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前言

据估计，7-10 %的人口患有神经性疼痛，慢性疼痛每年带

来的社会成本为 560-6350亿美元[1-3]。在颈椎中，背神经根是疼

痛性神经性损伤的常见来源，因为其容易受到椎间盘突出症、

脊椎病或其他形式的外伤造成的压力负荷[4，5]。即使是对神经根

的短暂压迫也会导致慢性神经根病，这通常表现为疼痛或麻

木，可放射到手臂或腿部。尽管疼痛性神经病的发病率很高，但
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摘要目的：探究炙甘草汤加减缓解神经根型颈椎病大鼠疼痛和对炎症反应的影响及机制。方法：采用免疫组织化学对接受炙甘草

汤加减治疗的大鼠的脊髓组织神经元、小胶质细胞和星形胶质细胞中 sPLA2的表达进行检测。使用免疫组织化学法通过测量

DNA损伤标记物 8-OHG检测氧化应激的程度。结果：与在神经根受压之前进行炙甘草汤加减灌胃可显著减少脊髓炎症以及

DRG中的外周氧化损伤（P<0.05）。炙甘草汤加减降低了脊髓中的小胶质细胞和星形胶质细胞的激活，差异有统计学意义（P<0.
05）。与第 7天神经胶质激活减少的同时，脊髓 sPLA2的产生亦受到抑制，神经胶质和神经元均减少，差异有统计学意义（P<0.
05）。在疼痛性神经根损伤后，氧化应激标记物 8-OHG几乎只存在于脊髓神经元中。在神经创伤前立即进行炙甘草汤加减治疗可

防止外周 DRG神经元中 DNA和 RNA中 8-OHG增加，差异有统计学意义（P<0.05）。结论：炙甘草汤加减可以通过减少中枢和外
周神经炎症和氧化应激来预防疼痛的发展。
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Study on the Effect and Mechanism of the Addition and Subtraction of
Zhigancao Decoction on Alleviating Pain and Inflammation in Rats with

Cervical Spondylotic Radiculopathy*

Exploring the effect and mechanism of Zhigancao Decoction on alleviating pain and inflammation in rats

with cervical spondylotic radiculopathy. Immunohistochemistry was used to detect the expression of sPLA2 in spinal cord

tissue neurons, microglia and astrocytes of rats that received the addition and subtraction of Zhigancao Decoction. Immunohistochemistry

was used to detect the degree of oxidative stress by measuring the DNA damage marker 8-OHG. The addition and subtraction of

Zhigancao Decoction before nerve root compression can significantly reduce spinal cord inflammation and peripheral oxidative damage

in DRG (P<0.05). The addition and subtraction of Zhigancao Decoction decreased the activation of microglia and astrocytes in spinal
cord, and the difference was statistically significant (P<0.05). At the same time as the decrease of glial activation on the 7th day, the

production of sPLA2 in spinal cord was also inhibited, and the glia and neurons were reduced, the difference was statistically significant

(P<0.05). After painful nerve root injury, the oxidative stress marker 8-OHG exists almost only in spinal cord neurons. In addition to pain

and spinal cord inflammation, the addition and subtraction of Zhigancao Decoction treatment before nerve trauma could prevent the

increase of 8-OHG in DNA and RNA in peripheral DRG neurons (P<0.05). The addition and subtraction of Zhigancao

Decoction can prevent the development of pain by reducing the inflammation and oxidative stress of the central and peripheral nerves.
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Groups
Threstold (g)

