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黄芪桂枝五物汤对化疗致大鼠周围神经损伤的作用
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［摘　要］　目的　评价黄芪桂枝五物汤对化疗致大鼠周围神经损伤的保护作用。 方法　将５５只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为空白

组、模型组、甲钴胺组、黄芪桂枝五物汤低、高剂量组，每组１１只。除空白组，其余各组采用多次腹腔注射奥沙利铂的方式建立

大鼠周围神经损伤模型，黄芪桂枝五物汤高、低剂量组分别采用黄芪桂枝五物汤１９．４０ｇ／ｋｇ·ｄ、４．８５ｇ／ｋｇ·ｄ灌胃，连续５０
天；甲钴胺组腹腔注射甲钴胺注射液１０４μｇ／ｋｇ，每周２次；模型组给予黄芪桂枝五物汤低、高剂量组等体积的生理盐水灌胃，

连续５０天；空白组每周２次等体积腹腔注射５％葡萄糖及灌胃等体积生理盐水。分别于给药第１、１０、１３、２０、２７、３４、４２、４８天

进行大鼠机械性缩足阈值及大鼠尾部热痛觉潜伏期测试。给药结束后，处死大鼠，荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测Ｌ４－６脊髓

ＮＲ２ＢｍＲＮＡ水平的影响，免疫组织化学法检测Ｌ５背根神经节（ＤＲＧ）中ｐＮＦ－Ｈ的表达。 结果　第１３天后各时间点，模型

组的大鼠机械性缩足阈值与空白组比较明显下降（Ｐ＜０．０５）；黄芪桂枝五物汤低、高剂量组、甲钴胺组与模型组比较明显增高
（Ｐ＜０．０５）；第４２、４８天，黄芪桂枝五物汤低、高剂量组与甲钴胺组比较机械性缩足阈值差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；各组大

鼠不同时间点热辐射甩尾反应时间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与空白组比较，模型组ＮＲ２ＢｍＲＮＡ水平升高（Ｐ＜
０．０１），黄芪桂枝五物汤低、高剂量组大鼠ＮＲ２ＢｍＲＮＡ水平较模型组降低（Ｐ＜０．０１）；黄芪桂枝五物汤低、高剂量组ｐＮＦ－Ｈ
阳性细胞数量较多，胞体肥大，染色加深，呈多角形或圆形。 结论　黄芪桂枝五物汤可改善化疗致大鼠周围神经毒性，其机

制可能是通过下调大鼠Ｌ４－６脊髓中ＮＲ２Ｂ的表达以及上调ＤＲＧ中ｐＮＦ－Ｈ蛋白水平来介导。

［关键词］　黄芪桂枝五物汤；奥沙利铂；周围神经毒性；周围神经损伤；血痹证
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　　血痹证与现代医学周围神经炎、周围神经麻痹、
类风湿性关节炎等多种疾病相类似。黄芪桂枝五物
汤是治疗血痹证的经典方剂，本研究通过建立奥沙
利铂致大鼠周围神经损伤模型，研究大鼠神经传导
速度变化的特点并利用黄芪桂枝五物汤对干预模型
大鼠，评价黄芪桂枝五物汤对周围神经损伤的保护
作用，探讨其与血痹证的相关性。

１　材料

１．１　药物
黄芪桂枝五物汤（药物组成：黄芪１５ｇ，桂枝

１２ｇ，白芍１５ｇ，生姜６ｇ，大枣１０ｇ），由江苏省中医药
研究院中药房提供，水煎后浓缩，含生药量３ｇ／ｍｌ，

４℃保存备用；奥沙利铂注射液（艾恒，江苏恒瑞医药
股份有限公司，批号：１１０３２１１１），用５％葡萄糖溶液
稀释至终浓度为４ｇ／Ｌ；甲钴胺注射液（海南斯达制
药有限公司，批号：１１０４７０Ａ）。

