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消渴痹通胶囊对高糖诱导的 ＲＳＣ９６雪旺细胞损伤的
保护作用及其机制

张文静　孙亚克
（山东省聊城市第二人民医院药学部，聊城，２５２６００）

摘要　目的：探讨消渴痹通胶囊对高糖诱导的ＲＳＣ９６雪旺细胞损伤的保护作用及其机制。方法：将ＲＳＣ９６雪旺细胞复苏
及培养，采用免疫细胞化学法检测 ＲＳＣ９６细胞的特异性蛋白 Ｓ１００的表达情况，进行雪旺细胞鉴定；以高糖诱导造成
ＲＳＣ９６雪旺细胞损伤，梯度高糖浓度比较，确定后续研究所采用的高糖浓度；通过 ＭＴＴ法检测消渴痹痛胶囊对高糖诱导
的ＲＳＣ９６雪旺细胞的保护作用，采用免疫组织化学检测ＮＧＦ蛋白水平和蛋白质印迹法检测ＰＡＫＴ／ＡＫＴ通路及ｃａｓｐａｓｅ３
的蛋白水平。结果：１）ＲＳＣ９６雪旺细胞存活率随着消渴痹痛胶囊药物浓度的升高而增加（Ｐ＜００５）。２）ＮＧＦ蛋白表达量
随着消渴痹痛胶囊药物浓度增加（Ｐ＜００５）。３）ｐＡＫＴ／ｔＡＫＴ和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达下调，且随着消渴痹痛胶囊药物浓度
增加而减少（Ｐ＜００５）。结论：消渴痹痛胶囊可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路的激活，从而下调 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的
表达水平，抑制雪旺细胞的细胞凋亡，同时又上调ＮＧＦ的表达水平，为周围神经的髓鞘细胞提供神经营养物质，从而对高
糖诱导的ＲＳＣ９６雪旺细胞起到保护作用。
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　　糖尿病是临床上常见的慢性疾病之一，其发生
不同程度的糖尿病周围神经病变的概率达６０％以
上［１］，患者出现以远端对称性感觉和运动性多发性

神经病变等临床症状［２］，主要由神经元的损伤和血

管病变等病理因素所致［３］。然而复杂的发病机制使

得糖尿病周围神经病变的治疗相当棘手，尽管控制

血糖可以缓解糖尿病周围神经病变的临床症状，但

是却不能遏制该疾病的进一步发展。本团队在临床
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上除控制患者血糖外，采用院内制剂消渴痹痛胶囊

治疗患者，经益气活血，化瘀通络进一步延缓糖尿病

周围神经病变的进展［４］。目前关于消渴痹痛胶囊对

糖尿病周围神经病变的机制研究报道较少，基于雪

旺细胞是周围神经的髓鞘细胞［５］，对周围神经损伤

的修复和再生具有重要的作用［６］，因此本研究采用

高糖诱导 ＲＳＣ９６雪旺细胞模拟糖尿病周围神经病
变，并以消渴痹痛胶囊进行干预探究其保护作用及

机制，现报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　所用的 ＲＳＣ９６雪旺细胞购买于
ＡＴＣＣ细胞库（批号：ＣＲＬ２７６５）。ＲＳＣ９６雪旺细胞
复苏及培养：从液氮罐中快速取出 ＲＳＣ９６细胞，
３７℃水浴快速解冻约１ｍｉｎ，将细胞悬浮液（１ｍＬ）
吸入１５ｍＬ离心管内并加入１ｍＬＤＭＥＭ完全培养
基，混匀后１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入
５ｍＬ含１０％ＦＢＳ、１％双抗、５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的完全
ＤＭＥＭ培养基；置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。
显微镜下观察复苏的 ＲＳＣ９６细胞生长状态，当细胞
生长状态良好且铺满 Ｔ２５培养瓶的９０％时进行细
胞传代。１～２ｄ换液１次，２～４ｄ传代。取对数生
长期的ＲＳＣ９６细胞进行后续实验。
１１２　药物　消渴痹痛胶囊（黄芪３０ｇ、桑枝１０ｇ、
威灵仙１０ｇ、牛膝１０ｇ、鸡血藤１５ｇ、莶草１５ｇ、全
蝎３ｇ等）为本院院内制剂，取１５ｍＬＥＰ管，每个
ＥＰ管分装消渴痹痛胶囊内容物５０ｍｇ，－２０℃冰箱
保存待用。

