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摘  要：目的  观察愈风宁心滴丸对硝酸甘油诱导的偏头痛小鼠的影响，探索愈风宁心滴丸预防性治疗血管痉挛性偏头痛的

作用及机制。方法  采用脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）刺激 BV2 神经小胶质细胞，以愈风宁心滴丸（10、50、100 μmol/L）

及葛根素（50 μmol/L）进行干预，收集细胞。将野生型 C57BL/6J 小鼠随机分成照组、模型组以及愈风宁心滴丸低、中、高

剂量（200、360、600 mg/kg）组和葛根素组（37.8 mg/kg），给予药物进行干预，于第 3、5、7、9、11 天 ip 硝酸甘油溶液

（10 mg/kg）建立小鼠偏头痛模型，第 3 天开始进行痛觉敏感（机械压痛和热敏耐受）行为学实验；实验结束后，取小鼠血

清和脑组织。检测各组 BV2 细胞活性氧含量；采用 Western blotting 法检测各组细胞超氧化物歧化酶 1（superoxide dismutase 

1，SOD1）、SOD2 蛋白表达以及各组小鼠三叉神经脊束尾核（trigeminal nucleus caudalis，TNC）区降钙素基因相关肽（calcitonin 

gene-related peptide，CGRP）、c-Fos、磷酸化细胞外信号调节激酶（phosphorylated extracellular regulated protein kinases，p-ERK）

及促炎细胞因子白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）蛋白表达；采用 qRT-PCR 法检测各组细胞 SOD1、SOD2、IL-1β、肿瘤

坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）mRNA 表达以及小鼠 TNC 区 IL-1β、TNF-α mRNA 表达；采用免疫荧光检测

各组小鼠 TNC 区 CGRP、c-Fos 表达；采用生化分析仪检测各组小鼠血清中丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）、

天冬氨酸转氨酶（aspartate aminotransferase，AST）和碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）活性。结果  愈风宁心滴丸

显著上调 BV2 细胞抗氧化酶 SOD1、SOD2 mRNA 和蛋白表达水平（P＜0.05、0.01、0.001），降低活性氧水平（P＜0.01、

0.001），抑制炎症因子 IL-1β和 TNF-α mRNA 表达（P＜0.001）。与对照组相比，模型组小鼠基础痛阈值显著降低（P＜0.05、

0.001），TNC 区中 CGRP、c-Fos、p-ERK 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01、0.001），TNC 区 IL-1β、TNF-α mRNA 和 IL-6

蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组相比，各给药组小鼠基础痛阈值显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），TNC 区中

CGRP、c-Fos、p-ERK 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），TNC 区 IL-1β、TNF-α mRNA 和 IL-6 蛋白表达水平

显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），且呈剂量相关性；愈风宁心滴丸对偏头痛小鼠血清中 ALT、AST 和 ALP 活性无显著性

影响。结论  愈风宁心滴丸可能通过抑制血管扩张、抑制炎症反应、促进抗氧化酶表达等多重途径发挥预防性治疗血管痉挛

性偏头痛的作用。 
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Methods  Lipopolysaccharide (LPS) was used to stimulate BV2 neuroglial cells, Yufeng Ningxin Dripping Pills (10, 50, 100 

μmol/L) and puerarin (50 μmol/L) were used for intervention, and cells were collected. Wild-type C57BL/6J mice were randomly 

divided into control group, model group, low-, medium-, and high-dose (200, 360, 600 mg/kg) Yufeng Ningxin Dripping Pill group 

and puerarin (37.8 mg/kg) group, drugs were given for intervention, migraine model of mice was established with ip nitroglycerin 

solution (10 mg/kg) on 3rd, 5th, 7th, 9th and 11th day, hyperalgesia tolerance behavioral experiment (mechanical tenderness and heat 

sensitivity) were started on 3rd day; After experiment, the serum and brain tissue of mice were taken. The content of reactive oxygen 

species in BV2 cells of each group was detected; Western blotting was used to detect the expressions of superoxide dismutase 1 

(SOD1) and SOD2 protein in BV2 cells and calcitonin gene-related peptide (CGRP), c-Fos, phosphorylated extracellular regulated 

protein kinases (p-ERK) and pro-inflammatory cytokine interleukin-6 (IL-6) protein expressions in trigeminal nucleus caudalis 

(TNC) region in mice of each group; qRT-PCR method was used to detect SOD1, SOD2, IL-1β, tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

mRNA expressions in BV2 cells and IL-1β and TNF-α mRNA expressions in TNC of mice; Immunofluorescence was used to detect 

the expressions of CGRP and c-Fos in TNC area of mice in each group; Automatic biochemical analyzer was used to detect the 

alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (ALP) activities in serum of mice. 

