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摘要　 目的　 探讨在内吗啡肽 ２（ＥＭ２）的镇痛过程中，μ⁃阿
片受体（ＭＯＲ）的表达变化及胞内囊泡转运对其变化的影

响。 方法　 成年雄性 ＳＤ 大鼠，随机分为 ３ 组：正常对照组、
病理性痛组和药物组，病理性痛为坐骨神经分支选择性损伤

（ＳＮＩ）诱导的神经病理性痛（ＮＰ）。 药物组为鞘内注射 ＥＭ２
的 ＮＰ 大鼠。 采用免疫荧光单标染色和免疫印迹方法检测

ＭＯＲ 总蛋白和磷酸化蛋白以及 Ｒａｂ７ 蛋白表达量的变化，采
用免疫荧光双标染色方法检测 ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ 和 ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１
免疫阳性标志物的表达变化。 结果　 与正常对照组比较，病
理性痛组大鼠背根神经节（ＤＲＧ）内 ＭＯＲ 总蛋白和磷酸化

蛋白的表达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｒａｂ７ 蛋白的表达量明显增高

（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ 免疫阳性标志物占 Ｒａｂ７ 或 ＭＯＲ、
ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ 免疫阳性标志物占 ＬＡＭＰ１ 或 ＭＯＲ 阳性标志

物的比例均增高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 鞘内多次注射 ＥＭ２ 后，病理性

痛大鼠的后足缩足反应阈值明显增高（Ｐ ＜ ０. ０１），ＤＲＧ 内

ＭＯＲ 总蛋白和磷酸化蛋白的表达量增高（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｒａｂ７
的表达量降低 （Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ 阳性双标产物占

Ｒａｂ７ 或 ＭＯＲ 阳性标志物、ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ 阳性双标产物占

ＬＡＭＰ１ 或 ＭＯＲ 阳性标志物比例均降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　
在镇痛过程中，ＥＭ２ 抑制 ＳＮＩ 的 ＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 内 Ｒａｂ７ 的表

达，减少 ＭＯＲ 向溶酶体运输，促进 ＭＯＲ 复敏。
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　 　 神经病理性痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，ＮＰ）是神经系

统原发性损伤或功能障碍所引起的疼痛，阿片类药

物对 ＮＰ 的治疗效果不理想［１］。 研究［１］ 表明，背根

神经节（ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ） 中 μ⁃阿片受体

（μ⁃ｏｐｉｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＯＲ）表达下调是阿片类药物疗

效不佳的主要原因之一。 ＭＯＲ 属于 Ｇ 蛋白偶联受

体，与配体结合后，发生受体内化和脱敏现象［１］。
研究［２］表明，Ｒａｂ７ 是胞内运输的关键调控因子，与
疼痛状态下的 ＭＯＲ 表达量降低有关。
　 　 内吗啡肽⁃２（ｅｎｄｏｍｏｒｐｈｉｎ⁃２，ＥＭ２）是 ＭＯＲ 的内

源性激动剂，参与病理性痛的形成［３］ 和镇痛过

程［４］。 研究［５］ 表明，ＥＭ２ 可诱导 ＭＯＲ 羧基末端第

３７５ 位丝氨酸（Ｓｅｒ３７５）发生快速磷酸化，此过程在其

复敏中发挥重要作用。 糖尿病性痛大鼠脊髓中，
ＥＭ２ 不仅增加了磷酸化 ＭＯＲ 的表达量，还促进

ＭＯＲ 的表达［３］，提示在镇痛过程中，ＥＭ２ 可促进

ＭＯＲ 的功能恢复。 因此，该研究以 ＮＰ 模型为研究

对象，初步探讨在 ＥＭ２ 介导的镇痛过程中，大鼠

ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 的表达变化及胞内囊泡转运对其表达

的影响，以加深对内源性镇痛系统功能的理解。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物及分组 　 健康成年 ＳＤ 大鼠，雄性，
初始体质量 ２００ ～ ２２０ ｇ，由徐州医科大学实验动物

