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［摘要］ 目的：观察加味桂枝茯苓汤（JGFD）通过 PTEN 诱导假定激酶 1（PINK1）/帕金森病蛋白（Parkin）信号通路调控线

粒体自噬途径减轻痛性糖尿病周围神经病变（PDPN）大鼠坐骨神经损伤的作用机制。方法：通过腹腔注射链脲佐菌素（STZ）
制备 PDPN 模型。成模后随机分为 JGFD 高、中、低剂量组（JGFD-H、JGFD-M、JGFD-L，39.6、19.8、9.9 g·kg-1·d-1）、阳性药组（硫

辛酸胶囊，LA，50 mg·kg-1·d-1）、模型组（PDPN），并设立空白组（CON）。成模后持续给药干预 8 周。分别检测干预第 0、2、4、

8 周大鼠体质量和空腹血糖，第 0、8 周大鼠机械痛阈值和热痛阈值，第 8 周大鼠运动神经传导速度；苏木素-伊红（HE）染色观察

坐骨神经组织形态；透射电镜观察线粒体和自噬小体超微结构；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测坐骨神经组织 PINK1、

Parkin、p62、酵母 Atg6 同系物（Beclin-1）、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）蛋白表达；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time 

PCR）检测坐骨神经组织 PINK1、Parkin、p62、Beclin-1、LC3 mRNA 水平。结果：与 CON 组比较，PDPN 组大鼠各时间点体质量

显著降低，空腹血糖显著升高，机械痛阈值和热痛阈值显著缩短，运动神经传导速度显著减慢，坐骨神经组织 PINK1、Parkin、

Beclin-1、LC3 蛋白和 mRNA 表达显著降低、p62 蛋白和 mRNA 表达显著升高（P<0.01）；坐骨神经神经纤维水肿，节段性脱髓

鞘；髓鞘板层结构排列松散紊乱，线粒体明显肿胀，电子密度减低，嵴断裂消失，未见典型自噬溶酶体和自噬小体结构。与

PDPN 组比较，JGFD 各剂量组体质量明显升高，空腹血糖明显降低（P<0.05，P<0.01）；JGFD 各剂量组、LA 组机械痛阈值和热痛

阈值明显延长，运动神经传导速度明显增快，坐骨神经组织 PINK1、Parkin、Beclin-1、LC3 蛋白和 mRNA 表达明显升高、p62 蛋

白和 mRNA 表达明显降低（P<0.05，P<0.01）；坐骨神经病理损伤均有不同程度改善；髓鞘形态结构较为完整，线粒体外膜完整

或者轻微水肿，JGFD-M 组、JGFD-H 组可见自噬溶酶体结构。与 LA 组比较，JGFD-H 组体质量明显升高，空腹血糖明显降低，

运动神经传导速度明显增快，坐骨神经组织 PINK1 蛋白和 PINK1、Parkin、Beclin-1 mRNA 表达明显升高，p62 mRNA 表达明显

降低（P<0.05，P<0.01）。结论：加味桂枝茯苓汤可能通过调控 PINK1/Parkin 信号通路，激活线粒体自噬，减轻 PDPD 大鼠坐骨

神经损伤。
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［［Abstract］］  Objective：： To observe the mechanism of Jiawei Guizhi Fuling decoction （JGFD） in 

alleviating sciatic nerve injury in painful diabetic peripheral neuropathy （PDPN） rats by regulating mitophagy 

through the PTEN-induced putative kinase 1 （PINK1）/Parkin signaling pathway. Method：： The PDPN model 

was established by intraperitoneal injection of streptozotocin （STZ）. After modeling， the rats were randomly 

divided into JGFD high， medium， and low dose groups （JGFD-H， JGFD-M， JGFD-L； 39.6， 19.8， 9.9 g·kg-1·d-1， 

respectively）， a positive drug group （lipoic acid capsules， LA； 50 mg·kg-1·d-1）， and a model group （PDPN）. 

A blank control group （CON） was established. Drug intervention was administered continuously for 8 weeks 

after modeling. Measurements included body weight and fasting blood glucose of PDPN rats at weeks 0， 2， 4， 

and 8， mechanical pain threshold and thermal pain threshold at weeks 0 and 8， and motor nerve conduction 

velocity at week 8. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to observe the morphology of sciatic nerve tissue. 

The ultrastructure of mitochondria and autophagosomes was observed by transmission electron microscopy. 

Western blot was performed to detect the protein expression levels of PINK1， Parkin， p62， Beclin-1， and LC3 

in sciatic nerve tissue. Additionally， real-time quantitative PCR （Real-time PCR） was performed to detect the 

mRNA expression levels of PINK1， Parkin， p62， Beclin-1， and LC3 in sciatic nerve tissue. Result：： Compared 

with the CON group， the PDPN group showed a significant decrease in body weight at all time points， a 

significant increase in fasting blood glucose， significantly shortened mechanical pain and thermal pain 

thresholds， and significantly reduced motor nerve conduction velocity. The protein and mRNA expression of 

PINK1， Parkin， Beclin-1， and microtubule-associated protein light chain 3（LC3） in sciatic nerve tissue was 

significantly reduced， while p62 protein and mRNA expression was significantly increased （P<0.01）. 

