（P<0.01），SNCV、PWT、GSH 含量均降低（P<0.01），MDA 含量升高（P<0.01）；线粒体损伤明显，多数呈空泡样改变；呼吸链复

合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性和线粒体膜电位均显著降低（P<0.01）；p-AMPK、p-Nrf2、HO-1、NQO1 降低（P<0.01）。与模型组比较，

α-硫辛酸组及中药高剂量组 SNCV、PWT、GSH 上升，MDA 降低（P<0.05，P<0.01），线粒体结构损伤减轻；呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ活性和线粒体膜电位均显著升高（P<0.01），p-AMPK、p-Nrf2、HO-1、NQO1 明显升高（P<0.05，P<0.01）。结论：补阳还五

汤通过 AMPK/Nrf2 通路调节氧化应激，治疗 DPN。其治疗作用与黄芪的用量有一定联系，其中补阳还五汤高黄芪剂量组抑制

氧化应激的作用较补阳还五汤中黄芪剂量组和补阳还五汤低黄芪剂量组更明显。
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Perspective of Oxidative Stress
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［［Abstract］］ Objective：：To explore the neuroprotective mechanism of Buyang Huanwutang（BYHW）on

diabetic peripheral neuropathy（DPN）rats based on oxidative stress and investigate the dosage of Astragali

Radix（AR）. Method：：Ninety SD rats were randomly divided into a normal group，a model group，an α-lipoic

acid group（60 mg·kg-1·d-1），and BYHW groups with high-（15 g·kg-1·d-1），medium-（8.75 g·kg-1·d-1），and
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low-dose（5.625 g·kg-1·d-1）AR groups. The diabetes model was induced in rats except for those in the normal

group by the high-sugar/high-fat diet and intraperitoneal injection of streptozotocin（STZ）. Drug intervention

lasted for 12 weeks. The paw withdrawal threshold（PWT）and sensory nerve conduction velocity（SNCV）were

detected after drug intervention. Gonad-stimulating hormone（GSH） and malondialdehyde（MDA）were

determined. The mitochondrial morphology and structure in sensory neurons of L4-5 dorsal root ganglion（DRG）
of rats were observed by electron microscopy. Respiratory chain complex Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，and Ⅳ activities and the

mitochondrial membrane potential were detected. The main proteins in the adenosine monophosphate-activated

protein kinase（AMPK）/nuclear factor-related factor-2（Nrf2）pathway，such as phosphorylated AMPK（p-

AMPK），phosphorylated Nrf2（p-Nrf2），heme oxygenase-1（HO-1），and quinone NADH dehydrogenase 1

（NQO1），were detected by immunohistochemistry and Western blot. Result：： Compared with the normal

group，the model group showed increased fasting blood glucose（P<0.01），decreased content of SNCV，PWT，

and GSH（P<0.01），elevated MDA content（P<0.01），obvious mitochondrial damage with vacuolations，

reduced activities of respiratory chain complex Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，and Ⅳ and mitochondrial membrane potential（P<

0.01），and declining p-AMPK，p-Nrf2，HO-1，and NQO1（P<0.01）. Compared with the model group，the α -

lipoic acid group and BYHW high-dose group showed increased SNCV，PWT，and GSH，decreased MDA（P<

0.05，P<0.01），alleviated mitochondrial structural damage，increased respiratory chain complex Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，

and Ⅳ activities and mitochondrial membrane potential（P<0.01），and elevated p-AMPK，p-Nrf2，HO-1，and

NQO1（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：BYHW regulates oxidative stress through the AMPK/Nrf2 pathway to

treat DPN. The therapeutic effect of BYHW is related to the dosage of AR. The BYHW group with high-dose AR

is superior to the BYHW groups with medium- and low-dose AR groups in inhibiting oxidative stress.

