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川芎嗪通过抑制脊髓小胶质细胞活化缓解吗啡耐受
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摘　要　探讨川芎嗪对脊髓小胶质细胞活化和慢性吗啡耐受的影响并考察其作用机制。运用水浴甩尾法检测慢性吗
啡耐受小鼠甩尾痛阈；免疫荧光法检测小鼠脊髓水平小胶质细胞标记分子（ｉｏｎｉｚｅｄｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｅｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＢＡ１）
的变化情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｐ３８ＭＡＰＫ（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）磷酸化水平的改变，以及 ＲＴＰＣＲ法检
测川芎嗪对慢性吗啡耐受过程中白细胞介素１β（ＩＬ１β）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）ｍＲＮＡ表达水平的影响。实验结果发
现，川芎嗪（１５，３０，６０ｍｇ／ｋｇ）能够剂量依赖性地抑制吗啡引起的脊髓 ＩＢＡ１、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐ３８、ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平的升
高，改善慢性吗啡耐受。研究结果表明，川芎嗪能显著改善慢性吗啡耐受，其机制可能与抑制小胶质细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路有关。
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　　吗啡（ｍｏｒｐｈｉｎｅ）为经典的阿片受体激动剂，因
其强大的镇痛作用成为临床广泛应用的强效镇痛

药。然而，吗啡耐受的发生发展严重限制了临床应

用。吗啡耐受 （ｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ）是指长期应用吗

啡后其镇痛作用逐渐减弱，必须增加剂量才能得到

原来的药效。目前，关于吗啡产生耐受作用的机制

还未完全阐明清楚。越来越多的研究证实，胶质细

胞尤其是小胶质细胞的活化在吗啡耐受过程中发挥
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了重要作用［１］。吗啡可以直接或间接作用于小胶质

细胞［２－５］，引起小胶质细胞活化的关键酶丝裂原活

化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）ｐ３８的激活［６－７］，从而导致炎症

因子（如ＴＮＦα，ＩＬ１β）的合成和释放，这些炎症因
子的释放可促进脊髓背角痛觉相关神经元表面相应

受体的激活，从而促进中枢敏化，减弱吗啡的镇痛作

用［８－１１］。基于此，寻找一种安全有效的可以抑制小

胶质细胞活化的药物，并靶向ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，
对于治疗吗啡耐受具有非常重要的意义。

川芎嗪为中药川芎的有效成分，化学结构为四

甲基吡嗪（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ），川芎嗪吸收
到体内后，可有效透过血脑脊液屏障，且广泛的分

布在大脑皮层、小脑、中脑、脑干、纹状体、海马等部

位，具有改善循环、扩张血管、抗血小板聚集、改善

脑血流等作用。最近有研究表明［１２］，在大鼠背根

神经节中，川芎嗪可以与 ＡＴＰ结合受体（Ｐ２Ｘ受
体）结合，非竞争性地抑制 ＡＴＰ激活电流，从而发
挥一定的镇痛作用。近年来研究发现，小胶质细胞

中Ｐ２Ｘ受体在吗啡耐受中具有重要作用［２］，是吗

啡引起小胶质细胞活化的一个关键调节因子，提示

川芎嗪可能对吗啡引起的小胶质细胞活化具有抑

制作用。本实验旨在研究川芎嗪对吗啡引起的脊

髓水平小胶质细胞活化及其对吗啡耐受的影响，并

探讨其分子机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
川芎嗪（纯度９８％，南京泽朗植提技术有限公

司）；盐酸吗啡（沈阳第一制药厂）；无菌生理盐水

（北京双鹤药业股份有限公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ试剂盒
（日本ＴａＫａＲａ公司）；ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＧＡＰＤＨ引物
（南京金斯瑞生物科技有限公司）；多聚甲醛（纯度

９９％，美国Ｓｉｇｍａ公司）；羊源ＩＢＡ１抗体（１∶２００稀
释，美国Ａｂｃａｍ公司）；ＦＩＴＣ标记的抗羊荧光二抗
（１∶３００稀释，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；兔源ｐｐ３８、ｐ３８
抗体（１∶１０００稀释）、羊抗兔二抗（１∶４０００稀释）
（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ＧＡＰＤＨ抗
体（１∶８０００稀释，兔源，美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１２　动　物

健康雄性ＩＣＲ小鼠，清洁级，体重为１８～２２ｇ，
由江苏省南京医科大学动物中心提供，许可证号

为：ＳＹＸＫ（苏）２００９０００７。

１３　仪　器
荧光显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）；７３００Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ系统（英国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；Ｍｉｎｉ
Ｐｒｏｔｅａｎ４电泳仪（美国Ｂｉｏｒａｄ公司）。

"

　方　法

２１　热水浴法测定小鼠的基础痛阈
将雄性ＩＣＲ小鼠分为空白对照组、模型组、模

型给药组（１５，３０和６０ｍｇ／ｋｇ３个剂量组）以及正
常给药组（川芎嗪）。模型组（慢性吗啡耐受模

型）：皮下注射吗啡１０ｍｇ／ｋｇ，连续７ｄ，每天１次；
模型给药组（慢性吗啡耐受 ＋川芎嗪）：在每天注
射吗啡前提前１５ｍｉｎ分别腹腔注射（ｉｐ）不同剂量
的川芎嗪；正常给药组：在基础情况下每天腹腔注

