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芬太尼诱导的大鼠急性痛觉过敏和脊髓炎性反应有关
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摘 要：【目的】探索芬太尼诱导的急性痛觉过敏模型中，大鼠脊髓促炎因子表达的变化。【方法】64只雄性 SD大鼠分

为 2组（n = 32），实验组（Fentanyl组）皮下注射芬太尼 60 μg/Kg共 4次，每次间隔 15 min，对照组（Normal saline组）皮下注射

生理盐水 4次。于注射前 1 d（D-1）、注射后 1、2、3、4 h及 1 ~ 5 d对各组大鼠进行压尾机械伤害阈值（Tail flick threshold，
TFT）和足底热伤害潜时（Paw withdrawal latency，PWL）两项疼痛行为学测试。注射前 1 d，注射后 4 h及 1 ~ 4 d每组随机选

取 4只大鼠处死，取腰段脊髓，以蛋白印迹法（Western blot）测定NF-κB表达，以酶联免疫吸附法（ELISA）测定PGE2、TNF-α、
IL-1β和 IL-6的表达。【结果】①对照组大鼠行为学（TFT和 PWL）及脊髓NF-κBp65、PGE2、IL-1β，TNF-α分子水平与基础

值相比无统计学差异。②实验组大鼠注射后 1hTFT及PWL值升高至最高水平（高于基础水平），随后下降，在注射后第 1天

降低至最低水平（低于基础水平），随后上升，在第 3天恢复至基础水平；脊髓NF-κB、PGE2、IL-1β，TNF-α在注射后 4 h、
1及 2 d表达升高，IL-6在注射后 4 h及 1 d表达升高。【结论】急性皮下注射芬太尼可引起大鼠的热及机械痛觉过敏和脊髓

促炎症因子的升高，且行为学及分子学的改变在时间上平行，提示芬太尼诱导的大鼠痛觉过敏和脊髓炎性反应相关。
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Abstract：【Objective】To investigate the change of spinal pro⁃inflammatory cytokines in a rat model of fentanyl induced acute
hyperalgesia。【Methods】64 male SD rats were divided into 2 groups（n=32），fentanyl group and NS group. The rats were
subcutaneously injected with fentanyl（60 μg/kg） or normal saline（1.2 mL/kg）4 times with 15 ⁃ minute intervals. Mechanical
nociceptive thresholds and thermal nociceptive latency were measured via the tail pressure test（Tail flick thresholds，TFT） and paw
withdrawal test（Paw withdrawal latency，PWL）on the day before，at 1，2，3，and 4 hour and on 1~5 day after injection. 4 rats were
killed concomitantly and the lumber spinal cord were harvested to analysis the expression of NF-κB，PGE2，TNF-α，IL-1β，and IL-6.
【Results】There were no significant changes of TFT，PWL and the expression of spinal inflammatory cytokines such as NF- κB，
PGE2，IL-1β，and TNF-αcompared to baseline of rats treated with normal saline. The value of TFT ，PWL in fentanyl group raised
to the highest（above the baseline）at the 1st hour after fentanyl injections and decreased thereafter，reached the lowest at the 1st day，
raised increasinglyand up to baseline on the 3 day after injection. NF-κB，PGE2，IL-1β，and TNF-αincreased at the 4th hour，on 1
and 2 day and IL- 6 increased at the 4 hour and onthe 1 day after fentanyl injections.【Conclusion】Subcutaneously injection of
fentanyl induced significant mechanical and thermal hyperalgesia and increased spinal pro ⁃ inflammatory cytokines parallelly，
indicated that fentanyl induced acute hyperalgesia is associated with spinal inflammatory reaction in rats.
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作为阿片类药物的代表，芬太尼（fentanyl）目前

