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千里光提取物的镇痛作用及致突变性分析
Ξ
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　　[摘　要 ]　将千里光全草粉用体积分数 70% 乙醇浸泡, 经超声波- 微波处理, 用乙醚萃取脱色, 冷冻真空干

燥, 制备千里光提取物冻干粉 (SCE)。以对乙酰氨基酚为对照, 采用醋酸扭体法和热板法研究不同剂量 SCE 的镇痛

作用; 采用骨髓微核试验研究不同剂量 SCE 的致突变作用。结果发现, 122. 72 m gökg SCE 具有显著的镇痛作用, 而

130. 90 m gökg SCE 对雌雄小白鼠均不具有致突变作用。说明 122. 72～ 130. 90 m gökg SCE 能同时满足无致突变作

用和显著镇痛作用的双重条件。
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Abstract: By m arinat ing ground w ho le S enecio scand ens Buch2H am w ith 70% (V öV ) of ethano l so lu2
t ion, t rea t ing it w ith u lt rason ic2m icrow ave, and deco lo ring it w ith ether, then drying it w ith frozen vacuum ,

thu s the frozen2vacuum 2dried pow der of S. scand ens ex tract (SCE) w as p repared. T he analgesic effects of

SCE w ere conducted w ith the ho t2p la te test and acet ic acid w rith ing m ethod w ith a reference of ac2
etam inophen, respect ively. A nd the bone2m arrow m icronucleu s test w as conducted to assess the m u tagen ic

effect of SCE. T he resu lts show ed that SCE at 122. 72 m gökg sign if ican t ly exerted analgesic effects, w h ile

130. 90 m gökg of SCE did no t cau se m u tagen ic effect neither in m ale no r in fem ale m ice. T he resu lts above

indica ted that SCE at 122. 72 m gökg to 130. 90 m gökg can at the sam e t im e m eet tw o requ irem en ts of per2
fo rm ing sign if ican t analgesic effects and no m u tagen ic effect in m ice.

Key words: S enecio scand ens Buch. 2H am. ex tract; analgesic effect; bone2m arrow m icronucleu s test; m u2
ta t ion; mou se

　　千里光 (S enecio scand ens Buch. 2H am. ) 为菊科

千里光属多年生草本植物, 是一种清热解毒的中草

药[1 ] , 但千里光镇痛作用的研究尚未见报道。另据英

国药品与健康管理局 (M HRA ) 报道, 千里光属植物

含有双稠吡咯啶生物碱 (Pyrro lizid ine A lkalo ids,

PA s) , 会造成肝脏损伤, PA s 对试验动物显现致癌

性、致突变和生殖毒性[2 ]。《本草拾遗》称千里光“味

苦, 平, 小毒”, 而《本草图经》云“味苦甘, 寒, 无

毒”[122 ]。陈进军等[3 ]检测发现, 千里光全草含有生物

碱和 PA s, 但千里光体积分数 70% 乙醇提取物中未

检出 PA s。可见对千里光的毒性认识还不统一。此

外, 对千里光体积分数 70% 乙醇提取物是否具有致
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突变性, 尚未见报道。

本试验通过醋酸扭体法和热板法研究了千里光

体积分数 70% 乙醇提取物 (SCE) 对小鼠的镇痛作

用, 并利用小鼠骨髓微核试验, 研究了 SCE 的致突

变作用, 以期为研究千里光中药镇痛剂的制备提供

参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　千里光　千里光于 2006205 采自广东省湛

江市麻章区, 由广东海洋大学农业生物技术研究所

鉴定。阴干, 粉碎, 贮存于干燥阴凉处备用。

1. 1. 2　试剂　无水乙醇、甲醇、乙醚、醋酸、甘油均

为 国 产 分 析 纯; 注 射 用 对 乙 酰 氨 基 酚 (A c2
etam inophen, A TM P ) , 苏州长征2欣凯制药有限公

司产品; 小牛血清, 长春宝泰克生物制剂公司产品;

