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【摘要】 目的 观察氢气对链脲霉素致糖尿病周围神经病变模型大鼠坐骨神经功能和疼痛行为学

的影响，并探讨其可能的作用机制。方法 腹腔注射链脲霉素（65 mg/kg）建立糖尿病大鼠模型，6周后

腹腔注射富氢生理盐水（5 ml/kg），连续治疗 2周后观察不同处理组大鼠坐骨神经功能和疼痛行为学变

化，并检测坐骨神经炎性因子［肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）和白细胞介素⁃6（IL⁃6）］及核因子⁃κB（NF⁃κB）
p65亚基表达变化。结果 （1）与正常对照组相比，模型制备成功第 8周时模型组大鼠体质量降低、血糖

水平升高（均 P = 0.000）；与模型组相比，氢气治疗组大鼠体质量和血糖水平无明显改善（均 P > 0.05）。

（2）与正常对照组相比，模型制备成功第 8周时模型组大鼠坐骨神经传导速度减慢、热痛阈和机械性痛

阈降低（均 P = 0.000）；而与模型组相比，氢气治疗后大鼠坐骨神经传导速度增加、热痛阈和机械性痛阈

提高（均 P = 0.000）。（3）经氢气治疗后，大鼠坐骨神经 TNF⁃α和 IL⁃6表达水平降低（均 P = 0.000），NF⁃κB
p65亚基阳性细胞数目减少（P = 0.000）。结论 糖尿病周围神经病变与炎症反应有关，而氢气可以通过

抑制 NF⁃κB及其下游炎性因子的表达而发挥对糖尿病周围神经损害的保护作用。

【关键词】 神经痛； 糖尿病神经病变； 氢； NF⁃κB； 肿瘤坏死因子α； 白细胞介素 6； 疾病

模型，动物

Protective effect of hydrogen on diabetic peripheral neuropathy by suppressing
nulcear factor⁃kappaB pathway
JIAO Yang, YU Yang, LI Bo, YU Yong⁃hao
Department of Anesthesiology, Tianjin Medical University General Hospital, Tianjin 300052, China
Corresponding author: YU Yong⁃hao (Email: yuyonghao@126.com)

【Abstract】 Objective To investigate the effect of hydrogen on streptozotocin (STZ) ⁃ induced
diabetic rat models with peripheral neuropathy and explore the possible mechanism. Methods Eighteen
male Sprague⁃Dawley (SD) rats were randomly divided into model group (N = 6), hydrogen⁃treated group (N =
6) and normal control group (N = 6). After fasting for 12 h, experimental diabetic rat models were
established by intraperitoneal injection of STZ (65 mg/kg of single dose), while normal control group only
received a same dose of citrate buffer. Diabetes was confirmed with a fasting plasma glucose more than
16.67 mmol/L 48 h after STZ injection. After diabetic models were established successively, hydrogen⁃rich
saline (5 ml/kg) was administered by intraperitoneal injection in hydrogen⁃treated group daily in 7th and 8th
week after diabetes induction. Corresponding model and normal control groups received a same dose of
normal saline. Changes of sciatic function and pain behavior in rats of different groups were measured to
investigate the effect of hydrogen⁃rich saline. Proinflammatory cytokines, including tumor necrosis factor⁃α
(TNF⁃α) and interleukin⁃6 (IL⁃6), and nuclear factor⁃kappaB (NF⁃κB) p65 expression were then determined
to clarify the possible mechanism of hydrogen ⁃ mediated protection. Results 1) Compared with normal
control group, body weight in model group decreased significantly, while plasma glucose levels increased
significantly (P = 0.000, for all) 8 weeks after STZ induction. Hydrogen did not show any effects on body
weight and plasma glucose levels of treated rat models in comparison with model group (P = 0.256, 0.821).
2) Compared with normal control group, motor nerve conduction velocity (MNCV), heat pain threshold (HPT)
and mechanical withdrawal threshold (MWT) decreased significantly in model group (P = 0.000, for all), but
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氢气抑制核因子⁃κB通路对糖尿病周围
神经病变的保护作用
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糖尿病周围神经病变（DPN）是临床常见的糖尿