中心提供。 大鼠随机分为正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、
病理性痛组（ＳＮＩ⁃ＮＳ 组）和药物组（ ＳＮＩ⁃ＥＭ２ 组），
每组 １０ 只。 动物饲养和实验操作均符合徐州医科

大学动物伦理委员会的要求和规定 （伦理号：
２０２２０８Ｓ０２７）。
１． ２　 主要仪器与试剂　
１． ２． １ 　 主要仪器 　 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝购自美国

Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ 公司，ＰＥ⁃１０ 导管（ｉ． ｄ． ０. ２８ ｍｍ，ｏ． ｄ． ０. ６４
ｍｍ）购自美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司，荧光共聚焦

显微镜（型号：ＳＴＥＬＬＡＲＩＳ ５）购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司，微量进样针购自上海高鸽工贸有限公司。
１． ２． ２ 　 主要试剂 　 ＭＯＲ 抗体 （货号： ａｂ１７３９４，
ａｂ１０２７５）、Ｒａｂ７ 抗体 （货号： ａｂ１３７０２９） 购自美国

Ａｂｃａｍ 公司，Ｓｅｒ３７５ＭＯＲ 抗体（货号：ＣＳＢ⁃ＰＡ１６８５５１）
购自武汉华美生物工程有限公司，ａｃｔｉｎ 抗体（货号：
２０５３６⁃１⁃ＡＰ）购自武汉三鹰生物技术有限公司，山羊

抗兔 ＩＲＤｙｅ ８００ＣＷ 二抗（货号：Ｖ９２６⁃３２２１１）购自徐

州微科曼得生物工程有限公司，溶酶体相关膜蛋白
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１（ ｌｙｓｏｓｏｍｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ １，ＬＡＭＰ１）
抗体（货号：ｂｓ⁃１９７０Ｒ）购自北京博奥森生物技术有

限公司，Ａｌｅｘａ４８８ 驴抗豚鼠 ＩｇＧ（货号：７０６⁃５４５⁃１４８）
购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司，Ａｌｅｘａ５９４ 驴抗兔 ＩｇＧ（货号：
＃８８８９） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，
ＥＭ２（货号：ＧＣ１００５９）购自美国 ＧｌｐＢｉｏ 公司。
１． ３　 方法　
１． ３． １ 　 病理性痛模型的制备 　 该研究参照 Ｄｅ⁃
ｃｏｓｔｅｒｄ ｅｔ ａｌ［６］的方法，制备坐骨神经分支选择性损

伤（ｓｐａｒｅｄ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＮＩ）诱导的 ＮＰ 模型。 大鼠

腹腔注射戊巴比妥钠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉后，切开左侧

大腿背侧皮肤，钝性分离股二头肌，暴露坐骨神经及

其 ３ 个分支：胫神经、腓总神经和腓肠神经，双重结

扎并离断胫神经和腓总神经，保留并避免牵拉腓肠

神经，逐层缝合手术切口。 术后对切口进行常规消

毒抗炎处理直至愈合。
１． ３． ２ 　 后足缩足反应阈值（ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈ⁃
ｏｌｄ，ＰＷＴ）的测定　 测试前 ３ 天，将大鼠放入行为学

测试平台适应环境，每天 １ ｈ。 手术当天、术后 １、３、
５、７ ｄ 以及给药后 １、３、５、７、９ ｄ 使用校准的不同强

度的 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝测定大鼠的 ＰＷＴ 值。 测定时，
待大鼠安静后，从最低刺激强度开始，用纤维丝垂直