Results  Yufeng Ningxin Dripping Pills significantly increased antioxidant enzyme SOD1 and SOD2 mRNA and protein expression 

levels in BV2 cells (P < 0.05, 0.01, 0.001), reduced reactive oxygen species levels (P < 0.01, 0.001), inhibited the inflammatory 

factor IL-1β and TNF-α mRNA expression (P < 0.001). Compared with control group, basic pain threshold of mice in model group 

was significantly reduced (P < 0.05, 0.001), expressions of CGRP, c-Fos and p-ERK proteins in TNC area were significantly 

increased (P < 0.01, 0.001). The expressions of IL-1β, TNF-α mRNA and IL-6 protein in TNC area were significantly increased (P < 

0.01); Compared with model group, basic pain threshold of mice in each administration group were significantly increased (P < 0.05, 

0.01, 0.001), expressions of CGRP, c-Fos and p-ERK proteins in TNC area were significantly reduced (P < 0.05, 0.01, 0.001), 

expressions of IL-1β, TNF-α mRNA and IL-6 proteins in TNC area were significantly reduced (P < 0.05, 0.01, 0.001), and showed a 

dose-related relationship; Yufeng Ningxin Dripping Pills had no significant effect on activities of ALT, AST and ALP in serum of 

migraine mice. Conclusion  Yufeng Ningxin Dripping Pills may play a preventive effect on vasospasm migraine by inhibiting 

vasodilation, inhibiting inflammation and promoting the expression of antioxidant enzymes. 
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脑血管的舒缩功能受阻会导致偏头痛[1]。当颅内

血管收缩时，引起偏头痛先兆症状的产生，随后出

现颅内外血管扩张。这一过程使得血管周围组织持

续产生血管活性多肽，进一步造成颅内外血管过度

扩张，引起搏动性的头痛[2]。具有收缩血管作用的药

物麦角胺能够缓解偏头痛为此提供了有力证明[3]。此

外，有临床研究报道，发作性神经-血管功能障碍引

起的阵发性血管痉挛是偏头痛发生的主要机制[4]。目

前较多研究表明中枢敏化增加了偏头痛患者的发病

频率，即逐渐演变为慢性偏头痛，表现出患者头面

部、肢体或其他皮肤部位的痛觉过敏[5]。偏头痛中枢

敏化的主要区域为痛觉通路中三叉神经脊束尾核部

位（trigeminal nucleus caudalis，TNC），该区域异常

神经元信号调控引起中枢敏化[6]。随着人们对小胶质

细胞研究的深入，发现小胶质细胞及其分泌的炎症

因子参与了慢性偏头痛中枢敏化的调节[7-8]。 

愈风宁心滴丸是根据中医传统理论，采用现代

医学新技术，以葛根为原料研制而成的一种高效、

速效的纯中药滴丸剂。大量实验证明，葛根及其提

取物葛根素能改善微循环，增加脑和冠状动脉血流

量，改善缺铁新机代谢，对高血压、头痛、项强症

状、冠心病、心绞痛等均有显著疗效[9]。此外，相

关研究表明葛根素具有治疗慢性神经性疼痛的作

用，但其具体机制尚不清晰[10]。葛根素作为愈风宁

心滴丸的重要成分，表明愈风宁心滴丸具有治疗血

管痉挛性偏头痛的潜在作用。本研究旨在通过动物

和细胞水平的研究，确定愈风宁心滴丸对血管痉挛

性偏头痛的作用，并阐明可能的作用机制，为其临

床推广提供理论依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性野生型 C57BL/6J 小鼠，8 周龄，购

