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서  론*

턱관절 근막동통 (myofascial pain of

temporomandibular disorder)은 턱관절

장애 (temporomandibular disorder,

TMD)의 주요한 증상으로 이러한 통증을

호소하는 환자들이 늘어나는 추세이다.

국제통증연구학회 (International Asso-

ciation for the Study of Pain,

IASP)는 턱관절 근막동통의 원인으로 저작

근의 과부하 (강하게 깨물기),경미한 외상,

국소적인 근육의 염증 등을 보고하였다.
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턱관절 근막동통은근막동통증후군(myo-

fascial pain syndrome, MPS)의 일

종으로 생각된다. 일반적인 치료법으로는

이악물기 습관(tooth contacting habit)

의 제거와 splint 장착 등을 실시한다.

그러나 splint의 효과가 없을 시 증상은

전신에까지 영향을 미치게 되고 만성화되어

섬유근육통(fibromyalgia syndrome,

FMS)으로 이행된다1). 현재 TMD환자는

약 33 % 이고, 그 중 중증환자는 약 3.6

%-7 %로 보고되고 있다2-4). 또한 광범

위한 근육, 골격계통의 동통을 일으키는

FMS 환자는 약 0.5 %-5 %로 보고되

고 있다5-6).

MPS나 FMS는 특별한 이상소견은 없

지만, 근육이나 근막에 통증유발점(trigger
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point)이 있고, 국소염증에　의한 다형

유해수용기(polymodal nociceptor)의

감작이 동통과민이나 연관통으로 나타나

는 특징이 있다7-9). 또한 FMS는 중추성

감작에 의해 동통과민이나 이질통(allo-

dynia)의 유발10-11), 도파민계(dopamine

system)의 기능파괴가 보고되었다 12).

그러나 최근 FMS 환자의 근육에서

uncoupling protein (UCP)이 만성적

으로 활성화되는 것이 밝혀졌다. 그리고

ATP 농도의 감소 등이 밝혀졌다13). 따

라서 MPS 및 FMS 발병에는 중추성감

작 뿐만 아니라 국소적인 조직학적 변화

도 관여할 가능성이 있다14).

최근 미세아교세포(microglia)가 염증

성통각과민에 영향을 미친다는 보고가 있

었다. 척수에 있는 아교세포(glial cell)

의 활성화가 염증성동통이나 신경장애성

동통, 통각과민, 이질통 발생 메커니즘에

관여하고 있음을 시사하였다15-20). 또 삼

차신경꼬리핵(trigeminal subnucleus

caudalis, Vc)에 존재하는 아교세포가

중추성감작을 야기하는 것21), 치주손상 때

에 Vc에 존재하는 별아교세포(astrocyte)

가 가소적 변화를 일으키는 것22), 뇌에

있는 아교세포 활성화에 transient re-

ceptor potential (TRP) vanilloid 4

(TRPV4)가 관여하고 있다는 사실이 밝

혀졌다23).

구강악안면영역에서 발병하는 만성동통

에 관하여, 신경이 손상된 병태에 관한

연구가 활발하게 진행되고 있어 중추 및

국소적인 변화에 대한 많은 의문점들이

해결되었다. 그러나 턱관절 근막동통의

병태에 대해서는 아직 명확하게 밝혀진

바가 없고, 치료방법도 확립되지 않았다.

게다가 저작근통(masticatory muscle

pain) 동물모델도 아직 개발되지 않았기

때문에 턱관절 근막동통에 관한 실험이

충분히 진행되고 있지 않은 상태이다.

본 연구에서는 저작근통장애의 치료법을

개발하기 위해 우선 저작근통장애 동물

모델의 제작을 시행하여24-25), 깨물근(ma-

sseter muscle)에 실험적으로 염증을

유발하여 깨물근 및 뇌줄기(brainstem)

에서의 조직학적 변화를 확인하였다.

재료 및 방법

본 연구는 국제동통학회 (IASP) 가이

드라인에 따라 실시하였다27). 또한 the

Animal Research Committee of

Osaka Dental University의 승인을

받았다 (승인번호：14-01011호).

본 실험에서는 Sprague-Dawley rat

(수컷, 30 마리, 250 g, Japan SLC

Inc., Japan)을 사용하였다.

Sodium pentobarbital (70 mg/kg,

i.p., Nembutal, Dainippon Sumito-

mo Pharma, Japan) 로 마취하여, 아래

조건으로 자극을 주었다24-26).