0 1 3 5 7

ZGCD group 1.00依0.00 0.85依0.24 0.73依0.22 0.93依0.31 0.98依0.40

NRC group 1.00依0.00 0.32依0.05 0.49依0.18 0.37依0.21 0.34依0.22

The sham group 1.00依0.00 1.21依0.43 1.18依0.16 1.23依0.35 1.22依0.09

F 0.151 12.358 12.102 15.352 26.149

P 0.934 0.000 0.000 0.000 0.000

目前的治疗方法不能有效缓解疼痛，部分原因是对疼痛级联反

应机制的理解不完整[6，7]。损伤部位和脊髓中发生伤害性处理的

炎症和氧化应激途径都通过释放炎症介质和活性氧物质而导

致疼痛[8，9]。通过抑制环氧合酶 2（cyclooxygenase-2，COX-2）机

制，非甾体抗炎药可以减少炎症和氧化应激。正因为如此，它们

是一种常见的镇痛治疗方法，但有副作用。炙甘草汤加减在正

畸疼痛和颞下颌关节疼痛的动物模型中提供有效的疼痛缓解，

而没有不良副作用。尽管在疼痛性神经根压迫之前施用炙甘草

汤加减已被证明可以预防疼痛发作，但神经根损伤后其有效性

的病理生理机制尚不清楚[10-12]。炎症期间 sPLA2的上调也会增

加 COX酶的活性，从而加剧炎症[13]。神经损伤后早 ROS的产

生是由许多细胞代谢过程失调引起的，包括 NADPH氧化酶、

线粒体呼吸链的产生，甚至是 COX介导的 AA代谢以产生前

列腺素[14]。本研究评估了在疼痛性神经根压迫前使用炙甘草汤

加减进行选择性 COX-2抑制是否能调节方面疼痛明显时脊髓

炎症级联反应和 /或背根神经节（DRG）中的氧化应激。

1 材料与方法

1.1 实验动物

所有外科手术均使用雄性 SD大鼠（275-299g）在吸入异氟

醚麻醉（4%诱导，2-3%用于维持）下进行。在麻醉诱导时，将炙

甘草汤加减在应用神经根压迫（Nerve root compression，NRC）

之前立即灌胃给药（n=14，ZGCD组），其他大鼠仅接受 NRC

（n=14, NRC组）或假手术程序（n=14, sham组）作为对照。进行

中线切口以暴露颈椎，并且在 C6/C7处的右侧背侧半椎板切除

术暴露右侧 C7背神经根。将微血管夹通过硬脑膜的一个小开

口插入以压迫神经根 15 min。15 min后，取下夹子并使用 3-0

聚酯缝合线和外科缝合钉闭合切口。

1.2 方法

1.2.1 行为评估 在手术前（第 0 d）和术后第 1、3、5和 7天测

量同侧前爪对机械刺激的敏感性。使用一系列强度从 1.4 g到

26 g递增的 von Frey长丝刺激前爪。如果下一根细丝也引起阳

性反应，则将引起反应的最低强度细丝记录为反应阈值。如果

大鼠对所有细丝都没有反应，则将最大细丝强度（26 g）作为阈

值。每个测试阶段包括 3轮，每轮之间至少休息 10 min。每只大

鼠每天的阈值是通过平均轮次确定的，并标准化为每只大鼠自

己的基线阈值。

1.2.2 脊髓和背根神经节的组织收获和免疫组织化学标记 在

第 7天进行行为评估后，收集 C7脊髓和 DRG以评估炙甘草

汤加减治疗对炎症和氧化应激的影响。大鼠用戊巴比妥钠

（65 mg/kg）深度麻醉，并用磷酸盐缓冲液和 4 %多聚甲醛经心

灌注。组织后固定过夜，并在 4℃下在 30%蔗糖中储存 6天。将

样品轴向切片（0.1 mm）到载玻片上进行免疫组织化学标记。

1.2.3 免疫组织化学分析 从正常未手术大鼠收集脊髓和

DRG样本，用以对照参考。使用带有 DP2-BSW软件的数码相

机和立体显微镜对组织切片进行 20倍成像。脊髓图像被裁剪

为仅包括浅背角（750伊150像素），密度计用于量化阳性像素的
