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Abstract 
Objective: Neostigmine could provide peripheral analgesic effects via intra-articular injection, but 
with obvious technical difficulty and potential complications. The purpose of this study is to inves-
tigate the analgesic effect and mechanism of acupoint injection of neostigmine in a rat model of 
joint pain. Methods: Animal models of ankle joint pain were prepared via intra-articular injection 
of monosodium iodoacetate in male Wistar rats. The experimental group received acupoint injec-
tion of neostigmine while the control group received acupoint injection of normal saline. The 
numbers of hind paw licking and radiation pain threshold were recorded, and serum IL-1β and 
TNF-α were measured using ELISA. Results: Compared with the control group, the animals in the 
experimental group presented less hind paw licking, higher radiation threshold and lower levels 
of serum IL-1β and TNF-α (p < 0.01). Conclusion: Acupoint injection of neostigmine elevated the 
radiation pain threshold and lowered the level of proinflammatory pain mediators, providing ef-
fective analgesia in the rat model of joint pain. 
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摘  要 

目的：新斯的明可经关节腔注射发挥外周镇痛作用，但关节注射存在技术难度和并发症风险。本研究目

的为制备大鼠关节疼痛动物模型，经穴位注射新斯的明，分析镇痛效果及作用机制，为新斯的明外周注

射治疗关节疼痛的临床应用提供临床前研究依据。方法：采用雄性Wistar大鼠经踝关节注射单碘醋酸钠

生理盐水溶液制备关节疼痛模型，经行为学观察及痛阈测量确认模型制备成功。实验组经后三里穴位注

射新斯的明，对照组注射等体积生理盐水。注射后测量两组实验动物舔足次数和热辐射痛阈，取血清样

本测量前炎症因子白介素1-1β (IL-1β)和肿瘤坏死因子-α (TNF-α)水平。结果：与对照组相比，实验组动

物经穴位新斯的明注射后的舔足次数减少，热辐射痛阈提高，血清IL-1β和TNF-α水平降低，两组间上述

指标结果差异具有统计学意义(p < 0.01)。结论：研究表明经穴位于关节周围注射新斯的明，可提高关节

疼痛实验动物热辐射痛阈，降低体内前炎症因子表达水平，产生镇痛作用。 
 
关键词 

新斯的明，穴位注射，关节疼痛，镇痛 

 
 

1. 引言 

四肢关节疼痛是骨外科临床常见症状，在退变性骨关节疾病高发的中老年患者群体中发病率高，可

导致严重运动功能障碍，是导致老年致残、失去自主生活能力的重要原因。对疼痛严重的关节病变终末

期患者一般需行人工关节置换手术治疗，费用高且损伤大，术中术后危及生命的并发症多[1]。但是，患

者如疼痛控制良好，则可能避免接受手术治疗。 
当前临床主要应用的镇痛方式为口服非甾体类抗炎药或阿片类药物，非甾体类抗炎药长期应用后患

者不良反应发生率高，包括危及生命的并发症如严重胃肠道溃疡、心血管疾病、凝血功能障碍等，阿片

类药物虽然相对安全，但患者严重恶心、呕吐及便秘发生率高，一般无法耐受[2] [3]。 
新斯的明作为经典的人工合成胆碱酯酶抑制剂，既往主要用于治疗重症肌无力及麻醉术后拮抗非去

极化肌松药物，但已有研究指出新斯的明分别可在中枢神经系统及外周组织内发挥镇痛作用，给药方式

包括经硬膜外隙和经关节腔注射，但是两种给药方式临床应用均存在一定技术难度和并发症风险[4]-[7]。
此外，外周注射药物的作用机制不同于中枢神经系统内给药的作用方式，目前对新斯的明不同给药方式

