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摘要: 目的　 探讨黄芩苷和对乙酰氨基酚联合使用的协同镇痛作用和机制。 方法　 采用醋酸扭体法建立小鼠疼痛模

型, 检测黄芩苷、 对乙酰氨基酚以及两者联用时镇痛作用的 ED50 , 运用等辐射分析法分析黄芩苷与对乙酰氨基酚联用

的相互作用关系, 采用 ELISA 法检测小鼠血清和脑组织中 PGE2 、 LTA4、 TNF-α、 NF-κB 水平。 结果　 单用对乙酰氨

基酚的 ED50 为 90. 81
 

mg / kg, 单用黄芩苷的 ED50 为 39. 67
 

mg / kg, 两者联用时的 ED50 为对乙酰氨基酚 29. 18
 

mg / kg、
黄芩苷 10. 65

 

mg / kg; 黄芩苷与对乙酰氨基酚联用时的 ED50 实测值落在等辐射图相加线的左侧, 说明黄芩苷联用对乙

酰氨基酚能够增强镇痛作用。 与对照组比较, 黄芩苷组、 对乙酰氨基酚组以及联合用药组小鼠血清和脑组织中 PGE2 、
TNF-α、 NF-κB 水平降低 (P<0. 05), 其中联合用药组小鼠作用最佳。 此外, 与对照组比较, 黄芩苷组和联合用药组

小鼠血清和脑组织中的 LTA4 水平降低 (P<0. 05)。 结论　 黄芩苷联用对乙酰氨基酚具有协同镇痛作用, 其作用机制

可能涉及花生四烯酸的代谢和 NF-κB 通路。
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　 　 疼痛是多种疾病的伴随症状, 是一直困扰人类健康的

严重问题[1] 。 如何有效缓解疼痛, 减轻其对人们生理和心

理引起的损害, 是长久以来备受关注的研究热点[2] 。 由于

疼痛的发生机制颇为复杂, 涉及多个环节, 使用单个药物

往往难以达到理想的镇痛效果, 所以联合用药越来越多地

被应用于疼痛的治疗[3] 。 通过将机制不同的 2 种或 2 种以

上镇痛药物联合使用, 不但镇痛效果可以相加或者协同增

效, 还能使药物用量减少, 毒副作用降低, 从而获得更好

的治疗效果[4-6] 。
对乙酰氨基酚属于非甾体类抗炎药, 是常用的解热镇

痛药, 用于缓解轻、 中度疼痛, 但其镇痛作用不强, 且具

有明显的消化系统不良反应[7] , 过量使用会引起严重的肝

损伤甚至肝功能衰竭[8] 。 黄芩苷是黄芩中提取的黄酮类成

分, 具有抑菌、 利尿、 抗炎、 抗变态、 解痉、 镇痛、 抗炎、
保肝等作用[9] 。 关于黄芩苷和对乙酰氨基酚联合使用治疗

疼痛的研究尚未见报道。 本实验通过建立小鼠醋酸扭体疼

痛模型, 采用扭体次数、 等辐射分析法对黄芩苷和对乙酰

氨基酚联合应用的镇痛作用进行分析, 并对其机制进行初

步探索。
1　 材料

1. 1　 动物　 SPF 级雌性 ICR 小鼠, 购自湖南斯莱克景达实

验动物有限公司, 实验动物生产许可证号 SCXK ( 湘)
2016-0002, 体质量 18 ~ 22

 

g, 适应环境 3
 

d, 室温 20 ~
24

 

℃ , 标准饲料喂饲, 自由饮水。

1. 2　 试剂与药物　 对乙酰氨基酚 (纯度≥99. 0% , 上海麦

克林生化科技有限公司, 货号 103-90-2); 黄芩苷 (纯度≥
98% , 上海英索生物科技中心, 货号 B20570)。 CMC-Na、
醋酸 ( 上海麦克林生化科技有限公司, 货号 C804628、
E801077); PGE2 试剂盒 (上海研谨生物科技有限公司,
货号 F00512); LTA4、 NF-κB 试剂盒 (武汉云克隆科技股

份有限公司, 货号 CEA497Ge、 SEB824 Mu); TNF-α 试剂

盒 (上海联科生物科技有限公司, 货号 EK282HS-48)。
1. 3　 仪器　 M200 型酶标仪(瑞士 Tecan 公司);DHP-9082
型恒温孵育箱(上海一恒科学仪器有限公司);QB-9001 型微

