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天麻皂苷对三叉神经节离体培养后降钙素基因相关肽 
表达影响的机制研究 
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摘要: 利用成年雄性 Sprague-Dawley (SD) 大鼠三叉神经节 (trigeminal ganglion, TG) 离体培养模型, 深入

研究天麻活性成分天麻皂苷对 TG 内降钙素基因相关肽 (calcitonin gene-related peptide, CGRP) 表达水平的影响

以及相关的细胞内信号转导机制。将不同质量浓度的天麻皂苷与 TG 孵育后, 免疫组织化学染色比较 CGRP 免  

疫反应 (CGRP-immunoreactivity, CGRP-ir) 阳性细胞数; 实时定量 PCR (real-time RT-PCR) 对比与琥珀酸舒马 

普坦和盐酸氟桂利嗪作用下 CGRP-mRNA 表达变化; Western blotting 检测进一步对比与细胞外信号调节激酶 1/2 

(extracellular signal-regulated kinase1/2, ERK1/2) 通路特异性阻滞剂 PD98059、U0126 作用下, 磷酸化 ERK1/2   

蛋白 (phosphorylated ERK1/2, pERK1/2) 水平变化。实验结果显示, 天麻皂苷 (5 和 10 mmol·L−1) 与 1.2 mmol·L−1

琥珀酸舒马普坦程度相当地显著降低 TG 内 CGRP-ir (+) 细胞表达, 而天麻皂苷 (2.5、20 和 40 mmol·L−1) 对

CGRP-ir (+) 细胞表达与培养组比较无显著差别。天麻皂苷 (5 和 10 mmol·L−1) 与 1.2 mmol·L−1 琥珀酸舒马普坦

和 10 μmol·L−1 盐酸氟桂利嗪分别显著降低 CGRP-mRNA 表达水平 (P < 0.01)。Western blotting 检测结果显示,  

天麻皂苷 (5 和 10 mmol·L−1) 降低 TG 内 pERK1/2 蛋白表达水平的能力接近于 PD98059 和 U0126 (10 μmol·L−1)。

研究结果表明, 天麻皂苷 (5 和 10 mmol·L−1) 能显著抑制大鼠 TG 内 CGRP-ir (+) 细胞表达, 抑制 CGRP mRNA

表达的强度相当于琥珀酸舒马普坦和盐酸氟桂利嗪; 降低 TG 内 pERK1/2 蛋白表达的能力接近于 ERK1/2 信号通

路特异性阻滞剂的作用, 提示天麻皂苷可能通过细胞内 ERK1/2 信号转导通路抑制 CGRP 上调表达。 
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Abstract: The Chinese herbal medicine Tianma (Gastrodia elata) has been used for treating and preventing 

primary headache over thousands of years, but the exact pharmacological mechanism of the main bioactive    
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ingredient gastrodin remains unclear.  In present study, the effects of gastrodin on calcitonin gene-related peptide 
(CGRP) and phosphorylated extracellular signal-regulated kinase1/2 (pERK1/2) expression were observed in  
rat trigeminal ganglion (TG) after in vitro organ culture to explore the underlying intracellular mechanism of  
gastrodin on primary vascular-associated headache.  CGRP-immunoreactivity (CGRP-ir) positive neurons count, 
positive area, mean optical density and integrated optical density by means of immunohistochemistry stain were 
compared at different concentrations of gastrodin, which was separately co-incubated with DMEM in SD rat  
TG for 24 hours.  Only at 5 or 10 mmol·L−1 concentration, gastrodin demonstrated significantly concentration-   
dependent reduction of CGRP-ir (+) expression and its action closed to 1.2 mmol·L−1 sumatriptan succinate.  
While at 2.5, 20, and 40 mmol·L−1 concentration, gastrodin did not show remarkable effects on CGRP-ir (+)   
expression.  The optimal concentration of gastrodin (5 and 10 mmol·L−1) similarly inhibited CGRP-mRNA   
expression level separately compared with 1.2 mmol·L−1 sumatriptan succinate and 10 µmol·L−1 flunarizine   
hydrochloride, which was quantitatively analyzed by real-time PCR (RT-PCR).  pERK1/2 level was examined 
by Western blotting after co-cultured with optimal concentration of gastrodin and effective specific ERK1/2 
pathway inhibitors PD98059, U0126.  The result indicated that gastrodin significantly reduced pERK1/2 protein 
actions similarly to ERK1/2 pathway specific blockade.  It suggests ERK1/2 signaling transduction pathway 
may be involved in gastrodin intracellular mechanism.  This study indicates gastrodin (5 and 10 mmol·L−1) can 
remarkably reduce CGRP-ir (+) neuron, CGRP-mRNA and pERK1/2 expression level in cultured rat TG, with  
its actions similar to the effective concentration of sumatriptan succinate, flunarizine hydrochloride and specific 
ERK1/2 pathway blocker.  The intracellular signaling transduction ERK1/2 pathway may be involved in the 
gastrodin reducing CGRP up-regulation in rat TG after organ culture. 

