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脑内不受阿片耐受影响的胆碱能镇痛环路

摘 要 慢性疼痛对病人自身和社会都是一种沉重的负担。尽管阿片类药物可以有效地缓解疼痛，但

其显著的不良反应限制了临床应用。为寻找新的疼痛调控机制，该研究探讨了腹外侧导水管周围灰

质 (ventrolateral periaqueductal gray, vlPAG) 中的胆碱能信号在下行疼痛调控中的作用。慢性疼痛状态下

vlPAG 中乙酰胆碱的释放减少。在阿片耐受的情况下，脑桥脚被盖核至 vlPAG 的胆碱能投射环路的激活

仍可通过 α7 烟碱型乙酰胆碱受体 (nicotinic acetylcholine receptors, nAChRs) 来缓解疼痛。激活 α7 nAChRs
或刺激内源性乙酰胆碱释放，能够通过 Ca2+ 以及过氧化物酶体增殖物激活受体 α (peroxisome proliferator-
activated receptor α, PPARα) 依赖的信号抑制 vlPAG 神经元的活动。在体双光子成像显示，慢性疼痛诱发

vlPAG 神经元集群的异常兴奋，且 α7 nAChRs 介导的神经元抑制在阿片耐受状态下仍具有镇痛作用。靶

向该胆碱能环路机制缓解疼痛与阿片耐受、奖赏或戒断症状无关，从而凸显了其潜在的临床意义。

尽管吗啡以及芬太尼等阿片类药物能有效缓解

慢性疼痛，但在其使用过程中伴随多种不良反应、

滥用倾向、镇痛耐受以及戒断症状。药物获取的便利

助推了阿片类物质使用障碍 (opioid use disorder, OUD)
以及阿片类药物过量致死事件发生率的升高。这些

问题均凸显出探寻新型非阿片类靶点并应用于疼痛

管理的迫切需求。

脑内下行痛觉调控通路是一种在进化上较保守

的神经环路，该环路基于内部状态与外部刺激进行

编码并调控疼痛相关的信号。腹外侧导水管周围灰

质 (ventrolateral periaqueductal gray, vlPAG) 是该神经

环路的关键调控区域，对该区域进行电学、药理学和

化学遗传学调控会产生强效的镇痛作用。vlPAG 也是

内啡肽介导镇痛效应的一个关键部位。将阿片类药物

直接注入 vlPAG，通过抑制投射到延髓头端腹内侧的

GABA 能输出来缓解疼痛。关于是否存在其他非阿片

类神经调质通过改变 vlPAG 的活动来缓解疼痛的机

制，目前鲜有报道。尽管在体电生理记录已经揭示了

vlPAG 不同神经元集群的反应特征，但不同神经元集

群在急慢性疼痛状态下的活动模式尚有待研究。

乙酰胆碱 (acetylcholine, ACh) 是一种重要的神

经调质，在多个脑区中影响细胞信号转导以及神经

元兴奋性，从而调控行为。尽管乙酰胆碱酯酶抑制

剂（如多奈派齐）以及烟碱型或毒蕈碱型 ACh 受体

（nAChRs 或 mAChRs）的激动剂能够缓解疼痛，

但内源性 ACh 调控疼痛的精确角色及细胞与环路机

制仍不清楚。虽然解剖学研究显示脑内胆碱能投射

终止于 vlPAG 中，但它们的功能尚未明确。因此，

理解内源性胆碱能神经环路如何调节 vlPAG 以及下

行痛觉调控环路，或许能提供一种新型镇痛策略。

该研究首先通过使用新型 ACh 探针 GRABACh 3.0

在各种疼痛状态下分析了 vlPAG 中 ACh 释放的动

力学特征。通过解剖学以及光遗传学方法，研究者

鉴定了 vlPAG 中 ACh 的来源，并研究了操控 ACh
释放的水平如何影响躯体与情感维度的疼痛。其次，

通过对疼痛引起 vlPAG 神经可塑性的电生理学表

征，阐明了该胆碱能投射环路产生镇痛效果的膜受

体与胞内信号转导机制。该研究使用在体双光子成

像，探索了慢性疼痛引起的 vlPAG 神经元的异常动

力学特征，以及阿片类药物、阿片耐受和胆碱能调

控如何改变这些神经元集群的动力学特征。该研究

为阐明新型胆碱能镇痛环路及其受体机制（尤其是

在阿片耐受状态下）提供了深刻的见解。

首先，该研究使用一种名为 GRABACh 3.0 的

ACh 探针，观察到小鼠 vlPAG 在旷场行为过程中

自发性地释放 ACh，而急性伤害性刺激能短暂抑制

ACh 的释放。完全福氏佐剂 (CFA) 诱导的慢性炎症

痛状态下，ACh 的瞬时释放减少。通过注射福尔马

林到小鼠后足，证实了 ACh 水平与疼痛之间存在负

相关，即较强疼痛行为与 vlPAG 中较低的 ACh 水

平（表现为较低的 GRABACh 3.0 荧光强度）相关，反

之亦然。接着，在 ChAT-Cre 小鼠的 vlPAG 中注射

逆行传输病毒，该病毒会在表达 Cre 的突触前神经

元表达 tdTomato，并在所有逆行标记的神经元中表
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达增强的黄色荧光蛋白 (enhanced yellow fluorescent 
protein, EYFP)。通过全脑成像分析，在脚桥被盖

