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辣椒素对大鼠脊髓背角中磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白

表达的影响

韩　曼１，刘晓华１，王少兰１，杜剑青２
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摘要：　目的　观察辣椒素对大鼠脊髓背角中磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（ｐＣＲＥＢ）表达的影响，探讨
延髓外侧网状核（ＬＲＮ）对心脏伤害性感受的下行紧张性调控作用。方法　将３０只雄性 ＳｐｒａｕｇｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分
为空白组、溶媒组、辣椒素组、ＬＲＮ电损毁组和ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组，每组６只。空白组大鼠麻醉后不做手术处理，
其余各组大鼠均行心包内插管术，ＬＲＮ电损毁组和ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组大鼠于心包内插管术后行双侧 ＬＲＮ电损
毁。各组大鼠心包插管１ｈ后，回抽心包积液，溶媒组大鼠心包内注射０．２ｍＬ溶媒（含有０．１ｍＬ的吐温８０和０．１ｍＬ
无水乙醇），辣椒素组和ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组大鼠心包内注射０．２ｍＬ辣椒素（０．０１ｇ·Ｌ－１），ＬＲＮ电损毁组大鼠心
包内不注射任何溶液。心包内注射药物的同时，记录大鼠背斜方肌超出基线活动１０％的肌电（ＥＭＧ）反应数目，空白
组于维持麻醉１ｈ后记录ＥＭＧ反应数目。各组大鼠经心包内注射药物３０ｍｉｎ后，灌注固定液并取Ｔ３～Ｔ５脊髓，采用
免疫组织化学染色法检测各组大鼠脊髓背角中ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数目。结果　空白组、溶媒组、ＬＲＮ电损毁组大
鼠背斜方肌无超出基线活动１０％的ＥＭＧ反应。辣椒素组和ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组大鼠背斜方肌ＥＭＧ反应数目和
脊髓背角中ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数目均显著高于空白组、溶媒组和 ＬＲＮ电损毁组（Ｐ＜０．０５）。ＬＲＮ电损毁 ＋辣椒
素组大鼠背斜方肌ＥＭＧ反应数目和脊髓背角中ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数目均显著高于辣椒素组（Ｐ＜０．０５）。结论　
大鼠心包内注射辣椒素能诱发背斜方肌ＥＭＧ反应且脊髓背角中ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数目增加。ＬＲＮ对大鼠心脏伤
害性感受具有下行紧张性抑制作用。

关键词：　辣椒素；磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白；延髓外侧网状核；肌电；下行紧张性抑制
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ｅｆｆｅｃｔｏｎｒａｔ′ｓｈｅａｒｔｎｏｃｉｃｅｐｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃａｐｓａｉｃｉｎ；ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；ｌａｔｅｒａｌｒｅｔｉｃｕ
ｌａｒｎｕｃｌｅｕｓ；ｅｌｅｃｔｒｏｍｙｏｇｒａｍ；ｄｏｗｎｗａｒｄｔｅｎｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

　　延髓外侧网状核（ｌａｔｅｒａｌｒｅｔｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｕｓ，ＬＲＮ）
在下行镇痛系统中发挥重要作用，激活ＬＲＮ能够抑
制脊髓背角神经元的伤害性反应，产生镇痛作

用［１２］。本课题组前期的研究也表明，激活 ＬＲＮ对
大鼠心包内注射致痛物质诱发的背斜方肌放电具有

抑制作用［３４］。研究表明，心包内注射致痛物质能够

诱发ｃＦｏｓ在脊髓的表达［５６］。ｃＦｏｓ是公认的伤害
性感受神经元兴奋的标志物。环磷酸腺苷反应元件

结合蛋白（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）在炎症、神经损伤等
诱发的自发性疼痛、痛觉过敏以及中枢敏化的形成

过程中发挥重要作用［７９］。在脊髓痛觉过敏模型中

磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ
ｔｅｄｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｐＣＲＥＢ）具有诱导 ｃＦｏｓ表达的作
用，提示 ｐＣＲＥＢ可能是 ｃＦｏｓ表达的必要条件［１０］。

