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  [摘要] 疼痛是一种与真实或潜在的组织损伤相关的不适感和情感体验,或类似相关感觉的体验。然而,
疼痛远非单纯的生理感觉,其背后涉及复杂的情感和神经调节机制。疼痛神经环路为复杂生物学系统,涵盖末

梢神经元至大脑皮质、丘脑、杏仁核、脊髓背角等中枢神经系统的多层次结构,参与感知、传导和调控疼痛信号,
牵涉多种分子和细胞水平的相互作用,构建全面的疼痛感知过程。近年来,疼痛神经环路研究领域运用多种科

学技术工具,为深入理解和治疗疼痛提供了理论和技术支持。该文通过对不同技术在疼痛神经环路方面研究

中的应用进行梳理,旨在为相关领域的学者提供全面的研究现状,为临床疼痛研究及治疗提供新的思路。
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  [Abstract] Pain

 

is
 

an
 

uncomfortable
 

and
 

emotional
 

experience
 

associated
 

with,or
 

similar
 

to,real
 

or
 

po-
tential

 

tissue
 

damage.However,far
 

from
 

being
 

a
 

purely
 

physiological
 

sensation,pain
 

involves
 

complex
 

emo-
tional

 

and
 

neuromodulatory
 

mechanisms.The
 

pain
 

neural
 

circuit
 

is
 

a
 

complex
 

biological
 

system,covering
 

the
 

multi-level
 

structure
 

of
 

the
 

central
 

nervous
 

system
 

from
 

peripheral
 

neurons
 

to
 

the
 

cerebral
 

cortex,thalamus,a-
mygdala

 

and
 

dorsal
 

horn
 

of
 

the
 

spinal
 

cord,participating
 

in
 

the
 

perception,conduction,and
 

regulation
 

of
 

pain
 

signals,involves
 

multiple
 

molecular
 

and
 

cellular
 

interactions
 

to
 

build
 

a
 

comprehensive
 

pain
 

perception
 

process.
In

 

recent
 

years,the
 

field
 

of
 

pain
 

neural
 

circuit
 

research
 

has
 

used
 

a
 

variety
 

of
 

scientific
 

and
 

technological
 

tools
 

to
 

provide
 

the
 

theoretical
 

and
 

technical
 

support
 

for
 

the
 

in-depth
 

understanding
 

and
 

treatment
 

of
 

pain.This
 

article
 

aims
 

to
 

provide
 

a
 

comprehensive
 

research
 

status
 

quo
 

for
 

the
 

scholars
 

in
 

related
 

fields
 

and
 

new
 

ideas
 

for
 

clinical
 

pain
 

research
 

and
 

treatment
 

by
 

combing
 

the
 

application
 

of
 

different
 

technologies
 

in
 

the
 

study
 

of
 

pain
 

neural
 

circuits.
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  长期以来,疼痛是医学领域面临的重大挑战,管
理疼痛的方法往往存在个体差异、药物滥用等问

题[1]。临床研究中实施的疼痛神经生理学调查大多

数评估的是小纤维或脊髓丘脑束损伤,而不是直接起

源于疼痛的神经机制,也不能客观量化疼痛[2]。神经

环路由多个神经元组成,这些神经元通过突触相互通

信,形成复杂的信息流路径,它们是揭示疼痛信号的

传递和调控机制的关键[3]。复杂的疼痛环路由多个

水平的神经系统组件参与调节,多种调节因子共同编

码疼痛大脑回路中的神经活动。常见的疼痛神经环

路包括脊髓-脑干背角调制系统、内源性痛觉调制系

统、杏仁核-下丘脑环路、丘脑-脑干调制通路、大脑皮

质-亚皮质通路、脑干-脊髓介质系统、下行抑制系统、
间脑-边缘系统、脊髓-脑干-丘脑-边缘系统、内源性酰

胺系统。因此,深入探索神经环路对于制订更有效的

疼痛治疗策略尤为重要。本文从组织结构成像、神经
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元成像及信息传递、神经介质分子活动等不同层面,
全面阐述了目前疼痛神经环路研究领域涉及的各项