［［Keywords］］ diabetic peripheral neuropathy；Buyang Huanwutang；Astragali Radix；mitochondria；

adenosine monophosphate-activated protein kinase（AMPK）/ nuclear factor-related factor-2（Nrf2） pathway；

oxidative stress

糖尿病周围神经病变（DPN）是 2 型糖尿病的常

见并发症，症状常为感觉异常，是足部溃疡和截肢

的重要启动因素［1］。世界卫生组织提出，糖尿病患

者的截肢率是其他因素导致的截肢的 10 倍［2］。由

于该疾病发生发展的隐秘性，以及目前临床早期诊

断的缺乏和症状评估的主观性，常常失去诊治的最

佳时期［3］。DPN 的发病机制目前尚未被全面理解，

过去的研究集中在糖脂代谢、氧化应激、促炎与免

疫、细胞和神经的能量等方面，被认为是多种因素

共同导致的结果［4］。线粒体生物能的受损在 DPN

的发展中起着关键作用，主要表现为内膜去极化，

呼吸链成分表达降低［5-6］，备用呼吸能力不足［5，7-8］，

从而引发轴突能量供给障碍，无法维持神经元功

能。腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）作为细胞能量感

受器，与代谢疾病密切相关，在神经元能量衰竭时

激活，调控核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）及其下游因

子，有效对抗组织氧化应激［9-10］。因此保护线粒体

功能、抗氧化应激是治疗 DPN 的重要途径。

DPN 在中医为消渴痹证，以凉、麻、痛、痿为特

点，系以虚为本，瘀血阻络为标的本虚标实证［11］。

补阳还五汤出自王清任所著《医林改错》，原为治疗

气虚血瘀型的中风后遗症的经典方剂。临床用于

治疗同为气虚血瘀的消渴痹证亦效果显著［12-14］。方

中黄芪独重，余药皆轻，重在补虚，所谓气行则血

行，是“气为血帅”中医基础理论的具体应用。中医

学中认为气是维持生命活动的物质基础，气的运动

变化及其伴随发生的能量转化过程称之为“气化”。

三磷酸腺苷（ATP）是生物体中最直接的能量来源。

故中医的“气”与现代医学的“ATP”密切相关。线粒

体是合成 ATP 的主要场所，也是氧化应激反应的源

点和靶点。笔者推测补阳还五汤可通过调节氧化

应激，改善背根神经节线粒体功能，从而发挥神经

保护作用，而黄芪的用量即补气作用的强弱，与氧

化应激和线粒体功能密切相关。为验证以上假说，

笔者观察了含不同黄芪剂量的补阳还五汤对实验

性 DPN 大鼠背根神经节 AMPK/Nrf2 抗氧化通路和

线粒体功能的作用，以探讨补阳还五汤发挥神经保

护作用的机制。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 90 只，6~7 周龄，体
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质量（220±20）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。饲养

于河北中医学院动物房 12 h/12 h 人工明暗循环环

境中，本课题已取得河北中医学院伦理委员会批准

（DWLL2018042）。
1.2 药物 补阳还五汤由黄芪 120 g、当归 6 g、赤

芍 4.5 g、川芎 3 g、地龙 3 g、桃仁 3 g、红花 3 g 组成。

使用中药配方颗粒，购自神威药业有限公司。实验

中所用中药高剂量组为补阳还五汤原方用量；中药

中剂量组中黄芪的使用量为 60 g；中药低剂量组中

黄芪使用量为 30 g。各剂量组除黄芪用量改变外，

其他药物剂量与原方相同（黄芪批号 18091611，当

归 批 号 18051261，地 龙 批 号 18081921，桃 仁 批 号

18080711，赤芍批号 18081851，红花批号 18080171，

川芎批号 18042511）。链脲佐菌素（STZ，北京索莱

宝科技有限公司，批号 S8050）；α -硫辛酸（美国

Sigma 公司，批号 T5625）。高糖高脂饲料购自北京

科澳协力饲料有限公司，合格证号 SCXK（京）2019-

0003。

1.3 试剂 活性线粒体分离试剂盒、线粒体呼吸链

复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性比色法定量检测试剂盒、

线粒体膜电位荧光测定试剂盒（杰美基因医药公

司 ，批 号 分 别 为 GMS10006.2、GMS50007、

GMS50008、GMS50009、GMS50010、GMS10013.1）；
BCA 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司，批号 P0012）；高效 RIPA 组织/细胞裂解液

