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电针通过抑制小胶质细胞激活拮抗吗啡镇痛耐受及相关机制
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［摘要］　目的　观察电针对吗啡诱导的小胶质细胞激活和镇痛耐受的影响，探索电针治疗吗啡镇痛耐受的可

能机制。方法　将 60 只清洁级 SD 大鼠随机分为对照组、吗啡组、吗啡＋电针组和吗啡＋电针＋集落刺激因子 1
（CSF1）组，每组 15 只。吗啡组、吗啡＋电针组和吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠连续 7 d 鞘内注射吗啡，制备吗啡镇痛

耐受模型；吗啡＋电针组和吗啡＋电针＋CSF1 组同时实施电针干预，选择疏密波，频率为 2/100 Hz，以 0.5、1.0 和 
1.5 mA 的刺激强度各刺激 10 min，刺激“足三里”和“三阴交”穴，每天 1 次，连续 7 d；吗啡＋电针＋CSF1 组同时

鞘内注射重组 CSF1 蛋白，连续 7 d。采用机械缩足反射阈值（MWT）法观察电针对大鼠吗啡镇痛耐受的影响。7 d
后处死大鼠，分离 L4～6 脊髓背角及背根神经节组织，采用蛋白质印迹法和 qPCR 法检测大鼠背根神经节及脊髓背角

CSF1 蛋白和 mRNA 表达，免疫荧光法检测脊髓背角小胶质细胞标志物离子化钙结合适配分子 1（IBA-1）的表达，

ELISA 法检测脊髓 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 表达。结果　鞘内注射吗啡后，吗啡组大鼠最大镇痛效应百分率（%MPE）
进行性降低，表明吗啡镇痛耐受模型构建成功；与吗啡组比较，吗啡＋电针组大鼠在鞘内注射 3、5 和 7 d 时 %MPE
均增高（均 P＜0.05）；与吗啡＋电针组比较，吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠在鞘内注射 3、5 和 7 d 时 %MPE 均降低（均

P＜0.05）。与对照组比较，吗啡组大鼠背根神经节 CSF1 蛋白及 mRNA 表达、脊髓背角 CSF1 蛋白表达均增高（均 
P＜0.05）；与吗啡组比较，吗啡＋电针组大鼠背根神经节CSF1蛋白及mRNA表达、脊髓背角CSF1蛋白表达均降低（均

P＜0.05）；各组大鼠脊髓背角 CSF1 mRNA 表达差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。与对照组比较，吗啡组大鼠脊

髓背角 IBA-1 表达增高（P＜0.05）；与吗啡组比较，吗啡＋电针组大鼠脊髓背角 IBA-1 表达降低（P＜0.05）；与吗

啡＋电针组比较，吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠脊髓背角 IBA-1 表达增高（P＜0.05）。结论　电针能够抑制大鼠脊髓

