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安石榴苷对神经病理性疼痛大鼠的镇痛作用及机制 Δ
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摘 要 目的 基于缺氧诱导因子1α（HIF-1α）/核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构域受体3（NLRP3）信号通

路，探讨安石榴苷对神经病理性疼痛（NP）大鼠的镇痛作用及潜在机制。方法 将雄性SD大鼠随机分为假手术组（18只）和造模组

（72只），造模组大鼠以坐骨神经慢性压迫损伤法诱导建立NP模型。将造模成功的大鼠分为NP组、2-甲氧基雌二醇组（HIF-1α拮

抗剂10 mg/kg）、安石榴苷组（300 mg/kg）、安石榴苷+二甲基草酰甘氨酸组（安石榴苷300 mg/kg+HIF-1α激动剂175 mg/kg），每组

18只。各组大鼠腹腔注射和（或）灌胃相应药液或1%二甲基亚砜/生理盐水，每天1次，连续14 d。末次给药后，检测各组大鼠的机

械缩足反射阈值（MWT）、热缩足反射潜伏期（TWL）和脊髓组织中肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素1β（IL-1β）、IL-6水平，观

察其脊髓背角的形态学变化，检测其脊髓背角的神经元凋亡率、NLRP3/离子钙结合衔接分子 1（Iba-1）共定位情况（以 NLRP3+/

Iba-1+细胞数计）以及脊髓组织中HIF-1α、NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、胱天蛋白酶1（caspase-1）的表达情况。结果 与假

手术组比较，NP组大鼠脊髓背角中神经原纤维明显增粗并缠绕成结，可见含嗜银颗粒的空泡变性；其MWT、TWL均降低或缩短，

脊髓组织中TNF-α、IL-1β、IL-6水平，脊髓背角神经元凋亡率，NLRP3+/Iba-1+细胞数以及HIF-1α、NLRP3、ASC、caspase-1蛋白的表

达均显著升高或上调（P＜0.05）。与NP组比较，2-甲氧基雌二醇组和安石榴苷组大鼠上述指标均显著改善（P＜0.05），而二甲基草

酰甘氨酸则可显著逆转安石榴苷对上述指标的改善作用（P＜0.05）。结论 安石榴苷可缓解NP大鼠的疼痛，其镇痛作用可能是通

过抑制HIF-1α/NLRP3信号通路、阻碍脊髓背角小胶质细胞中NLRP3炎症小体的活化来实现的。
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Analgesic effect and mechanism of punicalagin on neuropathic pain in rats
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the analgesic effect and potential mechanism of punicalagin on neuropathic pain （NP） 

rats based on the hypoxia-inducible factor-1α （HIF-1α）/nucleotide-binding domain leucine-rich repeat and pyrin domain-containing 

receptor 3 （NLRP3） signaling pathway. METHODS Male SD rats were randomly divided into sham operation group （18 rats） and 

modeling group （72 rats）. NP rat model was established by chronic constriction injury （CCI） of sciatic nerve. The successfully 

modeled rats were divided into NP group， 2-methoxyestradiol group （HIF-1α antagonist 10 mg/kg）， punicalagin group （300 mg/kg）， 

and punicalagin+dimethyloxaloglycine group （punicalagin 300 mg/kg+HIF-1α agonist 175 mg/kg）， with 18 rats in each group. Rats 

in each group were injected intraperitoneally and/or intragastrically with the corresponding solution or 1% dimethyl sulfoxide/normal 

saline， once a day， for 14 consecutive days. After the last administration， the mechanical withdrawal threshold （MWT）， thermal 

withdrawal latency （TWL）， the levels of tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interleukin-1β （IL-1β） and IL-6 in spinal cord tissue 

were detected； the morphological changes in the spinal dorsal horn were observed. Apoptosis rate of spinal dorsal horn neurons， the 

co-localization of NLRP3/ionized calcium binding adapter molecule 1 （Iba-1） （calculated by the number of NLRP3+/Iba-1+ cells） 

and the protein expressions of HIF-1α， NLRP3， apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD （ASC） and caspase-1 

in spinal cord tissue were detected. RESULTS Compared with the sham operation group， neurofibril in spinal dorsal horn of rats in 

NP group was thickened and wound into knots， and vacuolar degeneration containing silver granules was observed； the MWT and 

