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[摘要] 目的　探讨大鼠咬合干扰去除后痛觉敏感维持模型中延髓背侧网状核(DRt)胶质细胞活化参与口颌面痛觉敏

感的中枢机制。方法　24只SD雄性大鼠(180~200 g)随机分为假手术组(于1%戊巴比妥钠全麻下保持开口5 min，但不粘固

牙冠)、痛觉敏感维持组[实验性咬合干扰(EOI)8 d 后去除干扰]、痛觉敏感维持(EOI 8 d 后去除干扰)+DRt 损毁组，每组

8只，行为学实验动物建模后于7、10、14 d测定各组大鼠自我赏罚行为学表现。另取9只SD大鼠分为假手术组、痛觉敏

感维持组(施加EOI 8 d去除EOI前)、痛觉敏感维持组6 d(施加EOI 8 d并去除EOI后6 d)，每组3只，左心室灌流后取材进

行DRt脑区胶质纤维酸性蛋白(GFAP)和大鼠小胶质细胞特异性标志物(OX-42)的免疫荧光染色，并进行半定量分析星形胶

质细胞和小胶质细胞的荧光强度和荧光面积。结果　EOI 10 d时，与假手术组比较，痛觉敏感维持组总摄食时间明显缩短

(P<0.05)，痛觉敏感维持+DRt损毁组总摄食时间虽较假手术组缩短，但差异无统计学意义(P>0.05)；EOI 14 d时，与假手

术组比较，痛觉敏感维持组总摄食时间仍明显缩短(P<0.05)，而痛觉敏感维持+DRt损毁组差异无统计学意义(P>0.05)；与

痛觉敏感维持组比较，痛觉敏感维持+DRt损毁组总摄食时间明显延长(P<0.05)。免疫荧光染色半定量分析显示，与假手

术组比较，痛觉敏感维持组GFAP及OX-42的荧光面积、荧光强度差异均无统计学意义(P>0.05)，而痛觉敏感维持组6 d的

GFAP荧光面积、荧光强度及OX-42荧光面积均明显增高(P<0.05)；与痛觉敏感维持组相比，痛觉敏感维持组 6 d的GFAP

及OX-42的荧光面积、荧光强度差异均无统计学意义(P>0.05)。结论　DRt参与了大鼠EOI模型在去除咬合干扰后痛觉敏

感的维持，其中DRt的星形胶质细胞和小胶质细胞活化是痛觉敏感维持的中枢机制。

[关键词] 咬合干扰；口颌面痛觉敏感；延髓背侧网状核；胶质细胞
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[Abstract] Objective　 To investigate the central mechanism of glial cells of the dorsal reticular nucleus (DRt) in the 

modulation of chronic orofacial pain after removal of experimental occlusal interference(EOI) in rats. Methods　Twenty-four male 
SD rats (180-200 g) were randomly divided into three groups (8 in each group): sham group, EOI hyperalgesia maintaining group 
(occlusal interference appliance removed on day 8 after wearing 0.4 mm thick crowns), EOI hyperalgesia maintaining+DRt damage 
group (EOI hyperalgesia maintaining rats were injected with ibotenic acid to damage DRt). The non-reflexive behaviors of the three 
groups were evaluated by using orofacial operant test on 7, 10, 14 d after model establishment. Nine male SD rats were randomly 
divided into three groups (3 in each group): sham group, EOI hyperalgesia maintaining group (day 8 after wearing 0.4 mm thick 
crowns, before removal of EOI), EOI hyperalgesia maintaining group 6 d (6 days after EOI removed on day 8). DRt sections were 
obtained and processed for immunofluorescence staining for glai fibrillary acidic protein (GFAP) and OX-42. The levels of expression 
were hemi-quantitatively analyzed to evaluate the fluorescence area and fluorescence intensity of astrocytes and microglia . Results　
EOI hyperalgesia maintaining group and EOI hyperalgesia maintaining+DRt damage group exhibited lower feeding time in orofacial 
operant test, which implied hyperalgesia (P<0.05). The hyperalgesia in EOI hyperalgesia maintaining group persisted after the 
removal of EOI, and the difference was statistically significant at 10 d and 14 d compared with sham group (P<0.05), while the 
hyperalgesia in the EOI hyperalgesia maintaining+DRt damage group showed a rebound trend, and the difference was not statistically 
significant at 10 d and 14 d compared with sham group (P>0.05). The total feeding time at 14 d significant longer compared with the 
EOI hyperalgesia maintaining group (P<0.05). Semi-quantitative analysis of immunofluorescence staining showed that the 
fluorescence area and fluorescence intensity of GFAP and OX-42 in EOI hyperalgesia maintaining group did not show any increase 
compared with that of sham group (P>0.05), whereas the fluorescence area and fluorescence intensity of GFAP as well as the 
fluorescence area of OX-42 in EOI hyperalgesia maintaining group 6 d were significantly higher (P<0.05). The fluorescence area and 
fluorescence intensity of GFAP and OX-42 in EOI hyperalgesia maintaining group did not show any increase compared with that of 
EOI hyperalgesia maintaining group 6 d (P>0.05). Conclusion　DRt was involved in the persistent maintenance of hyperalgesia in 
the EOI model after removal of occlusal interference, in which astrocyte and microglia activation in DRt were the central mechanisms 
for the maintenance of hyperalgesia.