背角小胶质细胞激活、改善大鼠吗啡镇痛耐受，其机制可能与减少脊髓背角 CSF1 蛋白表达有关。
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Methods A total of 60 clean-grade SD rats were randomly assigned to control group, morphine group, morphine＋EA group, 
and morphine＋EA＋colony-stimulating factor 1 (CSF1) group, with 15 rats in each group. Morphine analgesic tolerance model 
was established by continuous 7-d intrathecal injection of morphine in the morphine, morphine＋EA and morphine＋EA＋CSF1 
groups. EA was given in the rats of morphine＋EA and morphine＋EA＋CSF1 groups at “Zusanli” and “Sanyinjiao” acupoints, 
with dilatational wave, frequency of 2/100 Hz, stimulation intensities of 0.5, 1.0, and 1.5 mA (10 min per intensity), once a day, 
for 7 consecutive days. Rats in morphine＋EA＋CSF1 group were given intrathecal injection with recombinant CSF1 protein for 
7 consecutive days. The effect of EA on morphine analgesic tolerance in rats was observed by mechanical withdrawal threshold 
(MWT). After 7 d, the rats were sacrificed, and the L4-6 spinal dorsal horn and dorsal root ganglion tissues were isolated. The 
expression of CSF1 protein and mRNA in the dorsal root ganglia and spinal dorsal horn was detected by Western blotting and 
quantitative polymerase chain reaction. The expression of ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA-1), a marker of 
microglia in the spinal dorsal horn, was detected by immunofluorescence method, and the expression of interleukin (IL)-1β，
IL-6 and tumor necrosis factor (TNF)-α in the spinal cord was detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
Results After intrathecal injection of morphine, the percentage of maximal possible potential effect (%MPE) in the morphine 
group was decreased progressively, indicating that the morphine analgesic tolerance model was successfully constructed. 
Compared with the morphine group, the %MPE in the morphine＋EA group was increased after intrathecal injection at 3, 5 and 
7 d (all P＜0.05). Compared with the morphine＋EA group, the %MPE in the morphine＋EA＋CSF1 group was all decreased 
after intrathecal injection at 3, 5 and 7 d (all P＜0.05). Compared with the control group, the expression of CSF1 protein and 
mRNA in dorsal root ganglion and the expression of CSF1 protein in spinal dorsal horn in the morphine group were increased (all  
P＜0.05). Compared with the morphine group, the expression levels of CSF1 protein and mRNA in dorsal root ganglion and 
CSF1 protein in spinal dorsal horn in the morphine＋EA group were decreased (all P＜0.05). There was no significant difference 
in the expression of CSF1 mRNA in the spinal dorsal horn among those groups (all P＞0.05). Compared with the control group, 
the expression of IBA-1 in the spinal dorsal horn of the morphine group was increased (P＜0.05). Compared with the morphine 
group, the expression of IBA-1 in the spinal dorsal horn of the morphine＋EA group was decreased (P＜0.05). Compared with 
the morphine＋EA group, the expression of IBA-1 in the spinal dorsal horn of the morphine＋EA＋CSF1 group was increased 
(P＜0.05). Conclusion EA can inhibit the activation of microglia in the spinal dorsal horn of rats and improve morphine 
analgesic tolerance in rats. The mechanism may be related to the reduction of CSF1 protein expression in the spinal dorsal horn.
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dorsal root ganglia
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吗啡是临床上缓解重度疼痛及治疗癌性疼痛