L-L group (control, 30 마리); rat

left masseter muscle (LMM)에 lipo-

polysaccharide (LPS) 2 µg/kg (100 µl)
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을 주사하였다. 24시간 후, 동일 부위에

LPS 동일량을 주사하였다. L-S6 group

(experimental, 30 마리); rat LMM

에 LPS 2 µg/kg (100 µl) 를 주사하

였다. 24시간 후, 동일 부위에 6 % 고

장성 식염수 (hypertonic saline) (S6,

100 µl, 5 times per 90 min) 를 주

사하였다24-26). LPS는 면역과 염증 요인

으로써, S6는 침해 요인으로써 투여하였

다24-26).

시약 투여 후 1일 (10 마리), 7일 (10

마리), 14일 (10 마리)에 4 % para-

formaldehyde (PFA, 100 ml)로 관류

고정을 하여, LMM, rat right masseter

muscle (RMM), 뇌줄기를 적출하였다.

4 % PFA로 다시 고정 (LMM 및 RMM:

24 hours (h), 뇌줄기: 48 h) 후, 30

% sucrose에 담갔다 (48 h).

Leica CM3050S cryostat (Leica

Microsystem, Wetzlar, Germany)27)

를 사용하여 동결절편을 제작하였다 (LMM

및 RMM: 두께 15 µm, 뇌줄기 (bregma

에서 -7.22 mm부터 -15.66 mm까지):

두께 30 µm, -20 ℃). 제작된 LMM 및

RMM 동결절편으로 Hematoxylin-Eosin

(HE) 염색과 면역염색을 시행하였다.

LMM 및 RMM은 아래의 1차 항체

(rabbit anti-TNFα (1:200, 1 h,

room temperature (RT); Chemicon,

USA), rabbit anti-TNFα (1:200, 1 h,

room temperature (RT); Chemicon,

USA), rabbit anti-bradykinin receptor

B2 (BKRB2, 1:250, 1 h, RT; ENZO

Life science, USA))를 사용하여 효소

항체법염색을 시행하였다.

뇌줄기는 아래의 1차 항체 (rabbit anti-

phosphorylated-p38 mitogen acti-

vated-protein kinase (p-p38 MAPK),

1:500, 1 h, RT; R&D Systems),

rabbit anti-ionized calcium-binding

adapter molecule 1 (Iba1, 1:200,

1 h, RT; Chemicon, USA)28)를 사

용하여 효소항체법염색을 시행하였다.

LMM, RMM, 뇌줄기 모두 아래의 2차

항체 (biotinylated goat anti-rabbit

IgG (1:400, 30 minutes (min),

RT; Vector Laboratories, USA),

avidin-biotin-peroxidase complex (30

min, RT, Elite ABC kit; Vector

Laboratories))를 사용하였다. 증류수에

0.05 % 3, 3’-diaminobenzidine (DAB,

Vector Laboratories), 0.2 % nickel

sulfate, 0.01 % hydrogen pero-

xide를 넣어 섞고, 실온에서 2 분간 반응

시켰다.

LMM, RMM, 뇌줄기 절편을 관찰하

면서 (Olympus BX41 light micro-

scope (Olympus, Tokyo, Japan),

Olympus FX380 3CCD digital camera

system (OS: Windows 7; Microsoft,

CA, USA)) 사진을 촬영하였다. LMM 및

RMM은 10 개 구역을 선택하여 (area=

200×200 µm2 square), TNFα 와

BKRB2-immunoreactive (IR) 세포
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수를 측정하였고, Student’s t-test (Excel

2010, Microsoft, USA)를 이용하여

면역양성세포수의 시간 경과적 변화를 통

계학적으로 분석하였다. 뇌줄기도 10개

구역을 선택하여 (area=400×400 µ

m2 square), p-p38 MAPK와 Iba1-IR

세포수를 측정하였고, Student’s t-test

(Excel 2010)를 이용하여 면역양성세포

수의 시간 경과적 변화를 통계학적으로

분석하였다.

결  과

자극 1일 후에는 L-L group (control)

와 L-S6 group (experimental) 두

그룹 모두 TNFα-IR 세포가 현저하게

나타났다 (Fig. 1-a). 자극 7일 후에는

TNFα-IR 세포가 L-L group와 L-S6

group 두 그룹 모두 혈관주위에서만 일

부 산재되어 나타났고, 이것은 자극 1일

후 발현 세포 수의 약 10 % 정도였다

(Fig. 1-a). 또 자극 14일 후에는 TNF

α-IR 세포 발현이 거의 없었고, L-S6

group이 L-L group보다 약간 많이 나

타났지만 L-L group와 L-S6 group사

이에 유의한 차이는 없었다 (Fig. 1-

b)． 근육섬유도 자극 1일 후에는 두 그

룹 모두에서 보이지 않았지만, 자극 14

일에는 조직이 재생된 것을 확인 할 수

있었다.

