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摘要： 目的　 研究鞍叶羊蹄甲抗神经痛有效部位 （乙醇提取物正丁醇萃取部位， ｎｂＥＥＢｂ） 对巨噬细胞极化的影响。
方法　 体内制备小鼠坐骨神经部分结扎模型， 分为假手术组、 模型组和 ｎｂＥＥＢｂ 高、 低剂量组 （１、 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）， 测定

机械痛阈值， ＨＥ 染色和电镜观察神经组织损伤； 免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测坐骨神经中巨噬细胞极化 （Ｆ４ ／ ８０、
ＣＤ８６、 ＣＤ２０６）。 体外诱导巨噬细胞极化， ＥＬＩＳＡ 法检测炎症因子 （ＮＯ、 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６） 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检

测 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 体内实验结果显示， ｎｂＥＥＢｂ 可升高神经痛小鼠机械痛阈值， 减轻坐骨神经损伤， 减少坐

骨神经中 Ｆ４ ／ ８０ 标记的巨噬细胞数量并抑制巨噬细胞极化为 ＣＤ８６ 标记的 Ｍ１ 型和 ＣＤ２０６ 标记的 Ｍ２ 型。 体外实验结

果显示， ｎｂＥＥＢｂ 可抑制 ＬＰＳ 诱导巨噬细胞极化为 Ｍ１ 型后释放的 ＮＯ、 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平， 但上调了 ＩＬ⁃４ 诱导

巨噬细胞极化为 Ｍ２ 型后细胞内 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达。 结论　 ｎｂＥＥＢｂ 可能通过影响巨噬细胞极化来减轻神经痛中的外周

痛觉敏化， 其在体内能减少巨噬细胞浸润入外周神经， 并抑制其极化为 Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型； 在体外能抑制巨噬细胞极化

为 Ｍ１ 型， 促进其极化为 Ｍ２ 型。
关键词： 鞍叶羊蹄甲； 神经痛； 坐骨神经部分结扎； 外周痛觉敏化； 巨噬细胞极化
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　 　 神经病理性疼痛 （ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ， ＮＰ） 是

由躯体感觉神经系统损伤或疾病直接引发的慢性疼

痛综合征［１］， 其特点为自发痛、 痛觉敏化， 难以

治愈， 复发率高［２］。 痛觉敏化是 ＮＰ 维持的核心机

制， 分为中枢痛觉敏化和外周痛觉敏化， 均由免疫

细胞激活并释放炎症因子所诱导［３］。 活化的小胶

质细胞促进了中枢痛觉敏化， 而激活的外周免疫细

胞促进了外周痛觉敏化， 其中巨噬细胞是调控外周

神经免疫的核心细胞［４］。
目前治疗 ＮＰ 的一线药物主要针对神经元异常

电位， 而对痛觉敏化作用很弱。 民族药具有独特的

理论体系和可靠的临床药效， 是治疗难治性疾病的

一种策略。 鞍叶羊蹄甲 Ｂａｕｈｉｎｉａ ｂｒａｃｈｙｃａｒｐａ Ｂｅｎｔｈ
是豆科羊蹄甲属植物， 在白族和彝族的用药记载中

均发现其可用于安神、 止痛［５⁃６］。 课题组前期研究

发现， 鞍叶羊蹄甲具有治疗 ＮＰ 的潜力， 能升高

ＮＰ 模型动物的机械痛阈值和热痛阈值， 且最有效

部位 为 其 乙 醇 提 取 物 的 正 丁 醇 萃 取 部 位

（ｎｂＥＥＢｂ）， 该部位能通过调节小胶质细胞功能抑

制中枢痛觉敏化［７⁃８］， 但是否影响 ＮＰ 中的外周痛

觉敏化尚不明确。 因此， 本实验拟探讨 ｎｂＥＥＢｂ 对

巨噬细胞极化的影响， 以期了解其对外周痛觉敏化

的作用， 从而全面地了解 ｎｂＥＥＢｂ 治疗 ＮＰ 的作用

机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， 体质量 １８
～２２ ｇ， 购自北京斯贝福生物技术有限公司 ［实验

动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２４⁃０００１］， 饲养

于大理大学实验动物中心屏障系统 ［实验动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ （滇） ２０２４⁃０００１］， 环境温度

（２３±２）℃， 相对湿度 ５０％ ～ ６０％ ， 光暗周期 １２ ｈ ／
１２ ｈ， 饲养期间小鼠自由饮水进食。 动物实验按照

大理大学实验动物福利伦理委员会的相关规定进

行， 并已通过伦理审查 （批准号 ２０２４ＰＺ１１６）。
１􀆰 ２　 细胞　 小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 购自武汉普

