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　　摘　要：目的　明确飞机草镇痛作用部位及其可能的作用机制，为充分合理利用飞机草资源提供参考。方法　将小鼠分成６

组，采用脊髓化小鼠甩尾法，福尔马林致炎性疼痛法及纳洛酮阻断小鼠扭体法、热板法，分析飞机草镇痛作用部位；应用酶联免疫

法检测血清和脑组织中ＮＯ和前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）含量，初步研究其镇痛作用机制。结果　实验结果表明高剂量的飞机草能明

显提高脊髓化小鼠热刺激甩尾反应痛阈值（犘＜０．０５）；高、中剂量的飞机草对福尔马林致痛早期相、晚期相均有显著镇痛作用

（犘＜０．０５），明显减少纳洛酮阻断后冰醋酸性腹膜炎症致痛小鼠扭体次数，并明显延长纳洛酮阻断后热板致痛小鼠舔后足时间

（犘＜０．０５），能显著降低福尔马林致炎疼痛小鼠脑组织和血清中ＮＯ和ＰＧＥ２ 含量（犘＜０．０５）。结论　飞机草既有中枢也有外周

的镇痛作用，这可能与其降低中枢和外周ＮＯ和ＰＧＥ２ 含量有关。
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　　飞机草（ＥｕｐａｔｏｒｉｕｍｏｄｏｒａｔｕｍＬ）性微辛、温，有小毒，具有

散瘀消肿，止血，杀虫功能，民间主要用于治疗跌打肿痛，外伤

出血，疮疡肿毒等［１］。在２００３年国家环境保护局公布危害我

国最严重的１６种外来入侵物种中，飞机草危害程度名列第７

位，这在一定程度上反映飞机草植物资源具有异常丰富的特

点。前期研究也表明飞机草对冰醋酸和热致痛有明显镇痛作

用［２］。本文对其镇痛部位及其可能的作用机制进行研究，现报

道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　药品与试剂　２０１１年８月于南宁市郊采集飞机草，经

广西中医药大学中药学教研室冼寒梅教授鉴定为菊科植物飞

机草的地上部分。盐酸哌替啶（湖北宜昌制药厂）；阿司匹林

（石家庄永强制药厂）；纳络酮（北京四环制药厂）；青霉素［中诺

药业（石家庄）有限公司］；链霉素（山东鲁抗医药股份有限公

司）；冰醋酸（上海国药集团化学试剂有限公司）；前列腺素Ｅ２

（ＰＧＥ２）试剂盒和ＮＯ试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

１．１．２　主要仪器　全波长酶标仪（ＥｐｏｃｈＢｉｏｔｅｋ公司，美国）；

超声匀浆器（宁波新芝科技研究所）；ＴＧＬ１６Ｂ型高速台式离

心机（上海安亭科学仪器厂）；ＹＬＳ６Ｂ智能热板仪（山东省医

学科学院设备站）；ＷＳＺ２６１７９恒温水浴箱（上海医疗器械一

厂）；秒表（上海禾汽玻璃仪器有限公司）

１．１．３　实验动物　昆明小鼠，雌雄各半，体质量２２～２６ｇ，由

广西医科大学实验动物中心提供，动物证号ＳＣＸＫ（桂）２００９

０００３。

１．２　方法

１．２．１　受试药物制备　采集新鲜飞机草地上部分，洗净，阴

干，水提取２次。第１次１０倍量水，提取１ｈ，过滤。第２次８

倍量水，提取０．５ｈ，过滤，合并滤液，适当浓缩，醇沉过夜，抽滤

后浓度为５ｇ／ｍＬ，４℃冰箱放置备用。

１．２．２　脊髓化小鼠甩尾实验
［３４］

１．２．２．１　动物筛选　取昆明种小鼠１５０只，雄性，体质量

（２０±２）ｇ，筛选前在小鼠鼠尾尖部２ｃｍ处标记，将这一部位尾

端浸入５０℃温水浴中进行药前痛阈值测试和筛选，以鼠尾回

缩出水面的时间为测痛指标，剔除痛阈值小于３ｓ，大于１５ｓ的

小鼠。
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１．２．２．２　脊髓化小鼠制备　挑选正常痛阈值合格的１２０只小

