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摘要# 目的!观察番石榴叶总三萜 "22CDE# 对糖尿病大鼠周围神经病变 "FCG# 的改善作用& 并探讨其作用机制’

方法!采用高脂饮食加腹腔注射链脲佐菌素 "H2I# 建立糖尿病大鼠模型’ 将糖尿病大鼠随机分为 ’ 组& 石榴叶总三
萜低( 中( 高剂量组 )(&( ’&( "#& 6:J" K:*.#+& 正常组& 模型组和罗格列酮组’ 测定坐骨神经运动传导速度
"LMN# 并对组织O5染色$ 利用P2)CMP检测坐骨神经组织肿瘤坏死因子)!"!"#$#& 白细胞介素)’ "%&’# 和一氧化
氮合酶 "()*+# 6PG1的表达量$ 印迹法检测蛋白激酶 Q "1R2#( 核转录因子 "Q激酶抑制因子 SRR!( T’% 及其各
自磷酸化蛋白表达’ 结果!与模型组比较& 石榴叶总三萜 ""#& 6:JK:# 组显著地改善了坐骨神经的神经病变
",U&V&%#$ 石榴叶总三萜显著性抑制各炎症因子 6PG1的表达 ",U&V&%#& 并显著下调 T)1R2J1R2( T)SRR!J
SRR!( T)T’%JT’% 的表达 ",U&V&" 或,U&V&%#’ 结论!石榴叶总三萜具有显著改善 FCG的作用& 其机制可能通过
下调GW)"Q介导的信号通路& 从而减少炎症介质产生’
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!!糖尿病周围神经病变 "FCG# 是糖尿病最常
见的并发症之一)"+ ’ 现如今& 炎症对神经退行性
变化的研究已为人们熟知& 其导致周围神经的损
伤性病理生理过程源于炎症介质产生的复杂路
径)#)(+ ’ 番石榴叶提取物 "主要包含总三萜#& 作
为 ,消渴降糖胶囊- 的原料药& 在前期研究中发
现其具有一定的抗血糖和肾脏保护作用)@)%+ & 也
有之前的文献报道了其抗炎作用)’)0+ ’ 为进一步
探究 22CDE对糖尿病周围神经病变的作用& 本实
验建立了糖尿病大鼠模型& 观察其对糖尿病大鼠
周围神经病变的影响并探讨其作用机制’
FG材料
"V"!动物!雄性 HF大鼠& 体质量 "#& d"(& :& 广
东 省 医 学 实 验 动 物 中 心 提 供& 许 可 证 号
HM\R#&"#)&&&#’
"V#!药物与试剂!番石榴叶总三萜 "22CDE# 提
取自番石榴叶 ",>(F(@48@$H$=$ E$#’ 番石榴叶产
地为广东化州& 经 .中国植物志/ 特征对比后确
定其种属为桃金娘科番石榴’ 番石榴叶总三萜经过
*%!乙醇渗漉提取& 过柱& 再经过 %&!( /&!和
*%!乙醇溶液梯度洗脱& 浸膏用甲醇溶解& 过硅胶
柱& 氯仿)甲醇梯度洗脱& 除色素后经过制备型高
效液相 "OCEM# 反复纯化为淡黄色粉末& 溶剂法
纯化工艺提取& 收率 @V&!& 由暨南大学天然药物
化学研究所提供’ 高脂饲料! 猪油 "&!& 蔗糖
"%!& 蛋黄 %!& 基础饲料 0&!& 由广东省医学实
验动物中心提供$ H2I"*/!& 批号 /""&&@0#( 罗
格列酮 "批号 "(#@%#@0# 均购于美国 H8:67公司$
游离脂肪酸 "G5W1#( 甘油三酯 "2D#( 总胆固
醇 "2MO# 试剂盒均购于南京建成生物工程研究
所$ 甘油三酯测定试剂盒( 总胆固醇测定试剂盒购
自温州东瓯津玛生物科技有限公司$ 多聚甲醛 "批
号 #&"#&%### 购自天津市北联精细化学品开发有
限公司$ 298-?4"批号 "%%*’)&#’# 购自美国加州
SB_8<9?:3B E8‘323+;B?4?:83Y公司$ FG1引物由美国
SB_8<9?:3B Q8?<3+;B?4?:=中国公司合成$ 逆转录酶
P2)CMP试剂盒 "批号 R"’### 购自美国 2;396?
公 司$ 荧 光 定 量 ^CMP 试 剂 盒 " 批 号
&@*"(*"@&&"# 购自美国 P?+;3公司$ #)1+<8B 7B<8)
a?.=( 1B<8)SRR! 7B<8a?.=( GW)"Q)T’% 7B<8a?.=(
1B<8)1R2"T;?YT;?H@0(# 7B<8a?.=均购自美国 M344