射高剂量６０ｍｇ／ｋｇ川芎嗪，连续７ｄ，每天１次。
于试验前及末次给药后０５ｈ将小鼠尾１５～

３０ｃｍ浸入恒温水浴中（５２±０５）℃，用秒表记录
鼠尾自浸入水中到出现甩尾动作的时间，作为甩尾

反应的潜伏期（ｔａｉｌｆｌｉｃｋｌａｔｅｎｃｙ，ＴＦＬ），为防止组织
损伤，若小鼠１０ｓ未甩尾，则ＴＦＬ记为１０ｓ。ＴＦＬ用
最大效应百分数（ＭＰＥ）表示：ＭＰＥ＝（给药后ＴＦＬ－
给药前ＴＦＬ）／（１０－给药前ＴＦＬ）×１００％。
２２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白水平的表达

连续７ｄ皮下给予吗啡，于第７天给完吗啡后
０５ｈ取小鼠Ｌ４Ｌ６脊髓节段，按一定比例加入裂解
液，处理样品，经聚丙烯酰胺凝胶电泳，转移至ＰＤＶＦ
膜上，６％ＢＳＡ封闭液室温封闭２ｈ，加入抗ｐｐ３８、ｐ３８
一抗，４℃摇晃过夜，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，加入
二抗，室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，显色，
采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行数据分析。
２３　免疫荧光检测脊髓背角ＩＢＡ１表达

连续７ｄ皮下给予吗啡，于第７天给完吗啡后
０５ｈ，水合氯醛深麻下打开胸腔，经左心室向升主
动脉插管快速灌注生理盐水２０～３０ｍＬ冲洗血液，
然后灌注４％多聚甲醛磷酸缓冲液２０～３０ｍＬ，缓
慢滴注持续１０ｍｉｎ。取小鼠脊髓腰膨大部位放入
上述４％多聚甲醛固定液中，２４ｈ后转移至４０％蔗
糖溶液中４℃脱水至标本沉底３～５ｄ，ＯＣＴ胶包
埋，连续恒冷冰冻切片，片厚２５μｍ。

将切片加入到ＩＢＡ１抗体溶液中，４℃孵育１６～
１９ｈ，００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，加入
ＦＩＴＣ标记的抗羊荧光二抗，室温孵育２ｈ，ＰＢＳ漂洗
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３次，每次１０ｍｉｎ，５０％甘油封片后在荧光显微镜下
观察，并用ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６０软件进行数据分析。
２４　ＲＴＰＣＲ测定炎症因子ＩＬ１β和ＴＮＦαｍＲＮＡ
的表达

收集脊髓样品（分组见“２１”项），提取总
ＲＮＡ，应用 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ试剂盒的 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＡｓｓａｙ完成逆转录反应。反转录反应条件
为：３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。采用三步法ＰＣＲ扩增
标准程序完成 ｃＤＮＡ样品扩增。反应体系为：ｃＤ
ＮＡ模板０５μＬ，上游引物０５μＬ，下游引物０５
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３５μＬ，ＲＯＸ５μＬ，终体系１０μＬ（引物
序列见表１）。
２５　数据统计

结果均以珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ１１５分析软件进
行组间ｔ检验，各组数据以Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｏｍｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎＰＣＲ

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＩＬ１β Ｓｅｎｓｅ：ＴＣＡＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＡＧＧＣＣＡＣＡＧＧＴＡＴＴＴＴＧＴＣＧ
ＴＮＦα Ｓｅｎｓｅ：ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＧＡＰＤＨ Ｓｅｎｓｅ：ＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣ

#

　结　果

３１　对小鼠基础痛阈以及吗啡慢性耐受的影响
水浴甩尾法测定小鼠基础痛阈结果显示，川芎

嗪和生理盐水对正常的雄性小鼠的甩尾反应潜伏

期（ＴＦＬ）潜伏期没有显著影响（图１Ａ）。小鼠慢
性吗啡耐受实验结果显示，川芎嗪可以剂量依赖性

的改善吗啡耐受，其中高剂量的川芎嗪（６０ｍｇ／ｋｇ，
ｉｐ）改善效果最为显著（图１Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ（ＴＭＰ）ｐｒｅｖｅｎｔｅｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ａ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＭＰｏｎｔｈｅｐａｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄｏｆｎａｉｖｅｍｉｃｅ；Ｂ：ＲｏｌｅｏｆＴＭＰｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｍｉｃｅ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３２　对慢性吗啡耐受小鼠脊髓水平炎性因子
ＴＮＦα和ＩＬ１β的影响

结果（图２）表明，空白对照组中 ＴＮＦα和 ＩＬ
１βｍＲＮＡ水平较低；慢性吗啡耐受后（模型组），
ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ水平显著上升（与空白对照
组相比，Ｐ＜００５），而川芎嗪可剂量依赖性地抑制
慢性吗啡耐受后小鼠脊髓水平 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的
高表达（与模型组相比，Ｐ＜００５），其中６０ｍｇ／ｋｇ
川芎嗪抑制作用最为显著。

