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脊髓 Pellino1 在瑞芬太尼诱导的大鼠痛觉过敏中的
作用及机制 *

付宝军△  姜静静  黄玉琼  林宗航   李  恒 

（广州医科大学附属第六医院  清远市人民医院麻醉科，清远 511518）

摘 要 目的：观察脊髓 Pellino1 (Peli1) 在瑞芬太尼诱导的痛觉过敏中的作用及可能机制。方法：成年

雄性 SD 大鼠随机平均分为 6 组 (n  = 6)：包括生理盐水组（S 组）、瑞芬太尼组（R 组）、生理盐水 + 
scrambled shRNA 组（S + shscr 组）、瑞芬太尼 + scrambled shRNA 组（R + shscr 组）、生理盐水 + 
Peli1 shRNA 组（S + shPeli1 组）、瑞芬太尼 + Peli1shRNA 组（R + shPeli1 组）。R 组、R+shscr 组、

R + shPeli1 组大鼠通过尾静脉连续输注瑞芬太尼 4 μg/ (kg·min) 2 h，建立瑞芬太尼诱导的痛觉过敏模型；

S + shscr 组、S + shPeli1 组、R + shscr 组、R + shPeli1 组于瑞芬太尼给药前连续 3 天鞘内注射 shscr 或
Peli1shRNA；分别采用机械缩足反射阈值 (mechanical withdrawal threshold, MWT) 和热缩足反射潜伏

期 (thermal withdrawal latency, TWL) 评价大鼠机械痛敏和热痛敏；Western blotting 法和 RT-PCR 法检测

Peli1、Iba1、GFAP 蛋白及 mRNA 表达；ELISA 法检测 TNF-α、IL-6、IL-1β。结果：与 S 组相比，R 组

瑞芬太尼输注后 6 h、1 天、3 天 MWT 和 TWL 明显降低 (P < 0.001)；与 R + shscr 组相比，R + shPeli1 组

大鼠瑞芬太尼输注后 6 h、1 天、3 天 MWT 和 TWL 明显升高 (P < 0.05, P < 0.001)；与瑞芬太尼输注前

相比，R 组大鼠瑞芬太尼输注后 6 h、1 天、3 天脊髓 Peli1 蛋白及 mRNA 表达显著升高 (P < 0.001)；
与 S + shscr 组相比，R + shscr 组大鼠瑞芬太尼输注后 1 天 Iba1 蛋白及 mRNA 以及 TNF-α、IL-6 和

IL-1β 表达明显升高 (P < 0.001)；与 R + shscr 组相比，R + shPeli1 组大鼠瑞芬太尼输注后 1 天 Iba1 蛋

白及 mRNA 以及 TNF-α、IL-6、IL-1β 表达明显降低 (P < 0.001)。结论：Peli1 参与瑞芬太尼诱发的痛

觉过敏，其机制可能与脊髓小胶质细胞激活及其炎症反应有关。
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The role of spinal Pellino1 in remifentanil-induced hyperalgesia in rats and its mechanism *
FU Bao-Jun △ , JIANG Jing-Jing, HUANG Yu-Qiong, LIN Zong-Hang, LI Heng 
(Department of Anesthesiology, The Sixth Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University; Qingyuan 
People's Hospital, Qingyuan 511518, China)
Abstract Objective: To observe the role of spinal Pellino1(Peli1) in hyperalgesia induced by remifent-
anil and its possible mechanism. Methods: Adult male SD rats were randomly divided into 6 groups with 
6 rats in each group: saline group (S), remifentanil group (R), saline + scrambled shRNA group (S + shscr), 
remifentanil + scrambled shRNA group (R + shscr), saline + Peli1shRNA group (S + shPeli1), remifentanil + Pel-
i1shRNA group (R + shPeli1). The model of remifentanil-induced hyperalgesia was established by continuous 
infusion of remifentanil 4 μg/(kg·min) for 2 h in groups of R, R + shscr, and R + shPeli1, and intrathecal injec-
tion of shScr or Peli1shRNA were performed in S + shscr, R + shscr, S + shPeli1, and R + shPeli1 groups for 
3 consecutive days before remifentanil administration. Mechanical allodynia and heat hyperalgesia were eval-
uated by mechanical withdrawal threshold (MWT) and thermal withdrawal latency (TWL). Western blotting 
and RT-PCR were used to detect the protein and mRNA expression of Peli1, Iba1, and GFAP. The expression of  
TNF-α, IL-6, and IL-1β were determined by ELISA. Results: Compared with group S, MWT and TWL were 
significantly decreased in group R on the 1st day and 3rd day after remifentanil infusion (P < 0.001). Compared 
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瑞芬太尼作为一种强效的受体激动剂，由于