自江苏集萃药康生物科技股份有限公司，动物许可

证号 SCXK（苏）2018-0008。小鼠分笼饲养于合肥

工业大学实验动物中心，自然光照，温度（22±2）℃，

湿度（50±5）%，自由进食饮水。在开始动物实验

之前，小鼠于实验中心适应 1 周。动物实验操作均

严格按照实验动物伦理学相关规定进行（动物实验

伦理批准号 HFUT20200901005）。在治疗期间，每

日记录小鼠体质量，没有观察到因实验操作产生的
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不良影响。 

1.2  细胞 

BV2 神经小胶质细胞购自美国 ATCC。 

1.3  药品与试剂 

愈风宁心滴丸（批号 200303）由浙江尖峰药业

有限公司提供，每丸含葛根素 6.3 mg；葛根素（质

量分数≥99%）购自中国食品药品检定研究院；脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS）购自美国 Sigma 公

司；DMEM 培养基（批号 2114090）购自美国 Corning

公司；降钙素基因相关肽（calcitonin gene-related 

peptide，CGRP）单克隆抗体（批号 A5328）、c-Fos

单克隆抗体（批号 A0236)、细胞外信号调节激酶

（extracellular regulated protein kinases，ERK）单克

隆抗体（批号 A4782）、白细胞介素-6（interleukin-6，

IL-6）单克隆抗体（批号 A17361）、超氧化物歧化

酶 1（superoxide dismutase 1，SOD1）单克隆抗体

（批号 A0274）、SOD2 单克隆抗体（批号 A1340）

购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；磷酸化 ERK

（p-ERK）单克隆抗体（批号 A80031-1-RR）、热休

克蛋白 90（heat shock protein 90，HSP90）单克隆

抗体（批号 13171-1-AP）、HRP 标记的 α-Tubulin

抗体（批号 HRP-66031）购自美国 Proteintech 公司；

HRP 标记的山羊抗兔二抗（批号 LK2001）购自天

津三箭生物技术有限公司；ECL 化学发光液（批号

RL241930）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

活性氧（reactive oxygen species，ROS）试剂盒（批

号 KFS344）购自北京百奥莱博科技有限公司；总

RNA 提取试剂（批号 70087434）购自 Biosharp 公

司；逆转录试剂盒（批号 R123-01）购自南京维诺

赞生物科技有限公司；丙氨酸转氨酶（alanine 

aminotransferase ， ALT ） 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

200722103 ）、 天 冬 氨 酸 转 氨 酶 （ aspartate 

aminotransferase ， AST ） 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

200818101）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，

