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如意珍宝丸对小鼠丘脑出血后中枢痛的干预作用
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［摘要］ 目的：观察如意珍宝丸（RYZBW）对小鼠丘脑卒中后中枢痛的干预作用，并初步探索其作用机制。方法：利用

Ⅳ型胶原酶立体定位注射小鼠下丘脑诱导小鼠卒中后中枢疼痛（CPSP）模型，将小鼠分为假手术组、模型组、RYZBW 低、中、高

（0.65、1.3、2.6 g·kg-1）剂量组和阳性药普瑞巴林组（0.075 g·kg-1）。给药组造模小鼠术后 7 d 开始按照体质量每天 1 次灌胃给

药，共给药 25 d，假手术组及模型组小鼠给予等体积生理盐水；期间检测不同时间点的机械痛敏、冷痛敏，原位末端标记法

（TUNEL）检测脑组织细胞凋亡状态，液相悬浮芯片技术对 36 种经典广谱炎症因子进行定量分析，筛选差异分子，并采用蛋白

免疫印迹法（Western blot）和酶联免疫吸附测定法（ELISA）对其验证。结果：与假手术组比较，模型组机械痛阈值、冷敏痛阈值

显著改变（P<0.01），TUNEL 结果反映脑细胞凋亡明显，Western blot 和 ELISA 结果显示下丘脑组织和血清中白细胞介素 -1α

（IL-1α）和趋化因子配体 5（CCL5）表达增加，而促血管生成素-2（Ang-2）、粒细胞-集落刺激因子（G-CSF）和 IL-4 的表达均显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，RYZBW 各剂量组可显著升高脑卒中后小鼠的机械痛阈值，降低冷敏痛阈值，降低下丘脑细胞

凋亡比例（P<0.01），下丘脑组织和/血清中 IL-1α和 CCL5 表达降低，而 Ang-2、G-CSF、IL-4 的表达均明显升高（P<0.05）。结论：

RYZBW 可缓解 CPSP 小鼠的痛觉过敏，其机制与调节促炎/抗炎因子 IL-1α、CCL5、IL-4、G-CSF 和 Ang-2 的表达有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To observe the intervention effect of Ruyi Zhenbao pills（RYZBP）on central

pain after thalamic stroke in mice and explore the underlying mechanism. Method：：The central post-stroke pain

syndrome（CPSP）model was induced by stereotactic injection of type Ⅳ collagenase into the hypothalamus in

mice. The mice were divided into a sham group，a model group，low-，medium-，and high-dose RYZBP groups

（0.65，1.3，2.6 g·kg-1），and a pregabalin group（0.075 g·kg-1）. Seven days after modeling，the mice in the

groups with drug intervention were administered with corresponding drugs by gavage according to the body
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mass，once per day for 25 days，while those in the sham group and the model group received an equal volume of

normal saline. During this period，mechanical pain and cold pain were detected at different time points，and the

apoptotic state of brain tissue cells was detected by in situ terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP

nick end-labeling（TUNEL）. The 36 classical broad-spectrum inflammatory factors were quantitatively analyzed

by liquid-phase chip technology，and differential molecules were screened out and verified by Western blot and

enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. Result：：Compared with sham operation group, mechanical pain

threshold and cold sensitive pain threshold in model group were significantly changed（P<0.01）. TUNEL results

showed that apoptosis of brain cells was obvious. Western blot and ELISA results showed that the expressions of

interleukin-1α (IL-1α) and chemokine ligand 5 (CCL5) increased in hypothalamus tissue and serum，while the

expressions of Ang-2, granulocyte-colony-stimulating factor (G-CSF) and IL-4 decreased significantly（P<0.01）.

Compared with model group，RYZBW dose groups significantly increased mechanical pain threshold，decreased

cold sensitivity pain threshold，decreased hypothalamus cell apoptosis ratio（P<0.01），decreased the expression

of IL-1α and CCL5 in hypothalamus tissue and serum，while the expression of ANG-2，G-CSF and IL-4 were

significantly increased（P<0.05）. Conclusion：： RYZBP can relieve hyperalgesia in CPSP mice， and its

mechanism is related to the regulation of the expression of pro-/anti-inflammatory factors IL-1α，CCL5，IL-4，

G-CSF，and Ang-2.

