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延髓头端腹内侧区在慢性胰腺炎

大鼠持续性疼痛中的作用

罗　丹　陈　雷　余保平

摘　要　目的　研究延髓头端腹内侧区是否参与调节慢性胰腺炎大鼠的持续性疼痛，探讨 ＣＰ疼痛维持的神经病理机制。

方法　三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）胆胰管灌注诱导大鼠 ＣＰ模型，分别通过胰腺病理学和大鼠腹部对 ｖｏｎ－Ｆｒｅｙ探针机械性刺激的敏

感度来评估胰腺炎的程度以及痛觉过敏；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣＰ诱导后 ＲＶＭ区 ｃ－Ｆｏｓ蛋白表达变化；检测 ＲＶＭ区微量注射罗

哌卡因后，ＣＰ大鼠机械性痛觉过敏的改变。结果　ＴＮＢＳ成功诱导了大鼠慢性胰腺炎，灌注后第 ７天即出现明显的腹部痛觉过

敏，持续至第 ２８天，并引起了 ＲＶＭ区 ｃ－Ｆｏｓ蛋白表达上调；ＲＶＭ区定向注射罗哌卡因显著抑制了大鼠的机械性痛觉过敏（Ｐ＜

０．０５）。结论　ＲＶＭ内注射罗哌卡因可缓解 ＴＮＢＳ诱导的 ＣＰ疼痛，ＲＶＭ区参与调控 ＣＰ的持续性疼痛。
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　　疼痛是慢性胰腺炎（ｃｈｒｏｎｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＣＰ）患
者的主要临床表现之一

［１］
，常反复发作、剧烈而持

久。针对这种疼痛，目前尚缺乏有效的治疗措施，不

仅给患者和家庭带来了沉重负担，也造成了重大的社

会和经济问题
［２］
。因此，迫切需要对 ＣＰ疼痛的病理

机制进行深入探讨，从而研发出有效的治疗手段。

近年来发现，神经病理性机制在 ＣＰ疼痛中发挥
着重要作用

［３］
。延髓头端腹内侧区（ｒｏｓｔｒａｌｖｅｎｔｒｏｍｅ

ｄｉａｌｍｅｄｕｌｌａ，ＲＶＭ）是脑干网状结构发出的下行疼痛

调控系统中的关键结构，在神经病理性疼痛的启动和

维持中发挥着重要作用。不同状态下的 ＲＶＭ区神
经元能够通过下行痛觉调控系统来增强（易化）或抑

制高位中枢向脊髓的信息传递，易化系统和抑制系统

之间的平衡是疼痛产生的最终决定性因素
［４］
。因

此，研究 ＲＶＭ区在 ＣＰ疼痛调控中发挥的作用对认
识 ＣＰ慢性疼痛具有重要意义。本研究在成功构建
２，４，６－三硝基苯磺酸（ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，
ＴＮＢＳ）诱导的 ＣＰ模型基础上，使用颅内微量注射罗
哌卡因抑制 ＲＶＭ区神经元，探索 ＲＶＭ区在 ＣＰ大鼠
持续性疼痛中发挥的作用

［５］
。

材料与方法

１．实验动物：成年 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，雄性，
体重１８０～２２０ｇ，由湖南斯莱克景达实验动物有限公
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司提供，适应性饲养１周，常规饲料及饮水，昼夜交替
１２ｈ，饲养环境为 ＳＰＦ级。为了得到稳定的行为学数
据，动物的行为学观察均在上午 ９：００～１２：００时进
行。

２．实验分组：大鼠随机分为正常组（Ｎａｉｖｅ组，
ｎ＝６）、假手术组（Ｓｈａｍ组，ｎ＝６）、模型组（ＣＰ组，
ｎ＝１８）。Ｎａｉｖｅ组不做任何处理。ＣＰ组采用胆胰管
内逆行注射 ＴＮＢＳ建立 ＣＰ大鼠模型。Ｓｈａｍ组，用
０９％生理盐水代替 ＴＮＢＳ，其余操作与 ＣＰ组相同。
造模后第２８天，行为学测试结束后，ＣＰ组随机分为３
个亚组：Ｔ组，不进行颅内注射；Ｔ＋Ｙ组，ＲＶＭ区定
位注射生理盐水 ０．５μｌ；Ｔ＋Ｒ组，ＲＶＭ区定位注射
０．５％罗哌卡因（５０ｍｇ／１０ｍｌ，阿斯利康，英国）０５μｌ。

