
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２１０１１３３

异鼠李素通过调控ＮＦκＢ通路发挥镇痛作用
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　　［摘要］　目的　研究异鼠李素的镇痛作用及潜在机制。方法　采用小鼠热板致痛模型和小鼠醋
酸扭体疼痛模型研究异鼠李素的镇痛作用。每种模型需选取５０只 ＳＰＦ级昆明种小鼠，依据体质量分
为５组，分别为空白对照组，阳性对照吲哚美辛组，异鼠李素高、中、低剂量组。Ｇｒｉｅｓｓ法和酶联免疫法
检测小鼠免疫细胞ＲＡＷ２６４．７中一氧化氮（ＮＯ）和肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）含量；ＲＴＰＣＲ法检测 ＩＬ１β
和ＩＬ６表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ信号通路的变化。结果　在体动物实验表明异鼠李素（２５，
５０，１００ｍｇ／ｋｇ）可以剂量依赖性地提高小鼠对热板所致疼痛的痛阈值（Ｐ＜０．０５），并可显著减少醋酸所
致的小鼠扭体数（Ｐ＜０．０５）。体外细胞实验表明异鼠李素（５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）显著抑制脂多糖（ＬＰＳ）诱
导的ＲＡＷ２６４．７细胞中ＮＯ和ＴＮＦα含量升高（Ｐ＜０．０５），降低ＩＬ１β和ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达水平，并可
以阻断ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＦκＢ信号通路的激活。预先给予ＮＦκＢ信号通路抑制剂可以与异鼠李素协
同调节ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＯ的水平。结论　　异鼠李素具有一定的镇痛作用，其镇痛机制可能与抑制
ＮＦκＢ通路，继而减少ＮＯ、ＴＮＦα、ＩＬ１及ＩＬ６的表达、合成或释放有关。
　　［关键词］　异鼠李素；镇痛；一氧化氮；肿瘤坏死因子；ＮＦκＢ信号通路
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　　异鼠李素（ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ，ＩＳＯ）是一种已知黄酮类
化合物，普遍发现于银杏、沙棘等多种植物的花、叶和

果子中。大量研究发现，异鼠李素作用广泛，在抗血

栓、抗高血压、降血脂、抗肿瘤、抗炎、抗肿瘤和抗病毒

等方面具有较好的作用［１－２］。据报道，沙棘具有镇痛

作用［３－４］，然而对其镇痛作用成分还知之甚少。基于

此，本研究针对沙棘中主要的黄酮类化合物异鼠李素

的镇痛作用进行研究，并初步探讨了其可能的作用机

制，旨在为丰富天然药物的药用内涵、促进其研究开发

奠定药理学基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级昆明种小白鼠１００只，体质量１８～２０ｇ，购
于辽宁长生生物技术有限公司（动物合格证号：ＳＣＸＫ
２０１００００１）。
１．２　药品与试剂
　　异鼠李素（１０ｍｇ／支，北京索莱宝公司，产品批
号：ＹＺ１１２０Ｓ）；吲哚美辛肠溶片（２５ｍｇ／片，江苏亚邦
爱普森药业有限公司，产品批号：Ｈ３２０２１４３１）。Ｌ硝
基精氨酸甲酯（ＬＮＡＭＥ），购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＮＯ
试剂盒和 ＴＮＦα试剂盒，购自南京建成生物工程研
究所。ＲＡＷ２６４．７细胞购自中国科学院上海细胞
库。ＮＦκＢｐ６５、ＩκＢα、Ｈｉｓｔｏｎｅ３、βａｃｔｉｎ抗体购自美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。ＮＦκＢ抑制剂 ＪＳＨ２３购自美国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。
１．３　实验器材
　　主要有：ＹＬＳ６Ｂ智能热板仪（山东省医学科学院
设备站）；多功能酶标仪（美国Ｂｉｏｔｅｋ公司）。
１．４　小鼠热板法
　　将雌性昆明种小鼠置于（５５．０±０．５）℃的热板上，
以放置于热板上至出现小鼠舔后足所需的时间（ｓ）为
该鼠的正常痛阈值。选择正常痛阈值在５～３０ｓ内的
小鼠（喜跳跃的小鼠认为不合格）进行实验。将筛选