［［Keywords］］ Ruyi Zhenbao pills；central pain after thalamic stroke；type Ⅳ collagenase；inflammatory

factor

脑卒中后中枢痛（CPSP）是由各种脑血管疾病

引起中枢神经系统损伤导致的躯体感觉异常，临床

主要表现为自发性疼痛、痛觉过敏和痛觉超敏。

CPSP 可在脑卒中后即刻或早期发生，通常发生于

脑出血或脑梗死后 6 个月内［1］，卒中后人群 CPSP 发

生率为 8%~32%，最常见的可导致 CPSP 的卒中病灶

区 50% 集中在丘脑。CPSP 持续时间长，对临床常

用的一线治疗神经病理性疼痛药物如加巴喷丁、普

瑞巴林等敏感性较差［2-3］，因此如何改善 CPSP，提高

患者恢复期生存质量是临床上亟需解决的问题。

如意珍宝丸（RYZBW）源自藏医经典验方珍宝

丸，由珍珠母、沉香、石灰英、金礞石、红花等 30 多种

传统藏药药材组成，记载在藏医第司桑结嘉措著的

《藏医医诀补遗》经典书籍中，具有清热解毒、醒脑

开窍、舒经通络的功效［4］，常用于白脉病、瘟热、热

证、偏瘫、四肢不利、痛风、肢体强直和关节不利等，

是藏医用来治疗白脉病的首选药物。临床研究显

示其对偏瘫性肩痛、带状疱疹后遗神经痛、眶上神

经痛、偏头痛、三叉神经痛等外周神经病理性疼痛

都有良好的镇痛效果，还可有效治疗脑梗死、脑出

血、脑中风后遗症等［5-6］，但是对脑卒中后所致的后

遗症中枢神经病理性疼痛的作用如何，还未见相关

临床和基础研究报道。本研究拟采用小鼠丘脑腹

后外侧核（VPL）立体定位注射Ⅳ型胶原酶建立小鼠

CPSP 模型，观察机械痛阈、冷痛阈等痛行为学指

标，对 RYZBW 干预丘脑出血后 CPSP 的疗效进行评

价，并进一步从炎症角度探索初步作用机制，为临

床的合理用药提供实验依据。

1 材料

1.1 动物 66 只 ICR 小鼠，雄性，体质量 25~30 g，

清洁级动物标准饲养，适应性饲养 3 d 后进行手术

造模。动物合格证号 SCXK（京）2016-0006，本实验

通过中国中医科学院中药研究所实验动物福利伦

理审查，编号 20192019。

1.2 药物与试剂 RYZBW（中国金诃藏药股份有

限公司，批号 01200217）；普瑞巴林（PGB，美国辉瑞

制药，批号 DA4519），Ⅳ型胶原酶（美国 Sigma 公司，

货号 SCR103）；白细胞介素 -1α（IL-1α）、粒细胞 -集

落刺激因子（G-CSF）、IL-4 酶联免疫吸附测定法

（ELISA）试剂盒（武汉酶免生物科技有限公司，货号

分别为 MM-0168M2、MM-0186M2、MM-0165M2）；
血管生成素-2（Ang-2）、趋化因子 5（CCL5）、甘油醛-

3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（爱必信上海生物科技

有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 abs147029、abs131231、

abs132004）；辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗兔

免疫球蛋白（Ig）G（碧云天生物技术有限公司，货号

A0208）；多聚甲醛（天津永晟精细化工有限公司，货

号 20190907）。
1.3 仪器 900-0068-507 型小动物脑立体定位仪、

R530 型异氟烷气体麻醉仪（深圳瑞沃德生命科技有
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限公司），Von-Frey 针刺触觉测量套件（美国 Danmic

