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摘!要!目的!探讨中药糖痛方对高糖诱导的施万细胞凋亡的影响$ 方法!将原代培养的施万细胞共分为对照组'高糖

组'高糖加川芎嗪组'高糖加黄芪多糖组'高糖加川芎嗪和黄芪多糖混合组'高糖加糖痛方含药血清组!各组干预细胞 /$F 后用流

式细胞仪检测细胞 +RRAZER

(

7Ve标记的细胞凋亡率'用 fAIPAKR SGBP法和 V](法检测 MNIWNIA;&'MNIWNIA;, 及 XMG;% 表达$ 结

果!糖痛方组细胞凋亡率与高糖组相比显著降低"!4#.#)#-糖痛方组细胞 MNIWNIA;&'MNIWNIA;, 蛋白及 5(?+表达与高糖组

相比显著降低"!4#.#)#!XMG;% 蛋白及 5(?+表达与高糖组相比显著升高"!4#.#)#$ 结论!中药糖痛方对神经细胞的损伤

修复作用可能是通过提高 XMG;%'下调 MNIWNIA;, 和 MNIWNIA;& 的活性表达从而抑制施万细胞的凋亡来实现的$

关键词!糖痛方!施万细胞!细胞凋亡

#中图分类号$! (&,&!!!!#文献标识码$! +
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A140/.7!VKE5NK[MLGPLKAO CMFQNRR MAGGIQAKAOEHEOAO ERPBMBRPKBG6KBLW! FE6F 6GLMBIA6KBLW! FE6F 6GLMBIAWGLI>TV6KBLW! FE6F 6GL\

MBIAWGLI+VC 6KBLW! FE6F 6GLMBIAWGLI>TVNRO +VC 5EZAO 6KBLW! FE6F 6GLMBIAWGLI>NR6>BR6JNR6MBRPNERER6IAKL56KBLW.+JPAKPFA
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(

7Ve.>FAAZWKAIIEBR BJ

MNIWNIA;&! MNIWNIA;, NRO XMG;% QNIOAPAMPAO S[fAIPAKR SGBPNRO V](5APFBOI.B17C%47!]B5WNKAO QEPF FE6F 6GLMBIA6KBLW!PFA

KNPABJNWBWPBIEIBJ>NR6>BR6JNR66KBLW QNIIE6REJEMNRPG[GBQAK"!4#.#)#.]B5WNKAO PBFE6F 6GLMBIA6KBLW! PFAAZWKAIIEBR BJMNIWNIA;

&! MNIWNIA;, WKBPAER NRO 5(?+BJ>NR6PBR6JNR66KBLW QNIIE6REJEMNRPG[GBQAK"!4#.#)#! PFAAZWKAIIEBR BJXMG;% WKBPAER NRO 5(?+

QAKAIE6REJEMNRPG[ERMKANIAO "!4#.#)#.,/(#%C7'/(!>NR6PBR6JNR6KAWNEKER6ON5N6AO RAKHAMAGGI5N[SAS[ERMKANIER6XMG;%! MNIWNIA

;, NRO KAOLMER6MNIWNIA;& NMPEHEP[BJCMFQNRR MAGGIPBERFESEPPFAAZWKAIIEBR BJNWBWPBIEI.