诺赛生命科技有限公司， 培养于高糖 ＤＭＥＭ 培养

基， 实验时细胞均为未分化上皮细胞型。
１􀆰 ３　 药物与试剂　 样品采自云南大理漾濞县， 经

大理大学药学院张德全教授鉴定为豆科羊蹄甲属植

物鞍叶羊蹄甲 Ｂａｕｈｉｎｉａ ｂｒａｃｈｙｃａｒｐａ Ｂｅｎｔｈ， 保存在

云南省滇西抗病原植物资源筛选研究重点实验室。
牛血清白蛋白 （ＢＳＡ， 批号 ＧＣ３０５０１０）； 苏木素⁃
伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒 （批号 Ｇ１０７６） 购自武汉

赛维尔生物科技有限公司； ＥＣＬ 化学发光试剂盒、

ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂 （批号

１１１４２３２４０１１５、 ５０８Ｅ０１３、 ２１３６２９０８） 均购自上海

碧云天生物技术有限公司； 胎牛血清 （ ＦＢＳ）、
ＤＭＥＭ 高糖培养基 （批号 ２１６８０９０ＲＰ、 ８１２１４９９）
均购自美国 Ｇｒａｎｄ Ｉｓｌａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司； 脂多糖

（ ＬＰＳ ）、 白 介 素 （ ＩＬ ） ⁃４ （ 批 号 １２１７１１０４、
０１２１４９） 均购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司； ＲＮＡ 提取试

剂盒、 反转录试剂盒、 ＰＣＲ 检测试剂盒 （批号

７Ｅ６０３Ｈ２、 ０１７Ｅ２２９１ＤＡ、 ０２７Ｅ２２３２ＥＦ） 均购自南

京诺唯赞生物科技有限公司； 一氧化氮 （ＮＯ） 检

测试剂盒 （批号 ２０２１１００８） 购自北京百瑞极生物

科技有限公司； 肿瘤坏死因子 （ ＴＮＦ⁃α）、 ＩＬ⁃６、
诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）检测试剂盒（批号均为

Ｊａｎ２０２２）均购自上海酶联生物科技有限公司；兔抗

鼠 Ｆ４ ／ ８０ 抗体（批号 Ｊ９ＭＭＩＡＡ４）购自上海爱必信生

物科技有限公 司）； 兔抗鼠 ＣＤ８６ 抗体 （批号

Ｐ１７０９９） 购自美国 ＰｒｏＭａｂ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司； 兔

抗鼠 ＣＤ２０６ 抗体 （批号 １） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司； 兔 抗 鼠 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 抗 体 （批 号

１１０９０３４） 购自杭州斯达特生物科技有限公司。
１􀆰 ４　 仪器　 Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ 型多功能酶标仪、 ＮＤ⁃
２０００ 型超微量核酸蛋白测定仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＧｅｌＶｉｅｗ ６０００ＰｒｏⅡ型多功

能图像工作站 （广州博鹭腾生物科技有限公司）；
Ｍｉｎｉ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ 型垂直电泳槽和电泳仪、 ７８５ＢＲ１５１４５
型 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＨＴ７８００ 型透射

电子显微镜 （日本 ＨＩＴＡＣＨＩ 公司）； ＣＫＸ４１ 型相

差显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 样品制备 　 参考文献 ［８］ 的方法制备鞍叶

羊蹄甲的乙醇粗提物冻干粉， 取适量冻干粉， 用水

将其分散， 经正丁醇溶剂萃取和冷冻干燥后获得

ｎｂＥＥＢｂ。
２􀆰 ２　 体内实验

２􀆰 ２􀆰 １　 分组、 造模及给药 　 将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠随机分为假手术组、 模型组和 ｎｂＥＥＢｂ 高、 低剂

量组， 每组 １０ 只。 模型组和 ｎｂＥＥＢｂ 各剂量组小

鼠采用坐骨神经部分结扎法诱导建立神经痛模型，
腹腔注射戊巴比妥钠 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 进行麻醉， 固

定并暴露坐骨神经干， 用 ８⁃０ 丝线对坐骨神经

１ ／ ３～１ ／ ２ 横径的部分实施结扎； 假手术组小鼠仅

暴露坐骨神经， 不结扎。 术后每只小鼠独立饲养。
手术第 ４ 天开始灌胃给药， ｎｂＥＥＢｂ 高、 低剂量组

分别灌胃给予 １、 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｎｂＥＥＢｂ， 给药体积 ２０
１９９
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ｍＬ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ； 假手术组和模型组

