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摘要 　目的 :研究神经源性疼痛时吗啡镇痛效应的降低与中枢八肽胆囊收缩素 (CCK28) 的释放量

之间的关系。方法 :以切断大鼠单侧坐骨神经作为引起神经痛的动物模型 ,用放射免疫分析法 ,观

察术后第 3 ,7 ,10 和 14 天脑脊液中 CCK282ir 含量的变化 ,并在相应的时间点分别皮下注射吗啡

(4mg/ kg)和 CCKB 受体拮抗剂 L2365 ,260 (0. 5mg/ kg) ,观察痛阈 (辐射热甩尾潜伏期)的变化。结

果 : (1)大鼠单侧坐骨神经切断后一周 ,脑脊液中 CCK28 样免疫活性物质 (CCK282ir) 的浓度 (代表

中枢 CCK28 的释放量)增加了 125 % ,此时吗啡的镇痛效果降低 ,而 CCK拮抗剂使吗啡镇痛效果提

高。(2)坐骨神经切断后 1. 5～2 周 ,中枢 CCK28 释放减少或保持正常水平 ,此时吗啡镇痛效果正

常 ,CCK拮抗剂也不能使其效应进一步提高。(3) 假手术组大鼠于第 14 天 (第四次注射吗啡) 时 ,

吗啡作用减弱 (发生耐受) ,此时 CCK拮抗剂显示出对吗啡镇痛的加强作用。结论 :单侧坐骨神经

切断后一周吗啡镇痛效果减弱 ,可能与当时中枢 CCK28 释放过多有关。切断坐骨神经后中枢释放

CCK28 水平的变化 ,是影响阿片镇痛的重要因素。
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Abstract 　Objective : To investigate the relations between the release of cholecystokinin octopeptide

(CCK28) in spinal cord and the decrease of morphine2induced analgesia under neuropathic pain condi2
tion. Methods : Sciatic nerve transection in rats was used as an animal model of neuropathic pain. The

contents of CCK28 immunoreactivity (2ir) in cerebral spinal fluid (CSF) were determined 3 , 7 , 10 ,

and 14 days after surgery. Pain thresholds (tail flick latency) were also monitored simultaneously after

s. c. injection of morphine (4 mg/ kg) and a CCKB receptor antagonist , L2365 ,260 (0. 5 mg/ kg) . Re2
sults : (1) One week after unilateral sciatic nerve transection , CSF concentration of CCK282ir showed a

125 % increase. The effect of morphine2induced analgesia was significantly decreased , which could be

reversed by CCKB antagonist . (2) In 1. 5 2 2 weeks after surgery , the level of spinal CCK28 also either

reduced or kept normal. No change to morphine analgesia could be observed , and CCKB2 antagonist

had no further effect . (3) Rats with sham surgery showed decreased morphine analgesia (i. e. , toler2
ance) on the 14th day after the 4th injection of morphine. The analgesic effect of morphine could be en2
hanced by CCKB receptor blocker. Conclusion : The diminished analgesic effect of morphine maybe due

to an over release of CCK28. The level of centrally released CCK28 may play an important role in the

variation of opioid analgesia after sciatic nerve transection.
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　　近年来的研究表明 ,在病理痛发展过程中 ,动物

对外源性吗啡镇痛的相应性发生动态变化。例如 ,

炎症痛状态下 ,吗啡的镇痛作用比正常动物高 10

倍[1 ] ,而神经源性疼痛状态下 ,吗啡的镇痛效果较

差[2 ] 。以往的研究表明 , 中枢八肽胆囊收缩素

(CCK28) 具有对抗阿片镇痛的作用[3 ,4 ] 。那么 ,上

述病理性痛状态下吗啡镇痛效应的改变是否与抗阿

片肽 CCK28 的功能状态发生变化有关呢 ?