TWL were reduced or shortened； the levels of TNF-α， IL-1β and IL-6 in spinal cord tissue， the apoptosis rate of spinal dorsal horn 

neurons， the number of NLRP3+/Iba-1+ cells， and protein expressions of HIF-1α， NLRP3， ASC and caspase-1 were significantly 

increased or up-regulated （P＜0.05）. Compared with the NP group， the above indexes were significantly improved in the              

2-methoxyestradiol group and punicalagin group （P＜0.05）， while dimethyloxaloglycine could significantly reverse the 

improvement effect of punicalagin on the above indexes （P＜0.05）. CONCLUSIONS Punicalagin can relieve pain in NP rats， and 

its analgesic effect may be achieved by inhibiting HIF-1α/

NLRP3 signaling pathway and blocking the activation of 

NLRP3 inflammasome in spinal dorsal horn microglia.
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神经病理性疼痛（neuropathic pain，NP）是由周围或

中枢神经系统病变/疾病引起的慢性继发性疼痛，以痛觉

过敏、异常疼痛、自发性疼痛等躯体疼痛异常为主要症

状，具有发病率高、持续时间长等特点，是严重影响患者

生活质量的公共卫生问题[1―2]。目前，药物（包括阿片类

药物、非甾体抗炎药和抗惊厥药）干预仍然是临床治疗

NP的主要手段，但上述药物若长期使用可能引发严重

的毒副作用，从而影响患者的治疗结局[3]。因此，尽快开

发更有效、更安全的NP治疗药物至关重要。

神经炎症是NP的病理基础，核苷酸结合结构域富

含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构域受体3（nucleotide-

binding domain leucine-rich repeat and pyrin domain-

containing receptor 3，NLRP3）炎症小体能够感知机体内

部的损伤和应激信号，并触发炎症反应。在NP发生过

程中，NLRP3炎症小体被激活，促进白细胞介素 1β（in‐

terleukin-1β，IL-1β）等炎症因子释放，从而进一步加剧

神经炎症和疼痛反应[4―5]。可见，NLRP3炎症小体可能

是新型镇痛药作用的潜在靶点。缺氧诱导因子 1α
（hypoxia-inducible factor-1α，HIF-1α）是细胞在缺氧条

件下的重要转录因子，在炎症反应中具有重要作用：在

坐骨神经慢性压迫损伤（chronic constriction injury，CCI）

诱导的NP大鼠中，抑制HIF-1α的表达可少肿瘤坏死因

子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和 IL-1β的过度分

泌，减轻大鼠的NP并促进神经功能恢复[6―7]。此外，HIF-

1α还可通过激活NLRP3炎症小体来诱导炎症反应，而

抑制HIF-1α/NLRP3信号通路可减轻脑卒中后中枢性疼

痛模型大鼠的神经炎症，改善其脑卒中后中枢性疼痛及

焦虑、抑郁等症状[8]。以上研究表明，靶向 HIF-1α/

NLRP3信号通路介导的神经炎症可能是 NP 治疗的新

途径。

安石榴苷是提取自石榴Punica granatum L.果皮的

多酚类物质，具有抗炎、抗癌、抗病毒和抗氧化等作用[9]。

相关文献表明，安石榴苷可缓解脊髓炎症性疼痛[10]以及

长春新碱诱发的NP[11]。此外，有报道证实，安石榴苷可

通过抑制NLRP3炎症小体的活化来减少炎症反应引起

