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犬急性膝关节炎炎症期滑膜组织μ阿片受体的表达
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第二军医大学长征医院麻醉科，上海２００００３

［摘要］　目的：观察犬急性膝关节炎炎症期滑膜组织μ阿片受体（ｍｕｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＭＯＲ）表达的变化，探讨急性炎症外周

局部应用阿片类药物镇痛的可行性。方法：１７只Ｂｅａｇｌｅ犬随机分为正常对照组（ｎ＝８）和急性感染性炎症组（ｎ＝９），取各组

犬膝关节滑膜组织，采用免疫组织化学及ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测滑膜组织 ＭＯＲ蛋白及 ｍＲＮＡ的表达。结果：急性感染性

炎症组犬膝关节滑膜组织 ＭＯＲｍＲＮＡ相对表达量明显高于正常对照组［（３４．４０±５．４８）％ｖｓ（１６．５４±８．０３）％］，差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。免疫组化染色见炎症滑膜组织 ＭＯＲ染色阳性产物较正常对照颗粒增粗、着色加深、染色带增宽、数量

增多；与正常滑膜组织相比，急性感染性炎症组滑膜组织 ＭＯＲ阳性细胞免疫组化指数显著增高［（３２３１７５．００±９２６１４．９４）ｖｓ

（１７５４４４．１０±７５１４９．０６）］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：犬膝关节滑膜组织中存在 ＭＯＲ，且在急性感染性炎症早

期其表达显著增强。
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　　随着疼痛治疗方法的不断发展，对阿片类药物
作用途径和机制的研究日趋深入。国外研究［１３］证

实阿片类药物可以在外周炎症组织中产生局部镇痛

效果，并认为该效应可能与外周组织中存在阿片受
体有关。我们前期研究［４５］证实成人膝关节滑膜组

织中存在μ阿片受体（ｍｕｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＭＯＲ），
且在慢性炎症状态下表达上调，提示外周局部应用

阿片类药物能够缓解慢性炎症的疼痛。为进一步评
价外周局部应用阿片类药物对急性炎症的镇痛效

果，本研究以急性感染性膝关节炎犬模型为背景，测
定急性炎症条件下外周局部组织中 ＭＯＲ蛋白及

ｍＲＮＡ表达的变化，为探讨急性炎症外周局部应用
阿片类药物镇痛的可行性奠定实验基础，为急性感
染性关节创伤的疼痛治疗提供新途径。
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１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　将金黄色葡萄球菌临床分
离株溶于生理盐水，由麦氏比浊仪比浊后制成密度
相当于１×１０８／ｍｌ的金黄色葡萄球菌悬液，密闭于
试管中。山羊抗人 ＭＯＲ 多克隆抗体 （稀释度

１２００，ＳａｎｔａＣｒｕｚＣｏ．），兔抗山羊ＩｇＧ（稀释度

１２００，ＤａｋｏＣｏ．）。ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（Ｇｉｂｃｏ公司），

ＰＣＲ试剂盒（Ｐｒｏｍａｇａ公司），ＤＥＰＣ（博彩生物技术
公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶及其缓冲液（Ｇｉｂｃｏ公司），

ｄｄＨ２Ｏ、氯仿、异丙醇等购自中国医药集团上海化工
试剂公司。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测仪（７３００Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，ＡＢＩ７３００，美国），ＯｌｙｍｐｕｓＢＨ２
光学显微镜（日本），ＭＩＡＳ２０００病理图像分析仪
（四川大学图像图形研究所）。

１．２　动物分组及处理　１７只健康Ｂｅａｇｌｅ犬，体质
量１０～１２ｋｇ，雌雄不限，购自上海虹筠犬类养殖场。
随机分为急性感染性炎症组（ｎ＝９）和正常对照组
（ｎ＝８）。急性感染性炎症组犬麻醉后双侧后肢膝关
节腔内注射金黄色葡萄球菌悬液１ｍｌ，建立急性感
染性炎症动物模型，正常饲养；正常对照组不作处
理。２４ｈ后取双侧后肢膝关节腔内滑膜组织及关节
液，离体后迅速将滑膜组织标本置液氮中保存备用。
关节腔内抽取液培养出金黄色葡萄球菌，则为急性
感染性炎症模型制备成功。

