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　 　 【摘要】 　 目的　 观察电针对 ＣＣＩ 大鼠脊髓背角小胶质细胞激活和 Ｐ２Ｘ４ 受体表达的影响ꎬ并进一步探讨

同时干预 ＣＣＰＡ 特异性作用受体 Ａ１ 受体与 Ｐ２Ｘ４ 受体是否在电针痛觉调制中存在强化镇痛效应ꎮ 方法　 选

取成年清洁级健康 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)雄性大鼠 ４０ 只ꎬ体重 １５０~ １８０ ｇꎮ 按随机数字表法分为假模组、ＣＣＩ
模型组、电针组、腺苷 Ａ１ 受体激动剂 ２￣氯环戊腺苷(ＣＣＰＡ)组和电针 ＣＣＰＡ 组ꎬ每组大鼠 ８ 只ꎮ ＣＣＩ 模型组、
电针组、ＣＣＰＡ 组和电针 ＣＣＰＡ 组均建立大鼠 ＣＣＩ 模型ꎬ假模组仅暴露坐骨神经ꎮ 造模成功后ꎬＣＣＰＡ 组和电

针 ＣＣＰＡ 组均行足三里和阳陵泉两穴位注射 ＣＣＰＡ ２０ μｌꎬ０.１ ｍｍ / Ｌꎻ电针组和电针 ＣＣＰＡ 组(穴位注射后)则
接受电针治疗ꎻ假模组和 ＣＣＩ 模型组不做 ＣＣＰＡ 和电针干预ꎮ 于造模前和造模成功 ２０ ｄ 后ꎬ对 ５ 组大鼠进行

痛阈测定ꎬ包括机械缩足反射阈值(ＭＷＴ)和热缩足反射潜伏期(ＴＷＬ)ꎮ 于痛阈测定结束后ꎬ即刻处死大鼠ꎬ
取出 Ｌ４ ~Ｌ６ 脊髓段ꎬ采用双标免疫组织化学染色法分析 ５ 组大鼠每个 Ｐ２Ｘ４Ｒ、ＯＸ４２ 阳性细胞的平均荧光强

度ꎮ ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ４ 受体的荧光密度与痛阈差值的相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关系数进行分析ꎮ 结果　 造模成

功 ２０ ｄ 后ꎬＣＣＩ 模型组大鼠的 ＭＷＴ 值和 ＴＷＬ 值均显著低于假模组、电针组、ＣＣＰＡ 组和电针 ＣＣＰＡ 组ꎬ差异

均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 造模成功 ２０ ｄ 后ꎬＣＣＩ 模型组大鼠脊髓组织中 Ｐ２Ｘ４ 和 ＯＸ４２ 的表达显著高于假

模组、ＣＣＰＡ 组、电针组和电针 ＣＣＰＡ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 通过分析 ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ４ 受体的荧

光密度与痛阈差值的相关性ꎬ确定 ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ４ 受体的荧光密度与痛阈差值呈明显的正相关ꎬ相关系数分别

为 ０.９０７、０.７１７ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 ＣＣＩ 后大鼠痛觉过敏与脊髓背角 Ｐ２Ｘ４ 受体表达和小

胶质细胞的活化相关ꎬＣＣＰＡ 和电针治疗均可降低 Ｐ２Ｘ４ 受体的表达ꎬ抑制小胶质细胞的活化ꎬ同时干预ＣＣＰＡ
作用受体 Ａ１ 受体和 Ｐ２Ｘ４ 受体可增强电针的镇痛效应ꎮ
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　 　 神经病理性疼痛是周围神经损伤后引起的顽固性
疼痛ꎬ严重危害人类身心健康ꎮ 临床中电针治疗神经