注射用环磷酰胺 (Cyclopho spham ide, CP ) , 江苏恒

瑞医药股份有限公司产品; 吉姆萨储备液 (临用时用

pH 6. 4 的 1ö15 mo löL 磷酸盐缓冲液配成体积分数

10% 应用液)。

1. 1. 3　主要仪器　洁净工作台 (型号: SW 2CJ 22F) ,

上海博讯实业有限公司医疗设备厂; 微波炉 (型号:

W D 700W ) , 天津 L G 公司; 超声波振荡仪 (型号:

SB 25200) , 宁波新芝仪器研究所; 冷冻干燥机 (型

号: BEN CH TO P) , 德国V irt is 公司; 旋转蒸发器 (型

号: R E252) , 上海沪西仪器厂; 数字酸度计 (型号:

PH S23C) , 杭州梵隆仪器有限公司; 高压蒸汽灭菌器

(型号: YXQ 2SG462280S) , 上海博讯实业有限公司

医疗设备厂; 带油镜头生物显微镜, 细胞计数器。

1. 1. 4　供试动物　昆明种小白鼠, 雌雄兼有, 质量

(25±2) g, 购自广东医学院实验动物中心, 动物合

格证号: 粤监 2005A 024。雌雄分笼饲养, 室温 22～

25 ℃, 相对湿度 60%～ 80% , 每日光照 12 h, 无对流

风。饲料为广东医学院实验动物中心提供的小鼠全

价颗粒料, 自由采食、饮水, 每日更换 1 次饮水, 隔天

更换 1 次垫料。饲养观察 1 周后用于试验。

1. 2　方　法

1. 2. 1　千里光体积分数 70% 乙醇提取物的制备　

将 200 g 千里光全草粉 (过孔径 1. 00 mm 筛) , 用

2 000 mL 体积分数 70% 乙醇浸泡 1 h, 超声 (频率:

26 kH z, 每次超声 2 m in, 工作间歇: 0. 2 s) 处理1 h,

720 W 微波处理 3 m in, 取出后再浸泡 24 h, 负压过

滤, 加 50 mL 无水乙醇再过滤 1 次, 合并 2 次滤液,

调 pH 至 8. 0, 过滤, 滤液调 pH 至 6. 0, 旋转蒸发回

收乙醇, 加入 1ö3 体积的乙醚萃取 3 次, 置于 4 ℃冷

藏 6 h, 取出过滤, 滤液在- 30 ℃预冻 12 h, 再冰冻

干燥得千里光体积分数 70% 乙醇提取物冻干粉

(SCE) , 用生理盐水配成适当浓度的溶液备用。测得

SCE 的L D 50为 3 927 m gökg。

1. 2. 2　醋酸致小白鼠腹痛扭体试验　取健康昆明

种雌性小白鼠 15 只, 随机等分为 5 组: 1 组, 每只小

白鼠腹腔注射 490. 88 m gökg SCE; 2 组, 每只小白

鼠腹腔注射 245. 44 m gökg SCE; 3 组, 每只小白鼠

腹腔注射 122. 72 m gökg SCE; 4 组, 每只小白鼠腹

腔注射 0. 5 mL 生理盐水 (Physio logica l Saline W a2
ter, PSW ) ; 5 组, 每只小白鼠腹腔注射 250 m gökg

