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白芷在神经病理性疼痛中对 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 通路
的调控作用分析

顾乐盈１，杨妞妞２，于康英１，孟雅琴１，宋绍征１∗

（１． 无锡太湖学院健康与护理学院基础医学系，江苏 无锡　 ２１４０００；
２． 扬州大学医学院，江苏 扬州　 ２２５００９）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟通过建立坐骨神经慢性缩窄损伤（ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）小鼠模型，分析和

探讨白芷在神经病理性疼痛中的镇痛效果及其对 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 信号通路的调控作用。 方法　 无菌外科手术结扎

缠绕 ３０ 只小鼠坐骨神经制备 ＣＣＩ 小鼠模型；ＶｏｎＦｒｅｙ 实验检测白芷对小鼠机械刺激疼痛行为学变化，热辐射实验

评估白芷对小鼠热痛觉过敏情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、免疫荧光、ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水

平、ＤＲＧ 阳性神经元数量、ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 水平的影响；通过对 ＨＥＫ２９３ 细胞分别单转染和共转染ＭｒｇｐｒＤ、
ＴＲＰＡ１ 质粒后的钙成像实验，分析荧光信号强度差异性。 结果 　 共成功制备了 ２５ 只 ＣＣＩ 小鼠模型，造模率达到

８３􀆰 ３３％（２５ ／ ３０）；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠机械性阈值和缩足潜伏时间均显著大于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；白芷灌胃的 ＣＣＩ
小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平均显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 阳性神经元的数量显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 相对表达

水平均显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞中荧光强度显著高于单转染和

对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 本研究通过探究白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型中镇痛的效果，证明了 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 是神经病

理性疼痛的重要作用靶点，揭示了白芷可以通过调控 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 信号转导通路来抑制神经病理性疼痛程度，这
为后续开发新型临床镇痛药物及镇痛机制的深入研究奠定了基础。
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ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ， ａｎｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｉｓ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ
ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｕｓｅ； Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ； ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ； ＭｒｇｐｒＤ； ＴＲＰＡ１
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 神经病理性疼痛（ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，ＮＰＰ）属于

一种慢性疼痛，是由于中枢或周围神经系统原发性

和继发性受到损伤、功能障碍或短暂性紊乱而造成

的疼痛［１－３］。 据有关数据统计分析显示，全球每年

该疾病的发生率高达 ６􀆰 ９％ ～ １０􀆰 ０％，给人们的生

命健康和生活质量带来了极大的威胁［４－５］。 因此，
积极探究 ＮＰＰ 的形成与调控机制，寻找合理有效的

镇痛药物，对今后该病的防治具有重要的临床意

义。 有研究表明，ＮＰＰ 发生机制与 Ｇ 蛋白耦联受体

（Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＣＲ） 具有一定相关

性［６－８］，其 中 Ｍａｓ 相 关 的 Ｇ 蛋 白 耦 联 受 体 Ｄ
（ＭｒｇｐｒＤ）是 ＧＰＣＲ 的一种亚型，主要表达于外周伤

害性的感觉神经元上，能够感知外界环境中的机

械、冷、热等刺激。 在之前的研究中，发现 ＮＰＰ 小鼠

ＭｒｇｐｒＤ 的基因水平和蛋白水平表达都增多，功能也

增强，行为学上 ＭｒｇｐｒＤ 基因敲除小鼠在 ＮＰＰ 的情

况下对机械刺激更为敏感，证实了 ＭｒｇｐｒＤ 与 ＮＰＰ
的相关性［９］。 瞬时受体电位离子通道 Ａ１（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ １，ＴＲＰＡ１）是一种温、触觉

感受器，属于瞬间非选择性的受体电位阳离子通

道，是 ｔｒｐ 通道家族的一员，能够被辣椒素、芥子油、
弱酸、甲醛、加热或机体的内源性配体激活，从而使

钙离子向细胞内流动，继而引发机体产生症状明显

的神经源性炎症和 ＮＰＰ ［１０］。 近年来，有研究发现，
ＭｒｇｐｒＤ 可以通过 ＴＲＰＡ１ 通路参与 ＮＰＰ 的产生，这
表明 ＭｒｇｐｒＤ 与 ＴＲＰＡ１ 在 ＮＰＰ 产生的调控中密切