技术,为人体疼痛研究提供全新方法与途径。
1 神经血管成像的组织光透明

  生物组织混浊特性限制了光在生物组织中的穿

透深度,进而影响了光在深层组织的成像能力。组织

光透明则从组织改性的角度,通过物理或化学手段,
减少组织对光的衰减,使组织变得对光“透明”,从而

有效提升光学成像在离体组织或活体动物的应用能

力[4]。透明的组织可以让光线透过并达到深层结构,
从而在显微镜下或其他光学成像技术下对组织的内

部结构、细胞和分子进行观察和研究[5]。目前可用于

大组织标本透明的代表性方法主要分为两类:一类是

基于有机溶剂的光透明方法,其透明能力强、透明速

度快,但会引起组织收缩,荧光保存能力差;另一类是

基于水溶性试剂的光透明方法,荧光兼容性较好,但
透明速度慢、透明效果差且多有膨胀,对成像系统有

更高的要求[6]。ZHU等[7]引入2-甲基六亚甲基四胺

(2-Methylhexamethylenediamine,MXDA),并开发了

一种快速、高效、亲脂性强的水性透明方法,称为基于

MXDA的水性透明系统。ZHAO等[8]发明另一种用

于在突触分辨率下成像皮质结构的颅骨光学透明窗,
结合双光子显微镜技术可以重复成像小鼠的神经元、
小胶质细胞和微血管等组织结构,应用于研究关键时

期树突棘的可塑性,以及实现激光消融后树突和小胶

质细胞的可视化。使用组织光透明技术开发大脑地

图集可以促进细胞活动、细胞类型和神经连接体的映

射,进而深入了解大脑功能和病理,有望彻底改变人

类神经科学的研究[9]。WANG等[10]通过组织光透明

手段获取透明背根神经节和脊髓标本的三维图像,从
而可视化分析正向调控功能域结合因子1(positive

 

regulatory
 

domain
 

Ⅰ
 

binding
 

factor
 

1,PRDIBF1)的
表达和分布。周围神经损伤会增加背根神经节中

PRDIBF1的表达水平,抑制 Kv4.3通道转录,敲除

PRDIBF1可以上调 Kv4.3的表达,降低受伤的背根

神经节神经元的兴奋性,缓解周围神经损伤引起的痛

觉过敏。
2 单细胞多组学

  单细胞多组学用于同时对单个细胞的多个分子

组分进行高通量测量和分析。这些分子组分可以包

括基因表达、蛋白质表达、代谢产物、表观遗传修饰

等[11]。与基于多通道分子读出的单组学数据比较,它
能够揭示细胞的功能和调控网络,以及它们在疾病发

展中发挥的作用。通过对单细胞基因组和转录组数

据的综合分析来测量基因型-表型相关性,可以揭示基

因组改变与疾病相关过程中靶基因转录结果之间的

联系,整合来自多个组学层的信息,包括DNA、RNA
和蛋白质数据,提高识别细胞群、细胞轨迹或谱系追

踪及 新 的/罕 见 的 细 胞 类 型 的 准 确 性[12]。WANG

等[13]运用单细胞RNA测序发现,周围神经损伤后体

感神经元的单细胞转录组改变调节了基因表达模式

并产生了新神经元类型。心肌营养素样细胞因子1
(cardiotrophin

 

