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淫羊藿素联合吗啡对骨癌痛小鼠的镇痛效应研究 *
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摘 要 目的：探究淫羊藿素对骨癌痛 (bone cancer pain, BCP) 小鼠的镇痛效应，以及淫羊藿素与吗

啡联合用药的镇痛效应；确定半效剂量淫羊藿素与吗啡联合用药，在达到吗啡最大镇痛效应时所减少

的吗啡用量。方法：使用雄性 C57BL/6J 小鼠及路易斯 (Lewis) 肺癌细胞建立 BCP 小鼠模型。通过测

定机械刺激缩足反射阈值 (mechanical withdrawal threshold, MWT)，冷刺激缩足潜伏期 (paw withdrawal 
latency, PWL) 以及自发抬足次数和抬足保护时间以评估小鼠疼痛敏感度。结果：自造模后第 7～14 天

起，BCP 小鼠左侧（荷瘤侧）后爪 MWT 和 PWL 明显降低，自发抬足次数和抬足保护时间明显上升，

并持续存在 (P < 0.05)。造模后第 7～14 天给予淫羊藿素，自第 10～14 天起淫羊藿素明显增加 BCP 小

鼠左侧后爪的 MWT 和 PWL，并减少自发抬足次数和抬足保护时间，停药后效应持续至造模后第 18
天（即停药后第 4 天）(P < 0.05)。应用 2 倍 EC50 剂量淫羊藿素 (200 mg/kg) 与吗啡联合用药可明显延

长停药后镇痛效应，停药后镇痛效应持续至造模后第 21 天（即停药后第 7 天）(P < 0.05)。应用半效

剂量淫羊藿素 (100 mg/kg)与吗啡联合用药，达到吗啡最佳镇痛效应时最多可减少 60%吗啡用量。结论：

淫羊藿素对 BCP 小鼠有明显的镇痛效应，当与吗啡联合用药时，不仅明显延长了停药后的镇痛效应，

还能够减少高达 60% 的吗啡用量。
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Abstract Objective: This study aimed to investigate the analgesic effect of icaritin on bone cancer 
pain (BCP) in mice and the potential synergistic analgesic effect of icaritin and morphine. Additionally, we 
sought to determine the extent of morphine dose reduction when icaritin was administered at a half-effective
dose in combination with morphine. Methods: We established a mouse model of BCP using male C57BL/6J 
mice and lewis lung carcinoma (LLC) cells. We assessed the pain threshold by measuring the mechanical 
withdrawal threshold (MWT) in response to mechanical stimulation, the paw withdrawal latency (PWL) in 
response to cold stimulation, the frequency of spontaneous flinches, and the time spent guarding. Results: Between 
the 7th and 14th days after modeling, BCP mice exhibited a significant decrease in MWT and PWL in the ipsilateral 
(tumor-bearing) hind paw, along with a significant increase in spontaneous flinches and time spent guarding
(P < 0.05). Icaritin was administered from the 7th to the 14th day after modeling. Starting from the 10th to the 14th 
day, icaritin significantly increased MWT and PWL in the ipsilateral hind paw of BCP model mice, while reduced 
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骨癌痛 (bone cancer pain, BCP) 是一种严重的

