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!摘要"0目的#探讨环磷酸腺苷反应元件结合蛋白 "/]-U>#@A'$@##D#C#$%J+$.+$<A>'%#+$! AP"VOa#

在切割痛敏形成中的作用% 方法#异氟烷麻醉大鼠后切割后足% 免疫组织化学染色!荧光双标对 AP

"VOa进行定位% 腹腔注射吗啡和加巴喷丁!进行行为学测定和免疫组织化学染色% 结果#大鼠后足切

割痛可以使同侧腰段脊髓背角内 AP"VOa增加!切割后 2F5 t4 ) 内比较明显"6i2F25 # % AP"VOa增加

主要定位于背角神经元% 腹腔注射吗啡产生镇痛作用的同时!与未切割组相比!AP"VOa没有出现增加

"6s2F25 # % 加巴喷丁产生部分镇痛作用时!与未切割组相比! AP"VOa增加 "6i2F25 # % 结论#切割

疼痛所致的同侧脊髓背角内 AP"VOa增加与切割疼痛和痛觉过敏密切相关% 吗啡对切割疼痛的镇痛作

用机制与抑制脊髓背角内 "VOa的磷酸化增加有关% 加巴喷丁对切割疼痛的镇痛作用机制与抑制脊髓

背角内 "VOa磷酸化关系不密切%

!关键词"0 /]-U反应元件结合蛋白&0术后疼痛&0痛觉过敏&0脊髓&0吗啡&0加巴喷丁
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00环腺苷酸反应元件结合蛋白 ! /]-U>#@A'$@#

#D#C#$%J+$.+$<A>'%#+$ # "VOa" 是一种转录因子 -

它可以与 /]-U反应元件!/]-U>#@A'$@##D#C#$%@#

"VO"的特异性 =:]序列结合#调节某些基因的

转录和表达 - "VOa广泛分布于人体的细胞中#

与 =:]的结合受到磷酸化调节 - AP"VOa参与调

节多种基因的表达#许多基因的启动序列中都有

与 AP"VOa结合的 "VO序列#如$6 个碱基对的回

文序列 ! T8]"8T"]"

&3'

#或者 "8T"]序列&1'

- 其

中许多基因的产物与疼痛和中枢敏感化的形成

密切相关#如 /PB'@# J/DP1 #脑源性神经营养因子

! J>?+$P.#>+,#. $#(>'%>'A)+/B?/%'># a=:Y" #降钙素基

因相关肽 ! "8VU" #血管活性肠肽 ! dNU" #脑啡

肽#突触蛋白 N#神经激肽 3 受体#环氧酶P1 等&4'

#

这些由 "VOa介导的基因表达在各种伤害性刺激

引起的脊髓神经元长时程可塑性变化中发挥重

要作用&X'

-

磷酸化 "VOa! A)'@A)'>ED?%#.P"VOa# AP"VOa"

在神经病理性疼痛&5'和炎性疼痛&R'的病理过程中

起着重要的作用 - 而切割痛是一种独特而常见

的急性疼痛#包括静息疼痛和机械诱发疼痛&Z'

-

非P:P甲基P=P天冬氨酸!:-=]"受体与切割导致

的疼痛以及痛觉过敏有关&6'

