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安络小皮伞醇提取物对神经病理性疼痛模型大鼠的镇痛作用研究
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摘  要：目的 =研究安络小皮伞醇提取物（jAbb）对坐骨神经慢性压迫性损伤（CCf）所致神经病理性疼痛大鼠的镇痛作

用并探索其作用机制。方法= = QM只成年 pa大鼠随机分为假手术组、模型组及jAbb高、中、低剂量（UMM、QMM、OMM=mgLkg）
组，每组 U只。CCf术后 NQ=d，连续 ág给药 T=d。于 N、P、R、T=d给药后 O=h测定大鼠机械痛阈（jtq）值和热痛阈（qti）
值，并在停药后连续测定 P=d。于给药 T=d后，取各组大鼠脊髓 iQJiS节段，bifpA及实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）法检测

炎症因子肿瘤坏死因子Jα（qkcJα）及白细胞介素JNβ（fiJNβ）的表达，testern=blçttáng法检测jAmh家族蛋白 éJboh、éJéPU、
éJgkh的表达变化。结果= =与模型组比较，连续 T= d给予 jAbb能够剂量依赖性的缓解 CCf诱导的大鼠机械学过敏及热痛

学超敏（m＜MKMR、MKMN）；下调 CCf大鼠脊髓 iQJiS节段炎症因子 qkcJα 和 fiJNβ 的水平以及 éJboh、éJéPU、éJgkh的蛋白

表达（m＜MKMR、MKMN）。结论= = jAbb 剂量依赖性的缓解 CCf 诱导的机械学超敏及热痛学过敏，该作用可能与其抑制 CCf
大鼠脊髓 qkcJα、fiJNβ 等炎性细胞因子的表达及降低jAmh磷酸化蛋白表达相关。=
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神经性疼痛（neìrçé~thác=é~án，km）是中枢或

周围神经系统损害或功能障碍引起的疼痛综合征，

以痛觉过敏、自发性疼痛和痛觉超敏为特征xNJOz。安

络小皮伞 jarasmius androsaceus（iKWcrK）crK，是我

国传统的药用真菌，属于担子菌纲、伞菌目、白蘑

科、小皮伞属。安络痛是以安络小皮伞菌粉及醇提
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物制成的制剂，已有 QM多年的临床应用历史，对各

类神经痛和风湿关节炎均有较好的疗效及安全性，

但是其具体镇痛机制并不明确。

研究表明，脊髓水平中枢机制在神经病理性疼

痛的发生及维持过程中发挥着重要的作用xPz。神经

损伤使脊髓水平jAmh家族蛋白（éPU、boh、gkh）
的激活及表达增多xQz，而 éPU、boh、gkh 抑制剂

能明显阻断这种现象，并能明显减弱伤害性刺激所

导致的痛觉过敏xRJTz。可见，jAmh信号转导通路在

疼痛敏化调控方面发挥着重要作用。此外，促炎性

细胞因子也是神经病理性疼痛产生与维持的重要原

因xUJNOz。研究发现，在坐骨神经损伤等神经病理性疼

痛大鼠模型中均出现了肿瘤坏死因子Jα（qkcJα）和

白细胞介素JNβ（fiJNβ）表达的增高，鞘内给予正常

大鼠外源性 qkcJα 或 fiJNβ 能引起机械痛超敏和热

痛觉过敏，而外周或鞘内给予 qkcJα 或 fiJNβ 拮抗

剂均能有效地抑制痛觉敏化的产生xNPz。=
安络小皮伞醇提取物是否通过对脊髓 jAmh

信号通路及促炎症因子的调节而缓解神经病理性疼

痛，目前还未见报道。因此，本研究通过建立慢性

坐骨神经结扎性损伤（chrçnác= cçnstráctáçn= ánàìró，
CCf）大鼠模型，研究安络小皮伞醇提取物

（jarasmius androsaceus=eth~nçlác=extr~ct，jAbb）
对 CCf模型大鼠机械痛超敏及热痛过敏的影响，同

时检测实验大鼠脊髓 iQJiS 段 qkcJα、fiJNβ 以及

jAmh磷酸化蛋白表达水平，探讨安络小皮伞对神

经病理性疼痛的镇痛作用。

N= =材料=
NKN= =动物=

健康成年雄性 pa大鼠，体质量 NUM～OOM= g，
由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，许可