慢性疼痛，通常由原发性骨癌或骨转移所引起 [1]。

当原发肿瘤发展到中晚期时，癌细胞侵袭骨组织并

破坏骨结构，会引发剧烈的骨癌痛 [2]。许多肿瘤晚

期会出现骨转移，特别是乳腺癌和前列腺癌 [3]，骨

转移导致的骨骼弱化，进而引发严重的骨癌痛 [4]。

约 80% 的癌症病人在疾病晚期会经历癌痛 [5]，骨癌

痛是晚期癌症病人最常见的慢性疼痛类型之一 [6]，

严重影响病人的日常功能和生活质量 [7]。正确的癌

痛治疗可以显著提高病人对治疗的耐受性，改善生

活质量 [8]。目前研究表明，骨癌痛的机制包括伤害

性和神经性成分，涉及外周、中枢和神经胶质调节

以及破骨细胞的过度活化 [9]。然而，癌痛的机制和

疼痛信息的处理仍然不完全清楚，因此这是一个尚

未满足的医疗需求 [10]。此外，超过一半的转移性癌

痛病人报告目前可用的药物治疗不足以充分缓解疼

痛 [11]。另外，骨癌痛通常使用阿片类药物治疗，虽

然在急性疼痛的缓解上有效，但长期使用却伴随着

一系列的不良反应，如便秘、呼吸抑制、耐受性和

成瘾 [12]。因此，开发新的治疗药物，既可以治疗癌

症又可以控制癌痛，具有巨大的社会意义，是当前

亟待解决的重大问题。

淫羊藿素 (icaritin, ICT) 是一种异戊烯基黄酮类

化合物，是中药小檗科植物淫羊藿的主要活性单体

成分，具有多种药理和生物学活性 [13]。近年来，淫

羊藿素因其抗肿瘤作用而备受关注，包括抑制胶质

母细胞瘤、肝癌、肾癌、肺癌、卵巢癌和骨肉瘤等 [14,15]。

其具体作用机制包括激活 TRAIL 或 Fas-caspase-3/8
凋亡途径进而促进细胞凋亡 [16]，以及抑制晚期肝癌

细胞中的 IL-6/JAK/STAT3 通路，增强效应 T 细胞

功能，从而发挥抗肿瘤作用 [17]。最近，淫羊藿素已

被中国国家药品监督管理局批准用于晚期肝癌的治

疗 [18]。此外，研究表明淫羊藿素可以通过多种途径

和靶点调节炎症细胞因子的产生，干扰免疫细胞功

能，发挥强大的抗炎和免疫调节功能 [19]。淫羊藿素

还具有较强的神经保护作用、骨保护作用和抗炎作

用 [20]。然而，关于淫羊藿素是否对骨癌痛具有镇痛

作用尚未见报道。本研究旨在通过构建 BCP 小鼠模

型，探究淫羊藿素对 BCP 小鼠的镇痛效应，以及淫

羊藿素与吗啡联合用药的镇痛效应。通过测定 BCP
小鼠的机械痛阈、冷痛潜伏期以及自发痛阈，明确

淫羊藿素以及淫羊藿素与吗啡联合用药对 BCP 小鼠

的镇痛效应，为淫羊藿素用于临床治疗癌痛的应用

提供重要指导。

方    法

1. 实验动物

本实验使用 8 周龄的雄性 C57BL/6J 小鼠。实验

动物由北京大学医学部实验动物科学部提供（动物许

可证号：SYXK（京）2021-0064）。在 SPF 条件下饲

养，饲养环境保持在 25 ℃室温，50%～60% 的湿度，

12 小时的光照/黑暗循环下，让小鼠自由进食和饮

水。所有动物实验均按照国际疼痛学会的指导方针

进行 [21]，并经北京大学医学部伦理委员会批准（动

物伦理审批号：BCJB0019）。在整个实验过程中，

尽量减少动物的不适和使用量。

2. 主要试剂与仪器

淫羊藿素（由北京珅诺基医药科技股份有限

公司提供）、吗啡、胎牛血清、抗生素混合液、

DMEM 培养基、磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered 
saline, PBS)、超净台、恒温细胞孵育箱、细胞计数仪、

von Frey 机械测痛仪、冷痛测痛仪、自发痛测痛仪。

3. 细胞培养与细胞悬液制备

小鼠路易斯肺癌 (lewis lung carcinoma, LLC) 细
胞系由国家生物医学实验细胞资源库北京协和细胞

资源中心提供。本实验首先从液氮中取出LLC细胞，

在 37℃水浴锅中快速融化后，在 37℃，5% CO2，

the frequency of spontaneous flinches and the time spent guarding. These analgesic effects persisted until the 18th 
day after surgery (i.e., the 4th day after drug discontinuation) (P < 0.05). When icaritin was administered at a dose of 
2×EC50 (200 mg/kg) in combination with morphine, it significantly prolonged the post-analgesic effects after 
drug discontinuation, with these effects lasting until the 21st day after surgery (i.e., the 7th day after drug 
discontinuation) (P < 0.05). Furthermore, when icaritin was administered at a half-effective dose (100 mg/kg) in 
combination with morphine, it reduced the required morphine dosage by up to 60% while maintaining the best 
analgesic effect achievable with morphine. Conclusion: Icaritin exhibits a significant analgesic effect on bone 
cancer pain in mice. When combined with morphine, icaritin not only prolongs post-analgesic effects after drug 
discontinuation but also reduces the required morphine dosage by up to 60%.
Keywords bone cancer pain; icaritin; morphine; analgesic effect
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含有 10% 胎牛血清和 1% 抗生素的 DMEM 培养基中

