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［摘要］　目的：研究祖师麻片对慢性挤压神经损伤（ＣＣＩ）模型大鼠的镇痛作用及机制。方法：采用 ＣＣＩ诱
导大鼠坐骨神经损伤，结扎手术完成第８天按痛反应时间（ＴＷＴ）值随机分为 ７组（ｎ＝１２），即对照组、假手
术组、模型组、布洛芬组及祖师麻片高、中、低剂量（０４３２、０２１６、０１０８ｇ·ｋｇ－１）组，灌胃给药，每天
１次，共给药１４次。造模后第 ２０天，测定 ＣＣＩ大鼠患肢（即右后足）的 ＴＷＴ值及 ５０％机械缩足反射阈值
（５０％ ＭＷＴ）。造模第２１天灌注取材，取脊髓段 Ｌ４～６，利用免疫组化法观察大鼠脊髓背角 Ｐ２Ｘ４和 ｐ３８丝裂原
活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）的表达情况。结果：与模型组比较，祖师麻片各剂量组在给药后各时间点可显著延
长模型大鼠患侧的 ＴＷＴ（Ｐ＜００１）；可提高模型大鼠患侧的５０％ ＭＷＴ值（Ｐ＜００１）；且明显抑制 Ｐ２Ｘ４受体
和 ｐ３８ＭＡＰＫ在脊髓背角中的表达（Ｐ＜００５）。结论：祖师麻片有明显的镇痛作用，能有效降低 ＣＣＩ诱导坐骨
神经损伤所致的痛觉敏化，可减轻结扎坐骨神经所致痛觉敏感大鼠患肢对温度刺激、机械刺激的敏感性，其

作用机制与其抑制脊髓背角 Ｐ２Ｘ４／ｐ３８ＭＡＰＫ通路有关。
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祖师麻为瑞香科植物黄瑞香 Ｄａｐｈｎｅｇｉｒａｌｄｉｉ
Ｎｉｔｓｃｈｅ、陕西瑞香ＤａｐｈｎｅｔａｎｇｕｔｉｃｅＭａｘｉｍ或凹叶瑞
香 ＤａｐｈｎｅｒｅｔｕｓａＨｅｍｓｌ的干燥茎皮及根皮。其味
辛、苦，性温；有小毒；归肝经，具有祛风除湿、

止痛散瘀的功效，其制剂祖师麻片收载于 《中华人

民共和国药典》２０１５年版，临床用于治疗坐骨神经
痛及风湿、类风湿性关节炎。

坐骨神经痛属于神经病理性疼痛的一种。神经

病理性疼痛的产生可导致神经系统对痛觉信号的产

生、处理、传递等发生功能性障碍［１２］。本研究采用

慢性挤压神经损伤（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｏｆｔｈｅ
ｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｍｏｄｅｌ，ＣＣＩ）诱导的坐骨神经损伤大鼠
模型［３４］，以痛反应时间（ｔｈｅｒｍａｌｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，
ＴＷＴ）、５０％机械缩足反射阈值（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｗｉｔｈｄｒａｗａｌ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，５０％ ＭＷＴ）为指标，观察祖师麻片对 ＣＣＩ
模型大鼠神经病理性疼痛的抑制作用，并检测 ＣＣＩ
模型大鼠患侧脊髓背角中丝裂原活化蛋白激酶 ｐ３８
（ｐ３８ＭＡＰＫ）以及 Ｐ２Ｘ４受体表达，以分析祖师麻片
抑制坐骨神经痛的可能机制，为其在临床的应用提

供试验依据。

１　材料

１１　实验动物

６～７周龄ＳＰＦ级ＳＤ大鼠８４只（北京维通利华实
验动物技术有限公司，动物合格证编号分别为

１１４００７００１９２６６１、１１４００７００１９３３５８、１１４００７００２０２２８２），
雌雄各４２只，体质量（２００±２０）ｇ。大鼠饲养于北京
中医药大学动物房，许可证号：ＳＹＸＫ（京）２０１６００３８，
实验过程中严格按照实验动物使用的３Ｒ原则给予人
道关怀。并获得北京中医药大学实验动物福利伦理委

员会的批准（批准号：ＢＵＣＭ４２０１７０９０１０９３００９）。
实验前，大鼠适应性饲养３ｄ。

１２　试剂

祖师麻片剂（秦皇岛市山海关药业有限责任公

司，批号：２０１４０７０２），颜色为红棕色，规格０３ｇ／片，
临床人用量为每日３次，３片／次，即２７ｇ·ｄ－１，按
照人体质量为７５ｋｇ进行计算，即３６ｍｇ·ｋｇ－１。确
定大鼠受试剂量为 ０４３２、０２１６、０１０８ｇ·ｋｇ－１，
即常规用量的１２、６、３倍量。布洛芬缓释胶囊（天