- 切割痛可能与其他

病理性疼痛有着不完全相同的机制#本研究旨在

探讨 AP"VOa是否参与了切割痛的形成 -

FG材料与方法

3F30实验动物及试剂

健康清洁级 . 成年 . 雌性 &=大鼠 ! 体质量

352 t152 <"由湖南农业大学实验动物中心提供 -

牛血清白蛋白! J',+$#@#>(C?DJ(C+$ # a&]"购自中

国武汉博士德公司 %兔抗鼠 AP"VOa.单克隆鼠抗

9GPX1 #8Y]U#:#(:抗体购自美国 ")#C+/'$ 公司 %

生物素化羊抗兔 N<8.免疫组织化学检测试剂盒

购自美国 d#/%'>公司 %羊抗鼠 YNT"荧光二抗 .羊

抗兔 "E4 荧光二抗购自美国 &?$%?">(Q公司 -

3F10免疫组织化学方法观察切割痛后 AP"VOa

的变化

R4 只大鼠分为 Z 组#每组 W 只#分别为未切

割#切割后 2F5 #3 # 4 # R # 1X # Z1 ) 组大鼠 - 用含

3F5e异氟醚的氧气麻醉后#右后足碘伏消毒 #按

照 a>#$$?$ 等&Z'的方法使用 32 号手术刀片从足底

近端 2F5 /C处向趾部行长约 3 /C的纵向切口 #

切开皮肤至骨膜#保持肌肉肌腱及其附着点完

好 - 压迫止血#用 XP2 缝线缝合皮肤 1 针 - 手术

时间控制在 5 C+$ 内#术毕涂红霉素眼膏 - 未切

割组行麻醉后不手术#待其自行苏醒 - 于相应时

间点用 32e水合氯醛 ! 6 CM̀ L<"腹腔注射麻醉 #

迅速剪开胸腔#左心室插管至升主动脉内#剪开

右房 - 生理盐水灌注至右心室流出液基本无色 #

以含 Xe 多 聚 甲 醛 的 2F3 C'D̀M磷 酸 缓 冲 液

! A)'@A)?%#J(BB#>@'D(%+'$# Ua&" 422 CM灌注固定 #

约经 42 C+$#待大鼠四肢变硬后#取出腰段脊髓

置于上述的固定液中室温后固定 X ) - 然后置于

含 42e蔗糖的 2F23 C'D̀MUa& ! A[值 ZFX " 中

X f至沉底 - 沉底标本行连续恒冷冰冻切片#脊

髓片厚 42

"

C# 每 隔 5 张 切 片 收 集 3 张 置 于

2F23 C'D̀MUa& 中 X f保存 - 使用亲和素P生物

素P过氧化物酶复合物法 ! ?,+.+$PJ+'%+$PA#>'̂+.?@#

/'CAD#̂ C#%)'.# ]a"法 "进行反应 - 选片后置于

4e [

1

9

1

室温孵育约 35 C+$#灭活内源性过氧化

物酶#Ua& 洗片 - 用含 5e a&]# 2F4e T>+%'$ GP

322 3n3 封闭液封闭非特异性抗原位点#1 ) 后直

接将脊髓片从封闭液中转移到多克隆兔抗 AP

"VOa一抗液 ! 3 n3 522 " 中# X f冰箱中孵育过

X46



AP"VOa在切割疼痛大鼠脊髓背角的变化0崔宇龙#等

夜 - 洗片#加入生物素化羊抗兔 N<8! 3n122 " #室

温孵育 1 ) - Ua& 洗片#加入生物素P卵白素P辣根

过氧化物酶复合物#室温孵育 1 ) - 洗片#含 4e

[

1

9

1

的 2F25e的 4 #4gP二氨基联苯胺 ! 4 #4gP.+?P

C+$'J#$Q+.+$## =]a"显色液室温避光显色 4 C+$ #

适时用 Ua& 终止反应#裱片 - 自然晾干#脱水#透

明#封片 -

3F40免疫荧光双标定位

36 只大鼠分为 1 组#每组 W 只 - 分别为未切

割 .切割后 3 ) 组大鼠 - 按 3F1 中的方法建模 .取

材 .切片后选片 .裱片#自然晾干过夜 - 用含 5e

a&]的 2F4e的 T>+%'$ GP322 3 n3 封闭液室温封

闭 1 )#弃去封闭液#切片分为 4 组#! 3 "切片加入

兔抗 AP"VOa! 3n122 "与鼠抗 9GPX1 ! 3n122 " 3n3

混合液 %! 1 "切片加入兔抗 AP"VOa! 3n122 "与鼠

抗 8Y]U! 3n522 " 3n3 混合液 % ! 4 "切片加入兔抗

AP"VOa! 3n122 "与鼠抗 :#(:! 3 n122 " 3 n3 混合

液各 322

"

