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杜仲总黄酮对腰椎间盘突出症大鼠的抗炎镇痛作用研究

师艳艳1 康少英1 杨武燕1 张金盼1 张凯1△

[摘要] 目的:探讨杜仲总黄酮调节CXCL12/CXCR4信号通路对腰椎间盘突出症(LDH)大鼠抗炎镇

痛的影响。方法:随机选取10只大鼠作为假手术组,另取40只大鼠将髓核放在左侧L5 和L6 神经根顶

部,构建腰椎间盘突出症大鼠模型,并分为模型组、药物组(200mg/kg杜仲总黄酮)、激活剂组(5μg/kg
重组CXCL-12蛋白)及药物+激活剂组(200mg/kg杜仲总黄酮+5μg/kg重组CXCL-12蛋白),每组

均为10只大鼠,假手术组和模型组给予等量生理盐水,连续治疗21d。检测各组大鼠机械刺激及热刺

激敏感性;用ELISA试剂盒检测TNF-α、IL-1β水平;通过 HE染色观察脊髓背角组织病理变化;用免

疫荧光染色检测脊髓背角小胶质细胞活化情况;用 WesternBlot法检测CXCL12/CXCR4信号通路相

关蛋白水平。结果:杜仲总黄酮能增高腰椎间盘突出症大鼠的机械缩足反应阈值(PWT)值和热缩足反

射潜伏期(TWL)值,降低IL-1β、TNF-α水平、Iba-1阳性小胶质细胞数量、CXCL12、CXCR4、NLRP3蛋

白水平。杜仲总黄酮治疗后大鼠神经束排列较为整齐,炎性细胞浸润现象减轻;而CXCL-12治疗后与

杜仲总黄酮治疗后结果趋势相反,且消除了杜仲总黄酮对腰椎间盘突出症大鼠的抗炎镇痛作用。结论:
杜仲总黄酮可能通过抑制CXCL12/CXCR4信号通路对腰椎间盘突出症大鼠发挥抗炎镇痛效果。
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StudyontheAnti-InflammatoryandAnalgesicEffectsofTotalFlavonoids
fromEucommiaUlmoidesonRatswithLumbarDiscHerniation
SHIYanyan1 KANGShaoying1 YANGWuyan1 ZHANGJinpan1 ZHANGKai1△

1HandanCentralHospital,Handan056000,HebeiChina.
Abstract Objective:ToinvestigatetheimpactsoftotalflavonoidsofEucommiaulmoidesoninflammationandpaininrats
withlumbardischerniation (LDH)byregulating CXCchemokineligand-12/receptorCXCchemokinereceptor-4
(CXCL12/CXCR4)signalpathway.Methods:10ratswererandomlyselectedasshamoperationgroup,andthenucleus

pulposuswasplacedonthetopoftheleftL5andL6nerveroots.The40LDHratmodelwasconstructed,andwasgrouped
intomodelgroup,druggroup(200mg/kgtotalflavonoidsofEucommiaulmoides),activatorgroup(5μg/kgrecombinant
CXCL-12protein),anddrug+activatorgroup(200mg/kgtotalflavonoidsofEucommiaulmoides+5μg/kgrecombinant
CXCL-12protein),10ratsineachgroup,shamoperationgroupandmodelgroupweregiventhesameamountofnormal
salinefor21d.Thesensitivityofratstomechanicalstimulationandthermalstimulationwasmeasured;thelevelsofTNF-
αandIL-1βweredetectedbyELISAkits;histopathologicalchangesofspinaldorsalhornwereobservedbyHEstaining;

immunofluorescencestainingwasappliedtodetecttheactivationofmicrogliainthedorsalhornofthespinalcord;Western
BlotwasappliedtodetectthelevelsofCXCL12/CXCR4signalpathwayrelatedproteins.Results:Thetotalflavonoidsof
Eucommiaulmoidescanincreasethepawwithdrawalthreshold(PWT)andthermalwithdrawallatency(TWL)valuesof
ratswithLDH,andreducethelevelsofIL-1β,TNF-α,Iba-1positivemicroglia,CXCL12,CXCR4,andNLRP3proteins.

