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东北铁线莲不同提取部位的抗炎镇痛作用研究
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摘要　目的：研究和比较东北铁线莲不同提取部位的抗炎镇痛活性。方法：东北铁线莲经提取、萃取、浓缩得到石油醚部
位、氯仿部位、乙酸乙酯部位和正丁醇部位，实验分为阴性对照组、阳性对照组和实验组，分别利用小鼠醋酸扭体疼痛模型

和脂多糖诱导ＲＡＷ２６４７细胞炎性反应模型评估４个提取部位的镇痛活性和抗炎活性。结果：在镇痛实验中，乙酸乙酯
部位对小鼠扭体的抑制率最高；抗炎实验结果显示，乙酸乙酯部位抑制ＮＯ的效果最为显著。结论：东北铁线莲不同部位
的抗炎镇痛效果不同，其中乙酸乙酯部位抗炎镇痛活性最强。
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　　东北铁线莲（ＣｌｅｍａｔｉｓｍａｎｓｈｕｒｉｃａＲｕｐｒ）是毛茛
科铁线莲属植物，其根及根茎可作为中药威灵仙入

药，具有通络止痛、祛风湿之功效，在临床上主要用

于风湿痹痛，肢体麻木，筋脉拘挛，屈伸不利等症。

随着现代药理学和临床医学研究的不断深入，东北

铁线莲更是显示出抗肿瘤、解痉、抗氧化、抗炎镇痛

等诸多药理活性［１］。研究［２３］发现，东北铁线莲的醇

提取物和根部提取物可以通过抑制ＬＰＳ／ＩＦＮγ诱导
的巨噬细胞中 ＮＯ和 ＰＧＥ２的产生发挥抗炎作用。
刘光耀等［４］以脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激
ＲＡＷ２６４７细胞为炎性反应模型研究威灵仙不同提
取部位的抗炎作用，结果显示活性强弱依次为威灵

仙乙酸乙酯部位、石油醚部位、正丁醇部位和水部

位。但是东北铁线莲中各提取部位的抗炎镇痛作用

是否有差异及对巨噬细胞分泌炎性反应因子的干预

作用研究鲜有文献报道。本研究采用小鼠醋酸扭体

疼痛模型和ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４７细胞炎性反应模型
分别研究东北铁线莲不同提取部位的镇痛和抗炎作

用，明确东北铁线莲抗炎镇痛的活性部位，为其临床

应用提供理论依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与细胞　无特定病原体（ＳＰＦ）级健康
ＩＣＲ小鼠３２０只，雌雄各半，体重２０～２５ｇ，购于上
海西普尔必凯实验动物有限公司［动物生产许可证
号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６；实验动物合格证号
２００８００１６６３８０５］，在上海市第六人民医院实验动物
中心［动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２０１６００２０］适
应性饲养 ３ｄ，动物自由摄水，室温控制在 ２３～２５
℃，相对湿度为５０％～７０％，每天光照１０ｈ～１２ｈ。
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ＲＡＷ２６４７细胞购于中国科学院上海生命科学研究
院细胞资源中心。

１１２　药物　东北铁线莲购于上海虹桥中药饮片
有限公司（批号：１６０３０７），经鉴定为毛莨科铁线莲属
东北铁线莲（ＣｌｅｍａｔｉｓｍａｎｓｈｕｒｉｃａＲｕｐｒ）的干燥根
茎；冰醋酸（批号：２０１６０３０８，台山市新宁制药有限公
司）；阿司匹林肠溶片（批号：ＢＪ２８７６１，拜耳医药保健
有限公司）。

１１３　试剂与仪器　ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏｍｉｎｉｍｕｍｅｓ
ｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ）培养基（批号：３１９００６０１３，维森特生
物科技有限公司）；磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）（批号：
１７１８６０，Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）；胎牛血清（ＦＢＳ）（批号：
２０１７０７１０，杭州四季青生物工程材料有限公司）；脂
多糖（ＬＰＳ）（批号：０１７Ｍ４１１２Ｖ，Ｓｉｇｍａ公司）；ＭＴＴ
（批号：３０３Ｈ０５２８，索莱宝Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；ＮＯ检测试
剂盒（批号：２０１７０９１９，南京建成生物工程研究所有
限公司）。二甲苯（分析纯），上海江莱生物科技有

