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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨钙 ／钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱα（ＣａＭＫⅡα）对阿片诱导痛觉过敏（ＯＩＨ）大
鼠中央杏仁核（ＣｅＡ）抑制性突触后电流的影响。 方法　 实验一：取雄性 ＳＤ 大鼠 １２ 只，随机分为对

照组和 ＫＮ９３ 组，每组右侧 ＣｅＡ 立体定位置管恢复 １ 周后经颈皮下注射芬太尼（６０ μｇ ／ ｋｇ×４ 次，间隔

１５ ｍｉｎ）造 ＯＩＨ 模型，随后对照组及 ＫＮ９３ 组大鼠 ＣｅＡ 区分别注射 ５０％ＤＭＳＯ ０􀆰 ５ μｌ 或 ＣａＭＫⅡα 抑制

剂 ＫＮ９３ １０ ｎｍｏｌ，记录给药前后大鼠机械缩足反应阈（ＭＷＴ）和热缩足潜伏期（ＴＷＬ）。 实验二：另取

雄性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只，随机分为 Ｃｏｎ⁃１ 组、Ｃｏｎ⁃２ 组、ＯＩＨ⁃１ 组和 ＯＩＨ⁃２ 组，建模成功后制成脑片，其中

Ｃｏｎ⁃１ 组与 ＯＩＨ⁃１ 组用膜片钳记录 ＣｅＡ 区神经元自发抑制性突触后电流（ｓＩＰＳＣｓ）；Ｃｏｎ⁃２ 组和 ＯＩＨ⁃２
组记录 ＣｅＡ 区神经元微小抑制性突触后电流（ｍＩＰＳＣｓ），观察加用 ＫＮ９３ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 前后上述电流幅

值和频率的变化。 结果　 实验一：与造模前比较，造模后两组 ＭＷＴ 和 ＴＷＬ 均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与造模后比较，给药后 ＫＮ９３ 组 ＭＷＴ 和 ＴＷＬ 明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 实验二：与 Ｃｏｎ⁃１ 组比较，ＯＩＨ⁃１
组 ｓＩＰＳＣｓ 幅值和频率明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），给药后 ＯＩＨ⁃１ 组 ｓＩＰＳＣｓ 幅值和频率明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），
但对 Ｃｏｎ⁃１ 组无明显影响；与 Ｃｏｎ⁃２ 组比较，ＯＩＨ⁃２ 组 ｍＩＰＳＣｓ 幅值和频率亦明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），给
药前后 ＯＩＨ⁃２ 组与 Ｃｏｎ⁃２ 组 ｍＩＰＳＣｓ 幅值和频率差异无统计学意义。 结论　 ＣａＭＫⅡα 可抑制 ＣｅＡ 区

自发抑制性突触后电流，这可能是 ＣａＭＫⅡα 调制阿片诱导痛觉过敏的机制之一。
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０􀆰 ０５）， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ＫＮ９３ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃｏｎ⁃２， ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎ⁃
ｃｙ ｏｆ ｍＩＰＳＣｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＯＩＨ⁃２ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ􀆳ｔ ｂｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｙ ＫＮ９３．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣａＭＫⅡα ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｓＩＰＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｍｙｇｄａｌａ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＯＩＨ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｃｏｎ⁃
ｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＯＩＨ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ａｍｙｇｄａｌａ； Ｏｐｉｏｉｄｓ； Ｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ； Ｃａｌｃｉｕｍ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
Ⅱα； Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ

　 　 长期反复大量使用阿片类药物可导致痛觉敏

感，即阿片诱导的痛觉过敏（ｏｐｉｏｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒａｌ⁃
ｇｅｓｉａ， ＯＩＨ） ［１］，其机制尚未完全阐明。 近年来研究