ALP）检测试剂盒（批号 201120101）购自美康生

物科技股份有限公司。 

1.4  仪器 

电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；微量高速冷冻离

心机（美国 Beckman 公司）；多功能酶标仪（美国

BioTek 公司）；超纯水系统（德国 Millipore 公司）；

超微量检测仪（美国 Pultton 公司）；qRT-PCR 仪（瑞

士 Roche 公司）；冰冻切片机、激光共聚焦显微镜

（德国 Leica 公司）；全自动生化分析仪（日本 Hitachi

公司）；YLS-12S 型鼠尾光照测痛仪、YLS-3E 型电

子压痛仪（济南益延科技发展有限公司）。 

2  方法 

2.1  MTT 法检测细胞活性 

基于文献中葛根素对神经胶质细胞的相关研究

报道[11]，确定体外实验中葛根素浓度为 10～100 

μmol/L。将 BV2 细胞的培养基更换为无血清培养

基，分别加入葛根素（50 μmol/L）以及愈风宁心滴

丸（10、50、100 μmol/L）预处理 1 h，随后加入

LPS（1 μg/mL）共同处理 18 h，最后加入 MTT 溶

液（0.5 mg/mL），孵育 4 h，加入 DMSO 溶解后，

采用酶标仪测定 550 nm 处的吸光度（A）值。 

2.2  细胞 ROS 检测 

用不同浓度的愈风宁心滴丸（10、50、100 

μmol/L）及葛根素（50 μmol/L）处理 BV2 细胞 1 h，

然后加入 LPS（1 μg/mL）共同处理 18 h，最后加入

10 mol/L DCFH-DA 探针进行反应，并于激发波长

488 nm 及发射波长 525 nm 处检测荧光强度。 

2.3  动物造模、分组与给药 

根据愈风宁心滴丸说明书的指导，基于成人 1 d

内用药剂量，利用体表面积法换算成小鼠 1 d 用药

剂量约为 360 mg/kg（以此剂量作为中剂量组）；在

整体动物实验中小鼠给药剂量一般按照 2 倍左右剂

量差（约 200 mg/kg）进行递增/减，因此选择 200 

mg/kg 作为低剂量组给药剂量；在此基础上，为避

免给药剂量过大，以 200 mg/kg 剂量差设计了高剂

量组给药剂量（600 mg/kg）；本研究所用愈风宁心

滴丸中葛根素质量分数为 10.5%，因此设计了与中

剂量组剂量相应的葛根素组给药剂量为37.8 mg/kg。 

综上，将小鼠随机分成对照组、模型组以及愈

风宁心滴丸低、中、高剂量（200、360、600 mg/kg）

组和葛根素（37.8 mg/kg）组，每组 8 只。造模组

及给药组于第 3、5、7、9、11 天 ip 硝酸甘油溶液

（10 mg/kg）建立小鼠偏头痛模型[12]，ip 硝酸甘油溶

液几分钟后，可观察到小鼠耳朵发红、镇静、不定

时有挠头现象；对照组 ip 等体积 0.9%氯化钠溶液。

各给药组小鼠每日喂食含相应剂量药物的食物，对

照组和模型组正常饮食。 

2.4  痛觉敏感行为学实验 

头痛是偏头痛的一个特征，异常皮肤疼痛是超

敏反应的一种表现。对小鼠进行痛觉敏感性实验（机

械压痛实验和热敏耐受实验），能够初步判断愈风宁

心滴丸是否具有治疗偏头疼的作用。在实验的第 3、
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5、7、9、11 天进行痛觉敏感行为学测定，即在每

