
全科医学临床与教育

2017

年

1

月 第

15

卷第

1

期

Clinical Education of General Practice Jan. 2017

，

Vol.15

，

No.1

布托啡诺和吗啡均为阿片类镇痛药，吗啡是纯

粹的阿片受体激动剂，可激动μ、 δ及κ型受体，布

托啡诺为混合型阿片受体激动 - 拮抗药，主要激动

κ 受体，而对 μ 受体既有激动又有拮抗作用，因此

布托啡诺因激动 μ 受体所产生的呼吸抑制、 恶心

呕吐和皮肤瘙痒等不良反应相对较少，因而在临床

上有着前景更广泛的应用。 本次研究通过鞘内预注

布托啡诺与吗啡， 观察大鼠行为学和脊髓 c-fos 蛋

白表达的变化，探究布托啡诺与吗啡对福尔马林致

·论 著·

鞘内预注布托啡诺与吗啡对炎性痛大鼠痛觉

及脊髓c-fos蛋白表达的影响

周婧 谈大海 金毅

[摘要] 目的 观察鞘内预先注射布托啡诺与吗啡对福尔马林诱导的炎性痛大鼠疼痛行为学及脊髓c-fos蛋

白表达的影响。方法 大鼠被随机分为布托啡诺组、吗啡组及对照组，每组8只。布托啡诺组鞘内预先注射布

托啡诺10�μg， 吗啡组鞘内预先注射吗啡10�μg，对照组鞘内预先注射0.9%氯化钠注射液，然后在三组大鼠

的左后足掌面皮下注射福尔马林致痛，观察各组大鼠行为学变化并通过免疫组化法测定大鼠腰4～6节段脊

髓背角c-fos受体的表达。 结果 与对照组比，吗啡组和布托啡诺组没有明显的福尔马林致痛双相反应，且福

尔马林致痛大鼠腰4-6脊髓背角浅层及深层fos样免疫反应神经元（FLIN）数量明显减少（q分别=5.65、4.78；

5.85、6.27，P均＜0.05），而与吗啡组比较，布托啡诺组大鼠行为学表现更安静，疼痛加权评分减低，脊髓背角

浅层及深层FLIN数量也明显减少（q分别=9.53、6.37，P均＜0.05）。 结论 鞘内预先注射布托啡诺与吗啡能够

对福尔马林致痛大鼠产生明显的抗伤害和镇痛作用，且布托啡诺的镇痛效果优于吗啡。

[关键词] 布托啡诺； 吗啡； 福尔马林； c-fos受体
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[Abstract] Objective To�observe�the�effect�of� intrathecal� injection�of�butorphanol�and�morphine�on�pain�behavior�of�rats�

with� inflammatory� pain� induced� by� formalin

，

and� compare� their� analgesic� effect.� Methods All� rats� were� randomly�

divided�into�3�groups

，

8�rats�in�each�group:�butorphanol�group�

（

intrathecal�preinjection�of�butorphanol�10�μg

），

morphine�

group�

（

intrathecal�preinjection� of�morphine�10�μg

）

and�control� group

（

intrathecal� preinjection� of� physiological� saline

）

.�

After� the�formalin�were�injected

，

the�behavior�of�rats�were�observed.�And�the�expression�of�c-fos� receptor� in� the�Loinl4～

6� spinal� dorsal� horn� in� rats� were� determined� by� immunohistochemical�method.�Results Compared�with� control� group

，

the�morphine�group�and�butorphanol�group�had�not�obvious�pain� in� the� two�phase� reaction

，

and� the� expression� of� c-fos�

receptor � in � the � loinl4~6 � spinal � dorsal � horn � in � rats � was � significantly � lower

（

q=5 .65

，

4.78

；

5.85

，

6.27

，

P＜0.05

）

.�

Compared�with�morphine� group

，

the� behavior� of� rats� in� butorphanol� group�was�more� quiet

，

the� pain� score� decreased� and�

c-fos� receptor� expression� was� significantly� decreased

（

q=9.53

，

6.37

，

P＜0.05

）

.� � Conclusion Intrathecal� injection� of�

butorphanol�and�morphine�could�play�obvious�anti�-� injury�and�analgesic�effect�on� the�pain� induced�by� formalin