的细胞死亡[12]。然而，安石榴苷的镇痛作用是否与HIF-

1α/NLRP3信号通路有关尚未可知。基于此，本研究拟

采用CCI法诱导建立NP大鼠模型，从HIF-1α/NLRP3信

号通路出发，初步探讨安石榴苷对NP大鼠的镇痛作用

及潜在机制，为NP的临床治疗及相关药物开发提供理

论依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 BME-410C 型全自动热

痛刺激仪、BME-403 Von Frey型机械痛测定仪（中国医

学科学院生物医学工程研究所），BX43型光学显微镜、

BX53型荧光显微镜、Fluoview FV3000型激光扫描共聚

焦显微镜（日本Olympus公司），Multiskan FC型酶标仪

（美国Thermo Fisher Scientific公司），Gel Doc XR+型凝

胶成像仪（美国Bio-Rad公司）等。

1.2　主要药品与试剂

安石榴苷对照品（纯度 99.97%，批号 HY-N0063）、

HIF-1α拮抗剂 2-甲氧基雌二醇（2-methoxyestradiol，2-

ME）的对照品（纯度 99.76%，批号 HY-12033）均购自美

国 MCE 公司；HIF-1α激动剂二甲基草酰甘氨酸（di‐

methyloxaloylglycine，DMOG）的对照品（纯度≥98%，批

号D3695）购自美国Sigma-Aldrich公司；TUNEL一步法

细胞凋亡检测试剂盒（批号C1086）购自上海碧云天生物

技术股份有限公司；TNF-α、IL-1β、IL-6酶联免疫吸附测

定（ELISA）试剂盒和六胺银染色液（改良 Grocott-苏木

精法）（批号分别为 ml002859、ml003057、ml102828、

ml28108-1）均购自上海酶联生物技术有限公司；兔抗

HIF-1α、NLRP3、胱天蛋白酶 1（caspase-1）、凋亡相关斑

点样蛋白（apoptosis-associated speck-like protein contai-

ning a CARD，ASC）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗

体，鼠抗离子钙结合衔接分子 1（ionized calcium binding 

adapter molecule 1，Iba-1）抗体，辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔 IgG（H&L）二抗，Alexa Fluor® 647标记的羊抗鼠

IgG（H&L）二抗，Alexa Fluor® 488 标记的羊抗兔 IgG

（H&L）二抗（批号分别为ab179483、ab283819、ab286125、

ab307560、ab181602、ab283319、ab6721、ab150115、ab150077）

均购自英国Abcam公司。

1.3　实验动物

90只SD大鼠，雄性，SPF级，体重（200±20）g，6～7

周龄，由湖北贝恩特生物科技有限公司提供，动物生产

许可证号为SCXK（鄂）2021-0027。将大鼠以每笼 3～4

只饲养在恒温[（23±1）℃]、恒湿[（55±5）%]、光暗循环

（12 h/12 h）的动物房内，自由摄食、饮水。本研究方案经

湖北贝恩特生物科技有限公司动物伦理委员会审核批

准（编号BNT-08685）。

2　方法
2.1　分组、造模与给药

将大鼠随机分为假手术组（18只）和造模组（72只）。

造模组大鼠参照相关文献[13]以CCI法建立NP模型：大鼠

以戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，从右后肢大腿中段平行于

坐骨神经的方向切开皮肤，暴露坐骨神经主干，用4-0羊

肠线结扎（以足趾或下肢轻微抽动为度），共4道（间隔1 

mm）。假手术组大鼠仅暴露右后肢坐骨神经主干，不使

用羊肠线结扎。所有手术均由同一个人完成，以尽量减

少操作差异。造模1周后，检测两组大鼠的机械缩足反

射阈值（mechanical withdrawal threshold，MWT），若造模

组大鼠MWT较假手术组显著降低则表明造模成功[13]。

将造模成功的大鼠随机分为NP组、2-ME组、安石榴苷

组、安石榴苷+DMOG组，每组18只。2-ME组大鼠腹腔
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注射10 mg/kg的HIF-1α拮抗剂2-ME（1%二甲基亚砜溶

