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淫羊藿苷干预大鼠椎间盘源性腰痛的实验研究
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摘　要　目的：探讨淫羊藿苷（ｉｃａｒｉｉｎ，ＩＣＡ）干预大鼠椎间盘源性腰痛的效果及可能的作用机制。方法：将４５只８周龄 ＳＰＦ级雄

性ＳＤ大鼠随机分为５组，假手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组各１０只，塞来昔布组５只。生理盐水

组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１及塞来昔布组大鼠通过Ｌ４～５和Ｌ５～６椎间盘穿刺建立大鼠腰痛模型；假手术组仅显露椎

间盘，不进行穿刺。自造模后第７天开始进行药物干预，至造模后第２１天结束。ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组以

ＩＣＡ溶液进行灌胃（ＩＣＡ溶于去离子水中），每天剂量分别为５０ｍｇ·ｋｇ－１和１００ｍｇ·ｋｇ－１；塞来昔布组以塞来昔布胶囊进行灌胃

（塞来昔布胶囊粉剂溶于去离子水中），每天１００ｍｇ·ｋｇ－１；生理盐水组以生理盐水灌胃，每天１００ｍｇ·ｋｇ－１；假手术组常规饲养，

不进行干预。从各组随机选取５只大鼠，分别于造模前、造模后第７天、第１４天、第２１天、第２８天、第３５天进行足底机械性疼痛

阈值检测。造模后第３５天，足底疼痛阈值测定结束后处死假手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组的

５只大鼠，以ｑＲＴ－ＰＣＲ法测定椎间盘组织中Ｐ物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅＰ，ＳＰ）ｍＲＮＡ和降钙素基因相关肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，

ＣＧＲＰ）ｍＲＮＡ的含量。造模后第２１天时，处死假手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组其余的５只大

鼠，以ＥＬＩＳＡ法测定大鼠椎间盘组织中细胞因子诱导的中性粒细胞趋化剂 －１（ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ－１，

ＣＩＮＣ－１）含量。结果：①足底机械性疼痛阈值。时间因素和分组因素存在交互效应（Ｆ＝１７．９７１，Ｐ＝０．００１）。５组大鼠的足底机

械性疼痛阈值总体比较，差异有统计学意义，即存在分组效应（Ｆ＝１４６．６６０，Ｐ＝０．０００）。造模前后不同时点间足底机械性疼痛阈

值的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝１１８．０５７，Ｐ＝０．０００）。假手术组足底机械性疼痛阈值随时间未见明显变化，一直处

于较高水平［（１４．６０±０．８９）ｇ，（１４．７９±０．４７）ｇ，（１５．００±０．００）ｇ，（１５．００±０．００）ｇ，（１５．００±０．００）ｇ，（１５．００±０．００）ｇ，Ｆ＝０．８３６，

Ｐ＝０．５３７］。生理盐水组足底机械性疼痛阈值造模后明显降低，后期一直维持在较低水平［（１４．６７±０．７４）ｇ，（３．４４±２．２２）ｇ，（３．１９±

１．３７）ｇ，（２．８４±０．９６）ｇ，（３．９２±１．３６）ｇ，（３．０２±０．９８）ｇ，Ｆ＝５８．８８２，Ｐ＝０．０００］。ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞

来昔布组造模前后的足底机械性疼痛阈值变化趋势基本一致，造模后均先降低，药物干预开始后逐渐回升，药物干预结束后又逐渐

降低［（１５．００±０．００）ｇ，（２．７８±０．８１）ｇ，（４．６４±１．６７）ｇ，（５．５９±１．２５）ｇ，（８．５２±１．６３）ｇ，（６．１１±１．４９）ｇ，Ｆ＝５６．０８８，Ｐ＝０．０００；

（１４．６６±０．７６）ｇ，（２．５３±１．３７）ｇ，（１０．６５±２．６９）ｇ，（９．６７±２．４１）ｇ，（１０．６７±２．０４）ｇ，（８．５９±２．９５）ｇ，Ｆ＝１６．６８４，Ｐ＝０．０００；

（１５．００±０．００）ｇ，（２．２８±１．０３）ｇ，（１２．０９±１．２８）ｇ，（１２．３７±１．３４）ｇ，（６．７１±２．８９）ｇ，（５．１８±１．８８）ｇ，Ｆ＝４４．６６８，Ｐ＝０．０００］。