培养。将培养成熟的 LLC 细胞用 PBS 洗涤 3 次后，

用 0.25% 胰蛋白酶消化 3 min，随后使用含有胎牛血

清的 DMEM 终止消化，并使用 1000 转离心 3 分钟后

用 PBS 重悬。将重悬的细胞悬液用细胞计数仪进行计

数，并制备成浓度为 4×106 个/ml 的 LLC 细胞悬液。

4. 建立 BCP 小鼠模型

采用 Wang 等 [22] 报道的方法。首先，使用 3 %
异氟醚麻醉小鼠，暴露膝关节。用微量注射器将

10 μl LLC 细胞悬液（4×106 个/ml）缓慢注入小鼠

左侧股骨远端骨髓腔内，对照组仅注射等量 PBS，
注射后停针 2 min。任何在肿瘤细胞接种后 14 天表

现出运动缺陷或缺乏痛觉过敏反应的小鼠以及在实

验中死亡的小鼠均被排除在研究之外。

5. 实验分组与流程

（1）将 48 只小鼠按随机数字表法分为 Naïve
组 (n  = 16)、PBS 组 (n  = 16) 和 BCP 组 (n  = 16)。
每组小鼠在接种 LLC 细胞前（第 0 天），以及在接

种 LLC 细胞后第 3、7、10、14 和 21 天，分别测定

自发抬足次数和抬足保护时间、冷刺激缩足潜伏期

以及 von Frey 机械痛阈。

（2）将 80 只小鼠制作成 BCP 模型，按随机数

字表法分为 7 组，在 BCP 造模后第 7 至 14 天进行

淫羊藿素给药，每日 2 次（间隔 12 h）共 14 次，根

据给药剂量不同，7 组分别为 Vehicle 组 (n  = 11)、
淫羊藿素 25 mg/kg 组 (n  = 12)、淫羊藿素 50 mg/kg
组 (n  = 12)、淫羊藿素 100 mg/kg 组 (n  = 11)、淫羊

藿素 200 mg/kg 组 (n  = 11)、淫羊藿素 400 mg/kg 组

(n  = 11)、淫羊藿素 800 mg/kg 组 (n  = 12)。每组小鼠

在接种 LLC 细胞前（第 0 天），在接种 LLC 细胞后

第 3、7、10、14、15、16、18 和 21 天，以及在停

药后（给药第 7 天，即 BCP 造模后第 14 天）第 0 h、
3 h、6 h、12 h、24 h 分别测定自发抬足次数和抬足

保护时间、冷刺激缩足潜伏期以及von Frey 机械痛阈。

（3）将 72 只小鼠制作成 BCP 模型，按随机数

字表法分为 8 组，在 BCP 造模后第 7 至 14 天进行

淫羊藿素和吗啡联合用药，每日 2 次（间隔 12 h）
共 14 次，根据给药剂量不同，8 组分别为 Vehicle
组 (n  = 9)、吗啡 10 mg/kg 组 (n  = 9)、吗啡 20 mg/kg 
组 (n  = 9)、淫羊藿素 200 mg/kg 组 (n  = 9)、淫羊

藿素 200 mg/kg + 吗啡 1 mg/kg 组 (n  = 9)、淫羊藿

素 200 mg/kg + 吗啡 2 mg/kg 组 (n  = 9)、淫羊藿素 
200 mg/kg + 吗 啡 4 mg/kg 组 (n  = 9)、 淫 羊 藿 素 
200 mg/kg + 吗啡 8 mg/kg 组 (n  = 9)。每组小鼠在接

种 LLC 细胞前（第 0 天），以及在接种 LLC 细胞

后第 3、7、10、14、15、16、18 和 21 天，分别测

定自发抬足次数和抬足保护时间、冷刺激缩足潜伏

期以及 von Frey 机械痛阈。

（4）将 84 只小鼠制作成 BCP 模型，按随机数

字表法分为 7 组，在 BCP 造模后第 7 至 14 天进行

淫羊藿素和吗啡联合给药，每日 2 次（间隔 12 h）
共 14 次，根据给药剂量不同，7 组分别为 Vehicle
组 (n  = 12)、吗啡 10 mg/kg 组 (n  = 12)、淫羊藿