次 ip 硝酸甘油溶液当天测试小鼠痛阈值，作为基线

痛阈值，以此反映出随着硝酸甘油溶液注射次数以

及给药次数的增加，各给药组小鼠基础超敏反应的

差异。 

2.4.1  机械压痛实验  采用电子压痛仪对小鼠尾

根部 1～2 cm 处施加逐渐增大的压力，待小鼠因为

压痛而尖叫或者挣扎时，记录此时的压力值，每次

记录 3 次取平均值，以此数值作为小鼠的压痛阈值。 

2.4.2  热敏耐受实验  采用鼠尾光照测痛仪对小

鼠尾根部 1～2 cm 处给予一定的光照，待小鼠因为

热痛而弹开尾巴时，仪器自动记录小鼠开始接近光

源至尾巴弹开时的时间，每次记录 3 次取平均值，

以此数值作为小鼠的热痛阈值。 

2.5  Western blotting 检测 BV2 细胞和偏头痛小鼠

TNC 区组织蛋白表达 

用不同浓度的愈风宁心滴丸（10、50、100 

μmol/L）及葛根素（50 μmol/L）处理 BV2 细胞 1 h，

然后加入 LPS（1 μg/mL）共同处理 18 h，收集细胞，

加入裂解液提取蛋白，采用 BCA 蛋白定量试剂盒

测定蛋白质量浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加入 5%脱

脂牛奶于室温封闭 1 h，分别加入 SOD1、SOD2、

HSP90 和 α-Tubulin 抗体，4 ℃孵育过夜；加入相

应二抗，常温孵育 1 h，加入 ECL 化学发光试剂，

采用成像设备显影。 

最后 1 次 ip 硝酸甘油溶液 24 h 后，小鼠安乐

死，取小鼠脑 TNC 区组织，同裂解液研磨后，4 ℃、

12 000 r/min 离心 10 min，取上清液。采用 BCA 蛋

白定量试剂盒测定蛋白质量浓度。蛋白样品经十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，

加入 5%脱脂牛奶于室温封闭 1 h，分别加入 CGRP、

c-Fos、p-ERK、ERK、IL-6、HSP90 抗体，4 ℃孵

育过夜；加入相应二抗，常温孵育 1 h，加入 ECL

化学发光试剂，采用成像设备显影。 

2.6  qRT-PCR 检测 BV2 细胞和偏头痛小鼠 TNC

区组织相关基因表达 

用不同浓度的愈风宁心滴丸（10、50、100 

mol/L）及葛根素（50 μmol/L）处理 BV2 细胞 1 h，

然后加入 LPS（1 μg/mL）共同处理 18 h，收集细胞。

按照试剂盒说明书分别提取细胞和偏头痛小鼠

TNC 区组织总 RNA 并合成 cDNA，进行 qRT-PCR

分析。引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Sequence of primers 

基因名称 序列 (5’-3’) 

β-actin F: ATGGAGGGGAATACAGCCC 

R: TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT 

IL-1β F: GACCTTCCAGGATGAGGACA 

R: AGCTCATATGGGTCCGACAG 

TNF-α F: CGTCGTAGCAAACCACCAAG 

R: TTGAAGAGAACCTGGGAGTAGACA 

SOD1 F: GCCTTGTGTATTGTCCCCAT 

R: ACCATCCACTTCGAGCAGAA 

SOD2 F: AGACACGGCTGTCAGCTTCT 

R: CTGGACAAACCTGAGCCCTA 

2.7  免疫荧光染色检测偏头痛小鼠 TNC 区 CGRP

和 c-Fos 蛋白表达 

麻醉小鼠后，依次用 PBS 溶液和多聚甲醛对小

鼠经心灌流处理，分离脑组织，干冰速冻，于多聚

甲醛固定 24 h，再依次用 20%、30%的蔗糖溶液充

分脱水，直至组织沉陷。OCT 包埋组织后，切取 10 

m 组织切片，于 −40 ℃冻存。染色时，取出组织

片于室温放置 30 min 挥发 OCT，经破膜、2%BSA

封闭、抗体孵育、DAPI 染核、封片等步骤后使用

激光共聚焦显微镜拍照。 

2.8  生化分析仪检测偏头痛小鼠血清中 AST、ALT

和 ALP 活性 

实验结束后，获取小鼠全血，静止 2 h 后，于

2000×g 条件下离心 20 min，得血清。采用 PBS 稀

释 3 倍后，按照试剂盒说明书指示，通过生化分析

仪检测血清中 AST、ALT 和 ALP 活性。 

2.9  统计学分析 

实验数据均以 x s 表示，使用 GraphPad Prism 

7软件进行数据统计分析，多组间比较采用One-way 

ANOVA 分析方法。 

3  结果 

3.1  愈风宁心滴丸抑制 BV2 细胞中炎症因子和活

性氧水平 

 TNC 区小胶质细胞的氧化应激反应可激活小

胶质细胞，从而引发炎症，导致神经元细胞激活，

增加痛觉敏感。如图 1-A 所示，各组细胞存活率均

无显著差异，表明本研究所用该药物浓度对 BV2

细胞细胞活性没有影响。如图 1-B 所示，与对照组

比较，模型组细胞 ROS 水平显著升高（P＜0.001）；

与模型组比较，各给药组 ROS 水平显著降低（P＜

0.01、0.001）。 
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，图 2～5、7、8 同 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group, same as fig. 2—5, 7, 8 

图 1  愈风宁心滴丸对 BV2 细胞活性 (A) 以及 ROS 含量 (B) 的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 1  Effect of Yufeng Ningxin Dropping Pills on cell viability (A) and ROS content (B) in BV2 cells ( x s , n = 5)