合格的小鼠５０只，依据体质量分为５组，分别为空白

对照组，阳性对照吲哚美辛组（０．５％羧甲基纤维素钠
配置成混悬液，１０ｍｇ／ｋｇ，灌胃给药），异鼠李素各剂量
组（０．５％羧甲基纤维素钠配置成混悬液，２５、５０、
１００ｍｇ／ｋｇ，灌胃给药７ｄ），空白对照组给予相同体积
的０．５％羧甲基纤维素钠（灌胃给药）。首先给药前重
复测定小鼠的正常痛阈值，取２次正常痛阈值的平均
值为该小鼠的给药前痛阈值，然后分别腹腔灌胃给药，

于给药后３０、４５、６０、９０、１２０ｍｉｎ测定小鼠的痛阈值，
若小鼠６０ｓ内仍没有出现舔后足的现象，则立即将小
鼠取出，痛阈值按６０ｓ计。并按照公式计算其痛阈提
高百分率。

　　痛阈提高百分率（％）＝（给药后平均痛阈值－给
药前平均痛阈值）／给药前平均痛阈值×１００％［５］。
１．５　小鼠醋酸扭体实验
　　昆明种小鼠５０只（雌雄各半），依据体质量分为
５组，每组１０只，分别为空白对照组，阳性对照吲哚美辛
组（１０ｍｇ／ｋｇ，灌胃给药），异鼠李素各剂量组（０．５％羧
甲基纤维素钠配置成混悬液，２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ，灌胃给
药７ｄ），空白对照组给予相同体积的 ０．５％羧甲基纤
维素钠（灌胃给药）。给药后１ｈ各鼠腹腔注射０．７％
醋酸溶液０．２ｍＬ／只。观察并记录１５ｍｉｎ内出现扭体
反应的次数，计算扭体抑制率。

　　扭体抑制率（％）＝（空白对照组扭体均数－给药
组扭体均数）／空白对照组扭体均数×１００％［５］。
１．６　ＮＯ含量检测
　　实验分为 ６组，分别为空白对照组，模型组
（ＬＰＳ），阳性药组（ＬＰＳ＋ＬＮ）和异鼠李素高、中、低剂量
组（ＬＰＳ＋ＩＳＯＨ、ＬＰＳ＋ＩＳＯＭ、ＬＰＳ＋ＩＳＯＬ）。Ｒａｗ２６４．７
细胞接种于９６孔板中，贴壁４ｈ后，加入异鼠李素（５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）或阳性对照药物 ＬＮＡＭＥ（终浓度为
２００μｍｏｌ／Ｌ），正常对照孔或模型对照孔加入等体积的
培养基，孵育２ｈ，再加入５０μＬ终浓度为１０μｇ／Ｌ的
ＬＰＳ刺激（正常对照孔加入等体积培养基）２４ｈ，Ｇｒｉｅｓｓ
法测定上清ＮＯ水平。
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表１　异鼠李素对小鼠热板所致疼痛的影响 （ｓ，珋ｘ±ｓ）

给药后不同时间痛阈值
组别 给药前痛阈值

３０ｍｉｎ ４５ｍｉｎ ６０ｍｉｎ ９０ｍｉｎ １２０ｍｉｎ
空白对照组 ２２．５±２．５ ２３．６±１．８ ２４．２±３．１ ２６．４±５．０ ２６．２±３．２ ２６．５±２．７
异鼠李素组

　 ２５ｍｇ／ｋｇ ２２．１±２．６ ２７．４±５．２ ２８．２±５．１ ２９．１±６．３ ３０．３±６．２ ２８．３±４．９
　 ５０ｍｇ／ｋｇ ２３．５±３．２ ３２．１±２．９ａ ３４．５±４．５ａ ３５．８±５．２ａ ３４．７±３．９ａ ２７．３±４．８
　１００ｍｇ／ｋｇ ２１．９±２．６ ３１．９±４．２ａ ３６．２±４．１ａ ３９．２±４．４ａ ３７．３±３．３ａ ２８．２±５．６
吲哚美辛 １０ｍｇ／ｋｇ组 ２２．２±３．７ ３８．３±３．３ａ ４２．１±４．６ａ ４５．３±５．３ａ ３０．１±６．６ ２４．６±４．５

