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褪黑素通过改善神经元树突棘可塑性在瑞芬太尼诱发大鼠痛觉过敏
机制中的作用 *
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摘要 目的：探究褪黑素通过改善神经元树突棘可塑性在瑞芬太尼诱发大鼠痛觉过敏机制中的作用。方法：30只 8~10周龄的 SD

大鼠（175~200 g），根据研究目的随机分为三组：对照组（（大鼠足底进行切口手术，生理盐水处理，n=10），模型组（大鼠足底进行切

口手术，静脉滴注瑞芬太尼，n=10），治疗组（在模型组的基础上行褪黑素处理，n=10）。通过机械诱发痛和热缩足检测不同组处理

后 2 h、2 d、3 d和 7 d大鼠的爪缩回阈值，通过 RT-qPCR分析大鼠中 IL-1、TNF-琢和 IL-1茁的 mRNA表达，通过蛋白印迹检测大

鼠体内 AMPA和 Kalirin-7的蛋白表达，通过观察组织切片比较不同组大鼠的脊柱密度和长度，通过低感光电荷耦合设备的摄像

头监视器分析单个神经元的电生理。结果：在第 2 h、2 d、3 d和 7 d的测试中，相比于对照组，模型组痛缩足阈降低（P<0.05），热缩
足潜伏时间缩短（P<0.05），IL-1、TNF-琢、IL-1茁的 mRNA表达、AMPA和 Kalirin-7的蛋白表达均升高（P<0.05），脊柱密度、脊柱长
度升高（P<0.05），电流幅度升高（P<0.05），电流间隔降低（P<0.05）。治疗组较模型组的痛缩足阈升高（P<0.05），热缩足潜伏时间延长
（P<0.05），IL-1、TNF-琢和 IL-1茁的mRNA表达、AMPA和 Kalirin-7的蛋白表达均降低（P<0.05），脊柱密度、脊柱长度降低（P<0.05），
电流幅度降低（P<0.05），电流间隔升高（P<0.05）。结论：褪黑素通过抑制 AMPA和 Kalirin-7的蛋白表达改善神经元树突棘可塑

性，从而降低瑞芬太尼诱发的大鼠痛觉过敏。
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The Role of Melatonin in Improving the Plasticity of Neuronal Dendritic
Spines in the Mechanism of Remifentanil Induced Hyperalgesia in Rats*

To explore the role of melatonin in the mechanism of remifentanil-induced hyperalgesia in rats by improv-

ing the plasticity of neuronal dendritic spines. Purchase 30 SD rats (175~200 g) aged 8-10 weeks. According to the purpose of

the study, all rats were randomly divided into three groups: control group (rats undergoing incision surgery on the soles of rats, treated

with saline, n=10), model group (rats undergoing incisions on the soles of rats, sutured intravenously remifentanil, n=10), treatment group

(melatonin treatment on the basis of the model group, n=10). Shrinkage feet reflection of rats in different groups at 2 h, 2 d, 3 d and 7 d

after treatment was detected by the paw withdrawal threshold and the paw withdrawal latency time. The mRNA expression of IL-1,

TNF-琢 and IL-1茁 in rats was analyzed by RT-qPCR. The protein expression of AMPA and Kalirin-7 in rats was detected by Western

blot. The heat sensitivity of rats was evaluated by a hot-plate biological instrument. The density and length of the spine of rats in different

groups were compared by observing tissue sections. The electrophysiology of a single neuron is analyzed by the camera monitor of a

low-sensitivity charge-coupled device. In the 2 h, 2 d, 3 d and 7 d tests, comparing with the control group, the paw withdrawal

threshold was lower (P<0.05), the paw withdrawal latency time was shorter (P<0.05), the mRNA expression of IL-1, TNF-琢, IL-1茁 and

the protein expression of AMPA and Kalin-7 was higher (P<0.05) in the model group. And the spine density and length and the current
amplitude was higher (P<0.05), the current interval was lower (P<0.05) in the model group. Comparing with the model group, the paw
withdrawal threshold was higher(P<0.05), the paw withdrawal latency time was longer(P<0.05), the mRNA expression of IL-1, TNF-琢,
IL-1茁 and the protein expression of AMPA and Kalin-7 was lower (P<0.05) in the treatment group. And the spine density and length and