发现，中央杏仁核（ＣｅＡ）与疼痛调制密切相关［２］，而
调制疼痛的重要分子钙 ／钙调素依赖性蛋白激酶

Ⅱα（ＣａＭＫⅡα）亦大量存在于杏仁核中［３］。 前期研

究发现，ＯＩＨ 大鼠 ＣｅＡ 区 ＣａＭＫⅡα 被激活［４］，并能

引起突触兴奋性增强［５］。 理论上，抑制性突触后电

流（ＩＰＳＣｓ）减弱会产生与突触兴奋性增强类似的效

应。 因此，本研究拟采用脑片膜片钳电生理技术，
观察 ＯＩＨ 时 ＣｅＡ 区神经元 ＩＰＳＣｓ 的变化，并探讨

ＣａＭＫⅡα 对 ＩＰＳＣｓ 是否有调制作用。

材料与方法

实验动物　 健康雄性 ＳＤ 大鼠 ４４ 只，体重 ８０ ～
１００ ｇ，由湖北省实验动物研究中心提供，室温下自

由饮水和摄食，光照与黑暗 １２ ｈ 交替进行。 所有动

物实验均严格遵循国家卫生机构制定的实验室动

物指南。
实验分组 　 实验一：取雄性 ＳＤ 大鼠 １２ 只，采

用随机数字表法分为两组（ｎ ＝ ６）：对照组和 ＫＮ９３
组。 两组均进行右侧杏仁核立体定位置管，待其恢

复 １ 周后制备 ＯＩＨ 模型，模型成功后分别向对照组

大鼠 ＣｅＡ 区注射 ５０％ＤＭＳＯ ０􀆰 ５ μｌ，ＫＮ９３ 组给予

ＣａＭＫⅡα 抑制剂 ＫＮ９３ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
实验二：另取雄性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只，随机分为四

组：Ｃｏｎ⁃１ 组、Ｃｏｎ⁃２ 组、ＯＩＨ⁃１ 组和 ＯＩＨ⁃２ 组。 ＯＩＨ⁃
１ 组和 ＯＩＨ⁃２ 组制备模型，Ｃｏｎ⁃１ 组和 Ｃｏｎ⁃２ 组皮下

注射生理盐水，６􀆰 ５ ｈ 后制成脑片，其中 Ｃｏｎ⁃１ 组与

ＯＩＨ⁃１ 组用脑片膜片钳记录 ｓＩＰＳＣｓ； Ｃｏｎ⁃２ 组和

ＯＩＨ⁃２ 组记录 ｍＩＰＳＣｓ，然后在记录过程中采用脑脊

液持续灌流法将 ＫＮ９３ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 加入记录槽后观

察上述电流幅值和频率的变化。
ＯＩＨ 动物模型建立　 大鼠经颈皮下注射芬太尼

（批号： １１７０４０７） 制备痛觉过敏模型［６］，每次 ６０
μｇ ／ ｋｇ，间隔 １５ ｍｉｎ，共 ４ 次，累计给药 ２４０ μｇ ／ ｋｇ。

中央杏仁核区立体定位置管给药 　 大鼠腹腔

内注射 １０％水合氯醛 ３ ｍｌ ／ ｋｇ 麻醉后固定于脑立体

定位仪上，头顶备皮消毒后，暴露颅骨前囟和矢状

缝，参大鼠脑立体定位图谱［７］ 于右侧杏仁核（坐标：
前囟后 ２􀆰 ０ ｍｍ，中线旁开 ４􀆰 ２ ｍｍ，颅骨下 ７􀆰 ５ ｍｍ）
植入带管芯的套管牙胶水泥固定后缝合皮肤。 恢

