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［摘要］ 目的：基于网络药理学、分子对接结合动物实验，探究大血藤缓解神经病理性疼痛（NP）的作用机制。方法：采用

超高效液相色谱-四极杆-轨道阱高分辨质谱（UHPLC-Q-Orbitrap HRMS）技术鉴定大血藤的化学成分。通过网络药理学预测

大血藤干预 NP 的核心靶点及相关通路。将 48 只 SD 大鼠随机分为假手术组，模型组，大血藤低、中、高剂量组（1.35、2.7、

5.4 g·kg-1），普瑞巴林组（30 mg·kg-1）。制备 NP 慢性压迫性损伤（CCI）模型，分别于术前，术后 3、5 d 和药物干预后 3、7、11、14 d

测定各组大鼠机械缩足反射阈值（MWT）、热缩足反射阈值（TWL）。免疫荧光（IF）检测神经元兴奋性标志物细胞原癌基因 fos

（c-Fos）及中枢敏化所必需的神经激肽 1 受体（NK-1R）的表达。蛋白免疫印迹法（Western blot）检测脊髓组织中脑源性神经营

养因子（BDNF）、原肌球蛋白受体激酶 B（TrkB）、磷脂酶 Cγ（PLCγ）、钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱα（CaMKⅡα）、cAMP 反应

元件结合蛋白（CREB）蛋白表达及磷酸化水平。IF 检测脊髓组织磷酸化（p）-TrkB、p-PLCγ、p-CaMKⅡα、p-CREB 表达。结果：

大血藤含有 138 个化合物，经网络药理学研究发现其干预 NP 潜在作用靶点共 409 个，包括神经酪氨酸激酶受体 2（NTRK2）、前
列腺素过氧化物合酶 2（PTGS2）、雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、蛋白激酶 1（Akt1）、丝裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1）等 74 核心靶

点。分子对接结果显示，NTRK2（编码 TrkB 蛋白的基因）与红景天苷、青藤碱、葛根素、槲皮素、柚皮素、姜黄素等结合能力良

好。动物行为学结果显示，与假手术组比较，模型组大鼠 MWT、TWL 均显著降低（P<0.01）。IF 结果显示，与假手术组比较，模

型组脊髓组织中 c-Fos 与 NK-1R 表达显著增加（P<0.01）；与模型组比较，大血藤高剂量组脊髓组织中 c-Fos 与 NK-1R 表达显著

降低（P<0.01）。Western blot 及 IF 荧光结果显示，与假手术组比较，模型组脊髓组织中 BDNF、TrkB、p-TrkB、PLCγ、p-PLCγ、

CaMKⅡα、p-CaMKⅡα、CREB、p-CREB 表达显著升高（P<0.01）；与模型组比较，大血藤高剂量组脊髓组织中以上蛋白表达显

著降低（P<0.01）。结论：大血藤通过下调 BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB 信号通路抑制神经元兴奋性及中枢敏化缓解神经病理

性疼痛。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the mechanisms of Sargentodoxae Caulis in relieving neuropathic pain （NP） based on 

network pharmacology， molecular docking， and animal experiments. Methods：： Ultra-performance liquid chromatography-

quadrupole orbitrap high-resolution mass spectrometry （UHPLC-Q-Orbitrap HRMS） was used to identify the chemical constituents 

of Sargentodoxae Caulis. Network pharmacology was applied to predict the core targets and related pathways of Sargentodoxae 

Caulis in the intervention of NP. Forty-eight Sprague-Dawley （SD） rats were randomly divided into a sham operation group， a 

model group， low-， medium-， and high-dose Sargentodoxae Caulis groups （1.35， 2.7， and 5.4 g·kg-1）， and a pregabalin group 

（30 mg·kg-1）. A NP model was established using chronic constriction injury （CCI）. The mechanical withdrawal threshold （MWT） 

and thermal withdrawal latency （TWL） were measured before surgery， on days 3 and 5 after surgery， and on days 3， 7， 11， and 

14 after drug intervention. Immunofluorescence （IF） was used to detect the expression of neuronal excitability marker c-Fos and the 

neurokinin-1 receptor （NK-1R）， which is essential for central sensitization. Western blot （WB） was used to detect the protein 

expression and phosphorylation levels of brain-derived neurotrophic factor （BDNF）， tropomyosin receptor kinase B （TrkB）， 

phospholipase C-γ （PLCγ）， calcium/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱα （CaMKⅡα）， and cAMP-response element-binding 

protein （CREB） in spinal cord tissue. IF was further used to detect the expression of phosphorylated TrkB （p-TrkB）， p-PLCγ， 

p-CaMKⅡ α， and p-CREB in spinal cord tissue. Results：： A total of 138 compounds were identified in Sargentodoxae Caulis. 

