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Part 1.  術前局部麻醉劑處理對大白鼠正中神經損傷後之影響 

 

中文摘要 

由前人的研究已經證實在周邊神經損傷後，對於受損的神經給予局部麻醉劑

利路卡因鹽酸鹽(lidocaine)可有效的抑制因傷害所造成的異位性放電(ectopic 

discharges)。然而關於術前給予局部麻醉劑 lidocaine 對神經傷害所造成的異位

性放電的影響仍沒有充分的研究。因此本實驗利用正中神經截斷或是慢性纏繞傷

害動物模式，並配合活體紀錄複合性動作電位、電刺激、免疫組織化學染色以及

給予拮抗性藥物、動物行為測試等實驗方式來探討術前給予局部麻醉劑對於：（1）

正中神經截斷前後與電刺激前後異位性放電(cetopic discharges) 的影響；（2）

截斷正中神經同側之楔狀神經核（cuneate nucleus，CN）內，神經胜肽 Y 

(neuropeptide Y，NPY)免疫反應陽性神經纖維與 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現

量的變化；（3）若神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維與 c-Fos 免疫反應陽性神經

元在楔狀神經核中的表現量受到術前給予局部麻醉劑的影響，接著再以拮抗劑處

理來探討神經胜肽 Y 與 c-Fos 表現量之間的相互關係；（4）利用慢性纏繞傷害動

物模式檢測術前給予局部麻醉劑可否對動物神經病變疼痛產生緩解。 

首先我們在正中神經上局部給予生理食鹽水以及不同濃度的 lidocaine（1%, 

5%, or 10%），藥物處理 15 分鐘後再將正中神經截斷。並以電生理方式分別記錄

各組別在藥物注射後、神經截斷後與電刺激前後不同時間點的複合性動作電位，
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來比較異位性放電的變化。結果顯示生理食鹽水實驗組異位性放電的頻率

（frequency）相較於注射後、神經截斷後與電刺激前後都有顯著的增加，並且在

神經截斷後達到最高峰。但在 lidocaine 處理的組別中，因正中神經截斷所誘發

異位性放電頻率，則會隨著 lidocaine 濃度的增加而有減少的趨勢。 

接著以免疫組織化學染色偵測楔狀神經核中神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖

維與 c-Fos 免疫反應陽性神經元的表現量。神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維的

表現量在電刺激後受損正中神經同側楔狀神經核中，相較於未給予電刺激的對

側，在各實驗組別中都有顯著的減少；而比較不同藥物實驗組間的差異可發現，

術前給予 lidocaine 處理可隨濃度增加而減少神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維

在同側楔狀神經核中的表現。另一方面，在正中神經未受損傷或是正中神經損傷

後未受到電刺激的組別，都無法以免疫染色的方式偵測到 c-Fos 免疫反應陽性神

經元；而比較各術前處理實驗組，c-Fos 免疫反應陽性神經元表現量在生理食鹽水

實驗組顯著高於其他組別，且 c-Fos 免疫反應陽性神經元在楔狀神經核中的表現

量也隨 lidocaine 濃度增加而減少。 

在發現神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維與 c-Fos 免疫反應陽性神經元在術

前給予 lidocaine 處理後，兩者在楔狀神經核中的表現量都會隨 lidocaine 濃度

增加而減少。我們以線性迴歸分析發現在各實驗組楔狀神經核中因電刺激而減少

的神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維百分比與 c-Fos 免疫反應陽性神經元兩者間

有明顯的正相關 (r = 0.77, P<0.005)。接著以神經胜肽 Y受體的拮抗劑([D-Tyr27, 
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36 D-Thr32]-NPY (27-36))來檢測神經胜肽 Y 釋放與 c-Fos 之間的關係。結果發

現在楔狀神經核吻端使用[D-Tyr27, 36 D-Thr32]-NPY (27-36)處理後，電刺激雖

可使楔狀神經核中神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維下降，但電刺激所誘發之

c-Fos 免疫反應陽性神經元相較於未給予拮抗劑處理的組別明顯下降(p<0.05)。最

後利用慢性纏繞傷害動物模式檢測術前給予局部麻醉劑是否可對正中神經損傷後

所產生的神經病變疼痛有所影響，並評估神經病變疼痛行為與楔狀神經核中 c-Fos

的表現量是否有所關聯，結果發現術前給予局部麻醉劑可延緩並降低機械性痛覺

敏感（mechanical allodynia）的產生，並且楔狀神經核中 c-Fos 的數量與機械

性刺激的閥值呈顯著負相關(r = -0.80, P < 0.005)，這樣的結果暗示或許楔狀

神經核中c-Fos的數量可作為評估正中神經損傷後對機械性刺激痛覺敏感的指標。 
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ABSTRACT 

Following peripheral nerve injury, lidocaine application has been demonstrated to 

suppress injury discharges. However, there is very little information about the effects of 

lidocaine pre-treatment. The aim of the present study was to examine the effects of 

pre-treatment with lidocaine on injury discharges of the nerve, and neuropeptide Y 

(NPY) and c-Fos expression in the cuneate nucleus (CN) after median nerve transection 

(MNT). Rats received either saline or 1%, 5%, or 10% lidocaine applied topically to the 

median nerve before nerve transection. Electrophysiological recording was used to 

examine the changes in injury discharges of the nerve at post-injection, transection, pre- 

and post-electrical stimulation stages in the different groups. Sequential 

immunohistochemistry was also used to identify the number of NPY-like 

immunoreactive (NPY-LI) fibers and c-Fos-LI cells in the corresponding CN. An 

increasing frequency of injury discharges was observed at all stages in the pre-saline 

group, which were suppressed by lidocaine pre-treatment in a dose-dependent manner. 

Lidocaine pre-treatment also attenuated the number of injury-induced NPY-LI fibers 

and c-Fos-LI neurons within the CN in a dose-dependent manner. Furthermore, 

expression of c-Fos-LI neurons in the CN was significantly reduced by an NPY receptor 

antagonist, indicating that NPY modulated c-Fos expression following MNT.  

In chronic constriction injury (CCI) model, lidocaine pre-treatment dose 
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dependently delayed and attenuated the development of mechanical allodynia within a 

28-day period and also reduced the number of c-Fos-LI neurons within the CN. In 

addition, the mean number of c-Fos-LI neurons in the CN was significantly negative 

correlated to the sign of mechanical allodynia following CCI. These data suggest that 

suppressing injury discharges with lidocaine pre-treatment effectively prevent 

morphological changes in the CN and attenuate neuropathic pain following median 

nerve injury. Furthermore, the expression of c-Fos in the CN may be regarded as the 

scale of mechanical allodynia in rat treated with median nerve injury.     
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第一章  文獻回顧 

術前麻醉（Pre-emptive analgesia） 

術前麻醉是目前廣泛使用於臨床上的一種麻醉方式，可以有效的避免手術後

疼痛 (post-operation pain)與後續發生的神經病變疼痛 (neuropathic pain) 

(Wong et al., 1997; Palmes et al., 2007)。術前麻醉的概念最早由 Crile 於

1913 年提出，主要內容是手術時除了全身性的麻醉以外，在造成組織傷害之前再

額外給予局部麻醉處理阻斷傷害時所產生的訊息。雖然術前麻醉在避免手術所造

成的神經病變疼痛所扮演的腳色仍不是十分清楚，部份研究指出其機制或許是經

由抑制神經傷害時，受損傷神經或是背根神經節所產生的異位性放電(ectopic 

discharge) (Wall et al., 1974a; Devor et al., 1992; Matzner et al., 1994)。

而 Woolf 在 1993 的報告中指出，過度的傷害性或是不正常的異位放電傳入脊髓，

可能會造成細胞因過度興奮而死亡(excitotoxic death)，進而產生中樞致敏 

(central sensitization)或是突觸的重新聯結(reorganization of the synaptic 

connections)，可能是造成神經病變疼痛的主要原因。另外有研究指出，術前給

予 MK-801 或是 nociceptin 可以緩解坐骨神經慢性纏繞傷害所造成的神經病變疼

痛 (Munglani et al., 1999; Yamamoto et al., 2000)。 另外也有研究指出，

術前給予 lidocaine 或 fentanyl 處理也可減少脊髓背角中 c-Fos 的表現 (Sun et 

al., 2004; Nakamura and Takasaki, 2001)。 因此我們知道術前麻醉可能是藉

由避免中樞神經產生形態上的改變，來抑制神經病變疼痛的產生，但是術前麻醉
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處理後對傷害性放電會產生怎樣的影響仍不是十分明確。 

異位性放電 (ectopic discharges) 

回顧文獻，許多種的周邊神經傷害模式都會引發神經異位性放電的產生，包

括神經截斷(transection, Wall and Gutnick, 1974a)、慢性纏繞傷害(chronic 

constriction injury, Bennett and Xie, 1988)和脊神經緊束傷害(spinal nerve 

ligation, Kim and Chung, 1992)，異位性放電成因是鈉離子通道(sodium channel)

不正常興奮所造成，發生的位置可能是受損的神經、背根神經節或是神經截斷所

產生的神經瘤(neuroma)。而異位性放電持續的時間從數小時到數天不等(Wall and 

Gutnick, 1974b; Chabal et al., 1989; Kajander et al., 1992; Abdi et al., 

1998; Stebbing et al., 1999)。異位性放電對神經病變疼痛的產生扮演極重要

的角色， Seltzer 等人在1991年的研究指出，使用局部麻醉劑阻斷異位性放電可

以減緩神經病變疼痛的產生，相反的若是以人為方式加強異位性放電，則會加重

神經病變疼痛的行為。 Yoon等人於1996年發表的文章指出， 使用背根截斷

(dorsal rhizotomy)來阻止異位性放電傳入脊髓， 也可以有效的抑制神經病變疼

痛。 

由於異位性放電是鈉離子通道不正常興奮所造成，因此可藉由鈉離子通道的

阻斷劑(lidocaine)來抑制異位性放電(Chabal et al., 1989; Devor et al., 1992; 

Sotgiu et al., 1994)。但是否可以利用lidocaine術前麻醉的方式來阻斷異位性

放電產生還沒有很深入的研究。 
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利路卡因鹽酸鹽(lidocaine) 

Lidocaine 又名 xylocaine 或是 lignocaine，屬於 amide-type 的麻醉劑。

在臨床上被廣泛使用，藥物的半衰期為90-120分鐘，主要由肝臟進行代謝(Thomson 

et al., 1973)。一般的使用劑量為 1-2%，可用於局部或是經由靜脈注射作用於全

身;但是需要注意的是當全身性使用時，太高劑量的 lidocaine 會對心臟或是神經

系統產生嚴重的副作用(Mao and Chen, 2000)。而另外有研究指出，高劑量的

lidocaine可用於緩解疱疹或是三叉神經所引起的神經痛(Rowbotham et al., 1996; 

Comer and Lamb, 2000)。由此可知在局部施予高劑量的 lidocaine，並不會造成

全身性的附作用，因此我們選擇 lidocaine 作為術前局部麻醉劑。 

楔狀神經核 (cuneate nucleus) 

楔狀神經核位於腦幹(brainstem) 背側，靠近第四腦室的尾端的位置;外型為

長約 3mm 的梭形核區。與薄束神經核(gracile nucleus) 及外側楔狀神經核 

(external cuneate nucleus) 合稱背柱神經核 (dorsal column nuclei)。楔狀

神經核主要接受同側初級感覺神經元(primary afferent neurons)，Ａ/ 神經纖

維傳入上肢非傷害性輕觸覺(tactile)與本體感覺(proprioception)訊息

(Andersen et al., 1964; Berkley et al., 1986)。由接轉神經元投射至對側丘

腦 (Fyffe et al.,1986; Hirai et al.,1988)，再向上傳至大腦初級體知覺區

(primary sensory cortex)。而本實驗室先前已證實證，正中神經截斷後在同側

的楔狀神經核中會有大量的神經胜肽 Y 免疫反應陽性的神經纖維表現，並在截斷
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後四週達到高峰(Tsai et al., 2004)。而這些神經胜肽 Y免疫反應陽性的神經纖

維的來源，主要是由中大型背根神經元所產生，並經由初級感覺神經(primary 

afferent fibers)投射至同側的楔狀神經核(Tsai et al., 2007)。神經胜肽 Y直

接注射於腦脊髓膜腔(intrathecal)，可使神經傷害所造成的痛覺過敏加劇(White 

1997)。這可能是由於神經胜肽 Y 與其興奮性 Y2 受體結合所導致(Tracey et al., 

1995)。 因此，楔狀神經核中神經胜肽 Y的表現可能與疼痛感覺相關。 

而在正中神經損傷後不論給予Ａ/或 C fiber 強度的電刺激，都會使楔狀神

經核中表現 c-Fos 免疫反應陽性神經元(Day et al.,2001a,b; Lue et al.,2002)。

利用螢光金(Fluorogold,FG)逆向傳遞標誌楔狀丘腦接轉神經元，發現楔狀神經核

中 c-Fos 免疫反應陽性神經元 78% 屬於楔狀丘腦接轉神經元，而這些受電刺激誘

發所表現的 Fos 屬於原始致癌基因 c-fos (proto-oncogene c-fos)的產物，被廣

泛用以檢測神經元是否受到傷害性刺激所活化，並且認為是痛覺的神經標示 

(Hunt et al., 1987; Harris, 1998)。 因此楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性

神經元，可能與參與痛覺的向上傳遞。綜合以上幾點，我們知道正中神經損傷後

楔狀神經核在形態上會有明顯的改變，而這些形態上的變化又極有可能與痛覺的

向上傳遞有關，所以我們選用楔狀神經核來作為研究術前麻醉的素材。 

正中神經傷害模式 

本實驗所選用的周邊神經損傷動物模式，包括神經截斷的神經瘤模式 

(neuroma model) (Wall et al.,1979) 和 慢 性 纏 繞 損 傷 模 式  (chronic 
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constriction injury model) (Bennett and Xie,1988)兩種。前者可即刻對神經

給予同等的截斷傷害，較易觀察因截斷所引發的異位性放電，但缺點是神經截斷

後無法進行神經病變疼痛的行為測試。而後者雖傷害產生的較慢，但可進行神經

病變疼痛的行為測試。因此本實驗先利用神經瘤模式來檢測術前麻醉對異位性放

電的影響，再使用慢性纏繞損傷模式來測試術前麻醉對神經病變疼痛的行為的影

響。 
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第二章 術前給予局部麻醉劑對大白鼠正中神經截斷後異位性放電的 

影響。 

 

