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单发佐剂性关节炎大鼠脊髓单胺类递质及代谢产物含量分析
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摘要 :目的　探讨慢性关节炎症痛时脊髓单胺类递质和代谢产物含量及释放量的变化。方法　采用完全弗氏

佐剂在大鼠一侧后肢造成单发性关节炎模型 ,用高效液相色谱法分别测定致炎前及致炎后 1～9周大鼠脊髓

灌流液和脊髓背角单胺类递质及其代谢产物的含量。结果　(1)致炎 5周后脊髓去甲肾上腺素释放量增加而

同期含量降低 ,炎症 1～9周期间脊髓 3 - 甲氧基 - 4 - 羟基苯乙二醇释放量明显减少 ; (2) 5 - 羟吲哚乙酸脊

髓释放量在第 5周降低而同期含量升高 ; (3) 3 ,4 - 羟基苯乙酸脊髓释放量明显降低但含量变化不明显 ,高香

草酸未见有明显改变。结论　单胺类递质及代谢产物参与了慢性炎症痛期间内源性镇痛系统的作用。
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　　慢性炎症痛临床常见 ,其发生机制目前尚不清楚。以

往的研究证明脊髓是痛觉调制的关键部位[1 ] ,而单胺类递

质在内源性镇痛系统中起着极其重要的作用。有研究表明

脊髓水平阿片能、去甲肾上腺素能和 5 - 羟色胺能系统的

激活可产生抗伤害性感受作用 ,单胺下行抑制系统在急性

伤害感受和炎症痛过程中的作用已有较多研究[2～4 ]。本研

究以完全弗氏佐剂 ( Complete Freund’s Adjuvant , CFA)造成

的单发佐剂性关节炎为模型 ,测定脊髓中单胺类递质及代

谢产物在慢性炎症痛过程中含量和释放量的变化 ,以探讨

其在慢性炎症痛中的作用及可能的机制。

1　材料与方法

111　实验动物分组及模型制备

雌性Wistar大鼠 ,体重 160～200g ,由北京医科大学实

验动物中心提供。每笼 6～8只群养 ,室温 (20 ±1) ℃。自

然照明 ,自由饮水、饮食。动物随机分为 5组 ,每组 12只 ,

第 1组为正常对照组 ,不做任何处理 ,另外 4组在 10 %水合

氯醛 (300mg/ kg ,ip)麻醉下 ,向右踝关节腔内注射 CFA造成

单发性关节炎动物模型。

112　仪器与主要试剂

11211　仪器 :6A系列高效液相色谱仪 ,SIL - 6A自动进样

器 ,L - ECD - 6A电化学检测器 (日本岛津公司) ;Maclab/ 4e

四导记录仪及 Chart和 Peak软件 (澳大利亚Adinstruments公

司) ;Alltima C18反相柱 (250mm×416mm ,美国 Alltech公司)