解）[14]并灌胃等体积生理盐水，安石榴苷组大鼠灌胃300 

mg/kg的安石榴苷（生理盐水溶解）[11]并腹腔注射等体积

1%二甲基亚砜；安石榴苷+DMOG组大鼠灌胃300 mg/kg

的安石榴苷并腹腔注射 175 mg/kg 的 HIF-1α激动剂

DMOG（1%二甲基亚砜溶解）[14]；NP组和假手术组均灌

胃等体积生理盐水并腹腔注射等体积 1%二甲基亚砜。

每天1次，连续14 d。

2.2　疼痛行为学评估

于末次给药 12 h 后，以机械痛测定仪测定各组的

MWT：将大鼠单独置于金属网笼中适应30 min，然后用

校准的Von Frey刺激针从网笼下方刺激其左侧足底，记

录大鼠缩足时的刺激强度，即为MWT。以红外辐射热

法测定各组大鼠的热缩足反射潜伏期（thermal with‐

drawal latency，TWL）：上述机械痛实验结束后，将大鼠

置于有机玻璃笼中适应30 min，然后用热痛刺激仪垂直

照射大鼠后肢足底，若大鼠出现舔舐和（或）抬足，立即

停止照射并记录所用照射时间，即为TWL。上述疼痛行

为指标（MWT 和 TWL）的检测均在上午 09：00－12：00

于安静的动物房内进行，每间隔10 min测量1次，重复3

次取平均值。

2.3　脊髓组织中TNF-α、IL-1β、IL-6水平检测

疼痛行为学评估完成后，随机选取每组6只大鼠，腹

腔注射过量戊巴比妥钠（120 mg/kg）处死后，分离其

L4～L6脊髓组织，加入预冷的磷酸盐缓冲液，研磨后，

以12 000 r/min离心20 min，取上层清液，采用ELISA法

以酶标仪检测其TNF-α、IL-1β、IL-6水平。

2.4　脊髓背角形态学变化观察

随机选取每组另 6只大鼠，按“2.3”项下方法处死

后，分离其L4～L6脊髓组织，经 4%多聚甲醛溶液固定

后，行常规石蜡包埋、切片（厚约5 μm）。取上述切片适

量，经烤片、脱蜡、脱水、氧化、洗涤等操作后，在60 ℃水

浴中用六胺银试剂染色（当切片呈烟草样黄色或黑色时

停止染色，约 30 min）；清洗后，用 0.1%氯化金溶液调色

2 min；清洗后，用快绿溶液复染 1 min；经脱水、透明、封

片后，使用光学显微镜观察脊髓背角的形态学变化。

2.5　脊髓背角神经元凋亡检测

取“2.4”项下各组大鼠的脊髓组织石蜡切片适量，经

脱蜡和过氧化氢、蛋白酶 K 处理后，在避光条件下用

TUNEL 工作液孵育，然后用 4′，6-二脒基-2-苯基吲哚

（DAPI）染液染核；经甘油封片后，使用荧光显微镜捕获

染色图像并观察脊髓背角中神经元凋亡情况（凋亡神经

元呈绿色），按下式计算凋亡率：凋亡率（%）＝凋亡神经

元数/总细胞数×100%。

2.6　脊髓背角小胶质细胞中NLRP3阳性表达检测

取“2.4”项下各组大鼠的脊髓组织石蜡切片适量，经

脱蜡、水化后，用 0.2%Triton X-100试剂孵育 10 min，于

室温下用 10%山羊血清封闭 1 h；加入 NLRP3、Iba-1一

抗（稀释比例均为1∶100），4 ℃下孵育过夜；加入荧光标

记的相应二抗（稀释比例均为 1∶200），室温下孵育 2 h；

加入DAPI染液，于室温下染核 8 min；以中性树脂封片

后，使用共聚焦显微镜观察并使用 Image J 软件对

NLRP3和 Iba-1共染色细胞（即NLRP3+/Iba-1+细胞，呈黄

绿色）进行计数，用以表示大鼠脊髓背角小胶质细胞中

NLRP3的阳性表达情况。

2.7　脊髓组织中 HIF-1α、NLRP3、ASC、caspase-1蛋白

表达检测

采用Western blot实验检测。取各组剩余6只大鼠，

按“2.3”项下方法处死后，分离其 L4～L6脊髓组织，用

RIPA裂解缓冲液提取其总蛋白，用BCA法检测蛋白浓

度后，于金属浴中加热变性。取变性蛋白适量，进行

12.5%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，并转

移到聚偏二氟乙烯膜上，用 5%脱脂牛奶于室温下封闭

2 h；洗 膜 后 ，加 入 HIF-1α、NLRP3、ASC、caspase-1、

GAPDH一抗（稀释比例分别为1∶1 000、1∶1 000、1∶1 000、

1∶1 000、1∶2 000），于 4 ℃下孵育过夜；洗膜后，加入相

应二抗（稀释比例为 1∶4 000），于室温下孵育 1 h；洗膜

后，加入 ECL 试剂显影，于凝胶成像仪下成像。使用 

Image J软件，以GAPDH为内参，用各目的蛋白与内参

蛋白的灰度值比值表示各目的蛋白的表达水平。

2.8　统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0软件对数据进行统计分

析。实验数据以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差

分析，进一步两两比较采用Tukey事后检验。检验水准

α＝0.05。

3　结果
3.1　安石榴苷对大鼠疼痛行为学的影响

与假手术组比较，NP组大鼠的MWT、TWL均显著

降低或缩短（P＜0.05）；与 NP 组比较，2-ME 组、安石榴

苷组大鼠的MWT、TWL均显著升高或延长（P＜0.05）；

与安石榴苷组比较，安石榴苷+DMOG组大鼠的MWT、

TWL均显著降低或缩短（P＜0.05）。结果见表1。

3.2　安石榴苷对大鼠脊髓组织中炎症因子水平的影响

与假手术组比较，NP组大鼠脊髓组织中TNF-α、IL-

1β、IL-6水平均显著升高（P＜0.05）；与NP组比较，2-ME

组、安石榴苷组大鼠脊髓组织中上述各炎症因子水平均

显著降低（P＜0.05）；与安石榴苷组比较，安石榴苷+ 

表1　各组大鼠MWT、TWL比较（x±s，n＝18）

组别
假手术组
NP组
2-ME组
安石榴苷组
安石榴苷+DMOG组

MWT/g

23.40±2.52

8.96±1.47a

17.15±2.04b

16.84±1.95b

10.72±1.80c

TWL/s

15.65±1.60

4.73±0.89a

12.40±1.35b

11.93±1.28b

7.00±0.94c

a：与假手术组比较，P＜0.05；b：与NP组比较，P＜0.05；c：与安石

榴苷组比较，P＜0.05。
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DMOG组大鼠脊髓组织中上述各炎症因子水平均显著