限公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，分析纯），国药集团化
学试剂有限公司；其他化学试剂乙醇、石油醚、乙酸

乙酯、氯仿、正丁醇等均为分析纯，购于上海凌峰化

学试剂有限公司。Ｎ１１００Ｄ型旋转蒸发器（上海爱
朗仪器有限公司）；ＳＢ２０００型水浴锅（上海爱朗仪
器有限公司）；ＫＱ５２００ＤＢ型数控超声波清洗器（昆
山市超声仪器有限公司）；ＤＨＧ９１４７Ａ型电热鼓风
干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）；ＳＬ２００１Ｎ型
电子分析天平（上海民桥精密科学仪器有限公司）；

ＣＫＸ３１ＳＦ型倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＳＩＭＰＬＩＣＩ
ＴＹ型超纯水系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；微量加样器（Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＴＤＬ８０２Ｂ型低速离心机（上海安亭
科学仪器厂）；ＡＬＬＥＧＲＡＸ２２Ｒ型高速离心机
（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＳＷＣＪ２ＦＤ型洁净工作台（苏净集
团苏州安泰空气技术有限公司）；ＨＷＳ２４型电热恒
温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司）；Ｅｐｏｃｈ型
酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司）。
１２　方法
１２１　东北铁线莲提取　取４８ｋｇ东北铁线莲用
７５％乙醇料液比１∶１０浸泡１６ｈ，８０℃提取１次，３
ｈ；再用７５％乙醇料液比１∶８，８０℃提取２次，每次２
ｈ。合并３次提取液，过滤浓缩至３１Ｌ。浓缩液去沉
淀后，用石油醚１∶１萃取３次，合并石油醚层；水层用
氯仿１∶１萃取３次，合并氯仿层；水层用乙酸乙酯１∶１
萃取３次，合并乙酸乙酯层；水层用正丁醇１∶１萃取３
次，合并正丁醇层。４种萃取液分别浓缩至干，得到东
北铁线莲石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇部位。

１２２　动物分组与给药方法
１２２１　药液及工作液的配制　阴性对照组药液：
０５％ＣＭＣＮａ；阳性对照组药液：用 ０５％ＣＭＣＮａ
配制阿司匹林至终浓度２０ｍｇ／ｍＬ；实验工作液：用
０５％ＣＭＣＮａ配制石油醚部位０２ｍｇ／ｍＬ、０４ｍｇ／
ｍＬ、０８ｍｇ／ｍＬ，氯仿部位０５５ｍｇ／ｍＬ、１１ｍｇ／ｍＬ、
２２ｍｇ／ｍＬ，乙酸乙酯部位 １７５ｍｇ／ｍＬ、３５ｍｇ／
ｍＬ、７ｍｇ／ｍＬ，正丁醇部位 ８ｍｇ／ｍＬ、１６ｍｇ／ｍＬ、３２
ｍｇ／ｍＬ。
１２２２　小鼠醋酸扭体实验　采用小鼠醋酸扭体
模型筛选威灵仙中具有镇痛活性的有效部位。将小

鼠分为模型组、阳性对照组和给药组（４种浸膏），且
给药组分别设高、中、低剂量组，每组１０只，给药１
周后，小鼠腹腔注射１２％醋酸溶液０２ｍＬ／１０ｇ，记
录每只小鼠１５ｍｉｎ内扭体次数，计算扭体抑制率。
并将４个部位低中高剂量对小鼠扭体抑制率制图，
比较其镇痛活性强弱。

