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［摘要］　目的：观察小剂量氯胺酮腹腔注射对慢性坐骨神经收缩损伤（ＣＣＩ）大鼠的镇痛效应及其对大鼠脊髓背角Ｐ２Ｘ４受体

表达的影响，探讨其可能的镇痛机制。方法：２４只ＳＤ大鼠随机分为假手术组、ＣＣＩ组及氯胺酮治疗组（ｎ＝８）。ＣＣＩ组及氯胺

酮治疗组大鼠均制备慢性坐骨神经痛ＣＣＩ模型；术后３ｄ测定热缩足反射潜伏期（ｔｈｅｒｍａｌｗｉｔｈｄｒａｗａｌｌａｔｅｎｃｙ，ＴＷＬ）确定痛觉

过敏形成后，氯胺酮治疗组大鼠腹腔注射小剂量氯胺酮（１０ｍｇ·ｋｇ－１），ＣＣＩ组腹腔注射等量的生理盐水，给药至术后７ｄ。假

手术组大鼠单纯坐骨神经暴露，不用肠线结扎，也不给药治疗。分别于术前１ｄ、术后１、３、７ｄ用热辐射法测定ＴＷＬ；术后７ｄ

用免疫组织化学法检测大鼠腰段脊髓Ｐ２Ｘ４受体的表达。结果：术前１ｄ，３组大鼠ＴＷＬ无统计学差异；假手术组术后术侧

ＴＷＬ轻度下降，但与术前相比无统计学差异。与术前、ＣＣＩ组及假手术组相比，氯胺酮治疗组术后３ｄ始ＴＷＬ呈进行性下

降，以术后７ｄ为甚（Ｐ＜０．０５）；术后７ｄ氯胺酮治疗组ＴＷＬ较ＣＣＩ组显著升高（Ｐ＜０．０５），但仍低于假手术组（Ｐ＜０．０５）。与

假手术组相比，ＣＣＩ组及氯胺酮治疗组大鼠术侧脊髓背角Ｐ２Ｘ４受体表达显著增加（Ｐ＜０．０１）；氯胺酮治疗组Ｐ２Ｘ４受体表达明

显少于ＣＣＩ组（Ｐ＜０．０５）。结论：小剂量氯胺酮腹腔注射可部分缓解慢性神经痛大鼠的痛觉过敏症状，可能部分与其直接或

者间接抑制脊髓背角Ｐ２Ｘ４受体表达有关。
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　　神经病理性疼痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃｐａｉｎ）是由外伤、
炎症或其他疾病等引起神经损伤或病变所致的一种

难治的慢性疼痛综合征，其病理生理学特点是痛觉
的反应性增高，主要表现为痛觉过敏（ｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ）
和超敏反应（ａｌｌｏｄｙｎｉａ）［１２］。此类疼痛发生机制不
明，难以对症处理，目前常用的强效麻醉性镇痛药很
难奏效［３］。小胶质细胞在神经病理性疼痛中发挥重
要作用，激活的小胶质细胞可通过释放各种生物活
性物质、细胞因子及神经递质诱导神经病理性疼
痛［４５］。Ｐ２Ｘ４受体是Ｐ２嘌呤受体的一种，其选择性
表达于激活的小胶质细胞，对激活小胶质细胞及维
持其活化状态起重要作用，参与了神经性疼痛及外
周炎症性疼痛的发病过程，是神经病理性疼痛治疗
的新靶点，但目前缺乏特异性的 Ｐ２Ｘ４受体拮抗

剂［６８］。Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ，

ＮＭＤＡ）受体拮抗剂可以抑制小胶质细胞的激
活［９１０］，但其确切机制不很清楚。为此，本研究应用
小剂量氯胺酮（ＮＭＤＡ受体拮抗剂）作用于坐骨神
经收缩损伤（神经病理性疼痛模型）大鼠，观察其镇
痛效果及对大鼠脊髓组织上Ｐ２Ｘ４受体表达的影响，
探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　盐酸氯胺酮注射液（江苏恒
瑞药业股份有限公司）；兔抗Ｐ２Ｘ４多克隆抗体（Ｓｉｇ
ｍａ，美国）；ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒（武汉博士德
生物工程有限公司）；ＣＴＹ１型热痛阈测试仪（第四
军医大学生理学教研室研制）。

１．２　动物分组及处理　２４只纯种清洁级ＳＤ大鼠
（雌雄不限），体质量１６０～２２０ｇ，由中南大学湘雅医
学院动物实验中心提供。大鼠随机分为３组（ｎ＝
８）：假手术组、坐骨神经结扎组（ＣＣＩ组）及氯胺酮治
疗组。ＣＣＩ组及氯胺酮治疗组均采用Ｂｅｎｎｅｔｔ等［１１］

