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前言

近几十年来，神经科学的突破性进展是认识到星形胶质细

胞（Astrocyte，AST）并不只是起辅助作用。最新研究表明，AST

与疼痛关系密切[1-3]，神经胶质细胞的激活可导致脊髓疼痛信号

的中枢敏化，其中 AST在神经病理性痛的产生传导过程中起

关键作用。AST激活后，可以释放多种促炎性因子、神经营养因

子等参与疼痛产生和调节。内脏痛（Visceral Pain，VP）是临床最

常见的疼痛之一，是指伤害性刺激激活内脏器官痛感受器而产

生的疼痛，特点是感觉模糊，定位不明确，目前对于内脏痛的产

生和传导机制仍不是很清楚。AST在内脏痛中所起的作用及其
机制对于阐明内脏痛产生和转导机制有深远意义。
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摘要 目的：探讨三七总皂苷预处理对急性内脏痛大鼠的影响，初步阐述三七总皂苷对急性内脏痛的影响机制。方法：成年雌性

SD大鼠 54只随机分为正常组（n=6），生理盐水预处理组（n=24），三七总皂苷预处理组（n=24）。正常组常规条件饲养，不做干预及

建立急性内脏痛模型；生理盐水预处理组和三七总皂苷预处理组大鼠分别预先腹腔注射生理盐水（2.86 ml/kg）或 7 mg/ml的三七

总皂苷（2.86 ml/kg），每 12 h一次，连续 7 d，第 8天腹腔注射 1%乙酸（10 mg/kg），建立急性内脏痛模型，立即观测 SD大鼠扭体反

应。按（30、60、90、180 min）不同存活时间处死动物，免疫组化法观测脊髓背角 GFAP的表达变化。结果：VPI评分显示，三七总皂

苷能显著下调内脏痛模型 VPI评分，减轻疼痛。免疫组化显示在相同时间点，三七总皂苷预处理组大鼠 GFAP表达弱于生理盐水
预处理组，尤其在 30、60、90 min存活组。结论：对 SD大鼠急性内脏痛模型预先腹腔注射三七总皂苷可以抑制脊髓胶质细胞激

活，从而减轻急性内脏痛。

关键词：三七总皂苷；急性内脏痛；扭体反应；星形胶质细胞；胶质纤维酸性蛋白

中图分类号：Q95-3；R614 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）25-4822-04

The Effect of TSPN Preconditioning on Astrocytes in Rats of Visceral Pain*

To investigate the effect of TSPN preconditioning on acute visceral pain rats and expound correlated mech-

anism. 54 female adult SD rats were randomly divided into normal group (n=6), NS preconditioning group (n=24), TSPN pre-

conditioning group (n=24). The normal group rats were fed routinely, proceed without drug intervention and intraperitoneal injection of

acetic acid; The NS group and the TSPN group rats received an intraperitoneal injection of 1% 10mg/kg acetic acid (10 ml/kg) after in-
traperitoneal preadministration of normal saline(2.86 ml/kg) or 7 mg/ml TSPN(2.86 ml/kg) twice a day for 7d. On the eighth day, the rats

of preconditioning groups were sacrificed at different intervals (30, 60, 90, 180 min), randomly. The writhing test was measured immedi-

ately after the acetic acid injected and the expression of GFAP in spinal cord was compared. VPI scores showed that compared

with the NS preconditioning, TSPN preconditioning can significantly decrease VPI scores of the acute visceral pain rats, immunohisto-

chemistry showed that the GFAP expression of the TSPN preconditioning group rats was in the same trend with the NS preconditioning
group rats, but was weaker than the NS preconditioning group at the same time point, in particular, at 30, 60, 90 min survival group.

Intraperitoneal preadministration of TSPN is able to inhibit the activation of astrocytes in the Superficial Laminae of spinal dorsal

horn of SD rats, attenuating acute visceral pain.
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三七总皂苷(Total Saponins of Panax notoginseng，TSPN)是

中药三七的主要成分，主要具有活血化瘀的作用。对神经元损

伤再生具有促进作用；也有研究发现其对 AST的激活有调节

作用[4，5]，但其对急性内脏痛的影响尚不清楚，那么 TSPN是否
是通过抑制 AST激活，减少促炎性因子及神经营养因子等释

放而发挥作用，尚不清楚。本研究拟对 SD大鼠腹腔注射 TSPN

或 NS预处理 7 天，然后建立急性内脏痛模型，立即观测不同

时间段 SD大鼠内脏痛指数（Visceral Pain Index，VPI）评分，以

及不同组别大鼠脊髓背角浅层 AST激活特征性标志物胶质纤
维酸性蛋白（Glial Fibrillary Acidic Protein，GFAP）表达差异，探

讨 TSPN预处理对内脏痛觉影响的机制。

1 材料与方法

1.1 实验试剂与器材

三七总皂苷（丽珠集团利民制药厂 /中国）；鼠 /兔通用型
IHC试剂盒（Auragene/China）；GFAP抗体 (中杉金桥 /中国)；
DAB 显色试剂盒（博士德 / 中国）；光学显微镜（Olympus
BX51/Japan）；戊巴比妥钠（Sigma/USA）；冰冻切片机（Leica

