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柴胡桂枝汤减轻慢性胰腺炎神经性腹痛机制的探讨
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［摘要］ 目的：探讨柴胡桂枝汤（CHGZT）减轻三硝基苯磺酸（TNBS）诱导的大鼠慢性胰腺炎（CP）神经性腹痛的初步机

制。方法：50 只雄性 SD 大鼠随机均分为 5 组，分别为假手术组、模型组、CHGZT 低、中、高剂量组（4、8、16 g·kg-1）。假手术

组轻轻翻动胰腺后即关腹，模型组采用向胰管内逆行注射 2% TNBS-10% 乙醇。CHGZT 在造模后 4 周开始灌胃给药，连续

2 周。5 组大鼠分别于术后 6 周进行 Von Frey 疼痛阈值检测；苏木素 -伊红（HE）染色评估胰腺组织慢性炎症及纤维化病变；
免疫组化法（ IHC）检测 PGP9.5 蛋白表达，同时观察神经周围炎性改变；IHC 及免疫荧光（ IF）染色观察胰腺相关胸段脊髓后

角离子钙结合蛋白 -1（ Iba-1）、嘌呤能受体 P2X7（P2RX7）的定位及 P2RX7 和小胶质细胞的共表达。结果：与假手术组比较，

模型大鼠胰腺组织腺泡萎缩评分、炎性浸润评分、纤维化评分显著增高（P<0.01），大鼠在不同力值疼痛反应值均明显升高

（P<0.05，P<0.01），PGP9.5 周围炎性浸润评分显著升高（P<0.01），模型组大鼠脊髓后角 Iba-1 与 P2RX7 表达均显著增强

（P<0.01）；与模型组比较，CHGZT 高、中剂量组明显降低大鼠胰腺组织腺泡萎缩评分、炎性浸润评分、纤维化评分，明显降低

疼痛反应值，明显降低 PGP9.5 周围炎性浸润评分（P<0.05，P<0.01），CHGZT 高、中、低剂量组显著降低 Iba-1 及 P2RX7 表达

（P<0.01）。结论：CHGZT 可明显减轻 CP 模型大鼠腹痛程度，可能和通过抑制胰腺内神经炎症、降低相应脊髓后角小胶质细

胞 P2RX7 活化有关。
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Chaihu Guizhitang Attenuates Neuropathic Abdominal Pain of Chronic Pancreatitis
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of Chaihu Guizhitang（CHGZT） in alleviating

neuropathic abdominal pain induced by 2，4，6-trinitrobenzene sulfonic acid（TNBS） in rats with chronic

pancreatitis（CP）. Method：： Fifty male SD rats were randomly assigned into five groups：sham operation，CP

model，and low-，medium-，and high-dose（4，8，and 16 g·kg-1，respectively）CHGZT groups. In the sham

operation group，the abdomen was closed after the pancreas was gently stirred. The rat model of CP was

established by retrograde injection of 2% TNBS-10% ethanol into the pancreatic duct. The oral administration of

CHGZT started 4 weeks after modeling and lasted for 2 weeks. Pain threshold was measured by Von Frey fibers 6

weeks after surgery. Hematoxylin-eosin（HE）staining was employed to reveal the chronic inflammation and
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fibrosis of the pancreatic tissue. Immunohistochemmistry（IHC）was employed to detect the expression of

PGP9.5（a marker of pancreatic nerves）and reveal the inflammatory changes around the nerves. IHC and

immunofluorescence（IF）were used to determine the location of ionized calcium-binding adaptor molecule-1

（Iba-1，microglia marker）and purinergic receptor P2X7（P2RX7）and the co-expression of P2RX7 and Iba-1 in

the thoracic spinal dorsal horn. Result：： Compared with the sham operation group，the modeling increased the

scores of pancreatic gland atrophy， inflammatory infiltration，and fibrosis（P<0.01）， the abdominal pain

response under different force values（P<0.05，P<0.01）， and the score of peripancreatic inflammation.

