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!!"摘要#!目的!观察腰椎间盘突出症坐骨神经痛">\UZ$大鼠痛行为变化及其与脊髓背角内吗啡肽1
"]C1$表达变化的关联性%方法!Z\大鼠随机分为>\UZ组&假处理组和对照组%>\UZ组采用自体髓核移
植法造模!假处理组采用相同的手术过程而未移植髓核!对照组未经任何处理%每组在造模前和造模后;&$%&

$;&1%&1;!先进行痛行为检测#然后在>\UZ组痛行为的峰值状态下开展行为药理学实验!即经脊柱鞘内置管
后注射不等剂量的#型阿片受体拮抗剂)))$.富纳曲胺"$.@̀ G$&]C1&内吗啡肽$"]C$$或吗啡!记录痛觉阈
值的变化#最后利用高效液相色谱法和免疫荧光组织化学染色检测脊髓]C1的表达变化%结果!与假处理组
和对照组比较!>\UZ组在造模后;!痛觉阈值显著降低!$;!时痛觉阈值达到最低点"#$%&%;$#>\UZ组鞘
内给予$.@̀ G可使疼痛进一步加深!鞘内给予]C1&]C$或吗啡均能剂量依赖地产生镇痛作用!但]C1镇痛
作用比]C$和吗啡强#与假处理组和对照组比较!>\UZ大鼠脊髓背角]C1的免疫荧光染色强度和脊髓]C1的
表达水平均显著减低"#$%&%;$!痛觉阈值与]C1表达量呈显著正相关"DE%&())!#$%&%%$$%结论!>\UZ状
态下脊髓水平]C1的低表达导致了大鼠下肢疼痛状态的产生%
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博士后%主要从事神经病理性痛的中枢神经分子机制的研究-
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!!腰椎间盘突出症坐骨神经痛#:O8Y9J!#+627J,#9.
3#",+6#93#69%>\UZ$是腰椎间盘突出症最常见的并发
症%>\UZ表现为单侧或双侧下肢放射痛%逐渐加重
的放射痛长期折磨患者%部分患者甚至合并有焦虑和
抑郁等精神*心理障碍-传统的外科治疗手段存在创
伤大*费用高及风险高等缺点'$.1(->\UZ患者的生
活质量受到了极大影响%因此进一步揭示其发病机
制%研制新型镇痛药物及探寻更有效的治疗方法刻不
容缓''(-内吗啡肽#7,!"8"J42#,%]C$包括内吗啡肽

1#7,!"8"J42#,.1%]C1$和内吗啡肽$ #7,!"8"J.

42#,.$%]C$$是吗啡的内源性相似物%其主要作用于

#型阿片受体#8O."4#"#!J76743"J%Cb<$产生镇痛作
用%与相同量的吗啡比能产生更强的止痛效果%而极
少产生不良反应'0.;(-以往有学者建立坐骨神经分支
选择性损伤#+49J7!,7JN7#,*OJQ%Z̀ D$神经病理性痛
小鼠模型%经中枢侧脑室或外周脚趾给药后发现]C1
和]C$能产生比吗啡更强的镇痛作用')(-脊髓背角
是痛觉信号传递的初级中枢和第一道闸门%脊髓背角
富含]C1%其来源于背根节神经元的初级传入纤维-
脊髓背角]C1在神经病理性痛状态下痛觉信号传递
的调控中扮演着极为重要的角色'-./(->\UZ本身就
是神经病理性痛%但既往并无文献报道脊髓]C1与

>\UZ的相关性-本研究以>\UZ大鼠为实验动物
模型%综合利用痛觉行为学*药理行为学*生物化学及
形态学等实验方法探寻脊髓背角]C1表达量的变化
及其与>\UZ痛觉阈值的关联性%从一个崭新的角度
解释>\UZ的发病机制-

?!材料与方法

?&?!实验动物
本研究所有实验操作均严格遵循善待动物的国

际伦理准则'((-成年雄性Z\ 大鼠#体重1%%K左
右$%来源于西安交通大学实验动物中心#动物使用合
格证号!ZVRW 陕 1%1$.%%/%动物生产许可证号!

