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摘 要：【目的】　利用人胚胎肾细胞 293（HEK293）观察G蛋白门控内向整流钾离子通道（GIRK）亚单位GIRK1
和GIRK2在吗啡耐受后的表达和分布变化。【方法】　使用HEK293细胞转染慢病毒 pLV-CMV-GIRK1-T2A-GIRK2-
P2A-MOR，构建过表达GIRK1、GIRK2和µ阿片受体（MOR）的稳转HEK293细胞，使用吗啡（1 µmol/L，24 h）处理该

稳转细胞，构建吗啡耐受HEK293细胞模型。细胞免疫荧光检测细胞模型中MOR与GIRK1和GIRK2的分布及共定

位情况。ELISA检测 cAMP含量变化确定建立吗啡耐受HEK293细胞模型。细胞免疫荧光和免疫印迹法检测吗啡

耐受后GIRK1和GIRK2的分布及蛋白水平变化。多功能酶标仪测量荧光强度检测吗啡耐受后细胞膜电位水平变

化。【结果】　在稳转 HEK293 细胞中，免疫荧光化学显示 GIRK1 和 GIRK2 主要在胞膜上表达，少量在胞浆中，

GIRK1 和GIRK2与MOR共定位，且GIRK1和GIRK2共定位。与对照组相比，吗啡处理 1 h组 cAMP显著降低（1.42±
0.07 vs.0.72±0.12，P=0.001 0），吗啡处理 24 h组 cAMP出现显著升高（0.72±0.12 vs.1.98±0.17，P=0.000 5）。荧光双染

显示吗啡处理 24 h 后，吗啡耐受组胞浆中 GIRK1（13.76±7.67 vs. 63.72±16.02，P＜0.000 1）和 GIRK2（7.16±2.61 
vs.32.92±7.67，P=0.002 9）显著增加。免疫印迹法显示吗啡耐受后膜蛋白GIRK1（1.11±0.14 vs.0.85±0.01，P=0.004 5）
和GIRK2（1.32±0.02 vs.0.86±0.08，P=0.000 1）的表达显著下调。膜电位检测显示，吗啡耐受细胞的超极化反应显著

减弱（-15.53±0.12）% vs.（-8.17±0.11）%，P＜0.000 1。【结论】　慢性吗啡处理能够诱导稳转HEK293细胞膜GIRK1和

GIRK2表达下调。
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Abstract：【Objective】 To investigate the expression and distribution changes of G protein-gated inwardly rectifying 
potassium （GIRK） channel subunits GIRK1 and GIRK2 following morphine tolerance using human embryonic kidney 293 
（HEK293） cells.【Methods】 HEK293 cells were transfected with the lentiviral vector pLV-CMV-GIRK1-T2A-GIRK2-
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P2A-MOR to establish a stable cell line overexpressing GIRK1， GIRK2， and the µ-opioid receptor （MOR）.Morphine （1 
µmol/L， 24 h） was applied to these stable cells to construct a morphine-tolerant HEK293 cell model. Cellular 
immunofluorescence was used to examine the distribution and co-localization of MOR with GIRK1 and GIRK2.ELISA was 
performed to measure cAMP levels to confirm the establishment of the morphine-tolerant model. Cellular 
immunofluorescence and Western blot were employed to analyze the distribution and protein expression changes of GIRK1 
and GIRK2 after morphine tolerance. A multimode microplate reader was used to measure fluorescence intensity for 
detecting changes in cellular membrane potential following morphine tolerance.【Results】 In the stable HEK293 cells， 
immunohistochemistry showed that GIRK1 and GIRK2 were primarily expressed on the plasma membrane， with minimal 
presence in the cytoplasm.Both GIRK1 and GIRK2 co-localized with MOR and with each other.Compared with the control 
group， cAMP levels significantly decreased after 1 h of morphine treatment （1.42±0.07 vs.0.72±0.12， P=0.001 0）， while 
they significantly increased after 24 h of treatment （0.72±0.12 vs. 1.98±0.17， P=0.000 5）. Fluorescence double staining 
revealed that after 24 h of morphine treatment， the morphine-tolerant group showed a significant increase in cytoplasmic 
GIRK1 （13.76±7.67 vs. 63.72±16.02， P＜0.000 1） and GIRK2 （7.16±2.61 vs. 32.92±7.67， P=0.002 9）. Western blot 
analysis indicated that the expression of membrane proteins GIRK1 （1.11±0.14 vs. 0.85±0.01， P=0.004 5） and GIRK2 
（1.32±0.02 vs. 0.86±0.08， P=0.000 1） was significantly downregulated after morphine tolerance. Membrane potential 
measurements showed that the hyperpolarization response in morphine-tolerant cells was significantly attenuated （-15.53±
0.12） % vs.（-8.17±0.11） %， P＜0.000 1.【Conclusion】 Chronic morphine treatment can induce downregulation of GIRK1 
and GIRK2 expression on the plasma membrane in stable HEK293 cells.
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［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2026，47（2）：251-258］

