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摘要： 目的　 探讨温通活血乳膏对糖尿病周围神经病变 （ＤＰＮ） 大鼠的影响。 方法　 采用高脂高糖饲料喂养联合腹腔

注射链脲佐菌素 （ＳＴＺ） 诱导建立 ＤＰＮ 大鼠模型， 造模周期 １２ 周。 将造模成功的 ３６ 只 ＳＤ 大鼠随机分成模型组和温

通活血乳膏高、 中、 低剂量组， 每组 ９ 只， 另取 ９ 只正常大鼠作为对照组。 对照组和模型组不给予药物干预， 温通

高、 中、 低剂量组分别涂抹 ２􀆰 ５２、 １􀆰 ２６、 ０􀆰 ６３ ｍｇ ／ ｋｇ 温通活血乳膏。 给药结束后， 采用热板实验和 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝实

验检测热痛觉阈值、 机械痛觉阈值； ＨＥ 染色观察神经组织分布； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 Ｍ１ 型促炎性因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β
水平； 免疫荧光法检测坐骨神经 ＣＤ８６ 蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测坐骨神经组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃
１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果 　 与对照组比较， 模型组大鼠热痛觉阀值、 机械痛觉阀值升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 坐骨神经可见炎症细胞浸润， 结构受损； 坐骨神经

Ｍ１ 标志物 ＣＤ８６ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 温通活血乳膏各剂量组大鼠热痛觉阀值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 坐骨神经中炎症细胞浸润、 结构受损减轻； 坐骨神经 ＣＤ８６ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮＦ⁃
κＢ、 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 温通活血乳膏可能通过

抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化， 抑制巨噬细胞 Ｍ１ 型极化， 起到促进神经修复的作用， 进而延缓 ＤＰＮ 的进展。
关键词： 温通活血乳膏； 糖尿病周围神经病变； ＮＦ⁃κＢ ／ ＴＬＲ４ 信号通路； 巨噬细胞； 炎症
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　 　 糖尿病周围神 经 病 变 （ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ， ＤＰＮ） 是糖尿病常见的慢性并发症之

一， 主要表现为感觉异常、 疼痛和运动功能障碍，
严重影响患者的生活质量［１］。 ＤＰＮ 的发病机制涉

及代谢紊乱、 氧化应激、 炎症反应等多种病理过

程。 低水平炎症反应是 ＤＰＮ 发生发展的关键病理

机制之一［２⁃３］， 而巨噬细胞极化在炎症反应过程中

起重要调控作用。 最新研究发现， 巨噬细胞对糖尿

病神经病变感觉轴突变性有保护作用［４］。 在 ＤＰＮ
的病理过程中， 周围神经损伤的炎症主要由巨噬细

胞介导， Ｍ１ 型巨噬细胞的过度极化被认为是导致

神经炎症和神经损伤的重要因素。 其中， Ｔｏｌｌ 样受

体 ４ ／核因子⁃κＢ （Ｔｏｌｌ⁃１ｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ ／ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃
κＢ， ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ） 信号通路是调节炎症反应的信

号通路， 其激活可促进巨噬细胞向 Ｍ１ 型极化， 进

而加剧炎症反应， 抑制该信号通路有效抑制 Ｍ１ 极

化从而改善神经炎症［５］。
温通活血乳膏 （温通） 是课题组使用十余年

的治疗糖尿病神经病变的临床方剂， 前期研究发现

其改善患者临床症状的疗效显著［６⁃７］， 机制研究表

明其可以保护 ＤＰＮ 大鼠的坐骨神经形态和功能，
可能与炎症反应有关［８⁃９］， 但其详细的机制尚未阐

明。 因此， 本研究拟探讨温通活血乳膏通过抑制

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路介导的 Ｍ１ 巨噬细胞极化治

疗 ＤＰＮ 的作用机制， 以期为其临床应用提供科学

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 ４５ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， ８ 周
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龄， 体质量 ２１０～２４０ ｇ， 购自新疆医科大学动物实

验中心 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （新）
２００３⁃０００１］， 饲养在新疆医科大学动物实验中心，
恒温恒湿， 温度 ２０～ ２４ ℃， 相对湿度 ５０％ ～ ６５％ ，
给予普通饲料， 自由饮水。 本实验已获得新疆医科