孔板振荡器(海门市其林贝尔仪器制造有限公司)。
2　 方法

2. 1　 造模　 0. 6% 醋酸溶液腹腔注射建立疼痛模型, 剂量

为 10
 

mL / kg, 记录造模后 20
 

min 内小鼠扭体次数 (小鼠产

生腹部内凹、 躯体扭曲和后肢伸张等行为反应), 作为疼

痛评价指标, 计算疼痛抑制率, 公式为疼痛抑制率 = (对

照组 扭 体 次 数 - 实 验 组 扭 体 次 数 ) / 对 照 组 扭 体 次

数×100% 。
2. 2　 分组与给药 　 将造模成功后的小鼠分为对照组 ( 10
只)、 黄芩苷组 (50 只)、 对乙酰氨基酚组 (50 只)、 联合

用药组 (40 只)。 对照组小鼠灌胃给予生理盐水和 0. 1%
 

CMC-Na 溶液; 黄芩苷组小鼠分别灌胃给予 15、 22. 5、
33. 8、 50. 6、 75. 9

 

mg / kg 黄芩苷; 对乙酰氨基酚组小鼠分

别灌胃给予 40、 60、 90、 135、 202. 5
 

mg / kg 对乙酰氨基酚;
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联合用药组小鼠按黄芩和苷对乙酰氨基酚 ED50 剂量的

50% 、 25% 、 12. 5% 、 6. 25% 分别灌胃给药, 灌胃容量为

10
 

mL / kg。 给药后 30
 

min, 按 “2. 1” 项下方法造模, 记录

扭体次数。
2. 3　 ELISA 法检测小鼠血清 PGE2、 LTA4、 TNF-α、 NF-κB
和脑组织 PGE2、 LTA4 水平 　 40 只小鼠随机分为对照组、
黄芩苷组(39. 67

 

mg / kg)、对乙酰氨基酚组(90. 81
 

mg / kg)、
联合用药组 (19. 84

 

mg / kg 黄芩苷+ 45. 41
 

mg / kg 对乙酰氨

基酚), 给药后 30
 

min, 按 “2. 1” 项下方法造模, 10
 

min
后取血和脑组织。 血液冰上静置 2

 

h 后, 3
 

000
 

r / min 离心

10
 

min, 取上清备用; 脑组织加入 5 倍量 0. 1
 

mol / L 预冷

PBS, 用匀浆机研磨, 将匀浆液 12
 

000
 

r / min 离心 10
 

min,
取上清备用。 按 ELISA 试剂盒说明书加入各反应液, 反应

完成后, 于酶标仪在 450
 

nm 波长处检测光密度 (OD) 值,
计算小鼠血清 PGE2 、 LTA4、 TNF-α、 NF-κB 和脑组 织

PGE2 、 LTA4 水平。
2. 4　 统计学分析　 通过 SPSS

 

21 软件进行处理, 计量资料

以 (x± s) 表示, 组间比较采用单因素方差分析。 药物

ED50 和 95% 可信区间的计算采用 Graphpad
 

Prism
 

5. 0 软件

进行处理, 理论上相加点的 ED50 与实测点的 ED50 比较采

用 t 检验。 P<0. 05 表示差异具有统计学意义。
3　 结果

3. 1　 对乙酰氨基酚对小鼠扭体次数的影响 　 与对照组比

较, 对乙酰氨基酚各剂量组小鼠扭体次数减少 (P<0. 01),
且随着剂量的增加, 扭体次数减少, 疼痛抑制率升高, 见

表 1。 对乙酰氨基酚的 ED50 为 90. 81
 

mg / kg, 95% 可信限为

80. 84~ 145. 35
 

mg / kg。

表 1　 对乙酰氨基酚对小鼠扭体次数的影响 (x±s, n=10)
组别 扭体次数 / 次 抑制率 / %

对照组 35. 80±1. 57 —
40

 

mg / kg 对乙酰氨基酚组 26. 10±0. 93∗∗ 27. 09±0. 03
60

 

mg / kg 对乙酰氨基酚组 24. 90±0. 93∗∗ 30. 45±0. 03
90

 

mg / kg 对乙酰氨基酚组 19. 50±1. 25∗∗ 45. 53±0. 04
135

 

mg / kg 对乙酰氨基酚组 17. 70±0. 74∗∗ 50. 65±0. 02
202. 5

 

