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芜花根乙醇提取物的镇痛活性

郑维发，石枫，王莉

(绦州师范大学江苏省药用植物生物技术重点实验室，江苏徐州 221116)

摘要：目的阐明芜花根乙醇提取物(EERD)的镇痛活性及其可能的机制。方法通过研究EERD对佐剂性关

节炎(AA)大鼠的痛觉反应和足肿胀的影响；对AA大鼠炎性组织中前列腺素E。(PGEz)和白细胞介素一1p(IL—

lp的形成及soD和过氧化氧酶(cAT)的活性的影响；血清和脑组织中NO和诱导型No台酶GNUS)水平的

影响以及对AA大鼠c—Fos蛋白表达的影响来评价EERD的镇痛活性。结果EERD能明显减轻AA大鼠的痛觉

反应和抑制足肿胀，能显著抑制炎症组织中PGE。和II。一1口的形成并提高sOD和CAT的活性，能明显降低AA大

鼠脑组织中iNOS自活性从而降低NO的水平。EERD可显著抑制AA大鼠脊髓c Fos蛋白的表达。结论EERD

具有显著的镇痛作用，其镇痛机制吖能是通过抑制PGEt和IL一1p的形成、降低脑组织iNOS的括性从而减少NO

的生成，以及增强SOD和CAT的活性以抑制脂质过氧化反应来实现的。

关键词：芫花根乙醇提取物fEERD)；镇痛活性；佐剂性关节炎(AA)
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Analgesic activity of ethanol extracts from root of Daphne genkwa

ZHENG Wei fa，SHI Feng，WANG Ll

(Key Laboratory for Biotechno[ogy OFt Medicinal Plants of Jiangsu Province，Xuzhou

Normal University。Xuzhou 221116t China)

Abstract：Objective To elucidate the analgesic activity of the ethanol extracts from the root of

Daphne genkwa(EERD)．Methods The analgesic activity of EERD was evaluated by the effects on adju—

vant induced nocieeptive response and paw swelling，the iormation of PGEz and IL—18 in adjuvant arthritis

(AA)rats，the activities of SOD and CAT，the 1evels of N0／iNOS in serum and brain tissue as well as by

the effects 013．e Fos protein expression in spinal cord of AA rats．Results EERD at used doses significant

lv delayed the adjuvant—induced nocieeptive response and eased the paw swelling in AA rats．EERD also

evidently inbibited the production of PGE，and IL 18，and enhanced the activities of SOD and CAT in the

lissue of paws being injected by adjuvant．Furthermore，it remarkably reduced the content of NO and inac一
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tivated the activity of iNoS in brain tissue of AA rats．In addition，EERD at used doses exhibited promi—

nent inhibition on adjuvant—induced expression of e-Fos protein in the spinal cord of AA rats．Conclusion

EERD is an effective agent for analgesia．The possible mechanisms for its analgesia might be the actions of

inhibiting the production of PGE2 and the release of IL一1口，reducing the activity of iNOS and hence the

generation of NO in brain tissue，and blocking superoxidation through enhancing the activity of SOD and

CAT．

Key words：ethanol extracts from the root of Daphne genkzoa Sieb．et．Zuec．(EERD)；analgesic

activity{adjuvant arthritis(AA)

