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ABSTRAcT 

AIM：To study the effect of corticotmphin(Cot) 

on somatostatin(Som)and its synthesis in spinal 

dorsal hom induced by formaldehyde in rats． 

METHODS：Using double 

stm’nings． and situ hybridization． RE． 

SULTS： Two hours after SC fom~ldehyde 

(5％，200 L)in one hindpaw of rats，the 

neurons of c．／os．1ike immunoreaetMty(FH)， 

somatostatin-like immunoreaetivi~-(Som-U )， 

SOm-Ⅱ／FU ． and perprosomatostatin nt[LNA 

(PPS．tnRNA)in ipsilateral spinal dorsal hom 

were increased ob~iouslv．as compared with the 

contml group． TJ1e FH and n—U of sphml 

COrd were not changed bv ip Cor． Cor(25 or 

12．5 L’kg～，ip)inhibited the formaldehyde- 

CVOked FI_I，s0rn_U，Sore．IJI／Fu，and PPS． 

mRNA of spinal cord in a dose．dependent 

ilfl&nner． rhe decrease of c-los or Som level due 

toip Corin rats of chronic painW8．S prevented by 

raphe nuclei injected cyproheptadine，but not by 
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bieuculline，naloxone，o1"phentolamin injected to 

mphe nuclei． C~NCLUSION： The formal- 

dehyde-evoked c-fos expression，SOm，and Som 
synthesis of spi~al cord were suppressed by Cot 

through the semtonin receptor of raphe nuclei． 

毳 c-；lo s 拉赫 镇痛；脊髓；原癌基因蛋白 ：生长抑素； 免疫组织化学
；原位杂交 

目的：研究促皮质素(Cor)对甲醛引起大鼠脊髓内 

生长抑素及其合成的影响． 方法：采用免疫组织 

化学，免疫组织化学双重染色法和原位杂交技术． 

结果：足底注射甲醛使大鼠脊髓背角内 Ⅲ ，Som 

u，Som．LI／FI I和 PPs．n~,NA神经元数均较对照组 

显著增多． 单独 ip Cot对脊髓背角 FH和 Som．L1 

无明显影响． 但是，ip Cor显著抑制甲醛引起的 

背角内FLI，Sore．u，Sore LI／FH和PPS-II1RNA神经 

元数的增多效应，并有量效关系 中脑中缝棱内 

预先注射赛庚啶阻断这一抑制效应，而荷包牡丹 

碱，纳洛酮，酚妥拉明则无影响． 结论：ip Cor通 

过5-HT受体抑制甲醛引起的大鼠脊髓背角内 c． 

表达，Som和 Sore合成而发挥镇痛作用． 

Ⅱ 0D1)CTION 

促皮质素(Cor)可通过脑内 5-}fr和 GABA及 

其受体而产生镇痛作用 10J，海马和中脑导水管周 

围灰质内注射 Cot可抑制伤害性刺激甲醛诱发的 

脊髓背角 o-los表达_3 J，后一效应已被作为伤害性 

刺激反应 的标志l4-51． 生 长抑素 (sl，rI1a10stafin， 

Som)是第 1级伤害性传人神经末梢释放的一种神 

经递质_6J，伤害性热和化学刺激均可使脊髓背角 

Som释放增多 ． 本文以甲醛诱发的脊髓背角 

e．如表达为伤害性刺激反应的标志，观察 ip Cot对 

甲醛引起的背角内 Som神经元，Som／e-fos双染神 

经元及 前 生 长 抑素 原 (perpmsomatostatin，PPS- 

mRNA)表达的影响，并分析中缝核内相关受体在 
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其中所起的作用，一试图进 一步 _r解 Col抑制慢性痛 

