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氧化苦参碱镇痛作用与钙离子通道相关性的研究

吴世星"杨"丽"吕晓强

摘要"目的"研究氧化苦参碱!

3I=;<C/0>9

"

F,*

#镇痛作用是否与电压门控钙离子通道!

J31C<?9

$

?<

$

C9@ D<1D0K; DB<>>91L
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2M''L
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$型有关$ 方法"

%$

只小鼠按随机数字表法分为假手术组%部分坐骨神经

结扎!

.</C0<1 LD0<C0D >9/J9 10?<C03>

"

NO5P

#疼痛模型组!模型组#和
F,*

给药组"每组
#$

只$ 采用结扎部分

坐骨神经的方法建立部分坐骨神经结扎疼痛模型$ 分离小鼠背根神经节!

@3/L<1 /33C ?<><10<

"

EQM

#"培养

EQM

神经元细胞$ 利用
R1K3

$

&

荧光探针检测各组
EQM

细胞内钙离子浓度的变化&采用
+9LC9/> S13C

免疫印

迹技术检测小鼠大脑及
EQM

组织中电压门控钙离子通道的
5

$型!

'<J!

!

!

#和
P

$型!

'<J#

!

&

#蛋白水平表达的

差异$ 结果"与假手术组比较"模型组
EQM

神经元细胞内钙离子浓度升高!

N T"

!

"$

#"大脑组织中
'<J!

!

!

蛋白表达量升高!

N T"

!

"$

#"

EQM

组织中
'<J!

!

!

蛋白表达量降低!

N T"

!

"#

#&与模型组比较"

F,*

给药组

EQM

神经元细胞内钙离子浓度降低!

N T"

!

"$

#"大脑组织中
'<J!

!

!

蛋白表达量降低!

N T"

!

"#

#"

EQM

组织

中
'<J!

!

!

蛋白表达量升高!

N T"

!

"#

#$ 而各组间大脑和
EQM

组织中
'<J#

!

&

蛋白表达差异无统计学意义

!

N U"

!

"$

#$ 结论"

F,*

的镇痛机制可能与
'<J!

!

!

通道介导的钙离子流动有关$

关键词"氧化苦参碱&镇痛&钙离子&电压门控钙离子通道
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%为豆科槐属植

物苦参中的有效生物碱成分之一) 近年来研究表明!

氧化苦参碱对于化学刺激*物理性热刺激*炎性*神经

性*肿瘤转移性疼痛等方面具有明显的镇痛作用'

#

#

7

(

)

疼痛信号处理从激活外周伤害性感受器开始!引起动

作电位沿着初级传入神经纤维进入背根神经节$

@3/

$

L<1 /33C ?<><10<

!

EQM

%的感觉神经元) 进而引起膜

去极化!激活电压门控钙离子通道 $

J31C<?9

$

?<C9@

D<1D0K; DB<>>91L

!

2M''L

%!引起钙离子的内流促

发突触囊泡胞裂外排释放神经递质!包括谷氨酸*多肽

类如
N

物质和降钙素基因相关肽 $

'MQN

%等'

#"

(

)

2M''L

介导的疼痛信号传递是当前疼痛治疗研究的

热点之一) 利用药理学工具药阻断钙离子通道的研究

中发现!电压门控钙离子通道的
5

$型$

'<J!

!

!

%阻断

剂可以明显改变疼痛行为'

##

(

!因此
'<J!

!

!

也成为疼

痛治疗研究的靶点'

#!

(

) 其中!

'<J!

!

!

三种拮抗剂加

巴喷丁*普瑞巴林和齐考诺肽已经被美国食品药物管

理局批准用于治疗慢性疼痛'

#&

(

)

本研究利用部分坐骨神经结扎$

.</C0<1 LD0<C0D

>9/J9 10?<C03>

!

NO5P

%小鼠疼痛模型!考察
F,*

对

NO5P

小鼠大脑和
EQM

中
'<J!

!

!

和电压门控钙离

子通道的
P

$型 $

'<J#

!

&

%蛋白水平表达的影响!及

F,*

在
EQM

神经元内钙离子浓度的变化中的作用!

进而探讨
F,*

镇痛作用与钙离子的相关性)

材料与方法

#

"动物"

%$

只
'$8[PH G

小鼠!

ONR

级!体重

$

!" `!$

%

?

!雄鼠
!%

只!雌鼠
!#

只!购于辽宁长生生

物技术有限公司!所有动物实验均按照辽宁中医药大

学实验动物管理条例施行!合格证号#

O'Y\

$辽%

!"#"

#

"""#

)

!

"药物"

F,*

$纯度
77

!

