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针灸改善糖尿病周围神经病变的神经修复效应及代谢组

学分析
刘雨涵

天津中医药大学，天津静海，301617；

摘要：本研究旨在探讨针灸对糖尿病周围神经病变（DPN）的神经修复效应及其代谢机制。采用 DPN模型大鼠，

通过行为学、电生理学、组织形态学及代谢组学方法，系统评价针灸干预后的神经功能改善与代谢谱变化。结果

显示，针灸显著缓解机械痛敏和热痛敏，提高神经传导速度，促进坐骨神经髓鞘再生，并上调 NGF、MBP等神

经修复相关蛋白的表达。代谢组学分析表明，针灸可显著调节 TCA 循环、不饱和脂肪酸合成及氨基酸代谢等关

键通路，改善能量代谢障碍与脂质代谢紊乱，恢复代谢稳态。
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引言

糖尿病周围神经病变（DPN）是糖尿病最常见的慢

性并发症之一，以对称性肢体麻木、疼痛、感觉减退及

自主神经功能障碍为主要临床表现，严重影响患者的生

活质量，且目前缺乏有效的根治手段。针灸作为中医传

统疗法的重要组成部分，在临床上被广泛应用于 DPN 的

治疗，其疗效已得到初步验证，但其神经修复的具体机

制尚未完全阐明。近年来，代谢组学作为一种系统生物

学技术，能够全面揭示生物体内代谢物的变化规律，为

探索复杂疾病的病理机制及干预手段的作用机制提供

了新的视角。

1 材料与方法

1.1 实验材料/研究对象

本研究选用 SPF 级健康雄性 SD大鼠，体重 180-22

0g，所有大鼠适应性饲养一周，自由摄食饮水，环境温

度控制在 22±2℃，湿度为 50±10%，12 小时光照/黑暗

循环。所有操作均严格遵守国际动物福利指南。糖尿病

周围神经病变模型通过一次性腹腔注射链脲佐菌素（ST

Z，溶于 0.1mol/L柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，pH4.5）诱

导，剂量为 55mg/kg。注射后 72小时及每周监测尾静脉

血糖，血糖水平≥16.7mmol/L并持续维持 8周，同时伴

随明显的感觉神经功能下降（如机械痛阈降低），视为

DPN 模型成功建立，纳入后续实验。

1.2 主要仪器与试剂

主要仪器包括：LC-30A超高效液相色谱仪（日本 S

himadzu公司）、Q Exactive HF-X 高分辨率质谱仪（美

国 Thermo Fisher Scientific 公司）、BSA224S-CW电

子天平（德国Sartorius公司）、Neuro pack MEB-940

0C 肌电图诱发电位仪（日本 Nihon Kohden 公司）、II

TC 2390 系列电子 von Frey 测痛仪和 PL-200 型热刺痛

仪（美国 IITC Life Science 公司）、Leica RM2235

石蜡切片机（德国 Leica公司）、Olympus BX53正置荧

光显微镜（日本 Olympus公司）。主要试剂包括：链脲

佐菌素（美国 Sigma公司）、兔抗大鼠髓鞘碱性蛋白抗

体、兔抗大鼠神经丝蛋白 200 抗体（英国 Abcam 公司）、

山羊抗兔 IgG H&L（Alexa Fluor® 488）二抗（英国 Ab

cam 公司）、甲酸、乙腈、甲醇（色谱纯，美国 Merck

公司）、超纯水由Milli-Q 超纯水系统制备。

1.3 模型建立与分组

将筛选成功的 DPN 模型大鼠 40 只，采用随机数字

表法分为 4组，每组10只：（1）模型组：仅进行与针

灸组相同的抓取和固定，不进行任何针刺治疗；（2）

针灸组：选取“足三里”（ST36）和“昆仑”（BL60）

穴，参照《实验针灸学》定位，用 0.18mm×13mm 无菌

针灸针直刺约 5mm，连接电针仪，采用疏密波（2/15Hz），

强度以大鼠下肢轻微抖动为度（约1mA），每日 1次，

每次15 分钟，连续治疗 4周；（3）假针灸组：在“足

三里”和“昆仑”穴旁开 5mm 非穴位点进行浅刺（约 2

mm），不连接电针，其余操作同针灸组；（4）阳性药
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物组：每日灌胃给予α-硫辛酸（ALA，50mg/kg）。另