核 (pedunculopontine tegmental nucleus, PPTg) 和背外

侧被盖核 (laterodorsal tegmental nucleus, LDTg) 观察

到大量逆行标记的胆碱能神经元。接下来，在监测

vlPAG 中 ACh 变化的同时使用 ChrimsonR 光遗传激

活 PPTgChAT+ 末梢，观察到 GRABACh 3.0 荧光强度的

增加，提示该投射部位有 ACh 的释放。

鉴于 PPTgChAT+ → vlPAG 之间存在密集的连接以

及疼痛行为和 vlPAG 中 ACh 释放之间的负相关性，

该研究进一步验明激活该投射后对疼痛的缓解效果。

在 ChAT-Cre 小鼠 PPTgChAT+ 神经元中表达 ChR2 或

EYFP，并在vlPAG中放置光纤以激活胆碱能神经末梢。

结果显示，这些胆碱能神经末梢的激活增加了辐射热

诱导的小鼠缩足潜伏期，而且激活 PPTgChAT+ → vlPAG
的投射部分地逆转了 CFA 诱导的小鼠痛觉过敏和触

诱发痛。此外，光遗传学激活 PPTgChAT+ → vlPAG 的

投射并不明显改变小鼠的运动功能或焦虑水平。

阿片类药物的重复使用会降低镇痛效果，从

而导致阿片耐受。为探究表达 μ 阿片受体的 vlPAG
神经元 (vlPAGOprm1+) 在阿片耐受前后对疼痛的响

应，该研究在 Oprm1-Cre 小鼠 vlPAGOprm1+ 神经元

中表达基因编码的钙指示剂 GCaMP6 荧光蛋白。

通过在体光纤记录发现，vlPAGOprm1+ 神经元在疼痛

过程中被激活。此外，CFA 诱导的慢性疼痛增加

vlPAGOprm1+ 神经元的兴奋性，而腹腔注射吗啡能够

抑制 vlPAGOprm1+ 神经元的兴奋性（表现为平均荧光

强度与瞬时振幅的降低）。在对照小鼠中能够抑制

vlPAGOprm1+ 神经元的吗啡剂量，对阿片耐受小鼠中

的 vlPAGOprm1+ 神经元缺乏抑制作用。该研究通过在

vlPAGOprm1+ 神经元中表达抑制视蛋白 halorhodopsin 
(eNpHR 3.0)，并在 vlPAG 中进行光纤记录，以探究

阿片耐受状态下，抑制 vlPAGOprm1+ 神经元能否缓解

疼痛。结果发现，在未经阿片处理的小鼠中，光遗

传抑制 vlPAGOprm1+ 神经元增加辐射热缩足潜伏期，

与吗啡的镇痛效果相一致。在阿片耐受小鼠中，光

遗传学抑制 vlPAGOprm1+ 神经元仍然增加缩足潜伏

期，且不受纳洛酮的影响。最后，研究者检测了激

活 PPTgChAT+ → vlPAG 投射能否重现这些现象并缓解

阿片耐受小鼠的疼痛。结果显示阿片耐受后，光遗

传激活 PPTgChAT+ → vlPAG 投射神经元延长缩足潜伏

期（疼痛缓解），且不受纳洛酮的影响，提示激活

这一环路即使在阿片耐受情况下仍保留镇痛效果。 
为阐明上述现象的机制，该研究进一步探究

其中涉及的相关受体机制。通过原位荧光杂交技

术，观察到Chrna7 以及Chrm2 的 mRNA 表达水平

较高，而Chrm4 的 mRNA 表达水平较低。在激活

