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·基础论著· 

Akt 抑制剂Ⅳ对瑞芬太尼痛觉过敏的预防 

和治疗作用 

隽立芹 马正良 顾小萍 

【摘要】 目的 观察造模前后鞘内注射 Akt 抑制剂Ⅳ对切口痛瑞芬太尼痛觉过敏小鼠痛行为学的影

响。方法 C57BL/6 小鼠 40 只，随机分为 5 组：切口痛＋DMSO 组（I 组，n＝8）、瑞芬太尼＋DMSO 组

（R 组，n＝8）造模前给予 Akt 抑制剂Ⅳ0.08 μg/10 μl 组（A1 组，n＝8）、造模后 6 h 给予 Akt 抑制剂Ⅳ 

0.08 μg/10 μl 组（A2 组，n＝8）、造模后 1 d 给予 Akt 抑制剂Ⅳ 0.08 μg/10 μl 组（A3 组，n＝8）。所有分

组均在右侧足做切口痛，R 组和各 A 组同时皮下泵注瑞芬太尼（0.04 mg/kg）30 min。R 组和各 A 组分别在

术前 30 min、术后 6 h、1 d 鞘内给予 10% 二甲基亚砜（DMSO）和 Akt 抑制剂Ⅳ 10 μl。于术前 1 d 及术

后 6 h、1、2、3、5、7 d 检测各组小鼠右侧后足热缩足潜伏期（paw withdrawal thermal latency，PWTL）及

机械缩足阈值（paw mechanical withdrawal threshold，PMWT）。结果 与 I 组和基础值比较，R 组术后各

时间除术后 7 d 外 PWMT 和 PWTL 均降低（P＜0.05）；与 R 组相比，A1、A2 组术后 6 h、1 d、2 d 及 A3

组术后 1 d、2 d 的 PWMT 和 PWTL 明显升高（P＜0.05）；A1、A2、A3 组的各时间点的 PWMT 和 PWTL

有统计学差异（P＜0.05）。结论 Akt 参与瑞芬太尼诱导的痛觉过敏，预先和造模后鞘内注射 Akt 抑制剂

Ⅳ都能够有效缓解瑞芬太尼诱发的痛觉过敏。 

【关键词】 Akt； 芬太尼； 疼痛，手术后； 痛觉过敏 
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【Abstract】  Objective  To investigate the effects of intrathecal injection of Akt inhibitor Ⅳ on the 

hyperalgesia induced by remifentanil in a incision pain model. Methods  Forty C57BL/6 male mice were 

randomly divided into 5 groups (n＝8): incision pain＋DMSO group (group I), incision pain＋remifentanil＋

DMSO group (group R), before modeling Akt inhibitor Ⅳ 0.08 μg/10 μl group (group A1), 6h after modeling Akt 

inhibitor Ⅳ 0.08 μg/10 μl group (group A2), 1d after modeling Akt inhibitor IV 0.08 μg/10 μl group (group A3). All 

groups were made model of incisional pain in the right paw, in group R and group A1, A2, A3, remifentanil (0.04 

mg/kg) were infused subcutaneously 30 min at the moment of surgery. All groups were respectively intrathecal 

injected 10 μl DMSO (10%) and the corresponding concentration of the Akt inhibitor Ⅳ 10 μl. Each mouse 

received tests of the paw mechanical withdrawal threshold (PMWT) and the paw withdrawal thermal latency 

(PWTL) at the times of 24 h before and 6 h, 1 d, 2 d, 3 d, 5 d, 7 d after surgery. Results  Compared with group I and 

the baseline value, PWMT and PWTL were significantly decreased after surgery except 7 d in group R (P＜0.05); 

Compared with group R, PWMT and PWTL were significantly increased after 6 h, 1 d, 2 d of surgery in groups A1, A2 

and in group A3 (1 d, 2 d) (P＜0.05); While there was statistical difference among group A1, A2, A3 (P＞0.05). 