鼠，用０．４％苯巴比妥钠腹腔注射麻醉，于胸椎６～８处剪开皮

肤分离组织，除去椎板，暴露出脊髓后切除约１ｍｍ脊髓，随即

缝合皮肤，术后给予适量抗菌药物抗感染。脊髓化合格的要求

是小鼠无感染且后肢无爬行行为。

１．２．２．３　正式实验　挑选合格的脊髓化小鼠９０只，按脊髓化

手术前测得的痛阈值随机均分为６组，每组１５只，即空白对照

组（蒸馏水）、模型对照组（蒸馏水），阳性对照组（阿司匹林２００

ｍｇ／ｋｇ）、飞机草高、中、低剂量组（４０、２０、１０ｇ／ｋｇ），灌胃，给予

相应药物，１次／天，连续给药３ｄ，给药容量２０ｍＬ／ｋｇ，空白对

照组、模型对照组给予等量蒸馏水。末次给药前小鼠禁食不禁

水１２ｈ，末次给药后１ｈ，在小鼠鼠尾尖部２ｃｍ处标记，将这一

部位尾端浸入５０℃温水浴中，以鼠尾回缩出水面的时间作为

测痛指标。

１．２．３　福尔马林致炎性疼痛实验
［５］
　取昆明种小鼠６０只，雄

性，体质量（２０±２）ｇ，随机分为６组，即模型对照组（蒸馏水）、

阳性对照组Ⅰ（盐酸哌替啶４０ｍｇ／ｋｇ）、阳性对照组Ⅱ（阿司匹

林２００ｍｇ／ｋｇ），飞机草高、中、低剂量组（４０、２０、１０ｇ／ｋｇ），每组

１０只，给予相应药物，给药容量２０ｍＬ／ｋｇ，１次／天，连续给药

３ｄ，模型对照组给予等量的蒸馏水。末次给药前小鼠禁食不

禁水１２ｈ，末次给药后１ｈ，于各组小鼠左后肢足跖部皮下注射

１％的福尔马林溶液１０μＬ／只后，立即置入悬挂于铁支架上的

５０００ｍＬ的烧杯内，通过烧杯下方倾斜３０°镜面观察大鼠足部

的反应，分别观察记录注射０～１０ｍｉｎ（早期相）及１０～３０ｍｉｎ

（晚期相）的疼痛反应评分，３分：舔、咬、抖足；２分：提足；１分：

跛行；０分：行走自如。按下列公式计算各组疼痛反应积分：疼

痛反应积分＝（０ｔ１＋１ｔ２＋２ｔ３＋３ｔ４）／（ｔ１＋ｔ２＋ｔ３＋ｔ４），ｔ１、ｔ２、

ｔ３、ｔ４ 分别为０、１、２、３分时持续的时间（ｓ），数据做统计学

处理。

１．２．４　纳洛酮阻断实验
［３，６］

１．２．４．１　冰醋酸扭体实验　取昆明种小鼠９０只，雄性，体质

量（２０±２）ｇ，随机分为６组，即模型对照组（蒸馏水）、阴性对照

组（纳络酮５ｍｇ／ｋｇ）、阳性对照组（盐酸哌替啶４０ｍｇ／ｋｇ）、飞

机草高、中、低剂量（４０、２０、１０ｇ／ｋｇ）组，每组１５只，给予相应

药物，给药容量２０ｍＬ／ｋｇ，１次／天，连续给药３ｄ，模型对照组

和阴性对照组给予等量的蒸馏水。末次给药前小鼠禁食不禁

水１２ｈ，末次给药后１ｈ，除模型对照组小鼠皮下注射生理盐水

外，其余各组小鼠皮下注射纳络酮（５ｍｇ／ｋｇ），３０ｍｉｎ后，各组

小鼠腹腔注射新鲜配制的０．６％冰醋酸溶液０．２ｍＬ／只，观察

小鼠产生“扭体”反应，表现为腹部凹陷，躯干后腿伸直，臀部高

起，并记录１５ｍｉｎ内扭体次数，数据做统计学处理，并按以下

公式计算镇痛率。镇痛率％＝［（模型对照组扭体次数－给药

组扭体次数）／模型对照组扭体次数］×１００％。

１．２．４．２　热板法实验

１．２．４．２．１　动物筛选　取昆明种小鼠１１０只，雌性，体质量

