
 

羟基积雪草酸的镇痛活性及其作用机制研究
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摘　要　目前对积雪草的功效成分研究主要集中在三萜皂苷类成分，对其他成分的药理活性研究较少。本研究采用小鼠醋

酸扭体实验、热板法实验和福尔马林实验，对羟基积雪草酸的镇痛活性进行探究。实验分为对照组、阳性药阿司匹林组和低

(10 mg/kg)、中 (20 mg/kg)、高 (40 mg/kg) 剂量的羟基积雪草酸 (MA) 组。同时，还采用阿片受体阻断实验，辣椒素和谷氨酸诱

导的小鼠舔爪实验，对其镇痛机制进行研究。结果显示：MA 在醋酸扭体实验和福尔马林实验的Ⅱ阶段表现出显著的镇痛活

性；在醋酸扭体实验和福尔马林实验中，MA 的镇痛活性没有被纳洛酮明显减弱；中、高剂量的 MA 均能有效地减轻由辣椒素

所引起的疼痛，抑制率分别为 29.5% 和 64.4%，还能有效地缩减由谷氨酸所引起的舔爪时间，抑制率分别为 30.9% 和

56.1%。研究结果表明：MA 可通过作用于外周神经系统发挥较好的镇痛作用；该化合物产生的镇痛活性可能涉及谷氨酸能

系统和 TRPV1 的调节，但不涉及阿片能系统。
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Abstract    To  date,  the  investigation  of  the  functional  composition  of Centella  asiatica  (L.)  Urban  has  been
mainly  focused  on  the  triterpenoid  saponins,  with  little  research  on  the  other  compositions.  The  acetic  acid-
induced writhing, Eddy's hot plate and formalin tests were employed to investigate the anti-nociceptive effects of
madecassic acid (MA). The experiment was divided into normal control group, acetylsalicylic acid (ASA) group,
and the MA groups of low (10 mg/kg),  medium (20 mg/kg) and high (40 mg/kg) dosage.  Meanwhile,  the anti-
nociceptive effect of MA on the acetic acid and formalin-induced nociceptive models in the absence and presence
of NAL (naloxone hydrochloride) was evaluated. To have an insight into the anti-nociceptive mechanisms of MA,
the  capsaicin-  and  glutamate-induced  paw licking  tests  were  also  employed  to  evaluate  the  involvement  of  the
vanilloid  and  glutamatergic  systems,  respectively.  Results  showed  that  MA  exhibited  good  anti-nociceptive
activity in the acetic acid-induced writhing test and the second phase of formalin test; the anti-nociceptive effect
of MA in both the acetic acid and formalin-induced nociception was not effectively removed by NAL; MA (20
mg/kg and 40 mg/kg) effectively reduced the duration of biting/licking the capsaicin-injected paw with inhibition
rates  of  29.5%  and  64.4%,  respectively;  MA  (20  mg/kg  and  40  mg/kg)  distinctly  shortened  the  time  spent  in
biting/licking the glutamate-injected paw by 30.9% and 56.1%, respectively. In summary, MA induces significant
peripheral  anti-nociceptive  effect,  and  the  anti-nociceptive  activities  probably  involve  the  modulation  of
glutamatergic systems and vanilloid systems (TRPV1) instead of the opioidergic system.  
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疼痛是一个复杂的医学问题，涉及多种途径[1]。