１．３　实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ＱＴＰＣＲ）测定膝关节滑膜组织 ＭＯＲｍＲＮＡ
的表达

１．３．１　引物和探针　ＭＯＲ上游引物Ｆ：５′ＴＣＴ
ＴＣＴＡＴＡＣＴＣＴＴＣＧＡＧＣＣＴＡＴＧＣ３′，下游
引物 Ｒ：５′ＴＣＴＡＴＣＣＡＣＡＧＧＴＣＣＴＣＣＴＴＣ
ＡＧ３′；ＭＯＲ探针５′ＦＡＭＣＧＧＣＴＴＧＡＧＴＴＣ
ＡＣＣＡＣＣＴＡＣＣＴＣＴＴＣＧＧＴＡＭＲＡ３′。以上
引物及探针均由广州达安基因公司合成。

１．３．２　ＴＲＩｚｏｌ法提取组织总 ＲＮＡ　组织块置匀
浆器，加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ液，匀浆；２２℃静置５ｍｉｎ；
加入氯仿０．２ｍｌ，颠倒１５ｓ；２２℃ 静置３ｍｉｎ；４℃
１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ；取上清液０．５ｍｌ，加入０．５
ｍｌ异丙醇，混匀；２２℃ 静置１０ｍｉｎ；４℃１２０００×ｇ
离心１０ｍｉｎ；弃上液，加入１ｍｌ４℃７５％乙醇；４℃
１００００×ｇ离心５ｍｉｎ；弃上液，真空干燥５ｍｉｎ。用

２５μｌＤＥＰＣ处理水溶解ＲＮＡ，－７０℃保存备用。

１．３．３　逆转录ｃＤＮＡ　３７℃１ｈ，９５℃５ｍｉｎ；灭活

ＭＭＬＶ。

１．３．４　ＴａｑＭａｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　构建扩增体

系：５×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ１０μｌ，上游引物Ｆ０．５μｌ，下游引
物Ｒ０．５μｌ，ｄＮＴＰｓ０．５μｌ，标记荧光探针０．５μｌ，

Ｔａｑ酶１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ３２μｌ，ｃＤＮＡ模板５μｌ，总体积

５０μｌ，放入ＰＣＲ仪板槽中；依扩增条件行ＰＣＲ反
应。扩增条件：９３℃２ｍｉｎ；９３℃４５ｓ，５５℃１ｍｉｎ，

１０个循环；９３℃３０ｓ，５５℃４５ｍｉｎ，３０个循环。反应
完保存数据。每个样品靶基因的相对 ｍＲＮＡ表达
水平＝２－ΔＣｔ×１００％，其中 ΔＣｔ（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ）
值＝靶基因Ｃｔ值－ＧＡＰＤＨ或βａｃｔｉｎＣｔ值。

１．４　免疫组织化学测定膝关节滑膜组织 ＭＯＲ蛋
白的表达　取膝关节滑膜组织，制备石蜡切片，二甲
苯脱蜡、梯度乙醇水化后，３％Ｈ２Ｏ２甲醇溶液室温孵
育３０ｍｉｎ消除内源性过氧化酶活性，１％ＢＳＡ（或正
常山羊血清）３７℃封闭３０ｍｉｎ以清除非特异性反应
位点。弃血清，滴加山羊抗人 ＭＯＲ多克隆抗体，

４℃过夜。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ振洗３次，每次５ｍｉｎ，
滴加兔抗山羊ＩｇＧ，３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，
终止后，苏木精复染３ｍｉｎ，常规脱水，透明，封片。
在ＯｌｙｍｐｕｓＢＨ２型显微镜下观察拍照。镜下观察
胞质或胞核有棕色颗粒者为阳性细胞。用 ＭＩＡＳ
２０００病理图像分析系统测定 ＭＯＲ颗粒的光密度Ｄ
值，计算免疫组化指数，半定量分析 ＭＯＲ表达量。
免疫组化指数＝阳性面积×Ｄ （总面积＝３５１０００像
素点，阳性面积１个像素点＝０．７１μｍ

２）。

１．５　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件行非配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示
差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　膝关节滑膜组织 ＭＯＲｍＲＮＡ的表达　急性
感染性炎症组、正常对照组分别有２例、３例标本的
数据因取材不慎致样本检测结果偏差过大而予以剔