大学动物实验管理中心伦理委员会批准 （批准号

ＩＡＣＵＣ⁃２０２１０８０５⁃５）。
１􀆰 ２　 药物 　 温通活血乳膏， 棕黄色软膏， 批号

２０１３０１１３， 每 １ ｍＬ 含生药 １􀆰 ５ ｇ， 其主要成分包括

川穹、 细辛、 白芷等， 由新疆医科大学第四附属医

院药学实验室提供。
１􀆰 ３　 试剂 　 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 试剂、 苏木素染

液 （北京雷根生物技术有限公司， 批号 ＤＨ００２０、
ＤＨ００２０）； ＢＣＡ 试剂盒、 总 ＲＮＡ 提取试剂 （合肥

白鲨 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号 ２１３２８７１８、
ＢＳ２５８Ａ）； 超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒、 组化 ＤＡＢ
显色剂试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司， 货号

ＰＥ００１０、 ＤＡ１０１６）； ＮＦ⁃κＢ 抗体 ［艾博抗 （上海）
贸易有限公司， 批号 ａｂ３２３６０］； ＨＲＰ 标记山羊抗

鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 ＴＬＲ４、 β⁃
ａｃｔｉｎ、 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 诱导型一氧化

氮合酶 （ ｉＮＯＳ）、 Ｂ７⁃２ 共刺激分子 （ＣＤ８６） 抗体

（武汉三鹰生物技术有限公司， 批号 ＳＡ００００１⁃１、
ＳＡ００００１⁃２、 １９８１１⁃１⁃ＡＰ０、 ６６００９⁃１⁃Ｉｇ、 ６０２９１⁃１⁃
Ｉｇ、 １８９８５⁃１⁃ＡＰ、 １３３９５⁃１⁃ＡＰ ）； 白 细 胞 介 素⁃１β
（ＩＬ⁃１β） 抗体 （武汉爱博泰克生物科技有限公司，
批号 Ａ１６２８８）； ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （上海江

莱生物科技有限公司， 批号 ＪＬ２０８８４）； ＴＲＩｚｏｌ 试
剂 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司， 批 号

１５５９６０２６ＣＮ）； 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应

（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 单链合成试剂盒 ［宝日医生物技术

（北京） 有限公司， 批号 ＡＯ２１３７５Ａ］。
１􀆰 ４　 仪器　 ＫＺ⁃ＩＩＩ⁃ＦＰ 研磨仪 （武汉赛维尔生物科

技有限公司）； ＭＢＹ⁃１ 酶标仪、 ７５００ 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司 ）；
Ｏ１９００ 全自动化学凝胶成像系统 （广州光仪生物科

技有限公司）； 龙方星钰 ＬＦ⁃２０００Ｔ 电泳仪 （北京

龙方科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模　 ＳＤ 大鼠适应性喂养 １ 周后， 按随机数

字表法随机分为对照组和糖尿病组， 对照组以普通

饲料喂养， 糖尿病组以高糖高脂饲料 （７０％ 常规饲

料、 ２０％ 蔗糖、 １０％ 猪油） 喂养 ４ 周后， 在禁食

１４ ｈ后腹腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 链脲佐菌素 （ ＳＴＺ， 溶

于 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸⁃柠檬酸钠缓冲液， 配制为 １％
的溶液）， 对照组仅给予柠檬酸⁃柠檬酸钠缓冲液。
３ ｄ 后尾静脉采血， 用血糖仪测定大鼠空腹血糖

（ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｓｕｇａｒ， ＦＢＧ）， 若 ＦＢＧ≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
则视为糖尿病模型建立成功， 同时剔除造模失败的

