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  [ 摘要]  目的: 探讨金铁锁总皂苷( TSPT) 镇痛作用及其机制, 进一步揭示金铁锁总皂苷抗类风湿关节炎的药理作用基

础。方法:采用热板法初步评价 TSPT的镇痛效果,建立大鼠佐剂性关节炎( AA) 模型,运用免疫组化研究 TSPT对 c-fos基因表

达产物 FOS蛋白水平的影响。结果: TSPT具有明显的镇痛作用,大剂量组优于中药阳性对照组; TSPT还能明显抑制 AA大鼠

炎性疼痛中枢及外周组织中 c-fos基因的表达。结论: TSPT具有良好的镇痛效果, 其镇痛作用可能与抑制中枢和外周神经 c-

fos基因的表达有关, 为深入研究其抗类风湿关节炎作用奠定了基础。
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[ Abstract]  Objective: To investigate the analgesic effect and possible mechanism of total saponins of

Psammosilene tunicoids ( TSPT) for further reveal the mechanism of its antiarthritic effects. Methods: The method

of hot plate was used to value the primary analgesic effect of TSPT and the c-fos gene expression was investigated by

immunohistochemical method in tissues from adjuvant-induced arthritis( AA) rats. Results: TSPT showed obvious

analgesic effects and when administration dose reaching 10 mg/kg, this effect approached alidine and surpassed the

positive control of Fengshinin injection. Further more, TSPT could obviously suppress the c-fos gene expression both

in center and periphery tissues in adjuvant-induced arthritis rats. Conclusion: TSPT has good analgesic effects and

this effect might closely relate to c-fos gene expression both in center and periphery tissues in AA rats. This study

would help to further investigate the possible mechanism of anti-rheumatoid arthritis for TSPT.

[ Key words]  total saponins of psammosilene tunicoids; rheumatoid arthritis; adjuvant-induced arthritis;

analgesic effects; c-fos gene

  药物镇痛作用及其机制的研究, 对于抗类风湿

作用研究具有重要意义。在揭示疼痛机制方面, c-

fos原癌基因是一个非常关键的指标。在慢性疼痛
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时,不论是炎性或神经性疼痛, 均可使 FOS增加。

当脊髓内 FOS激活,常伴有内源性强啡肽增多,所

以 FOS可作为疼痛在分子水平的标志
[ 1]
。民族药

物金铁锁具有良好的的抗炎镇痛作用
[ 2 ] ,笔者曾报

道了金铁锁总皂苷 ( TSPT) 对佐剂性关节炎大鼠炎

性组织液中 IL-1β、TNF-α等炎性细胞因子、丙二醛

和皮质醇水平的影响,部分揭示了 TSPT抗类风湿的

作用机制
[ 3 ～4 ]
。本文将从 TSPT对佐剂性关节炎大

鼠c-fos原癌基因表达影响的角度, 深入探讨其镇痛

作用的机制。

1 材料

1.1 药物与试剂  免抗 c-fos抗体, SP 试剂盒 ( 北

京中山生物技术有限公司 ) , 其余为分析纯化学试

剂。TSPT ( 贵 阳中医 学院制 剂教研 室提 取 ) ;

Freund’s完全佐剂 ( sigma公司产品,定生物技术公

司) ;安痛定注射液( 河北华威制药有限公司制药一

厂,批号 110065) ;地塞米松注射液( 批号: 0206101,

天津金辉氨基酸有限公司) ; 风湿宁注射液 ( 批号

504002,罗浮山业提供) 。

1.2 动物 昆明种小鼠 78 只, 雌性, ( 20 ±2) g;雄

性 wistar大鼠 70 只, ( 200 ±30) g,均为清洁级二级

动物(由军事医学科学院动物中心提供) 。

2 方法

2.1 TSPT的镇痛作用

2.1.1 醋酸扭体法 昆明种小鼠 70 只,分 7 组,每

组 10 只, 分别为 NS组, 安痛定组、风湿宁组以及

TSPT 4个剂量组。各给药组小鼠颈背 SC容量为 10

mL·kg
- 1
的药液, NS组 SC等体积的生理盐水。1 h

后, ip 0. 6%冰醋酸 0. 2 mL/只。观察记录 15 min以

内各鼠的扭体次数,并计算镇痛百分率。

2.1.2 热板法 给药前测定每只小鼠的痛阈,挑选

痛阈在 5 ～30 s之间的合格小鼠 78 只,均分为 6 组,

分别为 NS 组, 安痛定组、风湿宁组以及 TSPT 大、

中、小 3 个剂量组。给药容量和方法同 2. 1. 1。药后

1 h,热板( 500 mL玻璃烧杯杯底) 置于( 55 ±5) ℃水

浴中作为热板进行实验观察。

2.2 TSPT对 c-fos基因表达的影响

2.2.1 分组及建模 70 只 wistar雄性大鼠,随机分

为 7 组。分别为生理盐水组 ( NS) 、模型组、西药阳

性对照组( 地塞米松注射液 ) 、中药阳性对照组 ( 风

湿宁注射液)组和 TSPT大、中、小剂量组。除 NS组

外,其余各组于每只大鼠右后足跖皮内注射 Freund’