对乙酰氨基酚 (A TM P)。前 3 组均为试验组, 后 2 组

分别为阴性对照组和阳性对照组。完成上述注射步

骤 1 h 后, 每只供试小白鼠腹腔注射 0. 5 mL 体积分

数 0. 6% 的醋酸致痛。不同组小白鼠的注射由多人

同时进行, 同时记录各组小白鼠 15 m in 内的扭体次

数[4 ] , 并用 t 检验进行差异显著性分析。

1. 2. 3　小白鼠热板法致痛试验　调恒温水浴器温

度至 55～ 56 ℃, 将一块铁板置于恒温水浴上, 预热

10 m in。然后对昆明种小白鼠 (雌雄兼有) 进行痛阀

值筛选 (以 5～ 30 s 内舔足者为及格, 跳跃者弃之不

用) , 挑选表现及格的 30 只小白鼠随机分成 5 组: 1

组, 每只小白鼠腹腔注射 490. 88 m gökg SCE; 2 组,

每只小白鼠腹腔注射 245. 44 m gökg SCE; 3 组, 每

只小白鼠腹腔注射 122. 72 m gökg SCE; 4 组, 每只

小白鼠腹腔注射 0. 5 mL 生理盐水 (PSW ) ; 5 组, 每

只小白鼠腹腔注射 250 m gökg 对乙酰氨基酚

(A TM P)。前 3 组均为试验组, 后 2 组分别为阴性对

照组和阳性对照组。分别在给药前及给药后 30 和

60 m in 测定各组小白鼠的痛阈值。痛阈值为小白鼠

从被放到铁板上到其第 1 次舔其后足的时间[5 ]。

1. 2. 4　小白鼠骨髓微核试验　将昆明种小白鼠 50

只, 随机分为 5 组, 每组 10 只, 雌雄各半。1 组, 每只

小白鼠腹腔注射 130. 90 m gökg SCE; 2 组, 每只小

白鼠腹腔注射 392. 70 m gökg SCE; 3 组, 每只小白

鼠腹腔注射 1 309. 00 m gökg SCE; 4 组, 每只小白

鼠腹腔注射 0. 5 mL 生理盐水 (PSW ) ; 5 组, 每只小

白鼠腹腔注射 40 m gökg 环磷酰胺 (CP)。前 3 组均

为试验组, 后 2 组分别为阴性对照组和阳性对照组。

每组小白鼠连续腹腔注射 2 次, 每次间隔 24 h, 在第

2 次给药后 6 h, 将各组小白鼠脱颈处死, 分别取其

两侧股骨制骨髓涂片, 将干燥的涂片置于甲醇液中

固定 5～ 10 m in, 取出晾干, 固定好的涂片用 1∶10
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吉姆萨2磷酸盐缓冲液 (pH 6. 4) 染色 20 m in, 染色

后的涂片放入二甲苯中透明 6 m in, 取出后立即滴

加中性树胶, 覆以盖玻片后平置, 采用双盲法阅片。

每张盖玻片计数 1 000 个嗜多染红细胞 (Po lych ro2
m atic E ryth rocyte, PCE ) , 并计数含微核的嗜多染

红细胞数。嗜多染红细胞微核率的计算公式为: 嗜多

染红细胞微核率ö% = (含微核的嗜多染红细胞数ö
嗜多染红细胞总数)×100% [627 ]。用 t 检验比较各组

供试小鼠微核率的差异。

2　结果与分析

2. 1　SCE 对醋酸致小白鼠腹痛扭体次数的影响

　　由表 1 可见, 当 SCE 剂量为 490. 88, 245. 44,

122. 72 m gökg 时, 供试小白鼠的扭体次数分别为

23. 67±5. 59, 28. 00±5. 16 和 32. 67±9. 75, 与阴性

对照组 (85. 67±20. 81) 相比, 差异均达极显著水平

( P < 0. 01) ; 与阳性对照组 (22. 67±19. 33) 相比无

显著差异 (P > 0. 05)。说明 SCE 的镇痛效果与对乙

酰氨基酚相当, SCE 对醋酸致痛有明显的抑制作

用, 且 SCE 剂量越高, 其镇痛作用越明显。在试验中

还观察到, SCE 较高剂量组小白鼠扭体出现的时间

明显比其处理组小白鼠迟, 说明 SCE 不但能减少小

鼠的扭体次数, 还能推迟疼痛感出现的时间。
表 1　SCE 对醋酸致小白鼠腹痛扭体次数的影响

T able 1　 Influence of SCE on w rith ing num ber

of used m ice induced by acetic acid

组别
Group

扭体次数
W rith ing num ber

1 23. 67±5. 593

2 28. 00±5. 163

3 32. 67±9. 753

4 85. 67±14. 81

5 22. 67±4. 333

　　注: 数据后标3 者表示与阴性对照组相比差异达极显著水平

(P < 0. 01)。

N o te: 3 m eans sign ifican t difference (P < 0. 01) from the nega2

t ive con tro l.

