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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

5-HT 5-hydroxytryptamine 5-羟色胺 

AAV adeno-associated virus 腺相关病毒 

ACC anterior cingulate cortex 前扣带回皮质 

Aq aqueduct 导水管 

BLA basolateral nucleus of the amygdala  杏仁核基底外侧部 

BNST bed nucleus of stria terminalis 终纹床核 

CaMKII Ca2+/calmodulin dependent protein kinase II 
II 型钙调蛋白蛋白激

酶 

CL centrolateral nucleus of thalamus 丘脑中央外侧核 

CLA claustrum 屏状核 

CNO clozapine-N-oxide 氯氮平-N-氧化物 

CPNL common peroneal nerve ligation 腓总神经结扎 

DAB diaminobenzidine tetrahydrochloride 二氨基联苯胺 

DEPC diethypyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 

dmPFC dorsal medial prefrontal cortex 背内侧前额叶皮层 

DIO double-floxed inverted open-reading-frames 
有两对 flox 颠倒的开

放读码框 

DR dorsal raphe nucleus 中缝背核 

EYFP enhanced yellow fluorescent protein 增强型黄色荧光蛋白 

FG fluoro-gold 荧光金 
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FITC fluorescein isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 

GABAAR γ-amino butyric acid receptor A γ-氨基丁酸 A 型受体 

GAD67 glutamate decarboxylase 67 谷氨酸脱羧酶 67 

GFAP glial fibrillary acidic protein 胶质原纤维酸性蛋白 

GFP green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 

hChR2 human channelrhodopsin-2 
人源第 2 型离子通道

视紫质 

HIP hippocampus 海马 

hM3Dq 
human M3 muscarinic DREADD receptor 

coupled to Gq 

M3 型的人源和 Gq 类

G 蛋白耦合的毒蕈碱

受体 

HRP horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

IC insular cortex 岛叶皮质 

lPAG lateral subdivision of periaqueductal gray 
中脑导水管周围灰质

外侧区 

MD mediodorsal nucleus of thalamus  丘脑内侧背核 

mGluR1 metabotropic glutamate receptor 1 代谢性谷氨酸受体 1 

mPFC medial prefrontal cortex 内侧前额叶皮质 

mRNA messenger ribonucleic acid 信使核糖核酸 

NeuN neuronal nuclei 神经元核抗原 

PAG periaqueductal gray 中脑导水管周围灰质 

PB phosphate buffer 磷酸缓冲液 

PBS phosphate buffer saline 磷酸缓冲盐溶液 

PL prelimibic cortex 缘前皮层 

PT paratenial nucleus of thalamus 丘脑带旁核 

PV parvalbumin 小清蛋白 
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PVA 
paraventricular nucleus of thalamus, anterior 

part 
丘脑室周核前部 

PVP 
paraventricular nucleus of thalamus, posterior 

part 
丘脑室周核后部 

PWT paw withdrawal threshold 缩足阈值 

Re reuniens nucleus of thalamus 丘脑 reuniens 核 

Rh rhomboid nucleus of thalamus 丘脑菱形核 

RVM rostral ventromedial medulla 延髓吻段腹内侧结构 

SDH spinal dorsal horn 脊髓背角 

SERT serotonin transporter 5-羟色胺转运体 

TBS-T tris buffer saline-tween 20 
含吐温 20 的 tris 缓冲

液 

Vgat vesicular GABA transporter 囊泡膜 GABA 转运体 

VGLUT1 vesicular glutamate transporter 1 
I型囊泡膜谷氨酸转运

体 

VGLUT2 vesicular glutamate transporter 2 
II 型囊泡膜谷氨酸转

运体 

vlPAG ventrolateral divisions of periaqueductal gray 
中脑导水管周围灰质

腹外侧区 

VM ventromedial nucleus of thalamus 丘脑腹内侧核 
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第四军医大学优秀博士课题资助（2015D06） 

 

中文摘要 
慢性痛对机体的危害不仅是持续的疼痛感受，还可导致情绪低落和认知功能的

下降。迁延、持续的疼痛更容易形成一个“慢性痛后的恶性循环”：慢性痛后可以导

致焦虑、抑郁等负性情绪，同时还可因睡眠功能紊乱，活动减弱导致认知功能的降

低；而后负性情绪和认知下降又会进一步的加剧慢性疼痛，形成疼痛-负性情绪和认

知下降-疼痛的恶性循环。尽管已经有许多的研究开始关注疼痛的情绪成份，探究情

绪痛的神经环路，但关于此“慢性痛后的恶性循环”的潜在神经机制仍不明确。 

而解决这一问题的关键是找到一个同时参与了疼痛的调控、负性情绪的形成和

认知功能维持的神经核团。背内侧前额叶皮层（dmPFC），包括吻侧前扣带回（rACC）

和缘前皮层（PL）就是这样一个可同时参与疼痛、负性情绪和认知功能的关键中枢

部位。dmPFC 已经被证实广泛参与了焦虑抑郁负性情绪和认知功能障碍的产生。尽

管也有研究观察到 dmPFC 可以参与慢性痛，但其详细的神经通路仍不清楚。中脑导

水管周围灰质（PAG）-延髓吻端腹内侧结构（RVM）-脊髓背角（SDH）是中枢神经

系统内重要的下行疼痛调控通路，但关于此条神经通路上位中枢的传入研究鲜有报

道。那么 dmPFC 是否可以下行投射到腹外侧中脑导水管周围灰质（vlPAG，与 PAG

内的其他亚核相比，被认为与疼痛调控更加密切）而参与慢性痛的下行调控呢？ 
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为解决这一系列问题，我们开展了此项研究。本项研究综合运用多种形态学方

法证明 dmPFC-vlPAG 神经通路的存在并进行该通路的传入和传出研究；利用化学损

毁、光遗传、化学遗传和行为药理学等多种方法全面探讨 dmPFC-vlPAG 神经通路在

慢性痛和负性情绪中的作用。故，本论文分为以下两个部分进行探讨： 

1、dmPFC-vlPAG 神经通路参与慢性痛下行调控的形态学研究 

目的：证实 dmPFC-vlPAG 神经通路的存在并进行 dmPFC 内 PV 阳性神经元的

传入投射研究和 vlPAG 向 RVM 的传出投射研究。 

方法：（1）应用束路追踪的方法分别观察 dmPFC 向 vlPAG 的投射、vlPAG 向

RVM 的投射及 RVM 向脊髓背角的投射，并结合免疫荧光双标或荧光原位杂交的方

法探讨了其中投射神经元的化学性质；（2）腺相关病毒感染 dmPFC 内的锥体神经元

后观察病毒感染标记的纤维在 vlPAG 内的分布和与向 RVM 投射神经元的位置关系；

（3）运用狂犬病毒跨单级突触标记系统分别研究 vlPAG 内 VGLUT2 阳性神经元、

dmPFC 内 PV 阳性神经元和 RVM 内 5-HT 阳性神经元的跨突触投射情况。  

结果：（1）将逆行示踪剂荧光金（FG）注射到 vlPAG 后，可在 dmPFC 内观察

到大量的 FG 标记的投射神经元，所有的神经元与兴奋性神经元的标志物 CaMKII 免

疫共存，且都表达 VGLUT1 mRNA 而不表达 VGLUT2 mRNA 和抑制性神经元的标

志物 GAD67；将顺行示踪剂生物素葡聚糖胺（BDA）注射到 dmPFC 后，可在 vlPAG

内观察到大量的顺行标记的纤维；将 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到 dmPFC 后，同

样在 vlPAG 内观察到大量的 EYFP 标记的神经纤维；运用狂犬病毒跨单级突触标记

系统，将狂犬病毒 3 联病毒注射到 VGLUT2-Cre 小鼠的 vlPAG 后，可在 dmPFC 内

观察到 dsRed 跨突触标记的向 vlPAG 中 VGLUT2 阳性神经元投射的神经元。 

（2）同样将狂犬病毒 3 联病毒注射到 PV-Cre 小鼠的 dmPFC 内，可在前扣带回

（ACC）、内侧前额叶皮层（mPFC）、岛叶（IC）、屏状核（CLA）等皮层结构，丘

脑室旁核（PVT）、丘脑带旁核（PT）、丘脑内侧背核（MD）、丘脑中央外侧核（CL）、

丘脑菱形核（Rh）和丘脑 reuniens 核（Re）等丘脑核团，终纹床核（BNST）、杏仁

核基底外侧部（BLA）及尾侧海马（HIP）观察到 dsRed 跨突触标记的向 dmPFC 中

PV 阳性神经元投射的神经元。 

（3）在将狂犬病毒 3 联病毒注射到 Sert-Cre 小鼠的 RVM 后，可在 vlPAG 内观

察到 dsRed 跨突触标记的向 RVM 中 5-HT 阳性神经元投射的神经元；结合荧光原位
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杂交和免疫荧光双标的方法，可观察到 vlPAG 内向 RVM 投射的神经元中有超过 90%

的神经元表达 VGLUT2 且在脊髓背角注射 FG 后 RVM 中可观察到 FG 标记的向脊髓

投射的 5-HT 阳性神经元接受 VGLUT2 阳性纤维终末的密切接触；分别将

AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到 dmPFC，将 FG 注射到 RVM 后，可在 vlPAG 内观察

到 EYFP 标记的纤维终末与向 RVM 投射的 FG 阳性神经元形成密切接触。 

结论：dmPFC 内含 VGLUT1 的兴奋性锥体神经元投射到 vlPAG 内的 VGLUT2

阳性神经元形成兴奋性的神经通路，这一通路可以通过从 vlPAG 发出的 VGLUT2 阳

性的纤维终末正向调控 RVM 内的 5-HT 神经元，从而形成从皮层到脊髓 Top-Down

的下行调控神经通路。同时，dmPFC 内的抑制性中间神经元可以接受许多传递痛相

关信息核团的密集投射。 

 

2、dmPFC-vlPAG 神经通路参与慢性痛下行调控的机能学研究 

目的：通过多种方法沉默或兴奋 dmPFC-vlPAG 神经通路，观察对动物痛行为及

其相关焦虑样行为的影响，并初步揭示 dmPFC 参与慢性痛可能的分子机制。 

方法：（1）建立腓总神经结扎（CPNL）慢性神经病理性痛模型，而后进行痛行

为和焦虑样行为的检测；（2）运用 Von Frey 纤维丝测定双侧后足的机械性痛阈值，

旷场和高架十字迷宫检测动物的焦虑样行为；（3）注射海人藻酸（KA）毁损 dmPFC，

光遗传学方法激活 dmPFC-vlPAG 神经通路或运用化学遗传性方法特异性兴奋

dmPFC 内的 Vgat 阳性神经元，观察对动物痛行为及其相关焦虑样行为的影响；（4）

Western blot 检测慢性痛后 dmPFC 内 GABAAR 和 mGluR1 的表达，通过行为药理学

的方法 dmPFC内局部给予两种受体的特异性拮抗剂观察对痛行为及其相关焦虑样行

为的影响。 

结果：（1）将 KA 注射到双侧的 dmPFC 对其化学毁损后，不仅可降低正常小鼠

的疼痛阈值，还可显著减少其在旷场内的活动总路程和旷场中央区活动时间百分比

以及小鼠在高架十字迷宫内开放臂停留时间百分比和进入开放臂次数百分比；对化

学毁损双侧 dmPFC 的小鼠进行 CPNL 后，同样可降低小鼠的机械性痛敏，增加小鼠

对非伤害性刺激的反应次数，但与单纯 CPNL 小鼠相比并未观察到其在旷场内和高

架十字迷宫内的行为学改变。 

（2）将 AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP 注射到 dmPFC 内后，将光纤置于 vlPAG
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的上方，给予蓝光刺激（10 mW, 20 Hz）时可显著的提高小鼠 CPNL 术后 7 天双侧后

足的机械性缩足反射阈值；同时可明显增加小鼠 CPNL 术后 14 天在高架十字迷宫内

开放臂停留时间百分比和进入开放臂次数百分比，但对小鼠在旷场内的行为学无明

显影响。 

（3）将 AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin 注射入 Vgat-Cre 小鼠双侧 dmPFC

内，腹膜腔注射 CNO 1 mg/kg 后 30 分钟进行行为学测试，不仅可降低正常小鼠的疼

痛阈值，还可显著减少其在旷场内的活动总路程和旷场中央区活动时间百分比以及

小鼠在高架十字迷宫内开放臂停留时间百分比和进入开放臂次数百分比；同样还可

降低 CPNL 术后 7 天神经病理性痛后小鼠的机械性痛敏；减少 CPNL 术后 14 天小鼠

在旷场内的活动总路程，进一步降低其在旷场中央区活动时间百分比以及小鼠在高

架十字迷宫内开放臂停留时间百分比和进入开放臂次数百分比。 

（4）小鼠CPNL术后 7天Western blot检测观察到 dmPFC内GABAAR和mGluR1

的表达显著增加；通过行为药理学的方法将套管置于 dmPFC 局部给予 GABAAR 和

mGluR1 的特异性拮抗剂 bicuculline 和 LY367385，均可显著的改善小鼠 CPNL 术后

7 天双侧后足的机械性痛敏；同时可明显增加小鼠 CPNL 术后 14 天在旷场内的活动

总路程和旷场中央区活动时间百分比以及在高架十字迷宫内开放臂停留时间百分比

和进入开放臂次数百分比。 

结论：dmPFC-vlPAG 神经通路参与了维持小鼠正常情况下疼痛的阈值及在旷场

和高架十字迷宫内的行为。毁损双侧 dmPFC 或特异性兴奋 dmPFC 内的抑制性神经

元间接沉默dmPFC-vlPAG神经通路，可降低动物正常时和慢性痛时的机械性痛阈值，

增加动物对机械性刺激的反应，导致动物焦虑样负性情绪的产生，兴奋 dmPFC 内的

抑制性神经元还可恶化慢性痛所致的负性情绪。而兴奋 dmPFC-vlPAG 神经通路可产

生镇痛作用，并可改善慢性痛后的负性情绪。慢性痛时 dmPFC内GABAAR和mGluR1

表达的上调能够抑制 dmPFC-vlPAG 下行镇痛通路，参与了慢性痛的发生、发展及负

性情绪的形成。 

 

关键词：背内侧前额叶皮层；腹外侧导水管周围灰质；慢性痛；负性情绪；神经通

路；光遗传；化学遗传；抑制性中间神经元
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Abstract 
The people who have chronic pain suffered not only the severe pain perception, but also 

the negative emotions and declined cognitive abilities. Intractable and permanent pain 

condition easily developed into a ‘chronic pain recycle’: chronic pain can induce negative 

emotion including anxiety and depression, sleep disorder, and reduced movement and can 

also affect the cognitive abilities, vice versa. Negative emotion and reduced cognitive 

abilities can worsen chronic pain. Although there are many studies focused on the 

emotional component of pain and tried to find out the neural pathway for emotional pain. 

However, the underlying mechanisms for the ‘chronic pain recycle’ are still unclear. 

What is the most important to answer this question is to find out the nucleus, which is 

involved into the pain, emotion, and cognitive ability modulation. Dorsal medial 

prefrontal cortex (dmPFC) including rostral anterior cingulate cortex (rACC) and 

prelimbic cortex (PL) is the nucleus involved into these processes modulations. There are 

many studies have demonstrated that dmPFC participated into the negative emotion and 

declined cognitive abilities. A few studies also suggest that dmPFC is related to the pain 

perception. However, the exact neural pathway coming from the dmPFC involved into the 

pain modulation is not reported. The pathway periaqueductal gray (PAG)-rostral 

ventromedial medulla (RVM)-spinal dorsal horn (SDH) is one of the most important 

neural pathway involved into the descending pain modulation. The investigation about the 

superior projection to the PAG involved into the pain modulation is rare. Is there the 
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possibility that dmPFC projecting to vlPAG participate into the descending modulation, 

which is the most related division to pain in PAG? 

To fulfill this aim, many various kinds of morphological approaches were used to establish 

the neural pathway dmPFC-vlPAG and investigate the inputs of dmPFC and the outputs of 

vlPAG. Chemical damages, optogenetic, chemogenetic, molecular biology and behavioral 

pharmacological approaches were applied to illustrate the involvement of dmPFC-vlPAG 

into the pain modulation and negative emotion. Thus, this study can be divided into the 

following two sections: 

1. The morphological studies of dmPFC-vlPAG neural pathway involved into the 

descending pain modulation 

Objective: To reveal the dmPFC-vlPAG neural pathway and investigate the inputs of 

PV-ir neurons in the dmPFC and projections from the vlPAG to the RVM. 

Methods: 1) The projections from the dmPFC to the vlPAG, the vlPAG to the RVM, and 

the RVM to the SDH were observed by using tracing methods. Meanwhile, we also 

investigated the chemical properties of these projection neurons with the help of 

fluorescence immunostaining or in situ hybridization. 2) Adeno-associated virus (AAV) 

was injected into the dmPFC and the fibers of dmPFC-vlPAG projection neurons were 

observed in the vlPAG. The locations of these infected fibers and vlPAG-RVM projection 

neurons were also checked. 3) The rabies virus labeling system was used to study the 

inputs of VGLUT2-ir neurons in the vlPAG, PV-ir neurons in the dmPFC, and 5-HT-ir 

neurons in the RVM, which could label presynaptic neruons. 

Results: 1) Retrograde tracer Fluoro-Gold (FG) was injected into the vlPAG. A lot of 

FG-labeled projection neurons can be observed in the dmPFC, which were also 

CaMKII-immunoreactivity and expressed VGLUT1 mRNA. Moreover, the FG-ir neurons 

cannot express VGLUT2 mRNA and GAD67, a marker for the inhibitory interneurons. 

Then, the anterograde tracer biotinylated dextran amine (BDA) was injected into the 

dmPFC and tons of fibers can be observed in the vlPAG. For further confirmation, 

AAV2/2-CaMKIIα-EYFP was injected into the dmPFC to infect the excitatory pyramidal 

neurons. After 4 weeks, a lot of EYFP-labeled fibers can be observed in the vlPAG, which 



第四军医大学博士学位论文 

- 10 - 

 

belongs to the infected pyramidal neurons in the dmPFC. Helper viruses 

(AAV2/9-DIO-GFP-TVA and AAV2/9-DIO-G) and RV-EnvA-ΔG-dsRed was injected 

into the vlPAG of VGLUT2-Cre mice, separately. Many dsRed trans-synaptic labeled 

projection neurons in the dmPFC can be observed. There exists the descending neural 

pathway dmPFC-vlPAG. 

2) What is similar with the above methods, helper viruses and RV-EnvA-ΔG-dsRed 

was injected into the dmPFC of PV-Cre mice, separately. The dsRed trans-synaptic labeled 

projections neurons were observed in some cortex regions, including mPFC, ACC, insular 

cortex (IC), claustrum (CLA). The dsRed trans-synaptic labeled projections neurons were 

also found in some nuclei of the thalamus, such as paraventricular nucleus of thalamus 

(PVT), mediodorsal nucleus of thalamus (MD), paratenial nucleus of thalamus (PT), 

centrolateral nucleus of thalamus (CL), ventromedial nucleus of thalamus (VM), rhomboid 

nucleus of thalamus (Rh), and reuniens nucleus of thalamus (Re). There were also some 

dsRed trans-synaptically and retrogradely labeled neurons in the bed nucleus of stria 

terminalis (BNST), basal lateral nucleus of amygdala (BLA) and hippocampus. 

3) Helper viruses and RV-EnvA-ΔG-dsRed was injected into the RVM of Sert-Cre 

mice, separately. The dsRed trans-synaptically labeled projection neurons distributed in 

the vlPAG. By using fluorescence in situ hybridization and immunostaining, the 

FG-labeled RVM projection neurons in the vlPAG can be observed and most of them 

express VGLUT2 mRNA. What is more, the FG-labeled SDH projection neurons in the 

RVM expressing 5-HT can receive a lot of VGLUT2-ir contacts. AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 

was injected into the dmPFC and FG was injected into the RVM. FG-labeled RVM 

projection neurons in the vlPAG receive the EYFP-labeled fiber contacts. 

Conclusion: There was an excitatory neural pathway from dmPFC to vlPAG, which used 

glutamate as neurotransmitter and acted on VGLUT2-ir neurons in the vlPAG. The 5-HT-ir 

neurons in the RVM can receive the projection from VGLUT2-ir neurons in the vlPAG. A 

Top-Down (dmPFC-vlPAG-RVM-SDH) neural pathway was revealed. Meanwhile, the 

PV-ir neurons in the dmPFC received intense projections from the nucleus, which were 

closely related to the nociceptive information transmission. 
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2. The functional studies of dmPFC-vlPAG neural pathway involved into the descending 

pain modulation 

Objective: To observe the effects of silencing or activating the dmPFC-vlPAG neural 

pathway on the pain and anxiety behaviors by using different methods and reveal the 

underlying molecular mechanisms of dmPFC involved into the chronic pain. 

Methods: 1) The common peroneal nerve ligation (CPNL) model was established to 

observe the pain and anxiety behaviors. 2) The mechanical thresholds of hind paw were 

tested by Von Frey filaments and the anxiety behaviors were observed in the open field 

tesst and elevated plus maze test. 3) The pain and anxiety behaviors were also checked 

after chemical lesions of dmPFC by kainic acid (KA), optogenetic activation of 

dmPFC-vlPAG pathway, and chemogenetic activation of Vgat-ir neurons in the dmPFC. 4) 

Western blot was used to check the expressions of GABAAR and mGluR1 in the dmPFC. 

The antagonists of GABAAR and mGluR1 were injected into the dmPFC to observe the 

effects on the pain and anxiety behaviors. 

Results: 1) KA was injected into the bilateral dmPFC and all kinds of neurons in the 

dmPFC died due to the over excitation. The pain threshold of mice in the normal condition 

reduced, and the total distance and time in the central area (% of the total time) in the open 

field test were also reduced. Meanwhile, the entries into the open arms (% of the total 

entries) and time spent in the open arms (% of the total time) both decreased in the 

elevated plus maze test. The dmPFC lesions can also reduce the mechanical threshold of 

mice received CPNL and increase the responses to the innociceptive stimulus. But, these 

lesions did not worsen the behavior in the open field and elevated plus maze. 

2) AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP was injected into the dmPFC and fiber was implanted 

into the vlPAG. By using 473 nm blue light 10 mW 20 Hz to stimulate, the mechanical 

hyperalgesia of bilateral hindpaw can be significantly reversed on mice with CPNL 7 day. 

Moreover, the reduced time spent in the open arms (% of total time) and entries into the 

open arms (% of total entries) were also reversed on mice with CPNL 14 day. However, 

the behavior in the open field was not improved. 

3) AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin was injected into the bilateral dmPFC of 
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Vgat-Cre mice, and then the behavior was tested following intraperitoneal (i.p.) injection 

of 1 mg/kg clozapine-N-oxide (CNO) 30 min. The pain threshold of mice in the normal 

condition, the total distance and time in the central area (% of the total time) in the open 

field and the time spent in the open arms (% of the total time) and entries into the open 

arms (% of the total entries) in the elevated plus maze were all reduced, after bilateral 

activating inhibitory interneurons in the dmPFC. These inhibition of dmPFC-vlPAG neural 

pathway also increased the mechanical hyperalgesia of bilateral hindpaw on mice with 

CPNL 7 day. Moreover, time in the central area (% of the total time) in the open field and 

the time spent in the open arms (% of the total time) and entries into the open arms (% of 

the total entries) in the elevated plus maze were further reduced after CPNL 14 day. 

4) By using Western blot to test the expressions of GABAAR and mGluR1, significantly 

increasing of GABAAR and mGluR1 expressions can be observed in the dmPFC. The 

cannula was implanted into the dmPFC and used to inject the specific antagonists of 

GABAAR and mGluR1. The injections of bicuculline and LY367385 both rescued the 

mechanical hyperalgesia of bilateral hindpaw on mice with CPNL 7 day. The total distance 

and time in the central area (% of the total time) in the open field and the time spent in the 

open arms (% of the total time) and entries into the open arms (% of the total entries) in 

the elevated plus maze were increased after CPNL 14 day. 

Conclusion: The dmPFC-vlPAG play important roles in maintaining the mechanical 

threshold of paw and normal behavior in the open field and elevated plus maze. The 

mechanical thresholds of hind paw were reduced at both normal and chronic pain 

condition, after the dmPFC-vlPAG pathway was silenced by chemical lesions or specific 

activation of inhibitory neurons in the dmPFC. Meanwhile, the increased responses to the 

mechanical stimuli and anxiety behaviors were also observed. The activation of inhibitory 

neurons in the dmPFC even worsen the negative emotion after chronic pain. The analgesic 

and anxiolytic effects were observed after activating the dmPFC-vlPAG pathway. 

GABAAR and mGluR1 in the dmPFC was involved into the initial and maintenance of 

chronic pain and negative emotion. 

Key words：dmPFC; vlPAG; chronic pain; negative emotion; neural pathway; optogenetic 

approach; chemogenetic approach; inhibitory interneurons
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前    言 
 

疼痛是一种令人不愉悦的主观感受，不仅包括了客观的痛觉感受，同时也包括

了情感和认知的改变[18,176]。因此，慢性痛对机体的危害不仅是持续的疼痛感受，还

可以导致情绪低落、睡眠障碍和认知功能的下降，从而影响病人的生活质量[55,162]。

慢性痛的病人往往会伴随着情绪低落如焦虑和抑郁，神经病理性痛的病人的这一比

例约为 30%[3]，而肌纤维痛综合症的病人的这一比例可以达到 80%[42]。反过来，认

知和情感的因素也可显著影响疼痛的感受。在临床中，消极的期望可以完全逆转瑞

芬太尼的镇痛作用[11]；而对疼痛缓解的期望是安慰剂镇痛的重要机制[9]。同样一个人

的负性情绪可以增加疼痛的感受，而积极乐观的情绪可以减弱疼痛的感受[145]。因此，

持续的疼痛便容易形成一个“慢性痛后的恶性循环”：慢性痛后可以导致焦虑、抑郁

等负性情绪，同时睡眠功能紊乱，活动减弱导致认知功能的降低；而后负性情绪和

认知下降又会进一步的加剧慢性疼痛，形成疼痛-负性情绪和认知下降-疼痛的恶性循

环，严重困扰着慢性痛患者，减弱慢性痛的治疗效果[18,176]。 

有许多慢性痛发生时，并没有明确的病理性改变（如，肌纤维痛综合症和肠易

激综合症）[34]。另有许多慢性痛疾病早期虽然有组织或是神经的损伤（如下腰痛和

带状疱疹后遗神经痛），但是治愈损伤多年后，在损伤处及其邻近区域仍会继续出现

持续的慢性疼痛。尽管病人服用了大量的镇痛药物，但仍然还会有疼痛的主观感受。

这便反应了疼痛研究中的另一个难题，尽管慢性痛已经十分的常见和普遍[69]，但是

对于急性痛向慢性痛转变的机制仍然不清楚。 

脑功能的影像学研究显示不同的脑区感受疼痛的不同部分（伤害性客观感觉、

情绪部分和认知部分）。躯体感觉皮层（S1 区和 S2 区）主要感受疼痛的客观伤害性

信息。疼痛的痛觉感受包括痛觉的刺激强度，位置，来源（是深部组织还是浅层皮

肤）和性质（烧灼样还是针刺样疼痛等）。主要与外周感受器的活化，感受外周机械

或是温度神经元的激活以及化学损伤有关[52,109]。而前扣带回皮层（anterior cingulated 

cortex, ACC）、岛叶皮层（isular cortex, IC）和内侧前额叶皮层（medial prefrontal cortex, 

mPFC）作为脑内边缘系统的一部分，主要参与感受疼痛时情绪的改变[7,173]。而 dmPFC
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同时还与动物的认知功能、空间记忆及工作记忆密切相关。但作为同时参与疼痛时

产生负性情绪和认知下降的 dmPFC 是否同时直接参与疼痛的内源性调控，其功能是

下行易化还是抑制，其是否参与了“慢性痛后的恶性循环”和疼痛的慢性化过程？

以上问题尚未见报道，所以开展 dmPFC下行神经通路参与疼痛的内源性调控的研究，

对于探讨打破“慢性痛后的恶性循环”和慢性化过程，指导临床实践，增强慢性痛

的治疗效果，提高慢性痛患者的生活质量具有重要意义。
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文献回顾 

一、中枢内的痛觉下行调控 

在机体中除了从外周到中枢神经系统产生疼痛的上行传递系统以外，中枢神经

系统内还有一套从上到下的内源性疼痛调控系统。正常时，这两个系统处于平衡状

态，但在外周组织或神经系统发生炎症或是存在病理性改变的情况下内源性镇痛系

统的功能减弱，镇痛作用减弱甚至丧失，两个系统之间失衡，最终也会导致或易化

增强疼痛。在神经系统内有多条的下行调控通路可以直接作用于脊髓产生下行镇痛

作用，但从中脑导水管周围灰质（periaqueductal gray, PAG）中继于延髓吻端腹内侧

结构（rostral ventralmedial medulla, RVM），终止于脊髓背角的神经通路是下行镇痛

系统中最重要的一条神经通路（图 1）[7,41,104,173]。同时，该通路也是目前研究最多，

且在临床影像学研究中得到证实的一条通路[15,89,174]。有许多的神经活性物质参与其

中，可以产生镇痛作用。随着内源性镇痛系统研究的不断深入，人们观察到电刺激

PAG 或是 RVM 处或是向核团内注射肽类等药物，除了可以产生镇痛作用之外，还可

以易化疼痛。即，刺激 PAG-RVM 神经通路既可产生下行抑制，也可产生下行易化

[163,176]。在相同的解剖结构中产生完全相反的效应，这与 PAG、RVM 和脊髓背角不

同的解剖结构层面有着复杂的机制是密切相关的。 
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图 1 中枢神经系统内 PAG-RVM 下行痛觉调控通路及其传入传出联系 