*基金项目：内蒙古自治区自然科学基金项目（2019MS08088）

作者简介：吕晓敏（1986-），女，硕士研究生，主治医师，研究方向：麻醉学，电话：15332913307，E-mail：lvxiaomin111111@126.com

（收稿日期：2020-11-24 接受日期：2020-12-18）

1633窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.9 MAY.2021

the current amplitude was lower (P<0.05), the current interval was increased (P<0.05) in the model group. Melatonin im-

proves the plasticity of neuronal dendritic spines by inhibiting the protein expression of AMPA and Kalirin-7, thereby reducing remifen-

tanil-induced hyperalgesia in rats.

Melatonin; neuronal dendritic spines; Remifentanil; Hyperalgesia

前言

痛觉过敏的发生可能会减慢手术后患者的康复速度，阻止

及时出院，不仅会因疼痛评分较高而引起不适，而且还会产生

更多的镇痛药和与给药有关的副作用[1]。瑞芬太尼是一种非常

有效的超短效阿片类药物，广泛用于全身麻醉以及重症监护室

的镇静作用[2]，但大量输注瑞芬太尼可引起痛觉过敏。琢-氨基
-3-羟基 -5-甲基 -4-异恶唑丙酸（AMPA）受体是由四个独立的

亚基（GluA1-4）组成的离子型谷氨酰胺受体[3]。它通过改变其数

量，组成和易位到中枢神经系统中的突触而与兴奋性突触可塑

性有关[4]。几项研究概括了外周炎症和神经损伤均触发了脊髓

背突触中含有 GluA1的 AMPA受体膜运输。角神经元可能引

起急性和持续性炎症以及神经性疼痛[5]。蛋白激酶Mξ 是非典

型蛋白激酶 C的 N端截短和组成型活性形式，可以通过增加

和维持突触 AMPA受体来维持突触增强作用[6]。通过减少前扣

带回皮层中突触后 GluA1的水平来抑制蛋白激酶Mξ 来减轻

神经性疼痛[7]。Kalirin-7是 Rho鸟嘌呤核苷酸交换因子的同种

型，因其对兴奋性突触的结构和功能可塑性具有关键影响而被

公认[8]。Kalirin-7依赖性树突棘的形成和扩大对于调节突触强

度至关重要。褪黑素是一种由松果体和其他组织产生的化学介

质 [9]。褪黑素的经典功能与昼夜节律的控制和下丘脑 -垂体 -

性腺轴的调节有关，褪黑素已被证明具有抗氧化能力，既可以

作为自由基清除剂，又可以作为神经元的保护剂[10]。褪黑素在

神经变性中的神经保护作用引起了人们的极大关注。本研究探

讨褪黑素通过改善神经元树突棘可塑性在瑞芬太尼诱发的大

鼠痛觉过敏机制中的作用。

1 资料与方法

1.1 实验动物

1.1.1 实验大鼠 从动物研究所购买 30 只 8~10 周龄的 SD

大鼠（175~200 g）。在 12 h的光照 /黑暗周期下，每个笼子饲养

5只大鼠，自由饮食。开始实验前，大鼠适应环境一周。

1.1.2 实验分组 根据研究目的将所有大鼠随机分为三组，各

10只：对照组（大鼠足底进行切口手术，用生理盐水处理），模

型组（大鼠足底进行切口手术，同时静脉滴注瑞芬太尼），治疗

组（在模型组的基础上进行褪黑素治疗处理）。

1.1.3 瑞芬太尼诱导痛觉过敏模型 5 %水合氯醛（350 mg/kg）

皮下注射麻醉，开始静脉滴注瑞芬太尼 1.3 滋g/(kg·min)，药物
浓度 20 滋g/mL，同时做切口：穿过足底的皮肤和筋膜做一个
1 cm的纵向切口，从脚后跟边缘开始 0.5 cm处开始，并向左后