病难治性并发症之一，其疼痛症状包括自发性疼

痛、痛觉过敏、异常性疼痛等，严重影响患者生活质

量［1⁃2］。有研究表明，周围神经损伤引起的疼痛症状

与核因子⁃κB（NF⁃κB）诱发的炎症反应密切相关［3］，

而高血糖可以通过激活包括 NF⁃κB 在内的多种转

录因子加重炎症反应并引起疼痛［4］。由于糖尿病周

围神经病变的分子机制尚不明确，临床上对其治疗

目前仅局限于控制血糖和减轻疼痛症状［5］，亟待发

现针对其分子靶点的新型药物。氢气作为近年来

发现的一种新型抗氧化剂，其抗氧化和抗炎症作用

已在多种疾病模型中得到确认［6］，但其在神经病理

性疼痛模型中的作用尚未见诸文献。在本实验中，

我们以糖尿病周围神经病变大鼠为研究对象，观察

富氢生理盐水对动物神经功能和疼痛学行为的影

响，并探讨其可能的作用机制，以为糖尿病周围神

经病变的临床治疗和氢气的临床应用提供新方向。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物及分组 清洁级 8 周龄健康雄性

Sprague⁃Dawley（SD）大鼠 18 只，体质量 200 ~ 220 g，
购自军事医学科学院实验动物中心。所有动物均

于通风环境下饲养，自由摄食、饮水，12 h/d 光照维

持昼夜循环。适应性饲养 1周后采用随机数字表法

随机分为正常对照组（对照组）、模型组（模型组）和

氢气治疗组（治疗组），每组各 6只大鼠。

2. 试剂与药品 链脲霉素（STZ）注射液（规格：

1 g/瓶）购自美国 Sigma公司，以 1 g：100 ml配比溶于

pH值为 4.5的枸橼酸缓冲液。大鼠肿瘤坏死因子⁃α
（TNF⁃α）和白细胞介素⁃6（IL⁃6）酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测试剂盒购自美国 eBioscience公司。免

疫试剂中Ⅰ抗工作液［含兔抗大鼠 NF⁃κB p65 单克

隆 抗 体（1 ∶ 400）］购 自 美 国 Cell Signaling
Technology公司，通用型 PV⁃6001免疫组织化学检测

试剂盒［含辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔

IgGⅡ抗工作液］，以及二氨基联苯胺（DAB）显色试

剂盒均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

3. 实验仪器 Accu⁃Chek 血糖检测仪购自德国

Roche 公司。GCH⁃300 型高纯氢气发生器（纯度 >
99.99%）为天津市同普分析仪器科技有限公司产

品。Keypoint 4 型肌电图诱发电位仪（输入阻抗：

1000 MΩ；共模抑制比：115 dB；噪声电压：0.6 μV）
由武汉维迪医疗科技有限公司提供。YLS⁃6B 智能

热板仪（温度控制误差：< 0.2 ℃；时间显示误差：<
0.02 × 10 ⁃ 3 s）为上海精密仪器仪表有限公司产品。

Bio ⁃ EVF3 手持式电子 Von Frey 测痛仪（分辨率：

0.10 g；精 确 度：0.20 g）由 法 国 Bioseb 公 司 提 供。

CA94089 型 连 续 光 谱 酶 标 仪 购 自 美 国 Molecular
Devices 公 司 。 BX53 型 生 物 显 微 镜 购 自 日 本

Olympus公司。

二、实验方法

1. 糖尿病动物模型的建立 （1）糖尿病模型制

备：动物入组后空腹 12 h，模型组和治疗组大鼠按照

65 mg/kg剂量腹腔注射质量分数为 1%的链脲霉素，

对照组大鼠仅腹腔注射相同体积的枸橼酸缓冲

液。（2）模型制备成功判断标准：链脲霉素注射 48 h
后经尾静脉采集血液标本检测大鼠空腹血糖水

平，≥ 16.67 mmol/L为糖尿病模型制备成功，剔除未

达标者。（3）药物治疗：治疗组大鼠于糖尿病模型制

备成功后 6 周开始腹腔注射富氢生理盐水，剂量为

5 ml/kg（每日 16:00-18:00）［7］，连续治疗 2周；对照组

和模型组大鼠均注射等体积生理盐水，1 次/d，治疗

2周。分别于治疗结束后测定各组大鼠体质量和血

糖水平的变化。

2. 富氢生理盐水的制备 采用氢气发生装置，

于 0.40 MPa 下使氢气溶于生理盐水中达饱和状态

并维持 6 h，储存于 4 ℃冰箱备用。新鲜配制的富氢

生理盐水中氢气应达 0.60 mmol/L。
3. 运动神经传导速度测定 糖尿病模型制备成

increased significantly in hydrogen ⁃ treated group when compared with model group in the 8th week (P =
0.000, for all). 3) Hydrogen also reduced the positively expressed cells of NF⁃κB p65 (P = 0.000) as well as
levels of TNF ⁃α and IL ⁃ 6 (P = 0.000, for all). Conclusion Inflammation may participate and exaggerate
painful diabetic neuropathy. Besides, hydrogen has the protective potential of ameliorating neuroinflammation
and peripheral nerve injury by suppressing NF⁃κB pathway and its downstream inflammatory cytokines.