like
 

cytokine
 

factor
 

1,CLCF1)参与外

周神经损伤引起的神经性疼痛超敏反应,结果表明靶

向CLCF1可能是治疗神经性疼痛的一个潜在策略。
KUPARI等[14]从3个印度恒河猴身上收集了背根神

经节组织标本,选取4
 

742个背根神经节细胞,通过单

细胞测序,绘制猴神经元的转录组图谱。随后将与人

类慢性疼痛相关的基因组位点映射到灵长类动物的

感觉神经元类型上,进行相关性分析,以确定慢性疼

痛的细胞起源。经过多组学深入研究发现,与慢性疼

痛相关的神经元主要存在2种类型,这些神经元广泛

分布在具有不同遗传易感性的疼痛疾病之间,表明不

同疼痛状况之间既具有独特性,也存在共享机制。
3 荧光显微光学切片断层成像技术

  荧光显微光学切片断层成像技术通过结合荧光

显微镜和光学切片成像,能够在三维空间内获取生物

标本的高分辨率荧光显微图像,并通过图像堆叠和处

理方法实现对标本内部结构和分子分布的三维可视

化,以研 究 生 物 标 本 的 结 构、功 能、代 谢 和 相 互 作

用[15]。LI等[16]开发了一种微型光学切片断层扫描系

统,可以提供整个小鼠大脑的微米级断层扫描。利用

微型光学切片断层扫描可获得整个高尔基体染色小

鼠脑的三维结构数据集,同时神经元的形态、空间位

置和神经突起的痕迹可以清晰区分。通过实时染色,
同步获取全脑内细胞构筑信息,可以同时在细胞水平

获取每个神经元的解剖坐标[17],通过病毒特异标记,
实现对特定类型神经元的突触前结构信息获取,解析

带有突触信息的神经元投射模式[18],进而推动对整个

神经环路及其功能的理解。CAI等[19]运用该技术结

合钙成像、行为学等实验方法,发现了一条新的脊髓-
皮质直接通路。该通信路径由脊髓投射神经元和脊

髓-皮质接受神经元构成。通过在脊髓背角与大脑皮

质之间形成突触连接,脊髓投射神经元和脊髓-皮质接

受神经元实现了信息的直接传递,使得脊髓-皮质接受

神经元能够对伤害性刺激做出迅速反应,传导痛觉信

息。这项发现揭示了另一条大脑处理痛觉的神经传

导通路机制,为理解痛觉传递过程提供了新的视角。
4 神经环路示踪病毒工具系统

  神经环路示踪病毒是一种用于研究神经回路连

接和信息传递的分子工具,经过基因工程改造,使其

能够在神经系统中选择性地标记、追踪和操作特定类

型的神经元,其主要是为了实现以下多个目标。(1)
标记特定神经元类型:通过选择性地操纵病毒载体的

外壳蛋白,可以使病毒具有对特定神经元类型的亲和

性,从而实现对特定神经环路的标记。(2)可视化神

经回路连接:病毒可以携带荧光标记或其他可视化标

记,从而使研究人员能够在活体组织中直观地观察神
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经元的连接和投射。(3)追踪神经元活动:某些神经

环路示踪病毒工具系统还可以被设计成能够表达光

敏蛋白,以便激活或抑制特定神经元群体,并研究其

对神经环路功能的影响[20-21]。目前,常用于神经环路

研究的病毒工具主要包括伪狂犬病毒(pseudorabies
 

virus,PRV)、单 纯 疹 病 毒 (herpes
 

simplex
 

virus,
HSV)、狂犬病毒(rabies

 

virus,RV)、水疱性口炎病毒

(vesicular
 

stomatitis
 

virus,VSV)、腺相关病毒(
 

ade-
noassociated

 

virus,AAV)等。HAN 等[22]研发出的

一种高滴度腺相关病毒 AAV11,可作为与 AAV2-
retro互补的强大逆行病毒示踪剂发挥作用,用于研

究神经元与星形胶质细胞的连接。PRV作为示踪剂

可感染神经元并在神经环路中逆行转运。研究发现,
PRV531和PRV724作为两种新的逆行跨突触示踪

剂,可用于绘制中枢神经系统(central
 

nervous
 

sys-
tem,CNS)和周围神经系统(peripheral

 

nervous
 

sys-
tem,PNS)的神经环路[23]。延髓尾侧腹外侧核(cau-
dal

 

ventrolateral
 

medulla,cVLM)被认为是参与疼痛

调控的重要脑区。GU等[24]利用病毒示踪技术结合

光/化学遗传学,主要聚焦于cVLMTH 神经元的下游

通路,深入探索cVLMTH 神经元如何发挥镇痛作用。
结果显示,cVLM 通过cVLM-LC-SC通路发挥疼痛

调节作用,靶向cVLM可能是有效的镇痛疗法。丘脑

作为痛觉信息传导的中枢站,负责接收并整合来自脊

髓和脑干等疼痛信号核团的刺激信息,最终通过丘脑-
皮质连接对疼痛信息进行区分和加工[25-26]。组织损

伤和抑郁状态均可能引起疼痛过敏,ZHU等[27]以小

鼠足底炎症和神经结扎作为组织损伤疼痛模型,运用

病毒示踪、在体多通道/光纤记录和双光子钙成像等

先进技术手段,识别了两个离散的谷氨酸能神经环

路:(1)从后丘脑核(POGlu)到初级体感皮质谷氨酸

能神经元(S1Glu)的投射介导组织损伤引起的痛敏。
(2)从副束状丘脑核(PFGlu)到前扣带皮质γ-氨基丁

酸(GABA)含有神经元再到谷氨酸能神经元(AC-
CGABA→Glu)的途径介导与抑郁状态相关的痛敏。
研究结果显示,不同的丘脑皮质回路POGlu→S1Glu
和PFGlu→ACCGABA→Glu分别是与组织损伤和抑

郁样状态相关的异常性疼痛,这为不同病因引起的病

理性疼痛环路基础提供独特见解。
5 神经递质荧光探针

  神经递质荧光探针是用于实时监测神经递质分

子在生物系统中活动的分子工具。这些探针通常是

荧光染料或标记分子,可以与特定类型的神经递质相

互作用并发出荧光信号,从而允许研究人员在活体细

胞、组织或动物模型中观察神经递质的释放、扩散和

互动。通过荧光强度变化,可以推断神经递质在不同

时间和空间的浓度水平,能够以高时空分辨率进行实

时检测大脑内多种神经递质在睡眠、运动、疼痛等生

理和病理过程中的动态变化[28-30]。中脑腹侧被盖区

(the
 

ventral
 

tegmental
 

area,VTA)中的多巴胺(do-
pamine,DA)神经元接受来自大脑多个区域的输入。
VTA中的DA神经元在疼痛和快感缺失样行为中有

重要调节作用,VTA-DA通路的变化可能是促进疼痛

诱发抑郁样行为的潜在驱动因素[31]。WANG等[32]