造模后第７天时，ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值两两比较，组间差异均无统计学

意义。造模后第１４天时，ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值均高于 ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．００１；Ｐ＝

０．０００）；ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值比较，差异无统计学意义。造模后第２１天时，ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组

和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值均高于ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．００９；Ｐ＝０．０００）；ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组的足底

机械性疼痛阈值比较，差异无统计学意义。造模后第２８天时，ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组的足底机械性疼痛阈值高于塞来昔布组（Ｐ＝

０．０４９）；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组与ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组、塞来昔布组比较，组间差异均无统计学意义。造模后第３５天时，ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、

ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值两两比较，组间差异均无统计学意义。②椎间盘组织 ＣＩＮＣ－１含量。

造模后第２１天，假手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组及ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠椎间盘组织中ＣＩＮＣ－１含量比较，差异有统

计学意义［（５３４．２±１４２．６）ｐｇ·ｍＬ－１，（２８３７６．０±９７６．７）ｐｇ·ｍＬ－１，（２１８６６．０±１５３６．０）ｐｇ·ｍＬ－１，（９９５６．０±１０１０．０）ｐｇ·ｍＬ－１，

Ｆ＝４２３．０００，Ｐ＝０．０００］。生理盐水组的ＣＩＮＣ－１含量高于假手术组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝

０．００３；Ｐ＝０．０００）；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组的ＣＩＮＣ－１含量高于ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．０００）。③椎间盘组织ＳＰｍＲＮＡ和ＣＧＲＰ

ｍＲＮＡ含量。造模后第３５天，假手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组及ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠椎间盘组织中ＳＰｍＲＮＡ和

ＣＧＲＰｍＲＮＡ含量比较，组间差异均有统计学意义（１．０４±０．４９，１８３．５０±１１８．６０，５５．５０±１０．２６，１９．５３±８．０５，Ｆ＝９．４９９，Ｐ＝０．０００；

０．７４±０．２１，６．２９±２．０６，１．５５±０．６９，１．１９±０．３７，Ｆ＝２７．１８０，Ｐ＝０．０００）。生理盐水组的ＳＰｍＲＮＡ含量高于假手术组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组
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和ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．００８；Ｐ＝０．０４２；Ｐ＝０．０１５）；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组的ＳＰｍＲＮＡ含量高于ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．０００）。生

理盐水组的ＣＧＲＰｍＲＮＡ含量高于假手术组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０００）；ＩＣＡ５０

ｍｇ·ｋｇ－１组和ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组的ＣＧＲＰｍＲＮＡ含量比较，差异无统计学意义。结论：ＩＣＡ可有效缓解大鼠椎间盘源性腰痛，

其镇痛效果与剂量有关，与同剂量的塞来昔布相比其镇痛效果持续时间更长，降低大鼠椎间盘组织中 ＣＩＮＣ－１的水平可能是其

镇痛的作用机制之一。

关键词　腰痛；椎间盘退行性变；淫羊藿甙；大鼠，Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ；动物实验

Ａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｆｉｃａｒｉｉｎｆｏｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆｄｉｓｃｏｇｅｎｉｃｌｏｗｂａｃｋｐａｉｎｉｎｒａｔｓ
ＬＩＪｉｔｉａｎ，ＭＡＹａｎ，ＬＵＯＭａｎｌｉ
ＬｕｏｙａｎｇＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃ－ＴｒａｕｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００１６，Ｈｅｎａｎ，Ｃｈｉｎａ
ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｃａｒｉｉｎ（ＩＣＡ）ｏｎｄｉｓｃｏｇｅｎｉｃｌｏｗｂａｃｋｐａｉｎ（ＤＬＢＰ）ｉｎｒａｔｓａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ

ａｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｆｏｒｔｙ－ｆｉｖｅ８－ｗｅｅｋ－ｏｌｄＳＰＦ－ｇｒａｄｅｍａｌｅＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ

（１０），ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（１０），ＩＣＡ５０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ（１０），ＩＣＡ１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ（１０）ａｎｄｃｅｌｅｃｏｘｉｂｇｒｏｕｐ（５）．Ｔｈｅｌｕｍｂａｇｏｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅ

ｂｕｉｌｔｉｎｒａｔｓｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ，ＩＣＡ５０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ，ＩＣＡ１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｅｃｏｘｉｂｇｒｏｕｐｂｙｐｕｎｃｔｕｒｉｎｇＬ４／Ｌ５ａｎｄＬ５／Ｌ６ｉｎｔｅｒ

ｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｓｕｒｇｅｒｉｅｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎｒａｔｓｉｎｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｔｏｅｘｐｏｓｅｔｈｅｉｒｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｓａｎｄｎｏｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ

ｄｉｓｃｐｕｎｃｔｕｒｅｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ｔｈｅｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎｒａｔｓｆｒｏｍｄａｙ７ｔｏｄａｙ２１ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ．ＴｈｅｒａｔｓｉｎＩＣＡ５０ｍｇ／ｋｇ

ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｗｉｔｈＩＣＡｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＩＣＡｗａｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎｔｏｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ）ｉｎｄａｉｌｙｄｏｓａｇｅｓｏｆ５０ｍｇ／ｋｇ．Ｔｈｅｒａｔｓｉｎ

ＩＣＡ１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ，ｃｅｌｅｃｏｘｉｂｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｗｉｔｈＩＣＡｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｃｅｌｅｃｏｘｉｂｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｃｅｌｅ

ｃｏｘｉｂｃａｐｓｕｌｅｐｏｗｄｅｒｓｗｅｒｅｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎｔｏｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ）ａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｄａｉｌｙｄｏｓａｇｅｏｆ１００ｍｇ／ｋｇ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｒａｔｓｉｎ

ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｂｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙａｎｄｗｅｒｅｎｏｔｇｉｖｅｎａｎｙｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ．Ｆｉｖｅｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｏｕｔｆｒｏｍｅａｃｈｇｒｏｕｐ，
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ｔｗｅｅｎｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ，ＩＣＡ５０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐａｎｄＩＣＡ１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ（１．０４＋／－０．４９，１８３．５０＋／－１１８．６０，

５５．５０＋／－１０．２６，１９．５３＋／－８．０５，Ｆ＝９．４９９，Ｐ＝０．０００；０．７４＋／－０．２１，６．２９＋／－２．０６，１．５５＋／－０．６９，１．１９＋／－０．３７，Ｆ＝２７．１８０，Ｐ＝

０．０００）．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳＰｍＲＮＡｉｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ＩＣＡ

５０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐａｎｄＩＣＡ１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００８；Ｐ＝０．０４２；Ｐ＝０．０１５），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＩＣＡ５０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＩＣＡ

１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＣＧＲＰｍＲＮＡｉｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ

ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ＩＣＡ５０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐａｎｄＩＣＡ１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＩＣＡ５０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐａｎｄＩＣＡ１００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＩＣＡｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｌｉｅｖｅＤＬＢＰｉｎｒａｔｓ，ａｎｄｉｔｓａｎａｌｇｅｓｉｃ

ｅｆｆｅｃｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｓｅａｎｄｌａｓｔｅｄｌｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｓａｍｅｄｏｓｅｏｆｃｅｌｅｃｏｘｉｂ．ＩｔｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＣＩＮＣ－１ｉｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ

ｄｉｓｃｔｉｓｓｕｅｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｉｔｓａｎａｌｇｅｓｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｌｏｗｂａｃｋｐａｉｎ；ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ｉｃａｒｉｉｎ；ｒａｔｓ，Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　流行病学调查表明，１８．３％的成年人曾有过腰痛病
史，而最近１个月内有过腰痛的患者比例高达３０．８％［１］。

与椎间盘退变密切相关的腰痛和颈痛已成为一个非

常严峻的公共卫生问题，严重影响患者的生活质量和

身心健康［２－３］。虽然非甾体类抗炎药或吗啡类镇痛

药能缓解腰痛，但存在的一系列不良反应使其无法成

为腰痛治疗的最佳药物，因而寻找新的腰痛治疗药物

十分必要［４－６］。

中医学理论认为，腰腿痛的发生与肝肾不足有

关［７－８］。淫羊藿主归肾经，性温，在治疗骨质疏松、腰

腿痛和椎间盘疾病方面具有良好的效果［９－１１］。淫羊

藿苷（ｉｃａｒｉｉｎ，ＩＣＡ）是中药淫羊藿的主要成分，来源于
淫羊藿的叶和茎，已被证明能缓解一系列椎间盘相关

疾病［１１－１３］。为进一步探讨ＩＣＡ对椎间盘源性腰痛的
治疗效果及可能的作用机制，我们应用大鼠椎间盘源

性腰痛模型进行了实验研究，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　８周龄 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠４５只，
体质量２５０～３００ｇ，购买自上海吉辉实验动物饲养有
限公司，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１７－００１２。
所有大鼠在实验开始前适应性饲养１周，饲养环境维
持恒温恒湿，每笼２只。实验方案通过医学动物实验