ａ：Ｐ＜０．０５，与给药前比较

１．７　ＴＮＦα含量检测
　　实验分为５组，分别为空白对照组，模型组和异鼠
李素高、中、低剂量组。Ｒａｗ２６４．７细胞接种于９６孔板
中，贴壁４ｈ后，加入异鼠李素（５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ），正
常对照孔或模型对照孔加入等体积的培养基，孵育

２ｈ，再加入５０μＬ终浓度为１０μｇ／Ｌ的ＬＰＳ刺激２４ｈ，
正常对照孔加入等体积培养基。酶联免疫法测定上清

中ＴＮＦα的含量。
１．８　ＲＴＰＣＲ检测
　　实验分为５组，分别为空白对照组，模型组和异鼠
李素高、中、低剂量组。细胞接种于６孔板中，贴壁４ｈ
后，加入异鼠李素（５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ），正常对照孔或
模型对照孔加入等体积的培养基，孵育２ｈ，再加入５０μＬ
终浓度为１０μｇ／Ｌ的 ＬＰＳ刺激２４ｈ，正常对照孔加入
等体积培养基。提取ＲＮＡ进行反转录，然后用ＲＴＰＣＲ
测定细胞ＩＬ１β和 ＩＬ６水平，βａｃｔｉｎ为内参。引物序
列如下：ＩＬ１β引物上游 ５′ＴＣＡＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＡＧ
ＡＡＧＣ３′，下游 ５′ＡＡＴＧＧＧＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＡＣＣＡＧ３′；
ＩＬ６引物上游５′ＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧ３′，下游
５′ＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧ３′；βａｃｔｉｎ引物上游
５′ＣＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴ３′，下游 ５′ＣＣＡＣＡＧ
ＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＡ３′。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　实验分３组，分别为空白对照组、模型组、异鼠李
素组。细胞按１×１０６／孔接种于６孔板中，贴壁４ｈ后，
将异鼠李素（１０μｍｏｌ／Ｌ）预先加入 ＲＡＷ２６４．７细胞作
用２ｈ，再加入ＬＰＳ１０μｇ／Ｌ作用２４ｈ，弃去上清，ＰＢＳ
洗涤２次，加入预冷的细胞裂解液，然后提取蛋白。蛋
白定量后，取 ２０μｇ蛋白质进行 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ，转
ＰＶＤＦ膜后，用脱脂奶粉室温封闭６０ｍｉｎ，加入一抗过
夜，然后二抗３７℃孵育１ｈ。加入 ＥＣＬ显色液，置于
凝胶成像仪中观察并分析结果，ＣＣＤ自动获取图像，
以小鼠βａｃｔｉｎ作为内参照［５］。

１．１０　统计学分析
　　实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示。采用单因素方差分析判

断总体显著性差异，组间资料采用ＬＳＤ或ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ
检验。应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计处理。

２　结果

２．１　异鼠李素对热板所致疼痛的镇痛作用
　　首先探究不同剂量异鼠李素的镇痛作用，表１结
果显示，连续给予异鼠李素（５０，１００ｍｇ／ｋｇ）７ｄ后可
以提高小鼠的痛阈值（Ｐ＜０．０５），在给药后 ６０ｍｉｎ时
镇痛效果达到峰值，并可以一直持续到９０ｍｉｎ，提示异
鼠李素对热板所致疼痛具有良好的镇痛作用，且具有