迄今为止，已有许多药物被用于疼痛症状的临床治

疗，如非甾体抗炎药、阿片类药物和抗抑郁药物，其

中阿片类镇痛药是治疗中、重度疼痛最有效的药

物。然而使用该类药物治疗严重或慢性疼痛会产

生一系列副作用[2]，且长期使用可能导致耐受性[3]、

成瘾性[4] 和依赖性[2]。因此，高效、副作用小的镇痛

药物的研发成为了研究的热点。

积雪草 [Centella asiatica (L.) Urban]是一种多

年生匍匐草本植物，气味微弱，属于伞形科积雪草属，

通常生长在潮湿的草地或水沟边，其植株全草在临

床上被用作治疗传染性肝炎、流行性脑脊髓炎、跌

打损伤等[5]。积雪草作为一味重要的彝药，还被广

泛用于治疗普通感冒和头痛症状。羟基积雪草酸

(MA，结构式见图 1)作为积雪草的重要活性成分表

现出了很好的生物活性，如：抗癌[6]、抗糖尿病[7]、抗

炎[8] 等生物活性。因此，为了发掘积雪草中的有效

镇痛活性成分，本研究通过醋酸诱导的小鼠扭体模

型、热板法实验模型和福尔马林诱导的小鼠疼痛模

型对从积雪草中分离得到的 MA进行镇痛活性研

究。同时还采用阿片受体阻断实验，辣椒素和谷氨

酸诱导的小鼠舔爪实验，对其镇痛机制进行研究，

为镇痛药物的研发和药理学研究提供参考依据。
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Figure 1    Chemical structure of madecassic acid(MA)
  

1    材　料
 

1.1    药品与试剂

积雪草于 2018年 9月采自云南省昆明市，经云

南民族大学杨青松教授鉴定为积雪草 [Centella

asiatica (L.) Urban]，该植物标本（No. C.A.20180909）
现存于云南民族大学民族医药学院标本室。从积

雪草全草的乙醇提取物中分离得到MA。

冰醋酸（天津市致远化学试剂有限公司）；L-谷
氨酸（上海韶远试剂有限公司）；盐酸纳洛酮（NAL，
上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；辣椒平

（Capsz，上海麦克林生化科技股份有限公司）；阿司

匹林（ASA）、辣椒素、福尔马林购自北京百灵威科

技有限公司。 

1.2    动　物

SPF级昆明小鼠，雌性，体重（20 ± 2） g，购自北

京华阜康生物科技股份有限公司，许可证号：SCXK
(京) 2019-0008，饲养环境保持在（23 ± 3） °C，相对

湿度 40%~70%，每 12小时明暗交替，饲养期间自

由饮水进食，实验前 12 h禁食不禁水。所有动物研

究均遵循国际医学伦理规范并经云南民族大学动

物伦理委员会批准。 

1.3    仪　器

YLS-6B智能热板仪（上海精密仪器仪表有限

公司）。 

2    方　法
 

2.1    醋酸诱导的小鼠疼痛模型

根据文献 [9]报道方法，将 50只雌性小鼠随机

分为 5个组，每组 10只。各组小鼠分别以生理盐

水（对照组），ASA（100 mg/kg，阳性对照组），低（10
mg/kg）、中（20 mg/kg）、高（40 mg/kg）剂量的 MA
进行灌胃处理。在给药 30 min后，腹腔注射 0.6%醋

酸溶液 0.2 mL。观察记录注射醋酸后 15 min内小

鼠出现的扭体反应的次数，扭体反应包括腹部内凹、

躯干与后肢伸张和臀部高起。抑制率按以下公式计

算：抑制率= （对照组扭体次数 – 给药组扭体次数）/
对照组扭体次 × 100%。进行 NAL（5 mg/kg）阻断实

验时，需在灌胃给药前 10 min进行腹腔注射 NAL。 

2.2    热板法致痛模型

根据文献 [9]报道，筛选出基础痛阈值在 5~
30 s之间的雌性小鼠 50只，并随机分为 5组，每

组 10只。各组小鼠分别以生理盐水（对照组），
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ASA（100 mg/kg，阳性对照组），低（10 mg/kg）、中