刺激大鼠足底外侧皮肤，持续 ３ ～ ５ ｓ，当大鼠出现抬

足、舔足或躲避等行为视为阳性反应。 每个刺激强

度重复测试 ５ 次，相邻两次刺激时间间隔 ５ ｍｉｎ 以

上，以能引起 ３ 次以上阳性反应的最低刺激强度作

为 ＰＷＴ 值。
１． ３． ３　 鞘内置管和给药　 大鼠麻醉后，以两侧髂前

上棘连线中点为中心，沿脊柱两侧作纵向切口，钝性

分离肌肉，暴露并去除第 ６ 腰椎棘突，将 ＰＥ⁃１０ 导管

由腰 ５ 与腰 ６ 棘突间隙刺入蛛网膜下隙并向头端推

入约 ２ ｃｍ，置管过程中可见导管内有清亮的脑脊液

流出。 固定导管，依次缝合肌肉和皮肤。 置管术后

的大鼠需分笼单独饲养。
　 　 鞘内给药时用微量注射器将 ５ μｌ 药液或无菌

生理盐水缓慢推入 ＰＥ⁃１０ 导管内，推注结束后再推

入 １０ μｌ 无菌生理盐水，使药物充分注射至蛛网膜

下隙。 推入过程以使大鼠一直保持安静状态为宜。
１． ３． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 大鼠麻醉后，迅速取出

腰 ４ ～ ６ 节段的 ＤＲＧ。 提取蛋白后，采用 ＢＣＡ 法检

测上清液中的蛋白浓度。 使用聚丙烯酰胺凝胶电

泳，电泳后将蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂奶粉

封闭 ３０ ｍｉｎ 后，将 ＰＶＤＦ 膜置于一抗中：ＭＯＲ 抗体

（１ ∶ １ ０００）、Ｒａｂ７ 抗体（１ ∶ １ ０００）、Ｓｅｒ３７５ＭＯＲ 抗体

（１ ∶ １ ０００）或 ａｃｔｉｎ 抗体（１ ∶ １ ０００），４ ℃摇床过夜。
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 滴加相应的二抗

（１ ∶ １５ ０００），摇床上避光反应 ２ ｈ 后，ＴＢＳＴ 漂洗 ３
次，每次 １０ ｍｉｎ。 使用双红外激光成像系统扫描成

像。
１． ３． ５　 免疫荧光组织化学染色　 大鼠麻醉后，经左

心室、升主动脉灌注 ２００ ｍｌ 生理盐水后，灌注 ４００
ｍｌ ４％多聚甲醛溶液，取腰 ４ ～ ６ 节段 ＤＲＧ 后固定

２４ ｈ，经 ３０％ 蔗糖溶液脱水后行冰冻切片。 １０％
ＦＢＳ 室温封闭 ３０ ｍｉｎ 后，滴加一抗：ＭＯＲ 抗体（１ ∶
５００）、Ｒａｂ７ 抗体 （１ ∶ ２００） 或 ＬＡＭＰ１ 抗体 （１ ∶
２００），４ ℃孵育 ４８ ｈ，０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ。 滴加二抗：Ａｌｅｘａ４８８ 驴抗豚鼠 ＩｇＧ（１ ∶ ５００）
和 Ａｌｅｘａ５９４ 驴抗兔 ＩｇＧ（１ ∶ ５００），室温避光孵育 ４
ｈ，０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，荧光封片

剂封片后，荧光共聚焦显微镜拍照采集图像。
１． ４　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ４ 软件

对实验数据进行统计分析与图形制作。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度值分析。 实验结果

以 �ｘ ± ｓ 表示，ＰＷＴ 值比较采用双因素重复测量方差

分析，其他数据的组间比较采用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ，Ｐ
＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＳＮＩ 对大鼠 ＰＷＴ 值的影响 　 坐骨神经分支

选择性损伤诱导的 ＮＰ 模型，可产生持久的机械痛

行为学表现，是研究 ＮＰ 常用的模型之一。 该实验

ＳＮＩ 模型大鼠在术后第 ３ 天术侧 ＰＷＴ 值与正常对

照组比较明显降低（分组，Ｆ ＝ ４３０. ８，Ｐ ＜ ０. ０１），术
后第 ７ 天降低至最低水平，且至少持续至术后第 ２１
天。 手术对侧的 ＰＷＴ 值与正常对照组比较差异无

