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黄芩苷通过抑制小胶质细胞活化缓解吗啡耐受
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摘　要　探讨黄芩苷对小胶质细胞活化和慢性耐受的影响并考察其作用机制。应用ＲＴＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ法考察细胞释
放炎症因子ＩＬ１β和ＴＮＦα的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中 ｐｐ３８ＭＡＰＫ和 ＩＢＡ１蛋白表达变化，热板法检测慢性吗啡
耐受小鼠热板痛阈变化。实验结果发现，黄芩苷（１，１０，１００μｍｏｌ／Ｌ）剂量依赖性地抑制吗啡活化的ＢＶ２细胞释放ＩＬ１β和
ＴＮＦα，１００μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷明显降低ｐｐ３８ＭＡＰＫ水平。鞘内注射黄芩苷（２０，４０，６０μｇ）可剂量依赖性地改善慢性吗啡耐
受，鞘内注射黄芩苷６０μｇ可模拟出小胶质细胞抑制剂米诺环素的作用并能显著抑制慢性吗啡耐受小鼠脊髓 ｐｐ３８ＭＡＰＫ
以及ＩＢＡ１的表达。本研究表明，黄芩苷可通过抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路抑制吗啡引起的小胶质细胞活化，进而显著改善
慢性吗啡耐受。

关键词　黄芩苷；吗啡；小胶质细胞；慢性耐受
中图分类号　Ｒ９６５　　文献标志码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１４）０３－０３４６－０６

ｄｏｉ：１０．１１６６５／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－５０４８．２０１４０３１７

Ｂａｉｃａｌｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｓｐｉｎａｌｍｉｃｒｏｇｌｉａ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ
ＳＯＮＧＨｕａｙｕａｎ１牞ＺＨＯＵＤａｎｌｉ２牞ＨＡＮＹｕａｎ３牞ＬＩＵＷｅｎｔａｏ１
１ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＮｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅＤｉｓｅａｓｅｓ牞ＮａｎｊｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１００２９牷２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉ
ｃａｌＰｈａｒｍａｃｙ牞ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１１１９８牷３ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ牞ＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉ
ｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ牞Ｘｕｚｈｏｕ２２１０００牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｔｈｅａｉｍｏｆｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｗａｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎ
ｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｍｉｃｒｏｇｌｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅＣｙｔｏｋｉｎｅＩＬ１βａｎｄＴＮＦαｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅａｎａ
ｌｙｚｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ牗ＲＴＰＣＲ牘ａｎｄｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ
牗ＥＬＩＳＡ牘牞ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄＩＢＡ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ牞ｔｈｅａｎｔｉｎｏｃｉｃｅｐｔｉｏｎａｎｄｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｉｎｍｉｃｅｕｓｉｎｇｈｏｔｐｌａｔｅｔｅｓｔＲｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｂａｉｃａｌｉｎ牗１牞１０牞１００μｍｏｌ／Ｌ牘ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β牞ＴＮＦαｉｎＢＶ２ｍｉｃｒｏｇｌｉａ
ｃｅｌｌｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ牷ａｎｄｔｈａｔ１００μｍｏｌ／Ｌｂａｉｃａｌｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰ
ｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎＢＶ２ｍｉｃｒｏｇｌｉａｃｅｌｌｓＩｎｔｒａｔｈｅｃａｌ牗ｉｔ牘ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｂａｉｃａｌｉｎ牗２０牞
４０牞６０μｇ牘ａｔｔｅｎｕａｔｅｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｂａｉｃａｌｉｎ
牗６０μｇ牘ｍｉｍｉｃｋｅｄｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ
ｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄＩＢＡ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｉｃｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄＩｎｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ牞ｂａｉｃａｌｉｎｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｅｓｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｍｉｃｒｏｇｌｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｐ３８ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇ牞ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｐｈｉｎｅａｎｔｉｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｂａｉｃａｌｉｎ牷ｍｏｒｐｈｉｎｅ牷ｍｉｃｒｏｇｌｉａ牷ｃｈｒｏｎｉｃｔｏｌｅｒａｎｃｅ

ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ牗Ｎｏ８１２００８６０牞８１１７１０４４牘

６４３

 收稿日期　２０１３１２２４　　通信作者　Ｔｅｌ：０２５－８６８６２１２７　Ｅｍａｉｌ：ｓｈｙ８６４６２９１＠ｈｏｔｍａｉｌｃｏｍ
基金项目　国家自然科学基金资助项目 （Ｎｏ８１２００８６０，８１１７１０４４）