吗啡是临床治疗中重度疼痛的一线阿片类镇

痛药物，然而长期使用导致镇痛效果下降即吗啡耐

受严重限制了其临床疗效［1］。大量证据表明，痛觉

传递神经元兴奋性增加是导致耐受形成的重要原

因［2-3］，但机制不清。G 蛋白门控内向整流钾通道

（G protein-gated inwardly-rectifying potassium，GIRK）
是 G 蛋白偶联受体下游的关键效应器，被激活的

GIRK 通道通过介导钾离子外流引起细胞膜超极

化，在神经元膜电位稳态中发挥重要作用［4-5］。

GIRK通道通常由GIRK1-4亚基组成同源或异源四

聚体，形成功能完整的通道［5-7］。在神经系统中，

GIRK1 和 GIRK2 组成的异源四聚体是最常见的组

合形式［5， 8］。值得注意的是，GIRK通道下调导致的

痛觉传递神经元兴奋性增加被认为在神经病理性

疼痛形成中发挥了关键作用［9］。然而，GIRK 通道

作为介导吗啡镇痛效应的关键下游效应器［10-13］，

GIRK通道下调是否参与吗啡耐受相关的膜电位升

高目前未见报道。本研究拟通过构建共表达 µ 阿

片受体（MOR）、GIRK1和GIRK2亚基的HEK293细

胞模型，观察慢性吗啡处理对 GIRK通道表达和定

位的影响，探索吗啡诱导神经元兴奋性增加的机

制，为防治吗啡耐受形成提供潜在靶点。

1 材料与方法

1.1　实验用细胞株及载体

人胚胎肾 293 细胞购自武汉普诺赛生命科技

有 限 公 司 ；pLV-CMV-HA-Kcnj3-T2A-Kcnj6-
3xFLAG-P2A-Oprm1-Puro 载 体（由 基 因 Kcnj3、

Kcnj6和 Oprm1 3个基因片段拼接而成，T2A和 P2A
连接肽实现 3基因共表达，产生 3个独立蛋白）购自

睿博生物。

1.2　实验材料及主要试剂

大肠埃希菌 DH5α 感受态购自诺唯赞生物；

Polybrene （C0351） 、嘌 呤 霉 素 （ST551） 、

LiPofectamine 8000（C0533）购自碧云天公司；PEI
转染试剂/阳离子聚合物转染/（MW 40，000）购自

Polysciences 公司；Forskolin （S1612）购自碧云天公

司 ；人 环 磷 酸 腺 苷（cAMP）ELISA 试 剂 盒

（JRXW107096 ）购自睿信生物公司。吗啡购自宜

昌人福公司；ML297 （Abcam，ab14564，英国）；荧光

探针 DiBAC4（3）（HY-101892）购自 MCE。胎牛血

清（A5256701）、DMEM 培养基（C11995500BT）、胰

蛋 白 酶 -EDTA（质 量 分 数 0.25 %），含 酚 红

252



第2期 刘冰柯，等 .慢性吗啡诱导HEK293细胞GIRK1和GIRK2膜表达下调

（25200072）、青霉素-链霉素（100×）购自 Gibco 公

司。主要抗体：兔抗 GIRK1（Alomone Labs，APC-
005，以色列）；兔抗 GIRK2（Alomone Labs，APC-
006，以色列）；豚鼠抗MOR（Merck，AB5509，德国）；

