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静脉应用川芎嗪对P2X受体激动剂引起足底伤害性反应的影响
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Holton发现在刺激外周神经引起逆行性血管

扩张时感觉末梢有三磷酸腺苷(ATP)释放，首次

提示ATP参与感觉神经的信息传递。“嘌呤能神

经”学说创立者英国科学家Burnstock于1996年提

出，不同类型细胞释放的ATP作用于感觉神经末

梢的嘌呤受体引发疼痛[1]。分子克隆技术显示ATP

作用的P2X。受体选择性表达于与伤害性感受有关

的小直径背根神经节(DRG)细胞[23；清醒鼠足底

注射ATP等P2X受体激动剂引起急性伤害性反

应(缩足反应)[3“1；用电离子透人法将ATP注入到

健康志愿者的皮肤内引发痛反应∞]。这些实验结果

均支持Burnstock提出的假设。嘌呤受体分为P1

(腺苷)和P2(腺嘌呤核苷酸)受体两大类。目前又

将P2受体分为P2X(配体门控性离子通道受体)

和P2Y(G蛋白耦联受体)。

川芎具有活血化瘀、消肿止痛的作用。川芎嗪

(tetramethylpyrazine，TMP)是川芎所含的一种生

物碱，对心、脑血管疾病有广泛的药理作用。文献报

道TMP有抗炎作用[6]，明显抑制白细胞和小胶质

细胞的浸润及激活[7]，由此提示它可能具有抗伤害

性作用。本实验室以前的工作观察到TMP可抑制

ATP兴奋交感神经节细胞P2X受体诱发的去极化

电位哺]。本实验观察静脉应用TMP对ATP等P2X

受体激动剂引起大鼠足底伤害性反应的影响，从而

了解TMP的抗伤害性作用及其可能机制。

1材料与方法

1．1 药物与试剂：TMP，批号971102，质量分数

99％，无锡第七制药有限公司产品；ATP、a，p亚甲

三磷酸腺苷(0【，13-methylene ATP，a，B-me ATP)、

前列腺素E：(PGE。)均为Sigma公司产品。

1．2动物：雄性SD大鼠，200～220 g，江西医学院

实验动物科学部提供。

1．3行为学实验[3]：实验前1周大鼠置于实验室饲

养，保证水和饲料供应，实验室温度保持在19～

25℃。实验时将大鼠放在透明有机玻璃盒(20 cm×

30 cm×30 cm)内，用一支架使透明有机玻璃盒高于

实验台便于清楚观察大鼠足底。用A,JL头皮静脉注

射针进行大鼠尾静脉iv给药。大鼠随机分组：对照

组，大鼠尾静脉iv生理盐水，大鼠左足底SC注入

P2X受体激动剂(ATP或a，13-meATP)；实验组，

大鼠尾静脉iv TMP(20、40、80 mmol／L)，大鼠左

足底SC注入P2X受体激动剂(ATP或a，p

meTAP)或a，[3-meTAP加PGE。。各组实验药物取

较高浓度药液折算后(保持为各组所需用药浓度)

混为100弘L剂量1次注射，所有药物用生理盐水配

制。大鼠足底急性伤害性反应的观察指标为每5

min内的缩足反应次数或抬足和舔足时间，连续观

察30 min，每只大鼠仅做1次实验。

1．4全细胞膜片钳实验：有关大鼠DRG神经元标

本的急性分离方法见文献方法[9]。将大鼠击昏、断头
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后迅速切开背部皮肤，沿脊柱两侧剪断与之相连的

