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野罂栗总生物碱镇痛作用与Ca2+和NO的关系

杨宇杰1，袁亚非1，刘豫安1，王春民"，佟继铭1

(1．承德医学院，河北承德067000；2．承德颈复康药业集团有限公司，河北承德067000)

野罂粟总生物碱(total alkaloids of Papaver

nudicaule，TAPN)，是从罂粟科植物野罂粟中提取

出来的总生物碱，作为一种新型镇痛药具有良好的

开发前景。前期研究工作已初步确定了TAPN镇痛

作用部位主要在外周，同时也具有中枢镇痛作用，且

在脊髓以上水平[11；进一步研究表明TAPN抑制前

列腺素(PGs)的合成，可能是其发挥外周镇痛作用

的主要机制，且其中枢镇痛作用与阿片受体无关[2]。

Ca2+及NO作为重要的信息物质，其对疼痛的影响

近年来颇受关注。Ca2+与疼痛及镇痛之间关系的深

入研究表明，Ca2+在疼痛和镇痛方面起着非常重要

的作用[3“]。NO是近年发现的一种不同于传统的信

息传递分子，目前已有大量证据表明No在外周及

中枢的不同水平的痛觉调制中起重要作用[5~7]。本

实验着重探讨TAPN的镇痛作用与Ca2+和NO的

关系，进一步探讨TAPN的镇痛作用机制。

1材料

1．1药品与试剂：TAPN(质量分数59．3％)，承德

医学院中药研究所提供；维拉帕米(Verapamil，

Ver)，上海第十制药厂生产，批号010201；醋酸，化

学纯，上海化学试剂厂出品，批号980425；CaCl。，化

学纯，上海泗联化工厂出品，批号990402；乙二胺四

乙酸(EDTA)，分析纯，上海试剂一厂生产，批号

960806。NO试剂盒，南京建成生物工程研究所产

品，批号20020410。

1．2仪器：岛津260紫外一可见分光光度计，日本；

DT一100A分析天平，北京光学仪器厂；xHF一1高

速分散器，上海金达生化仪器厂；TLL—D台式冷冻

离心机，军事医学科学院实验仪器厂。

1．3动物：昆明种小鼠，18～22 g，由河北省实验动

物中心提供，合格证号：医动字第04056号。

2方法与结果

2．1数据处理：所有数据均以X±5表示，多组间的

差异性比较采用方差分析，结合Student t检验。

2．2 TAPN镇痛作用与Ca2+的关系：采用小鼠热

板法观察CaCl。、EDTA及Ver对TAPN镇痛作用

的影响。把小鼠放到预先加热至55℃的恒温金属

铜板上，以舔后足为痛反应指标。实验动物均为雌

性、基础痛阈在30 S内的小鼠(给药前间隔5 min

测得小鼠两次痛反应潜伏期，以两次的均值作为基

础痛阈)。给药后痛反应潜伏期延长一倍以上者，作

为有效镇痛作用，最长测定时间不超过60 S。取雌性

小鼠70只，随机分为7组，每组10只，各组ip给予

生理盐水(NS)或TAPN后15 min icv给予NS、

CaCl：或EDTA，15 min后以热板法测各组小鼠痛

阈值。各组给药途径、剂量及结果见表1。可见，icv

EDTA降低中枢Ca2+浓度有一定的镇痛作用，并可

显著增强TAPN(ip)的镇痛作用；icy CaCI。升高中

枢Ca2+浓度对小鼠痛阈无明显影响，但可显著拮抗

TAPN的镇痛作用，而icv Ver又可部分逆转CaCl。

对TAPN镇痛作用的拮抗。

表1 CaCl2、EDTA和Ver(icv)对TAPN(ip)在小鼠

体内镇痛作用的影响(；±s，露一10)

Table 1 Effect of CaCl2，EDTA，and Ver(icy)on anal-

gesia of TAPN(ip)in mice(；±s，万=10)