ZTRW陕1%1$.%%)$-

?&@! 方法

?&@&?!动物分组
大鼠随机分为 >\UZ组*假处理组和对照组%

>\UZ组采用自体髓核移植法造模%假处理组采用相
同的手术过程而未移植髓核%对照组为空白对照%未
经任何处理-

?&@&@!实验设计

大鼠共计11%只用于本实验-首先%对照组*假
处理组和>\UZ组每组各$%只%共计'%只用于痛觉
行为学实验&然后>\UZ组大鼠共计$%只%在造模后

$;!进行行为药理学实验%即经脊柱鞘内置管后注射
不等剂量 Cb<拮抗剂...$.富纳曲胺#$.LO,9:3J7I.
98#,7%$.@̀ G$*]C1*]C$或吗啡%然后记录痛觉阈
值的变化&最后%$/%只用于生化实验和形态学实验%

>\UZ组*假处理组和对照组在造模前和造模后;*

$%*$;*1%*1;!共)个时间点#每组各$%只"时间
点$%大鼠被处死后取出脊髓组织%利用免疫荧光组织
化学染色和高效液相色谱法#2#K247JL"J89,67:#dO#!
62J"893"KJ942Q%U=>T$检测脊髓]C1表达水平的
变化-

?&@&A!建立动物模型

>\UZ模型的建立遵照既往造模方法'$%.$$(%即经
腹腔注射1A戊巴比妥#;%8K"5K$浅麻醉大鼠%取俯
卧位%以>0!>)为中心用聚维酮碘消毒皮肤'遍%取
后正中纵行$&;68切口%逐层分离筋膜层和椎旁肌%
显露>;!>)关节突关节%咬除部分关节突关节及部
分>;椎板%显露>;背根神经节及神经根-距肛门$
68处断尾并缝合伤口-依次切开尾椎髓核环%取出
直径'88髓核'个%将取出的髓核压迫于>;神经
根侧方%用无菌生理盐水及稀释聚维酮碘液反复冲洗
伤口'遍%逐层缝合切口%最后外用红霉素软膏预防
感染-

?&@&B!行为药理学
行为药理学实验只在>\UZ组进行%不在对照组

和假处理组进行-鞘内置管!将1A戊巴比妥钠#;%
8K"5K$注射入腹腔浅麻醉大鼠%用聚维酮碘消毒局
部皮肤'遍%于>0棘突取后正中纵形切口%&;68%钝
性分离浅筋膜及椎旁肌%显露椎骨%用咬骨钳咬除小
部分黄韧带及椎板%剪开硬脊膜%将=].$%细导管置
入蛛网膜下腔%导管远端直达腰膨大处%见有脑脊液
不断流出即封闭导管外口%用无菌生理盐水及稀释聚
维酮碘液反复冲洗伤口'遍%逐层缝合%最后外用红
霉素软膏预防感染-若大鼠麻醉清醒后双下肢无运
动障碍%且鞘内注入1A利多卡因后双下肢;+内瘫
软%即为鞘内置管成功'$1.$'(-鞘内给药!>\UZ组%鞘
内给予吗啡#%&'*$&%*'&%#K$*]C$#%&'*$&%*'&%

#K$*]C1 #%&'*$&%*'&%#K$或$.@̀ G#'&%*$%&%

#K$&溶剂对照组给予等量无菌生理盐水%然后检测痛
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觉阈值变化%同时计算不同剂量吗啡*]C$或]C1
的最大镇痛百分比#A$E#给药后最高阈值[给药前
阈值$"#造模前阈值[造模后最低阈值$e$%%A-

?&@&C!痛觉阈值检测

N",@J7Q纤维丝是国际公认的检测痛觉阈值的
经典实验仪器%本研究所使用N",@J7Q纤维丝购自美
国Z3"7:3#,K公司%将大鼠放置于铁丝网上%用有机玻
璃透明罩约束其活动范围-大鼠先适应$;8#,%然后
用N",@J7Q纤维丝刺戳足底%刺激的力量强度由小至
大%以+K,表示-若出现缩足反射%则该强度被及时记
录%该强度重复测量$%次%若出现;次以上缩足反射
即认为阳性反应%出现阳性反应的最小强度即为痛觉
阈值'$0.$;(-痛觉阈值单位为+K,-