中脑内的 PAG 可接受来自下丘脑(hypothalamus, H)、杏仁核（Amygdala）和包括前扣带回皮

层（anterior cingulate cortex, ACC）在内的皮层结构的纤维传入，进而通过 PAG-RVM 这一通路

影响脊髓背角内传递伤害性信息的神经元。其中绿色线条代表对疼痛的下行抑制，红色线条代表

对疼痛的下行易化，紫色线代表疼痛的上行传递。引自 Fields H, 2004[41]。 

 

RVM 内 5-HT 能神经元被认为是内源性疼痛下行调控的关键神经元，5-HT 即可

产生下行抑制又可产生下行易化[75,104,164]。是由于脊髓背角内 5-HT 受体亚型的不同

及分布在初级传入或是固有神经元等的位置不同所引起的，但目前认为兴奋 RVM 内

的 5-HT 能神经元主要产生下行镇痛作用（图 2）。现也有文献证实 RVM 内的抑制性

神经元不仅可以在局部环路内调控 5-HT，也可直接投射到脊髓背角通过抑制其内抑

制性神经元的活动产生下行易化疼痛的作用[46]。因此 RVM 内关于下行疼痛调控的神

经递质/调质类型比较固定，神经元类型也比较明确。但目前为止，PAG 内并不能找

到一个明确的递质/调质或是神经元类型可以作为下行镇痛或是下行易化的研究靶

点。尤其是光遗传学技术和化学遗传学技术问世后，鲜有研究关注 PAG 内神经元对

疼痛的下行调控作用。 

 

图 2 下行投射 5-HT 纤维在脊髓背角内的分布。 

（A）脊髓内的下行 5-HT 纤维通过突触前的 5-HT1AR、5-HT1DR 或者 5-HT7R 抑制传递伤害

性信息的初级传入纤维；（B）脊髓内的下行 5-HT 纤维通过表达在投射神经元上的 5-HT5AR 抑

制投射神经元对痛信息的传导，投射神经元还可接受来自 RVM 内 GABA 纤维的调控；（B）脊

髓内的下行 5-HT 纤维通过表达在兴奋性中间神经元上的 5-HT3AR 抑制痛信息的传导。引自 Wu 
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SX, 2009[159]。 

PAG 位于中脑，处于各种上行和下行通路的必经之地，因此其神经纤维联系广

泛，功能非常复杂和多样。根据其与其他核团联系的不同和功能的差异，可以分为

四个亚区：背内侧 PAG (dorsomedial divisions of PAG, dmPAG)，背外侧 PAG 

(dorsolateral divisions of PAG, dlPAG)，外侧 PAG (lateral divisions of PAG, lPAG)和腹外

侧 PAG (ventrolateral divisions of PAG, vlPAG)，其中在这四个亚区中 vlPAG 与疼痛的

关系更加密切[101,105]。我们前期的研究工作也证实了在 PAG 中主要是 dmPAG， lPAG

和 vlPAG 向 RVM 进行投射[175]，并且在急性痛时 vlPAG 内有更多的 RVM 投射神经

元被激活[163]。因此在本课题中我们也选择了 vlPAG 作为代表进行通路的研究和探

讨。在 PAG 层面，从 PAG 向 RVM 投射的神经元，含有神经活性物质的种类纷繁，

不同的神经活性物质可分别会产生下行抑制或是下行易化，甚至同一种神经活性物

质既可以参与下行抑制也可参与下行易化[104]。既往的研究已证实 PAG 中向 RVM 投

射的神经元中含有几十种的神经递质或调质如 P 物质 (Substance P, SP)、神经降压素

（Neurotensin, NT）、5-羟色胺（5-hydroxytryptamine, 5-HT）及脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrofic factor, BDNF）[26,28,104,151,163]。这些递质或调质均被证实可

以下行调控疼痛，有时是产生下行镇痛，有时是导致下行易化疼痛[104,164,176]。这可能

与其受体的种类或是给药浓度大小密切相关。既往在 PAG 内尚不可像 RVM 内确定

一种明确的、大家认可的递质或调质来介导从 PAG 向 RVM 的信息传递。尽管已经

有研究证实慢性炎性痛后PAG内的BDNF表达上调且BDNF-免疫阳性的神经元可以

投射到 RVM[163]。RVM 处的 BDNF 可通过突触后的机制参与下行易化，BDNF 通过

增加突触后 NMDA 受体 NR2A 亚型的磷酸化，或是下调突触后的 K+/Cl-共转运体，

易化疼痛的发生[54,169]。PAG 内的 BDNF 可被认为是产生下行易化的重要神经调质。

但其实，在他们的研究中和既往的研究中同样因为 BDNF 浓度的调整也会产生镇痛

作用。这些都成为了研究 PAG 内的镇痛机制难以克服的障碍。新近发表的一篇 Nature

文章第一次运用光遗传的方法证实了兴奋 vlPAG 内的 II 型囊泡膜谷氨酸转运体

（vesicular glutamate transporter 2, VGLUT2）阳性神经元可产生明显的镇痛作用，显

著增加小鼠在浸尾试验中的甩尾潜伏期[140]。而 vlPAG 内的 GABA 神经元可抑制

VGLUT2 阳性神经元的活化。尽管并未明确 VGLUT2 阳性神经元是通过谷氨酸或是

其他的递质、肽类产生的下行镇痛作用。但至少为我们提供了一个研究下行疼痛调
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控作用在 PAG内的靶细胞，PAG 内镇痛神经元的确定为我们课题研究中 dmPFC-PAG

下行神经通路找到了靶点。凡是能够兴奋 PAG 内，尤其是 vlPAG 内 VGLUT2 阳性

神经元的通路或方法便可产生下行镇痛，反之便产生下行易化或是减弱下行镇痛的

作用。 

二、PAG 的传入研究 

尽管近几十年有大量的关于 PAG-RVM 神经通路参与下行疼痛调控的研究，它

们或关注于 PAG 内不同的神经递质向 RVM 的投射产生下行镇痛/易化，或集中在

PAG 内局部神经环路的调节[26,36,127]，更或者是深入研究 RVM 内向脊髓的投射及调

控[53,75,111,155]。鲜有研究探讨 PAG-RVM 神经通路是接收来自何处的下行调控命令？

以及上行传递的疼痛信息是如何接力影响到下行调控通路的?尽管也有些研究报道

了从外侧僵核向 PAG 的投射，但并未进行深入的关于外侧僵核通过 PAG 对疼痛的下

行调控的研究[87,160]。从下丘脑的核团向 PAG 的投射[24,153]，通过逆行示踪的研究方

法观察了下丘脑内的不同核团（背内侧核、腹内侧核及弓状核等）分别对 PAG 内的

四个亚区的投射做了研究。同时，观察到从下丘脑投射来的内源性吗啡肽 1

（endomorphine 1, EM1）的纤维通过抑制 PAG 内的抑制性中间神经元，对向 RVM

投射的 5-HT 神经元产生去抑制从而产生下行镇痛的作用[26]。也有一系列的研究证实

了从腹外侧眶皮质（ventrolateral orbital cortex, VLO）向 PAG 的投射，并对其镇痛的

功能做了深入的研究[64,65,120,136]。其中 VLO 又可接受来自丘脑内中央下核（submedius 

nucleus, Sm）的纤维投射形成了 Sm-VLO-PAG 这样一条感知疼痛并对疼痛进行下行

调控的神经通路（图 3），且在这一通路中阿片类受体、5-HT 受体、GABA 受体和

多巴胺受体均参与了对疼痛的下行调节。这也是比较全面的报道丘脑、皮层等上位

中枢对 PAG 的调控研究。 

近年来随着病毒标记技术和光遗传学技术的发展，为研究通路的功能提供了很

多的便利。对于 PAG 传入的研究及其参与多种功能的研究也逐渐的多了起来。有研

究证实腹内侧下丘脑内表达类固醇生成因子-1 的神经元可以发出向 dlPAG 的投射，

并且特异性的激活腹内侧下丘脑-dmPAG 这一通路可以引起小鼠“僵化不动”的防御

性反射行为[153]，并且这些向 dlPAG 投射的腹内侧下丘脑内的神经元还可向下丘脑前

核发出分支投射，但却引起小鼠的厌恶和逃跑行为。另外，中央杏仁核内的抑制性
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投射神经元也可向 vlPAG 发出投射通过抑制 PAG 内的抑制性中间神经元间接地兴奋

vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元，该通路同样可以引起小鼠“僵化不动”的防御性反

射行为[140]。另一篇文献报道用光遗传学的方法特异性激活中央杏仁核-vlPAG/lPAG

通路可以增强动物在猎食行为中的运动能力[57]，并且这一行为同样依赖于 PAG 中的

VGLUT2 阳性神经元，而不是抑制性神经元。从中央杏仁核向 PAG 的投射还参与了

恐惧记忆的形成[115]。但是关于这些从下丘脑和杏仁核向 PAG 的神经通路，还是欠缺

关于疼痛方面的研究，尤其是应用光遗传学技术和化学遗传学技术后的特异性通路

研究。 

 

图 3 设想的感知疼痛-调控疼痛的反馈调节环路：脊髓/延髓-丘脑中央下核（Sm）-腹外侧眶皮质

（VLO）-导水管周围灰质（PAG）-脊髓/延髓。引自 Tang JS, 2009[136]。 

 

前额叶皮层的解剖结构 

前额叶皮层（prerontal cortex, PFC）的概念最先见诸于灵长类动物大脑的研究中，

尤其是人类大脑的影像学研究将在大脑额叶前部不同于运动、感觉皮层的一系列皮

层结构统称为 PFC，主要包括背外侧前额叶皮层（dorsolateral PFC, dlPFC）、腹内侧

前额叶皮层（ventromedial PFC, vmPFC）、吻侧前扣带回皮层（rostral anterior cingulate 

cortex, rACC）和眶皮层（orbital frontal cortex, OFC）[82,125]。主要的功能为对认知和
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情绪的调控作用，尤其是在高级认知功能中发挥了重要作用，如基于奖赏的学习和

做出决定[5,82,125]。事实上灵长类动物的大脑不仅在体积上远远大于啮齿类动物的大脑

（几百上千倍体积），更重要的是灵长类动物的大脑发育分化的更加完全，更加复杂，

因此功能上也会相应的复杂和细致[135]。在这种情况下人们就会要问，在啮齿类动物

的大脑中是否都有与灵长类动物大脑中相对应的功能相近或相似的核团结构，尤其

是像 PFC 这样发挥高级功能的皮层结构，在低等的未分化成熟的啮齿类动物中是否

有相应的前额叶结构与之发挥相近的功能[141]？在啮齿类动物中，PFC 同样位于大脑

额叶的前部，可以分为三个部分，分别是：内侧部、外侧部和腹侧部[143,144]。内侧部

又可分为背内侧 PFC（dorsal medial PFC, dmPFC，包括吻侧前扣带回（rACC），中

央前回（precentral cortex）和缘前皮层的背部（dorsal prelimbic cortex, PLd））和腹内

侧 PFC（ventral medial PFC, vmPFC，包括缘前皮层的腹部（ventral PL, PLv）、缘下

皮层（infralimbic, IL）、脚背皮层（dorsal peduncular, DP）和内侧眶皮质（medial orbital, 

MO））。外侧部主要由眶额部皮质（orbital frontal cortex, OFC）和岛叶皮质（insula 

cortex, IC）的前部构成；腹侧部主要为腹侧眶皮质（ventral orbital, VO）和腹外侧眶

皮质（ventral lateral orbital, VLO）。根据不同区域纤维联系的不同和功能的差别，也

可将 PFC 分为 dmPFC、vmPFC、额眶皮质和岛叶皮质。此四块区域内为异质性的，

根据细胞构筑学和特异性投射核团的不同，也可进一步划分为许多的亚区(图 4)。

PFC在灵长类动物和啮齿类动物间还有一点不同便是啮齿类动物的PFC均无第 IV层

颗粒层。从细胞构筑学和位置上，啮齿类动物的 mPFC 和灵长类动物的 rACC 和

vmPFC 相对应，其中 PL 可被认为是灵长类中的 vmPFC，而从功能上来看灵长类动

物中的 dlPFC 同样也与啮齿类动物中的 PL 功能相似[128,141]。PFC 中传出神经元主要

为兴奋性谷氨酸能的锥体神经元，此类神经元受局部 GABA 能中间神经元的调控。

PFC 主要有六方面的功能：诱因突现性、应激、负性情绪、疼痛、习惯和决策制定[51,122]。 

其中 dmPFC 包括 rACC 和 PL 与疼痛及疼痛后情感和认知功能的改变最为密切相关

[18,109]。不同的神经功能是与其相应的解剖结构相关的，而 PFC 与其他神经核团的纤

维联系广泛进而决定了其多样化的功能参与。关于 PFC 功能的介绍放在后面的传入

和传出纤维联系中一起介绍，分别说明 PFC 在不同的神经通路中发挥的不同功能。 



第四军医大学博士学位论文 

- 21 - 

 

 

图 4 啮齿类动物前额叶皮层（PFC）的解剖学、功能学的亚区划分。 

根据 PFC 内不同亚区解剖学联系和功能的不同，可将其分为四个主要的区域：背内侧 PFC

（dmPFC）、腹内侧 PFC（vmPFC）、眶皮质（orbital frontal cortex, OFC）和岛叶皮质（insula cortex, 

IC）。这四个亚区并不是同质性的，还可根据细胞构筑学和其投射区域的不同进一步区分。dmPFC

包括吻侧前扣带回皮层（rACC）和缘前皮层背侧部（dorsal PL, PLd），vmPFC 包括缘前皮层腹

侧部（ventral PL, PLv）、缘下皮层（infralimbic cortex, IL）和脚背侧皮质（dorsal peduncular cortex, 

DP），OFC 包括腹侧眶皮质（ventral orbital cortex, VO）、外侧眶皮质（lateral orbital cortex, LO）

和背外侧眶皮质（dorsolateral orbital cortex, DLO），IC 包括颗粒皮质（granular insula cortex, GI）、

无颗粒皮质背侧部（granular insula cortex, dorsal part, AID）和无颗粒皮质腹侧部（granular insula 

cortex, ventral part, AIV）。引自 George O, 2010[51]。 

 

dmPFC 的纤维联系和功能研究 

鉴于 dmPFC 功能的多样，包括影响情绪，认知功能，工作记忆和做出决定等以

及在疼痛研究领域的重要性[14,48,93]。以往对其传出投射在多个动物种属已经做了研

究，并且深入的探讨了其不同传出的功能机制研究。但对于其传入投射的研究还是
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知之甚少。早期神经解剖学家运用顺行示踪剂 Phaseolus vulgaris leucoagglutinin 

(PHA-L)，将其注射到大鼠的 mPFC 内，全脑普查 PHA-L 标记纤维的分布[130]。PL

投射的区域主要包括：PFC、ACC 和鼻周皮层（perirhinal cortex）皮层结构，背内侧

和腹侧的纹状体，脑基底核团，杏仁核基底外侧部（basolateral nucleus of the amygdala, 

BLA），外侧下丘脑，丘脑的背内侧核、中线核群和板内核群，导水管周围灰质（PAG），

腹侧中脑被盖区，背外侧被盖核及中缝核群。同时，在嗅前核，梨状皮质和脑桥被

盖核-楔形核的区域内也可观察到 PHA-L 的纤维终末。另一项研究用放射自显影顺行

示踪的技术分别研究了猫的 mPFC 中 PL 和 IL 的投射区域的不同，观察到 IL 投射的

区域不同于 PL 多集中在边缘系统的结构中并且在丘脑、纹状体、皮层和杏仁核内两

者的投射区域都是各不相同的[123]。实际上 mPFC 内 ACC、PL 与 IL 三者之间是相互

投射的，且都投射至对侧的同源区，在丘脑内 ACC 和 PL 主要投射至丘脑的背内侧

核团和所有的中线核群，而 IL 主要投射到丘脑的板内核群和中线核群，同样在杏仁

核中 ACC 和 PL 主要投射至杏仁核的外侧核、基底外侧核和基底内侧核，而 IL 主要

投射至杏仁核的内侧核，ACC 和 PLd 还可投射到上丘而 PLv 和 IL 投射到两侧的臂

旁核及延髓结构，在其他的投射区 3 者之间无明显的差别[16]。投射区域的不同也恰

恰说明了 ACC、PL 和 IL 之间功能的差异和不同，鉴于 ACC 和 PLd 投射区域的相

近，有时可作为 dmPFC 统一进行研究。近年来随着病毒技术和光遗传学技术的应用，

有大量的研究关注从 mPFC 发出的某一神经通路进行深入的功能研究。mPFC 可发出

纤维投射到中缝背核（dorsal raphe, DR）中，既可与 DR 中的 5-HT 神经元形成突触

联系，又可直接兴奋 DR 中的抑制性神经元，并且兴奋 vmPFC 到 DR 中抑制性神经

元的神经通路可以加重动物的社交缺陷[22,172]。事实上 mPFC 不仅可以向 DR 内的

5-HT 神经元投射，同时 mPFC 中的神经元也可接受来自 DR 中 5-HT 神经纤维的支

配参与动物的任务关注行为[1,139]。mPFC 尤其是 PL 区可以接受来自腹侧被盖区

（ventral tegmental area, VTA）的多巴胺能纤维的投射，特异性的激活这些多巴胺能

的纤维终末可以降低 PL 内抑制性神经元对 V 层兴奋性锥体神经元的抑制，并且这

些锥体神经元主要投射到伏核的核心部[17]。同样运用光遗传学的方法兴奋或抑制

mPFC 向脑桥核（pontine nucleus, PN）投射的神经通路，证明 mPFC 参与了高级认

知功能和关联运动的学习[157]。从 vmPFC 向杏仁核中央内侧部（centromedial nucleus 

of the amygdala, CeM）的神经投射可以调控动物的情绪，影响动物的恐惧记忆和焦
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虑样行为，同时从 CeM 向 vmPFC 由下到上的神经通路也可对动物奖赏相关的行为

进行调节[116,129]。从 mPFC 向伏核的投射还参与了睡眠剥夺后引起的异常奖赏行为

[94]，在动物对可卡因的寻找行为中也发挥了重要作用[133]。同时 mPFC 内的抑制性神

经元也可作为投射神经元投射到伏核内参与了动物厌恶行为的形成[81]。 

尽管上述已经有大量的文献报道了对于 mPFC 的传出研究，但对于 mPFC 的传

入研究还相对较少，尤其是鲜有对于 mPFC 内不同亚区的投射研究[31,43,63]。将逆行示

踪剂 FG 分别注射到大鼠 mPFC 的四个亚区中，观察逆行标记投射神经元在全脑中的

分布。dmPFC 包括中央前回和背侧 ACC 主要接收来自传递感觉信息的皮层及丘脑相

关核团的投射，而 vmPFC 包括 PL（腹侧 ACC）和 IL 主要接收来自边缘系统核团的

投射（如：内侧眶额叶皮层、岛叶皮层、内嗅皮层、海马、屏状核、杏仁核基底部

及丘脑的中线核群等）。根据传入和传出纤维联系的特点，大鼠 mPFC 内的 PL 与灵

长类动物中的 l/dlPFC 功能相似，而 IL 则与灵长类动物的眶内侧皮层功能相近[63]。

而更加细致的研究，分别将 FG 注射到小鼠背侧 ACC 和腹侧 ACC 来观察两者之间

传入纤维的异同。背侧 ACC 和腹侧 ACC 均可接受来自皮层结构、前脑基底核、丘

脑核团、下丘脑和脑干核团的投射，两者之间在纤维来源上没有明显的差异，仅仅

是数量上的差别[43]。近来也有学多的神经通路研究关注不同核团向 mPFC 的投射从

而参与多种生理功能。小鼠的丘脑室旁核（paraventricular nucleus of thalamus, PVT）

可以投射到 mPFC 并且直接兴奋其内的抑制性神经元，从而参与了蛙皮素（cerulein）

导致的慢性内脏痛。通过化学毁损药物抑制 PVT 的功能或者直接兴奋 mPFC 内的锥

体神经元可以缓解上述内脏痛的疼痛情况[70]。从腹侧海马（ventral hippocampus, 

vHIP）向 mPFC 投射的神经通路参与了焦虑相关行为的产生 [113]，并且兴奋

vHIP-mPFC 神经通路在氯胺酮产生的持久性抗抑郁过程中发挥重要的作用[21]。从海

马向 mPFC 投射的神经通路也参与了与任务相关的空间工作记忆的形成[132]。对

mPFC 传入研究较多的还是从 BLA 到 mPFC 的神经通路，从 BLA 发出的兴奋性神经

纤维可直接投射并兴奋 mPFC 内的抑制性神经元从而抑制 mPFC 的活动，这一过程

参与了暗示性恐惧的形成和保持以及其他负性情绪行为[29,76,100]。 
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dmPFC 参与痛觉下行调控的形态和功能学研究 

在传统示踪剂刚刚开始应用到神经解剖学研究时，鉴于 PAG 在内源性镇痛系统

中的关键作用，既往已经有大量在大鼠、兔子、猫和猴子脑中进行的逆行（辣根过

氧化物酶，horseradish peroxidase, HRP）和顺行（PHA-L）示踪研究证实，dmPFC

内 V 层有大量的投射神经元可以发出纤维投射到 PAG，尤其是 vlPAG 处[8,16,30,45,102]。

同样的，近年来也有文献报道了 mPFC 向 PAG 的投射，但对这一神经通路的突触证

据欠缺，且未具体阐明投射神经元的神经化学性质及 PAG 亚区内下行投射纤维的分

布，更未进行功能方面的深入研究，探究 dmPFC-vlPAG 通路对疼痛的调控作用及对

负性情绪的影响[29,32]。 

关于 dmPFC 与疼痛相关功能学的研究也有报道。神经病理性痛后 1 周，全细胞

膜片钳记录 dmPFC 内 II/III 层的锥体神经元，观察到 NMDA/AMPA 的比率明显增加

并且与痛敏成正相关[103]。在慢性关节炎痛模型中，PL 内 V 层锥体神经元的自发放

电或是诱发放电均显著性的减少，这种放电的减少或抑制可以被 GABAA受体的特异

性拮抗剂荷苞牡丹碱（bicuculline）所逆转。同时，在正常情况下给予 mGluRI 的激

动剂 3,5-二羟基苯甘氨酸（3, 5-Dihydroxyphenyl-glycine, DHPG）也可产生类似慢性

痛后的自发放电或诱发放电的减少[67]。同样在这种慢性关节炎痛模型中，PL 内 V 层

锥体神经元的诱发抑制性突触后电流（inhibitory postsynaptic currents, IPSCs）的

Input-Output 曲线左移而诱发的兴奋性突触后电流（exitatory postsynaptic currents, 

EPSCs）没有明显的改变，说明了慢性痛后抑制性突触传递增强了，而兴奋性突触传

递没有受到影响。这种增强的抑制性突触传递是由非-NMDA 受体的谷氨酸受体所介

导的。这种对锥体神经元抑制性的增强可能是由于抑制性中间神经元突触前的

mGluRI 活性增强所导致的[68,134]。 

对于慢性痛后 ACC 内 II/III 层锥体神经元电生理特性改变的研究较多且明确。

可以观察到在慢性神经病理性痛后，II/III 层锥体神经元的兴奋性增强，且可产生长

时程增强的现象（long-term potential, LTP）。这些突触传递的增强可能与突触后的

GluR1 的上膜（trafficking）增多密切相关[78,173]。同样，在慢性痛后还可观察到 ACC

内 V 层向脊髓投射神经元的兴奋性也是增强的，且与突触后的 GluR1/3 亚型在突触

后致密带的分布增加相关[25,27]。上述这些结果均提示，PL 和 ACC 内的 V 层锥体神

经元在慢性痛后均可发生突触传递的改变，或减弱或增强，其潜在的神经机制各不
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相同。 

Hardy SG 在 PL 处给予电刺激可以观察到明显延长动物热板和甩尾实验的潜伏

期[59]，并且观察到在刺激 PL 后中脑导水管附近的神经元的反应与这种刺激是相匹配

的[60]。已有研究证实电或化学刺激兴奋 ACC 内的神经元可以易化大鼠对疼痛的反

应，并且这种下行易化可能是通过 RVM 发挥作用的[19]。同时，损毁 ACC 后可以观

察到慢性痛动物的焦虑/抑郁行为的消失[6,119]。直接在 ACC 内的 V 层给予 GluR1/3

的拮抗剂后也可以逆转神经病理性痛[27]。上述结果提示，兴奋 PL 或是抑制 ACC 可

以产生镇痛作用，且可能是通过 PAG-RVM 痛觉下行调控通路而发挥作用的。结合

多种转基因动物特异性的激活ACC内兴奋性锥体神经元可明显地降低小鼠的疼痛阈

值，而将锥体神经元沉默或者兴奋 PV 阳性的抑制性神经元则在慢性炎性痛模型中可

产生明显的镇痛作用[72]。运用光遗传学的方法特异性的激活 PL 内的 PV 阳性抑制性

神经元可以进一步降低神经病理性导致的机械性疼痛阈值，而沉默抑制性神经元后

可产生明显的镇痛效果[168]。同时直接用光遗传学方法激活 PL 内的锥体神经元可在

神经性病理性痛中产生明显的镇痛作用，这种作用可被伏核内局部给予谷氨酸受体

的拮抗剂所阻断，直接兴奋伏核内由 PL 投射来是神经纤维同样可观察到明显的镇痛

作用[83]。特异性的兴奋 PL 内的锥体神经元不仅可以在慢性炎性痛模型中产生明显的

镇痛作用，而且还可以产生显著的抗焦虑样作用，而抑制锥体神经元则可降低小鼠

正常情况下的疼痛阈值并产生焦虑样作用[148]。尽管上述研究都观察到了 dmPFC 对

疼痛的重要调控作用，但并未进一步的探讨 dmPFC 是如何影响到了疼痛的上行传递

神经通路抑或是疼痛的下行调控神经通路。 

关于前额叶皮层对疼痛的调控，临床上也有许多的研究关注于此。已有许多临

床影像学的研究，观察到偏头痛的病人前扣带回皮层/前额叶皮层与 PAG 间的静息状

态功能性联系的减弱，当患者的疼痛得到缓解后皮层和 PAG 间的功能联系恢复正常

[88]。同时背外侧的前额叶皮层、腹内侧前额叶皮层及吻侧的前扣带回皮层与 PAG 间

功能的联系也参与了安慰剂对各种疼痛痛的治疗[37,77,146]，同时这也为其他治疗疼痛

的方法（如针灸刺激和物理疗法）提供了神经精神的机制（图 5）。但关于从高级的

感觉中枢皮层向 PAG 的投射还是欠缺相关机制的深入研究。 
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图 5 安慰剂镇痛的神经生理机制。 

图中所示的蓝色区域为疼痛后兴奋性增加的区域，相对应的在安慰剂治疗后兴奋性减弱，包

括：中间丘脑（medial thalamus, mThal）、岛叶前部（anterior insula, aINS）、背侧前扣带回皮层（dorsal 

anterior cortex, dACC）、导水管周围灰质（PAG）和第二感觉皮层-背侧岛叶尾部（secondary 

somatosensory cortex-dorsal posterior insula, S2-dpINS）；红色的区域为安慰剂镇痛后兴奋性增加的

区域，这些区域参与了安慰剂的镇痛效应，包括：腹内侧前额叶皮层（ventromedial prefrontal cortex, 

vmPFC）、背外侧前额叶皮层（dorsolateral PFC, dlPFC）、外侧眶皮质（lateral orbitofrontal cortex, 

lOFC）、伏核-腹侧纹状体（nucleus accumbens-ventral striatum, Nac-VS）、PAG 和延髓吻端内侧结

构（RVM）。引自 Wager TD, 2015[146]。 

 

综上所述，我们可以推测确实存在 dmPFC-vlPAG 的下行神经通路，且可参与痛

觉的下行调控。作为感受慢性痛后负性情绪和认知下降的高级神经中枢 PL 和 ACC

在慢性痛时因对疼痛下行抑制的减弱从而参与了“慢性痛后的恶性循环”和慢性痛

的维持。在上述研究基础上进一步开展深入、系统和广泛地研究，对于揭示慢性痛

难治不愈，利用内源性镇痛系统提供新的镇痛策略均具有重要的临床意义和应用前

景。 
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正    文 
 

第一部分 dmPFC-vlPAG神经通路参与慢性痛

下行调控的形态学研究 

 