Network pharmacology analysis revealed 409 potential targets for NP intervention， including 74 core targets such as neurotrophic 

tyrosine kinase receptor type 2 （NTRK2）， prostaglandin-endoperoxide synthase 2 （PTGS2）， mammalian target of rapamycin 

（mTOR）， serine/threonine kinase 1 （Akt1）， and mitogen-activated protein kinase 1 （MAPK1）. Molecular docking results showed 

that NTRK2 （encoding TrkB） exhibited good binding affinity with salidroside， sinomenine， puerarin， quercetin， naringenin， and 

curcumin. Behavioral results showed that， compared with the sham group， MWT and TWL were significantly decreased in the 

model group （P<0.01）. IF results showed that c-Fos and NK-1R expression in spinal cord tissue was significantly increased in the 

model group compared with the sham group （P<0.01）， while these expression levels were significantly decreased in the high-dose 

Sargentodoxae Caulis group compared with the model group （P<0.01）. WB and IF results showed that， compared with the sham 

group， the expression levels of BDNF， TrkB， p-TrkB， PLCγ， p-PLCγ， CaMKⅡ α， p-CaMKⅡ α， CREB， and p-CREB were 

significantly increased in the model group （P<0.01）. Compared with the model group， these protein expression levels were 

significantly decreased in the high-dose Sargentodoxae Caulis group （P<0.01）. Conclusion：： Sargentodoxae Caulis alleviates NP 

by downregulating the BDNF/TrkB/CaMK Ⅱ/CREB signaling pathway， thereby inhibiting neuronal excitability and central 

sensitization.

［［Keywords］］ Sargentodoxae Caulis； neuropathic pain； neuronal excitability； central sensitization； brain-derived 

neurotrophic factor （BDNF）/tropomyosin receptor kinase B （TrkB）/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱα （CaMKⅡα）/cAMP 

response element binding protein （CREB） signaling pathway

神经病理性疼痛（NP）是由躯体感觉神经系统

损伤或疾病引起的疼痛，主要临床特征包括自发

痛、痛觉过敏及感觉异常等，常继发于带状疱疹、糖

尿病、癌症及自身免疫力缺陷性等一系列疾病［1］。

流行病学研究表明 NP 在一般人群中的患病率达

7%~8%，占慢性疼痛患者的 20%~25%［2］。目前常用

的疼痛治疗药物，例如三环类抗抑郁药、加巴喷丁、

普瑞巴林及 5-羟色胺 -去甲肾上腺素再摄取抑制剂

等，虽可暂时缓解疼痛，但药效常因耐药性、心理依

赖及神经毒性等不良反应而受到严重限制［3］。

“久痛入络”由清代医家叶天士提出，是中医学对

慢性疼痛类疾病发病机制的理论概括，而通络止痛是

该类疾病中医治疗的基本大法［4］。中医学认为藤类

药多具有理气活血、通络散结的功效，正如《本草便

读》所言：“凡藤蔓之属，皆可通经入络”。大血藤，又

名红藤，性味苦平，主归肝、大肠经，是贵州特色苗医

药方“四大血”的组成药材之一，具有活血止痛、清热

解毒的功效，常用于多种慢性疼痛的临床治疗［5-6］。

当前关于大血藤治疗 NP的药效物质基础及相关机制

尚不明确。本研究基于 NP慢性压迫性损伤（CCI）模
型，通过网络药理学、分子对接及实验验证探讨大血

藤治疗 NP的药效物质基础及相关分子机制。

1 材料

1.1　药物与试剂     大血藤颗粒剂由贵州中医药大学

第一附属医院购买，批号 AB46B562。普瑞巴林

（PGB）胶囊，规格：每粒 75 mg，批号 M57973，美国辉

瑞公司生产。兔源抗体一抗脑源性神经营养因子

（BDNF）、原肌球蛋白受体激酶 B（TrkB）、磷酸化

cAMP 反应元件结合蛋白（p-CREB）、CREB、鼠源抗

体一抗磷酸甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）（武汉三

鹰生物技术有限公司，货号分别为 28205-1-AP、

13129-1-AP、28792-1-AP、12208-1-AP、60004-1-Ig）；
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兔源抗体一抗 p-TrkB、细胞原癌基因 fos（c-Fos）（北

京博奥森生物技术有限公司 ，货号分别为 bsm-

52213R、bs-23042R）；兔源抗体一抗钙/钙调蛋白依

赖的蛋白激酶Ⅱα（CaMKⅡ α）、神经激肽 1 受体

（NK-1R）［艾比玛特医药科技（上海）有限公司，货号

分别为 T56778S、PA4268S］；兔源抗体一抗 p-CaMK

Ⅱα、鼠源抗体一抗磷脂酶 Cγ（PLCγ）（英国 Abcam

公司，货号分别为 Ab5683、Ab302940）；兔源抗体一

抗 p-PLCγ（英国 Affinity公司，货号 AF3210）；辣根过

氧化物酶（HRP）标记羊抗小鼠二抗、HRP 标记羊抗

兔二抗（武汉博士德生物工程有限公司，货号分别为

BA1051、BA1054）；Cy3 羊抗兔二抗免疫球蛋白 G

（IgG）（美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ，货 号

A10520）。
1.2　 仪 器     2390 型 Von Frey 电 子 测 痛 仪（美 国

IITC-Life Science 公司）；37570-001 型足底热辐射测

痛仪（美国 Ugo Basile srl公司）；KQ3200D 型超声波

提取仪（昆山市超声仪器有限公司）；ACQUITY 

UPLC HSS T3 型 反 相 色 谱 柱（ 美 国 Waters 

Corporation 公 司 ，2.1 mm×100 mm，1.8 μm）；
Vanquish Flex UHPLC 型 超 高 效 液 相 色 谱 、

Q Exactive 型 四 极 杆 轨 道 离 子 阱 质 谱 、1410101 

Multiskan FC 型 酶 标 仪（ 美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；LF-600S 型电泳仪电源（北京龙方