升高（P＜0.05）。结果见表2。

3.3　安石榴苷对大鼠脊髓背角形态学变化的影响

假手术组大鼠脊髓背角可见少量空泡样变化，未见

明显的神经原纤维缠绕；与假手术组比较，NP组大鼠脊

髓背角中神经原纤维明显增粗并缠绕成结，同时神经元

细胞质可见含嗜银颗粒的空泡，且呈簇状分布；与NP组

比较，2-ME组和安石榴苷组大鼠脊髓背角神经原纤维

缠结和空泡变性有所减少；与安石榴苷组比较，安石榴

苷+DMOG组大鼠脊髓背角神经原纤维缠结和空泡变性

有所增多。结果见图1。

3.4　安石榴苷对大鼠脊髓背角神经元凋亡的影响

与假手术组[（5.07±0.84）%]比较，NP 组大鼠脊髓

背角神经元凋亡增多，凋亡率[（23.12±1.55）%]显著升

高（P＜0.05）；与 NP 组比较，2-ME 组、安石榴苷组大鼠

脊髓背角神经元凋亡有所减少，凋亡率[（8.80±1.13）%、

（9.26±1.27）%]均显著降低（P＜0.05）；与安石榴苷组比

较，安石榴苷+DMOG组大鼠脊髓背角神经元凋亡增多，

凋亡率 [（17.58±1.41）% ]显著升高（P＜0.05）。结果

见图2。

3.5　安石榴苷对大鼠脊髓背角小胶质细胞中NLRP3阳

性表达的影响

与假手术组[（3.15±0.45）个]比较，NP 组大鼠脊髓

背角 NLRP3+/Iba-1+细胞数 [（8.20±0.80）个]显著增多

（P＜0.05）；与 NP 组比较，2-ME 组、安石榴苷组大鼠脊

髓 背 角 NLRP3+/Iba-1+ 细 胞 数 [（4.41±0.52）、（4.89±

0.60）个]均显著减少（P＜0.05）；与安石榴苷组比较，安

石榴苷+DMOG 组大鼠脊髓背角 NLRP3+/Iba-1+细胞数

[（7.75±0.73）个]显著增多（P＜0.05）。结果见图3。

3.6　 安 石 榴 苷 对 大 鼠 脊 髓 组 织 中 HIF-1α、NLRP3、

ASC、caspase-1蛋白表达的影响

与假手术组比较，NP 组大鼠脊髓组织中 HIF-1α、
NLRP3、ASC、caspase-1 蛋白的表达均显著上调（P＜

0.05）；与NP组比较，2-ME组、安石榴苷组大鼠脊髓组织

中上述蛋白的表达均显著下调（P＜0.05）；与安石榴苷

组比较，安石榴苷+DMOG组大鼠脊髓组织中上述蛋白

的表达均显著上调（P＜0.05）。结果见图4、表3。

表2　各组大鼠脊髓组织 TNF-α、IL-1β、IL-6水平比较

（x±s，n＝6，pg/mg）

组别
假手术组
NP组
2-ME组
安石榴苷组
安石榴苷+DMOG组

TNF-α
45.69±7.31

186.20±13.05a

79.44±8.62b

83.81±9.04b

152.76±12.18c

IL-1β
12.42±1.59

51.36±3.11a

23.80±1.74b

26.55±1.96b

42.31±2.58c

IL-6

23.25±2.94

87.10±5.23a

39.34±3.30b

44.02±3.78b

75.54±4.62c

a：与假手术组比较，P＜0.05；b：与NP组比较，P＜0.05；c：与安石

榴苷组比较，P＜0.05。

A.假手术组 B. NP组 C. 2-ME组 D.安石榴苷组 E.安石榴苷+DMOG组

箭头：增粗的神经原纤维；三角形：含嗜银颗粒的空泡。

图1　各组大鼠脊髓背角形态学变化的显微图（六胺银染色）

A.假手术组 B. NP组 C. 2-ME组 D.安石榴苷组 E.安石榴苷+DMOG组

图2　各组大鼠脊髓背角神经元凋亡的显微图（TUNEL染色）

A.假手术组 B. NP组 C. 2-ME组 D.安石榴苷组 E.安石榴苷+DMOG组

图3　各组大鼠脊髓背角NLRP3与 Iba-1共定位显微图（免疫荧光染色）
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4　讨论
NP是临床常见疾病，长期疼痛不仅会影响患者的