中枢神经系统神经核团内的神经元类型和其传入传出的纤维联系等解剖结构基

础决定了该核团或相关神经通路的功能特性。因此，为了能够更好的阐明

dmPFC-vlPAG 神经通路对慢性痛的下行调控及其机制，我们需要首先研究清楚此条

神经通路中与疼痛相关的传入纤维来源及传出纤维投射的靶核团以及在此条通路中

以何种神经递质作为信使传递神经信息。首先，我们需要分别运用顺行示踪、逆行

示踪、和狂犬病毒逆行跨单级突触标记系统等技术方法证明确实存在从 dmPFC 向

vlPAG 投射的神经通路。通过免疫荧光双标的方法揭示谷氨酸可能作为主要的神经

递质传递 dmPFC 到 vlPAG 的下行调控信息。其次，鉴于 dmPFC 中的抑制性中间神

经元尤其是 PV 阳性的抑制性神经元在疼痛传入信息中扮演的重要作用，我们再次利

用狂犬病毒跨单级突触标记系统的方法做全脑的普查，筛选出向 dmPFC 内 PV 阳性

的抑制性神经元传递信息与疼痛相关的神经核团。也可从侧面说明 dmPFC 在疼痛信

息的传递中扮演的重要作用和角色。最后，借助 PAG-RVM 这一经典且关键的疼痛

下行调控神经通路，分别运用狂犬病毒跨单级突触标记系统的方法、逆行示踪、荧

光原位杂交和免疫荧光双标的方法探讨 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元可能扮演了

重要的中继作用将 dmPFC 传来的兴奋性神经冲动传递到 RVM 内的 5-HT 阳性神经

元中。通过以上形态学的研究方法，一条从皮层到脊髓的 dmPFC-vlPAG-RVM-脊髓

背角 Top-Down 的内源性下行疼痛调控通路，便被勾勒出来。该部分研究结果为后续

探索dmPFC-vlPAG神经通路对慢性痛的下行调控作用及其相应的神经和分子机制提

供了坚实的解剖结构基础和重要的理论依据。 
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1 材料 

1.1 实验动物 

本实验所用的动物为清洁级健康雄性成年 C57BL/6J 小鼠（10-12 周，体重 20-25 

g），均购自第四军医大学实验动物中心；所用的转基因小鼠包括：PV-Cre 小鼠、

VGLUT2-Cre 小鼠、Sert-Cre 小鼠和 GRP-Cre/TdTomato 小鼠，均为实验室从实验动

物中心购回雌性 C57 小鼠后自行杂交繁殖。在饲养、繁殖和实验过程中，实验室均

能保证室温 22-25℃，08:00-22:00 的光照时间，适宜的空气湿度并保持通风，小鼠可

自由获得食物、饮水。本实验的全部操作方法均遵循第四军医大学动物使用和实验

动物管理伦理委员会的规定。 

1.2 实验材料和试剂 

药物和试剂：荧光金（fluoro-gold, FG）、生物素化葡聚糖胺（biotinylated dextran 

amine, BDA）、磷酸缓冲液（phosphate buffer, PB）、磷酸缓冲盐溶液液（phosphate buffer 

saline, PBS）、30%蔗糖溶液、焦炭酸二已酯（Diethypyrocarbonate, DEPC, DH098-2, 

Genview, Houston, TX ）、 二 甲 基 联 苯 胺 （ 3,3-diaminobenzidine, DAB ）、

AAV2/2-CaMKIIα-EYFP、AAV2/9-DIO-GFP-TVA、AAV2/9-DIO-G、和 RV-EnvA-Δ

G-dsRed 等。 

抗体：详细信息如下： 

单克隆豚鼠抗 FG 血清 NM-101 PROTOS BIOTECH CORP, New 

York， NY, USA 

多克隆兔抗 FG 血清 A153-I Millipore, Billerica, MA, USA 

单克隆小鼠抗 NeuN 血清 MAB377 Millipore, Billerica, MA, USA 

多克隆兔抗 CaMKII 血清 ab34703 Abcam, Cambridge, MA, USA 

单克隆小鼠抗 GAD67 血清 MAB5406 Millipore, Billerica, MA, USA 

多克隆豚鼠抗 VGLUT2 血清 AB2251 Millipore, Billerica, MA, USA 

多克隆兔抗 P2X3 血清 Ab10269 Abcam, Cambridge, MA, USA 

多克隆山羊抗 5-HT 血清 20079 ImmunoStar, Houston, Texas, USA 

Alexa488 结合的驴抗小鼠 IgG A-21202 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Alexa488 结合的山羊抗豚鼠 IgG A-11073 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
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Alexa594 结合的山羊抗豚鼠 IgG A-11076 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Alexa594 结合的驴抗山羊 IgG A-11058 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Alexa647 结合的驴抗豚鼠 IgG AP193SA6 Millipore, Billerica, MA, USA 

Alexa647 结合的驴抗兔 IgG A-31573 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Alexa647 结合的驴抗小鼠 IgG A-31571 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

生物素结合的驴抗豚鼠 IgG AP193B Millipore, Billerica, MA, USA 

FITC 标记的 Avidin A-2001 Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA 

2 方法 

2.1 脑内核团立体定位注射 

为确信 dmPFC-vlPAG 神经通路确实存在，分别将逆行示踪剂 FG 立体定位注射

到 vlPAG，将顺行示踪剂 BDA 或 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到 dmPFC；为研究

vlPAG 的传出投射，分别将逆行示踪剂 FG 立体定位注射到 RVM 或脊髓背角。方法

步骤均按照实验室既往的定位注射流程[163]。 

野生型的 C57BL/6J 小鼠经 7%水合氯醛进行腹膜腔麻醉（4 mg/kg）后，备皮，

稳固固定于立体定位注射仪（Narishige, 日本）上，确保两侧耳杆对称。在充分消毒

后，切开颅顶皮肤将其向两侧掀开，充分暴露 Bregma 和 Lamda 点校正颅顶的平面。

根据小鼠脑图谱定好坐标后，用牙科钻在颅骨上钻孔。将 0.04 ul 的 4% FG 用前端粘

有玻璃电极的微量注射器（1 ul, Hamilton, NV, USA）立体定位注射到 vlPAG 内（坐

标：bregma 后 4.8 mm，右侧偏 0.5 mm，深度为 2.8 mm），注射约 3 分钟，留针约

10 分钟。将 10% BDA 0.1 ul 或 0.3 ul 的 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 病毒立体定位注射

到 dmPFC 内（坐标：bregma 前 2.5 mm，右侧偏 0.4 mm，深度为 2.5 mm）。将 0.04 ul

的 4% FG 立体定位注射到 RVM 内（坐标：bregma 后 5.9 mm，中线，深度为 5.7 mm）。

将 0.1 ul 的 4% FG 立体定位注射到腰段的脊髓背角内。定位注射时，注射速度为 20 

nl/min，留针 10 分钟。定位注射完成后，消毒并缝合颅顶和背部皮肤，待动物完全

清醒后放回笼内继续饲养。 
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2.2 FG 逆标神经元的免疫荧光结合荧光原位分子杂交双重染色 

2.2.1 组织准备 

1) 灌注固定：待 FG 注射到小鼠的 vlPAG 或 RVM 一周后，用 100 mg/kg 的戊

巴比妥溶液腹膜腔注射，使动物深度麻醉；用心脏灌注的方法，将动物的心脏完全

暴露，将灌注的尖针插入动物的左心室，先用约 20 ml 的含 0.1%（v/v）DEPC 处理

过的 0.01 M PBS（pH=7.4） 冲去体内血液，而后用含 4%（w/v）多聚甲醛的 0.1 M 

PB 溶液 50 ml 进行灌注固定； 

2) 取材、后固定、脱水：去除颅骨后将小鼠全脑完整取出，放入上述 4%的多

聚甲醛固定液中后固定，4℃后固定 72 小时，而后将脑组织浸泡于 DEPC 处理过的

30%蔗糖溶液中，4℃至组织沉底； 

3) 包埋切片：分别将含 dmPFC、vlPAG 或 RVM 的脑组织用 OCT（Tissue-Tek; 

Sakura; Torrance, CA, USA）包埋后，用恒冷箱切片机（Leica CM1850; Heidelberg, 

Germany）冠状切片，切片厚度为 25 um，分别收入盛有 DEPC 处理过的 0.01 M PBS

中，漂洗 3 次后进行后续的荧光原位杂交和免疫荧光染色。（准备切片、切片和漂洗

过程中注意空气、器械和孔板中的 RNA 酶对切片的污染） 

2.2.2 荧光原位杂交组织化学染色 

1) 处理切片：上述漂洗后的切片放入 2%双氧水中处理 10 分钟后转入 0.1 M PB

（DEPC 处理过）室温漂洗 10 分钟，而后用含 0.3% Triton X-100（v/v）的 0.1 M PB

（DEPC 处理过）室温漂洗 20 分钟，再在乙酰化液（含 0.25%醋酸酐（v/v）的 0.1 M

的三乙醇胺）中漂洗 10 分钟，最后 0.1 M PB（DEPC 处理过）室温漂洗 2 次每次 10

分钟； 

2) 预杂交：将已处理好的切片放入预杂交液中，杂交炉中 58℃孵育 1-1.5 小时，

预杂交液配方如下（每 1000 μl）：去离子甲酰胺（Formamaide），500 μl；20X 柠檬

酸钠盐缓冲液（SSC），200 μl；10%封闭剂（Blocking Reagent），200 μl；2%月桂酰

肉酸（NLS），50 μl；10% SDS，10 μl； 

3) 杂交：在上述预杂交液中分别加入针对 VGLUT1 mRNA 或者 VGLUT2 

mRNA 用地高辛标记的 cRNA 探针使其浓度为 1 μg/ml，再次将切片放回杂交炉中，

58℃杂交 18-20 小时； 

4) 杂交后漂洗：杂交完成后，切片转入含 50% Formamaide 和 0.1% NLS 的 2X 
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SSC 溶液中 58 ℃漂洗 2 次每次 20 分钟，而后在含 20 μg/ml RNA 酶的 10 mM 

Tris-HCL（pH=8.0）缓冲液中 37℃孵育 30 分钟，再分别用 2X SSC 和 0.2X SSC 缓

冲液 37 ℃漂洗 2 次每次 20 分钟； 

5) 检测地高辛：切片经 TS7.5（含 0.1 M Tris-HCL, pH=7.5 和 0.15 M NaCL）室

温漂洗 5 分钟，使用含 1% Blocking Reagent 的 TS 7.5 室温封闭 30 分钟后，加入过

氧化物酶结合的抗地高辛抗体（11-207-733-910, 1:2000, Roche Diagnostics, Basel, 

Switzerland）和单克隆豚鼠抗 FG 血清（1:200），室温下孵育过夜，而后利用 TSA-Biotin

反应（生物酰化酪胺-氧化酶复合物混合溶液）对杂交信号进行放大处理，此过程中

切片均用TNT（TS 7.5+0.05% Tween20）漂洗，最后分别用FITC结合的Avidin（1:1000）

对杂交信号显色和 Alexa594 结合的山羊抗豚鼠 IgG（1:500）显示 FG； 

6) 裱片、封片：反应完毕，切片经 0.01 M PBS 漂洗后裱到干净的载玻片上，

晾干后用含抗淬灭剂（50%甘油, v/v; 5%三亚乙基二胺, w/v）的封片剂封片，避光于

4℃下保存。 

2.3 免疫组织化学染色 

2.3.1 组织准备 

1) 灌注固定：待 FG 注射到 GRP-Cre/TdTomato 小鼠的 vlPAG 一周后，FG 注射

到 C57 小鼠脊髓背角 10 天后，BDA 注射到 C57 小鼠的 dmPFC 两周后，

AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到 dmPFC 四周且 FG 注射到 RVM 一周后，用 100 mg/kg

的戊巴比妥溶液腹膜腔注射，使动物深度麻醉；同上述，用心脏灌注的方法，将灌

注的尖针插入动物的左心室，先用约 20 ml 的 0.01 M PBS 冲去体内血液，而后用含

4%多聚甲醛的 0.1 M PB 溶液 50 ml 进行灌注固定； 

2) 取材、后固定、脱水：去除颅骨后将小鼠全脑完整取出，放入上述 4%的多

聚甲醛固定液中后固定，4℃后固定 6 小时，而后将脑组织浸泡于 30%蔗糖溶液中，

4℃至组织沉底； 

3) 包埋切片：分别将含 dmPFC、vlPAG 或 RVM 的脑组织用 OCT 包埋后，用恒

冷箱切片机做冠状切片，片厚为 40 μm，放入 0.01 M PBS 中，漂洗 3 次后进行后续

的组织化学染色。 
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2.3.2 DAB 染色 

1) 封闭非特异性抗原：将上述漂洗后的 FG注射入 vlPAG和BDA注射入 dmPFC

的含 dmPFC 和 vlPAG 的切片用含 10%正常驴血清（normal donkey serum, NDS）的

0.01 M PBS（v/v）室温下孵育封闭 30 分钟； 

2) 孵育一抗：将封闭后的切片直接放入用抗体稀释液（5% NDS, v/v; 0.3% 

TritonX-100 , v/v; 0.25%角叉菜胶, w/v; 0.05%叠氮钠, w/v）稀释的单克隆豚鼠抗 FG

血清（1:200）中，室温下孵育过夜； 

3) 孵育二抗：孵育完一抗的切片用 0.01 M PBS 漂洗（3 次，10 分钟/次）后，

移入用抗体稀释液稀释的生物素结合的驴抗豚鼠 IgG（1:500），室温下孵育 5 小时； 

4) A、B 液孵育：将 A 液（1:200, Vector Laboratories）和 B 液（1:200, Vector 

Laboratories）提前 30 分钟用 0.01 M PBS 稀释、混合，将上述切片用 0.01 M PBS 漂

洗后移入 A、B 混合液中；注射 BDA 的切片经过封闭非特异性抗原后直接置入 A、

B 混合液中，室温下孵育 3 小时 

5) DAB 反应：切片漂洗后，进行 DAB 反应，每 5 ml 的 Tris-HCL（pH=7.6）

溶解 1 mg 的 DAB（1102, Sigma）并加入 10 μl 的 0.3%双氧水，边反应边观察，至阳

性结果显示完成后，终止反应； 

6) 裱片、脱水透明及封片：反应完的切片经漂洗后，裱于挂过明胶的载玻片上，

晾干后依次经过 70%、80%、90%、95%、100%、100%的梯度酒精脱水和二甲苯透明，

最后中性树胶封片，待晾干后观察。  

2.3.3 免疫荧光组织化学染色 

1) 封闭非特异性抗原：将上述漂洗后的 FG 注射到 vlPAG (C57 小鼠和

GRP-Cre/TdTomato 小鼠)，FG 注射到脊髓背角和 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到

dmPFC 且 FG 注射到 RVM 的切片用含 10% NDS 的 0.01 M PBS 室温下孵育封闭 30

分钟； 

2) 孵育一抗：将封闭后的切片直接放入用抗体稀释液稀释的一抗混合液中：单

克隆豚鼠抗 FG 血清（1:200）；单克隆豚鼠抗 FG 血清（1:200）/单克隆小鼠抗 NeuN

血清（1:500）；单克隆豚鼠抗 FG 血清（1:200）/多克隆兔抗 CaMKII 血清（1:200）；

单克隆豚鼠抗 FG 血清（1:200）/单克隆小鼠抗 GAD67 血清（1:500）；单克隆豚鼠

抗 FG 血清（1:200）/多克隆兔抗 P2X3 血清（1:1, 000）；多克隆兔抗 FG 血清（1:200）
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/多克隆山羊抗 5-HT 血清（1:500）/多克隆豚鼠抗 VGLUT2 血清（1:1, 000）；室温

下孵育过夜； 

3) 孵育二抗：孵育完一抗的切片用 0.01 M PBS 漂洗后，移入用上述抗体稀释

液稀释的一抗混合液中：Alexa647 结合的驴抗豚鼠 IgG (1:500)；Alexa488 结合的驴

抗小鼠 IgG (1:500) / Alexa594 结合的山羊抗豚鼠 IgG (1:500)；Alexa488 结合的驴抗

兔 IgG (1:500) / Alexa594 结合的山羊抗豚鼠 IgG (1:500)；Alexa488 结合的驴抗小鼠

IgG (1:500) / Alexa647 结合的驴抗豚鼠 IgG (1:500)；Alexa594 结合的驴抗兔 IgG 

(1:500) / Alexa647 结合的驴抗豚鼠 IgG (1:500)；生物素结合的驴抗豚鼠 IgG（1:500）

/Alexa594 结合的驴抗山羊 IgG (1:500) / Alexa647 结合的驴抗兔 IgG (1:500)；室温下

孵育 5 小时； 

4) 孵育 FITC 结合的 avidin：最后一组切片用 0.01 M PBS 漂洗后，加入用 0.01 M 

PBS 稀释的 FITC 结合的 avidin（1: 1, 000），室温下孵育 2 小时； 

5) 裱片、封片：步骤 3）和步骤 4）中的切片用 0.01 M PBS 漂洗后，在避光环

境下裱到干净的载玻片上，晾干后用上述的含抗淬灭剂的荧光封片剂封片，4℃避光

保存。 

2.4 狂犬病毒跨单级突触标记系统 

狂犬病毒（Rabies Virus, RV）属于弹状病毒科中的狂犬病毒属。野生型 RV 具有

逆行跨越突触传播的特点，可以用于灵长类及啮齿类动物神经解剖学的研究。利用

RV 做逆行示踪工具病毒具有独特的优势，除了可跨突触传播外，RV 感染神经系统

后，主要标记神经元，而对胶质细胞几乎不进行标记，且不感染没有突触连接的过

路神经纤维；经过感染性克隆构建的缺陷性重组 RV 具有较高的安全性，感染后对神

经元的毒性较低，被感染的神经元几乎不会发生明显的病变和裂解，可清晰的标记

神经元的精细形态。 

正常情况下注射 RV 后，随着时间的推移理论上可以逆行跨越无数级的突触，这

样反而会干扰我们对神经通路联系的观察。在 RV 中，其囊膜糖蛋白（Glycoprotein, G）

是负责逆行跨突触的必需蛋白。若 G 蛋白缺失，RV-ΔG 便会丧失跨突触的能力，只

能停留在本级神经元中，但是其基因组的复制和转录却不会受到影响（可持续可丰

度的表达）。此时若在被 RV-ΔG 感染的本级神经元中给予外源性的 G 蛋白，RV-ΔG
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便又可和 G 蛋白组装成完整的 RV 具有逆行跨突触的能力从而感染上一级的神经元。

但是在上一级的神经元中并未给予 G 蛋白，则跨越一级突触后的 RV-ΔG 因缺少跨

突触的能力停留在上一级的神经元中不能继续跨突触传播，从而可以实现可控的跨

单级突触标记神经通路和环路。为了能够实现 G 蛋白和 RV-ΔG 在同一神经元中的

共表达，还需借助禽类肉瘤病毒的外膜蛋白 EnvA 和其同源的特异性受体 TVA 来介

导病毒特异性的感染细胞。因 TVA 只存在于禽类细胞中，在啮齿类动物的神经元中

并无表达，故不会发生非特异性的感染细胞的情况。利用 EnvA 膜外区与 RV 的 G 蛋

白跨膜及胞内区融合得到重组囊膜蛋白包装缺陷型的 RV-EnvA-ΔG，其需要借助

TVA 的表达才可感染神经元，需要借助 G 蛋白的补偿才可实现跨突触。结合特异的

表达 Cre 重组酶的转基因动物品系及 Cre-LoxP 系统，可以将 TVA 及 G 蛋白在指定

核团特异性地神经元中实现表达，最后利用 RV-EnvA-ΔG 实现对特异类型神经元的

逆行跨单级突触标记。同时，还可借助荧光蛋白的标记对本级神经元和上一级神经

元的分别显示。 

按照上述的脑内核团立体定位注射的方法将动物用 7%水合氯醛 4 mg/kg, 腹膜

腔麻醉后，备皮固定于立体定位仪上。消毒后，切开颅顶的皮肤，充分暴露 Bregma

点和 Lamada 点后调整使这两点在同一高度和矢状面上。根据小鼠脑图谱的坐标选择

位置，坐标同前面所述：分别在 PV-Cre 的小鼠中注射到 dmPFC 内，VGLUT2-Cre

小鼠注射到 vlPAG 内，Sert-Cre 小鼠注射到 RVM 内。钻孔后用前端为玻璃电极的微

量注射器（1 μl, Hamilton）将 AAV2/9-DIO-GFP-TVA（AAV-903,滴度,3X1012 μg/ml,

武汉枢密脑科学技术有限公司，中国，武汉）和 AAV2/9-DIO-G（AAV-902，滴度，

4X1012 μg/ml，武汉枢密脑科学技术有限公司）按照 1:2 的体积比进行混合，注射 300 

nl 的混合病毒，注射速度为 20 nl/min，留针约 10 分钟，消毒，缝合待动物清醒饲养

于笼内。待病毒注射 4 周充分表达后即在同一区域内立体定位注射 RV-EnvA-Δ

G-dsRed（RV-306，滴度，3X108 IFU/ml，武汉枢密脑科学技术有限公司)，RV-EnvA-

ΔG-dsRed 注射一周后将动物灌注。 

2.4 染色切片观察和图像采集 

注射 FG 动物的切片、注射 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 动物的切片和注射狂犬三联

病毒动物的切片在避光的环境下裱于载玻片上，用封片剂封片后，可直接用荧光显
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微镜（Olympus BX-60; Tokyo, Japan）观察 FG 和病毒的注射区和投射区（分别用紫

外光观察 FG，蓝色荧光观察 AAV 病毒的感染情况和绿色荧光观察狂犬病毒的感染

情况）。并用 CCD 摄像系统直接拍照采集图像，存储为 TIFF 格式。荧光原位杂交和

免疫荧光组织化学染色的切片用激光共聚焦显微镜（FV1000, Olympus, Tokyo, Japan）

观察并拍照采集图像。不同的荧光蛋白或抗体选择合适的激发波长和发射波长：

Alexa488、EYFP 和 FITC 的激发波长为 488 nm，发射波长为 520 nm；Alexa594、dsRed

和 TdTomato 的激发波长为 594 nm，发射波长为 618 nm；Alexa647 的激发波长为 647 

nm，发射波长为 666 nm。采用共聚焦显微镜自带的图像软件（FV10-ASW 1.7; 

Olympus）采集图像，并存储为 OIB 格式，用软件将图片的明暗度和对比度调好后

输出为 TIFF 格式。对于 DAB 染色的切片用明视野显微镜（AHBT3, Olympus）进行

观察并采集图像。 

2.5 结果统计和分析 

参照小鼠脑图谱（George Paxinos 和 Keith B. J. Franklin 主编，第 2 版），对 dmPFC

和 vlPAG 进行边界和亚区的划分。为了能够更加准确的计数，只有染色清晰、看清

轮廓的神经元才会被选择计数，分别计数各自免疫阳性的细胞数目和双标染色的神

经元数，统计时用平均值±标准误来标示。 

3 结果 

3.1 dmPFC-vlPAG 神经通路的形态学证实 

3.1.1 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的分布和化学性质 

为了证实 dmPFC 向 vlPAG 的投射，首先运用逆行示踪的方法将逆行示踪剂 FG

立体定位注射到 vlPAG 内，观察 dmPFC 内 FG 逆行标记的投射神经元的分布和神经

化学性质。 

为了更清楚的显示 FG 的标记，对 FG 进行了免疫组织化学染色并且用 DAB 反

应呈色的方法显示。在中脑的切片中，FG 的注射区包括了 vlPAG 和一小部分其外侧

的区域（图 1-1 A），在前脑的切片上可以观察到多个神经核团内含有向 vlPAG 投射

的 FG 逆行标记的神经元，以同侧分布为主，对侧也可见。FG 逆行标记的投射神经

元主要分布在 dmPFC（包括 rACC 和 PL），IL，ACC 和岛叶（图 1-1 B、C）。从高
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倍镜图像中可观察到 FG 免疫阳性的投射神经元形态均为锥体形，多分布于皮质的深

层（图 1-1 D）。 

 

图 1-1 逆行示踪方法显示 dmPFC 向 vlPAG 的投射情况 

图 A-D 为在中脑和前脑切片中对 FG 的 DAB 染色结果观察，图 A 为 FG 立体定位注射到

vlPAG 后的注射区，图 B、C 分别为 dmPFC 平面和 ACC 平面 FG 标记的投射神经元在不同核团

内的分布，图 D 显示图 B 内黑色方框内区域的放大图像。Aq, aqueduct, 导水管。Scale bars=300 

μm (图 C 内 bar 适用于图 A-B，图 D) 

 

为进一步观察和确认在 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的分布位置和特点，我们

做了 FG 和神经元标志物 NeuN 的免疫荧光双标染色（图 1-2）。观察到 dmPFC 内向

vlPAG 投射的神经元主要分布于皮质的 V 层和 VI 层，以 V 层为主，在 II 层、III 层

内几乎观察不到 FG 免疫阳性神经元的分布。这一结果也与皮质内 V、VI 层锥体神

经元为传出神经元相契合。 
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图 1-2 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的分布位置特点 

图 A-D 显示的为不同的 dmPFC 平面内 FG 定位注射到 vlPAG 后逆行标记的 FG（红色）和

NeuN（绿色）免疫荧光双标情况。L1-L6 所标记的纵行条层分别为 dmPFC 内的 I-VI 层皮质；fmi, 

forceps minor of the corpus callosum,胼胝体的小钳；VO, ventral orbital cortex, 腹侧眶皮层。Scale 

bars=100 μm (图 A-D) 

 

上述实验中我们观察到向 vlPAG 投射的神经元形态为锥体形，提示为兴奋性的

锥体神经元。为了验证该结果，我们进一步检测了 FG 逆行标记投射神经元的神经化

学性质。通过免疫荧光双标染色观察到，所有 FG 免疫阳性的投射神经元均可表达皮

层内兴奋性神经元的标志物 CaMKII（图 1-3 A-C），证实了 dmPFC 内向 vlPAG 投射

的神经元都为兴奋性锥体神经元。通过免疫荧光原位杂交结合荧光组织化学双标染

色的方法，进一步观察到皮层内有大量的 VGLUT1 mRNA 阳性神经元且 dmPFC 内

向 vlPAG 投射的神经元全部为 FG/VGLUT1 mRNA 双标神经元（图 1-3 D-F），而含

有 VGLUT2 mRNA 的神经元分布稀疏，并未观到 FG 免疫阳性的投射神经元表达

VGLUT2 mRNA（图 1-3 G-I）。这些结果显示从 dmPFC 向 vlPAG 投射的神经元均为

兴奋性的锥体神经元，以谷氨酸为神经递质且都表达 VGLUT1，而不表达 VGLUT2。 
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图 1-3 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元所含的神经递质 

图 A-C 显示为逆行标记 dmPFC-vlPAG 投射神经元的 FG（红色）和兴奋性神经元的标志物

CaMKII（绿色）免疫荧光双标情况。图 D-F 显示为逆行标记 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的

FG（红色）与 VGLUT1 mRNA（绿色）荧光原位杂交染色双标情况。图 G-H 显示为逆行标记

dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的 FG（红色）与 VGLUT2 mRNA（绿色）荧光原位杂交染色双

标情况。Scale bars=20 μm (图 A-I) 

 

为了进一步明确 FG 逆行标记投射神经元的神经化学性质，与抑制性神经元的标

志物 GAD67 进行免疫荧光双标染色，结果显示 dmPFC 内未观察到 FG/GAD67 双标

神经元（图 1-4 A-C）；在 GRP-Cre/TdTomato 小鼠中，Tomato 代表了 GRP 阳性神经

元的分布，少量 FG 免疫阳性的投射神经元可以表达 Tomato（图 1-4 D-F）；同时超

过 90%的下行投射神经元还可表达 ATP 的受体 P2X3 受体（图 1-4 G-I）。这些结果更

加证实了从 dmPFC 向 vlPAG 投射的神经元为兴奋性锥体神经元，部分神经元可同时

表达 GRP 或 P2X3 受体。 

 

图 1-4 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的神经化学性质 



第四军医大学博士学位论文 

- 39 - 

 

图 A-C 显示为逆行标记 dmPFC-vlPAG 投射神经元的 FG（红色）和抑制性神经元的标志物

GAD67（绿色）免疫荧光双标情况。图 D-F 显示为 GRP-Cre/TdTomao 小鼠中，逆行标记 dmPFC

内向 vlPAG 投射神经元的 FG（蓝色）和 Tomato（红色）免疫荧光双标情况。图 G-H 显示为逆

行标记 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的 FG（蓝色）和 P2X3 受体（红色）免疫荧光双标情况。

图中箭所指的神经元为双标神经元。Scale bars=20 μm (图 A-I) 

 

3.1.2 vlPAG 内从 dmPFC 投射来的神经纤维的分布 

与上述的逆行束路追踪研究相对应，我们将顺行束路追踪剂 BDA 注射到 dmPFC

内，在 vlPAG 内观察下行投射神经纤维的分布。图 1-5 A 所示为 BDA 注射到 dmPFC

内的 DAB 染色结果，可观察到注射区域主要位于 mPFC 的背侧部，很少扩散到腹侧

部。在中脑平面，lPAG 和 vlPAG 内可见大量 BDA 标记的神经纤维（图 1-5 B），在

高倍镜下可见纤维中的膨体样结构（图 1-5 C、D），提示 dmPFC 内的神经元可以下

行投射到 vlPAG。 

 

图 1-5 BDA 注射到 dmPFC 的注射区和 vlPAG 内的投射纤维 

图 A-D 为 DAB 染色显示 BDA 的注射区及 PAG 内 BDA 顺行标记的神经纤维。图 A 为 BDA

压力注射到 dmPFC 后的注射区，图 B 为 lPAG 和 vlPAG 内 BDA 标记纤维的低倍镜图，图 C、D

为选取的图 B 内区域的放大图像。Aq, 导水管。Scale bars=500 μm (图 A)，100 μm (图 B)，25 μm 
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(图 C、D)。 

 

为了进一步确实顺行示踪的结果，我们借助腺相关病毒优越的感染标记效果，

将 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到 dmPFC 内。该病毒可以特异性的感染皮层内的兴

奋性锥体神经元。在低倍镜下，可观察到 AAV 病毒对 dmPFC 的感染，并且在其对

侧的 dmPFC 和同侧的纹状体内可观察到病毒感染纤维的分布（图 1-6 A、B），在高

倍镜下可见注射区内有大量的被感染神经元，可观察到长长的顶树突，提示感染的

细胞为锥体神经元。 

 