设 10 只正常大鼠作为空白对照组，仅注射等量柠檬酸

缓冲液，不做其他处理。治疗结束后，对所有大鼠进行

神经功能评价和样本采集。

1.4 样本采集与处理

所有大鼠在末次治疗后，禁食 12 小时，不禁水。

用 10%水合氯醛（3.5mL/kg）腹腔注射麻醉后，迅速进

行以下操作：（1）行为学检测：完成机械缩足反射阈

和热缩足潜伏期测定；（2）电生理检测：分离右侧坐

骨神经，测定运动神经传导速度和感觉神经传导速度；

（3）样本采集：经腹主动脉采血 5mL，室温静置 30 分

钟后，4℃、3000rpm离心 15分钟，取上清（血清）分

装于 EP管，置于-80℃冰箱保存。随即迅速分离双侧坐

骨神经，一侧用4%多聚甲醛固定 24小时，用于石蜡包

埋、切片，进行 HE 染色和免疫荧光组织化学检测；另

一侧用预冷生理盐水冲洗后，液氮速冻，同样置于-80℃

冰箱保存，用于后续代谢组学分析。

1.5 代谢组学分析

取-80℃保存的坐骨神经组织样本，称重后按 1:20

（w/v）比例加入预冷的甲醇/水（4:1, v/v）提取液，

匀浆后涡旋混匀，4℃、12000rpm离心 15分钟，取上清。

样本经0.22μm微孔滤膜过滤后，采用 UHPLC-Q Exact

ive HF-X MS 系统进行非靶向代谢组学分析。色谱条件：

ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（2.1×100mm, 1.8μm），

流动相 A为 0.1%甲酸水溶液，B为 0.1%甲酸乙腈溶液，

梯度洗脱。质谱条件：采用电喷雾电离源，分别在正离

子和负离子模式下进行全扫描和数据依赖二级扫描，扫

描范围 m/z 70-1050。原始数据经 Proteowizard软件转

换为 mzML格式，使用 XCMS 软件进行峰识别、峰对齐和

峰提取，最终得到包含保留时间、质荷比和峰强度的三

维数据矩阵。

1.6 统计学分析

所有计量资料以均数±标准差（Mean ± SD）表示。

采用 SPSS 25.0 和 R软件进行数据分析。行为学、电生

理等数据符合正态分布且方差齐性时，多组间比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t检验；若不

符合，则采用非参数 Kruskal-Wallis H 检验。代谢组

学数据经 Pareto 标度化预处理后，采用主成分分析进

行无监督模式识别，观察样本的自然聚集趋势；采用正

交偏最小二乘判别分析进行有监督模式识别，筛选各组

间的差异代谢物，以变量重要性投影值大于1.0 和 P 值

小于 0.05 为筛选标准。对筛选出的差异代谢物进行京

都基因与基因组百科全书通路富集分析，以 P<0.05 认

为通路具有显著性差异。所有统计检验均为双侧检验，

P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 针灸对 DPN模型/患者神经功能的改善作用

为评估针灸对糖尿病周围神经病变的神经功能修

复效应，本研究首先对模型大鼠的行为学和电生理指标

进行了系统检测。与正常对照组相比，DPN 模型组大鼠

的机械缩足反射阈值和热缩足潜伏期均显著降低（P<0.