CM 1850/Germany）。
1.2 实验方法
1.2.1 实验分组 选取 SPF 级健康雌性 SD 大鼠 54 只，
200-220 g /只，由南华大学动物实验中心提供，所有大鼠在
20-25 ℃环境温度，自然光照下分笼饲养，自由饮食水。大鼠随

机分成正常组（n=6）、生理盐水预处理组（n=24）、三七总皂苷预

处理组（n=24）。正常组常规条件饲养，不做干预及建立 VP模

型。各预处理组预先腹腔给药 7天，每 12小时一次（TSPN预处
理组每只大鼠注射 7 mg/ml的 TSPN 2.86 ml/kg，NS预处理组

每只大鼠注射 2.86 ml/kg生理盐水）。第 8天早 8点，NS预处

理组和 TSPN预处理组大鼠腹腔注射 1%乙酸 20 mg/kg 建立

急性内脏痛模型，然后按 30、60、90、180 min不同存活时间处

死大鼠。

1.2.2 扭体模型制作 文献报告[6-12]，0.6-9%的乙酸腹腔注射均

可诱发扭体反应。我们在预实验阶段发现以生理盐水将乙酸稀

释至 1%，10 ml/kg腹腔注射产生的内脏痛模型较为稳定，均可

诱发扭体反应，故采用此浓度剂量制作扭体模型。

1.2.3 VPI测试 按 Schmauss等[13-17]的方法计算 VPI，把动物

的扭体行为分成 4个等级，A.正常姿势为 0分；B.身体斜向一

边为 1 分；C.后肢伸展、后爪频繁后摆为 2 分；D.腹部肌肉收

缩、后肢外伸为 3分。乙酸注射后立即计数每 15 min出现的扭

体反应次数，各等级扭体反应次数乘以相应分值的总和作为该

时间段 VPI，公式为 VPI=B+2C+3D。
1.2.4 取材切片和免疫组化 预处理各组大鼠 VP建模后按
30、60、90、180 min不同的存活时间处死动物。2%戊巴比妥钠
45 mg/kg腹腔麻醉，剪开胸腔，暴露心脏，将针头由左心室插入

升主动脉并固定，同时剪开右心耳，先速灌生理盐水 250 ml，继

以冷的（4 ℃）4%多聚甲醛溶液先快后慢灌流固定 2小时，取
L4-6段脊髓，4%多聚甲醛固定 24 h，剥去脊膜，置入 15%蔗糖

直至沉底，继置入 30%蔗糖直至沉底，作连续冠状切片，片厚
15 μ m，贴于防脱片玻片。切片浸于 0.01 M pH7.4 PBS洗涤 3

次，每次 5 min。然后用 0.1% Triton X-100 覆盖组织浸润 15

min，PBS洗涤 2次，每次 5 min。浸于 30% H2O2 1份 +蒸馏水
10份混合液,室温 5-10 min，蒸馏水洗 3次。滴加 5%BSA封闭
液,室温 20 min，甩去多余液体,不洗。滴加一抗（GFAP多克隆

抗体 1：100），4 ℃ 24 h湿盒孵育，PBS洗 2 min× 3次。滴加适

量生物素标记羊抗鼠 /兔二抗工作液（约 50 ul），室温孵育 10
min，PBS洗 2 min× 3次。滴加适量 HRP标记链霉亲和素（约
50 ul），室温孵育 10 min，PBS洗 5 min× 4次。滴加 DAB显色

工作液，显微镜下观察，达到满意显色效果，蒸馏水洗涤，终止

反应。常规脱水、透明、封片。

1.3 图像处理

在每只大鼠 L4-6处取 6张切片，每张切片取脊髓背角浅

层在光学显微镜物镜 40x下拍照，然后经 ImageJ软件对图像

计算分析，得出相对灰度值，以 6张切片相对灰度值的平均值

作为 GFAP测定值。
1.4 统计分析

采用 SPSS18.0 统计软件进行统计处理。计量数据用均

数± 标准差（x± s）表示，采用 t 检验及单因素方差分析

（one-way ANOVA)分析组内及组间数据的差异。P<0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 行为学结果

在本实验中，NS预处理组与 TSPN 预处理组大鼠均出现

扭体反应。乙酸腹腔注射后 5 min左右开始出现行为学反应，
NS预处理组在 15-30 min时达到反应高峰，TSPN预处理组在
30-45 min时达到反应高峰。TSPN预处理组与 NS预处理组比