Key words: gastrodin; calcitonin gene-related peptide; ERK1/2; trigeminal ganglion; signal transduction 

                                                                                                          

中药天麻防治头痛在中国已有上千年历史[1, 2], 
现代药物分析提纯出天麻最主要的生物活性成分 
是天麻皂苷 (4-羟甲基苯基-β-D-吡喃葡糖苷, 图 1) 
或称天麻素 (gastrodin), 易溶于水并易通过血脑屏

障[3, 4]、无依赖性或成瘾性, 安全低毒而广泛用于偏

头痛、慢性反复发作性头痛、三叉神经自主性头痛

等血管相关性头痛治疗 [5]。但是, 天麻皂苷防治血 
管性头痛确切的药理作用机制目前并不清楚, 本研

究以三叉神经-血管系统激活学说为基础[6, 7], 利用

大鼠三叉神经节 (trigeminal ganglion, TG) 离体培

养模型[8, 9], 选取欧洲神经病学联盟 (EFNS) 推荐的

偏头痛防治一线药物琥珀酸舒马普坦和盐酸氟桂 
利嗪作为对照[10], 比较天麻皂苷对 TG 内降钙素基

因相关肽 (calcitonin gene-related peptide, CGRP) 表
达和磷酸化细胞外信号调节激酶 1/2 (phosphorylated 
extracellular signal-regulated kinase1/2, pERK1/2) 水
平影响, 从而探讨天麻皂苷预防和治疗血管性头痛

的药理作用机制。 
 

 
Figure 1  Chemical structure of gastrodin 

材料与方法 
主要试剂及配制  天麻皂苷 (图 1)[11] 的相对分

子质量为 295.38, 购自南京泽朗医药科技有限公司。

天麻皂苷原药 1.475 g 溶于 0.9% 盐水 5 mL, 超声振

荡至完全溶解, 配成 1 mol·L−1 (295 g·L−1) 母液。琥

珀酸舒马普坦  (sumatriptan succinate) 的相对分子 
质量为 413.49, 取 10 mg 溶于灭菌双蒸水 0.5 mL,  
配成 48 mmol·L−1 母液。细胞外信号调节激酶 1/2 
(extracellular signal-regulated kinase 1/2, ERK1/2) 信
号转导通路关键激酶 Raf-1 特异性阻滞剂 PD98059
和 U0126 溶于二甲基亚砜  (dimethyl sulphoxide, 
DMSO), 配制成 10 mmol·L−1 母液, −20 ℃保存备用。

琥珀酸舒马普坦、兔抗鼠 CGRP 单克隆抗体、DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 培养液、丙烯

酰胺、十二烷基磺酸钠 (SDS)、牛血清白蛋白、四甲

基乙二胺 (TEMED) 及 Tween 20 均购自 Sigma 公司 
(USA)。盐酸氟桂利嗪 (flunarizine hydrochloride) 购
自武汉生物科技发展有限公司; pERK1/2 和 ERK1/2
羊单克隆抗体购自 Cell Signaling Technology 公司; 
β-actin 单克隆抗体购自 Santa Cruz Biotechnology; 生
物素酰化的羊抗兔和羊抗鼠 IgG 以及 RIPA 蛋白裂解

液均购自 Pioneer Biotechnology 公司; SuperSignal 化



 罗国刚等: 天麻皂苷对三叉神经节离体培养后降钙素基因相关肽表达影响的机制研究 · 1453 · 

 

