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芍药苷对糖尿病周围神经病变状态下线粒体输入途径蛋白 TOM20 的作用 
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摘  要：目的  探究芍药苷对糖尿病周围神经病变（diabetic peripheral neuropathy，DPN）大鼠坐骨神经和高糖环境下雪旺

细胞（Schwann cells，SCs）线粒体输入途径蛋白线粒体外膜转位酶 20（translocase of outer mitochondrial membrane 20，TOM20）

的影响。方法  以 25、100、150 mmol/L 葡萄糖分别干预 RSC96 雪旺细胞株 12、24、48 h，用高内涵分析法检测 TOM20 和

线粒体硫氧还蛋白 2（mitochondrial thioredoxin 2，Trx2）的表达；设置对照组（给予 25 mmol/L 葡萄糖）、TOM20 siRNA 组、

TOM20 siRNA＋芍药苷 24 h 组和 TOM20 siRNA＋芍药苷 48 h 组，转染 TOM20 siRNA 后给予 10 mmol/L 芍药苷分别干预

24、48 h，利用 Western blotting 检测 TOM20 和 Trx2 蛋白表达；设置对照组（给予 25 mmol/L 葡萄糖）、高糖组（给予 150 

mmol/L 葡萄糖）和芍药苷组（给予 150 mmol/L 葡萄糖和 10 mmol/L 芍药苷），利用高内涵分析法检测 TOM20 和 Trx2 蛋白

表达。制备 DPN 大鼠模型，给予白芍总苷后，利用免疫荧光法检测大鼠坐骨神经中 TOM20 和 Trx2 蛋白表达。结果  高内

涵分析结果显示，150 mmol/L 葡萄糖干预 12、24 h 后，TOM20 和 Trx2 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05、0.01），且 2 种

蛋白的表达变化存在相关性。与对照组比较，高糖组 TOM20 和 Trx2 蛋白表达均显著降低（P＜0.01）；与高糖组比较，芍药

苷组 TOM20 和 Trx2 蛋白表达均显著升高（P＜0.01）。Western blotting 结果显示，与对照组比较，TOM20 siRNA 组 TOM20

和 Trx2 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05、0.01）；与 TOM20 siRNA 组比较，芍药苷干预 24、48 h 后 TOM20 和 Trx2 蛋

白表达水平均显著升高（P＜0.05、0.01）。与对照组比较，模型组大鼠坐骨神经中 TOM20 和 Trx2 蛋白表达均显著降低（P＜

0.01）；与模型组比较，白芍总苷组 TOM20 和 Trx2 蛋白表达均显著升高（P＜0.01）。结论  芍药苷能够通过上调 SCs 以及

大鼠坐骨神经中 TOM20 蛋白的表达，促进 Trx2 蛋白的线粒体输入，从而有效对抗线粒体氧化应激干预 DPN。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of paeoniflorin (PF) on the protein involved in mitochondrial import pathway 

mitochondrial translocase of outer mitochondrial membrane 20 (TOM20) in the sciatic nerve of diabetic peripheral neuropathy (DPN) 

rats and high glucose environment of Schwann cells (SCs). Methods  RSC96 cells was used to intervene with 25, 100 and 150 mmol/L 

glucose for 12, 24 and 48 h, respectively, and the expressions of TOM20 and mitochondrial thioredoxin 2 (Trx2) were detected by high 

content analysis; Control group (25 mmol/L glucose), TOM20 siRNA group, TOM20 siRNA + paeoniflorin 24 h group, and TOM20 

siRNA + paeoniflorin 48 h group were set up. After transfection with TOM20 siRNA, 10 mmol/L paeoniflorin was given for 24, 48 h, 

respectively, Western blotting was used to detect TOM20 and Trx2 protein expressions; Control group (25 mmol/L glucose), high 
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glucose group (150 mmol/L glucose), and paeoniflorin group (150 mmol/L glucose + 10 mmol/L paeoniflorin) were set up, high 

connotation analysis was used to detect TOM20 and Trx2 protein expressions. DPN rat model was prepared and given total glucosides 

of paeony, immunofluorescence was used to detect TOM20 and Trx2 protein expressions in sciatic nerve of rats. Results  The results 

of high content analysis showed that after 12, 24 h of 150 mmol/L glucose intervention, TOM20 and Trx2 protein expressions were 

significantly decreased (P < 0.05, 0.01), and there was a correlation between the expressions of the two proteins. Compared with control 

group, TOM20 and Trx2 protein expressions in high glucose group were significantly decreased (P < 0.01); Compared with high 

glucose group, TOM20 and Trx2 protein expressions in paeoniflorin group were significantly increased (P < 0.01). The results of 