第３期 宋华园等：黄芩苷通过抑制小胶质细胞活化缓解吗啡耐受

　　吗啡作为一种经典的阿片类镇痛药物广泛
用于临床，但长时间应用会产生耐受［１－２］，影响了

吗啡的临床应用。目前，吗啡耐受确切的分子机

制尚不完全清楚。以往有关吗啡耐受的机制研

究多集中于研究神经元自身的变化，尤其是关注

吗啡受体的功能异常上。但神经元功能异常并

不能完全解释吗啡耐受这种现象，在临床上将一

些降低神经元兴奋性的药物与吗啡联用并不能

很好地改善吗啡耐受，提示还有其他重要机制调

控吗啡耐受的进程。最近研究发现，胶质细胞的

活化尤其小胶质细胞的活化在吗啡耐受过程中

发挥着重要作用［３－４］。吗啡可以通过作用于小胶

质细胞表面的吗啡受体或者 ＴＬＲ４受体激活小胶
质细胞［５］，活化的小胶质细胞会释放大量的细胞

因子与炎症因子，如白细胞介素 １β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
１β，ＩＬ１β）、ＩＬ６和肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）等，这些因子分别作用于其对应的
受体，导致脊髓背角中痛觉相关神经元的兴奋性增

高并导致疼痛，进而减弱了吗啡的镇痛作用，加速

耐受的进程［６－７］。

黄芩苷（ｂａｉｃａｌｉｎ）是从唇形科植物黄芩的干燥
根中提取的一种黄酮类化合物，其为黄芩的主要有

效成分之一。黄芩苷具有抗菌、抗感染、抗氧化、镇

静及心血管和脑神经损伤保护作用等多种药理作

用［８－１０］。有研究显示，黄芩提取物可抑制脂多糖

（ＬＰＳ）诱发的小胶质细胞活化并降低炎症因子的
释放［１１－１２］，ＬＰＳ是一种经典的 ＴＬＲ４受体激动剂，
而前人的研究证明吗啡可以直接激活 ＴＬＲ４受
体［５］，提示黄芩苷可能对吗啡导致的小胶质细胞

活化具有抑制性作用。

本实验研究黄芩苷对吗啡导致的小胶质细胞

活化的影响并考察其对吗啡慢性耐受的影响，并探

讨其分子机制。

!

　材　料

１１　药物与试剂
黄芩苷（纯度９８％，南京泽朗植提技术有限公

司）；盐酸吗啡（沈阳第一制药厂）；ＥＬＩＳＡ试剂盒
（深圳达科为生物工程有限公司）；胎牛血清（美国

Ｇｉｂｃｏ公司）；ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；
ｐ３８ＭＡＰＫ抗体、ｐｐ３８ＭＡＰＫ抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇ公司）；ＩＢａ１抗体（日本 Ｗａｋｏ公司）；ＧＡＰＤＨ

抗体（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；羊抗兔二抗（美国Ｒ＆Ｄ
公司）。

１２　动物与细胞株
健康雌性ＩＣＲ小鼠，清洁级，体重为１８～２２ｇ，

由江苏省南京医科大学动物中心提供，许可证号

为：ＳＹＸＫ（苏）２００８０００７。ＢＶ２小鼠源性小胶质
细胞株购自中国科学院上海生物化学与细胞生物

学细胞库。

１３　仪　器
ＭｉｎｉＰｒｏｔｅａｎ４电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；

ＹＬＳ６Ｂ智能热板仪（济南益延科技发展有限公
司）；７３００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ系统（英国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ公司）。

'

　方　法

２１　ＢＶ２小胶质细胞培养
使用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，在

５％ＣＯ２，３７℃恒温培养箱中培养 ＢＶ２小胶质细
胞。实验前２４ｈ，将培养基换成０５％胎牛血清高
糖ＤＭＥＭ。

细胞分为空白对照组、模型组、模型给药组

及模型阳性给药组。模型组：２００μｍｏｌ／Ｌ吗啡处
理６ｈ；模型给药组（吗啡处理 ＋黄芩苷）：吗啡处
理前３０ｍｉｎ分别预先给予 １，１０，１００μｍｏｌ／Ｌ黄
芩苷，然后再用吗啡２００μｍｏｌ／Ｌ处理６ｈ；模型阳
性给药组（吗啡处理 ＋米诺环素）：吗啡处理前
３０ｍｉｎ预先给予１０μｍｏｌ／Ｌ小胶质细胞抑制剂米
诺环素（ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ），再用２００μｍｏｌ／Ｌ吗啡处理
６ｈ。
２２　ＲＴＰＣＲ测定细胞中炎症因子ＩＬ１β和ＴＮＦα
ｍＲＮＡ的表达

