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大鼠偏头痛模型的制作改进及评判指标选择 *
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摘要 目的：对现有硝酸甘油型大鼠偏头痛模型不均一稳定缺点予以改进，探究更为合理、有效模型建立方法和特征指标。方法：

采用雄性 SD大鼠，分别使用硝酸甘油无水乙醇注射液和硝酸甘油混悬液，按照 12 mg/kg、10 mg/kg、8 mg/kg剂量造模并观察记

录其行为学变化。用 ELISA法检测模型血清和脑组织 5-HT变化，确定较为合理、可靠且均一的改良硝酸甘油偏头痛模型。结果：

成功复制大鼠体偏头痛模型。使用硝酸甘油混悬液，皮下注射用量为 10 mg/ kg时模型效果较均一，造模后 20~60 min之间有显著

的行为学变化，出现抖身现象，并以倦怠结束。结论：与现有的偏头痛模型比较，最显著的改进之处在于使用硝酸甘油混悬液，延

长了模型标志性行为动作的持续时间，以特定时间段内出现明确的行为变化作为观察指标，避免了剂型剂量和个体差异带来的

模型效果差异,从而提高了模型的均一性。
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Improvement of Migraine Model in Rats and its Evaluation Indexes

To inquiry more reasonable, effective migraine model construction method and characteristic indexes,
through improving the disadvantage of inhomogeneity and instability of migraine model rats induced by nitroglycerin. The

migraine model of rats was established by injecting subcutaneously nitroglycerin anhydrous ethanol solution or nitroglycerin suspension

with dose of 12 mg/kg, 10 mg/kg, 8 mg/kg, respectively. The behavior changes of rats was observed and recorded. Change of 5-HT in

brain and serum of model rats were detected by ELISA. The homogeneous migraine model of rats with nitroglycerin suspension

was successfully constructed. The results showed there was significant behavior change after subcutaneous injection of nitroglycerin
suspension with dosage of 10 mg/kg between 20 and 60 min. The behavior of shaking the body was detected in model rats and ended in

burnout. Compared with existing migraine model, the migraine model constructed with nitroglycerin suspension remarkably

prolonged the duration of iconic behavioral changes, moreover, avoided the disadvantages from dosage form dosage and individual

difference on model, then greatly improved the uniformity of migraine model.
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前言

偏头痛是常见的多发性疾病，临床主要表现为一侧或双侧

头部反复发作的搏动性疼痛，可伴有恶心、呕吐、视物异常等神

经症状，疼痛剧烈，中医临床有多种药物均有较好的疗效[1]。在

偏头痛的发病机理研究中，由于整个过程中伴随着血管的舒缩

和血流速度的改变，所以血管的舒缩机制占有十分重要的地

位。现有的大多数扩张血管模型主要依靠硝酸甘油扩血管的持

续作用来实现，根据目前国内外各种偏头痛动物模型显示，硝

酸甘油型偏头痛模型既具有与人类偏头痛发作的时相性[2,3]，同

时也具有转化为中医证候属性的可操作性、适用性及易操作性
[4,5]，是中药治疗偏头痛研究中的重要工具。由于生物个体差异

性，硝酸甘油法造模的均匀性受到判断指标的影响，模型效果

存在较大的出入，会严重影响偏头痛相关实验结果。本文通过

对 SD大鼠偏头痛动物模型所需要的硝酸甘油不同剂量、不同

药物形态，对比不同给药模型下大鼠行为学变化以及对相应造

模大鼠血液、脑组织中 5-HT产生的变化进行探索，以期找出更

加合理、有效、客观的指标，同时在判断动物模型制作成功的基

础上，进一步使复制的偏头痛模型更加均一稳定。

1 材料和方法

1.1 仪器与试药
MK2 酶标仪（芬兰 LABSYSTOM）；5-HT ELISA 试剂盒

(Elabscience，AK0014MAY2202)；高速台式低温冷冻离心机（湘
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仪 TGL-20M）；硝酸甘油注射液(GNT)，规格每毫升含硝酸甘油
5 mg（山东圣鲁制药有限公司，1307011）；吐温 -80、无水乙醇、
PBS均为市售分析纯产品。
1.2 各模型组注射液的制备