统计学意义（图 １）。

图 １　 ＳＮＩ模型大鼠后足 ＰＷＴ 的测定（ｎ ＝ ６）

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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表 １　 三组大鼠后足缩足反应阈值比较（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６，ｇ）

组别 ０ ｄ １ ｄ ３ ｄ ５ ｄ ７ ｄ ９ ｄ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２４． １７ ± ４． ４９１ ２４． １７ ± ４． ４９１ ２１． ５０ ± ７． １４８ ２４． １７ ± ４． ４９１ ２４． １７ ± ４． ４９１ ２２． ３３ ± ５． ６８０
ＳＮＩ⁃ＮＳ ２． ２３ ± ０． ８９８∗∗ ２． ５７ ± １． １３４∗∗ ３． ３３ ± １． ０３３∗∗ ３． ００ ± １． ０９５∗∗ ２． ５７ ± １． １３４∗∗ ３． ００ ± １． ０９５∗∗

ＳＮＩ⁃ＥＭ２ ３． ３３ ± １． ６３３ ２２． ３３ ± ５． ６８０＃＃ ２２． ３３ ± ５． ６８０＃＃ ２０． ５０ ± ６． ０２５＃＃ ２４． １６ ± ４． ４９１＃＃ ２２． ３３ ± ５． ６８０＃＃

Ｆ 值 １１３． ６０ ４８． ０６ ４４． ７７ ２１． ２８ ３４． ４１ ２８． ８７
Ｐ 值 ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＮＩ⁃ＮＳ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 ＥＭ２ 的镇痛作用　 该实验使用 ＳＮＩ 术后 ７ ｄ
的 ＮＰ 大鼠，鞘内注射不同剂量（１、５、１０、２０、４０ μｇ）
的 ＥＭ２，给药后每隔 １０ ｍｉｎ 测定大鼠术侧后足 ＰＷＴ
值，研究 ＥＭ２ 作用的时程和量效变化。 结果显示，
鞘内注射 １、５、１０ μｇ 的 ＥＭ２ 对 ＳＮＩ 的 ＮＰ 大鼠未产

生明显的镇痛作用，２０ 和 ４０ μｇ ＥＭ２ 的镇痛效果和

时程变化相似，即 ＥＭ２ 给药 １０ ｍｉｎ 后的镇痛效应

最显著（时间，Ｆ ＝ ８８. ４４，Ｐ ＜ ０. ０１），给药 ２０ ｍｉｎ 后

药效降低，给药 ３０ ｍｉｎ 后，ＥＭ２ 的镇痛效应消失，大
鼠 ＰＷＴ 值恢复至给药前水平（图 ２）。 选择达到镇

痛效应的最小剂量作为多次给药剂量，该实验 ＥＭ２
长期给药剂量为 ２０ μｇ。

图 ２　 鞘内注射 ＥＭ２ 对 ＳＮＩ的 ＮＰ 大鼠镇痛作用的时程和量效变化

与 ０ ｍｉｎ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

　 　 病理性痛组和药物组大鼠于术后第 ７ 天开始进

行鞘内注射，每天 １ 次，连续 １０ ｄ，每隔 １ 天于注射

结束 １０ ｍｉｎ 后测定大鼠的 ＰＷＴ 值。 与注射前比

较，鞘内注射生理盐水对 ＮＰ 大鼠 ＰＷＴ 值没有明显

的影响。 与病理性痛组比较，鞘内注射 ＥＭ２ 后，大
鼠的 ＰＷＴ 值明显升高（分组，Ｆ ＝ ３７６. ８，Ｐ ＜ ０. ０１），
连续给药 １０ ｄ，ＥＭ２ 仍可有效缓解 ＳＮＩ 的 ＮＰ，且多