最常用的镇痛药物，但长期应用会出现镇痛效能

显著下降的镇痛耐受现象，吗啡引起的神经炎性

反应及胶质细胞激活在吗啡镇痛耐受的形成过程

中发挥重要作用［1］。研究发现，脊髓中受损的神

经元可以分泌巨噬细胞集落刺激因子 1（colony-
stimulating factor 1，CSF1），集落刺激因子 1 受

体（colony-stimulating factor 1 receptor，CSF1R）

仅表达于小胶质细胞表面，而鞘内注射 CSF1 可以

显著增加脊髓小胶质细胞标志物离子化钙结合适

配分子 1（ionized calcium-binding adapter molecule 
1，IBA-1）表达，表明脊髓中受损的神经元可以分

泌 CSF1 直接激活小胶质细胞［2］。本团队前期研究

发现，吗啡可以显著增加脊髓 CSF1 表达，而鞘内

注射 CSF1R 抑制剂 PLX3397 可以抑制吗啡诱导的

小胶质细胞激活，并拮抗吗啡镇痛耐受，证实脊髓

CSF1 介导了吗啡镇痛耐受的形成［3］。

研究表明，电针刺激“足三里”和“昆仑”穴

能够延长炎性痛大鼠吗啡耐受形成时间，降低鞘内

给予吗啡所诱导的炎性痛大鼠的痛阈［4］。电针可

以抑制脊髓小胶质细胞激活，改善炎性痛大鼠的脊

髓炎性环境［5］。Sun 等［6］研究结果显示，脊髓电刺

激通过降低脊髓中 CSF1 的水平减弱小胶质细胞的

激活，从而减轻神经性疼痛，提示电针可能通过调

控脊髓 CSF1 的表达及小胶质细胞激活拮抗吗啡镇

痛耐受。本研究采用大鼠模型观察电针对吗啡引起

的脊髓水平小胶质细胞激活及其对吗啡镇痛耐受的

影响，并探讨其分子机制。
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1　材料和方法

1.1　主要试剂与仪器　盐酸吗啡（生产批号为

120909，沈阳第一制药厂）；重组 CSF1 蛋白（中

国台湾Abnova 公司）；CSF1 小鼠单克隆抗体（1 ∶ 
1 000，美国 Millipore 公司）；IBA-1 兔多克隆抗

体（1 ∶ 400，日本 Wako 公司）；荧光素标记的

羊抗兔二抗（1 ∶ 1 000，美国 Millipore 公司）；

IL-1β、IL-6 和 TNF-α ELISA 检测试剂盒（武汉博

士德生物科技有限公司）。电针刺激仪（北京韩氏

电针仪器厂）；显微成像系统（日本 Olympus 公
司）；实时荧光定量 PCR 仪（美国Bio-Rad 公司）；

冰冻切片机（德国 Leica 公司）。

1.2　实验动物分组与干预　清洁级雄性 SD 大鼠

60 只，体重 210～230 g，购于浙江维通利华实验动

物技术有限公司［实验动物生产许可证号：SCXK
（浙）2019-0001］。饲养环境：光照周期为 12 h，
温度为 22～24 ℃，相对湿度为 40%～60%，单笼饲

养，自由进食水。依据国家卫生机构制定的实验室

动物使用指南进行所有操作和动物处理。鞘内置管

成功后，按随机数字表法将大鼠分为对照组、吗啡

组、吗啡＋电针组和吗啡＋电针＋CSF1 组，每组

15 只。吗啡组、吗啡＋电针组和吗啡＋电针＋CSF1
组连续 7 d 鞘内给予 15 μg 吗啡（20 μL），对照组

连续 7 d 鞘内给予等体积生理盐水。吗啡＋电针组

和吗啡＋电针＋CSF1 组连续 7 d 于鞘内注射吗啡后

即刻给予电针治疗。吗啡＋电针＋CSF1 组连续 7 d
鞘内给予重组 CSF1 蛋白 15 ng/μL（10 μL）。

1.2.1　大鼠鞘内置管术　利多卡因局部麻醉后切开

L5 水平背部皮肤，分离椎旁肌后暴露第 5 腰椎间

隙，与脊柱成 30°角将 8 号针头插入椎间隙，待大

鼠尾部或后肢突然抽动时表明针头已进入蛛网膜下

腔。退出针头，将 PE-10 导管插入椎间隙，向头端

方向插入导管 2～2.5 cm，导管腔中有清亮液体流

出再次证明导管进入蛛网膜下腔。封闭导管外口后

将导管外口固定于颈部皮肤。出现术后运动功能障

碍的动物认定为鞘内置管失败。实验结束取材时观

察确定导管末端位置。导管位置不正确的大鼠所得

数据排除。

1.2.2　电针干预方法　于鞘内注射吗啡后即刻给予

电针干预，参照《实验动物针灸穴位图谱》中大鼠

穴位［7］，使用0.25 mm×13 mm针灸针，选择双侧“足

三里”（ST36）和“三阴交”（SP6）穴进针，连接

穴位神经刺激仪，选择疏密波，频率为 2/100 Hz，以

0.5、1.0 及 1.5 mA 的刺激强度各刺激 10 min，每

天 1 次，连续 7 d。
1.3　疼痛行为学测试　于鞘内注射第 1、3、5、7
天时进行行为学测量。应用 von Frey 纤维丝及 up-
down 法对大鼠后足进行机械刺激，采用机械缩足反

射 阈 值（mechanical withdrawal threshold，MWT）
法计算最大镇痛效应百分率（percentage of maximal 
possible potential effect，%MPE）［8］。具体方法如

