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摘　要:【目的】了解实验性牙髓炎疼痛信号在中枢的传导特点。【方法】应用免疫组织化学方法检测牙髓炎疼痛诱发中

枢神经系统(central nerve system , CNS)c-fos的表达。【结果】牙髓炎疼痛能诱导 c-fos 在 CNS 内呈时间依赖性表达。诱痛后 2

h为 Fos免疫阳性神经元(Fos-like immunoreactivity neuron , FLN)的表达高峰 , 4 h 左右开始减弱。 FLN 除了密集分布在三叉

神经脊束核尾侧亚核(nucleus of the spinal tract of the trigeminal nerve , caudal par t , sp5c)的Ⅰ 、Ⅱ层外 , 极间核 、口核 、感觉主核 、

躯体感觉皮层等可见 FLN 的表达;臂旁核 、室旁核 、中央杏仁核等与痛调节有关的内脏中继核团亦可见 FLN 的表达。【结论】

在三叉神经脑干复合体中 ,所有三叉神经脊束核均参与了牙痛的传导 ,但以尾侧亚核的第二层为主;此外 , 与内脏调节有关的

核团亦参与了牙痛的传导和调节作用。
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Expression and Effect of c-fos Gene in Central Nerve System Induced
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Abstract:【Objective】To invest ig ate the transmission signal of the experimental pulpi tis pain.【Method】

The immunohistochemical method was used to detect Fos expression in Central Nerve System(CNS)induced by

pulpitis pain.【Results】Time-dependant expression of c-fos in CNS induced by pulpitis pain w as observed.The

peak of Fos-like immunoreactivity neuron(FLN)appeared 2 hours af ter the stimulation.FLN densely dist ribut-

ed not only in the Ⅰ 、Ⅱ layers of t rigeminal caudal nucleus , but also in interpolar nucleus , oral nucleus , main

sensory and body cerebral cortex.FLN were also seen in the nucleus associated w ith pain regulation such as

parabrachial nucleus and nucleus of solitary t ract.【Conclusion】The neurons of t rigeminal brainstem complex are

involved in transduction of dental pain signal , w ith the dominant role played by the second layer of caudalis.

Some nucleus related to the regulation of viscera are taken part in this process.
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　　牙髓炎是最常见的口腔疾病之一 ,它具有冷热

刺激痛 、自发痛 、夜间痛及放散痛等显著的疼痛特

点。但目前牙痛信号在二级神经元(三叉神经复合

体)内的传导途经仍未明确。Hu等[ 1]根据神经解剖

学和电生理学研究结果提出 ,三叉神经脊束核是面

口部浅感觉信号的中继核团 ,尤其三叉神经脊束核

尾侧亚核(nucleus of the spinal tract of the trigeminal

nerve , caudal part , sp5c)是面口部痛觉信号传入的

重要驿站;而 Takemura等
[ 2]
发现 ,猴牙髓传入神经

在尾侧亚核仅有稀少投射 ,因而认为 sp5c 甚至整

个三叉神经脊束核在牙痛信号传导中的作用仍有

待明确。

256 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2000 , 21(4):256～ 259

DOI :10.13471/j.cnki.j.sun.yat -sen.univ(med.sci).2000.0095



c-fos基因与疼痛密切相关 , 是细胞信息传递

过程中的“核内第三信使” ,它能将细胞外短时程的

剌激转换成长时程的细胞效应 ,研究发现在外周刺

激所引起的神经元活动过程中 , c-fos基因被激活并

表达 Fos蛋白[ 3] ,用免疫组织化学方法可检测 Fos

蛋白在中枢神经系统(Central Nerve Systen ,CNS)