PPTgChAT+ → vlPAG 投射之前施加受体拮抗剂，发

现系统性给予 α7 nAChR 拮抗剂 (MLA) 阻断了激活

该投射产生的镇痛效果。有趣的是，尽管阿托品与

M2 mAChR 拮抗剂 (AFDX-116) 降低小鼠缩足潜伏

期的基础值，但不影响激活该环路引起的镇痛效果。

鉴于受体拮抗剂对神经系统其他区域的非特异性作

用，在 vlPAG 区域局部注射 MLA，结果发现 MLA
阻断了激活 PPTgChAT+ → vlPAG投射引起的镇痛作用。

为探究 α7 nAChRs 是否也介导 PPTgChAT+ 与 vlPAG 神

经元之间的突触传递，在 PPTgChAT+ 神经末梢表达

ChR2 并对神经支配密集区域的 vlPAG 神经元进行记

录。在 71% 记录的神经元中，PPTgChAT+ 末梢的激活

诱发快速的内向电流（即光诱发兴奋性突触后电流 
[oEPSCs]）。这些 oEPSCs 可被 MLA 阻断并在洗脱

后恢复。另外，这些 oEPSCs 可被 α 银环蛇毒素不可

逆转地阻断，但不受 6-氰基-7-硝基喹喔啉-2,3-二酮 
(CNQX) 的影响。结果表明，在进化上保守的不同脑

结构之间，α7 nAChRs 介导的功能性胆碱能突触传

递与下行痛觉调控系统密切相关。

接下来，该研究进一步探究疼痛引起的 vlPAGChrna7+

神经元活性的改变。采用光纤记录监测 GCaMP6 和

Chrna7-Cre 小鼠品系中表达 α7 nAChR (vlPAGChrna7+)
的神经元。vlPAGChrna7+ 神经元可被不同的伤害性

刺激激活，包括热水 (55℃)、冷水 (2℃)、von Frey
纤维丝 (1.4 g)、辐射热、伤害性针刺以及丙酮，

并诱发小鼠疼痛行为。CFA 诱导的慢性疼痛增加

辐射热诱发的瞬时振幅以及平均荧光强度，提示

vlPAGChrna7+ 神经元的活性提高（相较于对照组）。

为明确这种神经可塑性的细胞基础，研究者记录了

荧光标记的 vlPAGChrna7+ 神经元。尽管 CFA 组与对照

组之间在神经元内在兴奋性与抑制性输入上差别很

小，但在注射 CFA 的小鼠中观察到一种驱动这些

vlPAGChrna7+ 神经元的强效兴奋性突触。为探究抑制

vlPAGChrna7+ 神经元对疼痛的调控作用，使用光遗传

学抑制这些神经元的活性增加小鼠急性热痛敏测

试的缩足潜伏期。在 CFA 诱导的慢性疼痛状态下，

抑制 vlPAGChrna7+ 神经元增加辐射热缩足潜伏期和

von Frey 机械缩足阈值。即使在阿片耐受小鼠中，

抑制这类神经元仍具有镇痛作用。 
该研究接着探究了光遗传激活这些神经元的内源

性胆碱能输入的作用。在ChAT-Cre::Chrna7-Cre 品系小

鼠 PPTgChAT+ 神经元中表达 ChrimsonR，在 vlPAGChrna7+

神经元中表达 GCaMP6，并同时进行光遗传学与光
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纤记录实验。激活 vlPAG 中的 PPTgChAT+ 末梢增加