图 1-6 AAV 病毒注射到 dmPFC 的注射感染区 

图 A-C 为将 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到 dmPFC 后的注射区图，图 A 和 B 分别为 AAV

病毒注射到不同平面的 dmPFC内后的注射感染区，图C为图B内注射感染区域的放大图像。Scale 

bars=100 μm (图 A 和 B)，50 μm (图 C)。 

 

因病毒所携带的 EYFP，我们无需做进一步的染色可直接在共聚焦显微镜下观察

病毒感染的神经纤维在 PAG 内的分布。分别从吻侧到尾侧选取 6 个 PAG 不同的平面

进行观察，可见 AAV 病毒感染的神经元纤维分布于吻尾方向上的所有 PAG 平面，

但纤维在同侧的 vlPAG、lPAG 和 dmPAG 内分布更加密集，在对侧区域内也可见（图

1-7）。同时，在 PAG 的外侧区域及中缝背核（dorsal raphe nucleus, DR）内也可观察

到神经纤维的分布（图 1-7 C-E）。 
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图 1-7 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 病毒注射到 dmPFC 内感染锥体神经元后在 PAG 内 EYFP 标记

神经纤维的分布 

图 A-F 为从吻侧到尾侧 6 个不同的 PAG 平面内病毒感染的神经纤维的分布，各个平面上均

可观察到 PAG 内密集的神经纤维分布。Aq, 导水管。Scale bar=200 μm (图 F，适用 A-E)。 

 

通过传统示踪剂 BDA 的顺行束路追踪和 AAV 病毒感染的结果，可以明确 vlPAG

内确实可以接受 dmPFC 内锥体神经元投射来的神经纤维。结合前面 FG 的逆行标记

结果，dmPFC 到 vlPAG 间确实有一直接神经通路的存在，即 dmPFC 内的兴奋性锥

体神经元可发出神经纤维投射到 vlPAG 内调控其功能。以往研究报道 vlPAG 内含有

大量的 VGLUT2 阳性神经元，且 VGLUT2 阳性神经元在下行疼痛调控中发挥着非常

重要的作用[126,140]。因此，为了进一步排除 dmPFC 向 vlPAG 投射为过路纤维的可能

性并且证明 dmPFC 内的兴奋性神经纤维可以直接支配 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神

经元，我们接下来运用狂犬病毒逆行跨单级突触标记系统和 VGLUT2-Cre 小鼠进行

检测。 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

- 42 - 

 

3.1.3 dmPFC 投射到 vlPAG 内的神经纤维和其内的 VGLUT2 神经元形成直接突触 

结合狂犬病毒跨单级突触标记系统的原理（工作的模式见图 1-8），我们分别将

辅助病毒（包括 AAV2/9-DIO-GFP-TVA 和 AAV2/9-DIO-G，用 GFP 进行显示）和 RV-

ΔG（RV-EnvA-ΔG-dsRed，用 dsRed 进行显示）相隔 4 周分 2 次注射到 VGLUT2-Cre

小鼠的 vlPAG 内（前后 2 次注射保持相同的坐标）。注射 RV-EnvA-ΔG-dsRed 一周

后将小鼠进行灌注固定。 

 

图 1-8 狂犬病毒跨单级突触标记系统的原理模式图 

图 A 显示的为两种辅助病毒 AAV-DIO-GFP-TVA 和 AAV-DIO-G 的构成模式图，图 B 显示的

为重组狂犬病毒 RV-EnvA-ΔG-dsRed 的构成模式图，图 C 显示的为分别注射辅助病毒、重组狂

犬病毒及灌注的时间节点，图 D 显示的为全脑矢状切面上起始神经元（黄色，红绿双标）和投

射神经元（红色）的分布示例。 

 

在 VGLUT2-Cre 小鼠的中脑内，GFP 标记的为辅助病毒感染的 VGLUT2 阳性神

经元，在 vlPAG 内 dsRed 标记的为 RV-ΔG 感染的神经元，包括辅助病毒感染的

VGLUT2 阳性神经元和可向其投射形成突触的局部中间神经元，故在 vlPAG 内 GFP
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（绿色）和 dsRed（红色）双标的（黄色）神经元为表达 VGLUT2 的起始神经元。

在 vlPAG 区域内可见大量的 GFP 单独标记、dsRed 单独标记和两者双标的神经元（图

1-9 A-C）。在高倍镜下可更清楚的观察 GFP 和 dsRed 的双标情况，可见 vlPAG 和 DR

内有大量 dsRed 单标神经元的分布，提示在其中存在局部调控的微环路，VGLUT2

阳性神经元受中间神经元的调控（图 1-9 D-F）。 

 

图 1-9 狂犬病毒辅助病毒和 RV-EnvA-ΔG-dsRed 病毒注射到 VGLUT2-Cre 小鼠 vlPAG 内感染

神经元后的分布 

图 A-C 显示的为 GFP 标记的辅助病毒感染的神经元（绿色）、dsRed 标记的 RV-ΔG 病毒感

染的神经元（红色）及起始神经元（黄色）在注射区域 vlPAG 内的分布，图 D-F 显示的图 C 内

方形区域放大后的图像。Scale bars=100 μm (图 C，适用 A、B)，20 μm (图 F，适用 D、E)。 

 

在前脑的切片中，不需要进行染色直接观察 dsRed 阳性神经元的分布。可在

dmPFC、ACC 和 IC 内观察到 dsRed 跨单级突触标记的投射神经元的分布（图 1-10 A

和 C），高倍镜下可见神经元形态为发出顶树突的锥体形，排列规则，位于皮质的深

层（图 1-10 B 和 D）。这说明 dmPFC 内确实有神经元可以投射到 vlPAG 内且与

VGLUT2 阳性的神经元形成直接突触联系，参与调控此类神经元的功能。 
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图 1-10 dsRed 标记的投射神经元在 dmPFC 内的分布 

图 A 和 C 为狂犬病毒三联病毒逆行跨单级突触方法显示与 vlPAG 内 VGLUT2 阳性神经元形

成突触联系的投射神经元（dsRed 标记，红色）在 dmPFC 和 ACC 内的分布，图 B 和 D 显示的

为图 A 和 C 内方框区域的放大图像。Scale bars=200 μm（图 A 和 C），50μm（图 D，适用图 B）。 

 

综合 FG 逆行标记、BDA 和 AAV 顺行标记及狂犬病毒逆行跨单级突触标记技术

所得到的结果，我们可以如下结论：dmPFC 可直接投射到 vlPAG，dmPFC-vlPAG 神

经通路是以谷氨酸为主要神经递质，可兴奋性的支配和调控 vlPAG 内 VGLUT2 阳性

神经元的功能和活动。为了进一步地阐明 dmPFC-vlPAG 神经通路在疼痛调控中的作

用，还需要明确其接受哪些神经核团的神经传入投射。 

3.2 dmPFC 内 PV 阳性神经元的传入投射 

鉴于 dmPFC 内传入神经的投射特点和抑制性神经元在其中发挥的重要作用，为

了更加特异的了解 dmPFC 内抑制性神经元的神经传入，我们利用狂犬病毒跨单级突

触标记系统的方法，分别将辅助病毒和 RV-EnvA-ΔG-dsRed 注射到 PV-Cre 小鼠的

dmPFC 内，在全脑内普查寻找含有投射神经元的核团（工作的模式见图 1-8）。 

同上述，在 PV-Cre 的小鼠中，GFP 标记的为辅助病毒感染的 PV 阳性神经元，
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在 dmPFC 内 dsRed 标记的为 RV-EnvA-ΔG-dsRed 感染的神经元，包括辅助病毒感染

的 PV 阳性神经元和可向其投射形成突触的神经元，故在 dmPFC 内 GFP（绿色）和

dsRed（红色）双标的（黄色）神经元为表达 PV 的起始神经元。在 dmPFC 区域内可

见大量 GFP 单独标记、dsRed 单独标记和双标的神经元（图 1-11 A-C）。在高倍镜下

可更清楚的观察 GFP 和 dsRed 的双标情况，可见 dmPFC、IL、ACC 和 IC 内有许多

dsRed 单标神经元的分布，提示在其中存在向 dmPFC 投射的神经元，可与 dmPFC

内 PV 阳性的神经元形成直接的突触联系，从而调控 PV 阳性神经元的活动（图 1-11 

D-F）。 

 

图 1-11 狂犬病毒辅助病毒和 RV-EnvA-ΔG-dsRed 病毒注射到 PV-Cre 小鼠 dmPFC 内感染神经

元后的分布 

图 A-C 显示的为 GFP 标记的辅助病毒感染的神经元（绿色）、dsRed 标记的 RV-ΔG 病毒感

染的神经元（红色）及起始神经元（黄色）在 PV-Cre 小鼠注射区域 dmPFC 内的分布，图 D-F

显示的图 C 内方形区域放大后的图像。Scale bars=500 μm (图 C，适用 A、B)，100 μm (图 F，适

用 D、E)。 
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在全脑的切片中，不需要进行染色直接在显微镜下观察 dsRed 阳性神经元的分

布。图 1-12 中所显示的为脑内从 Bregma +1.98 mm 到 Bregma -0.46 mm 的不同平面

内 dsRed 跨单级突触标记的投射神经元的分布。可观察到在 dmPFC 、IL、腹内侧眶

皮质（ventromedial orbital cortex, VMO）、 IC、、屏状核（claustrum, CLA）、终纹床

核（bed nucleus of stria terminalis, BNST）及丘脑室周核前部（paraventricular nucleus 

of thalamus anterior part, PVA）内有大量的投射神经元的分布。 

 

图 1-12 dsRed 跨单级突触标记的向 dmPFC 内 PV 阳性神经元投射的神经元分布 

图 A-G 显示的为向 PV-Cre 小鼠中 dmPFC 内注射三联病毒后，dsRed 跨单级突触标记的

RV-EnvA-ΔG-dsRed 病毒感染的投射神经元（红色）在前脑各个平面内的分布图。Scale bars=100 

μm (图 C，适用 A、B)，100 μm (图 E，适用 D)，100 μm (图 G，适用 F)。 

 

图 1-13 中所显示的为脑内从 Bregma -0.94 mm 到 Bregma -6.24 mm 的不同平面

内 dsRed 跨单级突触标记的投射神经元的分布。可观察到在丘脑室周核后部

（paraventricular nucleus of thalamus posterior part, PVP）、丘脑内侧背核（mediodorsal 

nucleus of thalamus, MD）、丘脑带旁核（paratenial nucleus of thalamus, PT）、丘脑中
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央外侧核（centrolateral nucleus of thalamus, CL）、丘脑菱形核（rhomboid nucleus of 

thalamus, Rh）、丘脑 reuniens 核（reuniens nucleus of thalamus, Re）、杏仁核基底外侧

部（basolateral nucleus of the amygdala, BLA）及海马尾部有密集神经元的分布，尤以

丘脑内核团，BLA 和海马内分布集中。 

 

图 1-13 dsRed 跨单级突触标记的向 dmPFC 内 PV 阳性神经元投射的神经元分布（续） 

图 A-J 显示的为向 PV-Cre 小鼠中 dmPFC 内注射三联病毒后，dsRed 跨单级突触标记的

RV-EnvA-ΔG-dsRed 病毒感染的投射神经元（红色）在前脑、中脑及脑干各个平面内的分布图。

Scale bars=200 μm (图 C，适用 A、B)，200 μm (图 F，适用 D、E)，200 μm (图 G)，200 μm (图 I，

适用 H)，200 μm (图 J)。 

 

为了进一步的明确投射神经元的分布位置和形态，图 1-14 集中展示了在图 1-12

和 1-13 中观察到的神经元分布集中的核团的高倍镜图像。可见神经元主要分布于与

疼痛传递密切相关的皮层结构如：PFC、ACC 和 IC，丘脑内的一系列核团如：PVA、

PVP、CL 和 MD 等以及 BLA。 
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图 1-14 dsRed 跨单级突触标记的向 dmPFC 内 PV 阳性神经元投射的神经元分布（续） 

图 A-J 显示的为向 PV-Cre 小鼠中 dmPFC 内注射三联病毒后，dsRed 跨单级突触标记的

RV-EnvA-ΔG-dsRed 病毒感染的投射神经元（红色）分布较为密集的核团高倍镜图像。ACC，

前扣带回；BLA，杏仁核基底外侧部；CL，丘脑中央外侧核；CLA，屏状核；IC，岛叶；MD，

丘脑内侧背核；PFC，前额叶皮层；PT，带旁核；PV，丘脑室周核；PVA，丘脑室周核前部；

Re，丘脑 reuniens 核；Rh，丘脑菱形核；VM，丘脑腹内侧核。Scale bars=100 μm (图 J，适用

A-I)。 

 

通过结合狂犬病毒跨单级突触标记系统和 PV-Cre 转基因小鼠的逆行示踪研究了

不同核团内 dsRed 跨单级突触标记投射神经元的分布。这些结果提示我们，在 dmPFC

内向其他核团（包括 vlPAG）投射的神经元接受许多与痛密切相关的皮层结构和丘

脑核团的纤维投射，更加说明了 dmPFC 在疼痛感受和调控中的重要作用，dmPFC

更是一个容易受疼痛所抑制功能的核团。 
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3.3 vlPAG 内 VGLUT2 阳性神经元的传出投射 

我们已经对 dmPFC-vlPAG 神经通路及其传入联系做了初步的形态学研究，那么

该神经通路的传出联系是怎样的呢？即 vlPAG 内神经元的下游核团是哪里？鉴于

RVM 内 5-HT 能阳性神经元在疼痛下行调控中的重要作用，我们考虑 vlPAG 内接受

dmPFC 投射的 VGLUT2 阳性神经元是否可能下行投射到 RVM，影响其内的 5-HT 神

经元进而调控脊髓内疼痛信息的传递呢？我们结合各种形态学的研究方法对这些问

题进行了初步研究。 

利用狂犬病毒跨单级突触标记系统的方法，分别将辅助病毒和 RV-EnvA-Δ

G-dsRed 注射到 Sert-Cre 小鼠的 RVM 内，在 vlPAG 内观察投射神经元的分布。图 1-15

所示为 RVM 内 GFP（绿色）和 dsRed（红色）双标的（黄色）神经元为表达 5-HT

的起始神经元。在 RVM 区域内可见大量 GFP 单独标记、dsRed 单独标记和双标的神

经元（图 1-15 A-C）。在高倍镜下可更清楚的观察 GFP 和 dsRed 的双标情况，可见中

缝大核和旁边的网状结构内有许多 dsRed 单标神经元的分布，提示在 RVM 中存在局

部微环路，大量的中间神经元可以调控 5-HT 阳性神经元的下行调控功能（图 1-15 

D-F）。 

 

图 1-15 狂犬病毒辅助病毒和 RV-EnvA-ΔG-dsRed 病毒注射到 Sert-Cre 小鼠 RVM 内感染神经

元后的分布 

图 A-C 显示的为 GFP 标记的辅助病毒感染神经元（绿色）、dsRed 标记的 RV-ΔG 病毒感染

的神经元（红色）及起始神经元（黄色）在 Sert-Cre 小鼠注射区域 RVM 内的分布，图 D-F 显示

的图 C 内方形区域放大后的图像。Scale bars=100 μm (图 C，适用 A、B)，50 μm (图 F，适用 D、

E)。 
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方法同前，在中脑的切片中，不需要进行染色直接观察 dsRed 跨单级突触标记

投射神经元的分布。可在吻、尾方向 6 个不同的 PAG 平面内及其外侧的区域观察到

dsRed 标记的投射神经元的分布，尤以 vlPAG 内分布较多，同时可在 lPAG 和 dmPAG

内见到投射神经元的分布（图 1-16）。这说明 vlPAG 内确实有神经元可以投射到 RVM

内与 5-HT 阳性的神经元形成突触，直接调控此类神经元的功能从而参与疼痛的下行

调控。 

 

图 1-16 dsRed 跨单级突触标记的投射神经元在 PAG 不同平面内的分布 

图 A-F 显示的为 dsRed 跨单级突触标记的 RV-EnvA-ΔG-dsRed 病毒感染的向 RVM 内 5-HT

阳性神经元投射直接形成突触的神经元（红色）在吻尾 6 个不同的 PAG 平面内的分布。Scale 

bars=200 μm (图 F，适用 A-E)。 

 

结合前面 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 注射到 dmPFC 内的顺行标记结果，同时将 FG

立体定位注射到 RVM 内，观察在 vlPAG 内从 dmPFC 投射来的神经纤维和向 RVM

投射神经元的位置关系。在低倍镜下可见 vlPAG 内有大量的病毒感染后 EYFP 标记

的神经纤维和 FG 逆行标记的向 RVM 投射的神经元分布（图 1-17 A-C）。在高倍镜

下观察两者的位置关系，可见有“串珠样”膨体的神经纤维不仅可以与 FG 免疫阳性的

神经元胞体形成紧密的接触（图 1-17 D-I），同时还可与同一神经元的树突形成紧密

接触（图 1-17 J-L）。这些荧光双标的结果提示，从 dmPFC 下行投射来的神经纤维可

直接接触并调控 vlPAG 内向 RVM 投射的神经元的功能，进而参与疼痛的下行调控。 
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图 1-17 vlPAG 内 EYFP 标记的神经纤维和 FG 标记的投射神经元的位置关系 

图 A-C 显示为 vlPAG 内 EYFP 标记的从 dmPFC 投射来的神经纤维（绿色）和 FG 逆行标记

的向 RVM 投射神经元（红色）的位置关系。图 D-F 显示为图 C 中白色方框区域内的放大图像，

FG 标记神经元的周围有大量的 EYFP 标记的神经纤维的分布。图 G-I 和图 J-L 分别显示为图 F

中白色方框区域内的放大图像，均有 EYFP 标记的神经纤维和 FG 标记的神经元胞体和树突形成

紧密的接触（白色箭头所指示的区域，黄色）。Aq，导水管。Scale bars=100 μm (图 C，适用 A、

B)，20 μm (图 F，适用 D、E)，10 μm (图 I，适用 G、H)，5 μm (图 J，适用 K、L) 

 

鉴于 vlPAG 内 VGLUT2 阳性神经元在下行疼痛调控中的重要作用，结合前面

dmPFC 可下行投射到 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元，我们可以推测 vlPAG 内

VGLUT2 阳性神经元可向 RVM 发出投射并调控 5-HT 神经元的下行镇痛功能。 

首先，运用荧光组织原位杂交的方法检测了 VGLUT2 mRNA 在 PAG 吻尾不同

平面的分布情况（图 1-18）。可见在 PAG 内的各个亚区内都有 VGLUT2 mRNA 阳性
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神经元的密集分布，各亚区间分布没有明显的差异。然而，在DR内含VGLUT2 mRNA

神经元分布十分稀疏（图 1-18 C 和 D），也间接的说明了 VGLUT2 mRNA 在 PAG 内

原位杂交显色的特异性。 

 

图 1-18 荧光原位杂交染色显示 VGLUT2 mRNA 在 PAG 内的分布 

图 A-D 显示的为通过荧光组织原位杂交染色的方法显示 VGLUT2 mRNA 在吻、尾不同的

PAG 平面内的分布情况。Aq，导水管。Scale bars=200 μm (图 C，适用 A-D) 

 

在将 FG 立体定位注射到 RVM 后，取 PAG 的切片做荧光组织原位杂交染色结

合免疫荧光染色检测 vlPAG 内向 RVM 投射的神经元是否可表达 VGLUT2 mRNA 及

其所占的比例为多少？在 vlPAG内可观察到大量的VGLUT2 mRNA阳性的神经元和

FG 逆行标记的投射神经元（图 1-19 A-C），高倍镜下可见两者之间存在大量的共存

双标（图 1-19 D-I），统计显示有 91.3±4.5%的 FG 标记的向 RVM 投射的神经元表达

VGLUT2 mRNA。提示在 vlPAG 内向 RVM 投射的神经元绝大部分为 VGLUT2 阳性

的神经元，结合前面已得到的 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元可以接受 dmPFC 内

神经元的直接支配，或许 dmPFC-vlPAG 神经通路作用到 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性

神经元而后下行投射到 RVM 内参与疼痛的下行调控。 
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图 1-19 荧光原位杂交结合免疫荧光显示 VGLUT2 mRNA 和 FG 在 vlPAG 内的双标情况 

图 A-C 显示的为荧光组织原位杂交技术显示的 VGLUT2 mRNA（绿色）和 FG 逆行标记的

向 RVM 投射神经元（红色）在 vlPAG 内的分布，图 D-F 显示的为图 A-C 内白色方框区域的高

倍镜图像，除了各自单标的神经元还可见双标共存的神经元（黄色），图 G-I 显示的为图 D-F 内

白色方框区域的高倍镜图像。Aq，导水管。Scale bars=100 μm (图 C，适用 A、B)，20 μm (图 F，

适用 D、E)，10 μm (图 I，适用 G、H) 

 

为进一步确认 vlPAG 内 VGLUT2 阳性神经元对 RVM 内神经元的下行调控，我

们将 FG 立体定位注射到腰段脊髓背角后，取 RVM 的切片检测 VGLUT2 阳性的终末

和 FG 逆行标记的向脊髓背角投射神经元的位置关系。图 1-20 所示为 FG 注射到脊

髓背角后 FG 和神经元的标志物 NeuN 免疫荧光双标情况，FG 注射的范围局限在脊

髓背角的一侧且集中在背角的浅层。 
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图 1-20 免疫荧光双标染色显示脊髓内 NeuN 和 FG 的双标情况 

图 A-C 显示的为免疫荧光组织化学双标染色显示注射到脊髓背角的 FG（红色）和神经元的

标志物 NeuN（蓝色）在脊髓的双标情况。Scale bars=200 μm (图 C，适用 A、B) 

 

通过免疫荧光三标染色的方法，观察到RVM内VGLUT2阳性的神经终末与5-HT

免疫阳性且向脊髓背角投射的 FG 逆行标记投射神经元形成紧密的接触（图 1-21），

可见 5-HT 和 FG 免疫双标神经元的周围环绕密集的一圈 VGLUT2 阳性终末。这一结

果提示，在 RVM 内下行调控的神经元接受 VGLUT2 纤维终末的支配，而这些

VGLUT2 阳性的神经纤维可能由 vlPAG 内的神经元投射而来。 

 

图 1-21 免疫荧光三标染色显示 RVM 内 5-HT、FG 和 VGLUT2 的三标情况 

图 A-D 为免疫荧光组织化学三标染色显示的 5-HT 免疫阳性的神经元（红色）和 FG 逆行标

记的向脊髓背角投射神经元（红色）双标共存，且接受 VGLUT2 免疫阳性神经纤维的紧密接触

联系（绿色）。Scale bars=5 μm (图 D，适用 A-C) 

4 讨论 

本部分实验综合运用多种神经形态学研究方法，明确了 dmPFC 内谷氨酸能的锥

体神经元可下行投射到 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元形成突触（确立

dmPFC-vlPAG 神经通路）；dmPFC 内 PV 阳性的抑制性神经元可以接受与疼痛信息

传递密切相关的皮层中枢、丘脑核团及 BLA 的神经传入（dmPFC 的传入投射研究）；

vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元可以下行投射到 RVM 内支配 5-HT 阳性神经元参与
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疼痛的下行调控（vlPAG 的传出投射研究）。尽管并未从功能上对 dmPFC 和 vlPAG

进行深入的探讨，但形态学的研究结果提示我们 dmPFC-vlPAG 神经通路在疼痛的感

受和下行调控中发挥了非常重要的作用。 

4.1 传统逆行和顺行示踪剂在束路追踪中的非特异性标记 

传统的逆行示踪剂（如 FG）和顺行示踪剂（如 BDA）在束路追踪中均会存在

非特异性的标记：容易感染过路的纤维逆行标记或者顺行的纤维路过核团而不是真

正的形成突触，有时需要将顺行示踪和逆行示踪结合起来才能更加准确的判断

[25,64,151]。我们的研究结果中用狂犬病毒跨单级突触标记系统的方法在 VGLUT2-Cre

小鼠的 dmPFC 内观察到 dsRed 跨突触逆行标记的神经元的数目明显少于 FG 逆行标

记的投射神经元的数目，AAV2/2-CaMKIIα-EYFP 病毒感染 dmPFC 后在 vlPAG 内观

察到许多粗大的 EYFP 标记的神经纤维（可能为 dmPFC 神经元投射到其他核团路过

vlPAG 的神经纤维）都从侧面说明了传统示踪剂的缺点。既往注射顺行示踪剂后，

结合免疫电镜的方法来观察目标核团内顺行示踪剂是否可与神经元或树突形成突触

可在一定程度上克服光镜下逆行标记和顺行标记的这一缺点[35,49]。但对逆行标记神

经元的多少和突触后神经元的类型仍不能反应出来。我们运用狂犬病毒跨单级突触

标记系统便可很好的排除非特异性的标记这一缺点，并且也可证实突触的存在和说

明突触后神经元的类型特点。尽管如此，我们仍然不能忽视狂犬病毒跨单级突触标

记系统的缺点，受制于 Cre 动物的种类、病毒注射区感染范围的大小和动物存活时

间长短的影响以及病毒感染过程中引起跨突触标记神经元的数目、神经通路的改变。 

4.2 dmPFC 内向 vlPAG 投射神经元的分布和化学性质 

既往研究中用逆行示踪剂霍乱毒素 B 亚单位（cholera toxin subunit B, CTB）分

别注射到 dlPAG 和 vlPAG 观察 mPFC 内 CTB 标记投射神经元的分布，与我们试验中

观察到的相同：投射神经元主要分布于同侧偏吻侧的 mPFC 内，主要分布在第 V 层，

少数见于 VI 层，且由吻侧到尾侧标记的投射神经元的数目逐渐减少[45]。尽管也有文

献报道 mPFC 内的一部分抑制性神经元（不共表达谷氨酸）可以发出长的轴突投射

到伏核参与动物在实时位置偏爱中的厌恶行为[13,62,81]。但在本研究中并未观察到

dmPFC 内 FG 逆标神经元与 GAD67 的双标，说明从 dmPFC 向 vlPAG 的投射全为兴

奋性的神经支配。或者在 dmPFC 中，GAD67 阳性的神经元并不能代表所有类型的



第四军医大学博士学位论文 

- 56 - 

 

抑制性神经元，在以后的研究中可以尝试用其他抑制性神经元的标志物进行研究

[80,147]。而 mPFC 中 GRP 阳性的神经元作为一种兴奋性的中间神经元可以释放 GRP

作用于 GRPR 受体增加锥体神经元的抑制性突触后电流，参与疼痛信息的调控或是

恐惧性记忆的形成[20,107]。在中枢神经系统内的许多突触可以单独释放三磷酸腺苷

（adenosine triphosphate, ATP）或者是与其他神经递质（如谷氨酸、GABA 等）一起

释放作用于突出后的离子型 P2X 受体及代谢型 P2Y 受体。P2X 受体可在突触后与多

种离子通道受体相互作用，调节突触可塑性产生突触的长时程易化（调控 NMDA 受

体）或长时程抑制（调控 GABAAR）[33,114]。同时在 mPFC 中神经元上表达的 P2X3

受体参与了肠易激综合症所导致的内脏痛，内脏痛时 mPFC 内的 P2X3 表达显著上调

[152,156]。其实在临床影像学研究中，慢性疼痛时在 DLPFC 内血流信号的减少同样也

反映了其内 P2X3 受体在其中发挥的重要作用[23,99]。 

4.3 dmPFC 的传入投射 

既往对于啮齿类动物中 dmPFC 的传出研究较多，而关于向 dmPFC 投射的神经

核团研究较少，且均应用传统的逆行示踪剂来进行研究[43,63]。一般认为位于 II、III

层的锥体神经元是皮层内接受传入纤维联系的神经元，而后将信息处理后传递给 V

层或 VI 层内的锥体神经元再将信息发出[78,170,171]。但也有大量的文献提示投射到

dmPFC 内的传入纤维不仅可以直接作用于锥体神经元，也可先投射作用于抑制性中

间神经元上，而后再将信号传递到锥体神经元中进性处理、整合[29,70,100]。这种作用

的模式是与兴奋传入核团而对 dmPFC 产生总体抑制的效应是相匹配、吻合的[70,100]。

且鉴于转基因动物种类的限制，我们在本次课题研究中只进行了 PV-Cre 阳性小鼠

dmPFC 传入核团的检测和普查。参考既往的文献，运用传统的非选择性的逆行示踪

剂（FG）注射到 dmPFC 内，进行全脑的普查观察到主要是边缘系统的皮层结构、丘

脑内的神经核团、BLA 和海马投射到 dmPFC 内[63]。我们通过两部分结果的对比可

观察到 dmPFC 的传入神经核团基本相同，提示向 dmPFC 内兴奋性神经元和抑制性

神经元的传入核团并没有特异性。皮层内抑制性的神经元主要包括 PV 阳性的、

somatostatin (SOM)阳性的和 vasoactive intestinal peptide (VIP)阳性的神经元等

[74,79,117]。但在 dmPFC 中 PV 阳性和 SOM 阳性抑制性神经元的数目要远远多于 VIP

阳性抑制性神经元的数目[124,161]。运用光遗传学的方法直接光照激活从 BLA 投射来
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的兴奋性神经纤维引起 mPFC 内锥体神经元、PV 阳性神经元和 SOM 阳性神经元的