【Key words】 Neuralgia; Diabetic neuropathies; Hydrogen; NF⁃kappa B; Tumor necrosis factor⁃
alpha; Interleukin⁃6; Disease models, animal
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功后第 8 周，即最后一次富氢生理盐水治疗后 24 h
测定大鼠坐骨神经运动神经传导速度（MNCV）。大

鼠全身麻醉、俯卧位固定，体温维持于 35 ~ 37 ℃以

对抗麻醉降温效应。分离并显露坐骨结节和踝关

节部位的坐骨神经主干，刺激电极分别置于坐骨切

迹和踝内侧，记录电极置于同侧足趾第一骨间肌，

参考电极置刺激电极与记录电极之间。采用刺激

强度为 3 V的单脉冲方波，记录近、远端坐骨神经动

作电位潜伏期，同时测定两刺激电极与记录电极之

间的距离，代入公式：运动神经传导速度（m/s）= 两

刺激电极与记录电极之间距离差 / 两刺激电极动作

电位潜伏期差，获得运动神经传导速度。

4. 疼痛行为学实验 糖尿病模型制备成功后第

8 周，即最后一次富氢生理盐水治疗后 24 h 进行疼

痛行为学实验。（1）热痛阈测定：①热水甩尾实验。

将鼠尾浸入水温为（52.50 ± 0.50）℃的热水中，记录

从浸入至鼠尾翘起或出现挣扎表现的时间，共测定

3次，每次间隔时间为 15 min，取平均值作为甩尾反

应潜伏期（TFL）。若热水浸浴时间 > 15 s，鼠尾仍未

翘起则剔除本研究。②热板实验。YLS⁃6B 智能热

板仪的加热温度设定为（52 ± 1）℃，记录大鼠从置

于热板到出现舔足、嘶叫、跳跃等受热反应的时间，

共测定 3次，每次间隔时间为 10 min，取平均值作为

缩足潜伏期（PWL）。若大鼠置于热板时间＞15 s仍
未出现上述疼痛反应，则剔除本研究。（2）机械痛阈

测定：将大鼠先置于网状平面上适应 30 min，然后采

用 Bio⁃EVF3 手持式电子 Von Frey 测痛仪测定大鼠

右后足缩足阈值（PWT），以克（g）表示，共测定 3次，

每次间隔时间为 15 min，取平均值作为缩足阈值。

若测痛仪压力 > 500 g大鼠仍未出现快速缩足反应，

则剔除本研究。

5. 酶联免疫吸附试验测定富氢生理盐水治疗前

后炎性因子表达变化 于糖尿病模型制备成功后

第 8 周且运动神经传导速度和疼痛行为学测定后，

以质量分数为 10%水合氯醛溶液（200 mg/kg）腹腔

注射麻醉大鼠，切取双侧坐骨神经，迅速冷冻、称质

量，加入经预冷的含蛋白酶抑制剂的磷酸盐缓冲液

（PBS），手动匀浆，4 ℃、12 000 × g 离心 20 min 后取

上清液备用。严格按照 ELISA 试剂盒要求，分别测

定坐骨神经 TNF⁃α和 IL⁃6表达水平。

6. 免疫组织化学染色观察坐骨神经 NF⁃κB p65
亚基表达变化 糖尿病模型制备成功后第 8 周，以

质量分数为 10%水合氯醛溶液（200 mg/kg）腹腔注

射麻醉大鼠，经升主动脉灌注质量分数为 4%多聚

甲醛溶液固定，切取双侧坐骨神经，石蜡包埋、组织

切片（层厚 4 μm），常规脱蜡，滴加体积分数为 3%双

氧水（H2O2）孵育 10 min，枸橼酸缓冲液（pH 值 6.0）
煮沸 10 min，血清封闭 20 min，去血清、滴加Ⅰ抗

（NF⁃κB p65单克隆抗体）、4 ℃孵育过夜；滴加Ⅱ抗

工作液、37 ℃孵育 30 min，DAB 显色、苏木素复染、

二甲苯透明、中性树胶封片。采用 ImaGene 3.0软件

进行图像分析，每一标本随机切取 3张组织切片，每

张切片观察 5 个不重叠视野，取平均值；以光学显微

镜下观察细胞核中出现棕黄色颗粒者为阳性细胞。

三、统计分析方法

采用 SPSS 18.0 统计软件进行数据计算与分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，不同处