小鼠灌胃给予等体积 ０􀆰 ５％ 羧甲基纤维素钠。
２􀆰 ２􀆰 ２　 机械缩足反射阈值 （ＰＷＭＴ） 测定 　 参考

文献 ［８］ 的方法， 使用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝垂直刺激

小鼠左后肢足底中心区域测定机械缩足反射阈值

（ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ， ＰＷＭＴ）。 阳

性反应的判定为小鼠抬足或舔足， 测试间隔为

３０ ｓ， 连续 １０ 次。 当阳性反应次数≥７ 次时， 该刺

激强度为 ＰＷＭＴ。 ＰＷＭＴ 的测定时间点为术前 １ ｄ
及术后第 ３、 ７、 １０ 天。
２􀆰 ２􀆰 ３　 取材　 末次 ＰＷＭＴ 测定后行颈椎脱臼法处

死小鼠， 暴露坐骨神经， 于结扎部位两侧近端和远

端各取 ５ ｍｍ 的坐骨神经段。 部分坐骨神经置于中

性通用型固定液中固定 ２４ ｈ， 用于 ＨＥ 染色观察和

免疫组化检测。 另一部分坐骨神经置于电镜固定液

中固定 ２４ ｈ， 用于电镜检查。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色 　 取部分固定于中性通用型固定

液中的坐骨神经， 依次经梯度乙醇脱水， 二甲苯透

明化处理后包埋于石蜡中， 制备石蜡切片， 进行常

规 ＨＥ 染色后， 于显微镜下观察坐骨神经病理

改变。
２􀆰 ２􀆰 ５ 　 免疫组化检测坐骨神经 Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ８６、
ＣＤ２０６ 表达　 取坐骨神经组织石蜡块， 制备石蜡切

片， 经乙醇脱水后进行抗原修复， ３％ 双氧水阻断

内源性过氧化物酶， 血清封闭， 然后加入一抗 Ｆ４ ／
８０、 ＣＤ８６、 ＣＤ２０６ 于 ４ ℃孵育过夜， 再加入 ＨＲＰ
标记的二抗室温孵育， ＤＡＢ 显色， 苏木素复染细

胞核， 封片后于显微镜下观察， 拍照。 以阳性区域

面积百分比为指标进行组间差异比较。
２􀆰 ２􀆰 ６　 透射电镜观察　 取于电镜固定液中固定的

坐骨神经， 转入 １％ 锇酸溶液中避光室温固定 ２ ｈ，
梯度乙醇脱水， 丙酮脱水和树脂包埋。 切片后经

２％醋酸铀和 ２􀆰 ６％ 枸橼酸铅避光染色， 室温干燥过

夜。 最后于透射电子显微镜下采集图像。
２􀆰 ２􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 坐 骨 神 经 Ｆ４ ／ ８０、
ＣＤ８６、 ＣＤ２０６ 蛋白表达 　 取坐骨神经置于含蛋白

酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液中， 匀浆裂解， ４ ℃、
１２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 收集上清液， 即总蛋

白， ＢＣＡ 法测定样品蛋白浓度， 然后将变性后的

蛋白加入到分离胶中进行电泳， 再经转膜、 封闭、
孵育一抗 （Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ８６、 ＣＤ２０６、 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ） 和

二抗后， 避光， 于多功能图像工作站进行化学发光

显影， 以 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参标准化 Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ８６ 和

ＣＤ２０６ 蛋白表达。

２􀆰 ３　 体外实验

２􀆰 ３􀆰 １　 Ｍ１ 型巨噬细胞模型建立及给药　 取对数生

长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 以 ５×１０５ 个 ／ ｍＬ 的密度

接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 培养 ２４ ｈ 后分为

正常组、 ＬＰＳ 组和 ＬＰＳ＋ｎｂＥＥＢｂ ０􀆰 １、 ０􀆰 ０３ ｇ ／ Ｌ 组，
弃培养基， 正常组和模型组加入含 ０􀆰 ２％ ＢＳＡ 的无

酚红高糖 ＤＭＥＭ 培养基， 给药组分别加入含 ０􀆰 １、
０􀆰 ０３ ｇ ／ Ｌ ｎｂＥＥＢｂ 的 ０􀆰 ２％ ＢＳＡ 无酚红高糖 ＤＭＥＭ
培养基， 继续培养 ２４ ｈ。 正常组更换为含 ０􀆰 ２％
ＢＳＡ 的无酚红高糖 ＤＭＥＭ 培养基， 模型组和给药