通过保留性神经损伤(spared
 

nerve
 

injury,SNI)引起

的慢性疼痛-快感缺失共病模型小鼠,将DA荧光探针

与光遗传记录结合,综合机械刺激和糖水刺激数据,
发现不同的DA受体在痛感觉和痛情绪中具有不同

的作用,这为慢性疼痛与快感缺失共病提供了新的机

制认识。
6 光遗传学

  光遗传是一种利用光敏感蛋白质与光脉冲相互

作用来调控生物体内特定细胞或神经元活动的方法。
通过基因工程手段,将光敏感蛋白质基因导入生物体

中的特定细胞,使这些细胞能够在受到光刺激时发生

特定的功能改变[33],精确地控制细胞活动状态,从而

研究其在生理和病理过程中的作用。光遗传技术通

常包括光遗传激活和光遗传抑制2种方式,分别使用

不同类型的光敏感蛋白质来实现,最常用的光遗传蛋

白质包括光激活的蓝光感受器和光抑制的黄光感受

器。通过适当的光刺激,这些蛋白质可以调控细胞的

膜电位,从而控制细胞的兴奋性或抑制性活动,同时

发挥治疗神经病理性疼痛的作用[34-35]。CAI等[36]利

用光遗传刺激特定的脑回路,研究雄性大鼠杏仁核环

路如何调节疼痛等负性和正性情绪行为,发现激活臂

旁核到中央杏仁核(central
 

amygdala,CeA)通路模拟

疼痛信号并不改变疼痛敏感性本身,但激活基底外侧

杏仁核向CeA通路则会抑制基础和敏化疼痛。NAJ-
JAR等[37]在对结肠活动性炎症患者的研究发现,结
肠上皮细胞是痛觉神经元的直接调节因子。上皮细

胞的光遗传学激活诱发神经放电和疼痛样行为抑制

上皮细胞产生相反的作用,降低对结肠扩张的反应和

炎症超敏反应。SUN等[38]发现 GABA能脑干外侧

臂旁核(lateral
 

parabrachial
 

nucleus,LPBN)神经元的

光遗传激活不影响基础性疼痛感知,但会缓解类似神

经病理性疼痛的行为。谷氨酸能LPBN神经元的光

遗传激活或GABA能LPBN神经元的抑制在原始小

鼠中引发类似神经病理性疼痛的行为。抑制谷氨酸

能LPBN神经元既改善基础性疼痛感知又缓解类似

神经病理性疼痛的高灵敏度。
7 膜片钳电生理技术

  膜片钳电生理技术常用于研究神经元膜电位、离
子通道活性和突触传递。通过在单个神经元的细胞

膜上形成一个微小膜片,将微管放置在神经元的细胞

膜上,形成一个高电阻密封,以记录通过“单一”离子

通道中通过细胞膜的不同离子通量所引起的微小电

流电压变化[39],实现对细胞内外电流的记录和控制。
这项技术可以提供关于神经元电生理特性的详细信
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息,包括膜电位、动作电位、离子通道的激活和失活、
膜电流等[40-42]。瞬时受体电位锚蛋白1(transient

 

re-
ceptor

 

potential
 

ankyrin
 

1,TRPA1)是一种离子通道

蛋白,主要分布在感觉神经末梢,特别是与疼痛感知

相关的神经末梢,如皮肤、肠道和气道等。TRPA1是

一种非选择性阳离子通道,可以被多种化学物质激

活,包括辣椒素、挥发性酸、环氧化物等。一旦受到化

学刺激,TRPA1通道激活会导致神经末梢的兴奋性

增加,产生疼痛信号传递,进而引发痛觉感知。证据

表明,TRPA1是治疗疼痛的潜在靶点[43-45]。MAR-
COTTI等[46]通过膜片钳电生理记录,发现了Sigma-
1受体拮抗剂对人TRPA1通道的质膜表达和功能有

