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乙酸致内脏痛模型小鼠杏仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ 表达和
动物焦虑样行为的影响
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摘　 要:　 目的　 探讨乙酸所致内脏痛小鼠杏仁中央核(ＣｅＡ)ｃ￣ｆｏｓ 的表达时程变化及其与小鼠焦虑样行为的

关系ꎮ 　 方法　 将雄性昆明小鼠随机分为生理盐水组、乙酸致内脏痛 １ ｈ 组、乙酸致内脏痛 ２ ｈ 组以及乙酸致内脏

痛 ２４ ｈ 组ꎬ观察各组动物 １ ｈ 内腹壁收缩次数ꎬ采用旷场实验对生理盐水组、乙酸致内脏痛 ２ ｈ 组及乙酸致内脏痛

２４ ｈ 组动物焦虑样行为进行检测ꎬ行为学检测结束后ꎬ采用免疫组织化学法分别检测此 ３ 组动物杏仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ
的表达变化ꎮ 　 结果　 内脏痛评分表明ꎬ与生理盐水组比较ꎬ乙酸致内脏痛 １ ｈ 组动物腹壁收缩次数明显增加(Ｐ<
０ ００１)ꎬ而乙酸致内脏痛 ２ ｈ 组及乙酸致内脏痛 ２４ ｈ 组动物腹壁收缩次数无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎻ旷场实验结果表

明ꎬ与生理盐水组比较ꎬ乙酸致内脏痛 ２ ｈ 组和乙酸致内脏痛 ２４ ｈ 组中央格停留时间及穿越中央格子数均明显减

少(Ｐ<０.００１)ꎬ而三组动物活动度间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 免疫组化结果表明ꎬ与生理盐水组比较ꎬ乙酸致

内脏痛 ２ ｈ 组及乙酸致内脏痛 ２４ ｈ 组动物杏仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ 表达增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 　 结论　 乙酸致内脏痛小鼠焦虑

情绪持续的时间远远长于疼痛本身ꎬ其机制可能与杏仁中央核神经元过度活化有关ꎮ
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　 　 疼痛是一种与组织损伤或潜在损伤相关的不愉

快的主观感觉和情感体验ꎬ它包括感觉和情感两个

层面:感觉层面主要指对疼痛程度的感受ꎬ情感层面

则主要包括疼痛引起的焦虑样或抑郁样行为等ꎬ其
中疼痛相关的负面情绪的影响比疼痛本身的危害更

大[１￣２]ꎮ 内脏痛是病理性疼痛最常见的一种形式ꎬ
常由机械性牵拉、痉挛、缺血和炎症等刺激所致ꎬ但
其定位不明确ꎬ患者常伴有不安、恐惧、焦虑样行

为[３￣４]ꎬ然而ꎬ内脏痛引起个体焦虑行为改变的神经

生物学机制仍不清楚ꎮ 杏仁中央核(ｃｅｎｔｒａｌ ｎｕｃｌｅｕｓ
ｏｆ ａｍｙｇｄａｌａꎬＣｅＡ)是情感和疼痛感觉信号组成部分

的一个集成中心ꎬ参与了疼痛等伤害性刺激诱导负

性情绪的调节[５￣６]ꎮ ｃ￣ｆｏｓ 是一种存在于正常神经细

胞核内的即刻早期基因ꎬｃ￣ｆｏｓ 的表达与中枢对各种

伤害性刺激的应答有密切关系ꎬｃ￣ｆｏｓ 表达的数量与

所受到的刺激强度正相关ꎬ是研究脑区激活的经典

标记物[７]ꎮ 本文旨在探讨乙酸所致内脏痛小鼠杏

仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ 表达的时程变化及其与动物焦虑行

为之间的关系ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物 　 　 雄性昆明小鼠 ４８ 只ꎬ体重 ２２ ~ ２５ ｇ
(湖南斯莱克景达提供)随机分成生理盐水组ꎬ乙酸