扭体抑制率（％）＝（阴性对照组平均扭体次数
－给药组平均扭体次数）／阴性对照组平均扭体次数
×１００％
１２３　细胞培养与给药方法
１２３１　工作液的配制　石油醚、氯仿、乙酸乙酯、
正丁醇４个部位分别加ＤＭＳＯ配制浓度为２ｍｇ／ｍＬ
母液，－２０℃保存，实验时用１０％ＦＢＳ培养基将石
油醚部位稀释成１００μｇ／ｍＬ、８０μｇ／ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ、
４０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ；将氯仿部位西施至５０μｇ／ｍＬ、
２５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ；将乙酸乙
酯部位稀释至１００μｇ／ｍＬ、８０μｇ／ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ、４０
μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ；将正丁醇稀释至２００μｇ／ｍＬ、１００
μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬ（保证细胞毒
性不能过大）。ＬＰＳ加ＰＢＳ配制浓度为１２５ｍｇ／ｍＬ
母液，－２０℃保存，实验时用１０％ＦＢＳ培养基稀释
成１００μｇ／ｍＬ模型工作液。
１２３２　ＲＡＷ２６４７细胞培养　ＲＡＷ２６４７细胞
在３７℃，５％ＣＯ２条件下，用含１０％胎牛血清、１％青
霉素／链霉素的ＤＭＥＭ培养液传代培养。
１２３３　ＲＡＷ２６４７细胞活力检测　ＲＡＷ２６４７
细胞按３×１０４／孔接种于９６孔板中，培养箱中培养
１２ｈ后吸去原培养基，更换２％ＦＢＳ培养基饥饿１２
ｈ。饥饿后，实验组每孔分别加入不同浓度的实验工
作液１００μＬ；阴性对照组和模型组均加入１０％ＦＢＳ
培养基１００μＬ（均设３个复孔）。培养１ｈ后，模型
组和实验组每孔加入ＬＰＳ工作液１μＬ（此时ＬＰＳ浓
度为１μｇ／ｍＬ），继续培养３６ｈ。３６ｈ后吸取上层培
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养液至离心管，每孔加入新鲜培养液１００μＬ，再加
入新配制的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ液１０μＬ，３７℃避光孵育
４ｈ，终止培养。吸去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０
μＬ，置摇床上低速振荡１０ｍｉｎ后，用酶标仪于４９０
ｎｍ处测量各孔的吸光度值（ＯＤ４９０ｎｍ）。

细胞活力 ＝（药物孔 ＯＤ值 －调零孔 ＯＤ值）／
（阴性对照孔ＯＤ值－调零孔ＯＤ值）×１００％
１２３４　ＮＯ含量测定　收集至离心管的上层培养
液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清。采用 ＮＯ检测
试剂盒测定上清中 ＮＯ含量，具体操作按试剂盒说
明书进行。

１３　统计学方法　小鼠醋酸扭体法模型采用 ＳＰＳＳ
１９０统计软件进行数据分析，实验数据以均数 ±标
准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用因素方差分析。
ＲＡＷ２６４７细胞抗炎模型采用 ＧｒａｐｈＰａｄ５０２软件
绘图，组间比较采用 ｔ检验。以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果
２１　东北铁线莲不同部位的镇痛活性　利用小鼠
醋酸扭体疼痛模型对东北铁线莲不同部位的镇痛活