下：将金属筛网放置于 22 cm×12 cm×22 cm 大小

有机玻璃箱下面，将大鼠放入有机玻璃箱中，用 von 
Frey 纤维丝垂直穿过金属筛网刺激大鼠后肢足底中

部，阳性反应为大鼠出现抬足或舔足行为。刺激力

度从 2 g 开始，当不能引起阳性反应时，将刺激力度

调大，出现阳性反应后将刺激力度调小，出现第 1
次阳性和阴性反应的骑跨时停止。连续测定 4 次，

刺激持续时间短于 4 s，每次刺激间隔大于 30 s，最

大刺激力度小于 15 g。分别测定吗啡注射前基础

MWT 及注射后 30 min 实验 MWT，%MPE＝（实

验 MWT－基础 MWT）/ 基础 MWT×100%。

1.4　脊髓背角小胶质细胞激活的检测　疼痛行为

学测定结束后，每组各取 7 只大鼠，用预冷的生理

盐水 100 mL 和 4% 多聚甲醛溶液 400 mL 经左心

室灌注进行预固定。将 L4～6 脊髓取出，用 4% 多

聚甲醛溶液固定 2 h 后置入梯度浓度的蔗糖溶液中

脱水，然后进行冰冻切片（厚度为 12 μm）。加入

IBA-1 兔多克隆抗体 4 ℃孵育过夜，用荧光素标记

的羊抗兔二抗在 37 ℃下避光孵育 1 h，各步骤间用

PBS 冲洗 3 次，每次 5 min。用 50% 甘油封片后在

荧光显微镜下观察，应用 Image pro-Plus 6.0 软件进

行数据分析。

1.5　脊髓背角及背根神经节组织中CSF1检测　每组

各取 4 只大鼠，于鞘内注射结束后次日采用颈椎

脱臼法处死，分离 L4～6 脊髓背角及背根神经节组

织。L4～6 脊髓背角及背根神经节组织经充分匀

浆、裂解后，采用蛋白质印迹法检测 CSF1 蛋白

的表达。以 β- 肌动蛋白（β-actin）为内参照，计

算 CSF1 蛋白条带与 β-actin 条带灰度值的比值，

即为 CSF1 蛋白的相对表达量。采用 TRIzol® 试

剂（美国 Invitrogen 公司）提取大鼠 L4～6 脊髓背

角及背根神经节总 RNA，反转录为 cDNA，采用
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qPCR 检 测 CSF1 mRNA， 以 β-actin 为 内 参， 用 
2－ΔΔCt 法分析待测基因的相对表达水平。引物由日

本 TaKaRa 公司设计、合成。β-actin 正义引物序列

为 5'-CGTTGACATCCGTAAAGACCTC-3'，反义引

物序列为 5'-TAGGAGCCAGGGCAGTAATCT-3'；
CSF1 正义引物序列为 5'-TGCTAAGTGCTCTAGC- 
CGAG-3'，反义引物序列为 5'-CCCCCAACAGTC-
AGCAAGAC-3'。PCR 条件：94 ℃预变性 5 min； 
94 ℃ 30 s、54 ℃ 30 s、72 ℃ 20 s，共 45 个循环；