Western blotting showed that compared with control group, TOM20 and Trx2 protein expressions in TOM20 siRNA group were 

significantly decreased (P < 0.05, 0.01); Compared with TOM20 siRNA group, TOM20 and Trx2 protein expressions were significantly 

increased after intervention with paeoniflorin for 24, 48 h (P < 0.05, 0.01). Compared with control group, TOM20 and Trx2 protein 

expressions were significantly decreased in sciatic nerve of rats in model group (P < 0.01); Compared with model group, TOM20 and 

Trx2 protein expressions were significantly increased in total glucosides of paeony group (P < 0.01). Conclusion  Paeoniflorin can 

effectively counteract mitochondrial oxidative stress by up-regulating the expression of TOM20 protein in SCs as well as rat sciatic 

nerve and promoting the mitochondrial input of Trx2, which has therapeutic potential for the treatment of DPN. 

Key words: paeoniflorin; Schwann cells; diabetic peripheral neuropathy; translocase of outer mitochondrial membrane 20; 

mitochondrial thioredoxin

根据国际糖尿病联盟的最新数据显示，目前全

球有 5.37 亿成人患有糖尿病，其中至少 50%的患者

会发展为糖尿病周围神经病变（diabetic peripheral 

neuropathy，DPN）[1]。DPN 患者表现为神经性疼痛、

肢体感觉丧失以及足溃疡和下肢截肢的风险增加，

但目前临床上仍缺少针对 DPN 发病机制的有效疗

法[2]。现今使用的主流抗氧化应激药物 α-硫辛酸虽

具有较好的疗效，但有可能提高 2 型糖尿病患者细

胞对胰岛素的敏感度，导致患者的血糖过低[3]。故

而阐明 DPN 的发病机制，寻找更为有效的治疗药

物是目前亟待解决的问题。 

 脱髓鞘是 DPN 的主要病理改变之一，而雪旺细

胞（Schwann cells，SCs）作为周围神经系统髓鞘形成

细胞，在维持周围神经结构和功能方面发挥至关重要

的作用[4-5]。现代研究认为，氧化应激所引起的 SCs 线

粒体功能障碍是 DPN 的主要发病机制之一[6-7]。线粒

体蛋白由 99%的核编码蛋白和 1%的线粒体编码蛋

白组成。其中线粒体基因组编码内膜氧化磷酸化机

制的几个疏水核心亚基，而核编码蛋白则面向所有

4 个线粒体亚室（外膜、膜间空间、内膜和基质）。

大多数核编码的线粒体前蛋白是通过氨基末端前序

定向途径这一线粒体蛋白输入机制进入线粒体。前

体蛋白在 N 端导向序列线粒体靶向信号肽的作用

下，依次通过线粒体外膜转位酶（translocase of outer 

mitochondrial membrane，TOM）复合物和线粒体内

膜 转 位 酶 （ translocase of inner mitochondrial 

membrane，TIM）复合物转运至线粒体基质。其中，

定位于线粒体外膜的 TOM20，被认为是线粒体蛋白

输 入 的 启 动 子 [8-10] 。 线 粒 体 硫 氧 还 蛋 白 2

（mitochondrial thioredoxin 2，Trx2）在抗氧化应激和

维持线粒体功能方面发挥重要作用。Trx2 是一种小

分子（相对分子质量约 1.2×104）的氧化还原蛋白，

能够直接清除线粒体中的活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）。同时，Trx2 的线粒体相互作用网络