D13 E/;.7!>NR6PBR6JNR6-CMFQNRR MAGG-+WBWPBIEI

!!周围神经病变是"33?#糖尿病常见的并发症之

一!发生率高!中医药治疗该病具有一定的疗效和优

势$ 糖痛方是根据笔者科室多年来治疗糖尿病周围

神经病变的经验而创立的方剂$ 大量临床研究证明

该方不仅能够改善 3V?患者的临床症状!而且能够

使部分神经的转导速度得到恢复
)"*

$ 中药对周围神

经损伤和修复的作用机制是多方面的!其中抑制施万

细胞凋亡可能是其达到治疗作用的途径之一$ 因此

本实验拟观察糖痛方对高糖诱导的施万细胞凋亡的

影响并初步探讨其作用机制$

材料与方法

".材料(盐酸川芎嗪"中国食品药品检定研究院#'黄芪多

糖"上海友思生物有限公司#'3TYT; "̂% 细胞培养基 ":[\

MGBRA#'胎牛血清 ":[MGBRA#'+RRAZER

(

; ê>]细胞凋亡检测

试剂"凯基生物#'超纯 (?+提取试剂盒"]fSEB.]B.DPO#':E\

Ê;TTDUM3?+第一链合成试剂盒 "]fSEB.]B.DPO#'V](

TEZPLKA"]fSEB.]B.DPO#'3?NIA""]fSEB.]B.DPO#'X]+蛋白

定量试剂盒 "]fSEB.]B.DPO#'VKBPAER GNOOAK"XEB5AO#'+MK[G\

N5EOA"+5KAIMB#'山羊抗兔 e69":iD#:(V"@NM8IBR#'山羊抗

鼠 e69":iD#:(V"@NM8IBR#$

%.方法(""#参考既往实验方法体外培养高纯度的施万细

胞!并制备糖痛方含药血清
)%!&*

$ 将生长状态良好的第 % 代施

万细胞共分为 - 组!每组 & 个复孔$ 具体分组如下(对照组'

高糖组'高糖加川芎嗪组"以下称川芎嗪组#'高糖加黄芪多糖

组"以下称黄芪多糖组 #'高糖加川芎嗪和黄芪多糖混合组

"以下称川黄混合组#'高糖加糖痛方含药血清组 "以下称糖

痛方组#$ 参照有关报道的高糖干预方法
)/ 0-*

!对照组采用

3TYT; "̂% 培养基 "含 "*.)55BG7D9C#!其余组均采用

3TYT̂ ;"% 加高糖培养基"含 )#55BG7D9C#$ 各组培养液

.,&.
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中的血清均采用制备的 C3大鼠的血清!糖痛方组采用 )'的

大鼠的含药血清!其余组均采用 )'的空白对照组大鼠的血

清
)**

$ 待细胞完全贴壁后!吸净原培养液!分别加入以上各种

不同的培养液!置 )']2

%

'&*m恒温培养箱中培养 /$F$ "%#

流式细胞仪检测细胞 +RRAZER

(

7Ve标记的细胞凋亡率(用不

含 Y3>+的胰酶消化收集贴壁细胞! VXC 洗涤细胞两次

"%###K75ER 离心 )5ER#收集 ) n"#

)

7D个细胞加入 )##

.

G+R\

RAZER

(

;̂ e>]混匀后!加入 )

.

GVKBWEOEL5eBOEOA混匀!室温'

避光'反应 ) 0")5ER!在 "F 内进行流式细胞仪检测$ 用流式

细胞仪检测!激光波长 YZj/$$R5-发射波长 Y5j)&#R5$

"&#fAIPAKR SGBP法检测 MNIWNIA;&'MNIWNIA;, 及 XMG;% 的蛋

白表达(将细胞沉淀中加入 "##

.

G(eV+裂解液进行裂解!冰

上孵育 %#5ER 后!"&###K75ER " /m#离心 %#5ER!取上清$ 用

X]+蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度$ 根据目的蛋白的分子

量!配制 "#'!")'分离胶!浓缩胶浓度为 )'$ 待检测蛋白

样品上样量为 &# 微克7孔$ 电泳条件(浓缩胶恒压 ,#U!约

%#5ER-分离胶恒压 "%#U!通过预染蛋白 5NK8AK来确定电泳停

止时间$ 湿转法!转膜条件(&##5+恒流-#./)

.

5孔径 VU3̂

膜!转膜时间 -#5ER$ 将膜完全浸没于 )'脱脂牛奶 ;>XC>

中!水平摇床孵育 "F 封闭$ )'脱脂奶 ;>XC>稀释一抗!各

指标一抗的浓度均为 "p"###!/m水平摇床孵育过夜$ 次日

>XC>洗 & 次!)'脱脂奶粉 ;>XC>稀释二抗!山羊抗兔 e69":

iD#:(V和山羊抗鼠 e69":iD# :(V"p"####!室温孵育

/#5ER$ 洗膜后 Y]D滴加到膜的蛋白面!反应 & 0)5ER-胶片

曝光'定影$ "/#V](法检测 MNIWNIA;&'MNIWNIA;, 及 XMG;%

的 5(?+表达(据 VKE5AK& 和 ?]XeSGNIPWKE5AK设计 XMG;%'

MNIWNIA;&'MNIWNIA;, 基因序列引物$ XMG;%(上游引物 )t;

]>>]]+9]]>9+9+9]++]];&t! 下 游 引 物 )t;9+]99\

>+9]9+]9+9+9++9;&t! 其 扩 增 产 物 长 度 为 "*# SW-

MNIWNIA;&(上游引物 )t;>>+9>9>]]>9+99>9]99+;&t!