Fig. 1-a. TNFα-IR cells in the left masseter 
(LMM). In the specimens of 1 day after 
nociception, TNFα-IR cells (arrows) 
are particularly localized in the LMM. 
However, after 7 or 14 days of 
nociception, the TNFα-IR cells are 
found to be with little localization. 
Scale bar: 100 μm.

Fig. 1-b. Expressions of TNFα-IR cells in 
the LMM. The number of TNFα-IR 
cells is not significantly different between 
L-L group and L-S6 group. Error 
bars: S.E.M.

BKRB2 receptor는 급성동통에 관여

하여, 통각수용기(nociceptor), 포식세
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포(macrophages), 섬유모세포(fibro-

blasts) 등에 발현한다. 자극 1일 후에는

L-L group과 L-S6 group 두 그룹 모두

BKRB2-IR 세포가 현저하게 나타났다

(Fig. 2-a). 자극 7일 후에는 BKRB2-IR

세포 발현이 L-L group과 L-S6 group

두 그룹 모두 산재되어 나타났지만, 두

그룹 모두 자극 1일 후의 약 10 % 정도

밖에 나타나지 않았다 (Fig. 2-a). 또

자극 14일 후에는 BKRB2-IR 세포 발

현이 두 그룹 모두 거의 나타나지 않았

고, L-L group과 L-S6 group사이에

유의한 차이는 없었다 (Fig. 2-b)．

Fig. 2-a. Bradykinin receptor B2 (BKRB2)-IR 
cells in the LMM. In the specimens 
of 1 day after nociception, BKRB2-IR 
cells (arrows) are particularly localized 
in the LMM. However, after 7 or 14 days 
of nociception, the BKRB2 expression 
is found to be with little localization. 
Scale bar: 100 μm.

Fig. 2-b Expressions of BKRB2-IR cells in 
the LMM. The number of BKRB2-IR 
cells is not significantly different be- 
tween L-L group and L-S6 group. 
Error bars: S.E.M.

Fig. 3-a. Phosphorylated p38 (p-p38) MAPK- 
IR cells in the trigeminal subnucleus 
caudalis (Vc). Microphotographs of the 
rat brainstem Vc ipsilateral side. In the 
specimens of 1 day after nociception, 
p-p38 MAPK-IR cells (arrows) are 
shown in the Vc of both groups. 
p-p38 MAPK-IR cells are found in 
the Vc not only dorsomedial region 
but also laterodorsal side and central 
region. p-p38 MAPK-IR cells are 
observed so as to overlap Iba1-IR 
cells partly (data not shown). Scale 
bar: 50μm.
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Fig. 3-b. Expressions of p-p38 MAPK-IR 
cells in the Vc. The number of p- 
p38 MAPK-IR cells of L-S6 group is 
increased more than L-L group (p= 
0.095). Error bars: S.E.M.

Fig. 3-c. p-p38 MAPK-IR cells in the Vc 
(L-S6 group). In the specimens of 1 
day after nociception, p-p38 MAPK-IR 
cells (arrows) are particularly localized 
in the Vc ipsilateral of all specimens. 
However, 7 days after nociception, 
the p-p38 MAPK-IR cells are found in 
the Vc not only dorsomedial region 
but also laterodorsal side and central 
region. p-p38 MAPK-IR cells are 
observed so as to overlap Iba1-IR 
cells partly (data not shown). Scale 
bar: 50 μm.

p-p38 MAPK-IR세포는 염증요인 LPS

및 침해요인 S6를　투여한 L-S6 group이
L-L group보다 많이 나타났다 (Fig.

3-a, b). 특히 자극 1일 후에는 L-S6

group이 L-L group보다 약 2배, 자극

14일 후에는 L-S6 group이 L-L

group보다 약 3배 많이 나타났다 (Fig.

3-b). 그러나 p-p38 MAPK-IR 세포

발현은 L-L group와L-S6 group사이

에 유의한 차이가 없었다 (p=0.095).

p-p38 MAPK-IR세포는 Vc 뒤안쪽 부

위(dorsomedial region)뿐만 아니라

뒤가쪽 부위(dorsolateral region)나

중앙부위(central region)에서도 확인

할 수 있었다. 일부 p-p38 MAPK-IR

세포는 Iba1-IR세포와 동일한 부위에서

발현되었다 (data not shown).

