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芬太尼经中间神经元减弱吹风刺激诱发的小鼠小脑分子层场

电位反应
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摘  要：芬太尼作为一种合成的阿片类药物，可与μ型阿片受体(mu-opioid receptor, MOR)结合产生镇痛、镇静及奖赏相关的

行为。小脑的功能不仅局限于对躯体平衡、肌张力和随意运动的调节，还有情绪调节、认知和学习记忆等功能。有研究表

明，小脑中广泛分布着功能性的MOR，但其对小脑功能的影响还未见报道。本文旨在采用在体电生理学方法研究枸橼酸芬

太尼对同侧触须垫吹风刺激诱发的小鼠小脑分子层场电位反应的影响。结果显示，小脑表面灌流5 μmol/L芬太尼可使吹风刺

激诱发的小脑分子层场电位反应中正向波(P1)的振幅、半宽和曲线下面积显著降低，对P1振幅的半数有效抑制浓度为4.21 
μmol/L。芬太尼的这种抑制效应可被MOR特异性阻断剂CTOP所阻断。单独给予CTOP则增加P1的振幅和曲线下面积。芬太

尼还可显著抑制分子层中间神经元(molecular layer interneurons, MLIs)自发和诱发的放电数目。以上结果表明，芬太尼可减弱

吹风刺激诱发的分子层场电位反应，其机制可能与芬太尼通过作用于MOR抑制MLIs的自发和诱发放电活动有关。
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Fentanyl attenuates air-puff stimulus-evoked field potential response in the cere-
bellar molecular layer via inhibiting interneuron activity in mice
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Abstract: Fentanyl as a synthetic opioid works by binding to the mu-opioid receptor (MOR) in brain areas to generate analgesia, sedation 
and reward related behaviors. As we know, cerebellum is not only involved in sensory perception, motor coordination, motor learning and 
precise control of autonomous movement, but also important for the mood regulation, cognition, learning and memory. Previous studies 
have shown that functional MORs are widely distributed in the cerebellum, and the role of MOR activation in cerebellum has not been  
reported. The aim of the present study was to investigate the effects of fentanyl on air-puff stimulus-evoked field potential response in the 
cerebellar molecular layer using in vivo electrophysiology in mice. The results showed that perfusion of 5 μmol/L fentanyl on the cerebellar 
surface significantly inhibited the amplitude, half width and area under the curve (AUC) of sensory stimulation-evoked inhibitory response 
P1 in the molecular layer. The half-inhibitory concentration (IC50) of the fentanyl-induced suppression of P1 amplitude was 4.21 μmol/L. 
The selective MOR antagonist CTOP abolished fentanyl-induced inhibitory responses in the molecular layer. However, application of CTOP 
alone increased the amplitude and AUC of P1. Notably, fentanyl significantly inhibited the tactile stimulation-evoked response of molecular 
layer interneurons (MLIs) and the spontaneous firing of MLIs. The results suggest that fentanyl attenuates air-puff stimulus-evoked field  
potential response in the cerebellar molecular layer via binding to MOR to restrain the spontaneous and evoked firing of MLIs.
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枸橼酸芬太尼作为一种合成的阿片类镇痛药物，