１１３　试剂与仪器
１１３１　试剂　１６４０培养基购买于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；
胎牛血清（ＦＢＳ）购买于 Ｇｉｂｃｏ公司；ＭＴＴ检测试剂
盒购买于美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）和
多聚左旋赖氨酸购买于Ｓｉｇｍａ公司；ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ、
ＨＲＰｌｉｎｋｅｄＡｎｔｉｂｏｄｙ购买于 ＣＳＴ公司；Ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ、ＨＲＰｌｉｎｋｅｄＡｎｔｉｂｏｄｙ购买于 ＣＳＴ公司，兔抗鼠
ＮＧＦ抗体购买于Ｅｐｔｏｍｉｃｓ公司；鼠抗 ＧＡＰＤＨ抗体、
Ｃａｓｐａｓｅ３Ａｎｔｉｂｏｄｙ、ｐＡｋｔ１／２／３Ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｓｅｒ４７３）Ｒ
和Ａｋｔ１／２／３Ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｈ１３６）购买于 Ｓａｎｔａ公司；免
疫组化试剂盒购买于碧云天生物技术公司。

１１３２　仪器　ＣＯ２细胞培养箱（日本 ＳＡＮＹＯ公
司，型号：ＭＣＯ１７０ＡＩＣＵＶＬ）、９６孔板（ＣＯＲＮＩＮＧ公
司，型号：Ｃｏｓｔａｒ３８９７）；荧光显微镜购买于日本 Ｎｉ
ｋｏｎ公司，型号：Ｅ２００；全波长酶标仪购买于美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，型号：ｍｕｌｔｉｓｋａｎｇｏ；超声波细胞

破碎仪购买于南京凡帝朗信息科技有限公司，型号：

ＦＤＬ１０００Ｄ；垂直电泳仪和转膜仪购买于美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司，型号：１６５８００１，１７０３９４０；凝胶成像系统
购买于美国ＢｉｏＲａｄ公司，型号：ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　用９６孔板接种细胞，每
孔加入２００μＬ培养液，设置空白对照、ｃｏｎｔｒｏｌ对照
组和高糖处理组，于正常培养２４ｈ后，在高糖处理
在中 用 不 同 浓 度 （５０ ｍｍｏｌ／Ｌ、１００ ｍｍｏｌ／Ｌ、
２００ｍｍｏｌ／Ｌ、４００ｍｍｏｌ／Ｌ）的高糖对细胞进行处理，
在培养２４ｈ后行ＭＴＴ实验。测定并记录各孔的ＯＤ
值，计算细胞存活率。结果显示，随着高糖浓度的增

加，ＲＳＣ９６雪旺细胞的存活率下降（Ｐ＜００５），其中
４００ｍｍｏｌ／Ｌ的存活率约２１％，太低，不适宜后续试
验的开展，因此高糖浓度确定为 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ，其细
胞存活率约５３％，处于中线水平，即通过高糖诱导
出ＲＳＣ９６雪旺细胞损伤模型，又适宜后续试验的开
展。见表１。