（北京索莱宝科技有限公司，批号 R0010）；谷胱甘肽

（GSH）、丙二醛（MDA）试剂盒（南京建成生物工程

研究所，批号分别为 A006-2-1、A003-1-2）；磷酸化腺

苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶（p-AMPK）抗 体（ 美 国 Cell

Signaling 公司，批号#2535）；磷酸化 Nrf2（p-Nrf2）抗
体（英国 Abcam 公司，批号 DF7519）；醌 NADH 脱氢

酶 1（NQO1）抗体、血红素氧合酶 -1（HO-1）抗体（美

国 Proteintech 公司，批号分别为 67240-1-Ig、10701-

1-AP）；β -肌动蛋白（β -actin）抗体（上海 Abways 公

司，批号 P60709）；红外扫描仪用荧光二抗（美国

Licor 公司，批号 926-32211）；组化 SP-9000 试剂盒

（北京中杉金桥生物技术有限公司，批号 SP-9000）。
1.4 仪器 Odyssey ODY-3059 型双色近红外激光

扫描仪（美国 Licor 公司）；DP72-CCD BX53 型病理

图文分析系统（日本 Olympus 公司）；165-8000 型小

型垂直电泳仪、Semi-Day 型半干转膜仪（美国 Bio-

Rad 公司）；稳豪倍易型血糖仪（美国强生公司）；BL-

420F 型生理记录仪（成都泰盟科技有限公司）；

Synergy H4 型荧光酶标仪（美国 BioTek 公司）；JEM-

1230 型透射电镜（日本电子株式会社）；RM2245 型

石蜡切片机（德国 Leica 公司）；Neofuge 23R 型台式

高速冷冻离心机（上海力申仪器公司）。
2 方法

2.1 动物分组、造模 将 90 只 SD 大鼠随机分为正

常组、模型组、α-硫辛酸组、补阳还五汤高黄芪剂量

组（中药高剂量组）、补阳还五汤中黄芪剂量组（中

药中剂量组）、补阳还五汤低黄芪剂量组（中药低剂

量组）。除正常组使用标准饲料饲养外，其他各组

均使用高糖高脂饲料喂养 6 周，造模前 12 h 禁食不

禁水。腹腔注射 STZ（30 mg·kg-1）建立糖尿病大鼠

模型，1 周后测量尾静脉血糖，数值>16.7 mmol·L-1

者选为糖尿病大鼠［15］，神经传导速度的降低是糖尿

病大鼠神经功能障碍和判断 DPN 模型建立是否成

功的指标［16］。各组饲养方法同前。

2.2 给药 造模成功后即进行给药干预，持续 12

周。大鼠每日免煎颗粒用量参考《药理实验方法》

中人和动物间体表面积折算的等效剂量比值计算。

延续课题组前期研究的给药剂量［17］，中药高、中、低

剂量组分别给予相对应的中药免煎颗粒水溶剂：中

药高剂量组黄芪 15 g·kg-1·d-1、中药中剂量组黄芪

8.75 g·kg-1·d-1、中药低剂量组黄芪 5.625 g·kg-1·d-1

（给药剂量均为生药量）灌胃；α-硫辛酸组大鼠按照

60 mg·kg-1·d-1给予 α-硫辛酸灌胃；正常组和模型组

给予等体积的生理盐水。

2.3 指标检测

2.3.1 体质量和空腹血糖 造模成功后每 4 周测量

大鼠的体质量；禁食 12 h 后取尾静脉血，用血糖仪

测量各组大鼠空腹血糖。

2.3.2 感觉功能检测 机械痛阈（PWT）：给药 12 周

结束处死前，使用 Von Frey 电子测痛仪检测大鼠机

械痛阈。用刺激针垂直施压刺激大鼠足底，观察大

鼠发生足回缩动作，记录痛阈数值。

感觉神经传导速度（SNCV）：给药 12 周结束处

死前，检测大鼠 SNCV。保持室温 30 ℃，麻醉大鼠，

俯卧位固定在实验台。钝性分离坐骨神经，石蜡油

滴加保湿。在坐骨神经近端放置记录电极，远端放

置刺激电极，给予电刺激（方波，1.5 V），记录电刺激

由远端传导至近端电极的时间（T）。测量两电极间

距离（S），计算 SNCV=S/T。SNCV 与机械性痛阈均

减低的大鼠为糖尿病周围神经病变模型。

2.3.3 透射电子显微镜观察线粒体超微结构 取

L4-5 背根神经节并切成 1 mm×1 mm×1 mm 组织块，
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浸入预冷的 4% 戊二醛中固定 4 h，磷酸盐缓冲液

