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疼痛是机体受损或疾病侵袭的预警信号，慢性疼痛

更被视为一种独立疾病。据《中国疼痛医学发展报告

（2020）》，我国慢性疼痛患者超3亿，每年新增1 000万至

2 000万患者，成为我国第三大健康问题。临床常用镇痛

药物（如非甾体抗炎药及阿片类药物）虽然药效显著，但

存在成瘾、器官损伤及滥用等风险。黄酮类化合物广泛

存在于植物中，具有抗氧化、抗炎、镇痛等多种药理活

性［1 - 6］，且毒性较低，在疼痛治疗中作用显著［7 - 8］。研究

显示，罗汉松种子总黄酮含量丰富［9］，且其果实有镇痛功

效［10］。为此，本研究中通过小鼠热板致痛等实验模型，系

统评估罗汉松种子总黄酮的镇痛作用，并初步探讨其作

用机制，以期为开发新型天然镇痛药物提供依据。现报

道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与动物

仪器：YLS - 6B型智能热板仪（济南益延科技发展

有限公司）；TDZ4 - WS型台式低速离心机（长沙高新技

术产业开发区离心机仪器有限公司）；Synergy H1型多

功能酶标仪（南宁市精密仪器仪表有限公司）；Gary
3500型紫外分光光度仪（美国Agilent公司）。
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摘要摘要：：目的 探讨罗汉松种子总黄酮的镇痛作用。方法 进行小鼠热板致痛、热水甩尾、醋酸扭体和甲醛致痛实验，记录痛阈值、扭体

次数，并计算疼痛抑制率、痛阈值提高率；采用酶联免疫吸附法检测小鼠血清中前列腺素 E2（PGE2）、一氧化氮（NO）和环氧合酶 - 2
（COX - 2）的水平。结果 低、高剂量（60，180 mg / kg）总黄酮均可明显升高小鼠的痛阈值，对小鼠热板疼痛抑制率分别超过 20% 和

154%，对小鼠热水甩尾痛阈值升高率分别为 46% 和 100%，对醋酸扭体致痛的抑制率分别为 64. 94% 和 72. 41%；且高剂量总黄酮能

明显降低甲醛致痛小鼠的行为反应评分和血清 COX - 2水平。结论 罗汉松种子总黄酮可升高小鼠的痛阈值，具有明显的镇痛作用，

这可能与降低小鼠血清中 COX - 2水平有关。
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the analgesic effect of total flavonoids in the seed of Podocarpus macrophyllus. Methods The
test of pain induced by hot - plate，warm water tail - flick，acetic acid writhing，and pain induced by formaldehyde were
established，the pain threshold and number of writhing episodes were recorded，and the pain inhibition rate and pain threshold
increase rate were calculated. The enzyme - linked immunosorbent assay（ELISA） method was used to detect the serum levels of
prostaglandin E2（PGE2），nitric oxide（NO），and cyclooxygenase - 2（COX - 2） in mice. Results Both low - dose（60 mg / kg）
and high - dose（180 mg / kg） total flavonoids significantly increased the pain threshold in mice. The pain inhibition rates of hot -
plate exceeded 20% and 154%，respectively；the pain threshold increase rates of the warm water tail - flick were 46% and 100%，

respectively；and the pain inhibition rates of acetic acid writhing were 64. 94% and 72. 41%，respectively. Furthermore，the high -
dose total flavonoids significantly reduced the behavioral response score in pain induced by formaldehyde mice and reduced the
serum COX - 2 level. Conclusion Total flavonoids in the seed of Podocarpus macrophyllus can elevate the pain threshold in mice
and have a significant analgesic effect，which may be associated with the reduction of serum COX - 2 level in mice.
Key wordsKey words：：seed of Podocarpus macrophyllus；total flavonoids；analgesic effect；cyclooxygenase - 2
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试药：阿司匹林肠溶片（朝阳龙城制药有限公司，