，

and� the�

analgesic�effect�of�butorphanol�was�better�than�morphine.
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表1 三组大鼠各时段PIS评分结果/分

时间 /min

0~

5~

10~

15~

20~

25~

30~

35~

40~

45~

50~

55~60

吗啡组

1.19±0.12

0.96±0.04

1.16±0.10

1.31±0.21

1.13±0.09

1.21±0.14

1.17±0.16

1.21±0.10

1.29±0.11

1.30±0.09

1.19±0.17

1.23±0.15

对照组

1.53±0.21

0.77±0.05

0.80±0.19

1.65±0.30

1.99±0.11

2.03±0.19

2.22±0.17

2.26±0.21

2.09±0.12

2.10±0.15

2.12±0.10

2.07±0.19

布托啡诺组

0.94±0.07

0.93±0.05

1.03±0.12

1.05±0.10

1.11±0.14

1.12±0.09

0.95±0.09

0.92±0.10

1.01±0.11

0.96±0.13

0.99±0.15

0.97±0.10

痛大鼠的抗伤害作用并比较两者的镇痛效果。

1� �材料与方法

1.1� � 实验动物 实验时间为 2015 年 2 月至 3 月，

选取杭州市肿瘤医院实验室饲养的雄性 Wistar 大

鼠，体质量 240～280�g，单笼饲养，饲养环境温度恒

定为 23℃~27℃，无噪音、强光刺激，实验在大鼠适

应环境 4�d 后进行。 按照国际疼痛协会的伦理学标

准执行本次动物实验性研究

[1]

。 排除鞘内置管不成

功的大鼠，共 24 只大鼠符合实验标准，随机分为布

托啡诺组、吗啡组、对照组，每组 8只。 三组大鼠比

较，差异均无统计学意义（P均＞0.05）。

1.2� � 方法

1.2.1� � 大鼠鞘内置管 实验大鼠采取改良 Yaksh 法

进行鞘内置管

[1，2]