相关［１１－１２］。 同时，也通过钙成像、电生理实验发现

ＴＲＰＡ１ 阻断剂明显抑制 β⁃丙氨酸激活 ＭｒｇｐｒＤ 引起

的钙内流以及内向电流，验证了 ＭｒｇｐｒＤ 可以通过

ＴＲＰＡ１ 通路参与 ＮＰＰ 的产生， 这提示 ＭｒｇｐｒＤ⁃
ＴＲＰＡ１ 是 ＮＰＰ 研究中的重要途径［９］。 因此，在

ＮＰＰ 的止痛治疗中， 有 必 要 着 重 考 虑 ＭｒｇｐｒＤ⁃
ＴＲＰＡ１ 通路在 ＮＰＰ 调控中的形成机制。

中药一直是我国传统医学的瑰宝。 白芷既是

一种多年生高大草本的伞形科当归属植物，也是一

味应用广泛、历史悠久的中药，始载于东汉《神农本

草经》，有解表散寒、消肿排脓、祛风止痛、燥湿止

带、宣通鼻窍等功效［１３］。 目前，白芷在临床上作为

镇痛中药的使用越来越广泛。 庞心悦等［１４］ 研究发

现，白芷水煎液和总挥发油对疼痛模型大鼠具有明

显的镇痛功效；覃文玉等［１５］在醋酸致小鼠扭体实验

中发现，应用白芷⁃川芎药能够明显降低小鼠扭体的

次数，具有较好的镇痛作用；郭珺等［１６］ 研究发现白

芷水提液能够抑制辣椒素、福尔马林及热辐射、热
浴浸尾诱导的小鼠伤害性疼痛，也证明了白芷水提

液具有良好的镇痛作用。 以上相关研究提示，白芷

０２２
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是可作为临床上镇痛治疗的一种有效物质，但是关

于其缓解疼痛的具体作用机制尚不明确，尤其是基

于 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 通路的白芷在 ＮＰＰ 中的镇痛机

制尚不清楚。
基于前期的研究基础，以及白芷在疼痛中的潜

在作用，本研究拟通过建立坐骨神经慢性缩窄损伤

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）小鼠模型，探讨和

分析白芷是否能够通过 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 通路的调控

来抑制 ＣＣＩ 模型引起的坐骨神经痛，以期为阐明白

芷镇痛的具体机制和今后开发新型临床镇痛药物

奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

实验所用 ４０ 只小鼠均为 ７ ～ ８ 周龄清洁级

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，体重为 ２０ ～ ２５ ｇ，购于上海必

凯科翼生物科技有限公司【ＳＣＸＫ（沪）２０１８－０００６】。
饲养于江南大学实验动物中心【 ＳＹＸＫ（苏） ２０２１－
００５６】，温度为 ２０ ～ ２６ ℃，湿度为 ４０％ ～ ７０％，２４ ｈ
昼夜交替光照循环，自由饮水饮食，颗粒饲料。 本

实验由江南大学实验动物管理与动物福利伦理委

员会审核批准（ＹＸＹＬＬ⁃２０１９⁃０７８），涉及动物实验的

相关工作均在江南大学实验动物中心完成。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

白芷水提液（自制），１％戊巴比妥钠（Ｍｅｒｃｋ），
ＴＲＰＡ１ 单 克 隆 抗 体 （ Ａｂｃａｍ ）， ＭｒｇｐｒＤ 抗 体

（Ａｂｃａｍ），ＴＲＩｚｏｌ （美国英杰生命科技有限公司），
ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ），胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ），青霉素⁃链
霉素双抗（ＰＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ），Ｄ⁃ｈａｎｋ’ ｓ（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胰蛋

白酶（Ｄｉｓｐｉｓｅ），神经生长因子（ＮＧＦ，Ｓｉｇｍａ），层黏连

蛋白 （ Ｓｉｇｍａ）， β⁃ａｌａｎｉｎｅ （ Ｓｉｇｍａ）， Ｆｕｒａ⁃２ （ Ｓｉｇｍａ），
Ｆ１２７（ Ｓｉｇｍａ ）， 实 时 荧 光 定 量 试 剂 盒 （ Ｒｏｃｈｅ ），
ＭｒｇｐｒＤ 质粒、ＴＲＰＡ１ 质粒、ＨＥＫ２９３ 细胞株均保存

于本实验，生理盐水、丙酮、异丙醇、氯仿、氯化钠、
氯化钾、氯化钙、ＳＤＳ、甲醛、聚丙烯酰胺等均为国产

分析纯，分别购自国药集团化学试剂有限公司、北
京索莱宝科技有限公司等。

常 规 小 鼠 手 术 器 械， ＶｏｎＦｒｅｙ 丝 测 痛 笔

（Ｄａｎｍｉｃ），热辐射仪（Ｕｇｏ ｂａｓｉｌｅ），超净工作台（美
国赛默飞科技有限公司），二氧化碳细胞培养箱（美
国赛默飞科技有限公司），电子天平（上海佑科公

司），冰冻切片机（德国徕卡公司），解剖显微镜（日

本尼 康 公 司）， ＩＸ５１ Ｏｌｙｍｐｕｓ 荧 光 倒 置 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ），ｐＨ 酸度计（德国赛多利斯科学仪器有限

公司），实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｒｏｃｈｅ），离心机（湖南

凯达科学仪器有限公司），金属恒温水浴锅（中国金

坛医疗仪器厂），蛋白质电泳仪（美国伯乐公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＣＣＩ 小鼠模型的制备