科技有限公司）；DYCZ-24DN 型垂直电泳槽（北京

六一仪器厂）；L00686C eBlot™ L1 型快速湿转仪（金

斯瑞生物科技股份有限公司）；2018C132-11 型 pH

计（赛多利斯科学仪器北京有限公司）；FA 型分析天

平（常州市幸运电子设备有限公司）；SH-523 型化学

发光成像系统（杭州申花科技有限公司）。
1.3　 动 物     7 周 龄 雄 性 SPF 级 SD 大 鼠 ，体 质 量

180~200 g，购于北京斯贝福生物技术有限公司，实

验动物合格证号 SCXK（京）2024-0001，动物质量合

格证编号 No.110324251101248673。饲养于贵州中

医药大学花溪校区动物研究所 SPF 级动物实验室，

室温控制在（23±2）℃，相对湿度为 40%~60%，采用

12 h 明暗交替周期，普通饲料喂养，自由饮水，适应

性喂养 3 d 后进行实验。

1.4　伦理     所有动物实验程序均经过贵州中医药

大学实验动物伦理审查委员会审核（伦理批准号

20240924003）。
2 方法

2.1　大血藤成分分析     

2.1.1　药液配置     取上述大血藤颗粒 1.0 g，置于

50 mL 离 心 管 中 ，加 入 80% 甲 醇 40 mL，超 声

30 min。取 1 mL 溶液，置于 1.5 mL 离心管中，于

4 ℃、12 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 8.5 cm）。
取溶液 100 μL，置于进样瓶中，待测。

2.1.2　色谱条件     采用 UHPLC 超高效液相色谱系

统 进 行 分 离 ，色 谱 柱 ：ACQUITY UPLC HSS T3

（1.8 μm，2.1 mm×100 mm）流动相由 A 相（水+0.1%

甲酸）和 B 相（乙腈）组成，梯度洗脱：0~1 min，2%A；
1~41 min，2%A→100%A；41~50 min，100%A；
50.1~52 min，2%A；流速为 0.3 mL·min-1。色谱柱温

度为 40 ℃。进样量为 6.0 µL。

2.1.3　质谱条件     采用配备热电喷雾离子源的四

极杆轨道离子阱质谱仪进行质谱分析。正、负离子

的离子源电压分别为 3.7、3.5 kV；毛细管加热温度

为 320 ℃；鞘气压力为 30 psi，辅助气压力为 10 psi；
溶剂加热蒸发温度为 300 ℃；鞘气和辅助气均为氮

气；碰 撞 气 为 氮 气 ，压 力 为 1.5 mTorr。 采 用 Full 

scan/dd-MS2 模式采集数据，Full scan 参数：分辨率

70 000，自动增益控制目标 1×106，最大隔离时间

50 ms，质荷比扫描范围 100~1 500；dd-MS2 参数：分

辨率 17 500，自动增益控制目标 1×105，最大隔离时

间 50 ms，质量分离窗口 2，碰撞能 10 V、30 V、60 V，

强度限定 1×105。

2.1.4　数据分析     采用 Progenesis QI 3.0 软件处理

采 集 的 质 谱 数 据 。 搜 索 对 照 品 数 据 库（TCM 

Pro 2.0）、天 然 产 物 数 据 库（https：//www. waters.

com/）、herb 本草组鉴数据库（htp：//herb.ac.cn/）和相

关文献对化合物进行鉴定。通过对照品保留时间

误差、母离子质量误差、二级碎片匹配、同位素分

布、峰强度等对鉴定结果进行多维综合判断分析，

得到最终结果。

2.2　网络药理学研究     将大血藤的鉴定成分通过

中 药 系 统 药 理 学 数 据 库 与 分 析 平 台（TCMSP，

https：//tcmsp-e. com/tcmsp. php）查 找 对 应 成 分 的

smile 号，并分别将其导入 SwissADME（http：//www.

swissadme.ch/）数据库，筛选出可能性大于 0 的成分

靶点，去除重复项得到大血藤潜在作用靶点。以

“Neuropathic pain”为 关 键 词 从 GeneCards 数 据 库

（https：//www.genecards.org/）和在线人类孟德尔遗

传数据库（OMIM，https：//www.omim.org/）中检索与

NP 相关的靶点。使用 Venny 2.1（https：//bioinfogp.

cnb.csic.es/tools/venny/）在线工具绘制韦恩图，获得

大血藤活性成分和 NP 的交集靶点，即为大血藤治疗

NP 的 潜 在 作 用 靶 点 。 将 上 述 交 集 基 因 导 入
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STRING12.0数据库（https：//cn.string-db.org/）进行蛋