Fig. 3-d. Expressions of p-p38 MAPK-IR 
cells in the Vc (L-S6 group). The 
number of p-p38 MAPK-IR cells of 
ipsilateral side is increased than that 
of contralateral side (p=0.14). Error bars: 
S.E.M.

L-S6 동일측과 반대측을 비교하면 자극

1일 후에는 p-p38 MAPK-IR세포가 주

로 동일측 Vc 뒤안쪽 부위에서 나타났지
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만, 자극 7일 후에서는 Vc 중앙부위에서도

확인되었다 (Fig. 3-c, d). 또 p-p38

MAPK-IR세포는 자극 1일 후에는 동일

측이 반대측보다 약 2배 많이 나타났다

(Fig. 3-d). 자극 7일, 14일 후에는

p-p38 MAPK-IR세포가 반대측에서도

나타났다 (Fig. 3-c, d). 그러나 반대측

의 p-p38 MAPK-IR 세포 수는 자극 7

일 후에는 동일측의 약 85 % 정도였고,

자극 14일 후에는 동일측의 약 65 % 정도

였다. (Fig. 3-d). 그러나 p-p38 MAPK-

IR 세포 발현은 동일측와 반대측 사이에

유의한 차이가 없었다 (p=0.14).

Fig. 4-a. Iba1-IR cells in the Vc. In the 
specimens of 7 and 14 days after 
nociception, Iba1 (an indicator for 
microglia activity)-IR cells (arrows) in 
the Vc of L-S6 group display hype- 
rtrophic morphologies. On the other 
hand, 14 days after nociception, the 
cells in the Vc of L-L group are 
found less than the cells of L-S6 
group. Scale bar: 20 μm.

Fig. 4-b. Expressions of Iba1-IR cells in 
the Vc. The number of Iba1-IR cells 
of L-S6 group is more significantly 
increased than L-L group (*p<0.05). 
Error bars: S.E.M.

Iba1-IR 세포는 자극 1일 후에는 주

로 L-S6 group에서 확인되었다 (Fig.

4-a). 자극 1일과 자극 7 일 후에는

L-S6 group이 L-L group보다 약 1.6

배 많이 발현되었고, 자극 14일 후에는

L-S6 group이 L-L group보다 약 3배

더 많이 발현되었다 (Fig. 4-b). 자극 7

일, 14일 후에는 활성화 미세아교세포로

생각되는 비대한 Iba1-IR세포가 나타났

다 (Fig.4-a). 또 자극 1일 후에는

Iba1-IR세포는 주로 긴돌기미세아교세

포의 형태(ramified form)로 관찰되었

지만, 자극 7일, 14일후에는 아메바형태

(ameboid form)로 관찰되었다 (Fig.

4-a). 자극 7일 후 Iba1-IR세포는 두

그룹 모두에서 현저히 발현되었지만 자극

14일후에는 다시 L-S6 group에서만 주

로 Iba1-IR세포가 확인되었다 (p<0.05,

Fig. 4-b). Iba1-IR세포는 Vc 뒤안쪽

부위뿐만 아니라 뒤가쪽부위나 중앙부위
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에서도 확인할 수 있었다.

총괄 및 고안

본 연구에서는 깨물근에 장애를 야기하여

동통 만성화 및 p38 MAPK의 역할에

대하여 확인하였다24-26). 그 결과, 깨물근

장애로 야기될 Vc에 존재하는 p-p38

MAPK-IR 세포는 자극 직후에는 자극

측에서 관찰되었고 자극 7일 후에는 비

자극측에서도 나타났다.

그러나 깨물근에서는 자극 1일 후에는

L-L group과 L-S6 group 두 그룹 모

두에서 염증매개물질(inflammatory med-

iator)인 TNFα- 와 BKRB2-IR 세포

가 현저히 나타났지만, 자극 7일 후에는

일부가 산재되어 나타났다. 또 자극 14

일 후에는 TNFα- 와 BKRB2-IR 세포

발현이 거의 없었다．

선행연구에서는 혀를 formalin으로 자

극하였을 때, 생리식염수로 자극하였을

때보다 TNFα 발현이 유의하게 증가하였

다29). TNFα에관한다른연구들은TNFα

가 염증 시에 각질세포(corneocyte)나

섬유모세포에서 합성, 분비되고30-31), 손상　
후에는 말초신경 슈반세포(Schwann cell)

등에서　합성된다고 보고하였다32). 또 TNF
α 를 피하에 주사하기 때문에 C fiber가

존재하는 침해수용세포가 흥분되어 동통

이 유발되고33-35), 또한 TNFα를 염증부

위에 투여하면 통각과민 반응이 야기된다

고 보고하였다35-37).