mg / kg 对乙酰氨基酚组 14. 23±0. 89∗∗ 60. 27±0. 03

　 　 注: 与对照组比较,∗∗P<0. 01。

3. 2　 黄芩苷对小鼠扭体次数的影响　 与对照组比较, 黄芩

苷各剂量组小鼠扭体次数减少 (P<0. 01), 且随着剂量的

增加, 扭体次数减少, 疼痛抑制率升高, 见表 2。 黄芩苷

ED50 为 39. 67
 

mg / kg, 95% 可信限为 30. 02~ 52. 30
 

mg / kg。
表 2　 黄芩苷对小鼠扭体次数的影响 (x±s, n=10)

组别 扭体次数 / 次 抑制率 / %
对照组 38. 45±1. 12 —

15
 

mg / kg 黄芩苷组 27. 27±1. 02∗∗ 29. 08±0. 03
22. 5

 

mg / kg 黄芩苷组 24. 73±1. 00∗∗ 35. 70±0. 03
33. 8

 

mg / kg 黄芩苷组 22. 27±1. 12∗∗ 42. 08±0. 03
50. 6

 

mg / kg 黄芩苷组 19. 10±0. 61∗∗ 50. 33±0. 02
75. 9

 

mg / kg 黄芩苷组 16. 55±1. 00∗∗ 56. 97±0. 03

　 　 注: 与对照组比较,∗∗P<0. 01。

3. 3　 黄芩苷联合对乙酰氨基酚对小鼠扭体次数的影响　 与

对照组比较, 联合用药各剂量组小鼠扭体次数减少 (P<
0. 01), 在 1 / 2~ 1 / 16

 

ED50 剂量范围内, 随着剂量的增加,
扭体次数减少, 疼痛抑制率升高, 见表 3。 两药联用的

ED50 为黄芩苷 10. 65
 

mg / kg、 对乙酰氨基酚 29. 18
 

mg / kg,
95% 可信限为 9. 90~ 12. 40、 27. 01~ 33. 85

 

mg / kg。

表 3　 黄芩苷联合对乙酰氨基酚对小鼠扭体次数的影响 (x±s, n=10)
组别 剂量 扭体次数 / 次 抑制率 / %

对照组 — 26. 70±2. 12 —
1 / 2

 

ED50 组 19. 84
 

mg / kg 黄芩苷+45. 41
 

mg / kg 对乙酰氨基酚 5. 90±1. 53∗∗ 77. 90±5. 84
1 / 4

 

ED50 组 9. 92
 

mg / kg 黄芩苷+22. 70
 

mg / kg 对乙酰氨基酚 7. 50±2. 42∗∗ 71. 91±8. 95
1 / 8

 

ED50 组 4. 96
 

mg / kg 黄芩苷+11. 35
 

mg / kg 对乙酰氨基酚 11. 10±2. 91∗∗ 58. 43±10. 87
1 / 16

 

ED50 组 2. 48
 

mg / kg 黄芩苷+5. 68
 

mg / kg 对乙酰氨基酚 15. 40±3. 75∗∗ 42. 32±13. 72

　 　 注: 与对照组比较,∗∗P<0. 01。

3. 4　 黄芩苷与对乙酰氨基酚的相互作用　 等辐射分析法是

一种准确定量分析药物之间相互作用的方法[10] , 在等辐射

图中, 将 2 种药物单独使用时的强度 (用 ED50 表示) 分别

标绘在 X 轴、 Y 轴上, 两点相连形成相加线, 如果药物联

用后强度落在此相加线左侧, 则表示两药为协同作用; 如

果落在该线上, 则代表两药为相加作用; 如果落于右侧,
则两药为拮抗作用。 由图 1 可知, 坐标轴上 A、 C 两点分别

为黄芩苷和对乙酰氨基酚单用时的 ED50 , A、 C 两点相连即

为相加线, D 点为两者理论上相加的 ED50 , B 点为两者联

用的实测 ED50 。 B、 D 两点的 ED50 比较差异显著, 具有统

计学意义 (P<0. 05); 由于 B 点落在相加线左侧, 因此可

以判定黄芩苷和乙酰氨基酚在镇痛效果上呈现协同作用。
3. 5　 黄芩苷联合对乙酰氨基酚对小鼠脑组织和血清 PGE2、

图 1　 黄芩苷与对乙酰氨基酚相互作用的等辐射分析

LTA4 水平的影响　 与对照组比较, 各用药组小鼠脑组织和
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血清中 PGE2 水平降低 (P<0. 05), 其中联合用药组作用更