[Key words] occlusal interference; orofacial pain; subnucleus reticularis dorsalis; glia cells

机体疼痛下行调制(descending pain modulation)系
统的下行易化(促进疼痛感受)和下行抑制(抑制疼痛

感受)作用是协调工作的，当这种平衡被打破时，则

出现下行调制的失衡：如果下行易化处于优势，则

表现为疼痛感受加重；如果下行抑制占主导，则表

现为疼痛感受迟钝或缺失[1-3]。疼痛下行调制系统的

主 要 组 成 部 分 包 括 延 髓 头 端 腹 内 侧 区 (rostral 
ventromedial medulla， RVM)、延髓尾端腹外侧区

(caudal ventrolateral medulla，VLM)和延髓网状背侧亚

核(dorsal reticular nucleus，DRt)等[1-3]。RVM-VLM-DRt
之间存在紧密的环路联系，在下行调制机制中具有

重要作用。RVM的双向调节机制是下行调制的中继

站，已有较多深入的研究[1-3]。而目前关于DRt 的研

究较少，少量研究倾向于认为 DRt 主要参与下行易

化调制[4]。目前的研究主要针对DRt神经元机制，尚

未见关于胶质细胞在DRt参与的下行调制中的作用。

本研究将利用课题组成熟的对咬合干扰致口颌面痛

觉敏感模型[5-6]，对DRt 胶质细胞参与咬合干扰所致

口颌面疼痛的机制进行初步探讨，旨在为口颌面疼

痛的治疗提供新的靶向脑区。

1　材料与方法

1.1　实验动物　健康雄性 SD 大鼠 33 只，体重 180~

200 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供。

24 h昼夜交替，室温 25 ℃。自我赏罚实验大鼠测试

日预先禁食不禁水，其余时间自由饮食饮水；其余

实验大鼠自由饮食饮水。所有动物实验均获北京大

学医学部伦理委员会审批(LA2019353、LA2019354)。
1.2　大鼠自我赏罚行为学实验　将 24 只 SD 大鼠随

机均分为假手术组、痛觉敏感维持组、痛觉敏感维

持+DRt 损毁组，每组 8只。其中，假手术组大鼠于

1% 戊巴比妥钠全麻下保持开口 5 min，但不粘固牙

冠；痛觉敏感维持组参考课题组既往的实验方法[5]

建立实验性咬合干扰(experimental occlusal interference，
EOI)模型，EOI后8 d在1%戊巴比妥钠全麻下，用尖

探针去除金属冠；痛觉敏感维持+DRt 损毁组于DRt
损毁后 1周建立EOI模型 8 d后去除金属冠，损毁药

物使用 1 g/μl 鹅膏簟氨酸(ibotenic acid，IBO，MCE
公司，中国)。实验大鼠在 1% 戊巴比妥钠麻醉下，

将头部固定在脑立体定位仪上，根据大鼠脑图谱确

定DRt坐标为前囟点后15 mm，左右旁开1.4 mm，从

小脑表面进入，深度为 6.5 mm。IBO 用生理盐水稀

释至1 μg/μl。使用前1 d配制。将1 μl的尖头微量注

射器连接于微量注射泵上，双侧DRt给予0.3 μl IBO，

持续 5 min，注射后继续留针 3 min以防止药物反溢。

注射后缝合大鼠头部伤口，实验大鼠术后恢复 1 周
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后 EOI，EOI 后 8 d 去除咬合干扰。大鼠自我赏罚行

为学实验采用 Ugo Basile 面部疼痛测试仪(Ugo Basile 
Orofacial Stimulation Test System， ComerioVA，意大