Pathological changes included edema of sciatic nerve fibers， segmental demyelination， loose and disordered 

arrangement of the myelin sheath layers， significant swelling of mitochondria， reduced electron density， 

disappearance of cristae， and absence of typical autophagosome and autolysosome structures. Compared with the 

PDPN group， each JGFD dose group showed a significant increase in body weight and a significant reduction in 

fasting blood glucose （P<0.05， P<0.01）. The mechanical pain threshold and thermal pain threshold were 

significantly prolonged， and motor nerve conduction velocity was significantly increased across all JGFD and 

LA groups. The expression levels of PINK1， Parkin， Beclin-1， and LC3 proteins and mRNA in sciatic nerve 

tissue were significantly increased， while p62 protein and mRNA expression levels were significantly decreased 

（P<0.05， P<0.01）. Pathological damage to the sciatic nerve was alleviated to varying degrees， with a relatively 

intact myelin sheath morphology and intact or slightly edematous outer mitochondrial membrane. 

Autophagolysosome structures were observed in the JGFD-M and JGFD-H groups. Compared with the LA 

group， the JGFD-H group showed a significant increase in body weight， a significant reduction in fasting blood 

glucose， a significant increase in motor nerve conduction velocity， a significant increase in PINK1 protein 

expression and PINK1， Parkin， and Beclin-1 mRNA expression in sciatic nerve tissue， and a significant 

decrease in p62 mRNA expression （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： JGFD may alleviate sciatic nerve injury in 

PDPN rats by activating mitophagy through the regulation of the PINK1/Parkin signaling pathway.

［［Keywords］］ painful diabetic peripheral neuropathy； Jiawei Guizhi Fuling decoction； mitophagy； PTEN-

induced putative kinase 1/Parkin signaling pathway； sciatic nerve injury

糖尿病周围神经病变（DPN）是糖尿病最常见

的并发症之一，痛性糖尿病周围神经病变（PDPN）
约占 DPN 的 1/3，主要临床表现为撕裂样、针刺样、

烧灼样、电击样疼痛等典型神经病理性疼痛，强度

异常剧烈，严重影响患者日常活动和生活质量［1-3］。

PDPN 治疗手段单一，对于 PDPN 疼痛疗效并不显
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著且患者耐受能力差或者出现低血糖等不良事