2. 2　SCE 对热板法致痛小白鼠痛阈值的影响

由表 2 可见, 与给药前相比, 给药 30 m in 后试

验组小白鼠的痛阈值均有所增加, 但差异均不显著

(P > 0. 05) , 对乙酰氨基酚组小白鼠的痛阈值显著

增加 (P < 0. 05)。说明给予 SCE 30 m in 后, 其镇痛

作用尚不明显, 而此时对乙酰氨基酚已表现出较明

显的镇痛作用。给药 60 m in 后, 对乙酰氨基酚组小

白鼠的痛阈值较给药前显著增加 (P < 0. 05) , 试验

组小白鼠的痛阈值与给药前相比均极显著增加

(P < 0. 01) , 且显著高于对乙酰氨基酚组 ( P <

0. 05) , 说明 SCE 需要较长代谢时间才能对小白鼠

热板刺激发挥明显的镇痛作用, 且此时 SCE 的镇痛

作用强于对乙酰氨基酚。
表 2　SCE 对热板法致痛小白鼠痛阈值的影响

T able 2　 Influence of SCE on pain th resho ld

of used m ice caused by ho t2p late s

组别
Group

给药前
Befo re

treatm en t

给药后
A fter treatm en t

30 m in 60 m in

1 5. 76±3. 91 6. 27±1. 92 12. 38±5. 53 △

2 4. 68±1. 67 8. 03±2. 90 13. 78±5. 843 △

3 5. 12±1. 75 7. 78±2. 26 12. 33±4. 873 △

4 4. 87±1. 18 4. 63±1. 08 12. 51±3. 083 △

5 4. 79±1. 31 7. 50±2. 483 3 9. 46±2. 503 3

　　注: 数据后标3 3 者表示与给药前相比差异达显著水平 ( P <

0. 05) , 标3 者表示与给药前相比差异达极显著水平 ( P <

0. 01) ; 标△者表示与对乙酰氨基酚组相比差异达显著水平

(P < 0. 05)。

N o te: 3 3 m eans sign ifican t difference ( P < 0. 05 ) and 3

m eans sign ifican t difference ( P < 0. 01 ) of the pain

th resho lds from tho se befo re treatm en t, respectively. △

m eans sign ifican t difference ( P < 0. 05 ) of the pain

th resho lds from tho se treated w ith A TM P.

2. 3　SCE 对小白鼠嗜多染红细胞微核率的影响

由表 3 可见, 阳性对照组 (5 组) 雌性小白鼠的

骨髓嗜多染红细胞微核率最高, 阴性对照组 (4 组)