Aesthesio 公司），VORTEX 2 型旋涡混匀器、IKA

T10 型手持式匀浆机（广州艾卡 IKA 仪器设备有限

公司），3K15 小型台式高速冷冻离心机（上海西格玛

奥德里奇贸易有限公司），BX50 型正置显微镜（日

本 Olympus 公 司），MK3 型 全 自 动 酶 标 仪（美 国

Thermo 公司）。
2 方法

2.1 分组及给药 雄性 ICR 小鼠随机分为 6 组，每

组 10 只，即假手术组、模型组、RYZBW 低剂量组

（0.65 g·kg-1，相当于临床 1 倍等效剂量）、RYZBW 中

剂 量 组（1.3 g·kg-1，相 当 于 临 床 2 倍 等 效 剂 量）、
RYZBW 高剂量组（2.6 g·kg-1，相当于临床 4 倍等效

剂量）及阳性药 PGB 组（0.075 g·kg-1，相当于临床

2 倍等效剂量）。各组小鼠下丘脑注射Ⅳ型胶原酶

诱导 CPSP 模型，其中假手术组只是注射操作但不

注射胶原酶。RYZBW 和 PGB 经粉碎后用生理盐水

配置不同浓度的药物混悬液备用；各给药组在造模

7 d 后按 10 mL·kg-1 每天 1 次的口服灌胃给药，至取

材当天，共给药 25 d，其中假手术组和模型组按同样

标准给予等体积生理盐水。

2.2 动物造模 采用小鼠 VPL 立体定位注射Ⅳ型

胶原酶，建立 CPSP 模型［7］。小鼠术前禁食 12 h、禁

水 4 h，在常温（22±3）℃下，异氟烷呼吸麻醉，然后

将小鼠俯卧位固定在立体定向仪上，调整立体定向

仪使门齿钩平面比耳间线平面低 1.0 mm，此时前囟

和后囟基本上在同一平面上；将头部背侧的鼠毛剪

去，皮肤消毒后做一长度 0.5 cm 左右纵行切口，暴

露颅骨和前囟；于前囟前 1.0 mm，中线右旁 2 mm，

用牙科钻钻一直径约 1.0 mm 的圆孔，不损伤硬脑

膜，用微量注射器沿钻孔方向垂直进针，进针深度

2.7 mm，10 min 内完成，注射后留针 10 min，缓慢退

出微量注射器，缝合皮肤切口，保证整个手术操作

过程小鼠有自主呼吸并注意保暖，术后在保暖和通

风环境下待动物苏醒。每只动物注射含 0.075 U 的

Ⅳ型胶原酶 2 μL，假手术组注射同等体积的生理

盐水。

2.3 液相悬浮芯片技术检测 参考文献［8］方法进

行检测，小鼠麻醉取血后迅速置于冰上，于冰上无

菌无酶操作，在显微镜下取下丘脑组织迅速冻存，

进行匀浆操作提取下丘脑组织蛋白，定量后用以蛋

白芯片检测，小鼠脑组织取材后，根据 Luminex 试剂

盒说明书准备标准品、抗体复合物、PE-链霉素亲和

素、清洗液，每孔加入 Beads、标准品和样品摇床孵

育 2 h；清洗后加入抗体复合物摇床孵育 1 h，磁力架

吸附 Beads；清洗后加入 PE-链霉素亲和素摇床孵育

0.5 h，磁力架吸附 Beads；清洗 3 次后清洗液重悬

Beads，摇床孵育 2 min 后使用 Luminex 上机检测，基

于蛋白芯片检测结果分析差异表达蛋白，选择差异

蛋白进行后续验证研究。

2.4 原位末端标记法（TUNEL）检测脑细胞凋亡情

况 麻醉小鼠后剪开其胸腔，使心脏部位暴露，处

理扎针位置使生理盐水从左心室进，右心耳出，直

到无血水流出，用 4% 多聚甲醛灌注，直到小鼠全身

四肢僵硬即可，断头开颅取脑，将全脑放入装有 4%

多聚甲醛溶液的离心管，4 ℃过夜，再将原溶液依次

置换为 8%、15%、30% PFA，换液条件为 4 ℃静置组

织沉底，梯度脱水完成后，OTC 包埋剂包埋，低温条

件进行冰冻切片，20 μm/片，将冰冻切片放入蒸馏

水中洗 5 min，让组织周围的胶洗掉，进入 TUNEL

染色步骤，实验后进行荧光分析。

2.5 检测小鼠下丘脑组织/血清炎症因子的含量

小鼠麻醉取血后迅速置于冰上，于冰上无菌无酶

在显微镜下取下丘脑组织冻存；脑组织以磷酸盐缓

冲液（PBS）或生理盐水匀浆后提取上清，以备酶联

免疫检测；而血液在小鼠摘除眼球取血后于室温下

静置 2~4 h 左右离心取血清（4 ℃、2 000 r·min-1离心