的机制 ． ‘ 

MATERIAIS AND ⅣⅡI11II)DS 

材料 Cor(天津生物化学制药厂)；Som抗血 

清 (si驯 ，usA)；c-fos抗血清(Cambridge Research 

Bir~．hemieals)；PPS—mI~NA原位杂交试剂盒由第三 

军医大学组胚教研室提供；ABC试剂盒(Vector 

Laboralols)． 赛庚啶(Cyp，5-HT受体拮抗剂)，荷 

包牡丹碱(Bic，G=M~A受体拈抗剂)．纳洛酮(Nal， 

阿片受体拮抗剂)，酚妥拉明(Phe，a一肾上腺受体 

拮抗剂)均为美国 鲫 产品． 

实验用Wistar大鼠41只，雌雄不拘，体重255 

g± 22 g．8—12 wk，由本校实验动物研究中心 

提供，证书号，医动字24301056． 

免疫组织化学法 (1)Som，o-fo,免疫组织化 

学法，实验毕，按常规进行大鼠组织灌注，固定， 

切片(40Ⅲn)，ABC免疫组化染色． 对照实验以 

PIKS温育缓冲液和正常羊血清代替一抗，结果均 

束见到免疫反应阳性细胞[53． (2)So,n／e-f~免疫 

双重染色法．将 e-fo,抗血清染色后的切片再置入 

兔抗 Sam血清温育 48 h(4 oc)，随后依次进人生 

物素结台羊抗兔血清和 ABC液中各温育 2—4 h． 

最后用 DAB—H2O2液呈色，s0m免疫阳性产物为 

棕色． 

前生长抑素原 鼢 原位杂交法_8J 以地高 

辛标记的反意 cRNA探针，按常规步骤进行原位杂 

交前，杂交和杂交后处理，抗地高辛抗体工作浓 

度为 1：1册0，以 NBT／BCIP(4OO nag·L。。／200 nag· 

1 )反应液显色，对照实验包括用 3 mg·g RNA 

酶A预处理切片 30 min和不含探针杂交缓冲液杂 

交．结果均检测不到明显的杂交信号． 

中缝核埋管．注药及鉴定法 9 为了进一步 

_r]裤ip Cot是否作用于中缝核内的某种受体而抑 

制甲醛引起脊髓内o-fo,和 Som的增多效应，在大 

鼠中缝核内预先分别注射赛庚啶，荷包牡丹碱， 

纳洛酮．酚妥拉明后再 ip Cor(25 U·kg‘。)，同时 

注射甲醛 

数据处理 从每鼠脊髓腰段 3，4节段，随机 

选出4片，经图像分析仪(CML~．5007，北京产)，作 

阳性细胞计数，取均数作为该鼠的 o-fo~样免疫反 

F~(c-los—like immunore,activi~．FLJ)数，Sore样免疫 

反应 (Som-like immunoreaetivity．Som-U)数，以及 

PPS．mRNA数．实验数据均用电子计算机经双样 

本 f检验程序(PDA一2)进行统计学处理，以 ± 

表示 ． 

REsIⅡ 

甲醛对脊髓内 FL1，Som-LI，Sore—LI／FLI和 

PPS．mRNA的影响 于大鼠～侧足底皮下注射甲 

醛(5％，200止 )后 2 h，可见腰段脊髓背角 Fu神 

经元在 I，Ⅱ，V，Ⅵ层增多，以I，Ⅱ层分布最 

为密集，同侧为主，对侧变化不明显，而对照组脊 

髓背角 c-fos表达很少，与此同时．同侧背角内 

Som．LI神经元和 Som-LL／FLI双染神经元数以及 

PPS．mRNA 阳性神经元数也均较对照组明显增多 

(Tab l，Fig1，2)． 

Tab 1． Effect of eortieotro#n【25 u。 _。．ipj on 

ntmabers of c-fos proteln-like m tmoreactivity 

c FLI)．sonmtostatin-like inmmnoractlvity c Sore— 

LI】，and preprosomatostafin mRNA (PI，s—mRNA】 

neur0IB in spinal cord of rats evoked by 

formaldehyde(For，sc】． ±s． 

>0．05． <0．01 contro1． ‘P <0．01 For． 

I／,>0．05． P<0．01Ⅷ Cot+For． 

腹腔注射 Cot对甲醛诱发大鼠脊髓背角内 

FIL1．Som-LI，Sore-LI／FLI及 PPS-mRNA增多效 

应的影响 单独 ip Cor后，脊髓背角未见到 FLI神 

经元．与ip生理盐水对照组比较．无统计学意义． 
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rig1．Immunohistochemlstry of c-fos(A—D．GOD．DAB-Ni stain．x 75)and somatostatin(E—H，DAB- 