雄性小白鼠的骨髓嗜多染红细胞微核率最低。在雌

性小白鼠中, 阴性对照组和 SCE 低剂量组 (1 组) 小

白鼠骨髓细胞微核率与阳性对照组相比, 差异均达

极显著水平 (P < 0. 01) ; 2 组和 3 组的小白鼠骨髓细

胞微核率与阴性对照组相比, 差异分别达显著 (P <

0. 05) 和极显著水平 (P < 0. 01) ; 1 组小白鼠骨髓细

胞微核率与阴性对照组相比差异不显著 ( P >

0. 05)。可见在雌性小白鼠中, 中、高剂量的 SCE 能

引起小白鼠骨髓细胞微核率升高, 而低剂量 (130. 90

m gökg) SCE 不能引起小白鼠骨髓细胞微核率显著

升高。

由表 3 还可见, 在雄性小白鼠中, 阴性对照组和

1 组小鼠骨髓细胞微核率与阳性对照组相比差异均

显著 (P < 0. 05) ; 3 组小鼠骨髓细胞微核率与阴性对

照组相比差异极显著 (P < 0. 01) , 但 1 组和 2 组小

鼠骨髓细胞微核率与阴性对照组相比差异均不显著

( P > 0. 05)。由此可见, 在雄性小白鼠中, 高剂量

(1 309. 00 m gökg) SCE 能使小鼠骨髓细胞微核发

生率升高, 而低、中剂量的 SCE 不能引起小鼠骨髓

细胞微核率升高。
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表 3　SCE 对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率的影响

T able 3　 Influence of SCE on mouse bone2m arrow m icronucleus rate

组别
Group

PCE 数
N um ber of PCE

微核数
N um ber of m icronucleus

微核率ö%
M icronucleus rate

雌性
Fem ale

雄性
M ale

雌性
Fem ale

雄性
M ale

雌性
Fem ale

雄性
M ale

1 5 000 5 000 32 34 0. 64±0. 083 0. 68±0. 133 3

2 5 000 5 000 84 38 1. 68±0. 32ý 0. 76±0. 19
3 5 000 5 000 95 82 1. 90±0. 46△ 1. 64±0. 31△

4 5 000 5 000 28 23 0. 57±0. 083 0. 47±0. 153 3

5 5 000 5 000 109 68 2. 18±0. 58 1. 36±0. 27

　　注: 数据后标3 3 者表示与阳性对照组相比差异显著 (P < 0. 05) , 标3 者表示与阳性对照组相比差异极显著 (P < 0. 01) ; 数据后标ý 者表

示与阴性对照组相比差异显著 (P < 0. 05) , 标△者表示与阴性对照组相比差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: 3 3 m eans sign ifican t difference (P < 0. 05) and 3 m eans sign ifican t difference (P < 0. 01) from the po sit ive con tro l, respectively;

ý m eans sign ifican t difference (P < 0. 05) and △ m eans sign ifican t difference (P < 0. 01) from the negative con tro l, respectively.

