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慢性激活MrgC受体上调 CGRP表达的 nNOS机制 *
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摘要 目的：检查持续应用 BAM8-22对体外组织培养感觉神经节合成钙调素基因相关肽(CGRP)的影响。方法：将体外培养的大鼠
三叉神经节和背根神经节经 BAM8-22和 L-NAME处理后，用酶联免疫法测定 CGRP的表达含量变化。结果：与对照组相比，连
续 4天给予 SNSR的选择性激动剂 BAM8-22，CGRP的合成会增加。联合给予 BAM8-22和 NOS的非选择性抑制剂 L-NAME，
CGRP的表达随不同剂量的 L-NAME引起不同程度的上调。结论：持续激活 SNSR能使感觉神经节合成 CGRP增多，是在体动物

慢性激活 SNSR后吗啡镇痛作用降低的细胞学机制。
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The Mechanism of Up-Regulation of CGRP on MrgC in Cultured Dorsal
Root Ganglia of Rats*

To investigate the effect of chronic BAM8-22 treatment on the expression of calmodulin gene related with
peptide ( CGRP ) in cultured sensory ganglion. DRG and TG tissue of rats were cultured in vitro after BAM8-22 and L-NAME
treatment. The changes of CGRP content was detected by enzyme linked immunosorbent assay. Compared with the control
group, the expression of CGRP increased after the consecutive treatment of selective SNSR agonist (BAM8-22) for 4 days. Combined
that treated with L-NAME (a non-selective nitricoxide synthesis inhibitor), the expression of CGRP was up-regulated differently with
different doses of L-NAME. Chronic activation of SNSR resulted in the enhanced expression of CGRP, it may be the cellular
mechanism for reducing the analgesic effect of morphine after continuous activation of SNSR.

MrgC receptor (Sensory neuron-specific receptors); Dorsal root ganglin; Calcitonin gene-related peptide; Nitric oxide
synthase

前言

Mas相关基因 (Mas-related gene receptors，Mrg)受体是新
发现的蛋白分子[1]。也称感觉神经元特异性受体 (sensory neu-

ron-specific receptor，SNSR) [2]。小鼠和大鼠的Mrg受体分为 A、
B、C和 D四个组群[1]。鼠MrgC受体和人的 MrgX受体表现有

