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天麻素通过下调 Nav1.6通道表达缓解糖尿病神经病理性疼痛的研究 *
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摘要 目的：探究天麻素对Ⅱ型糖尿病神经病理性痛的镇痛作用以及天麻素对背根神经节 Nav1.6通道的表达调控作用。方法：将

60只雄性 SD大鼠随机分为空白对照组、糖尿病组和天麻素处理组(10 mg·kg-1·d-1)。通过高脂饮食喂养 4周，低剂量腹腔注射

STZ (30 mg·kg-1)的方法构建Ⅱ型糖尿病神经病理性痛大鼠模型，利用痛行为学检测观察各组大鼠的机械刺激足缩反应阈值变

化，采用免疫荧光组织化学及Western blot方法观察各组大鼠背根神经节上 Nav1.6通道的表达变化。结果：与空白对照组相比，

糖尿病模型大鼠出现显著的机械刺激疼痛阈值下降 (P<0.05)，且模型组大鼠背根神经节神经元上的 Nav1.6通道表达上调 (P< 0.05)。
与糖尿病组相比，连续腹腔注射天麻素 3天、7天、14天后，模型动物的疼痛明显缓解 (P<0.05)，另外天麻素可以翻转背根神经节
上 Nav1.6通道的高表达 (P<0.05)。结论：天麻素可能通过降低 Nav1.6通道的表达来缓解Ⅱ型糖尿病神经病理性疼痛，从而为天

麻素缓解糖尿病神经病理性疼痛提供新的理论依据。

关键词：糖尿病神经病理性疼痛；天麻素；Nav1.6通道；背根神经节

中图分类号：R-33；R587.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2021）04-629-05

Gastrodin Alleviated Diabetic Neuropathic Pain via Downregulating the
Expression of Nav1.6 in Rats*

To investigate the inhibitory effect of gastrodin on allodynia in diabetic neuropathic pain and its mecha-

nisms. 144 male SD rats were randomly divided into three groups: control group, diabetes group and gastrodin treatment group

(10 mg·kg-1·d-1). Type Ⅱ Diabetic rats were fed high fat diet for 4 weeks and intraperitoneally injected with low-dose streptozotocin

(STZ) (30 mg·kg-1). The paw withdrawal mechanical threshold (PWMT) was detected to reflect the pain behavioral changes. The expres-

sion of Nav1.6 was observed by immunofluorescence histochemistry and Western blot analysis. Compared with control rats, type

Ⅱ diabetic rats showed significant pain sensitization and lower PWMT (P<0.05). Upregulated expression of Nav1.6 channel was detected
on dorsal root ganglion (DRG) neurons from these painful diabetic rats (P<0.05). After continuous injection of gastrodin for 3 days, 7
days and 14 days, the allodynia of diabetic rats was significantly relieved (P<0.05). Moreover, gastrodin could reverse the overexpression

of Nav1.6 on dorsal root ganglion neurons (P<0.05). Gastrodin could alleviate diabetic neuropathic pain by downregulating

the overexpression of Nav1.6. This research may provide new data for clinical therapy in diabetic neuropathic pain.
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前言

糖尿病神经病变是糖尿病的主要并发症之一，病变可累及

中枢及外周神经系统。有研究证明Ⅰ型和Ⅱ型糖尿病患者中，

周围神经病变的比例分别为 66 %和 59 %，这种外周神经病变

不但损害了外周神经的胞体还影响了外周神经的自发活动，临

床表现主要为疼痛、感觉异常、自主神经功能紊乱以及运动功

能障碍等[1]。因其病因复杂，目前仍缺少有效的治疗措施。近年

来，许多研究发现中药单体在治疗缓解神经病理性疼痛中发挥

重要作用。而我们前期的研究发现，天麻素可以明显改善链脲

菌素（Streptozocin, STZ）诱导的糖尿病神经病理性疼痛[2]。

天麻素（Gastrodin, GAS）是一种提取自中草药天麻的单
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体，又称对羟基苯甲醇 -O-茁-D-吡喃葡萄糖苷，其分子式为
C13H18O7，分子量为 286.28。天麻素具有多种药理作用，被广泛