下游引物 )t;>]]+]99+99>>>]9>>9>>;&t扩增产物长度

为 *"SW-MNIWNIA;,(上游引物 )t;+>9]+999>+]9]]>>9>9

;&t!下游引物 )t;9]]]9]>9++>+>]]>]9+>;&t!扩增产

物长度为 "#)SW-以
%

;+]>e?作为内参(上游引物 )t;

]]]+>]>+>9+999>>+]9];&t!下游引物 )t;>>>++>9>\

]+]9]+]9+>>>];&t!扩增产物长度为 ")#SW$ (?+提取(

用超纯 (?+提取试剂盒提取细胞样本中总 (?+$ 实验操作

按产品说明书进行$ 电泳(取 )

.

G(?+用 "'琼脂糖凝胶进

行电泳$ 反转录(用 :ÊE;TTDUM3?+第一链合成试剂盒进

行反转录!实验操作按产品说明书进行$ (>;V](用 Xe2Y(

V](仪$ 采用 %

;

$$

MP

方法进行数据的相对定量分析$

&.统计学方法(数据经 CVCC "-.# 统计软件进行统计分

析$ 计数资料以均数 <标准差"H<2#表示$ 不同组别的组间

比较采用 ;[\];方差分析$ !4#.#) 为差异有统计学意义$

结!!果

".对高糖培养的施万细胞凋亡率的流式分析(

经高糖作用 /$F 后! 各组细胞平均凋亡百分率如下(

对照组 /.$*' <".#/''高糖组 "&.%$' <"."''川芎

嗪组 "#."#' <%.&''黄芪多糖组 -.,/' <".%,''川

黄混合组 -l%%' <#l&-''糖痛方组 -l#$' <#l$%'$

从实验结果看!经高糖刺激后施万细胞发生明显凋

亡!与对照组相比高糖组和川芎嗪组凋亡最显著"!

4#.#)!图 "# !黄芪多糖组'川黄混合组'糖痛方组的

凋亡率与对照组相比均增加但差异无统计学意义!但

与高糖组相比均有显著降低"!4#.#)#$ 糖痛方组

与黄芪多糖组'川黄混合组相比差异无统计学意义

"!o#&#)#!与川芎嗪组相比差异有统计学意义"!4

#.#)#$

图 )"实验组及对照组施万细胞凋亡的流式分析

+.对照组-X.高糖组-].川芎嗪组-3.黄芪多糖组-Y.川黄混合组- .̂糖痛方组

!

.#/.
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!!%.fAIPAKR SGBP法检测 XMG;%'MNIWNIA;& 及

MNIWNIA;, 蛋白表达的变化(XMG;%'MNIWNIA;& 和

MNIWNIA;, 采用 XEBKNOkLNRPEP[;2RA凝胶分析软件

进行灰度分析$ 结果显示(与对照组相比高糖组表达

MNIWNIA;& 和 MNIWNIA;, 升高!XMG;% 降低!且差异

明显"!4#.#)!表 "'图 %#$ 川芎嗪组'黄芪多糖组'

川黄混合组'糖痛方组各表达的 XMG;%'MNIWNIA;&

和 MNIWNIA;, 均介于对照组和高糖组之间$ 糖痛方

组表达的 XMG;% 与黄芪多糖组'川芎嗪组'川黄混合

组相比差异不明显!但该组表达的 MNIWNIA;& 与川芎

嗪组相比!差异有统计学意义"!4#.#)#'MNIWNIA;,

与黄芪多糖组'川芎嗪组'川黄混合组相比!差异有统

计学意义"!4#l#)!表 "#$

表 )"实验组及对照组对施万细胞 J#%!M%#$7&$71!P%

#$7&$71!O 蛋白表达的影响"H<2!) j&#

分组
XMG;%7

%

;NMPER

MNIWNIA;&7

%

;NMPER

MNIWNIA;,7

%

;NMPER

对照组 #./" <#.#& #.#" <#.#" #.", <#.#%

高糖组
#.%* <#.#"

"

#.%% <#.#"

"%

#.&* <#.##

"%

川芎嗪组 #.&& <#.#%

#.#, <#.#"

$%

#.&/ <#.#"

"%

黄芪多糖组
#.&$ <#.#&

$

#.#* <#.#&

$

#.&& <#.#%

"%

川黄混合组
#.&, <#.#%

$

#.#& <#.#%

$

#.&" <#.#"

"$%

糖痛方组
#.&- <#.#&

$

#.#" <#.#"

$

#.%# <#.#"

$

!!与对照组比较!