组更换为含 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 的培养基以诱导巨噬细

胞分化为促炎症 Ｍ１ 型， 继续孵育 ２４ ｈ。 ＣＣＫ８ 法

检测细胞活力， 用 Ｇｒｉｅｓｓ 法或 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细

胞上清液中炎症因子水平。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍ２ 型巨噬细胞模型建立及给药　 取对数生

长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 以 ３􀆰 ５ × １０５ 个 ／ ｍＬ 的密

度接种于 ２４ 孔板中， 每孔 ５００ μＬ， 培养 ２４ ｈ 后分

为正常组、 ＩＬ⁃４ 组和 ＩＬ⁃４＋ｎｂＥＥＢｂ ０􀆰 １、 ０􀆰 ０３ ｇ ／ Ｌ
组， 按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法给药， 然后加入含 ２０
ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃４ 的培养基以诱导巨噬细胞分化为抑炎症

Ｍ２ 型， 继续孵育 ２４ ｈ。 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力，
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 细 胞 内 精 氨 酸 酶⁃１ （ Ａｒｇ⁃１ ）
ｍＲＮＡ 表达。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 细胞按 “２􀆰 ３􀆰 １”
“２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法处理后， 每孔加入 １０％ ＣＣＫ⁃８
溶液， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长

处的光密度 （ＯＤ） 值。 以去除空白孔 ＯＤ 值后的

每孔 ＯＤ 值计算细胞活力， 公式为细胞活力 ＝
（ＯＤ实验组－ＯＤ空白孔） ／ （ＯＤ正常组－ＯＤ空白孔）。
２􀆰 ３􀆰 ４ 　 ＥＬＩＳＡ 法和 Ｇｒｉｅｓｓ 法 检 测 ｉＮＯＳ、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＮＯ 水平　 细胞按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法处理

后， 收集各组细胞培养基， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０
ｍｉｎ， 吸取上清， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测上

清液中 ｉＮＯＳ、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平， 按照 ＮＤ 试剂

盒说明书采用 Ｇｒｉｅｓｓ 法检测上清液中 ＮＯ 水平。
２􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达　 细

胞按 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项下方法处理后， 收集各组细胞，
ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ， 测定 ＲＮＡ 浓度， 按照

反转录试剂盒说明书操作， 将 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡ。 按照 ＰＣＲ 检测试剂盒说明书操作， 加入特

异性引物后进行 ＰＣＲ 反应以扩增目的片段， 每孔

重复 ３ 次， 以平均 Ｃ ｔ 值作为每孔的最终 Ｃ ｔ 值， 每

组设 ６ 个复孔。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣｔ法计

算 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 相对表达。 引物序列见表 １。
２９９
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表 １　 引物序列

基因 引物序列
Ａｒｇ⁃１ 正向 ５′⁃ＡＧＣＴＣＴＧＧＧＡＡＴＣＴＧＣＡＴＧＧＴ⁃３′

反向 ５′⁃ＡＴＧＴＡＣＡＣＧＡＴＧＴＣＴＴＴＧＧＣＡＧＡＴＡＧ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ⁃３′

２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以平均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较

采用单因素方差分析， ２ 组间比较采用 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ
法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 ｎｂＥＥＢｂ 对神经痛小鼠 ＰＷＭＴ 及坐骨神经病