其镇痛效果约为吗啡的 100 倍而副作用更小，因此

临床上被广泛应用于镇静、镇痛、麻醉以及为癌症

患者提供人道主义镇痛 [1]。芬太尼通过与阿片受体

结合而发挥药理学效应。研究表明，枸橼酸芬太尼

与 δ 型阿片受体 (delta-opioid receptor) 和 κ 型阿片受

体 (kappa-opioid receptor) 的亲和力较低，主要与 μ
型阿片受体 (mu-opioid receptor, MOR) 结合，是一种

比较强的 MOR 激动剂 [2]。MOR 属于 G 蛋白耦联受

体 (G-protein-coupled receptor, GPCR)，在介导与阿

片类药物相关的包括镇痛和欣快感在内的药理学效

用中发挥关键作用 [3]。活化 MOR 会引起神经细胞

兴奋性降低，神经冲动传递和神经递质释放减少 [4, 5]。

哺乳动物小脑的功能不仅局限于对躯体平衡、

肌张力和随意运动的调节，还有情绪调节、认知、

学习记忆等功能 [6]。小脑左右对称，皮层由表及里

显示出清晰的三层结构 [7]。最外层为分子层，包括

浦肯野细胞 (Purkinje cell, PC) 的树突及分子层中间

神经元 (molecular layer interneurons, MLIs) ；中间为

PC 层，主要由 PC 胞体构成；最内层是由颗粒细胞

(granule cell, GC) 和高尔基细胞 (Golgi cell, GoC) 构
成的颗粒层。上升的 GC 轴突分叉形成兴奋性的平

行纤维 (parallel fiber, PF)，与唯一的传出神经元 PC
形成突触联系。MLIs 包括篮状细胞 (basket cell, BC)
和星型细胞 (stellate cell, SC)，在小脑皮层的感觉信

息处理中起重要作用。SC 和 BC 都接收来自 PF 的

兴奋性输入和来自其他中间神经元的抑制性输入，

并诱导 PC 产生 GABA 能抑制。本研究组前期研究

显示，小鼠触须垫吹风刺激可激活同侧 PCs 产生

GABA 能抑制，并诱导 MLIs 的快速兴奋和对小脑

皮质中 Crus II 区 PCs 感觉信息传递的抑制 [8]。

免疫组织化学和荧光原位杂交显示，在新生 (P6)
以及成年大鼠 PCs 和小脑皮质 GC 层及 MLIs 均存

在 MOR 的 mRNA 表达 [9]。大量研究表明，MOR
影响 GABA 能突触传递 [10, 11]。而活化 MOR 在小脑

皮层感觉信息传递中的作用还未见报道。因此，本

文旨在研究枸橼酸芬太尼对感觉刺激诱发的小鼠小

脑分子层场电位反应的影响，探讨活化 MOR 在小

鼠小脑分子层感觉信息传递中的作用。 

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物　　选用 6~8 周龄的雄性昆明小鼠，

体重为 18~30 g，由延边大学实验动物中心提供，

许可证号为 SCXK ( 吉 2011-0007)。分笼饲养，动

物室温度为 (22 ± 2) °C，湿度为 (55 ± 5)%，自由摄

食、饮水。动物饲养以及实验方案均获得延边大学

伦理委员会批准。

1.1.2  主要试剂　　枸橼酸芬太尼注射液购自湖北

宜昌人福药业有限公司；CTOP (MOR 拮抗剂 ) 购
于 Sigma 公司。所有试剂使用时均用人工脑脊液

(artificial cerebrospinal fluid, ACSF) 稀释至相应浓度

后在小脑表面灌流。

1.2  方法

1.2.1  实验动物准备　　小鼠经乌拉坦 (20%, 1.3 g/
kg) 行阶段性腹腔注射麻醉，待角膜无反射后，将

其固定在脑立体定位仪上。剪开头部皮肤，钝性剥

离暴露出颅骨，参照小鼠脑立体定位图谱 [12]，在

小脑 Crus II 区开一个直径为 1~1.5 mm 小孔，小心

去除硬脑膜，立即对手术区域使用蠕动泵 (MiniPuls 
3, Gilson, France) 持续灌流含有氧气的 ACSF。将脑

立体定位仪和小鼠放置在显微镜 (Nikon FN1, Japan)
下，观察并找到触须垫刺激同侧的分子层进行电

生理记录 [8]。整个实验中，小鼠体温保持在 (37.0 ± 
0.2) °C。
1.2.2  吹风刺激　　刺激方法与本研究组之前发表

的文献一致 [13, 14]。吹风刺激 (60 ms, 60 psi) 系统由

一台微量注射仪 (Picospritzer III, Park, USA)、多通

道刺激器 (Master 8, Israel) 和计算机 (Acer, China)
组成。根据需要的刺激时间、频率、间隔和次数等

在 Master 8 上编写刺激程序，刺激部位为小鼠同侧

触须垫。

1.2.3  分子层场电位及细胞放电记录　　与本研究

组之前报道 [13, 14] 一致，采用 Axopatch-200B 的膜片

钳放大器和 Clampfit 10.4 软件 (Molecular Device, 
USA) 记录分子层场电位。将拉制好的记录电极 ( 使
用的材料为细玻璃管：外径：1.5 mm ；Narishige，
Japan) 内充装 ACSF 20~30 μL，电极阻抗的范围控