"

!4#.#)-与高糖组比较!

$

!4#.#)-与糖痛方

组比较!

%

!4#.#)

图 M"实验组及对照组施万细胞 J#%!M%#$7&$71!P%

#$7&$71!O 蛋白表达

!

!!&.V](法检测 MNIWNIA;&'MNIWNIA;, 及 XMG;%

5(?+表达的变化(给药 /$F 后!与对照组相比高糖

组表达 MNIWNIA;& 和 MNIWNIA;, 升高!XMG;% 降低!

且差异明显 "!4#.#)!表 %#$ 川芎嗪组'黄芪多糖

组'川黄混合组各表达的 XMG;%' MNIWNIA;& 和

MNIWNIA;, 均介于对照组和高糖组之间$ 糖痛方组

表达的 XMG;% 与对照组'黄芪多糖组'川芎嗪组'川

黄混合组相比无显著差异!但与高糖组相比差异显著

"!4#.#)!表 % #$ 糖痛方组表达的 MNIWNIA;&'

MNIWNIA;, 与对照组相比!差异无统计学意义 "!o

#l#)#!但与其余各组相比!差异有统计学意义"!4

#.#)!表 %#$

表 M"实验组及对照组对施万细胞 J#%!M%#$7&$71!P%

#$7&$71!O -BF=表达的影响"H<2!) j&#

分组
XMG;%

"%

;

22

]>值#

MNIWNIA;&

"%

;

22

]>值#

MNIWNIA;,

"%

;

22

]>值#

对照组 ".## <#.## ".## <#.## ".## <#.##

高糖组
#.&& <#.#%

"

-.*& <#.")

"%

-.#) <#.%,

"%

川芎嗪组
#.*% <#.#)

"$

).#) <#."/

"$%

/.&, <#.%$

"$%

黄芪多糖组
#.-* <#."-

"

&.&% <#."&

"$%

&.&$ <#.%$

"$%

川黄混合组
#.*- <#.#-

$

%.)* <#.%"

"$%

%./* <#.%-

"$%

糖痛方组
#.*) <#."#

$

".%) <#."%

$

".&* <#."#

$

!!与对照组比较!

"

!4#.#)-与高糖组比较!

$

!4#.#)-与糖痛方

组比较!

%

!4#.#)

讨!!论

本研究结果显示!高糖作用 /$F 后施万细胞明显

凋亡$ 而经糖痛方作用后施万细胞的凋亡率明显减

少$ 本实验进一步探讨了糖痛方抑制施万细胞凋亡

的内在机制$ 首先检测了细胞中 XMG;% 的变化!

XMG;%及其家族是具有抗凋亡特性的蛋白!参与调控

神经细胞凋亡发生的过程!XMG;% 表达增加可起到

抑制细胞凋亡的作用
)$!,*

$ 它的抗凋亡作用主要是

通过调节线粒体内外膜之间基质的 W:值!增加质子

外流!提高 ]N

% i

缓冲能力!维持线粒体跨膜电位的稳

定来达到的
)"#*

$ 本实验结果提示高糖干预后细胞中

XMG;% 明显下降!而糖痛方作用后细胞中 XMG;% 下

降减少!说明糖痛方对高糖所致的施万细胞线粒体膜

损伤可能有保护作用$ 其次!本研究对线粒体损伤后

其下游的 MNIWNIA;, 和 MNIWNIA;& 活性进行检测$

MNIWNIA;, 位于蛋白酶级联反应最上游!是细胞线粒

体依赖的凋亡途径中的重要起始因子$ MNIWNIA;&

是细胞凋亡的主要执行者!无论任何途径激活的细胞

凋亡最终都需要通过 MNIWNIA;& 完成!其在细胞凋亡

特有的形态改变以及生理变化过程中都起到核心控

制的作用
)""*

$

本研究结果显示!在高糖刺激 /$F 后施万细胞

MNIWNIA;, 升至较高水平!且其表达量与对照组和各

中药干预组比较均有统计学意义"!4#.#)#$ 这表

明高糖诱导的施万细胞凋亡的发生伴随着 MNIWNIA;

, 活性蛋白表达的变化!这与 DE等
)"%*

研究结果相近$

各中药及糖痛方含药血清干预后 MNIWNIA;, 活性蛋

白表达均低于高糖组!且糖痛方组维持在一个较低的

水平$ 由此可以看出糖痛方的干预明显抑制了

."/.
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MNIWNIA;, 的表达$ 此外!高糖作用 /$F 后施万细胞