其半衰期短，停药后迅速恢复，因此，广泛应用于

全身麻醉病人术中镇痛维持。然而，大量的临床观

察发现，瑞芬太尼在发挥其强大镇痛作用同时常

常诱发痛觉过敏 (remifentanil-induced hyperalgesia, 
RIH)，表现为病人在瑞芬太尼给药后对疼痛刺激超

敏现象 [1]，痛觉过敏是术中使用瑞芬太尼后面临的

十分棘手的问题，给术后疼痛管理带来了更大的挑

战。迄今为止，痛觉过敏的具体机制尚未阐明 [2]，

现有的防治痛觉过敏药物有其自身局限性。胶质细

胞尤其小胶质细胞在痛觉过敏中作用已经证实 [3,4]，

但是在痛觉过敏中，小胶质细胞活化调节机制仍不清

楚；Peli 是一个新发现的 E3 泛素连接酶家族，包括

Peli1、Peli2 和 Peli3 [5]，Peli1 作为一种小胶质细胞特

异性调节因子参与实验性自身免疫性脑脊髓炎 [6]、蛛网

膜下腔出血 [7]和西尼罗河病毒脑炎的病理生理过程 [8]。

更重要的是，Peli1 通过激活小胶质细胞参与坐骨神

经压迫致痛觉过敏 [9] 以及吗啡镇痛耐受导致痛觉过

敏 [10]。然而 Peli 是否通过激活小胶质细胞参与痛觉

过敏尚不清楚。本研究通过观察痛觉过敏大鼠脊髓

Peli1 表达变化以及预先鞘内注射特异 Peli1shRNA 对

痛觉过敏大鼠脊髓小胶质细胞活化以及痛行为学影

响，首次探讨 Peli1 在痛觉过敏中作用及其可能机制 , 
为痛觉过敏发生机制提供新的理论依据，同时也为

开发防治痛觉过敏药物提供新的作用靶点。

方    法

1. 主要试剂及仪器

注射用瑞芬太尼购自宜昌人福药业有限责任；

PCR 试剂盒购自武汉博士德生物科技有限公司；

von Frey 细丝、热痛刺激仪购自 Stoelting 公司；兔

抗大鼠 Peli1 单克隆抗体、兔抗大鼠 Iba1 单克隆抗

体购自 Abcam 公司；Trizol RNA 抽提试剂、BeyoR 
TTM cDNA 逆转录试剂盒、焦碳酸二乙酯购自上海

碧云天生物技术有限公司南通分公司；PCR 引物购

自天跟生化科技北京有限公司。

2. 实验动物和分组

雄性 SD 大鼠，体质量 200～230 g，由广州

医科大学实验动物中心提供。于 12 h 光照-黑暗循

环、安静环境下单笼饲养，自由饮水摄食。室温

(22.0±0.5)℃，湿度 55%±10%。所有实验操作均

符合清远市人民医院实验中心动物伦理要求并按照

实验动物使用原则进行。36 只大鼠随机分成 6 组：

生理盐水对照组（S 组），瑞芬太尼组（R 组），生

理盐水+鞘内注射 scrambled shRNA组（S + shscr组），

生理盐水 + 鞘内注射 Peli1shRNA 组（S + shPeli1 组），

瑞芬太尼 + 鞘内注射 scrambled shRNA 组（R + shscr
组），瑞芬太尼 + 鞘内注射 Peli1shRNA 组（R + 
shPeli1 组），每组 6 只。S 组：经尾静脉持续输注