理组动物体质量、坐骨神经传导速度、疼痛行为学

参数、血糖和生化指标之间的比较采用单因素方差

分析，两两比较行 q 检验。以 P ≤ 0.05 为差异具有

统计学意义。

结 果

一、氢气对大鼠体质量和血糖水平的影响

于模型制备成功后第 8周时观察不同处理组大

鼠一般情况，并测定体质量和血糖变化。与对照组

相比，模型组大鼠表现为多食、多饮、多尿，体质量

增长缓慢、血糖水平升高（均 P = 0.000）；与模型组相

比，氢气治疗后大鼠体质量（P = 0.256）和血糖水平

无明显改善（P = 0.821，表 1）。

二、氢气对大鼠神经功能和疼痛行为学的影响

以大鼠坐骨神经传导速度作为衡量周围神经

功能的标准，与对照组相比，模型制备成功后第 8周

时模型组大鼠表现为运动神经传导速度减慢、甩尾

潜伏期和热缩足潜伏期缩短、机械性痛阈降低（均

P = 0.000），出现神经功能损害和痛觉过敏表现。与

模型组大鼠相比，氢气治疗后大鼠运动神经传导速

度增加，甩尾潜伏期、热缩足潜伏期和机械性痛阈

增加（均 P = 0.000，表 2）。提示氢气可有效改善糖

尿病大鼠运动神经传导速度和痛觉过敏症状。

三、氢气对大鼠炎性因子和 NF⁃κB p65 亚基表

达的影响

模型制备成功后第 8周，与对照组相比，模型组

大鼠坐骨神经炎性因子（TNF⁃α和 IL⁃6）水平升高，

NF⁃κB p65 亚基阳性细胞数目增加（均 P = 0.000）。

经氢气治疗后，炎性因子水平下降，NF⁃κB p65亚基
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阳性细胞数目减少并接近对照组水平（均 P = 0.000；
表 3，图 1）。表明炎症反应参与了糖尿病周围神经

