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摘要# 目的!考察独一味对糖尿病痛大鼠脊髓背角内胶质细胞激活的影响’ 方法!)% 只大鼠随机分成正常组( 枸橼
酸(独一味组( 链脲佐菌素(安慰剂组( 链脲佐菌素(独一味组 "&%( ##.( &%%( & %%% 6=KP=#& 每组 "% 只’ 链脲佐菌素
枸橼酸缓冲液建立糖尿病痛大鼠模型& 机械痛刺激法测定大鼠后足爪痛阈& 免疫荧光染色( Y4DH4‘< J5@H法检测大鼠
脊髓背角内[J7("( RSTb( ;(V3T3& 表达水平’ 结果!与链脲佐菌素(安慰剂组比较& 链脲佐菌素(独一味组 "&%( &%%(
& %%% 6=KP=# 痛阈有所增加& 并呈明显的剂量依赖性 "!W%L%+#& 在 &%%( & %%% 6=KP=剂量下更显著 "!W%L%"#$
链脲佐菌素(独一味组 "##. 6=KP=# [J7("( RSTb阳性细胞数显著减少 "!W%L%"#& 蛋白表达显著降低 "!W%L%"#&
;(V3T3& 表达水平也显著降低 "!W%L%"#’ 结论!独一味可有效缓解糖尿病痛大鼠疼痛反应& 其机制可能与抑制大鼠
脊髓背角内胶质细胞激活( 降低 ;(V3T3& 表达( 改善炎症有关’
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!!糖尿病痛是糖尿病患者的常见并发症& 其发生
率较高& 严重影响患的生活质量+"(#, ’ 长期以来&

糖尿病神经病变被认为是周围神经系统的功能紊乱
造成的+&(., & 在糖尿病发生早期即可出现& 主要表
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现为慢性疼痛等功能障碍++(/, ’ 既往研究表明+)(’, &
糖尿病患者高血糖及胰岛素抵抗是诱发神经系统功
能紊乱的高危因素’

神经胶质细胞作为神经系统数量较多的细胞之
一& 在疼痛发生发展过程中扮演者重要角色’ 前期
报道+*, & 小胶质细胞和星形胶质细胞的序贯激活
参与疼痛发生的全过程$ 新近研究表明& 糖尿病诱
发的周围神经病变会显著提升大鼠脊髓背角浅层
V3T3& 磷酸化水平& 进而激活小胶质细胞和星形胶
质细胞& 其激活会伴随大量炎症介质释放& 增强脊
髓背角炎症微环境& 提高神经元敏感性& 进而促进
疼痛发生’

独一 味 为 唇 形 科 植 物 J*,0’C&(’,04+’5*5*
"e4<HA$# ]:I@的干燥地上部分& 是一味经典藏
药& 生长于我国云贵高原和青藏高原地区& 其主要
成分具有较好的抗炎( 消肿( 化瘀( 免疫抑制的作
用& 广泛应用于临床’ 大量研究表明+"%("", & 它能
有效缓解神经病理性痛及炎性痛的痛敏& 而且副作
用小$ 前期报道+"#("., & 其所含成分 ’(H(乙酰山栀
子苷甲酸可激活胰高血糖素样肽(" 受体& 而后者
已被证明与血糖调节密切相关& 但具体机制尚不清
楚’ 因此& 本实验拟通过给予糖尿病痛大鼠口服独
一味进& 评估其后足爪机械性痛阈& 观察脊髓背角
内胶质细胞激活状态& 为该药材用于治疗糖尿病痛
提供更可靠的实验依据’
(I材料
"L"!动物!健康雄性 V1大鼠& 体质量 ##% f
#+% =& 二级清洁级& 由武汉理工大学医院实验动
物中心提供’ 大鼠均保证 "# AK#. A 充足光照和
#+ g恒温生长环境& 自由摄食饮水’
"L#!试药和仪器!独一味粉末取自独一味分散片
"成都天银制药有限公司& 国药准字 ,#%%*%#&*#&
经武汉理工大学专家鉴定为正品’ 链脲佐菌素( 小
鼠抗 "(7?H8< [=R "" h" %%%& 美国 V8=67公司#$
1NVl( 枸橼酸 "英国 TJ?76公司#’ 小鼠抗胶质
纤维酸性蛋白 "RSTb# [=R " " h’%%& 美国
MA468?@<公司#$ 山羊抗电离钙绑定衔接分子 "
[=R "[J7("& " h#%%& 日本 Y7P@公司#$ 兔抗 ;(
V3T3& [=R "" h+%%& 美国M455V8=<758<=34?A<@5@=B
公司#$ 生物素结合的驴抗羊 [=R( MB& 标记的卵
白素 "" h+%%& 美国 7̂?PD@< [66:<@(-4D47‘?A 公
司#$ T5497.’’ 结合的驴抗小鼠 [=R"" h+%%& 美
国 [<c8H‘@=4< 公司#$ Z-b结合的驴抗小鼠 [=R(
Z-b结合的驴抗兔 [=R "" h+ %%%& 北京中杉金桥