一定的剂量依赖性。与阳性药吲哚美辛相比，异鼠李

素作用稍弱，但维持时间较长。

２．２　异鼠李素对醋酸所致小鼠扭体的镇痛作用
　　为了进一步证明其镇痛作用，利用醋酸扭体实
验再次进行验证。结果如表 ２所示，异鼠李素（５０，
１００ｍｇ／ｋｇ）给药７ｄ后，呈剂量依赖性减少醋酸所致
的小鼠扭体数（Ｐ＜０．０５），抑制率最高可达到４６．８％，
而低剂量异鼠李素镇痛（２５ｍｇ／ｋｇ）作用不明显，镇痛
效果与热板实验结果相似。同时，阳性药吲哚美辛的

抑制率为５０．９％。

表２　不同剂量异鼠李素对醋酸所致小鼠扭体的影响

组别 扭体次数 抑制率（％）
空白对照组 １７．３±３．３ ０
异鼠李素组

　 ２５ｍｇ／ｋｇ １３．１±２．２ ２４．３
　 ５０ｍｇ／ｋｇ １１．２±２．６ａ ３５．２
　１００ｍｇ／ｋｇ ９．２±１．９ａ ４６．８
吲哚美辛 １０ｍｇ／ｋｇ组 ８．５±２．３ａ ５０．９

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

２．３　异鼠李素对小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７释放 ＮＯ
和ＴＮＦα的影响

　　为了深入探索其镇痛的作用机制，检测了异鼠李
素对致痛因子和炎症因子表达水平的影响。结果如图

１所示，与空白对照组相比，给予 ＬＰＳ刺激可致
ＲＡＷ２６４．７细胞释放 ＮＯ和 ＴＮＦα增加，且具有统计
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学差异（Ｐ＜０．０５），说明 ＬＰＳ可以诱导 ＲＡＷ２６４．７细
胞释放大量ＮＯ和ＴＮＦα。在此基础上，图１Ａ结果提
示异鼠李素（ＩＳＯ）对ＬＰＳ诱导的 ＮＯ释放呈浓度依赖
性抑制作用，图１Ｂ结果提示异鼠李素（ＩＳＯ）对ＬＰＳ诱
导的ＴＮＦα释放也呈浓度依赖性抑制作用。
２．４　异鼠李素对小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７中 ＩＬ１β

和ＩＬ６表达水平的影响
　　为了进一步探索其镇痛的作用机制，检测异鼠李
素对致痛相关因子ＩＬ１β和ＩＬ６表达水平的影响。结
果如图２所示，与空白对照组相比，给予 ＬＰＳ刺激可
致ＲＡＷ２６４．７细胞 ＩＬ１β和 ＩＬ６表达水平增加，且具
有统计学差异（Ｐ＜０．０５），说明 ＬＰＳ能诱导 ＩＬ１β和
ＩＬ６表达水平变化。在此基础上，图 ２Ａ结果提示异
鼠李素（ＩＳＯ）对ＬＰＳ诱导的 ＩＬ１β增高有浓度依赖性
的抑制作用，图２Ｂ结果提示异鼠李素（ＩＳＯ）对ＬＰＳ诱
导的ＩＬ６增高也有浓度依赖性的抑制作用。
２．５　异鼠李素对小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７ＮＦκＢ通

路的影响

　　在１０μｇ／Ｌ的ＬＰＳ刺激下，ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＦκＢ
ｐ６５核转位增加，通路抑制分子 ＩκＢα降低，提示 ＬＰＳ

能激活 ＲＡＷ２６４．７细胞的 ＮＦκＢ通路，而异鼠李素
（ＩＳＯ）对ＬＰＳ激活的 ＮＦκＢ通路有抑制作用。此外，
为了探究ＮＦκＢ通路激活与 ＮＯ释放的关系，以及异
鼠李素是否通过 ＮＦκＢ通路发挥抑制 ＮＯ释放的作
用，采用ＮＦκＢ通路抑制剂 ＪＳＨ２３单独或者联合异
鼠李素（ＩＳＯ）处理ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞。结果
如图３所示，单独给予ＪＳＨ２３能够明显抑制ＬＰＳ诱导
的ＮＯ释放，而联合异鼠李素（ＩＳＯ）后抑制作用更强，提
示异鼠李素对ＮＯ释放的抑制可能是通过调控 ＮＦκＢ
通路而发挥作用。