兔抗 Na+/k+-ATPase（Abcam，ab58475，英国）；鼠抗

β -Tubulin（TransGen Biotech，M10615，中 国）；

Alexa Fluor488 羊抗鼠（Thermo，2309139，美国）；

Alexa Fluor488 羊抗兔（Thermo，2289872，美国）；

AlexaFluor488 羊抗豚鼠（Thermo，2409039，美国）；

Alexa Fluor546 羊抗鼠（Thermo，2306765，美国）；

Alexa Fluor546 羊抗兔（Thermo，2273718，美国）。

鼠源抗 GAPDH 单克隆抗体购自 TransGen Biotech
公司；HRP-Goat Anti-Mouse IgG（H+L）Conjugate 、
HRP-Goat Anti- Rat IgG（H+L）Conjugate，HRP-
Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）Conjugate 均 购 自

Jackson ImmunoResearch公司。

1.3　构建稳转细胞株

将 HEK293 细胞接种于含质量分数 10% 胎牛

血清、1×青霉素-链霉素的 DMEM/高糖培养基中，

在 37 ℃下持续通入体积分数 5%CO2和 95%空气进

行培养。第二天用 5 µg/mL 的 Polybrene 的培养基

替换原培养基，根据感染复数 MOI（Multiplicity of 
infection）分别加入适量慢病毒病毒悬液（pLV-
CMV-HA-Kcnj3-T2A-Kcnj6-3xFLAG-P2A-
Oprm1-Puro）和对照病毒（pLV-CMV-MCS-Puro），

37 ℃孵育 48 h，更换新鲜培养基，加入 4 µg/mL 工

作浓度的嘌呤霉素（Puromycin），37 ℃培养 48 h，去
除 Puromycin，筛选出稳定表达 GIRK1、GIRK2 和

MOR 的细胞株：293-CMV-GIRK1-GIRK2-MOR，

对照细胞：293-CMV-CON。

1.4　构建吗啡耐受细胞模型

将 293-CMV-GIRK1-GIRK2-MOR 细胞分别

种在 12 孔板中，当密度长至 70% 左右时，用培养

基稀释药物滴入细胞中混匀，使吗啡终浓度为

1 µmol/L，在 37 ℃培养箱分别处理 1 h、6 h、12 h、
24 h。实验分为对照组（con）、吗啡处理组（1 h、
6 h、12 h、24 h）。弃去原培养基，PBS润洗细胞去除