百分比，作为阳性标记的衡量标准。对于每个标签，正常样本中

高于阈值表达的像素百分比分别在每个样本的损伤同侧的背

角中量化。为了量化脊髓 sPLA2在神经元、小胶质细胞和星形

胶质细胞中的共定位，使用自定义 MATLAB脚本分别量化

sPLA2 和 MAP2、sPLA2 和 Iba1 以及 sPLA2 和 GFAP 的阳性

像素总数。神经元、小胶质细胞和星形细胞 sPLA2分别通过将

sPLA2和MAP2、Iba1和 GFAP阳性像素总数除以每个图像的

sPLA2阳性像素总数来确定，并显示为正常倍数。评估同侧

DRG中的神经元 8-OHG表达，DRG的图像被裁剪（450伊450
像素），每张图像包括 10-20个随机神经元用于强度分析。

1.3 统计学处理

本研究中数据全部采用 SPSS20.0 统计分析软件（美国

IBM公司）进行处理；计量资料采用 " 均数依标准差 "（x依s）表
示，组间比较采用单因素方差分析或者重复测量的方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t检验；计数资料采用百分率（%）表

示，组间比较采用 掊2分析；P<0.05代表差异存在统计学意义。

2 结果

2.1 炙甘草汤加减降低 NRC大鼠机械性痛觉过敏

炙甘草汤加减治疗可防止 NRC后出现的缩爪阈值降低，

炙甘草汤加减组的阈值高于第 1天、第 5天和 7的 NRC组，差

异有统计学意义（P<0.05）。
NRC组的戒断阈值在第 1天、第 5天和第 7天与其基线

值降低，差异有统计学意义（P<0.05）。此外，NRC组的戒断阈值
总体上低于假手术，差异有统计学意义（P<0.05），炙甘草汤加
减组和假手术组的戒断阈值总体上没有统计学差异（P＞
0.05）。结果如表 1所示。

2.2 炙甘草汤加减防止小胶质细胞和星形胶质细胞激活

与第 7天时的戒断阈值一样，炙甘草汤加减可以防止神经

根受压后发生的同侧 C7浅背角中 Iba1和 GFAP的增加。炙甘

草汤加减治疗将脊髓 Iba1降低到假手术组和正常组水平，与

表 1炙甘草汤加减降低 NRC大鼠机械性痛觉过敏阈值（n=14）

Table 1 Increase and reduction decreased the threshold of mechanical algesia in NRC rats (n=14)
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表 2炙甘草汤加减治疗降低脊髓 Iba1和 GFAP的表达水平（n=14）

Table 2 Treatment with hot licorice addition and subtraction decreased the expression levels of spinal Iba1 and GFAP (n=14)

Groups Iba1 expression levels GFAP expression levels

ZGCD group 1.44依0.26 1.34依0.26

NRC group 3.46依0.26 2.64依0.52

The Normal group 1.00依0.15 1.00依0.12

The sham group 0.84依0.20 1.02依0.09

F 12.585 18.033

P 0.000 0.000

表 3炙甘草汤加减治疗降低脊髓 sPLA2表达水平（n=14）

Table 3 Treatment with hot licorice addition and subtraction decreased sPLA2 expression levels in the spinal cord (n=14)

