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脑啡肽神经纤维在猫颞下颌关节内的分布
——免疫组织化学 PAP 法
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摘要　应用免疫组织化学 PA P 法对亮氨酸- 脑啡肽 (L 2EN K) 神经纤维在猫颞下颌关节 (TM J ) 内的分布作了研

究。结果表明: TM J 囊及关节盘前后附着内均见L 2EN K 阳性纤维分布, 并以细枝丛状分布多见; 关节囊滑膜下层

的阳性纤维分布密度最高, 并可见丛状结构突向滑膜层; 关节囊外侧壁及关节盘前后附着内的阳性纤维分布密度

相似, 关节盘中部未见阳性纤维分布。结果提示: TM J 内存在内源性镇痛机制的物质基础。
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　　脑啡肽 (enkephalin, EN K) 为内源性阿片样多

肽家族的成员之一, 最先被 H ughes 1 从猪、牛、大

鼠及兔等动物的脑组织以及豚鼠回肠中发现并分

离提纯的具有阿片样活性的神经肽类物质。脑啡肽

从化学结构上又分为甲硫氨酸脑啡肽 (m eth ion ine2
enkephalin, M 2EN K ) 和亮氨酸脑啡肽 ( leucine2
enkephalin, L 2EN K) 两种类型, 它们在脑内有相似

的分布。继 EN K 发现之后, 又有一些阿片样多肽被

发现, 如 Β2内啡肽、Α2内啡肽、Χ2内啡肽及强啡肽

等, 它们与 EN K 共同组成内源性阿片样物质, 在痛

觉感受和镇痛中起着重要作用。长期以来, 对 EN K

的研究大都是从中枢分布及其中枢效应方面进行

的, 而对它在外周组织器官的分布及其局部生理作

用方面的研究尚少。目前, 随着研究的深入, 已有资

料证明, EN K 及其它阿片肽类物质的镇痛作用除

为中枢过程外, 还具有外周镇痛作用 2, 3 , 在局部炎

症状态下, 该作用更为显著 4, 5 。另有研究表明, 阿

片肽类物质还与局部炎症和免疫调节有关 6, 7 。当

今, 对阿片肽类物质外周效应的研究已越来越得到

学者们的重视, 其外周效应的发挥与它在组织器官

内的分布有密切关系, 因此, 对阿片肽类物质在外

周组织器官内分布的研究, 将对进一步阐明其局部

生理作用及机制, 提供必要的形态学资料。

目前, 对口腔颌面部组织器官内 EN K 神经纤

维的分布研究尚少, 国内外均未见有关颞下颌关节

(TM J ) 内 EN K 神经纤维分布的报道, 为此, 本实

验对猫的 TM J 囊及关节盘附着内 EN K 神经纤维

的分布情况作了研究, 为探索其生理意义奠定神经

解剖学基础, 从神经生物学角度拓展 TM J 疼痛及

镇痛研究的新课题, 为临床寻找有效的镇痛方法提

供理论依据。

1　材料和方法

1. 1　实验动物

成年健康猫 6 只, 雌雄不限, 体重 2～ 3 kg。

1. 2　实验试剂

兔抗L 2EN K 血清、羊抗兔 IgG 血清和 PA P 复合物 (兔

过氧化物酶- 抗过氧化物酶复合物) 均为美国 IN C 产品,

DAB (四盐酸 3, 3’- 二氨基联苯胺)为日本和光纯药株式会

社产品。

1. 3　实验过程

1. 3. 1　动物的灌注和固定　215% 戊巴比妥钠 (50 m gökg)

经腹腔注射, 动物在深麻醉下开胸, 经升主动脉插管, 生理

盐水快速输入, 继之用 011 mo löL 磷酸盐缓冲液 (PB ,

pH 714) 配制的 4% 多聚甲醛和 0105% 戊二醛混合固定液

1500 m l 灌注。

1. 3. 2　关节囊和关节盘标本制备　动物固定完毕后, 在颧

弓根部纵行切开皮肤, 剔除表层组织, 显露关节囊外侧壁,

仔细分离四周肌肉组织, 充分暴露关节囊及其附着, 松解关

节囊附着并将其连同关节盘一起取下, 将关节囊、关节盘中

部及关节盘前后附着 4 部分分装在上述新鲜固定液中 24 h
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(4℃) , 再将其分别移入含 30% 蔗糖的 011 mo löL PB 中,