Conclusion  Intrathecal injection of Akt inhibitor Ⅳ  can effectively relieve the hyperalgesia induced by 

remifentanil on before and after modeling. 
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阿片类药物已成为最主流的镇痛药物，其除了产

生镇痛作用之外，还能激活体内的促伤害机制，导致

机体对疼痛的敏感性增加诱发痛觉过敏（ opioid- 

induced hyperalgesia，OIH），尤其是术中最常用的超

短效阿片受体激动剂瑞芬太尼[1]。目前对 OIH 的发生

机制还不明确，但随着对 OIH 机制研究的进展，OIH

治疗方法也日益增多，很多药物如NMDA受体拮抗剂[2]，

一氧化氮合成酶抑制剂、环氧化酶抑制剂、硫酸镁、

氯胺酮、右美托咪啶等都被研究过，但因各种原因都

不能在临床中常规应用。PI3K/Akt 信号通路在辣椒辣

素所致的炎性痛，热痛觉过敏，机械性痛觉过敏[3]以及

神经结扎和神经生长因子[4]等诱发的神经病理性疼痛

中有重要作用，但是 PI3K/Akt 信号通路是否参与瑞芬

太尼诱导的痛觉过敏尚未见报道。本实验拟通过观察

在造模前后鞘内注射 Akt 抑制剂Ⅳ后瑞芬太尼痛觉过

敏小鼠痛行为学的变化来探索 Akt 在 OIH 中的作用，

也为改善 OIH 提供新的潜在靶点。 

材料与方法 

一、材料 

1. 实验动物：SPF 级健康雄性 C57BL/6 小鼠 40

只（南京市鼓楼医院实验动物中心提供），体重 20～

25 g，7～8 周龄，所有实验动物均在层流无菌环境下

分笼饲养，室温 24～25 ℃，饲养室采用日光灯照射

（12 h 光照/12 h 黑暗），每日光照时间 8∶00～20∶00，

小鼠自由饮食饮水。所有动物适应喂养 1 周后进行实

验。所有实验严格遵守南京大学动物保护和使用规定。 

2. 主要试剂和仪器：Von Frey 纤毛（Stoelting 公

司，美国）；全自动热辐射刺激仪（UGO BASILE 37370 

Plantar Test Apparatus，意大利）；瑞芬太尼（宜昌人

福药业有限责任公司，生产批号 1110104）；七氟醚（上

海恒瑞医药有限责任公司，生产批号 1909）；Akt 抑

制剂Ⅳ粉剂（1 mg/瓶，生产批号 D00131472，Merck

公司，美国）。 

二、方法 

1. 实验分组：将 40 只 C57BL/6 小鼠按随机数字

表法分为 5 组，每组 8 只。（1）切口痛组（I 组）。

（2）瑞芬太尼组（R 组）组。（3）造模前给予 Akt 抑

制剂Ⅳ组（A1 组）。（4）造模后 6 h 给予 Akt 抑制剂

Ⅳ组（A2 组）。（5）造模后 1 d 给予鞘内注射 Akt

抑制剂Ⅳ组（A3 组）。所有分组右侧足底做切口痛模

型，后五组小鼠在造模同时腹部皮下泵注瑞芬太尼

（0.04 mg/kg）30 min，各组小鼠分别在造模前后相应