15 min），按照固定条件将全血于离心机中离心，取

上清冻存备检测，标准曲线定量后对血清进行稀

释，而后按照 ELISA 说明书进行检测。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠下丘

脑组织的蛋白水平 小鼠麻醉取血后迅速置于冰

上，于冰上无菌无酶操作，在显微镜下取下丘脑组

织迅速冻存，匀浆裂解后提取下丘脑组织蛋白，定

量后用以 Western blot 检测所选指标的蛋白变化水

平。首先测定所提取组织蛋白浓度，上样及电泳后

进行转膜，蛋白条带封闭后采用抗体 Ang-2、CCL5

（1∶1 000）及 GAPDH（1∶1 万）在 4 ℃条件下过夜孵

育，洗涤后使用二抗（1∶1 000）处理，再次洗涤并曝

光条带，获取图像后采用 Image J 1.8.0 软件进行

分析。

2.7 统计学方法 数据使用 IBM SPSS 22.0.0.0 软

件进行统计学分析。计量资料的结果用 x̄ ± s 表示。

计量资料组内符合正态分布且方差齐性，两组间比

较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA），用 GraphPad Prism 7.00 软件进

行统计图制作。所有检验均为双侧性，P<0.05 表示

差异具有统计学意义。

··84



第 28 卷第 16 期
2022 年 8 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 16

Aug. ，2022

3 结果

3.1 对 CPSP 小鼠机械痛阈的影响 建立Ⅳ型胶原

酶诱导小鼠 CPSP 模型，观察 RYZBW 各剂量组给药

后第 0、1、2、3、4、5、24 h 等时间点的小鼠左后足机

械痛阈值变化。与假手术组比较，模型组机械痛

阈值显著降低（P<0.01），提示 CPSP 模型构建成

功，下丘脑出血可致使动物机械刺激痛敏反应，

RYZBW 作用后可以升高 CPSP 模型小鼠的机械痛

敏阈值，差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01），且
呈剂量依赖性，其中，RYZBW 高剂量组在给药 2 h

后的镇痛效应最明显，药效持续时间约为 4 h；后
续隔日机械痛敏阈值检测时间点选择在灌胃给药

后的 2 h，结果显示，RYZBW 各剂量组持续给药

25 d 能维持相似的镇痛效果；而 PGB 有升高机械

痛阈值的作用趋势，但差异无统计学意义。见表 1

和表 2。

3.2 对丘脑出血 CPSP 小鼠冷敏痛阈的影响 建立

Ⅳ型胶原酶诱导小鼠 CPSP 模型，观察 RYZBW 各剂

量给药后 0、1、2、3、24 h 等时间点的小鼠左后足冷

敏痛阈值变化。实验结果显示，与假手术组比较，

模型组冷敏痛阈值显著升高（P<0.01），提示胶原酶

诱导下丘脑出血可致使小鼠冷敏痛反应，RYZBW

作用后可以降低 CPSP 模型小鼠的冷敏痛阈值（P<

0.05，P<0.01），且呈剂量依赖性，其中，RYZBW 高剂

量组在给药 1 h 后的镇痛效应最明显，药效持续时

间约为 3 h；后续隔日冷敏痛阈值检测时间点选择在

灌胃给药后的 1 h，结果显示，RYZBW 各剂量持续

给药 24 d 能维持相似的镇痛效果；PGB 对脑卒中后

遗疼痛小鼠的冷敏痛的镇痛效果略弱于 RYZBW 低

剂量给药组。见表 3 和表 4。

3.3 对丘脑出血 CPSP 小鼠脑组织细胞凋亡的影

响 与假手术组比较，模型组小鼠的下丘脑组织细

表 1 RYZBW 对 CPSP小鼠机械痛阈值的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of RYZBW on mechanical pain threshold in CPSP mice（x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