证号 pCuu（京）OMNOJMMMN。动物饲养条件为：温

度（OR±N）℃，相对湿度 QRB～RMB，光照与黑暗

时间比为 N､ N，自由摄食饮水。=
NKO= =药品及主要试剂=

安络小皮伞菌粉（杭州众芝康菇生物技术有限

公司，生产批号 gCNRNNMPMN）；水合氯醛（国药集

团化学试剂有限公司）；铬羊肠线（上海浦东金环医

疗用品有限公司）；大鼠 qkcJα、fiJNβ=bifpA试剂

盒（上海科鉴生物科技有限公司）；qrázçl（南京诺

唯赞生物科技有限公司）；pv_o=dreen=j~ster=jáx
（美国_áçJo~d公司F；大鼠 qkcJα、fiJNβ 引物（南京

生兴生物技术有限公司）；qr~nspcráét=NstJptr~nd=cakA=

pónthesás=pìéerjáx（北京全式金生物技术有限公司）；

éJPU、éJboh、éJgkh 抗体、羊抗兔二抗（美国 Cell=
págn~láng公司）；dAmae（美国 págm~J=Aldrách公司）。=
NKP= =仪器=

vçn= creó 纤毛（kçrth= Cç~st= jedác~l 公司）；

miJOMM 型全自动热痛刺激仪（成都泰盟科技有限公

司）；mCo仪、nì~ntát~táve=oe~lJtáme=mCo仪器（美

国_áçJo~d公司）；冷冻干燥机（美国i~bcçncç公司）。=
O= =方法=
OKN= =安络小皮伞醇提取物的制备=

根据安络痛临床制剂的生产工艺制备 jAbb，
取安络小皮伞菌粉（及其培养基）加 R 倍量 UMB乙
醇，TM=℃回流提取 N=h，滤过，残渣重复上述操作，

连续 P 次至提取液无色，合并提取液，回收乙醇后

冷冻干燥，得jAbb，醇溶性浸出物＞RMB。将jAbb
用生理盐水按给药剂量配制成不同浓度的溶液。

OKO= =模型的制备=
根据 _ennett 等xNQz的方法制备坐骨神经慢性结

扎损伤（CCf）模型。大鼠在 NMB水合氯醛麻醉下，

于左侧大腿中部切开皮肤，钝性分离肌肉，暴露 NM=
mm坐骨神经，于神经起始处上方 O=mm处，用 QKM
铬制羊肠线结扎 Q 道，每道间隔约 N= mm，强度以