学发光试剂盒购自 Pierce Biotechnology; Tris-base 碱

和过硫酸铵购自 Solarbio Technology 公司; 酸性定影

粉及显影粉购自天津亨达感光材料厂。 
实验动物分组及 TG 离体培养   成年雄性

Sprague-Dawley (SD) 大鼠, SPF 级, 体重 250～300 g, 
由西安交通大学医学院实验动物中心提供。按体重均

衡原则随机分组, 每组均 3～5 只大鼠。本研究利用已

经较为成熟的大鼠三叉神经节离体培养模型[6, 9, 12−14], 
具体制作过程如下: 大鼠腹腔注射 (ip) 戊巴比妥钠 
(40 mg·kg−1, 必要时追加剂量) 麻醉后断头处死, 用
止血钳沿枕骨大孔处逐层剖开颅骨, 刮掉大脑、小脑

后暴露三叉神经, 剪断 3 个神经根后轻轻取出左右 
两个 TG , 4 ℃磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer saline, 
PBS, pH 7.4) 中剔除神经节周围的血管、脂肪、神经

鞘膜等结缔组织呈乳白色为止。24 孔培养板内每孔

盛 3 mL 的改良 DMEM 培养液 (加青霉素 100 u·mL−1

和链霉素 100 µg·mL−1 以及两性霉素 B 25 μg·mL−1), 
将母液浓度的天麻皂苷、琥珀酸舒马普坦、盐酸氟桂

利嗪、U0126、PD98059 等试剂分别加入 DMEM 培

养液中配成不同终浓度后, 将同一只大鼠左右两个

TG 分别置入每个培养孔中孵育, 37 ℃恒温培养箱中

离体培养 24 h, 持续通以含 5% CO2 的 O2 使 pH 值保

持在 7.40 左右。 
免疫组织化学检测  将 TG 浸入含 4%多聚甲醛

的 0.1 mol·L−1 PBS 中过夜, 振动切片机冠状位上均

匀切成 30 µm 厚度的切片。收集组织切片在含 0.3% 
Triton X-100 (PBST) 和 0.3% 过氧化氢 PBS 液中, 用
0.1% 牛血清白蛋白封闭抗体 1 h, 然后与兔多克隆

CGRP 抗体 4 ℃下孵育 72 h, PBST 再次冲洗, 含生物

素的羊抗兔 IgG 抗体 4 ℃下搅拌孵育过夜, 2 次漂洗

后组织切片置于 1∶1 000亲和-生物素复合物 (Vector 
Laboratories) 稀释液中 2 h。免疫组化反应产物在含

0.05% 3, 3-二氨基联苯胺 (DAB)、0.5% 镍和 0.005% 

过氧化氢的 Tris 盐酸缓冲液 (pH 7.6) 中显色, Tris
盐酸缓冲液漂洗组织切片后置于凝胶载玻片上, 加
盖玻片前中性红复染。普通光镜观察后 Olympus 荧

光显微镜观察, 染色明显的组织切片胞质内出现淡

黄色至棕褐色定位明确的颗粒物质为阳性细胞表达。

由另一研究者应用 SCIONIMAGE 图像分析软件盲 
法检测每个视野范围内 CGRP 免疫反应  (CGRP 
immunoresponse, CGRP-ir) 阳 性 细 胞 数 百 分 比 
(positive cell percentage, PCP)、阳性表达面积 (area of 
interest, AOI)、积分光密度 (integrated optical density, 

IOD) 和平均光密度  (mean optical density, MOD); 
平均光密度  = 积分光密度  / 阳性表达面积 (MOD = 

IOD/AOI)。图像分析时每个切片取 5 个视野, 剔除染

色不均、皱褶或泪滴样图像。 
实时定量RT-PCR   RNA proTM液 (FastPrepA 

试剂盒) 1 mL 匀浆处理 TG 后, 按程序提取总 RNA, 
1%普通琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA。cDNA 逆转录

采用 GeneAmp RT 试剂盒 (PE Applied Biosystems), 
Perkin-Elmer 2400 PCR 扩增仪扩增。RT-PCR 采用

