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摘要　目的　探究蓝斑核（ＬＣ）是否参与介导小鼠抑郁伴疼痛行为及可能机制。方法　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为对照组
和慢性束缚应激（ＣＲＳ）组，通过新奇抑制进食、悬尾和强迫游泳等行为学实验检测抑郁样行为的形成，评估小鼠 ＣＲＳ模型的
建立；使用ＶｏｎＦｒｅｙ毛刷检测小鼠的机械痛阈；通过ｃＦｏｓ免疫荧光染色确定ＬＣ神经元活性在抑郁伴疼痛小鼠中的改变；利
用离体脑片电生理检测ＬＣ神经元兴奋性变化；通过化学遗传学技术调控ＬＣ活性，观察小鼠的疼痛及抑郁样行为表现。结果
　与对照组相比，ＣＲＳ小鼠在束缚第３周（ＣＲＳ３Ｗ）出现明显的抑郁样行为，模型建立成功；ＣＲＳ３Ｗ小鼠机械痛阈显著下降，
出现机械痛敏；ＣＲＳ３Ｗ小鼠ＬＣ区有大量ｃＦｏｓ＋表达，且９０％为去甲肾上腺素（ＮＥ）能神经元；ＣＲＳ３Ｗ小鼠ＬＣ中ＮＥ能神经
元兴奋性降低。而且，化学遗传学激活ＬＣ可显著缓解ＣＲＳ３Ｗ小鼠的机械痛敏。结论　ＣＲＳ３Ｗ小鼠ＬＣ中ＮＥ能神经元兴
奋性下降，化学遗传学激活ＬＣ中ＮＥ能神经元可缓解ＣＲＳ３Ｗ小鼠的机械痛敏。
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　　抑郁症是最常见的精神疾病之一，据统计，世界
上大约有２８亿人患有抑郁症。目前临床上对抑郁
症的治疗仍是以药物治疗为主。慢性疼痛是重症抑

郁症的常见临床并发症，流行病调查显示约６５％的
抑郁症患者伴有躯体疼痛。抑郁症与慢性痛之间的

高共病率，提示两者之间可能具有相同的分子、环路

机制，以及受到相同核团的调控［１－２］。目前，对抑郁

症与慢性疼痛共病缺乏正确的认识，对其发病的神

经机制了解匮乏，这也是临床缺乏有效治疗手段的

重要原因。因此，深入研究抑郁伴疼痛的神经机制，

寻找有效治疗靶点对新的、个性化的治疗策略至关

重要。蓝斑核（ｌｏｃｕｓｃｏｅｒｕｌｅｕｓ，ＬＣ）是大脑内合成去
甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）的主要部位［３］，其