MNIWNIA;& 表达明显升高$ 经中药及糖痛方含药血

清干预后!施万细胞 MNIWNIA;& 表达均降低!经糖痛

方含药血清干预后的施万细胞 MNIWNIA;& 表达基本

恢复至基线水平$ 这表明中药糖痛方虽然不能完全

阻止高糖刺激下施万细胞的凋亡!但明显减低了凋亡

发生的程度$

综上所述!本研究初步探讨了中药糖痛方抑制高

糖所致施万细胞凋亡的内在机制$ 结果提示!中药糖

痛方对神经细胞的损伤修复作用可能是通过提高XMG

;%'降低 MNIWNIA;, 和 MNIWNIA;& 的活性表达从而

抑制施万细胞的凋亡来实现的$

参考文献

" !李鸣镝!林兰!孙书臣!等.中药糖痛方外洗治疗糖尿病周围神经

病变的临床观察)@*.中国康复理论与实践!%##,!") "- # ())& ;

)))

% !林兰!郑亚琳!李鸣镝!等.糖痛方及其有效成分对高糖培养的施

万细胞增殖的影响)@*.医学研究杂志!%#"&!/%",# (// ;/*

& !连小峰!侯铁胜!傅强!等.植块法与酶消化法结合培养原代大鼠

施万细胞)@*.中国脊柱脊髓杂志!%##$!"$",# (*#& ;*#-

/ !屈岭!梁晓春!张宏.高糖对体外培养施万细胞影响的研究进展

)@*.基础医学与临床!%##$! %$""%# ("&%/ ;"&%$

) !李江雁!李青菊.不同糖浓度培养施万细胞对 ?9̂ 及 ]9>基因表

达的影响)@*.中国实用神经疾病杂志!%#"#!"&"*# ("- ;"$

- !石癑!梁晓春!张宏!等.筋脉通含药血清降低高糖培养大鼠施万

细胞活性氧水平及 V+(V;" 蛋白表达 )@*.基础医学与临床!

%#"%!&%",# ("#), ;"#-&

* !林兰!郑亚琳!李鸣镝!等.不同血清微环境培养的施万细胞增殖

状况比较)@*.医学研究杂志!%#"&!/%"$# (&" ;&&

$ !舒榕!刘冬玲!王强.瑞芬太尼对大鼠脑缺血再灌注损伤后大脑皮

质XMG;% 和MNIWNIA;& 表达的影响)@*.华中科技大学学报(医学

版!%#"%!/"""# (*% ;*)

, !张博!胡婷婷!张萍!等.YV2对大鼠急性脊髓损伤后 XMG;% 及

XNZ表达与运动神经元凋亡的影响 )@*.辽宁中医药大学学报!

%#"%!"#("%% ;"%&

"#!郭剑英!李英!潘家强!等.线粒体通透性转换孔及其与细胞凋亡

的关系)@*.动物医学进展!%##,!&#"$# ("#"

""!吴云飞.]NIWNIA;& 在血管内皮细胞凋亡中的作用研究进展)@*.

西南军医!%#"&!")"/# (/#$ ;/#,

"%!DEa!dFBL ]!]NGHAKP@f!"#$%.TLGPEWGAAJJAMPIBJF[WAKSNKEMBZ[6AR
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探讨神经外科导尿管相关性尿路感染的

发生因素与预防干预措施

马官英!赵德龙!喻!陆

摘!要!目的!探讨针对神经外科患者留置导尿管所引发相关性尿路感染的发生原因!以及临床预防护理干预措施与效

果$ 方法!选取 %#"% 年 & 月 0%#"/ 年 & 月笔者医院神经外科留置导尿管的患者 "%- 例!依据双盲随机分组将样本分为对照组

与干预组各 -& 例!两组患者均给予神经外科常规护理干预!干预组患者增加留置导尿管并发症的相关护理措施$ 结果!两组中

尿路感染发生率集中于高龄'女性'意识障碍与导尿管时间 o"# 天的患者中!其发生率均高于自身指标中的其他情况者!差异均

具有统计学意义"!4#.#)!!4#.#"#$ 干预组患者的导尿管留置时间为 /.&- <"."% 天!尿路感染发生率为 &.%'!护理总满意

率为 ,-.$'!均优于对照组!差异有统计学意义"!4#.#)#$ 结论!年龄'意识'性别以及留管时间均为神经外科患者引发导尿

管相关性尿道感染的主要危险因素!临床开展针对并发症预防的相关护理干预可降低并发症的发生率$
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