津中美史克制药有限公司，批号：１６０８０６５２），规格
４ｍｇ／粒，常规用药量为８ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，本实验采用
４８ｍｇ·ｋｇ－１作为阳性药组大鼠的受试剂量，即常规用
药量的６倍。

兔抗 Ｐ２Ｘ４多克隆抗体、兔抗 ｐ３８ＭＡＰＫ抗体
（Ｐｒｏｔｅｉｔｅｃｈ公司）；ＤＡＢ显色剂、兔二抗超敏试剂盒
（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

１３　仪器

ＶｏｎＦｒｅｙ纤维毛（美国Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司）；冷／热盘
测痛仪（美国ＩＩＴＣ公司）。

２　方法

２１　分组及给药

ＳＤ大鼠８４只，雌雄兼用。结扎手术完成后第
８天按ＴＷＴ值运用对位随机法分为７组，分别为对
照组、模型组、假手术组、布洛芬组及祖师麻片

０４３２、０２１６、０１０８ｇ·ｋｇ－１组。
布洛芬组及祖师麻片各剂量组大鼠于术后１周（即

第８天）开始灌胃给药，每天给药１次，共１４次，对照
组、模型组、假手术组大鼠给予相同质量的０９％氯化
钠溶液。在造模后２０ｄ测定相关行为学数据。

２２　ＣＣＩ模型的制备

除对照组外，其余各组大鼠腹腔注射１５％戊巴
比妥钠麻醉，呈俯卧状趴于手术台上，右后肢外侧

褪毛处理。褪毛完成后将外侧皮肤消毒后剪开，依

次拨开皮肤、脂肪、浅筋膜直至看到股二头肌，用

眼科镊将股二头肌分离，用镊子轻柔地将坐骨神经主

干挑起，以相邻结扎线的距离约为１ｍｍ长度对坐骨
神经进行结扎，共结扎４道。如大鼠大腿肌肉出现微
微颤动，则说明结扎力度适宜［５］。结扎完毕之后将肌

肉和皮肤逐层缝合，缝合处涂抹碘酒防止伤口感染。

２３　指标检测

２３１　ＴＷＴ测定　测定时间均设定在８：００～１６：００。
将大鼠放入透明玻璃罩内适应５ｍｉｎ，测量的开始时
间为大鼠停止探觅行为。开启冷／热盘测痛仪，温度
调至５５℃，测定时间上限 ３０ｓ，观察部位为患肢
（即右后足）。当仪器加热到指定温度后，大鼠会因

灼热出现不停抬足或舔足现象，此时为时间记录终

点。记录的时间长度应为自开启仪器至大鼠右后足
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出现舔足反应所用的时间，每只大鼠测量３次，每
次测量距离上次测量的时间超过１０ｍｉｎ，痛反应时
间为３次测量数据的平均值。
２３２　５０％ ＭＷＴ的测定　测定时间均设定在
８：００～１６：００，室温２０～２５℃，湿度４６％～５２％。
将大鼠置于提前准备好的笼内，测量开始之前应使

大鼠充分适应周围环境，待其安静后开始测量。利

用ＶｏｎＦｒｅｙ纤维毛对其患肢（即右后足）进行刺激，
方法为上下法，观察大鼠患肢对 ＶｏｎＦｒｅｙ纤维毛刺
激出现的反应。选用的 ＶｏｎＦｒｅｙ纤维毛质量分别为
１５、２６、６０、１００、１８０、３００ｇ，测量开始先用最小
克数纤维毛对大鼠的患肢进行刺激，若大鼠对纤维

毛产生蹬踹或缩足的变化记作 Ｏ（阳性反应），反之
记作×（阴性反应）。当反应为 Ｏ时，选取比当前用
于测量的纤维毛质量低１级的纤维毛进行刺激，当
反应为×时，选用比当前用于测量的纤维毛质量高１
级的纤维毛刺激。当连续２个及２个以上性质相同的
反应后出现与当前性质相反的反应时，此反应所对应