4℃过夜, 直至沉底。用恒冷机作连续切片, 片厚 30 Λm , 4 部

分标本切片分别收集于 0101 mo löL 磷酸盐溶液 (PBS,

pH 714)的容器中。

1. 3. 3　免疫组织化学反应　采用 Sternberger 的 PA P 法,

操作步骤按实验常规进行。显微镜观察并摄片。

1. 4　对照实验

空白对照: 用 0101 mo löL PBS 置换兔抗L 2EN K 血清。

血清代替对照: 用正常兔血清代替兔抗L 2EN K 血清。

2　结　　果

在光镜下着重观察了L 2EN K 免疫阳性神经纤

维分布的位置、范围、密度和 阳性纤维的形态、粗

细等。

2. 1　L 2EN K 免疫阳性纤维的形态及在关节囊、关

节盘附着的分布情况

高倍镜视野下,L 2EN K 纤维呈棕褐色, 其形态

大多为细纤维 (直径小于 015 Λm ) , 可构成丛状分

布。也有中等粗细 (直径 015～ 019 Λm ) 的纤维, 可

见少许膨体 (图 1～ 4)。在关节囊、关节盘附着内均

有上述L 2EN K 免疫阳性纤维分布, 其在关节囊外

侧及关节盘前后附着内的分布密度基本相似, 滑膜

下层内富含L 2EN K 阳性细纤维, 并可成丛状突向

滑膜层, 在丛状结构的基部可见中等粗细的纤维,

行径较直, 有少许膨体 (图 1～ 3) , 关节盘中部未见

L 2EN K 免疫阳性纤维。

2. 2　L 2EN K 免疫阳性纤维在关节囊及关节盘附

着内分布密度的比较

对 12 例关节囊及关节盘前后附着标本的组织

切片, 按各部位分别随机选择 3 张切片, 每个部位

共观察 36 张切片, 360 个视野 (因对所有关节盘中

部切片的观察均未见L 2EN K 阳性纤维分布, 故未

将其归入密度比较表中)。将L 2EN K 阳性纤维分布

密度定为如下 3 个等级:

É 级: 0～ 5 根阳性纤维ö每一高倍镜视野;

Ê 级: 6～ 10 根阳性纤维ö每一高倍镜视野;

Ë 级: 10 根以上或呈网状ö每一高倍镜视野。

以高倍镜视野数为单位, 对随机选出的各部位

切片进行观察, 结果见附表。

经统计学检验表明: 滑膜下层与关节囊外侧

壁、关节盘前后附着的L 2EN K 阳性纤维分布密度

构成比有显著性差异 (P < 0101) , 前者高于后三

者, 关节囊外侧壁及关节盘前后附着三者间 L 2

EN K 阳性纤维分布密度构成比无显著性差异 (P >

0105)。
附表　L -ENK 阳性纤维在关节囊及关节盘

前后附着的分布密度比较

密度
等级

关节囊
外层

滑膜
下层

关节盘
前附着

关节盘
后附着 合计

É 183 98 188 185 654

Ê 165 132 162 164 623

Ë 12 130 10 11 163

合计 360 360 360 360 1440

2. 3　对照实验: 空白对照、血清代替对照均未显示

特异性免疫反应。

3　讨　　论

关于 EN K 神经纤维在 TM J 的分布情况, 目前

国内外尚未见报道, 对身体其它部位关节内 EN K

神经纤维分布的研究也较少。Groβnb lad 等 8 应用免

疫荧光组织化学的方法对患膝关节、腕关节及髋关

节炎的患者摘除的关节盘、关节滑膜的研究, 观察

到 P 物质及 EN K 阳性纤维均分布于滑膜内, 关节

半月板内无阳性 EN K 纤维分布。A b ram ovici 等 9

报道, 在猫的膝关节滑膜囊内含有 EN K 阳性细纤

维分布, 且还有其它一些肽类神经纤维分布, 如 P

物质, 52羟色胺、血管活性肠肽。本文应用较灵敏的

免疫组织化学 PA P 法对猫 TM J 囊及关节盘附着

内L 2EN K 神经纤维的分布情况进行了研究, 发现

在 TM J 囊及关节盘前后附着内均有L 2EN K 阳性

纤维分布, 以细纤维多见。与全身其它关节内 EN K

神经纤维分布的研究所获阳性结果相似。同时, 作

者还对L 2EN K 阳性纤维在 TM J 内的分布范围及

分布密度进行了分级比较, 得出: 滑膜下层含有较

丰富的L 2EN K 阳性纤维, 其分布密度高于关节囊

外层及关节盘前后附着, 而关节囊外层及关节盘前

后附着间无显著性差异, 关节盘中部未见阳性L 2
EN K 纤维分布。

EN K 作为组成机体内源性阿片类物质的成员

之一在中枢内与其特定的阿片受体相结合发挥镇

痛效应已被大量研究所证实。随着研究的深入和有

关资料的积累, EN K 和其它肽类物质的外周镇痛

作用目前已得到确定, 且还参与炎症和免疫调节作

用。Sm ith 等 2 报道, 在醋酸引起的小鼠扭体实验
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中, 使用不能透过血脑屏障的N 2甲基吗啡, 也能产