爪的脚趾延伸。使用镊子抬高肌肉，保持肌肉起源。压迫止血后，

用 4-0丝线缝合皮肤，用红霉素软膏覆盖以防止感染。所有方

案均得到医科大学机构动物护理和使用委员会的批准。该程序

是根据美国国立卫生研究院实验动物的护理和使用指南进行。

1.2 方法

1.2.1 大鼠行为测试 测试机械敏感性，将大鼠限制在带有丝

网底部的高架笼中，并使其适应环境 1 h。垂直应用电子冯·弗

雷丝（BSEVF3，哈佛仪器公司，美国）刺激切口。在每个时间点

以 3 min的间隔重复进行 3次实验。将爪子退缩阈值确定为三

项试验的平均压力（g）：大鼠摇动，撤回或舔食时爪子。用热板

（YLS-6B，中国正化生物仪器设备有限公司）评估热敏性。每隔

5 min测量大鼠在 52℃的加热板上缩足的时间，切断时间为

30 s，以免损坏后爪，记录爪子抽出，摇动或舔动的时间，共测量

5次，取后三次平均值。

1.2.2 树突棘图像分析 在透射光显微镜下检查从腰椎肿大

获取的高尔基染色的冠状脊髓组织切片。五个标准对标本进行

采样和分析：（1）神经元位于第 4层和第 5层；（2）高尔基染色

的神经元必须具有完全浸渍的树突和棘突，以连续的长度出

现；（3）至少一个枝晶相对于细胞体的起源延伸到相邻的薄片

中；（4）至少一半的初级树突分支保留在组织切片的厚度内，使

得其末端没有被切开，而是逐渐变细为末端；（5）池体直径在

20~50 滋m之间。需要注意的是，这些标准并不意味着我们分析
的神经元的生理特征，而是控制脊髓背角神经元的形态多样

性。为了分析和重建背角神经元的完整外观，我们使用 Neu-

rolucida软件，并对所得的背角神经元三维重建进行了脊柱密

度和脊柱分布分析。为每个细胞制作了两个神经元痕迹。首先，

绘制包含每个已识别细胞的冠状脊髓截面和背角周围的轮廓

线。将这些细胞的位置标记在脊髓轮廓图上。脊柱密度表示为

脊柱数 /微米树突长度。为了确定两组之间相对于细胞体的脊

柱分布变化，使用 Neurolucida软件进行改进的 Sholl分析。在

细胞体周围形成七个宽 50 滋m的球形箱，测量每个箱内的脊柱
密度，并在治疗组中平均每个箱中的数据，并将平均值与各组

中的等效箱进行比较。为了确定脊柱尺寸的变化，从每个治疗

组中任意选择五个神经元，并测量可见的脊柱的脊柱长度和脊

柱头部直径。脊柱的长度定义为从脊柱的尖端到脊柱与母体树

突分支交界处的距离。脊柱头部直径定义为垂直于母树突分支

长度绘制的最长线。

1.2.3 电生理功能 麻醉下从大鼠无菌取出脊髓节段（L4至L5），

并用振动切片机切成横向切片（350 滋m）。将切片在 22 ℃~25

℃的预氧化人工脑脊液溶液中孵育，该溶液由 126 滋m NaCl，

2 滋m MgCl2、3.5 滋m KCl，1.25 滋m NaH2PO4、26 滋m NaHCO3、

2 滋m CaCl2和 10 滋m d-葡萄糖组成。随后，将每个切片转移到

记录室中，将其放置在配备有立式显微镜（BX51W1；日本奥林

巴斯）上，并用含氧的人工脑脊液连续灌注。通过连接到低感光

电荷耦合设备的摄像头（710 M；DVC，美国）上的电视监视器

来识别单个神经元。从垂直电极拉拔器（PIP5；HEKA，德国）购
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买的硼硅酸盐玻璃贴片微电极用于全细胞膜片钳记录，尖端开