（PBS）浸洗后，用 1% 锇酸固定 2 h，再次 PBS 浸洗。

经乙醇梯度脱水后，用 Epon812 树脂包埋。对

组织树脂块进行超薄切片，切片用醋酸铀和柠檬酸

铅双重染色，透射电子显微镜下观察、拍照。

2.3.4 检测呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性 提取

各组实验大鼠 L4-5 背根神经节的线粒体，并严格依

照试剂盒操作说明检测各组线粒体样本中呼吸链

复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性。复合物的活性表示为单

位蛋白质中每个复合物在催化反应中还原底物的

速率（U·mg-1·min-1）。
2.3.5 检测线粒体膜电位 根据线粒体膜电位检

测试剂盒的操作说明进行线粒体膜电位的测量。

将线粒体样品与 5，5'，6，6'-四氯-1，1'，3'-四乙基苯并

咪唑碳菁碘化物染色工作液在室温下孵育 10 min。

通过使用荧光酶标仪在 490/590 nm 处测量激发/发

射波长，获得相对荧光单位（RFU）。线粒体膜电位

表示为每 1 mg 蛋白质的 RFU（RFU·mg-1）。
2.3.6 比色法测定 GSH、MDA 的含量 GSH：取制

备好的血清，加入沉淀剂混匀，4 ℃、3 500 r·min-1离

心 10 min（离心半径 8.6 cm），取上清液。空白孔加

入沉淀剂、缓冲液和显色剂；标准孔加入标准品、缓

冲液和显色剂；测定孔加入上清液、缓冲液、显色

剂。混匀之后静置，用酶标仪测量各孔的吸光度 A。

MDA：按照标准管、标准空白管、测定管、测定

空白管分别加入无水乙醇、待测血清和试剂一。混

匀后除待测空白管加入 50% 冰乙酸和试剂二 3 mL，

其他 3 组分别加入试剂二 3 mL 和试剂三 1 mL。混

匀后 95 ℃水浴 40 min，冷却后测各管 A。

2.3.7 免 疫 组 化 法 检 测 p-AMPK、p-Nrf2、HO-1、

NQO1 的表达 背根神经节石蜡切片经脱蜡复水

后，使用 SP-9000 试剂盒中的内源性过氧化物酶

（3% H2O2），37 ℃恒温孵育 10 min，PBS 冲洗。柠檬

酸溶液（0.01 mol·L-1，pH 6.0）进行抗原修复（微波炉

低火，20 min），自然降至室温后，PBS 冲洗。滴加正

常山羊工作血清 15 min，抗体 p-AMPK（1∶100）、
p-Nrf2（1∶200）、HO-1（1∶200）、NQO1（1∶200）4 ℃过

夜，PBS 冲洗。滴加辣根过氧化物酶，37 ℃恒温孵

育 15 min，PBS 清洗。显微镜下进行 DAB 染色观

察，控制染色时间，自来水清洗。苏木素染色，自来

水清洗后，1% HCl分化，自来水冲洗。梯度脱水，二

甲苯透明，中性树胶封片，光学显微镜下观察。

2.3.8 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 p-

AMPK、p-Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达 取大鼠双

侧 L4-5 的背根神经节，加入 RIPA 裂解液进行匀浆

裂解，提取蛋白质，并加入蛋白上样缓冲液。用

10% 的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）分离蛋白，后将蛋白转移到 PVDF 上。用 5%