Groups
Expression levels of sPLA2

Medulla spinalis Neuron Microglia Astrocyte

ZGCD group 1.00依0.35 1.27依0.34 1.72依0.49 1.25依0.30

NRC group 2.02依0.73 2.02依0.85 3.47依1.26 2.25依0.61

The Normal group 1.00依0.36 1.00依0.36 1.00依0.36 1.00依0.36

The sham group 0.98依0.32 1.34依0.40 1.58依0.42 1.40依0.32

F 12.585 25.033 23.102 22.352

P 0.000 0.000 0.000 0.000

NRC组相比降低，差异有统计学意义（P<0.05）。同样，假手术组
和正常组的 Iba1表达水平低于 NRC组，差异有统计学意义

（P<0.05）。ZGCD组、假手术组和正常组脊髓中的 GFAP表达

低于 NRC组，差异有统计学意义（P<0.05）。结果如表 2所示。

2.3炙甘草汤加减治疗降低脊髓 sPLA2表达水平

与 NRC组相比，同侧背角中的脊髓 sPLA2表达水平降

低，差异有统计学意义（P<0.05），并且其表达水平与假手术组
大鼠和正常组大鼠脊髓中 sPLA2的表达水平相似。假手术组

和正常组脊髓 sPLA2表达低于 NRC组，差异有统计学意义

（P<0.05），每个神经元和星形胶质细胞中的 sPLA2表达也降低

至 sham组和正常组水平，并且分别低于 NRC组神经元 sPLA2

和星形细胞 sPLA2 的表达，差异有统计学意义（P<0.05）。
ZGCD组的脊髓小胶质细胞 sPLA2表达低于 NRC组，差异有

统计学意义（P<0.05），但炙甘草汤加减治疗不会将小胶质细胞
sPLA2水平降低至正常表达水平，差异无统计学意义（P＞
0.05）。结果如表 3所示。

Groups
Neuronal 8-OGH expression level (pixel intensity)

Total neurons Small neuron Medium diameter

ZGCD group 62.26依23.12 69.62依23.37 74.25依18.63

NRC group 100.85依32.63 100.36依14.55 100.78依25.59

The Normal group 81.16依15.52 95.19依23.61 86.09依14.66

The sham group 63.75依18.26 71.69依29.29 72.59依21.16

F 32.786 52.347 32.102

P 0.000 0.000 0.000

表 4炙甘草汤加减治疗防止外周 DRG神经元中 DNA和 RNA中 8-OHG增加（n=14）

Table 4 Hot glycyrorice plus minus treatment prevents 8-OHG increase in DNA and RNA in peripheral DRG neurons (n=14)

2.4 炙甘草汤加减治疗防止外周 DRG神经元中 DNA和 RNA

中 8-OHG增加

脊髓中的 8-OHG标记在任何组中都与正常情况没有区

别；在炙甘草汤加减治疗后的第 7天，C7 DRG中的 8-OHG积

累受到调节。在每个图像中测量了平均 15个神经元。对于各种

大小的神经元，炙甘草汤加减处理与 NRC相比降低了 8-OHG

免疫反应性，差异有统计学意义（P<0.05），在中小直径神经元
中亦可观察到这种趋势，差异有统计学意义（P<0.05）。对于所
有大小的神经元，以及在小直径和中等直径神经元中，8-OHG

标记在 sham组中低于 NRC组，差异有统计学意义（P<0.05）。
结果如表 4所示。

在各种大小的神经元中，疼痛压迫后 DNA和 RNA中的
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表 5炙甘草汤加减治疗降低 DNA和 RNA中的 8-OHG表达

Table 5 Hot licorice plus and subtraction treatment decreased 8-O H G expression in DNA and RNA

8-OHG 表达均升高，在 RNA 中观察到的 8-OHG 表达高于

DNA（P<0.05）。炙甘草汤加减治疗将 DNA和 RNA中的 8-OHG

表达降低到假手术组各种大小神经元的水平，结果表 5所示。

Groups
8-OGH expression level (pixel intensity)