小鼠缩足潜伏期，并与 vlPAGChrna7+ 神经元被抑制相

关（表现为荧光强度的降低）。在 vlPAGChrna7+ 神

经元活动最弱期间观察到小鼠缩足潜伏期的最大增

幅。既然刺激胆碱能输入可抑制 vlPAGChrna7+ 神经

元的活动并引起镇痛作用，研究者接下来检测了

α7 nAChR 激动剂 EVP-6124 的镇痛效果。在辐射

热实验中，预先给予 EVP-6124 增加小鼠缩足潜伏

期。在 EVP-6124 注射后 25～45 min 达到镇痛作用

的峰值，并持续数小时。通过在体光纤记录，该

研究证实具有镇痛作用的 EVP-6124 剂量可瞬时

激活 vlPAGChrna7+ 神经元并伴随着持续性的抑制。

为探究这种神经元活性的降低对 EVP-6124 发挥

镇痛效果是否必需，在 vlPAGChrna7+ 神经元中表达

ChrimsonR 和 GCaMP6 以调控这些神经元的活性。

注射 EVP-6124 后，光遗传学激活 vlPAGChrna7+ 神经

元阻断该激动剂的镇痛效果，且具有刺激频率依赖

性。因此，这些结果揭示 vlPAGChrna7+ 神经元活性的

降低是激活 α7 nAChR 产生镇痛效果所必需的。   
为阐明 α7 nAChR 激活引起神经元活性降低的

机制，研究者接下来探究潜在的细胞信号转导机制。

α7 nAChRs 的激活使 Ca2+ 透过电压门控 Ca2+ 通道

和 α7 通道进入细胞，导致胞内 Ca2+ 浓度升高。增

加的胞浆 Ca2+ 能招募 N-酰基磷脂酰-乙醇胺特异性

磷脂酶 D (NAPE-PLD) 依赖的信号转导。有趣的是，

NAPE-PLD 的水平受疼痛状态动态地调节。一般来

说，慢性疼痛会降低 NAPE-PLD 水平。通过注射

EVP-6124 并进行福尔马林实验，探究 α7 nAChR 的

激活是否会改变 vlPAG 区域的 NAPE-PLD 水平，

结果发现 vlPAG 中 NAPE-PLD 水平显著上调。

NAPE-PLD 招募内源性大麻素信号通路，靶向核受

体过氧化物酶体增殖激活受体 α (peroxisome prolif-
erator-activated receptor α, PPARα)，与脂肪酸酰胺水

解酶 (fatty acid amide hydrolase, FAAH) 共同参与痛

觉过敏的发生。该研究接着探索 PPARα 信号是否是

激活 α7 nAChR 引起神经元活性降低所必需的。结

果发现EVP-6124灌注降低神经元自发放电的频率，

预孵育 PPARα 拮抗剂 GW6471 可阻断 EVP-6124 介

导的神经元放电频率降低，且不影响神经元基础活

性或 α7 nAChR 的功能。尽管 PPARα 作为激活 α7 
nAChR 后引起的延迟抑制作用的一种解释，但其

调控膜兴奋性的机制仍然未知。PPARα 激活剂可

以磷酸化 Kv2.1 的关键调控酶 AMPK，AMPK 和

Kv2.1 均与痛觉、阿片类药物使用以及神经元兴奋

性的调控有关。基于此，研究者探究了 AMPK 磷酸

化与 Kv2.1 磷酸化（磷酸化位点 S563 和 S603）的

改变。注射 EVP-6124 后，pAMPK (Thr172) 水平升

高，pKv2.1 (S603) 水平降低。pKv2.1 (S603) 的水平

降低可增加 K+ 电导，从而降低神经元的兴奋性。

EVP-6124 处理减少福尔马林诱导的疼痛行为以及降

低 pKv2.1 (S603) 的水平。这些结果揭示了由 Ca2+ 依

赖的信号级联介导α7 nAChRs和K+通道之间的关系。 
基于上述结果，该研究想验明阻断 PPARα 是

否降低 α7 nAChR 激动剂的镇痛效果。结果发现在

福尔马林实验的第二时相，预先注射 PPARα 抑制剂

GW6471 可减弱 EVP-6124 的镇痛作用。由于内源

性大麻素信号与 PPAR 激活相关，并可能涉及大麻

素 I 型受体 (CB1R) ，研究者接下来探究 CB1R 拮抗

剂 NESS-0327 能否阻断激活 α7 nAChR 引起的镇痛

效应。结果显示，NESS-0327 并不影响 EVP-6124 的

镇痛效果，提示 α7 nAChRs 激动剂通过一种 PPARα
依赖的信号通路抑制 vlPAGChrna7+ 神经元活性，从而

发挥镇痛作用。

接着，该研究进一步探究 vlPAGChrna7+ 神经元在

下行投射中的角色。通过原位杂交技术发现大部分

vlPAGChrna7+ 神经元上表达 GABA 能神经元的标记

物囊泡 GABA 转运体 (vGAT; Slc32a1)。vlPAGChrna7+

神经元还共表达其他神经调质及受体，包括大麻素