（20 mg/kg）、高（40 mg/kg）剂量的 MA进行灌胃处

理。以小鼠舔后足反应的潜伏期为痛阈指标，在给

药后的 0、30、60、90和 120 min，分别测定各组小

鼠的痛阈值。 

2.3    福尔马林诱导的小鼠疼痛模型

根据文献 [9]报道，将雌性小鼠 30只随机分

为 5组，每组 6只。各组在注射福尔马林前 1 h分

别以生理盐水（对照组），ASA（100 mg/kg，阳性对照

组），低（10 mg/kg）、中（20 mg/kg）、高（40 mg/kg）剂
量的 MA进行灌胃处理。给药 1 h后，右后爪足底

表面注射 2.5%福尔马林（20 μL）。记录注射福尔

马林后 0~5 min（Ⅰ阶段）和 15~30 min（Ⅱ阶段）的

舔爪时间。进行 NAL（5 mg/kg）阻断实验时，需在

灌胃给药前 10 min进行腹腔注射 NAL。 

2.4    辣椒素诱导的小鼠舔爪实验

根据文献 [10]报道，将雌性小鼠 30只随机分

为 5组，每组 6只。各组在注射辣椒素前 1小时分

别以生理盐水（对照组），Capsz （64 mg/kg，阳性对照

组），低（10 mg/kg）、中（20 mg/kg）、高（40 mg/kg）剂
量的 MA进行灌胃或腹腔注射处理。给药后 1 h，
在左后爪足底间隙注射辣椒素（20 μL,  每爪 1.6
μmol），然后记录注射后 0~5 min小鼠舔或咬注射

辣椒素的爪子的时间。 

2.5    谷氨酸诱导的小鼠舔爪实验

根据文献 [10]报道，将雌性小鼠 30只随机分

为 5组，每组 6只。各组分别以生理盐水 (对照组)，
ASA(100  mg/kg，阳性对照组 )，低 (10  mg/kg)、中

(20 mg/kg)、高 (40 mg/kg)剂量的 MA进行灌胃处

理。给药后 1 h，每只小鼠足底注射谷氨酸 (20 μL,
每爪 10 μmol)。在注射谷氨酸后，立即记录 15 min
内小鼠舔或咬注射谷氨酸的爪子的持续时间。 

2.6    统计学分析

x̄实验所有数据均采用均值±标准差（  ± s）表
示，利用 GraphPad Prism 6.0软件应用单因素方差

分析（One-Way ANOVA）或双因素重复方差分析

（Two-Way repeated measure ANOVA）进行统计比

较，其中 NAL阻断实验数据采用非配对 t 检验进行

统计比较，P < 0.05表示具有统计学意义。 

3    结　果
 

3.1    MA 对小鼠扭体次数的影响

结果如图 2所示，与对照组比较，ASA和 MA
均能显著减少醋酸所致的小鼠扭体次数（P < 0.05），
且呈剂量依赖性。在 40 mg/kg剂量下，MA表现出

了很好的抑制活性，抑制率为 70.8% （P < 0.001），
明显高于 ASA的抑制率（64.2%，P < 0.001）。注射

NAL后，ASA和 MA对小鼠扭体次数的抑制作用

没有受到明显的影响，该结果表明阿片系统没有参

与MA的镇痛作用。
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Figure 2    Effects  of  MA  on  writhing  induced  by  injection  of  acetic

acid in mice (  ± s，n = 10)

ASA: Acetylsalicylic acid; NAL: Naloxone hydrochloride
** P < 0.01，*** P < 0.001 vs control group, ns:P > 0.05
  

3.2    MA 对小鼠痛阈值的影响

结果如表 1所示，与对照组比较，ASA在给药

30、60、90 min时能有效的延长小鼠的痛阈值（P <
 

x̄Table 1    Effects of MA on hot plate-induced nociception in mice (  ± s，n = 10)

Group Dose/
(mg/kg)

Interval following treatment

0 30 60 90 120 min

Latency time/s

Control - 10.15 ± 2.56 11.01 ± 2.71 10.87 ± 1.64 9.92 ± 1.72 10.81 ± 2.68

Acetylsalicylic acid(ASA) 100 11.68 ± 2.26 16.71 ± 2.65** 17.08 ± 1.94** 15.16 ± 2.20* 12.61 ± 2.85

MA 10 11.31 ± 2.03 12.08 ± 2.91 12.26 ± 3.58 11.16 ± 2.89 12.21 ± 2.36

20 13.37 ± 3.65 13.97 ± 4.02 12.76 ± 3.72 12.38 ± 2.97 11.84 ± 2.86

40 10.68 ± 3.53 13.76 ± 2.93 12.83 ± 3.57 14.18 ± 4.02 13.23 ± 3.29
* P < 0.05，** P < 0.01 vs control group. Two-Way repeated measure ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test
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0.05）。在所有剂量下，MA均不能有效的延长小鼠