件［4-5］，寻找更为广泛的治疗方式是当下研究 PDPN

重要策略且具有重大意义。目前，引起 PDPN 发病

机制尚未完全阐明，线粒体自噬异常介导线粒体功

能障碍可能是导致 PDPN 的重要病理机制之一，与

PDPN 的发生发展密不可分［6］。线粒体自噬是一种

选择性自噬，能够靶向清除功能受损的线粒体，从

而维持线粒体功能网络动态平衡［7］。研究发现，激

活线粒体自噬能够缓解神经病理性疼痛［8］。PTEN

诱导假定激酶 1（PINK1）/帕金森病蛋白（Parkin）信
号通路是线粒体自噬中的经典通路，参与介导线粒

体自噬的发生发展［9］。PINK1 充当线粒体自噬的

“监测者”触发线粒体自噬的起始信号，Parkin 作为

线粒体自噬信号的“增强子”介导线粒体泛素化，与

微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）结合后形成自噬小体，

与溶酶体结合降解受损线粒体，从而启动线粒体自

噬以维持细胞稳态［10-11］。因此，调控 PINK1/Parkin

信号通路进而激活线粒体自噬以改善坐骨神经损

伤可能是防治 PDPN 的重要途径之一。

国家中医药管理局 2010 年发布中医诊疗方案

将 PDPN 命名为“消渴病痹症”［12］。导师冷锦红教授

提出“虚气留滞”是 PDPN 基本病机［13-14］。近年来中

医药治疗 PDPN 疗效确切、优势突出且不良反应少，

发挥多效应、多成分、多靶点的独特作用特点，对于

细胞自噬的双向调节效果尤为凸显［15］。桂枝茯苓

汤出自《金匮要略》，临床常加减应用于 PDPN 治疗，

获效颇丰［16-17］。本课题组前期研究发现加味桂枝茯

苓汤能够改善微循环从而修复受损神经，降低致痛

物质 5-羟色胺、组胺表达水平从而缓解疼痛，减轻

缺氧损伤从而抑制炎症。本实验从线粒体自噬角

度出发，探讨加味桂枝茯苓汤通过 PINK1/Parkin 信

号通路调节线粒体自噬发挥减轻坐骨神经损伤的

作用机制。

1 材料

1.1　动物     SPF 级雄性 Wistar大鼠 80 只，8 周龄，体

质量（200±20） g，购自辽宁长生生物技术有限公司，

实验动物合格证号 SCXK（辽）2020-0001。动物饲

养于辽宁中医药大学实验动物中心 SPF 级动物房，

饲养条件为室温（20±2） ℃，相对湿度 50%~60%，昼

夜交替照明 12 h，实验期间大鼠自由饮水、饮食。动

物实验经辽宁中医药大学动物实验伦理委员会批

准（批准号 21000042023071）。
1.2　 药 物     加 味 桂 枝 茯 苓 汤 由 桂 枝 10 g（批 号

2303081）、茯苓 10 g（批号 2211271）、牡丹皮 10 g（批

号 2209123）、桃仁 10 g（批号 2302011）、赤芍 10 g

（批号 2301311）、黄芪 30 g（批号 2211151）、穿山龙

30 g（批号 2210142）、威灵仙 30 g（批号 2303252）、
生 地 黄 15 g（ 批 号 2202232）、石 斛 15 g（ 批 号

2209193）、牛膝 15 g（批号 2212201）、丹参 15 g（批号

2202071）、生 姜 10 g（ 自 备 ）、大 枣 10 g（ 批 号

2304273）组成，以上饮片购自辽宁中医药大学附属

医院，经辽宁中医药大学附属医院于艳主任中药师

鉴定为正品。由辽宁中医药大学附属医院中医药

实验中心进行后续制备，按处方比例称取饮片，加

入 8 倍量水浸泡 0.5 h，煎煮 30 min；加入 6 倍蒸馏

水，煎煮 25 min；煎煮 2 次，过滤残渣，合并 2 次滤液，

浓缩，低剂量浓度浓缩至 0.99 g·mL-1（以饮片量计，

下同）、中剂量浓度浓缩至 1.98 g·mL-1、高剂量浓度

浓缩至 3.96 g·mL-1。硫辛酸胶囊（江苏万禾制药有

限公司，国药准字 H20100158，规格 0.1 g/粒，批号

230603）。
1.3　试剂     链脲佐菌素（STZ）、苏木素 -伊红（HE）
染色试剂盒、柠檬酸钠缓冲液（0.1 mol·L-1，pH 4.5，

无菌溶液）（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为

S8050、G1120、C1013）；PINK1 抗体、Parkin 抗体、

p62 抗体、酵母 Atg6 同系物（Beclin-1）抗体（武汉三

鹰生物技术有限公司，货号分别为 23274-1-AP、

14060-1-AP、18420-1-AP、11306-1-AP）；LC3Ⅰ/Ⅱ抗

体、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（美国 CST 公司，货号

分别为 127415、4967）；辣根过氧化物酶（HRP）标记

的山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G、Tris-甘氨酸十二烷

基硫酸钠 -聚丙烯酰胺（SDS-PAGE） SWE 高分辨快

速 电 泳 缓 冲 液 、5×SDS-PAGE 蛋 白 上 样 缓 冲 液 、

SDS-PAGE 凝胶快速制备试剂盒、BCA 蛋白定量检

测试剂盒、超敏 ECL 化学发光试剂盒（飞克级）、电
镜固定液、一管化一步法基因组 DNA 去除与逆转录

试剂盒、通用型彩色示踪染料法 SYBR Green 实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）预混液

（武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

GB23303、G2152、G2075、G2037、G2026、G2020、

G1102、G3337、G3326）。
1.4　仪器     PowerPacTM 型基础电泳仪电源、Mini-

PROTEAN® Tetra 型电泳槽、Trans-Blot®型转印槽、

C1000 型 Real-time PCR 仪（美 国 Bio-Rad 公 司）；
ACCU-CHEK® Performa 型血糖仪（德国罗氏卓越金

采）；HT7800 型透射电子显微镜（日本 Hitachi 公

司）；EM UC7 型超薄切片机、ASP 6025 型高性能组

织脱水机、EG1150H 型石蜡包埋机、EM AC20 型自
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动染色机（德国 Leica 公司）；Von Frey 型纤维丝测痛