（目前已鉴定出 53 个蛋白）参与线粒体完整性、线

粒体内蛋白质合成与折叠、氨基酸和脂质代谢、糖

酵解、三羧酸循环和氧化磷酸化等[11]。而线粒体中

的 Trx2 蛋白依赖于 TOM20 介导的线粒体蛋白输入

机制转运至线粒体基质，而后通过线粒体蛋白加工

发挥抗氧化应激等功能[12-14]。 

课题组前期研究证实，芍药苷能够通过上调核

因子 E2 相关因子 2 的核转位，增加血红素氧合酶

1、γ‐谷氨酰半胱氨酸合成酶表达，从而降低高糖环

境下 SCs 氧化应激，纠正线粒体动力学失衡，升高

SCs 线粒体膜电位，通过改善线粒体结构和功能发

挥抗细胞凋亡作用[15-16]。进一步研究发现，芍药苷

及白芍总苷（芍药苷质量分数＞90%）能够增加DPN

大鼠坐骨神经和高糖环境下 SCs 中成熟型 Trx2 和

前体 Trx2 的表达，直接或间接降低氧化应激，改善

线粒体功能，降低坐骨神经脱髓鞘，改善大鼠的神

经传导速度，干预 DPN[17]。现代药理学研究表明，

芍药苷具有抗炎、抗氧化、止痛、促进 SCs 增殖以

改善周围神经功能等作用，具有治疗 DPN 的潜力，

但其作用机制尚未阐明[18-19]。课题组通过 SCs 线粒
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体的 4D-label free 蛋白组学筛选发现，在高糖环境