１．２　动物
雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５５只，体重（１９０±１０）ｇ，清洁

级，购自上海斯莱克实验动物中心，实验动物许可证
号：ＳＣＸＫ（沪）２００７－０００５。

１．３　主要实验试剂及仪器
大鼠 ＮＲ２Ｂ基因引物由上海英俊生物技术有

限公司合成；抗神经丝蛋白 Ｈ磷酸化亚型（ｐＮＦ－Ｈ）

ＩｇＧ抗体购自Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ公司；疼痛触觉测试套件
（Ｖｏｎ　ｆｒｅｙ　ｈａｉｒｓ）购自美国 Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司；Ｔａｉｌ－
Ｆｌｉｃｋ　Ａｎａｌｇｅｓｌａ　Ｍｅｔｅｒ购自美国 Ｈａｒｖａｒｄ公司；

Ｍａｘｉｍａ　Ｆｉｒｓｔ　ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒及

Ｍａｘｉｍａ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎｑ　ＰＣＲ试剂盒购自美国Ｆｅｒ－
ｍｅｎｔａｓ公司。

２　方法

２．１　动物分组及给药
采用随机数字表将大鼠分为５组，即空白组、模

型组、甲钴胺组、黄芪桂枝五物汤低剂量组（低剂量
组）、黄芪桂枝五物汤高剂量组（高剂量组），每组１１
只。高剂量组、低剂量组分别采用黄芪桂枝五物汤

１９．４０ｇ／ｋｇ·ｄ、４．８５ｇ／ｋｇ·ｄ灌胃，分别相当于成人

用量的４倍和１倍，连续给药５０天；甲钴胺组腹腔
注射甲钴胺注射液１０４μｇ／ｋｇ，每周２次；空白组每
周２次等体积腹腔注射５％葡萄糖及等体积的生理
盐水灌胃；模型组给予等体积生理盐水灌胃，连续

５０天。

２．２　动物模型的建立
参照文献［１］的造模方法，空白组腹腔注射５％

葡萄糖，其余各组按照４ｍｇ／ｋｇ的剂量腹腔注射奥
沙利铂。腹腔注射时间点分别为第８、９、１５、１６、２２、

２３、２９、３０天。给药结束后，奥沙利铂在大鼠体内累
积剂量接近３２ｍｇ／ｋｇ，近似１８０ｍｇ／ｍ２ 的人体应用
剂量。造模与给药同时进行。

２．３　指标检测

２．３．１　机械性缩足阈值检测　参照文献［２］的方
法，用ｖｏｎＦｒｅｙ纤维细丝（折力梯度分别为１．０、

１．４、２．０、４．０、６．０、８．０、１０．０、１５．０ｇ），折合成缩足阈
值（分别为 ４．０８、４．１７、４．３１、４．５６、４．７４、４．９３、

５．０７、５．１８）。将有机玻璃箱（２２ｃｍ×１２ｃｍ×２２ｃｍ）
置于金属筛网上，待大鼠在有机玻璃箱中适应

１５ｍｉｎ后处于静止时，用ｖｏｎＦｒｅｙ纤维细丝垂直刺
激大鼠一侧后肢足底中部，持续时间≤４ｓ，大鼠出现
抬足或舔足行为视为阳性反应。测定时首先从折力

２．０ｇ开始，当该力度的刺激不能引起阳性反应时，
则给予相邻大一级力度的刺激；若出现阳性反应则
给予相邻小一级力度的刺激，如此连续进行，直至出
现第一次阳性和阴性反应的骑跨，每个折力的ｖｏｎ－
Ｆｒｅｙ纤维细丝均连续测定５次，每次刺激间隔３０ｓ，