的痛阈值（P > 0.05）。 

3.3    MA 对福尔马林诱导小鼠舔爪的影响

如图 3所示，与对照组相比，主要作用于外周

神经系统发挥镇痛作用的 ASA在福尔马林实验的

Ⅰ阶段不能明显缩短小鼠的舔舐时间，而在Ⅱ阶段表

现出显著的镇痛活性，抑制率为 62.0% （P < 0.001）。
与对照组相比，MA在福尔马林实验的Ⅰ阶段也不

能有效缩短小鼠舔足时间。在Ⅱ阶段，与对照组相

比，中、高剂量的 MA均能有效的缩短小鼠舔足时

间，抑制率分别为 40.5% （P < 0.01）和 61.9% （P <
0.001）。注射 NAL后，ASA和 MA在福尔马林实

验各阶段对小鼠舔舐时间的抑制作用没有受到明

显的影响，该结果进一步表明阿片系统没有参与

MA的镇痛作用。 

3.4    MA 对辣椒素诱导小鼠舔爪反应的影响

MA对辣椒素致小鼠舔足反应的影响，结果如

图 4所示。与对照组相比，Capsz（辣椒素拮抗剂）能

有效的减轻辣椒素所引起的疼痛，抑制率为 66.3%
(P < 0.001)。中、高剂量的 MA也能明显减轻由辣

椒素所引起的疼痛，抑制率分别为 29.5% (P < 0.05)
和 64.4% (P < 0.001)。 

3.5    MA 对谷氨酸诱导小鼠舔爪的影响

如图 5所示，与对照组比较，中、高剂量的

MA能明显地缩减由谷氨酸所引起的舔爪时间，抑

制率分别为 30.9% (P < 0.01)和 56.1% (P < 0.001)。
ASA也能有效的抑制由谷氨酸所引起疼痛，抑制率

为 57.3% (P < 0.001)。
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Figure 5    Effect of MA on the glutamate-induced paw licking response

in mice (  ± s，n = 6)
** P < 0.01，*** P < 0.001 vs control group
  

4    讨　论

积雪草具有悠久的药用历史，其药理学活性包

括抗抑郁、保护神经细胞、抗神经细胞凋亡、镇痛

及改善记忆[11]。然而关于积雪草提取物中有效镇痛

成分及作用机制的研究却少有报道。MA作为积雪

草的重要活性成分表现出了很好的生物活性。因

此，为了探讨积雪草提取物中的有效镇痛成分及其

作用机制，本研究通过醋酸诱导的小鼠扭体实验模

型、热板法实验模型和福尔马林实验模型对从积雪

草中分离得到的 MA进行镇痛活性评价，进而对其

镇痛机制进行探讨。 

4.1    MA 的镇痛活性研究

醋酸扭体实验被广泛地应用于具有外周镇痛
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Figure 3    Effect  of  MA  on  formalin-induced  nociception  in  mice

(  ± s，n = 6)

NAL:Naloxone hydrochloride
** P < 0.01，*** P < 0.001 vs control group; ns:P > 0.05
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Figure 4    Effect  of  MA  on  the  capsaicin(Capsz)-induced  paw  licking

response in mice (  ± s，n = 6)
* P < 0.05，*** P < 0.001 vs control group
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活性化合物的镇痛活性评估[10]。腹腔注射醋酸引起