게다가 BKRB2는 포식세포나 섬유모

세포에 작용하고, 급성통증에 관여한다고

알려져 있다38). 본 실험에서 자극 1일

후에는 L-L group과 L-S6 group 두

그룹 모두 BKRB2-IR 세포가 현저하게

나타났다. 그러나 자극 7일후에는 BKRB2-

IR 세포 발현이 산재되어 나타났고, 자

극 14일 후에는 BKRB2-IR 세포 발현

이 거의 없었다. 따라서 이러한 결과는

본 실험에서 일과성으로 통각수용기가 흥

분되었던 것과 동통이 나타났던 것, 또

자극 1주 이내에 국소부위 통각수용기

흥분과 동통이 진정된 것을 설명해준다.

Bradykinin receptor (BKR)에는 B1

과 B2가 있다. 본 실험에서는 BKRB2에

대한 발현양상만 확인하였다. BKRB1는

염증이 나타났을 때 발현하는 수용체이

다. 염증이 지속될 때, BK가 대량으로

발현되고 동통이 심해진다. 본 실험 결과에

의하면 자극 7일 후에는 급성통증이 진정

화된 것으로 추측되지만 추후에 BKRB1

의 발현양상 또한 확인하여 국소의 상태

를 더 자세하게 검토할 필요가 있다.

p-p38 MAPK-IR 세포는 염증요인

LPS 및 침해요인 S6를 투여한 L-S6

group이 L-L group보다 더 많이 나타

났지만, p-p38 MAPK-IR 세포 발현은

L-L group과 L-S6 group사이에 유의

한 차이가 없었다.

선행연구에서는 rat 장딴지근(gastro-

cnemius)에 LPS 및 S6를 투여하고

장애를 유발하였을 때, 자극 후 2주 이후
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부터 비장애측으로 반응이 항진되기때문

에 만성통증 동물모델로 유용하다고 보고

되었다24-26). LPS는 gram음성세균의

균체성분으로 포식세포 등에 작용하여 염

증성 시토카인 등의 생산을 유도한다39).

또 6 % 고장성 식염수를 근육 속에 주

입하면 주입한 국소 부위에서 떨어진 부

위에서도 동통이 야기된다40).

본 연구는 국소염증에 따른 만성동통과

연관통에 관해 확인해보고자 하였다. LPS

만 또는 6 % 고장성 식염수만 투여하였을

때 장기간에 걸친 동통유발 행동이 나타

나지 않았다는 보고가 있다24-26). 본 연구

결과 또한 생리식염수만 투여한 group

에서는 자극 7일 이후는 p-p38 MAPK-

IR와 Iba1-IR 세포 모두 거의 나타나지

않았다 (data not shown). 따라서 본

연구에서는 LPS만 투여한 group, LPS

와 6 % 고장성 식염수를 투여한 group

으로 나누어 검토하였다24-26).

Iba1-IR 세포수는 L-L group과 L-S6

group사이에 유의한 차이가 있었지만,

p-p38 MAPK-IR 세포수는 두 그룹 사

이에서 유의한 차이가 없었다. L-S6

group에서는 활성화 미세아교세포 마커

로 사용된 Iba1가 자극 7일, 14일 후에

비대한 활성화 미세아교세포에서 발현되

었다. 추가 실험이 진행되어야 하겠지만,

이상의 결과는 6 % 고장성 식염수를 투

여한 것이 미세아교세포 활성화가 장기화

된 요인이라 추측된다. 염증을 야기하는

LPS 및 동통을 야기하는 고장성 식염수를

투여하면 동통이 지속될 가능성이 있다.

또, 자극 7일 후에는 p-p38 MAPK-IR

세포 수가 반대측이 동일측의 약 85 %,

자극 14일 후에는 반대측이 동일측의 약

65 % 정도였지만 p-p38 MAPK-IR

세포 발현은 동일측와 반대측 사이에 유

의한 차이가 없었다. 이 결과에 의하면

시간 경과에 따라 비자극측에서도 동통을

느끼고 있을 가능성이 있다고 생각된다.

그러나 앞으로 추가적인 실험이 진행되어

야 하고, 본 연구에서 사용된 동물모델이

만성동통 동물모델로써 적합한지에 대한

검토가 필요하다.