DNA RNA

ZGCD group 72.96依25.25 75.58依28.62

NRC group 100.32依21.16 100.37依20.21

The sham group 73.35依14.65 75.52依16.71

F 52.124 39.020

P 0.000 0.000

3 讨论

脊髓小胶质细胞在神经性损伤后早期（和星形胶质细胞之

前）被强烈激活，因此与疼痛发作有关[15，16]。脊髓神经结扎可造

成一种与此处使用的神经性损伤类似的损伤，可促进小胶质细

胞和星形胶质细胞的激活顺序发生，因此在神经性疼痛的不同

时间段可发挥不同的作用[17-19]。已有研究表明：炙甘草汤加减在

正畸疼痛和颞下颌关节疼痛的动物模型中提供有效的疼痛缓

解[20，21]。除了预防神经性疼痛行为外，在疼痛性神经根压迫之前

立即灌胃给药炙甘草汤加减可防止通常伴随该损伤的脊髓炎

症和外周氧化应激，炙甘草汤加减选择性抑制 COX-2后外周

氧化损伤的减少可能是由于减少外周炎症[20-22]。尽管在疼痛性

神经根压迫之前施用炙甘草汤加减已被证明可以预防疼痛发

作，但神经根损伤后其有效性的病理生理机制尚不清楚。

本研究结果表明：炙甘草汤加减在受伤后一周减少脊髓小

胶质细胞和星形胶质细胞的激活，这归因于神经性疼痛维持，

表明其 COX-2抑制可能会减少已知会导致持续性神经性疼痛

的延长的脊髓神经炎症。但是由于炙甘草汤加减是在神经根压

迫前立即给予的，因此尚不清楚相关的镇痛作用是由于在较晚

（第 7天）时间点阻止了神经胶质激活，还是由于其在损伤后更

早地介导了作用，结合相关研究分析可知：第 7天或更晚时脊

髓中的星形胶质细胞激活与疼痛的维持有关。另外，本研究发

现，与减弱小胶质细胞激活相结合，炙甘草汤加减还阻止疼痛

性神经根受压后整体和细胞特异性脊髓 sPLA2表达的增加，

进一步支持其抑制脊髓神经炎症的有效性，Yang LY[22]和 Ah-

mad NS[23]等相关研究显示：炙甘草汤加减预处理可能会预防与

疼痛性根部损伤相关的早期炎症反应，抑制脊髓神经胶质激活

并减少第 7天脊髓中神经元和神经胶质 sPLA2的产生，与本

研究结果类似。然而，鉴于小胶质细胞和星形胶质细胞之间的

时间激活存在明显差异，炙甘草汤加减的镇痛作用是否是由于

在第 7天之前阻止了整体或细胞特异性 sPLA2的产生尚不清

楚。据报道[24-26]，由于多种神经性疼痛状态（包括创伤性脑损伤

和外周神经损伤）产生过量的 ROS，神经元氧化损伤会增加。结

合上述研究和本研究结果分析认为：虽然脊髓神经元和神经胶

质在神经性疼痛状态下都会产生 ROS，但在本研究中，DNA和

RNA氧化损伤主要在神经元中明显，这表明神经元毒性和功

能障碍可能在根性神经性疼痛中起作用。另外，尽管神经胶质

细胞是 ROS的主要来源，但已证明小胶质细胞产生的细胞外

ROS在神经性损伤后对神经元具有直接毒性[27]。此外，小胶质

细胞和巨噬细胞中的细胞内 ROS可以促进神经毒性细胞因子

的产生。本研究中，炙甘草汤加减减少了第 7 天 DRG中总

8-OHG和与 DNA或 RNA特异性相关的 8-OHG，进一步证明

外周氧化应激，特别是神经元中的氧化性 DNA和 RNA损伤

与神经根受压有关，就像神经性疼痛一样。sPLA2细胞膜水解

的代谢物（花生四烯酸）是神经元和免疫细胞中 COX-2产生过

程中公认的活性氧类来源，ROS的产生和由此产生的外周氧化

应激可能由于疼痛性根损伤后 DRG 中 sPLA2 活性升高导

致[28-30]。鉴于 COX-2产生在 ROS生成和氧化应激中的作用，炙

甘草汤加减减少了 DRG中 8-OHG的表达水平，说明通过抑制

DRG中的 COX-2可以减少外周氧化应激，防止神经根受压引

起疼痛，在神经根压迫前灌胃炙甘草汤加减可防止同侧前爪发

生机械性痛觉过敏，这通常是由神经根压迫引起的。

综上所述，使用炙甘草汤加减处理，可以防止脊髓 sPLA2

上调和脊髓神经胶质细胞激活，表明脊髓和 DRG中 sPLA2

的下调可能有助于炙甘草汤加减的镇痛作用。COX-2抑制剂

可以通过减少炎症诱导的氧化应激来缓解疼痛，表明：炙甘草

汤加减和 COX-2 抑制药物可用作治疗神经性疼痛中具有开

发潜力的药物，本研究为神经性疼痛的临床治疗提供动物实

验理论基础。
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