理的影响　 术后第 ３ 天， 与假手术组比较， 模型组

小鼠 ＰＷＭＴ 值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明神经痛模型

制备成功； 给予 ｎｂＥＥＢｂ （１、 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ） 后， 术后

第 ７ 天和第 １０ 天， 与模型组比较， ｎｂＥＥＢｂ 各剂量

组小鼠 ＰＷＭＴ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂

量依赖性， 提示 ｎｂＥＥＢｂ 能缓解神经痛小鼠的疼

痛， 见图 １Ａ。
通过透射电镜观察坐骨神经超微结构， 如图

１Ｂ 所示， 假手术组神经排列紧密， 髓鞘完整， 未

见髓鞘碎片； 模型组神经排列疏松， 间隙显著增

大， 出现明显的髓鞘结构破坏和髓鞘厚度变薄的现

象， 并可见较多髓鞘碎片； 与模型组比较， ｎｂＥＥＢｂ
高剂量组神经排列相对紧凑， 髓鞘厚度有所增加，
碎片数量相对减少。

通过 ＨＥ 染色观察坐骨神经组织形态， 如图

１Ｃ 所示， 假手术组神经细胞排列紧密， 结构完整，
形态正常； 模型组神经损伤明显， 神经细胞排列紊

乱， 核浓染细胞增多； ｎｂＥＥＢｂ 高剂量组神经损伤

改善明显， 核浓染细胞数量有所减少； ｎｂＥＥＢｂ 低

剂量组神经损伤恢复和核浓染细胞数量介于模型组

与高剂量组之间。

注： Ａ 为各组小鼠 ＰＷＭＴ 值随时间变化的趋势 （ｘ±ｓ， ｎ＝ １０）， 其中 ０ ｄ 为手术当天； Ｂ 为各组小鼠坐骨神经电镜图， 标尺 ５ μｍ；

Ｃ 为各组小鼠坐骨神经 ＨＥ 染色图， 标尺 ２０ μｍ。 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ｎｂＥＥＢｂ 对神经痛小鼠 ＰＷＭＴ 和坐骨神经形态的影响

３􀆰 ２　 ｎｂＥＥＢｂ 对神经痛小鼠坐骨神经巨噬细胞的

影响　 本实验采用 Ｆ４ ／ ８０ 标记小鼠总的巨噬细胞，
ＣＤ８６ 标记 Ｍ１ 促炎症型巨噬细胞， ＣＤ２０６ 标记 Ｍ２
抑炎症型巨噬细胞。 免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

均显示， 与假手术组比较， 模型组小鼠坐骨神经

Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ８６、 ＣＤ２０６ 蛋白表达增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
表明 Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型巨噬细胞表达均增强。 与模型

组比较， ｎｂＥＥＢｂ 高剂量组小鼠坐骨神经 Ｆ４ ／ ８０、

ＣＤ８６、 ＣＤ２０６ 蛋白表达均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低剂

量组 ＣＤ２０６ 蛋白表达减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 进一步分

析 ＣＤ８６ ／ ＣＤ２０６ 比 值， 发 现 ｎｂＥＥＢｂ 高 剂 量 组

ＣＤ８６ ／ ＣＤ２０６ 比值较模型组降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 以上

结果表明， ｎｂＥＥＢｂ 能减少巨噬细胞进入神经， 抑

制巨噬细胞极化为 Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型， 但对 Ｍ１ 型的

抑制程度强于 Ｍ２ 型。 结果见图 ２。
３􀆰 ３　 ｎｂＥＥＢｂ 对体外培养巨噬细胞极化的影响　 加
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注： Ａ 为各组小鼠坐骨神经 Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ８６、 ＣＤ２０６ 蛋白免疫组化图， 标尺 ２０ μｍ， 观察区域均为神经内膜包裹的神经； Ｂ～Ｅ 为各

组小鼠坐骨神经 Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ８６、 ＣＤ２０６、 ＣＤ８６ ／ ＣＤ２０６ 阳性区域面积百分比比较 （ ｘ±ｓ， ｎ ＝ ３）； Ｆ 为各组小鼠坐骨神经 Ｆ４ ／ ８０、

ＣＤ８６、 ＣＤ２０６ 蛋白条带图； Ｇ～ Ｉ 为各组小鼠坐骨神经 Ｆ４ ／ ８０、 ＣＤ８６、 ＣＤ２０６ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）。 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 ｎｂＥＥＢｂ 对神经痛小鼠坐骨神经中巨噬细胞极化的影响

入 ＬＰＳ、 ＩＬ⁃４ 和 ｎｂＥＥＢｂ （０􀆰 １、 ０􀆰 ０３ ｇ ／ Ｌ） 均对细

胞活力无明显影响 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 与正常组比较，
ＬＰＳ 组上清液促炎因子 ＮＯ、 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６
水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， ｎｂＥＥＢｂ
０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 组 ＮＯ、 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平均降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｎｂＥＥＢｂ ０􀆰 ０３ ｇ ／ Ｌ 组 ＮＯ、
ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平均降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结果见

图 ３。
ＩＬ⁃４ 能刺激巨噬细胞极化为 Ｍ２ 型， 与正常组

比较， ＩＬ⁃４ 组细胞内 Ｍ２ 型标志物 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＩＬ⁃４ 组比较， ｎｂＥＥＢｂ ０􀆰 １
ｇ ／ Ｌ 组进一步升高 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。
结果见图 ４。