H8:B748B:23+;B?4?:=公司’
"V(!主要仪器!eB3<?A+;稳豪型血糖仪配套试纸
"批号 C[5&&%&&0C& 美国强生公司#$ L?.34’/&
酶标仪 "美国 QSe)P1F公司#$ 低温离心机购自
美国 H8:67公司$ E1M)""&V@ 型电子分析天平购自
赛多利斯公司$ QE)@"& 生物机能换能系统 "成都
泰盟科技有限公司研制#$ 光学显微镜 "奥林巴斯
Q\%"& 日本#$ [e)*@"(Q型凝胶成像系统& 购自
北京六一仪器厂$ Ce[5PQM数控电泳仪& 购自
上海申能博彩生物科技有限公司’
HG方法
#V"!动物建模及分组!雄性 HF大鼠 *& 只& 分为
正常组动物 "# 只和糖尿病建模动物 0/ 只& 正常组
动物给予基础饲料& 建模动物给予高脂饲料’ 喂养
@ 周后& 禁食 "# ;& 腹腔注射 #! H2I溶液
@% 6:JK:& " 周后测大鼠 # ; 糖耐量 "禁食 "# ;&
灌胃 # :JK:的葡萄糖& 测 # ;的血糖#& 筛选血糖值
大于 ""V" 66?4JE的大鼠确定为糖尿病大鼠’ 模型稳
定 "周后& 将成模的糖尿病大鼠 ’& 只按照血糖分层
随机分为 % 组& 即番石榴叶总三萜低 "(& 6:JK:#(
中 "’& 6:JK:#( 高 ""#& 6:JK:# 剂量组& 罗格
列酮组 "( 6:JK:#& 模型组& 每组各 "# 只’
#V#!给药方式!给药组每天灌胃给予不同剂量的
番石榴叶总三萜或罗格列酮& 模型组和正常组则灌
胃给予同体积的生理盐水& " 次J.& 连续给药 /
周’ 每周末称量大鼠体质量& 各组饲料给予同
,#V"- 项’
#V(!观测指标及方法
#V(V"!血糖血脂测定!给药 / 周结束后取大鼠血
清& 按试剂盒说明书进行操作& 采用葡萄糖氧化酶
法测定空腹血糖值 "WQD#& DCe)C1C法测定 2D&
酶联免疫吸附法测定G5W1( 2MO’
#V(V#!坐骨神经运动神经传导速度的测定!采用
QE)@"& 生物机能换能系统测定’ 运动神经传导速
度 "LMN# 测定是在坐骨神经干两个不同端点刺
激神经& 在其支配肌肉记录运动反应& 测定两个刺
激点引出的运动反应潜伏期差与通过该两点间的距
离之比即为LMN’
#V(V(!炎症介质基因表达测定!取各组大鼠的右
腿坐骨神经& 研磨组织样品成胶冻状后& 用 298-?4
提取组织的PG1& 溶于无核糖核酸酶 "PG7Y3# 水
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中’ 然后开始在 P2)CMP仪上进行目的基因
"!"#$& %&’ 和()*+# 的定量分析’ P2)CMP仪进行
逆转录构建+FG1模板& 逆转录反应条件参照试剂
盒说明’ !"#$ 正向引物为 %f)2M11DDD1M11)(f&
反向引物为 %f)DD212D1112DDM1112MDDM2)(f&
CMP产物为 /& aT$ %&’ 正向引物为 %f)MM1DD2)
2M2M222DMM22M22DDD1M2D12D2)(f& 反向引物
为 %f)21M2DD2M2D22D2DDD2DD2)(f& CMP产物
为 "&" aT$ ()*+ 正 向 引 物 为 %f)2M1DM1)
M1D1DDDM2M111D)(f& 反 向 引 物 为 %f)
1M12MDMM1M111M12111DD2)(f& CMP 产 物 为
#%% aT$ !I$73(" 正向引物为 %f)2DM212D22DM)
MM21D1M22MD)(f& 反向引物为 %f)D22DDM121D
1DD2M2221MDD)(f& CMP产物为 #@& aT’ 实时荧光
定量CMP仪扩增条件! *% g预变性 "& 68B& *% g
变性 "% Y& ’& g退火 " 68B& @&个循环’ 每只动物检
测一式 (份& 以 !I$73("为管家基因& 采用 # h$$M<法计
算基因表达的相对变化& 其中 $$M<i"M<未知样品 h
M<未知样品内参# h"M<基准样品 hM<基准样品内参#’
#V(V@!坐骨神经 O5染色!收集处死后大鼠左腿
的坐骨神经& 利用多聚甲醛固定并保持神经条平
直& 经常规脱水( 包埋& 按实验室标准将组织切成
厚度为 @ d% %6& 组织切片再经脱蜡( 苏木素)伊
红染色( 脱水( 透明( 封固& 即得 O5染色切片’
最后用光学显微镜检测各组织切片中组织形态学的
变化’ 每个标本随机分析 "% 个视角’
#V(V%![3Y<39B a4?<检测!利用研磨器研磨组织
后& 取样加入 "! 298<?B \)"&&( "%& 66?4JEG7M4(
" 66?4JE乙二胺四乙酸 "5F21#( #V% 66?4JE焦
磷酸钠( " 66?4JE#)甘油磷酸酯( " 66?4JE