After the treatment of totalflavonoids of Eucommia
ulmoides,thenervebundlesofratswerearrangedorderly,

andtheinfiltrationofinflammatorycellswasreduced.How-
ever,thetrendofCXCL-12treatmentwasoppositetothatof
Eucommiaulmoidestotalflavonoidstreatment,andtheanti-
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inflammatoryandanalgesiceffectsofEucommiaulmoidestotalflavonoidsonLDHratswereeliminated.Conclusion:Total
flavonoidsofEucommiaulmoidesmayexertanti-inflammatoryandanalgesiceffectsonLDHratsbyinhibitingCXCL12/

CXCR4signalpathway.
Keywords: totalflavonoidsofEucommiaulmoides;CXCL12/CXCR4signalpathway;lumbardischerniation;anti-inflam-
matoryandanalgesic

  腰椎间盘突出症(LDH)发病趋向年轻化,表现为

腰痛和坐骨神经痛,免疫系统引起的机械压迫和炎症

是主要病变[1-3]。杜仲总黄酮为杜仲提取物主要活性

成分,具有抗炎、利尿等作用[4]。杜仲腰痛丸可减轻腰

椎间盘突出症大鼠慢性下肢痛[5],而杜仲总黄酮是杜

仲腰痛丸的主要活性成分,推测杜仲总黄酮可能治疗

腰椎间盘突出症。阻断半胱氨酸-任意氨基酸-半胱氨

酸(CXC)趋化因子配体12(CXCL12)和CXC趋化因

子受体4(CXCR4)信号传导可减轻神经性疼痛小鼠神

经炎症[6],故本研究探究杜仲总黄酮调节腰椎间盘突

出症大鼠抗炎镇痛作用的分子机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

雄性SPF级SD大鼠(8周)购自张家口怀信生物

科技有限责任公司(许 可 证 号 为 SCXK(冀)2024-
003),所有大鼠自由采食和饮水,温度控制在20~
22℃,湿度控制在50%~55%,12h明/12h暗循环

饲养。本实验已获得石家庄四药有限公司动物伦理委

员会批准(动(伦)2024-03001)。

1.2 主要试剂及仪器

杜仲总黄酮由本院实验室分离得到,并经液相色

谱-质谱联用仪分析证实;肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、
白细胞介素-1β(IL-1β)试剂盒购自上海酶研生物公

司;CXCL12一抗、CXCR4一抗、核苷酸结合寡聚化结

构域样受体蛋白3(NLRP3)一抗、离子钙结合衔接分

子-1(Iba-1)一 抗 以 及 重 组 CXCL-12 蛋 白 均 购 自

Abcam公司;酶标仪构购自美国赛默飞公司。

1.3 构建腰椎间盘突出症大鼠模型及分组

构建腰椎间盘突出症大鼠模型:参照文献[3]进
行,大鼠剔除背腹部毛发并进行麻醉,在大鼠左侧切

3.0~3.5cm切口,收集第二和第三尾盘之间髓核

(见图1a),并将髓核放在左侧L5 和L6 神经根的顶

部(见图1b),最后进行消毒包扎。假手术组椎间盘

未经髓核移植。

  分组:造模成功的40只大鼠按照随机数字表法分

为模型组、药物组、激活剂组及药物+激活剂组,每组

10只。药物组大鼠灌胃200mg/kg杜仲总黄酮[7],并
腹腔注射同体积生理盐水。激活剂组大鼠腹腔注射

5μg/kg重组CXCL-12蛋白[8],并灌胃同体积生理盐

图1 腰椎间盘突出症大鼠模型制备示意图

水。药物+激活剂组大鼠灌胃200mg/kg杜仲总黄

酮,并腹腔注射5μg/kg重组CXCL-12。假手术组和

模型组灌胃并腹腔注射等量生理盐水。所有大鼠连续

给药21d。

1.4 机械刺激敏感性实验

给药结束后,用Vonfrey丝(0.2~26.0g,从小到

大)垂直刺激大鼠右后脚外侧边缘皮肤,记录大鼠后足

回缩或舔足等收缩反应,并记录刺激强度,即为机械缩

足反应阈值(PWT)。

1.5 热刺激敏感性实验

给药结束后,将大鼠放置在冷/热盘痛觉测试仪

上,从45℃开始升温,大鼠出现收缩现象时记录此时

热度强度值,即热缩足反射潜伏期(TWL)。

1.6 样本采集

完成大鼠机械刺激敏感性实验及热刺激敏感性实

验后,将大鼠麻醉并收集腹主动脉血,并将血液经

4000r/min离心10min后,收集血清,并收集大鼠

L4~6脊髓背角标本,随机选取各组5只标本在4%多

聚甲醛中固定,其余标本保存于-80℃冰箱。

1.7 用ELISA试剂盒检测炎症因子

取大鼠血清,检测大鼠 TNF-α及IL-1β水平,具
体操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

1.8 脊髓背角病理切片

取固定的样本并进行石蜡包埋、切片,脱水后进行

苏木精-伊红(HE)染色,在光学显微镜下观察脊髓背

角病理变化。

1.9 用免疫荧光染色测定小胶质细胞活化指标

将剩余固定组织经不同梯度的蔗糖脱水,当底部

出现沉淀时,用OTC冰冻包埋剂包埋组织,随后切成

5μm左右冰冻切片,然后将切片经封闭后一抗Iba-1
孵育过夜,再加入二抗孵育2h,4',6-二脒基-2-苯基吲

哚(4',6-diamidino-2-phenylindole,DAPI)染色后封
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片,显微镜下观察。