剂量

/mg·kg-1

65

130

260

75

0 h

1.054±0.272

0.040±0.0111）

0.037±0.012

0.041±0.010

0.041±0.012

0.039±0.021

1 h

1.067±0.297

0.050±0.0081）

0.102±0.078

0.097±0.072

0.103±0.074

0.182±0.068

2 h

1.054±0.272

0.044±0.0051）

0.333±0.1122）

0.916±0.4433）

1.036±0.4643）

0.714±0.0783）

3 h

1.054±0.272

0.047±0.0101）

0.191±0.071

0.243±0.122

0.279±0.160

0.347±0.1703）

4 h

1.100±0.242

0.047±0.0201）

0.085±0.043

0.093±0.029

0.095±0.055

0.049±0.024

5 h

1.054±0.272

0.040±0.0111）

0.037±0.012

0.041±0.010

0.041±0.012

0.039±0.021

24 h

1.100±0.242

0.040±0.0111）

0.037±0.012

0.041±0.011

0.044±0.014

0.047±0.048

注：与 Sham 组比较 1）P<0.01；与 Model组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 2-表 7 同）

表 2 RYZBW 对 CPSP小鼠机械痛阈值的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of RYZBW on mechanical pain threshold in CPSP mice（x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

剂量/mg·kg-1

65

130

260

75

剂量/mg·kg-1

65

130

260

75

5 d

1.054±0.272

0.039±0.0121）

0.306±0.1002）

0.756±0.0993）

0.957±0.1263）

0.259±0.125

17 d

1.090±0.274

0.050±0.0231）

0.402±0.0953）

0.798±0.1453）

0.882±0.2273）

0.110±0.030

7 d

1.100±0.242

0.036±0.0191）

0.341±0.1442）

0.809±0.1093）

0.980±0.2663）

0.301±0.111

19 d

1.095±0.381

0.041±0.0111）

0.420±0.1013）

0.776±0.1553）

0.917±0.3383）

0.177±0.143

9 d

1.145±0.358

0.036±0.0111）

0.295±0.1652）

0.768±0.1453）

0.892±0.1643）

0.156±0.154

21 d

1.031±0.262

0.045±0.0161）

0.457±0.0943）

0.808±0.2613）

0.970±0.3133）

0.133±0.075

11 d

1.100±0.242

0.043±0.0191）

0.295±0.1652）

0.771±0.1293）

0.924±0.1183）

0.164±0.070

23 d

0.999±0.288

0.043±0.0191）

0.420±0.1013）

0.829±0.1193）

0.931±0.4803）

0.128±0.079

13 d

1.070±0.297

0.039±0.0121）

0.321±0.0572）

0.792±0.0573）

0.915±0.1013）

0.154±0.077

25 d

1.057±0.280

0.047±0.0211）

0.407±0.1193）

0.771±0.1263）

0.961±0.4853）

0.127±0.089

15 d

1.070±0.297

0.040±0.0121）

0.403±0.1043）

0.738±0.0523）

0.907±0.2113）

0.141±0.068
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胞凋亡显著（P<0.01），提示Ⅳ型胶原酶诱导小鼠脑