的镇痛机制仍有待在今后研究中进一步阐明。本研究目的为制备大鼠关节疼痛动物模型，经穴位注射新

斯的明，分析经穴位注射的镇痛效果及作用机制，为新斯的明外周注射治疗关节疼痛的临床应用提供临

床前基础研究依据。 

2. 资料与方法 

2.1. 动物和试剂 

实验动物为雄性 Wistar 大鼠 20 只，体重(200 ± 20)克，随机分为实验组(10 只)和对照组(10 只)，由

中国医科大学实验动物中心提供，动物实验前全部实验方案均经所在单位科研主管部门伦理委员会审批



张淼，张旭然 
 

 
14 

通过。实验试剂包括：单碘醋酸钠(Sigma, USA)，甲硫酸新斯的明注射液(润弘制药，河南)，血清白介素

1-1β (IL-1β)和肿瘤坏死因子-α (TNF-α)ELISA 检测试剂盒(R&D, USA)。 

2.2. 关节疼痛动物模型的制备 

正式实验开始第 1 天时，两组实验动物均采用 10%水合氯醛(300 mg/kg)腹腔注射进行麻醉。麻醉成

功后，取左侧卧位，70%酒精将右侧足底及外踝区域消毒。采用单碘醋酸钠生理盐水溶液(60 mg/mL)在实

验组和对照组大鼠后足垫部位进针穿刺、向踝关节方向注射，剂量 60 μL/只。实验后 24 小时，观察动物

出现活动减少、三足跛行，右踝关节红肿，提示关节疼痛模型制备成功，可进一步行痛阈测量、药物注

射及血清学检测(实验流程见图 1)。 
 

 
Figure 1. Flow chart of experimental process 
图 1. 实验流程图 
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2.3. 经穴位给药前痛阈测量 

采用辐射热测痛仪(IITC INC., Life Science Instrument, USA)测量大鼠注射侧肢体痛阈，测试中于室温

下将大鼠置于热辐射仪专用容器内，静置 15 分钟后，以强光照射踝关节模拟热损伤，以大鼠的缩爪反射

潜伏期为观察指标，以左右两侧踝关节的潜伏期差值为痛敏分数，辐射热温度设置为 42℃，加热上限 20
秒以避免热损伤。测试部位为右后肢足垫中央皮肤，测试指标为辐射热照射开始至大鼠出现缩腿反应的

潜伏期并记录，共测 3 次，每次间隔 5 min，取 3 次测定平均值作为测定结果，评估实验组和对照组动物

测量结果是否存在统计学差异。 

2.4. 经穴位药物注射 

再次以前述方法麻醉动物，并以 70%酒精消毒将膝关节以下区域消毒，进行关节周围药物注射。注

射部位选取大鼠后三里穴(对应人体足三里穴)，位于膝关节后外侧，腓骨小头下方约 5 mm 处，局部解剖

位置在胫、腓骨间隙中，深度应达肌筋膜层(图 2)。实验组关节周围注射的药物为新斯的明注射液(50 μg/kg)；
对照组关节周围注射安慰剂为与实验组等体积生理盐水。 

2.5. 经穴位给药后的动物疼痛行为学和痛阈测量 

药物注射后 4 小时，记录 30 分钟内实验组和对照组大鼠舔咬右后肢次数，记录后，再次采用辐射热

测痛仪测量大鼠注射侧肢体痛阈，方法同前述。 

2.6. 血清炎症因子检测 

痛阈测量结束后，断头处死大鼠，5 mL 离心管收集全血，3000 转 4 度离心 10 分钟后，取上清后分

别置于 1.5 mL 容积 EP 管中，置于冰上保存，采用 ELISA 法进行检测血清白介素 1-1β (IL-1β)和肿瘤坏死

因子-α (TNF-α)水平。 

2.7. 统计分析 

所有数据以均数 ± 标准差(X ± s)表示，SPSS13.0 软件进行统计分析，采用 t 检验比较实验组与对照

组舔足次数、痛阈测量值及血清炎症因子水平，p < 0.05 认为结果差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 模型制备和行为学观察 

实验组和对照组动物在踝关节内单碘醋酸钠生理盐水溶液注射后，均出现明确活动减少、三足跛行

及右踝关节红肿症状，提示关节疼痛模型制备成功。药物注射后 4 小时两组动物比较，实验组舔足次数

为 12.0 ± 2.54，对照组为 34.5 ± 4.11，实验组动物疼痛相关舔足次数低于对照组(P < 0.01) (表 1)。 

3.2. 痛阈测量 

经穴位给药前，两组大鼠痛阈测量结果为实验组 9.63 ± 0.76 s，对照组 9.51 ± 0.73 s，经穴位给药后

第二次测量中，实验组大鼠痛阈测量结果为 6.71 ± 0.29 s，对照组结果为 4.37 ± 0.45 s (表 2)，结果提示新

斯的明注射后提高了实验组大鼠的热辐射痛阈(P < 0.01)。 

3.3. 血清炎症因子水平 

在血清炎症因子检测结果中(表 3)，对照组大鼠相比，实验组接受阿片类药物局部注射的大鼠血清白

介素 1-1 (IL-1β)和肿瘤坏死因子-α (TNF-α)水平为：IL-1β 含量实验组 109.623 ± 7.327 pg/ml，对照组 
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Figure 2. Illustration of acupoint injection in the mouse hindlimb 
图 2. 穴位注射示意图 

 
Table 1. Paw-licking behaviors in the experimental and control group 
表 1. 实验组和对照组大鼠舔足次数( X s± ，次/30min) 