应用于临床，它具有抗惊厥、镇痛、镇静等作用。天麻素可通过

抑制小胶质细胞的炎性因子表达、减少谷氨酸堆积、抑制神经

元异常放电等发挥神经元的保护作用[3-5]。然而涉及天麻素缓解

神经病理性疼痛的机制研究较少，我们前期的工作证实天麻素

能够通过增大背根神经节（Dorsal root ganglion, DRG）伤害性

感受神经元的 A型钾电流，降低神经元兴奋性来发挥镇痛作

用。但是天麻素是否对 DRG神经元上其他的兴奋性介质发挥

作用仍未可知。因此为了进一步探索 GAS缓解糖尿病神经病

理性疼痛的作用机制，本研究拟选用高脂饮食辅助 STZ注射

诱导Ⅱ型糖尿病神经病理性痛大鼠模型，观察 DRG神经元上

Nav1.6的表达变化；模型鼠腹腔注射 GAS，观察其对动物疼痛

阈值的影响以及对 DRG 神经元上 Nav1.6 表达的影响，为

GAS缓解糖尿病神经病理性疼痛提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 将 60只健康成年雄性 SD大鼠 (空军军医

大学实验动物中心提供，体重 180-200 g)，随机分为 3组：空白

对照组 (Control组)、糖尿病组 (Diabetes组)和天麻素处理组

(Diabetes + GAS组)。饲养期间保持动物自由饮食和饮水，昼夜

交替间隔 12小时。

1.1.2 主要试剂、试药及仪器 链脲菌素 (Sigma，美国)，兔抗

Nav1.6抗体 (Alomone，以色列)，鼠源 anti-NF-200的一抗（Sigma，

美国），山羊抗兔二抗 Cy3、山羊抗小鼠二抗 FITC (Sigma，

美国)，天麻素注射液 (昆明制药厂)，Von Frey机械刺激测试纤

维丝 (Ugo，美国)，冰冻切片机 (Leica，德国)，FV1000激光共聚

焦显微镜(Olympus，日本)。

1.2 方法

1.2.1 糖尿病动物模型制备 SD大鼠给与高糖、高脂饲料

（27 %蔗糖、13 %化猪油、7 %蛋黄粉以及 53 %正常基础饲

料）喂养 4周后，给大鼠禁食 24小时，之后腹腔注射 30 mg·kg-1

STZ (避光条件下，按浓度 1 %溶于冰的 0.1 M柠檬酸缓冲液，

pH=4.2)[6]。STZ注射后第 3天，取大鼠尾尖血用便携式血糖仪

（罗氏，美国）检测血糖，血糖大于 16.6 mmoL·L-1[7]即认为是 2

型糖尿病大鼠。随后对这些Ⅱ型糖尿病大鼠进行痛行为学检

测，出现疼痛阈值降低的动物用于后续研究。

本研究将实验用 SD大鼠随机分为 3组：Control组（对照组）、

Diabetes组（糖尿病组）以及 Diabetes + GAS（10 mg·kg-1·d-1）组

（处理组）。

1.2.2 机械刺激足缩反应阈值（Paw withdrawal mechanical

threshold, PWMT） 在行为检测前，动物提前 1周开始适应实

验环境。将一个 20 cm× 20 cm× 25 cm的透明的有机玻璃箱放

置于顶部为铁丝网的 30 cm高的金属架子上，且将待测大鼠置

于箱中。一般大鼠放置 15分钟后，开始以不同刺激强度（1、2、

4、6、8、10、15、20、25、30、35、40、45、50、60 g）的机械刺激纤维

丝（Von Frey）刺激大鼠两侧足底，刺激强度由小到大，每个强

度反复刺激 10次（每次间隔 5秒），将出现缩足反射 5次以上

的刺激克数定为机械刺激的反映的阈值（PWMT）。如果 60 g

Von Frey刺激大鼠足底仍不出现缩足反射，则认为大鼠无痛反

应，机械刺激阈值 < 1 g均以 1 g计。

1.2.3 免疫荧光组织化学染色 STZ注射后 7天，出现明显的

痛觉敏化后，动物腹腔注射 1 %戊巴比妥钠麻醉后，先用生理

盐水 300 mL，及 4 %多聚甲醛 400 mL灌注。取 L 3-L 5的 DRG

先置 4%多聚甲醛后固定 2小时，后放入 30%蔗糖溶液沉糖。随

后冰冻切片（12 滋m）后，1%牛血清封闭，使用兔源 anti-Nav1.6

的一抗（Alomone，以色列，1 : 200），鼠源 anti-NF-200 的一抗

（Sigma，美国，1 : 200），4℃孵育 24小时，使用山羊抗兔 Cy3，

山羊抗小鼠 FITC的荧光二抗（Sigma，美国，1 : 200），孵育 3小

时，最后抗荧光淬灭封片剂封片和在激光共聚焦显微镜下采集

图像，并用 image J进行平均光密度值分析。

1.2.4 免疫印迹分析（Western blot） 新鲜的 DRG组织加入裂

解液，匀浆，离心收集上清后进行蛋白定量以确保每个蛋白样