口为 1~2 滋m，串联电阻为 3~5 m赘。将微电极充满细胞内溶液
（pH 7.3）。在（2R）-氨基 -5-膦酰戊酸（40 滋M），士丁宁（2 滋M），
河豚毒素（0.5 滋M）和双瓜氨酸（5 滋M）的存在下，分离出 AMPA

受体介导的微型兴奋性突触后电流。使用 Clampfit 9.0（Axon

Instruments，美国）分析记录数据。

1.2.4 RT-qPCR分析促炎因子 总 RNA（1 滋g）被用作 cDNA

合成的模板。使用 PrimeScript RT 试剂盒制备 cDNA。使用

SYBR Premix Ex Taq II 在 TP800 热循环仪切丁实时系统

（Takara-Bio，东京，日本）中，PCR 反应的总体积为 25 滋L，2x
SYBR Premix Ex Taq II（12.5 滋L），正向和反向引物 10 滋M，
AMTN为 50 ng cDNA，GAPDH为 10 ng cDNA。制备包含除

cDNA以外的所有试剂的 PCR预混液，并将其等分到 0.2 mL

PCR管中。热循环的条件是在 95℃下为 10 s，在 95℃下为 5 s

的 40个循环，在 60℃下为 30 s的 40个循环。PCR后的解链

曲线证实了单靶扩增的特异性，确定了基因相对于 GAPDH的

表达。

1.2.5 蛋白质印迹 经过适当的存活时间后，麻醉下对动物实

施安乐死。快速去除 L4-L5脊髓节段并在液氮中速冻。在含有

苯甲磺酰氟的冰冷放射免疫沉淀测定缓冲液中将左背角机械

均质化（Abcam，英国）。离心裂解物，并收集上清液作为总蛋

白。使用膜室蛋白质提取试剂盒（美国美国生物链研究所）来提

取背角的膜部分。使用二辛可宁酸测定法测定蛋白质含量。将

样品在 10 %SDS-PAGE凝胶上分离，转移到硝酸纤维素膜上，

并用针对抗 AMPA和抗 Kalirin-7，与辣根过氧化物酶偶联的

二抗孵育。用增强的化学发光法（Thermo Scientific，美国）使膜

结合的二抗可视化，并使用 Gene Tools Match软件（Syngene，

英国）定量。将蛋白质量计算为内源性对照（茁-肌动蛋白）的百
分比，然后从治疗中获得的蛋白质水平表示为与对照条件相比

的百分比。

1.3 统计分析

以 SPSS 23.0对数据进行分析，计量资料以 x± s表示，使
用 t 检验，计数资料采用率(%)表示，计量资料使用 x2检验，
P＜0.05为具有统计学意义。

2 结果

2.1 褪黑素提高大鼠的爪缩回阈值

通过机械敏感性检测不同组处理后 2 h~7 d大鼠的爪缩回

阈值，在第 2 h、2 d、3 d和 7 d的测试中，模型组较对照组的阈

值降低（P<0.05），治疗组较模型组的阈值升高（P<0.05），见图1，

表 1。

图 1 痛觉过敏性 -爪缩回阈值检测

Fig.1 Hyperalgesia-paw retraction threshold detection

Note: * compared to the control group, P<0.05; #compared to the model group, P<0.05.

表 1 痛觉过敏性 -爪缩回阈值检测（g）

Table 1 Hyperalgesia-paw retraction threshold detection (g)

Groups 2 h 2 d 3 d 7 d

Control group 16.39± 3.47 15.93± 3.22 16.04± 3.11 15.82± 3.17

Model group 9.25± 1.30* 4.37± 0.64* 7.34± 0.95* 11.25± 1.44*

Treatment group 12.46± 1.82*# 9.83± 1.22*# 12.46± 2.85*# 13.84± 2.88*#

F 13.047 12.116 10.472 9.353

P 0.018 0.025 0.036 0.027

2.2 褪黑素提高大鼠的热痛过敏性

通过热板生物仪器评估大鼠处理后的 2 h、2 d、3 d和 7 d

的热敏性，模型组较对照组在热板上停留的时间缩短（P<0.05），
治疗组较模型组在热板上停留的时间延长（P<0.05），见表 2。

表 2 痛觉过敏性 -热痛过敏性检测（s）

Table 2 Hyperalgesia-Heat Hyperalgesia Test (s)