生理盐水 2 h；R 组：经尾静脉持续输注瑞芬太尼

4 μg/(kg·min) 2 h；S + shscr 组：连续 3 天鞘内注射

scrambled shRNA 10 μl 后经尾静脉持续输注生理盐

水 2 h；R + shscr 组：连续 3 天鞘内注射 scrambled 
shRNA10 μl (1×109TU) 后经尾静脉持续输注瑞芬太

尼 4 μg/(kg·min) 2 h；S + shPeli1 组：连续 3 天鞘内

注射 Peli1shRNA 5 μg/10 μl (2×108TU) 后经尾静脉

持续输注生理盐水 2 h；R + shPeli1 组：连续 3 天鞘

内注射 Peli1shRNA 5 μg/10 μl 后经尾静脉持续输注

瑞芬太尼 4 μg/(kg·min) 2 h。
3. 方法

（1）shRNA 寡核苷酸链的设计合成：根据

Peli1 miRNA 序列设计 shRNA 1、2、3 和阴性对照 
(scrambled shRNA)，每条核苷酸链的中间添加茎环

结构 TTCAAGAGA，正、反义链的 5' 端分别引入

GATCC 和 AATTC，分别与 BamH I 和 EcoR I 酶切

with R+ shscr group, MWT and TWL were markedly increased in R + shPeli1 group on the 1st day and 3rd day 
after remifentanil infusion (P < 0.05, P < 0.001). Compared with baseline, the protein and mRNA expression 
levels of Peli1 in the spinal cord were significantly increased in group R at 6 h, 1 day, and 3 days after remifent-
anil infusion (P < 0.001). Compared with S + shscr group, the protein and mRNA expression levels of Iba1 and 
the expression of TNF-α, IL-6, and IL-1β in the spinal cord were obviously increased in group R at 1 day after 
remifentanil infusion (P < 0.001). In addition, compared with R + shscr group, the expression levels of Iba1 pro-
tein and mRNA and the expression of TNF-α, IL-6 and IL-1β in the spinal cord were significantly decreased in 
R + shPeli1 group at 1 day after remifentanil infusion (P < 0.001). Conclusion: Peli1 is involved in the process 
of hyperalgesia induced by remifentanil, and its mechanism may be related to the activation of microglia and 
inflammatory reaction in rat spinal cord.
Key words Remifentanil; Hyperalgesia; Pellino1; Microglia
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后的粘性末端互补，经 Blast 比对与人类其他基因

编码序列无同源性，委托上海吉玛制药技术有限公

司合成。

（2）Peli1 shRNA 慢病毒质粒构建：使用 BamH I
和 EcoR I 对慢病毒质粒进行双酶切，将 shRNA 寡

核苷酸链退火形成双链 DNA 并与双酶切后的质粒

连接，连接产物转化感受态 DH5α 大肠杆菌，在氨

苄青霉素琼脂培养基平板上培养，筛选阳性克隆后

委托上海吉玛制药技术有限公司测序验证。Peli1 
(shRNA1: 5'-GGATTTATGCTGCAGGGTTTG-3'; 
shRNA2: 5'-GGTGGTTGAAT ATACTCATGA-3';  
shRNA3: 5'GGTTCACAGAAGACTCCAAAC-3') 和
含 scrambled shRNA 慢病毒 (shscr: 5'-TTC TCCGAAC-
GTGTCACGT-3')。

（3）建立瑞芬太尼痛觉过敏模型：参照文献 [11]

大鼠七氟烷（新晨药业，中国）吸入麻醉后，尾静

脉穿刺置入 24 G 静脉留置针，连接电子注射泵（广

西威力方舟科技有限公司，中国），根据分组持续

泵注瑞芬太尼（宜昌人福药业有限责任公司，中国）

4 μg/(kg·min) 2 h，生理盐水组以相同速率泵注等体

积生理盐水。术中大鼠面罩给氧，维持自主呼吸。

（4）鞘内注射：S + shscr 组、S + shPeli1 组、

R + shscr 组、R + shPeli1 组大鼠吸入七氟烷麻醉后，

参照 Mestre 等 [12] 描述的方法将大鼠俯卧，定位脊

柱 L4-L5 间隙，备皮，消毒，以微量注射器从椎间

隙垂直缓慢进针，尾巴突然出现颤动或甩动，标

志成功穿入鞘内，此时保持穿刺针位置不变并缓

慢注入 scrambled shRNA 或 Peli1shRNA，其剂量

参照文献 [9]。

（5）机械缩足反射阈值 (mechanical withdraw-
al threshold, MWT) 测定：用von Frey 纤维丝按照 up-
down 法推算 MWT：将一有机玻璃箱 (22 cm×22 cm×