?&@&F!免疫荧光染色
将1A戊巴比妥钠#$%%8K"5K$注射入腹腔深麻

醉大鼠%开胸显露心脏%剪破右心耳彻底放血%经左心
室插管至升主动脉%先用=BZ快速冲洗掉机体内残存
的血液%再用0A多聚甲醛缓慢灌注固定%时长'%
8#,-随后取出脊髓腰膨大%将组织块浸入含'%A蔗
糖的=BZ%时长$12-恒冷箱切片机切取1;#8厚的
脊髓组织片%组织片被=BZ漂洗'次后%用兔抗]C1
DK?#美国T278#6",公司%货号 GB;$%0%浓度为$f
1%%$室温下孵育组织片$12&组织片被=BZ彻底漂洗
后%红色荧光素TQ;标记的二抗室温孵育组织片)2&
再次被=BZ彻底漂洗后利用荧光显微镜摄片观察-

?&@&G!U=>T定量分析]C1表达水平
将1A戊巴比妥钠#$%%8K"5K$注射入腹腔深麻

醉大鼠%迅速取出脊髓腰膨大%液氮冻存&将组织块与
裂解液混合%超声裂解后超高速离心取上清液&UQ.
47J+#:b\Z填料色谱柱#0&)88e1;%88%;#8%美
国H7J8"]:763J",公司$&柱温为0%g&进样量为$%

#>&流动相f甲醇.%&$A三乙胺溶液#);f';$&流速
为$&%8>"8#,&检测波长为;-%,8 '$)(-

?&A!统计学处理
采用Z=ZZ$0&%软件进行统计分析%计量资料以

JaE表示&采用单因素方差分析#",7.M9Q9,9:Q+#+"L
N9J#9,67%",7.M9QG̀ bhG$比较同一时间点多组数
据之间的差异%采用事后比较分析两两之间的差异&
利用=79J+",分析法分析]C1表达水平与痛觉阈值
的相关性&以#$%&%;为差异有统计学意义-

@!结!!果

@&?!>\UZ大鼠痛觉阈值显著降低!形成了机械性
异常疼痛

与对照组'#1-&%a1&)$K(和假处理组'#1-&$a
$&;$K(比较%>\UZ组在大鼠自体髓核移植后;!痛
觉阈值显著降低'#$$&1a1&;$K(%$;!时达到最低值
'#;&%a$&/$K(%即机械性异常疼痛已显著形成%并且

$;!后机械性异常疼痛稳固维持#1E$%%#$%&%;$&
在造模前'组之间痛觉阈值无差异&对照组和假处理
组痛觉阈值在造模后也无差异%见图$*表$-

@&@!>\UZ大鼠拮抗内源性]C1加深疼痛!给予外
源性]C1镇痛作用明显

在>\UZ组痛觉阈值的最低点%即造模后$;!
经鞘内给予$.@̀ G能够明显加深疼痛#图1G$&而鞘
内给予]C1能剂量依赖地产生镇痛作用#图1B$&

]C$或吗啡经鞘内给药后均能剂量依赖性地镇痛#图

1T*\$&但在相同剂量情况下%]C1镇痛作用比]C$
和吗啡强#图1]$-

@&A!>\UZ大鼠脊髓]C1显著减少!与痛觉阈值的
降低呈正相关

与假处理组'#--&) a '&/$,K"8K(和对照组
'#-/&/a0&)$,K"8K(比较%>\UZ组脊髓]C1的
表达在造模后;!显著减少'#0-&/a;&'$,K"8K(%

$;!时减少至最低水平'#$/&(a'&)$,K"8K(%并在

$;!一直维持此水平#1E$%%#$%&%;%图'G$-

>\UZ组]C1的表达与痛觉阈值呈显著正相关 #DE
%&())%#$%&%%$%图'B$-与假处理组和对照组比
较%>\UZ组脊髓背角]C1染色密度显著减低%]C1
免疫荧光阳性结构集中在脊髓背角浅层#图'T$-

!!9!#$%&%;%Y!#$%&%$%与对照组比较-

图$!!>\UZ大鼠出现了显著的机械性异常疼痛

表$!!各组造模前及造模后痛觉阈值比较%JaE'K'1E$%&

组别 造模前 造模后;! 造模后$%! 造模后$;! 造模后1;!