（２０±２）ｇ，于（５５．０±０．５）℃ＹＬＳ６Ｂ智能热板仪的金属板上，

测定小鼠自放在金属板上至出现舔后足所需时间（ｓ）作为该鼠

的基础痛阈值，舔足时间小于５ｓ或大于３０ｓ或跳跃者视为不

合格，排除参加实验。

１．２．４．２．２　正式实验　将筛选合格的９０只小鼠按基础痛阈

值随机、均分为６组，每组１５只，即空白对照组（蒸馏水）、阴性

对照 组 （纳 洛 酮 ５ ｍｇ／ｋｇ）、阳 性 对 照 组 （盐 酸 哌 替 啶

４０ｍｇ／ｋｇ）、飞机草高、中、低剂量组（４０、２０、１０ｇ／ｋｇ），间隔３０

ｍｉｎ测其正常痛阈值２次，取２次正常痛阈值的平均值为其正

常痛阈值，然后给予相应药物，１次／天，给药容量为２０ｍＬ／ｋｇ，

连续给药３ｄ，空白对照组和阴性对照组给予等量蒸馏水，末次

给药前１２ｈ禁食不禁水，于末次给药后３０ｍｉｎ，除空白对照组

小鼠皮下注射生理盐水外，其余各组小鼠皮下注射纳络酮

（５ｍｇ／ｋｇ），３０ｍｉｎ后，将小鼠放在（５５．０±０．５）℃ ＹＬＳ６Ｂ智

能热板仪的恒温金属板上，分别记录其第１次舔后足的时间，

作为其痛阈值，数据做统计学处理。

１．３　对福尔马林致炎性疼痛小鼠血清和脑组织中 ＮＯ 和

ＰＧＥ２含量的影响

１．３．１　测试样品制备　取昆明种小鼠６０只，雄性，体质量

（２０±２）ｇ，随机分为６组，即空白对照组（蒸馏水）、模型对照组

（蒸馏水）、阳性对照组（阿司匹林２００ｍｇ／ｋｇ）、飞机草高、中、

低剂量组（４０、２０、１０ｇ／ｋｇ），每组１０只，给予相应药物，给药容

量２０ｍＬ／ｋｇ，１次／天，连续给药３ｄ，空白对照组和模型对照

组给予等量的蒸馏水。末次给药前小鼠禁食不禁水１２ｈ，末次

给药后１ｈ，于小鼠左后肢足跖部皮下注射１％的福尔马林溶

液１０μＬ／只３０ｍｉｎ后，快速摘小鼠眼球取血，分离血清备测；

同时处死小鼠，取全脑组织称质量，加入适量生理盐水制成

１０％脑组织匀浆液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液备测。

将血清和脑组织匀浆上清液置－２０℃冰箱中保存，待测 ＮＯ

和ＰＧＥ２ 含量。

１．３．２　小鼠脑组织和血清中ＮＯ、ＰＧＥ２ 含量测定　采用双抗

体一步夹心法酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ），严格按照试剂盒说

明书进行测定。用酶标仪在４５０ｎｍ 波长下测定吸光度（犗犇

值），绘制标准曲线，以标准品浓度作横坐标，对应犗犇 值作纵

坐标，绘制出标准品线性回归曲线，按曲线方程计算各样本浓

度值，最终浓度＝实际测定浓度×稀释倍数。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行数据理，计量资

料以狓±狊表示，两组间均数差异用狋检验（方差不齐时采用狋

检验校正公式），以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　脊髓化小鼠甩尾实验　５０℃温水浴条件下，模型对照组