G7(Ne@( " %:J6E亮肽素( " %:J6E抑肽酶和
#& 66?4JE298Y" TO 0V% #& 得蛋白裂解液& 用
E?b9=法测定蛋白质含有量’ 以牛血清白蛋白
"QH1# 为标准品& 将蛋白浓度调为一致& 用 "&!
的 HFH)C1D5分离蛋白质& 每个泳道蛋白上样量为
@& %:) HFH)C1D5凝胶电泳& 转硝酸纤维素膜&
2QH 冲洗( 封闭& 2QH2冲洗& 将膜放入&抗中
@ g过夜& 2QH2冲洗& 加辣根过氧化物酶 "OPC#
"" j" &&&# 标记的抗兔免疫球蛋白D "S:D# 二抗
孵育 " ;& 前后分别 2QH2洗 ( 次& 5ME发光液 1
和Q" j" 混合后泡膜& 暗室中感光+’ kA7B<8<=
eB3软件分析条带& 得出光密度 "/# 值’
#V@!数据处理 !数据均采用 HCHH "*V& 统计软件
进行统计分析& 计量资料用均数 l标准差 "Jl>#
表示& 两组间数据比较采用3检验& 多组间均数比
较采用单因素方差分析’ 以 ,U&V&% 为差异有显
著性’
IG结果
(V"!22CDE对糖尿病大鼠体质量及生化指标的影
响 !给药前& 各建模组体质量与对照组比较& 差
异无统计学意义 ",m&V&%#& 而空腹血糖明显升
高 ",U&V&" #’ 正常组体质量为 " @*&V’# l
"&V*/# :& 且空腹血糖稳定在正常水平& 低于
0V& 66?4JE"表中WQD值由血糖仪测得值乘以 "/
而得#$ 模型组大鼠体质量和正常组比较显著降
低& 且血糖显著高于正常组 " ,U&V&" #& 并一直
维持在高于 "%V& 66?4JE的高血糖状态’ 与模型组
比较& 番石榴叶总三萜给药组以及罗格列酮组大鼠
的G5W1( 2D及 2MO显著降低 ",U&V&%#’ 详见
表 "’

表 FG77JKA对糖尿病大鼠体质量及生化指标的影响 $+L"% ,MFH&
7)1NFG<,,&-*0",77JKA"/1"!4 O&#P2*)/!1#"-2&%#-)’#/!#-&0#/!#)1&*#-()*0$+L"% ,MFH&

组别
剂量J

"6:*K:h"#
给药前"建模后 " 周#""i"%#
体质量J: WQDJ"6:*.Eh"#

给药 / 周后""i"&#
体质量J: WQDJ"6:*.Eh"#

G5W1J
"%6?4*Eh"#

2DJ
"66?4*Eh"#

2MOJ
"66?4*Eh"#

正常组 % (#%V(% l"&V*/ /#V"’ l"/V"0 @*&V’# l"&V*/ "&/V*% l"/V*/ "/(V"’ l"/V"0 &V0@ l&V&/ "V/’ l&V"(