收集各组ＢＶ２细胞样品（分组同“２１”项），加
入Ｔｒｉｚｏｌ５００μＬ，吹至液体澄清且无细胞团块，颠倒
混匀，室温放置５ｍｉｎ，加氯仿１００μＬ，颠倒混匀，室
温剧烈振摇 ５ｍｉｎ，４℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）
１５ｍｉｎ；取上层水相约 ２００μＬ于另一 １５ｍＬＥＰ
管中，加异丙醇 ２００μＬ，颠倒混匀，室温放置
１０ｍｉｎ，４℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ；弃上清液，
加冰预冷的ＤＥＰＣ水配制的７５％乙醇１ｍＬ，４℃
离心（７５００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ；弃上清液，空气干燥５～
１０ｍｉｎ，溶于 ＤＥＰＣ水１０μＬ中然后进行 ＲＴＰＣＲ
（引物序列见表１）。
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Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＩＬ１β Ｓｅｎｓｅ：ＴＣＡＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＡＧＧＣＣＡＣＡＧＧＴＡＴＴＴＴＧＴＣＧ
ＴＮＦα Ｓｅｎｓｅ：ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＧＡＰＤＨ Ｓｅｎｓｅ：ＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣ

２３　ＥＬＩＳＡ检测细胞释放ＩＬ１β和ＴＮＦα的水平
收集“２１”项中各组ＢＶ２细胞培养的上清液，

使用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测 ＩＬ１β和 ＴＮＦα蛋白表达
情况。

２４　热板法测定小鼠的热板基础痛阈
将雌性ＩＣＲ小鼠分为空白对照组、模型组、模

型给药组、模型阳性给药组以及单纯给药组。模型

组（慢性吗啡耐受模型）：皮下注射吗啡１０ｍｇ／ｋｇ，
连续７ｄ，每日１次；模型给药组（慢性吗啡耐受 ＋
黄芩苷）：在每天注射吗啡前提前１０ｍｉｎ分别鞘内
注射（ｉｔ）２０，４０，６０μｇ低、中、高不同剂量的黄芩
苷（１０μＬ）；模型阳性给药组（慢性吗啡耐受 ＋米
诺环素）：在每天注射吗啡前提前 １０ｍｉｎ鞘内注
射２０μｇ米诺环素（１０μＬ）；单纯给药组（黄芩
苷）：在基础情况下每天鞘内注射高剂量 ６０μｇ
黄芩苷（１０μＬ），连续７ｄ。

将小鼠置于５５℃热板上，以其足部接触热板
到开始舔足或跳离热板后的时间为热板基础痛阈

（ｈｏｔｐｌａｔｅｐａｉｎｔｅｓｔ，ＨＰＰＴ）。记录给药前后的添足
潜伏期，按照公式计算出最大镇痛效应百分比

（ＭＰＥ）。ＭＰＥ（％）＝（给药后潜伏期 －给药前潜
伏期）／（２０－给药前潜伏期）×１００。
２５　免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐ
ｐ３８ＭＡＰＫ和ＩＢａ１蛋白水平的表达

小鼠慢性吗啡耐受模型实验中分组见“２４”
项。ＢＶ２细胞分为空白对照组、模型组（见“２１”
项）、模型给药组以及单纯给药组。模型给药组

（吗啡处理＋黄芩苷）：吗啡处理前３０ｍｉｎ预先给
予１００μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷，然后再用吗啡２００μｍｏｌ／Ｌ
处理６ｈ；单纯给药组（黄芩苷）：在基础情况下用
１００μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷处理６ｈ。