的方法制备慢性坐骨神经痛模型，坐骨神经结扎术
后第３日测定热刺激缩足反射潜伏期（ｔｈｅｒｍａｌ
ｗｉｔｈｄｒａｗａｌｌａｔｅｎｃｙ，ＴＷＬ）确定热痛觉过敏形成，证
实模型制备成功后，氯胺酮治疗组大鼠腹腔注射小
剂量氯胺酮（１０ｍｇ·ｋｇ－１），ＣＣＩ组腹腔注射等量的
生理盐水，给药至术后第７日。假手术组大鼠单纯
坐骨神经暴露，不用肠线结扎，也不给药治疗。

１．３　各项指标的观察　一般情况观察：动物术后单

笼饲养，注意观察体位、走路姿态、有无自噬行为、后
肢持重等情况。热痛阈的测定：术前１ｄ，术后１、３、７
ｄ进行热痛阈测试，采用热辐射抬足法，测定 ＴＷＬ
作为热痛阈值，连续测定５次，每次间隔５ｍｉｎ，去掉
最大和最小值，取平均值。术前１ｄ的热痛阈值作为
基础热痛阈值；术后每次均在腹腔给药２ｈ后测定热
痛阈。

１．４　免疫组织化学法测定脊髓组织Ｐ２Ｘ４受体的表
达　３组大鼠分别于术后７ｄ灌注固定后取动物腰段
脊髓浸泡在４％多聚甲醛中固定２４ｈ，常规脱水、浸
蜡、包埋制作石蜡切片，厚度５μｍ。免疫组化ＳＡＢＣ
法进行反应：正常山羊血清封闭，Ｐ２Ｘ４抗体（１１００，

Ｓｉｇｍａ公司）４℃冰箱过夜，羊抗鼠ＩｇＧ、辣根过氧化物
酶标记的三抗中孵育，然后ＤＡＢ显色，苏木精复染，
分化，返蓝，梯度乙醇脱水，透明，烤片，封片。阴性对
照：以正常大鼠血清代替一抗，其余步骤按上述进行。
每例动物取５张腰段脊髓背角（其中１张用于阴性对
照染色），每一张切片于光学显微镜下进行光镜观察；
并于高倍镜（×４００）下在脊髓背角相同部位随机选取

１个完整视野，计数免疫反应阳性细胞数。免疫组化
以细胞出现棕黄色颗粒者为阳性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
统计学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间各指标均数采
用单因素方差分析，均数间两两比较采用ＳＮＫｑ检
验，以α＝０．０５（双尾）为检验水准，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。所有数据均进行正态性检验和方差
齐性检验。

２　结　果

２．１　一般情况观察　所有大鼠术后无１例出现感
染和自残现象。假手术组大鼠术后未出现术侧爪内
收和运动障碍，坐骨神经结扎大鼠术后第３日始，可
见大鼠患足外翻，足趾背屈，呈现防御姿势，运动时
明显跛行；站立或者坐下时，经常抬起患肢，使之处
于保护性体位。

２．２　各组大鼠热痛阈值的变化　术前１ｄ，３组大鼠
的ＴＷＬ无统计学差异；假手术组大鼠术后术侧

ＴＷＬ轻度下降，但与术前相比无统计学差异。ＣＣＩ
组及氯胺酮治疗组大鼠术后第３日始，ＴＷＬ进行性
降低，明显低于术前及假手术组，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），术后７ｄ最为显著；其中ＣＣＩ组ＴＷＬ
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降低更为明显，明显低于氯胺酮治疗组，差异具有统 计学意义（Ｐ＜０．０５）。具体结果见表１。

表１　各组大鼠热痛阈值的变化

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴＷＬｖａｌｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ Ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｏｎ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎｔ／ｄ

１ ３ ７
Ｓｈａｍ ７．８８５±０．４８４ ７．４２３±０．７３２ ７．５４５ ±０．６７８ ７．５３４±０．６３６
ＣＣＩ ７．９０１±０．５８９ ７．７４０±０．４８７４ ５．０８７５±０．５１５７ ２．９６８±０．２９３１

ＣＣＩ＋ｋｅｔａｍｉｎｅ ７．６６１±０．９４５７ ７．４６７±０．９５８ ４．９９１３±０．５４１１ ３．６９０±０．０７１３△

　Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＣＣＩｇｒｏｕｐ

２．３　各组大鼠脊髓组织Ｐ２Ｘ４阳性细胞的分布　
ＣＣＩ组及氯胺酮治疗组大鼠Ｐ２Ｘ４受体免疫阳性产
物密集表达于脊髓背角，阳性细胞胞体较小，阳性表

达产物不仅见于胞膜上，还分布于胞质，着色较深，
呈棕褐色；而假手术组大鼠脊髓背角少有Ｐ２Ｘ４受体
阳性细胞的表达（图１）。

图１　各组大鼠免疫组化染色（Ａ～Ｃ）及ＨＥ染色结果（Ｄ）

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＡＣ）ａｎｄＨＥｒｅｓｕｌｔ（Ｄ）

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＣＣＩｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｋｅｔａｍｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＣＣＩｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　各组大鼠脊髓背角Ｐ２Ｘ４阳性细胞数目的变化