内的表达及分布特点 ,从而可显示中枢神经系统内

的功能通路[ 4] 。本文拟在建立实验性牙髓炎疼痛

模型的基础上 ,用免疫组织化学方法检测脑内 Fos

免疫阳性神经元(Fos-like immuno reactivi ty neuron ,

FLN)的分布及规律 ,以了解牙痛刺激信号在中枢

内的传导途经 ,初步探讨牙痛的中枢传导机制 。

1　材料与方法

1.1　动物分组与处理

空白对照组(A组):9只 SD大白鼠 ,不作任何

处理 ,安静环境下饲养;牙髓炎诱痛组(B组):45只

SD大白鼠 ,均先建立实验性牙髓炎模型 ,封细菌内

毒素后 24 h于乙醚麻醉下用烧热的充填器反复刺

激牙唇面 ,直到清醒 ,并观察其嘶叫情形 ,诱痛后存

活时间与动物数分别为 0.5 h(9只)、1 h(9只)、2 h

(9只)、4 h(9只)、8 h(9只);吗啡注射组(C 组):9

只SD大白鼠 ,先建立实验性牙髓炎诱痛模型 ,在

热刺激前 0.5 h腹腔注射吗啡(10 mg/kg),诱痛后

存活 2 h。

1.2　取　材

各组动物存活至预定时间后行腹腔麻醉 ,经质

量浓度 40 g/ L 中性多聚甲醛心脏灌注固定 ,断头 ,

用大鼠脑立体定位仪定位 ,取块 ,恒冷冰冻切片机

连续切片 ,40 μm 厚 ,用体积分数 3 mL/ L H 2O2 接

片 ,待处理 。

1.3　免疫组织化学染色步骤

上述切片用 LSAB 法及 GDN(硫酸镍铵加强

染色)法进行漂染。实验步骤简述如下:切片用 1

mL 正常羊血清(含 3 μL Tri tone X-100)4 ℃下孵

育0.5 h;转入稀释度为 1∶1 000 的 Fos单抗溶液

(Santa Cruz),4 ℃下孵育 24 h;转入二抗溶液(生

物素标记的抗小鼠 IgG), 4 ℃下孵育 24 h;转入三

抗溶液(辣根过氧化酶标记的链霉卵白素复合物),

室温下轻摇 2 h;DAB 法显色 ,缓慢加入硫酸镍铵

葡萄糖氧化酶混合液加强染色;裱片;室温下风干 ,

梯度脱水 ,透明;封片。实验中用 PBS 代替一抗作

阴性对照 。

1.4　Fos表达的测量

核团内神经元细胞核呈棕黑色染色者为阳性

细胞;高倍镜下(×40)在一个核团内随机选择 5个

视野 ,利用测试网格计算每个视野中的阳性颗粒

数 ,再取 5个视野的平均值 ,则为该核团的平均阳

性颗粒数 。

1.5　统计学处理

q检验(Newman-keuls法),检验水准双侧α=

0.05 。

2　结　果

2.1　Fos在实验性牙髓炎鼠中枢的表达

在牙髓炎症情况下施予反复热刺激 ,实验鼠

CNS内 c-fos基因被激活 ,表现为各核团出现数量

不等的 FLN(图 1 、表 1)。从 sp5c、孤束核(nucleus

of solitary t ract)、室旁核(paraventricular nucleus)、

臂旁核(parabrachial nucleus)、大脑皮层(cerebral

cortex)这 5个有代表性的核团观察到:诱痛后 0.5

h , FLN的数量开始增多;1 ～ 2 h FLN 的数量达到

高峰;4 h后 FLN 的数量开始减少 ,直至 8 h FLN

数量又基本恢复至未刺激时的状态。其余核团也

观察到类似的现象 ,说明 FLN 在脑内各核表达的

数量呈时间依赖性。

表 1　FLN在大鼠中枢系统内的表达

Table 1　Expression of FLN in r at' s CNS

T ime 0.5h 1h 2h 4h 8h

Caudalis + +++ +++ ++ +

Interpolaris - + + - -

Oralis - + + - -

Principal sensory nucleus - + + - -

Nucleus of solitary tract + ++ ++ + +

Periphery gray of central + + + - -

　canal

Paraventricular nucleus + ++ ++ + -

Parabrachial nucleus + ++ ++ + -

Locus ceruleus + + + + -

Cerebral cor tex + ++ ++ + -

2.2　各核团 FLN分布的特点

2.2.1　三叉神经脊束核尾侧亚核　空白对照组的

sp5c内仅见极少量的 FLN分布(5.4±2.8)。牙髓

炎疼痛后 2 h , sp5c的Ⅰ 、Ⅱ层背腹侧和中间部分可
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图 1　牙髓炎诱痛后 2 h中枢神经系统内 Fos的表达