M#Xf冰箱中孵育过夜 -

避光条件下进行以下操作 $分别加入 "E4 标

记的羊抗兔 N<8! 3 n122 " 与 YNT"标记的羊抗鼠

N<8! 3n122 "室温孵育 1 ) - 洗片#晾干 - 用甘油

与 2F23 C'D̀MUa& ! 3n3 "液封片# 712 f暂存 -

荧光显微镜下观察#照片 - 阴性对照用正常羊血

清代替兔抗 AP"VOa#阳性对照为 AP"VOa阳性脊

髓片 -

3FX0痛觉过敏检测

4R 只大鼠分为 X 组#每组 W 只 - 分为未切割

组 .切割组 .吗啡腹腔注射 j切割组 .加巴喷丁腹

腔注 射 j切 割 组 - 处 理 组 腹 腔 注 射 吗 啡

! 32 C<̀L<" 或加巴喷丁 ! 422 C<̀ L<" 后立即按

3F1中的方法复制切割痛模型 - 分别于切割前

!注射药物前 " .切割后 2F5 #3 #4 #R #1X #Z1 ) #根

据 ")?AD?$ 等&W' 描述的尼龙 ,'$PY>#E纤维法进行

行为学检测 - 大鼠置于金属纤维编织平台上#上

罩透明塑料罩 - 安静适应后开始测试#用不同粗

细的 ,'$PY>#E纤维触顶大鼠切口中部边缘约3 CC

处#保持纤维呈 ) & *型#持续 R @以上仍不出现缩

足反应记为阴性 - R @内或纤维离开时出现缩足

反应记为阳性 - 若为阳性反应就依次递减刺激

强度#若为阴性就依次增大刺激强度 - 记录 R 次

回缩反应以及记录最后一次刺激所对应的刺激

强度 - 5 C+$ 后重复 3 次 -

3F50药物对切割痛所致 AP"VOa变化的影响

4R 只大鼠分为 X 组#每组 W 只 - 分组同痛觉

过敏检测分组 - 按上述方法腹腔注射吗啡和加

巴喷丁 3 ) 后处死 .灌注 .取材 .切片 .行免疫组

织化学 ]a"法染色并观察 -

3FR0图像获取与分析

使用 :+L'$ [R22M显微镜采集图像#-'%+/4F1

图像分析进行图像分析#在每个图像中#随机抽

取背角内的 5 个部分用于图像分析#获得 AP"VOa

阳性产物的光密度值 -

3FZ0统计学处理

应用 &U&&34F2 统计软件包进行数据分析#数

据用均数 h标准差 !%h)"表示 %计量资料的组间

比较采用方差分析和 M&=P"检验 %6i2F25 为差

异有统计学意义 -

KG结GG果

1F30切割疼痛时脊髓背角内 AP"VOa变化

AP"VOa阳性产物中等强度染色#呈棕色#主

要分布于胞核内 - AP"VOa阳性细胞主要分布在

脊髓背角灰质区域 - 切割 2F5 ) 后#切割侧脊髓

背角 AP"VOa阳性产物明显增加 %切割 3 ) 后#增

加最为明显 #而后逐渐下降 #1X ) 后基本恢复到

正常水平 !图 3 " - 切割后 2F5 ) 组 .3 ) 组 .4 )

组#切割侧脊髓背角 AP"VOa阳性细胞光密度值

明显高于未切割侧 ! 6i2F25 " %切割 3 ) 组 .4 )

组#切割侧脊髓背角 AP"VOa阳性细胞光密度值

明显高于假手术组 !6i2F25 #表 3 " -

1F10切割疼痛模型 AP"VOa表达定位

图 1 显示切割 3 ) 后的脊髓免疫荧光双标染

色 - 图 1]中#红色示 AP"VOa阳性产物#绿色示

神经元#黄色示 AP"VOa阳性神经元#可见多数神

经元内出现了 AP"VOa- 而图 1a中#红色示 AP

"VOa阳性产物#绿色示星型胶质细胞 #无黄色的

阳性星型胶质细胞#星型胶质细胞内无 AP"VOa

阳性产物 - 图 1"红色示 AP"VOa阳性产物#绿色

示小胶质细胞#黄色示 AP"VOa阳性小胶质细胞 #

可见有极少量的小胶质细胞内有 AP"VOa阳性

产物 -
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图 FG后足切割后脊髓内)N07;,的变化+ ]$切割后 2F5 )% a$切割后 3 )% "$切割后 4 )% =$切割后 R )% O$切割后 1X )-

4*-JFGS)'$-3>"#*%+%&1)*+">)N07;,"&#$'.*+2N)"E*+(*1*%+J]$ 2F5 ) ?B%#>)+$.PA?K+$/+@+'$% a$ 3 ) ?B%#>)+$.PA?K+$/+P

@+'$% "$ 4 ) ?B%#>)+$.PA?K+$/+@+'$% =$ R ) ?B%#>)+$.PA?K+$/+@+'$% O$ 1X ) ?B%#>)+$.PA?K+$/+@+'$F

表 FG脊髓背角)N07;,阳性细胞光密度值$+ Y-& ,ZT%

8"?JFG@!B">3$1%&)N07;,)%1*#*B$($>>1*+#.$1)*+">(%'22%'1">.%'+$+ Y-& ,ZT%

部位
AP"VOa阳性细胞光密度值

假手术组 2F5 ) 3 ) 4 ) R ) 1X )

未切割侧 2F3X6 h2F22R 2F3XX h2F22Z 2F3XZ h2F233 2F3XZ h2F23R 2F3XZ h2F226 2F3XR h2F23R

切割侧 2F3XW h2F225

2F35W h2F235

!