３．ＣＰ模型建立：将 ＴＮＢＳ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）溶于
含 １０％ 无水乙醇的生理盐水中配置成含 ２％ ＴＮＢＳ
的溶液。造模前，大鼠禁食、禁水 １２ｈ。异氟烷（２Ｌ／
ｍｉｎ，瑞沃德，深圳）吸入麻醉，大鼠腹部备皮消毒，沿
腹正中线切开，暴露十二指肠，找到胆胰管，肝门部胆

胰管用显微血管夹夹闭，静脉穿刺针从十二指肠系膜

缘对侧肠壁插入，经十二指肠乳头插入胆胰管约

１ｃｍ，显微血管夹固定。６０ｍｉｎ内推注 ０．４ｍｌ２％ ＴＮ
ＢＳ溶液，推注完毕后维持压力约 １０ｍｉｎ，移除动脉夹
和穿刺针，切口逐层缝合、消毒。整个手术过程严格

执行无菌操作。术后禁水４８ｈ，禁食７２ｈ；禁水期间每
天早、晚皮下注射生理盐水４ｍｌ。

４．行为学测试：使用 ｖｏｎＦｒｅｙ探针（加拿大 Ｎｏｒｔｈ
ＣｏａｓｔＭｅｄｉｃａｌ公司）进行腹部机械性痛觉过敏测
试

［５］
。清除大鼠腹部体毛后，将大鼠放入底部带有

金属网的行为学检测笼中，盖以有机玻璃罩，适应环

境３０ｍｉｎ。探针接触大鼠上腹部皮肤后略用力，使其
头端弯曲 ９０°，连续 １０次，每次持续约 ２ｓ，两次间隔
１０ｓ。阳性反应数（ｒｅａｃｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒ，ＲＮ）以１０次刺激
中大鼠出现撤退反应（舔腹、腹部收缩或整个身体收

缩）的次数来表示。造模前 １天、造模后第 ７、１４和
２１天时，用４ｇ探针进行检测，观察大鼠行为学的动
态变化。造模后第 ２８天，依次用 ０．４、０．６、１．４、
４０、６．０和 １０．０ｇ探针进行检测，观察各组大鼠对不
同规格探针的反应。第２８天行为学测试后，Ｔ＋Ｙ组
和 Ｔ＋Ｒ组进行 ＲＶＭ区定位注射，注射后１ｈ，再次对
Ｔ、Ｔ＋Ｙ和 Ｔ＋Ｒ组分别进行测试，检测药物干预对
模型大鼠行为学的影响。

５．颅内定位注射：异氟烷（２Ｌ／ｍｉｎ）吸入麻醉大
鼠，将其头部固定于脑立体定位仪上。颅顶备皮消

毒，延中线切开皮肤，暴露颅骨。参照大鼠脑立体定

位图谱确定大鼠 ＲＶＭ 区的位置：前囟点向尾侧
１１ｍｍ，中线两侧０ｍｍ，脑表面向腹侧８．５ｍｍ［６，７］。使
用钝头２μｌ微量注射器缓慢注射药液 ０．５μｌ（罗哌卡
因或生理盐水）以及 ０．２μｌ滂胺天蓝染料，注射时间
为３ｍｉｎ。注射完毕后微注射器停留原位 ２ｍｉｎ后缓
慢退出，缝合皮肤。根据组织上染料部位以及扩散范

围，明确注射的准确性。

６．病理学检查：大鼠处死后取胰腺，４％多聚甲醛
固定，梯度乙醇脱水、二甲苯洗两次，石蜡包埋。切片

５μｍ厚，进行 ＨＥ染色。ＣＰ的形态学变化包括腺体
萎缩，小叶内、小叶间或是导管周围纤维化，炎性细胞

浸润
［５］
。

７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：急性取出大鼠延髓，置于
组织裂解液（上海碧云天公司）中匀浆，匀浆产物进

行１０％ ＳＤＳ凝胶电泳，将分离的蛋白用 ２００ｍＡ电
流、４℃电转２ｈ，转至 ＮＣ膜上。膜置于含 ５％脱脂牛
奶的 ＴＢＳＴ液中封闭 ２ｈ。封闭完成后，兔抗 ｃ－Ｆｏｓ
多克隆抗体 （１∶１０００，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）４℃孵育
过夜。ＴＢＳＴ洗膜后，用辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶５００００，武汉博士德公司）室温孵育 １ｈ。ＴＢＳＴ洗
膜３次，每次 １０ｍｉｎ。内参选用 β－ａｃｔｉｎ（１∶２００，武
汉博士德公司）。化学发光显影系统（美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ
公司）和柯达 Ｘ射线胶片（厦门 Ｋｏｄａｋ公司）对条带
进行可视化处理。条带强度用 ＢａｎｄＳｃａｎ５．０软件进
行分析。