药物残留，换上 10 µmol/L的 Forskolin在 37 ℃孵育

30 min，用 RIPA 裂解液充分裂解细胞，用 ELISA 试

剂盒检测 cAMP 水平，操作按照试剂盒说明书进

行。以 cAMP含量增加检验模型构建是否成功。

1.5　免疫荧光化学

将细胞接种至提前包被好爬片的孔板中，用 1 
µmol/L吗啡或盐水处理细胞适当时间后，弃掉培养

基用 1×PBS润洗 1~2次，用 40 g/L多聚甲醛固定 10 
min，再次 1×PBS 润洗 3 次，加入质量分数 5% 血清

封闭 1 h，加入用质量分数 3% 血清稀释的一抗在

4 ℃孵育过夜，次日，回收一抗，1×PBS润洗 3次，加

入质量分数 3%血清稀释的二抗室温避光孵育 1 h，
1×PBS润洗3次，最后加入含DAPI的荧光抗猝灭剂

封片，晾干后用于共聚焦成像。

1.6　蛋白免疫印迹

用预冷的 PBS洗涤细胞 1~2次后，向每个细胞

培养孔中加入适量含有蛋白酶抑制剂的RIPA细胞

裂解液，冰上反应 20 min，收集裂解产物至 EP 管

中，在 14 000 ×g 的转速下 4 ℃离心 30 min，将蛋白

上清液转移至新的 EP 管，弃去沉淀。用去离子水

提前配置好适当体积的 1×电泳液、1×转膜液、1×
TBST 和 1×TBST 配置的质量分数 5% 脱脂奶粉。

Bradford 法测定蛋白浓度后，将蛋白上样缓冲液

（5×）按比例与蛋白样品混匀，于 100 ℃干浴锅中煮

10 min 变性，置于冰上冷却后将样品加入上样孔。

蛋白样品经质量分数 10%SDS- PAGE 凝胶先恒压

电泳 30 min，后采用 100 V 恒压完成跑胶。转膜装

置在冰浴条件下，调恒流 350 mA，转膜 45~ 60 min，
分子量大的蛋白质适当增加转膜时间。转膜

完成后用质量分数 5% 脱脂牛奶封闭 1 h；将 NC
膜放入按照适当比例稀释过的一抗中，GAPDH（1∶
10 000），Na+-k+-ATPase（1∶10 000），β-Tubulin（1∶
5 000），GIRK1（1∶10 000），GIRK2（1∶10 000），置于

摇床 4 ℃孵育过夜。次日，1×TBST 缓冲液洗膜 5
次，用 1×TBST按照 1∶5 000稀释二抗，将NC膜放入

稀释过的二抗中，置于摇床室温孵育 1 h。按照试

剂盒说明书配制ECL显色液，化学发光成像系统显

色后保存条带图像，用 Image J软件进行灰度分析。

1.7　膜电位检测

将293-CMV-GIRK1-GIRK2-MOR细胞种在24
孔板中，细胞用生理盐水或1 µmol/L吗啡预处理24 h
以诱导耐受。洗涤后，用电压敏感染料DiBAC₄（3）
（0.5 µmol/L，30 min）负载细胞。使用多功能酶标

仪监测荧光强度变化（激发光 490 nm，发射光

516 nm），在箭头所示时间点（t=2 min）加入 ML297
（终浓度 5 µmol/L）。荧光变化表示为 ΔF/F₀（%），
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其中 F₀为加入 ML297 前 2 min 基线记录的平均荧

光值。数据为6次独立实验的平均值±标准误。

1.8　统计学分析

采用 GraPhPad Prism 9.0 软件进行统计分析。

数据包含 3次独立的重复实验，符合正态分布及方

差齐的资料以平均值±标准差（Mean±SD）表示，两

组间比较使用 t检验，多组比较采用单/双因素方差

分析（one/two-way ANOVA），*P＜0.05、**P＜0.01、
***P＜0.001、****P＜0.000 1提示差异具有统计学

意义。ns代表P＞0.05，差异无统计学意义。

2 结 果
2.1　细胞模型中MOR与GIRK1和GIRK2的分布

与共定位

构建稳转细胞株，为了明确细胞模型构建成

功，细胞免疫荧光结果显示，建模前 HEK293 细胞

中无 GIRK1 和 GIRK2 表达（图 1A），而稳定过表达

GIRK1 和 GIRK2 后，GIRK1 和 GIRK2 蛋白主要在

HEK293 细胞的胞膜上表达，少量在胞浆中（图

1B）。为明确细胞模型中 GIRK1 和 GIRK2 与 MOR
的关系，我们采用了免疫双染法检测了 GIRK1 和

GIRK2 在细胞中与 MOR 的分布关系，GIRK1 和

GIRK2 与 MOR 在细胞中存在共定位且 GIRK1 和

GIRK2在细胞膜上共定位（图1B）。

2.2　吗啡耐受HEK293细胞模型的构建

建立吗啡耐受细胞模型，以 1 µmol /L 吗啡处

理稳转HEK293细胞 1 h、6 h、12 h、24 h后测量细胞

内 cAMP含量。经单因素重复测量方差分析，不同

处理时间点间 cAMP含量差异具有统计学意义（F=
49.28，P＜0.000 1）。采用 Bonferroni校正法进行事

后两两比较发现：处理 1 h 组（0.72±0.12） nmol/mg

A shows no expression of GIRK1 and GIRK2 in HEK293 cells before modeling. B shows the expression of MOR, GIRK1, and GIRK2 on the 
membrane of HEK293 cells after modeling, as well as the co-localization of GIRK1 and GIRK2. Scale bar=5 µm.

