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摘 要：【目的】　观察G蛋白门控内向整流钾离子通道亚单位 2（GIRK2）在瑞芬太尼诱导的痛觉过敏大鼠背根

神经节和脊髓背角中的表达和分布的变化。【方法】　成年雄性SD大鼠尾静脉输注瑞芬太尼4 μg/（kg·min）2 h建立痛

觉过敏模型。瑞芬太尼注射后 6 h、1 d、3 d和 5 d，采用免疫荧光化学法观察GIRK2在瑞芬太尼诱导痛觉过敏大鼠

的背根神经节（DRG）和脊髓背角中分布的变化。采用免疫印迹法检测大鼠背根神经节和脊髓背角 GIRK2总蛋白

和膜蛋白的表达。最后，采用行为学评价瑞芬太尼输注后，鞘内注射 GIRK2特异性激动剂 ML297对痛阈的影响。

【结果】　免疫荧光结果显示，在背根神经节和脊髓背角 I-II板层，GIRK2主要与 IB4阳性的小神经元及其神经纤维共

定位，而瑞芬太尼注射后GIRK2表达显著降低。免疫印迹结果显示，静脉输注瑞芬太尼 1 d后，与对照组相比，背根

神经节 GIRK2总蛋白（0.47 ± 0.10 vs. 1.01 ± 0.17，P < 0.001）和膜蛋白（0.47 ± 0.11 vs. 1.06 ± 0.12， P < 0.001）表达水

平均显著减少；与背根神经节结果相一致的是，脊髓背角GIRK2总蛋白水平（0.52 ± 0.09 vs. 1.10 ± 0.08，P < 0.001）
和膜蛋白表达水平（0.54 ± 0.10 vs. 1.01 ± 0.13， P < 0.001）也显著降低。行为学结果显示，与生理盐水组相比，在瑞

芬太尼处理大鼠，ML297延长热撤足潜伏期的作用显著降低（P<0.001）。【结论】　持续静脉输注瑞芬太尼可能通过诱

导大鼠背根神经节和脊髓背角GIRK2表达下调诱发痛觉过敏。
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Abstract：【Objective】 To observe the changes in the expression and distribution of G protein-gated inwardly rectify⁃
ing potassium channel subunit 2 （GIRK2） in the dorsal root ganglion （DRG） and spinal cord dorsal horn of rats with remi⁃
fentanil-induced hyperalgesia.【Methods】 Hyperalgesia was induced by intravenous infusion of remifentanil 4 μg/kg/min 
for 2 h in adult male SD rats. At 6th hour and on days 1， 3 and 5 following remifentanil treatment， we used immunofluores⁃
cence to examine the changes in the GIRK2 distribution and expression. Immunoblotting was used to detect GIRK2 expres⁃
sion of the total protein and membrane protein in DRG and spinal dorsal horn of rats. Behavioral testing was applied to eval⁃
uate the effect of intrathecal injection of GIRK2-specific agonist ML297 on thermal nociceptive threshold on day 1 after 
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remifentanil infusion.【Results】 mmunofluorescence results showed that GIRK2 was mainly co-localized with IB4-positive 
small neurons in DRG and nerve fibers in spinal dorsal horn. GIRK2 expression was significantly downregulated following 
remifentanil treatment. Immunoblotting results revealed that on day 1 following intravenous infusion of remifentanil， com⁃
pared with those in the control group， GIRK2 expression levels of the total protein and membrane protein in DRG （0.47 ± 
0.10 vs. 1.01 ± 0.17， P < 0.001； 0.47 ± 0.11 vs. 1.06 ± 0.12， P < 0.001） and spinal dorsal horn （0.52 ± 0.09 vs. 1.10 ± 
0.08， P < 0.001； 0.54 ± 0.10 vs. 1.01 ± 0.13， P < 0.001） were all significantly decreased. The behavioral results showed 
that intrathecal ML297 effect on thermal withdrawal latency was significantly reduced following remifentanil treatment （P < 
0.001）.【Conclusions】 Remifentanil might induce hyperalgesia via down-regulating GIRK2 expression in rat DRG and spi⁃
nal cord dorsal horn.