小腿肌肉微颤为准，逐层缝合；假手术组只暴露坐

骨神经，不做结扎。

OKP= =动物分组及给药=
QM只成年 pa大鼠随机分为假手术组、模型组、

jAbb高、中、低剂量（UMM、QMM、OMM=mgLkg）组，

每组 U只。CCf术后 NQ=d，jAbb组 ág给予 OMM、
QMM、UMM=mgLkg的jAbb，假手术组和模型组给予

等体积的生理盐水，连续给药 T=d。于 N、P、R、T=d
给药后 O=h测定大鼠机械痛阈（jtq）值和热痛阈

（qti）值，并在停药后连续测定 P=d。=
OKQ= =大鼠痛阈值的测定=
OKQKN= =jtq值检测=

将大鼠放置于升高透明的金属网格笼中，测定

前适应 NM=mán，探觅行为停止后开始测量。以不同

折力的 sçnJceró 纤毛对大鼠左侧足底足心进行机

械性刺激，逐渐加压至细丝弯曲，维持 R= sxNRz。从

NKM=g开始，逐渐增加纤毛折力，引起大鼠撤足反射

时读取力度的大小，间隔一段时间，重复测量 R次，

去掉最大值及最小值后计算 P次平均值即为jtq。=
OKQKO= = qti值检测=

参照 e~rgre~ves=h方法xNSz，实验前让大鼠适应



  Drug Evaluation Research  第 39 卷 第 4 期  2016 年 8 月 • 555 • 

环境 10 min，待大鼠安静后，使用热刺痛仪刺激大

鼠术侧后足足底，热刺激强度设定为 35%，自动切

断时间为 20 s，以防止时间过长造成损伤，记录大

鼠从开始刺激到出现撤足反应的时间，每次测定间

隔一段时间，重复测定 3 次，取平均值为大鼠 TWL。 
2.5  ELISA 法检测脊髓L4-L6节段TNF-α 和 IL-1β
蛋白水平

给药 7 d后，大鼠深度麻醉，取脊髓腰膨大L4-L6

节段，将组织块称取适量，加入预冷的 PBS（0.01 
mol/L，pH 值为 7.4，临用前加入蛋白酶抑制剂）匀

浆，4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min。吸取上清液采

用双抗体夹心法按 ELISA 试剂盒说明书操作，制作

标准曲线并计算 TNF-α、IL-1β 蛋白表达。 
2.6  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测脊髓

L4-L6节段 TNF-α 和 IL-1β mRNA 水平 
取脊髓 L4-L6 节段组织块破碎后（冰上操作），

加入 500 μL Trizol 匀浆 2 min，冰上裂解 10 min，
加氯仿 100 μL，颠倒混匀，冰上静置 15 min，4 ℃、

12 000 r/min 离心 15 min；取上清液于另一 1.5 mL 
EP 管中，等体积加入异丙醇，颠倒混匀，室温静置

10 min，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min；弃上清液，

加冰预冷的 DEPC 水配制的 75%乙醇 1 mL，4 ℃、

7 500 r /min 离心 5 min；弃上清液，空气干燥 5～10 
min 后，用 RNA 溶解液将沉淀溶解。 

取各样本 RNA 5 μL，按 TransScript®cDNA 试

剂盒说明书操作，依次添加 Anchored Oligo（dT）18 
Primer 1 μL，TransScript®RT/RI Enzyme Mix 1 μL，
2×TS Reaction Mix 10 μL，Rnase-free ddH2O 3 μL，
轻轻混匀，25 ℃，10 min；50 ℃，30 min；85 ℃，

5 min；15 ℃,＋∞。逆转录后进行 qRT-PCR，使用

SYBR GREEN 染料进行实时荧光定量 PCR，程序

设置为 95 ℃，30 s，然后 95 ℃，5 s；60 ℃，30 
s；50 个循环。每个样本 3 次重复。使用相对定量

方法，应用 2−ΔΔCt分析。引物序列见表 1。 

表 1  qRT-PCR 中目的基因的引物序列 
Table 1  Primer sequences of target genes in qRT-PCR 

基因 引物序列(5’-3’) 
IL-1β 正向引物 TGACCCATGTGAGCTGAAAG 

反向引物 AGGGATTTTGTCGTTGCTTG 
TNF-α 正向引物 CATGATCCGAGATGTGGAACTGGC 

反向引物 CTGGCTCAGCCACTCCAGC 
GAPDH 正向引物 CAGGGCTGCCTTCTCTTGTG 

反向引物 GATGGTGATGGGTTTCCCGT 

2.7  Western blotting 法检测脊髓 p-ERK、p-JNK
和 p-p38 MAPK 蛋白表达 

取大鼠脊髓 L4-L6 节段组织块破碎后（冰上操

作），按一定比例加入 RIPA 裂解液（含蛋白酶抑制

剂及磷酸酶抑制剂）匀浆。使用 BCA 法测定蛋白

浓度。经 SDS-PAGE 电泳，转移至 PDVF 膜上，6% 
BSA 封闭液室温封闭 3 h，分别加入 p-ERK、p-JNK
和 p-p38 MAPK 等一抗（1∶1 000）室温孵育 3 h，
4 ℃过夜，TBST 洗 5 min×3 次，加入羊抗兔二抗

（1∶1 000），室温下孵育 3 h，TBST 洗 5 min×3 次。

Bio-Rad 凝胶成像仪显影后采用 Quantity One-4.6.5
软件对各组数据图像灰度进行统计与分析。

2.8  统计学分析 
结果均以 ±x s 表示，用 SPSS 19.0 分析软件进

行组间 t 检验。 
3  结果 
3.1  对 CCI 诱导的大鼠 MWT 及 TWL 的影响 

结果表明，各组大鼠术前 MWT 及 TWL 无显

著性差异；CCI 大鼠术后 14 d，与假手术组比较，

MWT 及 TWL 显著降低（P＜0.01）；与模型组比

较，第 1 天给药后 MWT 及 TWL 显著升高（P＜
0.05、0.01）。结果提示，单次给予不同剂量的 MAEE
能剂量相关性的降低 CCI 诱导的机械学超敏及热