Moreover，the modeling up-regulated the expression of Iba-1 and P2RX7 in the thoracic spinal dorsal horn（P<

0.01）. Compared with the model group，the high- and medium-dose CHGZT lowered the scores of pancreatic

gland atrophy， inflammatory infiltration， and fibrosis， the abdominal pain response， and the score of

peripancreatic inflammation（P<0.05，P<0.01）. The high-，medium-，and low-dose CHGZT all down-regulated

the expression of Iba-1 and P2RX7（P<0.01）. Conclusion：：CHGZT can significantly relieve abdominal pain in

CP rat by suppressing the inflammation around nerves in the pancreas and the P2RX7 activation of microglia in

the spinal dorsal horn.

［［Keywords］］ chronic pancreatitis； Chaihu Guizhitang； microglia； macrophages； neuropathic pain；

neuritis；purinergic receptor P2X7（P2RX7）

慢性胰腺炎（CP）是一种反复发作的纤维化炎

性综合征［1］，腹痛是 CP 的主要症状，这种疼痛往往

呈进展性，甚至增加罹患胰腺癌的风险［2］。长期反

复发作的腹痛造成患者巨大的心理和经济负担，严

重降低了生活质量和预期寿命［3］。目前关于疼痛发

生的机制尚不明确，大家较为接受的观点包括组织

损伤、胰腺炎症、氧化应激、胰管狭窄、胰管或胰腺

间质内压升高、胰外并发假性囊肿、门静脉血栓形

成、胆管、十二指肠狭窄和消化道溃疡［4］及近些年来

被研究最多的神经源性疼痛［5］。临床上针对上述病

理机制的疼痛治疗仍十分棘手，内科治疗包括非甾

体类抗炎药、阿片类镇痛药等，但是这类药物往往

因为不良反应导致其作用极其有限［6］。对于大部分

存在胰腺形态改变的 CP 患者，不管是内镜治疗还

是早期的外科手术，都存在手术风险和并发症问

题。因此寻求一种效果好，创伤小，经济而方便的

缓解疼痛的治疗方法尤为重要。

柴胡桂枝汤（CHGZT）是《伤寒论》中治疗太阳

少阳合病的经典方剂，《伤寒论》中第 146 条论述：

“伤寒六七日，发热微恶寒，肢节烦疼，微呕，心下支

结，外证未去者，柴胡桂枝汤主之。”而《金匮要略·

腹满寒疝宿食病脉证治》中则记载了柴胡桂枝汤的

另一功效：“柴胡桂枝汤方：治心腹卒中痛者”。现

代诸多医家用 CHGZT 治疗躯体疼痛［7-8］及癌性疼

痛［9］，由此推知 CHGZT 是一个止痛良方。

结合近年研究及对祖国医学的辨证理解，在三

硝基苯磺酸（TNBS）诱导 CP 的基础上，通过疼痛行

为学、病理学及分子生物学等实验观察 CHGZT 神

经性疼痛中的作用及机制，为以神经炎性反应为靶

点的慢性疼痛性疾病提供新的临床理论依据。

1 材料

1.1 动物 SPF 级 SD 雄性大鼠 50 只，体质量（260±

20）g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，

许可证号 SYXK（津）2021-0005。饲养条件：温度

（22±3）℃，相对湿度（50±10）%，饲养环境 12 h 光照

与黑暗交替循环，自由进食、饮水。本动物实验经

天津市医药科学研究所动物伦理委员会批准进行，

编号 IMPS-EAEP-Z-KTSB-202204。

1.2 药物 CHGZT《伤寒论》中原方［柴胡四两

（12 g）、桂枝（去皮）一两半（4.5 g）、黄芩一两半

（4.5 g）、人参一两半（4.5 g）、甘草（炙）一两（3 g）、半
夏二合半（洗）（6 g）、芍药一两半（4.5 g）、大枣 6 枚

（擘）4.5 g、生姜一两半（切）（4.5 g），均购自天津中

药 饮 片 厂 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 G20003001、

2012106-01、G201201102、2106057-01、G2010005-01、

G210601301、G2005045-01、G200901-02、2010006-

07］。提取工艺为取柴胡 978 g、桂枝 366 g、黄芩

366 g、人参 366 g、甘草 244 g、半夏 490 g、芍药 366

g、大枣 375 g、生姜 366 g，浸泡 40 min，加 8 倍量的

水，煎煮 40 min，滤过，同法煎煮 3 次。水煎剂经过

浓缩，终体积为 1 400 mL，约 3 g·mL-1，分装备用。

1.3 试剂 TNBS（美国 Sigma 公司，批号 P2297），
波恩氏液（Bouin 固定液，福州飞净生物科技有限公

司，批号 20211010），苏木素染色液、伊红染料（珠海
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贝 索 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 BA4041、