在抑郁和疼痛中起到重要的作用［４－５］。该研究采用

慢性束缚应激（ｃｈｒｏｎｉｃｒｅｓｔｒａｉｎｔｓｔｒｅｓｓ，ＣＲＳ）模拟压
力环境，构建小鼠抑郁伴疼痛模型，并通过免疫荧光

染色、离体电生理及化学遗传学等技术，探讨 ＬＣ在
小鼠抑郁伴疼痛中的作用，以期为临床抑郁伴疼痛

的治疗提供新的思路和个性化策略。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器
１．１．１　 主要试剂 　４％ 多聚甲醛 （５００ｍｌ，
２２２９１３９８，武汉赛维尔公司），ｃＦｏｓ抗体（５０μｇ，
２２６００３，德国 ＳｙｎａｐｔｉｃＳｙｓｔｅｍｓ公司），ＴＨ抗体（１００
μｌ，２２９４１，美国Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｒ公司），Ａｌｅｘａ４８８结合的
驴抗鼠ＩｇＧ（１５ｍｇ，１５８９１８，美国ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲ
ｅｓｅａｒｃｈ公司），抗荧光衰减封片剂（５ｍｌ，Ｓ２１００，北
京索莱宝科技有限公司），ＤＡＰＩ（１０ｍｌ，Ｃ００６５，北京
索莱宝科技有限公司），ＡＡＶＤＢＨＥＹＦＰ（２０μｌ，
ＰＴ３１６３，武汉枢密脑科学技术有限公司），ＡＡＶ
ＤＢＨｈＭ３ＤｑＥＹＦＰ（２０μｌ，ＰＴ３１６４，武汉枢密脑科学
技术有限公司），叠氮平Ｎ氧化物（ＣｌｏｚａｐｉｎｅＮｏｘ
ｉｄｅ，ＣＮＯ；１ｍｌ，ＨＹ１７３６６，美国ＭＣＥ公司）。
１．１．２　主要仪器　小鼠脑立体定位仪（Ｈ１８８７０１
００２，深圳市瑞沃德生命科技公司），冰冻切片机
（ＣＭ１９５０，德国 Ｌｅｉｃａ公司），激光共聚焦显微镜
（ＬｅｉｃａＳＰ８，德国 Ｌｅｉｃａ公司），ＶｏｎＦｒｅｙ测痛包
（ＮＣ１２７７５９９，美国ＮｏｒｔｈＣｏａｓｔＭｅｄｉｃａｌ公司），新奇
抑制进食行为学装置（６３００８，深圳市瑞沃德生命科
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技公司），悬尾行为学装置（６３０２４，深圳市瑞沃德生
命科技公司），强迫游泳行为学装置（６３０２２，深圳市
瑞沃德生命科 技 公 司），１０μｌ微 量 进 样 器
（Ｇ０１９１０５，上海市高鸽工贸有限公司），玻璃微电极
（１Ｂ１００３，美国ＷＰＩ公司），注射泵（Ｌ０１０７２Ａ，英国
Ｌｏｎｇｅｒｐｕｍｐ公司）。
１．２　实验动物　ＳＰＦ级雄性７～８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，体质量２４～２６ｇ，购于江苏集萃药康生物科技
有限公司。实验室饲养动物环境：温度２３～２５℃，
１２ｈ光照／１２ｈ黑暗周期（０８：００－２０：００开灯，
２０：００－０８：００熄灯）。本实验的所有方法与操作均
符合安徽医科大学实验动物饲养与使用规定。

１．３　实验方法
１．３．１　小鼠ＣＲＳ模型　将５０ｍｌ注射针筒进行改
造，针筒上钻孔，在束缚小鼠的同时保证其可以透气

和呼吸。小鼠慢性束缚应激每天持续６ｈ，具体时间
为０９：００－１５：００，持续２１天。束缚期间注意观察
小鼠状态，以防束缚太紧导致小鼠窒息。对照组小

鼠置于笼盒中不限制其自由移动。束缚期间，两组

小鼠均不提供水和食物。在每天束缚结束之后，要

对束缚的容器进行彻底清洗。

１．３．２　Ｕｐｄｏｗｎ测试法检测小鼠机械痛阈［６］　分
别在第０、２１、２８、３５、４２天检测小鼠机械痛阈。检测
小鼠机械痛基础阈值前３ｄ，将小鼠置于测痛铁丝架
上的测痛盒中，每天适应１ｈ。检测小鼠机械痛阈
时，首先让小鼠适应测试环境３０ｍｉｎ，然后使用Ｖｏｎ
Ｆｒｅｙ毛刷对暴露在测痛铁丝架上的小鼠足底进行检
测（从最低００２ｇ开始，刺激克数按升序）。对小鼠
足底进行刺激时，保持毛刷弯曲２ｓ左右，如果在此
期间小鼠做出回避刺激、撤回检测的后爪等行为，记

录此时的克数。一共施加３次刺激，每次刺激至少
间隔５ｍｉｎ，取３次刺激克数的平均值作为该小鼠的
机械痛阈值。

１．３．３　抑郁样行为检测
１．３．３．１　新奇抑制进食　在小鼠造模２１天结束，
于第２２～２４天对小鼠进行新奇抑制进食实验。实
验开始前将小鼠禁食４８ｈ，测试时将单个颗粒的食
物放置于旷场中央，再将小鼠面向角落放置于旷场，