显著 (P<0. 05); 黄芩苷组和联合用药组小鼠脑组织和血

清中 LTA4 水平降低 (P<0. 05), 对乙酰氨基酚组无明显变

化 (P>0. 05), 见图 2。

注: 与对照组比较,∗P<0. 05; 与联合用药组比较,#P<0. 05。

图 2　 黄芩苷联合对乙酰氨基酚对小鼠脑组织和血清中 PGE2、 LTA4 水平的影响 (x±s, n=10)

3. 6　 黄芩苷联合对乙酰氨基酚对小鼠血清 TNF-α、 NF-κB
水平的影响 　 与对照组比较, 各用药组小鼠血清 TNF-α、

NF-κB 水平降低 (P< 0. 05), 其中联合用药组作用更显著

(P<0. 05), 见图 3。

注: 与对照组比较,∗P<0. 05; 与联合用药组比较,#P<0. 05。

图 3　 黄芩苷联合对乙酰氨基酚对小鼠脑组织和血清 TNF-α、 NF-κB 水平的影响 (x±s, n=10)

4　 讨论

对乙酰氨基酚属于非成瘾性镇痛药, 在临床上应用较

为广泛, 常用于治疗感冒发烧、 肌肉酸痛, 关节疼痛, 痛

经, 术后疼痛、 癌症疼痛等[11-12] 。 对乙酰氨基酚在 40 ~
202. 5

 

mg / kg 范围内, 随着剂量的增加, 扭体次数减少, 抑

制率升高, 说明对乙酰氨基酚具有镇痛作用。 黄芩苷作为

黄芩的主要活性成分, 已被研究证明其可以减轻实验性关

节炎的炎症反应和疼痛[13] , 对神经痛[14] 、 偏头痛[15] 和牙

齿术后疼痛[16] 也有镇痛效果。 黄芩苷在 15 ~ 79. 5
 

mg / kg 范

围内, 随着剂量的增加, 扭体次数减少, 抑制率升高, 证

明黄芩苷具有镇痛作用。
对乙酰氨基酚是多种复方药物的组成成分, 在使用时

极有可能因剂量叠加而过量[17] , 导致胃肠道反应的发生和

肝肾损害[18] 。 寻找具有不同作用机制的镇痛药物与之联用

可以增强其镇痛疗效, 降低用量, 从而减少或者避免不良

反应发生[19-20] 。 本研究显示, 对乙酰氨基酚和黄芩苷联用,
在一定剂量范围内, 随着联用剂量的增加, 小鼠扭体次数

减少, 抑制率升高。 两药联用的实测 ED50 小于两药单用的

理论 ED50 (P<0. 05), 通过等辐射分析可以判断, 两药联

用是协同增效的作用关系。
对乙酰氨基酚镇痛的主要机制是减少 PGE2 的产生,

PGE2 是花生四烯酸经环氧合酶途径 (COX) 生成的代谢产

物, 是一种重要的致炎致痛物质[21] 。 对乙酰氨基酚可同时

抑制中枢和外周的 COX2, 减少 PGE2 的产生, 发挥抗炎镇
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痛作用[22] 。 研究发现, 黄芩苷的抗炎镇痛机制可能与抑制

COX2 酶活性, 减少 PGE2 的产生有关[23] 。 本研究结果显

示, 单用对乙酰氨基酚或黄芩苷均能降低小鼠脑组织和血

清 PGE2 水平, 而联合用药组降低 PGE2 水平作用更佳, 说

明两者联用协同镇痛的机制之一是抑制中枢和外周的 PGE2

产生。 LTA 是花生四烯酸经脂氧酶途径代谢的产物, LTB4
是由 LTA4 水解酶生成的, 两者都是重要的致炎致痛物质。
研究表明, 黄芩苷能调节花生四烯酸的代谢, 从而减少其