８．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进
行数据分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，行为学数据和蛋白凝胶电泳灰度值分别采用双

因素和单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果
１．病理学结果：Ｎａｉｖｅ组和 Ｓｈａｍ组胰腺外观正

常，镜下 Ｓｈａｍ组大鼠胰腺无明显病理改变。ＴＮＢＳ
诱导第２８天，ＣＰ组胰腺与周边脏器粘连明显、不易
分离，部分可见显著扩张的胆胰管，镜下为慢性胰腺

炎表现，腺泡萎缩甚至消失，胰腺间质内出现以淋巴

细胞和浆细胞为主的炎性细胞广泛浸润，导管周围和

小叶间出现大量胶原沉积（图１）。
２．ＴＮＢＳ诱导后，大鼠的疼痛行为学变化：ＴＮＢＳ

灌注前各组大鼠基础痛阈差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，图 ２Ａ）。诱导后第 ７天，ＣＰ组大鼠对 ４ｇｖｏｎ
Ｆｒｅｙ探针刺激的阳性反应次数显著高于 Ｎａｉｖｅ组和
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图 １　ＴＮＢＳ灌注后第 ２８天大鼠胰腺的病理改变（×１００）
Ａ．Ｎａｉｖｅ组；Ｂ．Ｓｈａｍ组；Ｃ．ＣＰ组；与 Ｎａｉｖｅ组比较，Ｓｈａｍ组无明显病理学变化。ＣＰ组大鼠出现了慢性胰腺炎的形态学变化，

炎性细胞的浸润和腺体的萎缩

Ｓｈａｍ组 （ＣＰ组 ＲＮ＝３．６７±０．３３，Ｎａｉｖｅ组 ＲＮ＝
０８３±０．１７，Ｓｈａｍ组 ＲＮ＝１．５±０．２２，Ｐ＜０．０５），并
持续至第 ２８天（ＣＰ组 ＲＮ＝７．３３±０．２２，Ｎａｉｖｅ组
ＲＮ＝１．００±０．２０，Ｓｈａｍ组 ＲＮ＝１．１７±０．１７，Ｐ＜
００５，图２Ａ）。Ｓｈａｍ组和 Ｎａｉｖｅ组在不同时间点比较
差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图 ２Ａ）。第 ２８天
时，ＣＰ组大鼠对不同规格探针的反应性也明显高于
Ｎａｉｖｅ组和 Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。

图 ２　ＴＮＢＳ灌注对大鼠行为学的影响
Ａ．ＴＮＢＳ灌注后不同时间点使用４ｇｖｏｎ－Ｆｒｅｙ探针刺激大鼠诱发

的撤退反应次数；Ｂ．ＴＮＢＳ灌注后第２８天使用不同规格探针刺激

大鼠诱发的撤退反应次数；与 Ｎａｉｖｅ组比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

３．ＴＮＢＳ诱导后，ｃ－Ｆｏｓ蛋白表达变化：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测结果显示，ＴＮＢＳ诱导 ２８天后 ＣＰ组大鼠
延髓 ｃ－Ｆｏｓ蛋白表达明显高于 Ｎａｉｖｅ组和 Ｓｈａｍ组
（Ｐ＜０．０５）。Ｓｈａｍ组和 Ｎａｉｖｅ组之间比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５，图３）。

图 ３　ＴＮＢＳ诱导 ２８天后延髓 ｃ－Ｆｏｓ蛋白的表达

与 Ｎａｉｖｅ组比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

４．ＲＶＭ区注射药物大鼠疼痛行为学的变化：
ＲＶＭ区药物注射后１ｈ，分别对 Ｔ、Ｔ＋Ｒ和 Ｔ＋Ｙ组进
行腹部机械性痛觉过敏测试。ＲＶＭ区注射 ０．５％罗
哌卡因后，Ｔ＋Ｒ组大鼠对４ｇ探针刺激的阳性反应次
数减少，显著低于 Ｔ组和 Ｔ＋Ｙ组（Ｔ＋Ｒ组 ＲＮ＝
３６７±０．４９，Ｐ＜０．０５）。而 ＲＶＭ区注射 ０．９％生理
盐水并不引起大鼠行为学变化（Ｔ＋Ｙ组 ＲＮ＝
７．６７±０．３３，Ｔ组 ＲＮ＝７．３３±０．５６，Ｐ＞０．０５，图
４Ａ）。此外，Ｔ＋Ｒ组大鼠对不同规格探针的反应性
也低于 Ｔ和 Ｔ＋Ｙ组（Ｐ＜０．０５）。