GeneAmp SYBR Green PCR 试剂盒和 Perkin-Elmer 
PCR 仪 (PE, GeneAmp 5700)。根据基因数据库引物

表达-2 软件设计引物序列, CGRP (M34090) 上游引

物 : 5'-GAGGCAGCTACAAGGTTCAGG-3', 下游引

物: 5'-AGGTGTTGGTGCTGGACACA-3'。管家基因 
(house keeping gene) β-actin 作为内对照, 上游引物: 
5'-CTATCGGCAATGAGCGGTTCC-3', 下游引物: 5'- 
TGTGTTGGCATAGAGGTCTTTACG-3'。PCR 反应 
体系为 50 μL, 开始 50 ℃ 2 min, 95 ℃ 10 min, 然后

在 95 ℃ 15 s 和 60 ℃ 1 min 循环 40 次, 反应结束后

分离曲线分析法确定反应产物特异性。以 β-actin 为

内对照, PCR 循环阈值 (cycle threshold, CT) 定量分

析法比较 CGRP mRNA 相对表达量。标准曲线根据

CT = lg [浓度/(1+E)] 方程绘制, E 代表扩增效率 (根
据标准曲线的斜率计算而得), 理想斜率为 3.3, 理想

扩增效率为 100%。标准曲线验证 CGRP 和 β-actin 的

cDNA 在 PCR 反应体系中扩增效率相同。 
Western blotting 进行蛋白半定量分析  低温下

将 TG 剪碎、加入 RIPA 蛋白裂解液 (含 RIPA 蛋白裂

解液、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂) 快速匀浆、裂

解、离心提取组织块中总蛋白, Bradford 法测定蛋白

质浓度。清洗玻璃板、灌胶、上样、SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳、转膜。免疫反应: 脱色摇床上摇动封闭

1 h, 室温下与一抗生物素酰化的羊抗兔 IgG 抗体 
(biotinylated goat anti-rabbit IgG) 孵育 1～2 h, 室温

下脱色摇床上洗膜 3次, 将硝酸纤维素膜浸入塑料膜

中的二抗反应液中缓慢振荡, 室温下与二抗生物素

酰化的羊抗鼠 IgG 抗体反应 1 h 后洗膜, 化学发光、

显影、定影、拍照。以 β-actin 作内标参考, Bandscan 
5.0 凝胶成像系统分析目标条带的最大灰度对数和光

密度 (IOD), 测定各样品 IOD值作为蛋白相对表达量。 
统计学处理  应用 SPSS Statistics 17.0 统计软件

和 GraphPad Prism 4.0 作图软件。免疫组化分析时

CGRP-ir (+) 细胞数百分比 PCP、AOI、MOD、IOD



· 1454 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2011, 46 (12): 1451−1456   

 

以均数 ± 标准误 (mean ± SE) 表示, 两组间比较采

用独立样本间 t 检验。CGRP-mRNA、pERK1/2 相对

表达量先做正态性检验和方差齐性检验, 符合正态

分布且方差相齐时采用单因素 ANOVA 方差分析。 
 

结果 
1  不同浓度天麻皂苷作用下 SD 大鼠 TG 内 CGRP- 
ir (+) 物质表达 

将不同体积天麻皂苷母液加入 DMEM 培养液中, 
分别配成 2.5、5、10、20 和 40 mmol·L−1 (终浓度) 与
1.2 mmol·L−1 琥珀酸舒马普坦 (终浓度)。将离体 TG
孵育 24 h 后与新鲜组和单纯培养组相比, 免疫组化

染色显示 CGRP-ir (+) 物质在新鲜 TG 内神经元细 
胞几乎不表达, 离体培养后中、小型神经元细胞胞体

内出现大量棕褐色菊花样、周围胞浆点状着色的

CGRP-ir (+) 物质, 部分细胞浆内染色致密均匀且中

心部位略淡 (图 2)。SCIONIMAGE 图像分析显示,  
天麻皂苷 5和 10 mmol·L−1浓度组CGRP-ir(+) 的 PCP 
(%)、AOI (μm2)、MOD 和 IOD 值低于单纯培养组 (均
为P < 0.01), 与 1.2 mmol·L−1琥珀酸舒马普坦组接近; 
而 2.5、20 和 40 mmol·L−1 浓度组与培养组无显著差