４　 讨论

外周痛觉敏化作为 ＮＰ 发生的初始关键环

节［９］， 主要表现为外周伤害性感受器的兴奋性增

强［１０］。 这一过程与离子通道表达上调［１１］、 炎症介

质释放以及免疫细胞激活［１２］ 密切相关。 免疫系统

在外周痛觉敏化中扮演着核心角色， 神经损伤后，
外周免疫细胞被迅速募集至损伤部位， 通过释放促

炎细胞因子和趋化因子［１３］ 直接或间接敏化伤害性

感受器。 同时， 免疫细胞还可通过调节神经⁃免疫

相互作用［１４］， 进一步加剧外周敏化。 巨噬细胞是

极其重要的外周免疫细胞， 在 ＮＰ 发生时被募集到

损伤部位， 经过免疫微环境的调控极化为促炎症

Ｍ１ 型或抗炎症 Ｍ２ 型［１５］。 损伤早期， 巨噬细胞主
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ｎｂＥＥＢｂ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞上清液中炎症因子水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＩＬ⁃４ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ｎｂＥＥＢｂ 对 ＩＬ⁃４诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞内 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

要极化为 Ｍ１ 型， 通过释放促炎因子激活卫星胶质

细胞， 并促进背根神经元中环磷酸腺苷依赖的蛋白

激酶 Ａ 通路活化来增强神经元兴奋性； 同时通过

激活补体系统和促进活性氧生成等途径进一步扩大

神经炎症反应［１６］。 而在损伤修复期， 巨噬细胞主

要极化为 Ｍ２ 型［１７］， 通过分泌抗炎因子抑制过度

炎症反应［１８］， 促进组织修复［１９］。
本实验在明确 ｎｂＥＥＢｂ 能升高神经痛小鼠疼痛

阈值和减轻神经组织损伤的基础上， 探讨了其对损

伤坐骨神经中巨噬细胞极化的影响。 结果显示，
ｎｂＥＥＢｂ 能减少巨噬细胞数量且抑制细胞极化为

Ｍ１ 型， 从而减少巨噬细胞释放促炎因子， 减轻外

周痛觉敏化； 同时， ｎｂＥＥＢｂ 对 Ｍ２ 型巨噬细胞也

具有抑制作用， 部分削弱机体自身的损伤修复机

制。 分析发现， ｎｂＥＥＢｂ 能降低 ＣＤ８６ ／ ＣＤ２０６ 比

值， 说明该有效部位对 Ｍ１ 型的抑制作用强于

Ｍ２ 型。
本研究进一步探讨 ｎｂＥＥＢｂ 对体外培养巨噬细

胞极化的影响。 ＮＯ、 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 均为Ｍ１

型巨噬细胞的标志物［１９］， 通过招募炎性细胞和刺

激更多炎症因子释放来促进炎症反应。 Ａｒｇ⁃１ 为 Ｍ２
型巨噬细胞的标志物， 通过促进 Ｌ⁃精氨酸的水解

来消耗精氨酸 （体内 ＮＯ 产生的主要来源）， 间接

抑制 ｉＮＯＳ 的活性， 减少 ＮＯ 的生成， 从而抑制炎

症反应［２０］。 与体内实验结果一致的是， ｎｂＥＥＢｂ 能

抑制巨噬细胞极化为 Ｍ１ 型从而减少促炎因子分

泌； 不一致的是 ｎｂＥＥＢｂ 能促进巨噬细胞极化为

Ｍ２ 型来产生抗炎作用。 体内和体外实验结果不一

致， 原因可能与体内参与 ＮＰ 发生发展的调控网络

更为复杂有关， 这些调控机制不仅仅是巨噬细胞功

能的直接体现， 更是不同免疫细胞的相互作用， 免

疫细胞与神经元相互调节的体现。 同时， 体外实验

所用 ｎｂＥＥＢｂ 浓度不影响总的巨噬细胞数量， 而体

内实验所用 ｎｂＥＥＢｂ 剂量已经明显抑制受损神经中

总的巨噬细胞数量， 这也会减少巨噬细胞极化为

Ｍ２ 型的数量。
综上所述， ｎｂＥＥＢｂ 能影响巨噬细胞极化， 特

别是抑制细胞极化为 Ｍ１ 型， 从而减轻其介导的神
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经炎症反应。 本研究为全面了解鞍叶羊蹄甲治疗

ＮＰ 的机制提供了一定的数据支持， 有助于开发该

民族药的药用价值。
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