Key words： remifentanil； hyperalgesia； G protein-gated inwardly rectifying potassium channel subunit 2； dorsal 
root ganglion； spinal cord
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瑞芬太尼作为 μ 阿片受体（μ-opioid receptor， 
MOR）激动剂，由于其具有超短效作用，临床上主

要用于全麻诱导、全麻中维持镇痛或辅助麻醉。但

临床以及基础研究均报道瑞芬太尼可诱发人或大

鼠痛觉过敏［1］。脊髓水平的中枢敏感化被认为是

介导瑞芬太尼诱导痛觉过敏的重要原因［2-6］，但机

制不清。GIRK 通道（G protein-gated inwardly recti⁃
fying K，GIRK）属于内向整流钾通道家族成员，其

在稳定和维持细胞兴奋性中发挥重要作用［7-8］。在

生理条件下，抑制性 G 蛋白偶联受体（G protein-
coupled receptors， GPCRs）激活后解离出的 Gβγ 亚

单位复合体激活 GIRK，后者通过介导外向钾离子

电流，降低细胞兴奋性，实现 GPCRs 的抑制性作

用［9-10］。功能性 GIRK通道是 GIRK1~4亚基组成的

同四聚体或异四聚体，其中GIRK1/2异四聚体已被

确定为神经元中主要的 GIRK通道。研究表明，阿

片类药物可通过外周MOR激活GIRK1/2通道产生

镇痛作用［11-18］。有意思的是，最近的研究表明，外

周神经损伤导致的背根神经节和脊髓背角 GIRK2
表达下调与痛觉过敏密切相关［19-20］。然而，阿片类

药物持续激活 MOR 能否通过调控 GIRK 表达导致

痛觉过敏尚未见报道。本研究拟利用瑞芬太尼诱

导的痛觉过敏大鼠模型，观察背根神经节和脊髓背

角GIRK2表达与分布的变化，同时通过行为学评价

特异性激活 GIRK对热痛阈影响的变化，为探究瑞

芬太尼是否通过调控GIRK诱导痛觉过敏的形成提

供新的参考依据。

1 材料与方法

1.1　实验动物

成年雄性 SD 大鼠，质量 200~250 g，购自中山

大学实验动物中心（国家级实验动物中心）。动物

生产许可证编号：SCXK（粤）2021-0029；动物质量

合格证：44008500016931。于室温为 25 ℃、湿度为

（50 ± 10）%、12 h光照-黑暗循环、安静的环境中单

笼饲养，自由摄食和饮水。1% 戊巴比妥钠腹腔注

射麻醉后，于实验物使用许可证号［SCXK（粤）

2017-0081］设施中取材，所有操作均经中山大学医

学院实验动物伦理委员会监管和批准实施（审批

号：SYSU-IACUC-MED-2020-B0051）。

1.2　尾静脉注射瑞芬太尼

将瑞芬太尼（宜昌人福公司，10A09151，中国）

溶解于 0.9% 生理盐水至终浓度为 40 μg/mL，大鼠

于 3.0%七氟烷（丸石制药有限公司，CN2L9117，日
本）麻醉后，电子注射泵（Asena PK，TCL-Ⅲ，英国）

尾静脉持续输注4 μg/（kg·min）2 h。
1.3　鞘内注射

大鼠鞘内注射的方法参考叶柳［21］的研究。分

别持续尾静脉输注生理盐水和瑞芬太尼 1 d后，大

鼠吸入异氟醚麻醉后，让大鼠保持俯卧位，定位脊

柱L4~L5间隙，备皮，皮肤消毒，先用粗针头垂直脊

柱进针，突破皮肤后退出，再用微量注射器于原位

椎间隙垂直缓慢进针，当尾巴出现颤动或甩动，则

标志成功进入鞘内，此时保持穿刺针位置不变并缓

慢注入ML297（ab143564，Abcam，英国）。
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1.4　行为学实验