肋骨，取出胸腰段脊柱，由脊柱正中剖开成两半，置

O。饱和的DMEM液内，pH值7．40，溶液渗透压为

887．4 kPa。由剖开的椎管内侧取出神经节及相连的

神经根(腹、背根)和脊神经，在解剖显微镜下用精

细角膜剪及游丝镊仔细剪除相连神经和周围结缔组

织被膜，将清除干净的DRG尽可能地剪碎，置培养

瓶内并加入胰蛋白酶(typeⅢ，Sigma)0．5 g／L，胶

原酶(type I A，Sigma)1．0 g／L在恒温振荡水浴

器(35℃、80次／min)中孵育20～30 min，完成后

加入适量的大豆胰蛋白酶抑制剂(typeⅡ一s，

Sigma)以终止酶的消化作用。将上述酶和机械分离

的DRG细胞转移至35 mm培养皿内，放在倒置显

微镜的载物台上换细胞外液静置30 min。然后应用

全细胞式膜片钳技术[91记录TMP对P2X受体激

动剂激活电流的影响。全细胞膜片钳记录所用的仪

器为CEZ--2400型膜片钳放大器(日本Nihon～

Kohden)。玻璃微电极内液成分为(mmol／L)：KCl

140、CaCl2 1、MgCl2 2、HEPES 10、EGTA 11、ATP

4，电极电阻2～5 MQ。灌流液成分为(mmol／L)：

NaCl 150、KCl 5、CaCl2 2．5、MgCl2 1、HEPES 10、

D—Glucose 10。在电极与细胞膜之间形成高阻(1～

10 GQ)封接后进一步将膜吸破，形成全细胞记录模

式，调节电容和串联电阻补偿。置保持电压于一60

mV，膜电流应用低通滤波(1 kHz，一3 dB)，刺激

脉冲10 mV，频率10 ms。实验结果由笔录仪

(LMS--2B，成都)描记。给药系通过微操纵器移动

快速换药装置的排管进行，每管直径为0．2 mm，管

口距记录的细胞约100肚m。室温20～30 C进行。

1．5 统计处理：实验数据用z--+S，用统计软件包

SPSS 10．0以方差分析及t检验分析各组均值差异

的显著性。

2 结果

2．1 静脉应用TMP对P2X受体激动剂引起足底

伤害性反应的影响：将ATP(1／lmol／L)或a，B-me

ATP(0．6 umol／L)SC于大鼠足底可产生缩足反

应，单独SC生理盐水于足底不产生伤害性反应。与对

照组相比，大鼠尾静脉iv TMP(20、40、80 mmol／L)

明显减少ATP(1}tmol／L)或Q，8-meATP(0．6

弘mol／L)足底注射引起的大鼠缩足次数(图1)。

TMP(20、40、80 mmol／L)呈剂量依赖性地抑制

ATP或a，B—me ATP产生的缩足反应(图1)。

2．2静脉应用TMP对a，B-me ATP加PGE：引起

的足底伤害性反应的影响：P2X受体激动剂a，B—me
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P2X受体激动剂ATP或a，B-me ATP引起的伤害

性反应与痛觉有关。炎症介质PGE。可增强伤害性

感受器对伤害性刺激的反应，使伤害性感受器敏感。

此外，PGE。可上调P2X受体水平[4]，使a，肛me

ATP引起的急性伤害性反应增强。本实验中观察到

iv TMP对P2X受体激动剂a，B-me ATP与PGE。

合用引起的伤害性反应具有抑制作用，由此提示

TMP可阻断炎症介质PGE。增强P2X受体兴奋产

生的伤害性信息传递。

ATP作为外周疼痛的介质是因为细胞溶解的

结果，这时贮存在细胞内的ATP大量释放[1“，如膝

关节炎的关节液中ATP浓度较高。TMP具有钙拮

抗作用，通过抑制钙超载，保持线粒体的完整性，对

细胞具有保护作用[7]。iv TMP产生抗伤害性作用，

可能与此有关。但也有文献报道，较大剂量TMP具

有L一型钙通道开放剂的作用[1 2|。此研究中，TMP

的抗伤害性作用与浓度呈正比，高浓度的TMP抗

伤害性作用更明显。因此，仅用TMP影响钙通道的

作用来解释其抗伤害性作用尚不完善。结合全细胞

膜片钳实验观察到TMP抑制P2X受体激动剂

ATP或a，pme ATP在大鼠背根神经节细胞激活

的电位，以及TMP抑制交感神经节细胞ATP兴奋

P2X受体诱发的去极化电位口]，提示TMP可通过

阻断P2X受体兴奋的信号传导抑制P2X受体激动

剂引起的大鼠足底伤害性反应。
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泻心汤抗内毒素有效部位的初步筛选
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内毒素(endotoxin，ET)与临床多种疾病的发

生、发展密切相关，近几十年来已发现近百种单味中

药、中药复方及中药化学成分有抗内毒素作用，但目

前关于中药抗内毒素作用研究主要集中在单味药及

其化学成分上，尚缺乏复方有效部位(群)抗ET的

相关研究[1]。在这一领域，以经方为对象的研究具有

十分明显的优势，本课题组选择泻心汤作为研究对

象，抓住其清热解毒的主要功效，利用其组方简单的

特点，对其进行化学部位分离，采用鲎试剂动态凝胶

法和内毒素发热动物模型对泻心汤不同提取部位进

行内毒素作用的研究。

1材料

1．1药材及其极性部位制备：大黄、黄连和黄芩购

自四川省药材公司，大黄、黄连、黄芩按质量比

2：l：1比例进行常规水提得水煎液(得率

31．2％)；另取水煎液依次用氯仿和正丁醇萃取，得
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