　与假手术组（３．６３±１．５９）大鼠相比，ＣＣＩ组及氯
胺酮治疗组大鼠术侧脊髓背角的Ｐ２Ｘ４受体表达显
著增加 （２０．２５±４．５９、１４．２５±２．３８，Ｐ＜０．０１）；与

ＣＣＩ组相比，氯胺酮治疗组大鼠脊髓背角Ｐ２Ｘ４受体
表达明显减少（Ｐ＜０．０５）。大多数Ｐ２Ｘ４受体阳性
细胞呈现激活的小胶质细胞的形态。

３　讨　论

　　ＣＣＩ模型是经典的研究慢性神经病理性疼痛的
模型［１１］，其异常疼痛行为包括痛觉过敏、痛觉异常
和自发痛（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｐａｉｎ）［１２］。本研究中大鼠坐
骨神经结扎术后３ｄ开始出现患足外翻，足趾背屈，
呈现防御姿势，运动时明显跛行；同时大鼠结扎侧热
痛阈下降，出现热痛觉过敏，表明ＣＣＩ模型制备成
功［１１］。多种伤害性刺激均可引起小胶质细胞释放

ＡＴＰ，激活 Ｐ２Ｘ 受体，诱导神经病理性疼痛的发
生［１３１４］。Ｐ２Ｘ４受体是介导ＡＴＰ功能的主要受体种
类之一，主要表达于活化的小胶质细胞，对激活小胶

质细胞及维持其活化状态起重要作用［１５１９］，但具体
机制仍不清楚。ＮＭＤＡ受体激活被认为是伤害性
刺激后中枢敏化的关键所在和持续性疼痛产生与维

持的关键因素［９１０］。ＮＭＤＡ受体在小胶质细胞活化
中发挥较重要的作用，激活的小胶质细胞膜表面可
表达ＮＭＤＡ受体［２０］；外周神经损伤时，脊髓背角神
经元释放兴奋性氨基酸，特别是过度释放的谷氨
酸［２１］，可作用于 ＮＭＤＡ 受体而激活小胶质细胞。

ＮＭＤＡ受体抑制剂可阻断ＮＭＤＡ受体的过度兴奋
及过多的上传冲动，在抑制了脊髓小胶质细胞活化
的同时，也抑制了上传冲动对脊髓背角初级感觉神
经元的激动［９１０］。

　　氯胺酮是ＮＭＤＡ受体非特异拮抗剂，其镇痛机
制十分复杂，可能通过多种机制阻断ＥＡＡｓ对ＮＭ
ＤＡ 受体的激活，抑制 Ｃａ２＋ 离子通道开放，促使

Ｃａ２＋内流减少，从而发挥镇痛作用［２２］；并且氯胺酮
的代谢产物甲基氯胺酮也是 ＮＭＤＡ受体的非竞争
性拮抗剂，它与氯胺酮相配合可能会更完全地阻断

ＮＭＤＡ受体［２３］。Ｇｌｕ／ＮＭＤＡ受体系统可能参与了
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脊髓组织ＡＴＰ与Ｐ２Ｘ受体对伤害性信息的传递和
痛过敏的发生［２４］。激活的Ｐ２Ｘ受体引起中枢性谷
氨酸的释放，释放的谷氨酸可进一步诱发脊髓背角

ＮＭＤＡ受体介导的突触可塑性变化，导致热痛觉过
敏的持续存在。

　　本研究结果表明，腹腔内注射小剂量氯胺酮后，

ＣＣＩ损伤大鼠的热痛觉过敏明显缓解，而且脊髓背
角的Ｐ２Ｘ４受体表达也相应减少。痛觉过敏的有效
缓解可能是由于氯胺酮直接抑制了谷氨酸盐对

ＮＭＤＡ受体的过度兴奋，从而抑制疼痛信号的转导
而缓解了神经病理性疼痛。这可能通过抑制突触前
膜释放的谷氨酸盐对ＮＭＤＡ受体的过度兴奋，以及
通过抑制伤害性刺激引起的谷氨酸对小胶质细胞表

面ＮＭＤＡ受体的过度兴奋两方面途径来实现。并
且，由于其抑制了小胶质细胞的激活，从而使选择性
表达于小胶质细胞表面的Ｐ２Ｘ４受体表达减少。

　　综上所述，本研究结果表明小剂量氯胺酮腹腔
注射可以部分缓解神经病理性疼痛大鼠的痛觉过

敏，能够有效降低损伤脊髓背角细胞表面Ｐ２Ｘ４受体
的表达，其镇痛作用部分是通过直接或间接减少

Ｐ２Ｘ４受体表达来实现。
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