下 TOM20 表达降低。本研究重点探究芍药苷是否

通过 TOM20 依赖的线粒体输入途径介导 Trx2 的线

粒体输入和加工，从而发挥改善线粒体功能而干预

DPN。 

1  材料 

1.1  动物和细胞 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 180～220 g，8 周

龄，购自维通利华动物技术有限公司，许可证号

SCXK（京）2021-0003，饲养于首都医科大学实验

动物中心国家标准实验室 [SYXK（京） 2019-

00207）]。动物实验经首都医科大学伦理委员会批

准（批准号 AEEI-2022-191）。 

RSC96 细胞株（货号 CL-0199）购自武汉普诺

赛生命科技有限公司。 

1.2  药品与试剂 

芍药苷（批号 B21148，质量分数≥98%）购自

上海源叶生物科技有限公司；白芍总苷胶囊（国药

准字 H20055058，批号 210609）购自宁波立华制药

有限公司；链脲佐菌素（streptozotocin，STZ，批号

242-648-8，质量分数＞98%）购自北京克尔慧科技

有限公司；TOM20 siRNA（批号 P202302230043）

购自广州锐博生物技术有限公司；D-葡萄糖（批号

G8270）、DAPI（批号 D9542）购自美国 Sigma 公

司；DMEM 高糖培养基（批号 PM150210）购自武

汉普诺赛生命科技有限公司；澳洲胎牛血清（批号

10099-141）购自美国 Gibco 公司；0.25%胰酶（批

号 T1360）、青链霉素混合液（批号 P1400）、PBS 缓

冲液（批号 P1020-500）、高效 RIPA 组织/细胞快速

裂解液（批号 R0010）、PMSF（批号 R0100）、蛋白

上样缓冲液（含 DTT，批号 P1015）、封闭用驴血清

（批号 SL050）、抗荧光衰减封片剂（含 DAPI，批号

S2110）购自北京索莱宝科技有限公司；Triton® X-

100（批号 0694-100 mL）、牛血清白蛋白（批号 0332-

100G）购自美国 Amresco 公司；重组 TOM20 抗体

（批号 ab186735）、重组 Trx2 抗体（批号 ab185544）、

Alexa Fluor® 488 标记的猴抗兔 IgG 二抗（批号

150061）、Alexa Fluor® 594 标记的猴抗小鼠 IgG 二

抗（批号 150108）购自英国 Abcam 公司；S-100β 多

克隆抗体（批号 15146-1-AP）、FlexAble CoraLite® 

Plus 488 兔 IgG 抗体标记试剂盒（批号 KFA001）、

FlexAble CoraLite® Plus 555 兔 IgG 抗体标记试剂盒

（批号 KFA002）、FlexAble CoraLite® Plus 647 兔 IgG

抗体标记试剂盒（批号 KFA003 ）购自美国

Proteintech 公司；蛋白酶抑制剂（批号 4693116001）、

磷酸酶抑制剂（批号 4906845001）购自瑞士 Roche

公司；SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒（批号 P0012A）、

SDS（批号 ST627）购自 Beyotime 公司；Tris（批号

1115GR500）、甘氨酸（批号 1275GR500）购自

BioFroxx 公司；脱脂奶粉（批号 232100）购自美国

BD 公司；三色预染蛋白标准品（批号 A3A2362）

购自艾科瑞生物公司；超敏发光液（批号

WBKLS0100）购自美国 Millipore 公司；异氟烷（批

号 2022101601）购自瑞沃德生命科技有限公司。 

1.3  仪器 

DV215CD 型电子天平（美国 OHAUS 公司）；

AC2-4E1 型二级生物安全柜（新加坡 ESCO 公司）；

INC153 型二氧化碳培养箱（德国 Memmert 公司）；

PowerPac™基础电泳仪电源、Mini-PROTEAN® Tetra

电泳槽、Trans-Blot®转印槽（美国 Bio-Rad 公司）；

FUSION FX 凝胶&化学发光成像分析系统（法国

Vilber 公司）；ULT-2186-4-V49 型超低温冰箱（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；3K15 型低温离心机

（美国 Sigma 公司）；Eppendorf ThermoMixer® C 恒

温混匀仪（德国 Eppendorf 公司）；Allegra X-30 型

冷冻离心机（美国 Beckman 公司）；TE300 型倒置

荧光显微镜（日本 Nikon 公司）；DHG-9245A 型电

热恒温鼓风干燥箱（上海恒一精密仪器有限公司）；

Opera Phenix Plus 高 内 涵 筛 选 系 统 （ 美 国

PerkinElmer 公司）；Matrx VIP 3000® Veterinary 

Vaporizer 气体麻醉机（美国 Midmark 公司）。 

2  方法 

2.1  体外实验 

2.1.1  细胞培养  RSC96 细胞用 DMEM 完全培养

基，于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培养。 

2.1.2  高内涵分析  取对数生长期的 RSC96 细胞，

制备成细胞悬液。用 DMEM 完全培养基将细胞密

度调整至 4×104 个/mL，按 100 μL/孔接种于 96 孔

板中，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h。吸弃

培养基，加入不同浓度（25、100、150 mmol/L）葡

萄糖分别干预 12、24、48 h。 

另取接种 RSC96 细胞的 96 孔板，设置对照组、

高糖组和芍药苷组，对照组加入 25 mmol/L 葡萄糖

干预 24 h，高糖组和芍药苷组加入 150 mmol/L 葡

萄糖干预 24 h，芍药苷组同时加入 10 mmol/L 芍药

苷干预 24 h。 
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吸弃培养基，加入 4%多聚甲醛室温固定并用