Groups 2 h 2 d 3 d 7 d

Control group 18.73± 2.64 19.35± 2.80 18.66± 2.75 19.04± 2.79

Model group 11.34± 1.04* 6.33± 0.51* 8.29± 1.11* 12.47± 1.25*

Treatment group 15.39± 1.43*# 11.26± 1.05*# 14.17± 1.66*# 18.23± 2.01*#

F 12.302 11.719 10.036 13.251

P 0.015 0.026 0.033 0.028
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2.3 褪黑素对经元中的树突棘重塑

对照组中约 50 滋m的树突状部分，瑞芬太尼诱导后脊柱密
度增加，并且出现较大的脊柱头部结构。褪黑素治疗减少了棘

的数目，并减少了诱导后的棘突的整体尺寸。通过观察组织切

片比较不同组大鼠的脊柱密度和长度，模型组较对照组的脊柱

密度、脊柱长度升高（P<0.05），治疗组较模型组的脊柱密度、脊
柱长度降低（P<0.05），见图 2，表 3。

图 2 树突棘图像分析

Fig.2 Image analysis of dendritic spines

表 3 树突棘的变化

Table 3 Changes in dendritic spines

Groups Current amplitude Current intervals（× 102）

Control group 18.26± 2.44 5.73± 1.28

Model group 74.41± 8.33* 1.24± 0.35*

Treatment group 36.51± 4.71*# 4.13± 1.02*#

F 11.201 9.573

P 0.035 0.024

2.4 褪黑素调节痛觉过敏中脊髓的电生理功能

通过低感光电荷耦合设备的摄像头监视器分析单个神经

元的电生理，模型组员较对照组电流幅度升高（P<0.05）；治疗

组较模型组电流幅度降低（P<0.05），电流间隔升高（P<0.05），
见表 4。

表 4 脊髓电生理检测

Table 4 Spinal cord electrophysiological test

Groups Spinal density (10 滋m per cut) Length of spine (滋m)

Control group 2.63± 0.37 0.43± 0.05

Model group 12.45± 2.18* 1.38± 0.16*

Treatment group 8.37± 1.04*# 0.84± 0.11*#

F 12.339 12.116

P 0.024 0.025

2.5 褪黑素抑制炎症因子的表达

通过 RT-qPCR 分析大鼠中 IL-1、TNF-琢 和 IL-1茁 的 mR-

NA表达，模型组较对照组表达升高（P<0.05），治疗组较模型组
表达降低（P<0.05），见表 5。

2.6 褪黑素抑制 AMPA和 Kalirin-7的蛋白表达

通过蛋白印迹检测大鼠体内 AMPA和 Kalirin-7的蛋白表

达，模型组较对照组表达升高（P<0.05），治疗组较模型组表达
降低（P<0.05），见表 6。

3 讨论

褪黑激素可以在松果体，视网膜，结肠，卵巢，睾丸和骨髓

中产生。在过去大约 10年的大量研究表明，褪黑素是一种有效

清除自由基，并在神经退行性疾病的实验模型中发挥有益作

用，例如中风，AD，PD，HD和肌萎缩性侧索硬化[12]。此外，褪黑

素还在药理学上降低了 AD模型中 茁淀粉样蛋白形成 茁折叠
的能力。最近，褪黑素还被证明可以在各种疾病实体模型（包括
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轻度缺血性中风）中降低颅骨照射对神经发生的抑制作用，并