异 (表 1)。 
2  有效浓度天麻皂苷对TG内CGRP-mRNA表达水

平影响 
RT-PCR 分析显示: 天麻皂苷 (5 和 10 mmol·L−1)、

琥珀酸舒马普坦 (1.2 mmol·L−1)、盐酸氟桂利嗪 (10 
μmol·L−1) 分别与 TG 孵育 24 h 后, CGRP-mRNA 表

达水平较培养组显著降低 (P < 0.01, 图 3)。 
3  有效浓度天麻皂苷对TG内 pERK1/2蛋白表达的

影响 
天麻皂苷 (5 和 10 mmol·L−1)、U0126、PD98059

阻滞剂 (10 µmol·L−1) 分别与 TG 离体孵育 24 h 后, 
β-actin 蛋白表达量作内参照, Western blotting 蛋白半 
 

 
Figure 2  Immunohistochemistry stain indicates CGRP-ir (+) 
neuron expression alteration after co-incubation with different 
concentrations of gastrodin, sumatriptan succinate by comparing 
with control and fresh group of rat TG under light microscope 
(immunohistochemistry, paraffin section, ×400).  A: Fresh group; 
B: Control group; C: Gastrodin (2.5 mmol·L−1); D: Gastrodin  
(5 mmol·L−1); E: Gastrodin (10 mmol·L−1); F: Gastrodin     
(20 mmol·L−1); G: Gastrodin (40 mmol·L−1); H: Sumatriptan 
succinate (1.2 mmol·L−1) 

 
Table 1  CGRP-ir (+) neurons expression alteration in rat trigeminal ganglion which was determined by immunohistochemistry stain 
and compared at different concentrations of gastrodin, sumatriptan succinate, control and fresh group after 24 h organ culture.  n = 5 − 8, 
mean ± SE.  **P < 0.01 vs control group.  CGRP-ir (+): Calcitonin gene-related peptide immunoreactivity positive neuron; PCP: Posi-
tive cells percentage; AOI: Area of optic interest; MOD: Mean optical density; IOD: Integrated optical density 

Group C/mmol·L−1 PCP/% AOI/μm2 MOD IOD 

Control  80.655 ± 0.786 191.286 ± 3.126 0.743 ± 0.012 141.482 ± 3.011 

Fresh  36.003 ± 0.899 99.195 ± 2.541 0.416 ± 0.011 42.798 ± 1.753 

Gastrodin 2.5 76.453 ± 4.001 110.04 ± 3.332 0.697 ± 0.008 90.509 ± 1.396 

 5 45.154 ± 2.043** 64.497 ± 10.902** 0.394 ± 0.068** 25.642 ± 4.296** 

 10 43.672 ± 1.918** 61.343 ± 8.631** 0.364 ± 0.059** 22.668 ± 3.002** 

 20 73.518 ± 3.027 110.701 ± 7.656 0.742 ± 0.054 97.219 ± 2.026 

 40 80.732 ± 3.178 126.765 ± 11.058 0.742 ± 0.059 100.631 ± 11.266 

Sumatriptan succinate 1.2 42.445 ± 1.216** 124.556 ± 3.636** 0.398 ± 0.009** 69.125 ± 3.411** 
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定量分析显示各干预组的 pERK1/2 蛋白相对表达量

较培养组明显降低 (均为 P < 0.01, t 检验); 天麻皂苷

与 ERK1/2 阻滞剂组 pERK1/2 蛋白表达在 44 kD 与

42 kD 条带处的降低水平相近 (图 4)。 
 

 
Figure 3  CGRP-mRNA relative expression compares with the 
optimal concentrations of gastrodin, sumatriptan succinate and 
flunarizine hydrochloride after 24 h organ culture determined  
by RT-PCR.  **P < 0.01 vs control group.  Gas1: Gastrodin   
(5 mmol·L−1); Gas2: Gastrodin (10 mmol·L−1); Sul: Sumatriptan 
succinate (1.2 mmol·L−1); Flu: Flunarizine hydrochloride (10 
µmol·L−1) 

 