仪（上海玉研科学仪器有限公司）；PL-200 型热刺痛

仪（成都泰盟科技有限公司）；BX-43 型正置显微镜、

BX-53 型荧光显微镜（日本 Olympus 公司）；Tanon 

5200 型全自动化学发光/荧光图像分析系统（上海天

能公司）。
2 方法

2.1　分组与造模     80 只 SPF 级雄性 Wistar 大鼠适

应性喂养 1 周，采用随机数字表法分为空白组（CON

组，12 只）和造模组（68 只）。期间每 2 周测定 1 次大

鼠空腹血糖、机械性痛阈值和热痛阈值，造模 4 周后

PDPN 大鼠造模成功，最终 60 只大鼠造模成功（8 只

大鼠造模失败予以剔除）。将造模成功大鼠采用随

机数字表法分为模型组（PDPN 组）、阳性药物组（硫

辛酸胶囊，LA 组）、加味桂枝茯苓汤低、中、高剂量

组（JGFD-L、JGFD-M、JGFD-H 组），每组各 12 只。

2.2　给药剂量和方法     在 PDPN 造模成功第 1 天开

始灌胃，每日 1 次，持续 8 周。给药剂量参考《中药

药理实验方法学》［20］人和大鼠按体表面积折算的等

效 剂 量 比 值 ，LA 组 给 药 剂 量 为 50 mg·kg-1·d-1，

JGFD-L 组给药剂量为 9.9 g·kg-1·d-1（以饮片量计，

下 同 ），JGFD-M 组 给 药 剂 量 为 19.8 g·kg-1·d-1，

JGFD-H 组给药剂量为 39.6 g·kg-1·d-1。 CON 组和

PDPN 组给予等体积 0.9% 生理盐水。

2.3　指标检测     

2.3.1　一般状态观察     观察并记录各组大鼠饮食、

饮水、排尿情况，查看各组大鼠反应灵敏度、精神状

态和毛发光泽凌乱程度。

2.3.2　体质量和空腹血糖     取大鼠尾静脉血测量

空腹血糖，分别观察灌胃给药第 0 周、第 2 周、第 4

周、第 8 周各组大鼠体质量和空腹血糖水平变化

情况。

2.3.3　机械痛阈值和热痛阈值     机械痛阈检测方

法：将大鼠放置在底部为金属网的玻璃罩中，使用

Von Frey 纤维丝垂直刺激大鼠足底，直至纤维丝弯

曲呈 S 形。每次刺激足底 6~8 s，当出现缩足反射时

视为阳性表现，记录大鼠出现明显缩足反应时阈

值，检测 5 次，取平均值作为大鼠机械痛阈值［21］。热

痛阈检测方法：待智能热板仪达到 55 ℃恒温后，将

大鼠放入热板上，观察大鼠受热舔足反应时间，每

隔 15 min 检测 1 次，检测 5 次，取平均值作为大鼠热

痛阈值［22］。分别观察灌胃给药第 0 周、第 8 周各组

大鼠机械痛阈值和热痛阈值变化情况。

2.3.4　 运 动 神 经 传 导 速 度     第 8 周 给 药 结 束 后

12 h，大鼠腹腔注射 20% 乌拉坦（4 mL·kg-1）麻醉后，

俯卧固定，将刺激电极针置于坐骨切迹处的坐骨神

经传出部位和同侧踝关节坐骨神经经过部位，将记

录电极针置于足趾第一骨间肌肉处，参考电极针置

于大鼠右上肢距记录电极 1 cm 处；使用单脉冲方波

刺激，1.5 倍阈值刺激强度，0.1 ms 波宽，每 2 个刺激

间隔 5 s以上［23］。

2.3.5　坐骨神经组织形态学观察     第 8 周给药结束

后，所有大鼠禁食 12 h，腹腔注射 2% 戊巴比妥钠

（150 mg·kg-1）麻醉，取坐骨神经放置于多聚甲醛固

定，经冲洗、无水乙醇脱水、石蜡包埋后制成 4 μm 切

片，进行 HE 染色，封片后于光学显微镜下扫描观察

坐骨神经组织形态学变化。

2.3.6　透射电镜观察线粒体和自噬小体超微结构     

    第 8 周给药结束后，取材方法同前，取 1 mm3新鲜

坐骨神经组织放置于电镜固定液中固定，磷酸盐缓

冲液（PBS）漂洗，1% 锇酸避光室温固定 2 h，乙醇梯

度脱水，环氧树脂包埋，制备 60~80 nm 超薄切片，醋

酸铀饱和乙醇-枸橼酸铅染色，透射电镜下观察线粒

体和自噬小体超微结构改变。

2.3.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠坐

骨神经 PINK1、Parkin、p62、Beclin-1、LC3 蛋白表达

水平     第 8 周给药结束后，取材方法同前，取部分坐

骨神经组织进行液氮研磨，加入 RIPA 裂解液提取总

蛋白，BCA 蛋白定量检测试剂盒检测蛋白浓度后进

行蛋白变性，计算蛋白上样量，经 SDS-PAGE 凝胶电

泳后转印至 PVDF 膜，经 5% 脱脂奶粉封闭 1 h 后进

行抗体孵育，分别加入一抗 PINK1（1∶1 000）、Parkin

（1∶2 000）、p62（1∶5 000）、Beclin-1（1∶5 000）、LC3

（1∶1 000），内参 β-actin（1∶1 000），4 ℃孵育过夜；加
入二抗（1∶5 000），室温下孵育 1 h；滴加 ECL 显影，

通过化学发光法检测，利用条带灰度值计算蛋白表

达量。

2.3.8　 Real-time PCR 检测大鼠坐骨神经 PINK1、

Parkin、p62、Beclin-1、LC3 mRNA 表 达 水 平     第

8 周给药结束后，取材方法同前，取部分坐骨神经组

织进行液氮研磨，提取总 RNA，检测样本 RNA 浓

度，按照一管化一步法基因组 DNA 去除与逆转录试

剂盒操作说明于 PCR 仪中进行反应，逆转录完成

后，根据设计的 PINK1、Parkin、p62、Beclin-1、LC3

上、下游引物基因片段，按照通用型彩色示踪染料

法 SYBR Green Real-time PCR 预混液说明书进行

PCR 扩增反应，PCR 反应条件：95 ℃预变性 30 s；
95 ℃变性 15 s，60 ℃退火延伸 30 s，共 40 个循环。
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根据系统测得数值，采用 2-ΔΔCt法进行相对定量分析