BA4024），胰腺神经标志蛋白基因产物 9.5（PGP9.5，

美国 CST 公司，货号 #13179S），嘌呤能 2X7 受体

（P2RX7，华安生物，货号 ER1919-21），离子钙结合

衔接分子 -1（Iba-1）、山羊抗小鼠荧光二抗（美国

Abcam 公司，货号分别为 ab283319、ab197499），兔
SP 试剂盒、小鼠 SP 试剂盒（兔链霉卵白素-生物素法

检测系统、DAB 显色试剂盒（20×）、抗体稀释液（北

京 中 杉 金 桥 公 司 ，批 号 分 别 为 2122B0924、

2023E1103、202301228、19082903），山羊抗兔荧光

二抗（美国 CST 公司，货号 4412S），4'，6-二脒基-2-苯

基吲哚（DAPI，北京索莱宝科技有限公司，货号

C0065），抗荧光淬灭封片剂（上海碧云天生物技术

有限公司，货号 P0126）。
1.4 仪器 Von Frey 型纤维丝测痛仪（美国 North

Coast Medical 公司），Tissue-Tek®TEC®5 型组织包埋

机（日本樱花公司），HI1220 型烘片机、RM2235 型轮

转式切片机、H1210 型水浴摊片机（德国 Leica 公

司），CX41 型 微 图 HTC1600 正 置 显 微 镜（日 本

Olympus 公司），LSM 型共聚焦显微镜（德国 Zeiss

公司）。
2 方法

2.1 CP 大鼠模型制备 将 50 只雄性 SD 大鼠随机

分为 5 组，分别为假手术组、模型组、CHGZT 低、中、

高剂量组，按照参考文献［10］的方法，实验前 12 h

禁食不禁水，术前麻醉，开腹后将假手术外的各组

向胰管内逆行注射 2% TNBS-10% 乙醇-磷酸盐缓冲

液（PBS）溶液，共 0.4 mL，速率 0.5 mL/30 mim，制备

CP 模型。待动物苏醒后将其放回鼠笼，注意观察生

命体征的改变。

2.2 给药剂量及时间 CHGZT 组按低、中、高剂量

（4、8、16 g·kg-1 生药）在造模 4 周后开始灌胃治疗，

每日 2 次，连续 2 周。假手术组开腹轻轻翻动腹腔

脏器，给予等体积的 0.9% 的 NaCl溶液。

2.3 标本的采集及处理 6 周后，所有动物禁食不

禁水 12 h，将所有动物脱颈处死，留取各组大鼠的胰

腺、脊髓于波恩氏液中固定。

2.4 疼痛行为学测试［11］ 术前刮去腹部毛发，标记

刺激部位，在一网状地板的笼子中放置实验大鼠，

测试前予 30 min 的适应时间。用 Von Frey 纤维直

径为 4.74 mm，纤毛接触皮肤后略用力，纤毛头端弯

曲成 90 度，持续刺激 1~2 s，每次间隔 10 s，以便实验

动物能否恢复相对正常状态，连续测 10 次，记录阳

性反应（即收缩反应）的百分比。每周检测 1 次，第

6 周时应用不同的 Von Frey 纤维直径（4.74、4.93、

5.07、5.18、5.46、5.88 mm）从小到大重复上述实验。