生物科技有限公司 #$ V1V(聚丙烯酰胺凝胶
""%!& 美国 e8@(-7I 公司#$ 聚偏二氟乙烯膜
"bd1S& 美国 N8558;@‘4公司#$ 机械痛刺激细丝
"d@<(S‘4Ba85764<H& 美国 VH@45H8<=公司#$ 恒冷冻
组织切片机 "MN"’%%& 德国 U48?7公司#$ 共聚焦
激光显微镜 "日本l5B6;:D公司#’
JI方法
#L"!建模! 分组! 给药!实验均在武汉理工大学
医院伦理委员会批准的前提下开展+"+, ’ 采用随机
数字表法& 将 )% 只大鼠随机分成正常组( 枸橼酸(
独一味组( 链脲佐菌素(安慰剂组( 链脲佐菌素(独
一味组 " &%( ##.( &%%( & %%% 6=KP=#& 每组
"% 只’

造模前 " I& 大鼠禁水禁食& 除枸橼酸(独一味
组腹腔注射枸橼酸缓冲液外& 其他给药组按照
/% 6=KP=体质量剂量腹腔单次注射新鲜链脲佐菌素
枸橼酸缓冲液 ";Z.L+#& 注射时间点记为造模零
点& 注射后第 "( &( )( ".( #"( #’ 天大鼠尾静脉
采血& 测定血糖& 其浓度超过 #% 66@5KU时可认为
建模成功’ 独一味溶于1NVl& 生理盐水分别稀释
至 &%( ##.( &%%( & %%% 6=KP=& 造模后第 & f#’
天灌胃给药$ 链脲佐菌素(安慰剂组中安慰剂使用
稀释的1NVl溶液’
#L#!行为学检测!将各组大鼠置于铁丝网
"+% 66o+% 66# 平台上& 并将其放于高出试验
平台 %L& 6的架子上& 上方罩两头畅通( %L# 6o
%L# 6o%L#+ 6的塑料透明罩& 待大鼠适应检测环
境 %L+ A 后& 使用不同刺激强度 "# f#/ =# 的机
械痛细丝对准大鼠后足爪中心位置给予相应刺激&
强度由小逐渐到大& 每一强度所对应的细丝反复刺
激 "% 次 "每次间隔 . f/ D#& 若出现"/ 次的缩足
反应& 可认为大鼠对该强度的刺激有反应& 并记为
大鼠后足爪机械性缩足阈值& 重复测量 & 次& 取平
均值’ 测量过程中& 对测量值大于 #/ =的大鼠均记
为 #/ =& 以防止伤害大鼠足部’ 为使大鼠提前适应
测量环境& 并排除行为学表现异常者& 所有大鼠均
在术前连续 # I 测定行为学& 同时将测量结果记为
术前基础值’ 所有大鼠在造模后 &( +( )( ".( #"(
#’ I测量阈值& 每次测量均在同一时间点完成’
#L&!免疫荧光化学染色!给药后第 "" 天& 大鼠腹
腔注射水合氯醛溶液 ". 6UKP=# 麻醉& 迅速开胸
建立体外循环路径& 剪开右心耳& 灌注 %L%" 6@5KU
磷酸缓冲液 "beV# #+% 6U快速冲洗全身血液直
至肝脏变白& 续滴 .!多聚甲醛磷酸缓冲液 "含
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+%!饱和苦味酸#& 灌注完毕后用咬骨钳咬开椎
骨& 取出脊髓U+ fU/ 节段& 置于上述固定液中固
定 " A后& 移至含 &%!蔗糖的 be溶液& . g下放