病理性痛有显著疗效ꎬ已被广泛应用于临床[１]ꎮ 以往

研究表明ꎬ脊髓小胶质细胞的激活和嘌呤能受体在神
经病理性痛中起重要作用ꎬ即腺苷 Ａ１ 受体与 Ｐ２Ｘ４ 受

体参与了痛觉信息的传递[２￣３]ꎬ而目前鲜见通过检测

ＯＸ４２ 来观察电针是否介导脊髓小胶质细胞的激活ꎬ
以及 Ａ１ 受体与 Ｐ２Ｘ４ 受体是否参与电针痛觉调制机
制的相关研究ꎮ 本课题在对嘌呤能受体参与电针镇痛
机制的研究基础之上ꎬ采用坐骨神经慢性压迫性损伤
模型( ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙꎬＣＣＩ)ꎬ应用动物行为
学、形态学以及分子生物学等方法研究电针对 ＣＣＩ 大
鼠脊髓背角小胶质细胞 ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ４ 受体表达的影
响ꎬ并进一步探讨同时干预 ２￣氯环戊腺苷(２￣ｃｈｌｏｒｏ￣Ｎ
(６)￣ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅꎬＣＣＰＡ)特异性作用受体 Ａ１
受体与 Ｐ２Ｘ４ 受体是否在电针痛觉调制中存在强化镇
痛效应ꎬ以此阐明电针镇痛效应中的部分中枢机制ꎬ为
临床优化电针应用和治疗方案提供依据ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组

选取成年清洁级健康 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)雄性大
鼠 ４０ 只ꎬ体重 １５０~１８０ ｇꎮ 按随机数字表法分为假模
组、ＣＣＩ 模型组、电针组、ＣＣＰＡ 组和电针 ＣＣＰＡ 组ꎬ每
组 ８ 只大鼠ꎮ

二、模型制备
ＣＣＩ 模型组、电针组、ＣＣＰＡ 组和电针 ＣＣＰＡ 组均

建立大鼠 ＣＣＩ 模型ꎬ５％水合氯醛(０.６ ｍｌ / １００ ｇ 体重)
腹腔注射麻醉ꎻ固定后大鼠右侧后肢去毛备皮ꎬ常规消
毒ꎬ沿右股骨切开皮肤ꎬ钝性分离肌肉ꎻ暴露坐骨神经ꎬ
用 ４￣０ 号铬制羊肠线在坐骨神经分叉前以 １ ｍｍ 间隔
打 ４ 次松结ꎬ使神经外膜稍稍受压ꎬ松紧度以大腿肌肉

或足指轻微抽动ꎬ不影响神经外膜的血液循环为度ꎬ不
可过紧ꎬ模型制备后大鼠出现跛行ꎬ足呈轻度外翻状ꎬ
且有时出现舔舐、悬空等后肢保护现象ꎬ表明 ＣＣＩ 制备

成功[４]ꎬ假模组仅暴露坐骨神经２~ ３ ｍｉｎꎬ不做后续松

结和受压处理ꎮ 造模成功后所有大鼠均常规饲养ꎬ采

用国家标准固体混合饲料ꎬ自由饮食ꎬ室温 ２１ ~ ２５ ℃ꎬ
相对湿度 ５０％~７０％ꎬ实验室保持昼夜 １２ ｈ 变化ꎮ

三、ＣＣＰＡ 和电针干预
造模成功后ꎬＣＣＰＡ 组和电针 ＣＣＰＡ 组均于足三

里￣阳陵泉两穴位注射 ＣＣＰＡ ２０ μｌꎬ０.１ ｍｍ / Ｌꎮ 将电
针组和电针 ＣＣＰＡ 组(穴位注射后)大鼠固定于柔性
大鼠针刺固定器上ꎬ相应部位剪毛备皮ꎬ安静后用
３ ｍｍ皮内针针刺足三里和阳陵泉ꎬ垂直进针 ２~３ ｍｍꎮ
采用韩氏电针仪 ( ＨＡＮＳ￣２００ Ａ 型ꎬ南京产)、频率
２ Ｈｚ / １００ Ｈｚ 疏密波ꎬ电刺激强度 ２ ｍＡꎬ以腿部肌肉轻
微抽动为度ꎬ每日 １ 次ꎬ每次持续 ３０ ｍｉｎꎬ连续干预
１４ ｄꎮ 假模组和 ＣＣＩ 模型组不做 ＣＣＰＡ 和电针干预ꎮ