批号为 21150803）；前列腺素 E2（PGE2）、一氧化氮

（NO）、环氧合酶 2（COX - 2）酶联免疫吸附试验（ELI‑
SA）试剂盒（北京诚林生物科技有限公司，批号均为

202204）；甲 醛（批 号 为 20190813）、醋 酸（批 号 为

2021110901）、99. 5%冰乙酸（批号为 2021110901），均

购自成都市科隆化学品有限公司；0. 9%氯化钠注射液

（石家庄四药有限公司，批号为 E19101401）。罗汉松种

子采自广西北海鑫意园罗汉松种植基地，经广西医科

大学药学院中药学教研室李琼副教授鉴定为正品。

动物：SPF级KM小鼠 160只，其中雄鼠 60只，雌鼠

100只，体质量 18～22 g，购自广西医科大学实验动物

中心，实验动物生产许可证号 SCXK（桂）2020 - 003，实
验动物使用许可证号SYXK（桂）2020 - 004。适应性喂养

7 d。本实验经广西医科大学动物伦理委员会批准，所有

动物操作均严格按照相关伦理要求和规范进行。

1. 2 方法

1. 2. 1 罗汉松种子总黄酮提取物的制备

取罗汉松种子适量，粉碎，用 65%乙醇回流提取

（提取工艺：料液比为 1∶14，提取 40 min，提取 3次），合

并提取液，减压回收溶剂，烘干得提取物干粉末，用紫

外可见分光光度法测定提取物总黄酮含量为71. 77%。

1. 2. 2 分组及给药

实验分为空白对照组［0. 5% 羧甲基纤维素钠

（CMC - Na）和吐温 80］、阿司匹林组（200 mg / kg）［11］及
总黄酮低、高剂量组（60 mg / kg、180 mg / kg）［9］。灌胃相

应药物或溶剂，每天1次，连续7 d［11］。
1. 2. 3 热板致痛实验模型

动物筛选：取雌性昆明小鼠，室温环境下适应 1 h，
依次置于（55 ± 0. 5）℃金属热板上，记录自放置至出现

舔后足反应的时间，即为痛阈值。每只小鼠间隔 5 min
测 1次，重复 2次，取其平均值。剔除单次痛阈值 < 6 s
或 > 60 s的个体，最终筛选出40只用于后续实验［12］。

给药实验：按 1. 2. 2项下方法分组及给药。末次给

药前，测定小鼠的基础痛阈值。分别于末次给药后 10，
30，60 min时进行热板致痛实验，记录痛阈值，并计算疼

痛抑制率［13］。热板疼痛抑制率（%）=（给药后痛阈值－

基础痛阈值）/基础痛阈值 × 100%。

1. 2. 4 热水甩尾实验模型

动物筛选：取雌性小鼠，室温环境下适应 1 h。将小

鼠尾端 3 cm垂直浸入 50 ℃恒温水浴中，记录自浸入至

出现甩尾反应的时间，即为痛阈值。每只小鼠间隔 5 min
测定 1次，重复 2次，取其平均值，作为痛阈值。最终筛

选出40只用于后续实验。

给药实验：按 1. 2. 2项下方法分组及给药。末次给

药前，测定小鼠的基础痛阈值。末次给药后 1 h时进行

热水甩尾实验，记录痛阈值，并计算痛阈提高率。痛阈

提高率（%）=（给药后痛阈值 - 基础痛阈值）/基础痛

阈值 × 100%。

1. 2. 5 醋酸扭体实验

取 40只小鼠，雌雄各半，按 1. 2. 2项下方法分组及

给药。末次给药后 40 min时，分别腹腔注射 0. 6%醋酸

溶液（0. 2 mL / kg），观察并记录 20 min内小鼠的扭体反

应次数，并计算扭体疼痛抑制率。注射醋酸后小鼠出现

腹部两侧内凹、躯体扭曲和后肢伸展等系列动作算 1次
扭体反应。扭体疼痛抑制率（%）=（空白对照组扭体次

数 -给 药 组 扭 体 次 数）/ 空 白 对 照 组 扭 体 次 数 ×
100%［14］。实验结束后，自小鼠眼眶采血，3 000 r / min离
心 30 min（下同），分离血清，按ELISA试剂盒说明书操