，腹腔注射 10%水合氯醛 300�mg/kg

麻醉后， 常规消毒后于后枕部正中线切开皮肤，分

离肌肉，暴露寰枕膜，针头刺开寰枕膜，置入聚氨基

甲酸乙酯鞘内微导管 6�cm至脊髓腰段，外端与聚乙

烯管连接，固定缝合后肌注青霉素 4 万 U 以预防感

染。置管 2�d 后取无运动障碍的大鼠鞘内注射 2%利

多卡因 20�μl，如注药后 30�s 内双下肢麻痹则置管

正确，否则被剔除出实验。 置管成功后，对照组在鞘

内预先注射 0.9%氯化钠注射液，吗啡组在鞘内预先

注射吗啡 10�μg，布托啡诺组在鞘内预先注射布托

啡诺 10�μg，三组的注射容量都为 10�μl，所有药物

都用 0.9%氯化钠注射液稀释。

1.2.2� � 福尔马林致痛模型的制备 大鼠单笼饲养 4� d

后进行福尔马林试验，将大鼠置于观察台上的玻璃

观察箱（带有一面呈 45°放置的镜子） ，以便观察

大鼠行为变化，待大鼠适应环境 30�min 后，用微量

进样器在大鼠足底部注射 5%福尔马林 100�μl 制

备疼痛模型。

1.2.3� � 免疫组织化学检测 所有大鼠在福尔马林

注射后 1�h 被处死。 取出腰 4～6 脊髓节段固定于

4%的多聚甲醛液 8�h 后石蜡包埋。 每个标本同一部

位于石蜡切片机上切取 5 张， 片厚 5�μm。 收集于

pH�6.0 的 0.01�mol/L 枸橼酸盐缓冲液中，滴加 5%牛

血清白蛋白封闭液，室温 20�min 后加一抗（1:1�000

兔抗 c-fos 多克隆抗体） ，37℃孵育 1� h�后，4℃过

夜；室温下 30�min 后，加既用型二抗（生物素化兔抗

鼠 IgG），37℃孵育 30�min； 加链霉亲和素 - 生物素

复合物试剂，37℃孵育 30�min，二氨基联苯胺显色。

阴性对照片用枸橼酸盐缓冲液代替一抗。

1.3� � 大鼠行为学观察及疼痛加权评分 福尔马林

疼痛模型制作成功后立即记录大鼠每 5 分钟的疼痛

行为时间直到满 1�h。 大鼠疼痛行为分为四级：0级，

大鼠活动无异常；1 级，注射足轻微接触地面，活动

时有跛行；2 级，注射足抬起，不接触地面；3级，舔咬

或抽动注射足。 采用疼痛加权评分（pain� intensity�

scoring，PIS）法评估大鼠受伤害程度，公式：

PIS=（T

1

+2T

2

� +3T

3

）/300

� � � � 其中 T

1

、T

2

、T

3

分别为大鼠 5� min 时间内出现疼

痛行为 1、2、3 级的时间

[3]

。

1.4� � 免疫组化的观察指标 在 CMIAS 系列数码医

学图像与分析系统下观察大鼠脊髓切片， 记录 fos

样免疫反应神经元（fos-like� immunoreactivity� neu-

ron，FLIN）数量，阳性细胞细胞核内可见棕褐色颗

粒。 按照 Rexed 法将脊髓灰质从背侧到腹侧分为Ⅰ

~Ⅹ层， 分别记录脊髓背角Ⅰ～Ⅱ层、 Ⅴ～Ⅵ层

FLIN 的数量。

1.5� �统计学方法 采用 SPSS� 13.0 统计软件。 计量

资料数据以均数±标准差（ｘ±ｓ） 表示，组间比较采

用单因素方差分析，组内比较采用重复测量设计的

方差分析。 设P＜0.05 为差异有统计学意义。

2� �结果

2.1� � 大鼠行为学观察及 PIS 评分结果 对照组大

鼠福尔马林注射后，立即出现致痛侧的跛行、抬腿、

舔足等行为，持续约 5�min，相对安静约 10�min，再

次出现上述伤害性行为表现，持续约 40�min。 吗啡

组和布托啡诺组大鼠与对照组比较，吗啡、布托啡

诺组大鼠行为学表现安静， 跛行和后足抬起时间

短，几乎不出现舔咬和抽动，没有明显的福尔马林

致痛双相反应。三组大鼠各时段 PIS评分结果见表1。
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由各时间段组间 PIS 比较，吗啡组、布托啡诺组

与对照组有明显差异性（P均＜0.05）；布托啡诺组与

吗啡组比较， 布托啡诺组大鼠行为学表现更安静，

两组 PIS 比较有明显差异（P均＜0.05）。 各统计值详

见图 1。

图1� �各时间段组间q值比较图

2.2� � 大鼠脊髓背角 FLIN 数量比较 显微镜下观

察，c-fos 阳性细胞中等大小，呈圆形或椭圆形，免疫

反应阳性物质产物主要集中在细胞核， 着色较深，

二氨基联苯胺呈棕黄色，胞浆未着色。 对照组的阳

性细胞数目最多， 吗啡组的阳性细胞数目有所减

少，布托啡诺组的阳性细胞数目更加减少。 三组大

鼠脊髓背角浅层及深层 FLIN 数量比较见表 2。

由表 2 可见， 三组大鼠脊髓背角浅层及深

层 FLIN 数量比较， 差异均有统计学意义（F分别

=10.81、9.76，P均＜0.05）。 与对照组比较，吗啡组和

布托啡诺组脊髓背角浅层及深层 FLIN 数量明显减

少（q分别 =5.65、4.78；5.85、6.27，P均＜0.05），布托

啡诺组脊髓背角浅层及深层 FLIN 数量也明显小于

吗啡组（q分别 =9.53、6.37，P均＜0.05）。

3� �讨论

布托啡诺是一种混合型阿片受体激动 - 拮抗

剂，主要激动 κ 受体，对 μ2 受体有拮抗作用，而

对 μ1 受体既有激动又有拮抗作用， 同时又是 δ

受体的激动剂

[4～6]

。体外试验已证实其与阿片受体

μ、δ、κ的亲和力为 1:4:25， 其可以在未引起显著

致幻效应剂量下，产生高效镇痛作用，且镇痛持续

时间长

[7]