表１　不同浓度高糖对ＲＳＣ９６雪旺细胞存活率的
影响（珋ｘ±ｓ，％）

组别 ＭＴＴ值

对照组 １０４±０１９
高糖组

　５０ｍｍｏｌ／Ｌ ０８９±０２７

　１００ｍｍｏｌ／Ｌ ０６７±０３１

　２００ｍｍｏｌ／Ｌ ０５３±０１５

　４００ｍｍｏｌ／Ｌ ０２１±００９

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

１２２　给药方法
１２２１　对照组　含糖０ｍｍｏｌ／Ｌ、１０％ＦＢＳ、１％双
抗的 ＤＭＥＭ培养基、２００μＬＲＳＣ９６雪旺细胞细胞
悬液。

１２２２　高糖组　含糖２００ｍｍｏｌ／Ｌ、１０％ＦＢＳ、１％
双抗的ＤＭＥＭ培养基、２００μＬＲＳＣ９６雪旺细胞细胞
悬液。

１２２３　干预组　１０％ＦＢＳ、１％双抗的 ＤＭＥＭ培
养基、２００μＬＲＳＣ９６雪旺细胞细胞悬液，在用高糖
处理之前，我们先用不同浓度 （００１ｍｍｏｌ／Ｌ、
０１ｍｍｏｌ／Ｌ、１ｍｍｏｌ／Ｌ）的消渴痹痛胶囊对 ＲＳＣ９６
细胞预干预处理３ｈ，然后再加入２００ｍｍｏｌ／Ｌ的高
糖共培养２４ｈ。
１２３　检测指标与方法
１２３１　ＲＳＣ９６雪旺细胞的鉴定方法　采用免疫
细胞化学法对ＲＳＣ９６雪旺细胞进行鉴定，首先取经
多聚赖氨酸处理后的六孔板上铺好玻片，做细胞爬
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片，将第４代细胞接种到六孔板上（５×１０４），培养
２４ｈ后采用免疫细胞化学法检测 ＲＳＣ９６细胞的特
异性蛋白Ｓ１００的表达情况，进行鉴定，试验中设置
阴性对照组（正常培养的细胞），每组设置３个复孔。
１２３２　ＭＴＴ法检测消渴痹痛胶囊对高糖诱导的
ＲＳＣ９６雪旺细胞的保护作用　取生长状态良好的
３～５代细胞接种于９６孔培养板中，用血球计数板
计数后，按照２×１０４个／ｍＬ密度的接种，实验分为
空白对照组、正常对照组和葛根素干预组３个组，空
白对照组中每孔仅加入 ２００μＬ的 １６４０基础培养
基，其余各组中每孔均加入２００μＬ的细胞混悬液，
各组分别设置５个复孔。于３７℃、５％ ＣＯ２条件下
培养２４ｈ后，将葛根素干预组的各孔内的培养基吸
出，换为含不同浓度葛根素的１６４０培养基，其中葛
根素的浓度设置为００１、０１、１、１０、１００ｍｍｏｌ／Ｌ，放
回培养箱继续培养。３ｈ后，每孔各加入２０μＬＭＴＴ
液（５ｍｇ／ｍＬ），继续孵育４ｈ后终止培养。小心吸弃
孔内上清液，每孔加入 １５０μＬＤＭＳＯ，室温下震荡
５～１０ｍｉｎ，操作需避光。在酶标仪上选择 ５７０ｎｍ
波长，测定ＯＤ值，重复３次实验，记录并分析结果。
１２３３　免疫组织化学检测 ＮＧＦ蛋白的表达情况
　　各组细胞以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗５次后，
在含有４％福尔马林中固定约１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后在
细胞上滴加 ０３％的 Ｈ２Ｏ２覆盖盖玻片，室温孵育
１０ｍｉｎ；再以ｐＨ值７４０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗后，滴加
ＢＳＡ于细胞中，室温封闭孵育２０ｍｉｎ，仅用吸水纸从
细胞边吸去多余液体，注意不要碰到细胞以免造成

破坏。滴加鼠抗兔 ＮＧＦ一抗（１∶５００），４℃冰箱中
过夜。第２天将切片拿出后以ｐＨ值７４０２ｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐缓冲液清洗３次×３ｍｉｎ后，滴加生物素化山
羊抗兔ＩｇＧ并于室温下孵育３０ｍｉｎ。以 ｐＨ值７４
０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液清洗后滴加试剂 ＳＡＢＣ，室
温孵育３０ｍｉｎ，然后滴加 ＤＡＢ显色液，室温下孵育
３０ｍｉｎ，双蒸水多次洗涤，经上行梯度乙醇脱水；再
经二甲苯透明；中性树胶封片。室温晾干后，光学显

微镜下观察、摄片。每只大鼠分别随机选取１０个切
片，分别计数每张切片３个视野的细胞中 ＮＧＦ阳性
细胞表达数目，确平均值纳入统计分析。

１２３４　蛋白质印迹法检测 ＰＡＫＴ／ＡＫＴ通路及
ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达情况　收集各组细胞，充分裂
解并用超声波细胞破碎仪进行破碎处理，放置样品