作，于450 nm波长处测定吸光度值，绘制标准曲线，计

算血清中PGE2和NO的水平［11］。
1. 2. 6 甲醛致痛实验

取 40只雄性小鼠，随机分为 4组，按 1. 2. 2项下方

法分组及给药。末次给药后 1 h时，于小鼠右后足跖皮

下注射 2. 5％甲醛溶液 30 μL，立即观察并记录注射后

1，10，20，30，40 min时小鼠的疼痛行为反应，每个时间

点观察 15 s，按以下标准评分：0分（走动自如）、1分（跛

行）、2分（提足）、3分（舔、咬或抖足），以每个时段内出

现的最高行为评分作为该时间点评分。实验结束后，自

小鼠眼眶采血，离心，分离血清，按ELISA试剂盒说明书

操作，于 450 nm波长处测定吸光度值，计算血清中

COX - 2和PGE2的水平［14 - 15］。
1. 3 统计学处理

采用 SPSS 25. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，方差齐时行单因素方差分析（ANOVA）检验，方差

不齐时行协方差分析（ANCOVA）校正后再分析；计数

资料或等级资料行Kruskal - Wallis检验。P < 0. 05为差

异有统计学意义。

2 结果

2. 1 热板致痛实验

空白对照组与总黄酮低剂量组小鼠给药前的痛阈

值差异显著（P < 0. 05），故对给药前的痛阈值进行校正

后再统计分析。结果见表 1。与空白对照组比较，阿司匹

林组和总黄酮低、高剂量组小鼠给药后 10，30，60 min
时的热板痛阈值显著升高（P < 0. 01）。与空白对照组比

较，阿司匹林组及总黄酮低、高剂量组小鼠给药后 10，
30，60 min时的抑制率显著提高，其中总黄酮高剂量组

小鼠在各时间点的热板疼痛抑制率均大于 100%。详

见表2。
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表1 各组小鼠热板致痛实验痛阈值比较（X ± s，秒，n = 10）
Tab. 1 Comparison of pain thresholds in hot - plate test in

each group（X ± s，s，n = 10）

组别

空白对照组

阿司匹林组

总黄酮低剂量组

总黄酮高剂量组

剂量（mg / kg）

200
60
180

给药前

9. 01 ± 1. 72
11. 03 ± 4. 78
13. 58 ± 6. 42*
9. 74 ± 3. 46

给药后

10 min
9. 82 ± 0. 79
16. 17 ± 0. 77**
13. 80 ± 0. 81**
23. 98 ± 0. 78**

30 min
11. 58 ± 1. 53
20. 83 ± 1. 50**
17. 73 ± 1. 58**
28. 28 ± 1. 51**

60 min
10. 52 ± 1. 91
24. 05 ± 1. 87**
18. 86 ± 1. 96**
31. 81 ± 1. 88**

注：与空白对照组比较，*P < 0. 05，**P < 0. 01。表 2至表 6
及图1、图2同。

Note：Compared with those in the blank control group，*P < 0. 05，
**P < 0. 01（for Tab. 1 - 6 and Fig. 1 - 2）.