性进行筛选，发现乙酸乙酯部位中剂量的小鼠扭体

抑制率最高，高达６１９１％。见表１、表２。同时发现
乙酸乙酯部位镇痛活性最强。见图１。

表１　醋酸扭体实验中乙酸乙酯部位和正丁醇部位
的镇痛效果（珋ｘ±ｓ）

组别 只数（只） 剂量（ｍｇ／ｋｇ） １５ｍｉｎ扭体（次）抑制率（％）

阴性对照组 ９ — ３５±１８ —

阳性对照组 ９ ２００ １５±８ ５７５９
乙酸乙酯组 １０ １７５ ２１±１０ ４１０４

１０ ３５ １１±７ ６１９１
６ ７０ １１±１１ ６１２７

正丁醇组 ９ ８０ １９±９ ４５８９
１０ １６０ ２２±６ ３７９１
８ ３２０ １９±９ ４５１７

　　注：与阴性对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

表２　醋酸扭体实验中石油醚部位和氯仿部位
的镇痛效果（珋ｘ±ｓ）

组别 只数（只） 剂量（ｍｇ／ｋｇ） １５ｍｉｎ扭体（次）抑制率（％）

阴性对照组 １０ — ３６±４ —

阳性对照组 １０ ２００ １８±７ ５００
石油醚组 １０ ２ ２６±６ ２６７

１０ ４ ２６±５ ２７６
１０ ８ １４±６ ６１７

氯仿组 １０ ５５ ２０±６ ４４７
１０ １１ ２２±９ ３７６
１０ ２２ ２４±１０ ３２５

　　注：与阴性对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

图１　东北铁线莲４个部位低中高剂量扭体抑制率趋势

２２　东北铁线莲不同部位的抗炎活性　采用
ＲＡＷ２６４７细胞炎性反应模型检测东北铁线莲不同
部位的抗炎活性，乙酸乙酯部位浓度高达 １００μｇ／
ｍＬ时出现较弱的细胞毒性；正丁醇部位１０μｇ／ｍＬ
也具有较弱的细胞毒性。见图２。ＮＯ抑制实验结
果显示氯仿、乙酸乙酯部位的抗炎效果较明显，其中

乙酸乙酯部位对 ＮＯ的抑制呈浓度依赖性，且浓度
为６０μｇ／ｍＬ时抗炎效果最好。见图３。
３　讨论

炎性反应发生时机体组织会分泌许多抗炎因子

来保护组织免受损伤，当持续过量产生促炎因子会

使调节网络失衡，进而诱发炎性反应的级联反应。

威灵仙作为传统的中药，近年来研究发现其具有显

著的抗炎镇痛作用，但是对于东北铁线莲的抗炎镇

痛作用研究和不同提取部位间作用的差异性鲜有文

献报道，仅有学者研究证明了东北铁线莲的醇提取

物［２］、根部提取物［３］和少数单体［５８］可以通过抑制炎

性反应因子的产生发挥抗炎作用。因此，本研究采

用ＬＰＳ刺激的ＲＡＷ２６４７细胞炎性反应模型和小鼠
醋酸扭体反应模型，比较东北铁线莲不同提取部位

的抗炎镇痛活性差异。实验发现东北铁线莲石油醚

部位、氯仿部位、乙酸乙酯部位和正丁醇部位均能不

同程度抑制ＲＡＷ２６４７细胞分泌产生ＮＯ和醋酸诱
导小鼠扭体次数，且乙酸乙酯部位抗炎镇痛活性最

强。

小鼠腹腔注射醋酸后能够引起行为学改变即发

生扭体反应，这一模型是实验中常用的与疼痛相关

的模型，如有学者利用此模型研究了胆碱和对乙酰

氨基酚的协同镇痛作用及其机制［９］，另有学者利用

此模型进行了中药提取物的抗炎镇痛作用研究［１０］。

本文研究了东北铁线莲不同提取部位对小鼠扭体次

数的抑制率，进而比较其镇痛作用的强弱。

ＬＰＳ刺激ＲＡＷ２６４７细胞炎性反应模型是研究
炎性反应的经典模型，有多位国内外学者利用这一

模型进行炎性反应研究［２，７，１１］。ＮＯ是由一氧化氮合
酶催化合成的气体分子，具有介导炎性反应的功能，

ＬＰＳ刺激与炎性反应有关的一氧化氮合酶的表达，
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图２　加药刺激３６ｈ后细胞活力
　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５

图３　加药刺激３６ｈ后ＮＯ含量
　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，＃Ｐ＜００５；与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

促使ＮＯ水平升高［１２］。因此抑制机体ＮＯ的产生是
治疗炎性反应的重要手段。本实验结果表明，

ＲＡＷ２６４７细胞经 ＬＰＳ刺激后 ＮＯ含量明显增加，
用东北铁线莲不同部位处理后，ＮＯ的产生受到了
明显的抑制，且乙酸乙酯部位抑制作用最显著。

综上所述，东北铁线莲具有潜在的抗炎镇痛药

理作用，其不同提取部位均能抑制醋酸诱导小鼠的

扭体反应和 ＬＰＳ诱导 ＲＡＷ２６４７的 ＮＯ分泌，并且
乙酸乙酯部位效果最为显著。目前的研究初步证

实，抑制炎性反应因子的产生是东北铁线莲不同提

取部位发挥抗炎镇痛作用的机制之一，且乙酸乙酯

部位的抗炎镇痛作用最强，但是发挥抗炎镇痛作用

的具体成分和作用机制有待进一步研究。
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