白-蛋白互作（PPI）分析，选择“MultipleProteins”进行

分析，物种设置为“Homosapiens”，置信水平≥0.400，

隐藏自由节点，下载 tsv 数据文件，并将数据导入

Cytoscape3.9.1 进行进一步网络拓扑分析。使用

CentiScape 插件分析 degree、betweenness、closeness 

3 个网络拓扑参数，选择参数全部大于平均值的靶

点作为核心靶点，并对其进行可视化。选择参数全

部大于平均值的靶点作为核心靶点，利用 DAVID 数

据库（https：//davidbioinformatics.nih.gov）对潜在靶

点进行基因本体（GO）功能和京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析，并利用微生信平台

进行可视化分析。利用 AutoDock 4.2.6 基于人类蛋

白质将大血藤化学成分与 NP 对应靶点进行分子对

接 。 使 用 Vina 和 PyMOL 工 具 可 视 化 分 子 对 接

结果。

2.3　动物实验     

2.3.1　模型制备及评估     根据之前的描述建立 CCI

模型［7-8］。具体而言：腹腔注射戊巴比妥钠待对大鼠

实施麻醉。深度麻醉后，备皮，左股骨中段后方切

开皮肤，钝性分离肌肉，充分暴露并分离坐骨神经，

采用 4-0 丝线对分离出来的坐骨神经主干作 4 道结

扎，力度以左后肢肌肉短暂的颤动为宜，结扎间隔

约 1 mm。结扎完毕后逐层缝合肌肉及皮肤，消毒。

对假手术组进行除结扎外的其余操作。造模后左

下肢畸形并伴有疼痛阈值的显著下降作为造模成

功的判定标准［9］。

2.3.2　动物分组及给药     适应性喂养 3 d 后将 48 只

SD 大鼠随机分为 6 组，假手术组、CCI 模型组、大血

藤低剂量（大血藤-L）组、大血藤中剂量（大血藤-M）
组、大血藤高剂量（大血藤 -H）组、PGB 组，每组各

8 只。根据 2020 年版《中华人民共和国药典》中大血

藤用药剂量［10］，按照人和大鼠等效剂量折算后大血

藤 低 、中 、高 剂 量 组 给 药 量 分 别 为 1.35、2.7、

5.4 g·kg-1。参照文献［11］PGB 按照 30 mg·kg-1的剂

量给大鼠灌胃。于 CCI 模型术后 5 d 开始连续灌胃

给药 14 d，日 1 次。末次给药后，麻醉处死所有大

鼠，取 L4~6脊髓段并检测各项指标。

2.3.3　行为学检测     分别于造模前及造模后 3、5 d，

给药后 3、7、11、14 d 对各组大鼠进行疼痛行为学机

械缩足反射阈值、热缩足反射阈值测试。

2.3.3.1　机械缩足反射阈值     参照文献［7-8］的方

法，使用 Von Frey电子测痛仪进行机械缩足反射阈值

（MWT）测定。每只大鼠左侧后足底中部区域测试 5

次，间隔 5 min。当大鼠出现阳性疼痛反应，例如足部

抬起或舔舐时，记录数值并计算均值，即为 MWT值。

2.3.3.2　热缩足反射阈值     采用足底热辐射测痛仪

进行热缩足反射阈值（TWL）测定，测试前将大鼠置

于透明有机玻璃箱中适应 30 min，热辐射源对左侧

后足底中部进行 5 次照射，每次照射间隔 5 min［7-8］。

记录出现抬足或舔足现象时的热缩足潜伏期并计

算平均值，即为 TWL 值。

2.3.4　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 BDNF/

TrkB/CaMKⅡ/CREB 通路相关蛋白表达     在脊髓

组织中加入放射免疫沉淀法（RIPA）裂解液充分裂

解，然后在 4 ℃下 12 000 r·min-1 离心 5 min（补充离

心半径），收集上清液。将上清液稀释并变性后，取

蛋白质样品 40 µg 后电泳至溴酚蓝到凝胶底部。电

泳结束后，将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯膜上。用

含 5% 脱脂奶粉的 TBST（封闭液）浸泡聚偏二氟乙

烯（PVDF）膜，室温摇床封闭 2 h。磷酸化蛋白用 1%

的牛血清白蛋白封闭。用封闭液稀释相应一抗：

GAPDH（1∶10 000），BDNF、p-CREB（1∶5 000），

p-TrkB、p-PLCγ、PLCγ、p-CaMKⅡ（1∶1 000），TrkB

（1∶4 000），CaMKⅡ（1∶3 000），CREB（1∶8 000）。
使 PVDF 膜浸泡于一抗孵育液中，4 ℃孵育过夜。

用 TBST 稀释相应的 HRP 标记二抗（1∶10 000），使
PVDF 膜浸泡于二抗孵育液中，室温摇床孵育 2 h。

最后用 IPP 分析条带灰度值。

2.3.5　免疫荧光检测 BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB

通路相关蛋白表达     脊髓经脱水、透明、浸蜡后包

埋，切成 4 μm 厚片，60 ℃烤片 3 h。切片脱蜡、热修

复、封闭后，4 ℃孵育 p-CREB（1∶200），抗 CaMKⅡα、
p-TrkB、p-PLCγ、c-Fos、NK-1R（1∶100）等一抗过夜；
Cy3 二抗显色，DAPI 复染核，抗淬灭封片。荧光显