从小鼠进入旷场开始计时，到小鼠开始进食（定义

为小鼠蹲着用前爪咬食食物）时计时结束，这段时

间为小鼠的摄食潜伏期。

１．３．３．２　悬尾实验　在小鼠造模２１ｄ结束，于第
２５天对小鼠进行悬尾实验。使用医用胶布粘住小
鼠尾部并将其悬挂在离地面高约５０ｃｍ处的位置，

胶带粘于距尾尖约１ｃｍ处。每只小鼠悬挂５ｍｉｎ
并记录小鼠的不动时间作为小鼠抑郁样行为的检测

指标。

１．３．３．３　强迫游泳　在小鼠造模２１ｄ结束，于第
２６天对小鼠进行强迫游泳实验。将小鼠置于透明
的有机玻璃圆筒中（高３０ｃｍ，直径１２ｃｍ），其中装
有温度为２４℃左右的纯净水，水深２５ｃｍ。将小鼠
放入水中，记录小鼠在水中５ｍｉｎ的行为，并记录小
鼠的不动时间作为小鼠抑郁样行为的检测指标。

１．３．４　免疫荧光染色　行为学实验（第 ２２～２６
天）完成后，使用生理盐水经小鼠心脏灌注，后换

４％多聚甲醛溶液灌注。小鼠脑组织新鲜取材，置于
４％多聚甲醛于 ４℃冰箱中过夜固定，然后使用
２０％（ｗ／ｖ）以及３０％（ｗ／ｖ）蔗糖溶液进行脱水。通
过冰冻切片机进行脑冠状面冰冻切片，脑片厚度为

４０μｍ，所有切片保存在防冻液中。将小鼠脑片用
００１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ漂洗 ３遍，每次 １０ｍｉｎ。００１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液配制５％牛血清蛋白、０５％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００混合液，将脑片平铺其中，室温封闭通透１ｈ；然
后以００１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ为母液配制一抗，ｃＦｏｓ抗
体为１∶１０００稀释比例，酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）抗体为１∶１０００稀释比例，４℃孵
育过夜，随后取出脑片，用００１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ漂洗３
次，加入荧光二抗（Ａｌｅｘａ４８８结合的驴抗鼠 ＩｇＧ），
室温孵育 ２ｈ，再用 ００１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ漂洗 ３次。
避光条件下，贴片至载玻片上，室温风干，抗荧光衰

减封片剂封片。在激光共聚焦显微镜下观察，进行

图像采集并保存。

１．３．５　脑立体定位注射　小鼠腹腔注射２％的戊
巴比妥钠使其麻醉，剔除其头部毛发，将小鼠固定在

立体定位仪，使用７５％乙醇溶液消毒头皮表面，暴
露出小鼠颅骨并调平，颅骨钻暴露小鼠 ＬＣ正上方
的大脑皮层。使用连接到输液泵上的玻璃微电极

（外径１０ｍｍ，内径０５８ｍｍ），吸取溶液，将针缓慢
插入到 ＬＣ所在位置。以３０ｎｌ／ｍｉｎ的速度缓慢匀
速推注，推注结束后留针静置５ｍｉｎ，缓慢拔出玻璃
微电极，注射完毕后缝合伤口并涂抹红霉素眼膏。