硝酸甘油混悬液：取硝酸甘油注射液 50 mL，氮气吹干，5
mL无水乙醇复溶，在涡旋状态下加入用注射用水配置的 1%

吐温 -80溶液，定容至 50 mL，为白色均匀乳浊液。

空白混悬液基质：2 mL无水乙醇加入用注射用水配置的
1%吐温 -80溶液，定容至 20 mL。
1.3 实验动物

SD 大鼠，雄性，108只，体重 200g ± 30 g，第四军医大学

验动物中心提供，动物合格证号：scxk(军)字第 2007-007号。适

应性喂养 1周，每天自由进食饮水。
1.4 实验动物分组

将 SD大鼠随机分成 9组，硝酸甘油混悬液 12 mg/ kg（A

组）、10 mg/ kg（B组）、8 mg/ kg（C 组）组，硝酸甘油注射液 12
mg/ kg（D组）、10 mg/ kg（E组）、8 mg/ kg（F组）组以及无水乙

醇对照组（G 组）、空白混悬液对照组（H 组）和正常对照组（I

组），各组 12只。如表 1。
表 1 实验大鼠的分组

Table 1 Grouping for experimental rats

1.5 实验方法
1.5.1 动物模型 按照 Cristina等[2]报道的方法造模。以表 1

所设定给药种类和剂量 A、B、C、D、E、F组分别在大鼠颈后皮

下注射定量硝酸甘油溶液，G 组皮下注射相应量无水乙醇，H

组注射空白混悬液对照，正常对照组不注射。

1.5.2 行为观察 由文献报道[6,7]模型制作成功的行为学特征

为大鼠造模后出现耳红、前肢频繁挠头、搔耳、抖身、爬笼次数

增加以及烦躁等，结合前期实验 [8,9]，以 20 min 为一个单位时

间，观察并记录大鼠造模后在单位时间内大鼠出现前肢频繁连

续挠头和搔耳次数总和，抖身次数，以及最后出现倦怠的平均

时间。观察记录 2 h。
1.5.3 取材和样本处理 造模完成后 4 h，将实验大鼠乙醚麻
醉，腹腔静脉取血 5 mL，注入采血管中，静置 2 h，用低温离心

机 4 ℃、3000× g离心 20 min；分离血清，编号后置 -80 ℃低温

冰箱中贮存备用。

采血后大鼠迅速将取完整脑组织取出，PBS淋洗掉黏连血

块，精密称重，加 PBS缓冲液将脑组织匀浆，并定容，制得 10%

组织匀浆液，用低温离心机 4 ℃、5000× g离心 10 min；取上清

液编号后置 - 80℃低温冰箱中贮存、备用。
1.5.4 检测血清和脑组织中的 5-HT 在药物干预实验中，偏

头痛模型血和脑内的 5-HT变化较为显著的自体活性物质[10]，

可以作为模型制作的内源性指标，采用酶联法（ELISA），ELISA

试剂盒对各模型组血清和脑组织 PBS溶液的 5-HT进行测定。
1.6 统计结果处理

采集的数据以：组内均数± 标准差(x± s)表示，采用单因素

差分析(one way-ANOVA)，指定组间比较采用 LSD-t 检验，以
P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各时间段实验动物行为统计
2.1.1 不同时间段内各组大鼠挠头和搔耳情况 硝酸甘油剂

量差异在搔耳挠头反应上效果显著，当模型给药中含有硝酸甘

油时（A~F），各组挠头和搔耳次数远远高于空白组。0~20 min

时间段内各组挠头搔耳次数与其它对照组存在显著差异（P<0.05），

对照组几无挠头搔耳情况；20~40 min 时，B 和 E两组与其它
对照组存在显著差异（P<0.05）；40~60 min时，仅 B组与对照组

存在显著差异（P<0.05）。模型中硝酸甘油混悬液组和硝酸甘油

注射液组均具有相似的量效差异，10 mg/ kg作用效果显著，两

组前三时间段，即 0~40 min含有硝酸甘油各组搔耳挠头次数

出现最高值，但计数变化和持续时间有显著差异，硝酸甘油混

悬液组有明显的持续期；混悬液组给药量为 12 mg/ kg时，第一

时间段出现行为抑制，至第三时间段后有掻挠动作。8 mg/ kg

两组反应最小，仅在第一时间段高于乙醇液对照组，乙醇对大

鼠皮下有一定刺激性，混悬基质几无刺激性。

12 mg/ kg 10 mg/ kg 8 mg/ kg

GNT suspension group

GNT injection group

A

D

B

E

C

F

Control group

anhydrous ethanol control group (G), blank

suspension control group (H), normal control

group(I)