次鞘内注射 ＥＭ２，未见明显的镇痛效果降低现象

（表 １ 和图 ３）。
２． ３　 ＥＭ２ 对 ＳＮＩ 的 ＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 表达

的影响　 免疫荧光染色结果显示，ＭＯＲ 免疫阳性产

图 ３　 ＥＭ２ 对 ＳＮＩ的 ＮＰ 大鼠后足 ＰＷＴ 值的影响

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＮＩ⁃ＮＳ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

物主要分布于 ＤＲＧ 的中、小直径神经元胞体和部分

神经纤维中（图 ４Ａ）。 ＮＰ 后，大鼠 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 阳

性细胞数量明显降低（Ｆ ＝ ２６. １９，Ｐ ＜ ０. ００１） （图

４Ａ、Ｂ），鞘内注射 ＥＭ２ 后，ＭＯＲ 阳性细胞数量明显

升高（Ｆ ＝ ２６. １９，Ｐ ＜ ０. ００１），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果与形

态学结果变化相似，与正常对照组比较，病理性痛组

大鼠 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 的表达量下降（Ｆ ＝ ７. ７４９，Ｐ ＜
０. ０５）（图 ４Ｃ、Ｄ），药物组大鼠 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 蛋白的

表达量升高（Ｆ ＝ ７. ７４９，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ４Ｃ、Ｄ）。 该

实验进一步检测 ＭＯＲ 磷酸化表达量的变化，结果

显示，病理性痛组大鼠 ＤＲＧ 内 Ｓｅｒ３７５ＭＯＲ 蛋白的表

达量较正常对照组降低（Ｆ ＝ ９. ６７９，Ｐ ＜ ０. ０５），药物

组大鼠 ＤＲＧ 内 Ｓｅｒ３７５ＭＯＲ 蛋白的表达量较病理性

痛组升高（Ｆ ＝ ９. ６７９，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ４Ｅ、Ｆ）。
２． ４　 胞内转运机制对 ＥＭ２ 镇痛过程中的 ＭＯＲ 表

达变化的影响 　 该实验使用免疫荧光单标染色和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法，研究了正常对照组、病理性痛组

及药物组大鼠 ＤＲＧ 内 Ｒａｂ７ 的表达变化。 结果显

示，与正常对照组比较，病理性痛组中 Ｒａｂ７ 的表达

量明显增高 （ ＦＩＦ ＝ ２２. ６７， Ｐ ＜ ０. ０５； ＦＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ＝
１２. １９，Ｐ ＜ ０. ０１）。 鞘内注射 ＥＭ２ 后，药物组中的

Ｒａｂ７ 的表达量较病理性痛组降低（ＦＩＦ ＝ ２２. ６７，Ｐ ＜
０. ０１；ＦＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ＝ １２. １９，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ５）。 进一步

对 ３ 组大鼠ＤＲＧ神经元进行ＭＯＲ与Ｒａｂ７免疫荧
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图 ４　 ＥＭ２ 对 ＳＮＩ的 ＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 表达的影响

　 　 Ａ：大鼠 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 的免疫荧光染色 × ２００；Ｂ：对免疫阳性神经元数量进行统计学分析（ｎ ＝ ４）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法研究上述 ３ 组大鼠

ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 蛋白的表达变化；Ｄ：对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果进行统计学分析；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法研究上述 ３ 组大鼠 ＤＲＧ 内 Ｓｅｒ３７５ＭＯＲ 蛋白的表达

变化；Ｆ：对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果进行统计学分析（ｎ ＝ ３）；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＳＮＩ⁃ＮＳ 组；３：ＳＮＩ⁃ＥＭ２ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与

ＳＮＩ⁃ＮＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ５　 ＥＭ２ 对 ＳＮＩ的 ＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 内 Ｒａｂ７ 表达的影响

　 　 Ａ：大鼠 ＤＲＧ 内 Ｒａｂ７ 的免疫荧光染色 × ２００；Ｂ：对免疫阳性神经元数量进行统计学分析（ｎ ＝ ４）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法研究上述 ３ 组大鼠