图1　MOR与GIRK1和GIRK2在HEK293细胞中的表达与共定位

Fig. 1　Expression and Co-localization of MOR with GIRK1 and GIRK2 in HEK293 Cell

254



第2期 刘冰柯，等 .慢性吗啡诱导HEK293细胞GIRK1和GIRK2膜表达下调

明显低于对照组（1.42±0.07）nmol/mg，差异具统计学

意义（P=0.001 0）。处理24 h组（1.98±0.09）nmol/mg
明显高于 1 h组（0.72±0.12）nmol/mg，差异具统计学

意义（P=0.000 5）。以上数据表明在吗啡处理 24 h
后，逆转了吗啡抑制细胞中 cAMP 的能力，吗啡耐

受细胞模型构建成功（图2）。

2.3　吗啡耐受细胞中GIRK1和GIRK2蛋白内化

及膜蛋白下调

为了进一步明确吗啡耐受细胞中 GIRK1 和

GIRK2蛋白的表达变化，本研究连续吗啡或生理盐

水处理稳转HEK293细胞 24 h后，通过细胞免疫荧

光检测胞浆中 GIRK1 和 GIRK2 荧光强度，结果显

示正常条件下 GIRK1 和 GIRK2 蛋白局限在胞膜

上，而吗啡耐受后 GIRK1 和 GIRK2 蛋白在胞质中

呈点状聚集，t检验显示，吗啡耐受组胞内荧光强度

GIRK1（63.72±16.02）明 显 强 于 对 照 组 GIRK1
（13.76±7.67），t=5.82，P＜0.000 1，差异有统计学意

义。吗啡耐受组胞内荧光强度GIRK2（32.92±7.67）
同样明显强于对照组 GIRK2（7.16±2.61），t=6.23，P
=0.002 9，差异有统计学意义（图 3A）。免疫印迹结

果显示，膜蛋白 GIRK1（1.11±0.14 vs.0.85±0.01，t=
3.21，P=0.004 5）和GIRK2（1.32±0.02 vs.0.86±0.08，t
=8.40，P=0.000 1）显著下调（图 3B），浆蛋白 GIRK1
（0.65±0.05 vs. 1.08±0.20，t=3.68，P=0.004 2）和