大鼠。 糖尿病大鼠继续给予高糖高脂饲料饲养 ８
周， 每组随机选取 １ 只大鼠， 取坐骨神经进行 ＨＥ
染色， 病理结构发生相应改变即判定为 ＤＰＮ 大鼠

造模成功。
２􀆰 ２　 分组及给药 　 将 ３６ 只造模成功的 ＤＰＮ 大鼠

按随机数字表法分为模型组和温通高、 中、 低剂量

组， 每组 ９ 只， 参考 《药理学实验》 及课题组前

期研究， 换算人与大鼠给药剂量， 温通高、 中、 低

剂量组大鼠给药剂量分别为 ２􀆰 ５２、 １􀆰 ２６、 ０􀆰 ６３
ｇ ／ ｋｇ温通活血乳膏， 大鼠两后肢刺毛后皮肤外涂给

药， 每天 １ 次， 连续给药 ８ 周， 实验期间自由进食

饮水， 对照组和模型组不给予药物干预。 实验期间

观察各组大鼠体质量及热痛觉、 机械痛觉变化。
２􀆰 ３　 热板实验检测热痛觉阈值　 将大鼠放置在热

板上， 将热板温度调到 （５５±０􀆰 ５）℃， 观察大鼠对

热刺激的反应， 如舔爪、 抬爪或跳跃， 记录从开始

施加热刺激到大鼠出现痛觉反应的时间 （潜伏

期）， 即为热痛觉阈值， 每只大鼠测 ３ 次， 每次间

隔 ２０ ｍｉｎ， 取 ３ 次的平均值为最终阈值。
２􀆰 ４　 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝实验检测机械痛觉阈值 　 将

大鼠放置在网格平台上， 用不同强度的 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ
纤维丝垂直刺激大鼠后爪的足底区域， 观察大鼠的

反应， 如缩爪、 舔爪或逃避行为， 记录引起大鼠明

确缩爪反应的纤维丝强度， 即为机械痛觉阈值， 不

同时间检测 ３ 次取平均值， 作为评价大鼠触觉异常

性疼痛的指标。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平 　 给

药结束后， 大鼠腹腔注射 ３％ 戊巴比妥钠 （ ０􀆰 ３
ｍＬ ／ １００ ｇ） 进行麻醉， 尾静脉处采血， 全血 ５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上层血清， 根据 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书操作， 依次进行加样、 洗板、 加底物、 加

终止液等， 采用酶标仪检测各孔吸光度 （Ａ） 并绘

制曲线， 计算 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察坐骨神经病理学变化 　 每组随

机选取 ３ 只大鼠， 取一侧坐骨神经后用甲醛固定，
取固定好的坐骨神经， 依次进行乙醇梯度脱水、 二

甲苯透明、 石蜡包埋， 制备组织切片 （约 ４ μｍ），
行常规 ＨＥ 染色， 最后用中性树脂封片， 于显微镜

下观察坐骨神经病理学变化。
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２􀆰 ７　 免疫荧光法检测坐骨神经 ＣＤ８６ 表达 　 取坐

骨神经切片， 室温下进行透化处理， 将石蜡切片脱

蜡至水， 抗原修复， 阻断内源性过氧化物酶， 滴加

５％ 山羊血清覆盖组织， 室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 加一抗

（１ ∶ １００ 稀释） ４ ℃孵育过夜， 次日复温 １０ ｍｉｎ 后

加二抗 （１ ∶ ２００ 稀释） ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ
洗涤 ３ 次后复染细胞核， 封片， 于荧光显微镜下观

察， 采集图像。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测坐骨神经组织 ＮＦ⁃κＢ、
ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ 蛋白表达　 取

坐骨神经组织， 加 ＲＩＰＡ 提取蛋白， 使用 ＢＣＡ 试

剂盒测定蛋白浓度， 各组配制成同一浓度， 进行变

性处理， 蛋白上样电泳， 转至 ＰＶＤＦ 膜， 无蛋白快

速封闭液封闭 ４０ ｍｉｎ， １％ ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 加一抗

ＮＦ⁃κＢ （１ ∶ ５ ０００）、 ＴＬＲ４ （１ ∶ ４ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ５ ０００）、 ＩＬ⁃１β （ １ ∶ １ ０００）、 ＴＮＦ⁃α （ １ ∶
３ ０００）、 ｉＮＯＳ （ １ ∶ １ ０００）、 ＣＤ８６ （ １ ∶ １ ０００）
４ ℃摇床孵育过夜， 次日加二抗 （１ ∶ １０ ０００） 室

温孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 法显色， 凝胶成像仪曝光， 使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ４４ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测坐骨神经组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４、
ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 表达　 取坐骨神

经， 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂裂解神经组织， 提取总 ＲＮＡ，
测定 ＲＮＡ 浓度， 采用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录

成 ｃＤＮＡ， 按照试剂盒说明书配制反应体系， 进行

ＰＣＲ 扩增反应。 引物由北京擎科生物科技股份有

限公司合成， 序列见表 １。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ１０􀆰 ０ 和

ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资料以均数±标准

差 （ｘ±ｓ） 表示， 满足方差齐性时， 多组间比较采

用单因素方差分析， 组间比较采用 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 温通活血乳膏对 ＤＰＮ 大鼠体质量的影响 　 对

　 　 　