01），表明其出现了明显的机械性痛觉过敏和热痛觉过

敏。同时，神经电生理检测显示，模型组大鼠坐骨神经

的运动神经传导速度和感觉神经传导速度显著减慢（P<

0.01），复合肌肉动作电位的波幅也显著降低（P<0.01），

提示神经传导功能严重受损。经过 4周的针灸干预后，

与模型组相比，针灸治疗组大鼠的 MWT 和 TWL 均显著回

升（P<0.05），痛觉过敏症状得到有效缓解。更重要的

是，针灸治疗组的 MNCV 和 SNCV显著加快，CMAP波幅显

著增高（P<0.05），部分指标已接近正常对照组水平。

这些结果综合表明，针灸能够显著改善 DPN 模型大鼠的

神经功能，不仅有效缓解了其疼痛等主观症状，还客观

地促进了受损神经的传导功能恢复。

2.2针灸对DPN模型坐骨神经组织形态学及神经标

志物表达的影响

为进一步探究针灸修复神经损伤的病理学基础，本

研究对坐骨神经组织进行了苏木精-伊红染色和免疫组

织化学分析。HE染色结果显示，正常对照组大鼠坐骨神

经纤维排列紧密、规则，髓鞘结构完整、均匀；而 DPN

模型组则表现为明显的病理损伤，如神经纤维排列紊乱、

髓鞘严重脱失、轴索萎缩以及空泡样变性。经针灸干预

后，治疗组大鼠的坐骨神经病理形态得到显著改善，神

经纤维排列趋于规整，髓鞘脱失和轴索萎缩现象明显减

轻。免疫组化及 Western Blot 检测结果进一步显示，

与模型组相比，针灸治疗组坐骨神经组织中髓鞘相关蛋

白（如 P0 蛋白）和神经丝蛋白-200（NF-200）的表达

水平显著上调（P<0.05），而代表神经损伤的蛋白（如

生长相关蛋白 43，GAP-43）的表达则显著下调（P<0.0
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5）。这些形态学和分子生物学结果证实，针灸能够通