计算 mRNA 水平。引物序列由武汉赛维尔生物科

技有限公司设计合成。引物序列见表 1。

2.4　统计学分析     数据采用 SPSS 23.0 软件进行统

计分析，计量资料用 x̄± s 表示，满足正态分布且方差

齐性，采用单因素方差分析，组间比较用最小显著

性差异法（LSD）检验；不满足正态分布和方差齐性，

采用非参数检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠一般状态的影

响     CON 组大鼠精神活跃，反应灵敏，饮食、饮水、

排尿正常，毛发顺滑光亮。PDPN 组大鼠精神萎靡，

反应迟缓，饮食、饮水、排尿明显增加，毛发枯黄无

光泽且杂乱。与 PDPN 组比较，JGFD 各剂量组和

LA 组精神状态和反应灵敏度均有改善，其余方面

差异无统计学意义。

3.2　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠体质量和空腹

血糖水平的影响     给药 0、2、4、8 周，与 CON 比较，

PDPN 组体质量显著降低、空腹血糖显著升高（P<

0.01）。给药 4、8 周，与 PDPN 组比较，JGFD 各剂量

组体质量明显升高（P<0.05，P<0.01）；与 LA 组比较，

JGFD 各剂量组体质量明显升高（P<0.05，P<0.01）。
给药 2、4、8 周，与 PDPN 组比较，JGFD 各剂量组空

腹血糖明显降低（P<0.05，P<0.01），给药 4周 JGFD-L

组空腹血糖差异无统计学意义。给药 2 周，与 LA 组

比较，JGFD-H 组空腹血糖明显降低（P<0.05）；给药

4、8 周，与 LA 组比较，JGFD-M 组、JGFD-H 组空腹

血糖明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 2、表 3。

3.3　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠机械痛阈值和热

痛阈值的影响     给药 0、8 周，与 CON 组比较，PDPN

组机械痛阈值、热痛阈值显著缩短（P<0.01）。给药

8 周，与 PDPN 组比较，JGFD 各剂量组、LA 组机械痛

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequence

引物

PINK1

Parkin

p62

Beclin-1

LC3

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 TGCAATGCCGCTGTGTATGA

下游 TCTGCTCCCTTTGAGACGAC

上游 CAGCTAAACCCACCTACCACAG

下游 CATCCGGTTTGGAATTAAGACA

上游 GCTATTACAGCCAGAGTCAAGGG

下游 TGGTCCCATTCCAGTCATCTT

上游 AGGAGTTGCCGTTGTACTGTTCT

下游 GTGTCTTCAATCTTGCCTTTCTCC

上游 TTGGTCAAGATCATCCGGCG

下游 AGCCGAAGGTTTCTTGGGAG

上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

长度/bp

113

164

105

178

175

138

表  2　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠体质量水平的影响  （x̄± s，n=12）

Table 2　Effect of JGFD on body weigh levels in PDPN rats （x̄± s，n=12） g

组别

CON 组

PDPN 组

LA 组

JGFD-H 组

JGFD-M 组

JGFD-L 组

剂量/g·kg-1

0.05

39.6

19.8

9.9

0 周

366.25±27.15

296.25±57.411）

279.17±20.76

293.33±38.69

295.42±29.19

290.83±35.41

2 周

397.92±30.34

287.58±51.931）

295.08±26.12

285.25±34.44

289.75±54.75

295.33±51.10

4 周

441.17±23.00

278.50±43.201）

279.17±20.76

328.83±29.833，5）

321.25±26.383，5）

307.25±45.572，4）

8 周

491.25±14.32

276.67±42.761）

281.75±18.50

348.33±26.723，5）

331.67±23.093，5）

339.17±43.063，5）

注：与 CON 组比较 1）P<0.01；与 PDPN 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与 LA 组比较 4）P<0.05，5）P<0.01（表 3-表 7 同）

表  3　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠空腹血糖水平的影响  （x̄± s，n=12）

Table 3　Effect of JGFD on fasting blood glucose levels in PDPN rats （x̄± s，n=12） mmol·L-1

组别

CON 组

PDPN 组

LA 组

JGFD-H 组

JGFD-M 组

JGFD-L 组

剂量/g·kg-1

0.05

39.6

19.8

9.9

0 周

4.71±0.54

24.39±5.671）

24.43±3.89

23.33±4.40

23.23±4.00

24.38±4.13

2 周

4.83±0.45

25.83±4.711）

23.98±4.49

20.18±2.793，4）

21.04±3.633）

21.75±4.962）

4 周

4.80±0.61

24.96±5.111）

24.75±4.00

20.90±2.963，4）

19.85±2.503，5）

23.47±4.74

8 周

4.97±0.48

26.66±4.81 1）

25.61±3.66

19.36±2.143，5）

20.49±3.793，5）

23.08±4.662）
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阈值、热痛阈值明显延长（P<0.05，P<0.01），JGFD-L 组机械痛阈值差异无统计学意义。见表 4。

