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Μ阿片和 ghrelin 受体杂合肽的设计及镇痛作用的研究
马莹 李臣鸿*

中南民族大学，湖北省武汉市，430074；

摘要：本研究设计了一种新型的杂合肽 ghrelin(1-5)-EM1，结合了内吗啡肽和 ghrelin 的活性片段。实验结果表

明，ghrelin(1-5)-EM1 在 CFA 慢性炎症痛和醋酸扭体急性内脏痛模型中均表现出剂量和时间依赖性的镇痛效果。

其镇痛作用可被阿片受体拮抗剂纳洛酮和 ghrelin 受体拮抗剂 DLS 完全拮抗，说明其通过这两种受体机制产生镇

痛效应，在有效剂量范围内不会显著影响大鼠的运动活性或胃肠运动，未表现出明显的副作用。该杂合肽为开发

新型镇痛药物提供了新的思路，并可能成为解决阿片类药物副作用的潜在替代方案。
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引言

疼痛作为长期存在的公共卫生问题，深刻影响人民

生活，涉及情绪、睡眠、认知等多个方面
[1]
。随着疼痛

种类和病因增加，急性痛和慢性痛的治疗需求不断上升
[2]
。现有镇痛药物如虽有疗效，但因成瘾性、呼吸抑制、

胃肠损害等副作用而受限
[3]
。

内源性配体内吗啡肽（Enkephalin）作为阿片受体

的天然激动剂，具有显著的镇痛效果，尤其在缓解神经

病理性疼痛方面
[4]
，主要包括两种形式：内吗啡肽 1（E

M-1，Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2）和内吗啡肽 2（EM-2，为

Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2）
[5]
。它们具有较高的亲和性，与

阿片μ受体结合在中枢和外周发挥镇痛作用
[6]
。EM-1 和

EM-2 能够有效缓解神经病理性疼痛模型大鼠的疼痛反

应，展现了它们在镇痛治疗中的潜力
[7]
，但会引起一定

的副作用。

随着针对多靶点药物的研究逐步深入，我们发现其

在治疗复杂疾病方面具有更为广泛的应用前景
[8]
。他能

够同时作用于多个靶点提高治疗效果，规避单靶点药物

可能带来的副作用和耐药性等问题
[9]
。一种新型的脑肠

肽 ghrelin，引起了我们的关注。它不仅能够调节食欲，

还能够通过其受体 GHS-R1α发挥镇痛效果
[10]
。此外，g

hrelin及其受体激动剂在阿片类药物引起的副作用（如

便秘）中也表现出了积极的干预作用
[11]
。Ghrelin 是一

种由28 个氨基酸组成的肽类激素，于 1999年由日本研

究者从大鼠胃组织中提取和纯化出来,其氨基酸序列为

GSSFLSPEHQKAQRKESKPPAKLQPR
[12]
。Ghrelin 的 N端第三

位的丝氨酸侧链经过辛酰基化修饰，是生长激素促分泌

素受体（growth hormone secretagogue receptor，简

称 GHS-R）的内源性配体，在大脑中高度表达，且已发

现其存在两种亚型：一种是功能性受体 GHS-R1α，另一

种是功能尚不明确的选择性剪接变异体 GHS-R1β
[13]
。G

hrelin主要与 GHS-R1α结合，其辛酰基化作用对激活 G

HS-R1α至关重要，也是目前已知的唯一一种高等生物

蛋白发生的辛酰基化修饰
[14]
。Ghrelin 的前五个氨基酸

序列(GSSFL-[NH2] )组成的五肽，对于 ghrelin 的辛酰

基化必不可缺
[15]
。

基于以上背景，本文设计了一种能够结合阿片受体

发挥镇痛作用，并且通过调节受体改善阿片类药物副作

用的杂合肽。该杂合肽通过作用于阿片受体和ghrelin

受体发挥作用，旨在既缓解疼痛，又减少阿片类药物引

发的副作用。设计中将 Ghrelin的前五个氨基酸序列(G

SSFL-[NH2])与 EM1 连接，合成了 G(1-5)-EM1。

1 材料与方法

1.1 实验动物

实验所用150g~220g的无特定病原体(Specific Pa

thogen Free，SPF)级 Sprague Dawley(SD)雄性大鼠由

湖北疾控中心实验动物中心提供。在实验开始前，所有

的动物均可以随意获取食物和水。动物被放置在 24±

2℃℃的温度下，接受 12小时的光照/暗循环(上午 6点

至晚上 6点的光照阶段)。

1.2 试剂及仪器

G(1-5)-EM1(武汉星皓医药有限公司，中国)；盐酸

纳洛酮(华素制药，中国)；完全弗式试剂(Sigma公司，

美国)；冰醋酸；DLS；足底热电测痛仪(Ugo Basile，

意大利)；手术器械(上海医药器械厂，中国)；疲劳转
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棒仪；微量注射器。