细胞间的粘连；随即在１００℃恒温水浴中进行蛋白
变性，并用ＢＣＡ法测定样品蛋白浓度，－２０℃保存
待用。将标记蛋白的 ｍａｓｋｅｒ和各组样品加样到已

经装好电泳液的电泳胶槽后，进行蛋白分离电泳，随

即根据目标蛋白切胶，进行转膜电泳，将电泳胶上的

目标蛋白转到相对稳定不易碎的 ＰＶＤＦ膜上，将
ＰＶＤＦ膜放入５％脱脂奶粉的封闭液中３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ
洗膜后孵育ＰＡＫＴ／ＡＫＴ、ｃａｓｐａｓｅ３和ＧＡＰＤＨ一抗，
４℃孵育过夜ＴＢＳＴ洗膜后孵育各指标相应的二抗，
室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后ＥＣＬ发光，在凝胶成像系
统上查看各组蛋白条带及其灰度值。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。
首先对各组数据进行正态性及方差齐性检验，若呈

正态性分布且方差齐，则采用单因素方差分析（ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）同时选择最小显著性差异检验（Ｌｅａｓｔ
ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）进行组间和组内的统计；
若呈正态性分布且方差不齐，则采用单因素方差分

析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）同时选择非参数检验（Ｔａｍ
ｈａｎｅ′ｓＴ２）进行组间和组内的统计；若不满足正态性
和方差齐性，采用多样本秩和检验。以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＲＳＣ９６雪旺细胞的鉴定结果　正常培养的
ＲＳＣ９６细胞在经免疫细胞化学方法处理后，其结果
显示，对照组中的细胞胞体和轴突呈现棕色，说明

ＲＳＣ９６雪旺细胞的特异性抗体 Ｓ１００表达为阳性；
而相应的阴性对照组中细胞胞体不显色，细胞核为

蓝色。见图１。

图１　ＲＳＣ９６雪旺细胞的鉴定结果

２２　消渴痹痛胶囊对高糖诱导的 ＲＳＣ９６雪旺细胞
的保护作用　对照组比较，高糖组和干预组明显
ＲＳＣ９６雪旺细胞存活率降低（Ｐ＜００５），与高糖组
比较，干预组中 ＲＳＣ９６雪旺细胞存活率增高（Ｐ＜
００５），且ＲＳＣ９６雪旺细胞存活率随着消渴痹痛胶
囊药物浓度的升高而增加（Ｐ＜００５）。见表２。
２３　消渴痹痛胶囊对高糖诱导的 ＲＳＣ９６雪旺细胞
中ＮＧＦ蛋白表达的影响　对照组中 ＲＳＣ９６雪旺细
胞、轴突上 ＮＧＦ蛋白表达均呈棕色，即为阳性表
达，与之比较，高糖组和干预组均减少 （Ｐ＜
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００５），而与高糖组比较，干预组中 ＮＧＦ蛋白表达
量增加，且随着消渴痹痛胶囊药物浓度增加 （Ｐ＜
００５）。见图２。

表２　各组细胞ＭＴＴ测定结果比较（珋ｘ±ｓ，％）

组别 ＭＴＴ值

对照组 １０５±０２１
高糖组 ０４９±０１７

干预组

　００１ｍｍｏｌ／Ｌ ０５７±０１３

　０１ｍｍｏｌ／Ｌ ０７５±０２６△

　１ｍｍｏｌ／Ｌ ０８９±０３８△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与高糖组比较，△Ｐ＜００５

图２　各组高糖诱导的ＲＳＣ９６雪旺细胞中
ＮＧＦ蛋白表达的比较

２４　各组细胞ｐＡＫＴ／ｔＡＫＴ和ｃａｓｐａｓｅ３比值的比
较　与对照组比较，高糖组和干预组中 ＲＳＣ９６雪旺
细胞 ｐＡＫＴ／ｔＡＫＴ和 ｃａｓｐａｓｅ３比值正高（Ｐ＜
００５），而与高糖组比较，干预组中 ｐＡＫＴ／ｔＡＫＴ和
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达下调，且随着消渴痹痛胶囊药物
浓度增加而减少（Ｐ＜００５）。见表３。