!a

!陕西森弗生物技

术!批号#

OR##"6"G

%)

&

"主要试剂及仪器"乙醚$分析纯!天津市凯信

化学工业!批号#

!"#%"$#7

%&氯化钠$分析纯!天津

市大茂化学试剂厂%&甲醇$分析纯!天津市大茂化学

试剂厂!批号#

!"#%"##%

%&

'<J!

!

!

抗体$美国
,)P

$

P)NFQ:

%&

'<J#

!

&

抗体$北京博奥森%&辣根酶标记

山羊抗兔
)?M

$北京中杉金桥生物%&胶原酶*脱氧核

糖核酸酶
!

$北京鼎国昌盛%&中性蛋白酶$北京奥博

星%&多聚鸟氨酸 $

O0?;<

!

N3319

!

W\

%&胎牛血清

$

M)['F

%&

E,:,HR#!

$

b=D13>

%&

)3>3;=D0>

$

O0?

$

;<

%!

R1K3

$

& -,

$碧云天生物技术有限公司%)

[9Dc;<>

超 速 离 心 机 $

[9Dc;<> F.C0;< P

$

#""I.

%&凯元公司$

'-2FX

%的电泳设备一套$

,0>0

N

$

%

型%&激光扫描共聚焦显微镜$德国徕卡公司!

P90D< *DL O.$

%)

%

"动物分组*模型制备及给药方法"将
%$

只小

鼠按随机数字表方法完全随机分为假手术组*模型组*

氧化苦参碱给药组!每组
#$

只) 参照文献'

$

!

#%

(!建

立坐骨神经结扎疼痛模型) 将模型组和
F,*

给药组

小鼠麻醉后!从左$右%股骨中部作纵向切口!剥离股

二头肌!暴露坐骨神经!用带
$

!

"

的硅处理线的
#H!

弧度反向切头的细针结扎神经背端的
#H! `!H&

处后

复位!缝合皮肤!分笼饲养并连续观察
8

天) 通过检

测造模前后小鼠后足的机械缩足反应阈值明显降

低!说明成功建立部分坐骨神经结扎疼痛模型'

$

(

)

假手术组操作与
NO5P

组相同!但不结扎坐骨神经)

各组小鼠均造模成功) 建模后第
8

天!

F,*

给药组

小鼠腹腔注射
#$" ;?Hc? F,*

'

$

(

) 假手术组与模

型组腹腔注射等剂量的
"

!

7a

氯化钠溶液) 各组均

给药
& B

后处死)

$

"原代
EQM

神经元培养"参照文献'

#$

() 将

各处理组小鼠断颈猝死!分离小鼠背根神经节!加入消

化酶$

! ;?H;P

胶原酶*

# """ KH;P

脱氧核糖核酸酶

!

*

$ ;?H;P

中性蛋白酶
&

种酶!各加
!"" "P

%!

&8

%消化
#" `#! ;0>

!期间偶尔吹打分散组织细胞)

然后加入
$ ;P

含血清的培养液停止消化!静置

! ;0>

!取上清!室温离心$

# """ / H;0>

!

G ;0>

%) 弃

上清!吹打分散清洗含细胞的沉淀部分使其悬浊!离心

$

# """ / H;0>

!

G ;0>

%!重复以上操作
&

次) 将细胞分

散于培养液$

#"a

胎牛血清!

! ;;31HP

谷氨酰胺!

"

!

Ga

葡萄糖!

#"" K>0CH;P

青霉素!

#"" "?H;P

链霉

素于
E,:,HR#!

中%!播种在多聚鸟氨酸包被的激光

共聚焦皿中!培养$

&8

%!

$a'F

!

%数日待用)

G

"观察指标及检测方法

G

!

#

"

EQM

神经元内钙离子浓度"在
" `

!"" "?H;P

范围内
F,*

通过抑制巨噬细胞活性而抗

炎的作用随药物浓度增加而增强'

#G

(

) 本研究通过初

探量效关系!确定
#"" "?H;P

的
F,*

对
EQM

细胞

无损伤且有良好药效) 选取培养成熟的
EQM

神经细

胞!给予
#"" "?H;P

的
F,*

!孵育
! B

!弃去培养液!

用
N[O

清洗两遍!在避光条件下加入终浓度为

$ ";31HP

的
R1K3

$

& -,

和
E

$

b<>c

&

L

$无钙离子%混

合液!每个共聚焦皿加入
!"" "P

!放入
&8

%的恒温培

养箱中孵育
%$ ;0>

!使得染料均匀进入细胞内) 待染

色结束后!洗去多余的染料!加入含
!a

钙离子和

"

!

#a

葡萄糖的台氏液!测定
R

值) 加入终浓度为
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$ ";31HP

的
)3>3;=D0>

!测定
R

;<I

) 最后加入终浓度为

! ;;31HP

的
,>'1

!