卒中可造成下丘脑注射部位的细胞凋亡；与模型组

比较，RYZBW 各给药组可明显降低脑细胞凋亡的

程度（P<0.05，P<0.01），且呈剂量依赖性，PGB 组对

降低脑细胞凋亡的作用与 RYZBW 中剂量组相近。

见表 5 和图 1。

3.4 对丘脑出血 CPSP 小鼠炎症因子的影响 采用

Luminex 液相悬浮芯片技术对 CPSP 小鼠下丘脑组

织的 36 种经典广谱炎症相关因子进行定量分析，通

过组间比较，发现 IL-1α、IL-4、CCL5、Ang-2、G-CSF

等 5 个 炎 症 因 子 具 有 明 显 差 异 ，故 进 一 步 采 用

ELISA 或 Western blot验证。

ELISA 结果显示，与假手术组比较，模型组下丘

脑和血清中 IL-4 和显著降低（P<0.01）；与模型组比

较，RYZBW 各给药组下丘脑和血清中 IL-4表达量明

显升高（P<0.05，P<0.01），PGB 组血清中 IL-4 含量显

著升高（P<0.01），而对下丘脑中的无明显影响。与假

手术组比较，模型组的下丘脑和血清中 G-CSF 的表

达量显著降低（P<0.01）；与模型组比较，RYZBW 高

剂量组下丘脑和血清中 G-CSF 的表达量明显升高

（P<0.05），RYZBW 低、中剂量组和 PGB 组血清和下

丘脑中 G-CSF的含量差异无统计学意义。模型组小

鼠下丘脑和血清中的 IL-1α含量均较假手术组显著

表 3 RYZBW 对 CPSP小鼠冷敏痛阈值的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of RYZBW on cold sensitivity and pain threshold of CPSP mice（x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

剂量

/mg·kg-1

65

130

260

75

0 h

1.111±0.172

2.833±0.1921）

2.889±0.1722）

2.778±0.2723）

2.778±0.2723）

2.778±0.2722）

1 h

1.056±0.136

2.917±0.1671）

2.111±0.2722）

1.944±0.3903）

1.556±0.3443）

1.944±0.3902）

2 h

1.093±0.148

2.861±0.1671）

2.630±0.135）

2.500±0.2513）

2.370±0.2693）

2.500±0.2512）

3 h

1.111±0.172

2.833±0.1921）

2.889±0.1722）

2.778±0.2723）

2.778±0.2723）

2.778±0.2722）

24 h

1.111±0.172

2.833±0.1921）

2.889±0.1722）

2.778±0.2723）

2.733±0.2793）

2.778±0.2722）

表 4 RYZBW 对 CPSP小鼠冷敏痛阈值的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of RYZBW on cold sensitivity and pain threshold of CPSP mice（x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

剂量/mg·kg-1

65

130

260

75

剂量/mg·kg-1

65

130

260

75

6 d

1.056±0.136

2.917±0.1671）

2.444±0.2722）

1.778±0.3443）

1.533±0.3803）

2.333±0.5162）

16 d

0.833±0.183

3.000±0.0001）

2.222±0.5022）

1.833±0.4603）

1.200±0.6063）

2.056±0.6472）

8 d

0.889±0.172

3.000±0.0001）

2.500±0.1832）

1.667±0.3653）

1.467±0.1833）

2.167±0.4082）

18 d

0.722±0.251

2.833±0.1921）

2.111±0.4042）

1.833±0.5483）

1.133±0.5583）

2.222±0.5022）

10 d

0.889±0.172

3.000±0.0001）

2.444±0.2722）

1.667±0.3653）

1.533±0.1833）

1.944±0.6472）

20 d

0.722±0.251

2.917±0.1671）

2.000±0.5962）

1.944±0.5743）

1.267±0.1493）

2.333±0.4222）

12 d

0.889±0.172

3.000±0.0001）

2.167±0.4082）

1.722±0.3283）

1.333±0.3333）

2.056±0.5342）

22 d

0.722±0.328

3.000±0.0001）

2.000±0.5962）

1.778±0.6563）

1.133±0.1833）

2.278±0.4432）

14 d

0.889±0.172

2.917±0.1671）

1.944±0.7432）

1.778±0.5023）

1.267±0.1493）

2.278±0.7122）

24 d

0.733±0.365

3.000±0.0001）

2.056±0.5742）

1.778±0.6563）

1.200±0.1833）

2.333±0.4222）

表 5 RYZBW 对 CPSP小鼠脑细胞凋亡的影响（x̄± s，n=10）

Table 5 Effect of RYZBW on apoptosis of brain cells in CPSP

mice（x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

剂量/mg·kg-1

65

130

260

75

细胞凋亡/%

0.456±0.220

4.283±0.7211）

2.789±0.8212）

1.517±0.4143）

1.008±0.1983）

1.496±0.5653）
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升高（P<0.01），RYZBW 高剂量组血清和下丘脑中 IL-1α的含量均较模型组显著降低（P<0.01）。见表 6。