外周组织损伤，从而导致各种炎症介质和前列腺素

的释放，使其腹部疼痛，进而产生扭体反应[12]。本研

究中 MA能有效抑制醋酸所引起的疼痛，显示该化

合物能在外周水平有效的缓解疼痛。其中 MA表

现出了比阳性药 ASA更好的镇痛作用。该实验结

果也暗示 MA诱导外周镇痛的机制可能与作用于

外周神经系统的药物类似，如非甾体抗炎药。

热板法实验模型是一个被广泛应用于具有中

枢镇痛活性化合物的镇痛活性评估[10]。实验结果

显示，所有剂量下，MA均不能显著地延长小鼠的

痛阈值，表明其不能作用于中枢神经系统发挥镇痛

作用。

MA的镇痛活性还被福尔马林实验模型进一

步的评估。在福尔马林实验的Ⅰ阶段，MA不能有

效缩短小鼠舔足时间。在Ⅱ阶段，中、高剂量的

MA均能有效地缩短小鼠舔足时间。福尔马林实验

通常被用于验证新药或天然衍生化合物参与外周

和中枢镇痛活动。在足底注射福尔马林后，小鼠

会立即产生异常的重复舔或咬注射的爪子行为，该

行为可在两个阶段中观察到。由于福尔马林直接

激活伤害感受器，持续约 5 min[13]，Ⅰ阶段 (非炎性/
神经元性)在给药后立即发生。由于缓激肽、前列

腺素和组胺的释放，Ⅱ阶段 (炎症)发生在福尔马林

给药后 15~30 min。中枢作用的药物，如阿片类药

物和麻醉药，可以在测试的Ⅰ阶段发挥镇痛作用，

中枢和外周作用的药物都可以在Ⅱ阶段发挥镇痛

作用[14]。因此，MA只在实验的Ⅱ阶段才能有效地

缩减小鼠的舔舐时间表明其具有外周作用的镇痛

活性。上述 3种疼痛模型的实验结果表明，MA可

表现外周镇痛活性，并可减轻炎症介导的疼痛。 

4.2    MA 的镇痛作用机制研究

本研究还采用纳洛酮阻断实验，辣椒素和谷氨

酸诱导的小鼠舔爪实验，对其镇痛机制进行探讨。

NAL可以消除阿片类药物的镇痛活性。然而，在醋

酸扭体实验和福尔马林实验中，给药 NAL后，MA
的镇痛活性并没有被明显减弱，这表明阿片能系统

不参与它的镇痛活性。中、高剂量的 MA能有效的

抑制辣椒素诱导的小鼠舔爪行为。众所周知，辣椒

素能刺激瞬时感受器电位香草酸亚型 1 (transient
receptor  potential  vanilloid  subfamily  1,TRPV1)，触

发 Aδ或 C类传入纤维，进而能引起 Ca2+和 Na+等

阳离子内流，从而引发神经元性疼痛[15−16]。除辣椒

素外，TRPV1还可被低 pH和高于 43 ℃ 的高温激

活[17]。足底注射辣椒素会引起小鼠快速的舔爪反

应，然而小鼠缺乏 TRPV1受体时对辣椒素诱导的

舔爪行为反应会显著降低[18]。另外，辣椒素拮抗剂

辣椒平也能显著的减轻辣椒素产生的疼痛反应[16]。

因此，本实验中 MA对小鼠舔爪行为的抑制活性表

明其镇痛作用可能与 TRPV1的调节有关。

通过谷氨酸诱导的舔爪反应来评估 MA在谷

氨酸能通路中的疼痛调节作用。结果表明，中、高

剂量的 MA能显著减弱谷氨酸诱导的舔爪行为。

谷氨酸是一种广泛分布于中枢神经系统的兴奋性

氨基酸。Beirith等[19] 对谷氨酸引起的疼痛机制进

行研究，发现其可作用于外周、脊髓和脊椎水平上

的特定谷氨酸受体引起疼痛反应，该疼痛反应涉及

外周和中枢神经系统。这种神经递质的受体由两

大类组成，即离子型谷氨酸受体 (iGluRs)和代谢型

谷氨酸受体 (mGluRs)。iGluRs是配体门控离子通

道，包括 N-甲基-D-天冬氨酸 (NMDA)、α-氨基-3-
羟基 -5-甲基异噁唑 -4-丙酸和红藻氨酸受体 [20]。

iGluRs被谷氨酸激活后，离子通道受体就会被激

活，从而释放出启动膜电位的阳离子[19]。NMDA受

体的激活会触发细胞内酶的活性，产生 NO和其他

NO衍生物质，从而引发疼痛[19]。另外，mGluRs可
通过次级信使间接激活膜电位，进而产生动作电

位 [20]。因此，本研究结果表明 MA可能通过调节

iGluRs或 mGluRs产生镇痛作用。

综上所述，从积雪草中分离得到的 MA具有较

好的镇痛作用，该化合物产生的镇痛活性可能涉及

谷氨酸能系统和 TRPV1的调节，但不涉及阿片能

系统。本研究结果为探索积雪草中有效镇痛活性

成分及作用机制奠定了理论基础，也为镇痛药物的

发现提供实验依据。
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