形态学研究证据表明 :外周神经损伤后 ,大鼠初

级感觉神经元中 CCK mRNA 及 CCKB 受体的 mR2
NA 均发生上调 ,而且二者的升高在时程上也是一

致的[5 ,6 ] 。行为药理学实验也证明 ,吗啡对单侧坐

骨神经切断所致的自残行为 (反映神经痛的指标之

一)的抑制作用差 ,但若与 CCKB 受体拮抗剂联合应

用 ,其抑制作用会显著提高[2 ] 。以上工作提示 ,在

神经源性痛状态下 ,CCK 的功能可能发生了上调 ,

因而导致吗啡镇痛效果的降低。然而能够真正反映

中枢神经系统中 CCK28 功能状况的指标 ———中枢

CCK28 的释放量 ,在神经源性疼痛过程中有何种动

态变化 ? 在此过程中吗啡的镇痛作用是否也有相应

的动态变化 ,二者是否具有某种一致性 ? 这些问题

迄今未见报道。本文采用放射免疫分析方法 ,观察

了坐骨神经切断的大鼠脑脊液中 CCK28 含量的动

态变化 ,并用行为药理学实验方法 ,研究了在此过程

中 CCK28 与吗啡镇痛作用两者的相互关系。

材料与方法

1. 测痛

成年雌性 Wistar 大鼠 (体重 200～300g) 由北京

大学医学部实验动物中心提供。所有测痛实验进行

时 ,室温均保持在 20 ±1 ℃。将大鼠装入特制的塑

料圆筒型固定器内[7 ] ,使其后肢及尾巴暴露在筒

外 ,待大鼠安静 30 分种后 ,采用 8. 75 毫米放映灯泡

(电压为 17V , 可调) ,发射出的直径约 5mm 的光

束 ,照射相当于尾部中、下三分之一交界处的皮肤。

采用与光源并联的电子计时器同步记录照射持续时

间 ,测定甩尾反应潜伏期 ( Tail2Flick Latency , TFL)