复 １ 周后，将注射内管一端经导管插入杏仁核，另一

端经 ＰＥ 管与微量注射器相连，用微量泵 ０􀆰 ２５
μｌ ／ ｍｉｎ缓慢给药 ０􀆰 ５ μｌ，待药物弥散后拔出注射内

管装上导管帽。
疼痛行为学检测 　 于生理盐水或芬太尼注射

后 ６􀆰 ５ ｈ 测定机械缩足反应阈（ＭＷＴ）和热缩足潜

伏期（ＴＷＬ）。 机械痛阈采用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝测定。
将大鼠放入特制笼内适应 ３０ ｍｉｎ，从 １􀆰 ０ ｇ 开始，用
不同压力 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝垂直作用于左足掌面，出
现抬足舐足等行为为阳性反应，采用升降法计算

ＭＷＴ。 热痛阈采用 ＢＭＥ⁃４１０Ｃ 测定。 将大鼠静置

于有机玻璃箱内适应 ３０ ｍｉｎ，将热源透过玻璃板照

射于左足掌中央，自动记录 ＴＷＬ，防止热辐射损伤

截断时间为 １５ ｓ，照射间隔至少 ５ ｍｉｎ，重复至少 ３
次取平均值。

脑片制备　 人工脑脊液（ＡＣＳＦ）于 ２５°Ｃ 恒温水

浴槽中充氧备用，解剖液置于冰上充氧备用，ｐＨ 调

至 ７􀆰 ３ ～ ７􀆰 ４。 水合氯醛腹腔注射麻醉造模成功

６􀆰 ５ ｈ的大鼠后，迅速取出脑组织置于 ４ ℃ 解剖液

中，快速修剪后用胶水固定右脑，用冰冻振动切片

机将右脑切成 ３００ μｍ 的薄片，参照大鼠立体定位

脑图谱［７］，选取含 ＣｅＡ 的 ２ ～ ３ 张脑片迅速移入

ＡＣＳＦ 孵育槽内孵育 １ ｈ。 单个脑片移至记录槽，蠕
动泵以 ２ ｍｌ ／ ｍｉｎ 灌流 ＡＣＳＦ。

全细胞电压钳记录　 硅胶玻璃电极（４～６ ＭΩ）
内灌注电极内液，施加适量正压后，靠近状态良好

的神经元，释放正压，封接（电阻值达到吉欧以上）
上后，施加负压破膜，破膜后行快、慢电容补偿，全
细胞状态下记录。 钳制电压设定为－７０ ｍＶ，记录稳

定后，向灌流液中加入非 ＮＭＤＡ 受体拮抗剂（ＣＮＱＸ
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 以阻断兴奋性电流记录 ｓＩＰＳＣｓ，或加

ＣＮＱＸ（ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和动作电位阻断剂 （ ＴＴＸ １
μｍｏｌ ／ Ｌ）记录 ｍＩＰＳＣｓ，再观测 ＡＣＳＦ 中加 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＫＮ９３ 后 ｓＩＰＳＣｓ 和 ｍＩＰＳＣｓ 的幅值和频率变化。
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采用 ｐＣＬＡＭＰ１０ 软件分析固定时长（５ ｍｉｎ）的幅值

和频率。
统计分析　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件进行

数据分析。 正态分布计量资料以均数 ±标准差

（􀭰ｘ±ｓ）表示，痛阈组间比较采用成组 ｔ 检验，ＩＰＳＣｓ 频
率和幅值组间比较采用单因素方差分析，组内比较

采用重复测量设计的方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有

统计学意义。

结　 　 果

实验一 　 与造模前比较，造模后对照组和

ＫＮ９３ 组 ＭＷＴ 和 ＴＷＬ 均明显降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）；与造

模后比较，给药后 ＫＮ９３ 组 ＭＷＴ 和 ＴＷＬ 明显升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 １—２）。

　 　 注：与造模前比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与造模后比较，ｂＰ＜０􀆰 ０１

图 １　 两组大鼠 ＭＷＴ 的比较

　 　 注：与造模前比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与造模后比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５

图 ２　 两组大鼠 ＴＷＬ 的比较

实验二 　 与 Ｃｏｎ⁃１ 组比较，ＯＩＨ⁃１ 组 ｓＩＰＳＣｓ 幅

值和频率明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；给予 ＫＮ９３ 后，ＯＩＨ⁃１
组 ｓＩＰＳＣｓ 幅值和频率明显升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但对