及国产保护柱 ;P - 1型蠕动泵 (瑞典 Pharmacia公司)。

11212　主要试剂 :样品预处理试剂 A液为 014mol/ L 高氯

酸 ,B 液为 20mmol/ L 柠檬酸钾、300mmol/ L 磷酸氢二钾和

2mmol/ L EDTA12Na的混合液去甲肾上腺素 (NE)、3 - 甲氧

基 - 4 - 羟基苯乙二醇 (MHPG)、多巴胺 (DA)、5 - 羟吲哚乙

酸 ( 5 - HIAA)、高香草酸 ( HVA)、3 , 4 - 羟基苯乙酸

(DOPAC)、辛烷基硫酸钠 (octyl sulfate)均为 Sigma产品 ;甲醇

为色谱纯 ,高氯酸、一水合柠檬酸、二水合柠檬酸三钠、ED2
TA12Na柠檬酸钾、磷酸氢二钾均为分析纯试剂 ,北京化工

厂产品 ;实验用水为去离子水再经双蒸处理。

113　色谱条件

11311　流动相 :选用柠檬酸—柠檬酸钠缓冲液 (0115mol/ L) ,

pH413 ,含 011mol/ L EDTA12Na , 120mmol/ L辛烷硫酸钠及 10 %

甲醇(v/ v) ,流动相使用前新鲜配制 ,循环使用 1周 ,每天经

0145μm滤膜负压过滤兼脱气。

11312　标准品 :精确称取 NE、MHPG、5 - HIAA、DA、DOPAC、

HVA各溶于去离子双蒸水中配成 1mg/ mL , - 80℃保存 ,临

用前用去离子双蒸水稀释为 10μg/ mL ,定量混合 ,并用流动

相稀释使其中每种标准品的浓度都一致。

114　样品收集和预处理

1. 4. 1　样品收集 :致炎后 1、3、5、9周 ,实验大鼠在 10 %水

合氯醛 (300mg/ kg ,ip)麻醉下 ,经寰枕膜向脊髓蛛网膜下腔

插入外径 0161mm , 内径 0128mm的 PE - 10聚乙烯管至腰

膨大部位 ,插入长度为 715～815mm。再将外径 0191mm的

PE - 50聚乙烯管与 PE - 10管并行向尾部插入 1cm。用恒

速泵将人工脑脊液以 1mL/ 30min的速度经 PE - 10管灌流

脊髓 ,每只动物连续灌流 60min。动物脊髓灌流后迅速断头

处死 ,取出完整脊髓 ,剪出腰膨大并将背腹侧分开。取右背

侧腰髓放入 Eppendorf管置 - 80℃冻存。

1. 4. 2　样品预处理 : (1)脊髓灌流液预处理 :灌流结束 ,各

收集管立即于 4℃、12000r/ min离心 20min ,取上清 , - 80℃

冷冻离心抽干 ,冻干样品分析前以 300μL A液复溶 ,充分混

匀后 4℃、12000r/ min离心 20min ,上清再加入 1/ 2 A液体积

的 B液 , 4℃12000r/ min离心 10min ; (2)脊髓背部组织的抽
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提 :冻存样品加入 300μL A液 ,冰浴中超声匀浆 1min ,匀浆

液 4℃12000r/ min离心 20min ,取上清 250μL ,下同脊髓灌流

液加入 B液并离心。处理后的样品定量转移至 300μL进样

瓶中 ,由自动进样器进样。

1. 5　观察指标

各组大鼠的脊髓背部组织抽提液和脊髓灌流液经上述

预处理后用高效液相色谱法分别测定单胺类递质及其代谢

产物的脊髓含量和释放量。

116　统计学处理

实验数据均以平均值±标准差表示 ,采用 SPSS 1010统

计软件 ,组间比较采用单因素方差分析 , P < 0105为差异有

统计学意义。

2　结果

211　炎症过程中 NE及代谢产物MHPG的变化

与正常对照组大鼠相比 ,关节炎大鼠脊髓 NE含量于

致炎第 3 周起下降 ,至第 5 周降至最低 ,仅为致炎前的

31 % ,至第 9周出现明显恢复趋势。而脊髓 NE释放量在炎

症后期的第 9周升高 ,NE代谢产物MHPG的脊髓释放量在

整个炎症的 1～9周均明显低于正常 , 经统计学处理 ,差异

有统计学意义 ( P < 0101) ,表 1。

表 1　单胺类递质及代谢产物的自发释放量及患侧脊髓背半侧含量 ( n = 12)

检测指标 正常对照组
致炎后 (周)