본연구에서는 L-S6 group에서 TNFα

및 BKRB2-IR 세포의 발현이 진정화되

어도 자극측과 비자극측에서 Vc에 존재

하는 p-p38 MAPK-IR 세포가 지속적

으로 발현되고 있는 것을 확인하였다. 또

자극측에서 Iba1-IR 세포도 지속적으로

발현되고 있는 것을 확인하였다.　따라서
국소적 염증반응이 진정화되어도 중추에

서는 Vc에서 p38 MAPK와 미세아교세

포가 활성화되었을 것이라 추측된다. 이

것은 rat 장딴지근에 장애를 유발했던

선행연구 결과와도 유사하다24-26). 만성

동통 발병은 말초조직보다 중추조직의 가소

적인 변화가 관여한다고 보고되었고24-26,

41), 본 연구 결과 또한 이것을 뒷받침한다.

결  론

Vc에 존재하는 p38 MAPK 및 미세
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아교세포는 깨물근을 자극할 때 반응하여

활성화된다. 특히 미세아교세포는 LPS

와 고장성 식염수을 투여하면 시간이 경

과함에 따라 반응이 증가한다.

자극 직후, 자극측에서 동통을 느끼지만,

시간이 경과함에 따라 비자극측에서도 동

통을 느끼게 될 가능성이 있다. 이것은

국소적으로 통각수용기의 흥분이 진정화

되어도 지속된다. 따라서 만성동통이 발

병할 때, 말초성인 변화보다 중추성인 변

화가 더 중요함을 시사한다. p38 MAPK

활성화도 그것에 관여한다고 추측된다.
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ABSTRACT

Evaluation of MAPK pathway activation in brainstem induced by the 

masseter muscle inflammation

Michiko Nakatsuka1*, Shunji Kumabe1, Shoko Gamoh2, Hironori Akiyama2, Seong-Suk Jue3, 

Ji-Youn Kim3, Katsura Ueda1, Yoshifumi Matsuda1, Kimishige Shimizutani2, Je-Won 

Shin3 and Yasutomo Iwai1

1Department of Oral Anatomy, Osaka Dental University, 2Department of Oral Radiology, Osaka Dental

University, Osaka, JAPAN, 3Department of Oral Anatomy, Graduate School of Dentistry, Kyung Hee

University, Seoul, KOREA

To evaluate the inflammatory hyperalgesia induced by noxious stimula-

tion of the masticatory muscles, we performed an immunohistochemical

study on the expressions of phosphorylated-p38 (p-p38) mitogen

activated-protein kinase (MAPK) and the distribution of activated

microglia in the trigeminal subnucleus caudalis (Vc). The left masseter

muscle (LMM) of Sprague Dawley rats (male, 250 g, n=60) was

stimulated in the following methods: 1) L-L group (control); the LMM

was injected with lipopolysaccharide (LPS, 2 µg/kg, 100µl) on the 1st

day of the experiment. On day 2, the same site was injected with the

LPS again. 2) L-S6 group (experimental); the LMM was injected with

LPS (2 µg/kg, 100µl) on the 1st day of the experiment. On day 2, the

same site was injected with 6 % sodium chloride solution (S6, 100 µl,

5 times per 90 min). Rats were allowed to survive for 1 day, 7 days or

14 days after the last injection. The brainstems were dissected and cut

with a cryostat (at 30 µm thickness). These specimens were inve-

stigated with anti-TNFα (masseter muscle), the bradykinin receptor

B2 (BKRB2, masseter muscle), anti-p-p38 MAPK (brainstem) and

anti-Iba1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1: Iba1, a marker

for microglial activity; brainstem) enzyme-labeled antibody method.

The specimens were observed and evaluated using a light microscope
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(LM) mounted with an Olympus FX380 3CCD digital camera system

connected with a FLvFs software (Flovel Image Filling System, Tokyo,

Japan). In both groups, the TNF-α and the BKRB2-immunoreactive

(IR) cells were observed until 7 days after stimulation. In the

experimental group, the LM histology indicates that p-p38 MAPK and

Iba1-IR cells were particularly localized in the left Vc until 14 days

after stimulation. In the experimental group, 7 days or 14 days after

nociception, the p-p38 MAPK-IR cells were recognized in the

contralateral and ipsilateral in the Vc. The results suggest that the

prolonged MAPK activity in the Vc is related to central sensitization

in chronic pain of the masseter muscle.
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