３　讨论

　　异鼠李素已被报道具有多方面的药理作用，包括
抗炎、抗病毒、抗肿瘤、抗心脑血管系统疾病［１－２］。异

鼠李素是沙棘的主要黄酮成分，沙棘已被报道具有镇

痛作用［３－４］，但是关于异鼠李素是否具有镇痛作用及

其机制尚不明确。本研究发现异鼠李素可以剂量依赖

性缓解热刺激和酸刺激所致小鼠的疼痛反应，此外，我

们还发现异鼠李素可以通过抑制炎症细胞 ＮＯ和
ＴＮＦα的释放，阻断ＮＦκＢ通路，继而减轻疼痛症状。
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图１　异鼠李素对小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７释放ＮＯ（Ａ）和ＴＮＦα（Ｂ）的影响
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图２　异鼠李素对小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７中ＩＬ１β（Ａ）和ＩＬ６（Ｂ）表达水平的影响
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Ａ：异鼠李素对小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７中ＮＦκＢ通路的影响；Ｂ：异鼠李素联合通路抑制剂对小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７中
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李素（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＪＳＨ２３：ＮＦκＢ通路抑制剂（１０μｍｏｌ／Ｌ）

图３　异鼠李素对小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７ＮＦκＢ通路的影响

　　物理致痛法和化学致痛法是疼痛模型的两类主要
方法。本实验首先采用物理致痛热板法，借助热刺激

使小鼠产生疼痛，继而研究异鼠李素的镇痛作用，发现

其对热板疼痛模型的疼痛抑制效果略弱于阳性对照药

吲哚美辛，但抑制时间比阳性对照药吲哚美辛更长，说

明其镇痛的维持时间更持久。随后，采用化学致痛醋

酸扭体法，进一步研究异鼠李素的镇痛作用，发现其可

以剂量依赖性抑制醋酸所致疼痛反应，说明异鼠李素

对多种疼痛都具有镇痛作用。

　　一氧化氮（ＮＯ）作为一种重要的神经递质和第二
信使，被发现参与痛觉调制，促进疼痛传入，以及致痛

介质的释放等多方面作用［６－８］。本研究结果证明，异

鼠李素呈浓度依赖性抑制 ＬＰＳ诱导的 ＮＯ释放，说明
抑制ＮＯ的释放可能是异鼠李素减轻疼痛症状的作用
机制之一。肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）、ＩＬ１β和 ＩＬ６是
炎症因子，虽然他们本身不直接参与疼痛反应，但可以

通过介导炎症发生促进炎性疼痛［９－１０］。本实验发现，

异鼠李素同样呈浓度依赖性地抑制ＬＰＳ诱导的ＴＮＦα
释放及ＩＬ１β和ＩＬ６表达增高，表明其镇痛作用还可
以通过影响炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的表达或
释放而间接发挥。

　　有研究报道，ＮＯ和ＴＮＦα受ＮＦκＢ的调控，而异
鼠李素可以抑制 ＮＦκＢ通路［１１］，因此，本实验又研究

了异鼠李素对ＮＦκＢ通路的影响。结果显示，炎症介
导物质ＬＰＳ可以诱导 ＮＦκＢ细胞核转位增加及ＩκＢα
降解，即信号通路被激活，继而诱导ＮＯ和ＴＮＦα表达
和释放增加。而异鼠李素可以抑制ＬＰＳ诱导的ＮＦκＢ
激活，给予ＮＦκＢ抑制剂可以抑制ＮＯ释放，作用与异
鼠李素相似，且两者合用抑制作用更加明显，提示异鼠

李素对ＮＯ释放的抑制作用可能通过调控ＮＦκＢ通路

而发挥作用，然而异鼠李素镇痛确切作用机制还需后

续研究。

　　综上所述，本研究表明异鼠李素对不同的致痛因
素诱导的疼痛均有较强的镇痛作用，其作用机制可能

与抑制 ＮＦκＢ通路，继而减少 ＮＯ、ＴＮＦα和 ＩＬ１及
ＩＬ６的表达、合成或释放有关。
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