四、痛阈监测
于造模前和造模成功 ２０ ｄ 后ꎬ对 ５ 组大鼠进行痛

阈测定ꎬ包括机械缩足反射阈值(ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｗｉｔｈｄｒａ￣
ｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬ ＭＷＴ) 和热缩足反射潜伏期 ( ｔｈｅｒｍａｌ
ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙꎬＴＷＬ)ꎮ ＭＷＴ 采用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 痛觉测
试仪(美国 ＩＩＴＣ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司)测定ꎬ大鼠安静状
态下ꎬ对右后足底加压至逃避性抬腿或右后肢抽动ꎬ记
录抬腿时施加于大鼠足底的最大力度(ｇ)ꎬ重复 ３ 次ꎬ
间隔 ５ ｍｉｎꎬ取平均值ꎮ ＴＷＬ 采用中国医学科学院生
物医学工程研究所生产的 ＢＭＥ￣４１０ｃ 型热痛刺激仪测
定ꎬ大鼠先适应环境 ２０ ｍｉｎꎬ然后仪器会发射光照射大
鼠右后爪足底中部皮肤ꎬ大鼠逃避性抬腿时ꎬ仪器会自
动感应并切断热源ꎬ记录开始照射至出现缩足逃避反
射时间(ｓ)ꎬ重复 ３ 次ꎬ间隔１０ ｍｉｎꎬ取平均值(为防止
大鼠脚底热辐射烫伤ꎬ将 ＴＷＬ 的上限值定为 ３０ ｓ)ꎮ

五、组织取材
于痛阈测定结束后ꎬ即刻采用 １０％水合氯醛(０.４ ｍｌ /

１００ ｇ 体重)腹腔注射深度麻醉后处死大鼠ꎬ迅速开胸经
左心室至升主动脉插管ꎬ先以 １００ ｍｌ 生理盐水洗去血
液ꎬ随后用冷的(４ ℃)含 ４％多聚甲醛的０.１ ｍｏｌ / Ｌ磷酸
盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)(ｐＨ７.４)先快后

慢灌流固定 ２ ｈꎬ然后完整取出 Ｌ４ ~Ｌ６ 脊髓段ꎮ
六、双标免疫组织化学染色法
切片做抗 Ｐ２Ｘ４ / ＯＸ４２ 的免疫荧光双标记显色ꎬ

先将 Ｌ４ ~ Ｌ６ 脊 髓 段 不 连 续 切 片ꎬ 将 切 片 置 于
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０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 中漂洗ꎬ放入含 ０.３％聚乙二醇辛基苯
基醚的０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 中浸泡 ３０ ｍｉｎ(室温)ꎬ然后进
行免疫荧光染色:①混有兔抗 Ｐ２Ｘ４ 的抗体稀释液
(１ ∶ ４００ꎬ 美 国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公 司 )ꎬ Ｐ２Ｘ４ 和 小 鼠 抗
ＣＤｌｌｂ / ｃ 单克隆抗体的抗体稀释液(１ ∶ ４００)ꎬ孵育２４ ｈ
(室温)ꎬ然后采用０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 液充分漂洗 ３ 次ꎬ每
次 １０ ｍｉｎꎻ②混有异硫氰酸荧光素( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏ￣
ｃｙａｎａｔｅꎬＦＩＴＣ)标记的羊抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ ５００ꎬ美国Ｓｉｇｍａ
公司)和 Ｔｅｘａｓ ｒｅｄ 标记的驴抗鼠 ＩｇＧ(１ ∶ ５００ꎬ美国
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ)荧光二抗避光放置 ２~４ ｈ(室温)ꎬ然
后采用 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 液充分漂洗 ３ 次ꎬ每次１０ ｍｉｎꎮ
切片经漂洗后裱片、晾干、封固后在荧光显微镜下观察
并采集图象ꎬ并分析 ５ 组大鼠每个 Ｐ２Ｘ４Ｒ、ＯＸ４２ 阳性
细胞的平均荧光强度ꎮ

七、图像和统计学分析
图像分析采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ｖ１.３６ 版和 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ

ｖ５.０ 版软件ꎮ 所得数据采用 ＳＰＳＳ １６.０ 版统计软件进
行分析统计ꎬ结果以(ｘ－±ｓ)表示ꎬ组间比较采用单因素
方差分析ꎬ后进行最小显著性差异法( ｌｅａｓｔ￣ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)检验ꎬ以Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ
ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ４ 受体的荧光密度与痛阈差值的相关性
采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关系数进行分析ꎬ相关性系数 ｒ>
０.８０为优等ꎬ０.６０~０.８０为良好ꎮ