 
Figure 4  pERK1/2 protein relative expression alteration semi- 
quantified by Western blotting after co-cultured with optimal 
concentrations of gastrodin, specific ERK1/2 pathway inhibitors 
PD98059, U0126 for 24 h which was compared with control  
and fresh rat trigeminal ganglion.  #P < 0.05, ##P < 0.01 vs   
control group.  Gas1: Gastrodin (5 mmol·L−1); Gas2: Gastrodin 
(10 mmol·L−1); PD98059: 10 µmol·L−1; U0126: 10 µmol·L−1 

 
讨论 

EFNS 于 2006 年提出的偏头痛急性期治疗和预

防指南中, 曲普坦类药物和非甾体类抗炎药是偏头

痛急性发作治疗首选, 钙离子拮抗剂氟桂利嗪、β-受
体阻滞剂、抗癫痫药丙戊酸和托吡酯为一线预防性用

药[10], 这是目前临床上偏头痛防治的主要依据。本研

究利用大鼠三叉神经节离体培养模型, 以曲普坦类

代表药物琥珀酸舒马普坦和一线预防用药盐酸氟桂

利嗪为参照, 对比验证天麻皂苷治疗和预防偏头痛

的药理作用及细胞内机制。免疫组化染色结果分析 
显示, 一定浓度范围 (5 和 10 mmol·L−1) 天麻皂苷能

显著降低三叉神经节内 CGRP-ir (+) 细胞表达 (抑制

强度接近于舒马普坦), 抑制 CGRP-mRNA 表达水平

的强度与舒马普坦和氟桂利嗪相当; 而且天麻皂苷 
(5 和 10 mmol·L−1) 显著降低 pERK1/2 蛋白水平的 
强度, 接近于特异性阻滞 ERK1/2 信号通路关键蛋 
白激酶 Raf-1 的效果; 但是天麻皂苷 (2.5、20 和 40 
mmol·L−1) 对 CGRP-ir (+) 神经元细胞表达无明显影

响。这可能与中药双向调节机制以及不同剂量、不同

浓度中药制剂激活细胞内不同的信号转导途径而产

生不同的生物学效应有关, 具体的天麻皂苷剂量-效

应调节机制有待于进一步探索。 
前期研究已经证实三叉神经节离体培养后, 促分

裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase, 
MAPK) 系统中 ERK1/2 和 JNK 信号转导通路活化, 
通过细胞核内转录因子上调 CGRP-mRNA 和蛋白表

达水平[12, 15]。MAPK 信号转导通路广泛存在于真核细

胞, 其中 ERK1/2 通路主要接受激素、神经递质、炎

性因子、血管肽类等细胞外信号分子刺激, 通过跨膜

信号转导、G-蛋白偶联受体和细胞内一系列蛋白激酶

级联活化反应而激活, 产生膜受体表达调变、细胞生

长、分化、增殖、移动等生物学效应; JNK 通路主要

与应激刺激引起的炎症反应有关[16, 17]。ERK 蛋白至

少包括 ERK1和 ERK2两个亚型, 分子质量分别为 42
和 44 kD, 两者间有 90% 的同源性, 通过磷酸化而活

化。离体三叉神经节在无血清 DMEM 液培养后, 损
伤、应激、营养物质缺乏、局部炎症反应等细胞外信

号刺激活化细胞膜表面 G-蛋白偶联受体, 依次活化

细胞内 Ras、Raf、MEK 等关键性蛋白激酶而进一步

将 ERK1/2 蛋白磷酸化, 活化的 ERK1/2 由细胞质进

入细胞核, 调节即刻反应基因和迟反应基因表达[18], 
上调 CGRP-mRNA 基因转录和蛋白翻译水平, CGRP
即刻释放增加是血管性头痛急性发作的基础, CGRP
合成水平上调是头痛反复发作和慢性化的基础。最 
新抗偏头痛药物 CGRP 受体拮抗剂 telcagepant 在欧

洲 III 期临床试验显示出良好的应用前景[19, 20], 但还

未广泛用于临床。 
本研究提示, 适当浓度天麻皂苷可抑制细胞外

信号引发的三叉神经节神经元内 ERK1/2信号转导通

路激活, 明显降低 pERK1/2蛋白水平, 通过抑制细胞

核内 NF-κB 和 AP-1 等转录因子下调 CGRP-mRNA
和蛋白表达水平, 从而达到防治血管性头痛急性发

作和慢性化目的。 
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