前言 

許多電生理相關的研究指出對坐骨神經施予截斷傷害（transection）、慢性

纏繞傷害（chronic constriction injury，CCI）或是脊神經緊束傷害（spinal nerve 

ligation）會在神經損傷處或是背根神經節（DRG）引發傷害性的異位放電（injury 

discharges），而這樣的異位性放電可維持數分鐘至數天之久（Wall and Gutnick, 

1974a；Bennett and Xie, 1988；Kim and Chung, 1992）。另外，其他學者的研

究也指出傷害性的異位放電在神經病變疼痛 (neuropathic pain) 產生過程中的

中樞致敏 (central sensitization) 步驟扮演極重要的角色 (Seltzer et al., 

1991)，在脊神經緊束傷害 (spinal nerve ligation) 模式中若合併施予背根神

經截斷術 (dorsal rhizotomy) 來阻斷傷害性刺激傳入脊髓則可明顯消除實驗動

物神經病變疼痛行為的產生 (Yoon et al., 1996; Abdi et al., 1998; Han et al., 

2000) 。除此之外，經由循環系統或是直接給予神經局部麻醉劑 (lidocaine) 也

可減少異位性放電的產生 (Wall and Gutnick, 1974b; Devor et al., 1992)。 

Seltzer 等人在1991年的研究更指出降低神經損傷時所產生的異位性放電可以明

顯地抑制和延後動物自殘行為(autotomy，一種神經病變疼痛的指標)的產生。而

在臨床方面的研究也證實在因外傷所引起的疼痛患部給予局部麻醉劑可以有效的

緩解神經病變疼痛 (Gracely et al., 1992)。 綜合以上文獻可知，在周邊神經
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損傷之前以術前局部麻醉處理或許可經由事先阻斷神經傷害異位性放電的產生，

達到減緩神經損傷後神經病變疼痛的發生。雖然已有相關文獻討論此部分的研

究，但大都侷限於以坐骨神經傷害模式的範圍。此外，大部分的研究雖有提及術

前局部麻醉具有降低神經傷害異位性放電的作用，但仍缺乏術前麻醉對神經傷害

異位性放電影響的實際神經電生理研究。因此這個部份的實驗將以正中神經截斷

的神經瘤模式作為實驗主軸，並且在神經截斷前１５分鐘先進行術前局部麻醉，

分別於藥物注射後、神經截斷後與電刺激前後的時間點以電生理方式紀錄複合式

動作電位的變化並加以分析，進而探討術前局部麻醉對神經傷害異位性放電的影

響。 

 

材料方法 

本實驗經由國科會與台大醫學院暨公衛學院動物實驗小組審查與核准 (核

准編號：IACUCA Approval No. 20030114) ，實驗動物倫理則依據國際疼痛研究

學會（International Association for the Study of Pain）Zimmermann 於 1983

年所發表的內容。動物飼養於日夜各１２小時循環的環境並提供充足的食物及飲

水。本實驗以雄性大白鼠作為實驗材料（Sprague-Dawley 品系），體重約在 176-200

公克之間。實驗動物分為五組：第一組為控制組（假手術，三隻），第二到五組為

術前局部麻醉實驗組（分別為：生理食鹽水、1%、5%與 10% lidocaine 實驗組，

生理食鹽水組四隻，其餘每組各五隻）。  
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一、 紀錄複合式動作電位 

動物以體重每100公克腹腔注射0.45毫升的７％水合氯醛 (chloral hydrate) 進

行麻醉，動物麻醉後以仰躺方式固定於軟木板。隨後以電鬍刀將前肢毛髮剔除乾

淨，再以手術刀將肘窩至腋下的皮膚切開，在手術顯微鏡的視野下將皮膚與胸大

肌分離，之後將胸大肌剪開至臂神經叢完全暴露；辨認正中神經的位置並小心將

其與周圍組織游離至少７ｍｍ，在避免拉扯到神經的狀況下將游離的神經掛載於

白金電極鉤上，電極鉤下方襯以石蠟紙以避免電極鉤接觸到神經以外的組織，再

以石蠟油浸潤神經以避免乾燥。電極鉤連接到 Xction View Data Acquisition 

System (Model XD-04; Singa, Tao Yuan, Taiwan)，神經電訊號以 2000 倍放大

後分別紀錄藥物注射後（神經截斷前 5 分鐘，post-injection）與神經截斷（神

經截斷後 10 分鐘，transection）過程中的複合式動作電位，控制組則以相對應

的時間長度作為不同時間點的區隔，紀錄完成後移除電極鉤並將肌肉與皮膚依序

分層縫合。待動物存活 4 週後，於同樣的位置再次進行手術並紀錄電刺激前 

(pre-ES) 與電刺激後 (post-ES) 各 5 分鐘的複合式動作電位。 

二、 術前局部麻醉與正中神經截斷的動物模式 

動物依前步驟麻醉固定後，在手術顯微鏡的視野下在肘窩處將正中神經周圍組織

清除並將正中神經游離出約７ｍｍ長度，接著以 U-100 insulin syringe (1/2 ㏄，

TERUMO, ELKTON, USA) 分別以１００ｕｌ生理食鹽水或是不同濃度的 lidocaine

（1%、5%和 10%，Sigma, St. Louis, MO, USA）直接注射於神經，靜置１５分鐘
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之後以生理食鹽水將多餘的藥物沖洗並以棉花棒吸乾。接著用 5-0 型號的手術縫

線在游離的正中神經兩端間隔 5 mm 處各绑一個結，再將兩個結中間的神經截斷移

除，用以誘發神經瘤產生(圖 1-1,Wall et al., 1979; Lue et al., 2002; Tsai et 

al., 2004, 2007, 2008) 。之後仔細縫合皮膚。另外取三隻大白鼠將正中神經以

手術方式暴露但不進行截斷或術前局部麻醉，電生理紀錄完成後隨即縫合皮膚作

為控制組。 

三、 定量分析 

以 Xction View Data Acquisition System 分別收集控制組與實驗組給藥後(神經

截斷前 5分鐘)、神經截斷後與電刺激前後 5分鐘，各時間區段的電生理紀錄。再

以 Xction view software 計算各組的複合式動作電位次數並除以時間，得到各組

不同時間點的放電頻率(frequency)並以平均值± 平均值之標準差(mean ± SEM)方

式呈現。為比較不同組間以及不同時間點之間的差異，數據以二因子變異數分析 

(two-way ANOVA) 與 Newman-Keuls post-hoc test 進行分析，P<0.05 則認定為

具有顯著差異。 

 

結果 

神經異位性放電之平均數值與分析比較列於表 1-1。由電生理記錄顯

示控制組(未進行正中神經截斷處理)整個紀錄過程中只有少數微弱的放電尖峰

(spikes)出現，並且未能觀察到傷害異位性放電的產生(post-injection：

8.2±0.5 Hz, transection：6.4±2.1 Hz, pre-ES：7.5±1.2 Hz, post-ES：6.2±0.9 
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Hz，圖 1-2A)，而在其他所有實驗組未進行生理食鹽水或是藥物注射前也可觀察

到類似的結果。二因子變異數分析顯示複合式動作電位在各實驗組間(F=117.1, 

P<0.0001)與各個時間點間(F=18.4, P<0.0001)均存在顯著差異。生理食鹽水組

在注射後的時間點與控制組相比傷害異位性放電明顯增加 (post-injection：

90.7±7.7 Hz, transection：132.3±14.5Hz, pre-ES：68.5±14.3 Hz, post-ES：

84.6±7.9 Hz，圖 1-2B 和圖 1-3 ) 。相較之下，術前給予 1% lidocaine 組(pre-1% 

lido，post-injection：30.8±8.0 Hz, transection：111.8±13.6 Hz, pre-ES：

47.9±7.7 Hz, post-ES：78.7±10.9 Hz)、 術前給予 5% lidocaine 組(pre-5% lido, 

post-injection：18.8±4.1 Hz, transection：48.7±11.3 Hz, pre-ES：17.8±4.6 

Hz, post-ES：23.6±7.7 Hz)與術前給予 10% lidocaine 組(pre-10% lido, 

post-injection: 9.9±2.3 Hz , transection：18.9±1.2 Hz, pre-ES：5.2±2.3 

Hz, post-ES：5.1±2.7 Hz) 在各記錄時間點所產生的傷害異位性放電均低於生

理食鹽水實驗組。此外只有術前給予 1% lidocaine 組在給藥後所產生的傷害異

位性放電高於控制組(圖 1-2 和圖 1-3 )。正中神經截斷後，生理食鹽水實驗組中

可以觀察到傷害異位性放電在截斷的神經上強烈的表現(圖 1-2B)；待存活 4週之

後進行電刺激，給予電刺激前(pre-ES)的傷害異位性放電頻率與神經截斷時相比

有減少的趨勢，但在給予電刺激後(post-ES)則又會增加(圖 1-3)。傷害異位性放

電在神經截斷與電刺激前後所產生的變化，在不同濃度 lidocaine 處理的組別也

有相似的表現模式。但是傷害異位性放電的頻率隨著 lidocaine 術前局部麻醉的
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濃度提高而顯著的減低，並且當 lidocaine 術前處理的濃度提高到 10%時，在不

同時間點傷害異位性放電的頻率則與控制組十分相近。 

討論 

先前的研究指出多種周邊神經傷害後都會產生異位性放電(ectopic 

discharges) (Wall and Gutnick, 1974a; Bennett and Xie, 1988; Kim and Chung, 

1992)，此部份的實驗我們證實術前給予局部麻醉劑處理，可以隨劑量增加顯著抑

制因正中神經截斷所產生的傷害異位性放電。這部份的實驗顯示，生理食鹽水注

射進正中神經後，會產生傷害異位性放電。這樣的結果暗示注射動作本身可能就

會對神經造成損傷而使得傷害異位性放電的增加。 

Gentili (1980a) 與 Hudson (1984)等學者先後指出，對神經進行注射的動作會

造成包括軸突(axon)和髓鞘(myelin)退化等神經損傷的現象。而我們實驗室先前

的研究也指出，以螢光金(fluorogold)神經追蹤劑注射到未受損傷的正中神經，

於頸椎第六節的背根神經節中少部分被螢光金標示的神經元也會同時表現因神經

損傷所誘發的神經胜肽Y，此一結果也可佐證注射的動作會對神經造成損傷。 

過去許多研究結果指出傷害異位性放電在神經損傷的瞬間開始，並且可持續

數分鐘到數日之久(Wall and Gutnick, 1974b; Seltzer et al., 1991a; Kajander 

et al., 1992; Liu et al., 1999)；此點也與我們的實驗結果，傷害異位性放電

的頻率在神經截斷時達到最高峰相符合。除此之外，Seltzer等人(1991a, b)的研

究也指出，傷害異位性放電可藉由在神經傷害前給予額外的電刺激來加以延長，

並且因為神經傷害所造成的自殘行為(autotomy)也會因此而加劇。而在本篇實驗
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中，在正中神經截斷 4 週後給予電刺激，同樣也會使得傷害異位性放電的頻率相

較於電刺激前增加。綜合以上結果可以得知，神經截斷是影響神經後續發展傷害

異位性放電的關鍵時間點。 

本篇研究的結果發現，術前局部麻醉處理 lidocaine 的濃度在 5%以及 10%的

組別才會顯著的抑制因神經截斷所產生的傷害異位性放電。這樣的現象十分相似

於在神經損傷後給予lidocaine (Tanelian and Maclver, 1991)或是 tetrodotoxin 

(Omana-Zapata et al., 1997)可降低受損神經所產生的傷害異位性放電。而術前

給予 1% lidocaine 對傷害異位性放電無法產生明顯的抑制作用的結果，也相似於

Abdi 等人(2000)在坐骨神經給予 2% lignocaine 術前麻醉處理，無法對動物的神

經病變疼痛行為產生抑制的作用。Lidocaine 一般在臨床上所使用的濃度為 1-2%，

而當全身性給予高濃度的 lidocaine 則會對心臟以及神經系統產生顯著的副作用

(Mao and Chen, 2000)。然而，有許多研究卻指出在局部給予濃度高於 5%的

lidocaine 可緩解疱疹所造成的神經痛(Rowbotham and Fields, 1989; Rowbotham 

et al., 1996; Comer and Lamb, 2000) 或是三叉神經痛(Han et al., 2008)。

至於為何 lidocaine 濃度須要達到 5%才會對傷害異位性放電或是神經痛產生抑制

的作用，可由鈉離子通道的性質來解釋。相較於 TTX 敏感性鈉離子通道

(TTX-sensitive sodium channels)，TTX耐受性鈉離子通道(TTX-resistant sodium 

channels)需要更高濃度的 lidocaine 來抑制其作用。Roy 和 Narahashi (1992) 指

出, TTX 耐受性鈉離子通道對於 lidocaine 的感受性只有 TTX 敏感性鈉離子通道的
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四分之一，而 lidocaine 濃度需要高於 760 μM (大約 1.8%) 才可使 TTX 耐受性

鈉離子通道所產生的動作電位振幅減少 (Scholz and Vogel, 2000)。因此，我們

推測當使用 1% lidocaine 進行術前麻醉時，無法完全抑制 TTX 耐受性鈉離子通道

的作用，因此傷害異位性放電還是會產生。而在 5%與 10% lidocaine 實驗組中，

推測因為濃度高於 1.8%，所以全部的鈉離子通道都會產生抑制，進而降低傷害異

位性放電的產生。 
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第三章 術前給予局部麻醉劑對大白鼠正中神經截斷後楔狀神經核 

內神經胜肽 Y 與 c-Fos 表現量的變化。 

 

前言 

楔狀神經核 (Cuneate nucleus，CN) 在一般周邊神經未受損傷的情況下，主

要是接受同側初級感覺神經元 (primary afferent neurons) 傳入上肢支配區域

非傷害性輕觸覺 (tactile) 與本體感覺 (proprioception) 訊息；接著將訊息

向上傳遞至對側的丘腦 (thalamus) (Andersen et al., 1964; Berkley et al., 

1986; Day et al., 2001; Lue et al., 2002)。而在正中神經截斷後，受損神

經同側的楔狀神經核中可偵測到神經胜肽 Y 免疫反應陽性的神經纖維

(neuropeptide Y-like immunoreactive， NPY-LI fibers) (Tsai et al., 2004, 

2007, 2008)。而若是給予損傷的神經合併電刺激處理，則可在同側的楔狀神經

核中偵測到明顯的 c-Fos 免疫反應陽性的神經元(c-Fos-like immunoreactive，

c-Fos-LI cells) (Day et al., 2001; Lue et al., 2002; Tsai et al., 2008)。

這些受電刺激誘發所表現的Fos屬於原始致癌基因c-fos (proto-oncogene c-fos) 