与空白对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），与飞机草高

剂量组和阳性对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

表１。

表１　　飞机草对小鼠脊髓化甩尾痛阈值的影响（狓±狊）

组别 狀 剂量（ｇ／ｋｇ） 药后痛阈值（ｓ）

空白对照组 １５ － １８．５２±８．５３

模型对照组 １５ － ２０．０２±１２．５７

阳性对照组 １５ ０．２ ３４．５６±１６．４２ａ

飞机草高剂量组 １５ ４０ ３１．５２±１４．１４ａ

飞机草中剂量组 １５ ２０ ２６．５３±１２．４４

飞机草低剂量组 １５ １０ ２８．２７±１５．４７

　　－：无数据；ａ：犘＜０．０５，与模型对照组比较。

２．２　福尔马林致炎性疼痛实验　在０～１０ｍｉｎ（早期相）内，飞

机草高、中剂量组，阳性对照组Ⅰ能明显提高小鼠痛阈，与模型

对照组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；在１０～３０ｍｉｎ

（晚期相）内，飞机草高、中剂量组，阳性对照组Ⅰ、Ⅱ均能明显

提高小鼠痛阈，与模型对照组比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

２．３　纳洛酮阻断的冰醋酸扭体实验　与模型对照组比较，纳

洛酮对冰醋酸所致扭体反应无明显影响（犘＞０．０５）；在纳洛酮

预处理情况下，盐酸哌替啶镇痛作用被阻断，对冰醋酸所致扭

体反应次数无明显减少（犘＞０．０５）；飞机草高、中剂量仍能显

著减少冰醋酸所致扭体反应次数，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表３。
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２．４　纳洛酮阻断的热板实验　在约５５℃热板条件下，与空白