3　讨论与结论

3. 1　正确认识中药来源的镇痛药物

　　疼痛是许多疾病的共有症状, 需用镇痛药物治

疗。在 24 大类化学药品中, 年产量过万吨的有 5 个

产品, 其中解热镇痛药占 3 个, 分别为对乙酰氨基酚

(扑热息痛)、阿司匹林和安乃近[6 ]。化学镇痛药物的

毒副作用大, 易产生抗药性, 而天然药物在这方面有

无可比拟的优势; 纯化合物新药开发周期长、费用

高、难度大, 使植物提取物镇痛药的开发成为新的选

择。因此, 应当发挥我国在中医药和天然植物资源上

的优势, 大力开发天然植物提取物作为镇痛药物, 丰

富镇痛药物的种类, 或作为某些毒副作用大的化学

镇痛药物替代品。目前, 已进行了乳香没药提取物、

冷水七活性部位和资木瓜乙醇提取物等中药提取物

的镇痛作用研究, 均取得了可喜的成果[425, 829 ] , 但有

关千里草提取物的镇痛作用及致突变作用还未见报

道。此外, 对中药镇痛有效部位的标准化、药理学及

其毒性评价方面尚需进行深入研究。

3. 2　SCE 对小白鼠的镇痛作用

本试验采用扭体法和热板法, 研究了 SCE 的镇

痛作用。扭体法是将一定容积和浓度的化学刺激药

物 (如体积分数 0. 6% 醋酸) 注入小鼠腹腔内, 刺激

脏层和壁层腹膜, 引起深部较大面积较长时间的炎

性疼痛, 致使小鼠出现腹部内凹, 躯干与后肢伸张、

臀部高起等反应[4, 10 ]。热板法是将一块铁板在 55～

56 ℃预热 10 m in, 将表现及格的小鼠放在上面, 记

录其痛阀值[5, 11 ]。热板法为物理性刺激法, 小鼠的足

部受热板刺激而产生疼痛时, 就产生添足的特殊反

应。可见其是研究药物镇痛作用性质完全不同的两

种方法。

本研究结果表明, SCE 对于化学性刺激 (体积

分数 0. 6% 醋酸) 引起的疼痛具有明显的镇痛作用,

能够延缓疼痛的发生。对于物理性刺激 (热板法)引

起的疼痛, SCE 需要较长代谢时间才发挥明显的镇

痛作用, 此时 SCE 的镇痛作用较对乙酰氨基酚强。

SCE 镇痛作用的机制尚不清楚, 可进一步对其痛阈

及疼痛级别进行研究。

3. 3　SCE 对小白鼠的致突变作用

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验主要是对染色

体结构完整性的改变进行评估, 能检测化学物是否

破坏细胞染色体的完整性和正常分离, 能否引起致

突变作用[627 ]。本研究利用小白鼠骨髓嗜多染红细胞

微核试验对 SCE 的致突变作用进行了评价。结果表

明, 在雌雄兼有小白鼠中, 1 309. 00 m gökg 的 SCE

能引起小白鼠骨髓细胞微核率显著升高, 130. 90

m gökg SCE 不能引起小白鼠骨髓细胞微核率显著

升高。而 392. 70 m gökg SCE 能引起雌性小白鼠骨

髓细胞微核率显著升高, 但不能使雄性小白鼠骨髓

细胞微核率升高。可见, 392. 70 m gökg SCE 对雌性

小白鼠具有致突变作用, 但对雄性小白鼠无致突变

作用, 而 130. 90 m gökg 及其以下剂量的 SCE 对雌

雄小白鼠均不具致突变作用。

本研究中, 扭体法和热板法研究表明, 低剂量

(1ö32 LD 50, 122. 72 m gökg) 的 SCE 即具有显著的

镇痛作用; 小鼠骨髓微核试验表明, 130. 90 m gökg

的 SCE 对雌雄小鼠均不具致突变作用。可见,

122. 72～ 130. 90 m gökg 的 SCE 既有无致突变作用

又有显著的镇痛作用。

[参考文献 ]
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性病变、判断预后有重要的临床应用及推广价值, 所

以目前 ER Α 在乳腺方面的研究多侧重于对乳腺瘤

的监测, 而对正常乳腺发育过程中 ER Α的含量变化

研究较少[8 ]。Saji 等[9 ]用免疫组化法对大鼠乳腺中

ER Α和 ER Β 的表达水平进行了研究, 结果发现初情

期前乳腺中表达 ER Α的细胞约占 40% , 共同表达 2

种受体的细胞约占 25% ; 妊娠期, 多数细胞表达

ER Β, 少数细胞表达 ER Α, 共同表达 2 种受体的细胞

极少; 泌乳期, 主要是共同表达 2 种受体的细胞; 断

奶后, 表达 ER Α 的细胞较少, 共同表达 2 种受体的

细胞极少。本研究结果发现, 妊娠期和泌乳期大鼠乳

腺中 ER Α 表达水平均低于处女期, 且差异显著 (P <

0. 05) ; 整个妊娠过程中, 以妊娠 12 d 最高; 泌乳期随

着时间的延长, ER Α的表达水平增加, 但差异不显著

(P > 0. 05) , 与 Saji 报道基本一致。提示 ER Α可能参

与了乳腺细胞的发育和凋亡。

Β2act in 是一种细胞质肌动蛋白, 与一些管家基

因一样在物种内持续恒量表达, 常用作相对定量

PCR 的内参照。相对定量 PCR 是通过终点检测法

进行的, 即 PCR 达到平台期后, 用目的基因与内参

照的灰度比值作为目的基因的相对量。为了更精确

的检测乳腺发育过程中 ER Α的变化, 下一步的研究

工作将应用实时荧光定量 PCR 方法检测 ER Α在乳

腺组织的表达。
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