芫花Daphne genkwa Sieb．et Zucc．为瑞香科

植物，广泛分布于我国南方各省。药理学研究表明，

芫花根具有消炎、镇痛、镇静及抗惊厥、止咳乎喘和

祛痰作用，对肺炎球菌、皮肤真菌有显著的抑制作

用⋯，在临床上用来治疗慢性支气管炎、肝炎等。芫

花根还作为配伍的主要成分，用于治疗风湿、类风湿

性关节炎。作为治疗风湿性疾病的有效药物，镇痛作

用是其重要功效之一。研究表明，疼痛是痛觉神经元

对有害刺激的反应一“。这种反应伴随着前列腺素Ez

(PGE：)和白细胞介素一1B(IL一1p)的产生、NO水

平和诱导型NO合酶(iNos)活力的变化。研究还

表明，痛觉刺激还促进由早期即刻基因c—los编码

的c—Fos蛋白在大脑海马、脊髓中的表达[3“]。本研

究以佐剂性关节炎(adjuvant arthritis，AA)大鼠

为疼痛模型，研究芫花根乙醇提取物(ethanol ex—

tracts from roots of D．genkwa，EERD)的镇痛作

用以及对炎症组织中PGE：、IL一1p产生，NO／iNOS

在脑组织和血清中变化以及脊髓c—Fos蛋白表达的

影响。

1材料

1．1药物、试剂与仪器：芫花根于2002年11月采

于安徽省南部山区。药材由南京中医药大学叶定江

教授鉴定。NO／iNOS试剂盒，SOD、过氧化氢酶

(CAT)试剂盒(南京建成生物技术研究所)；IL一1口、

PGE：试剂盒(美国TPI公司)；ABC试剂盒(含

DAB染色液，华美生物工程公司产品)。痛阈测定仪

(武瞀总医院中心实验室提供)，冰冻切片机。弗氏完

全佐剂、消炎痛、戊巴比妥钠(Sigma)，生物素化的羊

抗兔抗血清(sAN，rA CRUZ Inc．美国)，辣根酶标

记链霉卵白素工作液(Streptavidin peroxidase，SP，

SANTA CRUZ Inc．美国)。

1．2实验动物：Wistar大鼠，体重180～220 g，饲

养在温度(23土1)C、湿度(55士10)％和光暗周

期为10 h(光)／14 h(暗)的动物饲养室中，自由取

食、饮水。

2方法

2．1 芫花根乙醇提取物(EERD)的制备：取芫花

根5 kg，粉碎，用乙醇水浴回流48 h，真空浓缩得

535 g EERD，得率10．07％(EERD主要含黄酮类

化合物，质量分数近85．7％)。为了便于药理学分

析，将EERD按文献方法⋯与适量的聚山梨酯80

充分混合，加水后形成乳浊液，备用。

2．2佐剂诱导的痛觉反应和足肿胀：疼痛反应以痛

阈大小表示。按文献所述的方法用痛阈测定仪测

定[6]。将痛阈为5～20 mm的大鼠(雄性)随机分为

5组，每组lo只。其中3组以EERD按10、20和30

mg／kg连续ig给药7 d。另外2组分别ig生理盐水

(模型)和消炎痛(阳性对照，3．6 mg／kg)。第1次

给药1 h后在实验大鼠的右后足底注射0．1 mI，弗

氏完全佐剂，形成AA模型。另取10只正常大鼠作

为正常对照组(下面实验均设正常对照组)。每天测

定痛阈5次，每次间隔5 min，连续测定7 d。大鼠足

肿胀以踝关节周长表示n]。

2．3血清和脑组织中NO／iNOS水平，炎性组织中

PGE。、IL—lp的形成和sOD、CAT活力的测定：雄

性大鼠分组、给药及造模方法同2．2项。第7天给药

1 h后，大鼠断头取血、取脑制备血清及脑组织匀

浆；并将注射佐剂的足剪下，称质量，PBS冰浴匀

浆，1 200×g离心20min，取上清液。按试剂盒所述

方法测定血清及脑组织中N0和iNOS水平、炎性

组织中PGE：和IL 18水平及SOD和CAT活力。

2．4免疫组织化学法检测脊髓c los表达

2．4．1灌注、取材和切片：大鼠分组、给药及造模方

法同2．2项。第7天给药1 h后，以乙醚麻醉，仰卧

固定，开胸，剪开右心耳心尖，主动脉插管，迅速灌注

300 mI．PBS，再灌流500 mL 4％多聚甲醛一0．1

mol／L磷酸盐缓冲液。灌流结束后取出脊髓，在4％

多聚甲醛一0．1 mol／L磷酸盐缓冲液中固定4 h，放

入30％蔗糖的PBS溶液中过夜。一20 c冷冻切

片，片厚5“m。切片入丙酮固定。

2．4．2免疫组化反应；切片人3％过氧化氢孵育

10 min，蒸馏水冲洗，PBS浸泡5 min，滴加正常羊
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血清，室温孵育15 min，倾去，再滴加兔抗c—los抗