伤害性刺激后ＣＲＥＢ磷酸化更加敏感和迅速，因此，
ｐＣＲＥＢ作为神经元激活的指标被广泛地应用于痛
觉相关研究中。辣椒素作为一种化学致痛物质常被

用来诱发心脏伤害性感受反应。辣椒素通过激活伴

随交感神经和迷走神经的感觉神经末梢实现痛觉信

息向中枢的传递。但致痛物质诱发的下行抑制作用

是通过化学或电刺激激活 ＬＲＮ内神经元产生的，
ＬＲＮ对心包内注射辣椒素诱发的心脏伤害性感受
是否具有下行紧张性调控作用尚不清楚。本研究拟

探讨大鼠心包内注射辣椒素对 ｐＣＲＥＢ在脊髓背角
表达的影响及 ＬＲＮ对心脏伤害性感受的下行紧张
性调控作用，以期为其临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性１０周龄 ＳｐｒａｕｇｅＤａｗｌｅｙ大鼠
３０只，体质量２８０～３００ｇ，由西安交通大学医学院
动物实验中心提供。

１．２　主要试剂与仪器　戊巴比妥钠粉、辣椒素干粉
购自美国Ｓｉｇｍａ公司，兔抗大鼠ｐＣＲＥＢ多克隆抗体

购自美国Ａｂｃａｍ公司，吐温８０、无水乙醇购自广东
光华化学有限公司，多聚甲醛、苦味酸购自天津福晨

化学试剂厂；蠕动泵购自保定兰格恒流泵有限责任

公司，小动物呼吸机购自淮北市淮北正华生物仪器

设备有限公司，ＢＬ４２０Ａ生物信号采集与分析系统
及压力换能器购自成都泰盟生物科技有限公司，大

鼠脑立体定位仪购自日本 Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ公司，冰冻切片
机购自德国Ｌｅｉｔｚ公司，Ｏｌｙｍｐｕｓ生物显微镜购自日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．３　试剂的配制　辣椒素溶液的制备：辣椒素干粉
１ｍｇ溶于０．５ｍＬ吐温８０和０．５ｍＬ无水乙醇混合
液中，４℃ 保存，使用时用生理盐水稀释到
０．０１ｇ·Ｌ－１。戊巴比妥钠注射液的制备：将戊巴比
妥钠粉溶解于生理盐水中，配制成 ２０ｇ·Ｌ－１的注
射液。

１．４　动物分组及模型制备　采用随机数字表法将
３０只雄性１０周龄清洁级 ＳｐｒａｕｇｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机
分为空白组、溶媒组、辣椒素组、ＬＲＮ电损毁组和
ＬＲＮ电损毁 ＋辣椒素组，每组 ６只。各组大鼠以
２０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠（５５ｍｇ·ｋｇ－１）腹腔注射麻
醉。空白组大鼠不进行手术处理。溶媒组、辣椒素

组、ＬＲＮ电损毁组和ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组大鼠均
行心包内插管术。具体措施：于左侧上胸部第１到
第３肋软骨处行开胸术，暴露胸腺和心脏。用玻璃
探针在大鼠心包膜上开一小孔，将内径０．０５１ｃｍ、
外径 ０．０９４ｃｍ、长１２～１４ｃｍ、远端有数个小洞的硅
胶管顺胸腺中线经此孔插入心包约２ｃｍ，依次缝合
各层胸壁组织，以固定心包插管。ＬＲＮ电损毁组和
ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组大鼠行双侧ＬＲＮ电损毁，具
体方法：将大鼠头部固定于脑立体定位仪上，剪开枕

骨处头皮，钝性分离附着于枕骨处的肌肉，剥离骨

膜，暴露枕骨。用微型电钻钻透枕骨，保留硬脑膜，

用咬骨钳剥离部分枕骨，在闩部水平去除硬脑膜和

软脑膜。以写翮为零坐标确定核团位置，确定 ＬＲＮ
三维坐标位置为：吻侧 ０．３～０．５ｍｍ，旁开 １．８～
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２．２ｍｍ，脑表面下 ２．８～３．２ｍｍ。用内径为
０．２ｍｍ的同芯电极，按确定的坐标位置用电动微推
进器将同芯电极推入至ＬＲＮ，给予双侧ＬＲＮ无序电
损毁。电损毁参数：０．１ｍｓ，１００Ｈｚ，１００μＡ的阳极
电流３０ｓ。大鼠心包插管后１ｈ，回抽心包积液。溶
媒组大鼠于心包内注射０．２ｍＬ溶媒（含有０．１ｍＬ
的吐温８０和０．１ｍＬ无水乙醇）；辣椒素组及 ＬＲＮ
电损毁＋辣椒素组大鼠于心包内注射０．２ｍＬ辣椒
素（０．０１ｇ·Ｌ－１）；ＬＲＮ电损毁组大鼠不注射任何
溶液。暴露各组大鼠左侧背斜方肌，同芯电极以