22 cm) 置于金属筛网上，大鼠在有机玻璃箱中适应

15 min 后，采用 IITC2390 系列电子 von Frey 垂直

刺激大鼠后肢足底中部，持续时间≤ 4 s，大鼠出现

抬足或舔足行为视为阳性反应，每次刺激间隔 10 s，
重复 5 次。

（6）热缩足反射潜伏期 (thermal withdrawal 
latency, TWL) 测定：按文献方法测定大鼠足底的

TWL，即将大鼠置于底为光滑玻璃的有机玻璃格子

内，适应 20 min 待大鼠安静后，从开始照射至出现缩

足逃避反射的时间，以此表示热痛阈。单次光照射时

间不超过 30 s，同一部位刺激的间隔时间为 5 min，连

续测定 3 次，取平均值。

（7）Western blotting：利用 BCA 蛋白测试盒

测出总蛋白。按照 35 μg、15 μl 每孔上样，10% 聚

丙烯凝胶电泳浓缩胶 40 V，分离胶 100 V 分离，

切胶后将相应分子量条带上目的蛋白和内参照蛋白

在 300 mA 条件下转到 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶封

闭 2 h，再分别加入 Peli1 抗体、Iba1 抗体、 GFAP
抗体 (1:1000 ) 和 β-actin 抗体 (1:1000) 中，4℃孵育过

夜，次日取出条带用 TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，
二抗 (1:5000) 室温孵育 2 h 后用 TBST 洗膜（同前）、

ECL 曝光，采用 Quantity One Software 进行分析，

以目的蛋白/β-actin 的灰度比值作为目的蛋白表达的

相对强度。

（8）PCR (RT-qPCR)：检测行为学后，断颈处死

大鼠，分离腰椎，获取脊髓。提取总 RNA，反转录

后检测 Peli1mRNA 的表达。反应体系为 25 μl 体系，

包括 2 μl cDNA 模板、上下游定量引物各 0.5 μl、
12.5 μl 反应缓冲液和 9.5 μl 超纯水。反应为：95℃
预变 1 min，然后以 94℃变 15 s、60℃退火延伸 60 s
的条件扩增 35 个循环，RT-qPCR 仪 (Bio-Rad) 检测

并分析。引物序列如下：Peli1: TGCTAAGTGCTC-
TAGCCGAG/CCCCCAACAGTCAGCAAGAC; Iba1: 
ATGACCAAAGCA GG GAT/CTTCAAGTTTGGAC-
GGCA G; GFAP: GGTGTCCAGGCTGGTTTCTC/
CAAGCCAGACCTCACAGCG; β-actin: CCACAC-
CCGCCACCAGTTCG/TACAGCCCGG GGAG-
CATCGT。

（9）ELISA：大鼠深麻醉后在冰上迅速取出

L4-5 脊髓节段，按每 g 净重组织与 9 ml 预冷的生理盐

水稀释比例。匀浆后于 4℃ , 4000 rpm 下离心 15 min
（离心半径 5 cm），提取上清液并在 -80℃保存。

按 ELISA 试剂盒公司提供的方法检测蛋白并绘制标

准曲线，重复 3 次计算出各组上清液 TNF-α、IL-6
和 IL-1β 浓度。

4. 统计学分析

使用 SPSS 20.0 统计分析软件进行数据分析，

实验数据以均数±标准差 ( x±SD) 表示。MWT 和

TWL 比较采用重复测量方差分析，两两比较采用

Sidak 法；Western Blot、RT-PCR、ELISA 数据结果

采用单因素方差分析，两两比较采用 Tukey 法；P < 
0.05 认为差异有统计学意义。

结    果

1. 静脉输注瑞芬太尼诱导大鼠机械痛觉过敏和

热痛觉过敏

通过分别测量大鼠 MWT 和 TWL 评价机械痛
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敏和热痛敏，各组基础 MWT 和 TWL 差异无统计学

