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坐骨神经旁注射右美托咪啶对福尔马林致痛小鼠痛行为及

脊髓背角ｃｆｏｓ表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨坐骨神经旁注射右美托咪啶对福尔马林致痛小鼠痛行为学及脊髓ｃｆｏｓ表达的影响。方法　雄性成年昆

明小鼠３２只，体质量２０～２５ｇ，随机分为４组，每组８只。Ａ组在小鼠右侧坐骨神经旁注射生理盐水；Ｂ组在小鼠右足底皮下注

射５％福尔马林（１０μＬ），建立急性炎性痛模型；Ｃ组在小鼠致痛前１５ｍｉｎ预先在右侧坐骨神经旁注射右美托咪啶０．１μｇ；Ｄ组在

小鼠右侧坐骨神经旁注射右美托咪啶０．１μｇ。观察各组小鼠Ⅰ、Ⅱ时相舔咬足时间，在２ｈ时间点处死小鼠，取腰Ｌ４～５段脊髓，行

免疫荧光检测ｃｆｏｓ的表达。结果　与Ａ组比较，Ｂ组小鼠在Ⅰ、Ⅱ时相出现明显的舔咬足行为，疼痛评分明显增高，脊髓ｃｆｏｓ的

表达明显增多（犘＜０．０５）；与Ｂ组比较，Ｃ组舔咬足时间明显缩短，疼痛评分明显降低、脊髓ｃｆｏｓ的表达明显减少（犘＜０．０５）；Ａ、

Ｃ、Ｄ组疼痛评分和脊髓ｃｆｏｓ的表达差异无统计学意义。结论　坐骨神经旁注射右美托咪啶能够减轻小鼠足底注射福尔马林引

起的急性炎性痛，并且降低脊髓ｃｆｏｓ的表达。
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　　右美托咪啶（ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ，ＤＥＸ）是高选择性α２肾上

腺素受体激动剂，具有镇静、抗焦虑和镇痛作用［１２］。研究表

明，作为辅助用药，ＤＥＸ能延长局麻药神经阻滞（硬膜外、蛛网

膜下隙、骶管、臂丛等）的时间，改善镇痛效果，提高患者满意

度［３］。但是目前尚无ＤＥＸ单独用于神经阻滞的研究，因此本

研究拟观察坐骨神经旁单独注射ＤＥＸ对福尔马林致痛小鼠的

影响，以期为单独使用ＤＥＸ进行神经阻滞提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　 主 要 试 剂 　５％ 福 尔 马 林，兔 抗 ｃｆｏｓ（货 号：

ＳＡＢ４５００９９３）、羊抗兔ＦＩＴＣ均购自美国Ｓａｎｔａ公司；ＤＥＸ购

自江苏恒瑞制药有限公司（批号：１１１１０８３４）。

１．２　动物与分组　本研究经徐州医学院动物实验伦理委员会

批准。雄性成年昆明小鼠３２只，体质量２０～２５ｇ，由徐州医学

院实验动物中心提供。所有动物于２４℃下和昼夜交替的环境

中饲养，自由摄食、饮水，适应环境７ｄ后进行实验。采用随机

数字表法，将小鼠分为４组，每组８只。Ａ组在正常小鼠右侧

坐骨神经旁注射生理盐水；Ｂ组在小鼠右足底皮下注射５％福

尔马林，建立急性炎性痛模型；Ｃ组在小鼠致痛前１５ｍｉｎ预先

在同侧坐骨神经旁注射ＤＥＸ０．１μｇ；Ｄ组在小鼠坐骨神经旁

注射ＤＥＸ０．１μｇ。

１．３　模型制备及疼痛评分测定　根据文献［４］，在小鼠右足底

皮下注射５％福尔马林１０μＬ，每５分钟为一时间段，观察各级

伤害性行为持续的时间（ｓ）：Ａ为双足着地，体质量均匀分配；Ｂ

为注射足轻着地；Ｃ为抬起注射足；Ｄ为舔咬注射足。连续观

察６０ｍｉｎ。０～５ｍｉｎ为Ⅰ相反应，２０～６０ｍｉｎ为Ⅱ相反应。

按照公式换算成５ｍｉｎ内的疼痛分数（ｐａｉｎｓｃｏｒｅ，Ｓ）＝（１Ｂ＋
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２Ｃ＋３Ｄ）／３００，其中Ｂ、Ｃ、Ｄ为５ｍｉｎ内评级对应的伤害性行为