本研究脑立体定位 ＬＣ的三维坐标为：来自中线的
中外侧（ｍｅｄｉｏｌａｔｅｒａｌ，ＭＬ）：±０８８ｍｍ，来自脑的前
后侧（ａｎｔｅｒｏｐｏｓｔｅｒｉｏｒ，ＡＰ）：±５４０ｍｍ，来自脑表面
的背腹侧（ｄｏｒｓｏｖｅｎｔｒａｌ，ＤＶ）：±４２５ｍｍ。
１．３．６　脑片膜片钳电生理
１．３．６．１　小鼠脑片制备　小鼠造模２１ｄ结束后，
用异氟烷麻醉小鼠，首先用２０ｍｌ冰冷的Ｎ甲基Ｄ
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葡萄糖胺人工脑脊液（ＮｍｅｔｈｙｌＤｇｌｕｃａｍｉｎｅａｒｔｉｆｉ
ｃｉａｌｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＮＭＤＧＡＣＳＦ）进行心脏灌注，
ＮＭＤＧＡＣＳＦ配方为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：９３Ｎ甲基Ｄ葡萄糖
胺人工脑脊液（ＮＭＤＧ）、２５ＫＣｌ、１２ＮａＨ２ＰＯ４、１２
ＮａＨ２ＰＯ４、３０ＮａＨＣＯ３、２０ＨＥＰＥＳ、２５Ｇｌｕｃｏｓｅ、２Ｔｈｉｏ
ｕｒｅａ、５Ｎａａｓｃｏｒｂａｔｅ、３Ｎａｐｙｒｕｖａｔｅ、０５ＣａＣｌ２、１０
ＭｇＳＯ４和３Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）（ｍｍｏｌ／Ｌ，渗透压：３００
～３１０ｍＯｓｍ／ｋｇ，ｐＨ＝７３～７４）。小鼠快速断头取
脑并迅速转移到冷冻好的 ＮＭＤＧＡＣＳＦ中，脑组织
修块之后，使用振动切片机以０１８ｍｍ／ｓ的速度进
行冠状切片。将包含 ＬＣ的脑片放置于氧饱和的
（９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２）ＮＭＤＧ脑脊液（３２℃）中孵育１０
～１２ｍｉｎ，然后再转移到 Ｎ２羟乙基哌嗪Ｎ２乙磺
酸（ＨＥＰＥＳ）ＡＣＳＦ溶液（２８℃）中孵育至少 １ｈ。
ＨＥＰＥＳ脑脊液的配方为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：９２ＮａＣｌ、２５
ＫＣｌ、１２ＮａＨ２ＰＯ４、３０ＮａＨＣＯ３、２０ＨＥＰＥＳ、２５Ｇｌｕ
ｃｏｓｅ、２Ｔｈｉｏｕｒｅａ、５Ｎａａｓｃｏｒｂａｔｅ、３Ｎａｐｙｒｕｖａｔｅ、２
ＣａＣｌ２、２ＭｇＳＯ４和 ３ＧＳＨ（ｍｍｏｌ／Ｌ，渗透压：３００～
３１０ｍＯｓｍ／ｋｇ，ｐＨ＝７３～７４）。
１．３．６．２　电生理实验　脑片孵育完成后，选择 ＬＣ
完整的脑片移入培养记录槽中，用盖网进行固定，持

续灌注标准ＡＣＳＦ，灌流速度为２５～３ｍｌ／ｍｉｎ。记
录过程中，使用在线溶液加热器实时检测温度并将

温度维持在３２℃。标准 ＡＣＳＦ配方为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：
１２９ ＮａＣｌ、３ ＫＣｌ、２４ ＣａＣｌ２、１３ ＭｇＳＯ４、１２
ＫＨ２ＰＯ４、２０ＮａＨＣＯ３、３ＨＥＰＥＳ和１０Ｇｌｕｃｏｓｅ（ｍｍｏｌ／
Ｌ，渗透压：３００～３１０ｍＯｓｍ／ｋｇ，ｐＨ＝７３～７４）。使
用配有汞灯的红外微分干涉显微镜下低倍镜观察脑

片状态，将 ＬＣ移入视野中央，切换镜头，高倍镜下
找到ＬＣＮＥ能神经元。利用水平拉制仪将硼酸硅
盐玻璃管进行四步拉制，制备成尖端电阻在 ５～８
ＭΩ的记录电极。电极内液的成分为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：
１３０Ｋｇｌｕｃｏｎａｔｅ、２ＭｇＣｌ２、５ＫＣｌ、０６ＥＧＴＡ、１０
ＨＥＰＥＳ、２ＭｇＡＴＰ、０３ＮａＧＴＰ（ｍｍｏｌ／Ｌ，渗透压：
２９０～３００ｍＯｓｍ／ｋｇ），用 ＫＯＨ将 ｐＨ调节至 ７４。
将电极内液注射到拉制好的玻璃微电极中，使用微

操装置将电极入液，观察入液电阻值，确保电阻在５
～８ＭΩ，用玻璃电极钳制细胞。用Ｍｕｌｔｉｃｌａｍｐ７００Ｂ
放大器和 Ｃｌａｍｐｅｘ１０７软件在电压钳制模式下记
录，钳制电压 －７０ｍＶ。膜电阻 Ｒｍ在 ３００～５００
ＭΩ，串联Ｒａ电阻低于３０ＭΩ，数据采集于１０ｋＨｚ
及１ｋＨｚ滤波。采用全细胞电流钳记录模式，通过
刺激器给目标细胞施加电流刺激产生动作电位，按