组别 撇径(，mg‰百型‰r‘政1 J 悬懈 茹约后

A NS+NS ip+icv

B NS+CaCl2 ip+icv

C NS+EDTA ip+icv

D TAPN+NS ip+icv

E TAPN+caci2 ip+icv

F TAPN+EDTA ip+icv

G TAPN+(CaCl2+Ver)ip+iev

一+一 16．8士3．2 17．1士3．4

一+2 18．1士4．1 17．9士4．5

一+0．85 17．3士3．4 39．6士5．2‘。

74+一 17．5士2．9 48．4士6．1’。

74+2 18．2士4．1 30．2士3．7’▲▲

74+0．25 16．7±3．6 58．6士5．1’+△△▲

74+(2+0．25)17．2士3．3 34．5士4．6。△

与A组比较：’P<O．05一P<O．Ol； 与C组比较：oP<

o．05 △△P<O．01； 与D组比较：AP<0．05 ▲▲P<O．Ol

’P<0．05 ～P<O．Ol、秽s group A； △P<0．05 △△P<

0．01 VS group C： ▲P<o．05▲▲P<O．Ol口s group D

2．3 TAPN镇痛作用与NO的关系：采用小鼠扭

体法研究NO对TAPN镇痛作用的影响。小鼠ip

0．7％醋酸0．1 mL／lO g，引起扭体反应(腹部内

凹，躯干与后腿伸直，臀部高起)，观察、记录每10

min内发生扭体反应的次数。以给药后扭体次数减
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少50％以上为有效镇痛作用指标。

小鼠脑组织中NO水平测定(硝酸还原酶

法)[8]：将小鼠快速断头取脑，应用XHF一1高速分散

器按NO试剂盒中提供的方法制成10％组织匀浆

(5 r／min，20 S，0℃)，按照N0试剂盒的操作步骤

进行，测定脑组织中N0水平(蛋白定量采用双缩

脲法)。

取小鼠70只，随机分为7组，即正常组、NS组、

TAPN(74 mg／kg)组、CaCl2(2 mg／kg)组、EDTA

(0．25 mg／kg)组、TAPN+CaCl2组和TAPN+

EDTA组。除正常组外，TAPN及NS组ip给药后

15 min ip 0．7％醋酸0．1 mL／10 g(EDTA及Ca—

Cl：在ip醋酸时icy给药)，5 min后开始记录各组

小鼠10 min内的扭体反应次数，然后将7组小鼠快

速断头取脑，制成10％脑组织匀浆，测定脑组织中

No水平，结果见表2。可见，icv CaCl：升高中枢

Ca2+浓度对小鼠扭体反应数无明显影响，icy EDTA

降低中枢Ca2+浓度可减少小鼠扭体反应数；ip

TAPN可显著减少醋酸所致的扭体反应数，同时可

显著降低醋酸致扭体后小鼠脑组织中升高的NO

水平，并且此作用可被CaCl。拮抗，被EDTA加强。

衰2醋酸致扭体试验小鼠扭体反应数及脑组织中

NO水平(；士s，厄一10)

Table 2 Writhing response number and NO level

in brain tissue of mice in acetic acid—

writhing test(；±s，弗一10)