伦理委员会批准。

１．２　实验药物与试剂　ＩＣＡ（纯度≥９４％，Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，批准文号：Ｉ１２８６），塞来昔布胶囊（每粒
２００ｍｇ，辉瑞制药有限公司，国药准字 Ｊ２０１４００７２），
ＲＮＡＴｒｉｚｏｌ提取试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批准文号：
１５５９６０１８），ＲＮＡ逆转录酶（ＴａｋａＲａ公司，批准文号：
６３９５２２），ＲＮＡ引物探针试剂盒（ＴａｋａＲａ公司，批准文
号：ＲＲ４２０Ｑ），细胞因子诱导的中性粒细胞趋化剂－１
（ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ－１，
ＣＩＮＣ－１）ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司，批准文
号：ＲＣＮ１００），ＢＣＡ总蛋白检测试剂盒（上海碧云天
生物技术有限公司，批准文号：Ｐ００１０），２．５％戊巴比
妥钠（ＣＨＥＭＭＡＲＴ公司，批准文号：０９６９５６－００１）。
１．３　实验仪器　ＶｏｎＦｒｅｙＦｉｌａｍｅｎｔ足底机械性疼痛
阈值检测系统（Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司），ＡＢＩ７５００核酸序列检
测仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）。

２　方　法
２．１　动物分组及造模　将４５只大鼠分为５组，假手术
组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１

组各１０只，塞来昔布组５只。按２ｍＬ·ｋｇ－１用２．５％
戊巴比妥钠对所有大鼠进行麻醉后，经腹部正中切口

暴露Ｌ４～５和Ｌ５～６椎间盘，除假手术组外均利用１８号
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针头垂直穿刺髓核建立大鼠腰痛模型［１４］，穿刺深度

根据术前Ｘ线片确定。术前术后所有动物均不使用
抗生素和实验用药以外的其他镇痛药。

２．２　药物干预　自造模后第７天开始进行药物干预，
至造模后第 ２１天结束。ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组以 ＩＣＡ进行灌胃（ＩＣＡ溶于去离子水
中），每天的剂量分别为５０ｍｇ·ｋｇ－１和１００ｍｇ·ｋｇ－１；
塞来昔布组以塞来昔布胶囊进行灌胃（塞来昔布胶囊

粉剂溶于去离子水中），每天１００ｍｇ·ｋｇ－１；生理盐水
组以生理盐水灌胃，每天１００ｍｇ·ｋｇ－１；假手术组常
规饲养，不进行干预。

２．３　实验指标检测
２．３．１　足底机械性疼痛阈值　从各组随机选取５只
大鼠，分别于造模前、造模后第 ７天、第 １４天、第
２１天、第２８天、第３５天进行足底机械性疼痛阈值检
测。检测时将大鼠放置于测试箱内，用ＶｏｎＦｒｅｙＦｉｌａ
ｍｅｎｔ探针通过铁丝网的孔洞垂直作用于大鼠脚掌后
１／３至１／２处，待探针完全弯曲后继续压迫２～３ｓ，观
察在该直径探针刺激下大鼠的下肢反应。若大鼠出

现下肢快速回缩伴或不伴舔、咬脚掌等快速收缩动作

判定为阳性反应，未出现上述动作则判定为阴性反

应。若大鼠在该直径探针下出现阳性反应，则选择直

径小一号的探针继续测试；若出现阴性反应，则选择

直径大一号的探针继续测试。每２次测试间隔时间

≥１ｍｉｎ，以消除上次探针刺激的影响。双侧后足分
开测试，每侧均测试６次，取平均值作为最终结果。
２．３．２　椎间盘组织 ＣＩＮＣ－１含量　造模后第２１天
时，过量注射２．５％戊巴比妥钠（４ｍＬ·ｋｇ－１）处死假
手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组的另外５只大鼠。收集大鼠 Ｌ４～５和