ＤＲＧ 内 Ｒａｂ７ 蛋白的表达变化；Ｄ：对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果进行统计学分析（ｎ ＝ ３）；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＳＮＩ⁃ＮＳ 组；３：ＳＮＩ⁃ＥＭ２ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ

＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＮＩ⁃ＮＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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光双重标记染色。 结果显示：ＳＮＩ 的 ＮＰ 大鼠 ＤＲＧ
内 ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ 免疫双标阳性产物占 Ｒａｂ７ 阳性标志

物或 ＭＯＲ 阳性标志物的比例较正常对照组均明显

升高 （ ＦＲａｂ７ ＝ １０. ７６， Ｐ ＜ ０. ０１； ＦＭＯＲ ＝ ５. ０８， Ｐ ＜
０. ０５），当给予 ＥＭ２ 处理后，ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ 免疫双标阳

性产物占 Ｒａｂ７ 阳性标志物或 ＭＯＲ 阳性标志物的

比例较病理性痛组均明显降低（ＦＲａｂ７ ＝ １０. ７６，Ｐ ＜
０. ０５；ＦＭＯＲ ＝ ５. ０８，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ６）。
　 　 溶酶体相关膜蛋白 １ （ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＬＡＭＰ１）分布于自噬细胞器和内

溶酶体细胞器，可作为溶酶体标志物。 免疫荧光双

标染色结果显示：与正常对照组比较，病理性痛组大

鼠 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ 免疫双标阳性产物占

ＬＡＭＰ１ 或 ＭＯＲ 免疫阳性产物的比例均增高（ＦＬＡＭＰ１

＝ ６. ２１５，Ｐ ＜ ０. ０５；ＦＭＯＲ ＝ ７. ６８１，Ｐ ＜ ０. ０１）。 鞘内

注射 ＥＭ２ 后，与病理性痛组比较，药物组大鼠 ＤＲＧ
内 ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ 免疫双标阳性产物占 ＬＡＭＰ１ 或

ＭＯＲ 免疫阳性产物的比例均明显降低 （ＦＬＡＭＰ１ ＝
６. ２１５，Ｐ ＜ ０. ０５；ＦＭＯＲ ＝ ７. ６８１，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ７）。

图 ６　 免疫荧光双标染色检测 ＭＯＲ 与 Ｒａｂ７ 双标阳性产物

　 　 Ａ：ＤＲＧ 中 ＭＯＲ 与 Ｒａｂ７ 进行免疫荧光双重标记染色 × ６３０；Ｂ、Ｃ：对免疫荧光染色结果进行统计学分析；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＳＮＩ⁃ＮＳ 组；３：ＳＮＩ⁃

ＥＭ２ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＮＩ⁃ＮＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ７　 免疫荧光双标染色检测 ＭＯＲ 与 ＬＡＭＰ１ 双标阳性产物

　 　 Ａ：ＤＲＧ 中 ＭＯＲ 与 ＬＡＭＰ１ 进行免疫荧光双重标记染色 × ６３０；Ｂ、Ｃ：对免疫荧光染色结果进行统计学分析；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＳＮＩ⁃ＮＳ 组；３：
ＳＮＩ⁃ＥＭ２ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＮＩ⁃ＮＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 ＤＲＧ 是外周感觉性信息传递至中枢的第一站。
ＤＲＧ 神经元内的ＭＯＲ，是内源性阿片系统的重要组