素 100 mg/kg (n  = 12)、淫羊藿素 100 mg/kg + 吗啡

1 mg/kg 组 (n  = 12)、淫羊藿素 100 mg/kg + 吗啡

2 mg/kg 组 (n  = 12)、淫羊藿素 100 mg/kg + 吗啡

4 mg/kg 组 (n  = 12)、淫羊藿素 100 mg/kg + 吗啡

8 mg/kg 组 (n  = 12)。每组小鼠在接种 LLC 细胞

前（第 0 天），以及在接种 LLC 细胞后第 3、7、
10、14、15、16、18 和 21 天，分别测定自发抬足

次数和抬足保护时间、冷刺激缩足潜伏期以及 von 
Frey 机械痛阈。

6. 药物配置与给药

淫羊藿素的配置与给药：分别对每只小鼠称量

体重，并根据体重计算每次给药剂量，称量相应剂

量淫羊藿素粉末，加入对应体积的玉米油作为溶剂，

使用震荡混匀仪震荡 20 min 后静置，用玉米油定容

至固定体积后再震荡 10 min，随后按照每次给药剂

量进行分装后放 4℃保存。给药方式为灌胃给药，

对照小鼠灌胃给予对应体积的玉米油。

吗啡配置与给药：分别对每只小鼠称量体重，

并计算每次给药剂量，称量相应剂量吗啡粉末，加

入对应体积的 PBS 作为溶剂，使用震荡混匀仪震荡

5 min 后用 PBS 定容至固定体积，随后按照每次给

药剂量进行分装后放 4 ℃保存。给药方式为皮下注

射，对照组小鼠皮下注射对应体积的 PBS。
7. 痛行为学检测

在安静环境下，将小鼠置于底部为玻璃平台的

塑料隔室中，适应 30 min 后开始测量。随后在不给

予任何刺激的情况下，记录 10 min 内小鼠左足自发

的抬足、舔足、甩足或者跛行的次数以及持续时间

作为自发痛行为的判断指征。

冷刺激行为学装置用于测定冷痛潜伏期。在安

静环境下，将小鼠置于底部为玻璃平台的塑料隔室

中，适应 30 min 后开始测量。将装有干冰仪器置于

玻璃平台下方，垂直接触小鼠左后爪下方玻璃。干

冰接触的最长时间设置为 20 s，以防止不必要的组

织损伤。对冷刺激的突然抬足、舔足、甩足被认为

是阳性反应，每只小鼠进行 3 次测量，每次测量间

隔至少 10 min，记录产生阳性反应所需的时间，3
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次结果的平均值被记录为冷痛潜伏期。