结　 　 果

一、５ 组大鼠痛阈检测结果
１. ５ 组大鼠患侧 ＭＷＴ 检测:图 １ 可见ꎬ造模成功

２０ ｄ 后ꎬＣＣＩ 模型组大鼠的 ＭＷＴ 值显著低于假模组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ且电针组、ＣＣＰＡ 组和电
针 ＣＣＰＡ 组大鼠的 ＭＷＴ 值亦显著高于 ＣＣＩ 模型组ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

　 　 注:与假模组比较ꎬａＰ<０.０１、ｂＰ<０.０５ꎻ与 ＣＣＩ 模型组比较ꎬ
ｃＰ<０.０５、ｄＰ<０.０１

图 １　 ５ 组大鼠 ＭＷＴ 变化图

２. ５ 组大鼠患侧 ＴＷＬ 检测:图 ２ 可见ꎬ造模成功
２０ ｄ 后ꎬＣＣＩ 模型组大鼠的 ＴＷＬ 值显著低于假模组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ且电针组、ＣＣＰＡ 组和电
针 ＣＣＰＡ 组大鼠的 ＴＷＬ 值亦显著高于 ＣＣＩ 模型组ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

　 　 注:与假模组比较ꎬ ａＰ< ０.０１、 ｂＰ< ０.０５ꎻ与 ＣＣＩ 模型组比较ꎬ
ｃＰ<０.０５、ｄＰ<０.０１

图 ２　 ５ 组大鼠 ＴＷＬ 变化图

二、５ 组大鼠 Ｐ２Ｘ４ 和 ＯＸ４２ 的表达
图 ３ 和图 ４ 中可见ꎬ造模成功 ２０ ｄ 后ꎬＣＣＩ 模型组

大鼠脊髓组织中 Ｐ２Ｘ４ 和 ＯＸ４２ 的表达显著高于假模
组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ且 ＣＣＰＡ 组、电针
组和电针 ＣＣＰＡ 组大鼠脊髓组织中 Ｐ２Ｘ４ 和 ＯＸ４２ 的
表达亦显著低于 ＣＣＩ 模型组ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 图 ３ 和图 ４ 表明ꎬＣＣＩ 后ꎬ大鼠脊髓背角
Ｐ２Ｘ４ 受体及小胶质细胞活化增多ꎬＣＣＰＡ 和电针治疗
均可降低 Ｐ２Ｘ４ 受体表达ꎬ抑制小胶质细胞活化ꎬ其中
以电针结合 ＣＣＰＡ 的效果最佳ꎮ

三、ＯＸ４２ 及 Ｐ２Ｘ４ 的荧光密度与痛阈差值相关性
分析

通过分析 ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ４ 受体的荧光密度与痛阈
差值的相关性ꎬ得出 ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ４ 受体的荧光密度与
痛阈差值呈明显的正相关ꎬ相关系数分别为 ０. ９０７、
０.７１７ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ５ꎮ 该
结果提示ꎬＣＣＩ 后痛觉过敏与 Ｐ２Ｘ４ 受体和小胶质细
胞的活化相关ꎮ

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬＣＣＩ 后大鼠脊髓背角 Ｐ２Ｘ４ 受
体和小胶质细胞的活化增多ꎬ而 ＣＣＰＡ 和电针治疗均
可降低 Ｐ２Ｘ４ 受体的表达ꎬ抑制小胶质细胞的活化ꎬ其
中以 ＣＣＰＡ 联合电针协同治疗的效果最佳ꎬ而大鼠痛
觉过敏与脊髓背角 Ｐ２Ｘ４ 受体和小胶质细胞的活化
相关ꎮ
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注:绿色标记 Ｐ２Ｘ４ꎬ红色标记 ＯＸ４２ꎻ标尺＝ ２００ μｍ
图 ３　 ５ 组大鼠脊髓组织免疫荧光检测图(×１００)

注:与假模组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与 ＣＣＩ 模型组比较ꎬｂＰ<０.０５、ｃＰ<０.０１
图 ４　 ５ 组大鼠脊髓组织中 Ｐ２Ｘ４ 与 ＯＸ４２ 荧光强度变化