５次当中有３次或３次以上的阳性反应视为有机械
痛敏，最大力度为１５．０ｇ，大于此值时记为１５．０ｇ，以
相应的折合缩足阈值计算统计。分别于给药第１、

１０、１３、２０、２７、３４、４２、４８天测试１次。

２．３．２　辐射热测痛实验　参照文献［２］的方法，采
用辐射热测痛仪，由２４Ｖ、２５０Ｗ 聚光灯泡制成，光
线经外罩上的聚光漏斗集中照射于鼠尾，漏斗外口
直径为３ｍｍ，测痛时外口紧贴鼠尾，当鼠尾产生突
然抽搐时，即为甩尾反应阳性，借助秒表记录甩尾反
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应潜伏时间（以下简称痛阈），秒表记录最低限度为

０．１ｓ。取尾尖部起始的２ｃｍ 处测痛，反复测痛３
次，取平均值。分别于给药第１、１０、１３、２０、２７、３４、

４２、４８天检测１次。

２．３．３　背根神经节ｐＮＦ－Ｈ 免疫组织化学检测　
给药５０天后，空白组、模型组、黄芪桂枝五物汤低剂
量组、高剂量组根据随机数字表法选取５只大鼠，心
脏灌注２００ｍｌ　４℃生理盐水，然后用４％多聚甲醛

１００ｍｌ先快后慢灌注固定。取出 Ｌ５背根神经节
（Ｄｏｒｓａｌ　ｒｏｏｔ　ｇａｎｇｌｉａ，ＤＲＧ）并剥膜。Ｌ５ＤＲＧ置于

４％多聚甲醛中，４℃过夜后行脱水、浸蜡、包埋。

１０％正常山羊血清封闭１０ｍｉｎ后滴加抗ｐＮＦ－Ｈ抗
体，４℃过夜。加适量生物素标记二抗兔抗羊ＩｇＧ，

３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗。滴加ＤＡＢ显色液，显
微镜观察。蒸馏水充分冲洗，苏木素轻度复染，

０．１％ＨＣｌ分化，自来水冲洗，脱水，透明，树胶封
片。镜下观察拍照（１００×）。

２．３．４　荧光定量ＰＣＲ分析脊髓ＮＲ２Ｂ基因转录情
况　给药５０天后，各组剩余６只大鼠，行脱椎处死，
解剖，取出腰段脊髓（Ｌ４－６）并剥除硬脊膜，分离后
迅速移至－８０℃保存。取１００ｍｇ组织样本采用Ｔｒ－
ｉｚｏｌ法抽提ＲＮＡ，１μｇＲＮＡ用于ｃＤＮＡ第一链的合
成，ＰＣＲ 引物序列如下：上游引物 ＮＲ２Ｂ－Ｆ：５＇－
ＴＡＣＧＧＧＡＧＧＧＡＴＡＧＧＧＣ－３＇，下游引物 ＮＲ２Ｂ－
Ｒ：５＇－ＧＣＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＧ－３＇。实时荧光定
量ＰＣＲ反应在 ＡＢＩ７５００ＰＣＲ仪上进行，反应程序
如下：５０℃预处理（２ｍｉｎ），９５℃预变性（１０ｍｉｎ），

９５℃变性（１５ｓ）和６０℃退火（６０ｓ）共４０循环，扩增结

果采用ΔΔＣＴ法进行分析。

２．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１６．０统计软件包进行数据统计分

析，计量资料采用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用 Ｏｎｅ－Ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ方差分析，两组间比
较用ｔ检验。

３　结果

３．１　各组大鼠不同时间机械性缩足阈值比较
表１示，实验第１３、２０、２７、３４、４２、４８天模型组

大鼠出现明显触诱发痛，机械性缩足阈值与空白组
比较明显下降（Ｐ＜０．０５）；低剂量组、高剂量组及甲
钴胺组与模型组比较机械性缩足阈值明显增高（Ｐ
＜０．０５）；第４２、４８天，低剂量组、高剂量组与甲钴胺
组比较机械性缩足阈值差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