GIRK2（0.72±0.12 vs. 0.99±0.11，t=5.24，P=0.040 4）
显著上调（图 3C）。以上数据表明吗啡耐受稳转

HEK293细胞膜上GIRK1和GIRK2表达下调。

2.4　吗啡耐受细胞GIRK通道相关的超级化程度

减弱

为评估吗啡耐受对 GIRK 通道电位的影响，我

们使用荧光染料DiBAC₄（3）对稳转HEK293细胞进

行膜电位监测。在加入 ML297（5 µmol/L）激活后，

耐受细胞的超极化程度减弱。采用双因素重复测

量方差分析进行统计，对照组响应：ML297处理后

快速达到平台期，最大 ΔF/F₀约为-15.7%；吗啡耐

受组响应：显著减弱，最大 ΔF/F₀约为-8.2%；平台

期差异：在第 6~8 min，两组差异稳定且高度显著

（-15.53±0.12）% vs.（-8.17±0.11）% ，t=42.73，P＜

0.000 1，相对减弱约 52.7%。这些数据表明，吗啡

耐受导致稳转HEK293细胞GIRK通道相关的超级

化程度减弱。

3 讨 论
本研究中，我们首次成功构建了共表达MOR、

GIRK1和GIRK2通道的稳转HEK293细胞，通过检

测不同时长吗啡孵育所引起的 cAMP浓度变化，我

们证明长时间（24 h）吗啡孵育可引起细胞耐受。

此外，我们还发现吗啡耐受的细胞GIRK1和GIRK2
通道内化及膜蛋白水平下降，且伴随 GIRK相关的

膜电位变化幅度降低。这些结果提示，GIRK 通道

膜蛋白水平下调及其相关的细胞电位改变可能是

吗啡耐受形成的关键因素。

GIRK通道是MOR重要的下游效应器之一，阿

片药物与MOR结合后通过耦联Gi/o蛋白释放Gβγ
亚基激活 GIRK通道，引起钾离子外流与细胞膜超

极化，从而降低痛觉传递神经元兴奋性，是阿片类

药物产生镇痛作用的重要分子机制之一［4，12-16］。我

们前期动物实验发现，连续鞘内注射吗啡可诱导大

鼠镇痛耐受，并伴随脊髓背角 GIRK1 和 GIRK2 免

疫荧光信号减弱［17］，提示 GIRK 通道可能参与吗啡

耐受，然而，其具体分子机制尚不清楚。因此，本研

究从体外模型中系统探索了慢性吗啡对GIRK离子

通道表达和功能的影响。HEK293细胞背景干净、

转染效率高，便于精确操控外源基因表达［15，18］，故

 ELISA shows the changes in cAMP content induced by morphine 
at 1 h, 6， 12 h, and 24 h after modeling. n=3, F=49.28, P<0.000 1.
＃＃＃P<0.001 compared with the control group, ***P<0.001 compared 
with the 1 h group.

图2　不同时间点吗啡诱导 cAMP含量的变化

Fig. 2　Changes in cAMP content induced by morphine at 
different time points
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本研究选用该体系探究吗啡对 GIRK通道的影响。

研究中我们率先使用免疫荧光筛查，证实未转染的

HEK293 细胞内源 MOR、GIRK1 和 GIRK2 均为阴

性，随后以分子克隆建立三基因稳定共表达细胞

株［19］，通过免疫荧光验证外源 MOR、GIRK1 与

GIRK2共定位于细胞膜，成功构建了干净的MOR-
GIRK 信号轴模型。为了进一步验证稳转 HEK293
细胞上MOR的功能状态，我们检测了MOR经典下

游分子 cAMP 的浓度，结果发现吗啡孵育 1 h 后

cAMP的浓度显著降低。生理状态下，吗啡与MOR
结合抑制腺苷酸环化酶（adenylate cyclase， AC）的

活性导致 cAMP浓度降低［20］，因此结果证实该细胞

株的MOR信号通路处于正常状态。以往大量研究

证明，长时间激动MOR后可引起AC活性异常增加

从而导致 cAMP浓度反向升高［21］，研究发现在吗啡

耐受小鼠模型中 DRG 中 cAMP 浓度升高［22］。与以

往研究一致，我们发现长时间孵育吗啡后 cAMP浓

度反向升高，证明细胞处于吗啡耐受状态。

A: Changes in fluorescence after 24 h of morphine treatment.B,C: Changes in membrane and cytoplasmic proteins after 24 h of morphine treatment. 
A shows the internalization of GIRK1 and GIRK2 proteins in the cell model after morphine tolerance, n=4. Scale bar=5 µm. B shows the downregulation 
of GIRK1 and GIRK2 membrane proteins in the HEK293 cell model after morphine tolerance. C shows the increase in cytoplasmic GIRK1 and GIRK2 
proteins in the HEK293 cell model after morphine tolerance.*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,****P<0.000 1, compared with the control group, n=3.

图3　吗啡诱导GIRK1和GIRK2表达变化

Fig. 3　Morphine induces changes in GIRK1 and GIRK2 expression
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GIRK 通道广泛分布于心肌与神经元，是调控