品的上样量一致，进行 SDS-PAGE凝胶电泳，将电泳后的凝胶

取出裁好，同 NC膜、滤纸按顺序放置在半干转装置中，之后用

PBST漂洗，再用 5%的脱脂牛奶室温封闭 1小时，加 anti-Nav1.

6的一抗（Alomone，以色列，1 : 400），4℃过夜。漂洗后加入二

抗，室温孵育 2小时，PBST漂洗，最后化学发光法显色，用 im-

age J对条带进行灰度值分析。

1.2.5 图象分析及数据统计 利用 SPSS 25.0软件对实验数据

进行统计分析，文中结果用均数± 标准误(x± SEM)表示。多组

间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用两样本非配对 t

检验方法。P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 高脂饮食糖尿病大鼠出现明显的神经病理性疼痛表现

高脂饮食的大鼠在腹腔注射 STZ后第 3天后即可出现血

糖增高（Fig.1 A，P<0.05），外周血血糖水平达到糖尿病诊断标
准，即大于 16.6 mmoL·L-1，平均血糖（27.92± 1.95）mmoL·L-1。

腹腔注射 STZ 3天后动物双足均陆续出现 PWMT值下降，STZ

注射后第 7天 PWMT趋于稳定，第 14天大鼠的双后足仍有明

显的痛觉敏化现象（图 1 B, C，P<0.01）。
2.2 糖尿病大鼠 DRG神经元的 Nav1.6通道表达增高

大鼠通过高脂饮食 +STZ注射诱导Ⅱ型糖尿病，造模成

功后（7-14天），对大鼠的背根神经节进行免疫荧光组织化学染

色和Western blot分析。免疫反应的强弱用平均光密度值表示，

反应越强平均值越大。与正常对照组相比，糖尿病组大鼠的背

根神经节上 Nav1.6 的平均光密度值明显增高（图 2 A, B，

0.08± 0.002 / pixel，P<0.01）。Western blot结果显示糖尿病组

DRG上Nav1.6的表达水平明显高于对照组（图 2C,D，P<0.05）。
2.3 GAS可以缓解糖尿病神经病理性疼痛

大鼠通过高脂饮食 +STZ注射诱导 Ⅱ 型糖尿病，STZ注

射后第 3天，筛选出现疼痛敏化的大鼠，腹腔给予 10 mg·kg-1·

d-1的 GAS注射，连续注射 7天，分别观察 GAS注射第 3天、5

天以及 7天的 PWMT值。研究发现，GAS可以有效缓解糖尿病

神经病理性疼痛。连续注射 GAS 3 天后，大鼠双侧后足的

PWMT明显升高（图 3 B, C，P<0.05），给药第 14天，大鼠双侧

后足的 PWMT接近正常阈值水平（图 3 B, C，P<0.01）。而 GAS

对糖尿病大鼠的血糖没有影响（图 3 A，P>0.05）。
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图 2糖尿病神经病理性痛组大鼠 DRG神经元上 Nav1.6通道表达增高

Fig.2 The expression of Nav1.6 on DRG neurons was increased in diabetic neuropathic pain group

Note: Data were expressed as x± SEM, scale bar: 100 滋m, **P<0.01, compared between control group (n=4) and diabetes group (n=4).
*P<0.05, compared between control group (n=5) and diabetes group (n=5).

图 1 高脂饮食 +STZ注射诱导的Ⅱ型糖尿病大鼠血糖升高并出现痛觉敏化现象

Fig.1 Hyperglycemia and allodynia were detected in typeⅡ diabetic rats induced by high-fat diet +STZ injection

Note: Data were expressed as x± SEM, **P< 0.01, compared between control group (n=20) and STZ 3d group (n=22); ##P<0.001, compared between
control group (n=20) and STZ 7d group (n=22); &&P< 0.001, compared between control group (n=20) and STZ 14d group (n=22).