行为学测试参考叶柳等［21］，使用热辐射刺激仪

进行撤足潜伏期测试。设置参数：光强 30 V，基础

光强 5 V，自动断电时间 30 s。生理盐水和瑞芬太

尼输注前 1 d测试基础值，生理盐水和瑞芬太尼输

注后 1 d测试撤足潜伏期，ML297输注 5 min后测试

撤足潜伏期。每次测试前将大鼠放置在测试环境

中适应 30 min，每只大鼠重复测量 3 次，每次间隔

10 min，取三次测量的均值为热痛阈值。ML297的

抑制效应的计算方式参考 Marker 等［14］，即抑制效

应 nΔTF latency =（ML297 注射后撤足潜伏期－基

础值）－ΔTF，其中 ΔTF 为注射生理盐水后撤足潜

伏期/瑞芬太尼注射后撤足潜伏期与基础值差值的

平均值。

1.5　免疫荧光

实验大鼠采用质量分数 2% 戊巴比妥钠，45 
mg/kg，麻醉后，经升主动脉灌注预冷的 0.9% 生理

盐水和 40 g/L 多聚甲醛。取 L4~L5 脊髓节段和对

应的背根神经节置于多聚甲醛中后固定 2 h，转入

预冷的质量分数 30%蔗糖溶液脱水至沉底。组织

用 OCT 包埋进行冰冻切片，片厚 20 μm。切片用

5%山羊血清在室温下封闭 1 h后，与下列一抗与于

4 ℃孵育过夜：兔源抗 GIRK2 多克隆抗体（1：200，
Alomone Labs，#APC-006，以 色 列）；Isolectin B4 
（BSI-B4）（Sigma，FITC-conjugated， #L2895，美

国）；鼠源抗CGRP（ab81887，Abcam，英国）；鼠源抗

NF200（60331-1-1g，proteintech，中国）；抗胶质纤

维酸性蛋白（glial fibril-lary acidic protein，GFAP）小

鼠单克隆抗体（astrocyte marker，1：200，Cell Signal⁃
ing Technology，美国）；鼠源抗 CD11b 单克隆抗体

（microglia marker，1：100，Millipore，美国）；鼠源抗

Synaptotagmin 单克隆抗体（Abcam，#ab13259，英

国）。次日洗涤后，用相应的 AlexaFluor 二抗（1：
2 000，Thermo，美国）室温避光孵育 1 h。切片于荧

光显微镜（Olympus BX63，日本）下拍摄观察。采用

ImageJ V 1.8.0软件对免疫荧光进行图像进行分析，

阳性率的计算方法参考 Lyu［19］，即将神经元中

GIRK2阳性神经元的数量除以神经元的数量，计算

百分比。

1.6　Western Blot 实验

提取脊髓和背根神经节（dorsal root ganglion， 
DRG）组织中的匀浆蛋白。根据实验说明手册，用

膜蛋白提取试剂盒（Thermo，#89842）分离膜质蛋白

和胞浆蛋白。蛋白质样品（30 μg）经 SDS-PAGE凝

胶分离后转移到 PVDF 膜上，使用质量分数 5% 脱

脂牛奶封闭 1 h后，与下列抗体 4 ℃孵育过夜：兔源

抗GIRK2（1：1 000，ab229913，Abcam，英国）。次日

洗膜后与相应的二抗于室温孵育 1 h，显影曝光。

用 ImageJ V 1.8.0软件对条带进行灰度分析。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 25.统计分析软件进行统计分析，实