病变的形成，而氢气可通过降低糖尿病大鼠坐骨神

经 NF⁃κB 表达水平而抑制炎症反应，对周围神经病

变起到治疗作用。

讨 论

氢气为近年发现的一种新型抗氧化剂，其作用

机制不仅局限于直接清除氧自由基，还可通过调节

多种抑制炎症或过敏反应、抑制细胞凋亡的蛋白质

表达而发挥神经保护作用［8］。有研究表明，氢气可

通过中和氧自由基和抑制 NF⁃κB 通路，防止颈动脉

球囊损伤术后新内膜增生，从而减少经皮冠状动脉

球囊扩张术后的再狭窄［9］；还可通过抑制 NF⁃κB/
TNF⁃α通路减轻血管内皮细胞炎症反应，防止动脉

粥样硬化的进展［10］。因此，推测氢气可以针对高血

糖引起的神经炎症反应而发挥神经保护作用，从而

减轻糖尿病周围神经病变的疼痛症状及周围神经

损害。

糖尿病周围神经病变以神经传导速度下降和

神经血流减少为特征性表现，一般于链脲霉素注射

后 4 ~ 6周达高峰［11］，并可伴随出现其他类似症状如

热痛敏或机械性痛敏等［12］。在本实验中，我们通过

检测氢气治疗前后糖尿病大鼠神经功能和疼痛行

为学的变化来确定其治疗作用，并观察坐骨神经炎

性因子和 NF⁃κB 表达变化，以明确 NF⁃κB 通路在氢

气治疗糖尿病周围神经病变中的作用。结果显示，

糖尿病大鼠发病后均出现体质量减轻、血糖水平升

高、神经传导速度减慢及痛阈降低的表现，而注射

富氢生理盐水后其神经传导速度增加、痛阈提高，

但对体质量和血糖水平无明显作用。表明氢气对

糖尿病大鼠的周围神经病变具有保护作用，但并非

通过改善糖尿病病情来实现的。糖尿病大鼠坐骨

神经 TNF⁃α和 IL⁃6 水平升高，提示炎症反应参与了

糖尿病周围神经病变的发生，而氢气能够抑制这一

病理过程，证实了氢气的保护作用与其抗炎症反应

机制有关。

高血糖通过引起氧化应激反应，产生终末糖基

化产物，激活下游多种信号转导通路，引起继发性

脑组织损害和多种并发症［13］。其中 NF⁃κB 通路被

认为是介导炎症反应的中心通路。在生理条件下，

NF⁃κB 在细胞质内受到抑制性κB⁃α（IκB⁃α）的作用

而保持静息状态；而在病理状态下，NF⁃κB信号转导

通路被激活，NF⁃κB p65亚基发生核转位，与靶基因

的启动子相结合，调节相应炎性因子的表达［14］。其

中，TNF⁃α为一种主要的炎性因子，可诱导神经细胞

发生凋亡。Chauhan 等［15］发现，TNF⁃α阻断药沙利

度胺可以通过抑制氧化应激反应和 NF⁃κB 的激活

而阻止大鼠糖尿病周围神经病变的进展，减轻其痛

觉过敏症状。提示 TNF⁃α参与了糖尿病神经损害的

形成。IL⁃6 为另一种多向性的炎性因子，可引起胰

岛素抵抗和糖尿病轻度炎症反应，通常在 NF⁃κB 通

路激活后与 TNF⁃α共同产生［16］。有研究表明，抑制

Group
Control
Model
H2⁃treated
F value
P value

N
6
6
6

Weight(g)
440.00 ± 5.00
216.00 ± 4.30
219.00 ± 3.80
5128.224

0.000

Glucose(mmol/L)
4.90 ± 1.40

23.30 ± 1.50
23.50 ± 1.60
303.350

0.000

表 1 不同处理组大鼠体质量和血糖水平的比较（x ± s）
Table 1. Comparison of weight and plasma glucose levelsamong different groups (x ± s)

Group
Control
Model
H2⁃treated
F value
P value

N
6
6
6

MNCV(m/s)
55.60 ± 3.20
29.70 ± 2.20
48.80 ± 2.10
166.525

0.000

TFL(s)
11.00 ± 1.10
5.20 ± 0.70
9.90 ± 0.90
68.056
0.000

PWL(s)
15.40 ± 1.10
6.10 ± 1.10

12.60 ± 1.10
112.876

0.000

PWT(g)
88.90 ± 1.70
49.90 ± 1.60
77.00 ± 1.50
933.904

0.000

表 2 不同处理组大鼠神经功能和疼痛行为学实验
结果的比较（x ± s）
Table 2. Comparison of MNCV and pain behavioralparameters among different groups (x ± s)

MNCV，motor nerve conduction velocity，运动神经传导速度；TFL，
trail flick latency，甩尾反应潜伏期；PWL，paw withdrawal latency，
缩足潜伏期；PWT，paw withdrawal threshold，缩足阈值

Group
Control
Model
H2⁃treated
F value
P value

N
6
6
6

Proinflammatory cytokines (pg/mg)
TNF⁃α

12.94 ± 0.25
24.21 ± 1.08
16.34 ± 1.14
237.900

0.000

IL⁃6
18.19 ± 0.36
31.25 ± 5.99
20.10 ± 4.31

16.407
0.000

NF⁃κB p65(%)
5.00 ± 1.00

17.00 ± 2.00
8.00 ± 4.00
32.429
0.000

表 3 不同处理组大鼠炎性因子和 NF⁃κB p65 亚基表达
水平的比较（x ± s）
Table 3. Comparison of proinflammatory cytokines levelsand NF⁃κB p65 expression among different groups (x ± s)

TNF ⁃ α，tumor necrosis factor ⁃ alpha，肿 瘤 坏 死 因 子 ⁃ α；IL ⁃ 6，
interleukin⁃6，白细胞介素 ⁃6；NF⁃κB，nuclear factor⁃kappaB，核因
子⁃κB
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神经胶质细胞 NF⁃κB 表达的转基因小鼠其周围神

经损伤后的炎症反应和疼痛症状均显著减轻，同时

TNF⁃α等炎性因子水平显著降低，说明 NF⁃κB 引起

的炎症反应具有致神经损害作用［3］。而氢气可以通

过抑制 NF⁃κB p65亚基表达而减轻多种疾病中的炎

症反应和氧化应激损害［7，17］。本研究免疫组织化学

染色显示，经氢气治疗后糖尿病大鼠坐骨神经中原

来表达升高的 NF⁃κB p65亚基及下游的 TNF⁃α、IL⁃6
水平均显著降低，证实 NF⁃κB 信号转导通路参与了

糖尿病大鼠的神经炎症反应，同时提示氢气对这种

损害具有神经保护作用。

综上所述，糖尿病周围神经病变的发生与炎症

反应有关，而氢气可以通过抑制 NF⁃κB p65 亚基及

其下游炎性因子的表达而发挥对糖尿病神经损害

的保护作用。
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