von Frey 机械测痛仪用于测定机械痛阈。在安

静环境下，将小鼠置于底部为铁丝网格的塑料隔室

中，适应 30 min后开始测量。von Frey纤维丝（0.02、
0.04、0.07、0.16、0.4、0.6、1.0 和 2.0 g）垂直施

压于小鼠左后爪正中央并保持 5 s。对 von Frey 纤
维丝刺激的突然缩抬足、舔足、甩足被认为是阳性

反应，每个克数的细丝均测量 5 次，每次测量间隔

至少 10 min，产生 3 次阳性反应所需的最小克数被

记录为机械痛阈。

在给药期间，痛行为学检测统一在当天第 1 次

给药后 3 h 开始。在停药期间，痛行为学检测时间

点与给药期间保持一致。

8. 统计学分析

通过GraphPad Prism 9.0 软件进行数据的统计分析

并绘图，数据分析结果使用均数±标准误 (x±SEM)
表示。行为学数据采用双因素重复测量方差分析

(two-way repeated measures ANOVA)。P < 0.05 认为差

异具有统计学意义。

结    果

1. BCP 小鼠模型的建立及评价

为了评价 BCP 小鼠模型的建立是否成功，分别

在造模后第 0、3、7、10、14、21 天进行疼痛行为

学测定。行为学结果显示，与Naïve组及 PBS组相比，

BCP 组小鼠在 LLC 细胞接种后 7～14 天，小鼠左

侧（荷瘤侧）后爪对机械刺激缩足反射阈值 (me-
chanical withdrawal threshold, MWT)（见图 1A）以

及对冷痛刺激的缩足潜伏期 (paw withdrawal latency, 
PWL)（见图 1B）均降低；而同侧后爪的自发缩足

次数和抬足保护时间增加（见图 1C, 1D），提示小

鼠左侧后爪出现了明显的痛觉过敏，并且在行为学

检测至造模后第 21 天，小鼠痛觉过敏仍持续存在。

这些结果表明 BCP 小鼠模型建立成功。

2. 淫羊藿素对 BCP 小鼠的镇痛效应及 EC50 测定

为了探究淫羊藿素对 BCP 小鼠的镇痛效应，

给予不同剂量的淫羊藿素，检测其对 BCP 小鼠的镇

痛效应，并绘制时间-剂量效应曲线。结果显示，

与 Vehicle 组相比，从给药后第 3 天开始（即 BCP
造模后第 10 天），给予淫羊藿素剂量在 50 mg/kg
以上的 BCP 模型组小鼠，其左侧（荷瘤侧）后爪对

MWT 以及对冷痛刺激的 PWL 均明显增加（见图

2A, 2B）。与 Vehicle 组相比，从给药后第 7 天开始

（即 BCP 造模后第 14 天），给予淫羊藿素剂量在

50 mg/kg 以上的 BCP 模型组小鼠，其同侧后爪的

自发抬足次数以及抬足保护时间均明显减少（见图

2C, 2D）。这些结果表明，淫羊藿素对 BCP 小鼠具

有明显的镇痛效应。

为了探究在停药后 24 h 以内淫羊藿素对 BCP
小鼠的镇痛效应，在 BCP 模型组小鼠给予淫羊藿素

7 天后，分别在停药后第 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h
进行痛阈检测。结果显示，在停药后 24 h 以内的多

个时间点，淫羊藿素均能增加 BCP 小鼠同侧后爪对

MWT 和对冷痛刺激的 PWL（见图 3A, 3B），并减

少自发缩足次数和抬足保护时间（见图 3C, 3D）。

结果表明，在停药 24 h 以内淫羊藿素对 BCP 小鼠

的镇痛效应稳定，无明显波动。

为了进一步确定淫羊藿素对 BCP 小鼠镇痛效

应的 EC50 (concentration for 50% of maximal effect)，
选取在淫羊藿素停药后第 2 天（即 BCP 造模后第

15 天），测定小鼠同侧后爪对 MWT 以及冷痛刺

激的 PWL，分别绘制剂量-效应曲线。结果显示，

淫羊藿素对 BCP 小鼠机械痛镇痛效应的 EC50 为

68.22 mg/kg（见图 3E），对 BCP 小鼠冷痛镇痛效

应的 EC50 为 98.95 mg/kg（见图 3F）。综合以上结

果，提示淫羊藿素对 BCP 小鼠镇痛效应的 EC50 约

为 70～100 mg/kg。
3. 全效剂量淫羊藿素 (200 mg/kg) 联合吗啡用

药的镇痛效应

为了探究淫羊藿素与吗啡联合用药对 BCP 小

鼠的镇痛效应，使用 2 倍 EC50 的全效剂量淫羊藿

素 (200 mg/kg) 与吗啡联合用药，并进行痛阈检

测。机械痛行为学结果显示，在 BCP 造模后第 10
天以及第 14 天，与单独使用淫羊藿素 (200 mg/kg)
相比，淫羊藿素 (200 mg/kg) 与吗啡联合用药能够