意义；与 S 组相比，R 组大鼠在给瑞芬太尼后 6 h、
1 天、3 天 MWT 和 TWL 明显降低 (P < 0.001)，表

明痛觉过敏模型成功建立， MWT 和 TWL 于第 5
天恢复至对照水平（见图 1）。

2. 静脉输注瑞芬太尼导致大鼠脊髓 Peli1 蛋白

及 mRNA 表达增加

进一步探究静脉输注瑞芬太尼对大鼠脊髓 Peli1
表达水平的影响。对各组 Peli1 蛋白印迹相对灰度

值以及 mRNA 相对表达进行单因素方差分析结果

显示，与 S 组相比，瑞芬太尼输注后 6 h 大鼠脊髓

Peli1 蛋白及 mRNA 表达明显上调 (P < 0.001)，1 天

上调最为明显 (P < 0.001)，5 天基本恢复至对照水

平（见图 2）。

3. 鞘内注射 Peli1shRNA 减轻瑞芬太尼诱导的

机械痛觉过敏和热痛觉过敏

为了进一步证实脊髓 Peli1 在瑞芬太尼诱导的

痛觉过敏中作用，于瑞芬太尼输注前预先鞘内注射

scrambled shRNA 或 Peli1shRNA 在基因水平阻断

Peli1 作用。鞘内注射 scrambled shRNA 或 Peli1sh-
RNA 不影响静脉注射生理盐水大鼠的基础 MWT 和

TWL，而与 R + shscr 组相比，R + shPeli1 组大鼠 TWL
和MWT在6 h、1天、3天明显增加（P < 0.05，P < 0.001，
见图 3）。

图 1 静脉输注瑞芬太尼诱导大鼠机械痛敏和热痛敏 (n  = 6, x±SD)
 (A) MWT 时程变化；(B) TWL 时程变化  ***P < 0.001, 与 S 组相比

Fig. 1 Intravenous infusion of remifentanil induc mechanical allodynia and heat hyperalgesia in rats (n  = 6, x±SD)
 (A) The time course of MWT; (B) The time course of TWL. ***P < 0.001, compared with group S. 

图 2 静脉输注瑞芬太尼增加大鼠脊髓 Peli1 蛋白及 mRNA 的表达 (n  = 3, x±SD)
 (A) 大鼠脊髓背角 Peli1 蛋白表达及定量分析；(B) 大鼠脊髓背角 Peli1mRNA 定量分析

 ***P < 0.001, 与 Baseline 相比

Fig. 2 Remifentanil infusion increases the protein and mRNA expression of Peli1 in the spinal cord of rats (n  = 3, x±SD)
 (A) The expression and quantitative analysis of Peli1 protein in the spinal dorsal horn; (B) Quantitative analysis of Peli1 

mRNA in the spinal dorsal horn.  ***P < 0.001, compared with Baseline.
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图 3 Peli1shRNA 处理减轻瑞芬太尼诱导的大鼠痛觉过敏 (n  = 6, x±SD)
 (A) MWT 时程变化；(B) TWL 时程变化    *P < 0.05, ***P < 0.001, 与 R + shscr 组相比

Fig. 3 Pretreatment of Peli1shRNA attenuates hyperalgesia induced by remifentanil in rats (n  = 6, x±SD)
 (A) The time course of MWT; (B) The time course of TWL.   *P < 0.05, ***P < 0.001, compared with group R + shscr.