PBS 缓冲液浸洗细胞。0.1% Triton-X 100/PBS 冰浴

上透膜，PBS 缓冲液浸洗细胞。加入 3%牛血清白蛋

白/PBS 封闭，分别滴加 TOM20 和 Trx2 一抗，4 ℃

孵育 16 h；PBS 缓冲液浸洗细胞。滴加相应荧光二

抗，室温孵育 2 h，PBS 缓冲液浸洗细胞。加入 DAPI

工作液，室温孵育，用 PBS 缓冲液浸洗细胞。每孔

加入新鲜 PBS 缓冲液。96 孔板送至清华大学药学

院药物活性筛选平台，应用 Opera Phenix 高内涵筛

选系统对目标蛋白进行定量分析。利用 SPSS 软件

对 2 种蛋白进行相关性分析。 

2.1.3  细胞转染  将对数生长期的 RSC96 细胞，制

备成细胞悬液，用 DMEM 基础培养基将细胞密度

调整至 2.5×105个/mL。取 4 个 6 cm 的培养皿，分

别加入 3.8 mL DMEM 完全培养基和 200 μL 细胞悬

液，分别标记为对照组、TOM20 siRNA 组、TOM20 

siRNA＋芍药苷 24 h 组、TOM20 siRNA＋芍药苷 48 h

组，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h。前期预

实验结果表明，100 nmol/L siRNA 干预 72 h 阻断效

果最佳。根据 TOM20 siRNA 说明书制备终浓度为

100 nmol/L 的转染复合物，随后避光孵育 15 min。

吸弃培养皿中培养基，各组加入 3.716 mL DMEM

基础培养基，TOM20 siRNA 组、TOM20 siRNA＋

芍药苷 24 h 组、TOM20 siRNA＋芍药苷 48 h 组分

别加入 284 μL 转染复合物，对照组加入含 25 

mmol/L 葡萄糖的 284 μL DMEM 基础培养基。

37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 后，每组加入 0.4 

mL 胎牛血清。TOM20 siRNA＋芍药苷 24 h 组、

TOM20 siRNA＋芍药苷 48 h 组分别于加入转染复

合物后 24、48 h 加入 0.4 μL 10 mmol/L 芍药苷。待

TOM20 siRNA 干预 72 h 后进行后续实验。 

2.1.4  Western blotting 检测 TOM20 及 Trx2 蛋白表

达  按“2.1.3”项下方法处理细胞并给药，收集细

胞，加入裂解液提取蛋白，蛋白样品经 12%十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加

入 5%脱脂牛奶，室温封闭 2 h，加入 TBST 洗涤液，

于摇床上振荡洗膜；分别加入 Trx2、TOM20 和 β-

actin 一抗，孵育 16 h，加入 TBST 洗涤液于摇床上

振荡洗膜。加入相应二抗孵育 1 h，加入 TBST 洗涤

液于摇床上振荡洗膜。滴加发光液显影，用 Image J

软件进行定量分析。 

2.2  体内实验 

2.2.1  大鼠造模  造模前检测大鼠空腹血糖，剔除

血糖不符合要求的大鼠后，随机分为对照组（8 只）

和造模组（16 只）。用 0.1 mol/L 无菌枸橼酸缓冲液

（pH 4.4）配制成 1% STZ 的溶液，造模组大鼠 ip STZ

（60 mg/kg）。1 周后空腹血糖≥16.7 mmol/L 视为高

血糖模型造模成功，连续饲养 12 周。期间每 2 周测

定 1 次大鼠空腹血糖，空腹血糖≥25.5 mmol/L 的

大鼠 sc 胰岛素以降低死亡率。每 4 周测定鼠尾热敏

感性和足底机械敏感性，监测周围神经病变情况。

高血糖持续 12 周，以热痛阈值、坐骨神经传导速度

及坐骨神经病理变化脱髓鞘形成确定 DPN 模型造

模成功。 

2.2.2  分组及给药  将成模大鼠随机分为模型组

和白芍总苷（5.6 mg/kg）组，每组 8 只。白芍总苷

以生理盐水配制成质量浓度为 2 mg/mL 的药液，白

芍总苷组 ig 药液，对照组和模型组 ig 等体积的生

理盐水，1 次/d，连续给药 12 周。大鼠末次给药 1 h

后，采用气体麻醉机，异氟烷气体麻醉，随后立刻

进行坐骨神经传导速度测试，腹主动脉取血后大鼠

自然死亡，取大鼠坐骨神经进行后续检测。 

2.2.3  免疫荧光法测定坐骨神经中 TOM20 及 Trx2

蛋白表达  取大鼠坐骨神经进行石蜡包埋切片，切

片厚度 5 μm。各组随机选取 9 只大鼠，每只制备 1

个坐骨神经组织切片，组织切片经脱蜡、水化后，使

用微波法进行抗原修复。采用驴血清室温封闭 1 h，

配制 TOM20、Trx2 以及 S-100β 抗体染料混合物，

4 ℃孵育过夜（16 h 以上），滴加含 DAPI 封片剂室

温孵育，送至首都医科大学医学实验与测试中心形

态学研究测试室，应用荧光显微镜（倒置）于 40 倍

镜下观察坐骨神经组织的形态并拍照，每个样本随

机选取 6 个不同区域，用 Image J 软件计算荧光强

度并进行共定位分析。TOM20 以红色荧光为阳性表

达，激发波长为 555 nm；Trx2 以绿色荧光为阳性表

达，激发波长为 488 nm；S100β 以紫色为阳性表达，

激发波长为 647 nm。 

2.3  统计学分析 

 采用 GraphPad Prism 9 软件进行统计分析。分

析前检验数据是否符合正态分布（One-Sample 

Kolmogorow-Smirnov Test），符合正态分布的数据采

用 x s 描述，多组独立样本比较采用单因素方差分

析（One-Way ANOVA），在方差齐性（equal variances 

assumed）条件下，选择最小显著性差异（ least 

significant difference，LSD）分析。相关性分析采用

SPSS 软件进行 Spearman 分析。 
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3  结果 