３０°的角度插入背斜方肌约１．５～１．７ｍｍ。心包内
注射药物同时，通过 ＢＬ４２０Ａ生物信号采集与分析
系统记录其肌电（ｅｌｅｃｔｒｏｍｙｏｇｒａｍ，ＥＭＧ）反应数目，
空白组大鼠在维持麻醉１ｈ后记录 ＥＭＧ。ＥＭＧ幅
度超出基线活动（２０μＶ）的１０％，可认为是由辣椒
素诱发的反应。

１．５　灌注取材及切片制备　各组大鼠经心包内注
射药物３０ｍｉｎ后，暴露大鼠心脏，经左心室升主动脉
插管灌注固定。先用１５０ｍＬＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ
７．４）快速灌流，继之以约２００ｍＬ含体积分数３０％饱
和苦味酸和含 ４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛的磷酸缓冲液
（０．１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．４）快速灌注固定，然后再以同
样的固定液２５０ｍＬ缓慢滴注，持续ｌ．５～２．０ｈ。灌
注完毕后取各组大鼠 Ｔ３～Ｔ５脊髓，置于上述新鲜
固定液中固定４ｈ（４℃）。将固定后的组织转入磷
酸缓冲液中（４℃），沉底后，冰冻切片，脊髓切片厚
约３０μｍ。Ｔ３～Ｔ５脊髓按照切片顺序隔３取１，分２
组收集于含 ０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ的洗片盒中备用。
１．６　免疫组织化学染色法检测大鼠脊髓背角中
ｐＣＲＥＢ的表达　各组脊髓切片置于体积分数３％
过氧化氢中孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１）漂洗
５ｍｉｎ，山羊血清室温封闭 １ｈ，加入一抗 ｐＣＲＥＢ
（１１０００），４℃孵育７２ｈ，ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１）漂
洗５ｍｉｎ，生物素标记山羊抗兔二抗室温孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１）漂洗５ｍｉｎ，辣根过氧化
酶标记的链霉卵白素室温孵育２ｈ，ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１）
漂洗５ｍｉｎ，二氨基联苯胺显色并在光学显微镜下观
察至细胞质出现黄色或棕黄色而背景未明显黄染终

止反应。设立阴性对照，用ＰＢＳ代替一抗。Ｏｌｙｍｐｕｓ
光学显微镜（ＢＸ５１）照相，ＳＰＯＴ软件对切片进行图像
采集，ＩｍａｇＰｒｏＰｌｕｓ软件计数 ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞
数目。

１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用单因素方差分析，两两比较采用最小显著

性差异法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　５组大鼠背斜方肌 ＥＭＧ反应数目比较　结
果见表１。空白组、溶媒组及 ＬＲＮ电损毁组大鼠背
斜方肌均无超出基线活动１０％的 ＥＭＧ反应。辣椒
素组大鼠背斜方肌ＥＭＧ反应数目显著高于空白组、
溶媒组和 ＬＲＮ电损毁组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组大鼠背斜方肌ＥＭＧ
反应数目均显著高于空白组、溶媒组、ＬＲＮ电损毁
组及辣椒素组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　５组大鼠背斜方肌ＥＭＧ反应数目比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＥＭＧｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆ
ｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＥＭＧ反应数目／个
空白组 ６ ０．０±０．０
溶媒组 ６ ０．０±０．０
辣椒素组 ６ ２６９３．５±８０．０ａｂｃ

ＬＲＮ电损毁组 ６ ０．０±０．０
ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组 ６ ３０２１．２±１１０．０ａｂｃｄ

　　注：与空白组比较ａＰ＜０．０５；与溶媒组比较ｂＰ＜０．０５；与ＬＲＮ电

损毁组比较ｃＰ＜０．０５；与辣椒素组比较ｄＰ＜０．０５。

２．２　５组大鼠脊髓背角中ｐＣＲＥＢ的表达　结果见
表２。空白组大鼠Ｔ３～Ｔ５脊髓背角中ｐＣＲＥＢ免疫
阳性细胞数与溶媒组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。辣椒素组大鼠 Ｔ３～Ｔ５脊髓背角
ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数显著高于空白组和溶媒组，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＬＲＮ电损毁组大
鼠脊髓背角ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数与空白组和溶
媒组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＬＲＮ电损
毁＋辣椒素组大鼠脊髓背角 ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞
数显著高于空白组、溶媒组、辣椒素组、ＬＲＮ电损毁
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　５组大鼠脊髓背角ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数目比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐＣＲＥＢｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉ
ｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｉｎａｌｄｏｒｓａｌｈｏｒｎｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｉｖｅ
ｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｐＣＲＥＢ阳性细胞数目／个
空白组 ６ １０．５０±１．３８
溶媒组 ６ １１．３３±１．２１
辣椒素组 ６ １１１．００±６．８７ａｂ