2.5 苏木素-伊红（HE）染色观察胰腺组织的病理学

变化 Bouin 液固定 10 h 后 75% 乙醇过夜，常规脱

水、包埋、切片 3 μm，石蜡切片常规脱蜡，苏木素染

色，自来水返蓝，1% 盐酸乙醇分化，伊红染色，梯度

乙醇、二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观察。

2.6 免疫组化（IHC）检测胰腺 PGP9.5、脊髓后角小

胶质细胞 Iba-1 及 P2RX7 表达 将组织切片置于

65 ℃烤箱中烘烤 2 h，取出后冷却至室温，分散放置

切片架中，二甲苯及乙醇梯度体积分数脱水后，蒸

馏水冲洗片刻，放置于 PBS 中，然后将切片置于枸

橼酸钠缓冲液中进行抗原修复，山羊血清封闭。

PGP9.5、Iba-1、P2RX7 用抗体稀释液稀释至 1∶600，

4 ℃湿盒孵育过夜。待湿盒复温后 PBS 漂洗，分别

滴加适量山羊抗兔、山羊抗小鼠二抗、三抗，DAB 显

色，自来水冲洗。苏木素复染。二甲苯、乙醇梯度

脱水、透明，中性树胶封片，显微镜下观察。

2.7 免 疫 荧 光（IF）观 察 脊 髓 后 角 小 胶 质 细 胞

P2RX7 表达 操作步骤同 IHC，不同之处在于两种

荧光二抗需各自孵育 4 ℃过夜，漂洗后用含 DAPI

抗荧光淬灭剂进行封片，采用共聚焦显微镜进行

观察。

2.8 统计学分析 采用 SPSS 25.0 进行数据统计分

析，计量资料均以 x̄ ± s 表示，数据间比较采用单因

素方差分析，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 CP 大 鼠 胰 腺 组 织 病 理 学 的 影 响 采 用

MIYAMOTO 等［12］的胰腺组织学评分标准评估胰腺

组织病理改变。在光镜下，假手术组的胰腺组织细

胞排列紧密、结构清晰、胞浆丰富、胰岛结构完整且

胰导管无组织病理学改变；与假手术组比较，模型

组 CP 大鼠胰腺组织腺泡细胞大量减少、萎缩、明显

的炎症浸润、胰管周围及小叶内出现不同程度的纤

维化，腺泡萎缩评分、炎性浸润评分、纤维化评分显

著增高（P<0.01）；与模型组比较，CHGZT 低剂量组

变化差异无统计学意义，CHGZT 中、高剂量组大鼠

病理学镜下表现及相关评分均明显降低（P<0.05，

P<0.01）。见图 1、表 1。

3.2 对 CP 大鼠机械性疼痛反应值的影响 与假手

术组比较，CP 模型组大鼠的疼痛反应值 6 g 力到

60 g 力均明显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组比

较，CHGZT 高剂量组明显降低 CP 大鼠机械性疼痛

反应值（P<0.05），CHGZT 中剂量组显著降低 CP 大
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鼠机械性疼痛 6 g、8 g、26 g、60 g 力的反应值（P<