制在 3~5 MΩ。将记录电极安装在微操作器 (Sutter, 
USA) 上，显微镜 (Nikon Eclipse E600FN, Japan) 下
观察电极移动的位置。通过微操作器将电极缓慢刺

入软脑膜下约 100 μm，到达分子层 ( 图 1)，给予同

侧触须垫吹风刺激 (60 ms, 60 psi)。MLIs 的放电活

动则采用细胞贴附式记录。感觉刺激诱发的场电位

通过 Digidata 1440 A/D 数模转换器、Clampfit 10.4
软件和计算机进行采集，记录到的是具有 2 kHz 滤
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图   1. 分子层场电位记录示意图

Fig. 1. Schematic diagram showing the recording of field potential in the cerebellar molecular layer. A: The recording electrodes were 
placed on the molecular layer of Crus II in cerebellum. B: The enlarge schematic of the cerebellar cortex structure and the position of 
recording electrodes in the cerebellar molecular layer. BC: basket cell; SC: stellate cell; PF: parallel fiber; GC: granule cell; GoC: Gol-
gi cell; PC: Purkinje cell.  

波频率和 100 倍增益的信号。实验数据需要在基线

稳定、记录过程完整的情况下用于统计分析。实验

结束后，将小鼠断头、取脑、染色，以确定记录位置。

1.2.4  统计分析和方法　　采用 Clampfit 10.4 软件

对电生理数据进行分析。数据以 mean ± SEM 表示，

用 SPSS 17.0 软件对数据进行统计学分析，采用配

对 t 检验和单因素方差分析 (one-way ANOVA) 进行

组间比较，P < 0.05 时认为差异有统计学显著性。

2  结果
2.1  芬太尼浓度依赖性地抑制吹风刺激诱发的分子

层场电位反应

与前期研究 [13] 一致，给予同侧触须垫吹风刺

激 (60 ms, 60 psi)，可在分子层诱导出一个包含瞬间

负向成分 (N1)和一个由GABA介导的正向成分 (P1)
的反应波 ( 图 2A)。有研究指出，啮齿类动物小脑

中存在功能性的 MOR [15]。小脑表面给予 5 μmol/L
芬太尼灌流 10 min，发现芬太尼可显著降低 P1 的

振幅 (n = 6，P < 0.001；图 2A，B)。P1 的半宽 (half- 
width) (P = 0.04 ；图 2C) 和曲线下面积 (area under 
curve, AUC) (P < 0.001，图 2D ；n = 6) 与给药前相

比均显著降低。

芬太尼对吹风刺激诱发的分子层场电位反应 P1
振幅的影响具有浓度依赖性。如图 3 所示，导致 P1
振幅显著抑制的芬太尼最低有效剂量为 500 nmol/L 

[ 给药后降低至给药前的 (0.21 ± 1.60)%，n = 5 ；P < 
0.05]，其半数有效抑制浓度 (half-inhibitory concen-
tration, IC50) 为 4.21 μmol/L。当芬太尼浓度增加至

