
芎芷地龙汤对偏头痛模型大鼠脑组织痛觉
传导通路 c-fos和 5-HT蛋白表达的影响

赵永烈
1* 　王玉来

1
　高　颖

2
　姚卓婷

3

( 1. 北京中医药大学东方医院 ,北京市丰台区方庄芳星园一区 6号 , 100078;

2. 北京中医药大学东直门医院 ; 3. 人民卫生出版社 )

基金项目:教育部博士点新教师基金项目 ( 200800261023)

* 通讯作者: yongy3@ 126. com , ( 010) 67689764

[摘　要 ]　目的　研究芎芷地龙汤对偏头痛模型大鼠的镇痛作用机制。 方法　将 48只健康雄性 SD大鼠随机为生理盐水组、

模型组、舒马普坦组、中药组 ,每组 12只。皮下注射硝酸甘油制备偏头痛动物模型 ,经药物干预后在 4h、 6h取材 ,测定三叉神经

脊束核 ( SPN5)和中脑导水管周围灰质 ( PAG)中细胞癌基因 fos( c-fos)和 5-羟色胺 ( 5-HT )的阳性细胞数。 结果　 SPN5中蛋

白表达:中药组 c-fos阳性细胞数减少 , 4h多于 6h,与模型组比较差异有统计学意义 (P < 0. 01); 5-HT阳性细胞数增多 , 4h稍

多于 6h,与模型组比较有统计学差异 (P < 0. 05或 P < 0. 01)。 PAG中蛋白表达: 中药组 c-fo s阳性细胞数减少 , 4h多于 6h ,与模

型组比较有统计学差异 (P < 0. 01) ;中药组 5-HT阳性细胞数增加更多 , 6h多于 4h ,与模型组比较有统计学差异 (P < 0. 01)。

结论　芎芷地龙汤可以减少由硝酸甘油诱导的 c-fos的表达 ,增加 5-HT的表达 ,进一步减少 SPN5神经元的兴奋性 ,激动 5-HT

下行镇痛系统 ,且可持续较长时间 ,增高痛阈 ,阻止痛觉信息的传递 ,起到镇痛作用。
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ABSTRACT　Objective　 To study th e mechanism o f ana lg esic effect o f Xiong zhi Dilong Decoction [Decoction of Chuanx iong

(Rhizoma L igustici Chuangx iong ) , Baizhi (Radix Angelicae Dahuricae ) , Dilong ( Lumbricus) ] o n the mig raine model ra ts.

Methods　 The 48 hea lthy male SD rats w ere r andomized into 4 g roups: no rmal sa line g roup, model g roup, Sumat riptan

g roup, and Chinese m edicine g roup, with 12 in each. The mig r aine models w er e made by subcutanous injection o f nit rog lyc-

erin, and the br ain tissue samples we re collected 4h and 6h afte r medica tion interv ention. The immunohistochemical staining

technique w as th en conducted to dete rmine the expression o f celluar oncogene fo s ( c-fo s) and 5-hydroxy tryptamine ( 5-HT ) in

SPN 5 and PAG. Results　 Expression in SPN 5: A reduction o f c-fo s expression in the Chinese medicine g roup w as ob-

serv ed, with a decr ea se in expr ession fr om 4h to 6h. There w as sta tistical differ ence in comparing with tha t o f the model

g roup (P < 0. 01). An increa se o f 5-HT expression in th e Chinese medicine g roup w as noticed, with a sligh t decr ease in ex-

pression from 4h to 6h. Th ere was statistica l difference in com paring with that of the model g roup (P < 0. 05, P < 0. 01) . Ex-

pression in PAG: c-fos expression in the Chinese medicine g roup was reduced, with decrease in expression from 4h to 6h.