0.01），低剂量组差异无统计学意义。见表 2。

3.3 对 CP 大鼠胰腺神经周围 PGP9.5 蛋白表达和

炎症的影响 与假手术组比较，CP 大鼠胰腺神经周

围 PGP9.5 的表达量显著升高，并且周围伴有慢性神

经炎性细胞浸润评分显著升高（P<0.01）；与模型组

比较，CHGZT 各剂量组 PGP9.5 的表达差异无统计

学意义，以及神经干周围的神经炎性细胞浸润评分

明显减少（P<0.05，P<0.01）。见图 2、表 3。

3.4 对 CP 大鼠脊髓后角上 Iba 和 P2RX7 阳性表达

的影响 与假手术组比较，模型组大鼠脊髓后角 Iba

和 P2RX7 蛋白和荧光强度表达显著升高，差异有显

著 统 计 学 意 义（P<0.01）；与 模 型 组 比 较 ，经 过

CHGZT 治疗后显著降低 Iba 和 P2RX7 蛋白和荧光

强度表达，差异有显著统计学意义（P<0.01）。见

图 3、图 4 和表 4。

4 讨论

在本研究中，通过行为学、病理学及分子生物

学方法探讨了 CHGZT 减轻 CP 神经性腹痛的初步

机制。结果显示，①在 TNBS 诱导的 CP 腹痛模型

注：A.假手术组；B.模型组；C.CHGZT 低剂量组；D.CHGZT 中剂量组；E.CHGZT 高剂量组（图 2-图 4 同）
图 1 CHGZT对 CP大鼠胰腺组织病理学的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of CHGZT on pancreatic histopathology in CP rats（HE，×200）
表 1 CHGZT 对 CP 大鼠模型胰腺组织病理学评分的影响（x̄± s，

n=10）

Table 1 Effect of CHGZT on pancreatic histopathological score

of CP rats（x̄± s，n=10） 分

组别

假手术组

模型组

CHGZT 低剂量组

CHGZT 中剂量组

CHGZT 高剂量组

剂量

/g·kg-1

4

8

16

腺泡萎缩

评分

0.00±0.00

2.82±0.421）

2.65±0.48

2.14±0.322）

1.30±0.483）

炎性浸润

评分

0.00±0.00

3.86±0.321）

3.74±0.48

3.02±0.423）

1.38±0.523）

纤维化评分

0.00±0.00

3.76±0.631）

3.41±0.97

3.76±1.032）

1.84±0.633）

注：与假手术组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 3 同）

表 2 CHGZT对 CP大鼠机械性疼痛反应值的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of CHGZT on mechanical pain response value in CP rats（x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

CHGZT 低剂量组

CHGZT 中剂量组

CHGZT 高剂量组

剂量/g·kg-1

4

8

16

6 g 力反应值

0.22±0.08

0.54±0.191）

0.55±0.11

0.30±0.194）

0.25±0.143）

8 g 力反应值

0.24±0.09

0.56±0.132）

0.56±0.23

0.44±0.074）

0.25±0.093）

10 g 力反应值

0.27±0.13

0.60±0.152）

0.58±0.13

0.50±0.19

0.30±0.133）

15 g 力反应值

0.30±0.09

0.66±0.191）

0.63±0.23

0.54±0.12

0.32±0.153）

26 g 力反应值

0.45±0.17

0.81±0.132）

0.73±0.13

0.62±0.174）

0.40±0.133）

60 g 力反应值

0.50±0.19

0.90±0.082）

0.79±0.16

0.68±0.154）

0.60±0.163）

注：与假手术比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01

图 2 CHGZT对 CP大鼠胰腺神经周围 PGP9. 5蛋白表达和炎症的影响（IHC，×200）
Fig. 2 Effect of CHGZT on PGP9. 5 protein expression and peripancreatic nerve inflammation in CP rats（IHC，×200）
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中，胰腺内神经的增多、增粗及神经周围的炎性浸

润与疼痛的严重程度及胰腺的病理严重程度相关。

②伴随疼痛反应值的降低，在胰腺神经支配胸段脊

髓后角中，IHC 和 IF 均证实小胶质细胞发生显著活

化，同时小胶质细胞上的 P2RX7 的表达显著升高。

③经 CHGZT 治疗后，模型组大鼠胰腺病理改变减

轻、Von Frey 疼痛反应值降低、胰腺内神经炎症减

轻、小胶质细胞的活化降低及 P2RX7 表达减少，这

些结果提示 CHGZT 可能通过抑制 CP 的胰腺内神

经炎症并降低脊髓中枢敏化，从而减轻 CP 大鼠慢

性腹痛。

近年来有研究表明在 CP 中，慢性炎症细胞浸

润会导致神经炎性损伤，这些损伤包括神经肥大、

神经纤维的数量、直径、密度增加、交感和副交感神

经比例的切换及纤维化、神经营养因子、神经肽的

含量发生改变［13-14］，从而形成复杂的神经病理性疼

痛。持续增加的外周痛觉导致中枢疼痛传递神经

元的反应性增加，形成中枢性敏化，即在强烈的外

周伤害性刺激、组织损伤或神经损伤后，持续的外

表 3 CHGZT 对 CP 大鼠胰腺神经周围 PGP9.5蛋白表达和炎症评

分的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of CHGZT on PGP9.5 protein expression and

peripancreatic nerve inflammation score in CP rats（x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