照设定好的程序，记录ＬＣ中ＮＥ能神经元动作电位

的放电频数的信号变化。

１．３．７　化学遗传学实验　ＡＡＶＤＢＨＥＹＦＰ／ＡＡＶ
ＤＢＨｈＭ３ＤｑＥＹＦＰ注入小鼠双侧 ＬＣ（单侧２００ｎｌ）
中，１周后进行慢性束缚应激３周（ｃｈｒｏｎｉｃｒｅｓｔｒａｉｎｔ
ｓｔｒｅｓｓｆｏｒ３ｗｅｅｋｓ，ＣＲＳ３Ｗ）造模，造模持续２１ｄ。造
模结束后，依次进行新奇抑制进食、悬尾和强迫游泳

实验。每次实验前 ３０ｍｉｎ，小鼠腹腔注射 ＣＮＯ（５
ｍｇ／ｋｇ）。在所有的化学遗传实验结束后，将小鼠灌
流取脑并且冰冻切片后观察病毒注射位点和光纤埋

置位点，将位点不正确的小鼠实验数据剔除。

１．４　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进
行数据计算、统计和作图，实验数据以均数±标准误
表示。采用 ｔ检验比较两组间差异，Ｐ＜００５表示
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠抑郁伴疼痛模型的建立　建立 ＣＲＳ的小
鼠模型，检测小鼠抑郁样行为（第２２～２６天）以确
定模型是否建立成功，并在第０、２１、２８、３５、４２天等
不同时间点检测小鼠机械痛阈以确定小鼠疼痛表现

（图１Ａ）。在ＣＲＳ３Ｗ，小鼠表现出明显的抑郁样行
为，ＣＲＳ模型建立成功：与对照组相比，ＣＲＳ３Ｗ小
鼠在新奇抑制进食实验中进食潜伏期显著增加（Ｐ
＝０００２７，ｔ＝３７６０），悬尾实验（Ｐ＝００００６，ｔ＝
４６０６）和强迫游泳（Ｐ＝００００２，ｔ＝５２０６）中不动
时间明显上升（图１Ｂ－１Ｄ）。通过ＶｏｎＦｒｅｙ毛刷检
测小鼠左后爪疼痛阈值，发现相对于对照组小鼠，在

ＣＲＳ后第２１、２８、３５天，ＣＲＳ３Ｗ组小鼠左后爪机械
痛阈出现显著下降（第 ２１天：Ｐ＜００００１，ｔ＝
１２０７；第２８天：Ｐ＜００００１，ｔ＝６４５６；第３５天：Ｐ
＜００００１，ｔ＝９０５９）（图２Ｂ）。
２．２　小鼠ＬＣ区域表达ｃＦｏｓ　为了鉴定参与形成
抑郁伴疼痛的特定核团，利用免疫荧光染色在 ＣＲＳ
造模２１天的小鼠脑片上进行 ｃＦｏｓ染色，以确定神
经元活性是否改变。相较于对照组小鼠，ＣＲＳ３Ｗ
组小鼠 ＬＣ区域有大量 ｃＦｏｓ阳性表达（Ｐ＝００００
６，ｔ＝４６０６）（图３Ａ、３Ｂ）。说明 ＬＣ神经元活性发
生了改变，提示ＬＣ脑区可能参与ＣＲＳ３Ｗ组小鼠抑
郁伴疼痛的发生。

　　ＣＲＳ３Ｗ组小鼠脑片进行免疫荧光染色，结果
表明，ＬＣ中的ｃＦｏｓ神经元与ＴＨ抗体大量共标（图
４Ａ），共标率为９０％左右（图４Ｂ）。
２．３　ＣＲＳ３Ｗ 组小鼠 ＬＣ的 ＮＥ能神经元兴奋性
降低　对ＬＣ中ＮＥ能神经元进行全细胞膜片钳记
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图１　小鼠ＣＲＳ模型建立（ｎ＝７）

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＣＲＳｍｏｄｅｌ（ｎ＝７）

　　Ａ：ＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓｃｈｅｄｕｌｅｏｆｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＣＲＳｍｏｄｅｌ；Ｂ：Ｆｅｅｄｉｎｇｌａｔｅｎｃｙｔｉｍｅｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｉｎｎｏｖｅｌｔｙ－ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｆｅｅｄｉｎｇｔｅｓｔ；Ｃ：