1.10 WesternBlot法检测CXCL12/CXCR4信号通

路相关蛋白表达

用RIPA裂解缓冲液分离脊髓背角样本总蛋白。
通过10%SDS-PAGE分离30μg蛋白质样品,将蛋白

质电转移到PVDF上,然后用5%脱脂牛奶封闭。在

4℃下加入CXCL12(1∶2000)、CXCR4(1∶1000)、

NLRP3(1∶1000)、GAPDH(1∶1000)一抗孵育过夜,
次日加入二抗在室温下孵育1h。采用电化学发光

(ECL)使印迹可视化,并用凝胶成像系统观察条带,利
用ImageJ软件分析蛋白灰度值。

1.11 统计学方法

用SPSS25.0软件处理数据,计量资料以x±s形

式表示,多组间比较采用单因素方差分析,P<0.05差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 杜仲总黄酮对大鼠机械缩足反应阈值及热缩足

反射潜伏期的影响

与假手术组相比,模型组大鼠机械缩足反应阈值

及热缩足反射潜伏期显著减小,差异有统计学意义

(P<0.05);与模型组相比,药物组大鼠机械缩足反应

阈值及热缩足反射潜伏期显著升高,差异有统计学意

义(P<0.05),激活剂组大鼠机械缩足反应阈值及热

缩足反射潜伏期显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05);与药物组相比,药物+激活剂组大鼠机械缩足

反应阈值及热缩足反射潜伏期显著减小,差异有统计

学意义(P<0.05),见表1。

2.2 杜仲总黄酮对大鼠炎性指标的影响

与假手术组相比,模型组大鼠IL-1β及TNF-α水

平显著升高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组

相比,药物组上述指标水平降低,差异有统计学意

表1 各组大鼠机械缩足反应阈值及热缩足

反射潜伏期比较(n=10,x±s)

组别 机械缩足反应阈值/g热缩足反射潜伏期/s
假手术组 21.36±1.89 23.87±2.47
模型组 12.56±0.881) 12.79±1.161)

药物组 19.12±2.122) 21.57±2.572)

激活剂组 5.79±0.422) 6.57±0.472)

药物+激活剂组 14.96±1.453) 13.14±1.343)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与药物组比较,P<0.05。

义(P<0.05),而激活剂组指标水平升高,差异有统计

学意义(P<0.05);与药物组相比,药物+激活剂组大

鼠上述指标水平升高,差异有统计学意义(P<0.05),
见表2。

表2 各组大鼠血清炎症指标比较(n=10,x±s,pg/mL)

组别 IL-1β TNF-α
假手术组 22.32±2.47 36.72±4.56
模型组 32.73±3.361) 68.63±7.461)

药物组 24.48±2.482) 42.53±5.372)

激活剂组 46.61±4.472) 94.32±8.462)

药物+激活剂组 30.34±3.423) 61.36±6.623)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与药物组比较,P<0.05。

2.3 杜仲总黄酮对大鼠脊髓背角组织病理变化的

影响

假手术组大鼠脊髓背角组织结构正常,神经束排

列整齐有序;模型组脊髓背角组织神经束排列杂乱无

章,出现炎性细胞浸润现象;药物治疗后脊髓背角组织

神经束排列较为整齐,炎症细胞浸润现象减少;与模型

组相比,激活剂组神经束排列更加杂乱,炎性细胞浸润

现象加重;药物+激活剂组脊髓背角组织形态与模型

组接近,见图2。

图2 各组大鼠脊髓背角组织病理形态(HE染色,×200)

2.4 杜仲总黄酮对大鼠小胶质细胞活化的影响

与假手术组相比,模型组Iba-1阳性小胶质细胞

数量显著增多,差异有统计学意义(P<0.05);与模型

组相比,药物组Iba-1阳性细胞数量减少,差异有统计

学意义(P<0.05),激活剂组Iba-1阳性细胞数量升

高,差异有统计学意义(P<0.05);与药物组相比,药
物+激活剂组Iba-1阳性细胞数量显著增加,差异有

统计学意义(P<0.05),见图3及表3。

2.5 杜仲总黄酮对大鼠CXCL12/CXCR4信号通路

蛋白水平的影响

与假 手 术 组 相 比,模 型 组 CXCL12、CXCR4、

NLRP3蛋白水平显著上调,差异有统计学意义(P<
0.05);与 模 型 组 相 比,药 物 组 CXCL12、CXCR4、

NLRP3蛋白水平显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05),而激活剂组趋势相反,差异有统计学意义(P<
0.05);与药物组相比,药物+激活剂组CXCL12、
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图3 各组大鼠小胶质细胞活化免疫荧光检测(×200)