生和使用吗啡一样的镇痛效果, 且镇痛作用可被不

透过血脑屏障的N 2甲基纳洛酮所阻断, 因而确证

了内脏痛反应中吗啡样外周镇痛作用的存在。Stein

等 3 将 22 例做膝外科手术的患者, 随机分为关节

内注射纳洛酮和静脉内注射纳洛酮两组, 其结果表

明, 所有疼痛记分以关节内注射纳洛酮组高于静脉

内注射组。因此, 可以认为存在于关节滑膜内的阿

片肽可与其阿片受体相结合发挥镇痛效应。Stein

等 4 报道, 冷水游泳对单侧佐剂性关节炎大鼠的患

侧具有明显的镇痛作用, 而对健侧痛阈影响不大,

该作用可被大鼠足底注射纳洛酮所阻断, 该结果进

一步表明阿片肽类物质所具有的外周镇痛作用, 且

这种镇痛作用在炎症状态下尤为明显。Stein 等 5

发现在局部炎症组织内浸润的免疫细胞中含有

EN K、Β2内啡肽强免疫成分, 并认为这些阿片肽类

物质可在某些特殊的刺激 (如冷水、针刺等) 下增加

释放, 与神经末梢上的阿片受体相结合产生镇痛效

应。作者对猫 TM J 及A b ram ovici 等 9 的研究均为

EN K 的外周镇痛作用提供了形态学依据。结合上

述研究结果, 可推测存在于 TM J 内的 EN K 神经纤

维在受到特定的局部刺激 (如应激、针刺等) 时, 可

从神经末梢释放 EN K, 并作用于阿片受体发挥局

部镇痛效应, 从而阻止疼痛信息向中枢传递。在颞

下颌关节炎时, 关节内的 EN K 含量将有所增加, 以

增强镇痛作用。要确定该推断, 尚需作进一步研究。

近来, 已有资料表明, 阿片肽类物质除具外周

镇痛作用外, 还参与局部炎症和免疫调节作用。

Green 等 6 报道, ∆, ϑ阿片受体激动剂可抑制由缓

激肽所致的大鼠膝关节神经源性血浆渗出, 发挥抗

炎作用。Persson 等 10 用福氏佐剂造成大鼠单侧性

关节炎 15 d 后, 脑脊液中强啡肽转化酶活性明显

下降, 提示对强啡肽的降解作用减缓, 脑脊液中强

啡肽浓度将升高。Sh iga 等 7 报道, 在类风湿关节炎

的滑液中 EN K 的含量高于血浆中的含量, 并与 Β2
白细胞介素 1 的浓度呈正相关, 故而提示 EN K 可

由滑膜组织局部产生, 并可能在类风湿关节炎中发

挥免疫调节和抗炎作用。本结果表明, 在 TM J 内富

含 EN K 阳性纤维, 在颞下颌关节炎症过程中,

EN K 可能参与炎症和免疫调节作用, 笔者认为在

临床治疗颞下颌关节炎症及疼痛时, 是否可考虑使

用阿片肽受体激动剂和 EN K 酶抑制剂, 以增加

TM J 内的 EN K 含量, 从而达到有效的镇痛目的。

本文对 TM J 内 EN K 神经纤维分布的研究, 从

神经生物学角度揭示了 TM J 内存在有内源性镇痛

机制的物质基础, 为进一步研究其生理意义提供了

形态学资料。作者期待该研究的深入将会寻求到治

疗 TM J 疼痛及炎症的理想途径和方法。

(本文图见中心插页 14)　　
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D istr ibution of L euc ine-enkepha l in L ike Imm unoreactive Nerve F ibers in

Fel ine Tem poromand ibular Jo in t: An Imm unoh istochem ica l PAP M ethod
L iu J ing, X ing Feiyue, Fan Xueb in