所持续的累计时间（ｓ），１、２、３为各级相对应的权重。分别计

算两时相的疼痛分数。

１．４　坐骨神经旁注射　依照文献［５］所示方法，从窝处垂直

皮肤进针至碰到骨面后回抽无血注射ＤＥＸ（０．１μｇ，１０μＬ）。

１．５　脊髓ｃｆｏｓ测定　小鼠行为学观察完１ｈ之后进行腹腔

麻醉，依次灌注生理盐水２０ｍＬ、４％多聚甲醛２０ｍＬ，灌毕取

脊髓腰膨大置于４％多聚甲醛在室温下固定６ｈ，转至３０％蔗

糖溶液中４℃脱水至组织沉底。连续冰冻冠状切片，片厚３０

μｍ。切片漂洗３次（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ ＝７．４），各５ｍｉｎ。

５％羊血清（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，ｐＨ＝７．４）

室温孵育封闭１ｈ；加ｃｆｏｓ一抗（１∶１００）４℃湿孵４８ｈ；ＰＢＳ

漂洗３次５ｍｉｎ，再加羊抗兔ＦＩＴＣ（１∶１００）４℃过夜；漂洗３

次，各５ｍｉｎ。贴片，风干，封片。用激光共聚焦显微镜摄片，每

只动物取５张脊髓片用于脊髓背角的ｃｆｏｓ计数。

１．６　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０软件作统计学处理，数据采

用狓±狊表示，组内、组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用狇检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　福尔马林致痛模型小鼠痛行为变化　Ａ、Ｃ、Ｄ组小鼠无

明显的舔咬足行为。Ｂ组小鼠右足底皮下注射５％福尔马林

后，均出现患肢完全抬起、肢体颤抖、跛行、舔／咬注射足等行

为，并呈现明显的两时相性反应。见表１。

２．２　小鼠脊髓背角ｃｆｏｓ变化　与Ａ组比较，Ｂ组小鼠脊髓背

角ｃｆｏｓ表达明显增加；Ｃ组与Ｂ组比较脊髓背角ｃｆｏｓ表达明

显减少，Ｄ组与 Ａ组、Ｃ组比较，脊髓ｃｆｏｓ表达无明显变化。

见图１、表１。

表１　　各组小鼠疼痛分数与脊髓背角ｃｆｏｓ比较（狓±狊，狀＝８）

组别
疼痛分数

第Ⅰ时相 第Ⅱ时相
ｃｆｏｓ计数

Ａ组 ０．０４±０．０１ ０．２７±０．０８ １．１７±０．７５

Ｂ组 ２．５０±０．３６ １５．３９±０．９１ １２２．６７±２９．１４

Ｃ组 ０．８０±０．２６＃ ４．６８±１．５２＃ ３．１７±２．４８＃

Ｄ组 ０．１２±０．０４ ０．５４±０．１２ ２．０８±１．２２

　　：犘＜０．０５，与Ａ组比较；＃：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图１　　各组脊髓背角ｃｆｏｓ表达变化（×１００）