相似的特性。如都只分布在背根神经节中感受疼痛感觉的 IB4

神经元中，其它组织不含此受体[1,2]。多肽 BAM8-22和 MSH，是

对 MrgX1和 MrgC受体有高亲和力的特异性激动剂[2,3]。故研

究MrgC受体有临床意义。

敲除 MrgC基因[3]、或干扰掉 MrgC(原文称 SNSR1)的 mR-

NA[4]，动物对伤害性的化学或热刺激的反应并不改变。给小鼠

或大鼠鞘内注射 BAM8-22或 Tyr6- 2-MSH-6-12，不改变动物
痛刺激阈值[3,5]和福尔马林测试第一期反应[6]。但是，MrgC受体

调控病理情况下的痛觉传递。对敲除 MrgC基因的小鼠，足底

注射福尔马林[3]、完全弗氏佐剂(CFA)和角叉菜胶[7]引起的痛行

为也更剧烈。说明MrgC受体在炎症时参与痛觉调控。给大鼠

鞘内注射 BAM8-22或 Tyr6- 2-MSH-6-12，能抑制福尔马林测
试第二期痛行为和脊髓背角 c-Fos蛋白表达[6]；以及抑制 CFA

诱发的炎性痛觉过敏[3]。MrgC受体也能调控神经病理性疼痛。

虽然敲除 MrgC 基因不改变神经病理性疼痛，但鞘内注射
BAM8-22能抑制神经结扎小鼠的机械痛觉超敏 [3]。这都表明

MrgC受体能抑制病理疼痛。

本课题组发现间断性联用 BAM8-22 (鞘内给药)能阻止吗

啡耐受产生、翻转吗啡耐受[5]。给予 Tyr6- 2-MSH-6-12也能产生

类似作用[8]。表明MrgC受体有抑制吗啡耐受的功能。但是，持

续应用 BAM8-22并不抑制吗啡耐受[8]，甚至还减弱吗啡的镇痛

作用(待发表资料)。本研究检查持续应用 BAM8-22对体外组

织培养感觉神经节合成钙调素基因相关肽 (calcitonin gene-re-

lated peptide，CGRP)的影响，以探讨持续应用 BAM8-22减弱吗
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啡镇痛作用的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物
Sprange-Dawley (SD)大鼠，雄性，体重 200-250 g，购自于福

建医科大学实验动物中心，符合国家实验动物健康标准。动物

在专用房中饲养，供应充足的食物和水。采用 12 h光照与 12 h

黑暗交替的循环模式，温度保持在 25± 1 ℃。尽量避免外界对

动物的干扰或刺激。实验符合动物保护委员会和实验动物伦理

委员会的相关制度。

1.2 实验试剂与仪器
BAM8-22(上海华大天远生物公司合成)，α -CGRP酶联免

疫试剂盒 (Elisa Kit，Bachem, S-1167)，Hank'sBSS (HyClone)，
DMEM (High glucose,HyClone)，谷氨酰胺，HEPES (N′ -a-hy-