脱脂牛奶封闭 1.5 h，TBST 清洗。一抗（p-AMPK，

1∶500，p-Nrf2 1∶500，HO-1 1∶400，NQO1 1∶1 000，

β-actin，1∶5 000）4 ℃孵育过夜，TBST 清洗。荧光二

抗（1∶15 000）室温孵育 1 h，分别用 TBST 和 TBS 清

洗。 Odyssey 红外成像系统扫描成像，使用软件

Image J进行灰度值分析和内参（β-actin）较正。

2.4 统计学方法 使用 SPSS 24.0 进行分析，计量

资料采用 x̄ ± s 表示。多组比较先使用方差分析，后

Tukey 检验两两比较。统计检验均采用双侧检验，

以 P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠体质量和空腹血糖的影响 与正常组

比较，模型组大鼠体质量变化差异无统计学意义；
与模型组比较，各给药组体质量变化差异无统计学

意义，见表 1。与正常组比较，注射 STZ 后血糖显

著升高（P<0.01），4~12 周血糖保持在较高水平；与
模型组比较，各给药组血糖差异无统计学意义，

见表 2。

表 1 补阳还五汤对大鼠体质量的影响（x̄± s，n=15）

Table 1 Effect of Buyang Huanwutang on body weight in rats（x̄± s，n=15） g

组别

正常组

模型组

α-硫辛酸组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

0 周

347.0±18.12

391.4±17.27

387.8±19.10

393.8±16.68

383.8±16.27

384.2±10.43

4 周

399.6±17.87

423.8±22.86

440.4±17.56

427.6±19.48

428.8±19.48

424.2±14.10

8 周

418.2±16.57

410.8±17.60

432.8±19.07

433.8±18.94

434.0±24.21

429.4±14.63

12 周

420.6±14.43

404.0±21.97

421.8±22.53

425.0±23.32

422.8±20.28

421.6±15.44
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3.2 对大鼠感觉功能的影响 与正常组比较，模型

组大鼠感觉 SNCV、PWT 显著降低（P<0.01）；与模

型组比较，α -硫辛酸组和中药高、中、低剂量组

SNCV 明显升高（P<0.05，P<0.01）；与中药高剂量组

比较，中药中、低剂量组 SNCV 显著降低（P<0.01），
中药中、低剂量组 PWT 有降低趋势，但差异无统计

学意义。见表 3。

3.3 对大鼠线粒体超微结构的影响 正常组背根

神经节神经元线粒体丰富，结构正常。线粒体内

膜、外膜、嵴完整，分布均匀。与正常组比较，模型

组背根神经节神经元线粒体肿胀明显，线粒体嵴断

裂、稀疏甚至消失，多数呈空泡样改变；与模型组比

较，α-硫辛酸组和中药高剂量组背根神经节神经元

线粒体微肿胀，结构相对完整，线粒体嵴较清晰，损

伤程度明显减轻；与中药高剂量组比较，中药中、低

剂量组神经元线粒体肿胀，部分呈空泡样改变，线

粒体嵴断裂。见图 1。

3.4 对大鼠呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性和膜电

位的影响 与正常组比较，模型组呼吸链复合物

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性显著降低（P<0.01），线粒体膜电位

显著降低（P<0.01）；与模型组比较，α-硫酸辛组和中

药高剂量组呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性和膜电

位均明显升高（P<0.05，P<0.01）；与中药高剂量组比

较，中药中、低剂量组呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、线粒

体膜电位和中药低剂量组Ⅳ降低，差异无统计学意

义。见表 4。

3.5 对大鼠 GSH 和 MDA 含量的影响 与正常组

比较，模型组大鼠 GSH 含量显著降低（P<0.01），
MDA 含量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，α-硫

辛酸组、中药高剂量组 GSH 含量均明显升高（P<

注：A. 正常组；B. 模型组；C. α-硫辛酸组；D. 中药高剂量组；
E. 中药中剂量组；F. 中药低剂量组（图 2-图 6 同）
图 1 补 阳 还 五 汤 对 大 鼠 线 粒 体 超 微 结 构 的 影 响（ 电 镜 扫

描，×10 000）
Fig. 1 Effect of Buyang Huanwutang on mitochondrial

ultrastructure in rats（TEM，×10 000）

表 2 补阳还五汤对大鼠血糖的影响（x̄± s，n=15）

Table 2 Effect of Buyang Huanwutang on fasting blood-glucose in rats（x̄± s，n=15） mmol·L-1

组别

正常组

模型组

α-硫辛酸组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

0 周

4.38±0.49

25.98±4.111）

26.18±3.711）

25.90±5.121）

27.08±4.671）

26.03±4.531）

4 周

4.50±0.31

27.05±4.021）

26.93±3.781）

26.30±4.561）

27.20±3.431）

25.65±4.311）

8 周

4.32±0.43

26.83±3.751）

27.05±3.591）

24.82±3.051）

26.13±3.501）

26.30±3.661）

12 周

4.53±0.63

27.57±3.041）

26.78±3.471）

26.10±4.251）

27.22±3.771）

26.47±3.081）

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；与中药高剂量组比较 4）P<0.05，5）P<0.01（表 3-表 7 同）