CHGZT 低剂量组

CHGZT 中剂量组

CHGZT 高剂量组

剂量/g·kg-1

4

8

16

PGP9.5

13.22±0.38

46.64±0.751）

42.55±1.54

45.49±0.72

43.36±1.72

PGP9.5 周围炎性

浸润评分/分

0.00±0.00

3.78±0.421）

3.43±0.702）

2.64±0.523）

1.01±0.423）

图 3 CHGZT对 CP大鼠脊髓后角上小胶质细胞状态、数量的影响（×200）
Fig. 3 Effect of CHGZT on microglia status and quantity in posterior horn of spinal cord（×200）

图 4 CHGZT对 CP大鼠脊髓后角小胶质细胞 P2RX7表达的影响（×200）
Fig. 4 Effect of CHGZT on expression of P2RX7 in microglia of spinal cord posterior horn（×200）
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周刺激导致脊髓神经元的兴奋性长期增加，疼痛处

理不再与伤害性外周刺激的存在、强度或持续时间

同步［15］。上消化道器官的内脏敏感性（与胰腺共享

脊髓神经支配）可作为脊髓致敏的标志，在一项研

究中，与对照组相比，CP 患者食管、胃和十二指肠电

刺激引起的牵涉性疼痛区域增加［16］。LIU 等［17］研究

表明发生在脊髓后角“长时程增强”效应机制和这

种神经元的可塑性变化有关。结合前人研究，在对

PGP9.5 胰腺神经的染色基础上，同时观察了神经周

围的炎性改变，胰腺内神经的肥大、增多、增粗与先

前研究一致，但尚缺乏进一步探究胰腺内交感和副

交感神经重塑的关系以及对脊髓后角突触传递长

时程增强的观察。P2RX7 是嘌呤能受体家族中的

一员，在炎性通路活化中发挥着重要作用，细胞外

ATP 激活 P2X7 受体，开放通道，允许小阳离子通过，

包括 Ca2+、Na+、K+，进而调控 NLRP3 炎症小体的组

装促进下游促炎介质的释放，如 IL-1β，从而诱发多

种炎症性疾病。本课题组也发现 P2RX7 拮抗剂可

抑制胰腺的慢性炎症及纤维化［18］。近年来脊髓中

的星型胶质细胞及小胶质细胞被证明与 CP 的神经

疼痛相关［19-20］。DUAN 等［21］也证明了星型胶质细胞

上存在 P2RX7，提示在某些病理条件下 P2RX7 可能

在星型胶质细胞上发挥生物学功能。在本实验中

观察到 P2RX7 和小胶质细胞形态学标志物 Iba 明显

发生改变，但是仍不能排除星型胶质细胞上 P2RX7

的存在及其在 CHGZT 治疗 CP 腹痛中发挥作用的

可能性。

CHGZT 作为《伤寒论》中的经典方剂，在临床

最常用于体质偏弱的人群，应用中最常见的中医病

症为痹症、感冒、胃痛、协痛、头痛、腹痛、眩晕、郁症

等，其中腹痛、身痛、头痛在主要症状的前列［22］。CP

腹痛部位常以左上腹或上腹、脐周为主，可向背部、

双侧季肋部、前胸、肩胛等处放射，和“心腹卒中痛”

中所谓的心腹等吻合，结合现代医家应用本方加减

治疗多种痛症，推测 CHGZT 是一个止痛良方，结合

实验结果也印证了这一观点。

综上所述，CHGZT 在治疗 TNBS 诱发的 CP 腹

痛过程中，可能与通过抑制胰腺内神经周围炎症，

降低相应脊髓小胶质细胞 P2RX7 激活而引起的脊

髓中枢敏化有关，本研究可为临床 CP 腹痛治疗提

供一个新的思路及治疗靶点。
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