Ｌ５～６椎间盘组织，液氮速冻并加入０．０１ｍｏｌ·Ｌ
－１的

ＰＢＳ匀浆，于４℃以１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ（离
心半径１０ｃｍ），收集上清液。上清液继续在４℃以

１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ）后再次
收集上清液。使用 ＣＩＮＣ－１ＥＬＩＳＡ检测试剂盒测定
ＣＩＮＣ－１的含量，最终结果为ＣＩＮＣ－１浓度除以总蛋
白浓度。

２．３．３　椎间盘组织Ｐ物质ｍＲＮＡ和降钙素基因相关
肽ｍＲＮＡ含量　造模后第３５天，足底疼痛阈值测定
结束后，过量注射２．５％戊巴比妥钠（４ｍＬ·ｋｇ－１）处
死假手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组用于检测足底机械性疼痛阈值的５只
大鼠。获取大鼠Ｌ４～５和Ｌ５～６椎间盘组织，液氮速冻并加

入０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＰＢＳ匀浆，于４℃以１００００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１５ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ），收集上清液。用 ＡＢＩ
７５００核酸序列检测仪，以 ｑＲＴ－ＰＣＲ法测定椎间盘
组织中Ｐ物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅＰ，ＳＰ）ｍＲＮＡ和降钙素基因
相关肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）ｍＲＮＡ
含量。循环条件为：９５℃变性 ５ｓ，６０℃扩增 ２４ｓ，
４０个循环。以甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ
ｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参基
因，引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，

引物序列见表 １。目标基因的 ｍＲＮＡ表达量采用
２－ΔΔＣт法与ＧＡＰＤＨ的表达水平进行校正。
２．４　数据统计　采用 ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ６．０软件进行
数据统计分析。各组大鼠足底机械性疼痛阈值的总

体比较采用重复测量资料的方差分析，同一时点组间

两两比较采用Ｔｕｋｅｙ多重检验；各组大鼠椎间盘组织
中ＣＩＮＣ－１含量、ＳＰｍＲＮＡ含量及 ＣＧＲＰｍＲＮＡ含
量的组间总体比较均采用单因素方差分析，组间两两

比较均采用Ｔｕｋｅｙ多重检验。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　足底机械性疼痛阈值测定结果　时间因素和分
组因素存在交互效应。５组大鼠的足底机械性疼痛
阈值总体比较，差异有统计学意义，即存在分组效应。

造模前后不同时点间足底机械性疼痛阈值的差异有

表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测所用引物序列

基因名称 　　　引物序列

ＲａｔＧＡＰＤＨ
ｆｏｒｗａｒｄ ５’－ＡＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣＣＡＣＧＧＣＡＡＧ－３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’－ＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣ－３’

ＲａｔＳＰ
ｆｏｒｗａｒｄ ５’－ＴＧＧＴＣＡＧＡＴＣＴＣＴＣＡＣＡＡＡＧＧ－３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’－ＴＧＣＡＴＴＧＣＧＣＴＴＣＴＴＴＣＡＴＡ－３’

ＲａｔＣＧＲＰ
ｆｏｒｗａｒｄ ５’－ＴＣＴＡＧＴＧＴＣＡＣＴＧＣＣＣＡＧＡＡＧＡＧＡ－３’
ｒｅｖｅｒｓｅ ５’－ＧＧＣＡＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＣＴＴＣＡＣＣＡＣＡ－３’

　ＧＡＰＤＨ：甘油醛－３－磷酸脱氢酶；ＳＰ：Ｐ物质；ＣＧＲＰ：降钙素基因相关肽
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统计学意义，即存在时间效应。假手术组足底机械性

疼痛阈值随时间未见明显变化，一直处于较高水平。

生理盐水组足底机械性疼痛阈值造模后明显降低，后

期一直维持在较低水平。ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组造模前后的足底机械性
疼痛阈值变化趋势基本一致，造模后均先降低，药物干