将小鼠分为 ４ 组，每组 １０ 只，其中一组小鼠不

作任何处理，其余组小鼠坐骨神经结扎，进行造模。
首先将小鼠麻醉，侧卧位保定于动物实验台，通过

无菌外科手术沿小鼠右侧的后肢根部中线处进行

切开，分离坐骨神经使其暴露。 然后在坐骨神经上

使用外科手术缝合线仔细缠绕 ３ 次，基于小鼠腿部

反射的力量进行神经结扎，每次结扎 １ ｍｍ 左右。
最后，术后进行伤口缝合，将小鼠翻身至仰卧位，并
保持该体位直至小鼠苏醒，转移至动物房鼠笼内精

心照顾和饲养，整个手术过程注意小鼠保温［４，９］。
观察和记录第 １ ～ １０ 天小鼠的机械刺激阈值和热

辐射缩足潜伏期值变化情况，选择出现最具有显著

性差异的 ＣＣＩ 小鼠进行相关实验操作。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 实验检测白芷对小鼠机械刺激疼

痛行为学变化

将不作任何处理的小鼠设为正常组，将 ＣＣＩ 造
模成功的小鼠随机分为 ３ 组，其中将一组给予每只

１００ μＬ ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｇ 白芷水提液灌胃设为白芷组［１５］、
将一组给予同体积纯水灌胃设为纯水组、将一组未

给予任何药物设为空白组。 各组小鼠分别进行编

号，随机放置，检测前 ３０ ｍｉｎ 将实验小鼠转移至检

测的环境，以便适应该实验环境。 使用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细

丝（０􀆰 ０４ ～ ２ ｇ）对小鼠缩足与否进行测定，首先将

５０ ｃｍ × １００ ｃｍ 的钢丝网框网格抬高放置，然后将

小鼠放置其上，使用 ０􀆰 ４ ｇ Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝以垂直角

度在小鼠足底中央处施压 ３ ｓ，观察小鼠是否发生缩

足反应。 若未缩足，则增加 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝质量再次

重复刺激小鼠足底；若缩足，则减少 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝

质量再次重复刺激小鼠足底。 每只小鼠两次刺激

时间间隔 ２０ ｓ，记录小鼠恰好发生缩足反应时的

Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝质量，根据 Ｕｐ⁃ａｎｄ⁃Ｄｏｗｎ 法来计算各

组小鼠后肢发生 ５０％缩足的阈值，并进行比较分析

其差异显著性。
１􀆰 ２􀆰 ３　 热辐射实验评估白芷对小鼠热痛觉过敏

情况

所有实验小鼠均放置在相同的专用热辐射玻

１２２
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璃板上，选择小鼠右侧后肢足部作为研究对象，使
用 ４５ ℃热辐射源在各组小鼠的足底表面中心处进

行照射，记录从开始照射到小鼠发生明显缩足现象

的时间（缩足潜伏时间）。 每只小鼠均进行 ３ 次检

测，每次检测间隔时间为 ５ ｍｉｎ，比较和分析各组小

鼠的缩足潜伏时间差异显著性。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平

将处理后的 ４ 组小鼠麻醉，无菌手术剖开皮肤，
使腰骶脊柱分离，充分暴露出脊柱盖板，轻轻掀开

盖板，置于冰上，沿着脊髓中央剪开脊柱，分别取出

第 ４ 腰椎和第 ５ 腰椎的 ＤＲＧ 神经元转移至洁净的

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，ＩＳＬ 处理 ２４ ｈ，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，使
用 ２００ μＬ 蛋白裂解液置于冰上裂解 ２ ｈ，转移至

－８０ ℃ 条件下保存 １２ ｈ 后，置于 ４ ℃解冻，１０ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，取 ２００ μＬ 上清蛋白液转移至洁

净的 ０􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，加入 ５０ μＬ ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，充分混匀，沸水浴 ５ ｍｉｎ，使蛋白质充分变性。
按照常规分子生物学方法［１６］ 进行 ５％ ＳＤＳ⁃聚丙烯

酰胺凝胶电泳 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）。 电泳结束后，使用

ＰＢＳ 将凝胶转移至预先经乙醇活化的 ＰＶＤＦ 膜上，
以 １００ Ｖ 恒定电压转膜 ２ ｈ。 取下 ＰＶＤＦ 膜，使用

超纯水洗涤 ３ 次，加入 ５％奶粉⁃ＴＢＳ 封闭缓冲液

（５％奶粉，１３７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ０􀆰 １％
Ｔｗｅｅｎ⁃２０， ｐＨ ＝ ７􀆰 ６） 进行室温孵育 ２ ｈ。 使用

ＴＢＳＴ 缓冲液（１３７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ，
１％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０， ｐＨ ＝ ７􀆰 ６）反复冲洗 ＰＶＤＦ 膜直至奶