3.4　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠运动神经传导

速度的影响     给药 8 周，与 CON 组比较，PDPN 组运

动神经传导速度显著减慢（P<0.01）；与 PDPN 组比

较，JGFD 各剂量组、LA 组运动神经传导速度显著

增快（P<0.01）；与 LA 组比较，JGFD-H 组运动神经

传导速度明显增快（P<0.05）。见表 5。

3.5　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠坐骨神经组织

形态学的影响     CON 组坐骨神经排列整齐、紧密，

神经纤维髓鞘层次清晰、结构有序，髓鞘可均匀着

色并贴于轴突表面，形成同心圆板层结构；PDPN 组

坐骨神经明显排列混乱、无序，神经纤维水肿，大小

不一，形态不完整，髓鞘不能均匀着色且可见多量

肿胀，出现节段性脱髓鞘，轴突缩小；JGFD 各剂量

组和 LA 组与 PDPN 组比较，坐骨神经排列较整齐、

紧密，神经纤维髓鞘偶见肿胀或少量肿胀，坐骨神

经病理损伤均有不同程度改善，尤其以 JGFD-H 组

改善最为显著。见图 1。

3.6　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠线粒体和自噬

小体超微结构的影响     CON 组可见髓鞘形态结构

完整，雪旺细胞结构完整、胞质密度正常，线粒体结

构完整、排列致密规则，视野中未见典型自噬溶酶

体和自噬小体结构。PDPN 组可见髓鞘板层结构排

列松散紊乱，脱髓鞘，雪旺细胞结构破坏、胞质水肿

稀疏，线粒体明显肿胀，电子密度减低，嵴断裂消

失，视野未见典型自噬溶酶体和自噬小体结构。与

PDPN 组比较，JGFD 各剂量组和 LA 组可见髓鞘形

态结构较为完整，雪旺细胞结构较为完整，线粒体

外膜完整或者轻微水肿，JGFD-M 组、JGFD-H 组可

见自噬溶酶体结构。见图 2。

3.7　加味桂枝茯苓汤 PDPN 大鼠坐骨神经组织

PINK1/Parkin 线粒体自噬信号通路相关蛋白表达水

平的影响     给药 8 周，与 CON 组比较，PDPN 组坐骨

神经组织 PINK1、Parkin、Beclin-1、LC3 蛋白表达显

著降低，p62 蛋白表达显著升高（P<0.01）；与 PDPN

组 比 较 ，JGFD 各 剂 量 组 、LA 组 坐 骨 神 经 组 织

PINK1、Parkin、Beclin-1、LC3 蛋 白 表 达 明 显 升 高

（P<0.05，P<0.01），p62 蛋白表达显著降低（P<0.01），

表  4　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠机械痛阈值和热痛阈值的影响  （x̄± s，n=12）

Table 4　Effect of JGFD on mechanical withdrawal threshold value and thermalgesia liminal value in PDPN rats （x̄± s，n=12）

组别

CON 组

PDPN 组

LA 组

JGFD-H 组

JGFD-M 组

JGFD-L 组

剂量/g·kg-1

0.05

39.6

19.8

9.9

机械痛阈值/g

0 周

13.03±3.04

6.31±3.311）

6.39±3.44

6.38±3.67

6.38±3.10

6.39±2.94

8 周

12.37±2.84

5.43±2.891）

7.89±3.162）

8.75±3.123）

8.52±2.692）

7.59±3.09

热痛阈值/s

0 周

27.69±1.20

13.73±2.881）

13.85±5.94

13.48±3.14

13.85±3.37

13.81±3.95

8 周

27.45±1.45

11.18±1.831）

18.15±3.293）

18.64±2.643）

18.23±4.123）

17.70±2.833）

表  5　 加 味 桂 枝 茯 苓 汤 对 PDPN 大 鼠 运 动 神 经 传 导 速 度 的 影 响  

（x̄± s，n=12）

Table 5　 Effect of JGFD on motor nerve conduction velocity in 

PDPN rats （x̄± s，n=12）

组别

CON 组

PDPN 组

LA 组

JGFD-H 组

JGFD-M 组

JGFD-L 组

剂量/g·kg-1

0.05

39.6

19.8

9.9

运动神经传导速度/m·s-1

43.57±4.82

21.25±2.741）

27.10±1.203）

29.97±1.383，4）

26.92±1.703）

24.96±2.523）

注：A.CON 组；B.PDPN 组；C.LA 组；D.JGFD-H 组；E.JGFD-M 组；F.JGFD-L 组（图 2 和图 3 同）
图  1　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠坐骨神经组织形态学的影响  （HE，×400）
Fig. 1　Effect of JGFD on morphology of sciatic nerve in PDPN rats （HE，×400）
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JGFD-L 组坐骨神经组织 Beclin-1、LC3 蛋白表达差

异无统计学意义；与 LA 组比较，JGFD-H 组坐骨神

经组织 PINK1 蛋白表达显著升高，差异有统计学意

义（P<0.01）。见表 6、图 3。

3.8　加味桂枝茯苓汤 PDPN 大鼠坐骨神经组织

PINK1/Parkin 线粒体自噬信号通路相关 mRNA 表

达水平的影响     给药 8 周，与 CON 组比较，PDPN 组

坐骨神经组织 PINK1、Parkin、Beclin-1、LC3 mRNA

表达明显降低，p62 mRNA 表达显著升高（P<0.01）；
与 PDPN 组比较，JGFD 各剂量组、LA 组坐骨神经组

织 PINK1、Parkin、Beclin-1、LC mRNA 表达明显升

高（P<0.05，P<0.01），p62 mRNA 表 达 显 著 降 低

（P<0.01），JGFD-L 组坐骨神经组织 Parkin mRNA 表

达差异无统计学意义；与 LA 组比较，JGFD-H 组坐

骨神经组织 PINK1、Parkin、Beclin-1 mRNA 表达显

著 升 高（P<0.01），p62 mRNA 表 达 显 著 降 低（P<

0.01）。见表 7。

4 讨论

PDPN 是糖尿病主要致残因素之一，早期有效

干预对于防止发生足部溃疡、坏疽、截肢尤为关

键［24］。目前 PDPN 疼痛仍以药物治疗为主，然而临

床效果不尽人意。现今使用主流抗氧化应激药物

硫辛酸是一种常用的治疗糖尿病多发性周围神经

图  2　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠线粒体和自噬小体超微结构的影响  （透射电镜，×8 000）
Fig.  2　Effect of JGFD on mitochondrion and autophagosome in PDPN rats （TEM， ×8 000）

表  6　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠 PINK1/Parkin 线粒体自噬信号通路相关蛋白表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of JGFD on PINK1/Parkin mitochondrial autophagy signaling pathway related proteins levels in PDPN rats （x̄± s，n=3）