睡眠质量，而且会引发抑郁、精神障碍，甚至产生自杀倾

向，严重影响患者的生活质量[15]。然而，NP的发病机制

复杂，现有药物安全性欠佳，使得其有效治疗仍是临床

面临的巨大挑战之一。因此，探索并开发新的NP治疗

药物具有重要的临床意义。

安石榴苷是石榴科植物石榴果皮提取物中的主要

活性成分，是一种多酚类化合物，具有抗氧化、抗炎、抗

癌、抗菌和抗病毒活性[16]。近期研究发现，安石榴苷具

有抑制NP的作用，可减弱CCI致NP大鼠的机械痛觉和

冷痛觉过敏，并可缓解福尔马林诱导的急性和持续性脊

髓炎症性疼痛，其镇痛作用与加巴喷丁相当[10]；在长春

新碱诱发的NP模型大鼠中，安石榴苷可下调TNF-α、IL-

6和髓过氧化物酶水平，缓解长春新碱引起的异常性疼

痛、机械性痛觉过敏和功能障碍[11]。CCI是一种广泛应

用于NP动物实验的造模方法[13]，本研究通过该法建立

NP大鼠模型来探讨安石榴苷的镇痛作用及潜在机制。

结果显示，CCI 诱导的 NP 大鼠的 MWT 和 TWL 均显著

降低或缩短；经安石榴苷干预后，NP 大鼠的 MWT 和

TWL均显著升高或延长，提示安石榴苷能够有效改善

NP大鼠的疼痛行为。

NP常见的病因包括炎症引起的脊髓背角中枢和周

围神经元敏化。小胶质细胞是脊髓背角中枢神经系统

中的一种常驻免疫细胞，在NP的发病过程中发挥关键

作用[17]。研究显示，异常激活的小胶质细胞可与星形胶

质细胞和神经元相互作用，从而引发神经炎症并促进疼

痛信号传递，且活化的小胶质细胞通常与 NLRP3蛋白

共定位[18]。NLRP3炎症小体是先天免疫系统的细胞质

受体，由 NLRP3、ASC 和 caspase-1前体（pro-caspase-1）

组成，当NLRP3被激活后，其会通过募集衔接蛋白ASC

来与 pro-caspase-1结合，从而形成 NLRP3炎症小体[5]。

pro-caspase-1是一种蛋白水解酶，可自动裂解成活性

caspase-1，进而激活 IL-1β，导致炎症因子过度释放，并

诱导程序性细胞死亡[19]。据报道，在 NP 发生过程中，

NLRP3炎症小体在脊髓小胶质细胞中被激活，从而导致

caspase-1活化，促进 IL-1β等炎症因子成熟和分泌，这些

炎症因子能进一步加剧神经炎症，最终促进NP的发展；

抑制脊髓小胶质细胞中NLRP3炎症小体的活化可减轻

CCI引起的疼痛过敏[20―21]。脊髓背角是痛觉信号处理的

主要部位，因此本研究选择该部位来评估安石榴苷对

CCI致小胶质细胞异常激活的影响。本研究结果显示，

与正常大鼠比较，CCI致NP大鼠脊髓背角内的NLRP3+/

Iba-1+细胞数显著增多，同时脊髓组织中TNF-α、IL-1β、
IL-6水平均显著升高；六胺银染色结果显示，NP大鼠神

经原纤维明显增粗并缠结，可见内含嗜银颗粒的空泡变

性；TUNEL染色结果显示，NP大鼠脊髓背角神经元凋亡

增多，凋亡率显著升高；Western blot实验结果显示，NP

大鼠脊髓组织中NLRP3、ASC、caspase-1蛋白的表达均

显著上调，表明大鼠脊髓背角小胶质细胞中的 NLRP3

炎症小体明显活化，神经元凋亡增加。经安石榴苷干预

后，NP大鼠脊髓背角内NLRP3+/Iba-1+细胞数显著减少，

脊髓组织中TNF-α、IL-1β、IL-6水平均显著降低，其脊髓

背角形态学改变有所缓解，神经元凋亡率以及脊髓组织中

NLRP3、ASC、caspase-1蛋白的表达均显著降低或下调，