Ther e wa s statistica l difference in comparing with tha t o f the model g roup (P < 0. 01) . The inc rease o f 5-HT expression in the

Chinese medicine g r oup was mo re significant, and the po sitiv e cell wa s mo re at 6h than a t 4h. There wa s statistical differ ence

in compa ring with tha t o f th e model g r oup (P < 0. 01) . Conclusion　 Xiong zhi Dilong Decoction is able to r educe the c-fo s ex-

pression induced by nitrog lycerin, incr ea se the 5-HT expression, h ence depressing excitability in neurons o f SPN 5 by stimu-

la ting th e descending 5-HT analg esic pa thway. This effect can la st for a long period o f time, to make the pain threshold in-

creased and the tr ansmission of nociceptiv e info rma tion inhibited.

Key Words　 mig raine; Xiong zhi Dilong Decoc tion [ Decoction o f Chuanx iong ( Rhizoma Li gustici Chuangx iong ) , Bai zhi

(Radix Angelicae Dahuricae ) a nd Dilong ( Lumbricus) ]; spinal trig eminal nucleus; periaqueducta l g ray matter; celluar onco-
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　　在偏头痛发生过程中 ,三叉神经脊束核 ( SPN 5)

神经细胞的激活在痛觉信息的传导过程中发挥重要

作用 ,中脑导水管周围灰质 ( PAG)在痛觉的传导过

程中处在承上启下的重要地位 ,是中枢内源性镇痛
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系统的关键结构。 前期我们观察了芎芷地龙汤对偏

头痛模型有镇痛、镇静作用 [1- 2 ] ,为进一步探讨其对

偏头痛的作用机理 ,本研究从偏头痛发病过程中痛

觉传导通路中神经元激活状态方面 ,观察芎芷地龙

汤对 SPN 5和 PAG细胞癌基因 fo s( c-fo s)和 5-羟色

胺 ( 5-HT)蛋白共存表达情况 ,探讨芎芷地龙汤对偏

头痛的作用机制。

1　材料与方法

1. 1　药品及试剂

芎芷地龙汤制剂 (由川芎、白芷、生石膏、地龙、

延胡索按 3∶ 2∶ 6∶ 3∶ 2的比例配伍组成 )由北京

中医药大学东方医院制剂室提取 (每毫升含生药

1. 8g ) ;硝酸甘油 ( ni t rogly cerin, N TG)注射液 , 5mg /

m l,北京益民药业有限公司生产 ;戊巴比妥钠、多聚

甲醛 ,均购自北京化学试剂公司 ; PBS磷酸缓冲液

( 0. 01M , pH7. 2～ 7. 4) , DAB显色剂 , AEC显色剂 ,

双染增强剂 ,抗体稀释液 , CLEARMOUN T( tm )封

片剂 , TritonX-100即用型 SP-9001免疫组化检测试

剂盒 ,兔抗大鼠 c-fos抗体 ,以上试剂购自北京中杉

金桥生物技术有限公司 ;兔抗大鼠 5-HT抗体 ,购自

武汉博士德生物工程有限公司。

1. 2　动物

健康雄性 SD大鼠 ,清洁级 , 48只 ,体重 250～

270g ,由北京维通利华实验动物有限公司提供 ,动物

许可证号: SCXK(京 ) 2006- 0009。

1. 3　实验仪器

Leica CM 1850恒温冷冻切片机 ,德国生产 ;

BX51M显微镜 ,日本 Olympus公司生产。

1. 4　实验分组

动物在同一条件下适应性喂养 ,按照随机数字

表法分为生理盐水组、模型组、舒马普坦组、中药组 ,

每组 12只。

1. 5　造模及给药

参照文献 [3- 4]制作偏头痛动物模型。动物适

应性喂养 1周后 ,各组处理如下:生理盐水组连续灌

胃生理盐水 3天 ,第 3天灌胃 30min后皮下注射生理

盐水 2ml /kg;模型组连续灌胃生理盐水 3天 ,第 3天

灌胃 30min后皮下注射 N TG注射剂 10mg /kg;舒马

普坦组连续灌胃琥珀酸舒马普坦 ( 6mg /kg ) 3天 ,第

3天灌胃 30min后皮下注射 N TG注射剂 10mg /kg;