2.4 GAS下调糖尿病大鼠 DRG神经元的 Nav1.6通道的表达

GAS注射第 7天，对大鼠的背根神经节进行免疫荧光组

织化学染色。与糖尿病组相比，注射 GAS的糖尿病大鼠，其背

根神经节上 Nav1.6的平均光密度值明显降低（图 4 A, B，0.051

图 3天麻素连续注射 3天、7天、14天，糖尿病神经病理性痛组大鼠的痛觉敏化明显缓解

Fig.3 After continuous injection of gastrodin for 3 days, 7 days and 14 days, the allodynia of diabetic rats was significantly relieved

Note: Data were expressed as x± SEM, *P<0.05, compared between diabetes group (n=7) and diabetes + GAS 3d group (n=7); ##P<0.001, compared
between diabetes group (n=7) and diabetes + GAS 7d group (n=7); &&P<0.001, compared between diabetes group (n=7) and diabetes + GAS 14d group

(n=7).
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± 0.007 / pixel，P<0.01）。提示 GAS 可以抑制糖尿病引起的

Nav1.6高表达。Western blot结果显示天麻素处理组 DRG上

Nav1.6的表达水平明显下降（图 4 C, D，P<0.05）

图 4天麻素能够下调糖尿病神经病理性痛组大鼠 DRG神经元上 Nav1.6通道的高表达

Fig.4 Gastrodin could reverse the overexpression of Nav1.6 on diabetic DRG neurons

Note: Data were expressed as x± SEM, scale bar: 100 滋m, **P<0.01, compared between diabetes group (n=4) and diabetes + GAS group (n=4).
*P<0.05, compared between diabetes group (n=5) and diabetes + GAS group (n=5).