Fig.1　Fos expressed in central nerve system after

2h of the pulpitis pain

A:Fos dist ributed densely in the Ⅰ and Ⅱ layers of the trigemi-

nal caudalis.(LSAB+GDN , ×100);B:Fos expressed in the trigemi-

nal interpolaris.(LSAB+GDN , ×100);C:Fos expressed largely in

the parabrachial neucleus.(LSAB+GDN , ×100);D:Fos appeared

in the cerebral cortex.(LSAB+GDN , ×50)

见较为密集的 FLN(72.8±9.7 , P <0.05),其分

布大致呈新月形;在 Ⅲ至Ⅴ层见少量的 FLN ,第Ⅴ

层内的 FLN 细胞体较大(图 1A);对侧亦可见少量

的FLN ,主要在中间部 。诱痛后应用吗啡 ,相应核

团FLN 数量明显减少 ,与空白对照组相近(7.3±

2.5 , P >0.05)。

2.2.2　三叉神经脊束核的其它亚核　牙髓炎诱痛

后 2 h ,感觉主核(principal sensory nucleus)、口核

(oralis)、极间核(interpolaris)(图 1B)可见少量至中

等量的FLN 出现(见表 1),诱痛后使用吗啡能抑制

这些核团的 FLN 的出现。

2.2.3　其它核团　牙髓炎诱痛后 2 h ,蓝斑(locus

ceruleus)、孤束核(nucleus of solitary)、臂旁核

(parabrachial nucleus ,图 1C)、中脑导水管周围灰质

(periphery g ray of cent ral canal)、室旁核(paraven-

tricular nucleus)及大脑躯体感觉皮质(cerebral co r-

tex ,图 1D)等均可见中等量至大量的 FLN (见表

1),以同侧为主 , 诱痛后使用吗啡使明显抑制上述

核团的 FLN 。

3　讨　论

三叉神经系统的痛刺激从外周向中枢传导的

过程经过第一级双极神经元 ,第二级三叉神经感觉

核簇 ,第三级丘脑腹后区神经元后到达大脑皮质的

躯体感觉区[ 6] ,产生了痛觉 。本研究发现 ,在二级

传导通路核团上 ,FLN主要出现在 sp5c 的第 Ⅰ 、Ⅱ

层 ,少量出现在第Ⅴ层。Takemura等[ 2 ,7 ,8]观察到

痛传入神经纤维主要终止在尾侧亚核的 Ⅰ 、Ⅱ层;