的时间点鞘内注射 10% DMSO 或者 Akt 抑制剂Ⅳ。 

2. 切口痛模型制备和鞘内给药：C57BL/6 小鼠七

氟醚麻醉后，仰卧位固定，右后爪消毒、铺单。参照

Célérier
 等[5]所描述的方法，用 11 号刀片在右后爪距

脚后跟处做一 0.3～0.7 cm 长的纵向切口，挑起足底的

肌肉和筋膜，但保证肌肉的起止及附着完整，轻压止

血后，用 5-0 尼龙丝线缝合皮肤，切口部位涂抹金霉

素软膏抗感染。在造模前 30 min，参照文献介绍的方

法，于 L5～6 棘突间隙进行鞘内穿刺给药，出现特征

性甩尾时表明鞘内穿刺成功。 

3. 行为学检测：术前 7 d，将小鼠置于测行为学的

试验箱中适应环境，每次 1 h，每天 1 次。每次测试行

为学前将小鼠置于试验箱中适应至少 30 min。机械敏

测试根据 Tal 等描述的方法进行。小鼠置于 8.5 cm×

11.5 cm×14.0 cm 的透明有机玻璃箱内，放置于 30 cm

高的铁丝网（网格 1 cm×1 cm）架子上，小鼠于其中

自由活动。约 1 h 待小鼠安静后以不同折力的 von-Frey

纤毛刺激小鼠足底（0.16～1.40 g），持续 6～8 s，刺

激间隔至少 15 s。小鼠后肢出现迅速畏缩、撤回、舔

舐，认为是阳性反应。以 up-down 法计算阈值，根据

公式[50%机械缩足阈值＝大值－（大值－小值）×（大

阳性率－0.5）/（大阳性率－小阳性率）]计算出 50%

反应阈值。热缩足潜伏期采用 Hargreaves 等所描述的

方法进行检测。小鼠置于底部后玻璃板为 8.5 cm×

11.5 cm×14.0 cm 的透明有机玻璃箱中，用 UGO 

BASILE 373730 全自动热辐射刺激仪检测。初次使用

前，调节 I.R（红外）光源强度，本实验定在 I.R＝50，

使术前小鼠基础缩足阈值在 5～15 s 内。切断时间定为

20 s。防止组织损伤。光透过玻璃板照射于小鼠后足，

当出现下肢的特征性甩动、提足或者舔舐时，记录时

间。每只小鼠测试 5 次，取平均值评估热痛敏的缩足

阈值。两次刺激间至少间隔 5 min。 

三、统计学分析 

应用 SPSS 13.0 统计软件进行分析，计量资料以均

数±标准差（ x s ）表示。组间比较采用单因素方差

分析，组内比较采用重复测量数据的方差分析，以 P

＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

行为学测试时间点术前 24 h 及术后 6 h、1 d、2 d、

3 d、5 d、7 d 分别用 T0、T1、T2、T3、T4、T5、T6表

示。 

1. 小鼠热缩足潜伏期（PWTL）的变化（图 1）：

各组小鼠 T0和 T6时的 PWTL 差异无统计学意义（P

＞0.05）。与 I 组比较，R、A3 组 T1～T5时和 A1、A2

组的 T2～T5时的 PWTL 值均降低（P＜0.05）。与 R

组相比，A1、A2、A3 组 T1～T3时的 PWTL 值明显升 
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高（P＜0.05）。 