对照组 1)&%a1&' 1-&%a1&) 1;&%a1&; 1-&$a$&; 1)&0a1&1

假处理组 1;&%a1&; 1-&$a$&; 1-&1a1&; 1)&0a1&1 1-&;a$&(
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续表$!!各组造模前及造模后痛觉阈值比较%JaE'K'1E$%&

组别 造模前 造模后;! 造模后$%! 造模后$;! 造模后1;!

>\UZ 10&;a1&) $$&1a1&;9 /&;a1&/Y ;&%a$&/9 ;&$a1&%Y

Q$"#$ $&1')"%&'// /)&';1"%&%%% $')&)()"%&%%% $/'&)''"%&%%% 1%;&;))"%&%%%

!"#' $&;1$"%&$-( '&;0("%&%$$ /&-')"%&%%% $/&/-/"%&%%% $-&';)"%&%%%

!"#0 $&0$$"%&$/( $&;1;"%&$-) $&'')"%&$(1 $&0/("%&$/; $&''/"%&$($

!!Q$"#$值为'组同时间点比较%#'值为>\UZ组与对照组同时间点比较%#0值为假处理组与对照组同时间点比较&9!#$%&%;%Y!#$%&%$%

与对照组比较-

!!G!鞘内给予$.@̀ G&B!鞘内给予]C1&T!鞘内给予]C$&\!鞘内给予吗啡&]!]C1*]C$*吗啡镇痛作用比较&9!#$%&%;%Y!#$%&%$%与生

理盐水比较&6!#$%&%;%与吗啡比较&!!#$%&%;%与]C$比较#]$-

图1!!>\UZ大鼠拮抗内源性]C1加深疼痛'给予外源性]C1镇痛作用明显

!!G!脊髓组织]C1表达量&B!>\UZ组痛觉阈值与脊髓]C1表达水平的相关性&T!脊髓背角]C1免疫荧光染色标尺E1%%#8#e1%%$&9!

#$%&%;%Y!#$%&%$%与对照组比较-

图'!!>\UZ组脊髓]C1表达量显著下调'与降低的痛觉阈值呈正相关

A!讨!!论

!!随着现代社会久坐及弯腰负重工作方式的增多%
腰椎间盘突出症呈年轻化态势且发病率逐年攀升-

>\UZ是腰椎间盘突出症最常见和棘手的并发症%其
表现为单侧或双侧下肢放射痛%逐渐加重的放射痛长
期折磨患者%部分患者甚至伴随有下肢肌力减退及大
小便障碍'$.'(-尽管外科治疗手段日益成熟%但相当

多的患者考虑到风险高及费用昂贵%仍要求保守治
疗-针对>\UZ的内科镇痛药为弱阿片类或非甾体
类药物%这些药物长期使用极易产生成瘾性和耐受
性%并且造成各种不良反应'$-.$/(->\UZ患者的生活
质量受到了极大影响%因此进一步揭示其发病机制%
研制新型镇痛药物及探寻更有效的治疗方法刻不容

缓'$((-既往腰部脊髓神经根的病变是>\UZ研究的
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焦点%而本研究从新的角度提出脊髓]C1的低表达
导致了>\UZ的产生%为>\UZ的预防和治疗提供
了新的理论意义-