增强内源性神经发生的过程[13]。据报道，褪黑素具有抗炎和抗

氧化的特性，可有效预防 TBI引起的认知和运动缺陷[14]。褪黑

素还被证明可以缓解神经兴奋性谷氨酸的过度释放，抑制酌-氨
基丁酸受体。据报道褪黑素可能通过修饰 TBI小鼠的皮质和海

马树突棘形态，海马小胶质细胞增生，神经发生和神经炎症而

减轻认知和运动功能障碍[15]。本研究使用瑞芬太尼诱发的大鼠

痛觉过敏模型来研究褪黑素对神经元树突棘可塑机制性，特别

是投射神经元及其树突棘的损伤的神经保护作用 [16]。结果表

明，褪黑素治疗逆转了瑞芬太尼造成的树突棘受损，抑制神经

性疼痛的发展。神经性疼痛与学习和记忆具有相似的机制。依

赖活动的突触可塑性是神经系统重新连接以学习、存储和修改

信息的基础。这种动态的突触修饰也发生在与疼痛相关的脊髓

中[17]。高频强直性刺激和低频弹幕引起的急性炎症诱导 c纤维

传入神经和背角伤害感受神经元之间的突触增强，或者中枢或

外周损伤也可能导致脊髓背角的突触可塑性并有助于维持疼

痛[18]。脊柱的几何形状调节神经元的反应性和突触输入整合，

成熟的棘突与诱发的突触后电位的幅度增加和潜伏期加快

有关[19]。

本研究发现输注 1.3 滋g/(kg·min)的瑞芬太尼引起了与切
口有关的行为痛觉过敏，并促进了 Kalirin-7和 AMPA受体的

表达，而褪黑素治疗的大鼠中抑制了两种蛋白的表达，并且有

效降低了模型组大鼠的痛觉过敏性，褪黑素对大鼠脊髓背角的

脊柱结构具有可塑性，褪黑素的干预抑制了瑞芬太尼诱导的背

角中突触 AMPA受体电流的增加，同时也抑制了促炎因子

IL-1、TNF-琢、IL-1茁的表达。累积证据表明，切口干预上调了脊
髓背角中含 GluA1的 AMPA受体的表达和运输[20-22]，术中输注

瑞芬太尼进一步提高了切口诱导的含 GluA1的 AMPA受体的

表达和运输。相反，在阿片类药物引起的痛觉过敏的大鼠中，含

脊髓 GluA2的 AMPA受体的表达和运输保持不变[23-25]。本研究

表明大剂量瑞芬太尼进一步上调了切口相关表达的增加激酶

M灼的活性和活性。我们的数据揭示了突触可塑性的分子底物，
可导致瑞芬太尼引起的慢性疼痛，显示树突状脊柱重塑。由于

脊柱是突触后信号转导中必不可少的结构元素，并且脊柱的形

状，密度和分布会直接影响神经元对兴奋性刺激的反应[26-28]，因此

我们预期瑞芬太尼造成的脊柱重塑将伴随不利的生理和行为

后果。我们的数据证实，模型组大鼠对机械刺激的敏感性增加

并且热伤害阈值降低，治疗组较模型组痛觉敏感性降低，这是

因为褪黑素降低了脊柱长度，和脊柱密度。树突棘是兴奋性输

入的主要突触后位点，主要发现在接受各种输入的神经元上，

例如脊髓背角的锥体海马神经元和宽动态范围神经元。突触学

习事件后，树突棘重塑，脊柱密度增加，这表明神经元已进入更

可塑性的状态，更容易形成新的或更强的突触[29]。树突棘的形

态也与突触的生理功能相关。蘑菇状棘的较大头部结构允许更

大的突触后膜受体聚集和数量（即 AMPA受体），并降低了树

突棘头部的阻力负荷。较窄的脊柱颈充当电化学扩散屏障，成

熟的棘突加工成蘑菇状的几何形状可导致突触后膜去极化更

快，更有效[30]。我们的研究结果还表明，深背角神经元上的蘑菇

脊柱密度增加，表明成熟脊髓数目的神经受损后转移可能有助

于增强突触输入，增强传导保真度和电转导，这两者共同作用

可能会导致痛觉后感觉信息的病理放大。

综上所述，研究发现褪黑素通过抑制 AMPA和 Kalirin-7

的蛋白表达改善神经元树突棘可塑性，从而降低瑞芬太尼诱发

的大鼠痛觉过敏。
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