50 μmol/L 时，吹风刺激不能诱导出分子层场电位

的抑制性反应。 
为进一步明确芬太尼对吹风刺激诱发的分子层

场电位反应 P1 的抑制作用是否通过 MOR 起作用，

我们在小脑表面联合灌流 CTOP (MOR 特异性拮抗

剂 ) 和芬太尼的混合溶液。图 4A 显示联合给予芬

太尼和 CTOP 混合溶液可翻转芬太尼对吹风刺激诱

发的分子层场电位 P1 的抑制反应，与芬太尼组相

比，ACSF 组和芬太尼与 CTOP 混合溶液组的振幅

(P < 0.001)、半宽 (P = 0.02) 和 AUC (P < 0.001) 均
明显增高。图 4B 显示在 CTOP 存在条件下，联合

给予 CTOP 和芬太尼混合液同样可阻断芬太尼引起

的吹风刺激诱发的分子层场电位反应 P1 的抑制。

实验结果表明，与 ACSF 组比较，单独给予 CTOP
会使 P1 的振幅 (P = 0.008) 和 AUC (P = 0.027) 明显

增加，而半宽略有增高 (P > 0.05)。联合给予 CTOP
和芬太尼混合液时，与单独灌流 CTOP 时相比，P1
的振幅 (P = 0.025) 和 AUC (P = 0.013) 明显降低，

对半宽没有影响 (P > 0.05)。这一结果提示，芬太

尼对吹风刺激诱发的场电位 P1 的抑制与 MOR 有

关。本研究组前期研究显示，分子层场电位 P1 可

反映 MLIs 到 PCs 的突触传递过程
[8]。单独灌流
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图   2. 芬太尼对吹风刺激诱发的分子层场电位反应的影响

Fig. 2. Effect of fentanyl on air-puff stimulus-evoked field potential responses in the cerebellar molecular layer. A: Representative field 
potential recording traces showing the air-puff stimulus-evoked responses in artificial cerebrospinal fluid (ACSF), fentanyl (5 µmol/
L) and washout. B, C, D: Summary of data showing the normalized (Norm) amplitude (Amp, B), half-width (C) and area under curve 
(AUC, D) of P1 in ACSF, fentanyl (5 µmol/L) and washout (n = 6). Mean ± SEM.

CTOP 引起 P1 振幅和 AUC 增高，提示在 MLIs 到
PCs 的突触中有内源性阿片肽的存在，内源性阿片

图   3. 芬太尼引起P1幅值降低的浓度依赖曲线

Fig. 3. Concentration-response curve showing the fentanyl- 
induced decrease in amplitude of P1 (IC50 = 4.21 μmol/L). The 
number of field potential examined at each concentration is indi-
cated near the respective bars. 

肽可抑制吹风刺激引起的 MLIs 到 PCs 的突触传递。

2.2  芬太尼抑制吹风刺激诱发的MLIs放电反应

大量文献表明，MOR 多位于 GABA 能神经元

上 [10, 11]。芬太尼对 P1 的抑制是否与 MLIs 的活动

有关呢？我们进一步采用细胞贴附式记录方法检测

了芬太尼对乌拉坦麻醉小鼠小脑 Crus II 区 MLIs 自
发性和诱发性放电的影响。如图 5 所示，吹风刺激

触须垫可诱发 MLIs 放电 ( 图 5Aa)。小脑表面灌流

芬太尼 (5 μmol/L) 10 min，MLIs 自发放电数目 (P < 
0.001，n = 6，图 5Ab) 和诱发放电数目 (P < 0.001，
n = 6，图 5Ac) 均明显减少。CTOP (5 μmol/L) 可以

阻断芬太尼对 MLIs 自发放电活动和吹风刺激诱发

放电活动的抑制 ( 图 5B)。在 CTOP 存在条件下，

再给予芬太尼和 CTOP 的混合溶液，MLIs 的自发

和诱发放电数目与对照组相比均无明显差别。这些

数据提示芬太尼可能通过抑制小脑 MLIs 的活动，

导致吹风刺激诱发的分子层场电位反应 P1 的降低，

该效应可被 MOR 阻断剂 CTOP 阻断。
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图   4. MOR拮抗剂CTOP阻断芬太尼对分子层场电位反应的抑制

Fig. 4. The MOR antagonist CTOP abolishes fentanyl-mediated inhibition of facial stimulus-evoked response in the cerebellar molec-
ular layer. A: Example responses in the molecular layer to air-puff stimulus (60 ms, 60 psi) in ACSF, fentanyl (5 µmol/L), and fentanyl (5 
µmol/L) + CTOP (5 µmol/L) (a). b, c, d: Bar graph showing the normalized amplitude (b), half-width (c) and area under curve (AUC, d) 
of P1 in ACSF, fentanyl and fentanyl + CTOP (n = 6). B: Example responses in the molecular layer to air-puff stimulus (60 ms, 60 psi) 
in ACSF, CTOP (5 µmol/L), and CTOP (5 µmol/L) + fentanyl (5 µmol/L) (a). b, c, d: Bar graph showing the normalized amplitude (b), 
half-width (c) and AUC (d) of P1 in ACSF, CTOP and CTOP + fentanyl (n = 6). Mean ± SEM. n.s.: not significant.