除。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示：急性感染性炎症
组膝关节滑膜组织ＭＯＲｍＲＮＡ相对表达量明显高
于正常滑膜组织［（３４．４０±５．４８）％ｖｓ（１６．５４±
８．０３）％］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　膝关节滑膜组织 ＭＯＲ蛋白的表达　免疫组
化染色可见：正常滑膜组织 ＭＯＲ染色阳性产物呈
点状、串珠状或索状分布（图１Ａ）；炎症滑膜组织

ＭＯＲ染色阳性产物较对照组相应部位颗粒增粗、着
色加深、数量增多、染色带增宽（图１Ｂ）。与正常滑
膜组织相比，急性感染性炎症组滑膜组织 ＭＯＲ阳
性细胞免疫组化指数显著增高［（３２３１７５．００±
９２６１４．９４）ｖｓ（１７５４４４．１０±７５１４９．０６）］，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图１　正常对照组（Ａ）和急性感染性炎症组（Ｂ）

犬膝关节滑膜组织 ＭＯＲ蛋白免疫组化染色结果

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭＯＲｐｏｓｉｔｉｖｅｓｉｇｎａｌ

ｉｎｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄａｃｕｔｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

　　外周部位阿片受体的发现提示局部使用阿片类
药物可以达到镇痛的目的。局部应用阿片类药物具
有用药量少、有效血药浓度高、镇痛效果确切的优
点，还可避免全身用药的不良反应（尿潴留、呼吸循
环抑制等）。近年来，国内外的动物实验和临床研
究［６８］发现，慢性炎症膝关节局部应用小剂量阿片类
药物可获得较好的镇痛效果。ＭｃＤｏｕｇａｌｌ等［９］和

Ｗａｔｔｅｒｓｏｎ等［１０］学者发现，该镇痛效应可能与慢性
炎症反应状态外周部位 ＭＯＲ数量或亲和力的变化
有关，并认为此机制是外周局部应用阿片类药物镇
痛的基础之一。然而Ｌｉ等［１１］的后续研究发现慢性

膝关节炎症状态下 ＭＯＲ基因表达可下降。因此，
我们前期应用免疫组化、流式细胞术及ＲＴＰＣＲ技
术检测了成人慢性膝关节炎滑膜组织 ＭＯＲ蛋白及
基因表达情况，发现成人慢性膝关节炎滑膜组织

ＭＯＲ蛋白及基因均表达上调［４］，进一步将其应用于
膝关节镜术后局部镇痛，也取得较好疗效［８］。

　　急性炎症状态下，炎症局部组织产生大量炎性
细胞因子，伴随相关致痛物质的释放，甚至会诱发疼
痛超敏状态［１２］。此时，局部应用阿片类药物可激活
感觉神经末梢分布的阿片受体产生镇痛作用；而局
部感觉神经末梢阿片受体短期内的表达增加会进一

步促使药物与高密度阿片受体发挥更有效的镇痛作

用。本研究采用免疫组化和实时聚合酶链反应方
法，测定正常滑膜组织和急性炎症期犬膝关节滑膜
组织 ＭＯＲ蛋白和ｍＲＮＡ的表达变化。结果表明，
急性感染性炎症时膝关节滑膜组织内 ＭＯＲ蛋白及

ｍＲＮＡ表达较正常组织显著增高（Ｐ＜０．０５）。这提
示犬膝关节滑膜组织中存在 ＭＯＲ，且在炎症早期其

表达即显著增强，理论上讲小剂量阿片类药物早期
局部应用可缓解急性炎性疼痛。

　　本研究证实犬膝关节滑膜组织中存在阿片受
体，且在急性炎症早期表达明显增加。此结果为临
床应用小剂量阿片类药物早期治疗外周急性炎症疼

痛提供了理论依据，对于战伤条件下急性感染性关
节创伤的救治具有重要意义，可为平、战时疼痛创伤
救治提供了一个新的途径。

　　（志谢　本研究得到上海中医药大学实验动物
中心汤家铭教授和第二军医大学基础部组织胚胎学

教研室胡世杰老师的支持和帮助，在此一并表示感
谢！）
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