验结果以均数±标准差（x̄ ± s）表示。免疫荧光结果

采用单因素方差分析比较各组差异。Western Blot
结果采用单因素方差分析比较组间及差异。行为

学结果采用单因素方差分析比较组间镇痛效应的

差异。P < 0.05被认为差异具有统计学意义。

2 结 果
2.1　GIRK2 在正常大鼠背根神经节中的表达和分

布

免疫荧光结果显示，DRG中GIRK2主要与 IB4
共 定 位（27.3%），与 NF200 存 在 少 量 共 定 位

（11.6%），而与 CGRP 几乎不存在共定位（表 1和图

1），提示 DRG GIRK2 主要在小无髓鞘非肽能神经

元中表达，在中/大有髓鞘初级感觉神经元少量表

达，而在小的无髓鞘肽能神经元乎不表达。

2.2　瑞芬太尼诱导大鼠背根神经节中 GIRK2 表达

减少

对 GIRK2阳性率进行单因素方差分析结果显

示差异具有统计学意义（F = 10.04，P < 0.001），采

用Bonferroni法作两两比较，发现与对照组相比，静

表 1　背根神经节 GIRK2 阳性神经元与 IB4、NF200 和

CGRP 共定位的百分比的比例

Table 1　Percentage of GIRK2-positive neurons in 
the dorsal root ganglion co-localized with IB4， 

NF200 and CGRP 

Item
IB4
NF200
CGRP

Mean±SD
27.3 ± 3.3
11.6 ± 4.2

0
IB4： isolectin-B4； NF200： Neurofilament-200； CGRP： cal⁃

citonin gene-related peptide.
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脉持续输注瑞芬太尼后1 d，DRG小直径非肽能 IB4
阳性神经元的 GIRK2 阳性率降低（0.18 ± 0.03 vs. 
0.27 ± 0.03， P < 0.001； 图 2A）。对 DRG GIRK2 总

蛋白和膜蛋白印迹相对灰度值进行单因素方差分

析结果显示差异具有统计学意义（F = 24.18， P < 
0.001； F = 22.25， P < 0.001），采用 Bonferroni 法作

两两比较，发现与对照组相比，静脉持续输注瑞芬

太尼后 6 h，DRG GIRK2总蛋白和膜蛋白水平开始

降低（P < 0.001）；1 d 后 GIRK2 总蛋白（0.47 ± 0.10 
vs. 1.01 ± 0.17， P < 0.001； 图 2B）和膜蛋白（0.47 ± 
0.11 vs. 1.06 ± 0.12， P < 0.001； 图 2C）降低到最低

水平。瑞芬太尼注射后第 5 d，DRG GIRK2蛋白表

达恢复到正常水平（图2A）。

2.3　GIRK2 在大鼠脊髓背角中的表达和分布

免疫荧光结果显示，GIRK2在脊髓背角表达丰

富，且主要分布于脊髓背角的Ⅰ-Ⅱ板层（图 3A）。

免疫荧光双染结果显示，GIRK2 主要与 IB4 共定

位，部分与 CGRP 共定位，而与 NF200 几乎不存在

共定位（图 3A）。此外，脊髓背角的 GIRK2 与小胶

质细胞、星形胶质细胞不存在共定位，而与突触前

Fig. 2A showed the changes in the proportion of DRG GIRK2-positive neurons in rats after 6 h, 1 d, 3 d, and 5 d of remifentanil treatment, n = 6 
per group, Scale bar=200 μm. Fig. 2B showed the expression of DRG GIRK2 total protein after 6 h, 1 d, 3 d, and 5 d of remifentanil treatment, n = 6 per 
group. Fig. 2C showed the expression of DRG GIRK2 membrane protein at 6 h, 1 d, 3 d, and 5 d following remifentanil treatment, n = 6 per group. 1) 
P < 0.05 and 2) P < 0.001 compared with the Naive group.

图 2　瑞芬太尼下调大鼠 DRG 中的 GIRK2 表达

Fig. 2　Remifentanil downregulates the expression level of GIRK2 in DRG of rats

Immunofluorescence double-staining results showed colocaliza⁃
tion of GIRK2 with IB4 or NF200. There was almost no GIRK2 positive 
labeling in CGRP-positive cells. The percentage is equal to the num⁃
ber of GIRK2-positive neurons in the neuron divided by the total num⁃
ber of neurons. Scale bar=200 μm.