３．２　各组大鼠不同时间热辐射甩尾反应时间比较
表２示，各组大鼠不同时间点热辐射甩尾反应

时间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３．３　各组大鼠脊髓ＮＲ２ＢｍＲＮＡ水平
表３示，模型组大鼠ＮＲ２ＢｍＲＮＡ水平表达显

著高于空白组（Ｐ＜０．０１）；低剂量组、高剂量组大鼠

ＮＲ２ＢｍＲＮＡ水平较模型组降低（Ｐ＜０．０１）。

３．４　各组大鼠ＤＲＧ中ｐＮＦ－Ｈ蛋白表达比较
空白组大鼠 ｐＮＦ－Ｈ 免疫反应阳性细胞在

ＤＲＧＬ４—５中较多，神经元胞体肥大，着色深；模型
组大鼠ｐＮＦ－Ｈ免疫反应阳性细胞在ＤＲＧＬ４—５数
量明显减少，神经元胞体相比正常组较小；低剂量
组、高剂量组大鼠ｐＮＦ－Ｈ免疫反应阳性细胞或产物

表１　各组大鼠不同时间机械性缩足阈值比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 第１天 第１０天 第１３天 第２０天 第２７天 第３４天 第４２天 第４８天

空白组 １１　５．０６±０．０９　５．１０±０．０５　 ５．０３±０．０９　 ５．０６±０．１２　 ５．０３±０．０９　 ５．０６±０．０９　 ５．０６±０．０９　 ５．１０±０．０５
模型组 １１　５．１０±０．１０　５．１３±０．０６　 ４．９８±０．１４＊ ４．７８±０．１６＊ ４．６３±０．２２＊ ４．５２±０．２１＊ ４．４０±０．１６＊ ４．３２±０．１４＊

甲钴胺组 １１　５．１２±０．０６　５．１２±０．０６　 ５．１３±０．０６△ ４．９３±０．１８△ ４．８８±０．２１△ ４．７３±０．２３△ ４．５７±０．１９△ ４．６７±０．２４△△

低剂量组 １１　５．０９±０．０９　５．１２±０．０９　 ５．１０±０．０５△ ４．９６±０．１６△ ４．９２±０．２４△ ４．７５±０．２６△ ４．７８±０．２２△▲ ４．９０±０．２３△▲

高剂量组 １１　５．０６±０．１０　５．１１±０．１０　 ５．０３±０．０４△ ４．９８±０．１２△ ４．９０±０．１３△ ４．７５±０．２５△ ４．７２±０．３０△▲ ４．８４±０．２０△▲

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５；与甲钴胺组比较，▲Ｐ＜０．０５

表２　各组大鼠热辐射甩尾反应时间比较（ｓ，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 第１天 第１０天 第１３天 第２０天 第２７天 第３４天 第４２天 第４８天

空白组 １１　１３．０６±３．６９　１３．９０±３．５２　１２．４５±２．２５　１２．６７±３．０９　１３．７０±２．６７　 １３．８９±５．６　 １３．４５±２．７６　 １５．１０±３．４５
模型组 １１　１３．３２±３．２６　１２．２９±２．９４　１１．９８±２．８９　１１．９９±４．４９　１２．７９±４．８２　１４．５９±６．２５　１１．０５±５．０７　 １４．３２±３．１４
甲钴胺组 １１　１２．１２±２．２６　１１．５９±３．０８　１１．９８±３．６４　１２．８０±３．６５　１３．３０±３．４１　１２．６９±２．３９　１４．３７±３．４５　 １３．６７±４．２４
低剂量组 １１　１１．０９±３．０９　１０．７７±１．７８　１４．４０±２．９１　１３．５７±５．５９　１４．４３±４．５６　１５．２２±４．６９　１３．１６±６．４６　 １３．９０±４．２３
高剂量组 １１　１２．０６±４．１０　１２．５３±３．４１０　１３．９８±５．５８　１５．９２±２．３９　１４．６７±３．５０　１３．１８±４．００　１３．４７±４．５７　 １３．８４±３．２０
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表３　各组大鼠脊髓ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达比较