组别

CON 组

PDPN 组

LA 组

JGFD-H 组

JGFD-M 组

JGFD-L 组

剂量/g·kg-1

0.05

39.6

19.8

9.9

PINK1/β-actin

0.93±0.12

0.27±0.101）

0.48±0.072）

0.77±0.153，5）

0.65±0.043）

0.50±0.082）

Parkin/β-actin

0.76±0.08

0.33±0.051）

0.58±0.053）

0.69±0.033）

0.62±0.113）

0.48±0.112）

p62/β-actin

0.22±0.11

1.19±0.181）

0.70±0.183）

0.43±0.123）

0.64±0.143）

0.70±0.293）

Beclin-1/β-actin

0.87±0.06

0.17±0.091）

0.57±0.012）

0.71±0.203）

0.51±0.302）

0.45±0.26

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
1.11±0.41

0.34±0.051）

0.71±0.112）

0.88±0.063）

0.69±0.052）

0.54±0.15

图  3　各组大鼠 PINK1/Parkin 线粒体自噬信号通路相关蛋白表达

电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of proteins associated with PINK1/Parkin 

mitochondrial autophagy signaling pathway in each group of rats

表  7　加味桂枝茯苓汤对 PDPN 大鼠 PINK1/Parkin 线粒体自噬信号通路相关 mRNA 表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of JGFD on PINK1/Parkin mitochondrial autophagy signaling pathway related mRNA levels in PDPN rats （x̄± s，n=3）

组别

PDPN 组

LA 组

JGFD-H 组

JGFD-M 组

JGFD-L 组

剂量/g·kg-1

0.05

39.6

19.8

9.9

PINK1

0.26±0.021）

0.39±0.092）

0.82±0.043，5）

0.78±0.053，5）

0.46±0.073）

Parkin

0.27±0.031）

0.48±0.103）

0.81±0.023，5）

0.70±0.023，5）

0.34±0.064）

p62

4.09±0.211）

3.24±0.403）

1.61±0.183，5）

2.42±0.123，5）

3.25±0.313）

Beclin-1

0.28±0.031）

0.61±0.043）

0.76±0.053，5）

0.48±0.053，5）

0.36±0.023，5）

LC3

0.28±0.031）

0.75±0.033）

0.84±0.053）

0.57±0.093，5）

0.38±0.043，5）

注：设 CON 组各指标 mRNA 相对表达量为 1
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病变药物，通过降低神经组织脂质氧化、抑制蛋白