表 2 不同时间段内各组大鼠挠头和搔耳次数总和次数(x± s)

Table 2 The total number of scratching their head and ears of rats over different time periods(x± s)

0~20 min 20~40 min 40~60 min 60~80 min 80~100 min 100~120 min

A

B

C

D

E

F

G

H

I

5.63± 3.42*

17.88± 4.28*

3.40± 1.69*

7.59± 3.15*

24.92± 4.71*

5.33± 3.82*

1.63± 0.71

0.24± 0.12

0

0.62± 0.36

17.94± 4.32*

0.27± 0.13

0.38± 0.17

13.50± 3.37*

0.13± 0.09

0.49± 0.33

0.25± 0.11

0

5.40± 0.45

11.03± 1.12*

0

0

3.10± 1.41

0

0.13± 0.08

0

0.13± 0.06

1.38± 0.48

1.5± 0.79

0

0

0

0

0

0

0

0

0.38± 0.26

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

注：n=12，*P＜0.05，与正常对照组(I)比较。
Note: n=12, *P<0.05, compared with group I.
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图 2 不同时间段内各组大鼠抖身次数比较

Fig. 2 The comparison of shaking the body of rats over different time periods

2.1.2 不同时间段内各组大鼠抖身情况 与挠头和搔耳情况

类似，并且与挠头和搔耳动作伴随出现。当模型给药中含有硝

酸甘油时（A~F），0~20 min时间段内各组抖身次数与其它对照

组存在显著差异（P<0.05），对照组几无抖身情况；20~40 min

时，B和 E两组与其它对照组存在显著差异（P<0.05），见表 3。

提示在判断模型的观察指标中，抖身指标优于挠头和搔耳指标。

图 1 不同时间段内各组大鼠挠头和搔耳次数总的比较

Fig. 1 The comparison of scratching their head and ears of rats over each time periods

表 3 不同时间段内各组大鼠平均抖身次数(x± s)

Table 3 The average number of shaking the body of rats during different time periods (x± s)

0~20 min 20~40 min 40~60 min 60~80 min 80~100 min 100~120 min

A

B

C

D

E

F

G

H

I

2.15± 1.44*

5.31± 1.75*

0.76± 0.74*

2.00± 0.76*

5.82± 1.24*

0.58± 0.28*

0

0

0.13± 0.10

0.15± 0.11

6.26± 1.86*

0

0.25± 0.11

3.75± 1.39*

0

0

0

0

1.76± 0.99

3.00± 1.20

0

0

1.13± 0.36

0

0

0

0

0

0.63± 0.57

0

0

0.13± 0.11

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0.13± 0.09

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

注：n=12，*P<0.05，与正常对照组(I)比较。

Note: n=12, *P<0.05, compared with group I.

2.1.3不同时间段内各组大鼠出现倦怠时间 排除各对照组，

剂量 12 mg/ kg两组出现倦怠最早，10 mg/ kg两组其次，8 mg/

kg两组均无明显兴奋或倦怠表现。说明 8 mg/ kg剂量不足。

表 4 各组大鼠出现倦怠的平均时间

Table 4 The average number of burnout behavior of rats

A B C D E F G H I

T（min） 14 /56 87 - 16 63 - - - -
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2.2 5-HT的标准曲线

采用 ELISA法，在 ELISA试剂盒中作 5-HT标准曲线。线
性关系( r = 0.9942)，回归方程：

Logistic Model: y=

Coefficient Data:

a =0.50058012

b =-1.0048476

c =0.024034906

检测范围：15.63-1000 pg/mL，

最低检测限为 9.38 pg/mL。
2.3 大鼠脑组织和血清中的 5-HT含量变化

由 ELISA法所测结果和所取的大脑重量计算出血清脑组

织中游离 5-HT的实际量。血清 A~F组和对照组相比有显著差

别（P<0.05）。造模后 B和 E组大鼠脑组织中 5-HT量与对照组

存在显著性差异（P< 0. 05）见表 5，脑组织中 5-HT所测值呈显

著变化，10 mg/ kg两组为最低值，如图 3。

表 5 各组偏头痛大鼠血清和脑组织中 5-HT平均含量

Table 5 The average content of 5-HT in serum and brain tissue

of migraine rats

Serum 5-HT(pg/ mL) Brain tissue 5-HT(pg/ g)