体(1 l 1 500)，37℃孵育2 h；PBS冲洗3次×3

min；滴加生物素化二抗(生物素化羊抗兔抗IgG)，

37℃孵育15 min；PBS冲洗3次×3 nlin；滴加

SP，37℃孵育15 min；PBS}申洗3次×3 min，

DAB显色后，自来水充分冲洗，复染，明胶封片。

2．4．3免疫组化对照试验：非特异性对照以正常羊

血清代替c—los抗体，其他步骤与免疫组化SP法程

序相同。阴性对照以PBS代替c—Ios抗体，其他步骤

与免疫组化SP法程序相同。

2．4．4 c Fos蛋白免疫反应阳性颗粒计数：抽取各

组大鼠脊髓切片8张，选取同一部位左上、左下、右

上、右下、中央5个视野统计黑色的阳性颗粒数。表

达量以每平方毫米阳性颗粒的数量表示。

2．5统计方法：所有实验数据均采用z土s表示，组

间差异比较采用t检验。

3结果

3．1 对AA大鼠的痛阚值和足肿胀的影响：在本

实验剂量下EERD对AA大鼠痛阚值显示出时间

和剂量依赖性的提高作用。模型组的大鼠痛阈值在

注射佐剂的第1天为14．5 mm，第3天降为lo．2

mm，第5、6天分别降为8．07和6．99mm。与此相

比，EERD或消炎痛组的AA大鼠痛阈值在第1天

没有差异，第3、5、7天则明显高于模型组。提示

EERD对AA大鼠有镇痛作用。在实验剂量范围内

EERD对大鼠痛闽值的提高作用呈现明显的剂量

依赖性美系(表1)。

EERD对AA大鼠的足肿胀也有明显的抑制

作用。这种抑制作用与给药时问和剂量也呈明显的

相关关系。从表2可以看出，给药的第3天，消炎痛

以及EERD的20、30 mg／kg剂量组AA太鼠足肿

胀明显减轻，第5和7天，EERD的所有剂量组对

AA大鼠足肿胀都表现出显著的抑制作用(表2)。

3．2对AA大鼠血清和脑组织No形成及iNoS

活力的影响：结果表明，EERD对AA大鼠的血清

和脑组织NO形成及iNOS活力有显著影响。与模

型组相比，EERD对血清NO产生及iN0s活力有

明显的、剂量依赖性的促进作用；而脑组织N0水

平及iNOS活力则明显低于模型组，并呈现剂量依

赖性的下调作用(表3)。

裹1 EERD对AA大鼠痛阈值的影响(；±s，n--10)

Table 1 Effect of EERD on pain threshold value

of AA rats(Sis，n一10)

与模型组比较：‘P<O．05一P<O．0i⋯P<O．彻l
+P<o．05++P<O．01⋯P<O·001口，model group

表2 EERD对AA大鼠足肿胀的影响(T-ks，n—10)

Table 2 Effect of EERD On paw swelling

ofAA rats＆土s，≈=10)

剂量／

组别(mg．kg

足肿胀／cm

) 1 d 3 d 5 d 7 d

与模型组比较：。P<o 05’‘P<o．0I

’尸<O．05～P<0．01 yJ$model group

表3 EERD对AA丈鼠血清和脑组织NO水平及iNOS活力的影响(i土s，H一10)

Table 3 Effect of EERD on NO level and iNOS activity in serum and brain thsue of AA rats(i土$，H—10)