取小鼠Ｌ４Ｌ６脊髓节段（用于检测ｐ３８ＭＡＰＫ、
ｐｐ３８ＭＡＰＫ和ＩＢａ１蛋白表达水平）或 ＢＶ２细胞
样品（用于检测 ｐ３８ＭＡＰＫ和 ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表
达水平），按一定比例加入裂解液，处理样品，经聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转移至ＰＤＶＦ膜上，６％ＢＳＡ封
闭液室温封闭 ３ｈ，分别加入 ｐ３８ＭＡＰＫ抗体、
ｐｐ３８ＭＡＰＫ抗体和 ＩＢａ１抗体等一抗（１∶１０００）
室温孵育３ｈ，４℃过夜，ＴＢＳＴ洗５ｍｉｎ×２，加入
羊抗兔二抗（１∶２０００），室温下孵育３ｈ，ＴＢＳＴ洗
５ｍｉｎ×３，显色，进行数据分析。
２６　数据统计

结果均以珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ１１５分析软件进
行组间ｔ检验，各组数据以Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

(

　结　果

３１　黄芩苷对吗啡活化 ＢＶ２细胞释放炎性因子
ＩＬ１β和ＴＮＦα的影响

ＲＴＰＣＲ实验结果（图１Ａ）表明：未经处理的
ＢＶ２细胞（空白对照组）ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ水
平较低；ＢＶ２细胞经吗啡活化后（模型组），ＩＬ１β
和ＴＮＦαｍＲＮＡ水平显著上升（与空白对照组相
比，Ｐ＜００１）。图１显示，黄芩苷可剂量依赖性地
抑制吗啡活化的ＢＶ２细胞ＩＬ１β和 ＴＮＦα的表达
（与模型组相比，Ｐ＜００５），其中１００μｍｏｌ／Ｌ黄芩
苷抑制作用效果最为显著，基本达到米诺环素

（１０μｍｏｌ／Ｌ）的抑制水平。
ＥＬＩＳＡ检测结果与 ＲＴＰＣＲ的结果相一致，黄

芩苷可剂量依赖性地抑制吗啡活化的 ＢＶ２细胞
ＩＬ１β和 ＴＮＦα蛋白水平的高表达，其中以
１００μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷抑制作用效果最为显著（图１
Ｂ）。
３２　黄芩苷对吗啡活化的 ＢＶ２细胞中 ｐ３８ＭＡＰＫ
磷酸化水平的影响

吗啡处理过的 ＢＶ２小胶质细胞（模型组）中
ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平显著升高（与空白对照组相
比，Ｐ＜００１）；而高剂量黄芩苷（１００μｍｏｌ／Ｌ）可显
著抑制吗啡活化的 ＢＶ２细胞中 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化
水平的升高（与模型组相比，Ｐ＜００５）；而黄芩苷
对ＢＶ２细胞的基础 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平没有显
著影响。实验各组总 ｐ３８ＭＡＰＫ水平均没有显著
变化（图２）。
３３　黄芩苷对小鼠基础痛阈以及吗啡慢性耐受的
影响

热板法测定小鼠基础痛阈结果显示，黄芩苷和

生理盐水对正常的雌性小鼠的舔足潜伏期没有显
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著影响（图３Ａ）。在小鼠慢性吗啡耐受实验中检
测结果显示，黄芩苷可以剂量依赖性的改善吗啡耐

受，其中高剂量的黄芩（６０μｇ，ｉｔ）效果最好，效果
接近与阳性对照药物米诺环素（图３Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＢａｉｃａｌｉｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαｉｎＢＶ２ｍｉｃｒｏｇｌｉａｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαｉｎＢＶ２ｍｉｃｒｏｇｌｉａｃｅｌｌｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｂ：ＬｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＴＮＦαｉｎＢＶ２ｍｉｃｒｏｇｌｉａｃｅｌｌｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＥＬＩＳＡ
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｂａｉｃａｌｉｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰＫｉｎＢＶ２ｍｉｃｒｏｇｌｉａｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｂａｉｃａｌｉｎｐｒｅｖｅｎｔｅｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅ（Ｍｏｒ）ｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎｔｈｅｐａｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄｏｆｎａｉｖｅｍｉｃｅ；Ｂ：Ｒｏｌｅｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｍｉｃｅ
ＭＰＥ：ｍａｘｉｍｕｍｐｏｓｓｉｂｌｅｅｆｆｅｃｔ．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３４　黄芩苷对慢性吗啡耐受小鼠脊髓小胶质细胞
活化的影响