2F3W1 h2F232

!

p

2F3W2 h2F213

!

p

2F352 h2F23R 2F35W h2F233

00与未切割侧比较#

!

6i2F25%与假手术组比较#p 6i2F25-

图 KG脊髓内)N07;,免疫荧光双标定位+ ]$神经元% a$星型胶质细胞% "$小胶质细胞-

4*-JKG!$#$(#*%+%&>%(">*\"#*%+%&)N07;,*+#.$1)*+">(%'2"&#$'.*+2N)"E*+(*1*%+?/ 2%3?>$N>"?$>*+- *553+%&>3%'$1N

($+($J]$ :#(>'$% a$ ]@%>'/E%#% "$ -+/>'<D+?F
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1F40切割痛模型的机械性痛觉过敏

图 4 所 示# 腹 腔 注 射 吗 啡 ! 32 C<̀ L<" 后

2F5 t1X )#缩足阈值大于切割组 ! 6i2F25 " %

2F5 #3 #4 及 Z1 ) 组缩足阈值与未切割组差异无

统计学意义 ! 6s2F25 " - 腹腔注射加巴喷丁

! 422 C<̀L<"后 2F5 tR )#缩足阈值大于切割组

!6i2F25 " #2F5 t1X ) 缩足阈值小于未切割组

!6i2F25 " -

1FX0吗啡与加巴喷丁对 AP"VOa的影响

吗啡可以抑制切割痛引起的脊髓背角 AP

"VOa阳性产物的增加 !图 X]" #在其产生明显镇

痛作用时#吗啡组脊髓背角内 AP"VOa阳性产物

与对照侧和未切割组相比均未见增加 ! 6s2F25 #

表 1 " - 加巴喷丁对切割痛引起的脊髓背角 AP

"VOa阳性产物的增加基本没有影响 !图 Xa" #与

对照侧和未切割组相比#加巴喷丁组脊髓背角内

AP"VOa阳性产物可见增加 !6i2F25 #表 1 " -
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图 LG药物对切割疼痛的影响+ 与切割组比较#

!

6i2F25%

与未切割组比较# p6i2F25-

4*-JLGC$2*(*+$"##$+3"#$2*+(*1*%+">N*+23($2)"*+J"'CP

A?>#. K+%) %)#+$/+@+'$?D<>'(A#

!

6i2F25% /'CA?>#.

K+%) %)#@)?CP'A#>?%#. <>'(A# p 6i2F25F

!"#

$%&

图 MG吗啡和加巴喷丁对)N07;,的影响$切割后 F .%+ ]$吗啡组%a$加巴喷丁组-

4*-JMG;&&$(#%&5%').*+$"+2-"?")$+#*+%+)N07;,$F ."&#$'.*+2N)"E*+(*1*%+%J]$-'>A)+$#<>'(A% a$ 8?J?A#$%+$

<>'(AF

表 KG切割后 F .&脊髓背角)N07;,阳性细胞光密度值$+ Y-& ,ZT%

8"?JKG@!B">3$1%&)N07;,)%1*#*B$($>>1*+#.$1)*+">(%'22%'1">.%'+& F ."&#$'.*+2N)"E*+(*1*%+$+ Y-& ,ZT%

部位
切割后 3 )脊髓背角 AP"VOa阳性细胞光密度值

假手术组 生理盐水组 吗啡组 加巴喷丁组

未切割侧 2F1R5 h2F312 2F15RX h2F231 2F1R1 h2F225 2F155X h2F233

切割侧 2F1RR h2F23X

2F1WR h2F231

!

p

2F1R3 h2F233

0 2F162 h2F224

!

p

00与未切割侧比较#

!