置 # I直至脊髓节段沉入离心管底部& 横切脊髓节
段& 每片段厚约 #% !6’ beV 漂洗切片 & 次后& 添
加一抗 "小鼠抗 RSTb[=R( 山羊抗 [J7(" [=R# 于
. g冰箱中孵育 " I& beV 漂洗切片 "% 68<& 共 &
次& 孵育对应的二抗 "T5497.’’ 结合的驴抗小鼠
[=R( 生物素结合的驴抗羊 [=R#& 室温下孵育 . A&
再孵育三抗 "MB& 标记的卵白素# # A& beV 冲洗
切片 "% 68<& 共 & 次& 暗光下将切片裱至载玻片&
自然风干后滴加荧光封片剂& 盖上盖玻片封片’ 最
后& 通过共聚焦激光显微镜在相同染色和拍照背景
下进行摄片’
#L.!免疫印迹实验!给药后第 "" 天& 大鼠腹腔注
射水合氯醛溶液 ". 6UKP=# 麻醉& 迅速开胸建立
体外循环路径& 剪开右心耳& 灌注事先预冷的
%L%" 6@5KU磷酸缓冲液 "beV# #+% 6U快速冲洗
全身血液直至肝脏变白& 将大鼠迅速转移至冰上&
取出U. fU/ 处脊髓背角& 加含蛋白酶抑制剂和磷
酸酶抑制剂的混合裂解液裂解 "% 68<& 组织匀浆&
取混合液于 "L+ 6U离心管中& "# +%% ‘K68<( . g
下恒温离心 + 68<& 吸取上清液于另一事先预冷的
离心管中& eMT测量法测定提取的蛋白样液浓度&
至少确定终液中含 "% !=蛋白的上样量’ 然后& 样
品蛋白采用 V1V(聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离&
加入标记蛋白& 根据标记蛋白位置和目标蛋白大小
确定 RSTb( [J7("( ;(V3T3&( "(7?H8< 位置& 再将
凝胶蛋白电转至聚偏二氟乙烯膜 "事先在甲醇中
浸泡 &% D# 上进行免疫杂交反应’ 脱脂奶粉
"+!# 封闭 # A 后加入一抗 "RSTb( [J7("( ;(
V3T3&( "(7?H8<#& . g孵育 "# A 后 3eV(3漂洗
bd1S膜 "% 68<& 共 # 次& 对应加入驴抗小鼠
Z-b( 驴抗兔 Z-b( 驴抗羊 Z-b& 室温孵育 # A&
3eV(3洗膜 "% 68<& 共 # 次& 发光液激发条带荧
光& 并在e8@(-7I成像系统中进行扫描& [67=4̂ 软
件分析荧光密度值& 以 RSTb( [J7("( ;(V3T3& 与
"(7?H8<荧光密度值之比计算相对蛋白表达值’
#L+!统计学分析!通过 VbVV "/L% 软件进行处理&
计量资料以 "@i4# 表示& 组间差异比较采用单因
素方差分析 "l<4(C7BTOldT#’ !W%L%+ 表示差
异有统计学意义’
KI结果
&L"!大鼠血糖! 体质量!图 " 显示& 与正常组比

较& 造模后第 & 天链脲佐菌素组大鼠血糖浓度显著
升高 "!W%L%+#& 并在造模后 #’ I 内基本保持在
较高水平$ 造模后第 ) 天& 链脲佐菌素组大鼠体质
量显著下降 "!W%L%+#& 表明造模成功’