的数值即为第１个正式数据，之后再测５个数据，则
每只大鼠的正式数据共６个。查纤维毛换算系数表［６］

并按照公式（１）计算５０％引起阳性反应量（ＥＤ５０）。
ＥＤ５０＝１０

ｌｏｇａ＋ｋ×ｂ （１）
ａ：用于正式数据所对应的纤毛质量；ｂ：相邻

纤毛的对数差的平均值；ｋ：表中的相应参数。
２３３　免疫组织化学反应显色　末次给药后 １ｈ，
大鼠腹腔注射１５％戊巴比妥钠麻醉，４％多聚甲醛
溶液灌注，取出大鼠脊髓段 Ｌ４～６后立即放入４％多
聚甲醛溶液固定。脊髓段固定好后，经脱水、包埋

处理后，每组随机抽取较完整的６只大鼠脊髓组织
进行切片，每张厚度为３μｍ左右。切片脱蜡，磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）洗３ｍｉｎ×３；３％Ｈ２Ｏ２（１５ｍｉｎ）封闭
内源性过氧化物酶，ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３；微波炉加
热２０ｍｉｎ进行抗原修复；ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３；加一抗
在３７℃温箱孵育１ｈ，４℃过夜；次日取出，ＰＢＳ洗
３ｍｉｎ×３；加二抗孵育２ｈ，ＤＡＢ显色，放入水中充
分洗涤；树胶封片，观察结果。

本实验每只大鼠选取３张切片，于显微镜２００倍
的视野中观察免疫组化法染色后脊髓中 Ｐ２Ｘ４和 ｐ３８
ＭＡＰＫ的表达情况，光镜下阳性表达区呈现棕褐色，
每张切片随机选取３个视野，完成后计算出各组别
脊髓背角区域中阳性显色的平均吸光度（Ａ）。

２４　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２２０对实验结果进行统计学处理，

实验数据的表示方式为（珋ｘ±ｓ），各指标结果则采用
单因素方差分析，Ｐ＜００５即为差异有统计学意义。

３　结果

３１　祖师麻片对ＣＣＩ大鼠痛阈值的影响

结果显示，大鼠结扎坐骨神经２１ｄ后，患侧痛
阈值明显降低，表现为 ＴＷＴ缩短，５０％ ＭＷＴ降低
（Ｐ＜００１），提示模型大鼠患肢对温度刺激、机械
刺激敏感度提高，表现为痛觉过敏。与模型组比较，

祖师麻片各剂量给药后１４ｄ，可明显抑制大鼠患肢对
温度刺激、机械刺激敏感度的减低，表现为明显延

长ＴＷＴ，提高５０％ ＭＷＴ值（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），
结果见表１。

表１　祖师麻片对ＣＣＩ大鼠痛阈值的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
组别 剂量／ｇ·ｋｇ－１ ＴＷＴ／ｓ ５０％ ＭＷＴ／ｇ

对照　　 ６３１±０５６ ７７９４±１８３４

假手术　 ８０２±６８５＃＃ ７７７１±１１１３＃＃

模型　　 ３２２±０７７ １９０６±１１０３

布洛芬　 ００４８ ５８３±０８２＃＃ ５２３６±１３９３＃＃

祖师麻片 ０４３２ ５７８±１３８＃＃ ５７２０±２９０２＃

０２１６ ５９２±０８８＃＃ ４０９８±９８１＃＃

０１０８ ５９２±０７０＃＃ ５０６５±１９４８＃＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜
００１；下同。

３２　祖师麻片对ＣＣＩ大鼠脊髓背角中 ｐ３８ＭＡＰＫ和
Ｐ２Ｘ４受体表达的影响

造模２１ｄ后，模型大鼠患侧脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ、
Ｐ２Ｘ４受体的表达水平明显提高（与假手术组、对照组
比较，Ｐ＜００１）。与模型组比较，祖师麻各剂量可不
同程度抑制大鼠患侧脊髓背角中ｐ３８ＭＡＰＫ、Ｐ２Ｘ４受
体表达水平的增高（Ｐ＜００１），见表２和图１～２。

表２　祖师麻片对ＣＣＩ大鼠脊髓背角中ｐ３８ＭＡＰＫ和
Ｐ２Ｘ４受体表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
剂量／
ｇ·ｋｇ－１

Ａ值

ｐ３８ＭＡＰＫ Ｐ２Ｘ４

对照　　 ０１６１±０００９ ０１６３±０００４

假手术　 ０１６２±０００６＃＃ ０１７３±００１０＃＃

模型　　 ０１８８±００１４ ０２０８±００２５

布洛芬　 ００４８ ０１５４±００１１＃＃ ０１７５±０００７＃＃

祖师麻片 ０４３２ ０１６３±０００６＃＃ ０１７８±００１０＃＃

０２１６ ０１８４±００１４ ０１８２±００１４＃＃

０１０８ ０１６４±０００７＃＃ ０１７４±００２１＃＃

·２７４１·



２０２０年９月　第２２卷　第９期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｓｅｐ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ９