对照组比较，纳洛酮对热刺激所致疼痛无明显影响（犘＞

０．０５）；在纳洛酮预处理情况下，盐酸哌替啶镇痛作用被阻断，

对热刺激所致疼痛无明显影响（犘＞０．０５）；飞机草高、中剂量

仍能显著延长小鼠舔后足的时间（犘＜０．０５），见表４。

表２　　飞机草对由福尔马林致炎小鼠痛阈的影响（狓±狊）

组别 狀
剂量

（ｇ／ｋｇ）

疼痛反应积分（分）

０～１０ｍｉｎ １０～３０ｍｉｎ

模型对照组 １０ － １．４７±０．３６ ３．７４±０．４３

阳性对照组Ⅰ １０ ０．０４ ０．７５±０．４３ｂ ３．２２±０．３３ａ

阳性对照组Ⅱ １０ ０．２ １．３８±０．４６ ３．１８±０．６４ａ

飞机草高剂量组 １０ ４０ ０．８３±０．４２ｂ ３．０７±０．７３ａ

飞机草中剂量组 １０ ２０ １．０２±０．４１ａ ３．２３±０．５８ａ

飞机草低剂量组 １０ １０ １．２３±０．５１３ ３．３５±０．４３

　　－：无数据；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与模型对照组比较。

表３　　飞机草对纳洛酮阻断的小鼠冰醋酸

　　　　扭体反应次数的影响（狓±狊）

组别 狀
剂量

（ｇ／ｋｇ）

扭体次数

（次／１５ｍｉｎ）

镇痛率

（％）

模型对照组 １５ － ４６．００±２７．５１ －

阳性对照组 １５ ０．０４ ４３．００±２１．９８ ６．５２

阴性对照组 １５ ０．００５ ４２．００±２４．７５ ８．７０

飞机草高剂量组 １５ ４０ ２６．００±１８．３１ａ ４３．４８

飞机草中剂量组 １５ ２０ ２８．００±１７．２０ａ ３９．１３

飞机草低剂量组 １５ １０ ４１．００±２０．３４ １０．８７

　　－：无数据；ａ：犘＜０．０５，与模型对照组比较。

表４　　飞机草对纳洛酮阻断的小鼠热板

　　　痛阈值的影响（狓±狊）

组别 狀 剂量（ｇ／ｋｇ） 药后痛阈值（ｓ）

空白对照组 １５ － １２．３４±８．０２

阳性对照组 １５ ０．０４ １３．８４±１２．１４

阴性对照组 １５ ０．００５ １３．１２±６．０１

飞机草高剂量组 １５ ４０ ２３．８８±１６．６９ａ

飞机草中剂量组 １５ ２０ ２１．５２±１２．５１ａ

飞机草低剂量组 １５ １０ １４．２１±１０．３６

　　－：无数据；ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较。

表５　　对福尔马林致炎疼痛小鼠脑组织和

　　　　血清中ＮＯ含量的影响（狓±狊）

组别 狀
剂量

（ｇ／ｋｇ）

脑组织ＮＯ含量

（μｍｏｌ／ｇ）

血清ＮＯ含量

（μｍｏｌ／Ｌ）

空白对照组 １０ － ３．０８±１．１５ｂ ０．７８±０．２４ｂ

模型对照组 １０ － ９．５３±６．１９ ２．９５±１．６３

阳性对照组 １０ ０．２ ４．８５±２．４２ａ １．６７±０．９１ａ

飞机草高剂量组 １０ ４０ ４．３９±１．６９ａ １．５１±０．７５ａ

飞机草中剂量组 １０ ２０ ４．７３±２．９５ａ １．７１±０．６５ａ

飞机草低剂量组 １０ １０ ８．１８±２．９３ ２．３３±１．１９

　　－：无数据；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与模型对照组比较。

２．５　对福尔马林致炎疼痛小鼠脑组织和血清中ＮＯ含量测定

　与空白对照组比较，模型对照组小鼠脑组织和血清中的 ＮＯ

含量显著增加（犘＜０．０１）；与模型对照组比较，阳性对照组、飞

机草高、中剂量组小鼠脑组织和血清中的 ＮＯ含量明显降低

（犘＜０．０５），见表５。

２．６　对福尔马林致炎疼痛小鼠脑组织和血清中ＰＧＥ２ 含量测

定　与空白对照组比较，模型对照组小鼠脑组织和血清中的

ＰＧＥ２ 含量显著增加（犘＜０．０１）；与模型对照组比较，阳性对照

组、飞机草高、中剂量组小鼠脑组织和血清中的ＰＧＥ２ 含量明

显降低（犘＜０．０５），见表６。

表６　　对福尔马林致炎疼痛小鼠脑组织和

　　　　血清中ＰＧＥ２ 含量的影响（狓±狊）

组别 狀
剂量

（ｇ／ｋｇ）

脑组织ＰＧＥ２

含量（ｐｇ／Ｌ）

血清ＰＧＥ２

含量（ｐｇ／Ｌ）

空白对照组 １０ － ３４．０７±１１．０５ｂ ３６．７０±１３．４７ｂ

模型对照组 １０ － ２６５．１８±１５６．１０ ２７０．１０±１５８．９９

阳性对照组 １０ ０．２ １４２．６６±６８．０７ａ １５０．４０±７１．２５ａ

飞机草高剂量组 １０ ４０ １３９．２３±６５．８４ａ １４２．１０±７３．１０ａ