!测定
R

;0>

!实验重复
6

次) 通过如

下公式'

#8

(计算细胞内
'<

! _浓度#

'

'<

! _

(

0

d \@

''$

R

#

R

;0>

%

H

$

R

;<I

#

R

%(!

\@

$

%$" >;31HP

!

&8

%%为荧光探针的解离常数)

G

!

!

"不同组织中
'<J!

!

!

及
'<J#

!

&

蛋白表达

水平"采用
+9LC9/> S13C

检测法) 取组织放入玻璃

匀浆器中!加适量组织匀浆缓冲液 '

!" ;;31HP

b:N:OH\Fb

$

.b 8

!

$

%!

! ;;31HP :E*-H*/0L

$

.b

8

!

$

%!

#" """ "H;P

胰蛋白酶抑制剂!

# ;;31HP

N,OR

!

% ;?H;P

亮抑酶肽(研磨组织!研磨后转移到

#

!

$ ;P :N

管中!

%

%离心$

# 8"" / H;0>

!

#$ ;0>

%!

取上清液于快封管中高速离心$

%

%!

!" """ / H;0>

!

G" ;0>

%!取下层沉淀!加适量缓冲液'$

$" ;;31HP

b:N:OH\Fb

$

.b 8

!

$

%!

! ;;31HP :E*-H*/0L

$

.b

8

!

$

%!

#" """ "H;P -./3C0>0>

!

# ;;31HP N,OR

!

% ;?H;P P9K.9.C0>

(悬浮) 以
['-

法测定蛋白浓

度) 制备
6a

的分离胶!蛋白上样量为
&" "?

!电泳!

湿法转膜至孔径
"

!

! ";

的
N2ER

膜) 将转印后的

N2ER

膜置于
$a

脱脂牛奶封闭
# B

!加一次抗体孵化

$

'<J!

!

!

浓度为
#

(

%""

!

'<J#

!

&

浓度为
#

(

!""

%!

%

%过夜)用
*[OH*

洗膜!

#" ;0>H

次!二抗$

#

(

% """

%

室温孵化
# B

后!用
*[OH*

洗膜!

$ ;0>H

次!

&" ;0>

!

再用
*[O

洗
$ ;0>

!最后加
:'P

发光液!曝光于
Y

光

胶片) 实验重复
&

次!条带灰度用
);<?9 (!I

软件

分析)

8

"统计学方法"采用
ONOO #8

!

"

统计软件进

行分析) 计量资料用
I

)

L

表示!组间差异采用单因素

方差分析!

N T"

!

"$

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组
EQM

神经元内钙离子浓度比较$表
#

!

图
#

%"

R1K3

$

&

探针在细胞内能与游离的钙离子结合

产生绿色荧光) 细胞内游离钙离子浓度越高!与
R1K3

$

&

结合的就越多!产生的荧光越强) 与假手术组比较!

模型组钙离子浓度升高$

N T "

!

"$

%&与模型组比较!

F,*

给药组钙离子浓度降低$

N T"

!

"$

%)

表
#

$各组
EQM

神经元内钙离子浓度比较"$

>;31HP

!

I

)

L

%

组别
>

钙离子浓度

假手术
6 &!$

*

!8#

)

%8

*

#%G

模型
6

$$G

*

$67

)

7"

*

6&8

!

F,*

给药
6

&#G

*

887

)

&$

*

%G6

"

""注#与假手术组比较!

!

N T"

*

"$

&与模型组比较!

"

N T"

*

"$

图
#

$各组
EQM

神经元内
R1K3

$

&

$

'<

! _的荧光图

!

"各组不同组织中
'<J!

!

!

及
'<J#

!

&

蛋白表

达水平比较$表
!

!图
!

%"与假手术组比较!模型组脑

组织中
'<J!

!

!

表达水平增高$

N T "

!

"$

%!而
EQM

组织中
'<J!

!

!

表达水平降低$

N T"

!

"#

%&与模型组

比较!

F,*

给药组脑组织中
'<J!

!

!

蛋白表达水平降

低$

N T"

!

"#

%!而
EQM

组织中
'<J!

!

!

蛋白的表达

水平升高$

N T "

!

"#

%) 各组间比较!脑组织和
EQM

组织中
'<J#

!

&

蛋白表达差异均无统计学意义$

N U

"

!

"$

%)

表
!

$各组不同组织中
'<J!

!

!

和
'<J#

!

&

蛋白表达比较"$

I

)

L

%

组别
>

'<J!

*

!