的產物，被廣泛用以檢測神經元是否受到傷害性刺激所活化，並且認為是痛覺的

神經標示 (Hunt et al., 1987; Harris, 1998)。近期相當多的研究指出術前給

予藥物處理包括 MK-801(Munglani et al., 1999)、 nociceptin (Yamamoto et al., 

2000) 或是 fentanyl (Nakamura and Takasaki, 2001) 都可有效的減少因周邊

神經損傷後在脊髓背角中所表現的 Fos。而 lidocaine 雖然在臨床上被廣泛的使
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用(Rowbotham et al., 1991; Nagaro et al., 1995; Ferrante et la., 1996)；

但是關於術前給予 lidocaine 處理，對正中神經損傷後楔狀神經核中神經胜肽 Y

免疫反應陽性的神經纖維與c-Fos免疫反應陽性的神經元之影響仍缺少相關的研

究。由本實驗室先前的研究結果得知，正中神經截斷後楔狀神經核中所表現的神

經胜肽 Y免疫反應陽性的神經纖維，主要是由背根神經元所產生並由初級感覺神

經(primary afferent terminal) 投射至楔狀神經核 (Tsai et al., 2007)。而

背根神經元在正中神經損傷後開始表現神經胜肽 Y的原因，可能是過度的異位性

放電傳入(Munglani et al., 1995) 或是背根神經元過度去極化 (Rao et al., 

1992)所造成。上一部份的研究已經證實術前給予 lidocaine 局部麻醉處理，可

以有效的隨劑量增加而抑制傷害異位性放電，但是抑制傷害性異位放電後對正中

神經截斷後楔狀神經核中形態學上的影響仍不是很清楚。本部份的研究希望釐清

在術前同樣給予局部麻醉劑處理，對於正中神經截斷後楔狀神經核中神經胜肽 Y

免疫反應陽性的神經纖維與c-Fos免疫反應陽性的神經元在形態學上是否會有所

影響。 

 

材料方法 

本實驗經由國科會與台大醫學院暨公衛學院動物實驗小組審查與核准 (核准

編號：IACUCA Approval No. 20030114) ，實驗動物倫理則依據國際疼痛研究學

會（International Association for the Study of Pain）Zimmermann 於 1983

年所發表的內容。動物飼養於日夜各１２小時循環的環境並提供充足的食物及飲
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水。 

一、 術前局部麻醉與正中神經截斷的動物模式 

本實驗以雄性大白鼠作為實驗材料（Sprague-Dawley 品系），體重約在 

176-200 公克之間，控制組（假手術，三隻）、生理食鹽水實驗組(四隻)、術前局

部麻醉處理實驗組(1%、5%與 10% lidocaine 組各五隻)，總共 22 隻。進行兩側正

中神經術前麻醉處理與截斷，方法依前部分實驗部驟二，手術後讓所有組別的動

物存活 4週。 

二、 電刺激 

動物存活 4週之後以 7%水合氯醛麻醉，將右側正中神經在手術顯微鏡下操作

再次游離出來並掛於電極鈎上，下方襯以石蠟紙以避免電極鈎接觸到神經以外的

組織，再以石蠟油浸潤神經以避免乾燥。電刺激輸出依照 Molander 等學者所提

出 (1992,1994) 激發 A神經纖維強度，由刺激器 (S88 DUAL OUTPUT SQUARE 

PULSE STIMULATOR, USA) 產生電流經過穩流器 (CCU1 CONSTANT CURRENT UNIT, 

USA) 再連接到電極鈎以 10Hz、0.1ms、0.1mA 進行 10 分鐘。刺激完畢後兩小時

再次以水合氯醛麻醉接著犧牲灌流。 

三、 灌流固定 

 實驗動物在 7%水合氯醛麻醉下灌流犧牲，將胸腔打開後先以 100ml 

Ringer’s solution (內含抗凝血劑：sodium citrate, 0.02gram/kg 與血管擴

張劑：sodium nitrite, 0.02gram/kg) 由左心室灌流清洗血液，接著以固定液 
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(4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer, pH=7.4) 進行固定。取出

腦幹包含楔狀神經核的區域，再以相同固定液後固定兩小時。接著將組織進行蔗

糖抗凍處理，先放入含有 10%蔗糖與 5%甘油的磷酸緩衝溶液 (0.1M pH7.4)於 4

℃冰箱中過夜，再換入含有30%蔗糖與10%甘油的磷酸緩衝溶液(0.1M,pH=7.4) 保

存於 4℃冰箱中至少 12 小時或待組織下沉至底部。 

四、 抗神經胜肽 Y與 c-Fos 免疫組織化學反應 

將蔗糖抗凍處理過後的腦幹組織以冷凍切片機 (Leica, Nussloch, Germany)切

成 30μm 厚度的薄片，楔狀神經核中段區域定義為 obex 往尾端推算 0.3-0.7 mm 

的區域 (Maslany et al., 1991; Day et al., 2001; Lue et al., 2002; Tsai 

et al., 2004, 2008) 在楔狀神經核中段區域每四片取一片分別進行抗神經胜肽

Y或 c-Fos 免疫組織化學反應，步驟如下： 

.1. 以含 1% 硼氫化鈉(Sodium Borohydride, Sigma, S-9125, St Louis, USA) 的

磷酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 處理 20 分鐘。 

2. 以磷酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 清洗三次，每次 10 分鐘。 

3. 以含 0.5% H2O2 的酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 處理 30 分鐘。 

4. 以磷酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 清洗三次，每次 10 分鐘。 

5. 為避免非專一性反應發生，以含有5% 羊血清 (normal goat serum GibcoBRL, 

NY, USA) 與 0.2% Triton-X 100 的酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4)進行遮蓋處

理。 
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6. 以抗神經胜肽 Y (1:2000, 4℃, 16 小時, DiaSorin, MN, USA) (Tsai et al., 

2004, 2007, 2008) 或抗 c-Fos (1:2000, 4℃, 48 小時, Calbiochem, San 

Diego, CA) (Day et al., 2001; Lue et al., 2002; Tsai et al. 2008) 初

級抗體進行免疫反應。 

7. 以磷酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 清洗六次，每次 10 分鐘。 

8. Biotinylated goat anti-rabbit IgG次級抗體(1:200, Vector, Burlingame, 

CA) 以步驟 5之遮蓋反應溶液稀釋後室溫下反應 2小時。 

9. 以磷酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 清洗三次，每次 10 分鐘。 

10. 以 avidin-biotin-HRP complex (1:200, ABC kit, Vector) 室溫下反應 1

小時。 

11. 以磷酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 清洗三次，每次 10 分鐘。 

12. 清洗完畢後以 Vector SG Kit chromogen and substrate regent 進行呈色

反應。 

13. 呈色完畢以磷酸緩衝溶液 (0.1M,pH=7.4) 清洗三次，每次 10 分鐘。 

14. 將切片以 1%的動物明膠 (gelatin) 溶液依順序貼於載玻片上，靜置乾燥一

晚。 

15. 切片經脫水、蓋片後於光學顯微鏡下觀察 

五、神經胜肽 Y免疫反應陽性纖維與 c-Fos 免疫反應陽性神經元定量分析 

蓋片完成的組織切片使用 Zeiss 光學顯微鏡觀察，並在 200 倍放大倍率下使用數
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位相機 (D1X; Nikon, Tokyo, Japan) 擷取影像。影像以電腦影像分析系統

(computer-based image analysis system, MGDS) 與影像分析軟體Image Pro-Plus 

software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) 進行分析與定量。我

們分別計算楔狀神經核所佔區域的面積與神經胜肽 Y免疫反應陽性纖維在楔狀神

經核中面積之總和,後者除以前者便得到神經胜肽Y免疫反應陽性纖維在楔狀神經

核中面積所佔之百分比(圖 2-2)(Tsai et al., 2004, 2009)。 而神經胜肽 Y免

疫反應陽性纖維在楔狀神經核平均面積所佔之百分比以二因子變異數分析 

(two-way ANOVA)，分別比較各術前組間與各組之內 (電刺激側與未電刺激側) 是

否存在差異，並以進行 Newman-Keuls post-hoc test 測試(圖 2-2)。 c-Fos 免疫

反應陽性神經元的計算方式是以每隻動物組織切片中所計算到的 c-Fos 免疫反應

陽性神經元總數除以切片數目，得到平均切片之 c-Fos 免疫反應陽性神經元數(圖 

2-4)。因為 c-Fos 免疫反神經元只會在電刺激側的楔狀神經核中表現，因此使用

單因子變異數分析 (one-way ANOVA) 比較術前各組間的差異。 而為了瞭解楔狀

神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元的表現是否與神經胜肽 Y免疫反應陽性纖維

有所相關，我們將電刺激後神經胜肽 Y免疫反應陽性纖維減少的百分比(未電刺激

側所佔面積之百分比減掉電刺激側所佔面積之百分比)與 c-Fos免疫反應陽性神經

元的平均數目進行線性迴歸分析(linear regression) (圖 2-5)。 

結果  

雙因子變異數分析結果顯示，神經胜肽 Y免疫反應陽性的神經纖維在楔狀神

經核中所佔面積百分比在各組別間 (F=177.9, P<0.0001) 與各組別內 (電刺激
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與未給予電刺激) (F=216.3, P<0.0001) 均存在顯著差異。神經胜肽 Y免疫反應

陽性的神經纖維在控制組中無論有無給予電刺激都幾乎無法偵測到 

(0.1±0.01%，圖 2-1A-B 和 圖 2-2) 。在術前給予生理食鹽水處理的組別中神經

胜肽 Y 免疫反應陽性的神經纖維佔楔狀神經核面積百分比在電刺激同側

(16.3±0.6%)或是未電刺激側(35.6±1.1%)的楔狀神經核都明顯增加(圖 2-1C-D 

和 圖 2-2)。神經胜肽 Y 免疫反應陽性的神經纖維佔楔狀神經核面積百分比在術

前給予 lidocaine 處理後於未電刺激側 (pre-1% lido： 25.0±1.7%; pre-5% 

lido：19.6±0.6%; and pre-10% lido：11.3±1.0%) 與電刺激側(pre-1% lido：

9.6±0.7%; pre-5% lido：6.4±0.5%; and pre-10% lido： 5.6±1.1%) 相較於生

理食鹽水實驗組則隨 lidocaine 處理濃度提高而降低 (圖 2-1E-J 和圖 2-2)。而

在各術前實驗組中電刺激側的神經胜肽Y免疫反應陽性陽性神經纖維在楔狀神經

核中所佔面積百分比(圖 2-1C, E, G, I 和圖 2-2)都顯著低於未電刺激的對側(圖

2-1D, F, H, J 和圖 2-2) 。 

c-Fos 免疫反應陽性神經元在正中神經未受損傷的控制組無論有沒有電刺

激在楔狀神經核中幾乎都無法偵測其表現 (圖 2-3A 和圖 2-4)。而在正中神經截

斷的各術前麻醉實驗組c-Fos免疫反應陽性神經元在電刺激側的楔狀神經核都有

明顯的表現，且主要分布於楔狀神經核中段腹側區域。術前麻醉處理 5% 

(34.8±2.7 cells) 和 10% lidocaine (23.8±1.4 cells) 都能明顯的降低 c-Fos

在楔狀神經核中的表現量，但是 1% lidocaine 實驗組 (68.8±2.3 cells) 相較
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於生理食鹽水實驗組 (72.3±2.6 cells，圖 2-4) 則沒有顯著的差異。 

而為了探討楔狀神經核中 c-Fos 的表現是否為因電刺激受損傷的正中神經

造成楔狀神經核中神經胜肽 Y釋放所誘發，我們將每隻動物 c-Fos 免疫反應陽性

神經元數目與神經胜肽 Y 因電刺激所減少的百分比(未電刺激側的神經胜肽 Y 百

分比減去電刺激側的神經胜肽 Y百分比) 進行線性迴歸分析，結果發現 c-Fos 免

疫反應陽性神經元數目與電刺激所減少神經胜肽 Y 百分比呈顯著正相關 (r = 

0.77, P<0.05，圖 2-5)。 

 

討論 

正中神經截斷後四週在截斷神經同側的楔狀神經核中可發現大量神經胜肽Y

免疫反應陽性纖維表現，但在控制組則無發法偵測到神經胜肽Y免疫反應陽性纖

維。這樣的結果與我們實驗室先前的研究相同 (Tsai et al., 2004, 2007; Yeh et 

al., 2008)。而楔狀神經核中神經胜肽Y免疫反應陽性纖維的來源，全部是由受損

傷的中、大型背根神經元所產生，再經由初級感覺神經 (primary afferent fiber) 

投射至同側的楔狀神經核 (Tsai et al., 2007)。至於背根神經元為何會表現神

經胜肽Y則還沒有很明確的定論，但經由ㄧ些相關研究或許可以加以解釋。早期關

於神經細胞表現神經胜肽Y的研究，是在 1992 年由Rao等人提出，他們發現使用交

感神經元 (sympathetic neurons) 進行細胞培養，若是提高鉀離子濃度促使神經

細胞產生去極化的反應 (depolarization)，則細胞中的神經胜肽Y表現量就會增

加。而之後的研究也指出使用MK-801 來抑制神經損傷後所產生的傷害性放電，可
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以減少脊髓背角內神經胜肽Y免疫反應陽性纖維的數量(Munglani, 1995)。因此傷

害異位性放電的傳入可能是背根神經元神經胜肽Y的重要因素。我們本部分的實驗

證實了，術前給予局部麻醉劑處理可以有效的抑制神經截斷所引起的傷害性異位

放電，同時也能減少楔狀神經核中神經胜肽Y免疫反應陽性纖維所占面積百分比，

這樣的結果符合前面所假設背根神經元表現神經胜肽Y是由於傷害性異位放電大

量傳入所造成。我們另外也觀察到電刺激截斷的正中神經會使得同側楔狀神經核

中神經胜肽Y免疫反應陽性纖維所占面積百分比下降，我們先前的研究也指出電刺

激可能促使神經胜肽Y由神經纖維中釋放，進而促使c-Fos在楔狀神經核中表現 

(Tsai et al., 2008)。 

在本實驗中我們也發現，術前給予局部麻醉劑處理可隨劑量增加而減少楔狀

神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元的數量。有許多研究也指出傷害性異位放電

會誘發脊髓背角中的 c-Fos 免疫反應陽性神經元，而以 lidocaine 前處理抑制傷

害性異位放電也可減少脊髓背角中的c-Fos 免疫反應陽性神經元的數量 (Feng et 

al., 2002; Sun et al., 2004; Stenberg et al., 2005)，但 lidocaine 前處理

抑制傷害性異位放電以減少脊髓背角中的 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現的時效

大約只能在傷害後維持兩天 (Chi et al., 1993; Sun et al., 2004)。 在本實

驗中術前給予局部麻醉劑處理減少楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現

的效果可維持到神經截斷後四週；在此同時，術前給予局部麻醉劑處理減少楔狀

神經核中神經胜肽 Y 免疫反應陽性纖維的時效也可維持至神經截斷後四週。線性



 