图 ５　 ＯＸ４２ 和 Ｐ２Ｘ 的荧光密度与痛阈差值的相关性
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　 　 目前ꎬ电针已被广泛应运用于临床治疗中ꎬ特别是
因为其镇痛效果较好而常用于疼痛性疾病的治疗[１]ꎮ
国内外对电针镇痛原理的神经、神经化学及分子机制
进行了大量研究ꎬ其中嘌呤类物质及其受体在电针镇
痛效应中的作用引起广泛关注ꎬ且对嘌呤能物质在神
经系统信号转导及其作用受体的研究也取得了较大的
进展ꎮ 神经病理性疼痛是由中枢或外周神经系统的损
伤和功能紊乱引起的慢性疼痛ꎬ不仅对机体有害ꎬ而且

持续时间长ꎬ常导致患者生活质量降低[５]ꎮ 研究证
实ꎬ腺苷三磷酸和腺苷介导的信号传递在疼痛的传递
和调控中具有重要作用ꎬ其可通过改变机体的功能来

影响痛觉信息在脊髓背角的整合、传递和调控[６]ꎮ 近

年来研究发现ꎬ小胶质细胞在神经病理性痛的发动和
维持中起着重要的作用ꎬ小胶质细胞在神经损伤后出
现形态学的变化ꎬ由“静止态”变为“激活态” [７￣１０]ꎬ激
活后的脊髓背角的小胶质细胞伴随 Ｐ２Ｘ４ 受体的表达
上调ꎬ这在神经病理性疼痛痛觉过敏中起重要作用ꎬ而
应用 Ｐ２Ｘ４ 受体拮抗剂后脊髓背角激活的小胶质细胞
数量明显减少ꎬＰ２Ｘ４ 受体的表达下调ꎬ痛觉过敏症状

明显减轻甚至逆转[１１￣１２]ꎮ 本研究结果也显示ꎬＯＸ４２
和 Ｐ２Ｘ４ 受体的荧光密度与痛阈差值呈较明显的正相
关ꎬ表明 ＣＣＩ 后痛觉过敏与 Ｐ２Ｘ４ 受体和小胶质细胞
活化相关ꎮ 腺苷在参与疼痛的调节过程中ꎬ其镇痛作
用主要由 Ａ１ 受体介导ꎬ有研究发现ꎬ缺少 Ａ１ 受体的
神经病理性疼痛模型大鼠对疼痛刺激变得更为敏感ꎬ
其主要在脊髓水平调节疼痛信息的传递[１３￣１４]ꎬ给予 Ａ１
受体特异性激动剂 ＣＣＰＡ 能减轻疼痛性伤害ꎬ在 Ａ１
受体介导针刺镇痛的研究中发现针刺镇痛效应需要腺

苷 Ａ１ 受体的参与[１５￣１６]ꎮ 在本实验中ꎬＣＣＰＡ 干预可明

显降低 ＣＣＩ 大鼠的痛觉过敏症状ꎬ再次验证了该实验
结果ꎬ同时本研究还发现ꎬＣＣＰＡ 可降低 Ｐ２Ｘ４ 受体的
表达ꎬ提示 ＣＣＰＡ 作用受体与 Ｐ２Ｘ４ 受体在神经病理
性疼痛的发生发展中存在相关性ꎮ

综上所述ꎬＣＣＩ 大鼠痛觉过敏与脊髓背角 Ｐ２Ｘ４
受体及小胶质细胞活化相关ꎬＣＣＩ 后ꎬ大鼠脊髓背角
Ｐ２Ｘ４ 受体和小胶质细胞活化增强ꎬＣＣＰＡ 和电针治疗
可降低 Ｐ２Ｘ４ 受体的表达ꎬ抑制小胶质细胞的活化ꎬ且
以 ＣＣＰＡ 联合电针治疗的效果最佳ꎬ同时干预 Ａ１ 受
体和 Ｐ２Ｘ４ 受体在电针痛觉调制中可强化电针的镇痛
效应ꎬ本研究结果较好的阐明了电针治疗神经病理性
疼痛发生、发展的机制和规律ꎬ为发现更具有针对性的
疼痛治疗的靶点提供了依据ꎮ
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