受体 I (Cnr1)、前强啡肽原 (Pdyn) 以及 μ- 阿片受

体 (Oprm1)。通过光遗传学及脑片电生理记录，检

测 vlPAGChrna7+ 神经元是否作为局部中间神经元发挥

作用。光遗传学激活 vlPAGChrna7+ 神经元诱发邻近细

胞的外向电流 (oIPSCs)，且这些 oIPSCs 可被预处

理 GABA-A 受体拮抗剂荷包牡丹碱所阻断。在体激

活 vlPAGChrna7+ 神经元会抑制脑内 vlPAG → RVM 投

射的活动。这些结果表明，vlPAGChrna7+ 神经元是调

控 vlPAG → RVM 投射的局部抑制性中间神经

元。因此，该研究检测激活 α7 nAChR 是否通过

对下行 vlPAG → RVM 投射的去抑制从而缓解疼

痛。研究者观察到施加 EVP-6124 降低逆行标记

的 vlPAG → RVM 投射神经元的自发 IPSCs 频率。

仅 6% 的 vlPAGChrna7+ 神经元投射至 RVM，且激活

vlPAGChrna7+ → RVM 神经元并没有改变疼痛行为。

注射 EVP-6124 可降低 vlPAG 内的 GABA 水平，这

与吗啡的效果类似。结果表明，激活 α7 nAChR 通

过抑制 vlPAGChrna7+ 神经元，产生对下行痛觉通路的

去抑制，这与阿片类药物的作用机理相类似。 
基于 α7 nAChR 以及 μ-阿片受体激动剂的生理

与行为学效应的相似性，研究者接下来探索 vlPAG
中相关受体表达的共定位情况，结果显示 α7 nAChR
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及 μ-阿片受体共标的神经元达 71%～74%。在阿片

耐受状态下，探究 EVP-6124 是否有效靶向对阿片

敏感、编码疼痛的 vlPAG 的神经元集群以缓解疼痛。

使用在体双光子成像的方法，监测慢性疼痛及阿片

耐受过程中神经元集群的动态活动，并在 vlPAG 神

经元中表达 GCaMP6，以对神经元进行成像分析。

结果显示，大部分监测的 vlPAG 神经元可被引起疼

痛反应的伤害性刺激所激活，且这些 vlPAG 神经元

的自发活动以及疼痛引起的活动均被吗啡所减弱。

慢性疼痛状态下，先前对伤害性刺激无反应的神经

元被招募进入疼痛应答神经元集群，吗啡仍可抑制

疼痛应答神经元集群（包括新招募的疼痛应答神经

元）。然而，阿片耐受削弱吗啡对神经元活动的抑制，

随后施加 EVP-6124 有效地抑制疼痛应答神经元集

群，并延长小鼠缩足潜伏期。结果表明，慢性疼痛

扩大了对疼痛敏感的 vlPAG 神经元集群。

该研究还探究了 α7 nAChR 激动剂处理能否缓

解福尔马林引起的炎症痛。EVP-6124 降低了福尔

马林测试的第二时相中疼痛行为的持续时间。而且

不同的 α7 nAChR 激动剂 (PHA-543613) 和一种正向

别构调制剂 (PNV-120596) 产生了与 EVP-6124 类似

的镇痛作用。鉴于正向别构调制剂需要内源性 ACh
激活其受体才产生镇痛作用，这些数据对既往的结

果是有力的补充。为探究 α7 nAChR 激动剂能否增

加低剂量吗啡的镇痛效果，共注射 EVP-6124 及低

剂量吗啡降低了福尔马林诱导的疼痛反应，其效果

与高剂量吗啡的效果相似。即使在纳洛酮处理后，

EVP-6124 也能减轻福尔马林引起的阿片耐受小鼠

的疼痛行为。结果表明，α7 nAChR 激动剂与内源

性胆碱能神经环路共同作用来缓解疼痛，且没有不

良反应或成瘾性倾向。 
综上所述，该研究发现 PPTgChAT+ → vlPAG 投射可

缓解疼痛，并明确了 α7 nAChRs 通过抑制 vlPAGGABA+

神经元，抑制疼痛引起的 vlPAG 的神经元集群的超

兴奋性，从而产生镇痛作用。在阿片耐受情况下，

下行痛觉调控环路的镇痛作用是保守的。ACh 可调

控 vlPAG 的兴奋性，并改变疼痛的感觉和情感体验。

vlPAG 中的神经元集群汇集了内源性胆碱能、阿片

和大麻素系统以共同调控疼痛行为，这一领域还有

待深入的探索。总之，该研究深化了对痛觉调控环

路的理解，为探索非阿片类药物镇痛的分子与细胞

靶点指明了方向。

（Sullere S, Kunczt A, McGehee DS. A cholinergic circuit 

that relieves pain despite opioid tolerance. Neuron, 2023, 

111(21):3414-3434.e15. 南通大学特种医学研究院，陆屹，

孙世宇，周国坤 译，刘通 校）
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