微镜下采集背角图像，使用 IPP6.0 软件对免疫荧光

照片进行光密度分析，每张切片选取 2 张 400 倍照

片分析各指标阳性表达。

2.4　统计学分析     采用 SPSS 26.0 软件进行统计分

析，用单因素方差分析（One-way ANOVA）处理。方

差齐时各组间比较采用最小显著性差异法（LSD）检
验，方差不齐时组间比较采用塔姆黑尼检验。计量

资料用 x̄ ± s表示；P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　大血藤成分分析     正、负离子模式下的质谱总离

子流图（增强出版附加材料）。搜索对照品数据库

（TCM Pro 2.0）、天然产物数据库、herb本草组鉴数据

库和相关文献对化合物进行鉴定。从大血藤中共鉴定
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出 138个化学成分（部分见表 1），主要包括黄酮类、异 黄酮类、有机氧化合物、香豆素、酚类等多种化合物。

3.2　网络药理学研究     通过 Swiss Target Prediction

数据库预测得到大血藤的 138 种化学成分对应靶点

813 个。从 GeneCards、OMIM 数据库中共获取 NP

相关的靶点 3 257 个。使用 Venny 2.1 在线工具获得

大血藤治疗 NP 的潜在作用靶点 409 个。将大血藤

作用于 NP 的 409 个潜在作用靶点输入 STRING 将

后得到 408 个节点 10 127 条边的 PPI 网络。根据

centiscape 的 拓 扑 参 数 degree： 429.245 1、

betweenness：0.001 2、closeness：49.642 2，共筛选出

74 个 核 心 靶 点 ，包 括 神 经 酪 氨 酸 激 酶 受 体 2

（NTRK2）、前列腺素过氧化物合酶 2（PTGS2）、哺乳

动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白（mTOR）、蛋 白 激 酶 B1

（Akt1）、丝裂原活化蛋白激酶 1（MAPK1）等。GO 生

物功能富集分析显示大血藤作用靶点主要涉及对异

源性刺激的反应、基因表达的负调控、蛋白质磷酸化

的正调控、RNA 聚合酶Ⅱ转录正调控等 585 条生物

过程（BP），细胞质的核周区域、细胞质、含蛋白质的

复合物、细胞溶胶等 87 条细胞成分（CC），酶结合、

同源蛋白质结合、蛋白酪氨酸激酶活性、泛素蛋白

连接酶结合等 169 条分子功能（MF）。分别对前

10 条进行可视化分析。KEGG 富集分析结果显示

大血藤治疗 NP 的潜在靶点富集了 165 条通路，选取

与疼痛密切相关的 10 条信号通路进行可视化，主要

包括神经营养因子信号传导通路、磷脂酰肌醇 3-激

酶（PI3K）/Akt 信号通路、MAPK 信号通路、Ras 信号

通路、钙信号通路等。见增强出版附加材料。

3.3　大血藤对 CCI 大鼠的 WMT、TWL 的影响     为

评估大血藤对 CCI 大鼠的镇痛作用，于 CCI 术前，

术后 3、5 d 及药物干预第 3、7、11、14 d 对各组大鼠

进行 MWT 及 TWL 测定。术前与假手术组比较，模

型组大鼠 MWT 及 TWL 值比较差异无统计学意义。

术后第 5 天，与假手术组比较，模型组大鼠 MWT 及

TWL 值均显著降低（P<0.01）。药物干预后 7 d 开

始，与模型组比较 PGB 组及大血藤低、中、高剂量组

大鼠 MWT 显著升高（P<0.01）。药物干预后 11 d 开

始，与模型组比较 PGB 组及大血藤中、高剂量组大

鼠 TWL 显著升高（P<0.01）。见表 2、表 3。说明大

血藤能够显著改善 CCI 模型引发的机械痛觉过敏

和热痛觉过敏，且尤以大血藤高剂量组镇痛效果最

为明显。

表 1　大血藤活性成分鉴定

Table 1　Identification of active components of Sargentodoxae Caulis

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

化合物

精氨酸

麦芽糖

左旋肉碱

蔗糖

甘露三糖

D-（-）-奎宁酸

纽甜

水苏糖

烟酰胺

尿苷

tR/min

0.787 1

0.822 7

0.840 5

0.845 1

0.858 3

0.894 7

0.912 5

1.238 6

1.273 5

1.386 1

预测值 m/z

175.119 0

381.079 4

162.112 5

387.114 4

487.165 7

193.070 7

705.185 1

711.220 1

123.055 3

243.062 2

实测值 m/z

175.118 9

381.079 1

162.112 4

387.113 8

487.165 8

193.070 8

705.184 8

711.219 8

123.055 7

243.061 3

离子模式

M+H

M+K

M+H

M+FA-H

M+H-H2O

M+H

M+K

M+FA-H

M+H

M-H

分子式

C6H14N4O2

C12H22O11

C7H15NO3

C12H22O11

C18H32O16

C7H12O6

C24H42O21

C24H42O21

C6H6N2O

C9H12N2O6

误差值/δppm

−0.11

−0.74

−0.61

−1.66

0.11

0.71

−0.29

−0.46

3.18

−3.77

表 2　大血藤对 CCI 大鼠 MWT 的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　Effect of Sargentodoxae Caulis on MWT in CCI rats （x̄± s，n=8） g