中药组连续灌胃给芎芷地龙汤 ( 10. 8g /kg ) 3天 ,第 3

天灌胃 30min后皮下注射 N TG注射剂 10mg /kg。动

物皮下注射 N TG注射剂或生理盐水后 ,分两个时间

点即 4h、 6h采集标本。

1. 6　切片制作及染色

按照《大鼠脑立体定位图谱》 [5 ] ,在 6. 6～ 7. 6mm

之间及 12. 8～ 13. 8mm连续冠状切片 ,层厚 20μm,隔 5

张取1张。切片收集于0. 01mo l /L的 PBS( pH7. 4)中待

染。 按照试剂盒说明书进行免疫双标染色。

1. 7　阳性细胞计数及图像分析

在 10倍物镜下观察每张切片的 c-fos阳性细胞

和 5-HT阳性细胞 , c-fos染色暗红色沉淀位于细胞

核内认为是阳性 , 5-HT染色棕褐色沉淀位于细胞

浆内认为是阳性 ,并只记录有明显染色的神经元 ,以

Image-pro Plus 5. 0图像分析系统采集图像和分

析 ,记录各组图像阳性细胞数。

1. 8　统计学方法

运用 SPSS 13. 0统计软件 ,计量资料以 (x-± s )

表示 ,先进行正态分布和方差齐性检验 ,各组间进行

单因素方差分析 ,并作 LDS检验。

2　结果

2. 1　各组 SPN5中蛋白表达比较

表 1示 ,模型组大鼠 4h、 6h时 c-fo s、 5-HT阳性细

胞数增多 , 4h多于 6h,与生理盐水组比较差异有统计

学意义 ( P < 0. 01) ;中药组和舒马普坦组大鼠 4h、 6h

时 c-fo s阳性细胞数减少 ,与模型组比较差异有统计学

意义 ( P < 0. 01) ,与生理盐水组比较差异无统计学意

义 ( P> 0. 05) ;中药组和舒马普坦组大鼠 4h、 6h时 5-

HT阳性细胞数增多 ,与模型组、生理盐水组比较差异

有统计学意义 (P < 0. 05或 P < 0. 01)。

表 1　各组大鼠不同时间点 SPN5中 c-fos、

　　 5-HT蛋白表达比较 (个 , x-± s)

组别 鼠数
4h

c-fos　　　 5-HT
6h

c-fos　　　 5-HT

模型组 12 103± 21 110± 22 92± 21 92± 18

生理盐水组 12 30± 14* * 67± 15* * 31± 10* * 65± 12* *

中药组 12 43± 20* * 146± 28* △ 36± 18* * 145± 25* * △

舒马普坦组 12 38± 15* * 184± 49* * △ 41± 8* * 179± 34* * △

　　注:与模型组比较 , * P < 0. 05,* * P < 0. 01;与生理盐水组比

较 ,△ P < 0. 01

2. 2　各组大鼠 PAG中蛋白表达比较

表 2示 ,模型组大鼠 4h、 6h时 c-fos阳性细胞数

增多 , 4h多于 6h ,与生理盐水组比较差异有统计学

意义 ( P < 0. 01) ; 5-HT阳性细胞数增多 , 4h多于

6h,但两个时间点的阳性细胞数与生理盐水组比较

差异均无统计学意义 (P> 0. 05)。 中药组和舒马普

坦组大鼠 4h、 6h时 c-fos阳性细胞数减少 , 4h多于

6h,与模型组比较差异有统计学意义 ( P < 0. 01) ,与
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生理盐水组比较无差异 ( P> 0. 05) ;中药组和舒马

普坦组大鼠 4h、 6h时 5-HT阳性细胞数增加更多 ,两

个时间点的阳性细胞数与模型组、生理盐水组比较

差异有统计学意义 (P < 0. 01)。

表 2　各组大鼠不同时间点 PAG中 c-fo s和

　　 5-HT蛋白表达比较 (个 , x-± s)