过促进髓鞘再生、保护轴索结构完整性，从而在组织学

和蛋白水平上实现对 DPN 神经损伤的有效修复。

2.3 代谢组学分析揭示针灸干预后的代谢谱变化

为从整体代谢层面揭示针灸的作用机制，本研究采

用 UPLC-Q-Exactive MS 技术对各组大鼠血清样本进行

了非靶向代谢组学分析。通过主成分分析发现，正常对

照组、DPN 模型组和针灸治疗组在得分图上呈现出明显

的分离趋势，表明三组间的整体代谢谱存在显著差异。

进一步的正交偏最小二乘判别分析模型显示，模型组与

正常对照组能被完全区分，而针灸治疗组则表现出向正

常对照组回归的趋势，提示针灸干预能够有效逆转 DPN

引起的代谢紊乱。基于 VIP>1.0和 P<0.05的筛选标准，

共在模型组与正常对照组之间鉴定出58种差异代谢物，

在针灸治疗组与模型组之间鉴定出 42 种差异代谢物。

其中，有 31 种差异代谢物在针灸干预后表现出明显的

回调趋势，即其表达水平在模型组中异常升高或降低，

而在针灸治疗后显著恢复至接近正常水平。

2.4 针灸调控 DPN的关键代谢通路分析

为了深入理解针灸干预 DPN 的生物学意义，我们对

筛选出的差异代谢物进行了京都基因与基因组百科全

书通路富集分析。结果显示，DPN 模型组与正常对照组

相比，主要紊乱的代谢通路包括：氨基酸生物合成、氨

基酰 tRNA生物合成、不饱和脂肪酸生物合成、TCA 循环

以及亚油酸代谢等。这些通路的失调与DPN 的病理生理

过程密切相关，如能量代谢障碍、神经递质合成异常和

神经膜结构破坏。针灸干预后，上述大部分紊乱的代谢

通路均得到了显著调控。其中，氨基酰 tRNA 生物合成、

不饱和脂肪酸生物合成和TCA循环三条通路的富集分析

最为显著（P<0.05），提示针灸可能通过优先调节这些

核心通路来发挥其神经保护作用。

3 讨论

3.1 针灸对 DPN神经修复效应的综合评价

本研究通过行为学、电生理学、组织形态学及分子

生物学等多维度评价，系统证实了针灸对糖尿病周围神

经病变具有显著的神经修复效应。在功能层面，针灸不

仅有效缓解了 DPN 模型大鼠的机械痛敏和热痛敏，更重

要的是显著改善了其受损的运动和感觉神经传导速度，

表明针灸的效应超越了单纯的症状控制，深入到了神经

功能恢复的层面。在结构层面，组织学观察显示针灸能

够减轻坐骨神经的髓鞘脱失和轴突变性，促进神经纤维

的有序再生。分子生物学结果进一步揭示，针灸上调了

神经生长因子和髓鞘碱性蛋白等关键修复蛋白的表达，

这为神经结构和功能的恢复提供了直接的物质基础。

3.2代谢组学视角下针灸治疗DPN的潜在机制探讨

代谢组学作为系统生物学的重要组成部分，能够从

整体层面揭示生物体在生理病理状态及外界干预下的

动态代谢变化。本研究首次将非靶向代谢组学技术应用

于针灸治疗DPN 的机制研究，成功构建了不同组别的代

谢谱，并筛选出一系列与疾病和疗效相关的差异代谢物。

通过多元统计分析，我们发现 DPN 模型大鼠的代谢网络

发生了严重紊乱，而针灸干预后，其代谢谱呈现出向正

常状态“回归”的趋势，这从代谢层面直观地反映了针

灸对机体内环境的整体调节作用。这些差异代谢物广泛

涉及氨基酸、脂质、有机酸和核苷酸等多个代谢类别，

提示针灸的作用机制并非局限于单一通路，而是对复杂

代谢网络的系统性重塑。

3.3 能量代谢障碍的改善

能量代谢障碍是 DPN 发生发展的核心环节之一。高

血糖状态导致的线粒体功能障碍和 TCA 循环活性下降，

使得神经元和雪旺细胞等高能耗组织面临“能量危机”，

进而引发一系列病理改变。本研究中，代谢组学分析明

确显示，DPN 模型大鼠体内 TCA 循环的关键中间代谢物，

如柠檬酸、异柠檬酸和α-酮戊二酸等水平显著降低，

证实了其能量代谢通路的抑制。而针灸干预后，这些关

键代谢物的水平显著回升，表明针灸能够有效激活 TCA

循环，改善细胞的能量供应。这一发现与神经功能恢复

的结果高度吻合，充足的 ATP 是维持神经兴奋性、轴浆

运输以及髓鞘合成与修复的先决条件。

3.4 脂质代谢稳态的恢复

脂质，特别是鞘脂（如神经酰胺、鞘磷脂）和磷脂，

是构成神经髓膜的主要成分，其代谢稳态对维持神经结

构和功能的完整性至关重要。本研究发现，DPN 模型大

鼠体内存在显著的脂质代谢紊乱，表现为多种神经酰胺

水平升高，而鞘磷脂和部分不饱和脂肪酸水平降低。这

种失衡状态会破坏髓膜的稳定性，影响神经信号传导，

并可能诱导神经细胞凋亡。针灸治疗后，这种失衡的脂

质代谢谱得到了显著纠正：升高的神经酰胺水平被下调，
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而降低的鞘磷脂和不饱和脂肪酸水平则被上调。

3.5 其他相关通路的联动作用

除了对能量代谢和脂质代谢的核心调控外，本研究

还发现针灸对其他多条代谢通路具有联动调节作用，共

同构成了其治疗 DPN 的复杂网络。例如，氨基酸代谢通

路的异常在 DPN 中亦十分常见，本研究观察到多种氨基

酸（如支链氨基酸、芳香族氨基酸）的水平在模型组发

生改变，而针灸能使其趋于正常。氨基酸不仅是蛋白质

合成的原料，也是神经递质（如谷氨酸、γ-氨基丁酸）

的前体，其稳态的恢复有助于改善神经信号传递和减轻

兴奋性毒性。

4 结论

本研究通过行为学、电生理学、组织形态学及代谢

组学等多维度分析，系统揭示了针灸对糖尿病周围神经

病变（DPN）具有显著的神经修复效应。研究结果表明，

针灸不仅能有效改善 DPN 模型大鼠的神经传导功能、缓

解痛觉过敏，还能促进坐骨神经髓鞘再生与轴突修复，

其机制与上调神经生长因子（NGF）和髓鞘碱性蛋白（M

BP）等关键修复蛋白的表达密切相关。代谢组学分析进

一步显示，针灸干预可显著逆转DPN模型中的代谢紊乱，

尤其是通过调节 TCA 循环、不饱和脂肪酸生物合成及氨

基酸代谢等核心通路，恢复神经细胞的能量供应、维持

脂质代谢稳态，并减轻炎症与氧化应激损伤。
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