表 3 补阳还五汤对大鼠 SNCV和 PWT的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Buyang Huanwutang on SNCV and PWT in

rats（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

α-硫辛酸组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

剂量/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

SNCV/m·s-1

46.02±3.23

16.44±4.011）

32.21±2.793）

32.73±4.483）

29.63±2.353，5）

22.28±3.612，5）

PWT/g

77.37±10.20

23.36±7.471）

51.94±12.423）

53.70±10.373）

45.43±6.53

36.67±8.85
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0.05，P<0.01），MDA 含量明显降低（P<0.05）；与中

药高剂量组比较，中药中、低剂量组 GSH 降低，

MDA 升高。见表 5。

3.6 对大鼠氧化应激通路 AMPK/Nrf2 相关蛋白表

达水平的影响

3.6.1 对大鼠相关蛋白定位表达的影响 免疫组

化可见 p-AMPK、HO-1、NQO1 主要在背根神经节神

经元的细胞质中表达，p-Nrf2 在细胞核中表达。与

正 常 组 比 较 ，模 型 组 的 细 胞 质 p-AMPK、HO-1、

NQO1 表达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，α-硫

辛酸组、中药高、中剂量组的各蛋白表达明显增加

（P<0.05，P<0.01）。p-Nrf2 存在于神经元的细胞核

中，与正常组比较，模型组的阳性细胞百分比显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，α-硫辛酸组、中药高、

中剂量组阳性细胞百分比显著增加（P<0.01）。见

图 2-图 5、表 6。

3.6.2 对大鼠 p-AMPK、p-Nrf2、HO-1 和 NQO1 蛋白

表 达 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 p-AMPK、

p-Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达显著降低（P<0.01）；
与模型组比较，中药高、中、低剂量组 p-AMPK、

p-Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达明显升高（P<0.05，

P<0.01）；与 中 药 高 剂 量 组 比 较 ，中 药 低 剂 量 组

p-AMPK、p-Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达明显降低，

差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05，P<0.01）。 见

表 7、图 6。

4 讨论

DPN 的发病机制目前尚未完全明了，一般认为

与氧化应激反应、多元醇通路、蛋白激酶 C 途径的激

活、糖基化终产物的形成、微血管病变等诸多因素

有关［18］。BROWNLEE［19］提出糖尿病并发症的统一

机制学说，认为线粒体超氧化物产生过多是导致包

括 DPN 在内的糖尿病慢性并发症的共同机制。线

粒体既是氧化应激的重要来源，又是氧化应激的靶

向细胞器。线粒体受损是 DPN 发病的重要机制［20］。

高糖应激时，ROS 产生过多，不能够及时清除，可致

过量的 ROS 积存。过量 ROS 积聚超过线粒体内抗

表 4 补阳还五汤对大鼠背根神经节呼吸链复合物和膜电位的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Buyang Huanwutang on respiratory chain complex in dorsal root ganglion in rats（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

α-硫辛酸组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

剂量

/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

复合物Ⅰ
/μmol·min-1·g-1

158.68±24.94

43.45±9.441）

118.21±24.032）

121.14±16.142）

80.40±23.22

78.75±21.84

复合物Ⅱ
/μmol·min-1·g-1

129.44±12.41

34.32±13.081）

97.68±13.732）

94.06±14.882）

78.11±23.35

75.13±24.69

复合物Ⅲ
/μmol·min-1·g-1

77.24±11.70

20.94±4.451）

52.83±10.772）

52.53±9.342）

37.55±16.39

34.38±10.04

复合物Ⅳ
/μmol·min-1·g-1

795.33±60.38

228.42±104.451）

530.72±48.613）

492.02±89.232）

472.63±91.172）

425.37±55.28

膜电位

/RUF·mg-1

0.82±0.02

0.37±0.041）

0.58±0.043）

0.54±0.043）

0.49±0.05

0.39±0.044）

表 5 补阳还五汤对大鼠 GSH和 MDA的影响（x̄± s，n=15）

Table 5 Effect of Buyang Huanwutang on GSH and MDA in rats

（x̄± s，n=15）

组别

正常组

模型组

α-硫辛酸组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

剂量

/g·kg-1

0.06

15

8.75

5.625

GSH/mg·L-1

129.44±8.04

110.32±7.671）

140.19±11.293）

132.04±13.322）

130.58±9.492）

117.97±7.69

MDA/μmol·L-1

10.94±0.63

15.46±1.091）

12.67±1.692）

12.33±2.462）

13.38±1.07

14.37±1.00

图 2 补阳还五汤对大鼠 Dorsal root ganglion（DRG）中 p-AMPK

表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 2 Effect of Buyang Huanwutang on p-AMPK expression of