A

B

C

D

E

F

G

H

I

158.85± 24.12*

143.08± 26.57*

154.22± 12.49*

141.31± 14.81*

145. 61± 29.36*

144.47± 24.23*

209.15± 16.89

218.03± 18.33

201.50± 22.23

204.89± 22.49

183.50± 14.03*

274.41± 21.24

227.14± 27.71

198.47± 34.91*

291.52± 11.13

333.10± 16.72

310.31± 18.90

323.58± 13.86

注：*P＜0.05，与正常对照组(I)比较。

Note: * P＜0.05, compared with group I.

图 3 各组偏头痛大鼠脑组织中 5-HT

Fig. 3 The content of 5-HT in brain tissue of migraine rats
注：*P＜0.05，与正常对照组(I)比较。

Note: *P<0.05, compared with group I.

3 讨论

偏头痛的发病机制目前尚未完全清楚，有多种学说，如

Wolff学说及皮层扩散抑制学说 ( cortical spreading depression,

CSD)、三叉神经血管学说( trigeminovascular system, TVS)、一

氧化氮( nitric oxide, NO)受体学说，涉及的都是血管舒缩，其中
5-HT 是能够影响血管收缩与扩张的重要自体活性物质 [10]。

5-HT是分子量很小的单胺类化合物，正常人体循环中的 5-HT

主要由肠嗜铬细胞产生并释放入血，血液中的 5-HT大部分被

血小板主动摄取和转运，被血小板摄取的 5-HT储存在致密颗

粒中。当血小板被激活时，才可释放出具有生理活性的 5-HT，

当出现外源性刺激、病理因素或者遗传因素等大脑血管异常扩

张时，机体释放 5-HT与相应受体结合，可改善或者治疗偏头痛

的症状[11-16]。由此测定药物干预前后脑组织和血液中的 5-HT，

可以直接从量上反应药物对脑内偏头痛病灶部位的影响，是在

中药治疗偏头痛研究中较为常用的检测物质[8,9,17-20]。

常用的硝酸甘油法复制偏头痛大鼠通常应用硝酸甘油注

射液的原液，即无水乙醇溶液，不能排除对模型的干扰。大鼠皮

下注射空白的无水乙醇后会引起大鼠皮下组织变性凝固，水肿

进而形成溃烂，而硝酸甘油属于剧烈的扩张血管药，可引起大

鼠皮下毛细血管剧烈扩张，通透性增加至血管渗漏坏死，这种

皮下刺激一面阻碍了硝酸甘油的有效吸收和利用，另一方面也

会增加模型效果的差异，加上大鼠间的生物差异，不利于模型

的均一性，影响后续药物干预的效果。混悬液型硝酸甘油中的

乙醇量大幅缩小，降低皮下刺激性影响，且模型行为特征时效

较无水乙醇溶液延长，是对原有偏头痛实验动物模型的有效改

进，可以为治疗偏头痛药物实验提供良好的实验基础。由我们

的实验结果可知，由 5-HT检测结果结合模型观察指标，硝酸甘

油混悬液组的注射用量为 10 mg/ kg时，模型行为变化显著且
5-HT检测结果也较平均，整体均一性较好。该用量下大鼠模型

有显著行为改变过程，20~40 min频繁搔耳挠头和抖身达到高

峰期，40~60 min逐渐出现倦怠静卧，60~80 min 全部呈现倦态

静卧。这种行为学的变换，从表象上也符合偏头痛动物模型具

有时相性特点。
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综上所述，使用硝酸甘油混悬液组，皮下注射 10 mg/ kg造

模效果较好，且造模效果较均一，与空白对照组相比 5-HT变化
最显著；模型大鼠出现耳红、挠头、搔耳、抖身、爬笼次数增加等

行为，观察指标中大鼠抖身现象比模型其它特征性动作更具有

指标性，造模后 20~80 min之间有显著的行为学变化，即有由

搔耳挠头和抖身高峰期到倦怠静卧的行为变化。
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