72 ℃延伸 10 min。
1.6　脊髓炎症因子的检测　每组各取 4 只大鼠，

于鞘内注射结束后次日采用颈椎脱臼法处死，分离

L4～6 脊髓，冰上充分匀浆后离心提取上清液，采用

ELISA 试剂盒检测 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平，严

格按照试剂盒说明书操作。

1.7　统计学处理　应用 SPSS 22.0 软件进行统计学

分析，应用 GraphPad Prism 8.0 软件制图。符合正

态分布的计量资料以 x±s 表示，多组间比较采用单

因素方差分析，两两比较采用最小显著性差异法。

检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　电针对大鼠吗啡镇痛耐受的影响　吗啡组、

吗啡＋电针组和吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠在鞘

内注射吗啡 1 d 时均产生了最大镇痛作用，3 组

间 %MPE 的差异无统计学意义（P＞0.05）。吗啡

组大鼠在鞘内注射吗啡 3 d 时开始出现镇痛耐受现

象，鞘内注射吗啡 7 d 时形成明显耐受，%MPE 进

行性降低。与吗啡组比较，吗啡＋电针组大鼠鞘内

注射吗啡 3、5 和 7 d 时仍可以产生显著的镇痛作

用，两组 %MPE 差异有统计学意义（均 P＜0.05）。

吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠 %MPE 进行性降低，鞘

内注射吗啡 3、5 和 7 d 时与吗啡＋电针组比较差

异有统计学意义（均 P＜0.05）。见图 1。

图 1 各组大鼠最大镇痛效应百分率（%MPE）变化情况

%MPE 采用机械缩足反射阈值法计算. *P＜0.05 与MOR 组

比较；△P＜0.05 与MOR＋EA＋CSF1 组比较 . n＝15， x±s.  

CSF1：集落刺激因子 1；N：对照组；MOR：吗啡组；MOR＋EA：

吗啡＋电针组；MOR＋EA＋CSF1：吗啡＋电针＋CSF1 组.

图 2 各组大鼠腰段脊髓背角 IBA-1 表达情况（免疫荧光法）
*P＜0.05 与N组比较；△P＜0.05 与MOR组比较；▲P＜0.05 与MOR＋EA组比较. n＝7， x±s. IBA-1：离子化钙结合适配分子 1；

CSF1：集落刺激因子 1；N：对照组；MOR：吗啡组；MOR＋EA：吗啡＋电针组；MOR＋EA＋CSF1：吗啡＋电针＋CSF1 组.
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2.2　电针对大鼠脊髓背角小胶质细胞激活的影响　在鞘

内注射吗啡 7 d 后，与对照组比较，吗啡组大鼠腰

段脊髓背角小胶质细胞标志物 IBA-1表达增高（P＜ 

0.05）；与吗啡组比较，吗啡＋电针组大鼠腰段脊

髓背角 IBA-1 表达降低（P＜0.05）；与吗啡＋电

针组比较，吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠腰段脊髓背

角 IBA-1 表达增高（P＜0.05）。见图 2。
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2.3　电针对大鼠背根神经节和脊髓背角组织中

CSF1 表达的影响　在鞘内注射吗啡 7 d 后，与对

照组比较，吗啡组大鼠腰段背根神经节 CSF1 蛋白

及 mRNA 表达均增高（均 P＜0.05）；与吗啡组

比较，吗啡＋电针组和吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠

腰段背根神经节 CSF1 蛋白及 mRNA 表达均降低 
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（均 P＜0.05）；吗啡＋电针组与吗啡＋电针＋

CSF1 组大鼠腰段背根神经节 CSF1 蛋白及 mRNA
表达差异无统计学意义（均 P＞0.05）。见图 3。
在鞘内注射吗啡 7 d 后，与对照组比较，吗啡组大

鼠腰段脊髓背角 CSF1 蛋白表达增高（P＜0.05）；

与吗啡组比较，吗啡＋电针组大鼠腰段脊髓背

角 CSF1 蛋 白 表 达 降 低（P＜0.05）； 与 吗 啡＋ 

电针组比较，吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠腰段脊髓

背角 CSF1 蛋白表达增高（P＜0.05）；各组大鼠

腰段脊髓背角 CSF1 mRNA 表达差异均无统计学意

义（均 P＞0.05）。见图 4。

图 3 各组大鼠腰段背根神经节 CSF1 蛋白 

及 mRNA 表达情况

A：蛋白质印迹法检测CSF1 蛋白的表达；B：qPCR 法检测

CSF1 mRNA 的表达 . *P＜0.05 与N 组比较；△P＜0.05 与

MOR组比较. n＝4， x±s. CSF1：集落刺激因子 1；β-actin：β-

肌动蛋白；qPCR：定量聚合酶链反应；N：对照组；MOR：吗啡

组；MOR＋EA：吗啡＋电针组；MOR＋EA＋CSF1：吗啡＋电

针＋CSF1 组.
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图 4 各组大鼠腰段脊髓背角 CSF1 蛋白 