既往研究表明%腰部神经根的机械性受压和炎性
变是>\UZ发病的根本原因%然而近期诸多学者坚信
脊髓和大脑的功能异常或病理改变在>\UZ的发病
过程中扮演着至关重要的角色'1%(-脊髓背角是痛觉
信号传递的第一道闸门和初级中枢%大脑中的前扣带
回皮质和岛叶也与痛觉调控密切相关-有研究在功
能性核磁共振检查中发现>\UZ患者脊髓背角*前扣
带回皮质及岛叶处于过度激活和代谢活跃状态'1$(-
另有学者发现>\UZ大鼠脊髓背角神经元的自发放
电频率显著增加'11(%表明>\UZ状况下痛觉信号在
脊髓背角的传递出现了强化和扩大-]C是最新发现
的内源性阿片肽%包括]C1和]C$-]C 作为内源
性物质%与相同量的吗啡比较能产生更强的止痛效
果%而极少产生不良反应'0./(-脊髓背角富含]C1%其
在神经病理性痛的诱发和维持中扮演着极为重要的

角色%外周神经结扎或切断可导致脊髓]C1的表达
显著下调'1'(%全身或脊柱鞘内注射]C1可对神经病
理性痛起到显著的镇痛作用'10(-鉴于既往无>\UZ
与脊髓]C1关联性的文献报道%本研究从新的切入
点%即脊髓水平探索>\UZ的发病机制-本研究建立
的>\UZ大鼠模型其下肢机械性异常疼痛稳定存在%
本研究发现>\UZ大鼠脊髓背角]C1的免疫荧光染
色强度和脊髓]C1的表达水平均显著减低-既往研
究表明%在外周神经损伤性痛'1'(*糖尿病性痛'$)(及化

疗性痛'1;(等动物模型脊髓背角]C1的表达水平显著
减少%本研究结果与既往研究结果具有一致性-本研
究进一步分析发现>\UZ大鼠脊髓]C1的表达水平
与痛觉阈值呈显著正相关%而鞘内给予$.@̀ G可使
疼痛进一步加深%这就完全印证了本研究的结论%即

>\UZ大鼠脊髓背角]C1的表达水平下调导致内源
性镇痛作用的减小%最终强化痛觉信号的传递%导致

>\UZ大鼠痛觉阈值的减低-
杨代军')(研究表明%在坐骨神经分支选择性损伤

#Z̀ D$神经病理性痛小鼠模型%经中枢侧脑室或外周
脚趾给药后]C1和]C$能产生比吗啡更强的镇痛
作用%但]C1和]C$的镇痛持续时间比吗啡短-本
研究在>\UZ大鼠经脊髓鞘内注射]C1能产生比

]C$或吗啡更强的镇痛作用%同样]C1和]C$的
镇痛持续时间比吗啡短-杨代军')(研究与本研究的

相似之处!均为建立动物疼痛模型%给药]C1*]C$
或吗啡进行镇痛研究%并且在镇痛效能和镇痛持续时
间方面分析了]C1*]C$与吗啡之间的区别-杨代
军')(研究与本研究的区别之处!#$$杨代军')(在实验

中使用各种阿片受体拮抗剂进一步分析了]C 镇痛
的阿片机制%其研究更加深入&而本研究未探索]C
镇痛的阿片机制-#1$两种动物模型所代表的临床实
际意义不同-杨代军')(在实验中建立 Z̀ D神经病理
性痛模型%该模型主要模拟急性创伤患者%这些患者
由于车祸*高处坠落*战争中枪击或爆炸等原因导致
下肢神经出现挫伤或离断%引起下肢剧烈疼痛%疼痛
程度较重&而本研究建立了>\UZ模型%该模型主要
模拟中老年腰椎间盘突出症患者%这些患者由于久坐
或长期弯腰负重导致腰部劳损和退变%突出之腰椎间
盘压迫坐骨神经%引起下肢疼痛%疼痛程度属中等-

综上所述%本研究结果不仅对阐明>\UZ的中枢
机制*了解]C在病理状态下的作用具有重要的理论
意义%而且对开发新一代镇痛药*造福>\UZ患者均
具有重要的理论意义-本研究的局限性!#$$在

>\UZ大鼠模型未观察]C1所起镇痛作用的具体阿
片机制%需进一步利用各种阿片受体拮抗剂分析]C1
作用于哪种阿片受体起到镇痛机制&#1$未探索]C1
所起镇痛作用的具体胞内分子机制%需进一步利用分
子生物学及神经电生理膜片钳技术分析]C1作用于
阿片类受体后产生的细胞内分子机制-
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