动作电位和内向电流，不仅对 PV 阳性和 SOM 阳性神经元的兴奋作用要大于对锥体

神经元的兴奋作用，并且 PV 阳性神经元的电流强度和发放的动作电位数目也多于

SOM 阳性神经元[100]。尽管我们的研究中只在 PV-Cre 小鼠中进行了狂犬病毒跨单级

突触标记系统的研究，但也能从一定程度上反应抑制性中间神经元的传入联系，且

与 FG 标记的核团没有太大的差别。 

4.4 dmPFC-vlPAG 的传出投射 

尽管已经有文献报道证实，兴奋 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性的神经元可以产生明

显的镇痛效果，但并不能说明 vlPAG 内所有的 VGLUT2 阳性的神经元均为投射神经

元可以投射到 RVM 内，仍不能排除其为局部兴奋性神经元的可能性[57,110,140,163]。我

们通过荧光原位杂交组织化学方法检测到的 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元数目要

远远多于向 RVM 投射的 FG 逆标神经元的数目也说明了这一点。除了 dmPFC 直接

投射到 vlPAG 内向 RVM 投射的 VGLUT2 阳性神经元外，我们不能排除 vlPAG 内的

VGLUT2 阳性兴奋性中间神经元仍然可以接受 dmPFC 投射的可能性。同时，从 vlPAG

下行投射到 RVM 内的 VGLUT2 纤维除了可以与 5-HT 神经元形成突触外，是否还可

与直接投射到脊髓背角下行调控疼痛的抑制性神经元直接形成突触[28,46,167]，需要在

后面的研究中进一步证实。尽管 dmPFC-vlPAG 神经通路的传出神经元为 VGLUT2

阳性神经元，但我们仍然不清楚 VGLUT2 阳性神经元是以何种神经递质参与了下行

镇痛？谷氨酸虽然可以参与这一过程，但我们不能排除其他肽类、单胺类及调质类

神经活性物质介导 VGLUT2 阳性神经元的下行镇痛作用[97,104,163]。在 vlPAG 内还有

许多的抑制性中间神经元的分布，可对 VGLUT2 阳性神经元产生抑制作用[85,127,140]，

同时也有文献证实 vlPAG 内部分向 RVM 投射的神经元也表达抑制性神经元的标志

物 GAD67[71,106]。这提示抑制性神经元不仅是作为局部中间神经元，而且还可下行调

控 RVM 内的 5-HT 神经元和抑制性神经元参与疼痛的下行调控。运用化学遗传学的

方法特异性的激活 vlPAG 内的抑制性神经元可以易化疼痛，而特异性的抑制 vlPAG

内的抑制性神经元则可产生下行镇痛作用[126]。同时，dmPFC 内的投射神经元是否可

以直接与 vlPAG 内抑制性神经元形成突触呢？还需要后面在 Vgat-Cre 的小鼠上运用

狂犬病毒跨单级突触标记系统进行研究。 
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第二部分 dmPFC-vlPAG神经通路参与慢性痛

下行调控的机能学研究 

 

通过第一部分的形态学研究我们已经知道 dmPFC-vlPAG神经通路不仅可以接受

许多与传递疼痛信息密切相关的皮层中枢、丘脑核团及 BLA 的传入联系，同时还可

直接或间接发出神经纤维到 RVM 内与重要的疼痛下行调控神经元 5-HT 阳性神经元

形成突触。这一系列的神经通路、传入投射和传出投射等形态学的解剖结构基础强

烈提示 dmPFC-vlPAG 神经通路与疼痛的调控密切相关。为了能够进一步的阐明

dmPFC-vlPAG 神经通路对慢性痛的调控及其机制，我们需要在形态学研究的基础上

沉默或者激活 dmPFC-vlPAG 神经通路观察对正常痛阈、慢性疼痛及相应的焦虑抑郁

样行为的影响，并在此基础上探讨 dmPFC 内相应的分子机制。首先，我们运用化学

毁损的方法将双侧 dmPFC 区域损毁观察对动物疼痛阈值、慢性痛时机械性痛敏及焦

虑抑郁样行为的影响。为了明确 dmPFC 向 vlPAG 投射的神经通路在慢性痛及相关负

性情绪中的影响，运用光遗传学的方法将 dmPFC 内的锥体神经元特异性的表达光敏

通道蛋白（hChR2），用蓝光特异性地激活 vlPAG 内由 dmPFC 投射来表达 hChR2 的

神经纤维，观察对慢性痛行为和负性情绪的影响。进一步通过化学遗传学的方法特

异性的激活双侧 dmPFC内的抑制性神经元，观察其对慢性痛行为及负性情绪的影响；

最后通过分子生物学技术和行为药理学的方法来探讨 dmPFC内参与慢性痛调控的分

子机制。通过以上这些机能学的研究，试图阐明 dmPFC-vlPAG 神经通路既可以维持

正常情况下动物的疼痛阈值、参与慢性痛的发生和发展，同时还可对慢性痛后的负

性情绪产生影响。dmPFC 可能为慢性痛和负性情绪间相互促进、相互恶化的关键核

团，而 dmPFC-vlPAG 神经通路在这一现象中发挥了非常重要的作用。 

 



第四军医大学博士学位论文 

59 

 

1 材料 

1.1 实验动物 

本实验所用的动物为清洁级健康雄性成年 C57BL/6J 小鼠（10-12 周，体重 20-25 

g），均购自第四军医大学实验动物中心；所用的转基因小鼠为 Vgat-Cre 小鼠，实验

室从实验动物中心购回雌性 C57 小鼠后自行杂交繁殖。在饲养、繁殖和实验过程中，

实验室均能保证室温 22-25℃，08:00-22:00 的光照时间，适宜的空气湿度并保持通风，

小鼠可自由获得食物、饮水。本实验的全部操作方法均遵循第四军医大学动物使用

和实验动物管理伦理委员会的规定，手术和行为学实验中最大程度减少动物的使用

数量，减轻对动物的创伤。 

1.2 实验材料和试剂 

药物和试剂：海人藻酸(Kainic acid, KA)、磷酸缓冲液（phosphate buffer, PB）、

磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline, PBS）、30%蔗糖溶液、A 液、B 液、二甲基

联苯胺（3,3-diaminobenzidine, DAB）、焦油紫染色液、AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP、

AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin 、 氯 氮 平 （ clozapine-N-oxide, CNO ）、

[R-(R*,S*)]-5-(6,8-dihydro-8-oxofuro[3,4-e]-1,3-benzodioxol-6-yl)-5,6,7,8-tetrahydro-6,6

-dimethyl-1,3-dioxolo[4,5-g]isoquinoliniumiodide (bicuculline) 、 

(S)-(+)-α-amino-4-carboxy-2-methylbenzeneacetic acid (LY367385)等。 

抗体：详细信息如下： 

多克隆兔抗 FOS 血清 ab209794 Abcam, Cambridge, MA, USA 

单克隆兔抗 NeuN 血清 12943 Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, USA 

单克隆小鼠抗 GFAP 血清 MAB3402 Millipore, Billerica, MA, USA 

多克隆鸡抗 GFP 血清 GFP-1020 Aves Labs, Tigard, OR, USA 

多克隆小鼠抗 GAD67 血清 AB2251 Millipore, Billerica, MA, USA 

单克隆小鼠抗 β-actin 血清 A1978 Sigma, St. Louis, MO, USA 

多克隆兔抗 GABAAR 血清 ab72446 Abcam, Cambridge, MA, USA 

多克隆兔抗 mGluR1 血清 ab82211 Abcam, Cambridge, MA, USA 

DAPI SC-3598 Santa Cruz Biotechology, Santa Cruz, 

CA, USA 
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Alexa488 结合的驴抗小鼠 IgG A-21202 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

FITC 结合的山羊抗鸡 IgY A16055 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Alexa594 结合的驴抗兔 IgG A-21207 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Alexa594 结合的驴抗小鼠 IgG A-21203 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Alexa647 结合的驴抗兔 IgG A-31573 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

生物素结合的驴抗兔 IgG AP182B Millipore, Billerica, MA, USA 

HRP 结合的山羊抗兔 IgG ZB-2301 ZSGB-BIO, Beijing, China 

HRP 结合的山羊抗小鼠 IgG ZB-2305 ZSGB-BIO, Beijing, China 

 

2 方法 

2.1 脑内核团立体定位注射 

为毁损双侧 dmPFC 需将 KA 注射到双侧 dmPFC 内，为进行光遗传学研究需将

AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP 注射到单侧 dmPFC 内，为进行化学遗传学研究需将

AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin 注射到 Vgat-Cre 小鼠双侧的 dmPFC 内，均需

要进行脑内核团的立体定位注射，方法、步骤均按照实验室既往定位注射的流程以

及第一部分的具体做法和坐标[26,151,163]。 

野生型的 C57BL/6J 小鼠经 7%水合氯醛进行腹膜腔麻醉（4 mg/kg）后，备皮，

稳固固定于立体定位注射仪（Narishige，日本）上，确保两侧耳杆对称。在充分消

毒后，切开颅顶皮肤将其向两侧掀开，充分暴露 Bregma 和 Lamda 点校正颅顶的平

面。根据小鼠脑图谱定好坐标后，用牙科钻在颅骨上钻孔。分别将 0.2 ul 的 1 μg/μl

的 KA 溶液、0.3 ul 的 AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP（或 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP）

或者 0.3 ul的AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin用前端粘有玻璃电极的微量注射

器（1 ul, Hamilton, NV, USA）立体定位注射到 dmPFC 内（坐标：bregma 前 2.5 mm，

右侧偏 0.4 mm，深度为 2.5 mm）。注射速度为 20 nl/min，留针 10 分钟。定位注射完

成后，消毒并缝合颅顶皮肤，待动物完全清醒后放回笼内继续饲养。注射 KA 一周

后进行行为学的检测，注射两种病毒一个月后分别进行行为学检测。 

2.2 脑内核团埋置光纤和套管 

将 AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP（或 AAV2/2-CaMKIIα-EYFP）注射到 dmPFC
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内 4 周病毒感染充分后，需将光纤埋置到 vlPAG 内进行 dmPFC-vlPAG 神经通路的功

能研究，方法步骤与上述的立体定位注射流程和坐标相似。在此之前首先要制作合

格的光纤，分别将直径 100 μm 的光纤 （百奥金生物科技有限公司，北京，中国）

按照 vlPAG 的深度用光纤剥离器和钻石刀截断光纤约 11 mm，用不同颗粒直径的砂

纸分别对光纤的两头进行打磨、抛光，而后用 AB 胶将光纤和陶瓷头（长度约 7 mm）

粘接到一起，晾干后待用。在埋置光纤前用光强计测试光纤的导光效率和检测是否

有光的散射，只有光纤的导光效率大于 80%才被选择留用，其余的舍弃。 

注射完病毒 4 周后的小鼠经 7%水合氯醛进行腹膜腔麻醉（4 mg/kg）后，备皮，

稳固固定于脑立体定位注射仪（Narishige，日本）上，确保两侧耳杆对称。在充分

消毒后，切开颅顶皮肤将其向两侧掀开，充分暴露 Bregma 和 Lamda 点校正颅顶的

平面。根据小鼠脑图谱定好坐标后，用牙科钻在颅骨上钻孔。用电极夹持器将上述

制作的带有陶瓷头的光纤立体定位置于和注射病毒同侧的 vlPAG 内（坐标：bregma

后 4.8 mm，右侧偏 0.5 mm，深度为 2.6 mm）。先用强力胶水将光纤粘于颅骨的表面，

在前脑上方的颅骨两侧分别固定两枚螺丝钉而后用牙科水泥将光纤和螺丝钉牢固固

定于颅骨表面，不需要缝合皮肤待牙科水泥晾干和动物清醒后放回笼内继续饲养。

埋置光纤一周动物恢复后进行行为学的检测。 

为向 dmPFC 内注射 GABAAR 和 mGluR1 的拮抗剂，按照实验室之前的方法，

需将套管埋置于 dmPFC 处[27,149,150]。正常野生型的 C57 小鼠经 7%水合氯醛进行腹膜

腔麻醉（4 mg/kg）后，备皮，稳固固定于脑立体定位注射仪（Narishige，日本）上，

确保两侧耳杆对称。在充分消毒后，切开颅顶皮肤将其向两侧掀开，充分暴露 Bregma

和 Lamda 点校正颅顶的平面。根据小鼠脑图谱定好坐标后，用牙科钻在颅骨上钻孔。

而后用套管夹持器将按照 dmPFC 的深度购买的导管（62002，OD 0.56 X ID 0.38 mm，

长 3.0 mm，瑞沃德生命科技有限公司，深圳，中国）立体定位置于 dmPFC 的上方（坐

标：bregma 前 2.5mm，右侧偏 0.4 mm，深度为 2.2 mm）。先用强力胶水将套管粘于

颅骨的表面，在脑干上方的颅骨两侧分别固定两枚螺丝钉而后用牙科水泥将导管和

螺丝钉牢固固定于颅骨表面，不需要缝合皮肤待牙科水泥晾干和动物清醒后将导管

帽（62102，OD 0.30 mm，瑞沃德生命科技有限公司）拧到导管上，动物放回笼内继

续饲养。埋置导管一周动物恢复后进行行为学的检测。 
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2.3 免疫组织化学染色 

2.3.1 组织准备 

1) 灌注固定：待 KA 毁损双侧 dmPFC、光遗传学病毒感染 dmPFC 和化学遗传

性病毒感染 dmPFC 及 dmPFC 内放置套管的小鼠完成所有行为学检测后，用 100 

mg/kg 的戊巴比妥溶液腹膜腔注射，使动物深度麻醉；同第一部分所述，用心脏灌注

的方法，将灌注的尖针插入动物的左心室，先用约 20 ml 的 0.01 M PBS 冲去体内血

液，而后用含 4%多聚甲醛的 0.1 M PB 溶液 50 ml 进行灌注固定； 

2) 取材、后固定、脱水：去除颅骨后将小鼠全脑完整取出，放入上述 4%的多

聚甲醛固定液中后固定，4℃后固定 6 小时，而后将脑组织浸泡于 30%的蔗糖溶液中，

4℃至脑组织沉底； 

3) 包埋切片：分别将含 dmPFC 或 vlPAG 的脑组织用 OCT 包埋后，用恒冷箱切

片机做冠状切片，片厚为 40 μm，分别收入 0.01 M PBS 中，漂洗 3 次后进行后续的

注射区、投射区观察和相应的免疫组织化学染色。 

2.3.2 Nissl 染色 

1) 裱片、脱脂：将上述漂洗后的 KA 或 Saline 注射入 dmPFC 的切片裱于挂有

明胶的载玻片上晾干，而后置于 75%的酒精中，放入 37℃恒温箱中孵育过夜； 

2) Nissl 染色：将脱脂后的切片先用双蒸水冲洗掉酒精，而后将其放入焦油紫染

色液中染色约 3 个小时； 

3) 分色、脱水、透明及封片：焦油紫染色后的切片经 70%酒精、80%酒精、氯

仿酒精分色、95%酒精（显微镜下观察决定脱色的时间）、100%酒精、100%酒精、

二甲苯 I 和 II 后，中性树胶封片。 

2.3.3 DAB 染色 

1) 封闭非特异性抗原：将上述漂洗后的 KA 或 Saline 注射入 dmPFC 的切片用

含 10%正常驴血清（normal donkey serum, NDS）的 0.01 M PBS （v/v）室温下孵育

封闭 30 分钟； 

2) 孵育一抗：将封闭后的切片直接放入用抗体稀释液（5% NDS, v/v；0.3% 

TritonX-100，v/v；0.25%角叉菜胶，w/v；0.05%叠氮钠，w/v）稀释的单克隆兔抗 FOS

血清（1:500）中，室温下孵育过夜； 

3) 孵育二抗：孵育完一抗的切片用 0.01 M PBS 漂洗（3 次，10 分钟/次）后，
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移入用上述抗体稀释液稀释的生物素结合的驴抗兔 IgG（1:500），室温下孵育 5 小时； 

4) A、B 液孵育：将 A 液（1:200）和 B 液（1:200）提前 30 分钟用 0.01 M PBS 

稀释、混合，将上述切片用 0.01 M PBS 漂洗后移入 A、B 混合液中，室温下孵育 3

小时； 

5) DAB 反应：切片漂洗后，进行 DAB 反应，每 5 ml 的 Tris-HCL (pH=7.6)溶解

1 mg 的 DAB 并加入 10 μl 的 0.3%双氧水，边反应边观察，至阳性结果显示完成后，

终止反应； 

6) 裱片、脱水透明及封片：反应完的切片经漂洗后，裱于挂过明胶的载玻片上，

晾干后依次经过 70%、80%、90%、95%、100%、100%的梯度酒精脱水和两次二甲

苯透明，最后用中性树胶进行封片，待中性树胶晾干后观察。  

2.3.4 免疫荧光组织化学染色 

1) 封 闭 非 特 异 性 抗 原 ： 将 上 述 漂 洗 后 的 KA 注 射 入 dmPFC ，

AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP 注 射 入 dmPFC ，

AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin注射入dmPFC及套管置入 dmPFC的切片用含

10% NDS 的 0.01 M PBS 室温下孵育封闭 30 分钟； 

2) 孵育一抗：将封闭后的切片直接放入用抗体稀释液稀释的一抗混合液中：单

克隆兔抗 NeuN 血清（1:200）/单克隆小鼠抗 GFAP 血清（1:2,000）；单克隆兔抗 FOS

血清（1:500）；单克隆鸡抗 GFP 血清（1:200）/单克隆小鼠抗 GAD67 血清（1:500）

/单克隆兔抗 FOS 血清（1:500）；室温下孵育过夜； 

3) 孵育二抗：孵育完一抗的切片用 0.01 M PBS 漂洗后，移入用上述抗体稀释

液稀释的一抗混合液中： Alexa488 结合的驴抗小鼠 IgG（1:500）/ Alexa594 结合的

驴抗兔 IgG（1:500）；Alexa594 结合的驴抗兔 IgG（1:500）；FITC 结合的驴抗鸡 IgG

（1:500）/Alexa594 结合的驴抗小鼠 IgG（1:500）/ Alexa647 结合的驴抗兔 IgG（1:500）；

室温下孵育 5 小时； 

4) DAPI 衬染：最后一组切片用 0.01 M PBS 漂洗后，加入用 0.01 M PBS 稀释

的 DAPI（1:10, 000, Molecular Probes）溶液中，室温下孵育 15 分钟； 

5) 裱片、封片：步骤 3）和步骤 4）中的切片用 0.01 M PBS 漂洗后，在避光环

境下裱到干净的载玻片上，晾干后用上述的含抗淬灭剂的荧光封片剂封片，4℃避光

保存。 
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2.4 CPNL 痛模型的制备 

按照文献报道中已有的详细方法进行手术[25,142]。 

野生型的 C57BL/6J 小鼠或者 Vgat-Cre 的小鼠经 7%水合氯醛进行腹膜腔麻醉（4 

mg/kg）后，眼睛上涂眼膏防止对动物眼睛的损伤，剃去膝关节周围约 2 cm X 2 cm

的毛发，将动物侧躺放置。消毒后，待小鼠对夹持的伤害性测试无反应后开始手术。

在膝关节外侧的皮肤前、后肌群之间可见一明显的凹陷，沿着这条凹陷从腓骨小头

开始纵行切开皮肤约 1 cm 长的切口。切开皮肤后可见在后群肌肉下有一条白色的类

似筋膜样的结构，便是腓总神经（common peroneal nerve, CPN）。将皮下覆盖在肌肉

上方的筋膜去除后，可将 CPN 暴露出来。将后群肌肉向外侧和后侧牵拉后将 CPN

暴露更加明显，可见与之伴行的动脉血管，可帮助判断是否为 CPN。用 5 号尼龙手

术缝线将 CPN 进行结扎，结扎时慢慢拉紧至看到小鼠后足明显的屈背反射后停止。

不可过分用力以免因线的切力太大将神经切断，注意放置缝线的过程中不可损伤或

者将伴行动脉一起结扎。结扎后只需用缝线将皮肤缝合，消毒后注意保温等待动物

清醒。在此模型中并未将神经切断，更未对肌肉造成损伤因此对小鼠的运动功能影

响较小。 

假手术组的小鼠仅在切开皮肤和皮下筋膜，将后侧肌群向后和向外拉开暴露

CPN 后，直接将皮肤缝合，而不对神经进行结扎操作。动物清醒后放回笼内饲养，

术后第 1 天便可检测小鼠后足的机械性痛阈的改变。 

2.5 机械性痛阈值的检测 

根据我们实验室以前的试验方法[158,164]，按照刺激强度由低到高的顺序进行测

定。为保证结果的稳定性，在实验前 1 周就令动物对行为学房间进行适应。同时，

我们也采用盲法进行检测，检测人员事先不知道动物的分组情况。 

将小鼠置于金属网上透明的有机玻璃盒中（7 cm X 7 cm X 10 cm），金属网距离

实验台约 30 cm，先让小鼠适应 30 min 后进行检测。当小鼠在盒内相对安静时，用

vonFrey 纤维丝 0.04g（2.44），0.07 g（2.83），0.16 g（3.22），0.4 g（3.61），0.6 g（3.84），

1.0 g（4.08），1.4 g（4.17）（Stoelting, Kiel, WI, USA）由下向上垂直于小鼠后足中央

刺激足底皮肤直至纤维丝弯曲呈 S 形，每次持续 3 s，如果出现明显的与 vonFrey 丝

刺激相关地缩足、添足或抬足反应，均视为阳性反应，同一足底刺激的两次测试时
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间间隔 10 min。对小鼠手术同侧和对侧足均进行测试，每个刺激强度给予 5 次刺激

有超过 3 次反应的刺激强度便记为小鼠后足回缩阈值（paw withdral threshold, PWT），

即机械性痛阈值。在 CPNL 手术后 1 天、3 天、7 天和 14 天分别进行测定。对于小

鼠 CPNL 手术后异常性疼痛的测定，只用 0.04g 的纤维丝进行测试（正常的小鼠很少

会对其有阳性的缩足、抬足或添足反应），每侧后足共测试 10 次，刺激和反应标准

同前，分别记录反应的次数后计算反应的百分比。 

2.6 旷场实验（open field, OF）检测动物的负性情绪 

根据我们既往的研究[118,165]，在本研究中心内旷场行为学实验室开展实验。为保

证结果的稳定性，在实验前 1 周就会使动物对行为学房间进行适应。同时，我们也

采用盲法进行检测，检测人员事先不知道动物的分组情况。 

测试前提前 30 min 将小鼠放入旷场行为室，测试时将小鼠置于白色背底的 50 cm 

X 50 cm X 45 cm 的方形盒子中央区域，通过摄像记录系统记录小鼠 15 分钟内在旷

场内的活动（上海移数科技信息有限公司，上海，中国）。实验过程中用红色的灯光

保持微弱照明，保持房间内的通风和安静。摄像完成后用配套的系统软件对动物的

活动轨迹进行分析并生成轨迹图和导出相应的数据。本实验中选取小鼠在旷场内的

活动总路程作为评价动物运动能力和欲望的指标，小鼠在旷场中央 50%区域活动的

时间占总活动时间的百分比作为评价动物焦虑抑郁样行为的指标。 

2.7 高架十字迷宫实验（elevated plus maze, EPM）检测动物的负性情绪 

同样根据我们既往的研究[118,165]，在高架十字迷宫行为学实验室开展实验。为保

证结果的稳定性，在实验前 1 周就会使动物对行为学房间进行适应。同时，我们也

采用盲法进行检测，检测人员事先不知道动物的分组情况。 

测试前提前 30 min 将小鼠放入高架十字迷宫行为室，测试时将小鼠置于白色背

底的高架十字迷宫中，通过摄像记录系统记录小鼠 5 分钟内在旷场内的活动（上海

移数科技信息有限公司）。该迷宫由垂直交叉的开放臂（open arms, OA, 60 cm X 5cm）

和闭合臂（closed arms, OA, 60 cm X 5cm X 25 cm）构成，交叉处为 5 cm X 5 cm 的

中央区域，迷宫距地面高 50 cm。测试开始将小鼠置于中央区使头朝向开放臂，高架

实验过程中用动物照明灯进行照明，保持放间内的通风和安静。摄像完成后用配套

的系统软件对动物的活动轨迹进行分析并生成轨迹图和和导出相应的数据。本实验
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中选取在EPM内小鼠在开放臂活动的时间占总时间的百分比和小鼠进入开放臂的次

数占进入开放和闭合臂总次数的百分比作为评价动物焦虑抑郁样行为的指标。 

2.8 光遗传学、化学遗传学和行为药理学方法对动物机械性痛阈值和旷场高架行为

学的检测 

为深入研究 dmPFC-vlPAG 神经通路对慢性痛的调控和对负性情绪的影响，分别

采用光遗传和化学遗传的方式特异性激活的 dmPFC-vlPAG 神经通路或者是 dmPFC

内的抑制性中间神经元。在实验过程中，我们也采用盲法进行检测，检测人员事先

不知道动物的分组情况。 

在进行行为学测试前先将动物放置在相应的行为学实验室内适应后，先将激光

器（BOGS-1，百奥金生物科技有限公司，北京，中国）的光纤与小鼠的陶瓷头连接

起来，使小鼠适应 30 分钟，而后分别进行机械性痛阈值、旷场和高架十字迷宫行为

实验的检测。实验中所使用的蓝光（波长 473 nm）频率为 20 Hz，光强度为 10 mW，

检测机械性痛阈值时，在激光刺激前先测得小鼠的机械性痛阈值，光照刺激时再检

测小鼠的机械性痛阈值，刺激参数为开 2 分钟-关 2 分钟-开 2 分钟，持续刺激至将

阈值测出。在测定小鼠在旷场和高架十字迷宫内的行为时，直接将小鼠放置在旷场

和高架十字迷宫中连续测试 9 分钟的运动轨迹，刺激参数为 3 分钟关-3 分钟开-3 分

钟关，频率和强度同上。 

在用化学遗传学的方法进行行为学测试前先将动物放置在相应的行为学实验室

内适应后，腹膜腔注射氯氮平（CNO, C0832, Sigma）1 mg/kg 后，使小鼠适应 30 分

钟，而后分别进行机械性疼痛阈值、旷场和高架十字迷宫行为实验的检测。所使用

的方法均与正常测定疼痛阈值、旷场行为测试和高架十字迷宫行为测试相同。 

在用行为药理学的方法进行行为学测试前先将动物放置在相应的行为学实验室

内适应后，将通过 PE 管（62320，OD 0.85 X ID 0.42 mm，瑞沃德生命科技有限公司）

与微量注射泵相连的注射内管（62202，OD 0.36 X ID 0.20 mm，瑞沃德生命科技有

限公司）插入给药导管内并用锁紧螺帽（62502，OD 0.30 X L 7.0 mm，瑞沃德生命

科技有限公司）固定，使小鼠适应 30 分钟后，分别注射 GABAAR 的特异性拮抗剂

bicuculline (14343, Sigma, St. Louis, MO, USA) 0.1 ug或者是 mGluR1 的特异性拮抗剂

LY367385 (1237, Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom) 0.4 nmol，两者均用生理
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盐水进行稀释，而后分别进行机械性疼痛阈值、旷场行为和高架十字迷宫行为实验

的检测。注射给药的体积为 0.4 μl, 给药速度为 50 nl/min，所使用的方法均与正常测

定疼痛阈值、旷场行为测试和高架十字迷宫行为测试相同。 

2.9 Western blot 检测 

2.9.1 组织准备 

腹膜腔注射 25%乌拉坦溶液（6 mg/kg）将小鼠深度麻醉后，断头、开颅取脑，

将前脑切开后置于冰上的培养皿中，用手术刀切取 CPNL 对侧的 dmPFC，并放入干

净 1.5 ml 离心管中，-80℃保存备用。 

2.9.2 提取总蛋白 

取出 dmPFC 的组织称重后，放置于冰上待用；每管组织中加入 200 μl 含有蛋白

酶和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液，超声粉碎后在冰上放置 30 分钟；高速离心机内，

4℃，12000 r/min 离心 10 分钟；吸取上清液，移入新的 1.5 ml 离心管中；使用 Pierce 

BCA 法蛋白定量试剂盒，测定每个样品的总蛋白浓度；计算后，用 5 X SDS 上样缓

冲液按 4:1 加入到蛋白样品中进行稀释，使所有样品的蛋白浓度相同，99℃加热 5

分钟，蛋白质变性后置于-20℃保存。 

2.9.3 蛋白质聚丙烯酰胺凝胶电泳 

1) 清洁制胶专用的玻璃板，准备组装制胶装置。 

2) 配制 10%的分离胶（共 10 ml）：双蒸水 2.7 ml，30%的 Arc-Bis（29:1）3.3 ml，

1 mol/L Tis (pH 8.8) 3.8 ml，10%的 SDS 0.1 ml，10%的 AP 0.1 ml 和 TEMED 10 ul，

将其充分混匀后加入玻璃板夹层之间，为保证压缩胶的长度使分离胶上缘与低玻璃

板上缘的距离比梳齿的长度长约 1 cm；在分离胶溶液上方吸入一层异丙醇，待分离

胶室温下凝固后，倒掉异丙醇。 

3) 配制 6%的压缩胶（3 ml）：双蒸水 2.1 ml，30%的 Arc-Bis（29:1）0.5 ml，1 mol/L 

Tis (pH 8.8) 0.38 ml，10%的 SDS 0.03 ml，10%的 AP 0.03 ml 和 TEMED 6 ul，充分混

匀后加到分离胶上层，立刻插入配套的干净梳子，室温下凝固。 

4) 加样：凝固后拔出梳子，用蒸馏水冲去多余的胶块，并将凝胶玻璃板固定于

电泳仪上；在电泳槽内加入 500 ml 的电泳缓冲液后，取出保存的蛋白样品依次加入

上样孔中，并在一侧加入标准蛋白 Marker。 
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5) 电泳：根据正负极接通电源后开始电泳，压缩胶采用恒压 80 mV，分离胶采