如图 2所示，与对照组比较，模型组细胞 SOD1、

SOD2 mRNA 和蛋白表达水平显著降低（P＜0.01、

0.001）；与模型组比较，各给药组 SOD1、SOD2 

mRNA 和蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01、

0.001）。表明愈风宁心滴丸能够通过调控抗氧化物

酶的表达发挥抑制 ROS 的作用。 

此外，炎症也是诱导神经元激活的另一个重要

因素。如图 3 所示，与对照组比较，模型组细胞

IL-1β、TNF-α mRNA 表达水平显著升高（P＜

0.001 ）；与模型组比较，各给药组 IL-1β、

TNF-α mRNA 表达水平显著降低（P＜0.001）。上述

结果表明，愈风宁心滴丸对 BV2 细胞具有很好的抗

氧化、抗炎作用，提示其在体内可能也具有较好的

保护作用。 

3.2  愈风宁心滴丸改善偏头痛小鼠的痛觉敏感 

通过电子压痛仪及光照测痛仪对小鼠尾部进行

痛觉耐受检测，即痛觉敏感性实验（机械压痛实验

和热敏耐受实验）。痛觉敏感性实验能够初步判断愈

风宁心滴丸是否具有治疗偏头疼的作用。如图 4 所

示，各组小鼠给药前的基础痛阈值无显著差异，第 
 

 

图 2  愈风宁心滴丸上调 BV2 细胞抗氧化酶 SOD1 和 SOD2 的表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Yufeng Ningxin Dropping Pills increased antioxidant enzymes SOD1 and SOD2 expressions in BV2 cells ( x s , n = 3) 
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图 3  愈风宁心滴丸抑制 BV2 细胞 IL-1β和 TNF-α mRNA 表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Yufeng Ningxin Dropping Pills inhibited IL-1β and TNF-α mRNA expressions in BV2 cells ( x s , n = 3)

 

图 4  愈风宁心滴丸改善偏头痛小鼠的热痛阈值 (A) 及压痛阈值 (B) ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Yufeng Ningxin Dropping Pills improved heat pain threshold (A) and tenderness threshold (B) of migraine mice 

( x s , n = 6)

1 次 ip 硝酸甘油溶液后，与对照组对比，模型组的

基础痛阈值开始降低，并且在反复 ip 硝酸甘油溶液

后小鼠基础热痛阈值以及压痛阈值显著降低（P＜

0.05、0.001），提示痛觉过敏的产生。给予愈风宁心

滴丸及葛根素治疗后，小鼠的热痛阈值以及压痛阈

值显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），表明愈风宁

心滴丸可以改善偏头痛小鼠表现出的痛觉敏感。 

3.3  愈风宁心滴丸通过降低偏头痛小鼠 TNC 区

CGRP、c-Fos、p-ERK 蛋白表达改善中枢敏化 

血管舒张肽 CGRP 是神经源性炎症发生的主要

因素之一，与 c-Fos 及 p-ERK 蛋白一样，被认为是

中枢敏化的分子标记物。如图 5 所示，与对照组比

较，模型组 TNC 区中 CGRP、c-Fos、p-ERK 蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01、0.001）；与模型组相

 

图 5  愈风宁心滴丸抑制偏头痛小鼠 TNC 区 CGRP、c-Fos 和 p-ERK 蛋白表达 ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Yufeng Ningxin Dropping Pills inhibited CGRP, c-Fos and p-ERK protein expressions in TNC area of migraine mice 

( x s , n = 6) 

对照  模型   10    50   100  葛根素 

愈风宁心滴丸/(μmol·L−1) 

对照  模型   10    50   100  葛根素 

愈风宁心滴丸/(μmol·L−1) 

*** 

*** 

2.0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

2.5 
 

2.0 
 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 

c-
F

o
s
蛋
白
相
对
表
达
量

 

鼠
尾
热
痛
阈
值

/s
 

IL
-1
β
 m

R
N

A
相
对
表
达
量

 4 

 

3 

 

2 

 

1 

 

0 T
N

F
-α

 m
R

N
A
相
对
表
达
量

 

*** 

### 

### 

### 

### 

### 
### 

### 

### 

### 

4.5 
 

4.0 
 

3.5 
 

3.0 
 

2.5 
 

2.0 

500 

450 

400 

350 

300 

250 

200 

150 

100 
鼠
尾

压
痛
阈
值

/g
 

对照 

模型 

愈风宁心滴丸200 mg·kg−1 

愈风宁心滴丸360 mg·kg−1 

愈风宁心滴丸600 mg·kg−1 

葛根素 

对照 

模型 

愈风宁心滴丸200 mg·kg−1 

愈风宁心滴丸360 mg·kg−1 

愈风宁心滴丸600 mg·kg−1 

葛根素 

0     2     4     6     8    10 

硝酸甘油溶液注射天数/d 
0     2     4     6     8    10 

硝酸甘油溶液注射天数/d 

### ### ### 

## # 

## 

## 
### ## 

## 

# 

## 

## 

### 

### ### 

### 
### # 

*** 
*** *** 

*** *** 
* 

* 

** 

对照  模型   200   360   600  葛根素 

愈风宁心滴丸/(mg·kg−1) 