注! V3,为链脲佐菌素’ 与正常组比较&!!W%L%+

图 (I大鼠血糖浓度$ 体质量
L"/M( I :4**) /4O!*0-!*#!-#&.$&"*#0$#) 6*),

P-"/2&0*5.$&0

&L#!大鼠机械性痛阈!图 # 显示& 与链脲佐菌素(
安慰剂组比较& 造模后第 & 天链脲佐菌素(独一味组
"&%( &%%( & %%% 6=KP=# 痛阈有所增加& 并呈明显
的剂量依赖性 "!W%L%+#& 在 &%%( & %%% 6=KP=剂
量下更显著 "!W%L%"#’ 另外& 图 "M显示一味口
服给药浓度的21+%值为 ##&L’ 6=KP=’
&L&!大鼠脊髓背角内小胶质细胞!图 & 显示& 与
枸橼酸(独一味组比较& 造模后第 ". 天& 链脲佐菌
素(安慰剂组大鼠脊髓背角内[J7(" 阳性细胞数和蛋
白表达显著增加 "!W%L%"#$ 与链脲佐菌素(安慰
剂组比较& 链脲佐菌素(独一味组 "##. 6=KP=# 大
鼠两者显著减少 "!W%L%"#’ Y4DH4‘< J5@H检测结
果与免疫荧光染色相似’
&L.!大鼠脊髓背角内星形胶质细胞!图 . 显示&
与枸橼酸(独一味组比较& 造模后第 ". 天链脲佐菌
素(安慰剂组大鼠脊髓背角内 RSTb阳性细胞数和
蛋白表达显著增加 "!W%L%"#$ 与链脲佐菌素(安
慰剂组比较& 链脲佐菌素(独一味组 "##. 6=KP=#
大鼠两者显著减少 "!W%L%"#’ Y4DH4‘< J5@H检测
结果与免疫荧光染色相似’
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注! V3,为链脲佐菌素’ 与链脲佐菌素(安慰剂组比较&kk!W%L%"$

与链脲佐菌素(独一味 "&% 6=KP=# 组比较&!!W%L%+$ 与链脲佐

菌素(独一味 "&% 6=KP=# 组比较&$!W%L%+$ 与链脲佐菌素(独一

味 "&%% 6=KP=# 组比较&%!W%L%+

图 JI大鼠痛阈$ 镇痛效应
L"/MJI8$"#&2.-02*4)0$#)$#$4/-0"!-55-!&0*5.$&0

&L+!大鼠脊髓背角内 ;(V3T3& 表达水平!图 + 显
示& 与枸橼酸(独一味组比较& 造模后第 ". 天链脲
佐菌素(安慰剂组大鼠脊髓背角内 ;(V3T3& 表达水
平显著增加 "!W%L%"#$ 与链脲佐菌素(安慰剂组
比较& 链脲佐菌素(独一味组 "##. 6=KP=# 大鼠其
表达水平显著减少 "!W%L%"#’
QI讨论

本实验通过链脲佐菌素建立大鼠$型糖尿病模
型+"/, & 模拟高血糖环境并发的外周神经病变状态&
发现给予链脲佐菌素枸橼酸缓冲液后 & I 大鼠血糖
水平显著提高 "!W%L%+#& 体质量与正常组比较
明显下降$ 行为学结果提示& 缓冲液注射后 ) I 大
鼠后足爪痛阈明显降低& &%( &%%( & %%% 6=KP=独
一味干预后其痛阈有所增加& 并呈剂量依赖性$ 免
疫荧光染色( Y4DH4‘< J5@H检测结果显示& 独一味
能显著抑制糖尿病痛诱导的胶质细胞活化过程
"!W%L%+#’

既往研究表明+")("’, & 神经胶质细胞在糖尿病
痛的发生发展过程中扮演着重要角色& 糖尿病高血
糖状态易诱发脊髓背角内胶质细胞激活& 影响神经
元能量代谢和功能紊乱& 增加神经元敏感性& 从而
促使慢性痛发生$ 亦有报道证明+"*(#%, & 糖尿病痛
模型大鼠的脊髓背角胰岛素受体介导的一系列信号
通路被激活& 加剧 3OS(%( [U(""( [U(/ 释放& 从
而加重脊髓背角内的炎性反应’