表明安石榴苷对大鼠NP的改善作用可能是通过抑制脊

髓背角小胶质细胞中NLRP3炎症小体的活化而实现的。

HIF-1α是HIF-1的关键亚型，是在细胞缺氧条件下

广泛存在的关键调控分子，也是神经炎症的重要诱导

剂，可促进神经胶质细胞的激活和促炎细胞因子的释

放，与NP的发生发展密切相关[22]。研究指出，在CCI诱

导的NP大鼠中，抑制HIF-1α可降低TNF-α和 IL-1β的

表达，从而减轻大鼠的神经性疼痛[6―7]。此外，HIF-1α表

达升高可促进 NLRP3炎症小体的活化；在脊髓损伤小

鼠模型中，HIF-1α和NLRP3的表达均明显增加，而干扰

HIF-1α的表达可促进小胶质细胞焦亡，从而抑制神经炎

症反应[23]；此外，下调HIF-1α/NLRP3信号通路还可缓解

脑卒中后中枢性疼痛[8]。本研究结果显示，与正常大鼠

比较，NP 大鼠除 NLRP3、ASC、caspase-1蛋白表达上调

外，HIF-1α蛋白在脊髓组织中的表达亦显著上调；而经

安石榴苷干预后，上述蛋白的表达均显著下调，且安石

榴苷的作用与 HIF-1α拮抗剂 2-ME 的作用基本一致。

由此推测，安石榴苷可能通过抑制HIF-1α/NLRP3信号

通路来发挥镇痛作用。为了验证此推测，本研究在安石

榴苷的基础上联用了HIF-1α激动剂DMOG进行干预，

HIF-1α

NLRP3

ASC

caspase-1

GAPDH

92 kDa

110 kDa

22 kDa

45 kDa

36 kDa

假手术组 NP组 2-ME组 安石榴
苷组

安石榴苷+
DMOG组

图4　各组大鼠脊髓组织中 HIF-1α、NLRP3、ASC、cas‐

pase-1蛋白表达的电泳图

表3　各组大鼠脊髓组织中 HIF-1α、NLRP3、ASC、cas‐

pase-1蛋白表达水平比较（x±s，n＝6）

组别
假手术组
NP组
2-ME组
安石榴苷组
安石榴苷+DMOG组

HIF-1α/GAPDH

0.28±0.05

0.79±0.08a

0.40±0.06b

0.45±0.06b

0.71±0.07c

NLRP3/GAPDH

0.20±0.04

0.56±0.06a

0.31±0.04b

0.35±0.05b

0.48±0.06c

ASC/GAPDH

0.11±0.02

0.43±0.04a

0.18±0.03b

0.22±0.03b

0.36±0.04c

caspase-1/GAPDH

0.15±0.03

0.64±0.06a

0.25±0.03b

0.30±0.04b

0.55±0.06c

a：与假手术组比较，P＜0.05；b：与NP组比较，P＜0.05；c：与安石

榴苷组比较，P＜0.05。
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结果显示，DMOG可显著逆转安石榴苷的镇痛作用，提

示安石榴苷可能通过下调HIF-1α/NLRP3信号通路来缓

解大鼠的NP。

综上所述，安石榴苷可缓解NP大鼠的疼痛，其镇痛

作用可能是通过抑制HIF-1α/NLRP3信号通路，阻碍脊

髓背角小胶质细胞中 NLRP3炎症小体的活化来实现

的。未来本课题组将探讨安石榴苷发挥镇痛作用的其

他靶点，同时采用其他NP模型对其镇痛作用及机制进

行深入分析，并在此基础上分析安石榴苷的药动学和体

内代谢过程，探讨其实际应用的可行性。
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