图    5. 芬太尼抑制吹风刺激诱发的MLIs反应

Fig. 5. Fentanyl depresses air-puff stimulus-evoked responses in cerebellar MLIs. A: a: Upper, example of cell-attached recordings 
from an MLI showing responses to air-puff stimulus (60 ms, 60 psi) in ACSF and fentanyl (5 μmol/L); lower, the master plot of spike 
events originate from traces of the upper panel. b: Summarized results showing the normalized number of spontaneous firings in 
ACSF and fentanyl (5 μmol/L, n = 6). c: Summarized results showing the normalized number of the tactile-evoked firings in ACSF 
and fentanyl (5 μmol/L, n = 6). B: a: Upper, example of cell-attached recordings from an MLI showing responses to air-puff stimulus 
(60 ms, 60 psi) in CTOP (5 μmol/L) and fentanyl (5 μmol/L) + CTOP (5 μmol/L); lower, the master plot of spike events originate 
from traces of the upper panel. b: Summarized results showing the normalized number of spontaneous firings in CTOP (5 μmol/L) and 
CTOP (5 μmol/L) + fentanyl (5 μmol/L, n = 6). c: Summarized results showing the normalized number of the tactile-evoked firings in 
CTOP (5 μmol/L) and CTOP (5 μmol/L) + fentanyl (5 μmol/L, n = 6). Mean ± SEM. n.s.: not significant.
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3  讨论

据报道，MOR 广泛分布于中枢神经系统，其

在小脑中也有表达 [15, 16]。虽然以往有研究指出，啮

齿类动物小脑中 MOR 的分布较少或缺失，但近年

来人们通过免疫组织化学 [15] 对 MOR mRNA 的组

织特异性分布的研究，在啮齿类动物小脑皮质的中

间神经元及 PC 上都检测到 MOR 的 mRNA，在新

生 (P6) 大鼠的未成熟小脑的外部生发层中，MOR 的

表达也十分丰富。临床上，枸橼酸芬太尼作为一种

MOR 激动剂被广泛应用于临床镇痛，但也存在成

瘾和滥用的风险。美国国家卫生统计局 2017 年的

统计结果显示 (https://www.drugabuse.gov/related-topics/ 
trends-statistics/overdose-death-rates, accessed on 4 
January 2019)，在美国，有超过三分之二的药物过