提高淫羊藿素对 BCP 小鼠的镇痛效应，其镇痛效应

与 10 mg/kg 吗啡和 20 mg/kg 吗啡的镇痛效应接近。

此外，联合用药对 BCP 小鼠的镇痛效应可以稳定地

持续至停药后第 7 天（见图 4A）。同样地，冷痛及

自发痛行为学结果也显示，在 BCP 造模后第 10 天以

及第 14天，与单独使用淫羊藿素 (200 mg/kg)相比较，

淫羊藿素 (200 mg/kg) 与吗啡联合用药对 BCP 小鼠

的镇痛效应与 200 mg/kg 淫羊藿素组以及 10 mg/kg
吗啡组和 20 mg/kg吗啡组接近，并且在联合用药组，

对 BCP 小鼠的镇痛效应也可以稳定地持续至停药

后第 7 天（见图 4B-D）。以上结果表明，2 倍 EC50

的全效剂量淫羊藿素 (200 mg/kg) 与吗啡联合用药

可以显著延长停药后对 BCP 小鼠的镇痛效应（即停

药后镇痛效应）。
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图 1 BCP 小鼠模型的建立及评价

 (A) von Frey 机械刺激缩足反射阈值；(B) 冷痛刺激缩足潜伏期；(C, D) 自发抬足次数 (C) 和抬足保护时间 (D) 行
为被录像记录以评估自发性疼痛

 每组 16 只小鼠，*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 双因素重复测量方差分析

Fig. 1 Establishment and assessment of a BCP mouse model
 (A) Mechanical withdrawal threshold (MWT) in response to von Frey filaments stimulation; (B) Paw withdrawal latency 

(PWL) in response to radiant cold stimulation; (C, D) Spontaneous flinching (C) and guarding (D) behaviors were video 
recorded to assess spontaneous pain. 

 n  = 16 mice per group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, repeated-measures two-way ANOVA.
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4. 半效剂量淫羊藿素 (100 mg/kg) 联合吗啡用

药的镇痛效应

为了探究淫羊藿素与吗啡联合用药是否能够

减少吗啡的用药剂量，使用半效剂量淫羊藿素

(100 mg/kg) 与吗啡联合用药。在造模后第 14 天，分

别测定各组小鼠同侧后爪的机械痛阈（见图 5A）、冷

痛阈（见图 5B）以及自发痛行为（见图 5C, 5D）。

结果发现，100 mg/kg 淫羊藿素 + 4 mg/kg 吗啡组以

及 100 mg/kg 淫羊藿素 + 8 mg/kg 吗啡组对 BCP 小

鼠的镇痛效应优于 100 mg/kg 淫羊藿素 + 1mg/kg 吗

啡组以及 100 mg/kg 淫羊藿素 + 2 mg/kg 吗啡组，并

且前两组的镇痛效应均能接近 10 mg/kg 吗啡组。以

上结果提示，100 mg/kg 淫羊藿素与吗啡联合用药，

在达到 10 mg/kg 吗啡的镇痛效应时，最多可以减少

60% 的吗啡用药剂量。

讨    论

骨癌痛是由原发性骨肿瘤或骨转移引起的癌性

疼痛，被认为是慢性疼痛中最严重和最难治疗的类

型之一 [23]。研究表明，约四分之三的晚期癌症病人

经历过中重度疼痛 [24]，并且约有一半以上的转移

性癌痛病人通过药物治疗无法缓解 [11]。因此，迫切

需要开发新的治疗药物用于减轻疼痛并提高生活质
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图 2 淫羊藿素对 BCP 小鼠的镇痛效应

 (A) von Frey 机械刺激缩足反射阈值；(B) 冷痛刺激缩足潜伏期；(C, D) 自发性缩足 (C) 和保护 (D) 行为被录像

记录以评估自发性疼痛

 每组 11~12 只小鼠，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，双因素重复测量方差分析

Fig. 2 The analgesic effect of icaritin on BCP mice
 (A) Mechanical withdrawal threshold (MWT) in response to von Frey filaments stimulation; (B) Paw withdrawal latency 

(PWL) in response to radiant cold stimulation; (C, D) Spontaneous flinching (C) and guarding (D) behaviors were video record-
ed to assess spontaneous pain.

 n  = 11-12 mice per group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, repeated-measures two-way ANOVA.
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A

量。建立与骨癌痛病人状况相似的实验动物模型对开

发针对骨癌痛的镇痛药物至关重要 [25]。本研究采用

Wang 等 [22] 报道的方法，将 Lewis 肺癌细胞接种于

小鼠股骨骨髓腔内，以建立 BCP 小鼠模型。该模型

可部分还原骨癌痛病人的疼痛状态，并可以比较好

地用于模拟 BCP 的发生机制，目前已经在许多骨癌

痛的临床前研究中采纳应用。在我们的实验中观察

到，BCP 小鼠在造模后第 7～21 天其荷瘤侧后爪的

MWT 和 PWL 显著低于对照组，且疼痛呈逐渐加重

的趋势。在造模后的第 10 天至第 21 天，BCP 小鼠

自发抬足次数以及抬足保护时间显著增加。综合这

些结果表明 BCP 小鼠模型的成功建立。

已有研究表明，淫羊藿素具有强大的抗肿瘤 [26]