用恒压 120 mV，直至溴酚蓝到达分离胶的底部。 

2.9.4 湿法转膜 

电泳完成后将凝胶轻轻取出，根据 Marker 把多余的凝胶切掉，GABAAR 蛋白约

为 55 kDa，mGluR1 蛋白约为 110 kDa，β-actin 约为 42 kDa；根据凝胶的大小裁剪２

张滤纸和１张预先在甲醇中激活的 PVDF 膜；在转膜缓冲液中进行组装，从黑色夹

板开始，依次放置海绵垫、滤纸、分离胶、PVDF 膜、滤纸、海绵垫和白色夹板，尽

量排除每层之间的气泡；接通电源，在冰盒中恒流 300 mA 转膜 120 分钟；转膜结束

后做好标记，放入 TBS-T 溶液漂洗。 

2.9.5 孵育抗体、发光检测 

1) 封闭：将膜放入含 5%脱脂奶粉的 TBS-T 中，室温下摇床慢摇封闭 1 小时。 

2) 孵育一抗：加入用 TBS-T 溶液稀释的一抗溶液中，单克隆兔抗 GABAAR 血

清（1:1000）或单克隆兔抗 mGluR1 血清（1:1000）或单克隆小鼠抗 β-actin 血清

（1:5000），室温下孵育 4 小时后放入 4℃孵育过夜。 

3) 孵育二抗：TBS-T 溶液漂洗 3 次后，加入用 TBS-T 溶液稀释的二抗溶液中，

HRP 结合的驴抗兔 IgG（1:5000）或 HRP 结合的山羊抗小鼠 IgG（1:5000），室温下

孵育 2 小时。 

4) 发光检测和分析：TBS-T 溶液漂洗 3 次后，用 ECL 增强发光试剂盒，避光

下按照 1:1 体积比混合 2 种检测试剂，将发光液滴到膜上放入 Bio-Rad 化学发光仪中，

选择好曝光时间后获取图像，用其自带的软件进行调整将条带图导出；条带的密度

用 Image J 软件进行分析，每个样本的蛋白质含量均用蛋白质的密度相对于其对应的

β-actin 密度的比值来标示。 

2.10 染色切片观察和图像采集 

dmPFC 注射 AAV2/2-CaMKIIα-hChR2-EYFP 并将光纤埋置到 vlPAG 内进行

dmPFC-vlPAG 神经通路光遗传研究的动物和注射到 Vgat-Cre 小鼠双侧 dmPFC 内

AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin 进行化学遗传的动物的切片在避光的环境下

裱于载玻片上，用封片剂封片后，可直接用荧光显微镜（Olympus BX-60; Tokyo, 

Japan）观察EYFP和mCitrin病毒的注射区和投射区（用蓝色荧光分别观察AAV-EYFP
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和 AAV-mCitrin 病毒的感染情况）。并用 CCD 摄像系统直接拍照采集图像。免疫荧

光组织化学染色的切片用激光共聚焦显微镜（FV1000, Olympus, Tokyo, Japan）观察

并拍照采集图像。不同的荧光蛋白或抗体选择合适的激发波长和发射波长：

Alexa488、EYFP 和 FITC 的激发波长为 488 nm，发射波长为 520 nm；Alexa594 的

激发波长为 594 nm，发射波长为 618 nm；Alexa647 的激发波长为 647 nm，发射波

长为 666 nm。采用显微镜自带的图像软件（FV10-ASW 1.7; Olympus）采集图像，并

存储为 OIB 格式，用软件将图片的明暗度和对比度调好后输出为 TIFF 格式。对于

DAB 染色的切片用明视野显微镜（AHBT3, Olympus）进行观察并采集图像。 

2.11 结果统计和分析 

参照小鼠脑图谱（George Paxinos 和 Keith B. J. Franklin 主编，第 2 版），对 dmPFC

和 vlPAG 进行边界和亚区的划分。统计时用平均值±标准误来标示，并用单或双因素

方差分析（ANOVA）进行统计分析，P<0.05 被认为有显著性统计学差异。 

3 结果 

3.1 化学毁损双侧 dmPFC 对慢性痛及其负性情绪的影响 

为了研究 dmPFC-vlPAG 神经通路在慢性痛下行调控中发挥的作用，我们首先将

KA 立体注射到双侧的 dmPFC 内，由于 KA 产生的细胞兴奋性毒性非特异性的损毁

dmPFC 内的神经元，观察化学毁损双侧 dmPFC 后对小鼠基础的机械性痛阈值、慢性

痛后的机械性痛敏及小鼠在旷场和高架十字迷宫中行为学的影响 (图 2-1)。 

 

图 2-1 化学毁损双侧 dmPFC 实验过程流程图 

CPNL，腓总神经结扎；EPM，高架十字迷宫；OF，旷场实验；PWT，后足回缩阈值。 

 

为了更清楚的显示 KA 对 dmPFC 的损毁效果，我们分别通过 Nissl 染色、FOS

免疫组织化学染色和 GFAP/NeuN 免疫荧光双标的方法来确实 KA 对 dmPFC 的化学
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毁损。Nissl染色结果显示注射KA后相比较于生理盐水注射到dmPFC内，双侧dmPFC

内的细胞排列紊乱，细胞密度明显下降（图 2-2 A 和 B）。我们进而检测了 CPNL 手

术后 dmPFC 内 FOS 蛋白的表达情况，在生理盐水对照组小鼠 dmPFC 内可见有大量

的 FOS 阳性神经元的分布，说明慢性痛后可以激活 dmPFC 内的一部分神经元；而

注射 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后，在慢性痛的条件下并未观察到 dmPFC 内有非常

密集 FOS 蛋白的表达（图 2-2 C 和 D）。 

 

图 2-2 Nissl 染色和免疫组织化学染色显示 KA 注射到 dmPFC 的毁损情况 

图 A-B 分别显示生理盐水或 KA 注射到 dmPFC 后 Nissl 染色的情况；图 C-D 分别显示生理

盐水或KA注射到dmPFC且行CPNL手术后，该核团内FOS蛋白的DAB染色情况。Scale bars=200 

μm (图 B、D，适用 A、C) 

 

为进一步明确 KA 的化学毁损效果，根据 KA 毁损后会导致明显胶质细胞增生

的特点[47,138]。我们运用免疫荧光双标的方法检测了星形胶质细胞的标志物 GFAP 和

神经元的标志物 NeuN 在 dmPFC 内的表达情况。可观察到注射 KA 化学毁损后注射

区内有大量 GFAP 的表达，明显高于周围的区域，同时此区域内的 NeuN 表达密度和

强度有明显的下降，低于周围区域的表达（图 2-3）。这一结果再次展示了 KA 注射

到 dmPFC 后确实可以对其产生化学毁损的效果，因细胞的兴奋性毒性杀死 dmPFC
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内的大量神经元，而对神经元的性质并无选择。 

 

图 2-3 KA 注射到 dmPFC 化学毁损后，免疫荧光双标染色显示 GFAP 和 NeuN 在 dmPFC 内的

表达情况 

图 A-C 为免疫荧光组织化学双标染色显示的 GFAP 免疫阳性的星形胶质细胞（绿色）和神

经元的标志物 NeuN 免疫反应（红色）的共存情况。fmi，胼胝体小钳。Scale bars=5 μm (图 C，

适用 A、B) 

 

注射 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后会对动物的疼痛阈值产生什么样的作用呢？在

注射 KA 7 天后，我们首先检测了对动物基础机械性痛阈的影响。图 2-4 A 所示，注

射 KA 毁损双侧 dmPFC 后可显著降低两侧后足的正常疼痛阈值（同侧后足：注射前

为 1.16±0.10 g，注射后为 0.56±0.12 g，P<0.05，成对 t 检验，n=5；对侧后足，注射

前为 1.16±0.10 g，注射后为 0.56±0.04 g，P<0.05，成对 t 检验，n=5），而双侧注射生

理盐水后对同侧后足（注射前为 1.16±0.16 g，注射后为 1.16±0.10 g，P>0.05，成对 t

检验，n=5）和对侧后足（注射前为 1.08±0.15 g，注射后为 1.0±0.18 g，P>0.05，成

对 t 检验，n=5）的正常疼痛阈值并无明显的改变。接着我们在 KA 注射 7 天测试完

所有的行为学后，在相同的动物上实施腓总神经结扎（CPNL），建立 CPNL 慢性神

经病理性痛模型。手术后的第 1、3、7 和 14 天分别监测了动物的手术同侧足和对侧

足的机械性痛阈值的改变。腓总神经结扎后无论是同侧后足还是对侧后足随着时间

变化均可观察到进行的疼痛改变（图 2-4 B 和 C）。双侧 dmPFC 内注射 KA 化学毁损

组动物的机械性痛敏进展更加快，相对于双侧 dmPFC 内注射生理盐水的动物易化了

慢性痛的机械性痛敏（同侧后足，F(1, 32)=6.07, P=0.04，two-way repeated measures 
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ANOVA，n=5；对侧后足 F(1, 32)=4.22, P=0.07，two-way repeated measures ANOVA，

n=5）。用 Bonferroni posttests 在 CPNL 术后第 3 天可观察到对侧后足显著性地易化疼

痛的效果（t=2.97, P<0.05）。为了能够更加灵敏地反应出化学毁损双侧 dmPFC 后对

疼痛的易化作用，我们用正常情况下不会引起疼痛的机械性刺激来观察化学毁损双

侧 dmPFC 后对小鼠慢性神经病理性痛后异常性痛的影响。在正常时用 0.04 g 的

vonFrey 丝刺激小鼠的后足并无缩足、添足和抬足等的阳性反应，化学毁损双侧

dmPFC 后，后足对该刺激的阳性反应也未见明显的增加（图 2-4 D, P>0.05，成对 t

检验，n=5）。CPNL 后小鼠的同侧后足和对侧后足对这一非伤害性的刺激反应明显增

加，KA 化学毁损双侧 dmPFC 后显著易化了这种异常性的疼痛反应（同侧后足，F(1, 

32)=9.80, P=0.014，two-way repeated measures ANOVA，n=5；对侧后足 F(1, 32)=10.68, 

P=0.011，two-way repeated measures ANOVA，n=5）。用 Bonferroni posttests 在同侧后

足的术后第 3 天（t=2.86, P<0.05），第 7 天（t=3.86, P<0.01）和对侧后足的术后第 1

天（t=3.43, P<0.01），第 3 天（t=3.05, P<0.05），第 7 天（t=3.43, P<0.01）均可观察

到双侧 dmPFC 化学毁损后对慢性痛的易化作用。 

上述疼痛行为学的结果提示我们，注射 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后不仅可以降

低小鼠正常的疼痛阈值，并且还可降低慢性痛后小鼠的机械性痛阈值，增加小鼠对

非伤害性刺激的反应，产生更加明显的异常性疼痛。这一系列的改变证实，化学毁

损双侧 dmPFC 后对慢性痛产生了明显的下行易化作用，或者是将原先 dmPFC 产生

的下行镇痛作用明显减弱所导致的易化疼痛阈值的效果。 
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图 2-4 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后对小鼠双侧后足正常疼痛阈值及慢性神经病理性痛后机械性

痛阈值和异常性疼痛的影响 

图 A 显示的为 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后对小鼠双侧后足正常疼痛阈值的影响，**P<0.01，

成对 t 检验，n=5；图 B 和 C 显示的为 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后分别对小鼠 CPNL 手术同侧

后足（n=5，P=0.04，two-way repeated measures ANOVA）和对侧后足（n=5，P=0.07，two-way repeated 

measures ANOVA）疼痛阈值的影响，用Bonferroni posttests在对侧足的术后第3天（t=2.97, P<0.05）

可观察到显著性的易化疼痛的效果；图 D 显示的为 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后对小鼠双侧后足

对非伤害性刺激反应的影响，n=5；图 E 和 F 显示的为 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后分别对小鼠

CPNL 手术同侧后足（n=5，P=0.014，two-way repeated measures ANOVA）和对侧后足（n=5，

P=0.011，two-way repeated measures ANOVA）对非伤害性刺激反应的影响，用 Bonferroni posttests

在同侧足的术后第 3 天（t=2.86, P<0.05），第 7 天（t=3.86, P<0.01）和对侧足的术后第 1 天（t=3.43, 

P<0.01），第 3 天（t=3.05, P<0.05），第 7 天（t=3.43, P<0.01）可观察到显著性的易化疼痛的效果；

*P<0.05, **P<0.05。 

 

慢性疼痛往往和负性情绪是相互伴随出现，并且相互促进的。既然注射 KA 化

学毁损双侧 dmPFC 后可以易化疼痛或是减弱下行镇痛的作用，那么化学毁损双侧

dmPFC 后对小鼠在旷场和高架十字迷宫内的行为有何种影响呢？首先我们运用旷场

行为学实验测试了注射 KA 7 天后小鼠在旷场内行为学的改变。图 2-5 A 所示，注射

KA 前、注射 KA 7 天后（毁损双侧 dmPFC）及注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天，

分别记录小鼠在旷场内的行为学轨迹。可以观察到注射 KA 毁损双侧 dmPFC 后小鼠

在旷场内的活动轨迹的总路程明显减少，且多在旷场的四周活动，在旷场中央区的

活动轨迹也明显减少。用配套的软件对运动轨迹和时间进行分析，小鼠运动的总路

程在 dmPFC 内注射生理盐水各组之间无明显的差异（图 2-5 B，F(2, 8)=0.11, P=0.90，

one-way repeated measures ANOVA，n=5），用 Turkey’s post hoc 检验，dmPFC 内注射

生理盐水 7 天后对小鼠运动的总路程并不会对产生影响（P>0.05），dmPFC 内注射生

理盐水且行 CPNL 术后 14 天对小鼠在旷场内的运动总路程也未产生明显的影响

（P>0.05）。而小鼠旷场中央区活动时间的百分比在 dmPFC 内注射生理盐水各组之

间有明显的差异（图 2-5 C，F(2, 8)=5.97, P=0.03，one-way repeated measures ANOVA，

n=5），用 Turkey’s post hoc 检验，dmPFC 内注射生理盐水后对小鼠旷场中央区活动
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时间的百分比并不会对产生影响（P>0.05），dmPFC 内注射生理盐水且行 CPNL 术后

14 天可显著降低动物在旷场中央区内活动时间的百分比（P<0.05）。小鼠运动的总路

程在 dmPFC 内注射 KA 化学毁损各组之间有显著性的差异（图 2-5 B，F(2, 8)=24.97, 

P<0.001，one-way repeated measures ANOVA，n=5），用 Turkey’s post hoc 检验，无

论是注射 KA 7 天后（毁损双侧 dmPFC）（P<0.05）还是注射 KA 7 天+CPNL 手术后

14 天（P<0.01）均可显著性的降低小鼠在旷场内的活动总路程，但注射 KA 7 天后（毁

损双侧 dmPFC）和注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天间无明显的差异（P>0.05）。结

果类似的是，小鼠在旷场中央区活动时间的百分比在 dmPFC 内注射 KA 化学毁损各

组之间有显著性的差异（图 2-5 C，F(2, 8)=9.33, P<0.01，one-way repeated measures 

ANOVA，n=5），用 Turkey’s post hoc 检验，无论是注射 KA 7 天后（毁损双侧 dmPFC）

（P<0.05）还是注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天（P<0.01）均可显著性的降低小鼠

在旷场中央区内活动时间的百分比，但注射 KA 7 天后（毁损双侧 dmPFC）和注射

KA 7 天+CPNL 手术后 14 天间小鼠在旷场中央区活动时间的百分比无明显的差异

（P>0.05）。 

 

图 2-5 KA 化学毁损双侧 dmPFC 对正常情况及慢性神经病理性痛后小鼠在旷场内行为学的影响 

图 A 显示的为注射 KA 前、注射 KA 7 天后（化学毁损双侧 dmPFC）及注射 KA 7 天+CPNL

手术后 14 天，小鼠在旷场内的活动轨迹图；图 B 和 C 分别为对注射生理盐水或 KA 前、注射生

理盐水或 KA 7 天后（化学毁损双侧 dmPFC）及注射生理盐水或 KA 7 天+CPNL 手术 14 天后小

鼠在旷场内的活动总路程和在旷场中央区活动时间百分比的统计图。*P<0.05，**P<0.01，

***P<0.001 为 dmPFC 内注射生理盐水或 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天与注射生理盐水或 KA 前

的统计结果，one-way repeated measures ANOVA，Turkey’s post hoc 检验，n=5；#P<0.05，为 dmPFC
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内注射生理盐水或KA 7天+CPNL手术后 14天与注射生理盐水或KA 7天后的统计结果，one-way 

repeated measures ANOVA，Turkey’s post hoc 检验，n=5；$P<0.05，$$P<0.01 为 dmPFC 内注射

生理盐水或 KA 7 天后与注射生理盐水或 KA 前的统计结果，one-way repeated measures ANOVA，

Turkey’s post hoc 检验，n=5；ns, no significant difference。 

 

接下来，我们运用高架十字迷宫行为学实验测试了化学毁损双侧 dmPFC 后小鼠

的行为学改变。图 2-6 A 所示，注射 KA 前、注射 KA 7 天后（毁损双侧 dmPFC）及

注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天，分别记录小鼠在高架十字迷宫内的行为学轨迹。

可以观察到注射 KA 毁损双侧 dmPFC 后小鼠在开放臂内的活动轨迹明显减少，相对

应的主要是在闭合臂内活动，进入开放臂内次数也明显减少。用配套的软件对运动

轨迹和时间进行分析，小鼠在开放臂内活动时间的百分比在 dmPFC 内注射生理盐水

各组之间有显著性的差异（图 2-6 B，F(2, 8)=13.22, P<0.01，one-way repeated measures 

ANOVA，n=5），用 Turkey’s post hoc 检验，dmPFC 内注射生理盐水后并不会对小鼠

在开放臂内活动时间的百分比产生显著的影响（P>0.05），但 dmPFC 内注射生理盐

水且行 CPNL 手术后 14 天相对与 dmPFC 内注射生理盐水前（P<0.01）或者单独注

射生理盐水（P<0.01）可显著降低动物在开放臂内活动时间的百分比。结果类似的

是，小鼠进入开放臂内次数的百分比在 dmPFC 内注射生理盐水各组之间有显著性的

差异（图 2-6 C，F(2, 8)=20.28, P<0.001，one-way repeated measures ANOVA，n=5），

用 Turkey’s post hoc 检验，dmPFC 内注射生理盐水后并不会对小鼠进入开放臂内次

数的百分比产生显著的影响（P>0.05），但 dmPFC 内注射生理盐水且行 CPNL 手术

后 14 天相对与 dmPFC 内注射生理盐水前（P<0.01）或者单独注射生理盐水（P<0.01）

可显著降低动物进入开放臂内次数的百分比。小鼠在开放臂内活动时间的百分比在

双侧 dmPFC 内注射 KA 化学毁损各组之间有显著性的差异（图 2-6 B，F(2, 8)=17.34, 

P<0.01，one-way repeated measures ANOVA，n=5），用 Turkey’s post hoc 检验，无论

是注射 KA 7 天后（毁损双侧 dmPFC）（P<0.01）还是注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14

天（P<0.01）均可显著性的降低小鼠在开放臂内活动时间的百分比，但注射 KA 7 天

后（毁损双侧 dmPFC）和注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天间无明显的差异（P>0.05）。

结果类似的是，小鼠进入开放臂内次数的百分比在双侧 dmPFC 内注射 KA 化学毁损

各组之间也有显著性的差异（图 2-6 C，F(2, 8)=23.23, P<0.001，one-way repeated 
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measures ANOVA，n=5），用 Turkey’s post hoc 检验，无论是注射 KA 7 天后（毁损双

侧 dmPFC）（P<0.01）还是注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天（P<0.001）均可显著性

的降低小鼠进入开放臂内次数的百分比，但注射 KA 7 天后（毁损双侧 dmPFC）和

注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天间小鼠进入开放臂内次数的百分比无明显的差异

（P>0.05）。 

 

图 2-6 注射KA化学毁损双侧dmPFC对正常情况及慢性神经病理性痛后小鼠在高架十字迷宫内

行为学的影响 

图 A 显示的为注射 KA 前、注射 KA 7 天后（化学毁损双侧 dmPFC）及注射 KA 7 天+CPNL

手术后 14 天小鼠在高架十字迷宫内的活动轨迹图；图 B 和 C 分别为对注射 KA 前、注射 KA 7

天后（化学毁损双侧 dmPFC）及注射 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天小鼠在高架十字迷宫开放臂内

停留时间百分比和进入开放臂次数百分比的统计图。**P<0.01，***P<0.001，为 dmPFC 内注射

生理盐水或 KA 7 天+CPNL 手术后 14 天与注射生理盐水或 KA 前的统计结果，one-way repeated 

measures ANOVA，Turkey’s post hoc 检验，n=5；##P<0.05，为 dmPFC 内注射生理盐水或 KA 7

天+CPNL 手术后 14 天与注射生理盐水或 KA 7 天后的统计结果，one-way repeated measures 

ANOVA，Turkey’s post hoc 检验，n=5；$$P<0.05，为 dmPFC 内注射生理盐水或 KA 7 天后与注

射生理盐水或 KA 前的统计结果，one-way repeated measures ANOVA，Turkey’s post hoc 检验，n=5；

ns, no significant difference。 
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旷场和高架十字迷宫行为学的结果提示我们，注射 KA 化学毁损双侧 dmPFC 后

不仅可以降低小鼠在旷场中央区活动时间的百分比，并且还可降低小鼠在旷场内的

活动总路程，同时降低小鼠在高架十字迷宫开放臂中停留时间的百分比和进入开放

臂次数的百分比。这一系列的改变证实，毁损双侧 dmPFC 后本身可对动物产生焦虑

抑郁样的行为学改变，CPNL 手术后同样可对动物产生焦虑抑郁样的行为学改变。但

在毁损双侧 dmPFC 后并未加重 CPNL 手术后的负性情绪。 

3.2 光遗传学方法特异性激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对慢性痛和负性情绪的影响 

为了能够进一步的研究dmPFC-vlPAG神经通路在慢性疼痛下行调控和负性情绪

调控中的作用，我们运用光遗传学的方法，将以 CaMKIIα 为启动子带有 hChR2 的病

毒注射到 dmPFC 内后，将光纤埋置于 vlPAG 处蓝光激活表达 hChR2 从 dmPFC 投射

来的神经纤维观察对慢性痛的机械性痛敏和慢性痛产生的负性情绪的影响（工作模

式见图 2-7 A）。 

图 2-7 B 中的流程图可以更清楚的显示光遗传学的方法激活 dmPFC-vlPAG 神经

通路来进行疼痛和负性情绪的检测。我们将 dmPFC 内注射区的图片直接进行观察

AAV 对锥体神经元的感染情况，可观察到大量的锥体神经元被感染表达 EYFP（图

2-8 A 和 B）。并且锥体神经元的顶树突也被很好的标记，在高倍镜图像下可观察到

顶树突上有大量蘑菇状的树突棘样结构（图 2-8 C 和 D）。 

 

图 2-7 A 光遗传学激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对慢性疼痛调控和负性情绪影响的模式图；图 B
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为光遗传学方法测试时，实验过程流程图（缩略词同上）。 

图中蓝色的箭头为给予蓝光刺激分别检测不同的行为学。 

 

 

图 2-8 激光共聚焦显微镜观察 AAV 病毒注射到 dmPFC 后对锥体神经元的感染、表达情况 

图 A 和 B 分别显示的为 dmPFC 内锥体神经元被 AAV 病毒感染后表达 EYFP 的情况，图 C

和 D 分别显示的为图 A 和 B 中白色方框内的放大图像，可见顶树突上的树突棘样结构。Scale 

bars=20 μm (图 A，适用 B)，10 μm (图 C，适用 D) 

 

完成所有的行为学检测，蓝光刺激vlPAG后观察vlPAG内EYFP标记的从dmPFC

投射来的纤维终末和 FOS 蛋白的共存情况（图 2-9）。蓝光刺激后在 vlPAG 内可观察

到许多 EYFP 标记的纤维终末和大量 FOS 蛋白的表达，且 FOS 阳性的神经元多位于

EYFP 标记神经纤维的附近，说明 vlPAG 内的神经元被激活、活化，间接的证明了

dmPFC-vlPAG 神经通路被激活。 
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图 2-9 免疫荧光双标染色显示 EYFP 和 FOS 蛋白在蓝光刺激后在 vlPAG 内的表达情况 

图 A-C 为免疫荧光组织化学双标染色显示 EFYP 标记的从 dmPFC 投射来的纤维终末（绿色）

和神经元被活化的标志物 FOS 蛋白免疫反应阳性（红色）的表达、共存情况。Scale bars=50 μm (图

C，适用 A、B) 

 

图 2-10 A 和 B 展示了在给予 vlPAG 内 10 mW、20 Hz 的蓝光刺激，2 分钟开-2

分钟关-2 分钟开的刺激模式时对 CPNL 手术后第 7 天小鼠同侧后足和对侧后足的机

械性疼痛阈值进行检测，在刺激前和刺激后 1 小时同样对小鼠同侧后足和对侧后足

的机械性疼痛阈值进行检测。 

 

图 2-10 A 和 B 为光遗传学方法测试时，给予光照刺激检测小鼠后足机械性缩足阈值。 

 

在 dmPFC 内注射对照病毒（不带有 hChR2）的小鼠中，CPNL 手术后第 7 天同

侧后足和对侧后足均出现了机械性痛敏，光照刺激时对小鼠 CPNL 手术同侧后足（图

2-11，F(2, 8)=0.29, P=0.75，one-way repeated measures ANOVA，n=5）和对侧后足（F(2, 

8)=0.50, P=0.62，one-way repeated measures ANOVA，n=5）机械性痛敏均未观察到明

显的改变。在 dmPFC 内注射带有 hChR2 的病毒后，蓝光持续刺激时，可显著的改

善甚至逆转 CPNL 手术同侧后足（图 2-11，F(2, 8)=57.57, P<0.001，one-way repeated 

measures ANOVA，n=5）和对侧后足（F(2, 8)=42.79, P<0.001，one-way repeated measures 

ANOVA，n=5）的机械性痛阈值。用 Turkey’s post hoc 检验，给予光照前和光照后同

侧后足（P>0.05）和对侧后足（P>0.05）的机械性痛敏无明显的差异。 

 



第四军医大学博士学位论文 

80 

 

 

图 2-11 光遗传学方法检测激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对 CPNL 手术后第 7 天小鼠双侧后足机

械性痛阈值的影响 

分别在蓝光刺激前、后 1 小时及蓝光持续刺激（10 mW, 20 Hz, 2 分钟开-2 分钟关-2 分钟开

模式）时用 vonFrey 丝检测小鼠在 CPNL 手术后第 7 天同侧后足和对侧后足的机械性痛阈值。

***P<0.001，为光照刺激前、刺激时及刺激后 3 组间的统计学差异，one-way repeated measures 

ANOVA，n=5 每组。 

 

运用光遗传学的方法特异性激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对 CPNL 手术后 14 天

的小鼠在旷场中行为学的影响（图 2-12）。图 2-13 A 所示为其中一只感染 hChR2 病

毒的小鼠放到旷场内后在 9 分钟内的活动轨迹图，蓝光刺激频率和强度同前面所述，

刺激参数为 3 分钟关-3 分钟开-3 分钟关，可以观察到给予蓝光刺激前和蓝光刺激时

小鼠在旷场内的活动轨迹的总路程无明显的差异，在旷场中央区的活动轨迹有一定

的增加。用配套的软件对运动轨迹和时间进行分析，dmPFC 内注射表达 hChR2 的病

毒相对于 dmPFC 内注射对照病毒（不表达 hChR2），在蓝光刺激时对 CPNL 手术后

14 天小鼠的运动总路程并未产生明显的改变作用（图 2-13 B, F(1, 16)=1.09, P=0.33，

two-way repeated measures ANOVA，后用 Bonferroni posttests, t=0.70, P>0.05, n=5），

CPNL 手术后 14 天小鼠的运动总路程在蓝光刺激前（t=0.22, P>0.05）和蓝光刺激后

（t=0.34, P>0.05）两组之间也无明显差异。同样，dmPFC 内注射表达 hChR2 的病毒

相对于 dmPFC 内注射对照病毒（不表达 hChR2），在蓝光刺激前后对 CPNL 手术后
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14 天小鼠在旷场中央活动时间的百分比也未产生明显的改变（图 2-13 C, F(1, 16)=0.40, 

P=0.54，two-way repeated measures ANOVA，后用 Bonferroni posttests, t=0.99, P>0.05, 

n=5），CPNL 手术后 14 天小鼠旷场中央活动时间的百分比在蓝光刺激前（t=0.08, 

P>0.05）和蓝光刺激后（t=0.32, P>0.05）两组之间也无明显差异。 

 

图 2-12 光遗传学方法激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对小鼠在旷场中行为的影响 

 

 

图 2-13 光遗传学方法激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对 CPNL 术后 14 天小鼠在旷场中行为的影

响 
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图 A 为蓝光刺激前、蓝光刺激、蓝光刺激后 CPNL 术后 14 天小鼠在旷场内的活动轨迹图，

3 分钟关-3 分钟开-3 分钟关，总共 9 分钟；图 B 和 C 分别为蓝光刺激前、蓝光刺激、蓝光刺激

后 CPNL 术后 14 天小鼠在旷场内的活动总路程和在旷场中央活动时间百分比的统计图。表达光

敏通道蛋白病毒和对照病毒的各组之间均无明显的统计学差异， two-way repeated measures 

ANOVA，后用 Bonferroni posttests，n=5 每组。 

 