及 mRNA 表达情况

A：蛋白质印迹法检测CSF1 蛋白的表达；B：qPCR法检测CSF1 

mRNA的表达. *P＜0.05 与N组比较；△P＜0.05 与MOR组比

较；▲P＜0.05 与MOR＋EA组比较. n＝4， x±s. CSF1：集落刺

激因子 1；β-actin：β-肌动蛋白；qPCR：定量聚合酶链反应；N：对

照组；MOR：吗啡组；MOR＋EA：吗啡＋电针组；MOR＋EA＋

CSF1：吗啡＋电针＋CSF1 组.
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2.4　电针对大鼠脊髓炎症因子水平的影响　与对

照组比较，吗啡组大鼠腰段脊髓 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 水平均升高（均P＜0.05）。与吗啡组比较，

吗啡＋电针组大鼠腰段脊髓 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
水平均降低（均P＜0.05）。与吗啡＋电针组比较，

吗啡＋电针＋CSF1 组大鼠腰段脊髓 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 水平均升高（均 P＜0.05）。见图 5。

3　讨　论

目前针灸治疗已逐渐受到国际认可与关注，
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与上述研究结果一致。这些结果提示，抑制脊髓小

胶质细胞的激活并减轻其介导的炎症反应可能是电

针治疗吗啡镇痛耐受的重要机制之一。

CSF1可以调控巨噬细胞和破骨细胞的生长［18］。 
本研究结果表明，鞘内注射重组 CSF1 蛋白可以反

转电针对大鼠腰段脊髓小胶质细胞激活和炎症反

应的抑制，并抵消电针抑制吗啡镇痛耐受形成的

作用。本研究还发现，与对照组比较，吗啡组大鼠

腰段脊髓背角 CSF1 蛋白表达明显上调，而 CSF1 
mRNA 表达差异无统计学意义，这可能有以下两

点原因：（1）CSF1 原发产生部位并非在脊髓，

可能存在其他部位 CSF1 蛋白向脊髓转运。有研

究发现，背根神经节中受伤的感觉神经元 CSF1 表

达增加，并通过轴突运送到脊髓背角，与小胶质细

胞 CSF1R 结合后，导致小胶质细胞的激活［2］。而

特异性敲除感觉神经元 CSF1 表达可以完全阻止神

经损伤诱导的机械性超敏反应，减少小胶质细胞的

激活和增殖［19］。未来可以通过背根神经节切断模

型观察吗啡镇痛耐受过程中是否存在 CSF1 自背根

神经节向脊髓背角的转运。（2）脊髓背角 CSF1
的转录后调控发生了改变。有研究发现，N1- 甲
基腺苷（N1-methyladenosine，m1A）修饰参与了

CSF1 mRNA 的衰减，m1A 去甲基化可以稳定并延

长 CSF1 mRNA 的半衰期，增加 CSF1 表达［20］。下

一步可以利用 RNA 甲基化免疫共沉淀 qPCR 实验

检测吗啡镇痛耐受过程中背根神经节及脊髓背角中

m1A 的甲基化修饰水平，验证吗啡是否通过 m1A
甲基化修饰途径上调 CSF1 表达。

综上所述，本实验结果表明，慢性吗啡处理导

致大鼠腰段脊髓背角 CSF1 的表达增加，而应用电

针治疗可以明显抑制 CSF1 的表达及脊髓背角小胶

质细胞的激活，从而阻止吗啡镇痛耐受的形成。本

研究未设立单纯电针刺激组来观察电针对正常大

鼠痛阈以及脊髓背角和背根神经节 CSF1 表达的影

响。电针本身具有镇痛作用，在和吗啡联合使用

时，其镇痛作用与拮抗吗啡镇痛耐受作用可能存在

混淆，需要进一步研究加以区分。电针通过何种机

制来降低脊髓背角 CSF1 的表达从而减轻吗啡镇痛

耐受，将是下一步研究的方向。
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