ＬＲＮ电损毁组 ６ １４．１７±１．４７
ＬＲＮ电损毁＋辣椒素组 ６ １６４．３３±９．０７ａｂｃｄ

　　注：与空白组比较ａＰ＜０．０５；与溶媒组比较ｂＰ＜０．０５；与辣椒素

组比较ｃＰ＜０．０５；与ＬＲＮ电损毁组比较ｄＰ＜０．０５。

３　讨论

心源性疼痛的发生通常是由于各种原因导致心

肌缺血发作时释放多种化学物质引起的，如钾离子、

５羟色胺、缓激肽、三磷腺苷等，并激活伴随心交感
和心迷走神经的传入纤维末梢［１１１３］。研究表明，心

肌和心脏表层的 Ｃ类纤维末梢广泛分布着辣椒素
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受体（瞬时型感受器电位香草醛亚型），其能够被多

种化学性致痛物质激活，是心脏重要的伤害性感受

器之一［１４１５］。ＱＩＮ等［１６］研究发现，大鼠心包内注射

辣椒素激活了心脏传入纤维末梢，显著改变了脊髓

内心脏伤害性感受神经元的活动。

ＣＲＥＢ是一种促使基因转录增强的真核生物结
合型转录因子，以去磷酸化的无活性形式存在于细

胞核中，通过磷酸化激活后发挥其作用。许多

ＣＲＥＢ的靶基因被证实与中枢敏感性有关，如ｃＦｏｓ、
强啡肽、脑啡肽、降钙素基因、相关肽受体基因等，这

些由 ＣＲＥＢ介导的基因表达，在各种伤害性刺激引
起的神经元长时程可塑性变化中发挥重要作

用［１７１８］。观察ｃＦｏｓ在中枢神经系统的空间表达状
况是探索伤害性感受神经通路最常用的方法之

一［１９］。但伤害性刺激后 ＣＲＥＢ磷酸化更加迅速和
敏感，因此，ｐＣＲＥＢ作为伤害性刺激后神经元激活
的指标较ｃＦｏｓ更敏感［２０］。

由于本研究对大鼠手术创伤较大，为了避免手

术创伤对大鼠脊髓背角中ｐＣＲＥＢ表达的影响，各组
大鼠均在手术完毕１ｈ后进行心包内注射药物，心
包内注射药物３０ｍｉｎ后灌注取材检测 ｐＣＲＥＢ的表
达。本研究发现，辣椒素组和ＬＲＮ电损毁 ＋辣椒素
组大鼠的背斜方肌 ＥＭＧ反应数目以及脊髓背角中
ｐＣＲＥＢ免疫阳性细胞数均显著高于空白组、溶媒组
和ＬＲＮ电损毁组，表明大鼠心包内注射辣椒素能诱
发背斜方肌 ＥＭＧ反应（心脏躯体运动反射的指
标），辣椒素作为一种化学刺激物能够激活心脏伤

害性感受传入纤维末梢，同时证明ｐＣＲＥＢ可作为心
脏伤害性感受观测指标之一。这与本课题组前期研

究一致［２１］。

ＬＲＮ是中枢内源性镇痛系统的一个重要结构。
本课题组前期的研究表明，局部化学刺激或电刺激

激活ＬＲＮ神经元对心脏伤害性感受产生显著的镇
痛效应［４］，但是对于ＬＲＮ是否对心脏伤害性感受具
有下行紧张性抑制作用不清楚。本研究中 ＬＲＮ电
损毁 ＋辣椒素组大鼠组大鼠 ｐＣＲＥＢ免疫阳性神经
元在脊髓背角的表达较辣椒素组显著增多，提示

ＬＲＮ对大鼠心脏伤害性感受具有下行紧张性抑制
作用，而其机制还需进一步的研究。
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