蛋白表达

脑组织
EQM

组织

'<J#

*

&

蛋白表达

脑组织
EQM

组织

假手术
& #

*

""

)

"

*

#$ #

*

""

)

"

*

"% #

*

""

)

"

*

"! #

*

""

)

"

*

#!

模型
&

#

*

G#

)

"

*

!!

!

"

*

&!

)

"

*

"%

!!

#

*

"%

)

"

*

#% "

*

8!

)

"

*

"G

F,*

给药
&

"

*

8$

)

"

*

#G

"

#

*

"6

)

"

*

#&

"

#

*

#7

)

"

*

#& "

*

8"

)

"

*

"&

""注#与假手术组比较!

!

N T "

*

"$

!

!!

N T "

*

"#

&与模型组比

较!

"

N T"

*

"#

讨""论

在外周神经系统!钙离子通道与神经冲动沿
-#

和
'

纤维的传导以及伤害性感受器的兴奋性有关!抑

制钙离子内流使得伤害性感受器兴奋性阈值提高!并

且能有效降低神经冲动的传导'

#6

(

)

NO5P

模型能充

分表现神经病理性疼痛症状'

#7

(

!因此本研究选择

NO5P

模型) 本研究通过检测
EQM

神经元内钙离子

浓度的结果显示!

F,*

给药后使
NO5P

组神经元的细

胞内钙离子 浓度明显降低!基本回复至正常水平!说

明
F,*

的镇痛作用可能是通过抑制
NO5P

细胞内钙

离子浓度升高而产生) 产生这种现象的原因可能之一



"!"!$$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
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月第
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卷第
%

期
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!

-./01 !"#$

!

2314 &$

!

53

!

%

""注#

-

为大脑组织
'<J!

!

!

蛋白表达&

[

为
EQM

组织
'<J!

!

!

蛋白表

达&

'

为大脑组织
'<J#

!

&

蛋白表达&

E

为
EQM

组织
'<J#

!

&

蛋白表达

图
!

$各组不同组织中
'<J!

!

!

及
'<J#

!

&

蛋白表达图

是
F,*

对细胞外钙离子内流的调节作用!包括对阳

离子通道通透性和钙离子通道的影响)

有文献报道
F,*

可以降低离子型谷氨酸受体亚

单位
5Q![

的表达而产生镇痛作用'

7

(

) 研究发现高

电压激活钙离子通道阻断剂均有不同程度的镇痛作

用!其中
'<J!

!

!

阻断剂的镇痛效果最为明显'

!"

(

) 电

压门控钙离子通道是由多种亚基构成的跨膜蛋白复合

体) 其通道可分为
'<J#

家族!

'<J!

家族和
'<J&

家

族) 其中
'<J#

家族和
'<J!

家族为高电压门控性钙

离子通道!

'<J&

家族为低电压门控性钙离子通

道'

!#

(

)

'<J!

!

!

阻断剂如齐考诺肽等已被用于治疗

慢性和神经病理性疼痛'

!!

(

) 本研究为进一步探讨

F,*

的镇痛作用是否与
'<J!

!

!

拮抗剂有相似性!可

能机制是否与影响细胞膜上
'<J!

!

!

钙离子通道功

能*从而调节细胞内钙离子浓度有关)

蛋白表达水平和通道开关状态是影响该通道功能

的主要因素!因此!本研究中进一步探讨了
'<J!

!

!

通

道蛋白的表达水平!研究发现!大脑和
EQM

组织中的

'<J!

!

!

通道蛋白表达水平在
NO5P

组和
F,*

组的小

鼠间均有明显反向变化!

F,*

逆转了
NO5P

对
'<J!

!

!

通道蛋白表达水平的影响) 同时
F,*

及
NO5P

对

'<J#

!

&

通道蛋白表达无影响!提示
F,*

的镇痛作用

与
'<J!

!

!

通道的蛋白表达有关!而与
'<J#

!

&

的蛋白

表达无关) 这与目前临床将
'<J!

!

!

阻断药用于神经

病理性疼痛治疗相符'

!"

(

) 部分
NO5P

模型中
'<J!

!

!

通道蛋白在
EQM

与大脑的表达变化正好相反!说明

NO5P

所造成的疼痛确实与
'<J!

!

!

通道蛋白表达有

关!但对感觉神经元与中枢神经系统的
'<J!

!

!

蛋白表

达影响差异原因尚且不明!有待进一步研究)

本研究通过测定细胞内钙离子浓度和检测

'<J!

!

!

及
'<J#

!

&

钙离子通道蛋白表达水平!揭示

了
F,*

对
NO5P

镇痛作用的另一个可能机制#

F,*

可能通过影响
'<J!

!

!

通道调节细胞内钙离子浓度而

产生镇痛作用)
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