分组 每组样本量 0~30 min 舔足次数 

实验组(新斯的明注射) n = 10 12.0 ± 2.54 

对照组(生理盐水注射) n = 10 34.5 ± 4.11* 

注：*与实验组比较，P < 0.01。 
 

Table 2. Pain radiation threshold in the experimental and control group 
表 2. 实验组和对照组大鼠不同时间痛阈变化比较( X s± , s) 

分组 每组样本量 第一次测量 第二次测量 

实验组 n = 10 9.63 ± 0.76 6.71 ± 0.29 

对照组 n = 10 9.51 ± 0.73 4.37 ± 0.45* 

注：*与实验组比较，P < 0.01。 
 

Table 3. The level of serum IL-1β and TNF-α in the experimental and control group 
表 3. 实验组和对照组大鼠血清白介素 1β和肿瘤坏死因子-α比较( X s± ) 

分组 IL-1β (pg/ml) TNF-α (ng/ml) 

实验组 109.623 ± 7.327 0.811 ± 0.062 

对照组 138.413 ± 9.545* 1.419 ± 0.067* 

注：*与实验组比较，P < 0.01。 
 
138.413 ± 9.545 pg/ml，实验组较对照组含量显著降低(P < 0.01)；TNF-α含量实验组 0.811 ± 0.062 ng/ml，
对照组为 1.419 ± 0.067ng/ml，实验组较对照组含量显著降低(P < 0.01)。 

4. 讨论 

临床上关节疼痛的镇痛治疗以药物口服为主，但近年来已有越来越多临床研究开始重视利用外周局

部药物注射途径给药进行四肢关节镇痛，常用注射药物一般为局部麻醉药物和激素类药物配伍阿片类药

物及非甾体类抗炎药，常用给药途径为关节腔内配合关节周围注射[2]。外周注射一方面可反复长期应用，

另一方面有助于减少全身用药不良反应，避免口服或注射非甾体类药物可能导致的消化系统和心血管系
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统并发症。但是亦有研究指出，局部麻醉药物或激素类药物可导致软骨细胞毒性及肌肉骨骼干细胞毒性

问题，因此并不适合经关节腔或关节周围给药[8] [9]，仍需进一步寻找适合的药物用于外周注射关节镇痛。 
针刺作为中医传统治疗手段，在临床上对四肢关节疼痛治疗有长时间应用，目前研究认为针刺具有

镇痛、抗炎及免疫调节作用，在动物实验研究中认为大鼠后三里穴位对应人体足三里穴位，局部刺激穴

位可降低关节液中前炎症因子表达水平并抑制软骨细胞凋亡[10]-[12]。穴位注射是针刺与药物结合的治疗

方式，是临床上治疗关节炎症疼痛的常用方法。与关节腔内注射相比，穴位注射技术难度低，重复性好，

无半月板和关节软骨穿刺损伤及关节感染风险。 
既往研究曾指出新斯的明具有良好的中枢和外周镇痛作用，与局部麻醉药及阿片类药物等联合应用

时可发挥协同镇痛效应[13]。新斯的明中枢镇痛时以硬膜外给药为主，不适合作为关节疼痛的治疗手段，

外周给药时新斯的明可产生抗伤害性作用，临床研究中以关节腔内给药为主。既往研究指出关节腔内新

斯的明注射对关节镜下半月板切除患者术后疼痛有效[6] [7]。目前认为其作用机制为与外周乙酰胆碱酯酶

结合，增加内源性乙酰胆碱水平，降低细胞内 cAMP 水平，进而发挥镇痛作用[13]。 
单碘醋酸钠生理盐水注射液可用于建立大鼠等膝关节骨性关节炎动物模型[14]，但在造模过程中因实

验动物小，膝关节给药困难，本研究选择踝关节注射，使注射操作简便易行，同时保证在动物模型中良

好复制临床关节炎症的疼痛症状，尚未有相关报道。此外，研究中选择大鼠足三里穴位作为注射部位，

给药方便，重复性良好，尚无报道上述实验技术在新斯的明外周镇痛作用机制研究中的应用。 
本研究提示经穴位于关节周围注射新斯的明，可对实验大鼠关节疼痛产生良好的镇痛作用，减少大

鼠单位时间内舔足次数，提高痛阈水平。血清学研究结果指出，外周注射新斯的明可减少血清中白介素

1-1β (IL-1β)和肿瘤坏死因子-α (TNF-α)水平，即通过调节疼痛相关炎症因子水平发挥镇痛作用。由于两种

前炎症因子在体内作用具有多层次多靶点的复杂特点，可进一步利用本动物模型对更其明确作用机制进

行深入研究，为临床开发适合长期应用且无严重不良反应的关节镇痛治疗方法提供理论和实验基础。 
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