预开始后逐渐回升，药物干预结束后又逐渐降低。造

模后第７天时，ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１

组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值两两比较，组

间差异均无统计学意义（ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组与 ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组：Ｐ＝０．９７９；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组与塞来
昔布组：Ｐ＝０．８６８；ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组与塞来昔布组：
Ｐ＝０．９８１）。造模后第１４天时，ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组
和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值均高于 ＩＣＡ
５０ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０００）；ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１

组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值比较，差异无

统计学意义（Ｐ＝０．６１４）。造模后第 ２１天时，ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈
值均高于 ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．００９；Ｐ＝
０．０００）；ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组和塞来昔布组的足底机
械性疼痛阈值比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０９１）。
造模后第２８天时，ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组的足底机械性
疼痛阈值高于塞来昔布组（Ｐ＝０．０４９）；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１

组与ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组、塞来昔布组比较，组间差
异均无统计学意义（Ｐ＝０．４０１；Ｐ＝０．５３９）。造模后
第３５天时，ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组、ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１

组和塞来昔布组的足底机械性疼痛阈值两两比较，组

间差异均无统计学意义（ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组与 ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组：Ｐ＝０．２６９；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组与塞
来昔布组：Ｐ＝０．８８８；ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组与塞来昔
布组：Ｐ＝０．０８８）。见表２、图１。

表２　５组大鼠造模前后足底机械性疼痛阈值

组别
样本量
（只）

足底机械性疼痛阈值（ｘ±ｓ，ｇ）

造模前
造模后
第７天

造模后
第１４天

造模后
第２１天

造模后
第２８天

造模后
第３５天 合计

Ｆ值 Ｐ值

假手术组 ５ １４．６０±０．８９１４．７９±０．４７１５．００±０．００１５．００±０．００１５．００±０．００１５．００±０．００１４．９０±０．４０ ０．８３６ ０．５３７
生理盐水组 ５ １４．６７±０．７４３．４４±２．２２３．１９±１．３７２．８４±０．９６３．９２±１．３６３．０２±０．９８５．１８±４．５０５８．８８２ ０．０００
ＩＣＡ

５０ｍｇ·ｋｇ－１组 ５ １５．００±０．００２．７８±０．８１４．６４±１．６７５．５９±１．２５８．５２±１．６３６．１１±１．４９７．１１±４．１６５６．０８８ ０．０００

ＩＣＡ
１００ｍｇ·ｋｇ－１组 ５ １４．６６±０．７６２．５３±１．３７１０．６５±２．６９９．６７±２．４１１０．６７±２．０４８．５９±２．９５９．４６±４．１８１６．６８４ ０．０００

塞来昔布组 ５ １５．００±０．００２．２８±１．０３１２．０９±１．２８１２．３７±１．３４６．７１±２．８９５．１８±１．８８８．９４±４．８２４４．６６８ ０．０００
合计 ２５ １４．７９±０．５９５．１６±５．０７９．１１±４．８３９．０９±４．６９８．９７±４．１７７．５８±４．５０９．１２±５．１０１１８．０５７１） ０．０００１）

Ｆ值 ０．５０５ ８３．４１５ ４６．６２２ ６０．３４７ ２５．７１５ ３４．４１５ １４６．６６０１）

Ｐ值 ０．７３２ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００１）
Ｆ＝１７．７９１２），
Ｐ＝０．００１２）

　１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

图１　５组大鼠造模前后足底机械性疼痛阈值变化趋势图

３．２　椎间盘组织 ＣＩＮＣ－１含量测定结果　造模后
第２１天，假手术组、生理盐水组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组及
ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠椎间盘组织中ＣＩＮＣ－１含量
比较，差异有统计学意义［（５３４．２±１４２．６）ｐｇ·ｍＬ－１，
（２８３７６．０±９７６．７）ｐｇ· ｍＬ－１，（２１８６６．０±
１５３６．０）ｐｇ·ｍＬ－１，（９９５６．０±１０１０．０）ｐｇ·ｍＬ－１，
Ｆ＝４２３．０００，Ｐ＝０．０００］。生理盐水组的ＣＩＮＣ－１含量
高于假手术组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组
（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００３；Ｐ＝０．０００）；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组的
ＣＩＮＣ－１含量高于ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（Ｐ＝０．０００）。
３．３　椎间盘组织 ＳＰｍＲＮＡ和 ＣＧＲＰｍＲＮＡ含量
测定结果　造模后第３５天，假手术组、生理盐水组、
ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组及ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组大鼠椎间
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盘组织中ＳＰｍＲＮＡ和 ＣＧＲＰｍＲＮＡ含量比较，组间
差异均有统计学意义。生理盐水组的ＳＰｍＲＮＡ含量
高于假手术组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和 ＩＣＡ１００ｍｇ·
ｋｇ－１组（Ｐ＝０．００８；Ｐ＝０．０４２；Ｐ＝０．０１５）；ＩＣＡ５０ｍｇ
·ｋｇ－１组的ＳＰｍＲＮＡ含量高于ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组