NO iNOS
组别

剂量八“。“81’、面百万：二_i五=丁面西函再石：i_：：；二i—盂磊了ii_：i=了—五五j万五百_二i

与正常缎比较：6尸<o．05 646P<o．001l号模型组比较：‘P<O 05 一P<o．Ol ⋯P<O 001

△P<O．05 △△△，<0．001_』normal group； ‘P<0．05 ～P<O．Ol ⋯P<O．001撕model group

3．3对AA大鼠炎性部位中PGE。、IL一1口的形成 时对炎性组织中SOD和CAT活力也有显著的提

及SOD、CAT活力的影响：结果表明，EERD显著 高作用。模型组大鼠PGE。和IL一1口在炎性组织中的

降低AA大鼠炎性组织中PGE。和IL 1口的量，同 水平明显高于正常组，而SOD和CAT活力则显著
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低于正常组。提示痛觉刺激引起炎性介质水平的升

高和抗氧化酶活力的降低。消炎痛组和3个剂量的

EERD组AA大鼠的炎性组织中PGE。和II。1口水

平明显低于模型组，而SOD和CAT活力则明显高

于模型组，并表现出一定的量效关系(表4)。

3．4 对c—Fos蛋白免疫反应颗粒表达的影响：

衰4 EERD对AA大鼠炎性组织中PGE2和IL一嵋的形成爰SOD和CAT活力的影响(，土s，H一10)

TaMe 4 Effect of EERD OII formations of PGE2 and IL—lp，and activities of SOD and CAT

in Inflammatory tissues of AA rats(x：t-s。n一10)

与模型组比较：。P<0．05～P<o．Ol ⋯尸<O．00l
。P<O．05～P<0．Ol⋯P<0，001mmodel group

EERD对AA大鼠c—Fos免疫反应颗粒在脊髓的

表达有显著的抑制作用。如表5所示，模型组AA

大鼠脊髓中c—Fos蛋白免疫反应颗粒达到1 72个／

mm2，显著高于正常组大鼠。说明疼痛刺激可引起

c—Fos蛋白在脊髓中的过度表达。与模型组相比，

EERD和消炎痛组AA大鼠的脊髓c—Fos蛋白表

达显著减少。其中EERD 30 mg／kg对c—Fos蛋白

表达的抑制作用最为显著(P<0．001)。

表5 EERD对AA大鼠脊■c—Fos蛋白裹达的影响

(；士s，m一8)

Table 5 Effect of EERD on c-Fos protein expression

in spinal cord of AA rats(z土l，n一8)