 32

迴歸分析也指出 c-Fos 免疫反應陽性神經元數目與電刺激所減少神經胜肽 Y 百分

比呈顯著正相關，因此楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元可能是由電刺激

所釋放的神經胜肽 Y誘發，但是否真如我們所假設仍需更直接的實驗數據來支持。 
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第四章 大白鼠正中神經截斷後楔狀神經核內神經胜肽 Y 與 c-Fos 表 

現量之相互關係 

前言 

我們已經證實，術前給予局部麻醉劑處理可以有效的抑制傷害性異位放電的

產生；且在正中神經截斷四週後，隨 lidocaine 濃度增加而減少楔狀神經核中神

經胜肽 Y 免疫反應陽性纖維與 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現的數量。先前學者

在形態方面的研究結果，可得知脊髓背角中神經胜肽 Y 免疫反應陽性纖維有圍繞

在 c-Fos 免疫反應陽性神經元周圍的現象 (Minson et al., 2002)。而在大腦側

腦室 (Intracerebroventricular) 中直接給予神經胜肽 Y，也會誘發腦室周圍核

區 (paraventricular nucleus) 大量表現 c-Fos 免疫反應陽性神經元 (Li et al., 

1994; Lambert et al., 1995)。除此之外，Yang 等人 (1995) 在與楔狀神經核

同樣位於腦幹的孤立束神經核給予神經胜肽 Y，結果有誘發孤立束神經核中大量表

現 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現。相當多的研究指出 c-Fos 免疫反應陽性神經

元的表現是受神經胜肽 Y 所誘發，可是我們仍想釐清，楔狀神經核中 c-Fos 免疫

反應陽性神經元是否直接受神經胜肽 Y所誘發。 

由於前部分的實驗已知正中神經截斷後楔狀神經核中會有大量神經胜肽 Y 免

疫反應陽性纖維表現；而在給予電刺激後，同側楔狀神經核中神經胜肽 Y 免疫反

應陽性纖維則會因電刺激而減少。因此，我們在電刺激前給予大白鼠神經胜肽 Y

受體拮抗劑處理，來檢測 c-Fos 免疫反應陽性神經元是否直接受經胜肽 Y所誘發。 

材料方法 
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本實驗經由國科會與台大醫學院暨公衛學院動物實驗小組審查與核准 (核

准編號：IACUCA Approval No. 20030114)，實驗動物倫理則依據國際疼痛研究學

會（International Association for the Study of Pain）Zimmermann 於 1983

年所發表的內容。動物飼養於日夜各１２小時循環的環境並提供充足的食物及飲

水。 

ㄧ、 正中神經截斷的動物模式 

本實驗以雄性大白鼠作為實驗材料（Sprague-Dawley 品系），體重約在 

176-200 公克之間共 10 隻。進行單側正中神經截斷，方法依第二章實驗步驟二，

手術後讓所有組別的動物存活 4週。 

二、 神經胜肽 Y受體拮抗劑注射 

大白鼠單側正中神經截斷四週後以 7%水合氯醛麻醉，之後架設於立體定位儀

上先割開後頸的皮膚，接著將以骨鉗撥除腦幹上方的枕骨。下方的硬腦膜以眼科

剪小心剪開避免傷害腦幹，待腦幹與部分第四腦室暴露出來後使用立體定位儀依

Pellegrino 等人所描述(1979)，於 AP, ML, H: -6.4, 1.4, -6.4 (System A) 的

位置經由顯微注射玻璃針於楔狀神經核吻端 (rostral portion) 分別注射 1 ul 

2%的神經胜肽 Y受體拮抗劑 (n=4, [D-Tyr27, 36 D-Thr32]-NPY (27-36); Sigma, 

St. Louis, MO, USA) (Myers et al., 1995) 或是生理食鹽水(n=3)。利用擴散

方式作用中段區域 30 分鐘後進行電刺激，兩小時後犧牲灌流。另外額外ㄧ組注

射生理食鹽水後不進行電刺激直接犧牲灌流 (n=3)。 
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三、 電刺激 

神經胜肽 Y 受體拮抗劑(n=4)或是生理食鹽水(n=3)注射 30 分鐘後，進行電

刺激。方法如第三章步驟二所述。 

四、  灌流固定 

 方法如第三章步驟三所述。 

五、 抗神經胜肽 Y與 c-Fos 免疫細胞化學反應 

方法如第三章步驟四 

六、c-Fos 免疫反應陽性神經元定量分析 

定量步驟如第三章步驟五，c-Fos 免疫反應陽性神經元在注射神經胜肽 Y受體

拮抗劑或是注射生理食鹽水的組別以 Student’s t-test 進行分析(圖 3-2) 

結果 

正中神經截斷四週後，楔狀神經核中神經胜肽Y免疫反應陽性纖維與c-Fos免

疫反應陽性神經元的數量，因電刺激與否及是否注射神經胜肽Y受體拮抗劑而有所

不同 (圖3-1)。在注射生理食鹽水但沒有電刺激的組別可偵測到大量神經胜肽Y免

疫反應陽性纖維，但偵測不到c-Fos免疫反應陽性神經元的表現(圖3-1A,B)。注射

生理食鹽水之後電刺激的組別(圖3-1C,D)，神經胜肽Y免疫反應陽性纖維相較於未

電刺激的組別明顯下降，而且 c-Fos免疫反應陽性神經元也大量表現。注射神經

胜肽Y受體拮抗劑之後進行電刺激的組別(圖3-1E,F)，神經胜肽Y免疫反應陽性纖

維因電刺激而明顯減少，但c-Fos免疫反應陽性神經元表現的數量較注射生理食鹽

水之後電刺激的組別少。將c-Fos免疫反應陽性神經元進行定量分析，結果顯示注
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射神經胜肽Y受體拮抗劑的組別 (27.9±2.9 cells，圖3-2) 楔狀神經核中c-Fos免

疫反應陽性神經元的表現量，顯著低於注射生理食鹽水之後電刺激的組別

(66.8±2.7 cells，圖3-2)。 

 

討論 

我們可以由結果得知，楔狀神經核中c-Fos免疫反應陽性神經元的表現是由

電刺激後所釋放的神經胜肽Y經由其受體的作用而誘發。藉由阻斷神經胜肽Y受體

的作用，可以避免神經胜肽Y釋放後所誘發的c-Fos免疫反應陽性神經元表現。   

神經胜肽Y受體屬於G-protein coupled receptor，在與神經胜肽Y結合後其

β subunit 會活化下游的Protein lipase C (PLC)，接著經由PKC、ERK路徑最後

使得細胞產生c-Fos。之前學者研究神經胜肽Y與c-Fos免疫反應陽性神經元間的相

互關係，大多直接給予神經胜肽Y來觀察是否可以因此誘發c-Fos免疫反應陽性神

經元表現(Li et al., 1994; Lambert et al., 1995; Yang et al., 1995)。而

本部分實驗使用神經胜肽Y受體拮抗劑來阻斷神經胜肽Y作用，進而達到減少c-Fos

免疫反應陽性神經元的效果。本部分所選用的神經胜肽Y受體拮抗劑屬於非專一性

的拮抗劑 (Myers et al., 1995)，無法選擇性地阻斷神經胜肽Y受體種類，因此

無法分辨神經胜肽Y是經由興奮性受體 (NPY-Y2 receptor) 或是抑制性受體

(NPY-Y1 receptor)的作用來誘發c-Fos表現。而最近的研究指出目前已有神經胜

肽Y受體專一性的拮抗劑(1229U91, NPY-Y1 receptor antagonist, Nedungadi and 

Briski, 2010)(SF-22, NPY-Y2 receptor antagonist, Brothers et al., 2010)，
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將來可使用以作更進一步探討神經胜肽Y的作用機轉。 
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第五章 術前給予局部麻醉劑對大白鼠正中神經慢性纏繞傷害動物模 

式神經病變疼痛行為之影響 

 

前言 

先前部分的實驗已得知，術前給予局部麻醉劑可有效的抑制傷害異位性放電

的產生，並且可以減少正中神經截斷後楔狀神經核中神經胜肽 Y 免疫反應陽性纖

維的數量。而楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元又是因電刺激所釋放的神

經胜肽 Y 所誘發，所以術前給予局部麻醉劑可藉由減少楔狀神經核中神經胜肽 Y

免疫反應陽性纖維的數量，而達到減少 c-Fos 免疫反應陽性神經元的作用。 

楔狀神經核位於上肢感覺訊息傳遞的路徑上，可將感覺訊息上傳至對側丘腦

(Andersen et al., 1964; Berkley et al., 1986; Day et al., 2001; Lue et al., 

2002)。而楔狀神經核中表現的 c-Fos 被視為疼痛的神經指標 (Harris JA. 1998; 

Hunt SP. 1987 )。除此之外，楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元 78% 屬於

會將訊息向上傳遞的 cuneothalamic projection neurons。綜合以上論點，推測

術前給予局部麻醉劑可以減少疼痛訊息在正中神經截斷後經由楔狀神經核向上傳

遞，但我們仍缺乏直接的數據證實，術前給予局部麻醉劑可以減緩神經損傷後所

產生的神經病變疼痛 (neuropathic pain)。 

因此我們選用了慢性纏繞傷害(chronic constriction injury, CCI) (Bennett and 

Xie 1988) 來進行實驗。 

前人的研究指出，慢性纏繞傷害後 3天會出現傷害異位性放電(Kajander and 
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Bennett, 1992)，並且持續到手術後 28 天(Xie et al., 2005)。動物實驗也證實

術前給予 MK-801 (NMDA receptor antagonist, Munglani et al., 1999)、 

nociceptin (opioid receptor-like 1 receptor agonist) (Yamamoto et al., 2000) 

或是 lidocaine (Jasmin et al., 1998; Sotgiu et al., 1995) 可減緩慢性纏繞

傷害所造成的神經病變疼痛。在形態學方面的研究也指出，在神經傷害前給與

MK-801(Munglani et al., 1999)、nociceptin (Yamamoto et al., 2000)、 fentanyl 

(Nakamura and Takasaki, 2001) 或是 lidocaine (Chi et al., 1993; Feng et 

al., 2002; Sun et al., 2004 ; Stenberg et al., 2005) 可減少脊髓背角中

c-Fos 免疫反應陽性神經元的表現數量。但在正中神經慢性纏繞傷害模式中，減緩

神經病變疼痛是否也是經由抑制傷害異位性放電產生，進而影響楔狀神經核中

c-Fos 免疫反應陽性神經元數量仍不是十分清楚。另一方面，楔狀神經核中 c-Fos

免疫反應陽性神經元表現的數量與動物神經病變疼痛行為是否相關 也有待釐清。 

因此本部分實驗使用正中神經慢性纏繞傷害，並在纏繞傷害前給予術前局部

麻醉處理來探討: (1)術前局部麻醉是否可以延遲或減緩機械刺激痛覺敏感

(mechanical allodynia) ；(2)正中神經慢性纏繞傷害存活四週後，給與電刺激

並觀察電刺激前後神經異位性放電的情形；(3)術前局部麻醉對楔狀神經核中

c-Fos 免疫反應陽性神經元數量的影響；(4)以線性迴歸分析楔狀神經核中 c-Fos

免疫反應陽性神經元與機械刺激痛覺敏感間的相互關係。 
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材料方法 

本實驗經由國科會與台大醫學院暨公衛學院動物實驗小組審查與核准 (核

准編號：IACUCA Approval No. 20030114 and No. 20080267) ，實驗動物倫理則

依據國際疼痛研究學會（International Association for the Study of Pain）

Zimmermann 於 1983 年所發表的內容。動物飼養於日夜各１２小時循環的環境並提

供充足的食物及飲水。 

ㄧ、 術前局部麻醉與正中神經慢性纏繞傷害動物模式 

本實驗以雄性大白鼠作為實驗材料（Sprague-Dawley 品系），體重約在 

176-200 公克，實驗動物分為四組：第一組為控制組（假手術，三隻），第二到四

組為術前局部麻醉實驗組（分別為：生理食鹽水、1%、5% lidocaine 實驗組，每

組各五隻）。共 18 隻。術前局部麻醉方法依第二章 實驗部驟二 處理 15 分鐘後，

進行單側正中神經慢性纏繞傷害，手術方式依照 Bennett 和 Xie 於 1988 年所發表

的步驟。大致步驟如下: 將正中神經在肘窩的位置以手術方式與周圍組織游離，

使用 4-0 型號的鉻化羊腸線 (chromic gut) 在游離的正中神經綁上四個鬆的結

(以不壓迫神經為原則) (圖 4-1)，接著縫合皮膚。手術後讓所有組別的動物存活

四週。 

二、 動物行為測試 

行為測試的時間固定在每天 9:00-17:00，分別在手術前一天(-1)與手術後 3, 

7, 14, 21, 28 天進行測試。機械刺激痛覺敏感使用 Von Frey filament (Somedic 
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Sales AB, Hörby, Sweden) 進行測試，依 Tal 和 Bennett 1994 年所發表的步驟，

包含 0.145, 0.32, 0.39, 1.1, 1.7, 3.3, 5.1, 8.3, 17 和 24 g 刺激克數連續

增加的塑膠纖維，由最小克數開始逐漸增加強度。刺激大白鼠正中神經慢性纏繞

傷害同側的前掌面五次，五次中有三次回縮反應的克數則認定為該動物機械刺激

痛覺敏感的閥值。將同一實驗組的結果平均並以平均值± 標準差 (mean ± S.E.M.)

方式呈現，並以 Student’s t-test 對各測試時間點進行分析， P < 0.05 則視

為具有顯著差異。 

三、 電刺激與紀錄複合式動作電位 

在手術後第 29天將動物以體重每 100公克腹腔注射 0.45 毫升７％的水合氯

醛 (chloral hydrate) 進行麻醉，之後進行電刺激並分別紀錄電刺激前後複合

式動作電位。方法如第二章 步驟ㄧ與第三章 步驟二。 

四、 灌流固定 

 方法如第三章 步驟三 

五、 抗 c-Fos 免疫組織化學反應 

方法如第三章 步驟四 

六、 定量分析 

動物行為測試完成後，將同一實驗組的結果平均。以平均值± 標準差 (mean ± 

S.E.M.)方式呈現，並以 Student’s t-test 對各測試時間點不同組別進行分析，

P < 0.05 則視為具有顯著差異。 
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以 Xction View Data Acquisition System 分別收集各實驗組電刺激前後 5

分鐘複合式動作電位的電生理紀錄。之後以 Xction view software 計算各組的複

合式動作電位次數並除以時間，得到各實驗組不同時間點的放電頻率(frequency) 

並以平均值 ± 平均值之標準差(mean ± SEM)方式呈現 (表 4-1)。為比較不同實驗

組以及不同時間點之間的差異，數據以 two-way ANOVA 與 Newman-Keuls post-hoc 

test 進行分析，P<0.05 則認定為具有顯著差異(圖 4-4)。 

c-Fos 免疫反應陽性神經元定量分析步驟如第三章 步驟五，c-Fos 免疫反應

陽性神經元在各術前麻醉實驗組的平均數值以平均值± 標準差 (mean ± S.E.M.)