注：Ａ对照组；Ｂ假手术组；Ｃ模型组；Ｄ布洛芬组；Ｅ祖师麻片０１０８ｇ·ｋｇ－１组；Ｆ祖师麻片０２１６ｇ·ｋｇ－１组；Ｇ祖师麻

片０４３２ｇ·ｋｇ－１组；下同。

图１　祖师麻片对ＣＣＩ大鼠患侧脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ表达的影响

图２　祖师麻片对ＣＣＩ大鼠患侧脊髓背角中Ｐ２Ｘ４表达的影响

４　讨论

神经病理性疼痛是神经系统受到机械损伤或炎

症侵害等引发的一种慢性疼痛，常导致痛觉的敏化，

即痛觉过敏或触痛超敏。ＣＣＩ模型是临床研究神经
病理性疼痛常用的动物模型之一。本研究表明，在

大鼠结扎坐骨神经１周后，其患肢对热刺激、机械刺
激敏感程度上升，具体表现为ＴＷＴ缩短，５０％ ＭＷＴ
降低并随着时间的推移有加重趋势。提示结扎大鼠

坐骨神经可导致其产生痛觉过敏，与坐骨神经痛的

临床症状一致。祖师麻为瑞香科植物，具有较强的

抗炎、镇痛作用［７８］，其制剂广泛用于类风湿、坐

骨神经痛、跌打损伤等疾病的治疗［９１０］，但深入研

究较少。本研究结果表明，祖师麻片可明显延长

ＣＣＩ模型大鼠患肢的 ＴＷＴ、提高５０％ ＭＷＴ，显现

出较强的抑制痛觉敏感的作用，与文献报道一致。

痛觉敏感是病理性疼痛的主要症状，而中枢敏

化是产生痛觉敏感的主要机制。脊髓神经元的可塑

性使神经细胞的兴奋性升高及痛觉的传导性提高，

是痛觉中枢敏化的主要机制。ＭＡＰＫ在受体间的信
号传导过程中有着至关重要的作用，ｐ３８ＭＡＰＫ作为
ＭＡＰＫ家族中重要的信号通路之一，近年来受到了
广泛关注［１１１２］。ｐ３８ＭＡＰＫ广泛存在于神经细胞和
小胶质细胞中，可完成通路信息间的交流，可参与

神经病理性疼痛的形成与维持。腺苷三磷酸（ＡＴＰ
ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ）是全身重要的供能物质，可
以作为信号分子作用于小胶质细胞表面［１３］。神经

损伤产生后，小胶质细胞表面的 Ｐ２Ｘ４受体上调
［１４］，

使神经细胞ｐ３８ＭＡＰＫ激活并表达增强，ｐ３８ＭＡＰＫ
激活后可提高神经元的兴奋性，机体表现为疼痛感
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增强［１５］。

本研究表明，ＣＣＩ大鼠进行坐骨神经结扎后，
脊髓背角的Ｐ２Ｘ４受体和ｐ３８ＭＡＰＫ表达显著性增多，
与ＴＷＴ、５０％ ＭＷＴ的结果一致。布洛芬可抑制脊
髓背角小胶质细胞表面的 Ｐ２Ｘ４受体激活，患侧脊髓
背角ｐ３８ＭＡＰＫ表达下调，阻断中枢敏化的形成［６］，

与实验结果一致。祖师麻片可明显抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ
和Ｐ２Ｘ４受体在ＣＣＩ大鼠患侧脊髓背角的表达，与给
药后模型大鼠的痛阈提高变化一致。提示祖师麻片

可有效抑制 ＣＣＩ模型大鼠脊髓背角的 Ｐ２Ｘ４受体上
调，进而导致 ｐ３８ＭＡＰＫ的表达下降，使脊髓背角
神经细胞的兴奋性降低，调节痛觉信号传导，疼痛

反应减轻，这可能是祖师麻在脊髓水平发挥镇痛作

用的机制之一。

综上所述，祖师麻片可抑制结扎大鼠坐骨神经

所致的痛觉敏感，其机制与抑制脊髓患侧背角中

Ｐ２Ｘ４受体表达以及抑制ｐ３８ＭＡＰＫ通路有关。
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