和抗炎 [27] 等作用，但迄今为止尚未发现淫羊藿素在

骨癌痛治疗方面的相关研究报道。为了探究淫羊藿

素对 BCP 小鼠的镇痛效应，我们选择在小鼠 BCP
造模后第 7～14 天灌胃给予淫羊藿素，结果发现淫

羊藿素在 BCP 造模后第 10～18 天明显增加 BCP 小

鼠的 MWT 和 PWL，同时减少了自发抬足次数以及

抬足保护时间，表明淫羊藿素对小鼠 BCP 有明显

的镇痛效应。为了评估淫羊藿素镇痛效应的持续性

和稳定性，本研究在小鼠 BCP 造模后第 14 天，即

Pa
w

 w
ith

dr
aw

al
 la

te
nc

y 
(s

ec
)

Ti
m

e 
sp

en
t g

ua
rd

in
g 

(s
ec

) 
in

 1
0 

m
in

 p
er

io
d

N
um

be
r o

f f
lin

ch
es

 (e
ve

nt
s)

in
 1

0 
m

in
 p

er
io

d

Drug administration

Days after tumour cells inoculation

Days after tumour cells inoculationDays after tumour cells inoculation

6

50
2

8

100

4

14

2006

10

150

12

4

00

0

00

3

33

7

77

10

1010

14

1414

15

1515

16

1616

18

1818

21

2121

B

DC

2024疼痛1期内文.indd   332024疼痛1期内文.indd   33 2024/1/17   10:16:252024/1/17   10:16:25



· 34 · 中国疼痛医学杂志 Chinese Journal of Pain Medicine 2024, 30 (1)

图 3 淫羊藿素对 BCP 小鼠停药后镇痛效应及 EC50 确定

 (A-D) 停药后 24 h 内的机械痛阈 (A)、冷痛阈 (B) 以及自发痛阈 (C, D) 的变化；(E, F) BCP 造模后第 15 天，

淫羊藿素对 BCP 小鼠机械痛 (E) 及冷痛 (F) 镇痛的剂量-效应曲线

 每组 8~12 只小鼠，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，双因素重复测量方差分析

Fig. 3 The analgesic effect of icaritin on BCP mice and the determination of EC50

 (A-D) Changes of mechanical pain threshold (A), cold pain threshold (B) and spontaneous pain threshold (C, D) within 24 hours after drug 
withdrawal; (E, F) On the 15th day after BCP modeling, the dose-effect curves of icaritin on mechanical pain (E) and cold pain (F). 

 n  = 8-12 mice per group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, repeated-measures two-way ANOVA.
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在第 7 天给药停止后的不同时间点 (0 h、3 h、6 h、
12 h、24 h) 进行了疼痛行为学检测，结果表明，在

停药后 24 h 以内，淫羊藿素对 BCP 小鼠的镇痛效

应相对稳定，没有明显波动。因此，我们选取在淫

羊藿素停药后第 2 天（即 BCP 造模后第 15 天），

测定小鼠同侧后爪对机械痛刺激的缩足阈值以及对
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Effect after withdrawalDrug administration