4. 鞘内注射 Peli1shRNA 抑制瑞芬太尼诱导的

小胶质细胞标志物 Iba1 蛋白表达

瑞芬太尼输注后第 1 天，采用 Western blotting
分别对 S + shscr 组、S + shPeli1 组、R + shscr 组、

R + shPeli1 组大鼠脊髓小胶质细胞标志物 Iba1 和星

型胶质细胞标志物 GFAP 蛋白灰度 (relative density, 
RD) 进行单因素方差分析。结果显示与 S + shscr
组比较，R + shscr 组大鼠脊髓 Iba1 蛋白灰度增强

(P < 0.001)，说明瑞芬太尼输注激活大鼠脊髓小胶

质细胞 , 与 R + shscr 组比较，R + shPeli1 组大鼠脊

髓 Iba1 蛋白灰度降低 (P < 0.001)；各组大鼠脊髓

GFAP 蛋白灰度差异无统计学意义（见图 4）。

5. 鞘内注射 Peli1shRNA 抑制瑞芬太尼诱导的

小胶质细胞标志物 Iba1 mRNA 表达上调

瑞芬太尼输注后第 1 天，采用 RT-PCR 分别对

S + shscr 组、S + shPeli1 组、R + shscr 组、R + shPeli1
组大鼠脊髓小胶质细胞标志物 Iba1 mRNA 和星型

胶质细胞标志物 GFAP mRNA 进行单因素方差分

析结果显示 , 与 S + shscr 组比较，R + shscr 组大

鼠脊髓 Iba1 mRNA 表达增强 (P  < 0.001)，说明

图 4 Peli1shRNA 预处理抑制瑞芬太尼诱导的脊髓背角小胶质细胞标志物 Iba1 表达上调 (n  = 3, x±SD)
 (A) 大鼠脊髓背角 Iba1 蛋白表达及定量分析；(B) 大鼠脊髓背角 GFAP 蛋白表达及定量分析

 ***P < 0.001, 与 S + shscr 组相比；###P < 0.001, 与 R + shscr 组相比

Fig. 4 Pretreatment of Peli1shRNA prevents the upregulation of microglia marker Iba1 induced by remifentanil in the spinal 
dorsal horn (n  = 3, x±SD)

 (A) The expression and quantitative analysis of Iba1 protein in the spinal dorsal horn; (B) The expression and quantitative 
analysis of GFAP protein in the spinal dorsal horn. 

 ***P < 0.001, compared with group S + shscr; ###P < 0.001 compared with group R + shscr.
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瑞芬太尼输注激活大鼠脊髓小胶质细胞。与 R + 
shscr 组比较，R + shPeli1 组大鼠脊髓 Iba1 mRNA 表

达降低 (P < 0.001)，提示 Peli1shRNA 预处理能显

著抑制瑞芬太尼所致的 Iba1 mRNA 表达增加。各

组大鼠脊髓GFAP mRNA表达差异无统计学意义（见

图 5）。

6. 鞘内注射 Peli1shRNA 抑制瑞芬太尼诱导的

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 表达

瑞芬太尼输注后第 1天，对 S + shscr组、S + shPeli1
组、R + shscr 组、R + shPeli1 组大鼠脊髓 TNF-α、
IL-6 和 IL-1β 的表达进行单因素方差分析。结果显

示与 S + shscr 组相比，R + shscr 组大鼠脊髓 TNF-α、
IL-6 和 IL-1β 表达增加，差异有统计学意义 (P < 
0.001)，说明瑞芬太尼输注诱导炎性细胞因子表达。

与 R + shscr 组相比，R + shPeli1 组大鼠脊髓 TNF-α、
IL-6 和 IL-1β 表达明显降低（P < 0.001，见图 6）。

图 5 Peli1shRNA 预处理抑制瑞芬太尼诱导的脊髓背角小胶质细胞标志物 Iba1 mRNA 表达上调 (n  = 3, x±SD)
 (A) 大鼠脊髓背角 Iba1 mRNA 定量分析；(B) 大鼠脊髓背角 GFAP mRNA 定量分析

 ***P < 0.001, 与 S + shscr 组相比；###P < 0.001, 与 R + shscr 组相比

Fig. 5 Pretreatment of Peli1shRNA prevents the upregulation of microglia marker Iba1 mRNA induced by remifentanil in the 
spinal dorsal horn (n  = 3, x±SD)

 (A) Quantitative analysis of Iba1 mRNA in the spinal dorsal horn; (B) Quantitative analysis of GFAP mRNA in the spinal 
dorsal horn.