。 吗啡是纯粹的阿片受体激动剂，可激动

μ、δ及κ型受体，主要通过激动脊髓胶质区、丘脑

内侧、脑室及导水管周围灰质等部位的μ受体而产

生镇痛作用。 鞘内给药具有高选择性、使用剂量小

和不良反应少的优点，这是其他疼痛治疗方式所不

能代替的。

本次研究所采用福尔马林致痛反应在临床疼

痛研究方面被认为是可靠的动物模型

[8，9]

，结果显示

吗啡、布托啡诺组大鼠没有明显的福尔马林致痛双

相反应，表明预先鞘内注射布托啡诺或吗啡可以抑

制福尔马林致痛大鼠的双相伤害反应。 和以往实验

证实吗啡可以抑制福尔马林致痛大鼠的双相伤害

反应的结果是一致的

[10]

。 本次研究鞘内注射布托啡

诺后大鼠行为学表现更安静，PIS 评分进一步减低，

表明布托啡诺及其主要代谢产物激动 κ- 阿片肽

受体， 并与中枢神经系统中相关受体相互作用，其

产生的中枢性镇痛作用强于吗啡。 这进一步提示布

托啡诺在临床上用于炎症痛的治疗效果很可能优

于吗啡。

c-fos 蛋白是一种即刻早期反应基因，和机体受

到的各种刺激高度相关。 当细胞接收到伤害性刺激

时可启动中枢神经系统多种细胞 c-fos 基因的表达

[l1]

。c-fos 蛋白作为伤害性刺激的标志性产物，可以用

来显示伤害性刺激信号的传导路径

[12，13]

。 脊髓灰质

按 Rexed 法可分为 10 层， Hunt 发现受到伤害性刺

激时，主要在大鼠脊髓的Ⅰ、Ⅱ、Ⅴ层产生 c-fos 蛋

白的表达，Ⅴ、Ⅵ层则在伤害性和非伤害性初级传

入中发挥重要作用

[14，15]

。所以本次研究重点比较了脊髓

Ⅰ、Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ层 c-fos蛋白在不同实验组中的表达。

大鼠鞘内注射吗啡能减轻福尔马林引起的双

相疼痛，但吗啡剂量高于 10�μg 时，不良反应也随

之增加。 因此本次研究大鼠鞘内注射采用 10�μg 吗

啡和 10�μg 布托啡诺。

本次实验结果显示， 对照组的 FLIN 阳性细胞

数目最多，预先鞘内注射布托啡诺或吗啡后，大鼠

脊髓背角浅层（Ⅰ～Ⅱ层）及深层（V～Ⅵ层）FLIN

数量明显减少，据报道，福尔马林致痛模型行为学

改变主要发生在福尔马林刺激后 0~1�h，而且在 1�h

的时间范围内，FLIN 数量并没有明显的变化， 这说

明鞘内注射布托啡诺和吗啡能避免大鼠的双相伤

害性反应，具有明显的抗伤害和镇痛作用。 尤其是

布托啡诺，能有效抑制脊髓内 c-fos 的表达，结合大

鼠行为学观察结果，其抗伤害和镇痛效果要优于吗

啡。 因此推测布托啡诺可能更有效地抑制脊髓浅层

（Ⅰ～Ⅱ）及深层（Ⅴ～Ⅵ）的 c-fos 蛋白的表达，因

注： *：与对照组比较，P＜0.05；

#

：与吗啡组比较，P＜0.05。

表2 三组大鼠脊髓背角浅层及深层FLIN数量比较

组别

浅层（Ⅰ～Ⅱ层）

深层（Ⅴ～Ⅵ层）

吗啡组

37.60±1.99*

25.80±1.65*

对照组

61.20±2.14

36.40±1.86

布托啡诺组

21.20±1.84*

#

16.40±1.52*

#

q

时间 /min

吗啡组与对照组比较

布托啡诺与与对照组比较

吗啡组与布托啡诺组比较

·12·
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此，布托啡诺的镇痛效果优于吗啡。

综上所述，福尔马林致痛后，大鼠出现明显伤

害性疼痛行为学变化， 相对应的脊髓背角 c-fos 蛋

白表达明显增多，而鞘内预先注射布托啡诺与吗啡

能够对抗福尔马林致痛大鼠的伤害性疼痛行为学

变化，减少 c-fos 蛋白表达，而且布托啡诺的镇痛效

果优于吗啡。
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