液完全去除干净，加入一抗（１ ∶ １０００ 稀释），混匀

后，置于 ４ ℃摇床孵育 ４ ｈ，再使用 ＴＢＳＴ 缓冲液清

洗 ３ 次，加入酶标二抗（１ ∶ ２５０ 稀释），混匀后，置于

室温摇床孵育 ２ ｈ。 取出 ＰＶＤＦ 膜，使用 ＰＢＳ 洗涤 ３
次，密闭晾干后，应用凝胶成像系统进行成像，使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带情况。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫荧光技术检测白芷对 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ
和 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元数量变化

麻醉小鼠，仰卧位固定于小型动物手术台上，
暴露小鼠腹部，无菌剪开皮肤以使心脏显露，应用

甲醛灌注后，分离小鼠背根神经节（ＤＲＧ）的神经

元，置于含 ４％多聚甲醛的 ２４ 孔细胞培养板内，浸泡

２０ ｍｉｎ，吸除多聚甲醛，加入 ３０％蔗糖溶液，４ ℃过

夜。 取出 ＤＲＧ 神经元，加入 ＯＣＴ 溶液进行包埋后，
应用冰冻切片机进行厚度 １０ μｍ 切片。 使用封闭

缓冲液（１０％ ＦＢＳ ＋ ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ＋ ０􀆰 ０２％叠

氮化钠 ＋ ＰＢＳ）对制成的切片进行封闭，室温孵育

２ ｈ。 ＰＢＳ 洗去封闭液，加入 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 一抗

（１ ∶ ４００ 稀释），４ ℃孵育 ３ ｈ。 ＰＢＳ 洗去一抗，加入

荧光信号标记二抗（１ ∶ ４００ 稀释），室温孵育 ３ ｈ。
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，封片，使用荧光倒置显微镜观察样本

情况。
１􀆰 ２􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ
和 ＴＲＰＡ１ 的 ｍＲＮＡ 水平

麻醉小鼠，分离获取第 ４ 腰椎和第 ５ 腰椎 ＤＲＧ
神经元，置于装有 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 的无酶离心管内，加
入 ２００ μＬ 氯仿，研磨后，加入裂解液，充分混匀，
４ ℃， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 取 ５００ μＬ 上清液

转移至另一洁净的离心管内，加入 ５００ μＬ 异丙醇，
沉淀 ＲＮＡ，４ ℃，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清

加入 ５００ μＬ，混匀后，４ ℃，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，提取 ＲＮＡ，加入 ＤＥＰＣ 水溶解、定量。 按照实

时荧光定量试剂盒操作说明进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，应
用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 引物设计软件进行荧光定量

ＰＣＲ 的引物设计，然后由上海生工生物工程技术有

限公司完成引物合成，引物序列详见表 １ 所示。 以

小鼠 ＧＡＰＤＨ 基因作为内参，检测各组中小鼠表达

ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 的 ｍＲＮＡ 水平，并进行差异显著

性统计分析。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＭｒｇｐｒＤ⁃Ｆ ＴＴＴＴＣＡＧＴＧＡＣＡＴＴＣＣＴＣＧＣＣ
ＭｒｇｐｒＤ⁃Ｒ ＧＣＡＣＡＴＡＧＡＣＡＣＡＧＡＡＧＧＧＡＧＡ
ＴＲＰＡ１⁃Ｆ ＧＴＣＣＡＧＧＧＣＧＴＴＧＴＣＴＡＴＣＧ
ＴＲＰＡ１⁃Ｒ ＣＧＴＧＡＴＧＣＡＧＡＧＧＡＣＡＧＡＧＡＴ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ

１􀆰 ２􀆰 ７　 ＨＥＫ２９３ 细胞转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒

后的钙成像实验

将 ＨＥＫ２９３ 细胞接种于层黏连蛋白和聚⁃ｄ⁃赖
氨酸包被的无菌玻璃盖片上进行培养，使用 ５０ μＬ
混合转染液稀释 ０􀆰 ８ μｇ 质粒 ＤＮＡ，与细胞反复吹打

混匀后，静置 １５ ｍｉｎ，然后将混合物转移至无菌的

２４ 孔细胞培养板内，置于 ３７ ℃、５％饱和湿度的 ＣＯ２

培养箱内，培养 ６ ｈ 后更换新鲜培养液，再继续培养

２４ ｈ。 转染类型分为 ３ 组，分别是单独转染 ＭｒｇｐｒＤ
质粒组、单独转染 ＴＲＰＡ１ 质粒组、共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 质粒组。 在转染质粒培养后的 ＨＥＫ２９３ 细

２２２
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胞中加入 Ｆｕｒａ⁃２ ／ Ｆ１２７ 溶液（２ μＬ Ｆｕｒａ⁃２ ＋ ２ μＬ
Ｆ１２７ ＋ ２ ｍＬ ＨＢＳＳ），反复吹打混匀后，置于培养箱