 ***P < 0.001, compared with group S + shscr; ###P < 0.001, compared with group R + shscr. 

图 6 Peli1shRNA 预处理抑制瑞芬太尼诱导脊髓背角 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 表达 (n  = 3, x±SD)
 (A) 大鼠脊髓背角 TNF-α 表达定量分析；(B) 大鼠脊髓背角 IL-6 表达定量分析；(C) 大鼠脊髓背角 IL-1β 表达定量

分析

  ***P < 0.001, 与 S + shscr 组相比；#P < 0.05, ##P < 0.01, 与 R + shscr 组相比

Fig. 6 Pretreatment of Peli1shRNA prevents the expression of TNF-α, IL-6 and IL-1β induced by remifentanil in the spinal 
dorsal horn (n  = 3, x±SD)

 (A) Quantitative analysis of TNF-α expression in the spinal dorsal horn; (B) Quantitative analysis of IL-6 expression in 
the spinal dorsal horn; (C) Quantitative analysis of IL-1β expression in the spinal dorsal horn.

 ***P < 0.001, compared with group S + shscr; #P < 0.05, ##P < 0.01, compared with group R + shscr.
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讨    论

瑞芬太尼作为一种人工合成强效 μ 阿片受体激

动剂，因其起效快，作用时间短，长期输注无蓄积

等优点而被广泛应用于临床全身麻醉镇痛维持。但

是近年来发现瑞芬太尼较其他阿片类药物更易诱发

痛觉过敏 [13,14]，表现为痛阈下降、痛觉异常敏感甚

至出现触诱发痛 [15]。本实验进一步显示瑞芬太尼输

注可以诱导大鼠脊髓 Peli1 表达增加，而且预先鞘

内注射 Peli1shRNA 不仅可以明显抑制小胶质细胞

的激活，且能够缓解瑞芬太尼诱导的机械敏痛和热

痛觉敏感。提示 Peli1 介导小胶质细胞活化可能参

与瑞芬太尼诱发痛觉过敏。

1. 脊髓小胶质细胞活化介导瑞芬太尼诱导痛觉

过敏

瑞芬太尼诱发痛觉过敏分子生物学机制复杂，

目前已知瑞芬太尼可以通过 μ 阿片受体的变异、长

时程增强 (long-term potentiation, LTP)、NMDA 受

体的激活和脊髓胶质细胞的活化等介导痛觉过敏，

且可能涉及离子通道、信号通路、细胞因子等多方

面 [16]。然而脊髓小胶质细胞的活化介导瑞芬太尼痛

觉过敏机制研究一直备受关注，研究证实在瑞芬太

尼诱发痛觉过敏大鼠模型中，脊髓活性氧 (reactive 
oxygen species, ROS) 通过激活小胶质细胞和 N-甲
基-D-天冬氨酸 (N-methyl-D-aspartate, NMDA) 受体