1 3 5 9

NE 自发释放量 (pmol/ L) 5184±0148 3160±0113 — 6142±2100 12137±1112 3

含量 (pg) 1190±0129 1178±0119 1197±0118 0159±0121 3 3 1127±0123

MHPG 自发释放量 (pmol/ L) 13109±1152 7162±0129 3 3 — 7124±1168 3 3 5129±0130 3 3

5 - HIAA 自发释放量 (pmol/ L) 39127±2141 35140±4154 — 26164±3165 3 36120±1184

含量 (pg) 0171±0114 0155±0106 1129±0114 3 1107±0123 3 0143±0107

DOPAC 自发释放量 (pmol/ L) 6186±0173 4161±0173 3 — 2199±0136 3 3 3161±0133 3 3

含量 (pg) 0108±0101 0109±0101 0113±0102 3 0111±0101 0107±0101

HVA 自发释放量 (pmol/ L) 6103±0152 5170±0171 — 6176±2101 7129±1168

　与正常对照组比较 3 P < 0105 , 3 3 P < 0101

212　炎症过程中 5 - HIAA的变化

关节炎大鼠脊髓 5 - HIAA含量于 3～5 周明显升高

( P < 0105) ,至 9周时降至正常以下。其释放量于致炎后第

5周明显降低 ( P < 0105) ,表 1。

213　炎症过程中 DA及代谢产物 DOPAC、HVA的变化

关节炎大鼠脊髓 DOPAC含量致炎后 3周有一过性升

高 ,第 5周后可见恢复趋势 ,直至第 9 周。脊髓灌流液中

DOPAC释放量在炎症 1～9周期间均明显低于正常。DA的

另一代谢产物 HVA在整个炎症期间脊髓释放量未见明显

改变 ,表 1。脊髓组织和灌流液样品中 DA在检测中呈现

“全或无”现象 ,只有约一半样品出现与标准品对应的色谱

峰 ,而其它样品在相同保留时间内未能检测到结果。

3　讨论

脊髓 NE在针刺镇痛中的作用与吗啡极为相似 ,即 NE

下行系统在针刺镇痛中也起着重要的作用[5 ]。有文献报

道 ,脊髓中释放的 NE或外源性给予肾上腺素受体激动剂

可加强吗啡、芬太尼和 DPDPE的镇痛作用[6 ,7 ]。本实验结

果显示在炎症痛的慢性期 ,脊髓 NE的含量降低而释放量

增加 ,此结果与上述理论相符。NE的变化出现在炎症的后

期 ,提示 NE作为经典的神经递质在炎症痛过程中并不是

参与急性期最主要的化学物质 ,可能内源性的 NE主要在

机体内源性镇痛过程的后期发挥作用。且 NE释放并不随

痛敏的发展而减少 ,却随着炎症和痛敏的减轻而增加 ,提示

脊髓 NE可能反映了机体主动对抗炎症痛的活动 ,NE释放

的增加意味着炎症痛的缓解。MHPG是 NE在中枢神经中

的主要代谢终产物 ,测定脊髓灌流液中 MHPG的含量可反

映脊髓 NE代谢水平。MHPG含量在炎症的 1～9周均明显

降低提示在整个炎症期间 NE降解减少而再摄取增多 ,从

而使递质 NE更多地参与内源性镇痛过程。

由于痛反应机制的复杂性和 5 - 羟色胺 (5 - HT)受体

的多样性 ,5 - HT对痛觉的调节也是复杂的[5 ]。5 - HIAA

是中枢神经系统中 5 - HT最主要的代谢产物 ,脊髓组织和

脊髓灌流液中 5 - HIAA的变化可间接反映 5 - HT的变化

趋势。本实验结果显示脊髓背部腰膨大 5 - HIAA含量增

高 ,可能是由于同期释放量减少 ,造成的短时间积聚。而脊

髓 5 - HIAA在炎症期间的释放减少 ,推测可能是炎症期间

5 - HT代谢失活减少 ,亦或存在其它交互影响作用 ,尚需进

一步实验证实。

DA神经系统所涉及的生理功能较广泛而重要 ,包括针

刺镇痛与应激镇痛[5 ]。本研究发现脊髓组织样品和灌流液

中 DA极不稳定 ,呈一种“全或无”现象 ,约有一半样品出现

明显的 DA色谱峰 ,而其它样品在相同保留时间内只能看

到噪音范围内的基线波动 ,此结果与以往报道[8 ]类似 ,其产

生原因除动物之间的个体差异外可能还有其它尚待查明的

原因。本实验观察到脊髓 DOPAC释放量在整个炎症痛的

1～9周期间呈进行性降低趋势 ,而脊髓组织 DOPAC含量未

见有明显改变 ,推测在炎症痛期间脊髓 DA代谢失活减少 ,

提示 DA系统参与了疼痛过程 ,但具体作用机制尚待近一

步研究阐明。
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Cha nges of Sp i nal M onoa mi ne Tra ns mit t e r a n d Thei r M et a boli t es
i n Rats wit h A dj uva nt M onoa rt h ri t is

J IANG Yuan2xu1 , WANG Yun2 , FANG Ming2 , et al
(11Dept1 of Pharmacology , Ningxia Medical College , Yinchuan 750004 ;

(21Neuroscience Research Center , Beijing Medical University , Beijing 100083)

A bst ract : Objective 　To explore law of monoamine transmitters and their metabolites in the model rats of ad 2
juvant - induced monoarthritis1 M et hods 　Monoarthritic rat model was produced by injecting water - in - oil
complete Freun’d adjuvant (CFA) into the right tibio - tarsal joint , and then monoamine transmitters and their
metabolites in the spinal cord before and during 1 - 9 weeks of CFA injection were measured by reversed - phase