3 讨论

糖尿病患者约 40-50 %会出现神经病变，这种病变可累及

中枢及外周神经系统，其中以外周的更为常见。糖尿病神经病

变多表现为疼痛、自主运动功能失常等，其危害严重、难以根

治，给患者的生活带来巨大的负担[1,8]。而糖尿病神经病理性疼

痛是糖尿病神经病变的一种常见表型，其病因复杂，目前缺少

有效的治疗方法，因此糖尿病神经病理性疼痛的防治以及新的

治疗药物的研发将是我们亟待解决的重要问题。

在本研究中通过高脂饮食 +低剂量 STZ注射的方法构建

动物模型。高糖、高脂喂养大鼠 4周后，腹腔注射 STZ (30 mg·

kg-1)，注射后 3-14天，约 85 %的大鼠出现高血糖。进一步检测

高血糖大鼠对机械刺激的敏感性，其中 97 %的高血糖大鼠出

现机械刺激感觉异常和痛觉过敏，这种疼痛一直持续整个测试

阶段。上述结果与既往报道相一致[6,9]，表明高脂饮食 + STZ诱

导的糖尿病动物模型可以成功地模拟了糖尿病神经病理性疼

痛的病理生理过程。

糖尿病神经病理性疼痛的发生机制错综复杂，涉及神经系

统的外周敏化、上行传导功能增强、离子通道表达改变以及中

枢敏化等多个方面，既往研究发现在 STZ诱导的糖尿病神经

病理性痛大鼠模型上，DRG的小直径神经元上的 TTX不敏感

的钠电流 [7]、T型钙、L型钙电流增大 [10]，而钙依赖性钾电流、

4-AP敏感的钾电流以及 TEA 敏感的钾电流减小 [2,11]。发现

db/db小鼠（Ⅱ 型糖尿病模型鼠）的 DRG上 Nav1.6通道表达

增高[12]。我们前期的工作也相继发现糖尿病大鼠模型伤害性神

经元上 TTX敏感的和 TTX不敏感的持续性钠电流增大，DRG

小细胞及其发出的神经纤维上 Nav1.7和 Nav1.8通道表达增

高，C类神经纤维传导速度减慢[13]。大量研究均已证实在糖尿

病神经病理性疼痛发生中离子通道也发生改变。因此 DRG神

经元上离子通道的表达变化在疼痛的外周敏化以及疼痛信号

的上行传导增强过程中发挥至关重要的作用，而本研究则聚焦

Ⅱ型糖尿病大鼠的神经病理性疼痛，进一步观察外周神经元

上 Nav1.6通道在疼痛发生过程中的表达变化。

由 SCN8A编码的 Nav1.6通道蛋白丰富表达在神经元、轴

突起始段和郎飞氏结上[14]。Nav1.6是一种对 TTX敏感的电压

依赖性钠离子通道，Nav1.6在外周神经元以及有髓鞘、无髓鞘

的轴突上均有表达，该通道参与调控机械性感受神经元的兴奋

性变化，Nav1.6通道从失活状态恢复到激活状态的速度较快，

这些特性决定了它在维持较高频率的放电中起到更为关键的

作用[15]。Nav1.6的基因突变会导致多种神经系统疾病，如震颤、

肌张力障碍、共济失调、过早死亡及癫痫性脑病等[16,17]。在既往

的疼痛研究中，发现 CFA诱导的炎性痛模型、背根神经节压迫

所致的神经病理性痛模型上 Nav1.6通道表达均增高；Nav1.6

通道参与重复放电的发生，在背根神经节压迫所致神经元兴奋
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性增高中也发挥重要作用[18,19]。诸多研究表明上调 Nav1.6可增

加神经兴奋性，参与神经病理性疼痛。而本研究的结果显示在

高脂饮食 + STZ诱导的Ⅱ 型糖尿病及神经病理性疼痛情况

下，大鼠 DRG神经元上 Nav1.6通道的表达显著增高。

越来越多的研究发现中药单体在缓解神经病理性疼痛中

发挥作用。有研究发现左旋延胡索乙素可以通过双向调控多巴

胺受体缓解神经损伤所致的神经病理性疼痛及慢性炎性

痛 [20,21]。丹参酮Ⅱ A可通过调节内质网应激通路影响糖尿病神

经病理性疼痛[22]；此外，我们前期的研究也发现 GAS对糖尿病

神经病理性疼痛具有明显的镇痛作用，且呈剂量依赖性，其半

数有效剂量 EC50为 7.87± 0.18 mg；这种镇痛作用可能基于

GAS降低糖尿病诱发的神经元的高频放电，增大辣椒素（cap-

saicin）阳性细胞的 A型钾电流，减小瞬时性钠电流产生[2]。本研

究在前期工作的基础上进一步观察了 GAS对Ⅱ 型糖尿病神

经病理性痛大鼠 DRG上 Nav1.6通道表达的影响。

天麻素是中草药天麻的主要有效成份，它在神经保护方面

发挥着重要的作用。天麻素具有多种药理学作用，有研究显示

在中枢神经系统短暂的局灶性脑缺血时，GAS可以通过减少

谷氨酸积累发挥神经保护作用；可通过抑制小胶质细胞的炎性

因子表达来发挥抗炎作用 ；另外，GAS能够改善学习记忆，

GAS通过促进 mPFC神经元自噬，增加 Beclin-1、LC3-I、LC3-I-

I、Bax蛋白的表达来提高大鼠空间记忆能力，从而有效治疗创

伤后应激障碍引起的记忆及情感障碍[23-26]。在脑缺血再灌注小

鼠模型上，GAS对海马新生神经元具有保护作用[27]；此外，GAS

能够通过调控Wnt/Nrf2通路发挥抗氧化、抗炎和抗凋亡等的

神经保护作用[28]；在外周神经损伤模型上，GAS可通过抑制背

根神经节的 p-ERK1/2通路激活以减轻 CCI 模型大鼠的神经

病理性痛[29]；天麻素注射液联合甲钴胺治疗后能缓解糖尿病患

者的外周神经病变[30]。为了进一步阐释 GAS对外周神经病理

性疼痛的作用机制，本研究进一步观察了 GAS对Ⅱ型糖尿病

神经病理性痛大鼠 DRG 上 Nav1.6 通道表达的影响，发现

GAS可以明显的下调糖尿病模型组 DRG神经元上 Nav1.6通

道的高表达，并缓解糖尿病神经病理性疼痛。

综上所述，本研究以高脂饮食 + STZ注射诱导的Ⅱ型糖

尿病神经病理性痛为切入点，发现绝大多数的模型动物出现了

明显的机械刺激痛觉敏化，病变引起大鼠背根神经节细胞上

Nav1.6通道表达增高。而天麻素可以明显缓解糖尿病神经病性

疼痛，这种镇痛作用可能是通过翻转 Nav1.6通道的过表达产

生。上述研究结果表明，天麻素可能通过抑制 Nav1.6通道表达

缓解糖尿病神经病理性疼痛，从而为糖尿病神经病性疼痛的治

疗提供新的理论支持。
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