droxythylpiperazine-N'-ethanesulfanic acid，羟乙基呱嗪乙硫磺

酸)，青 /链霉素(HyClone)，胎牛血清(四季青)，BCA 蛋白定量

试剂盒(碧云天)，细胞裂解液(碧云天，150 mM NaCl，20 mM Tri

s pH7.5，1 % Triton X-100，茁-glycerophosphate，EDTA，Na3VO4，

sodiumpyrophosphate，leupeptin )。CO2培养箱(SMART Cell)，冷

冻离心机(Beckman microfuge 22R centrifuge)，酶标仪(Bio TeK,

Synergy HT)，-80 ℃冰箱，超净工作台，手术器械等。

1.3 神经组织培养

将实验大鼠断头处死，在短时间迅速地取出大鼠头部两侧

的三叉神经节和椎管两侧的背根神经节，放入装有 37 ℃预温

的 HBSS(含 100 U青 /链霉素)的培养皿中。用 37 ℃水浴锅预

热的 HBSS将取出的神经节洗涤三次，然后移入 3 mL的培养
基中 (成分：10 %胎牛血清，90 % DMEM (High Glucose)，2

mmol/L谷胺酰胺，20 mmol/L HEPES，100 U青 /链霉素)。之后

将培养皿放入 37 ℃，5 % CO2的细胞培养箱中进行培养。培养

24小时待组织状态稳定后开始加药。培养过程中以全换方式

隔天换液，共培养 4天，实验操作过程严格按无菌要求进行。培

养结束后收集组织，用 PBS(0.01 M，pH 7.4)洗涤 3 次，去除组

织表面残留的培养基，最后将组织置于 -80℃冻存备用。
1.4 酶联反应实验

将组织夹于预冷的研磨皿内，倒入液氮，迅速研磨至组织

细碎。按组织重量加入预冷的细胞裂解液，冰上低温裂解 30

min。用低温离心机 10000× g、4 ℃离心 10 min，弃沉淀，将较大

块的组织去除。取上清，14000× g、4℃离心 30 min。取上清即为
组织总蛋白。接着 BCA定量总蛋白量：BCA试剂 A液和 B液

按体积比 50：1配制成 BCA工作液，配制后 30 min内使用。用

PBS稀释蛋白标准品 (1：4)，25 滋L蛋白标准品稀释至 100 滋L，

终浓度为 5 mg/mL。然后 1:1依次梯度稀释。配成浓度分别为
5、2.5、1.25、0.625、0.3215 mg/ml的标准品。将配好的各种浓度

的 20 滋L标准稀释液加到 96孔板中。加 2 滋L待测样品到 18

滋L PBS中，配成 20 滋L混合液，加到 96孔板中。各孔均加 BCA

工作液 200 滋L，37 ℃摇床反应 30 min，颜色由蓝色渐变为紫

色。最后用酶标仪测定 A595吸光值，电脑软件制出标准曲线，

计算出样品蛋白浓度。标准曲线中 R2>0.9，表明标准品的蛋白

质浓度与吸光度存有良好的线性关系。

CGRP定量方法根据 ELISA kit使用说明书进行：设置空

白对照孔、标准蛋白孔、待测样品孔。空白对照孔加入 EIA

Buffer 75 滋L，标准蛋白孔加入标准蛋白 琢-CGRP50 滋L及抗血
清 25 滋L，待测样品孔加入待测样品 50 滋L及抗血清 25 滋L，室

温孵育约 1 h。除空白孔外，每孔加入 25 滋L生物素化 琢-CGRP

(Bt-tracer)，室温孵育 2 h。弃掉液体，洗板 5次，每次加 300 滋L

的 EIA Buffer。所有孔中加入 100 滋L SA-HRP，室温孵育 1 h。

弃掉液体，如上洗板 5次。每孔加入 100 滋L TMB溶液，避光条

件下反应 60 min。每孔加入 100 滋L的 2N HCL将反应终止，酶

标仪 10 min内测定各孔 450 nm波长的吸光值。根据标准品浓

度及吸光值做出非线性标准曲线方程：y = ((a-d)/(1 + (x/c)^b))
+d，再根据该方程和待测样品的吸光值求待测样品的浓度。测

出的浓度除以 BCA法定出的总蛋白量的浓度即为最终蛋白浓

度。

1.5 数据统计
统计采用 sigmastat软件，单因素方差进行分析，以 P <

0.05、P<0.01、P<0.001来表示数据的差异显著性。用 SigmaPlot

软件绘制图表。以用 CGRP 的含量表示每组的实验结果
(mean± SEM)，即 CGRP表达量与蛋白总量的比值。

2 结果

2.1 慢性给予 BAM8-22对离体培养感觉神经节 CGRP含量的
影响

在离体培养的感觉神经节中持续 4天给予 BAM8-22。检

测感觉神经节的 CGRP含量。由图 1所示，BAM8-22 0 nM组

的 CGRP为 296± 35 pg/mg，而 10 nM组和 100 nM组的 CGRP

分别增加到 428± 15和 403± 15 pg/mg。和 BAM8-22 0 nM组
的 CGRP含量相比，仅 10 nM组的 CGRP增加有显著性差异
(P<0.05)。