Ｃｏｎ⁃１ 组幅值和频率无明显影响（图 ３—５）。
与 Ｃｏｎ⁃２ 组比较，ＯＩＨ⁃２ 组 ｍＩＰＳＣｓ 幅值和频率

明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；给予 ＫＮ９３ 前后 ＯＩＨ⁃２ 组与

Ｃｏｎ⁃２ 组 ｍＩＰＳＣｓ 幅值和频率差异无统计学意义（图
６—８）。

图 ３　 Ｃｏｎ⁃１组与 ＯＩＨ⁃１组钳制电位为－７０ ｍＶ 时的

典型 ｓＩＰＳＣｓ 记录

　 　 注：与 Ｃｏｎ⁃１ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与加药前比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 ＣａＭＫⅡα抑制剂 ＫＮ９３ 对 ＯＩＨ 大鼠 ＣｅＡ 区

神经元 ｓＩＰＳＣｓ 幅值的影响

　 　 注：与 Ｃｏｎ⁃１ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与加药前比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 ＣａＭＫⅡα抑制剂 ＫＮ９３ 对 ＯＩＨ 大鼠 ＣｅＡ 区

神经元 ｓＩＰＳＣｓ 频率的影响

讨　 　 论

本实验通过脑片膜片钳电生理技术，观察到

ＯＩＨ 时 ＣｅＡ 区神经元抑制性突触后电流（ｓＩＰＳＣｓ 和

ｍＩＰＳＣｓ）减弱，发现 ＣａＭＫⅡα 对 ｓＩＰＳＣｓ 有调制作

用。 前期研究表明，ＯＩＨ 大鼠 ＣｅＡ 区 ＣａＭＫⅡα 被激

活后引起突触兴奋性增强［４－５］。 因此，ＣｅＡ 区 ＣａＭＫ
Ⅱα 对突触传递的调制是 ＯＩＨ 的关键机制。
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图 ６　 Ｃｏｎ⁃２组与 ＯＩＨ⁃２组钳制电位为－７０ ｍＶ 时的

典型 ｍＩＰＳＣｓ 记录

　 　 注：与 Ｃｏｎ⁃２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５

图 ７　 ＣａＭＫⅡα抑制剂 ＫＮ９３ 对 ＯＩＨ 大鼠 ＣｅＡ 区

神经元 ｍＩＰＳＣｓ 幅值的影响

　 　 注：与 Ｃｏｎ⁃２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５

图 ８　 ＣａＭＫⅡα抑制剂 ＫＮ９３ 对 ＯＩＨ 大鼠 ＣｅＡ 区

神经元 ｍＩＰＳＣｓ 频率的影响

芬太尼诱导后，大鼠在 ６􀆰 ５ ｈ 时痛阈最低，此时

右侧 ＣｅＡ 区 ＣａＭＫⅡα 明显激活［４］，因此本实验均选

择在造模后 ６􀆰 ５ ｈ 进行。 另有文献也显示，只有右

侧杏仁核参与了疼痛易化且可以产生与疼痛相关

的突触可塑性变化［８］，由于存在强烈的对侧疼痛投

射通路［９］，故本实验行为学测定均在大鼠左侧足底

进行，而大鼠右侧足底并不会出现与左侧相同的行

为学变化。 立体定位给药及脑片膜片钳电生理实

验均采用右侧 ＣｅＡ 区。
ＣａＭＫⅡ是一种功能丰富的蛋白激酶，在目前已

发现的 ５ 种亚型中，α 和 β 大量存在于神经组织（如
杏仁核）中，ＣａＭＫⅡα 参与细胞内 Ｃａ２＋水平调节，对
神经元电活动及基因转录等均有调节作用［１０］。
ＣａＭＫⅡα 被磷酸化后通过与其结合的 Ｃａ２＋与 ＮＭＤＡ
受体 ＮＲ２Ｂ 亚基结合，从而激活 ＮＭＤＡ 受体，后者