在慢性吗啡耐受模型中，ＩＢＡ１表达水平显著

升高（与空白对照组相比，Ｐ＜００１）；而黄芩苷能
够显著抑制慢性吗啡耐受模型小鼠脊髓水平 ＩＢＡ
１的表达（与模型组相比，Ｐ＜００５）；并且能够模
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拟出阳性药物米诺环素（２０μｇ，ｉｔ．）的作用；黄芩
苷（６０μｇ，ｉｔ．）对正常小鼠脊髓 ＩＢＡ１表达没有显
著影响（图４）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｂａｉｃａｌｉｎｍｉｍｉｃｋｅｄｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｓｐｉｎａｌｍｉｃｒｏｇｌｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３５　黄芩苷对慢性吗啡耐受小鼠脊髓 ｐ３８ＭＡＰＫ
磷酸化水平的影响

在慢性吗啡耐受模型组中，ｐ３８磷酸化的表达
水平显著上升（与空白对照组相比，Ｐ＜００１）；而
黄芩苷显著抑制慢性吗啡耐受模型小鼠脊髓

ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平的升高（与模型组相比，Ｐ＜
００５）；其作用与米诺环素（２０μｇ，ｉｔ．）类似；黄芩
苷（６０μｇ，ｉｔ．）对基础情况下的小鼠脊髓 ｐ３８磷酸
化水平的表达没有显著影响。实验各组总

ｐ３８ＭＡＰＫ水平均没有显著变化（图５）。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｂａｉｃａｌｉｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰＫｉｎｍｉｃｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝５）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

-

　讨　论

大量研究表明，慢性吗啡处理可以导致神经系

统尤其是脊髓背角部位的小胶质细胞大量活化并

伴随着神经炎症反应，表现为脊髓背角的小胶质细

胞的标记物增多和炎症因子的大量增加［１３］。随后

的研究发现，ＭＡＰＫ家族的成员之一 ｐ３８ＭＡＰＫ在
吗啡导致的小胶质细胞的活化进程中发挥了重要

作用［３］。利用ｐ３８ＭＡＰＫ的抑制剂 ＳＢ２０３５８０可以
显著抑制吗啡导致的小胶质细胞炎症因子释放并

改善吗啡耐受。同时发现利用小胶质细胞的抑制

剂米诺环素可以抑制吗啡导致的脊髓背角的

ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的激活，并抑制小胶质细胞介
导的神经炎症反应而缓解吗啡耐受［１４－１５］，提示利

用药物抑制小胶质细胞活化可以增加吗啡的镇痛

作用。但是米诺环素作为一种广谱抗生素，长期使

用可能造成伪膜性肠炎及软骨组织损伤等多种不

良反应，使其临床应用受到限制。因此，寻找到一

种安全有效的抑制小胶质细胞活化的药物，尤其是

靶向小胶质细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的药物，对于
克服吗啡耐受进而提高慢性疼痛的治疗效果具有

重要意义。

黄芩苷已经在临床上广泛应用，安全性相对较

高。本研究首次发现黄芩苷可以在体外剂量依赖

性地抑制吗啡导致的 ＢＶ２细胞的 ＩＬ１β和 ＴＮＦα
的ｍＲＮＡ水平的升高。同时，本研究的结果显示
黄芩苷可抑制吗啡导致的 ＢＶ２细胞活化后
ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平的上升，提示黄芩苷的作用
可能是通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路而抑制了吗
啡导致的小胶质细胞活化。整体的行为学实验结

果显示：黄芩苷能够剂量依从性地改善吗啡耐受，

并显著抑制吗啡导致的小胶质细胞活化。进一步

的分子机制研究中，发现黄芩苷可以显著抑制慢性

吗啡耐受进程中脊髓 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平上升，
这一点与离体ＢＶ２细胞的实验数据相一致。这些
结果进一步提示黄芩苷可通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ信
号通路的异常活化降低吗啡诱导的小胶质细胞活

化，进而改善吗啡耐受。

本研究结果显示，黄芩苷可以剂量依赖性地改

善吗啡耐受，其作用机制可能是通过抑制

ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路异常活化，降低吗啡导致的小
胶质细胞活化而实现的。鉴于黄芩苷良好的安全
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性，很可能成为临床改善吗啡耐受新的先导化合

物。但是对于黄芩苷如何抑制小胶质细胞活化，尤

其是抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ的异常激活还有待于进一步
深入研究。
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