３　讨　　论

α２受体激动剂可乐定应用于临床慢性疼痛的治疗已有近

３０年的历史
［６７］。可乐定主要通过激活α２受体发挥镇痛作

用，但其并非只是α２受体选择性激动剂，也可激活部分α１受

体（α２受体和α１受体激活比例为２００∶１）
［３］。最近研究表明，

α１受体激活可以抵消α２受体激活引起的镇痛作用，因此α２

受体选择性高的激动剂可能发挥更好的镇痛作用［８］。

ＤＥＸ是上世纪９０年代开发的新型α２受体激动剂，对α２

受体具有更高的选择性（α２受体和α１受体激活比例为１６２０∶

１）
［３］。近来有研究发现：ＤＥＸ复合左旋布比卡因应用于臂丛

神经阻滞，增强了镇痛效果，延长了镇痛时程；ＤＥＸ作为局麻

药的辅助药物用于其他神经阻滞也取得了类似效果，如腰麻、

硬膜外麻醉和骶管麻醉等。但是尚没有关于ＤＥＸ单独用于神

经阻滞的报道［３］。本研究采用基础研究中常用的福尔马林模

型，观察了坐骨神经旁注射ＤＥＸ对小鼠炎性痛的影响。

福尔马林炎性痛属于无菌性炎性模型，其疼痛反应具有双

相性：第Ⅰ时相为急性疼痛期（０～５ｍｉｎ），由福尔马林直接刺

激神经末梢疼痛感受器［９］，通过 Ａδ纤维介导信息传入引起；

第Ⅱ时相为强直期（２０～６０ｍｉｎ），由逐渐减弱的外周疼痛感

受器传入刺激、局部组织不断活化和释放炎性介质导致的中枢

敏化引起的［１０］，主要通过Ｃ纤维介导刺激传递的继发炎性疼

痛，二者之间约有１５ｍｉｎ的间歇期
［８］。本实验观察到注射福

尔马林的小鼠出现舔、咬足底和抬腿等行为，具有典型的两时

相和间歇期，说明疼痛模型的复制是成功的。

为了检测坐骨神经旁注射ＤＥＸ的镇痛作用，本研究在福

尔马林模型制作前１５ｍｉｎ在坐骨神经旁注射 ＤＥＸ０．１μｇ。

结果发现，预先注射ＤＥＸ可以明显减轻福尔马林引起的Ⅰ时

相和Ⅱ时相疼痛行为，并且对Ⅰ时相和Ⅱ时相痛行为均有镇痛

作用。坐骨神经旁单独注射ＤＥＸ对福尔马林引起的急性炎性

疼痛具有镇痛作用，也提示神经旁注射ＤＥＸ可能对多种机制

产生的疼痛具有一定的镇痛作用。

脊髓是参与疼痛过程的重要结构，在联系外周和脑内中枢

神经系统中发挥着中转站的作用［１１］。ｃｆｏｓ基因是一种原癌基

因，广泛存在于真核细胞基因组中，在中枢神经系统内的表达

与痛觉密切相关。研究发现，机体在受到外周伤害性刺激后，

ｃｆｏｓ基因被激活，其表达增加。ｃｆｏｓ蛋白是ｃｆｏｓ的表达产

物，是目前最常用的中枢神经元活化的标志物［１２］。脊髓背角

主司感觉，腹角主司运动，因此近３０年来，脊髓背角ｃｆｏｓ蛋白

一直被作为疼痛状态下脊髓神经元活化的标志物使用。当机

体受到伤害性刺激后３０～６０ｍｉｎ脊髓ｃｆｏｓ蛋白开始增加，２ｈ

达到高峰［１１］。为了进一步从分子学水平证实坐骨神经旁注射

ＤＥＸ的镇痛作用，本研究观察了其对福尔马林致痛小鼠脊髓

ｃｆｏｓ表达的影响，结果与行为学一致：福尔马林致痛组小鼠脊

髓ｃｆｏｓ表达明显增加，且主要分布在脊髓背角浅层；预先在坐

骨神经旁注射ＤＥＸ则可以减少福尔马林引起的ｃｆｏｓ表达。

动物研究发现ＤＥＸ不管经什么途径给药均会产生一定的

镇静作用，药物的镇静镇痛往往互相促进、发挥协同作用，因此

ＤＥＸ的镇静作用可能也是其强大镇痛作用的一个原因
［３］。但

研究发现神经周围注射ＤＥＸ的引起的镇静作用并不影响运动

功能［１３］，因此与局麻药的非选择性神经阻滞不同，ＤＥＸ可能选
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择性地作用于感觉神经而对运动神经不产生或只产生较小的

影响，提示其作为镇痛药物可能具有一定优势。但是在广泛应

用于临床之前，仍需对ＤＥＸ的神经毒性进行全面的评估
［３］。

综上所述，坐骨神经注射ＤＥＸ能够有效减少福尔马林致

痛小鼠的疼痛行为，并降低脊髓ｃｆｏｓ的表达。本研究为ＤＥＸ

作为镇痛药物应用于神经阻滞提供了直接的动物实验依据。
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ｉｓｏｚｙｍｅｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎ

ｏｌＡｄｖ，２０１２，３０（６）：１６６２１６７２．

［９］ ＨａｎａｕｓｋｅＡＲ，ＳｕｎｄｅｌｌＫ，ＬａｈｎＭ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅＣａｌｐｈａ（ＰＫＣα）ｉｎｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｂｙｔｈｅ

ｎｏｖｅｌＰＫＣαｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｐｒｉｎｏｃａｒｓｅｎ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ

ＰｈａｒｍＤｅｓ，２００４，１０（２０）：１９２３１９３６．

［１０］ＣｈａｎｄａｎｏｓＥ，ＬａｇｅｒｇｒｅｎＪ．Ｏｅｓｔｒｏｇｅｎａｎｄｔｈｅｅｎｉｇｍａｔｉｃ

ｍａｌｅｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｃｅｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｎｃｅｒ，

２００８，４４（１６）：２３９７２４０３．

［１１］ＪｅｍａｌＡ，ＢｒａｙＦ，ＣｅｎｔｅｒＭＭ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓ

ｔｉｃｓ［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１１，６１（１）：６９９０．

［１２］ＴａｎｇＨ，ＢｉａｎＹ，ＴｕＣ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ１８３／９６／１８２ｃｌｕｓｔｅｒ

ｃｅｎｔｒａｌｉｚｅｓｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｏｘｉｄａｔｉｖｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ

ｃｅｌｌｓｔｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ

ＣａｎｃｅｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２０１３，１３（２）：２２１２３１．

［１３］ＬｉＹ，ＧｕｅｓｓｏｕｓＦ，ＺｈａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４ａｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｇｒｏｗｔｈｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｏｎｃｏｇｅｎｅｓ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，６９（１９）：７５６９７５７６．

［１４］ＲｕａｎＢＦ，ＺｈｕＨＬ．Ｔｈｅｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄｂｉｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｂｒｙ

ｏｓｔａｔｉｎｓ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌＰＫＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＣｈｅｍ，２０１２，１９（２５）：２６５２２６６４．

（收稿日期：２０１３０７１５　修回日期：２０１３０８１３）
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