02 stain，×190)in rat spinal dorsal horn． 
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Fig 2． Dig·Som-cRNA ／n s／tu hybridization of rat 

spinal dorsal horn．NBT／BCIP stain，x190． A) 

Control；B)For；C)For+Cor(25U-kg～．ip)； 

D】double immunohlstochemical stahlhlg of c-los 

and Som c aITOWS)． FLI in nuclei was visualized 

wjIl1 the e3ucose oxidase-DAB-Ni protoco1． Sore in 

plasmawas,risualized m theDAB-H202 protoco1． 

x 450． 

但是 ip Cor 25 U·kg 和 12．5 u-虹 的同时，再注 

射甲醛2 h后，可见脊髓背角 FLI神经元，Som．LI， 

Som—Ll／凡I和 PPS—mRNA 神经元数均较甲醛组显 

著减少，尤以 ip Cor(25 U·kg )+甲醛组的减少 

更为显著( l，rig 1，2)． 

腹腔注射 Cor抑制甲醛引起脊髓背角 FLI， 

Som-LI．Smn-LI／FLI和PPS-mRNA神经元增多效 

应受体分析 在大鼠中缝核内预先分别注射赛庚 

啶，荷包牡丹碱，纳洛酮．酚妥拉明后再 ip Cot 

(25 u·kg )，同时注射甲醛，与 ip Cot(25 u- 

kg )+For组比较，只有赛庚啶组大鼠脊髓背角 

内FU，S~n-U，s0Ⅱ卜LJ／Fu和PPS．ml：LNA都有不同 

程度的增加 (P<0 01，1曲 l，Fig 1)，而荷包牡丹 

碱，纳洛酮，酚妥拉明则无影响． 

DIsI 『sSK)N 

本实验结果表明，iD Cot可通过抑制甲醛引起 

的脊髓背角 c-los表达，Sore．LI和 P mRNA神经 

元的增多效应．从而在脊髓水平抑制 _『伤害性刺 

激的传人，而这种抑制作用与中缝核内5-HT受体 

有关 ． 

大鼠足底注射甲醛 2 h后，痛级均数显著升 

高1] ，与此同时同侧腰段脊髓背角的 I，Ⅱ．V， 

Ⅵ层 ~-fo,表达， 及Som-L1和 PI：'SmRNA阳性细 

胞均增多18J．本文在大鼠右后肢足底注射甲醛来 

引起持续的紧张性伤害性刺激后也见到同样的现 

象，由此表明脊髓背角内o-／o~表达和Som．LI的增 

多可作为伤害性信息反应的标志，伤害性刺激还 

可使 Som合成加速 

Cot作用于脊髓表面可抑制伤害性刺激引起的 

脊髓神经元电活动1] ，因此 ip c0r有可能对伤害 

性刺激引起的背角 c． 表达，Som．L1神经元的增 

多发生直接的抑制作用 但是，海马和中脑导水 

管周围灰质(PAG)内注射 Cot可抑制甲醛诱发的背 

角 c． 表达．因此，本文 ip Cot抑制甲醛引起的 

背角 o-fo~表达和 San．LI神经元的增多效应有可 

能通过海马和 PAG而起作用． 

Cot ip产生镇痛作用时，海马，下丘脑内5．}丌 

含量增加，其途径可能是通过激活 PAG转而激活 

中脑中缝核 t 3． 因为中缝核在痛觉调制中起重要 

作用，并且它有广泛的纤维投射到各脑区和脊髓， 

而且中缝核内含有 5．}邛受体_I 因此，从本实 
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验结果看 ip Cor引起的镇痛作用中，中缝核内的 

5-FIT受体可能发挥了重要作用 
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