图 1　GIRK2 在正常大鼠背根神经节中的分布

Fig. 1　Distribution of GIRK2 in the dorsal root ganglion 
of normal rats
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标记物 synatotagmin共定位（图 3B和C）。以上结果

提示，在大鼠脊髓背角浅层，GIRK2主要表达于 IB4
阳性神经纤维的突触前末梢。

2.4　瑞芬太尼诱导大鼠脊髓背角 GIRK2 表达减少

对脊髓 GIRK2荧光强度进行方差分析结果显

示差异具有统计学意义（F = 55.62， P < 0.001），采

用Bonferroni法作两两比较，发现与对照组相比，静

脉持续输注瑞芬太尼 1 d后，脊髓背角 GIRK2的平

均荧光强度减弱（13.70 ± 2.05 vs. 48.46 ± 4.61， P < 
0.001； 图 4A）。对脊髓 GIRK2 总蛋白和膜蛋白印

迹灰度值进行单因素方差分析结果显示差异具有

统计学意义（F = 45.84， P < 0.001； F = 16.08， P < 
0.001），采用 Bonferroni 法作两两比较，进一步证

实，与对照组相比静脉持续输注瑞芬太尼 1 d后脊

髓背角GIRK2的总蛋白（图 4B）和膜蛋白（图 4C）水

平显著降低（0.52 ± 0.09 vs. 1.10 ± 0.08， P < 0.001； 
0.54 ± 0.10 vs. 1.01 ± 0.12， P < 0.001）。

2.5　瑞芬太尼降低了 GIRK2 激动剂对热痛的抑制

效应

由于阻断或敲除 GIRK 能够导致痛敏发生，为

明确 GIRK2 的下调能否影响 GIRK 对热伤害性感

受的调控效应，观察大鼠鞘内注射不同剂量（3、10、
30和 100 μg/10 μL）的GIRK2特异性激动剂ML297
对热刺激撤足潜伏期的影响。对各组的抑制效应

进行单因素方差分析结果显示差异具有统计学意

义（F = 84.756， P < 0.001），采用 Bonferroni 法作两

两比较，发现与对照组相比，在生理盐水组 ML297

以剂量依赖的方式延长大鼠的撤足潜伏期（P < 
0.001），而在瑞芬太尼处理 1 d 后 ML297 对撤足潜

伏期的延长效应显著降低（P < 0.001）。以上结果

提示，ML297对热痛的抑制效应的降低可能与瑞芬

太尼下调GIRK2表达有关（图5）。

3 讨 论
本研究首次发现：瑞芬太尼显著下调背根神经

节和脊髓背角 GIRK2 总蛋白和膜蛋白表达，且

GIRK2 的下调主要发生于 IB4 阳性非肽能神经元

和神经纤维。另外，瑞芬太尼输注后，鞘内注射

GIRK2 特异性激动剂 ML297 对疼痛的抑制效应显

著降低，提示GIRK2的下调可能是瑞芬太尼引起大

鼠痛觉过敏的重要原因。

阿片类药物是目前临床治疗疼痛最为常用且

有效的药物，但是阿片类药物的使用常伴随痛觉过

敏，表现为痛阈下降、痛觉过敏。大量证据显示，G
蛋白门控内向整流钾离子通道（GIRK）通过维持神

经元膜电位，在调控神经元兴奋性以及神经递质释

放过程中发挥关键作用［7， 10， 22-23］。最近研究发现，

鞘内注射 GIRK 特异性激动剂 ML297 可产生显著

的镇痛作用［24］。近年来研究表明，GIRK 与痛觉过

敏发生密切相关。GIRK2 敲除或突变小鼠出现热

痛觉过敏［13］，而鞘内注射 GIRK 特异性抑制剂也能

诱导痛敏的发生［14］。新近研究显示，大鼠坐骨神经

A. Fig. 3A showed that GIRK2 was co-localized with IB4 and NF200 but not with CGRP. Fig. 3B showed that GIRK2 was not co-localized with 
GFAP (astrocytic marker) or CD11b (microglial marker). Fig. 3C showed that GIRK2 was co-localized with Synatotagmin (presynaptic marker). Scale bar
=100 μm.