方式呈現，並使用使用單因子變異數分析 (one-way ANOVA) 進行分析， P<0.05 則

認定為具有顯著差異(圖 4-6)。 

為釐清楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元與機械刺激痛覺敏感間的相

互關係，我們將動物 c-Fos 免疫反應陽性神經元數量與機械性刺激閥值(以 10 為

底取對數) 使用線性迴歸分析，P<0.05 則認定為具有顯著相關(圖 4-7)。 

 

結果 

行為測試的結果顯示，手術前一天各實驗組間沒有顯著的差異，而控制組在

整個實驗過程的 28 天中，機械刺激閥值也沒有明顯變化 (圖 4-2)。但生理食鹽水

處理的組別，機械性刺激的閥值由手術前 (18.4±1.4 g) 至手術後三天便明顯的

下降 (0.75±0.20 g)，並持續製 28 天。顯示慢性纏繞傷害造成了機械性刺激痛覺

敏感，然而術前給予局部麻醉劑處理，有效地隨劑量增加而延遲或減緩機械性刺
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激痛覺敏感的發生(圖 4-2)。 

在手術後第 29 天，我們將正中神經再次游離出來進行電刺激並紀錄複合式

動作電位在電刺激前後 (pre-ES 和 post-ES )的變化(表 4-1,  圖 4-3)。二因子

變異數分析(two-way ANOVA) 顯示，在各實驗組之間 (F=47.98, P<0.0001) 與電

刺激前後 (F=15.09, P<0.05) 都存在顯著的差異。控制組在電刺激前後都沒有明

顯的異位性放電(圖 4-3A)，但在其他進行慢性纏繞傷害的組別，電刺激前後都有

異位性放電的產生(圖 4-3, B-D)。相較於生理食鹽水實驗組，術前給予局部麻醉

劑處理有效的隨劑量增加而降低異位性放電的產生(圖 4-4)。 而比較電刺激前後

的放電情形，可以發現除了控制組，所有的組別在電刺激後(post-ES)異位性放電

都有明顯高於電刺激前(pre-ES)的現象(表 4-1)。 

楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性的神經元在控制組幾乎無法偵測到，在

生理食鹽水實驗組卻可發現大量的表現(圖 4-5)。術前給予局部麻醉劑處理後，

c-Fos 免疫反應陽性的神經元表現量有降低的趨勢。定量分析結果顯示，c-Fos

免疫反應陽性的神經元在生理食鹽水實驗組 (42.9±2.8 cells)顯著高於其他組

別(control: 0, pre-1% lido: 26.6±1.6 cells; pre-5% lido: 18.5±1.4 cells)，

並隨劑量增加而降低 c-Fos 免疫反應陽性的神經元的表現量(圖 4-6)。 

線性迴歸分析的結果顯示，楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元的表現量與

機械性刺激閥值呈顯著負相關 (圖 4-7, r = 0.59, P<0.05)。 
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討論 

這個部分的實驗結果可以得知，正中神經慢性纏繞傷害後會產生機械性刺

激痛覺敏感並持續至少 28 天，而機械性刺激痛覺敏感可藉由術前局部麻醉劑處理

來達到延遲或是減緩的效果。Sotgiu等人在 1995 年發表的文章指出，先用

lidocaine進行術前局部神經麻醉，再對坐骨神經施予慢性纏繞傷害，可以有效減

緩熱痛覺敏感(thermal hyperalgesia)的現象，並且效果至少可以持續三週。 雖

然lidocaine處理的位置與行為測試的種類有所不同，但是依然可以支持術前局部

麻醉處理對神經病變疼痛有長期緩解的效果。然而，也有文獻指出在脊神經緊束

傷害(spinal nerve ligation)的模式(Abdi et al., 2000) 術前使用lidocaine

局部麻醉，僅能使機械性刺激痛覺敏感緩解 24 小時。這樣的差異可能是由於傷害

程度(慢性纏繞傷害僅造成部分傷害；而脊神經緊束傷害造成脊神經全部損傷)或

是使用lidocaine濃度不同(2% vs. 5%)所造成。 

慢性纏繞傷害 29 天後，除了控制組，所有的實驗組都有異位性放電的產生， 

但術前局部麻醉劑處理後異位性放電的情形明顯的被抑制。異位性放電被認為是

造成神經病變疼痛的重要因子(Woolf, 1993)，而抑制異位性放電傳入脊髓則可減

緩神經病變疼痛 (Yoon et al., 1996)。因此，本部分實驗經由術前局部麻醉處

理減緩機械性痛覺敏感，或許是藉由抑制慢性纏繞傷害所產生的異位性放電所達

成。 

這部分的實驗也證實了在慢性纏繞傷害四週後，楔狀神經核中 c-Fos 免疫反
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應陽性神經元的表現量也可藉由術前局部麻醉處理達到減少的效果。這樣的結果

也十分類似於我們先前的研究 (Lin et al., 2009)，而 c-Fos 免疫反應陽性神經

元雖然被視為疼痛的神經指標 (Harris JA. 1998; Hunt SP. 1987)，先前學者的

實驗主要是給予傷害性刺激後，觀察到脊髓背角會有大量的 c-Fos 免疫反應陽性

神經元表現，因此認為 c-Fos 的表現與痛覺相關，但 c-Fos 免疫反應陽性神經元

在更高層的感覺傳遞路徑上是否也能同樣代表痛覺則不是十分明確。我們在這部

分實驗中利用線性迴歸分析也證實了，楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元

表現的數量與機械性刺激閥值(機械性痛覺敏感的指標)呈顯著負相關，也就是說

當楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現越多時，機械性痛覺敏感就越嚴

重。而日後或許可以利用楔狀神經核中 c-Fos 的數量，作為評估正中神經損傷後

對機械性刺激痛覺敏感的指標。 
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Part 2. 誘發糖尿病對大白鼠正中神經截斷後之影響。 

 

中文摘要 

在本研究中，我們利用鏈佐菌素（streptozotocin，STZ）誘導的糖尿病大

白鼠來檢測正中神經截斷對神經胜肽 Y（NPY）在背根神經節（DRG）與楔狀神經

核（cuneate nucleus，CN）中表現的影響。在糖尿病組無法偵測到神經胜肽 Y

免疫反應，但在糖尿病合併正中神經截斷後，背根神經節與楔狀神經核中分別可

以偵測到大量的神經胜肽 Y免疫反應陽性神經元與神經纖維。除此之外，糖尿病

合併正中神經截斷(DMNT)，神經胜肽 Y在背根神經節與楔狀神經核中的表現趨勢

十分一致，都是在正中神經截斷後兩週達到最高峰。 

在電刺激截斷正中神經之後，同側楔狀神經核中的神經胜肽 Y免疫反應纖維

會減少並出現大量的 c-Fos 免疫反應神經元。c-Fos 免疫反應神經元在糖尿病合

併正中神經截斷後楔狀神經核中表現量同樣在兩週達到高峰，與神經胜肽 Y免疫

反應纖維在楔狀神經核中的表現趨勢相同。但這樣的結果與我們實驗室先前所發

表，非糖尿病大白鼠背根神經節中神經胜肽 Y免疫反應陽性神經元，楔狀神經核

中神經胜肽 Y免疫反應陽性神經纖維與 c-Fos 免疫反應陽性神經元，在正中神經

截斷後四週達到高峰，有顯著的差異。 

接著我們分析神經滋養素-3 在正中神經截斷後背根神經節中表現的情形，非

糖 尿 病 大 白 鼠 背 根 神 經 節 中 , 神 經 滋 養 素 -3 免 疫 反 應 陽 性 神 經 元
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(neurotrophin-3 like immunoreactivity neurons，NT-3-LI neurons)所占百

分比在正中神經截斷後開始降低，並在正中神經截斷後四週達到最低點。而糖尿

病大白鼠背根神經節中，神經滋養素-3 免疫反應陽性神經元所占百分比在正中神

經截斷後也開始下降，但所占百分比最低點提前於正中神經截斷後兩週，之後開

始逐漸回升。緊接著我們選定非糖尿病與糖尿病大白鼠，正中神經未截斷與正中

神經截斷後神經滋養素-3 免疫反應陽性神經元所占百分最低的時間點(非糖尿病

四週 糖尿病兩週)，以免疫螢光雙重標誌方式分析神經滋養素-3 免疫反應陽性神

經元在背根神經節中細胞大小分佈的情形，結果發現正中神經截斷後無論在非糖

尿病或是糖尿病組，神經滋養素-3 免疫反應陽性在中大型的神經元(A-type) 所

佔比例均顯著下降。我們先前的研究已指出神經胜肽 Y在背根神經節中只會在中

大型的神經元表現，而是否因為神經截斷後神經滋養素-3 免疫反應陽性神經元佔

中大型神經元比例下降而誘發神經胜肽Y在背根神經節中大量表現？是我們下ㄧ

步需要釐清的。我們使用螢光雙重標示偵測正中神經截斷四週、糖尿病正中神經

截斷兩週在背根神經節中神經滋養素-3與神經胜肽Y是否會雙重標誌於背根神經

元，結果發現只有極低比例的背根神經元現神經滋養素-3與神經胜肽Y雙重標誌。 

綜合以上結果，我們可以推測在糖尿病大白鼠正中神經截斷後，背根神經節

中神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經元提早大量表現，或許是因為誘發糖尿病後神經

滋養素-3 在背根神經節中中大型神經元表現量下降所導致。 
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ABSTRACT 

In this study we examined the temporal changes in neuropeptide Y (NPY) 

expression in dorsal root ganglion (DRG) neurons and cuneate nucleus (CN) in 

streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats with or without median nerve transection 

(MNT). Numerous NPY-like immunoreactive (NPY-LI) neurons and fibers were 

detected in the DRG and CN in the diabetic MNT (DMNT) rats respectively, but not in 

those with diabetes alone. Following MNT, the time-course of NPY expression pattern 

in the diabetic DRG and CN was similar and both peaked at 2 weeks, which was 

earlier than that in the non-diabetic MNT rats. Consequently, the expression of 

neurotrophin-3 (NT-3) immunoreactivity in DRG neurons was coincidentally 

decreased and reached the nadir at 2 weeks in the diabetic MNT rats, which was also 

earlier than that in the non-diabetic MNT rats. Following electrical stimulation of the 

transected nerve, the number of NPY-LI fibers became attenuated and the induced 

c-Fos-LI cells concurrently appeared in the ipsilateral CN. In the diabetic CN, the 

number of c-Fos-LI cells also peaked at 2 weeks after MNT, which was consistent 

with the temporal pattern of changes in NPY expression. The results suggest that in 

diabetes, MNT induced NPY expression via the reduction of NT-3, and electrical 

stimulation of the injured median nerve evoked the release of NPY and accordingly 

more c-Fos-LI cells were identified in the CN. Furthermore, this study demonstrated 
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early NPY and c-Fos expression in the diabetic rats after MNT, suggesting that the 

development of neuropathic signs may be advanced in hyperglycemic rats. 
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第六章 大白鼠誘發糖尿病合併正中神經截斷神經胜肽 Y 與 c-Fos 在 

不同存活時程的表現情形 

前言 

糖尿病神經病變是一種在已開發國家十分普遍的周邊神經病變，目前實驗 

動物模式大都是以注射 streptozotocin (STZ)，破壞胰臟中的β細胞使得胰 

島素無法生成，造成類似糖尿病病人的高血糖症狀(Schein et al., 1971)。  

STZ 誘發糖尿病的大白鼠，在誘發四週後會類似糖尿病患者對溫熱覺或是輕 

觸覺的痛覺過敏 (hyperalgesia and allodynia) (Stevens et al.,  

1994)。然而 STZ 誘發的糖尿病大白鼠卻不會像糖尿病患一樣出現軸突萎縮 

(axonal atrophy)、髓鞘損傷 (demyelination) 或是神經數目減少 (loss  

of nerve fibers) 等，因高血糖所引發的週邊神經損傷 (Yasuda et al.,  

1989; Zochodne, 2001)。因此，我們試圖使用 STZ 誘發糖尿病合併給予正 

中神經截斷，以更接近人類因糖尿病所引起的神經病變。 

本實驗室先前的研究指出，正中神經損傷後會在損傷側的背根神經節與楔狀

神經核中大量表現神經胜肽 Y，但在未受神經損傷的對側背根神經節與楔狀神經核

中便則偵測不到神經胜肽 Y (Tsai et al., 2004, 2007)。 這些神經損傷後在楔

狀神經核中所表現的神經胜肽 Y 免疫反應陽性纖維的來源，主要是受損傷的背根

神經元經由初級感覺神經所投射 (primary afferent fibers) (Tsai et al., 

2007)。 若是對受損傷的正中神經施予電刺激，則可在同側楔狀神經核中偵測到
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大量的 c-Fos 免疫反應陽性神經元，而這些 c-Fos 免疫反應陽性神經元 78% 屬於

會將訊息往丘腦向上傳遞的 cuneothalamic projection neurons (Day et al., 

2001; Lin et al., 2009; Lue et al., 2002)。脊髓背角中表現的 c-Fos 被認為

是神經受到興奮，並且為痛覺的神經標示 (Hunt et al., 1987; Harris, 1998)。

超微結構方面的研究也指出，神經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維的軸突會與楔狀

神經核中投射至丘腦的神經元樹突形成突觸聯結 (Yeh et al., 2008)。綜合以上

幾點，損傷所誘發的神經胜肽 Y可能誘發 cuneothalamic projection neurons 表

現 c-Fos 蛋白，可能與神經病變疼痛經由丘腦向上傳遞相關。相當多前人的研究

也指出神經胜肽 Y 會使神經損傷所造成的神經病變疼痛加劇 (Ossipov et al., 

2002; Taylor et al., 2007; Tsai et al., 2009)。 

在這部份的實驗我們首先希望釐清，在糖尿病或糖尿合併正中神經節斷後，

背根神經節與楔狀神經核中會不會誘發神經胜肽Y？此外楔狀神經核中c-Fos免疫

反應陽性的神經元，在糖尿病或糖尿合併正中神經截斷後是否會表現？ 

 