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔａｉｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｔｅｓｔ；Ｄ：Ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔ；Ｐ＜００１，Ｐ＜

０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＣＲＳ３Ｗ组小鼠的机械痛阈的变化曲线（ｎ＝７）

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｃｕｒｖｅｓｏｆｍｅｃｈａｎｉｃａｌｐａｉｎ

ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＣＲＳ３Ｗ ｍｉｃｅ（ｎ＝７）
Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

录，发现ＣＲＳ３Ｗ组小鼠 ＬＣ中 ＮＥ能神经元（ｎｏｒａ
ｄｒｅｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＬＣ，ＬＣＮＥ），其发放频率相较
于对照组明显降低（Ｐ＝００１１５，对照组的标准偏差
是５９１８，ＣＲＳ３Ｗ组的标准偏差是５８４０），且阈电
流明显升高（Ｐ＝００２０８，ｔ＝２２７２）（图５Ａ、５Ｂ）。
２．４　化学遗传学激活 ＬＣＮＥ缓解 ＣＲＳ３Ｗ 小鼠机
械痛敏　为了进一步探究 ＬＣ在抑郁伴疼痛中的调
控作用，在 ＣＲＳ３Ｗ小鼠的双侧 ＬＣ中表达多巴胺
β羟化酶（ｄｏｐａｍｉｎｅβｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＤＢＨ）启动子的
化学遗传学病毒 ＡＡＶＤＢＨｈＭ３ＤｑＥＹＦＰ（ＥＹＦＰ组
小鼠表达ＡＡＶＤＢＨＥＹＦＰ），每个行为学实验前３０
ｍｉｎ，小鼠腹腔注射 ＣＮＯ（５ｍｇ／ｋｇ），后进行新奇抑

制进食、悬尾和强迫游泳实验。结果显示，相较于

ＥＹＦＰ组小鼠，给予ＣＮＯ时ｈＭ３Ｄｑ组小鼠的痛阈明
显升高，ＣＲＳ３Ｗ小鼠疼痛明显缓解（Ｐ＜００００１，ｔ
＝１４６７）（图６Ｃ），而小鼠的抑郁样行为没有变化
（新奇抑制进食：Ｐ＝０８１８５，ｔ＝０２３４６；悬尾实验：
Ｐ＝０６１０８，ｔ＝０５２２６；强迫游泳：Ｐ＝０８９８９，ｔ
＝０１２９７）（图６Ｄ－６Ｆ）。提示化学遗传学激活ＬＣ
中ＮＥ能神经元可以缓解 ＣＲＳ３Ｗ小鼠的疼痛，而
无法缓解其抑郁样行为。

３　讨论

　　躯体疼痛是重症抑郁症的常见临床并发症，抑
郁伴疼痛患者往往对经典的镇痛和抗抑郁药物疗效

微弱或不敏感，导致抑郁和疼痛恶性循环，恶化为难

治性抑郁症［７－８］。文献报道显示，传统的抗抑郁疗

法对抑郁伴疼痛的共病患者治疗效果极差，如帕罗

西汀可以有效地治疗单一的抑郁症，但是无法缓解

共病患者的抑郁症状［９］。这提示抑郁与疼痛共病

的发病机制可能与单一的抑郁或疼痛之间存在很多

差异。临床上发现布洛芬、吲哚美辛、加巴喷丁以及

利多卡因等镇痛药对于急性炎性痛和神经痛均有治

疗效果，但是无法缓解由抑郁导致的疼痛，这些结果

提示典型的镇痛药可能不适用于治疗共病患者。

Ｚｈｏｕｅｔａｌ［１０］发现中缝背核 －中央杏仁核的５羟色
胺能神经环路特异性调控慢性疼痛导致的抑郁样行

为，而不参与单纯抑郁样行为。相较之下，本研究显
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图３　ＣＲＳ３Ｗ组小鼠ＬＣ区域ｃＦｏｓ表达 ×１００

Ｆｉｇ．３　ｃＦｏｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＬＣｒｅｇｉｏｎｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅＣＲＳ３Ｗ ｇｒｏｕｐ×１００