与假手术组比较，模型组脑组织中 Ang-2的表达

量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，RYZBW 各给

药组 Ang-2 的表达量显著降低（P<0.01）。与假手术

组比较，模型组脑组织中 CCL5 的表达量显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，RYZBW 各给药组及 PGB

组 CCL5的表达量显著降低（P<0.01）。见图 2、表 7。

4 讨论

丘脑 VPL 立体定位注射Ⅳ型胶原酶建立的卒

中后 CPST 模型，具有制作简单、快捷、重复性较好，

且与人类脑出血病理、生化和病理生理学相似等特

点。本实验利用实验小鼠复制了这一模型，并通过

检测机械痛阈和热痛阈来评价小鼠 CPSP 的疼痛特

征，结果显示造模 7~32 d 模型小鼠机械痛阈较正常

小鼠明显升高，而热敏痛阈明显降低，提示小鼠

VPL 出血后，可引发中枢神经病理性疼痛。在成功

建 立 小 鼠 CPSP 模 型 的 基 础 上 ，笔 者 采 用 口 服

RYZBW 的方式进行干预，以 PGB 为阳性对照，用爪

触觉测试仪、丙酮刺激测量不同时间点的机械痛阈

值和冷刺激反应评分，评价 RYZBW 的镇痛作用特

点。结果显示，RYZBW 0.65~2.6 g·kg-1治疗后能剂

注：A.假手术组；B.模型组；C.RYZBW 0.65 g·kg-1组；D.RYZBW 1.3 g·kg-1组；E.RYZBW 2.6 g·kg-1组；F.PGB 0.075 g·kg-1组（图 2 同）
图 1 TUNEL荧光染色评价 RYZBW 对 CPSP小鼠脑细胞凋亡的影响（TUNEL，×40）
Fig. 1 TUNEL fluorescent staining to evaluate effect of RYZBW on brain cell apoptosis in CPSP mice（TUNEL，×40）

表 6 RYZBW 对 CPSP小鼠下丘脑和血清中 IL-1α、IL-4和 G-CSF蛋白水平的影响（x̄± s，n=10）

Table 6 Effect of RYZBW on protein levels of IL-1α，IL-4 and G-CSF in hypothalamus and serum of CPSP mice（x̄± s，n=10） ng·L-1

组别

假手术组

模型组

RYZBW 低剂量组

RYZBW 中剂量组

RYZBW 高剂量组

PGB 组

剂量

/mg·kg-1

65

130

260

75

IL-4

下丘脑

89.34±1.62

63.26±2.791）

80.53±0.532）

77.51±7.532）

87.11±18.913）

61.40±11.55

血清

85.51±0.50

33.49±9.491）

76.63±0.58

83.83±14.413）

86.53±12.313）

72.39±11.973）

IL-1α

下丘脑

21.34±3.89

36.12±0.041）

37.82±2.63

36.70±1.57

27.98±2.533）

37.19±7.53

血清

23.84±4.00

37.17±0.661）

35.43±3.97

35.03±3.42

25.88±0.203）

37.62±0.40

G-CSF

下丘脑

601.29±80.57

386.96±5.081）

375.93±19.99

371.72±2.14

418.70±16.232）

358.49±24.51

血清

589.27±40.16

376.30±51.931）

361.92±43.38

377.75±8.34

473.12±31.232）

373.89±63.99

图 2 CPSP小鼠脑组织中 Ang-2和 CCL5蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Ang-2 and CCL5 in brain of CPSP mice
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量依赖地抑制 CPSP 小鼠的机械痛和丙酮诱发痛，