3.1  高糖环境对 RSC96 细胞中 TOM20 和 Trx2 蛋

白表达的影响 

 为确定高糖浓度对RSC96细胞 TOM20 及 Trx2

蛋白表达的影响，RSC96 细胞给予不同浓度（25、

100、150 mmol/L）葡萄糖分别干预 12、24、48 h。

如图 1 所示，与 25 mmol/L 葡萄糖组比较，给予高

糖干预 12、24 h，150 mmol/L 葡萄糖组 Trx2 和

TOM20 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05、0.01）。

给予高糖干预 24 h，100 mmol/L 葡萄糖组 Trx2 蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05）。而给予高糖干预

72 h 后，与 25 mmol/L 葡萄糖组比较，100、150 

mmol/L 葡萄糖组 Trx2 和 TOM20 蛋白表达水平均

无显著差异。表明一定程度的葡萄糖浓度及适当的

干预时间能显著影响 RSC96 细胞线粒体内 Trx2 及

TOM20 蛋白的表达量，其中以 150 mmol/L 葡萄糖

干预 24 h 的影响最为显著。进一步对 24 h 组的 Trx2

和 TOM20 数据进行相关性分析，发现 Trx2 和

TOM20 在高糖环境下的表达具有相关性（相关系数

为 0.790，P＜0.01）。

 
与同时间点 25 mmol·L−1葡萄糖组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs 25 mmol·L−1 glucose group at same time point. 

图 1  高糖环境对 RSC96 细胞中 TOM20 和 Trx2 蛋白表达的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 1  Effect of high glucose environment on TOM20 and Trx2 protein expressions in RSC96 cells ( x s , n = 4)
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3.2  TOM20 调节 RSC96 细胞的 Trx2 线粒体输入

及芍药苷的调节作用 

 为进一步确定 Trx2 的线粒体输入机制是否与

TOM20有关以及芍药苷是否通过上调 TOM20 蛋白

的表达来促进 Trx2 的线粒体输入，采用 TOM20 

siRNA 降低 TOM20 的表达，并观察 Trx2 的表达。

如图 2 所示，与对照组比较，TOM20 siRNA 组

TOM20 和 Trx2 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、

0.01）。而与 TOM20 siRNA 组比较，芍药苷干预 24、

48 h 后，Trx2 和 TOM20 蛋白表达水平均显著升高

（P＜0.05、0.01）。表明 Trx2 的线粒体输入可能与

TOM20 蛋白有关，且芍药苷能通过上调 TOM20 蛋

白的表达量来促进 TOM20 蛋白的线粒体输入。 

3.3  芍药苷对高糖环境下 RSC96 细胞中 TOM20

和 Trx2 表达的影响 

 如图 3 所示，与对照组比较，高糖组 TOM20 和 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 TOM20 siRNA 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs TOM20 siRNA group. 

图 2  TOM20 siRNA 及芍药苷对 RSC96 细胞中 TOM20 及 Trx2 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effects of TOM20 siRNA and paeoniflorin on TOM20 and Trx2 protein expressions in RSC96 cells ( x s , n = 3) 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与高糖组比较：##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs high-glucose group. 