表３　各组细胞ｐＡＫＴ／ｔＡＫＴ和ｃａｓｐａｓｅ３比值的
比较结果（珋ｘ±ｓ）

组别 ｐＡＫＴ／ｔＡＫＴ ｃａｓｐａｓｅ３／ＧＡＰＤＨ

对照组 ０４８±０１５ ０４９±０１３
高糖组 １５３±０１１ １６７±０５５
干预组

　００１ｍｍｏｌ／Ｌ １１５±０４７ １２２±０１８
　０１ｍｍｏｌ／Ｌ ０８６±０２４ ０９４±０２２
　１ｍｍｏｌ／Ｌ ０６４±０１２ ０７１±０１３

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与高糖组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
糖尿病周围神经病变在中医学中属于“消渴痹

症”，由于机体正气亏虚，内外感邪气在体内瘀滞而

化热化燥，伤阴耗液，发为消渴；消渴病况日久，气血

阴阳受损，其病机虚实夹杂，多见阴阳两虚，以虚为

本而以邪实为标，进而痰浊瘀血，阻滞经络［７］；正如

叶天士所说：“病久气血推行不利，血络之中，必有瘀

凝……久存脉道，络中气血阻滞不通，必猝然而痛”。

消渴痹症病久伤络，故主张治疗时多将“祛瘀通络”

贯穿始终，故多以“扶正祛邪通络”进行治疗［８１０］。

而消渴痹痛胶囊中以黄芪为君药，益气健脾，固本之

时亦能敛疮生肌；臣以桑枝祛风通络，鸡血藤补血行

血，舒经活络；莶草和牛膝，同归肝肾经，共奏补肝

肾，强筋骨之功，威灵仙祛风除湿，通络止痛，同为佐

药；全蝎息风止痉，通经止痛，引诸药到肢体末端，为

佐使药［１１］。全方补血活血，补益肝肾以治本，化瘀

通络以治标。本研究结果显示消渴痹痛胶囊干预后

增加了ＲＳＣ９６雪旺细胞的存活率，提示消渴痹痛胶
囊对高糖诱导的 ＲＳＣ９６雪旺细胞的损伤具有保护
作用。

为进一步探讨其保护机制，由于在糖尿病周围

神经病变病理演变进程中，判定糖尿病周围神经受

损的重要标志是神经传导速度的异常，相应的周围

神经再生也存在着缺陷。而在神经营养因子家族

中，神经生长因子（ＮＧＦ）是最具活力的能够营养神
经的生物活性因子之一，存在于周围神经的雪旺氏

细胞及神经节等部位［１２］。当糖尿病周围性神经病

变患者胰岛素缺乏或雪旺细胞受损均能够减少ＮＧＦ
合成，而ＮＧＦ通过逆向轴浆运输障碍进一步引起神
经营养缺乏、神经再生障碍［１３１４］。有研究显示［１５］，

采用不同浓度 ＮＧＦ对 ＲＳＣ９６大鼠雪旺细胞株进行
干预，发现ＮＧＦ对高糖所引起的雪旺细胞损伤和生
长抑制有明显的改善作用。本研究结果显示，消渴

痹痛胶囊对高糖诱导的 ＲＳＣ９６雪旺细胞干预后可
上调ＮＧＦ的蛋白表达，保护受损雪旺细胞。有实验
研究显示［１６１８］ＮＧＦ能够调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＥＲＫ１／２
以及ＧＳＫ３β等３条信号转导通路，抑制由高糖诱导
的ＲＳＣ９６雪旺细胞内ＥＲＳ的过度激活，降低雪旺细
胞的细胞凋亡水平，从而达到治疗糖尿病周围性神

经病变的目的。本研究进一步探讨研究发现，消渴

痹痛胶囊对高糖诱导的 ＲＳＣ９６雪旺细胞干预后，降
低ｐＡＫＴ和ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平；提示消渴痹
痛胶囊可能通过抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路的激
活，从而下调 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平，抑制雪旺
细胞的细胞凋亡，同时又上调 ＮＧＦ的表达水平，为
周围神经的髓鞘细胞提供神经营养物质，从而对高

糖诱导的ＲＳＣ９６雪旺细胞起到保护作用。
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