量死亡是阿片类药物引起的，其中非法生产的芬太

尼 ( 或其衍生物 ) 造成的死亡占比最多，超过 50%，

且增长速度最快。因此，深入阐明芬太尼在中枢神

经系统中的作用，对于预防其易成瘾和滥用的副作

用有积极的意义。而小脑作为调节机体平衡、参与

运动和学习的重要器官，越来越受到研究者的重视。

近年来的很多研究也显示，小脑还具有调节情绪、

认知等功能，并且也参与奖赏行为的调节
[17]。因此，

探讨小脑中 MOR 激活对其功能的影响有着十分重

要的意义。

本研究首先观察了芬太尼激活 MOR 后小鼠小

脑分子层感觉信息传递的变化。实验结果显示，小

脑表面给予 MOR 激动剂芬太尼剂量依赖性地抑制

感觉刺激诱发的小脑分子层场电位 P1 的振幅，

MOR 特异性阻断剂 CTOP 可阻断芬太尼的作用。

而本研究室前期工作已明确，在分子层中场电位正

向波 P1 主要由抑制性神经递质 GABA 所介导，反

映 MLIs-PCs 的突触传递过程 [13]。因此，实验结果

表明 MOR 在调节小鼠小脑分子层中 GABA 能的突

触传递中起重要作用。这一结果也通过在体电生理

学方法验证了 MOR 存在于小鼠小脑皮层 MLIs-PCs
的突触中。小脑分子层中，BC 和 SC 是 MLIs 的两

种细胞类型，二者都对 PCs 产生抑制。BC 对 PCs
的胞体产生抑制，而 SC 则对 PC 的树突产生抑制，

分别对 PF 的兴奋性传入及实施胞体抑制 [10]。免疫

组织化学研究表明，中枢神经系统中的 GABA 能

神经元中存在着大量的 MOR。阿片类药物通过抑

制 GABA 能神经元的突触前释放，导致神经元兴

奋性降低，这已在其他脑区得到证实 [18, 19]。为验证

芬太尼对吹风刺激诱发 GABA 能组分 P1 振幅的抑

制作用是否是由于 MOR 激活对 MLIs 产生抑制，

从而导致 MLIs 释放 GABA 减少所引起，我们又通

过 MLIs 贴附式记录，观察了芬太尼对 MLIs 自发

和诱发放电反应的影响。结果显示，小脑表面给予

芬太尼时，MLIs 的自发和诱发放电数目明显减少。

这一结果提示，芬太尼对吹风刺激诱发的 MLIs-PCs
信息传递的抑制可能是通过抑制 MLIs 的放电活动，

导致 GABA 释放减少引起的。Miura 等报道，MOR
激动剂 DAMGO 可明显抑制电刺激诱发的纹状体

中等大小细胞的抑制性突触后电位 (inhibitory post- 
synaptic potential, IPSP)，且与调节突触前 GABA 能

神经元的活性有关 [11]。Griffioen 等也报道，枸橼酸

芬太尼可作用于心迷走神经上的 MOR，通过减少

GABA 能神经传递而增加副交感神经的活性 [10]。

本研究结果还显示，当小脑表面单独灌流

MOR 特异性拮抗剂 CTOP 时，可使吹风刺激诱发

的分子层反应 P1 的振幅与灌流 ACSF 时相比明显

增加。这一结果提示，MLIs-PCs 的突触中可能存

在内源性阿片肽 [20]，在生理状态下，它们与 MOR
结合从而调节神经递质的释放。在 CTOP 作用下，

阻断了内源性阿片肽与 MOR 的结合，对神经递质

释放的抑制作用减弱，表现出吹风刺激时 P1 的振

幅增高。Venkatesan 等也报道，内源性的痛敏肽和

内啡肽都可作用于突触前 GABA 能神经元，抑制

递质释放 [21, 22]。

激活 MOR 抑制 GABA 能突触传递的机制现在

还不清楚。MOR 是 GPCR，其通常通过 Gi/o-α 亚

基蛋白发出信号以抑制腺苷酸环化酶的活性，从而

减少 cAMP 的产生 [23]。也有报道指出，芬太尼与

MOR 结合可通过 Gi/o 介导的信号通路，抑制腺苷

酸环化酶的激活和磷脂酰肌醇的活化，降低 cAMP
和 IP3 的含量，从而进一步降低细胞内 Ca2+ 信号，

而且 MOR 还可以抑制孤束核中 Ca2+ 通道 [24]。因此，

激活 MOR 也可能通过抑制 Ca2+ 通道的活性从而使

GABA 能神经递质的释放减少。激活 MOR 也可通

过电压敏感性钙通道关闭或增强钾离子外流导致超

极化而引起递质释放减少 [7]。有关激活 MOR 在抑

制感觉刺激诱发的 MLIs-PCs 突触传递过程的机制，

还有待于进一步研究。

综上所述，芬太尼可通过小脑 MOR 抑制 MLIs
的自发和诱发放电活动，减弱吹风刺激诱发的小鼠

小脑分子层感觉信息传递，内源性阿片肽可抑制分
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子层 MLIs-PCs 的信息传递。本研究结果为小脑参

与镇痛和药物成瘾的机制提供了参考依据。
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