作为痛阈。调节电压使 TFL 保持在 4～6 秒。每隔

5 分钟测 TFL 一次 ,共测三次 ,取三次的平均值作

为基础痛阈。将给药后测得的 TFL 与基础痛阈比

较 ,以其变化百分率代表药物的镇痛效应。痛阈增

加超过 150 %时停止照射 ,以免灼伤皮肤 , 并以

150 %作为最大镇痛效果。

2. 坐骨神经切断术

大鼠在水合氯醛麻醉 (350mg/ kg , i. p . ) 下 ,接

受单侧坐骨神经切断手术。在左大腿中部后外侧切

开皮肤 ,钝性分离坐骨神经 ,于坐骨神经总干分叉前

的近端 ,切去 5mm 长一段。然后顺序缝合肌肉和皮

肤。假手术组只分离神经但不切断 ,其余操作同手

术组。

3. 大鼠脑脊液的抽取

大鼠在水合氯醛麻醉下 ,迅速暴露枕骨下缘的

环枕膜 ,将弯成 30 度角套有塑料管的针头 ,从枕骨

与环枕膜连接处插入到小脑延髓池 ,使套在针头上

的塑料管卡在环枕膜入口处。每只鼠抽取 100ml

脑脊液 (CSF) 。脑脊液取出后 ,在 95 ℃水浴中加热

10 分钟 ,220 ℃保存 ,等待做 CCK28 放射免疫测定。

4. CCK28 的放射免疫测定
125I2Bolton Hunter2CCK28 购 自 Amersham Inc

(U K) , 其放射比度不少于 2000ci/ mmol ;CCK28 标

准品为 Sigma 公司产品 ; CCK28 抗血清为美国

N IEH 洪昭雄博士惠增 ,滴度为 1 : 9000 ,与无硫

CCK28、CCK24、胃泌素、甲硫脑啡肽的交叉反应均

小于 0. 1 %。用γ2自动免疫计数器 ( Pharmacia2
L KB1275 型 , 对125 I 的计数效率 ≥75 %) ,测定沉淀

部分的放射性 ,该机自动给出标准曲线并打印测定

结果。每管最小可测浓度为 0. 4fmol/ ml ,批内误差

为 3. 0 % ,批间误差为 10. 3 %。

5. 数据处理及统计学检验

实验数据均采用中文版电子表格软件 Mi2
crosoft Excel 进行初步的统计学检验。其结果以均

值 ±标准误 (Mean ±SE)表示。多组数据之间的比

较采用方差分析 (ANOVA) ,继以 Newman2Keul’s

检验。以 P < 0. 05 作为差异存在统计学意义的标

准。

结 果

1. 坐骨神经切断大鼠 CSF 中 CCK282ir 含量的

动态变化

40 只实验鼠随机均分为 5 组 ( n = 8) 。第一组

不手术 ,直接抽取脑脊液 ,作 CCK的放射免疫测定 ,

作为正常大鼠 CCK基础水平对照。其它 4 组均行

坐骨神经切断术 ,术后分别在第 3、7、10 和 14 天抽

取 CSF ,用放射免疫法测定 CSF 中 CCK282ir 的含

量。结果见图 1 ,图中两条虚线之间的部分表示正

常大鼠 CSF 中 CCK282ir 含量的波动范围 (6. 25 ±
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2. 13 fmol/ ml) ;术后第 3 天 ,CCK282ir 含量略有降

低 (4. 35 ±2. 04 fmol/ ml) ,但仍属正常波动范围 ;

术后第 7 天 ,CCK282ir 含量显著升高 (14. 21 ±3. 2

fmol/ ml ,较对照水平高 125 % , P < 0. 05) ;而术后第

10 天 , CCK282ir 含量降至 0. 4 ±0 fmol/ ml ,仅为对

照水平的 6. 4 %( P < 0. 01) ,术后第 14 天又恢复至

正常水平 (7. 03 ±3. 81 fmol/ ml) 。

图 1 　左侧坐骨神经切断后脑脊液中 CCK28 含量的变化规律。图中

两虚线表示大鼠脑脊液中 CCK28 正常值的波动范围。3 , 3 3 : 与正常

组 (手术第 0 天)相比 ,分别为 P < 0. 05 和 P < 0. 01

Fig. 1 　Changes of CCK282ir in CSF following left sciatic nerve transac2
tion. The range between two dotted lines represents CCK282ir level in

CSF of normal rats. 3P < 0. 05 , 3 3P < 0. 01 , compared with day 0 (nor2
mal rats)

2. CCKB 受体拮抗剂 L2365 ,260 对坐骨神经切

断大鼠吗啡镇痛效果的影响

将 44 只雌性 Wistar 大鼠随机均分为 4 组 (每

组 n = 11) ,其中两组大鼠行左侧坐骨神经切断术

(切断组) ,其余两组给予假手术 (假手术组) 。两切

断组大鼠中 ,一组同时皮下注射吗啡 (4mg/ kg) 及

CCKB 受体拮抗剂 L2365 ,260 (0. 5mg/ kg) ,另一组

则与吗啡同时注射配药液 (0. 5ml/ kg) ,给药时间点

仍然取术后第 3、7、10、14 天 ,各给药一次。每次给

药前 ,先测基础痛阈 ,给药后 10 分钟再测甩尾变化

百分率 ,每隔 10 分钟测一次 ,共测三次 ,取三次甩尾

变化百分率的平均值 ,作为 30 分钟内的平均镇痛效

果。两个假手术组的给药及测痛方式与切神经组相

同。结果如图 2 所示。

坐骨神经切断术后第 3 天 ,切断组的吗啡镇痛

(MA)效果在 61. 4 ±12. 9 % ,与假手术组无显著差

异 ,s. c. 给予 L2365 ,260 后 ,吗啡镇痛效果略有增

加 ,但未达到显著水平。术后第 7 天 ,切断组 CCK2
82ir 含量明显升高 ,此时吗啡镇痛效果降到 26. 2 ±

7. 72 % ,比切断组第 3 天和假手术组第 7 天的镇痛

效果明显降低 ( P < 0. 05) , 经 s. c. L2365 ,260 预处

理后 ,吗啡的镇痛效果明显加强 (升至 103 ±14.