DRG in rats（IHC，×400）
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氧化酶的防御体系，导致线粒体损伤，进而引起细

胞凋亡。本研究证实，DPN 大鼠 MDA 明显增加而

内 源 性 抗 氧 化 应 激 通 路 相 关 蛋 白 Nrf2、HO-1、

NQO1、GSH 含量下降，说明 DPN 大鼠 DRG 内存在

严重氧化应激。而 DPN 大鼠 DRG 线粒体呼吸链复

合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活性降低、膜电位下降，且线粒体

的超微结构的损伤，提示高糖引起的氧化应激反应

对 DRG 线粒体造成的严重损伤，是 DPN 发生和发

展的病理基础。

AMPK 是 细 胞 内 的 能 量 感 受 器 ，当 细 胞 中

AMP/ATP 升高时，AMPK 的 α -亚基的苏氨酸（Thr-

172）位点发生磷酸化，AMPK 被激活，参与多种生

理活动，其中包括激活细胞内抗氧化反应的主控调

节因子 Nrf2［10，21-22］，使 Nrf2 与 kelch 样 ECH 关联蛋白

1（KEAP1）分离转移到细胞核，与抗氧化反应元件

（ARE）结合，启动下游抗氧化蛋白如 NQO1、HO-1

等基因表达，发挥抗氧化作用，实现细胞保护［23］。

本研究结果显示，与模型组比较，各黄芪剂量补阳

还 五 汤 干 预 组 p-AMPK 和 p-Nrf2、NQO1、HO-1、

GSH 表达显著上调，而 MDA 含量降低，而线粒体损

伤减轻、呼吸链复合物活性增强、线粒体膜电位升

高，说明补阳还五汤可以通过激活 AMPK，调节

Nrf2 抗氧化通路，降低氧化应激水平，进而保护线

粒体功能，发挥治疗作用。

糖尿病与中医“消渴”类似，气阴两虚为其常见

证候。《糖尿病周围神经病变中医防治指南》［24］中认

为“气不至则麻”“血不荣则木”“气血失充则痿”“不

通则痛”，DPN 为消渴日久，阴损及阳，阳气亏虚，不

能行血，血行瘀滞，络脉痹阻所致，故本病属本虚标

图 3 补阳还五汤对大鼠 DRG 中 p-Nrf2 表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 3 Effect of Buyang Huanwutang on p-Nrf2 expression of

DRG in rats（IHC，×400）

图 5 补阳还五汤对大鼠 DRG 中 NQO1 表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 5 Effect of Buyang Huanwutang on NQO1 expression of

DRG in rats（IHC，×400）

图 4 补阳还五汤对大鼠 DRG 中 HO-1 表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 4 Effect of Buyang Huanwutang on HO-1 expression of DRG

in rats（IHC，×400）
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实证，气血亏虚为本，瘀血阻络为标。结合本实验

结果，笔者认为线粒体结构受损，呼吸链复合物活

性降低和膜的去极化是中医气虚致瘀血阻络的病

理基础。补阳还五汤为益气活血的代表方，重在补

气，标本兼顾。王清任历来重视人体气血的作用，

认为“元气衰，则气绝，则死矣”。此方中使用大量

黄芪，配以小剂量的赤芍、川芎、桃仁、红花、地龙，

使得气旺血行，瘀去络通。黄芪为补气要药，意在

大补元气，以推动血液运行。本实验结果表明应用

补阳还五汤高黄芪剂量组较中、低黄芪剂量组的作

用更为明显，提示补气作用强弱与线粒体结构和功

能的保护密切相关，线粒体可能是应用“气为血帅”

理论防治 DPN 关键的微观作用靶点。
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