组别

假手术组

模型组

PGB 组

大血藤-L 组

大血藤-M 组

大血藤-H 组

剂量/g·kg-1

0.03

1.35

2.7

5.4

术前

63.50±1.11

61.97±1.85

62.62±1.78

62.33±0.59

62.18±1.64

61.94±1.81

术后 3 d

64.00±1.25

33.51±2.552）

34.97±1.742）

33.79±4.892）

35.07±3.932）

34.62±2.732）

术后 5 d

64.30±1.25

33.98±1.472）

32.98±1.782）

34.03±2.372）

33.47±1.812）

32.38±1.542）

给药 3 d

64.52±1.91

32.02±2.462）

35.45±1.192，4）

33.60±0.962）

33.59±0.702）

35.63±1.592，4）

给药 7 d

64.74±1.39

30.78±3.412）

39.18±1.262，4）

36.63±1.392，4）

38.44±1.112，4）

40.01±0.992，4）

给药 11 d

65.96±2.21

31.26±2.802）

41.38±1.082，4）

40.02±1.522，4）

41.43±1.802，4）

43.04±0.972，4）

给药 14 d

65.64±1.95

29.62±3.492）

44.03±1.192，4）

40.57±1.772，4）

41.95±1.012，4）

47.60±1.032，4）

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3-表 6 同）
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3.4　大血藤对 CCI大鼠脊髓组织 c-Fos 及 NK-1R 表