内孵育 ３０ ｍｉｎ，进行钙离子成像实验［１７］，使用 ＨＣＩ
ｉｍａｇｉｎｇ 软件记录产生的相关信号强弱，观察并保存

实验结果。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 记录相关实验数据，以 ＳＰＳＳ
２０􀆰 ０ 统计软件作为数据处理与分析的工具，若数据

资料符合正态分布，则计量资料以平均值 ± 标准差

（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析，方差

齐时，组间数据比较采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＣＣＩ 小鼠模型的建立

共选择了 ４０ 只小鼠作为研究对象，其中 １０ 只

不作任何处理作为对照组，另外 ３０ 只小鼠进行坐骨

神经结扎处理制备 ＣＣＩ 模型，其中成功造模小鼠有

２５ 只，因手术死亡小鼠 ２ 只，未成功造模小鼠 ３ 只，
造模成功率为 ８３􀆰 ３３％（２５ ／ ３０）。 造模后，从第 ７ 天

开始，ＣＣＩ 小鼠的机械刺激性疼痛阈值和热辐射缩

足潜伏时间出现最显著的差异，其值降低至最低点

（０􀆰 ５３ ｇ 和 ７􀆰 ４２ ｓ），其在 ７ ～ １０ ｄ 基本维持平稳，
如图 １ 所示。

图 １　 ＣＣＩ 小鼠机械刺激性阈值和热辐射缩足潜伏时间变化曲线图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｎｄ ｔｈｅｒｍａｌ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｆｏｏｔ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｌａｔｅｎｃｙ ｔｉｍｅ ｉｎ ＣＣＩ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 白芷镇痛效果分析

经 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 实验检测，选择小鼠后肢发生 ５０％
缩足的阈值（ｇ）作为参考指标，通过小鼠机械刺激

疼痛行为学变化发现，应用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠机

械性阈值显著高于应用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠和未

进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠（１􀆰 １８ ± ０􀆰 １１ ｖｓ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０６，
０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），具有统计学意义；白芷灌

胃的 ＣＣＩ 小鼠阈值略低于正常小鼠，但是差异不具

有显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 这一结果表明白芷在 ＣＣＩ 小
鼠模型的机械刺激性疼痛中能够起到很好的镇痛

效果，且阈值接近于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠

（见图 ２Ａ）。 经热辐射实验评估小鼠热痛觉情况显

示，白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠缩足潜伏时间明显大于应

用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠和未进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠

（１３􀆰 ６５ ± ０􀆰 １４ ｖｓ ７􀆰 ２３ ± ０􀆰 ７６，７􀆰 ４２ ± ０􀆰 ８１，Ｐ ＜
０􀆰 ０５），具有统计学意义；白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠缩足

潜伏时间与正常小鼠相比，差异不具有显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），略低于正常小鼠的缩足潜伏时间。 这一结

果表明白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型的热痛觉中有着较好

的镇痛效果，且小鼠缩足时间接近于正常小鼠（见
图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水

平的影响分析

如图 ３ 所示，以小鼠 Ａｃｔｉｎ 蛋白作为内参，进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测实验，通过凝胶成像系统的 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件定量分析显示，白芷灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠中

ＭｒｇｐｒＤ 蛋白表达水平明显低于纯水灌胃后的 ＣＣＩ
小鼠（０􀆰 ７３ ± ０􀆰 １１ ｖｓ ２􀆰 ６９ ± ０􀆰 ２３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异

具有显著性；白芷灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ 蛋白

表达水平也明显低于纯水灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠（０􀆰 ４２
± ０􀆰 ０９ ｖｓ ２􀆰 ０ ３ ± ０􀆰 １８，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著

性。 结果表明白芷能够显著降低 ＣＣＩ 小鼠模型中

ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平，使其表达水平接

近且略高于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠，差异不具

有显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 免疫荧光检测分析

甲醛灌注后，分离小鼠背根神经节的神经元，
经免疫荧光染色实验结果如图 ４Ａ 所示，应用 ＥＧＦＰ

３２２
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注：Ａ：Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 实验检测白芷镇痛效果；Ｂ：热辐射实验评估白芷镇痛效果；与白芷组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ２　 白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型中的镇痛效果差异分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｂ． Ｔｈｅｒｍａｌ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ

ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｉｎ ＣＣＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

图 ３　 白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

标记在荧光倒置显微镜下可见小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ
和 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元呈现绿色荧光信号，根据绿色

荧光信号与 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 表达水平呈正相关可

初步判断阳性神经元数量，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件灌胃前

后的神经元细胞进行标注，细胞计数。 白芷灌胃后

的 ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元

的数量显著低于纯水灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠（６５４ ± ４７
ｖｓ １１６２ ± ６３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性（见图

４Ｂ）。 这一结果说明白芷能够显著降低 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 的表达水平，从而引起具有 ＥＧＦＰ 信号的神