组别燃径帮．1t—t／(mg gg，t，0慧0 ra‰in t，，tmo■l g，
‘

J扶。l 1，
。

1，

与NS组比较：’尸<0．05一P<O．01

与TAPN组比较：Ap<0．05

’P<0．05’‘P<O．01"USNS group

△P<O．05"OS TAPN group

3讨论

Hano等[91早期的报道和许多学者的研究表明，

Ca2+在调节细胞内信号释放中起重要作用，神经细

胞中Ca2+增多可使痛阈下降，产生疼痛，而Ca2+减

少则有镇痛作用。Kavaiers等发现钙通道阻滞剂硝

苯毗啶有一定的镇痛作用，而钙通道激动剂

BAYK。。“则有显著的痛敏作用[1州。现已发现不少中

药镇痛剂(如粉防己碱、金丝桃苷及刺乌头碱、芦丁

等)，其镇痛作用与拮抗Ca2+有关[11’12]，这无疑对开

发研究新的镇痛药有一定意义。本研究结果表明，

icy CaCl。造成中枢高钙状态可显著拮抗TAPN的

镇痛作用，而icv Ca2+络合剂EDTA造成中枢低钙

状态则可显著增强TAPN的镇痛作用，并且CaCl：

对TAPN镇痛作用的拮抗可被钙内流阻滞剂Ver

部分逆转(预试验表明Ver本身无明显的镇痛作

用)，说明Ca2+对TAPN镇痛作用的拮抗与Ca2+内

流有关，由于Ver仅对L型通道的Ca抖内流有阻

滞作用，而对经N、T型通道的Ca2十内流无影响，因

此，Ver的逆转作用仅是部分的，同时也说明

TAPN的镇痛作用与中枢性钙拮抗有关。

NO不仅是一种自由基，更是一种神经递质，在

疼痛中枢传递中有着重要作用[13~15|。与慢性痛有关

的痛觉过敏和异动现象(Allodynia)的机制问题近

年来引起了人们的兴趣。在人类，痛觉过敏是指机体

对痛的敏感性提高。机体周围感受器对活性炎症调

节物质起反应时会发生过敏现象，这种敏化过程的

周围机制已被阐明，痛觉过敏的形成主要与此有关。

但是不断积累的证据提示，中枢本身亦参与痛觉过

敏状态的形成和维持。已经证明机体一些伤害感受

性反应的产生有赖于Ⅳ一甲基D一天门冬氨酸(NM—

DA)受体的激活和NO的生成，最近亦有资料表明

NO可增敏痛觉感受器的反应性，并可介导前列腺

素(PG)合成及释放过程[1 6|，研究证实脊髓NM—

DA受体、神经激肽1(NKl)受体的激活可能在中

枢敏感化的形成过程中发挥着重要作用[1 7|，外周伤

害性刺激的传人可引起初级传人末梢释放P物质、

谷氨酸等痛觉递质，激活NKl受体、NMDA受体

等引起Ca2+大量内流，从而导致Ca2+依赖性细胞

内过程。神经细胞中的N0合成酶系一种Ca2+依赖

性的结构酶，疼痛过程中细胞内Ca2+浓度增高，可

促进N0的合成。本研究结果表明，TAPN在镇痛

时，能显著降低醋酸致扭体后小鼠脑组织中增高的

No，并且此作用可被EDTA加强，被CaCl：拮抗，

提示TAPN的镇痛作用也与No有关，NO机制参

与了TAPN的中枢镇痛作用。
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化州柚提取物的抗炎作用

李沛波，马 燕，杨宏亮，贾 强，王永刚，苏薇薇

(中山大学生命科学学院，广东广州510275)

化州柚Citrus grandis(L．)Osbeck var．to—

mentosa Hort．又称化州仙橘，系芸香科柑桔属植

物，为柚Citrus grandis(L．)Osbeck的栽培变种，

主产于广东化州，是广东的地道药材。化州柚的未成

熟或近成熟的干燥外层果皮经加工即为中药化橘

红，习称“毛橘红”，具有化痰、理气、健胃、消食之功

效，用于治疗胸中痰滞，咳嗽气喘，呕吐呃逆，饮食积

滞等症。为进一步开发化州柚，本实验对化州柚提取

物进行抗炎作用的动物实验研究。

1材料与方法

1．1药物及试剂：化州柚(全果实)提取物(采用水

提醇沉法自制，黄酮类成分占70％以上)；阿司匹

林片，河北石家庄制药集团生产，批号041114；乌拉

坦，国药集团化学试剂有限公司生产，批号E60521；

二甲苯，广东光华化学厂有限公司生产，批号

20050218。

1．2动物：昆明种小鼠，雄性，体重18～22 g，SPF

级，由南方医科大学实验动物中心提供，动物合格证

号：2004A063；SD大鼠，雄性，体重130～170 g，清

洁级标准，由中山大学实验动物中心提供，动物合格

证号：粤检证字2003A070。

1．3 仪器：大鼠足跖容积测定装置：参照文献方

法L11定制。

1．4方法

1．4．1对二甲苯致小鼠耳廓肿胀的影响[1]：取昆明

种小鼠72只，随机分为6组，即正常组、模型组、化

州柚提取物低、中、高剂量(20、40、80 mg／kg)组、

阳性对照药物(阿司匹林200 mg／kg)组，每组12

只。实验前小鼠禁食不禁水12 h，然后各组小鼠按

0．1 mL／lO g ig给药，每天1次，共7 d，其中正常组

和模型组给等体积蒸馏水。末次给药后30 min，除

正常组外，其余各组小鼠于左耳正反两面涂上二甲

苯50肛L致炎，致炎1 h后脱颈椎处死动物，用直径

9 mrn打孔器冲下左耳和右耳同一部位的圆片，于

分析天平上称质量，以两耳片质量差值为炎症肿胀

度，并计算肿胀抑制率。
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