 材料方法 

本實驗經由國科會與台大醫學院暨公衛學院動物實驗小組審查與核准 (核

准編號：IACUCA Approval No.20050199) ，實驗動物倫理則依據國際疼痛研究學

會（International Association for the Study of Pain）Zimmermann 於 1983

年所發表的內容。動物飼養於日夜各１２小時循環的環境並提供充足的食物及飲
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水。 

一、 實驗動物準備  

體重 176-200 克的大白鼠(Sprague-Dawley) 隨機分為三組： 

組別一 (控制組)： 大白鼠不進行任何神經損傷，直接對正常的正中神經 

      進行電刺激(n=3)。 

組別二 (糖尿病組)： 大白鼠以 STZ 注射至外頸靜脈誘發糖尿病 (65 mg/kg， 

Sigma, St Louis, MO, USA)。STZ 以 0.02M 檸檬酸鈉 (sodium citrate， 

pH 4.5) 配製。在注射後三天於尾靜脈採血測試血糖濃度 (OneTouch  

II blood glucose monitoring system， LifeScan, Milpitas, CA,  

USA)，血糖濃度高於 15 mmol/L 則認為有誘發糖尿病，並用於實驗。 

在誘發糖尿病後存活至 9，10，11，12 週的時間點時，進行單側正 

中神經電刺激(每一時間點 n=3)。 

組別三 (糖尿病合併正中神經截斷)：大白鼠誘發糖尿病存活至第八週時進 

行正中神經截斷方法依第二章實驗部驟二，手術後存活 1，2，3，4 週，

即對應前組的 9，10，11，12 週時間點(每個時間點 n=10)，每個時間點

再分為給予電刺激(n=5)或是不給予電刺激(n=5)的組別。 

二、 電刺激  

除了有特別說明外，動物都進行電刺激，方法如第三章 步驟二。 

三、 灌流固定 
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電刺激後兩小時進行灌流固定，方法如第三章 步驟三。  

四、 組織製備  

灌流過後收取含有楔狀神經核的腦幹、第六頸髓背根神經節與糖尿病合併 

正中神經截斷組不同存活週數的正中神經(距截斷處近心端 5mm 的位置， 

取 3mm 長度)。神經以鋨酸(Osmium tetroxide)後固定，之後以酒精梯度 

脫水，最後以樹脂(Epoxy resin) 包埋，包埋好的組織用超薄切片機  

      (Reichert-Jung Ultracut E Ultramicrotome, Vienna, Austria)  

  切成薄片(Semi-thin sections) 貼於玻片，最後以甲苯胺藍 

      (toluidine blue)染色。 

  背根神經節以石蠟包埋，之後切成 7um 的薄片以六取一的方式貼於載   

  玻片上，免疫反應前以二甲苯(xylene)脫蠟，接著水合(rehydrated)   

  並以 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0)，100°C 反應 7分鐘進 

  行抗原性還原(antigen retrival) (Milestone RHS-1 vacuum  

   microwave，Milestone, Bergamo, Italy)。 

腦幹組織經蔗糖抗凍處理(第三章 步驟三)後，以冷凍切片機 (Leica,  

Nussloch, Germany). 切成 30um 切片以四取一的方式進行後續的免疫 

染色。 

五、 免疫細胞染色 

背根神經節進行抗神經胜肽 Y與抗神經滋養素-3 細胞化學反應，腦幹切片



 

 54

進行抗神經胜肽 Y與抗 c-Fos 免疫細胞化學反應，方法依第三章步驟四。 

六、 定量分析 

免疫細胞染色以 Zeiss light microscope + Nikon D1X 數位相機 (Nikon, 

Tokyo, Japan) 擷取影像。影像以電腦影像分析系統 (computer-based 

image analysis system, MGDS) 與影像分析軟體 Image Pro-Plus software 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) 進行分析與定量。 

神經胜肽 Y 在背根神經節中所佔百分比，算法為神經胜肽 Y 免疫反應陽    

性細胞除以各背根神經節切片的細胞量。神經胜肽 Y定量的結果以單因子

變異數分析(one-way ANOVA)並進行 Newman-Keuls post hoc test (圖 

5-4)。正中神經截斷後，神經胜肽 Y和 c-Fos 在楔狀神經核中定量與統計

方式依照第三章 步驟五(圖 5-6，5-8)。 

結果 

大白鼠誘發糖尿病後體重、血糖與神經之變化 

在實驗剛開始時控制組 (214.4±6.4 g) 與糖尿病組 (214.1±4.3 g) 體重上

沒有明顯的差異，在 STZ 注射三天後開始出現高血糖的現象(plasma glucose 

concentration > 15 mmol/L)，並持續到實驗結束。在飼養八週的時間點測試控

制組體重增加為 425±6.0 g，血糖數值為 8.3±1.1 mmol/L。而糖尿病組體重為

304.4±9.0 g，同時高血糖持續維持(23.3±1.6 mmol/L) (圖 5-1)。 糖尿病組的

神經與控制組沒有明顯的差異，都十分完整(圖 5-2A)，但在糖尿病合併神經截斷
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的組別，可以觀察到許多退化的軸突內含深染物質(圖 5-2，B-D)。 

糖尿病合併正中神經截斷後，背根神經節中神經胜肽 Y的表現情形 

神經胜肽 Y 免疫細胞化學染色的結果顯示，控制組和糖尿病組無論有沒有電

刺激，在背根神經節與楔狀神核中都無法偵測到神經胜肽 Y的免疫反應(圖 5-3A，

圖 5-5A，B)。神經胜肽 Y 免疫反應陽性背根神經元只會出現在截斷正中神經的同

側，而不會出現在神經未截斷的對側背根神經節。在糖尿病合併正中神經截斷 1-4

週的時程內，可偵測到大量的神經胜肽 Y 免疫陽性細胞在背根神經節中表現，而

其表現似乎隨著神經截斷時程的不同而有所變化(圖 5-3)。定量結果顯示在神經

截斷兩週後的平均神經胜肽 Y 免疫陽性背根神經元百分比為 33.2±2.6 %，顯著高

於其他神經截斷的時間點(圖 5-4)。 

糖尿病合併正中神經截斷後，楔狀神經核中神經胜肽 Y的表現情形 

而在楔狀神經核的部份，糖尿病組無論有沒有電刺激都幾乎偵測不到神經

胜肽 Y (圖 5-5，A，B)，但糖尿病合併正中神經截斷後在截斷神經同側的楔狀神

經核中則可發現神經胜肽 Y的表現(圖 5-5，C-H)。而定量分析發現糖尿病動物楔

狀神經核中神經胜肽 Y 所佔面積百分比在正中神經截斷後兩週達到最高峰

(13.9±0.7%)，顯著高於其他神經截斷後的時間點 (圖 5-6)。相似於我們之前實

驗的結果，電刺激後楔狀神經核中神經胜肽 Y 所佔百分比都低於未電刺激側(圖 

5-5，D，F，H)。影像定量分析結果也顯示電刺激後楔狀神經核中神經胜肽 Y所佔

百分比在截斷後各時間點都低於未電刺激側(圖 5-6)。 



 

 56

糖尿病合併正中神經截斷後，楔狀神經核中 c-Fos 的表現情形 

在糖尿病組給予電刺激或是糖尿病合併正中神經截斷不給予電刺激，楔狀神

經核中都偵測不到c-Fos免疫反應陽性神經元(圖 5-7)。正中神經截斷後給予電刺

激，同側楔狀神經核中便可發現大量的c-Fos免疫反應陽性神經元(圖 5-7，B-D)，

而定量分析的結果顯示在糖尿病合併正中神經截斷後兩週，c-Fos免疫反應陽性神

經元表現量顯著高於其他截斷後的時間點 (平均數目=53.9±3.5) (圖 5-8)。 

討論 

本篇實驗的結果顯示，誘發糖尿病合併正中神經截斷後會引起初級感覺神經

元與背柱神經核中大量表現神經胜肽 Y，十分類似於前人研究的結果 (Ma and 

Bisby, 1998; 1999; Ohara et al., 1994; Tsai et al., 2004; Tsai et al., 2007; 

Wakisaka et al., 1991; Yeh et al., 2008; Zhang et al., 1993)。。Burnand 

(2004)與 Chottova Dvorakova (2008)等學者的報告也指出，在只有誘發糖尿病的

狀況下，即使糖尿病時程長達8週在背根神經節中也不會偵測到神經胜肽Y的mRNA

與蛋白。此外本篇報告也首先指出，在誘發糖尿病的大白鼠除了背根神經節外，

在楔狀神經核中也無法偵測到神經胜肽 Y。 

探討正中神經結構上的變化也發現，大白鼠誘發糖尿病在沒有額外神經傷害

的情況下，並不會造成正中神經損傷。這樣的結果也和前人的研究一致 (Thomas 

and Tomlinson, 1992; Yasuda et al., 1989; Zochodne, 2001) 。我們實驗室

最近的研究也證實，背根神經節中神經胜肽 Y 免疫反應陽性的神經元屬於中大型
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且受到損傷的神經元，而非未受傷的神經元 (Tsai et al., 2007)。因此我們推

測誘發糖尿病對背根神經元可能並沒有造成損傷，或者是損傷程度不足以引發神

經胜肽 Y 表現。我們的結果也發現經胜肽 Y 免疫反應陽性背根神經元，在正中神

經截斷後 1-4 週的時程內以兩週表現量最高，並且顯著高於其他時間點。趨勢與

正中神經截斷後楔狀神經核中經胜肽 Y 免疫反應陽性神經纖維所佔面積百分比十

分一致，都是在截斷後兩週達到高峰。在受損的神經給予電刺激，可在同側的核

區中偵測到 c-Fos 免疫反應陽性神經元。 在誘發糖尿病合併正中神經截斷的動物

模式中，楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現量與神經胜肽 Y 免疫反應

陽性神經纖維的表現時程十分一致，都是在神經截斷後 2週達到高峰。 

然而這樣的結果顯然與非糖尿病動物正中神經截斷後，神經胜肽 Y 與 c-Fos

的表現量在四週達到高峰有所不同(Lue et al., 2002；Tsai et al., 2004，2007)。

雖然在前部份的實驗結果已經證實楔狀神經核中 c-Fos 的表現數量是受到神經胜

肽 Y 所調控；但在糖尿病合併正中神經截斷後，神經胜肽 Y 在背根神經節與楔狀

神經核中表現量高峰於神經截斷後兩週，相較於一般動物神經胜肽 Y 於背根神經

節與楔狀神經核中表現量高峰於神經截斷後四週，明顯提早。 

造成這樣差異的原因還不是很明確，但前人的研究發現誘發糖尿病後，周邊

神經會產生異位性放電(Burchiel and Russell, 1985; Morgado and Tavares, 

2007)，而我們前面第二章與第三章的實驗指出異位性放電極可能是神經胜肽 Y生

成的重要原因，而以術前麻醉減緩或抑制異位性放電則可減少神經胜肽 Y 在楔狀
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神經核的表現 (Lin et al., 2009)。此外也有學者研究指出，周邊神經損傷所誘

發神經胜肽 Y 可藉由額外給予神經滋養素-3 來加以抑制 (Ohara et al., 1995; 

Sterne et al., 1998)，因此在下個部份的實驗，我們想探討在誘發糖尿病與未

誘發糖尿病動物正，神經滋養素-3 在正中神經截斷後的表現量變化。 
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第七章 大白鼠誘發糖尿病合併正中神經截斷後背根神經節中神經滋 

養素-3 在不同存活時程的表現情形。 

前言 

前部份的實驗結果證實，在誘發糖尿病合併正中神經截斷的動物模式中，楔

狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元表現量與神經胜肽 Y 在背根神經節與狀神

經核中表現時程十分一致，都是在神經截斷後 2 週達到高峰。顯著早於非糖尿病

動物正中神經截斷的組別 (Lue et al., 2002；Tsai et al., 2004，2007) 。研

究指出，周邊神經損傷所誘發神經胜肽 Y 可藉由額外給予神經滋養素-3 來加以抑

制 (Ohara et al., 1995; Sterne et al., 1998)，而誘發糖尿病後肌肉組織中

神經滋養素-3 mRNA 的表現量顯著下降(Ihara et al., 1996)，但是目前對於誘發

糖尿病合併正中神經截斷的動物模式，背根神經節中神經滋養素-3 表現量的變化

還不是很明確，此外我們也想釐清在非糖尿病動物與糖尿病動物正中神經截斷

後，背根神經節中神經滋養素-3 在不同存活時程細胞大小分佈的變化。最後我們

想檢測正中神經截斷後神經胜肽 Y 與神經滋養素-3 在背根神經節是否會有共表現

的情況發生。 

材料方法  

本實驗經由國科會與台大醫學院暨公衛學院動物實驗小組審查與核准 (核

准編號：IACUCA Approval No.20050199) ，實驗動物倫理則依據國際疼痛研究學

會（International Association for the Study of Pain）Zimmermann 於 1983
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年所發表的內容。動物飼養於日夜各１２小時循環的環境並提供充足的食物及飲

水。 

七、 實驗動物準備  

體重 176-200 克的大白鼠(Sprague-Dawley) 隨機分為四組： 

組別一 (控制組，naive)： 大白鼠不進行任何神經損傷 (n=3)。 

組別二 (糖尿病組，diabetic)： 大白鼠以 STZ 注射至外頸靜脈誘發糖尿病 (65  

mg/kg，Sigma)。誘發方式依第七章步驟一， 在誘發糖尿病後存活 8 週

後進行犧牲灌流 (n=3)。 

組別三 (糖尿病合併正中神經截斷，DMNT)：大白鼠誘發糖尿病存活至第八週時 

進行正中神經截斷方法依第二章實驗部驟二，手術後存活 1，2，3，4 

 週，之後於各時間點進行犧牲灌流 (每個時間點 n=3)。  

組別四 (非糖尿病正中神經截斷)：選用年紀符合糖尿病組的動物進行單側正中 

 神經截斷，存活 1，2，3，4週，之後於各時間點進行犧牲灌流 (每個 

 時間點 n=3)。  

八、 灌流固定 

實驗動物於各對應時間點進行犧牲灌流，方法如第三章 步驟三。  

九、 組織製備  

灌流過後收取各組別動物之第六頸髓背根神經節，背根神經節以石蠟包

埋，之後切成 7um 的薄片以六取一的方式貼於載玻片上，免疫反應前以二



 