照组大鼠体质量呈现自然增长趋势， 表明在没有药

物干预的情况下， 大鼠体质量正常增长。 与对照组

比较， 模型组大鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 温通各剂量组大鼠给药前后体质量无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ２。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＮＦ⁃κＢ 正向 ＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＧＴＡＣＡＣＧＴＣＴＴＧ １０３

反向 ＡＧＧＴＧＧＡＴＧＡＴＧＧＣＴＡＡＧＴＧＴＡＧＧ １０３
ＴＬＲ４ 正向 ＣＡＴＣＡＧＴＧＴＡＴＣＧＧＴＧＧＴＣＡＧＴＧ ９４

反向 ＡＣＡＧＣＣＡＧＣＡＡＴＡＡＧＴＡＴＣＡＧＧＴＧ ９４
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＧＴＡＧＧＧＣＴＴＧＣＴＧＴＧＣＴＴＣＣ １０２

反向 ＧＴＣＴＧＡＣＣＴＴＧＣＴＧＧＴＡＣＴＧＣＴＴＧ １０２
ＩＬ⁃１β 正向 ＣＴＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＧＣＴＧＧＡＧＴＧＡＡＧ ８９

反向 ＴＧＧＧＴＣＴＧＧＣＴＧＡＣＴＧＧＧＡＡＧ ８９
ＴＮＦ⁃α 正向 ＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣＴＴＣ １４６

反向 ＧＧＧＣＴＡＣＧＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣ １４６
ｉＮＯＳ 正向 ＡＣＧＣＡＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＴＴＧＧ １２０

反向 ＡＧＣＡＧＧＣＡＣＡＣＧＣＡＡＴＧＡＴＧ １２０
ＣＤ８６ 正向 ＴＧＴＣＴＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＧＴＣＧＴＣＴＡＣ ８８

反向 ＣＡＣＡＡＧＴＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＧＧＴＣＴＧ ８８

表 ２　 各组大鼠体质量比较 （ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 给药前 给药后

对照组 ５２２􀆰 ６７±５３􀆰 ７７ ５５７􀆰 ８３±６５􀆰 ９２
模型组 ４１６􀆰 ６４±３１􀆰 ５４＃＃ ４２１􀆰 １６±５９􀆰 １０＃＃

温通高剂量组 ４１９􀆰 ９７±３５􀆰 ４５ ４３２􀆰 ８８±２８􀆰 １８
温通中剂量组 ４１８􀆰 ９２±２１􀆰 ６６ ４３４􀆰 ９８±２７􀆰 ９６
温通低剂量组 ４１８􀆰 ６８±３７􀆰 ０４ ４２８􀆰 ６２±６４􀆰 ４８

　 　 注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 温通活血乳膏对 ＤＰＮ 大鼠行为学的影响

３􀆰 ２􀆰 １　 热痛觉阈值　 与对照组比较， 模型组大鼠

热痛觉阈值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 温通

各剂量组大鼠热痛觉阈值降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 见

表 ３。
３􀆰 ２􀆰 ２　 机械痛觉阈值　 与对照组比较， 模型组大

鼠机械痛觉阈值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
温通高剂量组大鼠机械痛觉阈值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见表 ３。

表 ３　 各组大鼠热痛觉阈值和机械痛觉阈值比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别
热痛觉阈值 ／ ｓ 机械痛觉阈值 ／ ｇ

给药前 给药后 给药前 给药后

对照组 ４􀆰 ８５±１􀆰 ２４ ５􀆰 ５２±１􀆰 ３４ ５􀆰 ５９±０􀆰 ３５ ５􀆰 ６０±０􀆰 ３２
模型组 １５􀆰 ３５±２􀆰 ５８＃＃ ２３􀆰 ８１±４􀆰 ４７＃＃ ６􀆰 ０８±０􀆰 ４３＃ ６􀆰 ５２±０􀆰 １８＃

温通高剂量组 １４􀆰 ９１±２􀆰 ８７ １８􀆰 ５０±４􀆰 ３８∗ ５􀆰 ８１±０􀆰 ４４ ６􀆰 ２１±０􀆰 ２４∗

温通中剂量组 １４􀆰 １０±３􀆰 ６７ １７􀆰 ８７±４􀆰 ０５∗ ６􀆰 １１±０􀆰 ４５ ６􀆰 ３３±０􀆰 ２９
温通低剂量组 １３􀆰 ８８±３􀆰 ７０ １５􀆰 １９±２􀆰 ６３∗ ６􀆰 ０６±０􀆰 ４０ ６􀆰 ３５±０􀆰 ２６