痛学过敏。

连续 7 d 给予不同剂量的 MAEE 也能剂量相关

性的缓解 CCI 诱导的神经病理性疼痛且没有耐受

性，并且随着 MAEE 给药次数的增加，疼痛症状改

善更为显著。在停药 1、2 d 后，MAEE 中、高剂量

组与模型组比较仍差异显著（P＜0.01），MAEE 高

剂量组停药后 3 d 仍能缓解 CCI 诱导的神经病理性

疼痛（P＜0.05）。这与安络小皮伞的临床用药特点

相符合。结果见表 2、3。 
3.2  对 CCI 大鼠脊髓 L4-L6 节段 TNF-α 及 IL-1β
水平的影响

ELISA检测结果显示，假手术组 IL-1β及TNF-α
水平较低；与假手术组比较，CCI 大鼠 IL-1β 及

TNF-α 表达水平明显升高（P＜0.01）。与模型组比

较，而给予不同剂量的 MAEE 能够降低 IL-1β 及

TNF-α 表达水平（P＜0.01），其中高剂量组抑制作

用最为显著。

qRT-PCR 检测结果与 ELISA 的结果相一致，

MAEE 能够剂量依赖性的降低 CCI 大鼠脊髓 L4-L6

节段中上调的 IL-1β 以及TNF-α mRNA 水平。见图 2。 
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表= O= =各组大鼠不同时间点jtq的变化( x±sI=n=Z=U)=
qable=O= = Changes=of=jtq=in=rats=among=different=groups=at=different=time=points=E x±sI=n=Z=UF=

组别=
剂量L=

Emg·kg−NF=

jtqLg=

术前= 给药前= 给药 N=d= 给药 P=d= 给药 R=d= 给药 T=d= 停药 N=d= 停药 O=d= 停药 P=d=

假手术= —= NMKQP±MKUO=NMKPP±MKVPGG=NMKNT±MKVRGG=NMKQS±MKVPGG=NNKON±NKOTGG=NMKOP±MKTMGG=NMKST±NKNVGG=VKUU±NKMNGG= VKVS±MKVMGG=

模型= —= NMKQU±MKTV= OKOR±MKPV= OKNP±MKPM= OKUT±MKOU= OKUQ±MKPQ= OKRM±MKPV= OKTP±MKPO= OKRT±MKOS= OKTO±MKQR=

jAbb= OMM= NMKOU±MKTU= OKNU±MKPS= PKNT±MKNT= QKTR±MKOTGG= RKMU±MKPNGG= RKOR±MKOPGG= QKNT±MKOTGG=PKQO±MKOTGG= OKVO±MKOO=

QMM= VKVM±MKTV= NKVP±MKNV= SKMU±MKSSGG= SKUP±MKTOGG= TKPU±NKOOGG= TKUP±NKMMGG= RKRU±MKSVGG=QKOR±MKSVGG= PKPQ±MKQP=

UMM= VKVU±MKTV= OKOT±MKOQ= TKMU±MKTVGG= UKMU±MKQSGG= TKUU±MKTUGG= VKQS±NKMVGG= SKVO±MKOOGG=RKTR±MKPUGG= QKQO±MKPUG=

与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGmYMKMN，下同=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=mçdel=grçìéI=s~me=~s=belçw=

表 P= =各组大鼠不同时间点 qti的变化( x±sI=n=Z=U)=
qable=P= = Changes=of=qti=in=rats=among=different=groups=at=different=time=points=E x±sI=n=Z=UF

组别=
剂量L=

Emg·kg−NF=
术前= 给药前=

qtiLs=

N=d= P=d= R=d= T=d= U=d= V=d= NM=d=

假手术= —= NPKRN±NKNT=NPKQT±MKVTGG=NPKMO±MKUNGG=NPKTS±MKTSGG= NPKQO±MKURGG= NPKSV±NKMVGG=NPKTV±MKTRGG=NPKUQ±MKVUGG=NPKPN±NKNSGG=