 61

甲苯 (xylene) 進行脫蠟，接著以酒精梯度進行水合反應 (rehydrated)， 

最後以 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0)，100°C 反應 7分鐘進行

抗原性還原(antigen retrival) (Milestone RHS-1 vacuum microwave，

Milestone, Bergamo, Italy)。 

十、 免疫細胞染色 

背根神經節進行抗神經滋養素-3 細胞化學反應，方法依第三章步驟四。 

但初級抗體換為：rabbit polyclonal anti-NT-3 (1:800, Millipore)，4

℃培養 48 小時。 

次級抗體為：biotinylated goat anti-rabbit IgG (1:200, Vector) 

室溫反應兩小時，avidin-biotin-HRP complex (1:200, ABC kit, Vector) 

室溫下反應 1小時。清洗完畢後以 Vector DAB Kit 進行呈色反應。 

十一、免疫螢光染色  

步驟類似第三章步驟四，但初級抗體換為： 

guinea pig polyclonal anti-NPY (1:50, NEUROMICS, Edina, MN, USA) 

rabbit polyclonal anti-NT-3 (1:100, Millipore) 

mouse monoclonal anti-neurofilament 200 kD (NF200, 1:200,  

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

4℃培養 48 小時 

次級抗體為： 
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FITC-conjugated goat anti-mouse IgG (1:100, Jackson)  

Cy3-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:100, Jackson)   

biotinylated goat anti-rabbit IgG (1:200, Vector) 

室溫反應兩小時， 

以 biotinylated anti-rabbit IgG (1:200, Vector)，反應的組別再接 

著與 fluorescence streptavidin (1:100, Vector) 室溫反應一小時。 

  染色完成的切片以 Fluoro-Gel (EMS, Hatfield, PA, USA)蓋片，之後以  

  LEICA TCS SP5-laser scanning confocal microscope 擷取影像，分別 

  擷取 NT-3+NF200 or NT-3+NPY 雙重染色的影像。 

十二、定量分析 

免疫細胞染色與螢光染色分別以 Zeiss light microscope + Nikon D1X  

數位相機 (Nikon, Tokyo, Japan)或 Leica TCS SP5-laser scanning  

confocal microscope 擷取影像。影像以電腦影像分析系統 

(computer-based image analysis system, MGDS) 與影像分析軟體 Image  

Pro-Plus software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) 進 

行分析與定量。 

神經滋養素-3 在背根神經節中所佔百分比，算法為神經滋養素-3 免疫反

應陽性細胞除以染色切片的總細胞量。正中神經截斷後，背根神經節中

神經滋養素-3 在非糖尿病與糖尿病表現的變化，以雙因子變異數分析 
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(two-way ANOVA)，並進行 Newman-Keuls post-hoc test(圖 6-3)。雙重

螢光染色算法為(NT-3+NF200/NT-3 and NPY+NT-3/NPY)，而雙重營螢光

染色定量的結果以單因子變異數分析 (one-way ANOVA) 並進行

Newman-Keuls post hoc test (圖 6-5，6-7)。 

 

結果 

糖尿病合併正中神經截斷後，背根神經節中神經滋養素-3 的表現情形 

神經滋養素-3 免疫陽性背根神經元在背根神經節中，無論是非糖尿病

(non-diabetic)或是糖尿病(diabetic)，正中神經截斷前都佔有非常高的比例 

(圖 6-2A，D)。除此之外糖尿病 (non-MNT diabetic)組神經滋養素-3 免疫陽性背

根神經元在背根神經節中所佔百分比也高於控制組(non-MNT non-diabetic)(圖 

6-3)。正中神經截斷後，非糖尿病組神經滋養素-3 免疫陽性背根神經元在背根神

經節中所佔百分比，截斷後四週達到最低點 (平均百分比 = 10.24±1.8 %)。但糖

尿病組神經滋養素-3 免疫陽性背根神經元在背根神經節中所佔百分比的最低點，

卻提早到正中神經截斷後兩週 (平均百分比 = 16.88±1.0 %) (圖 6-3)。 

神經胜肽 Y與 NF200 在背根神經節中雙重標誌的情形 

除此之外，我們也想了解神經滋養素-3 在背根神經節細胞分佈的情形，因此

使用 NF200(一種中大型神經元的標幟)與神經滋養素-3 進行免疫螢光雙重染色 

(圖 6-4)。結果發現 NF200 與神經滋養素-3 雙重標誌的比例，在未進行正中神經

截斷時非糖尿病的組別顯著高於糖尿病的組別，而在進行正中神經斷後，無論是
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在非糖尿病或是糖尿病的組別都顯著低於未截斷的組別 (Naïve vs MNT4w = 

61.2±5.0 % vs. 33.7±3.5 % and diabetic vs DMNT2w = 32.8±4.1 % vs. 18.6±2.3 

%) (圖 6-5)。由結果可知神經滋養素-3 在中大型背根神經元表現的比例在誘發糖

尿病後會明顯下降，此外正中神經截斷後神經滋養素-3 在中大型背根神經元中表

現的比例都會顯著降低。 

神經胜肽 Y與神經滋養素-3 在背根神經節中雙重標誌的情形 

接著我們想探討神經滋養素-3 與神經胜肽 Y在背根神經節中，是否會在神經

元上雙重標誌？我們選擇正中神經截斷四週 (MNT4w) 與糖尿病正中神經截斷兩

週 (DMNT2w) 的組別，進行免疫螢光雙重染色，分別偵測神經滋養素-3 與神經胜

肽 Y (圖 6-6)。結果顯示在這兩組中神經滋養素-3 與神經胜肽 Y都只有非常低的

雙重標誌比例 (MNT4w = 3.6±1.2 %; DMNT2w = 3.9±0.3 %) (圖 6-6，C、F，圖 6-7)。

由結果可知在正中神經截斷四週與糖尿病正中神經截斷兩週的組別中，大約 97%

的神經胜肽Y免疫反應陽性神經元都不會與神經滋養素-3免疫反應具有雙重標誌。 

討論  

本部分實驗同時也觀察了正中神經截斷後，在非糖尿病動物與糖尿病動物背

根神經節內神經滋養素-3 的表現情形。神經滋養素-3 在正中神經截斷後，非糖尿

病動物與糖尿病動物背根神經節內，其表現量分別於四週以及兩週達到最低點。

神經滋養素-3 是由神經所支配的組織(肌肉、皮膚)所產生，與其高親合性的受體

TrkC 結合後，由軸突逆向運送(retrograde transport)回神經細胞本體 
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(Funakoshi et al., 1993), 而當周邊神經損傷造成神經滋養素-3 減少或完全喪

失時，則可能誘發神經胜肽 Y在背根神經節中表現(Ohara et al., 1995)。此外，

在損傷的周邊神經局部給予額外的神經滋養素-3，也可以抑制的神經胜肽 Y 在背

根神經節中表現量上升 (Ohara et al., 1995; Sterne et al., 1998) 。 

我們的實驗結果也指出，神經截斷後無論在非糖尿病或是糖尿病動物的背根

神經節中，只有極少數的神經胜肽 Y會與神經滋養素-3 雙重標誌(大約 3%)，也可

以支持這樣的說法。當我們以免疫細胞染色偵測神經滋養素-3 免疫陽性神經元數

量時發現，在進行正中神經截斷前，糖尿病組的神經滋養素-3 數量顯著高於非糖

尿病組；因此我們又以免疫螢光雙重標定的方式來了解神經滋養素-3 在背根神經

節中細胞分佈的情形。結果顯示誘發糖尿病後，神經滋養素-3 在中大型神經元

(A-type)表現的比例顯著下降，顯示小型神經元表現神經滋養素-3 的比例上升。

神經滋養素-3 在中大型神經元(A-type)表現的比例下降的原因可能是因誘發糖尿

病後骨骼肌中神經滋養素-3 表現量下降，或是神經滋養素-3高親合性的受體TrkC

表現量與軸突內逆向運送能力降低所導致(Ihara et al. 1996; Fernyhough et al. 

1998)。 

而小型神經元表現神經滋養素-3 的比例上升，可能是因為誘發糖尿病後，神

經滋養素-3 mRNA 在感覺神經 (sural nerve) 中相較於非糖尿病大白鼠會顯著增

加 52%  (Cai et al., 1999)，意味著在誘發糖尿病後，感覺神經內 schwann cells

可能也會開始產生神經滋養素-3，來回饋因糖尿病所造成的神經滋養素-3 下降。 
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臨床的研究也指出由無髓鞘小型神經元所支配的 suprabasal epidermis 區域，糖

尿病後神經滋養素-3 的表現量會增加 (Kennedy et al., 1998)。綜合以上結果，

誘發糖尿病後神經滋養素-3 在中大型神經元(A-type)表現的比例顯著下降，在小

型神經元表現比例明顯上升；而我們先前的研究指出神經胜肽 Y 主要表現在中大

型的背根神經元，因此誘發糖尿病合併正中神經截斷後，背根神經元中神經胜肽 Y

或許是因為神經滋養素-3 在中大型神經元中表現比例下降而提早大量表現。 
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圖 1-1 

 

 

正中神經截斷模式圖 

本部分實驗所使用之神經傷害動物模式參照 Wall 等學者在 1979 年所

發表的神經瘤 (neuroma) 誘發模式。 

(A) 於肘窩位置將皮膚切開,正中神經位於 radial a.和 ulnar a.間 

 的分岔處,並會穿入 pronator teres muscle 下方。 

(B) 將游離出來的正中神經兩端打結,中間至少間隔 5mm。 

(C) 將繩結中間部分的神經剪斷移除,以避免神經再生或接觸。 

 

 

 

 

C

A 
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圖 1-2 

 

正 中 神 經 在 藥 物 注 射 後 (post-injection) 與 神 經 截 斷 後

(transection)的神經傷害性異位放電電生理紀錄圖,虛線標示為神經

截斷的時間點。各組別分別為控制組(control, A), 生理食鹽水處理

組(pre-saline, B), 1% lidocaine 處理組(pre-1% lido, C), 5% 

lidocaine 處理組(pre-5% lido, D) 和 10% lidocaine 處理組

(pre-10% lido, E)。 神經截斷所引起的劇烈異位性放電(B),隨著

lidocaine 術前麻醉處理的濃度提高而被抑制(C-E)。 



 

 79

圖 1-3 

 

 各處理組在藥物注射後(post-injection), 神經截斷後

(transection)與電刺激前後(pre-ES/post-ES)不同時期異位性放電

頻率(spikes/sec)的變化。在藥物注射後生理食鹽水處理組的放電頻

率顯著高於控制組, 而放電頻率隨著 lidocaine 術前麻醉處理的濃度

提高而降低。在神經截斷後, 相較於生理食鹽水處理組, 5% and 10% 

lidocaine 處理組顯著的降低了異位性放電頻率(* P<0.05 相較於生理

食鹽水處理組)。 
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表1-1. 神經異位性放電之平均數值與分析比較 

Group Stage Mean±SEM Newman-Keuls test 

post-injection 8.2±0.5 Hz 
post-injectio

n 

  

transection 6.4±2.1 Hz ns transection  

pre-ES 7.5±1.2 Hz ns ns pre-ES 

Control 

post-ES 6.2±0.9 Hz ns ns ns 

post-injection 90.7±7.7 Hz 
post-injectio

n 

  

transection 132.3±14.5Hz P<0.05 transection  

pre-ES 68.5±14.3 Hz ns P<0.05 pre-ES 

Pre-saline 

post-ES 84.6±7.9 Hz ns P<0.05 ns 

post-injection 30.8±8.0 Hz 
post-injectio

n 

  

transection 111.8±13.6 Hz P<0.05 transection  

pre-ES 47.9±7.7 Hz ns P<0.05 pre-ES 

Pre-1% 

lido 

post-ES 78.7±10.9 Hz P<0.05 P<0.05 P<0.05

post-injection 18.8±4.1 Hz 
post-injectio

n 

  

transection 48.7±11.3 Hz P<0.05 transection  

pre-ES 17.8±4.6 Hz ns P<0.05 pre-ES 

Pre-5% 

lido 

post-ES 23.6±7.7 Hz ns P<0.05 ns 

post-injection 9.9±2.3 Hz 
post-injectio

n 

  

transection 18.9±1.2 Hz P<0.05 transection  

pre-ES 5.2±2.3 Hz ns P<0.05 pre-ES 

Pre-10% 

lido 

post-ES 5.1±2.7 Hz ns P<0.05 ns 

數據以平均值±標準差 (mean±SEM) 方式呈現 

控制組: 只進行相對於藥物注射神經截斷或是電刺激各時間點的神經

電生理紀錄。  

ES: 電刺激(electrical stimulation) 

ns: 無顯著差異 (P>0.05)  
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圖 2-1 
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圖 2-1 

照片顯示神經胜肽 Y 免疫反應纖維在楔狀神經核中段區域的表現

情形。控制組(A, B)與正中神經截斷後四週未給予電刺激(左側圖片)

或是給予電刺激(右側圖片)分別在生理食鹽水處理組(C, D), 1% 

lidocaine 處理組(E, F), 5% lidocaine 處理組(G, H) 和 10% 

lidocaine 處理組(I, J) 神經胜肽 Y免疫反應纖維的表現情形。  (游

標尺 = 100 μm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 84

圖 2-2 

 

 柱狀圖表示進行影像分析定量後，神經胜肽 Y免疫反應纖維所佔楔

狀神經核面積的百分比。黑色和白色條柱分別代表正中神經截斷四週

後未給予電刺激(MNT)，或是給予電刺激(MNT+ES)的組別。神經胜肽 Y 免

疫反應纖維所佔楔狀神經核面積的百分比除控制組外，在未給予電刺

激的組別都顯著高於電刺激的組別。控制組無論有沒有進行電刺激都

沒有顯著差異 (* P<0.05)。與生理食鹽水處理組相比無論有沒有電刺

激，lidocaine 術前麻醉都能減少神經胜肽 Y免疫反應纖維所佔楔狀神

經核面積的百分比 (# P<0.05 相較於生理食鹽水處理組)。 
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圖 2-3 

 

 照片顯示 c-Fos 免疫反應神經元於正中神經截斷後給予電刺激同

側之楔狀神經核中段區域在控制組(A)，生理食鹽水處理組(B)，1% 

lidocaine 處理組(C), 5% lidocaine 處理組(D) 和 10% lidocaine 

處理組(E)的表現情形。(游標尺 = 100 μm) 
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圖 2-4 

 

 柱狀圖表示定量分析控制組與各處理組(生理食鹽水處理組, 1%, 

5%,和 10% lidocaine 處理組),在神經截斷四週後給予電刺激, 同側楔

狀神經核中c-Fos免疫反應神經元表現的數量。在5% 和10% lidocaine

處理組中 c-Fos 免疫反應神經元表現的數量顯著低於生理食鹽水處理

組 (* P<0.05 相較於生理食鹽水處理組)。 
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圖 2-5 

 