经元数量显著减少。

２􀆰 ５ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 水平的影响

应用小鼠 ＧＡＰＤＨ 基因作为 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测的内

参，计算各组小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 的 ｍＲＮＡ 相

对表达水平。 根据 ２－ΔΔＣＴ 法进行校准和归一化处

理，其中 ΔΔＣＴ 值 ＝ （目标基因 ＣＴ 值－内参基因 ＣＴ
值） － （校准品 ＣＴ 值 － 内参基因 ＣＴ 值）。 计算

ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ 的相对表达水平差异情况如图 ５Ａ 所

示，应用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ 相对

表达水平显著低于应用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠和未

进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠（１􀆰 ２３ ± ０􀆰 １２ ｖｓ ３􀆰 ２１ ± ０􀆰 ２４，

４２２
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图 ４　 免疫荧光检测白芷对 ＮＰＰ 模型（ＣＣＩ）中 ＤＲＧ 神经元的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ＤＲＧ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ａ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ （ＣＣＩ）

２􀆰 ９６ ± ０􀆰 １７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性；白芷灌

胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ 相对表达水平略高

于正常小鼠，但是差异不具有显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
计算 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 的相对表达水平差异情况如图

５Ｂ 所示，用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ
相对表达水平显著低于应用纯水灌胃的 ＣＣＩ 小鼠

和未进行灌胃的 ＣＣＩ 小鼠（１􀆰 １８ ± ０􀆰 ０９ ｖｓ ２􀆰 ６５ ±

图 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测白芷对小鼠 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｄａｈｕｒｉｃａ ｏｎ ＭｒｇｐｒＤ ａｎｄ ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ

０􀆰 １６，２􀆰 ５７ ± ０􀆰 １４，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异具有显著性；白
芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 相对表达水平

略高于正常小鼠，但是差异不具有显著性 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 此外，各小鼠组内进行比较，ＭｒｇｐｒＤ ｍＲＮＡ
相对表达水平普遍高于 ＴＲＰＡ１。 这一结果表明白

芷能够显著降低小鼠 ＤＲＧ 神经元中的 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ ｍＲＮＡ 表达水平，使其表达水平接近于未进

行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠。

２􀆰 ６　 ＨＥＫ２９３ 细胞转染后钙成像实验观察

分别在 ＨＥＫ２９３ 细胞中单独转染 ＭｒｇｐｒＤ 质粒、
单独转染 ＴＲＰＡ１ 质粒、共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质

粒，进行钙离子成像实验并根据 ＨＣＩ ｉｍａｇｉｎｇ 软件记

录数据来计算荧光强度，当荧光比（ΔＦ ／ Ｆ０） ≥ ０􀆰 ４
时，表明细胞有反应，其中 Ｆ０ 指荧光的基线值，ΔＦ
指荧光的基线最大值。 三个转染组的荧光强度差

异显著性分析情况如图 ６Ａ 所示，共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和

ＴＲＰＡ１ 质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞中荧光强度显著高于

单转染和对照组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 同

时，共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞

经 β⁃ａｌａｎｉｎｅ 和 Ｍｕｓｔａｒｄ ｏｉｌ 诱导引起其钙离子内流

明显大于未转染质粒的细胞和仅仅单转染 ＭｒｇｐｒＤ
质粒的细胞（如图 ６Ｂ ～ ６Ｄ），从而导致该 ＨＥＫ２９３
细胞的荧光信号强度较大。

５２２
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注：Ａ：ＨＥＫ２９３ 细胞转染后钙离子内流的荧光强度差异显著性分析； Ｂ ～ Ｄ：β⁃ａｌａｎｉｎｅ 和 Ｍｕｓｔａｒｄ ｏｉｌ 诱导细胞钙成像反应；与 ＭｒｇｐｒＤ ＋

ＴＲＰＡ１ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 ＨＥＫ２９３ 细胞转染后钙离子内流的荧光强度比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｉｎｆｌｕｘ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ． Ｂ ～ Ｄ． β⁃ａｌａｎｉｎｅ

ａｎｄ Ｍｕｓｔａｒｄ ｏｉｌ ｉｎｄｕｃｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭｒｇｐｒＤ ＋ ＴＲＰＡ１ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎｆｌｕｘ ｉｎ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

３　 讨论

疼痛是一种令人不愉快的感觉和情绪上的主

观感受，常常伴有实质的或潜在的组织和细胞损

伤，分为周围性和中枢性两种病理类型［２，１８］。 １９９４
年，国际疼痛研究协会（ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｔｈｅ Ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｐａｉｎ，ＩＡＳＰ）将 ＮＰＰ 定义为“疼痛开始于