活化介导瑞芬太尼诱导的痛觉过敏 [4]。另外，研究

发现预先鞘内注射 CCL2 中和抗体可明显抑制痛敏

大鼠脊髓小胶质细胞的激活，提示 CCL2 通过激活

小胶质细胞介导瑞芬太尼痛觉过敏的过程，且在痛

觉过敏中 CCL2 可能是神经元和小胶质细胞相互作

用的媒介 [5]。与上述结果相一致，本研究结果表明，

瑞芬太尼持续输注后 1 天大鼠脊髓小胶质细胞活化

标志物 Iba1 蛋白及 mRNA 表达明显上调，且此时

大鼠痛敏行为学表现也最为明显，以上提示，小胶

质细胞激活在瑞芬太尼诱导痛觉过敏机制中发挥重

要作用，但对瑞芬太尼导致痛觉过敏中小胶质细胞

激活调节机制仍不清楚。

2. 脊髓 Peli1 激活小胶质细胞在瑞芬太尼诱导

痛觉过敏中作用

Peli 分子形成了一个保守的 E3 泛素连接酶家

族 [17]。在不同的 Peli 中，Peli1 尤其令人感兴趣，

因为与其他家族成员相比，Peli1 在 LPS 刺激下在

小胶质细胞中大量表达 [18]。最近的研究表明，脊髓

Peli1 在神经损伤和吗啡镇痛耐受导致痛觉过敏中发

挥了重要作用 [9,10]。本研究结果显示，静脉输注瑞

芬太尼导致大鼠脊髓 Peli1 蛋白及 mRNA 表达 6 h
上调，1 天最为明显，且变化趋势与大鼠痛觉行为

学时程变化相吻合，提示 Peli1 可能参与瑞芬太尼

诱导痛觉过敏，为了进一步验证 Peli1 在瑞芬太尼

诱导痛觉过敏中的作用，采用 RNA 干扰技术探讨

Peli1shRNA 对痛觉行为学影响，实验发现鞘内注射

Peli1shRNA 明显抑制 Peli1 蛋白及 mRNA 表达，证

实 RNA 干扰技术对 Peli1 抑制有效性，另外，预先

靶向抑制 Peli1 明显抑制瑞芬太尼导致的痛觉过敏；

进一步提示脊髓 Peli1 在瑞芬太尼诱发的痛觉过敏

中发挥必要作用。为了进一步探讨脊髓 Peli1 介导

痛觉过敏机制，本研究观察鞘内注射 Peli1shRNA
对星形胶质细胞和小胶质细胞特异性标志表达的影

响，结果研究发现预先鞘内注射 Peli1shRNA 可明

显抑制痛敏大鼠脊髓小胶质细胞活化标志物 Iba1 表

达，但星形胶质细胞活化标志物 GFAP 表达未受影

响，提示 Peli1 可能通过激活小胶质细胞介导瑞芬

太尼痛觉过敏的过程。一般认为，胶质细胞介导神

经炎症在疼痛中枢敏化中发挥作用 [19,20]，活化胶质

细胞释放促炎细胞因子，如 TNF-α、IL-6 和 IL-1β，
其与感觉神经元表面受体结合，增强神经元兴奋性，

诱发痛觉过敏 [21,22]，因此，我们推测痛觉过敏形成

过程中，Peli1 介导小胶质细胞激活，活化小胶质细

胞合成和释放炎性因子，进而敏化脊髓神经元。本

研究表明，瑞芬太尼持续输注诱发大鼠痛觉过敏同

时伴有脊髓 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 表达增加，而预

先鞘内注射 Peli1shRNA 可明显抑制痛觉过敏大鼠

脊髓 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 表达。然而，在瑞芬太

尼诱发痛觉过敏中 Peli1 可能的细胞定位即 Peli1 原

发生成部位还有待实验进一步证实。

3. 脊髓小胶质细胞 Peli1 参与瑞芬太尼诱导痛

觉过敏可能的信号通路

最近的研究显示，在吗啡镇痛耐受模型中，脊

髓 Peli1 通过激活小胶质细胞促进其产生和释放促

炎因子如肿瘤坏死因子 (TNF-α) [10]，而后者已被证

实在瑞芬太尼引起痛敏中发挥着重要作用 [23]；此外，

脊髓Peli1通过丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated 
protein kinase, MAPK) 通路参与吗啡镇痛耐受相关痛

觉过敏 [10,24] 并且脊髓背角 p38MAPK 激活有助于瑞

芬太尼诱导大鼠术后痛敏；在肿瘤坏死因子存在的情

况下，si Peli1转染细胞NF-κB RELA转录活性降低 [25]。

因此，我们推测脊髓 Peli1 可能通过激活 p38MAPK
和 NF-κB 信号通路诱发促炎因子参与瑞芬太尼诱发
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痛觉过敏。另外，研究表明，在 LPS 刺激小胶质细

胞中，miR590-5p过表达靶向抑制Peli1基因表达 [26]，

那么在脊髓水平，miR590-5p 是否靶向调控 Peli1 蛋

白参与瑞芬太尼诱发痛觉过敏，还有待后续实验进

一步证实。

综上所述，本研究结果表明脊髓 Peli1 通过激

活小胶质细胞介导瑞芬太尼诱导的痛觉过敏，本研

究的结果为痛觉过敏的发生机制提供了新的理论依

据，同时也为开发防治痛觉过敏药物提供了新的作

用靶点。
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