细胞兴奋性的关键开关［14］。细胞膜表面功能性

GIRK 数量随神经活动动态变化，以维持和稳定神

经元兴奋性。以往研究表明，GIRK 膜表达水平失

调或功能异常与药物成瘾、唐氏综合征、阿尔兹海

默症、癫痫等多种神经病理有关［23-25］。本研究中我

们发现，持续吗啡孵育引起 GIRK1 和 GIRK2 的膜

蛋白水平降低，该结果与我们前期动物实验中观察

到吗啡耐受大鼠脊髓背角 GIRK1和 GIRK2表达降

低一致。我们的结果表明，与其他神经病理性疾病

一样，吗啡耐受的形成与 GIRK1 和 GIRK2 膜表达

水平失调密切相关。本研究选择 GIRK1 与 GIRK2
作为靶点，主要基于其在脊髓、大脑神经元中的丰

富表达，且与镇痛回路密切相关［8，17］。然而，不同脑

区 GIRK 亚型组合存在细胞类型特异性且功能不

同，例如有研究发现参与吗啡成瘾的并非是 VTA 
中GABA能神经元的GIRK1/GIRK2通道，而是多巴

胺能神经元的 GIRK2/GIRK3 通道［11］。因此，本文

结论并不能泛化到所有 GIRK亚型与脑区，特定神

经区域的不同亚型组合在吗啡耐受中的具体贡献，

需要未来动物研究进一步阐明。同时，我们通过共

聚焦显微镜清晰观察到吗啡耐受细胞存在 GIRK1

和 GIRK2 内化现象，该现象直接解释了吗啡导致

GIRK通道膜蛋白水平降低的原因。该现象的机制

可能是持续的吗啡刺激通过招募 β-arrestin 介导

MOR内化［26］，间接破坏维持GIRK膜定位所需的受

体信号微环境。另一方面，被激活的蛋白激酶 C
（protein kinase C， PKC）可直接磷酸化 GIRK 通道，

改变其门控特性、膜稳定性或与支架蛋白（如

RGS7、SNX27）的相互作用，从而促进其内吞［9，25，27］。

特别值得注意的是，PKCε亚型已被证明在阿片信

号中扮演特殊角色，其磷酸化可能构成 GIRK通道

功能调节的关键节点［9］。以上结果提示，GIRK 通

道的下调与功能抑制，是细胞水平吗啡耐受的一个

重要因素。

以往大量研究已证明，慢性吗啡可引起伤害性

感觉神经元等细胞神经兴奋性增加［27］，但具体分子

机制并未明确。我们研究发现，吗啡耐受细胞

GIRK 通道膜电位变化程度降低，间接提示超级化

程度减弱。由于吗啡耐受细胞 GRIK1和 GIRK2内

化且膜蛋白水平降低，因此我们推测吗啡可能通过

下调细胞膜 GIRK通道数量，使得钾离子外流减少

从而导致细胞超级化程度减弱，进而引起细胞去极

化倾向增强，使得神经元兴奋性升高。值得注意的

是 ，近 年 来 开 发 的 高 选 择 性 GIRK 激 活 剂

VU0466551［10］在急性与持续性痛模型中均表现出

良好镇痛效应，且与吗啡联用可协同增强镇痛、减

少吗啡用量，进一步支持“增强GIRK功能可对抗耐

受”这一策略的可行性。然而，由于条件所限，本研

究并未通过电生理实验直接检测 GIRK通道功能，

因此尚无法排除吗啡对单通道开放概率或动力学

参数的额外影响；后续工作应结合电生理与药理学

激活综合评估 GIRK功能变化，以全面阐明其在吗

啡耐受中的因果关系。

综上所述，本研究在细胞水平证明了长时间使

用吗啡可导致 GIRK1和 GIRK2内化以及膜蛋白水

平降低，同时伴随GIRK相关的电位变化程度降低。

这些结果强烈提示GIRK离子通道参与吗啡耐受的

形成，且其机制可能与膜电位改变相关。本研究不

仅深化了对吗啡耐受分子机制的理解，也为开发基

于GIRK通道调控的新型耐受干预策略提供了理论

依据。

 After incubation with fluorescent dye, the baseline fluorescence 
intensity (F ₀) of cells in the control group and the morphine tolerance 
group was measured using a multifunctional microplate reader for the 
first two minutes. Following the addition of ML297 (5 µmol/L), 
continuous detection was performed for 10 minutes.n=6, F=108.3, P<
0.000 1.

图4　GIRK通道膜电位变化时程曲线

Fig. 4　GIRK Channel Membrane Potential Change 
Time Course Curve
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