high performance liquid chromatography1 Res ults 　(1) The release of NE from spinal perfusate were increased
in arthritic rats 5 weeks after inoculation , and the content of NE in dorsal spinal cord were decreased at the same
period , while MHPG showed a significant reduction from 1 - 9 weeks1 (2) The spontaneous release of 5 - HIAA
was decreased at 5 weeks after injection of CFA1 At the same time , the content of 5 - HIAA in dorsal spinal cord
showed a opposite changes1 ( 3) During the period of inflammatory pain , the release of DOPAC decreased
markedly , but its content had a little change1 The release of HVA had not any change1 Concl usion 　Spinal
monoamine transmitter and their metabolites take part in the action of endogenous antinociception in adjuvant - in2
duced monoarthritic inflammatory pain1
Key wor ds : adjuvant monoarthritis ; spinal cord ; monoamine transmitter ; metabolites
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Alt e ra tion of I nt e r me di n Recep t ors i n Rat wit h Ac ut e He a rt Fail u re
J IA Yue2xia1 , LI Gui2zhong1 , YANG J ing2hui2 , et al

(1. Dept1 of Pathophysiology , Ningxia Medical College , Yinchuan 750004 ;
21 Institute of Cardiovascular Research , Peking University First Hospital , Beijing 100083)

A bst ract :Objective 　To investigate the alteration of functional receptors for intermedin in acute myocardial in 2
jury induced by isoproterenol (ISO) in rats1 M et hods 　Myocardial ischemia injury in rats was induced by sub2
cutaneous injection with ISO (60 mg/ kg/ day , 3days) ,as experimental group , sham operation group as control .
Intermedin (IMD) protein levels in ventricular tissues were examined by Western blot analysis 1 IMD binding sites
in myocardial sarcolemma were determined by radioligand assay 1 Res ults 　Rats treated with ISO , histological
sections showed severe myocardial ischemic injury1 The plasma LDH activity , plasma MDA content and myocar2
dial MDA content were higher than controls (all P < 0101) 1 Heart function decreased greatly and severe heart fail2
ure was observed1 Western blot analysis revealed that the IDM protein level in ISO - induced rats was 4 - folds
lower than that of controls1 IMD receptors were up - regulated by 118 % ( P < 0101) , While the affinity to
apelin was decreased ( Kd increased by 34 % , P < 0105) 1 Concl usion 　These results suggest that IDM protein
level is down - regulated and the IMD receptor system is up - regulated in ISO - induced myocardial ischemic in2
jury1 These changes probably are involved in the development of cardiac injury 1
Key wor ds : cardiac failure ; rat ; Intermedin ; myocardium ; isoproterenol
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