成部分，也是临床上阿片类药物作用的主要受体。
既往研究［７］表明，在阿片类药物治疗效果欠佳的 ＮＰ
和糖尿病 ＮＰ 等动物模型 ＤＲＧ 神经元内 ＭＯＲ 的表

达量降低，但是在阿片类物质镇痛效果较好的炎性

痛模型中，脊髓背角和 ＤＲＧ 神经元内 ＭＯＲ 的表达

量增加，提示 ＭＯＲ 的表达量与阿片类药物的镇痛

疗效密切相关。
　 　 作为 ＭＯＲ 的天然的内源性配体，ＥＭ２ 能有效

缓解炎性痛、癌性痛和 ＮＰ［８］，尤其对传统镇痛药物

不敏感的糖尿病 ＮＰ 具有较好的镇痛效果［３］。 该实

验显示多次注射 ＥＭ２ 未见明显的药效降低。 Ｗｕ ｅｔ
ａｌ［９］研究显示，鞘内注射携带 ＥＭ２ 的重组腺病毒对

ＳＮＩ 的 ＮＰ 具有较好的镇痛效应，且没有成瘾和耐受

等副作用，以上结果与该研究结果一致，但是作者未

研究 ＤＲＧ 或脊髓中 ＭＯＲ 的表达与 ＥＭ２ 介导的镇

痛效应之间的关系。 体外研究显示，ＥＭ２ 可对人神
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经母细胞瘤细胞 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ［１０］ 和人乳腺癌细胞

ＭＣＦ７［１１］中 ＭＯＲ 的 ｍＲＮＡ 表达产生正向和负向的

调节作用，推测这种调节的差异性是由于 ＥＭ２ 对不

同亚型腺苷酸环化酶活性的作用不同，抑制或促进

ｃＡＭＰ 表达，从而对基因转录水平产生不同影响。
然而文中未探究 ＥＭ２ 介导的 ＭＯＲ 蛋白表达变化。
研究［１２］表明，在炎症、神经病变或骨损伤等病理状

态下，外周阿片受体的数量增加是阿片类药物镇痛

作用增强的原因之一。 该实验在体研究中显示，药
物组 ＤＲＧ 内 ＭＯＲ 的表达量明显升高，提示 ＭＯＲ 的

表达增加可能是 ＥＭ２ 多次注射未见明显药效降低

的原因。
　 　 ＭＯＲ 蛋白结构内大约有 ２０ 个潜在的磷酸化位

点有助于受体脱敏和胞吞作用。 研究［１３］ 显示，ＥＭ２
对 ＭＯＲ 具有高亲和力，其与 ＭＯＲ 结合后，可使

Ｓｅｒ３７５ＭＯＲ 发生快速磷酸化［１４］。 该实验连续鞘内注

射 ＥＭ２ 明显增加 ＳＮＩ 大鼠 ＤＲＧ 内 Ｓｅｒ３７５ＭＯＲ 蛋白

的含量，与上述结果一致。 磷酸化后的受体与 β⁃抑
制蛋白 ２（β⁃ａｒｒｅｓｔｉｎ ２）结合，形成 ＭＯＲ⁃β⁃ａｒｒｅｓｔｉｎ ２
复合体内吞进入胞内。 Ｒａｂ 蛋白是一类小分子调节

蛋白，广泛存在于细胞质膜和细胞器膜中，其中

Ｒａｂ７ 是将内吞囊泡运输至晚期溶酶体的关键调节

蛋白，可作为受体降解失活的指标［１５］。 该研究表

明，ＳＮＩ 的 ＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 内 Ｒａｂ７ 的表达增加，且
ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ 和 ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ 免疫荧光双标产物占