致内脏痛 １ ｈ 组、２ ｈ 组、２４ ｈ 组ꎬ每组 １２ 只ꎮ 所有

小鼠均在本实验室动物房适应性饲养 ７ 天ꎬ室温控

制在(２４±２) ℃ꎬ１２ ｈ 昼夜节律(光照时间 ０８ ∶ ００￣
２０ ∶ ００)ꎬ自由饮水与进食ꎮ
１.２　 动物分组

１.２.１　 内脏痛模型的建立 　 乙酸致内脏痛 １ ｈ 组

(ｏｎｅ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ￣ｅｌｉｃｉｔｅｄ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｐａｉｎꎬＡＡ￣
１ｈ )、乙酸致内脏痛 ２ ｈ 组(ｔｗｏ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ￣
ｅｌｉｃｉｔｅｄ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｐａｉｎꎬＡＡ￣２ ｈ )以及乙酸致内脏痛 ２４
ｈ 组(ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｏｕｒ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ￣ｅｌｉｃｉｔｅｄ ｖｉｓｃｅｒａｌ
ｐａｉｎꎬＡＡ￣２４ ｈ )通过腹腔注射 １.０％乙酸 １０ ｍＬ / ｋｇ
建立内脏痛模型组[８]ꎬ生理盐水组腹腔注射等量生

理盐水ꎬＡＡ￣１ｈ、ＡＡ￣２ ｈ 及 ＡＡ￣２４ ｈ 分别指乙酸腹腔

注射后第 １ ｈ、第 ２ ｈ 以及第 ２４ ｈꎮ 将小鼠单独置于

白色清洁饲养箱内ꎬ记录所有动物 １ ｈ 内的腹壁收

缩次数ꎮ 小鼠出现腹部收内凹、臀部歪扭和后肢伸

张记为腹壁收缩 １ 次ꎮ
１.２.２　 焦虑行为检测　 将小鼠预适应实验环境 １ ｈ
后逐一置于旷场中央格区让其自由活动 ５ ｍｉｎꎬ并用

摄像机记录小鼠整个活动过程ꎮ 采用单盲法观察记

录小鼠中央格运动时间、中央格穿越格子数、总穿越

格子数ꎮ 每只小鼠检测完毕后ꎬ均清洁旷场并予

７５％酒精清除实验箱内气味ꎮ 实验中小鼠穿越格子

总数代表小鼠活动度ꎬ中央格穿越格子数越多、中央

格停留时间越长说明其焦虑程度越轻[３]ꎮ
１.２.３　 免疫组织化学染色　 行为学检测结束后ꎬ动
物立即给予 １０％ 水合氯醛深度麻醉ꎬ先用生理盐水

灌注ꎬ再用 ４ ℃ 的 ４％ 多聚甲醛固定液固定ꎬ取脑

于 ４ ℃冰箱后固定过夜ꎬ依次予 １５％、３０％蔗糖充分

沉糖后ꎬ冰冻切片机行连续冠状切片ꎬ片厚 ３０ μｍꎮ
取一套切片依次经 ３％ 过 氧 化 氢 溶 液 处 理 及

０.０１％ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 漂洗三遍后ꎬ５％羊血清室温封闭

２ ｈꎬ加入羊抗兔多克隆抗体 ｃ￣ｆｏｓ( ｓａｎｔａ ｃｒｕｚꎬ１ ∶
１ ０００)室温下孵育 ２ ｈꎬ然后转至 ４ ℃ 冰箱过夜ꎮ
０ ０１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 冲洗ꎬ１０ ｍｉｎ×３ 次ꎻ加入山羊抗兔

Ｉｇ Ｇ(１ ∶ ２００)ꎬ室温下孵育 ２ ｈꎻ０.０１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 冲

洗ꎬ１０ ｍｉｎ×３ 次ꎻ加入过氧化酶标记的 ＡＢＣ 复合物

(Ａ 液和 Ｂ 液比例为 １ ∶ ２００ꎬ提前 ３０ ｍｉｎ 配制)室
温下孵育 ２ ｈꎻ０.０１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 冲洗ꎬ１０ ｍｉｎ×３ 次ꎻ
ＤＡＢ 显色ꎮ 切片常规脱水、透明和封片ꎬ４００ 倍光学

显微镜下进行观察ꎮ 光学显微镜采集图像(ＭＣ５５
广东明美科技公司)ꎮ
１.３　 统计分析　 　 本实验中所得数据均以 ｘ±ｓ 表示ꎬ
采用 Ｇｒａｐｈａｄ ｐｒｉｓｍ５.０ 进行统计分析ꎬ多个样本均数的