 楔狀神經核中c-Fos免疫反應神經元與電刺激後所減少神經胜肽Y

免疫反應纖維所佔面積百分比之線性回歸分析。每點代表各別實驗動

物之數值( r = 0.77, P<0.05) 。 
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圖 3-1 
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圖 3-1 

照片顯示楔狀神經核中段區域神經胜肽 Y 免疫反應纖維(A, C, E)與

c-Fos 免疫反應神經元(B, D, F), 正中神經截斷四週後, 使用立體定位儀在楔

狀神經核吻端注射生理食鹽水處理(A-D)或是神經胜肽 Y 受體拮抗劑(E, 

F), 之後分別給予電刺激(C-F)或是不給予電刺激(A, B)處理。結果顯示神經胜

肽 Y 免疫反應纖維在電刺激後(C, E), 相較於沒有電刺激處理的組別

(A)顯著的減少。在此同時 c-Fos 免疫反應神經元只會表現在有電刺激

處理的組別(D, F), 而 c-Fos免疫反應神經元的表現量則因神經胜肽Y

受體拮抗劑處理(F)而低於生理食鹽水組(D)。 

(游標尺= 100 μm)  
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圖 3-2 

 

 柱狀圖表示電刺激前給予生理食鹽水或是神經胜肽 Y受體拮抗

劑，楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應陽性神經元數量的比較。 結果顯示

神經胜肽 Y 受體拮抗劑處理後 c-Fos 免疫反應神經元相較於生理食鹽

水處理組顯著下降(* P<0.05 相較於生理食鹽水處理組)。 由此可知楔

狀神經核中 c-Fos 免疫反應神經元之表現, 受到電刺激所釋放出的神

經胜肽 Y所誘發。 
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圖 4-1 

 

正中神經慢性纏繞傷害模式圖 

本部分實驗所使用之神經傷害動物模式參照Bennett等學者在1988年

所發表的慢性纏繞傷害 (chronic constriction injury) 誘發模式。 

(A) 於肘窩位置將皮膚切開,正中神經位於 radial a.和 ulnar a.間 

 的分岔處,並會穿入 pronator teres muscle 下方。 

(B) 將游離出來的正中神經以 4-0 型號的鉻化羊腸線打上鬆的節兩 

端打結。 

(C) 最終在正中神經打上四個結。 

 

 

 

C

A 

B
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圖 4-2 

 

 術前給予生理食鹽水或是不同濃度 lidocaine 處理, 對於正中神

經慢性纏繞傷害後機械性刺激腳掌回縮閥值 (paw withdrawal 

threshold) 的影響。動物在慢性纏繞傷害前一天與手術後不同時間點

進行行為測試, 測試結果發現控制組的動物在28天的實驗時程中, 其

腳掌回縮閥值都沒有顯著的變化。而生理食鹽水處理組在手術後三天,

其腳掌回縮閥值明顯降低產生了機械刺激痛覺過敏(mechanical 

allodynia), 並持續到 28 天。術前給與 lidocaine 處理,可隨劑量增

加而延遲並減緩後機械刺激痛覺過敏現象的發生。 

(* P<0.05 在各個不同測試時間點相較於生理食鹽水處理組) 
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圖 4-3 

 

 正中神經在電刺激前(pre-ES)與電刺激後(post-ES)的神經傷害性

異位放電電生理紀錄圖。各組別分別為控制組(control, A), 生理食

鹽水處理組(pre-saline, B), 1% lidocaine 處理組(pre-1% lido, C), 

5% lidocaine 處理組(pre-5% lido, D)。 慢性纏繞傷害後所引起的

劇烈異位性放電(B),隨著 lidocaine 術前麻醉處理的濃度提高而被抑

制(C-D)。 
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表 4-1  神經異位性放電之平均數值與分析比較 

Group Pre-ES Post-ES 

Control 8.21±0.48 Hz 7.65±0.95 Hz 

Pre-saline 91.86±4.39 Hz 137.39±23.90 Hz * 

Pre-1% lido 50.31±2.90 Hz 56.86±2.97 Hz * 

Pre-5% lido 23.76±0.57 Hz 32.86±2.10 Hz * 

數據以平均值±標準差 (mean±SEM) 方式呈現 

控制組: 只進行電刺激前後各時間點的神經電生理紀錄。  

ES: 電刺激(electrical stimulation) 

* P<0.05 相較於電刺激前 (Pre-ES)  
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圖 4-4 

 

 各處理組在電刺激前後(pre-ES/post-ES)異位性放電頻率

(spikes/sec)的變化。生理食鹽水處理組的放電頻率顯著高於控制組， 

而放電頻率隨著 lidocaine 術前麻醉處理的濃度提高而降低。相較於

生理食鹽水處理組, lidocaine 處理組顯著的降低了異位性放電頻率

(* P<0.05 相較於生理食鹽水處理組)。 
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圖 4-5 

 

 照片顯示正中神經慢性纏繞傷害四週後給予電刺激, c-Fos 免疫反

應神經元位於纏繞傷害同側之楔狀神經核中段區域在控制組(A)，生理

食鹽水處理組(B)，1% lidocaine 處理組(C)和 5% lidocaine 處理組

(D)的表現情形。(游標尺 = 100 μm) 
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圖 4-6 

 

 柱狀圖表示定量分析控制組(control), 生理食鹽水處理組

(pre-saline), 1% lidocaine 處理組 (pre-1% lido)和 5% lidocaine 處理組

(pre-5% lido),在神經慢性纏繞傷害四週後給予電刺激, 同側楔狀神經

核中 c-Fos 免疫反應神經元表現的數量。在控制組, 1% 和 5% 

lidocaine 處理組中 c-Fos 免疫反應神經元表現的數量顯著低於生理

食鹽水處理組 (* P<0.05相較於生理食鹽水處理組)。 
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圖 4-7 

 

 慢性纏繞傷害四週後，將個別動物楔狀神經核中 c-Fos 免疫反應神

經元數量與腳掌回縮閥值(以 10 為底取對數)進行線性迴歸分析。結果

顯示 c-Fos 免疫反應神經元數量與腳掌回縮閥值呈顯著負相關 (r = 

-0.80, P<0.005)。 
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圖 5-1 

 

 實驗過程中糖尿病與非糖尿病大白鼠其體重(A)與血糖(B)在不同

測試時間點表現的變化量。 
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圖 5-2 

 

 照片所示為糖尿病大白鼠未受神經截斷 (A) 或是神經截斷後ㄧ週 

(B), 兩週 (C) 以及四週 (D)的神經, 經過樹脂包埋切薄片後, 以甲

苯胺藍 (toluidine blue) 染色的結果。在神經截斷的組別可觀察到

許多退化的神經纖維(B, C, D), 但在糖尿病大白鼠沒有神經截斷的組

別(A)則無法觀察到神經纖維退化的現象。 (游標尺 = 50µm) 
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圖 5-3 

 

 照片所示為糖尿病大白鼠未受正中神經截斷 (A) 或是正中神經截

斷後ㄧ週 (B), 兩週 (C) 以及四週 (D)第六頸髓背根神經節中神經

胜肽 Y的表現情形。在糖尿病大白鼠沒有神經截斷的組別(A), 幾乎無

法偵測到神經胜肽 Y 免疫反應的神經元, 但在糖尿病合併正中神經截

斷不同存活週數的組別, 則可觀察到許多明顯的神經胜肽 Y 免疫反應

神經元(B, C, D)。(游標尺 = 50 µm) 
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圖 5-4 

 

 柱狀圖所示為糖尿病大白鼠合併正中神經截斷後,第六頸髓背根神

經節中神經胜肽 Y的定量分析結果。在糖尿病大白鼠沒有神經截斷的

組別(D), 幾乎無法偵測到神經胜肽Y免疫反應的神經元, 但在糖尿病

大白鼠合併正中神經截斷後, 第六頸髓背根神經節中神經胜肽 Y免疫

反應的神經元開始大量增加,並在正中神經截斷後兩週(DMNT2w)達到

最高峰, 之後開始逐漸下降 (* P<0.05 相較於正中神經截斷後兩週)。 
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圖 5-5 
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圖 5-5 

照片顯示糖尿病大白鼠合併正中神經截斷後神經胜肽 Y 免疫反應

纖維在楔狀神經核中段區域的表現情形。糖尿病組(未進行正中神經截

斷, A, B)與糖尿病大白鼠合併正中神經截斷未給予電刺激(左側圖片)

或是給予電刺激(右側圖片)分別在正中神經截斷ㄧ週(C, D), 兩週(E, 

F) 與四週 (G, H) 神經胜肽 Y 免疫反應纖維的表現情形 (游標尺 = 

100 μm)。 
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圖 5-6 

 

 柱狀圖表示進行形態分析定量後，神經胜肽 Y免疫反應纖維所佔楔

狀神經核面積的百分比。黑色和白色條柱分別代表糖尿病組(未進行正

中神經截斷)與糖尿病合併正中神經截斷 1-4 週後, 未給予電刺激

(MNT)，或是給予電刺激(MNT+ES)的組別。神經胜肽 Y 免疫反應纖維所佔

楔狀神經核面積的百分比, 除糖尿病組外，在未給予電刺激的組別都

顯著高於電刺激的組別(# P<0.05 相較於未給予電刺激的組別)。而控

制組無論有沒有進行電刺激都無顯著差異。神經胜肽 Y免疫反應纖維

佔楔狀神經核面積的百分比, 在糖尿病合併正中神經截斷後兩週

(DMNT2w)達到最高峰, 之後開始逐漸下降 (* P<0.05 相較於正中神經截

斷後兩週) 。 
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圖 5-7 

 

 照片顯示 c-Fos 免疫反應神經元於正中神經截斷後給予電刺激同

側之楔狀神經核中段區域在糖尿病組(A)，糖尿病正中神經截斷一週 

(B)，糖尿病正中神經截斷兩週(C), 糖尿病正中神經截斷四週(D)的表

現情形。(游標尺 = 100 μm) 
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圖 5-8 

 

柱狀圖表示定量分析糖尿病組(D)與糖尿病正中神經截斷不同週數

組(DMNT1w-DMNT4w),在神經截斷後給予電刺激, 同側楔狀神經核中

c-Fos 免疫反應神經元表現的數量。在糖尿病正中神經截斷兩週組別

(DMNT2w)，c-Fos 免疫反應神經元表現的數量顯著高於其他組別 (* 

P<0.05 相較於糖尿病正中神經截斷兩週組)。 
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圖 6-1 

 

神經滋養素-3(NT-3)初級抗體免疫專ㄧ性分析 

使用西方墨點法分析神經滋養素-3 初級抗體之專ㄧ性, 

Lane A: 使用背根神經節組織,進行電泳後與神經滋養素-3 初級抗體 

 進行反應, 可偵測到神經滋養素-3 之表現。 

Lane B: 神經滋養素-3 初級抗體先與專ㄧ性之遮蔽胜肽(blocking  

 peptide)作用,之後再與電泳後背根神經節組織進行反應。 

 由於神經滋養素-3 初級抗體已經先與遮蔽胜肽結合,便無法 

 再偵測到神經滋養素-3 的表現。 
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圖 6-2 

 

 照片所示為神經滋養素-3於非糖尿病(A, B, C) 與糖尿病(D, E, F)

大白鼠第六頸髓背根神經節中表現的情形。在正中神經未截斷的組別

(A, D)可偵測到許多的神經滋養素-3 免疫反應的神經元, 但在正中神

經截斷後兩週(B, E)與四週(C, F), 無論是非糖尿病或糖尿病 

的組別神經滋養素-3 免疫反應的神經元都明顯的減少 

(游標尺 = 50 µm)。  

 

 

 

 

 

 



 

 111

圖 6-3 

 

 柱狀圖所示為非糖尿病與糖尿病合併正中神經截斷後神經滋養素

-3 免疫反應的神經元在第六頸髓背根神經節中, 不同截斷時間點的表

現情形。非糖尿病與糖尿病在未進行正中神經截斷時,都可偵測到大量

的神經滋養素-3 免疫反應神經元。糖尿病合併正中神經截斷的組別, 

除了在正中神經截斷後兩週與三週的時間點外, 神經滋養素-3 免疫反

應神經元所占背根神經元百分比都顯著高於非糖尿病合併正中神經截

斷的組別 (δ P<0.05 相較於非糖尿病組於各時間點)。除此之外神經

滋養素-3 免疫反應的神經元所占背根神經元百分比在非糖尿病合併正

中神經截斷後四週與糖尿病合併正中神經截斷後兩週達到最低點(# 

P<0.05 相較於非糖尿病正中神經截斷四週; * P<0.05 相較於糖尿病正

中神經截斷兩週)。 
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圖 6-4 

 

 照片所示為免疫螢光雙重標誌分別偵測神經滋養素-3 (NT-3) 與

神經纖維 200 (NF200) 在第六頸髓背根神經節中控制組(Naïve, A-C)、 

正中神經截斷四週 (MNT4w, D-F)、糖尿病組 (Diabetic, G-I) 與糖

尿病合併正中神經截斷兩週 (DMNT2w, J-L) 的表現情形。 箭號所指

雙重標誌為神經滋養素-3 於大型神經元表現之標示, 而在神經截斷

後雙重標定之背神經元在非糖尿病與糖尿病動物均明顯減少(C, F, I, 

L) (游標尺=60µm)。 
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圖 6-5 

 

 柱狀圖所示為神經滋養素-3 (NT-3) 與神經纖維 200(NF200)  

免疫螢光雙重標誌定量之結果，正中神經截斷後四週(A，MNT4w)與糖 

尿病合併正中神經截斷後兩週的表現情形(B，DMNT2w)。無論在糖尿 

病或是非糖尿病的組別中，正中神經截斷後雙重標誌所佔比例都明顯 

低於正中神經未截斷組 (* p<0.05)。  
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圖 6-6 

 

 照片所示為免疫螢光雙重標誌分別偵測神經滋養素-3 (NT-3) 與

神經胜肽 Y (NPY) 在第六頸髓背根神經節中非糖尿病合併正中神經截

斷四週與糖尿病合併正中神經截斷兩週的表現情形。箭號所指雙重標

誌為神經滋養素-3 與神經胜肽 Y雙重標誌之標示 (游標尺=60µm)。 
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圖 6-7 

 

 柱狀圖所示為免疫螢光雙重標誌偵測神經滋養素-3(NT-3)與神經

胜肽 Y(NPY)第六頸髓背根神經節中雙重標誌所佔神經胜肽 Y 免疫反應

神經元百分比的結果。結果發現無論是非糖尿病正中神經截斷四週

(MNT4w)或糖尿病正中神經截斷兩週(DMNT2w)都只有非常低的神經滋

養素-3 與神經胜肽 Y 雙重標誌比例(大約 3%)。 

 

 

 