下游代谢产物 LTA 和 LTB 的水平, 减轻过敏性鼻炎的炎症

反应[24] 。 本研究结果显示, 黄芩苷能降低小鼠脑组织和血

清 LTA4 水平, 而对乙酰氨基酚对小鼠脑组织和血清 LTA4
水平无明显影响, 联合用药组小鼠脑组织和血清 LTA4 水平

也降低。 由此可知, 在中枢和外周, 黄芩苷既能抑制花生

四烯酸环氧酶代谢途径, 又能抑制脂氧酶代谢途径, 从而

降低 PGE2 和 LTA4 水平, 而对乙酰氨基酚只降低环氧酶途

径的代谢产物 PGE2 水平, 两者联用可降低 LTA4 水平, 并

使 PGE2 水平进一步降低。
NF-κB 是诱导性转录因子家族, 可被 TNF、 白介素等

激活, 进而调节与炎症、 细胞存活、 增殖和分化相关基因

的快速转录[25] 。 研究表明, 黄芩苷可以抑制溃疡性结肠炎

大鼠 NF-κB 信号通路[26] ; 对乙酰氨基酚可以降低 IL-1β 诱

导的人类星形胶质细胞系中的 NF-κB 核易位[27] 。 本研究结

果显示, 单用黄芩苷或对乙酰氨基酚均可降低血清 NF-κB、
TNF-α 水平, 两者联用后 NF-κB 和 TNF-α 水平更低, 说明

黄芩苷和对乙酰氨基酚联用协同镇痛的机制与抑制 NF-κB
信号通路有关。

综上所述, 黄芩苷联合对乙酰氨基酚对急性炎性疼痛

具有协同镇痛作用, 且联用后两者用量均减少, 可有效减

少对乙酰氨基酚的不良反应, 其协同镇痛机制可能与减少

花生四烯酸的代谢产物和抑制 NF-κB 信号通路有关, 但其

更全面的作用机制尚待进一步研究。
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摘要: 目的　 研究水蛭冻干粉对糖尿病肾病大鼠瘀血阻络证相关指标的干预作用, 探讨其对糖尿病肾脏损伤保护的可

能机制。 方法　 大鼠以高脂饲料联合腹腔注射链脲佐菌素 ( STZ) 35
 

mg / kg 进行造模, 给予水蛭冻干粉灌胃 16 周,
第 16 周后留取大鼠血、 尿、 肾组织行进一步检测。 结果　 与正常组比较, 模型组大鼠血糖、 24

 

h 尿蛋白定量、 肾功

能、 肾脏指数、 血脂、 血液流变学、 凝血常规及可溶性 P 选择素、 vWF 水平均升高 (P<0. 01), 肾脏组织病理出现损

伤; 与模型组比较, 水蛭冻干粉各剂量组均可改善上述指标 (P<0. 05, P<0. 01), 肾脏病理损失减轻, 但对血糖水平

无明显影响 (P>0. 05)。 结论　 水蛭冻干粉可通过纠正大鼠脂代谢紊乱、 改善血液流变学及凝血-纤溶功能异常, 抑

制血小板过度活化, 减轻内皮细胞损伤, 进而降低大鼠尿蛋白排泄, 改善肾功能, 减轻肾脏病理损伤, 从而发挥肾脏

保护作用。
关键词: 水蛭冻干粉;

 

糖尿病肾病;
 

血液流变学;
 

凝血常规;
 

可溶性 P 选择素;
 

vWF
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　 　 糖尿病肾病是糖尿病最常见的微血管病并发症之一,
其发病率正逐年上升, 据国外报道, 20% ~ 40% 的糖尿病患

者合并糖尿病肾病[1-2] 。 而我国糖尿病肾病导致终末期肾病

的比例也日渐增加, 现已成为中老年人终末期肾病的首要

原因[3] 。
中医学认为瘀血阻滞肾脏络脉是糖尿病肾病的主要病

机之一[4] 。 因此, 化瘀通络、 消除络脉瘀血是治疗糖尿病

肾病之关键。 然而络病之瘀多病根深伏, 病情顽缠, 属沉

疴痼疾, 非一般草木之品所能取效, 必藉以虫类药搜邪剔

络, 因虫类之品为血肉之质, 又有动跃攻冲之性, 体阴用

阳, 能深入隧络, 直达病所, 攻剔痼结之瘀痰, 旋转阳动

之气, 从而使络痹易开, 结邪易去。 为此, 本实验选择了

“在破血药中功列第一, 只破瘀血而不伤新血” 的水蛭作

为研究对象。 课题组前期研究已经证实了糖尿病肾病大鼠

瘀血阻络证的存在[5] , 故本实验以此大鼠模型为基础, 通

过灌胃给予水蛭冻干粉, 观察其对糖尿病肾病大鼠瘀血阻
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