广泛用于围术期镇痛［1］和各种急慢性痛的治疗［2］。

和其他阿片类药物（如瑞芬太尼和吗啡一样），芬

太尼的镇痛作用通过激动中枢神经系统中的μ受

体实现，但其反复或大量使用可引起阿片诱导的

痛觉过敏（opioid induced hyperalgesia，OIH）。OIH
表现为正常的阈下刺激即可引起疼痛，可能恶化

术后疼痛甚至增加术后疼痛慢性化的发生，需要

积极干预［3］。导致 OIH 发生的机制目前尚不清

楚，普遍认为其发生与各种原因造成的中枢敏化

和脊髓神经塑性改变有关［4-5］。最近研究表明，脊

髓神经炎性反应是引起中枢敏化和脊髓神经可塑

性改变的重要机制［4］。研究发现，慢性吗啡暴露

可导致脊髓胶质细胞的核因子 kappa B（NF-κB）
和 p38激酶等激活，并引起细胞因子、前列腺素、

白介素和兴奋性氨基酸等的产生和释放增加，

从而引起脊髓神经炎性反应［5］。我们［6］和其他作

者［7］的既往研究发现，无论在人体还是动物上，环

氧化酶 2（COX-2）抑制剂均可抑制OIH的发生，提

示中枢神经系统的 COX-2活化在 OIH的发生中

有重要作用。临床研究［4-5］明确了手术期短时期

的芬太尼暴露可引起痛觉过敏，但是芬太尼暴露

是否会引起脊髓促炎症因子产生增加和脊髓炎性

反应，目前还不清楚。本实验拟建立大剂量芬太

尼诱导的大鼠痛觉过敏模型并测定脊髓促炎分子

NF-κB p65、前列腺素 E2（PGE2）、白细胞介素 1β
（IL-1β）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）和白细胞介素

6（IL-6）的表达，以明确急性芬太尼暴露和脊髓炎

症的关系。

1 材料与方法

1.1 实验动物

64只 SPF级雄性 SD大鼠，2 ~ 3月龄，体质量

180 ~ 250 g，中山大学实验动物中心（实验动物质

量合格证编号：SCXK（粤）2011-0029）提供。以

苦味酸标记后根据随机数表分为 2 组，实验组

（fentanyl组）和对照组（NS组），n = 32。实验室温

度 18 ~ 22℃，湿度 40% ~ 70%，空气流通，自然昼

夜光线下饲养，自由饮水进食。实验前在实验室

内分笼饲养 3 d，使其充分适应环境。

主要仪器：ZH-YLS-3E电子压痛仪（安徽省

淮北正华生物仪器设备有限公司）、Lifescience热

痛仪（美国 Lifescience 公司）、MK3 酶标仪（美国

Thermo公司）、蛋白电泳和转膜系统（美国Bio-rad
公司）

主要试剂：枸橼酸芬太尼注射液（宜昌人福药

业有限责任公司，批号：1141101）、IL-1β、IL-6、
TNF-α试剂盒（上海依科赛生物制品有限公司）、

PGE2试剂盒（美国 RND 公司）、兔抗大鼠 P65抗

体、兔抗人GAPDH抗体（美国CST公司）

1.2 实验方法

1.2.1 芬太尼诱导的痛觉过敏模型建立 本实验

分为芬太尼组（Fentanyl组，以下简称为F组）和生

理盐水组（Normal saline 组，以下简称 NS 组）。F
组的痛觉过敏模型参照 E.Celerier等［8］的方法，大

鼠皮下注射芬太尼（浓度 50 μg/mL）60 μg/kg共 4
次，总量 240 μg/kg，每次间隔 15 min，对照组每次

注射生理盐水 1.2 mL/kg共 4次，给药间隔同上。

模型建立后根据行为学确定造模效果。

1.2.2 行为学测试 行为学测试在每天的 9 ~ 12
点进行，给药前 5 d开始大鼠每天适应热痛仪的透

明有机玻璃隔笼和压痛仪的筒形固定器，前 3d开

始每天测定压尾机械阈值（TFT）和足底热伤害潜

时（PWL）。前 1 d测量 TFT和 PWL值并记录作为

基线。给药后 1、2、3、4 h及 1 ~ 5 d每天进行行为

学测试。

TFT测定：大鼠固定于筒形固定器中，在尾端

10 cm处做一标记，将该位置平放于压痛平台上，

使楔形压痛模块于正好对准标记点处，待大鼠安

静后开始测量，记录大鼠尾部出现明显甩动或肢

体明显蜷缩等逃避反应时的压力（g）。重复测量

3 次，每次间隔 5 min，取 3 次平均值作为大鼠的

TFT。为了避免组织损伤，实验终点设为 600 g。
PWL测定：有机玻璃箱置于 3 mm厚的玻璃板

上，大鼠在有机玻璃箱中适应至清醒且安静后，用

热辐射刺激仪（10 v，50 w，光斑直径为 5 mm）照射

大鼠左侧后足底正中，记录从开始照射到大鼠出

现缩足反射的时间（s）。重复测量 3次，每次间隔

5 min，取 3次平均值作为大鼠的 PWL。为了避免

组织损伤，实验终点设为 20 s。整个测量过程保

持大鼠足底的干净干燥。

1.2.3 脊髓促炎分子学测试 取材时间点为给药

前 1 d，给药后 4 h、1 ~ 4 d，每次随机选取 4只大

鼠。将大鼠以 10%水合氯醛麻醉后（腹腔注射给

药，300 mg/kg），剪破右心耳快速放血，将大鼠置
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于冰块中，沿背部后正中线逐层分离至脊椎，小心