Z uny i M ed ica l Colleg e

Xu Y inghua

Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

L i Yunqing

D ep a rtm en t of A na tom y , the F ou rth M ilita ry M ed ica l U n iversity

Abstract
In th is paper, the imm unoh istochem ical PA P m ethod has been used fo r the invest igat ion of the distribu t ion of leucine2

enkephalin (L 2EN K) like imm uno react ive fibers in feline tempo rom andibu lar jo in t (TM J ). T he resu lts demonstrated as fo l2
low s: the TM J cap su le, an terio r and po sterio r disc at tachm en ts all con tained L 2EN K imm uno react ive nerve fibers w h ich ap2
peared largely as the fine p lex i fibers. T he density of the distribu t ion of L 2EN K po sit ive nerve fibers w as the h ighest in the

subsynovium of TM J cap su le, and the p lex i structu res p roceeding to the synovial m em brane w ere observed. T he density of

the distribu t ion in the lateral jo in t cap su le w as the sam e as the density of distribu t ion in the an terio r and po sterio r discs at2
tachm en ts. N o L 2EN K po sit ive fibers w ere detected in the cen tral po rt ion of jo in t disc. T hese resu lts indicate that there is the

m ateria l basis of endogenous analgesic m echan ism in TM J and p rovide the neu roanatom ical basis fo r exp lo ring physio logical

funct ions such as analgesic, imm uno logical and an ti2inflamm ato ry effects of EN K nerve fibers in TM J.

Key words: 　leucine2enkephalin　　nerve fiber　　tempo rom andibu lar jo in t　　imm unoh istochem ical PA P m ethod

中华口腔医学会修复学科专业委员会成立大会暨

第三届全国口腔修复学学术会议在沪举行

　　中华口腔医学会口腔修复学科专业委员会成立大会暨第三届全国口腔修复学学术会议, 于 1997 年 9 月 10～ 14 日在上海

教育国际交流中心隆重举行, 来自全国 31 个省、市、自治区的 320 名代表参加了这次会议, 徐君伍教授任会议主席, 杨宠莹教

授任执行主席。中华口腔医学会会长张震康教授、副会长邱蔚六教授、樊明文教授、颜景芳教授参加了大会, 并在会上作了重

要讲话。香港特别行政区牙医协会会长黄永标先生率香港代表团, 日本国齿科修复学会副会长川添尧彬教授及著名口腔修复

学者堤定美、权田悦郎、井上昌幸、片山伊九右卫门教授等率日本朋友 16 人到会祝贺并参加了大会。

会议正式宣布了中华口腔医学会修复学科专业委员会的成立及专业委员会名单。这是中华口腔医学会正式成立以来, 所

建立的第一个专业委员会, 它的成立标志着中国口腔修复学的发展进入了一个新的阶段。中华口腔医学会主任委员张震康教

授代表大会对专业委员会的成立表示热烈祝贺, 也对学会的成立和发展提出了具体的要求。修复学专业委员会主任委员马轩

祥教授向大会作了关于学会今后建设和工作计划的讲话。

会议向近年间故世的老一辈口腔修复学专家陈安玉、欧阳官、魏治统、廖蕴玉教授表达了沉痛悼念和深切缅怀。

学术会议收到了来自全国各地的论文 540 余篇, 论文覆盖了全口义齿、固定义齿、可摘部分义齿、种植义齿、颌面赝复体、

美容牙科、修复新材料、新技术等各个领域, 充分展示了 4 年来我国口腔修复学中所取得的成果, 论文的总体水平较上届大会

有了显著的提高。国际口腔修复的各前沿课题中, 我国学者都已有相应的研究, 其中一些课题已达到了国际先进水平, 如对种

植义齿的临床技术、设计形式及其应力分布形式, 以及对种植义齿结构的研究; 应用相移法、随机数字散斑法和投影光栅变形

条纹直接分析法进行的牙冠外形测量和重建; 对钛合金在口腔修复中的应用技术和相应基础研究, 以及新型齿科钛合金的研

究; 三维有限元动态分析方法及电子散斑、干涉等技术的应用; 对颞下颌关节紊乱症超微结构、生物化学改变的研究; 上下颌

骨缺损后的功能重建, 种植式仿真义耳、仿真义眼的实现等等。此外, 在附着体技术, 牙齿的色彩学研究, 新型齿科陶瓷的研

究, 粘接材料及技术的研究, 计算机模拟技术在口腔修复中的应用等多个方面也都取得了可喜的进展。本届大会交流的论文

将研究与临床工作紧密结合, 显示我国口腔修复工作者总体水平的提高。

这次大会是本世纪我国口腔修复学界举行的最后一次全国性会议, 是一次承先启后成功的大会, 会议决定: 2001 年将在

成都, 由华西医科大学口腔医学院承办第四届全国口腔修复学学术会议。 (赵铱民　张富强)
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