对照  模型   200   360   600  葛根素 

愈风宁心滴丸/(mg·kg−1) 

对照  模型   200   360   600  葛根素 

愈风宁心滴丸/(mg·kg−1) 
对照  模型   200   360   600  葛根素 

愈风宁心滴丸/(mg·kg−1) 

2.5 
 

2.0 
 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 

3 
 
 

2 
 
 

1 
 
 

0 p
-E

R
K
蛋
白
相
对
表
达
量

 

C
G

R
P
蛋
白
相
对
表
达
量

 

c-Fos 
HSP90 
p-ERK 

ERK 
CGRP 
HSP90 

6.2×104 
9.0×104 
4.3×104 
4.3×104 
1.0×104 
9.0×104 

** 

### 
### 

### ### 

## ## 
## ## 

## ## 
# 

## 



 中草药 2021 年 11 月 第 52 卷 第 22 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 November Vol. 52 No. 22 ·6887· 

   

比，各给药组 TNC 区中 CGRP、c-Fos、p-ERK 蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。 

如图 6 所示，与对照组相比，模型组 TNC 区中

CGRP、c-Fos 免疫反应的细胞数量增加，给予愈风

宁心滴丸及葛根素干预后，CGRP、c-Fos 阳性细胞

数量减少。以上结果表明，愈风宁心滴丸可能通过

降低偏头痛小鼠 TNC 区 CGRP、c-Fos、p-ERK 蛋

白表达改善小鼠中枢敏化，降低偏头痛模型小鼠的

痛觉敏感。 

3.4  愈风宁心滴丸降低偏头痛小鼠 TNC 区炎症因

子的表达 

如图 7、8 所示，与对照组比较，模型组小鼠

TNC 区 IL-1β、TNF-α mRNA 和 IL-6 蛋白表达水平

显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组小

鼠 TNC 区 IL-1β、TNF-α mRNA 和 IL-6 蛋白表达水

平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。表明愈风宁

心滴丸可能通过降低偏头痛小鼠 TNC 区炎症因子

的表达改善偏头痛。 

3.5  愈风宁心滴丸对偏头痛小鼠血清中 AST、ALT

和 ALP 活性的影响 

如图 9 所示，各组小鼠血清 AST、ALT、APL

活性均无显著差异，且均处于正常水平，表明愈风

宁心滴丸不会对小鼠造成肝毒性，提示其使用具有

安全性。

    

图 6  愈风宁心滴丸抑制偏头痛小鼠 TNC 区 CGRP 和 c-Fos 蛋白表达 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Yufeng Ningxin Dropping Pills inhibited CGRP and c-Fos protein expressions in TNC area of migraine mice ( x s , n = 6)

 

图 7  愈风宁心滴丸抑制偏头痛小鼠 TNC 区 IL-1β和 TNF-α mRNA 的表达 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  Yufeng Ningxin Dropping Pills inhibited IL-1β and TNF-α mRNA expressions in TNC area of migraine mice ( x s , n = 6) 
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图 8  愈风宁心滴丸抑制偏头痛小鼠 TNC 区 IL-6 蛋白表达 

( x s , n = 6) 

Fig. 8  Yufeng Ningxin Dropping Pills inhibited IL-6 protein 

expression in TNC area of migraine mice ( x s , n = 6) 