比较采用单因素方差分析(Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ多个样

本均数间的多重比较采用 ｐｏｓｔ ｈｏｃ Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验ꎬＰ<
０ ０５ 认为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 注射乙酸后不同时间点动物内脏痛评分　 ＡＡ￣
１ｈ 组动物腹部剧烈疼痛ꎬ腹壁收缩次数显著增加ꎬ
而生理盐水组、ＡＡ￣２ ｈ 组及 ＡＡ￣２４ ｈ 组均仅有极少

数扭体行为发生(图 １)ꎮ 统计结果表明ꎬＡＡ￣１ｈ 组
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腹壁收缩次数明显多于生理盐水组(Ｐ<０.００１)ꎬ而
ＡＡ￣２ ｈ 组及 ＡＡ￣２４ ｈ 组与生理盐水组比较腹壁收

缩次数间差异无显著性(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.２　 注射乙酸后不同时间点动物焦虑行为评分

旷场实验检测了生理盐水组、ＡＡ￣２ ｈ 组和 ＡＡ￣２４ ｈ
组动物焦虑情绪 (图 ２)ꎮ 与生理盐水组相比ꎬ
ＡＡ￣２ ｈ组和 ＡＡ￣２４ ｈ 组小鼠在旷场中央格穿越格子

数明显减少(Ｐ<０.００１)ꎬＡＡ￣２ ｈ 组和 ＡＡ￣２４ ｈ 组小

鼠在旷场中央格停留的时间也明显减少 ( Ｐ <
０ ００１)ꎬ但各组动物在旷场中穿越的总格子数无差

异(Ｐ>０ ０５)ꎮ
图 １　 乙酸或生理盐水对腹痛的时程影响

与生理盐水组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１

图 ２　 生理盐水或乙酸对小鼠焦虑行为的影响

Ａ:生理盐水组、ＡＡ￣２ ｈ 组及 ＡＡ￣２４ ｈ 组中央格停留时间ꎻＢ:生理盐水组、ＡＡ￣２ ｈ 组及 ＡＡ￣２４ ｈ 组中央格穿越格子数ꎻ
Ｃ:生理盐水组、ＡＡ￣２ ｈ 组及 ＡＡ￣２４ ｈ 组穿越总格子数.　 与生理盐水组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ与生理盐水组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１

２.３　 注射乙酸后不同时间点小鼠杏仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ
表达变化　 　 免疫组化结果显示(图 ３)ꎬ与生理盐水

组比较ꎬＡＡ２ ｈ 组和 ＡＡ２４ ｈ 组小鼠杏仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ

阳性细胞数明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 而 ＡＡ２４ ｈ 组与

ＡＡ２ ｈ组比较 ｃ￣ｆｏｓ 阳性细胞数明显减少(Ｐ<０.０１)ꎬ
杏仁中央核在内脏痛消失后仍然处于激活状态ꎮ

图 ３　 生理盐水或乙酸对杏仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ 表达的影响

Ａ、Ｂ、Ｃ 为别为生理盐水组、ＡＡ￣２ ｈ 组及 ＡＡ￣２４ ｈ 组杏仁中央核 ｃ￣ｆｏｓ 免疫组化结果ꎬＤ 为免疫组化结果直方图ꎬ
与生理盐水组比较ꎬ∗∗∗:Ｐ<０.００１ꎻ与生理盐水组比较ꎬ ∗:Ｐ<０.０５ꎻ与 ＡＡ￣２ ｈ 组及生理盐水组比较ꎬ＃＃:Ｐ<０.０１ꎬｂａｒ ＝ １００ μｍ

３　 讨　 　 论

内脏痛是临床常见症状ꎬ随着研究的深入ꎬ人们

对内脏痛的认识也逐步加深ꎮ 乙酸致内脏痛是指通

过腹腔注射乙酸引起腹腔内脏器官出现化学性炎

症ꎬ使动物产生内脏疼痛ꎮ 尽管存在由于乙酸可能

造成腹壁紧张ꎬ导致躯体痛混杂的缺点ꎬ但这类模型

操作方便ꎬ避免了麻醉药对模型的影响ꎬ疼痛行为反

应即时出现ꎬ变化明显ꎮ 通过 Ｓｃｈｍａｕｓｓ Ｃ[９] 提出的

评分方法能方便的量化疼痛行为指标ꎬ是目前应用
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较广泛的内脏痛模型之一ꎮ 本课题组前期实验用大