表2 各组小鼠热板疼痛抑制率比较（X ± s，n = 10）
Tab. 2 Comparison of pain inhibition rate in hot - plate test in

each group（X ± s，n = 10）

组别

空白对照组

阿司匹林组

总黄酮低剂量组

总黄酮高剂量组

剂量

（mg / kg）

200
60
180

痛阈差值（s）
10 min

0. 20 ± 2. 92
5. 29 ± 3. 90**
2. 37 ± 1. 77*
13. 38 ± 2. 70**

30 min
2. 41 ± 4. 17
9. 90 ± 4. 19**
5. 62 ± 4. 54
17. 95 ± 7. 43**

60 min
1. 03 ± 3. 07
13. 16 ± 4. 04**
7. 24 ± 4. 51*
21. 28 ± 10. 14**

疼痛抑制率（%）

10 min

69. 28
20. 20
154. 31

30 min

116. 28
46. 76
220. 93

60 min

146. 45
64. 16
248. 60

2. 2 热水甩尾实验

与空白对照组比较，阿司匹林组小鼠给药后的痛

阈值显著升高（P < 0. 01），总黄酮低、高剂量组小鼠给

药后的痛域值均有一定升高（46%，100%），但差异不显

著（P > 0. 05）。详见表3。
表3 各组小鼠热水甩尾实验痛阈值比较（X ± s，n = 10）

Tab. 3 Comparison of pain thresholds in warm water tail - flick
test in each group（X ± s，n = 10）

组别

空白对照组

阿司匹林组

总黄酮低剂量组

总黄酮高剂量组

剂量（mg / kg）

200
60
180

给药前（s）
9. 13 ± 2. 53
12. 44 ± 7. 35
10. 71 ± 4. 21
9. 48 ± 4. 94

给药后（s）
11. 78 ± 5. 37
27. 98 ± 16. 27**
15. 60 ± 5. 60
18. 95 ± 7. 36

痛阈值升高率（%）

29
125
46
100

2. 3 醋酸扭体实验

与空白对照组比较，阿司匹林组和总黄酮低、高剂

量组小鼠给药后的扭体次数显著减少（P < 0. 05），对醋

酸扭体的抑制率分别为 77. 01%，64. 94%和 72. 41%。详

见表 4。与空白对照组比较，阿司匹林组及总黄酮低、高

剂量组小鼠血清 PGE2和 NO水平，均有一定差异（P >
0. 05）。详见图1。
2. 4 甲醛致痛实验

Kruskal - Wallis检验结果显示，注射后10，20，30 min
时，各组小鼠甲醛致痛行为反应评分有显著差异（P <
0. 05）。与空白对照组比较，阿司匹林组小鼠给药后 10，

20，30 min时的行为反应评分均显著降低（P < 0. 05），

总黄酮高剂量组注射后 30 min时的行为反应评分显著

降低（P < 0. 05）。详见表 5、表 6。与空白对照组比较，阿

司匹林组及总黄酮高剂量组小鼠血清中COX - 2水平

显著降低（P < 0. 05）。各组小鼠血清 PGE2水平均有一

定差异（P > 0. 05）。详见图2。
表 5 甲醛致痛模型行为评分的Kruskal - Wallis检验结果

Tab. 5 Kruskal - Wallis test results for behavioral scores in the

model mice of pain induced by formaldehyde

项目

Kruskal - Wallis H（K）
自由度

渐近显著性（P值）

1 min
3
3
0. 392

10 min
7. 863
3
0. 049

20 min
10. 129
3
0. 017

30 min
7. 826
3
0. 05

40 min
6. 293
3
0. 098

注：P < 0. 05表示同一时间点4组比较差异有统计学意义。

Note：P < 0. 05 indicates that the difference among the four
groups at the same time point was statistically significant.
表 6 各组小鼠甲醛致痛行为反应评分比较（X ± s，分，n = 10）