咬开脊椎，根据解剖定位找到 L4~6段脊髓，快速

离断后在冰生理盐水中仔细分离表面的脑脊膜，

冲洗干净后每标本均分为两份，放入-80℃低温内

保存备用。

Western blot法测定 NF-κBp65的含量：脊髓

称重匀浆，电泳后转膜，分别与一、二抗孵育后显

影、暗室拍照并以BI2000图像分析系统分析各蛋

白条带的积分光密度

ELISA法测定PGE2、IL-1β，IL-6，TNF-α的含

量：脊髓称重匀浆，以倍比稀释法将标准品稀释后

加入备好的试剂盒标准孔，稀释后的试剂液和样

本液按比例加入样本孔，标准品孔和样本孔中分

别加入生物素化抗体工作液后，室温下孵育

（PGE2：60 min；TNF-α，IL-1β，IL-6：120 min）后

洗板并重复一次，显色后即刻在酶标仪下测量

OD450值，以MicroplateManager 4.0软件行样品浓度

分析，结果以 pg/mg表示。

1.2.4 数据分析 数据分析采用 SPSS 13.0统计

软件包（SPSS Inc，USA）进行统计分析，检验水准：

α＝0.05，检验功效 0.8。结果以均数 ±标准差

（Mean±Std）表示，方差齐性检验用 Levene法。行

为学及分子学结果比较：以重复测量资料的方差

分析确定影响主因素，以 One-way ANOVA（方差

齐）或 Kruskal-Walllis 秩和检验（方差不齐）对组

内各时点进行比较，以 t检验（方差齐）或Wilcoxon
秩和检验（方差不齐）进行同一时点两组间的比

较；P < 0.05时差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 行为学结果

重复测量的方差分析结果表明芬太尼组及盐

水组大鼠机械痛阈存在统计学差异（F = 124.829，
P < 0.001）如图 1A所示，实验组与对照组大鼠机

械痛阈基线无统计学差异。对照组（NS组）大鼠

的 TFT在注射后各时点相比注射前无显著差异，

实验组（F组）大鼠的 TFT在注射后 1 h上升至最

高，随后下降，在 1 ~ 3 h均高于基础值，在 4 h降至

基础值，并在第1天降至最低，随后升高，在1 ~ 2 d
均低于基础值，在第 3 ~ 5天恢复至基础水平。实

验组大鼠机械痛阈在注射后 1、2、3 h高于对照组，

1、2 d低于对照组，注射后 4 h及 3、4、5 d与对照组

无统计学差异。

重复测量的方差分析结果示芬太尼组及盐水

组大鼠热痛阈存在统计学差异（F = 46.473，P <
0.001）如图 1B所示，实验组与对照组大鼠机械痛

阈基线无统计学差异。对照组（NS组）大鼠的TFT
在注射后各时点相比注射前无显著差异，实验组

（F组）大鼠的 TFT在注射后 1 h上升至最高，随后

下降，在 1 ~ 3 h 均高于基础值，在 4 h 降至基础

值，并在第 1天降至最低，随后升高，在 1 ~ 2 d均

低于基础值，在第 3 ~ 5天恢复至基础水平。实验

组大鼠机械痛阈在注射后 1、2、3 h高于对照组，

1、2 d低于对照组，注射后 4 h及 3、4、5 d与对照组

无统计学差异。

SD rats received subcutaneous fentanyl（60 μg/kg×4）or normal saline（1.2 mL/kg×4）with 15⁃minute intervals. Tail flick threshold（g）（Fig1.A）
and paw withdraw latency（s）（Fig.1B）on the day before，at 1，2，3，4 hour and on the 1，2，3，4，5 dayafter any treatment were shown as mean ± Std.
（n=8）. 1）P<0.05group F vs baseline 2）P<0.05 group F vs Group NS. P<0.05 was considered statistically significant.（NS=normal saline，F=
fentanyl）

图 1 芬太尼诱导的大鼠机械及热痛觉过敏（n=8，Mean±Std）
Fig.1 Fentanyl induced mechanical and thermal hyperalgesia in rats