1.3 实验方法

1.3.1腹腔注射

轻度固定大鼠，腹部皮肤清洁并消毒。选择腹部的

左下方，距离脐部约 1-2 厘米的位置将针头以约 30 度

角插入腹部，进入腹腔后缓慢注射药物，避免气体进入。

注射后观察大鼠有无不良反应反应，确保药物顺利进入

腹腔。

1.3.2鞘内注射

使用微型注射器，将 29 号针头垂直刺入大鼠的腰

椎 5和 6节段之间以每分钟 10 毫升的速度缓慢注射，

每次4微升。通过观察尾巴的反射性横向轻弹或尾巴呈

“S”形弯曲来确认是否成功。

1.3.3 CFA 慢性炎症痛研究

将大鼠放置在有机玻璃盒中，适应环境 15-20分钟

后，测定其基础疼痛阈值。使用微量进样器向大鼠右后

脚掌注射 20微升 CFA，随后将每只大鼠编号并单独安置

在笼子中饲养。2天后，大鼠的脚掌出现肿胀并表现出

痛觉过敏，此时测定其机械热痛阈值。进行腹腔（i.p.）

注射不同剂量的药物或盐水，并在注射药物前 10 分钟

注射拮抗剂，记录给药后5、10、15、30、45、60、90

分钟时的大鼠热痛阈值（n=7）。

1.3.4醋酸扭体炎症痛研究

将大鼠放置在实验环境中，适应 15-20 分钟。后鞘

内注射（i.t.）不同剂量的药物，5分钟后，进行腹腔

注射（i.p.）10 mL/kg 0.6%冰醋酸水溶液，以引发疼

痛或刺激反应。5分钟后，开始记录大鼠的行为表现，

观察其是否发生扭体反应，并在接下来的 10 分钟内统

计大鼠发生扭体反应的次数（n=7）。大鼠出现腹部内

凹，腹部收缩成“S”形，后肢伸展，臀部高起并匍匐

前行等典型表现。

1.3.5大鼠转棒实验

大鼠提前在转速为 16圈/min 的转棒上训练两天，

每天连续训练 3次。为了防止大鼠疲劳，每次训练最长

时间为 300 s。训练结束后，剔除仍然不能在转棒上停

留 180 s 的大鼠。实验的第三天，大鼠通过鞘内或腹腔

注射药物，然后检测药物注射后不同时间点大鼠在转棒

上的停留时间。

1.3.6大鼠胃肠运动实验

实验前，给予大鼠 16小时禁食，期间可自由饮水。

对大鼠进行腹腔注射药物，注射后等待 15 分钟，随后

将含5%活性炭和 10%阿拉伯树胶的生理盐水悬浮液，按

每 10g 体重 0.1mL 的剂量灌注到大鼠胃中。灌注后 30

分钟，使用颈部脱臼法将大鼠处死，取出从幽门到盲肠

的完整小肠，测量小肠总长度以及活性炭悬浮液在胃部

开始移动的最远距离。结果以“胃肠运动百分比的平均

值 ± 标准误”（Means ± S.E.M.）表示，评估药物

对胃肠运动的影响。计算公式如下：

胃肠运动百分比 = (活性炭移动距离 / 小肠总长

度) × 100

2 结果

2.1 ghrelin(1-5)-EM1 在炎症痛模型中的镇痛作

用

2.1.1 ghrelin(1-5)-EM1在CFA慢性炎症痛中的镇痛作

用

完全弗氏佐剂（CFA）可刺激机体释放促炎介质，

如 PGE2、TNF-α和 IL-1，导致啮齿类动物后爪发生红

肿、热感和疼痛，并引发机械痛和热痛过敏。炎症症状

持续1至 3周。统计分析表明，ghrelin(1-5)-EM1在 C

FA 引起的炎症痛中具有剂量和时间依赖性的镇痛作用。

图 1.腹腔注射 ghrelin(1-5)-EM2 可缓解 CFA 疼痛
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(A)2.5、5、10/20 mg/kg ghrelin(1-5)-EM1对 CF