Ｒａｂ７ 阳性标志物或 ＬＡＭＰ１ 阳性标志物的比例增

高。 提示 ＳＮＩ 的 ＮＰ 后 ＤＲＧ 内 Ｒａｂ７ 表达上调，
ＭＯＲ 进入溶酶体发生降解，导致受体数量减少。 这

与 Ｍｏｕｓａ ｅｔ ａｌ［２］在糖尿病 ＮＰ 大鼠 ＤＲＧ 的观察的结

果一致。 鞘内注射 ＥＭ２ 后，药物组大鼠 ＤＲＧ 内

Ｒａｂ７ 的表达较病理性痛组降低， ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ 和

ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ 免疫荧光双标产物占 Ｒａｂ７ 阳性标志

物或 ＬＡＭＰ１ 阳性标志物的比例降低。 提示 ＥＭ２ 作

用后，内吞的受体囊泡进入溶酶体降解途径减少，这
可能是药物组大鼠 ＤＲＧ 神经元中 ＭＯＲ 表达增加的

原因之一。
　 　 神经 －免疫 －内分泌环路是存在于动物和人体

内重要的调节网络，维持机体稳态平衡。 神经生长

因子（ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）是神经元的营养物

质，由外周组织合成，逆行运输至脊髓和 ＤＲＧ 的神

经元中。 外周神经损伤可阻断 ＮＧＦ 的运输，从而降

低其在脊髓和 ＤＲＧ 神经元中的表达。 ＥＭ２ 作为内

源性阿片肽，除了发挥镇痛作用，在神经系统的保护

和分化过程中均发挥着重要的作用。 阿片肽可促进

ＮＧＦ 的表达［１６］。 外源性 ＮＧＦ 可增加初级神经元

ＭＯＲ 的表达［１７］，而 Ｍｏｕｓａ ｅｔ ａｌ［２］在糖尿病性痛大鼠

ＤＲＧ 内显示 ＮＧＦ 可以抑制胞内 Ｒａｂ７ 的表达，由此

推测，ＳＮＩ 的 ＮＰ 状态下，神经体液因素可能也参与

了 ＥＭ２ 与 ＭＯＲ 结合后的受体胞内转运过程。
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ｃｅｎｃｅ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ ａｎｄ ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ ｃｏ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃ⁃
ｔｉｖｉｔｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＭＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ （ＤＲＧ） ｏｆ ｔｈｅ ＳＮＩ ｐａｉｎ ｒａｔｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ７ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ ｃｏ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｒａｂ７ ａｎｄ ＭＯＲ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ （⁃ｉｒ） ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ＭＯＲ ／ ＬＡＭＰ１ ｃｏ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＭＯＲ ａｎｄ ＬＡＭＰ１⁃ｉｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｏｔｈ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｔｒａｔｈｅｃａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＭ２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＳＮＩ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｒａｔｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＤＲＧ ｗａｓ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ７ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＯＲ ／ Ｒａｂ７ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ Ｒａｂ７ ａｎｄ ＭＯＲ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｏｎｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＯＲ ／
ＬＡＭＰ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ＬＡＭＰ１ ａｎｄ ＭＯＲ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａｎａｌｇｅｓｉａ， ＥＭ２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ７ ｉｎ ｔｈｅ ＤＲＧ ｏｆ ＳＮＩ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｒａｔｓ， ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ＭＯＲ ｔｏ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＯＲ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｅｎｄｏｍｏｒｐｈｉｎ ２； μ⁃ｏｐｉｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ； ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ； ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ； ｖｅｓｉｃｌｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
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ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｏｆ ＴＢＩ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｎｌｙ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｔｈａｔ ｓｐｉｌｌｅｄ ｏｖｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｓｉｄｅ （ ｌｅｆｔ）
ｗｅｒｅ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｒｅｇｉｏｎ １ ａｎｄ ｍｉｄｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ
ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｏｆ ＴＢＩ， ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｍｉｄｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧＦＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｏｆ ＴＢＩ， ａｎｄ ｉｔ ｓｐｒｅａｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｍｉｄｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＢＩ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ＧＦＡＰ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ， ｗｈｉｌｅ ａｌｓｏ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ （ｌｅｆｔ） ｃｏｒｔｅｘ １ ａｎｄ ｍｉｄｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ； ａｓｔｒｏｃｙｔｅ； ＧＦＡＰ； ｃｏｒｔｅｘ； ｍｉｄｂｒａｉｎ； ｒａｔｓ
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