D-1 1 h 2 h 3 h 4 h D1 D2 D3 D4 D5
Time

1）2）1）2）

1）2）

1）2）1）2）700
600
500
400
300
200
100

0

Tai
lfli

ck
thre

sho
ld（

g）

NSF
NSF1）2）1）2）

1）2）

1）2）1）2）

D-1 1 h 2 h 3 h 4 h D1 D2 D3 D4 D5
Time

22
20
18
16
14
12
10
8
6
4

Paw
wit

hdr
aw

late
ncy（

s）

BA

常 路，等. 芬太尼诱导的大鼠急性痛觉过敏和脊髓炎症反应有关 17



中山大学学报（医学科学版） 第38卷
2.2 分子学结果

重复测量的方差分析结果示芬太尼组及盐水组

大鼠脊髓NF-κB表达存在统计学差异（F = 709.487，
P < 0.001）。如图 2AB所示，实验组与对照组大鼠

大鼠脊髓NF-κB基线无统计学差异。对照组（NS
组）大鼠脊髓NF-κB在注射后各时点相比注射前

无显著差异，实验组（F 组）大鼠脊髓 NF-κB 在

注射后 4 h表达最高，1 ~ 3 d表达均高于基础值，

4 d降至基础值。实验组大鼠脊髓NF-κB在注射

后 4 h，1 ~ 3 d高于对照组，第 4天与对照组无统

计学差异。

重复测量的方差分析结果示芬太尼组及盐

水组大鼠脊髓 PGE2 表达存在统计学差异（F =
1 044.398，P < 0.001）。如图 2C所示，实验组与对

照组大鼠脊髓 PGE2基线无统计学差异。对照组

（NS组）大鼠脊髓PGE2在注射后各时点相比注射

前无显著差异，实验组（F 组）大鼠脊髓 PGE2 在

注射后 4 h及 1、2 d表达升高，第 1天表达最高，3、
4 d降至基础值。实验组大鼠脊髓PGE2在注射后

4 h，1、2 d高于对照组，第 3、4天与对照组无统计

学差异。

重复测量的方差分析结果示芬太尼组及盐水

组大鼠脊髓 TNF-α表达存在统计学差异（F =
101.019，P < 0.001）。如图 2D所示，实验组与对照

组大鼠大鼠脊髓TNF-α基线无统计学差异。对照

组（NS 组）大鼠脊髓 TNF-α在注射后各时点相

比注射前无显著差异，实验组（F 组）大鼠脊髓

TNF-α在注射后 4 h，1、2 d表达升高，第 1天表达

最高，3、4 d降至基础值。实验组大鼠脊髓TNF-α
在注射后 4 h，1、2 d高于对照组，第 3、4天与对照

组无统计学差异。

重复测量的方差分析结果示芬太尼组及盐水

组大鼠脊髓 IL- 1β表达存在统计学差异（F =
19.681，P = 0.004）。如图 2E所示，实验组与对照

组大鼠大鼠脊髓 IL-1β基线无统计学差异。对照

组（NS组）大鼠脊髓 IL-1β在注射后各时点相比注

射前无显著差异，实验组（F组）大鼠脊髓 IL-1β
在注射后 4 h，1、2 d表达升高，第 1天表达最高，

3、4 d降至基础值。实验组大鼠脊髓 IL-1β在注射

后 4 h，1、2 d高于对照组，第 3、4天与对照组无统

计学差异。

重复测量的方差分析结果示芬太尼组及盐水组

SD rats received subcutaneous fentanyl(60 μg/kg×4) or normal saline(1.2 mL/kg×4) with 15-minute intervals.Lumbar spinal cord of 4 rats were
harvested on the day before, at 4 hour and on the 1, 2, 3, 4 day. After injections in each group and NF-κb(A，B) was detected via Western blot, PGE2
(pg/mg)(C), TNF-α(pg/mg)(D), IL-1β(pg/mg)(E) and IL-6(pg/mg)(F) were detected via ELISA. All data were shown as Mean±Std.(n = 4).1）P < 0.05
group F vs baseline 2）P < 0.05 group F vs GroupNS.P < 0.05 was considered statistically significant. (NS=normal saline, F=fentanyl)

图 2 芬太尼诱导的大鼠的脊髓分子学改变（n=4，Mean±Std.）
Fig.2 Fentanyl induced molecular changes in spinal of rats
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大鼠脊髓 IL-6表达存在统计学差异（F = 48.080，
P < 0.001）。如图 2F所示，实验组与对照组大鼠