　 　 注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 温通活血乳膏对 ＤＰＮ 大鼠坐骨神经病理学变

化的影响　 对照组大鼠坐骨神经有髓神经纤维排列

紧密整齐， 形态正常， 轴突及髓鞘结构清晰， 未见

水肿、 炎症细胞浸润。 与对照组比较， 模型组大鼠
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坐骨神经纤维紊乱， 神经轴突固缩变性， 髓鞘高度

肿胀、 变形、 可见水肿、 炎症细胞浸润。 与模型组

比较， 温通各剂量组大鼠坐骨神经轴突结构变化不

同程度减轻， 神经束排列较紧密， 局部轻度水肿，

血管周和神经髓鞘外炎症细胞浸润减轻； 温通高剂

量组大鼠部分神经纤维束的髓鞘结构大幅减薄， 疑

似有损伤再生。 结果见图 １。

图 １　 各组大鼠神经组织形态学差异

３􀆰 ４　 温通活血乳膏对 ＤＰＮ 大鼠血清炎症因子水平

影响 　 与对照组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 温通

各剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。
３􀆰 ５　 温通活血乳膏对 ＤＰＮ 大鼠坐骨神经 ＣＤ８６ 表

达定位的影响　 与对照组比较， 模型组大鼠坐骨神

经 ＣＤ８６ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 温通中、 高剂量组大鼠坐骨神经 ＣＤ８６ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。
注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠坐骨神经 ＣＤ８６ 蛋白表达比较 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 温通活血乳膏对 ＤＰＮ 大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃κＢ、
ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ 蛋白表达的影

响 　 与对照组比较， 模型组大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃κＢ、
ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 温通各剂量组大鼠坐

骨神经 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 温通高剂量组大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃κＢ、 ＴＮＦ⁃
α、 ＣＤ８６ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 ４。
３􀆰 ７　 温通活血乳膏对 ＤＰＮ 大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃κＢ、
ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 表达的

影响　 与对照组比较， 模型组大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃
κＢ、 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 温

通各剂量组大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 温通高剂

量组大鼠坐骨神经 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。
４　 讨论

ＤＰＮ 属中医学 “血痹” “麻木” “痛证” “痿
证” “痹证” 等范畴。 《王旭高医案》 指出： “消
渴日久， 但见手足麻木， 肢冷如冰。” “凉、 麻、
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠坐骨神经 ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

痛、 痿” 为 ＤＰＮ 的四大主症。 温通活血乳膏由川

芎、 红花、 桂枝等组成， 具有活血化瘀、 温经通络

的功效， 在治疗 ＤＰＮ 上取得了显著成果［１０⁃１１］。 本

研究结果发现， 温通活血乳膏可降低 ＤＰＮ 模型大

鼠热刺激阈值及机械痛觉阈值， 其中高剂量效果较

佳， 表明其对热痛觉过敏具有缓解作用， 可恢复大

鼠对温度和疼痛刺激的敏感性。
ＤＰＮ 病理过程中巨噬细胞浸润和极化是关键

因素之一， 也是炎症发展过程的重要环节。 巨噬细

胞具有高度异质性， 根据细胞表面标志物和细胞

因子分泌情况， 可以将其分为促炎 Ｍ１ 表型和抗

炎 Ｍ２ 表型［１２⁃１３］ 。 Ｍ１ 型巨噬细胞主要分泌炎性细

胞因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 等， 并参与抗原传

递， 表达分型标志物 ｉＮＯＳ［１４⁃１５］ ， 主要发挥加剧炎

症反应和促进组织损伤等作用， Ｍ１ 型巨噬细胞

的增多不利于周围神经组织重建。 有研究发现，
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在 ＤＰＮ 早期， 坐骨神经内浸润的 Ｍ１ 巨噬细胞数