达的影响     研究表明 c-Fos 是神经元兴奋性的标志

物；而 NK-1R 的转录和表达变化则参与了疼痛中枢

敏化的发展与维持，是急性损害向慢性疼痛转变的

神经生物学基础［12-14］。本研究采用免疫荧光检测

CCI术侧 L4~6脊髓组织中 c-Fos及 NK-1R 表达。结果

显示，与假手术组比较，模型组脊髓组织中 c-Fos 与

NK-1R 表达均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，大

血藤 -H 组模型组中 c-Fos 与 NK-1R 表达显著降低

（P<0.01）。见图 1、表 4。以上结果一定程度上提示

大血藤能够抑制脊髓神经元兴奋性及中枢敏化。

3.5　大血藤对 CCI大鼠 BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB

通路相关蛋白表达影响     与假手术组比较，模型组大

鼠 BDNF、p-TrkB、p-PLCγ、p-CaMK Ⅱ α、p-CREB、

TrkB、PLCγ、CaMKⅡα、CREB 的蛋白表达水平显

著增加（P<0.01）；大血藤干预 14 d 后，与模型组比

较，大血藤高剂量组大鼠 BDNF、p-TrkB、p-PLCγ、

p-CaMK Ⅱ α、p-CREB、TrkB、PLCγ、CaMK Ⅱ α、

CREB蛋白水平显著降低（P<0.01）。见表 5、图 2。

3.6　 大 血 藤 对 大 鼠 脊 髓 p-TrkB、p-PLCγ、

p-CaMKⅡα、p-CREB 表达的影响     免疫荧光结果

显 示 ，与 假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 p-TrkB、

p-PLCγ、p-CaMKⅡα、p-CREB 蛋白表达水平显著增

加（P<0.01）；给药 14 d 后与模型组大鼠比较，大血

藤高剂量 p-TrkB、p-CaMKⅡα、p-PLCγ、p-CREB 蛋

白表达水平显著降低（P<0.01）。见图 3、表 6。

3.7　分子对接     为验证大血藤活性成分与NTRK2间

的直接作用，采用分子对接揭示活性成分与 NTRK2

间的作用强度，结果显示红景天苷、青藤碱、葛根素、槲

皮素、柚皮素、姜黄素和NTRK2具有较好的结合力，结

表 3　大血藤对 CCI 大鼠 TWL 的影响  （x̄± s，n=8）

Table 3　Effect of Sargentodoxae Caulis on TWL of CCI rats （x̄± s，n=8） s

组别

假手术组

模型组

PGB 组

大血藤-L 组

大血藤-M 组

大血藤-H 组

剂量/g·kg-1

0.03

1.35

2.7

5.4

术前

16.68±0.87

16.74±0.10

16.73±2.26

17.10±0.54

16.96±1.32

16.95±1.29

术后 3 d

16.59±0.10

11.26±1.112）

10.43±1.012）

11.04±0.962）

10.84±0.342）

10.99±0.722）

术后 5 d

16.67±0.83

10.60±1.372）

9.63±1.442）

10.64±0.742）

10.72±0.382）

10.33±1.542）

给药 3 d

16.41±0.81

10.49±1.312）

10.80±0.852）

11.13±1.032）

11.73±0.912）

12.32±0.782，4）

给药 7 d

16.41±0.92

11.10±1.132）

11.74±0.682）

11.67±0.692）

12.10±0.752，3）

12.43±1.112，4）

给药 11 d

16.65±0.86

11.10±0.542）

12.44±0.812，4）

11.62±1.342）

13.02±0.742，4）

13.42±0.802，4）

给药 14 d

16.83±1.05

11.67±1.022）

14.52±0.862，4）

12.32±1.312）

13.69±0.662，4）

14.21±1.002，4）

注：A.假手术组；B.模型组；C.大血藤-H 组（图 2、图 3 同）
图 1　大血藤对 CCI 大鼠脊髓 c-Fos、NK-1R 蛋白表达的影响  （免疫

荧光，×400）
Fig. 1　 Effect of Sargentodoxae Caulis on c-Fos，NK-1R protein 

expression in spinal cord of CCI rats （IF，×400）

表 4　大血藤对 CCI 大鼠脊髓 c-Fos、NK-1R 蛋白表达的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 4　Effect of Sargentodoxae Caulis on c-Fos，NK-1R proteins 

expression in spinal cord of CCI rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

大血藤-H 组

剂量/g·kg-1

5.4

c-Fos

0.001 1±0.000 1

0.002 6±0.000 22）

0.001 6±0.000 14）

NK-1R

0.001 8±0.000 4

0.011 5±0.000 72）

0.005 6±0.001 14）

表 5　大血藤对 CCI 大鼠脊髓 BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB 通路相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Sargentodoxae Caulis on expression of proteins related to BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB pathway in CCI rat spinal cord 

（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

大血藤-H 组

组别

假手术组

模型组

大血藤-H 组

剂量/g·kg-1

5.4

剂量/g·kg-1

5.4

BDNF/GAPDH

0.314±0.045

0.661±0.0482）

0.504±0.0244）

TrkB/GAPDH

0.403±0.034

0.691±0.0432）

0.503±0.0324）

p-TrkB/GAPDH

0.072±0.009

0.315±0.0282）

0.181±0.0174）

PLCγ/GAPDH

0.297±0.026

0.569±0.0302）

0.399±0.0094）

p-PLCγ/GAPDH

0.098±0.019

0.459±0.0192）

0.284±0.0074）

CaMKIIα/GAPDH

0.420±0.030

0.702±0.0242）

0.542±0.0084）

p-CaMKIIα/GAPDH

0.231±0.007

0.596±0.0292）

0.406±0.0164）

CREB/GAPDH

0.421±0.056

0.792±0.0452）

0.586±0.0384）

p-CREB/GAPDH

0.195±0.011

0.658±0.0072）

0.399±0.0214）
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合能均低于−6 kJ·mol-1。见增强出版附加材料。

4 讨论

神经病理性疼痛由累及外周或中枢神经系统的

多种病变及损伤引发，而中枢敏化被认为是疼痛产生

并持续的关键机制［15］。现阶段临床常用的 NP一线药

物不仅镇痛作用效果有限，且常伴有较多不良反应。

大血藤是贵州特色苗医药方“四大血”的组成药材之

一，具有活血止痛、清热解毒的功效。大血藤主要含

有苯乙醇类、酚类、苯甲酸类、苯丙素类、黄酮类、蒽醌

类、萜类等活性成分，具有抗炎、镇痛、抗氧化、抗菌及

抗肿瘤等多重药理活性［16］。例如，俞云等［17］发现大血

藤抑制核转录因子 -κB（NF-κB）/NOD 样受体蛋白 3

（NLRP3）介导的炎症反应，显著改善胶原诱导型关节

炎大鼠的关节肿胀及疼痛等相关症状。基于此可深

入研究开发大血藤相关抗炎、镇痛作用。

为评估大血藤对 CCI 大鼠的镇痛效果，于 CCI

术前，术后 3、5 d 及药物干预第 3、7、11、14 天对各组

大鼠进行 MWT 及 TWL 测定。结果表明大血藤能明

显地改善 NP 大鼠的疼痛阈值，缓解痛觉过敏。为明

确大血藤干预 NP 的药效物质基础，使用 UHPLC-Q-

Orbitrap HRMS技术对大血藤化学成分进行鉴定，共

检测出 138 个成分，包括红景天苷、青藤碱、葛根素、

槲皮素、柚皮素、姜黄素等多种化学成分。诸多研究

表明以上大血藤所鉴定出的多种活性成分具有显著

镇痛及抗炎作用，为大血藤在 NP 中的治疗提供了物

质基础。例如，HU 等［18］发现红景天苷能够抑制 CCI

模 型 术 侧 脊 髓 组 织 硫 氧 还 蛋 白 相 互 作 用 蛋 白

（TXNIP）/NLRP3 轴的激活及神经元的凋亡，发挥镇

痛作用。在多种不同的 NP 动物模型中，葛根素通过

抑制神经炎显著抑制了 NP的发生与进展［19-20］。槲皮

素是大血藤中含有的黄酮类化合物其可以抑制中枢

敏化，缓解紫杉醇诱导的神经病理性疼痛［21-22］。柚皮

素及其衍生物 Y-X 能够抑制胶质细胞激活及肽能神

经元兴奋，从而缓解紫杉醇神经病理性疼痛［23］。研

究表明，姜黄素通过抗凋亡、抗炎和抗氧化作用缓解

大鼠神经病理性疼痛［24］。青藤碱通过抑制组胺、前

列腺素 E2等内源性炎性介质、致痛介质达到镇痛、抗

炎作用［25］。以上结果提示，大血藤可能通过以上活

性成分缓解 CCI大鼠神经病理性疼痛。

为系统研究大血藤在 CCI 模型中的镇痛机制，

本研究基于网络药理学筛选出了 NTRK2（编码

TrkB 蛋白的基因）是干预 NP 的核心靶点之一。研

图 2　CCI 大鼠脊髓 BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB 通路相关蛋白表

达电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of expression of proteins related to BDNF/