3 % , P < 0. 01) 。而假手术组无论是单给吗啡 ,还是

加注 L2365 ,260 ,吗啡镇痛效果与术后第 3 天相比

都无明显变化。

图 2 　L2365 ,260 对坐骨神经切断大鼠吗啡镇痛效应的影响。3 , 3 3 :

与吗啡加配药液组相比 , P < 0. 05 和 P < 0. 01 ; # : 与第三天组相比 ,

P < 0. 05

Fig. 2 　The influence of L2365 ,260 on morphine analgesic effect in sci2

atic nerve axotomic rats. 3P < 0. 05 , 3 3P < 0. 01 , compared with mor2

phine and vehicle group . # P < 0. 01 , compared with the third day after

sciatic nerve cut

术后第 10 天 ,CCK282ir 含量最低 ,但吗啡镇痛

效果与假手术组或术后第 3 天相比并无明显差异 ,

将 L2365 ,260 与吗啡同时注射时 ,假手术组的镇痛

效果显著高于切断组 ( P < 0. 05 图中未标出) 。术

后第 14 天 ,CSF 中 CCK282ir 含量恢复正常水平 ,吗

啡的镇痛也恢复正常 (73. 5 ±13. 7 %) ,此时 L2365 ,

260 不能加强 MA ,与术后第 3 天相比无显著性差

别。而假手术组在术后 14 天 ,即第 4 次 s. c 注射吗

啡后 ,其镇痛效果有下降趋势 (38. 1 ±12. 5 % , P <

0. 05) ,可能产生了耐受现象。加注 L2365 ,260 可使

吗啡镇痛恢复到正常水平。

讨 论

在神经源性疼痛状态下 ,人与动物对外源性吗
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啡的敏感性均降低 ,这一事实已有很多报道[2 ,8 ,9 ] ,

其机制的探讨集中在中枢及外周的内源性阿片肽与

抗阿片肽两方面。有报道表明 ,坐骨神经切断大鼠

初级感觉神经元中 CCK mRNA 水平升高 ,且其时

程变化与 CCKB 受体的 mRNA 升高的时程相一

致[5 ,6 ] 。但 CCK28 释放量是否有相应的变化 ,尚未

见报道。我们在一侧坐骨神经切断造成的神经源性

疼痛模型上 ,用放射免疫分析结合行为药理学实验

方法 ,发现坐骨神经切断后 ,CSF 中 CCK282ir 的含

量发生了双相变化 :术后第 7 天升至最高 ,第 10 天

降至最低 ,而第 3、第 14 天与正常水平相近。这是

首次在神经递质释放水平上给出的神经源性痛大鼠

脊髓 CCK功能存在可塑性改变的证据。

CCK28 作为重要的内源性抗阿片物质 ,在神经

痛大鼠 CSF 中有如此大的变化 ,很可能会影响吗啡

的镇痛效果。我们的实验结果表明 ,在神经切断术

后第 3、7、10、14 的四个时间点上分别 s. c. 注射

4mg/ kg 的吗啡 ,其镇痛效果与 CSF 中 CCK282ir 含

量的变化基本相符 :在术后第 3 和第 14 天两个时间

点上 ,CCK282ir 的释放量接近正常 ,吗啡的镇痛效

果也正常 ;在术后第 7 天 ,CCK282ir 释放量最高 ,此

时吗啡镇痛效果也明显下降 ,提示脊髓 CCK抗吗啡

的作用加强 ;当给予 CCKB 受体拮抗剂 L2365 ,260

阻断 CCK28/ CCKB 受体途径的作用后 ,吗啡的作用

又回复至正常水平 ,但假手术组动物却没有相应的

加强吗啡镇痛效应的现象。这些结果表明 ,上述吗

啡镇痛效应的下降确实是 CCK282ir 释放增加的结

果。

术后第 10 天 ,CCK282ir 的含量明显降低 ,即使

应用 L2365 ,260 也不能再加强其镇痛作用 ,是我们

所预期的结果。然而为什么中枢 CCK28 释放很低 ,

而吗啡的镇痛作用未见增强呢 ? 可能的原因如下 :