与之前相似，我们运用光遗传学方法特异性激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对

CPNL 手术后 14 天小鼠在高架十字迷宫中行为学改变进行了检测。图 2-14 A 所示为

其中一只感染 hChR2 病毒的小鼠放到高架十字迷宫内在 9 分钟内的活动轨迹图，蓝

光刺激频率和强度同前面所述，刺激参数为 3 分钟关-3 分钟开-3 分钟关，可以观察

到给予蓝光刺激时相比较蓝光刺激前及蓝光刺激后小鼠在高架十字迷宫开放臂内的

活动轨迹明显增加，相对应的在闭合臂内的活动减少，进入开放臂内次数也明显增

加。用配套的软件对运动轨迹和时间进行分析，dmPFC 内注射表达 hChR2 的病毒相

对于 dmPFC 内注射对照病毒（不表达 hChR2），蓝光刺激时对 CPNL 手术后 14 天小

鼠在开放臂内活动时间的百分比（图 2-14 B, F(1, 16)=21.12, P<0.01，two-way repeated 

measures ANOVA，后用 Bonferroni posttests, t=8.65, P<0.001, n=5）和进入开放臂内次

数的百分比（图 2-14 C, F(1, 16)=47.95, P<0.001，two-way repeated measures ANOVA，

后用 Bonferroni posttests, t=11.37, P<0.001, n=5）均有显著性的提高。但是 dmPFC 内

注射表达 hChR2 的病毒相对于 dmPFC 内注射对照病毒（不表达 hChR2），在蓝光刺

激前和蓝光刺激后对 CPNL 手术后 14 天的小鼠在开放臂内活动时间的百分比（蓝光

刺激前：t=0.49, P>0.05；蓝光刺激后：t=0.60, P>0.05）和进入开放臂内次数的百分

比（蓝光刺激前：t=0.47, P>0.05；蓝光刺激后：t=0.19, P>0.05）均无明显的差异。 
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图 2-14 光遗传学方法激活 dmPFC-vlPAG 神经通路对 CPNL 手术后 14 天小鼠在高架十字迷宫

中行为的影响 

图 A 显示的为蓝光刺激前、蓝光刺激、蓝光刺激后 CPNL 手术后 14 天小鼠在高架十字迷宫

内的活动轨迹图，3 分钟关-3 分钟开-3 分钟关，总共 9 分钟；图 B 和图 C 分别为蓝光刺激前、

蓝光刺激、蓝光刺激后 CPNL 手术后 14 天小鼠在高架十字迷宫开放臂内停留时间百分比和进入

开放臂次数百分比的统计图。two-way repeated measures ANOVA，后用 Bonferroni posttests，

***P<0.001，为 dmPFC 内注射 CaMKIIα-EYFP 病毒和注射 CaMKIIα-hChR2-EYFP 病毒间的统计

结果，n=5 每组。 

 

借助光遗传学的方法特异性激活 dmPFC-vlPAG 神经通路后，可改善甚至逆转

CPNL 手术后 7 天小鼠双侧后足的机械性痛敏，虽然对 CPNL 手术后 14 天小鼠在旷

场中的行为学无明显的影响改变，但可显著性地增加小鼠在高架十字迷宫内进入开

放臂内时间的百分比和进入开放臂内次数的百分比。这些结果提示，特异性的激活

dmPFC-vlPAG 神经通路确实可以产生下行镇痛的作用，并且可在一定程度上改善慢

性痛后产生的负性情绪。 

3.3 化学遗传学方法特异性激活 dmPFC 内的抑制性中间神经元对慢性痛和负性情

绪的影响 

为了能够深入的探讨 dmPFC-vlPAG神经通路对慢性疼痛的下行镇痛作用和改善
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慢性痛后负性情绪的机制，我们运用化学遗传学的方法，将可激活神经元活动的病

毒选择性的表达于 dmPFC 内的抑制性中间神经元中，用腹膜腔注射氯氮平（CNO）

特异性的激活 dmPFC 内的抑制性神经元进而抑制 dmPFC-vlPAG 神经通路的活动观

察对小鼠基础的疼痛阈值、慢性神经病理性痛机械性痛敏及在旷场和高架十字迷宫

内的行为学改变 (图 2-15)。 

 

图 2-15 化学遗传学方法测试时，实验过程的流程图。 

图中箭头所示为在正常时，CPNL 术后 1 天、3 天、7 天及 14 天分别进行腹膜腔注射 CNO 溶液。 

 

图 2-16 A 中显示了在双侧 dmPFC 内注射 AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin

后感染 Vgat-Cre 小鼠中抑制性中间神经元的情况。对 mCitrin 进行 GFP 的免疫荧光

染色后，高倍镜图像下可观察到在其中一侧的 dmPFC 内有大量的 GFP 免疫阳性的

神经元，排列没有明显的规则，神经元的体积较小，发出的树突结构比较短（图 2-16 

B 和 C）。 

 

图 2-16 激光共聚焦显微镜观察 AAV 病毒注射到 dmPFC 后对抑制性中间神经元的 

感染、表达情况 

图A显示的为AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin注射到Vgat-cre小鼠双侧 dmPFC内后，

抑制性中间神经元被 AAV 病毒感染后表达 mCitrin，进行 GFP 免疫荧光组织化学染色的情况，

图 B 显示的为图 A 中白色方框内的放大图像，图 C 显示的为图 B 中白色方框内的放大图像，神

经元体积小，树突短小。Scale bars=200 μm (图 A)，100 μm (图 B)，20 μm (图 C) 
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在腹膜腔注射 CNO 1 mg/kg 完成行为学测试后，将小鼠灌注进行免疫荧光组织化

学三标染色。可观察到 GFP 免疫阳性的 mCitrin 标记的神经元可表达抑制性中间神

经元的标志物GAD67，同时双标的神经元还可表达神经元激活的标志物FOS蛋白（图

2-17）。免疫荧光三标的结果提示我们注射病毒后确实特异性的感染了 dmPFC 内的

抑制性中间神经元，并且在腹膜腔注射 CNO 后也确实可将其特异性的激活。 

 

图 2-17 免疫荧光组织化学三标染色显示 dmPFC 内病毒感染的标记物 mCitrin、抑制性神经元的

标志物 GAD67 和 FOS 蛋白的共存情况 

图 A-D 显示的分别为 AAV2/4-hSyn-DIO-HA-hM3Dq-mCitrin 注射到 Vgat-cre 小鼠双侧

dmPFC 内后病毒感染的标记物 mCitrin（绿色），抑制性神经元的标志物 GAD67（红色）和神经

元激活的标志物 FOS 蛋白（蓝色）的免疫荧光三标染色情况；图 E-H 显示的为图 D 中白色方框

内的放大图像，可见 mCitrin 标记的神经元可同时表达 GADD67 和 FOS。Scale bars=40 μm (图 D，

使用 A-C)，10 μm (图 H，适用 E-G) 

 

运用化学遗传学的方法特异性激活双侧 dmPFC内的抑制性中间神经元进而抑制

dmPFC-vlPAG 神经通路会对动物的基础痛阈值和慢性神经病理性痛的机械性痛敏产

生什么样的作用呢？待病毒感染 4 周后，我们首先检测了对小鼠正常疼痛阈值的影

响。测试完小鼠双侧后足的基础痛阈值后，腹膜腔注射 50 μl 用生理盐水配制的 1 

mg/kg的CNO 溶液，30 分钟后再次用 vonFrey丝进行检测双侧后足的机械性痛阈值。

图 2-18 所示，正常情况下特异性激活双侧 dmPFC 内的抑制性中间神经元后可观察

到显著性地降低双侧后足的正常疼痛阈值（同侧后足：注射前为 1.10±0.13 g，注射



第四军医大学博士学位论文 

86 

 

后为 0.42±0.06 g，P<0.01，成对 t 检验，n=8；对侧后足：注射前为 1.00±0.11 g，注

射后为 0.45±0.05 g，P<0.01，成对 t 检验，n=8），而双侧注射对照病毒（不带有 hM3Dq

的病毒）的小鼠注射 CNO 溶液后对后足的正常疼痛阈值并无明显的改变（同侧后足：

注射前为 1.00±0.11 g，注射后为 0.95±0.09 g，P=0.82，成对 t 检验，n=8；对侧后足：

注射前为 1.10±0.10 g，注射后为 0.95±0.12 g，P=0.36，成对 t 检验，n=8）。接下来在

完成测试后，在相同的动物上实施腓总神经结扎，建立 CPNL 慢性神经病理性痛模

型。手术后的第 1、3、7 和 14 天分别监测了 CPNL 手术同侧足和对侧足的机械性痛

阈值的改变。腓总神经结扎后无论是同侧足还是对侧足随着时间的迁延均可观察到

进行的疼痛改变（图 2-18）。在每次常规测试后间隔 1 小时腹膜腔注射 CNO 溶液再

次检测双侧后足的疼痛阈值。双侧 dmPFC 注射带有 hM3Gq 病毒的小鼠，腹膜腔注

射 CNO 后可以在 CPNL 术后显著的降低双侧后足机械性疼痛阈值，即可减弱

dmPFC-vlPAG 神经通路的下行镇痛作用（同侧后足，F(1, 56)=19.53, P<0.001，two-way 

repeated measures ANOVA, n=8 每组；对侧后足，F(1, 56)=5.65, P<0.05，two-way repeated 

measures ANOVA, n=8 每组），而后用 Bonferroni posttests, 小鼠注射 CNO 后可显著

降低 CPNL 术后第 1 天（t=3.04, P<0.05）和第 3 天（t=2.68, P<0.05）同侧后足的机

械性疼痛阈值。双侧注射对照病毒（不带有 hM3Dq 的病毒）的小鼠注射 CNO 后对

CPNL 术后双侧后足的机械性疼痛阈值并无明显的改变（同侧后足，F(1, 56)=1.46, 

P=0.24，two-way repeated measures ANOVA, n=8 每组；对侧后足，F(1, 56)=1.09, P=0.31，

two-way repeated measures ANOVA, n=8 每组）。 

 

图 2-18 化学遗传学方法特异性激活双侧 dmPFC 内抑制性中间神经元后对正常疼痛阈值及慢性
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神经病理性痛后疼痛阈值的影响 

图 A 显示的为用化学遗传学的方法特异性激活 dmPFC 内的抑制性中间神经元后对小鼠

CPNL 手术同侧后足正常疼痛阈值的影响及 CPNL 手术后第 1 天、第 3 天、第 7 天和第 14 天机

械性疼痛阈值的影响，同时以 dmPFC 内注射对照病毒（不带有 hM3Dq 的病毒）的小鼠作为对

照，图 B 显示的为特异性激活抑制性神经元后对 CPNL 手术对侧后足的机械性阈值的影响。

Two-way repeated measures ANOVA，后用 Bonferroni posttests，*P<0.05，为 dmPFC 内注射

hM3Dq-mCitrin 病毒后，腹膜腔注射 CNO 后和注射 CNO 前的统计结果，n=8 每组。 

  

既然化学遗传学方法特异性激活双侧 dmPFC 内抑制性神经元后可减弱

dmPFC-vlPAG 神经通路的下行镇痛的作用，那么特异性激活抑制性神经元后对负性

情绪又会有何种影响呢？首先我们运用旷场行为学实验测试了化学遗传学方法特异

性激活双侧 dmPFC 内抑制性神经元后小鼠在旷场内行为学的改变。仍如前所述，在

进行行为学测试前 30 分钟，小鼠腹膜腔内注射 50 μl 1 mg/kg 的 CNO 溶液或者生理

盐水。图 2-19 A 和 C 所示，双侧 dmPFC 内注射 mCitrin 病毒或 hM3Dq-mCitrin 病毒

小鼠在腹膜腔分别注射生理盐水或 CNO 溶液后放入旷场内，分别记录小鼠在旷场内

的行为学轨迹。用配套的软件对运动轨迹和时间进行分析，双侧 dmPFC 内注射

hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠相对于注射 mCitrin 病毒的小鼠腹膜腔注射 1 mg/kg 的

CNO 后可显著降低其在旷场内的运动总路程（图 2-19 A，F(1,12)=5.13, P=0.04，two-way 

ANOVA, 用 Bonferroni posttests, t=3.71, P<0.01, n=4 每组），而腹膜腔注射生理盐水

后双侧 dmPFC 内注射 hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠和注射 mCitrin 病毒的小鼠在旷场

内的运动总路程无明显差别（t=0.51, P>0.05, n=4 每组）。同时，双侧 dmPFC 内注射

hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠相对于双侧 dmPFC 内注射 mCitrin 病毒的小鼠腹膜腔注

射 1 mg/kg 的 CNO 溶液可显著降低小鼠在旷场中央区活动时间的百分比（图 2-19 B，

F(1,12)=6.22, P=0.03，two-way ANOVA, 用 Bonferroni posttests, t=2.99, P<0.05, n=4 每

组），而腹膜腔注射生理盐水后双侧 dmPFC 内注射 hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠和注

射 mCitrin 病毒的小鼠在旷场中央区活动时间的百分比无明显差别（t=0.54, P>0.05, 

n=4 每组）。接下来在完成测试后，在 CPNL 慢性神经病理性痛模型手术后的第 14

天再次测试化学遗传学方法特异性激活双侧 dmPFC内抑制性神经元后小鼠在旷场内

行为学的改变。在 CPNL 手术后 14 天的小鼠中，dmPFC 内表达 hM3Dq-mCitrin 的
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小鼠相对于 dmPFC内表达mCitrin的小鼠腹膜腔注射CNO后可显著降低其在旷场内

的运动总路程（图 2-19 C，F(1,12)=12.87, P=0.003，two-way ANOVA, 用 Bonferroni 

posttests, t=4.23, P<0.01, n=4 每组），而腹膜腔注射生理盐水后双侧 dmPFC 内注射

hM3Dq-mCitrin 病毒和注射 mCitrin 病毒的 CPNL 手术后 14 天小鼠在旷场内的运动

总路程无明显差别（t=0.84, P>0.05, n=4 每组）。同样 CPNL 手术后 14 天的小鼠中，

dmPFC 内表达 hM3Dq-mCitrin 的小鼠相对于 dmPFC 内表达 mCitrin 的小鼠腹膜腔注

射 CNO 后可显著降低其在旷场中央区活动时间的百分比（图 2-19 D，F(1,12)=5.92, 

P=0.03，two-way ANOVA, 用 Bonferroni posttests, t=2.83, P<0.05, n=4 每组），而腹膜

腔注射生理盐水后双侧 dmPFC 内注射 hM3Dq-mCitrin 病毒和注射 mCitrin 病毒的

CPNL 手术后 14 天小鼠在旷场中央区活动时间的百分比无明显差别（t=0.61, P>0.05, 

n=4 每组）。 

 

图 2-19 化学遗传学方法特异性激活双侧 dmPFC 内抑制性中间神经元对正常情况及慢性神经病

理性痛后小鼠在旷场内行为学的影响 

图 A 和B 显示的为正常情况下双侧 dmPFC 内注射 mCitrin 病毒或 hM3Dq-mCitrin 病毒小鼠，

腹膜腔注射生理盐水或 1 mg/kg 的 CNO 溶液对小鼠在旷场内活动总路程和旷场中央区活动时间

百分比的影响；图 C 和 D 显示的为 CPNL 手术后 14 天双侧 dmPFC 内注射 mCitrin 病毒或

hM3Dq-mCitrin 病毒小鼠，腹膜腔注射生理盐水或 1 mg/kg 的 CNO 溶液对小鼠在旷场内活动总

路程和旷场中央区活动时间百分比的影响。Two-way ANOVA，后用 Bonferroni posttests，*P<0.05，

**P<0.01，为 dmPFC 内注射 hM3Dq-mCitrin 病毒小鼠在正常情况或 CPNL 手术后 14 天与 dmPFC
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内注射 mCitrin 病毒小鼠间的统计结果，n=4 每组。 

接下来，我们运用高架十字迷宫行为学实验测试了特异性激活双侧 dmPFC 内抑

制性神经元后小鼠在正常情况下和 CPNL 手术后 14 天在高架十字迷宫内行为学改

变。在正常情况下，双侧dmPFC内注射hM3Dq-mCitrin病毒的小鼠相对于注射mCitrin

病毒的小鼠腹膜腔注射 1 mg/kg 的 CNO 后可显著降低其在高架十字迷宫开放臂内活

动时间的百分比（图 2-20 A，F(1,12)=8.85, P=0.009，two-way ANOVA, 用 Bonferroni 

posttests, t=4.22, P<0.01, n=4 每组），而腹膜腔注射生理盐水后双侧 dmPFC 内注射

hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠和注射 mCitrin 病毒的小鼠在高架十字迷宫开放臂内活动

时间的百分比无明显差别（t=0.02, P>0.05, n=4 每组）。结果类似的是，双侧 dmPFC

内注射 hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠相对于 dmPFC 内注射 mCitrin 病毒的小鼠腹膜腔

注射 1 mg/kg 的 CNO 溶液可显著降低小鼠进入开放臂内活动次数的百分比（图 2-20 

B，F(1,12)=10.55, P=0.007，two-way ANOVA, 用Bonferroni posttests, t=4.22, P<0.01, n=4

每组），而腹膜腔注射生理盐水后双侧 dmPFC 内注射 hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠和

注射 mCitrin 病毒的小鼠进入开放臂内活动次数的百分比无明显差别（t=0.37, P>0.05, 

n=4 每组）。在 CPNL 慢性神经病理性痛模型手术后的第 14 天同样测试了化学遗传学

方法特异性激活双侧 dmPFC 内抑制性神经元后小鼠在高架十字迷宫内行为学的改

变。CPNL手术后 14天的小鼠中，dmPFC内表达 hM3Dq-mCitrin的小鼠相对于 dmPFC

内表达 mCitrin 的小鼠腹膜腔注射 CNO 后可显著降低其在高架十字迷宫开放臂内活

动时间的百分比（图 2-20 C，F(1,12)= 5.32, P=0.04，two-way ANOVA, 用 Bonferroni 

posttests, t=2.95, P<0.05, n=4 每组），而腹膜腔注射生理盐水后双侧 dmPFC 内注射

hM3Dq-mCitrin 病毒和注射 mCitrin 病毒的 CPNL 手术后 14 天小鼠在高架十字迷宫

开放臂内活动时间的百分比无明显差别（t=0.31, P>0.05, n=4 每组）。同样 CPNL 手

术后 14 天的小鼠中，dmPFC 内表达 hM3Dq-mCitrin 的小鼠相对于 dmPFC 内表达

mCitrin 的小鼠腹膜腔注射 CNO 后可显著降低其进入开放臂内活动次数的百分比（图

2-20 D，F(1,12)=5.05, P=0.04，two-way ANOVA, 用 Bonferroni posttests, t=4.14, P<0.01, 

n=4 每组），而腹膜腔注射生理盐水后双侧 dmPFC 内注射 hM3Dq-mCitrin 病毒和注

射 mCitrin 病毒的 CPNL 手术后 14 天小鼠进入开放臂内活动次数的百分比无明显差

别（t=0.96, P>0.05, n=4 每组）。 
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图 2-20 化学遗传学方法特异性激活双侧 dmPFC 内抑制性中间神经元对正常情况及慢性神经病

理性痛后小鼠在高架十字迷宫内行为学的影响 

图 A 和B 显示的为正常情况下双侧 dmPFC 内注射 mCitrin 病毒或 hM3Dq-mCitrin 病毒小鼠，

腹膜腔注射生理盐水或 1 mg/kg 的 CNO 溶液对小鼠在高架十字迷宫开放臂内活动时间百分比和

进入开放臂内次数百分比的影响；图 C 和 D 显示的为 CPNL 手术后 14 天双侧 dmPFC 内注射

mCitrin 病毒或 hM3Dq-mCitrin 病毒的小鼠，腹膜腔注射生理盐水或 1 mg/kg 的 CNO 溶液对小鼠

在高架十字迷宫开放臂内活动时间百分比和进入开放臂内活动次数百分比的影响。Two-way 

ANOVA，后用 Bonferroni posttests，*P<0.05，**P<0.01，为双侧 dmPFC 内注射 hM3Dq-mCitrin

病毒小鼠在正常情况或CPNL手术后 14天与双侧 dmPFC内注射mCitrin病毒小鼠间的统计结果， 

n=4 每组。 

 

借助化学遗传学的方法特异性激活双侧 dmPFC 内的抑制性中间神经元，间接的

抑制了 dmPFC-vlPAG神经通路后，无论是在正常情况下还是 CPNL神经病理性痛时，

均可显著地降低小鼠机械性疼痛的阈值，同时可明显地导致甚至恶化小鼠在旷场内

和高架十字迷宫内的焦虑/抑郁样负性情绪。这些结果提示，抑制 dmPFC-vlPAG 神经

通路确实可以减弱下行镇痛的作用，并且可在一定程度上恶化慢性疼痛后产生的负

性情绪，这一结果与前面的光遗传学兴奋 dmPFC-vlPAG 神经通路结果相契合。 

3.4 dmPFC 参与慢性痛下行调控的分子机制研究 

dmPFC-vlPAG 神经通路下行镇痛作用的减弱参与了慢性痛的启动和维持，同样
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也参与了负性情绪的产生。慢性疼痛时，是如何导致 dmPFC-vlPAG 神经通路被抑制

的呢？具体的分子机制是什么？我们运用分子生物学的方法，检测慢性疼痛后

dmPFC 内两种重要的受体（GABAAR 和 mGluR1）的表达情况，并结合行为药理学

的方法在 dmPFC 内分别给予上述两种受体的拮抗剂（bicuculline 和 LY367385）观察

对小鼠机械性痛敏和焦虑抑郁样行为的影响。 

基于既往的文献报道，dmPFC 内的 GABAAR 和 mGluR1 在慢性痛时发挥了非常

重要的作用[67,86]。在 CPNL 手术后 7 天，用 Western blot 的方法检测了对侧 dmPFC

内 GABAAR 和 mGluR1 的表达情况（图 2-21）。慢性痛后相对于 sham 组，dmPFC

内 GABAAR（P<0.001, n=3）和 mGluR1（P<0.001, n=3）表达显著增多。 

 

图 2-21 Western blot 方法检测 GABAAR 和 mGluR1 在 dmPFC 内的表达情况 

图 A 显示的为 Western blot 方法检测 sham 组和 CPNL 手术后第 7 天每组各 3 只动物 dmPFC

内 GABAAR 和 mGluR1 的表达情况，图 B 显示的为图 A 中 GABAAR 和 mGluR1 表达的统计结

果。***P<0.001，t 检验，n=3 每组。 

 

图 2-22 行为药理学方法测试时，实验过程的流程图。 

图中箭头所示为向 dmPFC 内局部给予生理盐水或受体的拮抗剂。 

 

为了进一步确认 dmPFC 内 GABAAR 和 mGluR1 在 CPNL 慢性痛中的作用，我
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们运用行为药理学的方法将套管置于 dmPFC 内分别给予 GABAAR 和 mGluR1 的特

异性拮抗剂 bicuculline 和 LY367385。观察对小鼠正常疼痛阈值和慢性痛时机械性痛

敏及焦虑抑郁样行为的影响（图 2-22）。图 2-23 为完成所有行为学检测后免疫荧光

染色显示套管在前脑内的位置图，通过 FOS 和 DAPI 的免疫荧光染色可观察到套管

位于 dmPFC 的上方，局部给予特异性拮抗剂后 dmPFC 内有大量 FOS 蛋白的表达。 

 

图 2-23 免疫荧光染色显示套管置于 dmPFC 上方 

图 A-C 显示的神经元被激活的标记物 FOS 蛋白（红色）和 DAPI（蓝色）的免疫荧光染色，

同时显示了套管在 dmPFC 上方的位置。fmi，胼胝体小钳；Can., cannula。Scale bars=200 μm (图

C，适用 A、B) 

 

基于上述 Western blot 的结果，慢性神经病理性痛后会显著上调 dmPFC 内的

GABAAR 和 mGluR1 的表达。那么抑制 dmPFC 内 GABAAR 和 mGluR1 会对动物的

疼痛阈值产生什么样的作用呢？待套管置于 dmPFC 内 1 周后，我们向 dmPFC 内局

部分别给予 0.4 μl的生理盐水、GABAAR的特异性拮抗剂 bicuculline 0.1 ug或mGluR1

的特异性拮抗剂 LY367385 0.4 nmol，给药 10 分钟后用 vonFrey 丝进行检测。图 2-24

所示，可观察到正常情况下向单侧 dmPFC 内的局部给予 bicuculline 0.1 ug 相对于给

予生理盐水对小鼠双侧后足的正常疼痛阈值无明显改变（图 2-24，同侧后足：

1.13±0.12 g VS 1.00±0.13 g, F(2, 15)=6.87, P<0.001，two-way repeated measures ANOVA, 

用 Bonferroni posttests, t=0.51, P>0.05；对侧后足：1.07±0.12 g VS 0.93±0.12 g, F(2, 

15)=7.56, P<0.001，two-way repeated measures ANOVA, 用 Bonferroni posttests, t=0.56, 

P>0.05，n=6 每组）；同样单侧 dmPFC 内局部给予 LY367385 0.4 nmol 相对于给予生

理盐水对小鼠双侧后足的正常疼痛阈值无明显改变（图 2-24，同侧后足：0.93±0.11 g 

VS 0.93±0.10 g, 用 Bonferroni posttests, t=0.14, P>0.05；对侧后足：1.07±0.16 g VS 
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0.93±0.12 g, 用 Bonferroni posttests, t=0.31, P>0.05，n=6 每组）。接下来在完成测试后，

在相同的动物上实施腓总神经结扎，建立 CPNL 慢性神经病理性痛模型。手术后监

测了 CPNL 手术同侧后足和对侧后足的机械性痛阈值的改变。在第 7 天时，可观察

到 dmPFC 内局部给予 bicuculline 相对于给予生理盐水显著升高小鼠双侧后足的机械

性疼痛阈值（图 2-24，同侧后足：0.35±0.06 g VS 0.16±0.02 g, 用 Bonferroni posttests, 

t=4.55, P<0.001；对侧后足：0.57±0.10 g VS 0.31±0.07 g, 用 Bonferroni posttests, t=3.98, 

P<0.001，n=6 每组），同样单侧 dmPFC 内局部给予 LY367385 相对于给予生理盐水

也可显著升高小鼠双侧后足的机械性疼痛阈值（图 2-24，同侧后足：0.28±0.05 g VS 

0.10±0.02 g, 用 Bonferroni posttests, t=4.55, P<0.001；对侧后足：0.53±0.04 g VS 

0.31±0.07 g, 用 Bonferroni posttests, t=3.60, P<0.01，n=6 每组）。而单侧 dmPFC 内局

部给予 bicuculline 相对于给予 LY367385 对同侧后足（用 Bonferroni posttests, t=0.95, 

P>0.05，n=6 每组）和对侧后足（用 Bonferroni posttests, t=0.26, P>0.05，n=6 每组）

的机械性痛敏均无显著性的差异。 

 

图 2-24 dmPFC 内分别给予 GABAAR 和 mGluR1 的特异性拮抗剂对小鼠正常疼痛阈值和慢性痛

后机械性痛敏的影响 

图 A 显示的为 dmPFC 内给予生理盐水或 bicuculline 0.1 ug（GABAAR 的特异性拮抗剂）或

LY367385 0.4 nmol（mGluR1 的特异性拮抗剂）后对小鼠同侧后足正常疼痛阈值及 CPNL 手术后

第 7 天机械性疼痛阈值的影响，图 B 显示的为 dmPFC 内给予生理盐水或 bicuculline 0.1 ug 或

LY367385 0.4 nmol 后对小鼠对侧后足正常疼痛阈值及 CPNL 手术后第 7 天机械性疼痛阈值的影

响。Two-way repeated measures ANOVA, 用 Bonferroni posttests, ***P<0.001，为 dmPFC 内给予
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生理盐水或 bicuculline 两组间的比较；#P<0.05, ##P<0.01，为 dmPFC 内给予生理盐水或 LY367385

两组间的比较，n.s.=no significant difference, n=6 每组。 

 

既然抑制 dmPFC 内的 GABAAR 和 mGluR1 可产生下行镇痛的作用，那么抑制

GABAAR 和 mGluR1 后对负性情绪又会有何种影响呢？首先我们运用旷场行为学实

验测试了抑制 dmPFC 内的 GABAAR 和 mGluR1 后小鼠在旷场内行为学的改变。仍

如前所述，在进行行为学测试前，向 dmPFC 内局部分别给予 0.4 μl 的生理盐水、

GABAAR的特异性拮抗剂 bicuculline 0.1 ug或mGluR1的特异性拮抗剂LY367385 0.4 

nmol。图 2-25 所示，dmPFC 内注射生理盐水或 bicuculline 或 LY367385 后分别放入

旷场内，分别记录小鼠在旷场内的行为学轨迹，用配套的软件对运动轨迹和时间进

行分析。正常情况下，可观察到 dmPFC 内局部给予 bicuculline 后相对于给予生理盐

水可显著增加小鼠在旷场内运动的总路程和旷场中央区活动时间的百分比（旷场内

运动的总路程：F(2, 15)=10.60, P<0.01， two-way repeated measures ANOVA, 用

Bonferroni posttests, t=3.79, P<0.01，n=6 每组；旷场中央区活动时间的百分比：F(2, 

15)=6.56, P<0.01，two-way repeated measures ANOVA, 用 Bonferroni posttests, t=2.91, 