组别 鼠数
4h

c-fos　　　 5-HT
6h

c-fos　　　 5-HT

模型组 12 85± 14 123± 27 79± 11 108± 22

生理盐水组 12 31± 9* 99± 33 33± 19* 97± 20

中药组 12 46± 20* 160± 31* △ 42± 14* 163± 29* △

舒马普坦组 12 44± 17* 179± 30* △ 40± 12* 197± 36* △

　　注:与模型组比较 , * P < 0. 01;与生理盐水组比较 ,△P < 0. 01

3　讨论

研究证明 ,三叉神经系统是偏头痛患者头痛及

其他症状出现的解剖学基础 ,其中 SPN5神经细胞

的激活在痛觉信息的传导过程中发挥重要作用 [6 ]。

PAG参与疼痛的调控过程 ,是中枢内源性镇痛系统

的关键结构 ,处在承上启下的重要地位
[7 ]
。近年来组

织形态学、影像学研究等均提示 PAG在偏头痛发病

中的具有重要作用 [8- 9 ]。 c-fo s调节细胞内信息的传

递 ,已被广泛用于作为神经元激活的标记物 ,中枢部

c-fo s的表达为偏头痛发生的客观指标 [ 10]。 5-HT在

痛觉的调控中以及在偏头痛发病中的重要作用已经

得到公认 ,最近发现 5-HT1B /1D受体激动剂对大部分

偏头痛发作患者有效 ,开创了治疗偏头痛的新途径。

本研究以硝酸甘油型偏头痛模型为对象 ,观察偏头

痛模型 SPN 5及 PAG中 c-fos和 5-HT阳性细胞表达

情况 ,从组织学上说明动物受到伤害性刺激后痛觉

传导通路上神经元的功能状态 ,从而揭示芎芷地龙

汤干预偏头痛的作用机制。

研究发现 ,模型动物皮下注射硝酸甘油 5min

后 ,出现双耳发红 ,竖耳 ,甩头 ,前肢频繁搔头 ,皮肤

发绀 ,竖毛 ,活动次数增加等外在表现 (持续约 1h ) ,

继而蜷卧 ,活动减少 ,整个动物行为变化过程持续约

3～ 5h ,这与文献报道的相一致
[11 ]

,而 SPN5和 PAG

中 c-fos和 5-HT免疫阳性细胞在4h表达高峰 , 6h表

达减少 ,表明由 NO诱导的伤害性信息的传递产生

在 4h达高峰 ,同时发现模型动物 5-HT免疫阳性细

胞表达较生理盐水组表达增加 ,但在 PAG中 5-HT

表达与生理盐水组比较差异无统计学意义 ,反映出

机体在病理状态下的一种应激抗痛机制 ,但这种抗

痛机制是有限的。 有研究提示 ,机体受到疼痛刺激

后 , PAG区的 5-HT阳性神经元增加 ,合成的 5-HT

通过 PAG内复杂的上下行纤维积极地参与内源性

镇痛过程
[12 ]
。经过药物的干预后 , c-fos免疫阳性细

胞显著减少 ,近乎达到生理状态下的水平 ,表明芎芷

地龙汤可抑制伤害性刺激对 SPN5及 PAG神经元的

激活 ,从而阻止痛觉信息的进一步传递 ;药物干预后

5-HT免疫阳性细胞大量表达 ,且在 6h时 PAG中表

达仍比 4h高 ,表明芎芷地龙汤可激动 5-HT镇痛系

统 ,且可持续较长时间。

本研究结果表明 ,芎芷地龙汤可抑制伤害性刺

激对 S PN5和 PAG神经元的激活 ,可激动 5-HT镇

痛系统 ,从而阻止痛觉信息的进一步传递 ,可有效减

轻偏头痛痛觉的发生。在此研究中 , 5-HT在 PAG中

6h时表达更多 ,这种表达或持续更长时间 ,还有待

进一步研究。
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