2.2 L-NAME对 BAM8-22诱发离体培养感觉神经节 CGRP增

加的影响

随着 BAM8-22 应用后浓度的增加，感觉神经节产生的
CGRP含量增加反而下降。本实验探讨其机制。在离体培养的

感觉神经节中，连续 4天给予 100 nM BAM8-22，并同时给予

不同浓度的的 NOS抑制剂 L-NAME。如图 2 所示，对照组

图 1 慢性 BAM8-22处理对感觉神经节 CGRP表达的影响

Fig. 1 Effect of chronic BAM8-22 treatment on CGRP expression in

co-cultured DRG and TG tissue

215· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.2 JAN.2014

CGRP含量为 403± 15 pg/mg。加入 1，100和 1000 M L-NAME

分别能使感觉神经节的 CGRP含量增加到 574± 38，695± 10

和 775± 92 pg/mg。和对照组相比，同时加入 100 滋M和 1000

滋M L-NAME组的 CGRP含量有显著性差异(P<0.05，P<0.01)。

3 讨论

隔天联合应用(间断给药)或急性应用 SNSR的特异性激动

剂 BAM8-22能够抑制吗啡耐受的形成和维持[5,8]，也可增加吗

啡的镇痛效力[9]。但天天给药持续刺激 SNSR，却反而降低吗啡
的镇痛作用。本研究显示，体外培养的感觉神经节持续应用

BAM8-22，能使神经元的 CGRP含量增加。由于 CGRP是促进

疼痛信息传递的多肽，离体实验结果提示持续应用 BAM8-22

刺激 SNSR抑制吗啡的镇痛效力的机制是增加了神经节促痛

递质的产生。

本研究探讨了慢性激活 SNSR引起吗啡镇痛效力下降的

原因与其相关通路。体外培养实验结果显示：连续 4天应用
SNSR的激动剂 BAM8-22，会使感觉神经节神经元 CGRP表达

增加，10 nM BAM8-22处理组与对照组相比，CGRP的含量增

加具有显著性。研究证实，吗啡耐受形成和维持的基础之一是

促痛介质合成或分泌的增加[10]。CGRP是一种促痛神经肽[11]，已

被证实参与了吗啡耐受的形成[12]。长期慢性用吗啡处理会导致

脊髓[13]和 DRG[14]内的 CGRP含量增加，初级传入纤维[15]CGRP

的释放也会增加。CGRP的上调会敏化脊髓[16]和 DRG[17]中的伤

害性感受神经元，脊髓背角其它促痛介质的生物活性也被增

强，如 P物质[18]和谷氨酸[19]。这些神经活动能够抵抗阿片类药

物的抗伤害效力 [20]。同时研究发现抑制脊髓背角和 DRG 中
CGRP的表达增加可以抑制吗啡耐受的形成[13]。这也进一步说

明了阿片耐受中 CGRP的重要作用。本实验室成员在行为学测

试中发现持续激活 SNSR会出现 "吗啡耐受样 "现象[21]，提示

持续激活 SNSR增加 CGRP，对抗吗啡的抗伤害效力。本研究

显示，体外培养的感觉神经节持续应用 BAM8-22使神经元的
CGRP 含量增加的实验结果，提示持续应用 BAM8-22 刺激
SNSR抑制吗啡的镇痛效力的机制是增加了神经节促痛递质

的产生。

一氧化氮(NO)或在神经病理性疼痛、炎性痛以及吗啡耐受

形成中发挥重要作用。完全弗氏佐剂（CFA）诱发的炎性痛觉过

敏时，DRG神经元的 CGRP的表达会增加。而敲除 nNOS基因
会使 DRG 中 CGRP 的表达量明显下调，说明 nNOS会促进
CGRP的表达[22]。本课题组前期的研究也证实：慢性激活 SNSR

后，DRG神经元 CGRP和 nNOS的表达会上调[21]，也提示了这

两类介质有可能存在联系。但与预期实验结果不同的是，在离

体组织培养条件下，给予非选性 NOS抑制剂 L-NAME，并不会
抑制 CGRP的表达，反而会促使 CGRP表达增加。

NO (或 NOS)在伤害性感受中的作用及其机制很复杂，其

能加强伤害性感受或者抑制伤害性感受的现象在文献中都有

报道。很多研究提出，NO发挥怎样的生物学效应与 NO的剂量

有关，如有报道证实 NO在高剂量时能加强疼痛，而低剂量时

发挥镇痛作用[23]，因此可以推测 10 nM的 BAM8-22在诱导神

经节 CGRP合成增加的同时，还会产生少量 NO，部分地抑制
BAM8-22对 CGRP合成增加。所以，给予 NOS的抑制剂就会

解除对 CGRP上调的抑制。而且 L-NAME剂量越大，对 CGRP

的 "抑制解除 "作用就越强。BAM8-22使神经节产生少量 NO

可能是一种保护性机制，其目的可能是抑制 CGRP的过量产

生。这一离体实验结果提示，在体动物 SNSR持续受到刺激之

后，促痛物质 CGRP会增加，但这种增加是有限度的增加。这可

能与 SNSR既和抑制性 Gi蛋白偶联、又和兴奋性 Gq蛋白偶联

的双重特性有关[24]。

本实验提示持续激活 SNSR使感觉神经节合成 CGRP增
多，是在体动物慢性激活 SNSR后吗啡镇痛作用降低的细胞学

机制。
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