6i2F25%与假手术组比较#p 6i2F25-

LG讨GG论

目前的研究发现# AP"VOa参与介导的切割

痛痛觉过敏形成中有其独特的特点 - 切割疼痛

导致同侧腰髓背角 "VOa磷酸化增强#对侧基本

没有变化 - 这与神经病理性疼痛&32' 和炎性疼

痛&R'观察到的双侧 AP"VOa增加不同 -

"VOa是上世纪 62 年代后期发现的一种细胞

核内调控因子#是真核生物的核转录因子#有广

泛的生物学功能#是细胞内多种信号通路的关键

部分 - 它通过自身的磷酸化实现调节转录功能 -

其中 344 位的丝氨酸是 /]-U依赖的蛋白激酶的

磷酸化位点#可被 Uc]#"]-]

)

#OVc等磷酸化

Z46
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而激活&33'

- 其下游信号途径参与调节许多细胞

内过程 - "VOa家族成员作为典型的刺激诱导的

转录因子已经被广泛接受 - 许多神经元细胞外

刺激均能够激活 "VOa家族#参与中枢神经系统

可塑性形成及疾病发生等复杂的生理病理过程 -

切割皮肤后#胞外信号激活胞内第二信使 ! Uc]#

Uc"# OVc# A46 -]Uc等 "

&31'

#后者进一步磷酸

化 "VOa# AP"VOa与 "VO结合后#调节即刻早期

基因和晚期基因的转录#基因转录的改变导致了

蛋白质合成的相应变化#反过来又影响了痛觉信

息的调制和整合 - 从另外一个角度来看#"VOa

的磷酸化更像是用功能性磁共振观察局部血流

变化一样#可以反映局部细胞功能激活状态 -

"VOa是许多细胞内激酶的底物#许多信号

途径都可以通过不同的激酶激活 "VOa使其磷酸

化#例如 /]-U信号通过 Uc]

&34'

#钙离子通过钙

调蛋白激酶途径&3X'

#神经营养因子通过 UUW2>@L

途径使 "VOa磷酸化&35'

- AP"VOa与 "VO序列结

合#调节许多产物的表达 - 其中很多与疼痛中枢

敏感化的形成关系密切&3R'

-

疼痛的药物治疗目前多为后处理#本研究采

用切割前给予吗啡和加巴喷丁 - 因为随着疼痛

分子机制的研究进展和临床经验的积累#越来越

多的证据表明$在伤害刺激传入导致的中枢敏感

化形成以前应用镇痛药物#可以抑制神经可塑性

变化#从而达到创伤后镇痛和减少镇痛药用量的

目的 - 吗啡通过作用于阿片受体#产生镇痛作

用 - 阿片受体急性激活时#可以抑制腺苷酸环化

酶活性#从而降低细胞内 /]-U的浓度#显著抑制

Uc]

&3Z'

- 而抑制 Uc]激活则可减少 "VOa磷酸

化#从而抑制下游与疼痛相关的基因的表达#可

能在基因调控水平产生镇痛作用 - 已经证明#这

些基因的表达产物如 a=:Y

&36'等与切割导致的痛

觉过敏产生有关#切割疼痛引起同侧腰段脊髓中

a=:Y上升#a=:Y的启动序列中存在 "VO序列#

而 "VOa在神经病理性疼痛与炎性疼痛中又有着

重要的作用#因此可以推断$ AP"VOa可能在切割

引起的痛觉过敏形成中起一定的作用 - 在尼古

丁处理的切割疼痛模型中&3W'

#尼古丁可以抑制浅

层脊髓背角 AP"VOa增加#减轻切割疼痛引起痛

觉过敏#并呈剂量依赖性 - 因此#有充分的理由

相信#"VOa磷酸化参与了切割导致的痛觉过敏

的形 成# 并且这一机制也参与了吗啡止痛的

过程 -

加巴喷丁是近十几年来开始应用于疼痛治疗

的#对神经病理性疼痛&12'

.偏头痛&13'

.带状疱疹

后神经痛&11'

.糖尿病性神经痛&14' 有一定的疗效 -

加巴喷丁用于治疗神经性疼痛的确切机制还不

是十分清楚#可能是通过作用于中枢神经系统内

的电压门控的 :型钙离子通道产生作用&1X'

- 试

验发现#加巴喷丁发挥镇痛作用的同时#脊髓内

的 "VOa磷酸化没有受到明显的抑制 - 前面提

到#AP"VOa更像是局部神经元激活的一项标志 #

这说明加巴喷丁镇痛作用的作用机制点可能不

在脊髓区域#而很可能在更高级的或者其他中枢

部位 - 其确切机制有待进一步研究 -

虽然还很难通过直接干预 "VOa的磷酸化来

达到控制急性疼痛的目的#但是这一机制的发现

为急性疼痛的研究提供了一项很好的神经激活

的反应指标 - "VOa在神经元内磷酸化增强#提

示神经元在急性疼痛中枢敏感化过程中起重要

作用 -
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