明显抑制作用。在表达 TRPA1的小鼠感觉神经元

中,Sigma-1受体拮抗剂减少了对 TRPA1激动剂的

内向电流和动作电位的放电。同时在奥沙利铂神经

病变的小鼠试验模型中,Sigma-1受体拮抗剂的全身

治疗通过涉及TRPA1的机制阻止疼痛症状的发生。
调控TRPA1通道可能成为治疗神经病理性疼痛的新

方 法。LIU 等[47] 运 用 膜 片 钳 电 生 理 技 术,在

Slack-/-小鼠脊髓SOM+ 神经元中 Kcnt1基因的表

达部分,缓解了Slack-/- 小鼠的机械痛灵敏度,降低

了脊髓SOM+神经元的 AP放电率。脊髓SOM+ 神

经元中Slack通道缺失,通过增加脊髓背根神经节和

SOM+神经元中的小神经元兴奋性来引起小鼠机械

性痛觉过敏,但并不影响热痛觉和冷痛觉。
8 自由活动神经元超微成像技术

  自由活动神经元超微成像技术是通过结合高分

辨率的显微镜成像技术和明显的神经元荧光标记,从
而使研究者能够在动物体内实时监测神经元的活动

(如电活动和钙信号),以更好地理解神经元的功能、
相互作用及在不同生理和病理状态下的变化。KON-
DO 等[48]将 一 个 优 化 的 AAV 载 体 表 达 系 统 与

nVistaTM 神经元超微成像系统结合在一起,展示了自

然状态下非人灵长类动物的大脑运动皮质神经元在

nVistaTM 神经 元 超 微 成 像 系 统 的 活 动 状 态。LIU
等[49]利用nVistaTM 神经元超微成像系统对神经回路

的研究,发现了在触觉性痛觉下,脊髓伤害性感觉神

经元的募集在触觉驱动的前馈脊髓-皮质-脊髓敏化回

路中非常重要。操纵体感皮质中的皮质脊髓神经元

(corticospinal
 

neurons,CSN)可选择性地损伤对轻触

的行为反应,而不会影响对有毒刺激的反应,这表明

了上述神经元在触觉感知中的作用。皮质脊髓束

(corticospinal
 

tract,CST)的双侧病变导致轻触灵敏

度降低,对无害低压刺激的反应降低,进一步支持了

CST参与触觉处理。体感皮质中的CSN由触觉刺激

激活,其皮质投射促进背角深处胆囊收缩素中间神经

元的光触觉诱发活动,从而在神经病理性疼痛条件下

导致触觉异位症。这些研究结果揭示了皮质对脊髓

正常状态及病理触觉感觉过程的直接调控,同时为神

经病理性疼痛的治疗策略开辟新视角。HUA等[50]

发现全身麻醉(general
 

anesthesia,GA)可以激活小鼠

CeA中独特的GABA能神经元群(CeAGA)。研究人

员运用Inscopix
 

nVista3.0神经元成像系统对CeA-
GA活动进行实时监测,发现它投射到大脑中的区域

非常广泛,可以有效抑制大脑中许多疼痛处理中心的

神经激活。通过光遗传学激活CeAGA能够强效抑制

跨感觉模式下由疼痛引发的反射和自我康复行为,并
消除神经病理性疼痛诱导的过度痛觉敏化。相反,抑
制CeAGA 活动会加剧疼痛,产生强烈的厌恶感。
CeAGA具有深远的镇痛作用,可以改善急性和慢性

神经疼痛感觉,并能抑制疼痛处理的感官和情感方

面。对CeAGA的识别和理解为GA诱导的镇痛机制

提供新的见解,有望为改善外科手术期间的疼痛及靶

向镇痛药物的开发提供新方向。
9 小结与展望

  目前,疼痛研究已从低水平单一神经递质的探索

拓展为对神经环路各分子相互连接和信息传递结构

的精细化研究。多种先进技术手段的引入为疼痛研

究提供了前所未有的深度和广度,使疼痛的神经环路

及调节机制变得愈发清晰。不同疼痛的神经环路需

要合理运用不同研究手段,如利用荧光显微光学切片

断层成像技术探索脊髓-皮质通路,神经环路示踪病毒

PRV531、PRV724可绘制CNS和PNS的神经环路,
神经递质荧光探针用于观察 VTA-DA通路变化等,
这进一步提高了疼痛神经环路机制研究的精确度。
然而,这些技术方法也存在缺点,如技术应用复杂、对
象有局限性、数据处理困难、难以运用于临床等。尽

管这些先进技术为疼痛研究带来了前所未有的深度

和广度,但仍需要更多跨学科的合作解决面临的诸多

问题。未来,融会贯通不同领域的研究技术手段,并
与临床实践相结合,将成为推动疼痛研究的首要任

务。这种多领域的学科整合有望进一步揭开疼痛机

制的奥秘,为疼痛治疗策略的拓展提供更为广阔的

前景。
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