s完全佐剂 0. 1 mL造模。

2.2.2 给药 于造模后第 9 天,颈背 sc 给药,连续

12 d,末次给药后 1 h处死大鼠。

2.2.3 取材及冰冻切片  用戊巴比妥钠 30 mg·

kg - 1
麻醉大鼠后,将大鼠仰卧,开胸,心脏取血后,经

左心室行主动脉插管,迅速灌注 100 mL灭菌生理盐

水,然后灌注 250 mL 4 ℃ 4%多聚甲醛固定液,取大

鼠下丘脑、脑干、脊髓、滑膜等组织继续于上述固定

液固定 6 ～12 h,然后浸入 20%蔗糖 PBS液中直至

组织块下沉。冰冻连续切片,片厚 4 ～8 μm,切片再

入上述固定液中固定 4 ～6 h备用。

2.2.4 免疫组织化学 SP法 冷冻切片, 3% 过氧化

氢孵育 5 ～10 min, 以消除内源性过氧化物酶的活

性,蒸馏水冲洗, PBS浸泡 5 min,滴加试剂 1( 蓝色

液体) 室温抚育 10～15 min,倾去,勿洗,滴加适当比

例稀释的一抗 ( 1∶1 500) , 37 ℃孵育 10 ～15 min,

PBS冲洗, 3 min×3 次,滴加试剂 2( 生物素化二抗

工作液) ,室温或 37 ℃ 孵育 10 ～15 min, PBS冲洗,

3 min×3 次,滴加试剂 C( 辣根酶标记链霉素卵白素

工作液) ,室温或 37 ℃孵育 10 ～15 min, PBS冲洗, 3

min×3 次,显色剂显色 ( DAB) ,自来水充分冲洗,复

染,封片, 暗处保存备用;非特异性对照用正常羊血

清代替 c-fos 抗体。阴性对照用 PBS代替 c-fos 抗

体,其它步骤与 SP法程法程序相同。

2.2.5 Fos样免疫反应阳性细胞计算方法 在每一

动物的组织切片中随机抽样 4 张,脊髓选取后角,其

它各组织均选取同一部位,左上、左下、右上、右下、

中央 5 个视野采用 CMIA98A 图像分析仪进行阳性

颗粒计数分析。

2.3 统计学分析 实验数据采用 SPSS10. 0 统计软件

One-Way ANOVA 进行统计分析,结果用(珋x±s)表示。

3 结果

3.1 TSPT镇痛作用

3.1.1 醋酸扭体法  结果表明,与生理盐水组比

较, TSPT 10. 0, 5. 0 和 2. 5 mg·kg
- 1

, 3 个剂量组镇

痛效果明显 ( P < 0. 05, P < 0. 01) ,存在一定的剂量

依赖关系。TSPT大剂量组镇痛百分率达 77. 29% ,

明显高于风湿宁组,但低于安痛定组。TSPT 小剂量

镇痛作用不明显,见表 1。

3.1.2 热板法  结果表明, 药后 60 ～120 min,

TSPT各给药组与 NS组比,均具有显著性差异,见表

2。说明 TSPT具有明显的镇痛作用。
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表 1 TSPT 对小数扭体次数的影响 ( 珋x±s, n = 10 )