或起源于外周或中枢神经系统的损伤或功能不

良” ［１９］。 本研究将 ３０ 只小鼠分为 ３ 组，利用无菌外

科手术，分别结扎缠绕小鼠坐骨神经，成功地制备

了 ２５ 只 ＣＣＩ 小鼠 ＮＰＰ 模型， ＣＣＩ 造模率达到

８３􀆰 ３３％，属于一种周围性 ＮＰＰ，且 ＣＣＩ 小鼠模型成

功率高于王琛等［４］、郭珺等［１６］ 研究报道，为后续的

相关疼痛研究提供了可靠的实验动物模型。
目前，由于 ＮＰＰ 的病因复杂，临床上关于 ＮＰＰ

的治疗现状并不能够令人满意，现有的临床药物很

难充分有效地缓解疼痛［２０－２１］。 近年来，随着中医药

研究的不断发展，中药止痛逐渐引起了人们的关

注。 中药具有药效优良、资源丰富、不良反应发生

率低、无成瘾性等优势，在临床上越来越受到重

视［１３］。 白芷作为一种多年生高大草本，味辛、气芳

香、性温，主入阳明，其化学成分主要是香豆素及其

衍生物，如欧前胡乙素、当归素、白芷毒素、白当归

醚等，是目前临床常用的解热镇痛中药之一［１２－１５］。
有研究证明，在背部皮下注射蛋白胨诱导的兔高热

模型中应用中药白芷，具有明显的解热镇痛作

用［２２］；在腹腔注射醋酸诱导的小鼠疼痛模型中，应
用白芷灌胃后，小鼠扭体次数明显减少，热板实验

的疼痛阈值明显升高；此外，还有高小坤［２３］ 通过白

芷挥发油对热刺激疼痛小鼠模型的研究结果也表

明，白芷具有较好的镇痛效果。 本研究通过 Ｖｏｎ
Ｆｒｅｙ 和热辐射实验发现，应用白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠

机械性阈值显著高于对照组 ＣＣＩ 小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠缩足潜伏时间明显大于对照

组 ＣＣＩ 小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），这一结果表明白芷在 ＣＣＩ
小鼠模型的机械刺激性疼痛和热痛觉中具有较好