　　Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｔｏｄｅｔｅｃｔｃＦｏｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＬＣｒｅｇｉｏｎｏｆｍｉｃｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＣＲＳ３Ｗｇｒｏｕｐｓ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｃＦｏｓｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＬＣｒｅｇｉｏｎ；Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　ＬＣ中ｃＦｏｓ信号与ＴＨ抗体标记的ＮＥ能神经元共定位 ×２００

Ｆｉｇ．４　ＣｏｌｏｃａｌｉｓａｔｉｏｎｏｆｃＦｏｓｓｉｇｎａｌｓｉｎＬＣｗｉｔｈＴＨａｎｔｉｂｏｄｙｌａｂｅｌｌｅｄＮＥｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓ×２００

图５　ＣＲＳ３Ｗ小鼠ＬＣ中ＮＥ能神经元兴奋性降低 （ｎ＝２２）

Ｆｉｇ．５　ＲｅｄｕｃｅｄｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＮＥｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅＬＣｏｆＣＲＳ３Ｗ ｍｉｃｅ（ｎ＝２２）

　　Ａ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｆｒｅｑｕｅｎｃｙｃｈａｎｇｅｓｏｆＮＥｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｍｉｃｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＣＲＳ３Ｗｇｒｏｕｐｓ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｆｒｅｑｕｅｎｃｙｃｈａｎｇｅｓｏｆ

ＮＥｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｍｉｃｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＣＲＳ３Ｗｇｒｏｕｐｓ；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｕｒｒｅｎｔｓｏｆＮＥｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｍｉｃｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ

ＣＲＳ３Ｗｇｒｏｕｐｓ；Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

示化学遗传学激活 ＬＣ中 ＮＥ能神经元能够缓解抑
郁导致的机械痛敏，这表明ＬＣＮＥ参与抑郁伴疼痛行
为的调控。此外，在临床上多采用５羟色胺和去甲
肾上腺素再摄取抑制剂治疗抑郁共病疼痛，其潜在

机制是抑制５羟色胺和 ＮＥ的再摄取，激活从腹侧
延髓和导水管周围灰质到脊髓背角神经元的下行调

节途径，从而缓解疼痛［１１］。这些结果表明选择性调

控大脑核团或者神经环路可能是治疗共病的重要靶

点。

　　目前研究发现 ＬＣ的 ＮＥ能系统在应激相关的
神经精神疾病如抑郁症等中起着关键作用，同时

ＬＣＮＥ能神经元在疼痛的调节中发挥重要功能［１０］。
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图６　化学遗传学激活ＬＣ中ＮＥ能神经元缓解ＣＲＳ３Ｗ小鼠的机械痛敏（ｎ＝７）
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ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔａｉｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｔｅｓｔ；Ｆ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔ．

研究［１２］发现，ＬＣ内显微注射黑色素聚集激素（ｔｈｅ
ｍｅｌａｎｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＭＣＨ）Ｒｅｃｅｐｔｏｒ１拮
抗剂 ＳＮＡＰ９４８４７可以阻断反复皮下注射皮质酮、
静脉注射ＭＣＨ和ＬＣ内显微注射 ＭＣＨ产生的大鼠
抑郁样行为。在神经病理性疼痛伴抑郁症模型的小

鼠中，ＬＣＮＥ能神经元表达ｃＦｏｓ蛋白，且电生理记录
发现其自发放电增多，提示 ＬＣ参与疼痛及抑郁样
行为的调节［１３］。本研究显示抑郁导致小鼠痛敏形

成后，ＬＣＮＥ能神经元活性显著降低，通过化学遗传学
特异地激活ＬＣＮＥ能神经元，可以缓解抑郁导致的痛
敏。但是本研究中 ＬＣＮＥ能神经元活性降低可能由
哪些上游核团导致尚待进一步通过病毒示踪、离体

脑片电生理等技术探究。

　　当外周痛觉神经元感受到疼痛信号，随后将信
号传递到更高的大脑中枢，以产生适当的感觉知觉，

并调节生理和行为反应。去甲肾上腺素转运蛋白

（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＮＥＴ）是一种存在于神
经元细胞膜上的蛋白质，其主要功能是将 ＮＥ从突
触间隙重新吸收到神经元内，以便在神经传递过程