图 3  芍药苷对高糖环境下 RSC96 细胞中 TOM20 和 Trx2 表达的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 3  Effect of paeoniflorin on TOM20 and Trx2 expressions in RSC96 cells under high glucose environment ( x s , n = 4) 
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Trx2 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.01）；与高糖

组比较，芍药苷组 TOM20 和 Trx2 蛋白表达水平均

显著升高（P＜0.01）。表明芍药苷能够促进高糖环

境下 RSC96 细胞中 TOM20 蛋白的表达，从而增加

Trx2 线粒体蛋白输入。 

3.4  白芍总苷对 DPN 大鼠坐骨神经中 TOM20 和

Trx2 表达的影响 

 为验证芍药苷增加 DPN 大鼠坐骨神经中 Trx2

的线粒体运输是否通过调控 TOM20 蛋白的表达，

选取 DPN 大鼠坐骨神经进行免疫荧光三标法，其

中 S-100β 蛋白作为 SCs 标记物。如图 4 所示，与对

照组比较，模型组 TOM20 及 Trx2 蛋白表达均显著

降低（P＜0.01）；与模型组比较，白芍总苷组 TOM20

及 Trx2 蛋白表达均显著升高（P＜0.01）。表明白芍

总苷能够促进 DPN 大鼠坐骨神经 TOM20蛋白的表

达，从而增加 Trx2 的线粒体运输。 

 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 4  白芍总苷对 DPN 大鼠坐骨神经中 TOM20 和 Trx2 表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of total glycosides of peony on TOM20 and Trx2 expressions in sciatic nerve of DPN rats ( x s , n = 6) 
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机制进行分析。研究发现，糖尿病小鼠在乙醛脱氢

酶 2（aldehyde dehydrogenase-2，ALDH2）基因在过

表达和敲减的情况下会影响TOM20蛋白的表达量，

但对于正常小鼠则没有影响[20]；Zhu 等[21]通过建立

脓毒症小鼠模型，利用免疫荧光法检测细胞中

TOM20 蛋白的含量，发现在蛋白激酶 Cα（protein 

kinase Cα type，PRKCA）过表达的情况下能够促进

脓毒症患者的线粒体自噬，主要表现为 TOM20 蛋

白与微管相关蛋白轻链 3（microtubule-associated 

protein light chain3，LC3）蛋白的共定位以及表达量

增加；You 等[22]利用香烟提取物处理 BEAS-2B 细

胞，发现泛素特异性蛋白水解酶 19（ubiquitin 

carboxyl-terminal hydrolase 19，USP19）敲低的细胞

中 TOM20 蛋白表达升高，从而降低了 FUNDC1 和

LC3-II/I 的表达，提高了细胞存活率。 

 根据前期 SCs 线粒体蛋白质组学的结果，已鉴

定 SCs 线粒体蛋白 1 072 个，其中高糖环境诱导的

差异蛋白 392 个，包括 348 个蛋白的表达显著上调，

44 个蛋白的表达显著降低。在课题组前期组学结果

中，也观测了 USP19、ALDH2、PRKCA 蛋白的表

达发生了显著性变化。而对于芍药苷是否通过调控

这几种蛋白的表达来影响 TOM20 蛋白尚未可知，

是可以进一步探索的问题。同时，在查阅文献以及

STRING 数据库时发现线粒体动力相关蛋白 1

（dynamin-related protein 1，Drp1）[23]、FUNDC1[24]、

NR1D1[25]、PINK1[26]等蛋白也能够一定程度上调控

TOM20 蛋白的表达，但比较遗憾的是课题组前期组

学数据中尚未观测到以上几种蛋白或是并未出现显

著性差异。究其原因可能是 SCs 线粒体提取与鉴定、

线粒体蛋白定位等的复杂性。 

 TOM20 除了作为线粒体输入蛋白，还主要作为

检测线粒体自噬以及细胞衰老的标志物。Li 等[27]通

过 LC3‐II/I 和 p62 在 TOM20 和 LAMP1 之间的表

达和共定位，证实了线粒体去乙酰化酶 sirtuin 3

（SIRT3）显著调节肝纤维化中的线粒体自噬。

Victorelli 等[28]证实了线粒体外膜通透性增加是细

胞衰老的重要特征，而在辐射诱导的衰老细胞以及

复制性衰老细胞中，细胞色素 C 与 TOM20 蛋白的

共定位减少。大量研究表明，线粒体可以通过自噬

来消融受损的线粒体，以起到抑制线粒体 ROS 氧化

应激的作用[29]。本研究发现，高糖环境下 TOM20 蛋

白的表达显著降低，故而认为 SCs 在高糖环境下氧

化应激可能也与线粒体自噬减弱有关。 
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