６２２



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

的镇痛效果，且机械刺激阈值和小鼠缩足时间均接

近于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠，上述这些研究结

果与其他相关研究报道文献相一致［１２－１５，２２－２３］，进一

步证明了白芷能够在 ＮＰＰ 中发挥良好的镇痛作用。
但是，关于白芷镇痛的具体机理目前尚不完全清晰。

全球的 ＮＰＰ 发病率约 ６􀆰 ９％ ～ １０􀆰 ０％［２４］，由于

该疾病的临床发病率高且病因复杂，为了更好地防

治这一疾病，针对 ＮＰＰ 的机制有必要进行深入探

究。 有研究发现，疼痛的产生与 Ｍｒｇｓ 相关受体密切

相关，其中 ＭｒｇｐｒＤ 亚型主要在背根神经节神经元中

表达，参与痛觉的敏感性调节［２５］。 ＷＡＮＧ 等［７］的研

究显示，表达 ＭｒｇｐｒＤ 的不同模式伤害性神经元对大

多数神经胶质细胞与神经元具有支配作用，从而引

起机械和热刺激的兴奋性；ＣＲＯＺＩＥＲ 等［２５］ 通过全

细胞膜片钳技术研究 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 阳性神经元的

结果显示，缺失 ＭｒｇｐｒＤ 时，神经元兴奋性降低，机械

刺激疼痛敏感性下降。 此外，目前关于 ＭｒｇｐｒＤ 的临

床相关研究主要集中在与瘙痒发生机制领域，然而

在 ＮＰＰ 中 ＭｒｇｐｒＤ 对疼痛产生发挥的作用尚不清

楚。 因此，本研究通过小鼠坐骨神经慢性压迫

（ＣＣＩ）模型研究白芷镇痛过程中 ＭｒｇｐｒＤ 在 ＮＰＰ 中

的水平变化，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验，结果

显示白芷灌胃的 ＣＣＩ 小鼠中 ＭｒｇｐｒＤ 表达水平显著

低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；经免疫荧光染色检测，白芷

灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＭｒｇｐｒＤ 阳性神经元的数

量显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 这一研究结果与上

述国内外其他文献报道相比，不同之处在于应用了

免疫学和分子生物学检测技术对与疼痛相关的受

体蛋白 ＭｒｇｐｒＤ 表达水平进行了详细的探讨，且结果

表明白芷能够显著降低小鼠 ＤＲＧ 神经元中 ＭｒｇｐｒＤ
表达水平，使其表达水平接近于未进行 ＣＣＩ 造模的

正常小鼠，从而引起具有 ＥＧＦＰ 信号的神经元数量

显著减少。 同时，这也暗示着 ＭｒｇｐｒＤ 在 ＮＰＰ 中具

有重要的作用，为今后新型镇痛药物研制的靶点选

择奠定了基础。
同时，还有大量研究发现 ＴＲＰＡ１ 是一种重要的

瞬时痛觉感受器电位阳离子通道蛋白，具有广泛的

生理功能，可调节细胞内 Ｃａ２ ＋、传递感觉信息［２６－２９］。
ＴＲＰＡ１ 是目前研究最广泛、机制最清楚的 ＴＲＰＡ 亚

家族成员之一，最早于 ２００３ 年在小鼠 ＤＲＧ 中发现

的，能够在温度低于 １７ ℃时被激活，可以介导小鼠

伤害性冷刺激反应［３０］。 近年来，有研究表明 ＴＲＰＡ１
与 Ｇ 蛋白偶联受体关联性较大， ＭｒｇｐｒＤ 通过

ＴＲＰＡ１ 通路参与 ＮＰＰ 的产生，ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 轴共

同调节细胞内信号，使细胞对外部环境干扰作出整

体反应［３０－３２］。 王地均等［３０］ 应用荧光定量 ＰＣＲ、免
疫组化和钙成像实验进一步实验证明了 ＴＲＰＡ１ 作

为冷痛调控通路影响了 ＭｒｇｐｒＤ 表达水平的变化。
ＷＩＬＳＯＮ 等［３１］ 研究发现 ＴＲＰＡ１ 是感觉神经元和培

养细胞中 ＭｒｇｐｒＤ 的下游靶标，是 ＭｒｇｐｒＤ 介导疼痛

信号转导和组胺依赖性瘙痒信号通路所必需的。
ＴＲＥＶＩＳＡＮＩ 等［３２］ 也得出了 ＴＲＰＡ１ 参与 ＭｒｇｐｒＤ 信

号调控 ＮＰＰ 产生的类似研究结果。 本研究中的结

果显示，白芷灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠中 ＴＲＰＡ１ 表达水平

显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其降低幅度明显高于

王地均等［３０］研究报道的数据资料。 白芷灌胃后的

ＣＣＩ 小鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＡ１ 阳性神经元的数量显著低

于纯水灌胃后的 ＣＣＩ 小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且阳性神经

元数量降低值也明显低于 ＷＩＬＳＯＮ 等［３１］ 研究中的

阳性神经元。 这一结果表明白芷能够显著降低小

鼠 ＤＲＧ 神经元中 ＴＲＰＡ１ 表达水平，使其表达水平

接近于未进行 ＣＣＩ 造模的正常小鼠，从而引起具有

ＥＧＦＰ 信号的神经元数量显著减少，镇痛效果显著

优于其他相关文献研究报道［１２，１４，２３，３１－３２］，进一步说

明了 ＴＲＰＡ１ 在参与 ＭｒｇｐｒＤ 介导 ＮＰＰ 调控中发挥

着重要的作用。
此外，本研究中通过转染 ＨＥＫ２９３ 细胞钙离子

成像实验，结果显示共转染 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 质粒

的 ＨＥＫ２９３ 细胞的钙离子内流和荧光强度显著高于

分别单转染 ＭｒｇｐｒＤ、ＴＲＰＡ１ 及对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
这一结果提示 ＨＥＫ２９３ 细胞中 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 之

间存在着功能偶联关系，ＭｒｇｐｒＤ 信号的激活需要

ＴＲＰＡ１ 的参与。 分析原因可能是以往的研究大多

认为 Ｇ 蛋白偶联受体和下游的 ＴＲＰ 通道一起参与

ＮＰＰ 的产生，ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 轴是机体感知有害刺

激的一种重要信号传导途径，ＴＲＰＡ１ 借助于伤害性

刺激传导与 ＭｒｇｐｒＤ 密切联系，通过调控 ＭｒｇｐｒＤ 在

ＤＲＧ 神经元中的表达水平和促进钙离子内流来影

响 ＮＰＰ 的发生程度，结果证实了 β⁃ａｌａｎｉｎｅ 诱导细

胞中的 ＭｒｇｐｒＤ 活化至少部分通过 ＧＰＣＲ 介导的

ＴＲＰＡ１ 磷酸化来调节 ＴＲＰＡ１ 相关功能，这也反向

证明了 ＭｒｇｐｒＤ 和 ＴＲＰＡ１ 能够在 ＤＲＧ 神经元上协

同表达一致的现象［１０，３３］。
综上所述，本研究成功建立了小鼠 ＣＣＩ 模型，

深入探究白芷在 ＣＣＩ 小鼠模型中镇痛的效果及其

机制，证明了 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 是 ＮＰＰ 的重要作用靶

７２２
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点，白芷可以通过调控 ＭｒｇｐｒＤ⁃ＴＲＰＡ１ 信号转导通

路来抑制 ＮＰＰ 程度，这为后续开发新型临床镇痛药

物，探索中医药镇痛机制的研究奠定了基础。
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《中国比较医学杂志》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国比较医学杂志》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）综合性医药卫

生类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

和学术影响进行综合评价，受到学术界的广泛认同。
目前，本刊为中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、中国学

术期刊综合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）统计源期刊、《中国学术期刊文

摘》来源期刊；被中国生物学文献数据库、《中国核心期刊（遴选）数
据库》、《中国科技论文统计源期刊》（中国科技核心期刊）、《中文核

心期刊要目总览》等数据库收录。
感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。
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