模型组 % (##V#% l"@V(’ (*’V0# l#/V’@nn (#(V&& l"’V/’nn (**V&( l#"V"/nn @%@V(" l@@V#’nn %V&& l&V@/nn ’V(# l&V’"nn

22CDE低剂量组 (& (#&V/( l""V’0 (0*V*/ l#/V(@nn (*&V"" l#/V/’ (’*V0@ l""V’0 #/(V&" l"%V0" (V*@ l&V@" @V0& l&V%(

22CDE中剂量组 ’& (#0V&% l##V@" (*&V*’ l#0V@’nn ("@V"& l"’V/% #/’V#/ l"*V#"! #(0V0( l"(V#*! #V%@ l&V"/! (V%/ l&V"0!

22CDE高剂量组 "#& (#*V%( l#&V#% (*&V’& l#0V’*nn @%%V0" l"’V(0! #/0V&# l"@V0#! ##*V// l"#V’*! #V’* l&V(@! (V&# l&V(#!

罗格列酮组 ( ("*V%/ l#’V&0 (0@V%/ l#%V@@nn @%"V&& l"0V"(! #’&V/" l#’V(*! "*/V(’ l"/V@(! #V@( l&V(0! #V’& l&V@0!

!!注! 与正常组比较&nn,U&V&"$ 与模型组比较&!,U&V&%

(V#!22CDE对糖尿病大鼠坐骨神经 LMN的影响
! 本次实验& 分别在第 @ 周和第 / 周对各组大鼠
的坐骨神经传导速度进行了测定’ 如表 #& 与正常
组比较& 经过 H2I诱导的持续性高血糖影响& 模

型组大鼠坐骨神经在第 / 周的传导速度减慢明显
",U&V&" #$ 和模型组传导速度相比& 22CDE
""#& 6:JK:#( 罗格列酮组在第 / 周速度测定值中
出现显著性改善作用 ",U&V&%#’
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表 HG坐骨神经;9Q值 $+L"% ,MFH&
7)1NHG6-#)*#-/&(+&’0;9Q+)’3&0$+L"% ,MFH&

组别
剂量J

"6:*K:h"#
运动神经传导速度J"6*Yh"#
第 @ 周 第 / 周

正常组 % ’"V"/ l"V&" ’&V/0 l&V0@
模型组 % %/V/# l"V#@ %#V&0 l"V"*nn
22CDE低剂量组 (& %/V"( l"V#% %’V(( l"V#/
22CDE中剂量组 ’& ’&V%" l"V@% %@V// l&V0@
22CDE高剂量组 "#& %*V/" l#V#0 %0V’( l"V"/!
罗格列酮组 ( ’"V0/ l"V’% %0V%’ l"V"&!

!!注! 与正常组比较&nn,U&V&"$ 与模型组比较&!,U&V&%

(V(!22CDE对糖尿病大鼠坐骨神经炎症基因表达
的影响!如图 "& 1( Q和 M分别是 !"#$& %&’ 和
()*+基因表达的柱状图’ 和正常组比较& 模型组
在各炎症介质基因的表达上均有显著性的增加
",U&V&%#’ 和模型组比较& 22CDE组和罗格列酮
组在各炎症介质基因的表达上& 有不同程度的改善
作用 ",U&V&%#’

注! 与正常组比较&n,U&V&%$ 与模型组比较&!,U&V&%

图 FG-,.(% /01 和#234基因表达 $+L"% ,MFH&
R#PNFGK&/&&S.(&00#"/0",-,.(% /01 )/!#234$+L"% ,MFH&

(V@!22CDE对糖尿病大鼠坐骨神经组织形态学的
影响 !正常组大鼠坐骨神经排列有序& 髓鞘清晰&
组织间致密无水肿且无游离细胞产生’ 模型组大
鼠坐骨神经结构排列紊乱& 髓鞘脱落& 组织间水

肿并游离细胞较多’ 和模型组相比& 22CDE对神
经组织结构的影响& 随剂量增加& 神经结构排
列( 组织细胞间的致密度得到不同程度的改善’
详见图 #’