Tab. 6 Comparison of behavioral response scores in pain

induced by formaldehyde in each group（X ± s，point，n = 10）

组别

空白对照组

阿司匹林组

总黄酮低剂量组

总黄酮高剂量组

剂量（mg / kg）

200
60
180

1 min
3. 00 ± 0. 00
3. 00 ± 0. 00
2. 90 ± 0. 32
3. 00 ± 0. 00

10 min
2. 50 ± 0. 71
1. 20 ± 1. 12**
1. 90 ± 0. 74
1. 70 ± 1. 05

20 min
2. 20 ± 0. 79
1. 10 ± 0. 57**
1. 70 ± 0. 67
1. 70 ± 0. 67

30 min
2. 10 ± 0. 74
1. 20 ± 0. 79**
1. 90 ± 0. 32
1. 40 ± 0. 97*

40 min
1. 90 ± 0. 57
1. 20 ± 0. 63*
1. 60 ± 0. 84
1. 30 ± 0. 82

表 4 各组小鼠醋酸扭体次数和扭体疼痛抑制率比较（X ± s，
n = 10）

Tab. 4 Comparison of the number and pain inhibition rate of
acetic acid writhing in each group（X ± s，n = 10）

组别

空白对照组

阿司匹林组

总黄酮低剂量组

总黄酮高剂量组

剂量（mg / kg）

200
60
180

扭体次数

34. 8 ± 9. 1
8. 0 ± 5. 7*
12. 2 ± 8. 6*
9. 6 ± 7. 7*

抑制率（%）

77. 01
64. 94
72. 41

PGE2
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剂
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总
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图 1 小鼠血清中PGE2和NO水平（X ± s，n = 10）
Fig. 1 The levels of serum PGE2 and NO in each group（X ± s，

n = 10）
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3 讨论

COX是催化花生四烯酸转化为前列腺素的关键双

功能酶，主要分为COX - 1和COX - 2。在炎性状态下，

花生四烯酸生成一系列致痛物质，其中 PGE2是重要的

致痛介质。同时，炎性刺激可激活一氧化氮合酶（NOS），

催化 L - 精氨酸合成 NO，升高血液中 NO水平［16］。因
此，PGE2和NO常作为炎性疼痛的评价指标。在醋酸扭

体实验中，罗汉松种子总黄酮明显抑制了小鼠扭体反

应，提示其具有外周镇痛作用。但未显著改善血清PGE₂
和NO水平，表明其对这两种炎性介质的合成和释放影

响有限。为进一步了解罗汉松种子总黄酮是否影响

PGE2的催化合成酶COX - 2，本研究中建立了甲醛致痛

模型并进行相关检测。

甲醛致痛实验是模拟急性组织损伤导致的持续性

疼痛，其疼痛分两个时相：注射甲醛后 0～10 min为第

Ⅰ相（直接刺激C纤维所致），10～60 min为第Ⅱ相（有

炎性机制参与）［17］。本研究中，罗汉松种子总黄酮的镇

痛作用呈现阶段性，对第Ⅰ相疼痛的抑制效果与阿司

匹林相似，但对第Ⅱ相疼痛的抑制效果相对较弱，且总

黄酮低、高剂量均对血清PGE2水平无显著影响，但总黄

酮高剂量能明显降低小鼠血清COX - 2水平。这表明罗

汉松种子总黄酮的镇痛作用可能与降低血清 COX - 2
水平有关。然而，在醋酸扭体和甲醛致痛实验中，罗汉

松种子总黄酮均未明显降低血清中 PGE2水平，这可能

与实验时间窗限制，PGE2的合成与多种酶有关，除了依

赖 COX - 1 / 2的催化，还需要 PGE2终末合成酶［18］，以
及组织特异性表达，或者总黄酮可能对 PGE2水平的影

响较弱相关。

综上所述，罗汉松种子总黄酮具有镇痛作用，能降

低COX - 2水平，但对血清PGE₂和NO水平均无明显影

响，提示其可能具有独特的非 COX / PGE₂依赖性镇痛

特性，这与闹羊花等植物黄酮类成分的多靶点作用机

制［19］存在差异。下一步可对罗汉松种子黄酮类单体成

分的镇痛活性进行筛选，以及对镇痛活性成分的作用

靶点和机制进行深入研究，为获得新的镇痛活性先导

化合物奠定基础。
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图2 小鼠血清PGE2和COX - 2水平比较（X ± s，n = 10）
Fig. 2 The levels of serum PGE2 and COX - 2 in each group

（X ± s，n = 10）
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