表3 各组大鼠小胶质细胞活化情况比较(n=5,x±s)

组别 Iba-1阳性小胶质细胞数

假手术组 101.36±9.23
模型组 157.57±20.591)

药物组 114.74±11.732)

激活剂组 326.45±34.422)

药物+激活剂组 148.34±15.453)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与药物组比较,P<0.05。

CXCR4、NLRP3蛋白水平显著升高,差异有统计学意

义(P<0.05),见图4及表4。

图4 WesternBlot法检测CXCL12/CXCR4通路蛋白水平

表4 杜仲总黄酮对大鼠CXCL12/CXCR4信号通路蛋白水平的影响(n=5,x±s)

组别 CXCL12/GAPDH CXCR4/GAPDH NLRP3/GAPDH
假手术组 0.22±0.02 0.34±0.04 0.44±0.02
模型组 0.57±0.071) 0.63±0.081) 0.65±0.061)

药物组 0.31±0.042) 0.38±0.062) 0.47±0.052)

激活剂组 0.86±0.092) 0.95±0.042) 0.94±0.112)

药物+激活剂组 0.49±0.043) 0.58±0.053) 0.60±0.053)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与药物组比较,P<0.05。

3 讨论

腰椎间盘突出症通常继发于突出的髓核,是最常

见的慢性疼痛障碍形式[9]。本研究参考已有文献将髓

核放在左侧L5 和L6 神经根顶部,构建腰椎间盘突出

症大鼠模型,结果发现腰椎间盘突出症模型大鼠脊髓

背角病理损伤严重,表明腰椎间盘突出症大鼠模型构

建成功。杜仲总黄酮是典型的抗炎药物,可以通过抑

制炎症发生缓解高脂高糖饮食诱导的高尿酸血症和肾

损伤大鼠损伤[10]。赵继荣等[5]发现杜仲腰痛丸可以

减轻腰椎间盘突出症模型大鼠神经痛,而杜仲腰痛丸

的主要活性成分是杜仲总黄酮,杜仲总黄酮是否可以

改善腰椎间盘突出症模型大鼠炎症反应和神经痛还未

知。本研究发现杜仲总黄酮治疗后,脊髓背角组织神

经束排列较为整齐,炎症细胞浸润现象减轻,表明杜仲

总黄酮可能对腰椎间盘突出症模型大鼠起到一定的治

疗效果。
神经系统中抗炎和促炎细胞因子之间的不平衡与

各种神经性疼痛的发生密切相关[11],神经胶质细胞激

活与神经性疼痛密切相关,其数量和体积增加会促进

炎性因子IL-1β及TNF-α释放,并参与脊髓炎症的发

展[12-14]。本研究发现腰椎间盘突出症模型大鼠机械刺

激敏感性及热刺激敏感性增强,炎症加重,而杜仲总黄

酮治疗后机械刺激和热刺激敏感性降低,炎症水平降

低,提示杜仲总黄酮可能通过抑制神经胶质细胞的激

活,抑制炎症反应、缓解神经痛。

CXCL12/CXCR4信号轴参与调节周围神经损伤

诱导的神经性疼痛[15]。Mai等[6]发现CXCL12在慢

性疼痛患者的血浆中水平升高,阻断CXCL12-CXCR4
信号转导可减少神经损伤诱导的小鼠海马中脑周血管

巨噬细胞聚集,并减轻神经炎症和由此产生的神经痛。

Cheng等[16]也发现抑制CXCL12/CXCR4可通过减轻

炎症反应缓解脊髓慢性缩窄损伤大鼠神经性疼痛。本

研究与以上研究结果一致,腰椎间盘突出症模型大鼠

CXCL12、CXCR4、NLRP3蛋白高表达,而杜仲总黄酮

治疗后 CXCL12、CXCR4、NLRP3蛋白水平显著下

降,因此推测杜仲总黄酮可能通过 抑 制 CXCL12/

CXCR4信号通路来抑制腰椎间盘突出症模型大鼠炎

症反应和神经痛。为了验证此猜想,对腰椎间盘突出

症模型大鼠注射重组CXCL-12蛋白,同时给予腰椎间

盘突出症模型大鼠杜仲总黄酮和重组CXCL-12蛋白,
结果发现CXCL-12消除了杜仲总黄酮对腰椎间盘突

出症模型大鼠的治疗效果。
综上所述,杜仲总黄酮可缓解腰椎间盘突出症神

经痛,其作用机制与CXCL12/CXCR4信号通路有关。
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但本研究不足之处是缺少对杜仲总黄酮作用剂量的探

究,这将是笔者下一步研究的重点。
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