与正常组比段：一“尸<o．001
与模型组比较：’r<0 05 ’。P<0．01 ⋯P<O．001
△△^P<0．001"s normal group

。P<0·(15一P<0．01⋯P<O 001 F5model group

4讨论

本实验结果表明，EERD显著延迟AA大鼠的

痛觉反应，提高痛阂值；对足肿胀也有显著的抑制作

用。表明芫花根具有确切的镇痛作用。有研究表明，

痛觉刺激引起环氧化酶(Cox)的活化，催化花生

四烯酸产生前列腺素(PGs)o]。PGs进一步使外周

神经末梢的痛觉感受器致敏。COX的抑制剂可通过

抑制COX的活性，减少外周PGs的产生而发挥镇

痛作用，COX一2抑制剂可显著减少大鼠脊髓中

PGE。的产生“]。现代药理学认为，IL一1口也是重要的

痛觉诱导因子，该因子可诱导磷脂酶A。和前列腺素

H合成酶的活化，进一步促进PGE。的形成”。

EERD对AA大鼠炎性组织PGE：和1I。一18的产生

有显著的抑制作用，提示EERD可能作为cOx的

抑制剂以及IL一1p受体的拮抗剂而发挥镇痛作用。

疼痛刺激也能增加氧自由基的产生，从而进一

步加剧疼痛反应。SOD能有效地将过氧化物阴离子

歧化为过氧化氢，再由CAT转化成氧气和水。生理

条件下sOD和CAT能有效清除自由基和炎症介

质。AA大鼠炎性部位的sOD和CAT活力显著下

降，使氧自由基不能即时淬灭，从而使疼痛反应加

剧。EERD显著提高AA大鼠炎性组织中SOD和

cAT的活力，提高炎性组织自由基的清除能力，从

而延迟疼痛反应，提高了痛觉的阈值。

有研究表明，NO参与了痛觉的加工与传递。正

常生理条件下，由构建型一氧化氮台酶(oNOS)台

成的少量NO是机体防止微生物入侵和杀伤肿瘤

细胞的重要分子口]。疼痛刺激导致诱导型一氧化氮

台酶(iNOs)产生大量的NO，诱导疼痛物质的产

生[1⋯。EERD使AA大鼠痛阚显著提高，同时脑组

织NO水平和iNos活力显著降低，而外周NO水

平和iNOS活力则显著上升，这一结果与Pan等[63

报道的结果类似。然而，有研究者认为，外周过量

NO的产生是构成疼痛或痛觉的物质基础01]。

EERD是否抑制脑组织No／iNoS水平，减少疼痛

物质的产生，通过提升外周血液SOD和CAT的活

力阻断NO的过氧化物形成实现镇痛作用还需进

一步证实。

疼痛刺激还会促进c—fos基因在大脑海马的表

层和深层及脊髓的表达o“，这些区域被认为是痛觉

处理的重要场所[1“。正因如此，由早期即刻基因
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c—fos编码的c—Fos蛋白被用作脊髓神经元传导痛

觉的间接指标。EERD对AA大鼠脊髓c Fos蛋白

的表达有显著地抑制作用，进一步验证了EERD对

疼痛的抑制作用。由此可见，EERD的镇痛作用可

能通过抑制PGE：和II．一1B的产生，抑制iNnS的活

力从而减少NO在脑组织形成，通过提高SOD和

CAT活性抑制超氧化物产生，加速清除氧自由基的

方式来实现的。
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酶联免疫法研究天花粉蛋白突变体在猕猴体内的药动学

蔡永明1，孙超渊1，车铭1，陈拯民1，刘昌孝1，储瑞蔼2

(1．天津药物研究院药代动力学与药效动力学省部共建国家重点实验室。天津300193

2，北京翔天牧生物科技有限公司，北京100076)

摘要：目的研究猕猴iv天花粉蛋白突变体(MTCS)的药动学。方法猕猴iv MTCS 220 pg／kg后，采用酶联

免疫分析法(El，ISA)测定动物血清中的药物质量浓度，血药浓度一时间数据用3P97药动程序拟台分析并计算药

动学参数。结果MTCS在猕猴体内消除符合二房室模型。6只猕猴的平均消除半衰期(￡眦日)为(3．82士1．42)h，

平均消除速率(CI．)为(276．51±118 61)mL／(kg·h)，药时曲线下面积(AUCo吲h)为(1 124．1士189．6)

ng-h／mL。结论 用ELISA方法能准确测定动物血清中MTCS质量浓度和研究其药动学。

关键词：天花粉蛋白突变体(MTCs)l酶联免疫分析法(E1．1SA)；药动学；猕猴

中图分类号：R285．6l 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2006)03—0d02一04

In vivo pharmacokinetics on mutant of trichosanthes in macaque

by enzyme—linked immunosorbent assay

CAI Yong ruin91，SUN Chao yuanl，I，I Min91，CHEN Zheng rainl，LIU Chang xia01，CHU Rui—ai
2

(1．National Key I．aboratory of Pharmacokinetics and Pharmacodynamics，Tianjin Institute of Pharmaceutical

Research，Tianjin 300193，China；2．Bcijing STM BIO Tech Co．，Ltd，，Beijing 100076，China)

Abstract：Objective To study the pharmacokinetics on mutant of trichosanthes(MTCS)after iv ad—

ministration in macaque．Methods Serum drug concentration was measured by an enzyme—linked 1m一

鏊銎晶智：眢鉴：器≥‰划资助项目(2。。3AA223471))；国家。973。计划赞助项目(2004cB5189。2)
作者简介：蔡Te永l：萼蛊髫；面j；嘉i天妻垒庙(04研22究)2员7j砉嚣争毫：盥于!：霎蔫@的药12动9．c学om研究。
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