鼠复制了这一疼痛模型[１０]ꎻ本实验中ꎬ在小鼠腹腔

注射乙酸后 １ ｈ 内腹壁收缩次数明显增加ꎬ同样建

立了炎性内脏痛模型ꎮ
炎症痛的同时存在焦虑情绪ꎬ但疼痛的存在会

影响焦虑行为的检测ꎮ 因此ꎬ本实验在注射 ＡＡ 后 ２
ｈ、２４ ｈ 检测了小鼠的疼痛行为ꎬ发现这两个时间点

动物的腹壁收缩次数显著减少ꎬ提示动物的内脏痛

消失ꎬ这一结果与文献报道及本课题组之前的研究

相一致[３ꎬ１０]ꎮ 进一步在旷场实验中ꎬ注射乙酸后 ２ ｈ
动物无论是在中央格停留的时间及中央格穿越的次

数明显减少ꎬ但动物的活动度无明显改变ꎬ提示动物

在内脏痛消失后仍然出现焦虑样行为ꎬ与早期报道

的文献相一致[３]ꎻ为了观察动物焦虑情绪持续的时

间ꎬ采用旷场实验检测动物在注射乙酸后 ２４ ｈ 的焦

虑样行为ꎬ结果表明模型小鼠在中央格停留的时间

及中央格穿越的格子数仍然显著少于生理盐水对照

组ꎬ提示内脏痛伴随的焦虑情绪远远长于疼痛本身ꎬ
出现疼痛与情绪相互分离的现象ꎮ 疼痛与情绪相分

离这一现象在躯体疼痛ꎬ如福尔马林疼痛、切割痛中

已有报道[１１￣１２]ꎮ
ｃ￣ｆｏｓ 是一种存在于正常神经细胞核内的即刻

早期基因ꎬｃ￣ｆｏｓ 的表达与中枢对各种伤害性刺激的

应答有密切关系ꎬ它的表达可反应神经元功能处于

激活状态ꎬ被认为是神经元活化的标志物[１３]ꎬ也就

是说表达 ｃ￣ｆｏｓ 蛋白的神经元可能参与了这种刺激

信息的处理过程ꎮ 早期的研究指出ꎬ乙酸诱导的内

脏痛大鼠蓝斑核、孤束核、下丘脑室旁核 ｃ￣ｆｏｓ 的表

达增加ꎬ可以持续至乙酸注射后 ６ ｈ[１４]ꎮ 与生理盐

水组相比ꎬＡＡ￣２ ｈ 组、ＡＡ￣２４ ｈ 组动物杏仁中央核 ｃ￣
ｆｏｓ 阳性细胞数目均显著增加ꎬ提示杏仁中央核神经

元处于激活状态ꎮ 与生理盐水组相比ꎬＡＡ￣２ ｈ 组、
ＡＡ￣２４ ｈ 组动物在旷场实验中表现出焦虑样行为ꎬ
这可能是与杏仁中央核神经元过度激活有关ꎮ 在伤

害性刺激结束后ꎬ杏仁中央核的激活被认为是诱导

动物出现负性情绪的重要原因[５￣６]ꎮ 所谓表观遗传

是指:基因表达发生了可遗传的改变ꎬ但序列却没有

发生变化ꎮ 甲基化、组蛋白修饰、染色质重塑及非编

码调控机制共同构成了表观遗传涉及的机制ꎮ 表观

遗传修饰在即早基因表达调控中具有重要的作用ꎬ
研究表明 ｃ￣ｆｏｓ 基因甲基岛甲基化水平的降低可能

与其表达上调密切相关ꎬ并且参与动物行为的调

节[１５]ꎮ 因此ꎬ推测在乙酸诱导内脏痛小鼠的焦虑样

行为产生的过程中ꎬ杏仁中央核的活化可能起到了

关键的调控作用ꎬ其具体的机制仍然有待于进一步

探讨ꎮ
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