注! 粗箭头表示髓鞘退化& 箭头表示水肿& 细箭头表示游离细胞

图 HG77JKA对糖尿病大鼠坐骨神经组织形态学改变的影响 $=<% TUVV% ,MW&%
R#PNHG<,,&-*",77JKA"/2#0*"’"P#-)’)’*&()*#"/#/0-#)*#-/&(+&#/!#)1&*#-()*0$=<% TUVV% ,MW&
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(V%!22CDE对糖尿病大鼠坐骨神经 GW)"Q介导的
信号通路蛋白的影响!图 ( 为各蛋白表达条带& 图
@ 为定量分析各蛋白磷酸化与非磷酸化的比值图’
与正常组比较& 模型组大鼠 T)1R2J1R2& T)SRR!J
SRR!& T)T’%JT’% 值显著性增加 ",U&V&" #& 即
GW)"Q介导的信号通路蛋白磷酸化活性增强’ 给药
后& 番石榴叶总三萜和罗格列酮可显著降低各蛋白
磷酸化活性在糖尿病大鼠坐骨神经组织中的表达&
与模型组相比& 差异具有统计学意义 ",U&V&% 或
,U&V&"#’
UG讨论

本课题组在前期研究中首次发现番石榴叶总三
萜是番石榴叶降血糖的有效部位& 其富含特征性的
高度氧化的五环三萜酸类化合物如! 积雪草酸( 乌
苏酸( 番石榴酸以及齐墩果酸等)0)*+ ’ 糖尿病周围
神经病变确定机制较为复杂& #&&% 年美国神经学
研究会( 电诊断医学协会以及物理康复医学协会将
临床上FCG的诊断主要包含有! 神经性症状( 体
!!

图 IG信号通路蛋白表达
R#PNIGJ("*&#/&S.(&00#"/0",0#P/)’.)*2O)40

征以及异常性电诊断)"&+ ’ 本实验模型组体质量下
降明显& 持续性的高血糖 "表 "# 以及传导速度的
异常 "表 ## 等& 从而确定模型组动物被 H2I诱导
/ 周之后& 产生了神经性病变’

注! 与正常组比较&nn,U&V&"$ 与模型组比较&!,U&V&%&!!,U&V&"

图 UG.X$C7Y$C7% .X:CC!Y:CC!% .X.WZY.WZ定量分析 $+L"% ,MW&
R#PNUG[3)/*#*)*#+&)/)’40&0",.X$C7Y$C7% .X:CC!Y:CC!)/!.X.WZY.WZ $+L"% ,MW&

!!持续性的高血糖将会导致核转录因子 GW)"Q
介导作用)""+ ’ 炎性因子 2GW)!& 介质 SE)’ 以及炎
性酶8GeH都能被GW)"Q调控且相互间引起神经炎
症的恶性循环)"#+ & 其中8GeH 调控的 Ge是产生神
经髓鞘退化的直接原因’ 而以上由 GW)"Q介导的
炎症因子在雪旺细胞或者神经元中可表现出对巨噬
细胞的募集作用& 并能最终导致神经再生性损
伤)"(+ ’ 因此& 将高血糖诱发的神经炎症机制归结
于对 GW)"Q介导的信号通路探究’ 本实验结果中
的模型组& 提示炎性因子表达对神经组织结构的损
伤性变化$ 给药后& 各组炎症因子对神经的损伤情
况随着给药剂量增加而得到缓解’ 证实了之前文献
报道中番石榴叶提取物所具有的抗炎功效)"@+ ’

2GW作为在2"FL和2#FL两型糖尿病中作用
最普遍的炎性因子)"%)"’+ & 在本次试验中& 我们将
其引起的CS(R酪氨酸磷酸化& 激活CS(RJ1K<介导
的路径)"0)"/+作为探究对象’ 在活性体内& 1K<是一
种 ’& KF的丝J苏氨酸蛋白激酶& 为CS(R重要的下
游组成部分& SRR! "2;9#(# 磷酸化的募集激活
GW)"QP341 " T’%# )"*+ & 并最终导致炎性介质产
生( 神经组织损伤的恶性循环’ 实验结果可知& 番
石榴叶总三萜通过下调 T)1R2J1R2( T)SRR!J
SRR!( T)T’%JT’% 值& 减少了由 GW)"Q)T)T’% 介导
的炎症介质的产生& 并进一步缓解神经组织损伤&
达到改善周围神经病变的效果’

综上所述& 本实验探究番石榴叶提取物
%’*
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22CDE对 FCG的作用及其机制& 其结果显示&
22CDE改善坐骨神经的传导速度( 减少坐骨神经
炎症介质的产生和神经结构的损伤& 并可能通过抑
制GW)"Q产生的信号通路蛋白磷酸化活性而达到
减少炎症产生的效果’
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