TrkB/CaMKⅡ/CREB pathway in CCI rat spinal cord

表 6　大血藤对 CCI 大鼠脊髓 p-TrkB、p-PLCγ、p-CaMKⅡα、p-CREB 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Sargentodoxae Caulis on expression of p-TrkB， p-PLCγ， p-CaMKⅡα， and p-CREB proteins in spinal cord of CCI rats

（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

大血藤-H 组

剂量/g·kg-1

5.4

p-TrKB

0.003 1±0.000 24

0.009 8±0.000 592）

0.005 4±0.000 384）

p-PLCγ

0.002 5±0.000 40

0.006 8±0.000 172）

0.003 7±0.000 184）

p-CaMKIIα

0.013 5±0.001 89

0.028 5±0.001 272）

0.019 4±0.001 174）

p-CREB

0.001 0±0.000 13

0.003 9±0.000 142）

0.002 1±0.000 314）

图 3　 大 血 藤 对 CCI 大 鼠 脊 髓 p-TrkB、p-PLCγ、p-CaMKⅡ α、

p-CREB 蛋白表达的影响  （免疫荧光，×400）
Fig. 3　 Effect of Sargentodoxae Caulis on expression levels of 

p-TrkB， p-CaMKIIα， p-PLCγ， p-CREB proteins in spinal cord 

of CCI rats （IF，×400）
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究证实 BDNF/TrkB 信号通路是 NP 中枢敏化的关键

启动者［26］。外周神经损伤后导致 BDNF 释放进入

脊髓背角浅层，与突触后膜上 TrkB 受体结合，增加

对疼痛的敏感性［27-28］。BDNF 与 TrkB 的结合促进其

二聚化和自磷酸化［29］。活化的 TrkB 随即招募并磷

酸化 PLCγ，促使其转位至质膜，将磷脂酰肌醇 4，5-

二磷酸［PI（4，5）P2］裂解成甘油二酯（DAG）和肌醇

1，4，5-三磷酸（IP3）［30］。IP3 通过与 IP3 受体（IP3Rs）
结合触发胞内 Ca2+释放。胞内 Ca2+浓度增加，进而

激活钙调素，随后钙离子/钙调蛋白（Ca2+/CaM）与
CaMKⅡ的亚单位结合，触发 CaMKⅡ作用底物的

磷酸化反应，同时促进其发生自身磷酸化［31-32］。

p-CaMKⅡα促使 CREB 再磷酸化从而活化 CREB。

p-CREB 与启动子结合，使 c-Fos 等表达增加，从而

引发疼痛反应［33］。CREB 可调控多种疼痛相关基因

c-Fos、细胞 Jun 蛋白（c-Jun）、NK-1R、环氧合酶 -2

（COX-2）等的转录，这些 CREB 介导的基因转录和

表达变化参与了疼痛中枢敏化的发展维持，是急性损

害向慢性疼痛转变的神经生物学基础［13-14］。IF 结果

显示，模型组模型脊髓组织中 c-Fos、NK-1R表达显著

增加，大血藤高剂量干预显著降低脊髓组织中 c-Fos、

NK-1R 的表达。Western blot及 IF 荧光结果显示，与

假手术组比较，模型组脊髓组织中 BDNF、TrkB、

p-TrkB、PLCγ、p-PLCγ、CaMK Ⅱ α、p-CaMK Ⅱ α、

CREB、p-CREB 表达显著升高；与模型组比较，大血

藤高剂量组脊髓组织中以上蛋白表达显著降低。

以上结果提示大血藤可能通过调控 NTRK2 以抑制

BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB 信号通路进一步降低

神经元兴奋性及中枢敏化达到缓解 NP 的作用。

综上所述，本研究表明大血藤能明显地改善 NP

大鼠的疼痛阈值。其药效物质基础可能为红景天苷、

青藤碱、葛根素、槲皮素、柚皮素、姜黄素等相关化学

成分。其机制可能是通过抑制 BDNF/TrkB/CaMK

Ⅱ/CREB 信号通路进而降低神经元兴奋性及中枢敏

化达到缓解 NP 的效果。本研究存在一定的局限性，

目前只针对 BDNF/TrkB/CaMKⅡ/CREB一条通路进

行了验证，对于中药通过多途径多靶点的治疗方式的

开发机制研究仍有不足，其次，未将分子对接预测的

活性成分对 NP的作用机制进行验证。因此大血藤的

潜在作用机制仍需进一步挖掘与探索。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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