Drug administration Effect after withdrawal

Drug administration Effect after withdrawal

冷痛刺激的缩足潜伏期，分别绘制了剂量-效应曲线。

根据实验结果，我们推断出淫羊藿素对 BCP 小鼠镇

痛效应的 EC50 约为 70～100 mg/kg。值得注意的是，

淫羊藿素对机械刺激与冷刺激镇痛效应敏感性存在

差异，这可能与淫羊藿素在不同痛敏行为中的作用

靶点不同有关。

为了研究淫羊藿素与吗啡联合用药对 BCP 小

鼠的镇痛效应，本研究首先建立了 BCP 小鼠模型，

在 BCP 造模后第 7～14 天进行给药，分别给予吗

啡或淫羊藿素与不同剂量吗啡联合用药。使用 2 倍

EC50 的全效剂量淫羊藿素 (200 mg/kg) 与不同剂量

吗啡联合用药，结果显示，200 mg/kg 淫羊藿素与

不同剂量吗啡联合用药均对 BCP 小鼠产生良好的镇

痛效应，且与单独给予吗啡的镇痛效应接近。这可

能是因为 200 mg/kg 淫羊藿素已经达到吗啡最大镇痛

效应的相同效果（即天花板效应），因此 200 mg/kg
淫羊藿素与吗啡联合用药没有显著增强镇痛效应。

然而，在停止给药后（即在BCP造模后第14～21天），

与单独给予吗啡或者淫羊藿素相比，200 mg/kg 淫羊

藿素与吗啡联合用药对 BCP 小鼠的镇痛效应仍然持

图 4 全效剂量淫羊藿素 (200 mg/kg) 联合吗啡用药的镇痛效应

 (A) von Frey 机械刺激缩足反射阈值；(B) 冷痛刺激缩足潜伏期；(C, D) 自发抬足次数 (C) 和抬足保护时间 (D) 行
为被录像记录以评估自发性疼痛

 每组  9 只小鼠，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，双因素重复测量方差分析

Fig. 4 Analgesic effects of icaritin at a full-effect dose (200 mg/kg) in combination with morphine
 (A) Mechanical withdrawal threshold (MWT) in response to von Frey filaments stimulation; (B) Paw withdrawal latency 

(PWL) in response to radiant cold stimulation; (C, D) Spontaneous flinching (C) and guarding (D) behaviors were video 
recorded to assess spontaneous pain. 

 n  = 9 mice per group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, repeated-measures two-way ANOVA.
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Drug administration

Drug administration

Drug administration

续存在。这些结果表明，2 倍 EC50 的全效剂量淫羊

藿素 (200 mg/kg) 与吗啡联合用药可显著延长停药后

的镇痛效应。需要注意的是，相同剂量的淫羊藿素

在多次行为学实验中对 BCP 小鼠的镇痛效应存在差

异，这可能与不同批次实验中小鼠的个体差异有关。

为了探究淫羊藿素与吗啡联合用药在达到吗啡

最大镇痛效应时可以减少的吗啡用药剂量，本研究采

用半效剂量淫羊藿素 (100 mg/kg) 与不同剂量吗啡联

合用药。结果显示，100 mg/kg 淫羊藿素与 4 mg/kg 吗

啡以及 8 mg/kg 吗啡联合用药对 BCP 小鼠的镇痛效

应与 10 mg/kg 吗啡的镇痛效应相似。因此，这些结

果表明，100 mg/kg 淫羊藿素与吗啡联合用药最多

可以减少 60% 的吗啡使用量，且达到与 10 mg/kg
吗啡相同的镇痛效应。

本研究探究了淫羊藿素对 BCP 小鼠的镇痛效

应以及淫羊藿素与吗啡联合用药的镇痛效应。为了

明确淫羊藿素对癌痛镇痛效应的稳定性，计划使用

KPPC小鼠模型 [28]等不同癌痛模型进一步进行研究，

以加深对淫羊藿素在癌痛治疗方面的了解。此外，

本文尚未深入探究淫羊藿素对 BCP 小鼠镇痛作用的

图 5 半效剂量淫羊藿素（100 mg/kg）联合吗啡用药的镇痛效应

 (A) von Frey 机械刺激缩足反射阈值；(B) 冷痛刺激缩足潜伏期；(C, D) 自发抬足次数 (C) 和抬足保护时间 (D) 行
为被录像记录以评估自发性疼痛

 每组 12 只小鼠，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，双因素重复测量方差分析

Fig. 5 Analgesic effects of icaritin at a half-effect dose (100 mg/kg) in combination with morphine
 (A) Mechanical withdrawal threshold (MWT) in response to von Frey filaments stimulation; (B) Paw withdrawal latency 

(PWL) in response to radiant cold stimulation; (C, D) Spontaneous flinching (C) and guarding (D) behaviors were video 
recorded to assess spontaneous pain. 

 n  = 12 mice per group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, repeated-measures two-way ANOVA.
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潜在机制。未来将进一步探究淫羊藿素对 BCP 小鼠

肿瘤的影响，并深入探讨对淫羊藿素镇痛效应的具

体机制。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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