中进行再利用。ＮＥＴ在调节神经递质水平和神经
传递过程中起着重要作用。ＮＥ再摄取抑制类抗抑

郁药通过阻断ＬＣ下行ＮＥ能纤维末端的 ＮＥＴ来增
加ＮＥ。ＬＣ将下行纤维投射到脊髓背角并释放 ＮＥ
以抑制疼痛信号的上行。该途径对生理性疼痛无明

显抑制作用，但在病理条件下，释放到脊髓背角的

ＮＥ增加，可显著抑制病理性疼痛的传递［１４］。此外，

ＬＣ作为调节疼痛的重要脑区在神经环路水平对疼
痛的调控也起到重要作用，Ｇｕｅｔａｌ［１５］发现延髓腹
外侧区可通过作用于ＬＣ下行疼痛通路调控痛觉反
应。研究发现，光遗传激活 ＬＣ前额叶皮层神经环
路，可缓解神经性疼痛大鼠的痛敏表现。

　　本研究采用慢性束缚应激小鼠模型，小鼠在经
历２１天慢性束缚应激后，出现抑郁样行为并伴有机
械痛阈的下降。化学遗传学激活 ＬＣＮＥ能神经元能
够上调抑郁导致的机械痛阈的下降，而不能缓解抑

郁样行为。但是仅有这一种模型不足以说明 ＬＣＮＥ

能神经元在抑郁伴痛行为中的特异性。在其他如坐

骨神经分支选择性损伤、完全弗氏佐剂诱导的神经

痛病理性、炎性疼痛等疼痛模型中，ＬＣ是否参与疼
痛以及疼痛相关的焦虑、抑郁样行为的调控，还需进

行更深入的探究。

　　综上所述，本研究以慢性束缚应激为小鼠模型，
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围绕ＬＣＮＥ系统，探究 ＬＣ特异性调控抑郁伴疼痛的
神经机制，为临床治疗抑郁与疼痛共病提供了实验

依据，也为非药物的物理干预提供新的潜在靶点。
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成像流式细胞术和免疫荧光技术检测成纤维样
滑膜细胞 Ａｈｒ入核的比较
程　梦１，王　邁１，董伟波１，魏　伟１，常　艳１，２

（１安徽医科大学临床药理研究所、抗炎免疫药物教育部重点实验室，合肥　２３００３２；
２安徽医科大学实验动物中心，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探究成像流式细胞术和免疫荧光技术检测成纤维样滑膜细胞中Ａｈｒ入核的差别。方法　用１５％的ＤＭＥＭ培养
人来源的成纤维样滑膜细胞细胞株ＭＨ７Ａ，分别用激光共聚焦显微镜和量化成像流式细胞仪（ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍＸＭａｒｋⅡ）检测空
白对照组、Ｋｙｎ组和Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１组对ＭＨ７Ａ中Ａｈｒ的入核水平，并采用非参数检验比较两种检测技术检测结果的相关
性。结果　与空白对照组相比，免疫荧光技术和成像流式细胞术测得的ＭＨ７Ａ细胞中Ｋｙｎ组和Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１组Ａｈｒ入核
能力增加（Ｐ＜００５），两种实验方法测得的三组结果相关性良好，Ｒ２值分别是０８６３８、０９２８７和０９０１８，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。结论　相较于免疫荧光技术的操作和结果，成像流式细胞术数据处理比较复杂，但所得结果精确度高，避免了实
验者的主观性，减少实验误差。

关键词　免疫荧光技术；成像流式细胞术；类风湿关节炎；成纤维样滑膜细胞；芳香烃受体；入核；相关性
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结合）与荧光标记技术结合起来研究特异蛋白抗原

在细胞内分布的方法。主要用于研究蛋白定位、蛋

白间相互作用，具有特异性强、敏感性高、速度快的

优点。但它对结果判定的客观性不足，不能精确的

量化实验结果［１－２］。成像流式细胞术将流式细胞术

和荧光显微镜成像相结合，不仅可以提供细胞群的

统计数据，还可以对单一细胞的高分辨率数字化图

像进行获取并使其可见，从而提供细胞形态、细胞结

构和亚细胞信号分布。目前已经发现成像流式细胞
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