（Ｐ＝０．０００）。生理盐水组的 ＣＧＲＰｍＲＮＡ含量高于
假手术组、ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组和ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组
（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０００）；ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１

组和ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组的ＣＧＲＰｍＲＮＡ含量比较，
差异无统计学意义（Ｐ＝０．３３４）。见表３。

表３　４组大鼠椎间盘组织中Ｐ物质ｍＲＮＡ和降钙素基因相关肽ｍＲＮＡ含量

组别 样本量（只） Ｐ物质ｍＲＮＡ（ｘ±ｓ） 降钙素基因相关肽ｍＲＮＡ（ｘ±ｓ）
假手术组 ５ １．０４±０．４９ ０．７４±０．２１
生理盐水组 ５ １８３．５０±１１８．６０ ６．２９±２．０６

ＩＣＡ５０ｍｇ·ｋｇ－１组 ５ ５５．５０±１０．２６ １．５５±０．６９
ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组 ５ １９．５３±８．０５ １．１９±０．３７

Ｆ值 ９．４９９ ２７．１８０
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

４　讨　论
本研究根据既往文献［１４］报道的方法，在大鼠

Ｌ４～５和 Ｌ５～６椎间盘用１８号针头进行穿刺，从而建立
了大鼠腰痛模型。穿刺能直接改变椎间盘的机械性

能，导致纤维环损伤和细胞因子增加，最终导致椎间

盘变性和椎间盘源性腰痛［１５－１７］。大鼠足底机械性疼

痛阈值是量化腰痛的可靠方法［１４，１８］。非甾体类抗炎

药虽然能够有效镇痛，但其镇痛持续时间较短。在本

研究中，塞来昔布组在药物干预结束后疼痛阈值快速

降低，也证实了这一点。对于大鼠足底机械性疼痛阈

值的测定结果显示，ＩＣＡ每天按照 ５０ｍｇ·ｋｇ－１和

１００ｍｇ·ｋｇ－１使用，均能提高大鼠疼痛阈值，而且

ＩＣＡ１００ｍｇ·ｋｇ－１组镇痛效果更好。与同剂量的塞

来昔布相比，ＩＣＡ具有相似的镇痛效果，而且镇痛效
果更持久。

ＳＰ和 ＣＧＲＰ是两种与疼痛直接相关的肽，可作
为疼痛的“生物标记物”，与足底机械性痛觉阈值这种

行为学指标相结合，可全面反映大鼠的腰痛程

度［１４，１９－２０］。实验结果显示，ＩＣＡ可有效降低大鼠椎间

盘组织中 ＳＰｍＲＮＡ和 ＣＧＲＰｍＲＮＡ的表达，ＩＣＡ

１００ｍｇ·ｋｇ－１组的效果更好，这与大鼠足底机械性痛

觉阈值测定结果一致。

ＣＩＮＣ－１是大鼠体内白细胞介素－８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
８，ＩＬ－８）的同源物，是一种重要的促疼痛炎症因子。
ＩＬ－８的表达水平与人椎间盘源性疼痛呈正相

关［２１－２２］，相关动物实验也证实了 ＣＩＮＣ－１与疼痛的

关联性［２３－２４］。本研究的结果显示，ＩＣＡ能降低大鼠

椎间盘组织中 ＣＩＮＣ－１水平。结合 ＩＣＡ的镇痛效
果，提示降低椎间盘组织内 ＣＩＮＣ－１／ＩＬ－８水平是

ＩＣＡ缓解腰痛的重要药理学机制。
本研究的结果提示，ＩＣＡ可有效缓解大鼠椎间盘

源性腰痛，其镇痛效果与剂量有关，与同剂量的塞来

昔布相比其镇痛效果持续时间更长，降低大鼠椎间

盘组织中ＣＩＮＣ－１的水平可能是其镇痛的作用机制
之一。
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