大鼠脊髓 IL-6 基线无统计学差异。对照组（NS
组）大鼠脊髓 IL-6在注射后各时点相比注射前无

显著差异，实验组（F组）大鼠脊髓 IL-6在注射后

4 h及 1 d表达升高，第 1天表达最高，2 ~ 4 d降至

基础值。实验组大鼠脊髓 IL-6在注射后 4 h及 1 d
高于对照组，第 2 ~ 4天与对照组无统计学差异。

3 讨 论

既往有大量研究建立了动物的OIH模型，本

实验中芬太尼诱导的痛觉过敏大鼠模型参照了我

们的既往实验［8］和 Laboureyras E等［9］的方法。和

我们的既往研究［6］一致，在急性、大剂量芬太尼

（60 μg/kg×4次）暴露后，实验组大鼠的行为学在

时间上表现为倒“S”型，即 1 ~ 4 h的镇痛效应和

第 1 ~ 2天的机械及热痛觉过敏。而分子学结果

表明，NF-κB、PGE2、TNF-α、IL-1β 在 4 h，1 ~ 2 d
较对照组升高，IL-6在 4 h和注射后 1d较对照组

升高，炎症因子的分子学改变和行为学改变在时

间上高度并行，提示在OIH的发生和脊髓炎性因

子的增加密切相关。本研究首次证实了急性芬太

尼暴露可以引起脊髓促炎症因子的增加。

阿片类药物主要通过激活胶质细胞引起中枢

系统的炎症反应。少量存在于小胶质细胞的μ受

体可与大剂量的阿片结合而激活小胶质细胞，引

起μ阿片受体介导的免疫效应［10］，释放各种促炎

因子。而广泛存在于神经胶质细胞的 TLR4可被

阿片类药物激活，活化的 TLR4可与 MD-2结合形

成二聚复合体，促进转录因子NF-κB的生成［11］，

而NF-κB应答元件存在于多种促炎因子基因的启

动子区域，可从基因层面启动炎症反应的发生［12］。

而本实验中NF-κB p65的表达在给药后早期痛觉

过敏还未形成时（芬太尼注射后 4H）就显著高于

基础水平并达到了峰值，而其他促炎因子如PGE2、
TNF-α、IL-1β，IL-6 等在脊髓的表达峰值在痛

觉过敏形成后（芬太尼注射后 1 d），这也与前述

NF-κB作为转录因子的作用特点相符。

促炎因子可通过直接和间接作用引起中枢敏

化。IL-1β［13］可直接作用于神经元受体 TRPV1、
GABA、NMDA等受体上调神经元的兴奋性，TNF-α［14］

则可诱发脊髓背角神经元的自放电。IL-1β还可

磷酸化NMDAR参与脊髓水平的伤害信息的传递

和加工过程，易化脊髓的伤害感受过程［15］。正常

大鼠鞘内注射 IL-1β［16］、TNF-α［17］可诱发痛觉过

敏。同时，IL-1β与 TNF-α又可通过激活 NF-κB
启动 COX-2的转录正反馈放大神经炎症［18］。作

为 COX-2通路的下游分子，PGE2通过 EP-1受体

在炎性疼痛中发挥作用［19，20］，且PGE2的在脊髓浓

度表达常作为中枢致敏的标志［21］。Shuai Ma［22］等

建立的小鼠慢性吗啡暴露模型中，可观察到 IL-
1β、TNF-α和 IL-6基因表达的升高与痛觉过敏的

行为学表现在时间上呈平行关系，这和我们的研

究一致。故促炎因子与促炎因子、促炎因子与小

胶质细胞之间的互相作用形成了错综复杂的网络

关系，并最终造成了炎症反应的级联放大与中枢

敏化，在行为学上表现出了机械和热痛觉过敏。

而促炎因子除了通过中枢神经敏化引发急性

痛觉过敏，也在慢性疼痛的形成和维持中起着重

要作用。如前所述，IL-1β通过磷酸化NMDAR上

调其活性，活化的 NMDAR在突触传递效能的长

时程增强（long time potentiation，LTP）发挥着至关

重要的作用［23］，而 LTP则被认为是慢性疼痛形成

的重要生物学基础［24］。PGE2 通过 EP 受体激活

PKC通路，可引起阿片诱导的急性痛觉过敏向慢

性疼痛转化［25］。TNF-α可通过介导细胞的程序性

死亡［26］，直接引起神经的损伤，进而产生疼痛［27］。

综上，可认为脊髓炎性改变是痛觉过敏以及

急性痛觉过敏向慢性疼痛转化的重要分子机制，

那么，以抗炎或者逆转炎症反应为目标，可为痛觉

过敏及其发展的治疗提供新的思路。
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