独一味是传统藏药& 广泛应用于临床& 具有较
好的活血化瘀( 消炎免疫抑制功效’ 近年来研究表

注! V3,为链脲佐菌素’ 与枸橼酸(独一味组比较&kk!W%L%"$ 与链脲佐菌素(安慰剂组比较&!!!W%L%"

图 KI独一味对小胶质细胞激活的抑制作用
L"/MKI>#2"6"&*., -55-!&*51:*’%#%# *#$!&"N$&"*#*5%"!.*/4"$0

)#/#

#%"’ 年 "# 月
第 .% 卷!第 "# 期

中 成 药
MA8<4D43‘7I8H8@<75b7H4<HN4I8?8<4

14?46J4‘#%"’
d@5$.%!O@$"#



注! V3,为链脲佐菌素’ 与枸橼酸(独一味组比较&kk!W%L%"$ 与链脲佐菌素(安慰剂组比较&!!!W%L%"

图 QI独一味对星形胶质细胞激活的抑制作用
L"/MQI>#2"6"&*., -55-!&*51:*’%#%# *#$!&"N$&"*#*5$0&.*!,&-0

注! V3,为链脲佐菌素’ 与枸橼酸(独一味组比较&kk!W%L%"$

与链脲佐菌素(安慰剂组比较&!!!W%L%"

图 YI独一味对31+;9;K表达水平的抑制作用
L"/MYI>#2"6"&*., -55-!&*51:*’%#%# *#-X3.-00"*#4-N-4

*531+;9;K

明+"#&#"(##, & 其所含成分 ’(H(乙酰山栀子苷甲酸能有
效缓解慢性神经病理性痛发生& 并可抑制脊髓背角
内 Ô]( T]3K63l-等信号通路的激活’ 本实验
发现& 独一味能显著升高糖尿病痛模型大鼠后足爪
痛阈& 且镇痛效果呈剂量依赖性& 并且其 21+%值
为 ##&L’ 6=KP=$ ##. 6=KP=独一味干预后& 大鼠
脊髓背角星形胶质细胞和小胶质细胞均被显著抑

制’ 综上所述& 独一味能有效缓解糖尿病模型大鼠
后足爪痛阈& 并呈剂量依赖性& 其机制可能与该药
材抑制大鼠背角内胶质细胞激活有关’
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雷公藤内酯醇联合多西紫杉醇对 8=1KZ?’<细胞耐药的体外逆转作用

杨!瑜! !陈!明!! !朱伟东! !张光远
"东南大学附属中大医院泌尿外科! 江苏 南京 #"%%%*$
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摘要# 目的!研究雷公藤内酯醇联合多西紫杉醇对人前列腺癌 bM(&K多药耐药 "N1-# 细胞耐药的体外逆转作用’

方法!将对数生长期的bM(&( bM(&KN1-细胞随机分为阴性对照组( 多西紫杉醇组( 雷公藤内酯醇组( 多西紫杉醇(

雷公藤内酯醇组 "" h"( " h#( " h&#& N33法测定各组细胞生长抑制率& ZbUM法检测各组细胞对多西紫杉醇的摄

取& 试剂盒法测定给药组细胞 b(=; 表达和 b(=; T3b酶活性& -3(bM-法考察雷公藤内酯醇干预对 bM(&KN1-细胞
9ID" 6-OT表达影响’ 结果!不同浓度雷公藤内酯醇联合多西紫杉醇与 bM(&( bM(&KN1-细胞孵育后& [M+%值均显
著降低& 其中 & 倍量前者对后者的耐药逆转指数为 *L)+’ 联合用药组细胞所摄取的多西紫杉醇量显著高于多西紫杉醇

组& 并呈雷公藤内酯醇剂量依赖性’ 此外& 高浓度雷公藤内酯醇对9ID" 6-OT表达有明显抑制作用’ 结论!雷公藤

内酯醇可通过抑制b(=;表达( 激活b(=; T3b酶活性( 抑制9ID" 6-OT表达等多重机制& 促使多西紫杉醇在体外逆

转前列腺肿瘤bM(&KN1-细胞耐药’

关键词! 雷公藤内酯醇$ 多西紫杉醇$ bM(& 细胞$ 多药耐药 "N1-#
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