较，0-15、15-30、45-60、60-75、120-135 min VPI显著下调，差异

有统计学意义（*P<0.05，**P<0.01）。数据表明 TSPN预处理组

大鼠 VPI高峰持续时间减少，同等程度 VPI出现时间延迟（见

图 1）。
2.2 免疫组化结果

NS预处理组与 TSPN预处理组大鼠脊髓背角浅层 GFAP

表达均在 60 min达高峰。在相同时间点，TSPN预处理组与 NS

预处理组组比较，GFAP 表达在 30、60、90 min 组显著下调

（P<0.01）。NS预处理 30、60、90、180 min存活组与正常组比较，

GFAP表达显著上调（P<0.01），TSPN预处理 60、90、180 min存

活组与正常组比较，GFAP表达显著上调(P<0.01)。

3 讨论

目前，内脏痛的发生机制尚不完全清楚。但是，越来越多的

证据表明，AST参与内脏痛及其调节过程，并且发挥重要作用。
研究表明，在福尔马林灌胃诱发大鼠内脏痛模型的脑干中，

GFAP表达明显升高且 AST可塑性反应早于神经元，也从侧面
证明了 AST在内脏痛中发挥重要作用[18]。本研究中 VP模型的
GFAP表达呈时间依赖性，同时与 VPI密切相关。一定程度上
也反映了 AST的这一作用。目前，临床治疗疼痛的药物主要作
用于神经元，随着 AST在疼痛机制中的作用逐渐被阐明，AST

的重要性越来越受到重视，针对性开发调节 AST的药物，将为
疼痛治疗提供一系列全新的策略。

近期研究表明，TSPN能够通过拮抗大鼠局灶脑缺血再灌
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图 1 扭体模型 VPI评分

Fig.1 VPI scores of writhing model

注：“VP↑ ”表示扭体模型建立时间 *p<0.05与 NS预处理组比较, **p<0.01与 NS预处理组比较

Note: Upward arrow marked“VP”indicates the time of writhing model establish *p<0.05 vs NS group, **p<0.01 vs NS group

图 2 各组脊髓背角浅层 GFAP表达结果 Bar=100 滋m

A-D:生理盐水预处理组；E-H:三七总皂苷预处理组；Nor:正常组

Fig.2 GFAP expression in the Superficial Laminae of spinal dorsal horn

A-D:NS group; E-H:TSPN group; Nor: Normal group Bar=100 滋m

图 3 各组脊髓背角浅层 GFAP测定值比较图

Fig.3 Comparison of GFAP value in the Superficial Laminae of spinal dorsal horn

注：**p<0.01与 NS预处理组比较 #p<0.01与正常组比较

Note: **p<0.01 vs NS group #p<0.01 vs Normal group

注损伤发挥神经保护作用[19]。TSPN能够抑制脊髓半横断损伤
后 AST的激活，促进脊髓损伤后运动功能的恢复[20]。TSPN能
够显著减少大脑中动脉闭塞（Middle Cerebral Artery Occlusion，
MCAO）模型老鼠 Nogo-A, NgR以及 P75的表达，促进神经功

能的恢复，对脑梗塞后大脑功能恢复发挥重要作用[21]。以上研

究表明，TSPN对神经元具有直接或间接保护作用。TSPN的神
经保护作用可能是通过抑制 AST激活，减少神经活性物质释
放，调节神经元的功能，同时抑制中枢敏化和痛觉过敏。这可能
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也是本实验中 TSPN 预处理组 VPI评分显著低于 NS预处理
组的可能原因，VPI反映了内脏痛的剧烈程度，TSPN预处理能
够有效抑制痛觉过敏和中枢敏化，从而减轻内脏痛。

本研究选择与临床内脏痛致痛机制较为相似的扭体模型

作为实验对象。研究表明，NS预处理组和 TSPN预处理组在急
性内脏痛模型建立后 5 min左右均出现扭体反应，NS预处理
组在 15-30 min时达到反应高峰，TSPN预处理组在 30-45 min
时达到反应高峰，随后扭体反应逐渐减轻。TSPN预处理组与
NS预处理组比较，在相同时间段 VPI评分显著下调，内脏痛显
著减轻。免疫组化结果显示，预处理各组 GFAP表达在 30 min
上升，60 min达高峰，随后逐渐下调，GFAP测定值表达趋势相
同，TSPN预处理组表达程度弱于 NS预处理组，尤其在 30、60、
90 min存活组，提示 TSPN能显著下调 GFAP表达。TSPN对
VPI影响与对 GFAP表达的影响趋势基本一致，提示 TSPN抑
制 AST 激活可能是其减轻急性内脏痛机制之一，TSPN 抑制
AST激活的具体机制尚待进一步研究。
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