模型= —= NOKVM±MKRU= RKVU±MKNR= SKOT±MKOM= SKOQ±MKNV= SKVM±MKPN= SKUO±MKNS= SKSM±MKOR= SKOP±MKPM= SKSQ±MKPU=

jAbb= OMM= NPKST±NKNT= RKVO±MKPS= TKRN±MKSM= UKNU±MKRQGG= UKOO±MKOSGG= UKRP±MKRMGG= TKOO±MKNQGG= SKRT±MKNO= SKUM±MKOT=

QMM= NQKMT±MKPU= SKNV±MKNV= VKON±MKOPGG=NMKOP±MKSMGG= NMKOQ±MKQOGG= NMKOT±MKQQGG= UKNT±MKOPGG= TKQP±MKOPGG= TKMT±MKPS=

UMM= NPKQT±MKPU= SKMQ±MKOQ= NMKTT±MKTOGG=NNKOU±MKQSGG= NNKUU±MKRRGG= NNKVR±MKQTGG= VKUO±MKOMGG= TKUT±MKOUGG= TKOQ±MKNTG=

图 O= = CCf大鼠给予jAbb后下调 qkcJα 和 fiJ1β 的表达( x±sI=n=Z=S)=
cigK=O= = puppression=of=jAbb=on=expression=of=qkcJα=and=fiJ1β=in=CCf=rats=E x±sI=n=Z=SF
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PKP= =对 CCf 大鼠脊髓 iQJiS节段 pJboh、pJgkh
和 pJpPU=jAmh蛋白水平的影响=

结果表明，在 CCf诱发的神经病理性疼痛模型

大鼠中，与假手术组比较，éJboh、éJgkh、éJéPU

的表达水平显著上升（m＜MKMR、MKMN）；与模型组

比较，CCf大鼠在jAbb不同剂量给药 T=d后，脊

髓 iQJiS节段jAmh磷酸化蛋白水平降低，其中高

剂量组差异显著（m＜MKMR、MKMN）。结果见图 P。=

  

图 P= =testern=blotting法检测脊髓 iQJiS节段 pJboh、pJgkh和 pJpPU=jAmh蛋白表达水平( x±sI=n=Z=P)=
cigK=P= = oelative=expression=levels=of=pJbohI=pJgkhI=and=pJpPU=jAmh=signaling=way=proteins=in=spinal=dorsal=horns=EiQ—iSF=

of=rats=detected=by=testern=blotting=E x±sI=n=Z=PF=

Q= =讨论=
安络小皮伞已被临床证实对多种类型神经痛和

神经炎痛均有很好的疗效，但其作用机制仍不明确。

本课题研究结果表明，CCf 大鼠模型能够诱发大鼠

机械痛觉超敏及热痛学过敏，同时伴有脊髓jAmh
家族磷酸化蛋白水平上调以及促炎细胞因子

qkcJα、fiJNβ 表达增高，连续给予 jAbb 可显著

持久性改善CCf大鼠机械痛觉超敏及热痛觉过敏症

状，下调脊髓促炎细胞因子 qkcJα、fiJNβ 的表达，

降低 boh、gkh和 éPU=jAmh磷酸化蛋白水平。=
研究显示，jAmh信号传导通路及促炎性细胞

因子是神经性疼痛产生与维持的重要因素。神经损

伤产生的伤害性刺激使脊髓背角中 jAmh 特异性

激活和表达增多，jAmh是信号从细胞表面传导到

细胞核内部的重要传递者，当jAmh激活后通过一

系列激酶的磷酸化级联反应影响细胞核内基因的转

录和调控，最终导致痛觉过敏及中枢敏化，而这种

现象能被jAmh特异性抑制剂明显阻断；神经损伤

引起炎性细胞激活，从而释放促炎性细胞因子

qkcJα、fiJNβ 等，导致神经源性炎症，使周围的伤

害性感受器进一步敏感化。阻断脊髓jAmh信号蛋

白的磷酸化及降低促炎性细胞因子的表达是抑制神

经病理性疼痛的途径之一。

本研究表明，jAbb可能通过抑制jAmh信号

蛋白的磷酸化、抑制促炎性细胞因子的释放而发挥

抑制神经病理性疼痛作用。
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