利)，具体测试方法参考文献[7]。实验流程见图 1。

采用盲法(测试者不知道动物分组情况)进行行为学

测试，记录各组大鼠 EOI，以及 EOI 7、10、14 d 的

自我赏罚实验结果及体重。

1.3　DRt免疫荧光染色实验　将 9只 SD大鼠随机均

分为假手术组(n=3，处理同 1.2)、痛觉敏感维持组

(n=3，EOI 8 d 去除 EOI 前)及痛觉敏感维持组 6 d
(n=3，EOI 8 d 去除 EOI 后 6 d)。用 1% 戊巴比妥钠过

量麻醉大鼠后行左心室灌注。先用 250 ml 温热生理

盐水快速灌注，约 300 ml 4%多聚甲醛灌流，然后取

脑干及延髓以闩为中心头向 4 mm，尾向 1 mm 组织

块，放入 4% 多聚甲醛中固定、OCT 包埋，冰冻切

片，厚度为 20 μm，每隔 3片取出一片置于 0.01 mol/L 
PBS溶液多孔皿中。取出4 ℃冰箱保存的组织漂片以

0.01 mol/L PBS 浸泡，10% 驴血清封闭液室温封闭

60 min，加入小胶质细胞特异性标志物 (OX-42)
(1∶200，Abcam，美国)或胶质纤维酸性蛋白 (glial 
fibrillary acidic protein，GFAP) (1∶400，CST，美国)，
4 ℃孵育过夜；0.01 mol/L PBS 浸泡，驴抗小鼠 IgG
1∶200 室温孵育 90 min；0.01 mol/L PBS 浸泡、贴片、

自然风干；防淬灭荧光封片剂封片，荧光显微镜下

观察、拍片。荧光照片规格为 512×512 像素，保证

相同增益及曝光条件下进行半定量分析。使用

ImageJ 软件对 GFAP、OX-42 的荧光面积及荧光强度

进行半自动分析，每只大鼠选择 5 张脑切片进行分

析。参考Colburn的胶质细胞活化分级标准[8]对大鼠

DRt 水平胶质细胞活化程度进行评价。基础染色：

胶质细胞体积正常，均匀散在分布，伸出广泛细长

的分支；轻度活化：胶质细胞染色微增强，呈分支

状均匀分布；中度活化：胶质细胞胞体增大，染色

增强，突起变短增粗，部分细胞之间有交叠；重度

活化：胶质细胞胞体肥大，染色强阳性，突起短且

粗，细胞相互之间重叠分布呈团块状。

1.4　统计学处理　采用 SPSS 20.0 软件进行统计分

析。计量资料行正态性检验，呈正态分布者以x±s表
示，各组不同时间点的自我赏罚行为学结果采用重

复测量的方差分析，进一步两两比较采用Bonferroni
检验；各组相同时间点的机械刺激反应阈值与自我

赏罚行为学结果采用多因素方差分析，进一步两两

比较采用Bonferroni检验；对胶质细胞染色结果进行

多因素方差分析，进一步两两比较采用Bonferroni检
验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　大鼠一般情况　假手术组、痛觉敏感维持组及

痛觉敏感维持+DRt损毁组大鼠在测试期间体重均出

现缓慢增加，但各时间点差异无统计学意义(P>0.05，
图2A)。
2.2　DRt 损毁对大鼠自我赏罚痛觉敏感维持的影

响　与假手术组比较，痛觉敏感维持组大鼠在8 d去

除咬合干扰后总摄食时间缩短，在 10、14 d 时差异

有统计学意义[10 d：(190.8±28.6) s vs. (293.3±31.4) s；
14 d：(179.6±34.4) s vs. (309.2±19.2) s；P<0.05]。而痛

觉敏感维持+DRt损毁组大鼠在 8 d去除咬合干扰后，

总摄食时间延长，在 14 d 时总摄食时间明显长于痛

觉敏感维持组，差异有统计学意义[(286.1±17.1) s vs. 
(179.6±34.4) s，P<0.05]；在10、14 d时与假手术组比

较差异均无统计学意义 [10 d： (241.6±20.4) s vs. 
(293.3±31.4) s；14 d：(286.1±17.1) s vs. (309.2±19.2) s；
P<0.05，图2B]。
2.3　痛觉敏感维持模型中去除咬合干扰对DRt星形

胶质细胞活化的影响　免疫染色结果显示，假手术

组GFAP阳性染色位于星形胶质细胞的胞质和突起，

从较小的胞体向周围发出细丝状分支，呈现为基础

染色；痛觉敏感维持组星形胶质细胞与假手术组比

较无明显变化；痛觉敏感维持组6 d星形胶质细胞胞

体增大，分支变粗增多，染色增强，部分分支偶有

交叠，呈现为中度活化(图 3A)。半定量分析显示，

与假手术组比较，痛觉敏感维持组星形胶质细胞的

GFAP 荧光强度及荧光面积变化差异均无统计学意

义，而痛觉敏感维持组 6 d星形胶质细胞的GFAP荧

DRt. 延髓网状背侧亚核；EOI. 实验性咬合干扰

图1　行为学实验流程图

Fig.1　The flowchart of experimental design
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光强度及荧光面积均明显增高(P<0.05)，且痛觉敏感