(1) 内阿片系统自身功能的降低 :有形态学证据表

明 ,周围神经损伤 (包括外周神经横切、外周神经松

结扎、脊神经切断等) 后 ,脊髓背角及背根神经节都

会发生可塑性变化 ,在神经损伤的近端有髓及无髓

神经纤维均有不同程度的变性[10 ,11 ] ,背角初级传入

神经元的突触联系减少[12 ] ,而此处正是阿片受体富

集的区域 ;Besse 等[13 ]还发现背根神经切除的大鼠 ,

背角δ受体丧失 70 % , m 受体丧失 60 % ; Stevens

等[14 ]进一步做了阿片受体结合实验的时程分析 ,他

们在大鼠单侧坐骨神经松扎 ( CCI) 术后第 2、5、10

天 ,检测脊髓背角 I2II 层、V 层及 X 层三个区域的

阿片受体数目 ,发现 CCI 术后第 10 天 ,双侧脊髓背

角的 I2II 层、V 层及 X层δ受体数目明显减少 ,这可

能是坐骨神经切断术后第 10 天 ,吗啡镇痛效果不好

的一个重要原因。(2) 其它神经肽的作用 :Bennett

等[15 ]用与上述实验相同的方法 ,证明了 CCI 术后初

期 ,坐骨神经初级传入末梢内 P 物质 ( SP) 及降钙素

基因相关肽 (CGRP) 降低 ,而手术后第 10 天 ,SP 及

CGRP 再复出现。SP 被认为是感觉神经初级传入

纤维中传递痛觉的一种神经递质 , 与其共存的

CGRP 则通过抑制 SP 的降解来加强 SP 的功能[16 ] 。

CCI 术后第 10 天 SP/ CGRP 的出现与δ受体数目减

少 ,在疼痛调制功能上都是一致的 ,均起到使吗啡镇

痛作用降低的作用。这一点恰巧与我们的大鼠坐骨

神经切断后第 10 天 ,吗啡的镇痛作用不佳的实验结

果相吻合。(3) 不能排除此时有其它抗阿片物质

(如血管紧张素 II , ACTH 等)功能活动增强的可能

性。

假手术组在第 4 次 (第 14 天) s. c. 注射吗啡时 ,

镇痛效果降低 ,可能是对吗啡镇痛效果产生了耐受。

而将吗啡与 L2365 ,260 联合应用时 ,镇痛效果明显

提高 ,说明多次 s. c. 注射吗啡 ,体内抗阿片物质

CCK28 的功能活动增强了 ,通过 CCKB 受体对抗吗

啡镇痛。而在坐骨神经切断的大鼠 ,第 4 次 s. c. 注

射同等剂量的吗啡却没有出现耐受现象。Wiesen2
feld2Hallin 曾报道 :坐骨神经完整的大鼠持续脊髓

灌注吗啡 (240mg/ day) 3～4 天后发生吗啡耐受 ,而

对坐骨神经切断大鼠经受同样的处理并没有出现吗

啡耐受现象[17 ] 。这一报道与我们的实验结果是一

致的。神经损伤后吗啡镇痛不易出现耐受现象 ,为

临床上持续使用阿片类药物治疗慢性神经源性痛提

供了一个依据。

总之 ,我们的结果表明 ,单侧坐骨神经切断后一

周吗啡镇痛效果减弱 ,可能与当时中枢 CCK28 释放

过多有关 ;切断坐骨神经后中枢 CCK28 释放水平的

变化 ,是影响阿片镇痛的重要因素。
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