组别 剂量 / ( mg·kg - 1 ) 扭体次数 镇痛百分率 /%

NS — 23. 12 ±11. 41 —

安痛定 25. 97 1. 75 ± 2. 433) 92. 43

风湿宁 7. 10 9. 38 ± 5. 452) 59. 43

TSPT 10. 00 5. 25 ± 5. 572) 77. 29

5. 00 7. 50 ± 7. 542) 67. 56

2. 50 10. 12 ± 7. 641) 56. 23

1. 25 12. 62 ±11. 1 45. 42

  注 :与 NS组比较 : 1) P < 0. 05 , 2) P < 0. 01, 3) P < 0. 001; 安痛定组

剂量按所含安替比林的量来表示 ; 风湿宁剂量以氯化两面针碱的量

表示 ( 风湿宁注射液中氯化两面针碱含量为 : 19. 4 μg·mL - 1 ) 。

3.2 TSPT对 c-fos 基因表达的影响  在实验过程

中,由于灌注取材及冰冻切片损失等原因,各组实验

出现 3 只左右的损失,因此, 有效数据每组 7 只大

鼠。结果表明与模型组比较, TSPT大,中,小剂量组

能有效抑制模型大鼠 c-fos 基因蛋白在下丘脑、脊

髓、心肌等器官组织中的表达,且存在一定剂量依赖

关系。其中 TSPT大剂量组作用强度与地塞米松组

接近, 作用效果优于风湿宁组 ( P < 0. 05) ,见表 3。

表明 TSPT能明显抑制 AA大鼠炎性疼痛中枢及外

周各组织中 c-fos基因的表达,从分子蛋白水平部分

提示了 TSPT的抗炎镇痛作用机制。

表 2 TSPT对小鼠热刺激痛阈的影响 ( 珋x±s, n =13)

组别
剂量

/ ( mg· kg - 1 )

基础痛阈

/ min

给药后不同时间痛阈 /min

30 60 90 120

NS — 21. 50 ±4. 17 18. 88 ±4. 26 19. 50 ±4. 21 19. 25 ±3. 20 19. 00 ±4. 72

安痛定 25. 97 21. 62 ±3. 42 26. 75 ±3. 842) 27. 75 ±4. 102) 31. 62 ±6. 073) 27. 25 ±5. 122)

风湿宁 7. 10 20. 12 ±3. 4 23. 50 ±5. 76 26. 50 ±3. 502) 28. 38 ±6. 633) 30. 10 ±8. 952)

TSPT 10. 00 18. 75 ±4. 27 22. 50 ±4. 44 30. 12 ±5. 333) 31. 88 ±6. 273) 29. 00 ±7. 522)

5. 00 20. 88 ±4. 67 22. 88 ±3. 64 27. 12 ±2. 473) 25. 62 ±4. 782) 25. 75 ±4. 032)

2. 50 23. 62 ±3. 58 26. 25 ±5. 0922) 30. 25 ±5. 853) 32. 50 ±6. 553) 29. 00 ±7. 0303 )

  注 :同表 1

表 3 TSPT对炎性疼痛模型大鼠原癌基因

c-fos表达的影响 ( 珋x±s, n = 7)

组别
剂量

/ ( mg·kg - 1)
下丘脑 脊髓 心 肌

NS — 44. 86±2. 67 8. 00±1. 30 40. 00± 3. 06

模型 — 79. 10±9. 2 17. 28±1. 50 72. 14±11. 91

地塞米松组 2. 00 58. 14±4. 102) 10. 14±1. 952) 58. 14± 3. 852)

风湿宁组 5. 00 77. 71±7. 91 14. 14±3. 801) 65. 14± 3. 531)

TSPT 7. 10 61. 57±2. 572, 4) 10. 29±3. 042) 58. 57± 4. 472, 3)

3. 55 72. 43±5. 291) 12. 14±3. 892) 63. 57± 2. 442)

1. 78 73. 29±6. 951) 14. 00±2. 651) 65. 14± 3. 981)

  注:与模型组比较1) P <0. 05, 2) P <0. 01; 与风湿宁组比较3) P <0. 05, 4) P

<0. 01。

4 讨论

疼痛是类风湿关节炎 ( AA) 伴随的一个严重症

状,临床上往往采用甾体类抗炎镇痛药物配合治疗。

本研究结果发现 TSPT有明显的镇痛作用且存在明

显的剂量依赖性,大剂量组( 10 mg·kg
- 1

) 优于风湿

宁组,但弱于安痛定组; TSPT能明显抑制 AA 大鼠

炎性疼痛中枢及外周各组织中 c-fos基因的表达,从

分子蛋白水平部分提示了 TSPT抗炎镇痛作用机制。

类风湿性关节炎发病机制极为复杂。目前金铁

锁总皂苷抗类风湿性关节炎的研究, 已进行了细胞

免疫
[ 5 ]
、炎性细胞因子

[ 3 ]
、丙二醛及皮质醇

[ 4 ]
等类

风湿相关指标的研究和考察。本文从镇痛和抗炎性

疼痛作用机制方面进行了进一步的探讨,并与前期

研究一道,为系统揭示 TSPT抗类风湿关节炎的作用

机制奠定了基础。
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