维持组 6 d 与痛觉敏感维持组差异无统计学意义

(P>0.05)(图3B)。
2.4　痛觉敏感维持模型中去除咬合干扰对DRt小胶

质细胞活化的影响　免疫染色结果显示，假手术组

OX-42 染色阳性表达于小胶质细胞的胞质和突起，

从较小的胞体向周围发出爪状分支，呈现为基础染

色；痛觉敏感维持组小胶质细胞与假手术组比较无

明显变化；痛觉敏感维持组 6 d 小胶质细胞胞体增

大，分支变粗增多，染色增强，部分聚集成团状，

呈现为中度活化(图 4A)。半定量分析显示，与假手

术组比较，痛觉敏感维持组 6 d小胶质细胞的OX-42
荧光强度差异无统计学意义，但荧光面积较假手术

组明显增大(P<0.05)，而痛觉敏感维持组OX-42荧光

强度及荧光面积与假手术组比较差异均无统计学意

义，且痛觉敏感维持组6 d与痛觉敏感维持组差异无

统计学意义(P>0.05)(图4B)。

3　讨　　论

慢性口颌面疼痛是临床治疗的困境，临床上可

观察到咬合因素相关的口颌面疼痛患者在咬合因素

去除后的转归不同，部分患者早期去除咬合因素后

疼痛可缓解，而另一部分患者即使咬合因素去除后

疼痛仍然存在。本课题组前期建立了一个接近临床、

刺激可随时去除、可模拟不同痛觉敏感状态的咬合

干扰相关的口颌面疼痛动物模型，证实在大鼠咬合

干扰后8 d去除咬合干扰，大鼠的颌面部痛觉敏感仍

持续存在，这与临床上患者长时间存在咬合相关颌

面部疼痛时对因治疗 (去除咬合)无效的情况相

符[9-10]。因此，研究者对口颌面疼痛的下行调制机制

进行了系列研究，揭示了不同痛觉敏感转归状态的

GFAP. 胶质纤维酸性蛋白；*P<0.05

图3　各组大鼠GFAP免疫荧光染色变化(A)及半定量分析(B)
Fig.3　Expression of GFAP immunofluorescence staining (A) and semiquantitative analysis (B) in the rats of each group

DRt. 延髓背侧网状核；A. 各组大鼠的体重变化情况；B. 各组大鼠总摄食时间比较；*P<0.05

图2　不同组实验大鼠体重情况与自我赏罚实验行为学表现

Fig.2　Time course of body weight and orofacial operant test in different groups of rats
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下行调制机制动态变化[5-6]，且发现了RVM内介导下

行易化调制的ON-神经元和下行抑制调制的OFF-神
经元的可塑性变化及二者的功能失衡在不同痛觉敏

感转归状态下的作用，且RVM星形胶质细胞也参与

了口颌面痛觉敏感维持的下行调制[5-6]。而DRt 是参

与下行易化机制的重要脑区，其能够接受来自RVM
以及更高级中枢的调控信息，最终将下行调控信号

投射至脊髓，这是本研究实验设计的重要基础[4]。

本研究中，损毁 DRt 痛觉敏感维持模型去干扰

前疼痛表现与未损毁时差异无统计学意义，而在去

干扰后疼痛逆转，提示 DRt 在该模型去干扰后的痛

觉敏感维持期起下行易化作用。在外界刺激存在时，

DRt 胶质细胞无明显活化，而当去除外界刺激后，

疼痛上行传递通路作用减弱，但疼痛仍未恢复，此

时胶质细胞活化，提示 DRt 的胶质细胞是痛觉敏感

维持期下行易化的相关机制之一。

DRt 中的胶质细胞参与下行易化的具体机制尚

不明确，但下行易化的信号最终需要通过神经纤维

传递，而神经元作为神经纤维疼痛信号传递的基础

在疼痛的产生与传递中发挥着重要作用。有关上行

传递通路的研究已发现胶质细胞与神经元细胞间存

在着密切的相互作用。以脊髓为例，外周炎症或损

伤后初级传入神经末梢会释放趋化因子、炎性介质

等作用于胶质细胞受体，刺激胶质细胞活化。胶质

细胞中丝裂原活化蛋白激酶磷酸化导致促炎细胞因

子[如肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-6
等]的产生及释放，这些促炎细胞因子一方面通过自