4  讨论 

偏头痛作为临床常见的原发性疾病，表现出反

复发作、搏动样头痛，并可伴有恶心、呕吐、畏光、

畏声等症状[12]。因其发作原因复杂多样且发病机制

不明确，大多数偏头痛患者都不满于现有接受的治

疗方案[13]。在对偏头痛发病机制的研究过程中，产

生了神经源、血管源以及三叉神经血管反射等多种

学说[14]。研究表明，脑部 TNC 区异常神经元信号

调控引起中枢敏化，反复的中枢敏化促使偏头痛向

慢性偏头痛的转换[6]。CGRP 作为强大的血管舒张

肽，主要表达于三叉神经的无髓神经纤维，当三叉

神经兴奋时会释放大量的 CGRP，促使硬脑膜血管

扩张，进而引起神经源性炎症的发生，导致偏头痛

 

图 9  愈风宁心滴丸对偏头痛小鼠血清中 AST、ALT 和 ALP 活性的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 9  Effect of Yufeng Ningxin Dropping Pills on AST, ALT and ALP activities in serum of migraine mice ( x s , n = 6)

的产生[14]。c-Fos 原癌基因的激活和 ERK 的磷酸

化已被用作神经元激活和中枢敏化的可靠分子标

志物[15]。研究发现，小胶质细胞-神经元细胞信号交

互通路参与了偏头痛的病理生理机制，促炎因子

IL-1β 也参与偏头痛病理过程，提示小胶质细胞可

通过其释放的促炎细胞因子影响中枢神经系统神经

元的兴奋，参与偏头痛的发生与维持[16-17]。 

愈风宁心滴丸是由结合中医传统理论和现代医

学新技术由葛根提取加工而成的中药滴丸，临床上

治疗心绞痛、冠心病等心血管疾病效果显著。其主

要成分葛根素具有解痉升阳、增强脑及冠脉血流量、

祛除患者头痛之功效[18]。葛根素可能通过抑制瞬时

受体电位香草酸亚型 1（transient receptor potential 

vanilloid type 1，TRPV1）、CGRP 和 P 物质预防紫

杉醇诱导的大鼠周围神经病理性疼痛[19]。以上研究

为愈风宁心滴丸防治偏头痛提供了一定的科学依

据。本研究考察了愈风宁心滴丸对 LPS 诱导的 BV2

细胞炎症及氧化应激状态的影响，发现愈风宁心滴

丸及葛根素能够上调 BV2 细胞抗氧化酶 SOD1、

SOD2 的 mRNA 及蛋白表达水平，抑制 LPS 引起的

ROS 水平异常升高，改善细胞中的高氧化压力状

态，同时通过下调 IL-1β、TNF-α 等炎症因子的表

达抑制炎症反应，提示愈风宁心滴丸具有改善偏头

痛的潜力。 

一氧化氮是偏头痛病理生理过程中的重要神经

递质[20]。研究证明，硝酸甘油作为一氧化氮供体给

药会导致健康受试者头痛，而偏头痛患者则会出现

更严重的迟发性头痛[21]。本研究通过对小鼠进行反

复 ip 硝酸甘油溶液诱导慢性偏头痛的产生，模拟临

床慢性偏头痛症状，结果显示，模型组小鼠的痛阈

值显著降低，表现出明显的痛觉敏感。与对照组比

较，模型组小鼠脑部TNC区促炎因子 IL-1β、TNF-α、

IL-6 以及疼痛相关蛋白 CGRP、c-Fos、p-ERK 的表

达明显升高；与模型组比较，各给药组小鼠基础痛

阈值明显升高，表现出对痛觉敏感的显著抑制；各

给药组小鼠 TNC 区促炎细胞因子 IL-1β、TNF-α、

IL-6 以及疼痛相关蛋白 CGRP、c-Fos、p-ERK 的表

达显著降低，呈剂量相关性。 

综上所述，愈风宁心滴丸可以降低偏头痛小鼠

脑部 TNC 区疼痛相关蛋白 CGRP、c-Fos、p-ERK

以及促炎细胞因子 IL-1β、TNF-α、IL-6 的表达，进

而降低痛觉敏感，缓解偏头痛。其机制可能为通过
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抑制血管扩张及炎症反应，进而起到防治血管痉挛

性偏头痛的作用。本研究为愈风宁心滴丸防治偏头

痛的研究提供了理论及实验基础，为中药在偏头痛

的应用提供了重要依据。 
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