2. 小鼠机械缩足反射阈值（PMWT）的变化（图

2）：各组小鼠 T0和 T6时的 PWMT 之间差异无统计学

意义（P＞0.05）。与 I 组比较，R、A1 组的 T1～T5

时和 A2、A3 组的 T2～T5时的 PWMT 值均降低（P＜

0.05）。与 R 组相比，A1、A2、A3 组 T1～T3时的 PWMT

值明显升高（P＜0.05）。 

讨  论 

本实验采用研究广泛、技术相对成熟，而且一些

疼痛敏感性特点与人类极为相似，能够部分模拟开腹

和人类急性疼痛模型的切口痛-瑞芬太尼痛觉过敏模

型，为解决临床问题提供更直接有效的证据。活化的

Akt 通过激活或抑制下游靶蛋白，如 Iκβ 激酶（IKK）、

一氧化氮合酶 （nitric oxide synthase，NOS）、糖原合

成酶激酶 3（glycogen synthase kinase 3，GSK3）等，

调节细胞功能。PI3K/Akt 信号通路在神经系统中的作

用日益受到关注。发现 PI3K/Akt 信号通路参与了长时

程增强（long term potentiation，LTP）和长时程抑制

（long term depression，LTD）的突触重塑[6]及神经损伤

的疼痛超敏反应，磷酸化 Akt（p-Akt）可以作为 DRG

伤害性神经元的激活标志。瑞芬太尼诱发的切口痛模

型中是否存在 PI3K/Akt 信号通路的改变，是本研究将

要明确的问题之一。 

实验结果显示，与 I 组相比，R、A1、A2、A3 组

术后 PWMT 和 PWTL 均降低，表明切口痛瑞芬太尼痛

觉过敏模型制备成功。与 R 组相比，A1、A2、A3 组

术后 3 d 内的痛行为学数值均明显升高，说明 Akt 抑制

剂Ⅳ可以有效地预防和改善瑞芬太尼诱发的痛觉过

敏。A1、A2、A3 组术后 3 d、5 d 的 PWTL 和 PWMT

与 R 组无差异，提示 Akt 抑制剂的作用时间大约持续

2 d。Akt 抑制剂能完全逆转机械痛敏但只能部分缓解

热痛敏，提示 Akt 在机械痛敏和热痛敏中发挥的作用

不完全相同。总之行为学的结果证明造模前后鞘内给

予 Akt 抑制剂Ⅳ都能明显缓解瑞芬太尼所致的痛觉过

敏。 

NMDA 受体参与神经病理性痛的形成和维持[7]，

其 NR2B 亚基的磷酸化对突触可塑性和 LTP 的发生有

重要影响，而 LTP 与 OIH 有共同的药理学和信号转导

路径 [8]。也有研究证实瑞芬太尼所致术后痛敏与

NMDA 受体有关[9]，瑞芬太尼作用于 μ 受体后通过激

活蛋白激酶 C 而活化 NMDA 受体，瑞芬太尼也可直接

激活 NMDA 受体[10]。NMDA 受体可以激活 Akt
[11]，

p-Akt 亦能增强 NMDA 受体的功能[12]，而且 Akt 还调

节下游多种疼痛相关物质。还发现 Akt 能激活 eNOS

上的 Ser-1179 位点，使对 LTP 有诱导作用的 NO 的产

生增加，而 NO 参与了 OIH 的形成和维持[13]。另外

Akt 能诱导 cAMP 反应原件结合蛋白（cAMP-response 

element binding protein，CREB）的磷酸化和 CREB 靶

基因的表达[14]，促进 NR2B 亚基转录。还有实验证实

GSK-3β 参与 NMDA 受体的胞膜转运过程，应用

GSK-3β 抑制剂可以部分逆转瑞芬太尼导致的痛觉过

敏[15]，我们猜测鞘内注射 Akt 抑制剂Ⅳ可能是通过减

少 eNOS、CREB 和 GSK-3β 等的磷酸化最终降低

NMDA 受体的数量和活性，减轻痛觉过敏。 

综上所述，Akt 参与瑞芬太尼诱导的痛觉过敏过

程，造模前后鞘内注射 Akt 抑制剂Ⅳ都能有效的改善

瑞芬太尼诱发的痛觉过敏，Akt 可能是治疗 OIH 的潜

在靶点之一。但研究还发现吗啡可以通过 PI3K/Akt 信

号通路的激活对 P2X4 受体信号的调制导致在痛觉过

敏中发挥重要作用的小胶质细胞的迁移[16]，Akt 还能

激活 NF-κB，而阻断 NF-κB 可以减轻慢性压迫性神经

损伤后的疼痛行为学和炎症反应[17]，NF-κB 也调节很

多基因的表达，如细胞因子、iNOS 等参与炎症、中枢
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神经系统损伤和神经病理性疼痛。所以对于 Akt 在瑞

芬太尼诱发的痛觉过敏中复杂的调控机制还有待更进

一步的研究探索。 
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