飞机草中剂量组 １０ ２０ １４１．７７±７１．７７ａ １４４．４０±９５．３０ａ

飞机草低剂量组 １０ １０ ２４２．５６±９１．８６ ２１６．５０±８５．１７

　　－：无数据；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与模型对照组比较。

３　讨　　论

利用脊髓化动物中枢神经系统和外周神经系统分离的特

点，观察动物在５０℃温水浴中的甩尾反应来反应药物是否存

在外周镇痛效果，结果显示飞机草能明显延长小鼠甩尾时间；

纳络酮可完全拮抗阿片受体激动药的镇痛作用［７８］。纳洛酮阻

断后，飞机草仍能明显减少冰醋酸性炎症疼痛致扭体反应次

数，对热致痛也有明显提高药后痛阈值，延长小鼠舔后足的时

间作用，以上结果均表明飞机草有明显的外周镇痛作用。

福尔马林致炎性疼痛模型是目前公认的一种较好的研究

药物镇痛作用的模型［９］，其致痛分为２个时相，Ⅰ相（早期相）

是由于福尔马林直接刺激外周神经末梢所致，Ⅱ 相（晚期相）

则主要为炎症介质的产生、释放引起［１０１１］。麻醉性镇痛药如

盐酸哌替啶等对２个时相疼痛均有抑制，而外周镇痛药如阿司

匹林等药只能抑制Ⅱ相疼痛。实验结果显示飞机草高、中剂量

对Ⅰ、Ⅱ相疼痛均有明显抑制作用，表明飞机草除了外周镇痛

作用外，还具有一定的中枢镇痛作用。

目前认为疼痛与ＰＧＥ２ 和ＮＯ有密切关系。ＰＧＥ２ 的外周

致痛作用早已明确，近年来越来越多的研究资料表明中枢产生

的ＰＧＥ２ 在痛觉传递过程中也起重要作用
［１２１３］。ＮＯ 是一种

信息传递物质和神经递质，以不同水平在外周和中枢中参与痛

觉的调节。同时，ＮＯ 可促进疼痛传入和致痛介质的释放，并

促进脊髓痛觉过敏形成和脑内痛觉信息的加工［１４１５］。本研究

结果表明，飞机草对血清和脑组织中的ＮＯ和ＰＧＥ２ 水平均有

显著的降低作用。

综上所述，飞机草的镇痛部位既可能在中枢，又可能在外

周，且其镇痛作用与降低中枢和外周ＮＯ、ＰＧＥ２ 水平有关。
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关注，其中黄酮类化合物的抗肿瘤作用成为近年的研究热点。

国内外研究表明，黄酮类化合物能抑制多种肿瘤细胞的增殖。

ＩＳＬ作为一种黄酮类化合物，具有多种药理活性，其中抗肿瘤

作用备受关注。本试验研究发现，ＩＳＬ可使ＳＫＯＶ３细胞增殖

受到明显抑制，具有明显的量效和时效关系。同时ＩＳＬ可使

ＳＫＯＶ３细胞凋亡率增加，随着药物浓度增高，细胞凋亡率增加

更为显著。形态学观察结果也显示细胞发生凋亡改变，提示凋

亡可能是ＩＳＬ抑制人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞增殖的作用机制

之一。

关于凋亡机制的研究，可以通过检测死亡受体通路的相关

蛋白或基因（如：Ｆａｓ）的表达
［７］，也可以通过检测线粒体凋亡途

径的相关蛋白或基因（如：Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）的表达，亦可以检测内质

网通路的相关基因或蛋白的表达，以进一步明确其促凋亡的机

制［８９］。本研究分析ＩＳＬ处理后对常见的促凋亡基因Ｂａｘ和抑

制凋亡基因Ｂｃｌ２蛋白水平的影响，发现其可上调 Ｂａｘ的蛋白

水平，降低Ｂｃｌ２的蛋白水平，表明ＩＳＬ可激活ＳＫＯＶ３细胞的

死亡受体途径。本研究结果显示ＩＳＬ可以促进ＳＫＯＶ３的自

噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的表达，随着药物浓度的增加，其表

达量呈上升趋势，同时ＳＫＯＶ３的凋亡率也增加。提示ＩＳＬ可

以促进ＳＫＯＶ３自噬活性，从而使其凋亡。自噬现象最初被认

为是细胞的另外一种凋亡方式，目前研究表明，自噬可以维持

细胞新陈代谢，但是当自噬过度活跃时则会促进细胞发生自噬

性凋亡［１０１１］。凋亡和自噬都可以诱发细胞的程序性死亡，但

是二者的关系仍不明确，但二者在某些情况下可以相互拮抗或

促进［１２］。自噬对肿瘤细胞的作用不尽相同［１３１４］。

动物实验表明，ＩＳＬ具有毒性低、不良反应小的特点
［３］，为

临床治人卵巢癌提供了更广阔的思路，有着更卓越的临床应用

价值。本试验为今后进一步研究ＩＳＬ的抑瘤机制和探索开发

人卵巢癌新的药物治疗提供了初步的试验依据。
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