对机械痛的最佳镇痛时间为给药后 2 h，镇痛作用可

以持续到给药 4 h，对丙酮诱发痛的最佳镇痛时间为

给 药 后 1 h，镇 痛 作 用 可 以 持 续 到 给 药 3 h，且

RYZBW 0.65 g·kg-1 组作用优于阳性药 PGB，提示

RYZBW 对丘脑出血后 CPSP 具有良好的镇痛作用。

比较之下，给药 24 d 后临床 2 倍等效剂量的 PGB 对

CPSP 小鼠机械痛无明显影响，其对丙酮诱发痛的

镇痛作用也仅仅与 RYZBW 低剂量组相近，提示

RYZBW 在缓解 CPSP 方面比 PGB 更具药效优势，

而且 2 种药物可能存在着不一样的作用机制。实验

中观察到 RYZBW 对丙酮诱发痛的最佳镇痛时间点

早于机械痛，而镇痛持续时间短于机械痛，这一镇

痛药效特点所蕴含的作用机制有待后续探索。进

一步，笔者采用 TUNEL 检测法观察了 CPSP 小鼠下

丘脑注射部位的细胞凋亡情况，结果显示，Ⅳ型胶

原酶诱导可造成小鼠的下丘脑注射部位的细胞凋

亡，经 RYZBW 0.65~2.6 g·kg-1治疗后能剂量依赖地

改善这一作用。

目前，关于 CPSP 的疼痛机制有中枢敏化、去抑

制、中枢失衡等假说，而神经炎症所诱发的中枢敏

化在疼痛中的作用愈加重要。炎症因子的复杂多

样是神经病理性疼痛治疗失败的主要原因［9-10］。为

了了解 RYZBW 是否通过抗炎发挥治疗 CPSP 的作

用，笔者使用 Luminex 液相悬浮芯片技术检测了

CPSP 小鼠下丘脑中 36 种炎症因子的表达情况。结

果显示，RYZBW 能调节 CPSP 小鼠下丘脑中 IL-1α、

CCL5、IL-4、G-CSF、Ang-2 的异常表达，初步提示了

RYZBW 可以通过多靶点缓解 CPSP 小鼠下丘脑炎

症。已知 IL-1α是神经病理性疼痛神经炎症中重要

的促炎细胞因子，能够促使白细胞聚集于炎症部

位，还能够刺激单核巨噬细胞等分泌细胞因子包括

TNF-α、IL-1、IL-6 等［11-13］。趋化因子 CCL5 趋化 T 细

胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞，并在白细胞向

炎症部位募集中发挥着积极的作用，其通过受体

CCR5 发挥作用，与胶质细胞活化和神经细胞间交

流发挥积极作用，在脑与神经类疾病中发挥重要作

用。 IL-4 是抗炎因子，在神经病理性疼痛的发挥过

程中发挥作用［14-15］。G-CSF 主要作用于中性粒细胞

系，可通过神经保护，调节 VEGF，影响炎症因子释

放等功能在大鼠脑出血、脑水肿等疾病中发挥保护

作用［16-17］。Ang-2 是促血管生成因子，可调节血管重

构［18］，在临床出血性脑梗死患者的检测中出现率

高［19］，在 CPSP 晚期可能与血管重建密切相关［20］。

故此，本实验采用 ELISA 和 Western blot 对血清和

（或）下丘脑中上述炎症因子进行了验证研究，结果

显示 RYZBW 能够抑制血清和/或下丘脑中 IL-1α和

CCL5 的含量，同时提高 IL-4 和 G-CSF 和 Ang2 的表

达水平，而阳性药 PGB 对 IL-1α和 G-CSF 无明显影

响，提示 RYZBW 具有良好的抗炎作用，且这一作用

可能是其缓解 CPSP 的关键。

综上，本实验首次通过Ⅳ型胶原酶立体定位注

射建立丘脑出血后 CPSP 模型小鼠，证明了 RYZBW

对 CPSP 小鼠痛觉过敏的缓解作用及比较较于一线

治疗神经病理性疼痛药 PGB 的药效优势；进一步，

通过广谱炎症因子的筛查和验证，发现 RYZBW 改

善 CPSP 的机制与调节促炎/抗炎因子 IL-1α、CCL5、

IL-4、G-CSF 和 Ang-2 的表达有关。本研究结果将

为后续深入的分子机制研究提供实验基础，也有利

于 RYZBW 功效科学内涵的揭示，为临床新适应症

的拓展提供实验依据。
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