量明显增多， 在进行性糖尿病神经病变患者的腓

肠神经活检中， ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平均升高［１６］ ， 均

可刺激伤害感受器放电［１７］ 。 Ｍ１ ／ Ｍ２ 极化表型能

够左右炎症发展的方向， 并影响神经炎症和轴突

损伤， 调节此过程可以减轻高糖引起的 ＤＰＮ［１８］ 。
本研究结果显示， 温通活血乳膏给药后， ＤＰＮ 模

型大鼠坐骨神经炎症细胞浸润减轻， 神经结构损

伤有所改善， 巨噬细胞活化的数量减少， 炎症标志

物 （ＣＤ８６） 蛋白表达降低， 神经组织中炎症介质

（ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β） 的释放减少， 提示其可能通过抑

制 Ｍ１ 型巨噬细胞的极化， 进而减少促炎细胞因子

的释放。
在巨噬细胞极化中， ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的

作用正逐渐被揭示［１９］， 其活性的变化能够影响巨

噬细胞的极化状态。 有研究证实， 抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路能够抑制 Ｍ１ 型巨噬细胞极化［２０⁃２１］，
进而调节炎症反应和组织修复过程［２２］。 ＴＬＲ４ 是

ＴＬＲ 家族的重要成员， 参与免疫应答， 在高糖等因

素刺激下， 会使先天性免疫反应启动， ＴＬＲ４ 受体

被激活［２３］， 细胞内信号的传导被细胞表面的模式

识别受体 ＴＬＲ４ 触发， 通过上下游信号传递激活

ＮＦ⁃κＢ， 释放炎性因子， 进而促进巨噬细胞向 Ｍ１
表型极化［２４］。 本研究结果显示， ＤＰＮ 大鼠坐骨神

经中 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达升高， 温通活血乳膏

可降低 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达， 表明温通活血乳

膏可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化抑制炎

症反应。 进一步探究巨噬细胞标记基因 ＣＤ８６ 和

ｉＮＯＳ 在大鼠神经组织中的表达， 结果显示， 温通

活血乳膏给药后 ｉＮＯＳ、 ＣＤ８６ ｍＲＮＡ 表达降低， 下

游因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平也降低， 结果表明温通

活血乳膏不仅调节了 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 还影

响了 Ｍ１ 型巨噬细胞的极化状态及其相关炎症因子

的分泌。
综上所述， 温通活血乳膏可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／

ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 抑制 Ｍ１ 巨噬细胞极化， 减少炎

症因子的分泌， 从而改善 ＤＰＮ， 本研究为 ＤＰＮ 的

治疗提供了新的思路和理论依据。
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摘要： 目的　 探究黄芩汤对三硝基苯磺酸 （ＴＮＢＳ） 诱导的小鼠克罗恩病样结肠炎的影响。 方法　 将 ３６ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠随机分为空白组、 模型组、 美沙拉嗪组 （０􀆰 ６８ ｇ ／ ｋｇ） 和黄芩汤低、 中、 高剂量组 （５、 １０、 ２０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只。
采用 ＴＮＢＳ 灌肠法造模， 连续给药 ７ ｄ 并记录小鼠体质量。 末次给药后， 收集小鼠血清和结肠组织， ＥＬＩＳＡ 法检测血

清炎症因子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β） 水平； ＨＥ 染色观察结肠组织病理学； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结肠组织 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ、 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ、 ＭＡＰＫ 信号通路蛋白表达。 结果　 与空白组比较， 模型组小鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 结肠肠壁增厚、 黏膜糜

烂溃疡、 结肠长度缩短； 血液中白细胞、 中性粒细胞和淋巴细胞数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ｐ⁃ＩＫＫα ／ β、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃Ｐ６５、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 黄芩汤各剂量组小鼠体质量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 结肠病变程度减轻， 结肠长

度无明显缩短； 血液中白细胞、 中性粒细胞和淋巴细胞数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ｐ⁃ＩＫＫα ／ β、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃Ｐ６５、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 黄芩汤对小鼠克罗恩病样结肠炎具有保护作用， 其可能通过调控 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＭＡＰＫ 信号通路抑制炎症反应， 降低炎症因子水平。
关键词： 黄芩汤； 克罗恩病样结肠炎； 三硝基苯磺酸 （ＴＮＢＳ）； 炎症因子； ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路； ＭＡＰＫ 信号通路；
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路
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　 　 克罗恩病是一种慢性、 复发性的炎症性肠病，
近年来我国发病率不断升高， 且呈低龄化趋势， 严

重影响患者生活质量［１⁃３］。 该病病因尚未完全明

确， 普遍认为是环境、 微生物、 遗传与免疫等多因

素相互作用所致［４］。 临床治疗主要依赖氨基水杨

酸类、 免疫抑制剂和生物制剂等药物［５］， 虽可控
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