图 3　GIRK2 在正常大鼠脊髓中的分布

Fig. 3　Distribution of GIRK2 in the spinal cord of normal rats
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完全切断后脊髓和DRG的GIRK1/GIRK2的表达降

低［19］，提示 GIRK 的下调可能是介导疼痛发生的重

要原因。与我们前期研究结果相一致的是，持续静

脉输注瑞芬太尼后 6 h，大鼠开始出现痛觉过敏，输

注后第一天痛觉达到峰值。值得注意的是，在大鼠

痛敏发生过程中，在背根神经节和脊髓背角浅层突

触前，IB4阳性的小神经元及初级传入神经性纤维

末梢表达的GIRK2显著下调。有证据显示，抑制背

根神经节 IB4 阳性感觉神经元的兴奋性突触传递

能够减轻痛觉过敏［25］和吗啡耐受的形成［26］。因此，

以上研究结果提示 IB4 阳性的外周伤害性感受器

的 GIRK2表达下调可能参与了瑞芬太尼诱导的痛

敏发生。

目前已知阿片类药物通过激活外周 MOR，抑

制脊髓背角突触前兴奋性神经递质的释放产生镇

痛作用。研究表明，G 蛋白耦联受体途径激活的

GIRK通道，通过使神经元发生超极化作用，介导了

吗啡34%以上的镇痛作用［27］。然而，我们及同行以

往研究表明，持续应用阿片类镇痛药会导致耐受［28］

和痛觉过敏的形成［29-31］，且两种病理生理过程存在

共同的信号分子机制［32-34］。近年来研究发现，促进

小鼠 GIRK表达［15］或阻断 GIRK分别会增强和减弱

吗啡镇痛作用［16］，而中脑导水管周围灰质神经元

Fig. 4A showed the changes in fluorescence intensity of spinal GIRK2 after 6 h, 1 d, 3 d, and 5 d of remifentanil treatment, n = 6 per group, Scale 
bars=100 μm. Fig. 4B showed the changes in total protein expression of spinal GIRK2 after 6 h, 1 d, 3 d, and 5 d of remifentanil treatment, n = 6 per 
group. Fig. 4C showed the changes in membrane protein expression of spinal GIRK2 after 6 h, 1 d, 3 d, and 5 d of remifentanil treatment, n = 6 per 
group. 1) P <0.05 and 2) P < 0.001 compared with the Naive group.

图 4　瑞芬太尼诱导大鼠脊髓表达的 GIRK2 下调

Fig. 4　Expression of GIRK2 in the spinal cord of rats was downregulated following remifentanil treatment

The results of the behavioral experiment were analyzed using a 
one-way ANOVA. 2) P < 0.001 compared with the saline-treated 
group, n = 6 per group.
图 5　瑞芬太尼降低鞘内注射 GIRK2 激动剂 ML297 产生

的抑制效应

Fig. 5　Remifentanil reduces the inhibitory effect of the 
intrathecal injection of GIRK2 agonist ML297
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GIRK介导的电流降低被认为是吗啡耐受形成的重

要原因［35］。由于外周表达的GIRK在抑制痛觉传导

通路中的兴奋性突触传递发挥重要作用［15， 36］，且鞘内

注射GIRK特异性激动剂ML297可产生显著的镇痛

作用［24］，因此本研究进一步验证瑞芬太尼诱导的

GIRK2 下调是否影响激活 GIRK 对疼痛的抑制效

应。结果显示，鞘内注射ML297显著延长对照组大

鼠对热刺激的反应时间。而瑞芬太尼输注后一天，

ML297 对痛反应的抑制效应显著降低，提示 GIRK

表达水平降低减弱了其对痛觉传导通路的抑制作

用，这可能是导致瑞芬太尼诱导痛敏发生的重要

原因。

综上所述，本研究表明瑞芬太尼诱导GIRK2下

调，从而导致大鼠痛觉过敏。本研究结果为研究瑞

芬太尼引起痛觉过敏的分子机制提供了新的参考

依据，也为临床上研发新的更安全有效的镇痛药物

提供了新思路。
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