尾侧亚核 Ⅰ 、Ⅱ层是痛感受神经元的分布区[ 7 , 8] ,

第Ⅲ 、Ⅳ层主要是非伤害性神经元的分布区 ,提示

尾侧亚核与头面部的初级传入尤其是痛(伤害性刺

激)传入有密切联系。因此 ,本实验结果对 sp5c尤

其是第Ⅱ层在牙痛痛觉的传导和调节中所起的关

键作用 ,提供了形态学的证据 。

本实验进一步观察到:FLN 阳性颗粒主要密

集分布在尾侧亚核 ,而且极间核 、口核和感觉主核

同样可见到 FLN 的分布。以前的研究结果认为三

叉神经脑干复合体中只有尾侧亚核参与了牙痛信

息的中枢传导 ,极间核 、口核 、感觉主核等其它的亚

核并未在牙痛中起作用[ 9] 。本实验与既往的研究

结果不同 ,其原因可能是由于实验中采用的动物模

型 、刺激的类型及诱导的疼痛的强度不同所致。例

如在实验过程中我们观察到大鼠对热刺激诱发的

牙髓炎疼痛反应较为剧烈 ,出现嘶叫 、呼吸急促 、烦

燥等躯体反应 ,这可能是因为本实验诱发的疼痛程

度较强 ,诱发了极间核 、口核 、感觉主核内的痛感受

神经元的反应 。据此 ,我们认为除了尾侧亚核外 ,

三叉神经脊束核的其他亚核亦参与了牙痛信息的

中枢传导和调节 。

本研究还发现 Fos 蛋白在孤束核 、蓝斑 、臂旁

核 、室旁核 、中央杏仁核 、中脑导水管周围灰质等非

特异性核团内也有表达。但实验中未能发现丘脑

腹后内侧核核团内有 FLN 阳性颗粒的出现 ,而在

大脑皮质层躯体感觉区却有 FLN 的出现 。这一结

果与丘脑的腹后内侧核是三叉神经伤害性刺激向

大脑皮质层投射的中继核的传统观点有差异
[ 8]
,

这提示传导痛觉的 Fos样神经元由二级传入后可

能并未中转于腹后内侧核 ,而是通过其它的核团 ,

如臂旁核等投射到感觉皮层 ,即可能通过 c-fos以

外的途径将痛觉传到最高中枢 。

本实验的结果提示:除了三叉神经脑干复合体

外 ,孤束核 、蓝斑 、臂旁核 、室旁核 、中央杏仁核等核

团亦参与了牙髓炎疼痛的中枢传导及调控作用。

这些核团的共同特点是:它们是内脏活动的中继核

团 ,参与内脏的调节活动 。结合神经解剖学研究结

果 ,可以认为三叉神经系统与内脏核团间形成的某

些旁路 ,参与了三叉神经系统的调节作用
[ 10]
。
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体DNA小规模快速提取法 ,取得的染色体 DNA达

到了进行 PCR扩增的纯度要求 。随机扩增采用的

引物长度为 10个 base ,并应用经过优化的扩增条

件 ,保证了能扩增出 8至 12个较为稳定 、重复性较

好的条带。经过多次重复实验 , 对 S .mutans

10449 、Ingbri tt 菌株染色体 DNA 均扩增出了相似

的条带区 ,说明这些条带代表了变形链球菌中的保

守区 ,利用这些保守区的信息 ,可将这些条带做为

标准模式带用于变形链球菌的鉴定。标准模式带

以外的条带 ,根据条带的有无 、多少和位置可进行

菌株的个体识别 ,而进行变形链球菌致龋性的分子

流行病学研究 ,如进行变形链球菌某菌株在母婴和

家庭间传播的研究[ 4] 。本实验方法如果在临床分

离株进行 ,可望确定某些条带与龋病的发生和患者

DMFT 数的关系进而利用这些特征条带进行变形

链球菌毒力株确定。本研究表明 AP-PCR技术做

为分子生物学现代技术可望应用于龋病的微生物

分子流行病学 、毒力株与非毒力株 、基因分型的研

究。

参考文献:

[ 1] Loesche W J.Role of Streptococcus mutans in human

dental decay [ J] .Microbiol Rev , 1986 , 50(1):353.

[ 2] de Soet J J , van Loveren C , Lammens A J , et al .Differ-

ences in cariogenicity between fresh isolates of Streptococcus

sobrinus and Streptococcus m utans [ J] .Caries Res ,

1991 , 25(2):116.

[ 3] Menard C ,Mouton C.Randomly amplified polymorphic DNA

analysis confirms the biotyping scheme of Porphyromonas

gingivalis [ J] .Res M icrobio l , 1993 , 144(3):445.

[ 4] Li Y , Caufield P W.Arbitrarily primed polymerase chain

reaction fing er printing for the geno typic identification of

mutans streptococci from humans[ J] .Oral M icrobiol Im-

munol , 1998 , 13(1):17.

(编辑　张敏瑞)

259第 4期　林正梅 ,等.实验性牙髓炎疼痛诱发 c-fos在中枢内的表达