A 炎症痛的镇痛作用(n=7)。(B)纳洛酮(10 nmol/只，n

=7,i.t.) 对 ghrelin(1-5)-EM1 镇痛作用的影响。G(1

-5) EM1：Ghrelin( 1-5)-EM1，Nal：纳洛酮 (C)DLS(1

0 nmol/只，n=7,i.t.) 对 ghrelin(1-5)-EM1 镇痛作

用的影响。DLS：ghrelin受体拮抗剂。

如图 1A所示，ghrelin(1-5)-EM1 在 CFA 炎症痛情

况下天能够产生剂量和时间依赖性镇痛作用。

如图 1B 所示：拮抗实验结果显示，通过注射纳洛

酮(10 nmol/只,i.t.)能拮抗 ghrelin(1-5)-EM2在 CFA

炎症痛中的镇痛作用（P＜0.001）。表明在 CFA 慢性炎

症痛中，ghrelin(1-5)-EM2 是通过阿片受体产生镇痛

作用的。

如图 1C所示：拮抗实验结果显示，通过注射 DLS(1

0 nmol/只,i.t.)能拮抗ghrelin(1-5)-EM2在CFA炎症

痛中的镇痛 作用（P＜0.001）。表明在 CFA 慢性炎症

痛中，ghrelin(1-5)-EM2也可通过 ghrelin受体产生镇

痛作用。

2.1.2 ghrelin(1-5)-EM1在醋酸扭体炎症痛中的镇痛

作用

大鼠腹腔注射0.6%冰醋酸后，会引发明显且持续的

疼痛反应。醋酸扭体模型主要用于模拟临床中的急性内

脏疼痛。如图 2A 所示，在醋酸扭体实验中，提前 5 分

钟鞘内注射 ghrelin(1-5)-EM1 可明显减少醋酸扭体实

验中大鼠的扭体次数，且呈剂量依赖性(与生理盐水组

比较，各 P < 0.01)。鞘内注射 0.1、0.3、0.6、1 nmo

l/只ghrelin(1-5)-EM1后20分钟内大鼠扭体次数分别

是 30.42±4.12、21.00±2.94、12.57±2.64、10.43

±1.72 次（与生理盐水组比较，P < 0.001，差异具有

统计学意义）。表明剂量为 1 nmol/只的 ghrelin(1- 5)

-EM1在醋酸扭体炎症痛中即可产生显著的镇痛作用。

如 2B，纳洛酮能完全拮抗 ghrelin(1-5)-EM1 的镇

痛作用(P＜0.001)，DLS 也可拮抗 ghrelin(1-5)-EM1

的镇痛作用(P＜0.001)。以上结果表明，ghrelin(1-5)

-EM1在醋酸扭体中的镇痛作用是通过阿片受体和ghrel

in 受体产生作用的。

图 2.腹腔注射 ghrelin(1-5)-EM2 可缓解醋酸扭体炎症

痛

(A)0.1、0.3、0.6、1 nmol/只 ghrelin(1-5)-EM1

(i.t.)对醋酸扭体炎症痛的镇痛作用(n=7)。(B)纳洛酮

及DLS (10 nmol/只,n=7,i.t.)预处理对ghrelin(1-5)

-EM1镇痛作用的影响。

2.2 ghrelin(1-5)-EM1 的副作用研究

2.2.1 ghrelin(1-5)-EM1对大鼠运动活性的影响

如图 3A所示，ghrelin(1-5)-EM1的剂量选用疼痛

模型中的鞘内注射最高剂量 1 nmol/只，实验结果表明，

各个剂量的 ghrelin(1-5)-EM1 均对大鼠的运动活性没

有显著影响。如图 3B所示，ghrelin(1-5)-EM1的剂量

选用疼痛模型中的腹腔注射最高剂量 20 mg/kg，实验结

果表明，对大鼠运动活性没有显著影响。

图 3.ghrelin(1-5)-EM1 不影响大鼠运动活性
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(A)在旋转棒试验中，腹腔注射 ghrelin(1-5)-EM1

对大鼠运动性能的影响。(B)在旋转棒试验中，鞘内注

射 ghrelin(1-5)-EM1 对大鼠运动性能的影响。每个值

代表平均值±S.E.M.组大小如图所示。根据单因素方差

分析和 Dunnett事后检验，没有观察到显著差异。

2.2.2 ghrelin(1-5)-EM1对大鼠胃肠运动活性的影响

如图 4 所示，鞘内注射 ghrelin(1-5)-EM1 的药物

剂量为 5、10、20、30 mg/kg，每组大鼠 7只。结果表

明，生理盐水对照组的胃肠运动百分比为 65.33±10.3

7%，鞘内注射 ghrelin(1-5)-EM1的药物剂量为 5、10、

20、30 mg/kg 的胃肠运动百分比分别为 51.04±7.60%、

44.74±7.56%、24.67±3.47%、20.82±2.48%。腹腔注

射剂量大于 20 mg/kg 时会对胃肠产生显著的抑制性作

用。因此在有效剂量范围内，ghrelin(1-5)-EM1无便秘

副作用。

图 4.腹腔注射 DN-9 对大鼠胃肠道转运的影响

数据点表示平均值±S.E.M.组大小如图所示。根据

单因素方差分析和Dunnett 事后检验，腹腔注射剂量大

于 20 mg/kg 时与生理盐水组相比存在显著差异。

3 讨论

本文设计了双靶点药物 ghrelin(1-5)-EM1。初步探

讨了 ghrelin(1-5)-EM1 在炎症性疼痛模型中的镇痛作

用，并结合阿片受体机制分析了其药效与副作用。ghre

lin(1-5)-EM1 通过与阿片受体和 ghrelin 受体相互作

用，在缓解炎症性疼痛和急性内脏疼痛方面展现出良好

效果，且无显著副作用，特别是对运动活性和胃肠道。

这可能为阿片类药物的替代提供新方向未来需进一步

探索其长期使用的安全性和疗效。
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