P<0.05，n=6 每组）。而单侧 dmPFC 内局部给予 LY367385 后相对于给予生理盐水小

鼠在旷场内运动的总路程和旷场中央区活动时间的百分比并无明显的改变（旷场内

运动的总路程：用 Bonferroni posttests, t=0.55, P>0.05，n=6 每组；旷场中央区活动时

间的百分比：用 Bonferroni posttests, t=0.77, P>0.05，n=6 每组）。并且 dmPFC 内局部

给予 bicuculline相对于给予 LY367385也可显著增加小鼠在旷场内运动的总路程和旷

场中央区活动时间的百分比（旷场内运动的总路程：用 Bonferroni posttests, t=3.23, 

P<0.01，n=6 每组；旷场中央区活动时间的百分比：用 Bonferroni posttests, t=3.68, 

P<0.01，n=6 每组）。结果类似的是，在 CPNL 手术后第 14 天时，可观察到 dmPFC

内局部给予 bicuculline 相对于给予生理盐水可显著增加小鼠在旷场内运动的总路程

和旷场中央区活动时间的百分比（旷场内运动的总路程：用 Bonferroni posttests, t=2.85, 

P<0.05，n=6 每组；旷场中央区活动时间的百分比：用 Bonferroni posttests, t=2.52, 

P<0.05，n=6 每组），同样单侧 dmPFC 内局部给予 LY367385 相对于给予生理盐水也

可观察到显著升高小鼠在旷场中央区活动时间的百分比（用 Bonferroni posttests, 

t=2.80, P<0.05，n=6 每组），但对小鼠在旷场内的活动总路程仍无明显影响（用
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Bonferroni posttests, t=0.38, P>0.05，n=6 每组）。尽管 dmPFC 内局部给予 bicuculline

相对于给予 LY367385 可显著增加CPNL手术后 14天小鼠在旷场内运动的总路程（用

Bonferroni posttests, t=2.89, P<0.05，n=6 每组），但小鼠在旷场中央区活动时间的百

分比在两组之间无明显差异（用 Bonferroni posttests, t=0.05, P>0.05，n=6 每组）。 

 

图 2-25 dmPFC 内分别给予 GABAAR 和 mGluR1 的特异性拮抗剂对正常情况下和慢性痛 14 天

后小鼠在旷场内行为学的影响 

图 A 显示的为 dmPFC 内给予 GABAAR 和 mGluR1 的特异性拮抗剂 bicuculline 0.1 ug 和

LY367385 0.4 nmol 后对小鼠正常情况下和 CPNL 手术后第 14 天在旷场内运动总路程的影响，图

B 为 dmPFC 内给予 GABAAR 和 mGluR1 的特异性拮抗剂 bicuculline 0.1 ug 和 LY367385 0.4 nmol

后对小鼠正常情况下和 CPNL 手术后第 14 天在旷场中央区活动时间百分比的影响。Two-way 

repeated measures ANOVA, 用 Bonferroni posttests, *P<0.05, **P<0.01 为 dmPFC 内给予生理盐水

或 bicuculline 两组间的比较；#P<0.05，为 dmPFC 内给予生理盐水或 LY367385 两组间的比较；

$$P<0.01 为 dmPFC 内给予 bicuculline 或 LY367385 两组间的比较；n.s.=no significant difference, 

n=6 每组。 

 

接下来，我们运用高架十字迷宫行为学实验测试了抑制 dmPFC 内的 GABAAR

和 mGluR1 后小鼠在正常情况下和 CPNL 手术后 14 天在高架十字迷宫内行为学的改

变。图 2-26 所示，dmPFC 内注射生理盐水或 bicuculline 或 LY367385 后分别放入高

架十字迷宫内，分别记录小鼠在高架十字迷宫内的行为学轨迹，用配套的软件对运

动轨迹和时间进行分析。正常情况下，可观察到 dmPFC 内局部给予 bicuculline 0.1 ug

相对于给予生理盐水小鼠在高架十字迷宫开放臂内的活动时间百分比和进入开放臂
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内活动次数百分比并无明显的改变（开放臂内活动时间的百分比：F(2, 15)=2.96, 

P=0.08，two-way repeated measures ANOVA, 用 Bonferroni posttests, t=0.43, P>0.05，

n=6 每组；进入开放臂内活动次数的百分比：F(2, 15)=2.35, P=0.13，two-way repeated 

measures ANOVA, 用Bonferroni posttests, t=0.33, P>0.05，n=6每组）。同样单侧 dmPFC

内局部给予LY367385 0.4 nmol相对于给予生理盐水小鼠在高架十字迷宫开放臂内的

活动时间百分比和进入开放臂内活动次数百分比也无明显的改变（开放臂内活动时

间的百分比：用 Bonferroni posttests, t=0.21, P>0.05，n=6 每组；进入开放臂内活动次

数的百分比：用 Bonferroni posttests, t=0.66, P>0.05，n=6 每组）。在 CPNL 手术后第

14 天时，可观察到 dmPFC 内局部给予 bicuculline 0.1 ug 后相对于给予生理盐水显著

增加小鼠在高架十字迷宫开放臂内活动时间的百分比和进入开放臂内活动次数的百

分比（开放臂内活动时间的百分比：用 Bonferroni posttests, t=2.86, P<0.05，n=6 每组；

进入开放臂内活动次数的百分比：用 Bonferroni posttests, t=3.04, P<0.01，n=6 每组），

同样可观察到单侧 dmPFC 内局部给予 LY367385 0.4 nmol 后相对于给予生理盐水显

著增加小鼠在高架十字迷宫开放臂内活动时间的百分比和进入开放臂内活动次数的

百分比（开放臂内活动时间的百分比：用 Bonferroni posttests, t=2.78, P<0.05，n=6 每

组；进入开放臂内活动次数的百分比：用 Bonferroni posttests, t=2.64, P<0.05，n=6 每

组）。而 dmPFC 内局部给予 bicuculline 后相对于给予 LY367385 对小鼠在高架十字迷

宫开放臂内活动时间的百分比和进入开放臂内活动次数的百分比均无明显差别（开

放臂内活动时间的百分比：用 Bonferroni posttests, t=0.08, P>0.05，n=6 每组；进入开

放臂内活动次数的百分比：用 Bonferroni posttests, t=0.40, P>0.05，n=6 每组）。 

 

图 2-26 dmPFC 内分别给予 GABAAR 和 mGluR1 的特异性拮抗剂对正常情况下和慢性痛 14 天
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后小鼠在高架十字迷宫内行为学的影响 

图 A 显示的为 dmPFC 内给予 GABAAR 和 mGluR1 的特异性拮抗剂 bicuculline 0.1 ug 和

LY367385 0.4 nmol 后对小鼠正常情况下和CPNL手术后第 14 天在高架十字迷宫开放臂内活动时

间百分比的影响，图 B 为 dmPFC 内给予 GABAAR 和 mGluR1 的特异性拮抗剂 bicuculline 0.1 ug

和 LY367385 0.4 nmol 后对小鼠正常情况下和 CPNL 手术后第 14 天在高架十字迷宫内进入开放

臂活动次数百分比的影响。Two-way repeated measures ANOVA, 用 Bonferroni posttests, *P<0.05, 

**P<0.01 为 dmPFC 内给予生理盐水或 bicuculline 两组间的比较；#P<0.05，为 dmPFC 内给予生

理盐水或 LY367385 两组间的比较； n.s.=no significant difference, n=6 每组。 

 

以上研究结果表明：借助行为药理学的方法特异性拮抗 dmPFC 内的 GABAAR

和 mGluR1，可间接的兴奋 dmPFC-vlPAG 神经通路，在 CPNL 神经病理性痛时，均

可显著性地升高机械性疼痛的阈值，同时也可明显地减轻小鼠在旷场内和高架十字

迷宫内的焦虑/抑郁样负性情绪。这些结果提示，慢性神经病理性痛时 dmPFC 内

GABAAR 和 mGluR1 表达的上调间接地抑制了 dmPFC-vlPAG 神经通路，减弱下行镇

痛作用，并且可在一定程度上恶化慢性疼痛后产生的负性情绪，这一系列结果导致

了慢性痛的发生和发展。 

4 讨论 

本部分实验在前一部分形态学研究基础之上综合运用多种研究方法干预

dmPFC-vlPAG 神经通路，深入的研究 dmPFC-vlPAG 神经通路对慢性痛和负性情绪

的下行调控作用。化学毁损双侧 dmPFC 后不仅可以降低正常情况下小鼠的疼痛阈值

还可加重慢性痛时的机械性痛敏，并且可直接产生焦虑抑郁样行为；而特异性激活

dmPFC-vlPAG 神经通路可产生明显的下行镇痛作用，改善慢性痛时的机械性痛敏并

可减弱慢性痛产生的负性情绪；化学遗传学的方法特异性的激活双侧 dmPFC 内的抑

制性中间神经元间接地抑制 dmPFC-vlPAG 神经通路，同样可恶化慢性痛时的机械性

痛敏和慢性痛相关的焦虑抑郁样行为；进一步用行为药理学的方法抑制 dmPFC 内

GABAAR 和 mGluR1 后，可减轻慢性痛时的机械性痛敏并改善慢性痛时的负性情绪。

这一系列的结果提示，正常时 dmPFC-vlPAG 神经通路产生的下行镇痛作用参与了维

持动物的机械性疼痛阈值，在慢性痛时因不断传入大量的疼痛及其相关信息通过
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mGluR1 兴奋 dmPFC 内的抑制性中间神经元，间接地通过表达在锥体神经元上的

GABAAR 抑制 dmPFC 内的锥体神经元，减弱了 dmPFC-vlPAG 的下行镇痛作用，参

与了慢性痛的发生和发展，同时因 dmPFC 的抑制导致了负性情绪的产生。 

4.1 dmPFC-vlPAG 神经通路维持正常情况下的痛阈值 

无论是 KA 化学毁损双侧 dmPFC 一周后还是腹膜腔注射 CNO 特异性激活

dmPFC 内的抑制性中间神经元，在正常情况下均可降低小鼠的疼痛阈值。这说明了

在正常动物的体内，dmPFC-vlPAG 神经通路是一条重要的下行镇痛通路，慢性痛时

dmPFC-vlPAG 神经通路的抑制从而减弱了下行镇痛作用。正常时疼痛为我们发出警

告信号，让我们远离危险环境，避免受到更多的伤害；下行镇痛系统可以减轻疼痛，

消除疼痛给机体带来的不利影响，更好地保护机体免受伤害。机体在面对危险的伤

害性刺激时，下行镇痛系统的保护作用可以使机体有更多的时间和机会逃离危险的

环境并及时就诊进行治疗。既往的研究已经证明 PAG-RVM 的下行镇痛系统参与了

正常情况下疼痛阈值的维持，该通路的减弱参与了慢性痛的形成和维持

[41,84,131,164,176]。尽管 PAG 可以接受包括皮层和下丘脑等高级中枢的信息传入，但对于

其传入的高级中枢是否会影响到 PAG-RVM 的疼痛下行调控的研究还知之甚少。用

电刺激或者化学药物激活 ACC 内神经元的活动并未观察到下行镇痛作用，但可观察

到对甩尾实验明显的易化作用，这一激活 ACC 产生的下行易化作用被认为是 ACC

通过 RVM 的中继从而降低了脊髓背角的疼痛阈值[19]。我们实验室的一项研究也证实

了 ACC 可以直接投射到脊髓背角，在慢性痛时 ACC 内的长时程增强直接兴奋了脊

髓背角内的神经元，下行易化伤害性信息的传递从而参与了慢性痛的发生和发展

[25,27]。除此之外，已有大量的文献报道了在慢性痛时，ACC 内神经元的兴奋性明显

增强，且抑制 ACC 内神经元的活动可产生明显的镇痛作用[12,72,78]。而 ACC 和 dmPFC

是彼此相邻的，为什么会产生完全相反的作用呢？这可能与两者的来源不同密切相

关[51,58,71,108]。并且也有许多的文章证实了兴奋 PL 可产生明显的镇痛作用，而兴奋

PL 内的抑制性神经元可易化机械性痛敏[168]。在形态学研究中，我们也可观察到 ACC

往 vlPAG 内的投射。那么 dmPFC 产生下行镇痛作用的机制和 ACC 产生下行易化的

作用机制是否有什么密切联系？还留待以后的研究去探讨两个核团往 vlPAG 投射的

异同点。 
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在慢性痛的发生和发展过程中，化学毁损双侧 dmPFC 后 7 天或特异性兴奋

dmPFC 内的抑制性中间神经元在早期可降低机械性痛敏恶化了慢性痛的发生和发展

过程。这与dmPFC-vlPAG神经通路在慢性痛时下行镇痛作用的减弱是密切相契合的。

但在 CPNL 术后第 7 天和 14 天，毁损双侧 dmPFC 和激活双侧 dmPFC 内的抑制性中

间神经元并不能再进一步的恶化慢性痛的发展。这可能与除了存在 dmPFC-vlPAG 直

接通路外，dmPFC 还可中继于其他神经核团而支配 vlPAG 有关。尽管毁损了双侧的

dmPFC，但中继核团如伏核或丘脑等仍可下行调控 vlPAG 的功能从而维持一定的机

械性痛敏，不至于痛敏太低[4,10]。同时，神经系统内存在的其他下行调控系统代偿性

的取代了 dmPFC-vlPAG-RVM 通路的下行镇痛作用也可能参与了这一调节过程。像

从蓝斑到脊髓的下行投射和下丘脑室旁核到脊髓的下行投射均可产生明显的下行镇

痛作用[38,95]。 

4.2 毁损双侧 dmPFC 对痛行为和焦虑样行为的影响 

既往的实验中用喹啉酸化学毁损双侧或是对侧的 PL，可缓解足底注射完全弗氏

佐剂（complete Freund’s adjuvant, CFA）引起的慢性痛和负性情绪[148]。这一系列结

果与我们课题中观察到化学毁损双侧 dmPFC 后可降低动物的疼痛阈值，增加动物对

机械性刺激的反应，产生负性情绪是有所冲突的。我们认为主要有以下几方面的原

因：首先，尽管都是相同的核团毁损但所毁损神经元的种类不同：不管是在他们的

实验中还是在我们的研究中均观察到特异性的兴奋 PL 内的锥体神经元可产生镇痛

作用，并缓解慢性痛后的负性情绪。说明在他们的研究中注射喹啉酸后对 PL 内的抑

制性神经元的毁损更加明显，而我们的课题中注射 KA 后对锥体神经元的毁损更多

一些。其次，对不同慢性痛模型的影响有所差异，足底注射 CFA（慢性炎性痛）后 1

天与我们的研究中 CPNL（慢性神经病理性痛）后 14 天动物在旷场和高架中的行为

学改变是不相同的。化学毁损后，对不同痛模型的行为学改变也是有所差异的。最

后，实验中 dmPFC 和 PL 所包含区域的不同及动物种类的差异也会对结果产生影响。 

在用旷场实验检测动物的行为学改变时，动物在旷场内的活动总路程反映了动

物的运动能力，在旷场中央区活动时间的百分比反应了动物对环境的好奇与探索意

图。既往的研究认为在慢性痛时，动物并不会因为后足的疼痛而降低动物在旷场内

的运动总路程，仅会因为慢性痛后的负性情绪而减少小鼠在旷场中央区的活动时间
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[2,91]。而也有的文献报道，慢性痛后动物因为后足的疼痛不愿在旷场内活动从而减少

对后足的机械性刺激[92,166]。在我们的研究结果中，尽管毁损双侧 dmPFC 或是兴奋双

侧 dmPFC 内的抑制性中间神经元后可减少小鼠在旷场内活动的总路程，但这一影响

可能并不是因为抑制了 dmPFC-vlPAG 神经通路的活动导致的。小鼠在 CPNL 手术后

第 14 天在旷场内的活动总路程并未受到影响，说明在慢性痛时并不会因为疼痛而减

弱小鼠在旷场内的活动。同时，用光遗传学的方法特异性激活 dmPFC-vlPAG 神经通

路后，小鼠在旷场内的活动总路程也并未得到增强。这些结果提示，dmPFC 内的神

经元可能通过投射到其他的核团进而影响小鼠在旷场内的活动总路程。有文献指出，

dmPFC 向纹状体可发出大量的纤维投射，而纹状体又是与运动密切相关的神经核团

[66,112]。向 dmPFC 内注射 5-HT2AR 的拮抗剂 Ketanserin 可显著地增加小鼠在旷场内的

活动总路程[61]。另一方面，dmPFC 还可与工作记忆和工作的执行等密切相关[74,98,121]。

但也有研究利用慢性束缚的模型来检测，每天 6 小时连续 21 天后可影响 mPFC 内的

多种代谢产物，但大鼠在旷场和高架十字迷宫内的所有焦虑抑郁样行为均不受到影

响（包括旷场内运动的总路程，和进入高架十字迷宫开放臂内的次数及停留时间）[90]。

将表达 hM3Dq 的病毒注射到包括 IL 在内的 mPFC 后，特异性的激活 mPFC 内的锥

体神经元并未观察到对小鼠在旷场内活动总路程和中央区活动时间的影响[154]。这项

研究与我们实验最大的不同是他们只检测了小鼠在旷场内 5 分钟的活动轨迹，并进

行分析。另一项研究运用光遗传学的方法特异性激活 BLA-mPFC 神经通路，可显著

性地抑制小鼠在旷场内中央区的活动时间和高架十字迷宫开放臂内的活动时间，而

特异性地沉默该通路可增加小鼠在旷场中央区的活动时间和高架十字迷宫开放臂内

的活动时间[40]。 

4.3 特异性激活 dmPFC-vlPAG 神经通路增加动物在高架十字迷宫开放臂内的活动 

在慢性疼痛时，用光遗传学的方法特异性激活 dmPFC-vlPAG 神经通路，对小鼠

在高架十字迷宫开放臂内活动时间的百分比和进入开放臂次数的百分比均有明显的

改善作用，但对小鼠在旷场内中央区活动时间的百分比无明显作用。这种对高架十

字迷宫内的改善作用可能是直接的作用，而不是因为下行镇痛后间接引起的。再次

提示了，dmPFC 对慢性疼痛的下行调控和对负性情绪的改善是通过不同的通路来完

成的，并不都是 dmPFC-vlPAG 神经通路所介导的。而小鼠在高架十字迷宫内的行为
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学改变可能是与 vlPAG 的其他功能相关的。已经证实，特异性的激活 vlPAG 内的

VGLUT2 阳性神经元或者是抑制其中的抑制性神经元可引起动物防御样的行为，同

时特异性的激活 lPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元除了可引起明显的镇痛外还可引起

动物的逃逸行为[140]。另有新近发表的研究指出，同样是特异性的激活 l/vlPAG 内的

VGLUT2 阳性神经元参与了小鼠进食时的食物搜寻过程 [57]。这些特异性激活

VGLUT2 阳性神经元所产生的除镇痛以外的行为学改变，有可能导致了特异性激活

dmPFC-vlPAG 神经通路后小鼠在高架十字迷宫内进入开放臂活动时间和进入开放臂

内活动次数百分比增加的行为学改变。 

4.4 dmPFC 参与慢性痛和负性情绪调控的分子机制 

对于dmPFC在慢性痛后其内分子和神经元机制的研究也已有不少的报道。mPFC 

内的 kappa 阿片受体（KOR）可以负性调控从 BLA 投射来的兴奋性突触传递进而改

善其产生的焦虑样行为，向双侧 mPFC 内注射 KOR 的特异性拮抗剂 nor-BNI 可增加

小鼠在旷场中央区的活动时间，产生抗焦虑样的效果[137]。同时，用负性调控剂

L-655,708 抑制 mPFC 内含 α5 亚型的 GABAAR 可对慢性应激后糖水偏好和社交行为

缺失抑郁样行为产生快速的抗抑郁作用[44]。运用光遗传学的方法特异性激活 PL 内的

抑制性神经元可进一步降低慢性痛后导致的机械性痛阈值和热痛阈值，而特异性的

沉默 PL 内的抑制性神经元后可产生明显的镇痛作用，并且增加动物在黑白箱中的偏

好[168]。用喹啉酸化学毁损 PL 后可缓解足底注射 CFA 引起的慢性痛和负性情绪，同

样用光遗传学方法特异性激活 PL 内的兴奋性锥体神经元可在足底注射 CFA 后产生

明显的镇痛作用并缓解相应的焦虑抑郁样行为，这些慢性痛和焦虑样行为的改变与

慢性痛时 PL 内的周期素依赖性蛋白激酶 5（cyclin-dependent kinase 5, Cdk5）的升高

密切相关，用干扰 RNA 将对侧 PL 内的 Cdk5 敲低后可改善 CFA 足底注射引起的慢

性痛和负性情绪[148]。但并未深入探讨 PL 是通过哪条通路介导的下行镇痛作用和缓

解的负性情绪。用光遗传学的方法特异性激活从 mPFC 向伏隔核的兴奋性投射可产

生明显的镇痛作用，缓解 SNI 神经病理性痛后的机械性痛敏和冷痛敏，以及包括条

件性位置偏爱和强迫游泳在内的疼痛相关的负性情绪[83]。并且这一改善作用与 mPFC

内的 AMPA 受体无关，不能被其拮抗剂所阻断。 

慢性痛时杏仁核尤其是基底外侧杏仁核的过度兴奋导致了 mPFC 的功能下降，
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从而减弱了 dmPFC-vlPAG 的下行镇痛作用。在膝关节炎导致的慢性痛模型中 I 型的

mGluRs 受体介导了慢性痛后 mPFC 内 GABAAR 的激活从而参与了慢性痛的发生和

发展[67]。在相类似的机制中，mPFC 内是 mGluR1 的兴奋而不是 mGluR5（I 型的

mGluRs 受体包括 mGluR1 和 mGluR5）的兴奋导致了 GABAAR 的激活从而抑制了兴

奋性锥体神经元，进而损伤了动物与疼痛相关的认知功能[134]。同样在足底注射角叉

菜胶引起的慢性炎性痛中，mPFC 内的 mGluR1 表达明显升高，而 mGluR5 表达无明

显变化进而导致了 mPFC 内的 GABA 含量上升而下调了谷氨酸的含量[96]。往 BLA

内或者 mPFC 内分别注射 mGluR1 或者 GABAAR 的特异性拮抗剂可产生明显的镇痛

作用，缓解角叉菜胶和蜜蜂毒引起的炎性痛[50,96]。这一现象与我们研究中观察到的

结果是相同的，慢性痛时 dmPFC 内 mGluR1 和 GABAAR 的表达上调抑制了兴奋性

锥体神经元的活性进而抑制了 dmPFC-vlPAG 神经通路，减弱了该通路的下行镇痛作

用，同时 dmPFC 内锥体神经元的抑制还参与了慢性痛后负性情绪的产生。本研究中

对于向 dmPFC 内注射 bicuculline 或者是 LY367385 的剂量并未做相应的探讨，文献

中对于不同核团内所用的剂量也不尽相同，故我们采用了文献中报道的常用剂量

bicuculline 0.1 ug[39,73]和 LY367385 0.4 nmol[56,67,86]进行课题的研究。 

总结以上两部分的研究内容如下（图 2-27）：第一部分的形态学研究运用多种形

态学方法，勾勒出一条从皮层到脊髓（dmPFC-vlPAG-RVM-脊髓背角）Top-Down 的

下行调控神经通路（图 2-27A），并对通路中关键神经元的化学性质做了深入研究和

探讨，为后面的机能学研究提供了理论基础。第二部分的机能学研究通过光遗传学

和化学遗传学等方法，证实了慢性痛时大量疼痛信息传入到 dmPFC 内的抑制性中间

神经元进而对 dmPFC 内兴奋性的锥体神经元产生强有力地抑制，导致了

dmPFC-vlPAG 神经通路的下行镇痛作用减弱甚至消失。故 dmPFC-vlPAG 神经通路

的沉默，参与了慢性痛的发生、发展及负性情绪的形成（图 2-27B、C），激活此神

经通路可产生明显的镇痛效应并改善慢性痛后的负性情绪，dmPFC 内的 GABAAR 和

mGluR1 可能参与上述痛行为和负性情绪反应的调控。结合第一部分的形态学研究和

第二部分的机能学研究，为 dmPFC 作为慢性痛恶性循环，疼痛和负性情绪交互恶化

的关键核团提供了解剖和机能基础。也为提高慢性痛的质量效果，改善慢性痛患者

的生活质量找到了关键的干预靶标核团。 
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图 2-27 dmPFC 参与疼痛下行调控的神经通路及神经元机制 

图A显示的为结合本课题和既往经典疼痛下行调控通路的研究勾勒出一条Top-Down的下行

调控神经通路（dmPFC-vlPAG-RVM-SDH）。图 B、C 中所有箭头均代表兴奋突触后的神经元，

GABA 神经元则可抑制突触后神经元活性，线条越粗说明兴奋或抑制作用越强，线条变细说明

兴奋或抑制作用减弱。因 vlPAG 内的 VGLUT2 阳性神经元可产生显著的下行镇痛作用，基于此

条 dmPFC-vlPAG 神经通路，正常时 dmPFC 内抑制性神经元对 dmPFC-vlPAG 神经通路的抑制较

弱，产生明显下行镇痛效果，在慢性痛时因 dmPFC 内的抑制性神经元接收了大量的兴奋性传入，

而导致 dmPFC-vlPAG 的下行镇痛作用减弱参与了慢性痛的发生、发展及负性情绪的形成。
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小    结 
 

本课题通过形态学和机能学两个方面研究了 dmPFC对疼痛的下行调控作用及其

神经通路和神经元机制。主要结果小结如下： 

（1） 确实存在 dmPFC-vlPAG 神经通路，由 dmPFC 内的 VGLUT1 阳性锥体神

经元可以发出投射至 vlPAG 并与其内的 VGLUT2 阳性神经元形成突触联系；vlPAG

内向 RVM 投射的神经元绝大部分含有 VGLUT2，可与 RVM 内 5-HT 阳性神经元形

成突触。 

（2） dmPFC 内的 PV 阳性中间神经元可接受 mPFC、ACC、IC 和 CLA 等皮

层结构，PVA、PVP、MD、CL、Rh、VM 和 Re 等丘脑核团，BLA 以及尾侧海马的

纤维投射，而这些核团与疼痛的传递和调控密切相关。 

（3） 化学毁损双侧 dmPFC 或兴奋双侧 dmPFC 内的抑制性中间神经元，间接

沉默 dmPFC-vlPAG 神经通路，可降低动物正常时和慢性痛时的机械性痛阈值，增加

动物对机械性刺激的反应，导致动物在旷场和高架十字迷宫内焦虑样负性情绪的产

生，兴奋 dmPFC 内的抑制性神经元还可恶化慢性痛所致的负性情绪。 

（4） 兴奋 dmPFC-vlPAG 神经通路可产生镇痛作用，并可改善慢性痛后动物在

高架十字迷宫内的负性情绪。 

（5） 慢性痛时 dmPFC 内 GABAAR 和 mGluR1 表达的上调能够抑制

dmPFC-vlPAG 下行镇痛通路，参与了慢性痛的发生、发展及负性情绪的形成。 

dmPFC 同时参与了慢性痛和负性情绪的形成，可能就是“慢性痛后的恶性循环”

中最关键的一环。慢性痛时特异性地兴奋 dmPFC 内的锥体神经元并再次激活

dmPFC-vlPAG 神经通路便可逆转慢性痛和负性情绪的交互恶化及迁延难愈。 
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硕士导师：李云庆 教授 硕士论文题目：BDNF 参与中枢痛觉下行调控的形态学研究 
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何做学问，如何做研究和为人处事。导师渊博的学识，深厚的科研功底和高尚的人

品，我虽只学得皮毛，但却使我终生受益。 

感谢李辉主任在我申请出国留学和留学期间对我科研工作的指导和帮助，辅导

老师董玉琳副教授在课题的设计和实施中给予的建议和帮助，仍然记得李金莲教授

向我讲授如何做免疫电镜的技巧并指导我们进行实验，感谢王亚云教授和史娟副教

授对我教学工作的纠正和鼓励，陈涛教授对课题中所用转基因小鼠的热情帮助，张

富兴教授在课题研究中的诚恳建议，张勇讲师在我的整个博士培养过程中的帮助，

张婷实验师对课题工作全力支持，鲁亚成讲师对我帮助和电镜技术的指导，黄静讲

师的鼓励和帮助，陈晶讲师、张明明讲师和寇珍珍讲师的热情解答和帮助，丁坦博

士后的帮助和合作，梁少华博士、吴振宇博士和李飞本科生在我学校博士课题申请

答辩中的鼎力相助，陈英标老师，王舰博士、孙毅博士、冯斑博士、万法萍博士、

白杨博士在实验、生活中的建议和帮助，还离不开李婷婷、吴晓华、冯小利、高迎

颖和张涵对我实验工作的倾力支持。 

非常有幸能够得到导师和科室老师们的支持在博士期间去美国圣路易华盛顿大

学痒觉研究中心学习和进行实验研究。特别感谢我的联合培养导师陈宙峰教授对我

的严格要求和科研培训，感谢 Elisa、于耀清、刘贤宇、孙宇、王娜、杨倩怡、沈开
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凤、Admire Munanairi、Devin M Barry、彭嘉航、杨维珊、李波尔、占洁等对我实

验研究的指导和帮助，及生活上的热心照顾。 

虽然来西安已经 11 年，但我始终有来自家人的牵挂和问候；虽然每年在家的时

间只有 1 个月，但我始终可以感受到你们对我的理解、付出和支持；虽然你们对我

的专业知识并不在行，但对我的开导和鼓励仍然让我信心满满。我只希望将我的感

谢化作对你们的衷心祝愿，希望你们身体健康，工作顺利，事事如意！ 

感谢这一路走过来的同学和朋友们，是你们的支持和搀扶令我走到现在，是你

们带给了我无限的欢乐和莫大的帮助，感谢所有给过我帮助的人。 

最后，祝愿第四军医大学人体解剖学教研室这个团结奋进的团体能够发展的越

来越好，腾飞的越来越高！ 

 