讨　　论
传统观点认为，ＣＰ疼痛源于胰腺（胰腺纤维化、

假性囊肿形成等）和胰腺周围组织（胆管狭窄）的病
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图 ４　罗哌卡因干预对大鼠行为学的影响

与 Ｔ组比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

变
［８］
。但是，以这些理论为基础的临床治疗，并不能

总是取得满意的疗效
［９］
。因此，ＣＰ慢性疼痛机制仍

有待于进一步阐明。

有报道指出，ＣＰ疼痛与神经病理性疼痛有许多
共同特征

［１０］
。ＣＰ大鼠胰腺特异性背根神经节内神

经元兴奋性明显增加，与神经病理性疼痛密切相关的

神经肽（Ｐ物质和降钙素基因相关肽）的表达也显著
上调

［１１，１２］
。这些变化引起持续的疼痛信号传入，致

敏脊髓及以上中枢，导致中枢神经系统可塑性变

化
［１０］
。此外，作为神经病理性疼痛重要机制的星形

胶质细胞和小胶质细胞活化也参与 ＣＰ慢性疼痛的
维持

［８，１３］
。临床研究发现，刺激 ＣＰ患者上腹部与胰

腺共享脊神经支配的区域，以岛叶和扣带回为主的不

同脑区热诱发电位发生变化，并与患者的疼痛程度相

关
［１４］
。这些证据均支持 ＣＰ时，神经系统对疼痛的处

理过程出现异常，神经病理性机制可能在其中起着重

要作用。这也很好的解释了传统治疗方法对部分病

例无效的原因。

ＲＶＭ区由中缝大核、网状巨细胞核 α部以及腹
侧网状巨细胞核构成，是整合高位中枢（如大脑皮

质、中脑导水管灰质等）痛觉调控信息并下传至脊髓

的中继站
［４］
。ＲＶＭ的下行疼痛易化和抑制效应协同

作用，从而维持机体的基础感觉状态。病理状态下，

这种平衡可能被打破，当易化效应发挥主要作用时，

疼痛感觉增强，反之则疼痛缓解
［４，１５］

。目前认为，

ＲＶＭ区在神经病理性疼痛的调控中起着关键作用，
同时 ＲＶＭ区下行调节在内脏痛中也发挥着重要作
用

［１５］
。急性胰腺炎大鼠 ＲＶＭ区 ＭＲＩ信号显著增

强。电刺激ＲＶＭ区能双向调节脊髓神经元对结肠扩
张刺激的反应。但是，下行调控机制在持续性内脏痛

中的作用还不清楚。因此，研究 ＲＶＭ区在 ＣＰ慢性
疼痛中发挥的作用将会极大地丰富对内脏疼痛机制

的认识。

本实验通过胆胰管内逆行注射 ＴＮＢＳ诱导 ＣＰ，
在 ＴＮＢＳ灌注后第２８天时，胰腺出现了腺泡萎缩、纤
维化以及炎性细胞的浸润。同时，采用 ｖｏｎＦｒｅｙ探针
进行腹部机械痛敏测试证实，ＣＰ大鼠出现了持续性
痛觉过敏。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，ＣＰ大鼠
ＲＶＭ区 ｃ－Ｆｏｓ蛋白表达上调。ｃ－Ｆｏｓ是目前广泛
应用的衡量伤害性刺激时神经元活化的标志，其表达

增高反映出特定神经区域内神经元功能处于激活状

态，被认为与伤害性感受密切相关
［１６］
。为了进一步

证实 ＲＶＭ区在 ＣＰ疼痛中的作用，在立体定位仪引
导下将罗哌卡因注射到大鼠 ＲＶＭ区，暂时性抑制
ＲＶＭ区神经元，结果发现罗哌卡因注射后，ＣＰ大鼠
对探针刺激的阳性反应次数显著减少，而 ＲＶＭ区注
射生理盐水则对 ＣＰ大鼠行为学无明显影响。因此
笔者推测，ＣＰ时，大鼠 ＲＶＭ区神经元发生了活化，下
行疼痛易化和抑制机制失衡，易化效应占据优势地

位，大鼠出现持续性疼痛。罗哌卡因通过暂时性阻断

ＲＶＭ区增强的易化效应使得 ＣＰ大鼠疼痛缓解。
由此可见，ＲＶＭ区下行疼痛调控机制参与 ＣＰ疼

痛的维持，这为进一步认识 ＣＰ慢性疼痛机制开辟了
新的视野，最终可能为治疗 ＣＰ患者严重而持久的疼
痛提供新的途径。
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