３３　对慢性吗啡耐受小鼠脊髓小胶质细胞活化的
影响

由图３可知，在慢性吗啡耐受模型中，ＩＢＡ１

表达水平显著升高（与空白对照组相比，Ｐ＜
０００１）；而川芎嗪（６０ｍｇ／ｋｇ，ｉｐ）能够显著抑制小
鼠脊髓 ＩＢＡ１的表达水平（与模型组相比，Ｐ＜
０００１）。
３４　对慢性吗啡耐受小鼠脊髓ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化
水平的影响

由图３可知，在慢性吗啡耐受模型组中，ｐ３８
ＭＡＰＫ磷酸化水平显著上升（与空白对照组相
比，Ｐ＜００５）；给予川芎嗪可以剂量依赖性地抑
制小鼠脊髓 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平的升高（与模
型组相比，Ｐ＜００５），并且对本底 ｐ３８的表达无
影响。

２３２
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴＭＰｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα（Ａ）ａｎｄＩＬ１β（Ｂ）ｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝４）Ａ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦαｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴＰＣＲＢ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴＰＣＲ
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴＭＰｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｅｎｕａｔｅｄｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｓｐｉｎａｌｍｉｃｒｏｇｌｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ａ：ＭｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈａｎＩＢＡ１ａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｂ：Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴＭＰｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰＫｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ，ｂｕｔｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎ
ｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ＭＡＰＫ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

%

　讨　论

以往关于吗啡耐受机制的研究多集中于神经

元上阿片受体（主要是 μ受体）的失能、脱敏等方
面，但这并不能很好地解释和解决吗啡耐受的问

题。近１０年来，中枢神经系统中以胶质细胞活化
为特征的神经炎症与耐受间的关系，受到越来越多

的重视和研究。大量研究表明，吗啡处理可以通过

神经元表面的吗啡受体和小胶质细胞表面的 Ｔｏｌｌ
ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４［５］间接或直接引起脊髓背角小胶质

细胞的显著活化，活化的小胶质细胞可以产生大量

炎症因子（包括ＴＮＦα和ＩＬ１β），这些炎症因子与
神经元表面的相应受体结合后，可促进 ＮＭＤＡ受
体的激活，促进钙离子内流，神经元兴奋性增强，从

而加重中枢敏化，使吗啡镇痛效果降低［１１，１３－１５］。

然而，给予小胶质细胞特异性抑制剂米诺环素，可

以降低炎症因子的表达，吗啡耐受得以缓解［１］。

除此之外，利用 ＩＬ１抗体、ＩＬ１受体阻断剂、ＩＬ１
基因敲除、ＩＬ１受体缺乏、ＩＬ１受体联合蛋白缺失
等方法阻断炎症因子的作用受体，也能延缓吗啡耐

３３２
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受的进程［３，８］。与此一致的是，本实验结果发现，

川芎嗪不仅可以剂量依赖性地延缓吗啡耐受，显著

抑制吗啡引起的脊髓水平炎症因子的高表达，并且

还能缓解脊髓背角小胶质细胞的活化。因此，本研

究进一步探讨了川芎嗪抑制小胶质细胞活化，缓解

吗啡耐受的可能机制。

大量研究表明，ＭＡＰＫ家族在吗啡耐受过程中
发挥了重要作用［１６－１７］。在脊髓水平，吗啡可以细

胞特异性地引起ＭＡＰＫ家族的激活，ＭＡＰＫ家族主
要有细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ），ｐ３８ＭＡＰＫ，ｃ
Ｊｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）和 ＥＲＫ５。其中，ｐ３８
ＭＡＰＫ的激活主要在脊髓背角的小胶质细胞中［８］，

并且给予ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０可以显著抑
制吗啡导致的小胶质细胞活化及炎症因子释放，从

而改善吗啡耐受［７，１８］。本实验结果显示，川芎嗪能

够剂量依赖性地抑制吗啡引起的 ｐ３８磷酸化水平
的上调，并且对本底 ｐ３８无影响。综上推测，川芎
嗪可能通过调节小胶质细胞中 ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸
化水平，抑制炎症因子的表达，从而缓解吗啡刺激

引起的小胶质细胞活化，进而缓解吗啡耐受。但

是，其详细的分子机制还有待于进一步探讨。

临床应用川芎嗪的剂型有磷酸川芎嗪片、注射

用磷酸川芎嗪等，其药理作用广泛，主要用于心脑

血管疾病的治疗。本研究首次阐明了川芎嗪可以

通过小胶质细胞中 ｐ３８信号通路抑制吗啡引起的
神经炎症，并缓解慢性吗啡耐受。由于川芎嗪相对

分子质量较小，可以较好地透过血脑脊液屏障，且

临床应用具有良好的安全性，为将来应用川芎嗪治

疗吗啡耐受提供了理论依据。
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