分泌或旁分泌的方式形成自反馈作用，另一方面能

够与神经元受体结合，增强神经元活性。有研究显

示，IL-1β、TNF-α能够促进突触后N-甲基-D-天冬氨

酸(NMDA)受体的突触传递并增加这类受体在神经

元细胞膜上的表达；胶质细胞的活化与神经元细胞

的敏化之间相互促进，形成了慢性疼痛机制中脊髓

背角的一个正反馈循环[11-12]。在下行调制研究中，

部分研究也指出下行调制系统中神经元与胶质细胞

间可能存在类似的作用机制[13-14]。Wei等[13]发现，在

三叉神经病理性疼痛大鼠中，RVM的小胶质细胞在

建模后 1~3 d 出现早期活化，随后在 RVM 还出现了

持续至少 28 d 的星形胶质细胞活化，并在 14 d 出现

峰值；RVM注射胶质细胞抑制剂可明显减弱手术诱

导的机械痛觉敏感。该研究进一步发现，RVM的星

形胶质细胞通过细胞因子TNF-α及 IL-1β作用于神经

元的NMDA受体，使NMDA受体磷酸化，提示RVM
星形胶质细胞活化分泌的TNF-α和 IL-1β参与了维持

神经病理性疼痛的脊髓上机制。Ni等[14]发现，在骨

癌疼痛模型中趋化因子CXC配体-受体趋化因子CXC
受体 2 信号通路参与了中脑导水管周围灰质的胶质

细胞-神经元相互作用下的下行易化。一项关于脊髓

注射 5-羟色胺 3(5-HT3)受体激动剂诱发机械痛觉敏

感的研究发现，注射后出现神经元细胞敏化、细胞

因子 IL-18 表达上调、胶质细胞活化，神经元-细胞

因子-胶质细胞间的级联反应可能与 5-HT3受体介导

的下行易化相关[12]。上述研究提示，胶质细胞与神

经元之间的相互作用可能是本研究中胶质细胞参与

咬合干扰致口颌面痛觉敏感维持的具体机制。

本研究采用自我赏罚实验进行痛觉敏感测试。

自我赏罚实验允许动物在接受奖赏或逃避伤害性刺

激间做出选择，与反射行为测试方法相比更客观，

OX-42. 小胶质细胞特异性标志物；*P<0.05

图4　各组大鼠OX-42免疫荧光染色变化(A)以及半定量分析(B)
Fig.4　Expression of OX-42 immunofluorescence staining (A) and semiquantitative analysis (B) in the rats of each group
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更能反映动物高级中枢对伤害性刺激加工后的表

现[15-16]。临床上亦可观察到咬合干扰相关口颌面疼

痛患者，其焦虑、抑郁等评分较高[17-18]。前期研究

还发现，海马、前扣带回等均参与了咬合干扰致口

颌面痛觉敏感的中枢机制[19-20]，提示该咬合干扰模

型的疼痛特点与情绪认知高级中枢功能活动等相关。

因此，使用自我赏罚实验方法结合反射行为实验结

果可更全面地反映该模型的行为学特点。该方法能

够反映高级中枢对疼痛的整合，且在实验过程中操

作方便，实验大鼠适应期训练结束后，实验人员每

次测试仅需安装操作仪器，并不需要对实验大鼠反

复操作，可减轻实验动物的恐惧、紧张等心理，实

验结果稳定，大鼠摄食水平稳定。但该方法也存在

一些缺点：如实验周期长，适应期训练即需要 2~3
周，实验动物存在训练失败的可能；实验前还需对

大鼠禁食。综上，自我赏罚实验是颌面部痛觉敏感

测定的一种可靠、易行的行为学方法。

综上所述，本研究探索了大鼠咬合干扰去除后

痛觉敏感维持模型中 DRt 胶质细胞活化参与口颌面

痛觉敏感的中枢机制，对临床问题有一定提示意义。

但本研究也存在一些局限：虽然发现咬合干扰后痛

觉敏感维持与 DRt 胶质细胞活化相关，且胶质细胞

可能起下行易化作用，但并未进一步探索胶质细胞

下行易化的深入机制。因此，未来可进一步关注下

行调制机制中胶质细胞的具体作用机制、神经元的

作用及神经元-胶质细胞的相互作用等，以研究更高

级中枢在颌面部疼痛中的复杂调控机制，助力于减

少颌面部慢性疼痛的发生，缓解疼痛患者的症状，

促进其身心健康。
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