质糖基化和醛糖还原酶活性发挥神经保护作用［25］。

在多项针对 PDPN 研究中，硫辛酸均作为阳性药物

使用［26-27］，故而本实验选择硫辛酸作为阳性药。目

前研究中多采用腹腔注射 STZ 溶液建立 PDPN 大鼠

模型，此法成功率高，死亡率较低［28］。研究表明，采

用腹腔注射小剂量 STZ 建立 PDPN 动物模型，能够

诱导线粒体氧化应激过度，导致细胞内 Ca2+超载，诱

发大鼠出现神经病理性疼痛［29］。脱髓鞘是 PDPN 主

要病理改变之一，雪旺细胞作为周围神经系统髓鞘

形成细胞，在维持周围神经结构和功能方面发挥重

要作用［30］。本实验将空腹血糖≥16.7 mmol·L-1，机

械痛阈值或者热痛阈值降低幅度≥50% 基础痛阈

值，联合察坐骨神经运动传导速度、坐骨神经组织

形态学，综合判断 PDPN 大鼠造模是否成功。本实

验结果显示，PDPN 组大鼠空腹血糖水平显著上升；
坐骨神经运动神经传导速度、机械痛阈值、热痛阈

值显著降低；坐骨神经神经纤维水肿，髓鞘多量肿

胀，出现节段性脱髓鞘；髓鞘板层结构排列松散紊

乱，雪旺细胞结构破坏、胞质水肿稀疏；说明 PDPN

大鼠造模成功。

线粒体是细胞能量代谢中心，能够维持细胞能

量稳态。线粒体自噬是以线粒体为对象的选择性

自噬，对已经损伤或功能障碍的线粒体进行选择性

清除的自发性过程，作为线粒体稳态的关键调控机

制，在 PDPN 发生过程中扮演重要角色［31-32］。高糖

状态下，受损线粒体增多，线粒体自噬受到抑制，致

使周围神经细胞代谢异常，能量产生不足，最终导

致细胞功能障碍和细胞损伤。LC3 是酵母 Atg8 自

噬同源物，参与自噬起始、延迟和降解等整个过程，

胞质形式 LC3Ⅰ能够形成膜结合形式 LC3Ⅱ，进而

附着到自噬小体膜上，因此 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ是线粒体

发生自噬重要分子标志［33］。p62/SQSTM1 是一种泛

素 结 合 蛋 白 ，选 择 性 自 噬 受 体（p62/SQSTM1）是
LC3 的适配器之一，能够使自噬小体转运到溶酶体，

进而发生降解。因此 p62 蛋白表达量与自噬活性呈

现负相关［34］。Beclin-1 在自噬中主要参与膜转运和

重组过程，在自噬囊泡和自噬体形成起始阶段发挥

作用，与多个自噬因子相互配合调控自噬通路，与

LC3 结合吞噬细胞质内容物，因此 Beclin-1 表达与

自噬水平呈现正相关［35］。自噬小体形成和自噬溶

酶体形成在线粒体自噬过程中尤为重要，透射电镜

技术是目前检测线粒体自噬最直接、最可靠的方

法［36］。本实验选择自噬相关标记蛋白联合透射电

镜检测线粒体形态共同评估线粒体自噬功能变化。

本实验结果显示，PDPN 组透射电镜观察可见线粒

体明显肿胀，电子密度减低，嵴断裂消失，视野未见

典型自噬溶酶体和自噬小体结构，LC3、Beclin-1 表

达降低，p62 表达升高，说明在 PDPN 环境下线粒体

自噬受到抑制。

PINK1/Parkin 信号通路是调控线粒体自噬的关

键途径。PINK1 是一种高度保守的丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶，在线粒体损伤期间可通过增加线粒体活

性氧、去极化/错误折叠蛋白质进行积累［37］。Parkin

是一种 E3 泛素连接酶，生理状态下定位于细胞质，

当细胞受到各种刺激后，线粒体功能障碍导致线粒

体受损，线粒体膜电位降低，胞浆 Parkin 蛋白则可被

PINK1 招募聚集到受损线粒体外膜，引导线粒体外

膜蛋白泛素化，发生泛素化线粒体能够与吞噬泡

LC3 链接，吞噬降解线粒体［38］。PINK1/Parkin 信号

通路介导线粒体自噬过程能够优先与位于相邻线

粒体 p62 结合进而促进受损线粒体积累。本实验结

果显示，PDPN 组 PINK1、Parkin 表达降低，证明高糖

状态下 PINK1/Parkin 信号通路可能受到抑制。因

此，调控 PINK1/Parkin 信号通路激活线粒体自噬进

而清除损伤线粒体，可能是 PDPN 的防治机制之一。

中医学将 PDPN 归为“消渴病痹症”范畴。消渴

病日久，耗伤气阴，阴阳气血亏虚，络脉瘀滞，筋脉

失养，发为此病。其基本病机为“虚气留滞”，肝肾

不足，气血两虚，虚气渐生为病之根本；因虚导致痰

瘀内生，留滞局部为病之“标”。随后留滞邪气侵袭

四肢末梢，耗损正气，致使虚气渐盛，虚与滞互为因

果，筋肉经络得不到滋养，最终发展为消渴病痹

症［39］。线粒体是能量产生主要场所，从中医角度出

发线粒体自噬是气的微观表现，而线粒体自噬具有

调控线粒体稳态功效，相当于气之防御功能［40］。当

线粒体自噬不足，虚气内生，无法及时清除坏死物

质，导致病理产物逐渐积蓄，留滞筋脉，蕴而生毒，

损伤经络。因此，PDPN 虚气留滞的病理基础可能

与线粒体受损、线粒体自噬障碍相关，大量研究证

实激活线粒体自噬是阻遏 PDPN 的重要途径［41］。中

医药是 PDPN 早期干预的重要手段之一，在调控线

粒体自噬方面具有强大的治疗潜力。本课题组根

据“虚气留滞”病机特点，提出益气滋阴、活血通络

之法治疗消渴病痹症，选用《金匮要略》经典名方桂

枝茯苓汤加味，本实验选用中药复方加味桂枝茯苓

汤以桂枝、穿山龙、威灵仙舒筋通络止痛之功，桃

仁、牡丹皮、赤芍活血化瘀通经，丹参行气养血通
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经，生地黄、石斛养阴清热、补虚除痹，黄芪益气固

表，茯苓健脾渗湿，怀牛膝引药下行、祛瘀通脉，生

姜、大枣缓和药性，共奏益气滋阴、活血通络之功。

本实验结果显示，加味桂枝茯苓汤能够显著改善大

鼠一般状态和坐骨神经病理损伤，延长机械痛阈

值、热痛阈值，增快运动神经传导速度，升高体质

量、降低空腹血糖水平，表明加味桂枝茯苓汤疗效

与硫辛酸相当，在改善神运动神经传导速度、体质

量和空腹血糖水平方面效果优于硫辛酸。机制探

讨方面，加味桂枝茯苓汤能够显著升高 PINK1、

Parkin、Beclin-1、LC3 蛋白和 mRNA 表达，降低 p62

蛋白和 mRNA 表达；透射电镜观察可见线粒体外膜

完整或者轻微水肿与自噬溶酶体结构。结合本实

验结果推测加味桂枝茯苓汤治疗 PDPN 可能通过调

控 PINK1/Parkin 信号通路提高线粒体自噬水平，从

而发挥减轻坐骨神经损伤作用防治 PDPN。

综 上 所 述 ，加 味 桂 枝 茯 苓 汤 可 能 通 过 调 节

PINK1/Parkin 信号通路表达，激活线粒体自噬，减轻

坐骨神经损伤，为 PDPN 中医药治疗和以线粒体自

噬为靶点药物开发提供一定参考。以上结果表明，

加味桂枝茯苓汤治疗 PDPN 具有潜在优势，可能是

具有前途的治疗策略之一。但本实验也存在一定

的局限性，PDPN 发病过程中线粒体自噬体系复杂，

而加味桂枝茯苓汤调节线粒体自噬防治 PDPN 的其

他分子生物学机制有待后续深入研究。
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