又可进一步激活 ＣａＭＫⅡα，形成正反馈，最终引起

ＯＩＨ 大鼠外周和 ／或中枢长时程增强［１１］。 本研究显

示，ＯＩＨ 时 ＩＰＳＣ 减弱，加入 ＫＮ９３ 后 ｓＩＰＳＣｓ 可恢复

至正常，提示 ＣａＭＫⅡα 也可通过抑制 ＣｅＡ 区 ｓＩＰＳＣｓ
参与 ＯＩＨ 痛觉过敏的调制。 结合前期研究 ＯＩＨ 时

ＣｅＡ 区 ＣａＭＫⅡα 的激活引起神经元兴奋性突触增

强［５］，表明 ＯＩＨ 状态下 ＣｅＡ 区生理 ＥＡＡｓ（兴奋性氨

基酸） ／ ＩＡＡｓ（抑制性氨基酸）的平衡被打破。 这种

失衡现象在 Ｇｏｎｇ 等［１２］ 研究中也有报道，他们发现

在蜂毒痛模型中前扣带回神经元也表现为兴奋性

突触后电流增强，抑制性突触后电流减弱。
ＧＡＢＡ 是神经系统主要的抑制性递质［１３］，

ＧＡＢＡ 与 ＧＡＢＡＡ 受体结合后，可引起突触后膜

ＧＡＢＡＡ通道开放，Ｃｌ－内流增加，突触后膜超极化，产
生快的 ＩＰＳＣｓ，发挥突触后抑制效应，抑制神经元放

电［１４］。 本研究电生理结果显示，在 ＯＩＨ 时 ＩＰＳＣｓ 的

频率和幅值均降低，表明 ＩＰＳＣｓ 的抑制是 ＯＩＨ 形成

的重要机制之一。 本研究仅观察到 ＣａＭＫⅡα 抑制

剂 ＫＮ９３ 对 ｓＩＰＳＣｓ 的幅值和频率有明显影响，而对

ｍＩＰＳＣｓ 没有明显影响，这可能是因为 ｓＩＰＳＣｓ 是依

赖于突触前动作电位的 ＧＡＢＡ 释放，而 ｍＩＰＳＣｓ 是

在阻断动作电位的基础上而记录的，其具体机制还

有待进一步研究。
综上所述，ＣａＭＫⅡα 可抑制 ＣｅＡ 区自发性抑制

性突触后电流，这可能是 ＣａＭＫⅡα 调制阿片诱导痛

觉过敏的机制之一。
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·读者·作者·编者·

《临床麻醉学杂志》关于一稿两投问题的声明

为维护学术刊物的严肃性和科学性，也为了维护作者的名誉和向广大读者负责，本刊编辑部重申坚决反对一稿两投并采

取以下措施：（１）作者和单位对来稿的真实性和科学性均应自行负责。 刊出前需第一作者在校样首页亲笔签名，临床研究和

实验研究来稿的通信作者也需亲笔签名。 （２）来稿需附单位推荐信，应注明稿件无一稿两投，署名无争议，并加盖公章。 （３）
凡接到编辑部收稿回执后 ３ 个月内未接到退稿通知，系稿件仍在审阅中，作者欲投他刊，或将在他刊上发表，请先与编辑部联

系撤稿，切勿一稿两投。 （４）编辑部认为来稿有一稿两投嫌疑时，在认真收集有关资料和仔细核对后通知作者，并由作者就此

问题作出解释。 （５）一稿两用一经证实，将择期在杂志上刊出其作者单位和姓名以及撤销该文的通知；向作者所在单位和同

类杂志通报；２ 年内拒绝发表该作者为第一作者所撰写的任何来稿。
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