组别 鼠数 相对定量（ＲＱ）值

空白组 ６　 ０．０９１
模型组 ６　 １＊

甲钴胺组 ６　 １．１０１
低剂量组 ６　 ０．０６８△

高剂量组 ６　 ０．０８７△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０１；

在ＤＲＧＬ４—５数量与模型组比较明显增加，胞体肥
大，染色加深，呈多角形或圆形。

４　讨论
血痹证是临床常见病症之一，最早出自《灵枢·

九针》：“邪人于阴则为血痹”。血痹作为完整的病名
概念出自张仲景《金匮要略》［３］。奥沙利铂是常用铂
类抗肿瘤药，其最为明显的毒副作用是对神经系统
的毒性，且呈剂量相关性，最常见的症状是感觉异
常，患者常出现手足麻木，感觉迟钝，寒冷刺激明显
加重或诱发［４］。古代文献对血痹的描述在临床表现
与奥沙利铂导致周围神经毒性相似，因此可以将奥
沙利铂导致的周围神经毒性辨证归纳为血痹范畴。

黄芪桂枝五物汤具有益气通经，活血通痹的功效。
对于皮肤炎、周围神经炎、中风后遗症等见有肢体麻
木疼痛，属气虚血滞，微感风邪者均可加味用之［５］。

研究表明奥沙利铂的慢性病变与奥沙利铂使用
剂量相关［６］。本实验采用对大鼠长期多次腹腔注射
奥沙利铂模拟患者化疗的过程，大鼠痛觉阈值下降，
可以导致大鼠周围神经损伤。在造模与用药过程
中，运用痛觉行为测试随时监测造模是否成功以及
黄芪桂枝五物汤的疗效，并能反映奥沙利铂用药后
大鼠痛觉过敏的渐变过程。在造模结束后痛觉行为
测试提示各用药组之间差别不明显，故本实验在造
模结束后继续中药治疗两周，发现黄芪桂枝五物汤
效果优于甲钴胺。

多项研究表明，抑制 ＮＲ２Ｂ亚基具有神经保护
作用［７－８］。Ｗｉｌｓｏｎ等［９］发现神经损伤后大鼠脊髓
背角ＮＲ２Ｂ亚基的表达明显增加，选择性的 ＮＲ２Ｂ
拮抗剂能减轻神经源性疼痛，并且没有运动功能的
损害。因此，推测ＮＲ２Ｂ在脊髓水平痛觉信息传递
中可能起到重要作用。本研究发现大鼠在注射奥沙
利铂后无明显自发性疼痛表现，但随病程发展可出
现不同程度的触诱发痛。在使用奥沙利铂化疗后，

其ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达量上升显著，而应用黄芪桂枝
五物汤治疗后，ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达量下降明显，降

至正常水平。ｐＮＦ－Ｈ主要分布在神经组织，对神经
元的抗张强度及分子和细胞器在轴突内转运起着关
键作用，有研究表明，ｐＮＦ－Ｈ 的免疫反应停留在

ＤＲＧ神经纤维［９－１０］。免疫组织化学结果显示模型
组大鼠ＤＲＧ中ｐＮＦ－Ｈ 免疫反应阳性细胞数量减
少，染色变淡，说明化疗损伤导致ｐＮＦ－Ｈ 水平降
低，应用黄芪桂枝五物汤治疗后，ｐＮＦ－Ｈ 免疫反应
阳性细胞在数量增加，胞体肥大，染色加深，呈多角
形或圆形，表明黄芪桂枝五物汤对于化疗损伤的

ＤＲＧ神经纤维具有修复功能。
本研究结果表明，黄芪桂枝五物汤对防治化疗

诱导的大鼠周围神经损伤有确切的效果，为中药防
治化疗所致血痹证提供了实验依据。
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