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鞘内注射ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂对神经病理性疼痛大鼠脊髓背角脑源性神
经营养因子表达的影响

严晓娣，陈前波，周双琼，袁红斌
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　　［摘要］　目的　观察鞘内注射ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０对坐骨神经压缩性损伤（ＣＣＩ）神经病理性疼痛大鼠的镇痛
效果及脊髓背角ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）的表达，探讨大鼠神经病理性疼痛可能

的发生机制。方法　３０只ＳＤ雄性大鼠随机分为３组（ｎ＝１０）：假手术组、对照组（ＣＣＩ组）、ＳＢ２０３５８０组（ＣＣＩ术前３０ｍｉｎ及
术后第１～３天鞘内注射ＳＢ２０３５８０，剂量为０．１ｍｌ／ｋｇ）。于ＣＣＩ术前２ｈ以及术后第４～１４天测定大鼠右足机械痛阈值；术后

第１４天取损伤侧腰段脊髓，采用免疫组化方法观察脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ及ＢＤＮＦ的表达。结果　与术前相比，假手术组术
后机械痛阈值差异无统计学意义，对照组、ＳＢ２０３５８０组在ＣＣＩ术后机械痛阈值明显降低（Ｐ＜０．０５）；与假手术组相比，ＣＣＩ术

后，对照组、ＳＢ２０３５８０组机械痛阈值明显降低（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，ＣＣＩ术后第４～１４天ＳＢ２０３５８０组机械痛阈值明显升

高（Ｐ＜０．０５）。与假手术组相比，对照组、ＳＢ２０３５８０组脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ表达及ＢＤＮＦ释放明显增加（Ｐ＜０．０５）；与对照组

相比，ＳＢ２０３５８０组损伤侧脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ表达及ＢＤＮＦ释放明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　鞘内注射ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂
可能通过降低损伤侧脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ表达，抑制ＢＤＮＦ释放，从而缓解ＣＣＩ大鼠慢性神经病理性疼痛。
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　　神经病理性疼痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃｐａｉｎ）是指由中枢
或外周神经系统损伤或病变所引起的一种疼痛综合

征，以自发性疼痛、痛觉过敏和痛觉超敏为主要表
现［１２］，目前发病机制不明，对其预防和治疗措施有
限，是镇痛相关研究的热点。ｐ３８ＭＡＰＫ（ｐ３８ｍｉｔｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ）是有丝分裂原激活蛋
白激酶家族的成员之一，神经病理性疼痛大鼠脊髓
小胶质细胞存在ｐ３８ＭＡＰＫ的表达及活性明显增
高［３５］，提示ｐ３８ＭＡＰＫ通路可能与神经病理性疼痛
密切相关。最近研究还发现脑源性神经营养因子
（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）释放增加可
能在神经病理性疼痛的发生过程也发挥关键作

用［６８］。ＢＤＮＦ是否通过ｐ３８ＭＡＰＫ发挥致神经病理
性疼痛作用目前仍存有争议。因此，本研究以坐骨神
经压缩性损伤（ＣＣＩ）大鼠作为神经病理性疼痛模型，
对其鞘内注射ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂ＳＢ２０３５８０，观
察大鼠腰椎脊髓ｐ３８ＭＡＰＫ、ＢＤＮＦ的表达，探讨大鼠
神经病理性疼痛可能的发生机制和潜在的作用靶点。

１　材料和方法

１．１　动物来源、分组及处理　雄性ＳＤ大鼠，体质量

２００～２５０ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。

３０只雄性ＳＤ大鼠随机分为３组（ｎ＝１０）：（１）假手
术组，鞘内置管成功３ｄ后，暴露右侧后肢坐骨神经
主干，但不予以结扎，术后予以鞘内注射生理盐水。
（２）对照组，鞘内置管成功３ｄ后，暴露右侧后肢坐骨
神经主干并结扎，术后予以鞘内注射生理盐水。（３）

ＳＢ２０３５８０治疗组：鞘内置管成功３ｄ后，暴露右侧后
肢坐 骨 神 经 主 干 并 结 扎，术 后 予 以 鞘 内 注 射

ＳＢ２０３５８０。各组在ＣＣＩ结扎前３０ｍｉｎ及结扎后第

１～１４天，采用５０μｌ微量注射器通过ＰＥ导管缓慢
向鞘内注射药物，剂量为０．１ｍｌ／ｋｇ。实验期间大鼠
在标准条件下（每１２ｈ明／暗循环，２０～２４℃）饲养，
自由摄取水和食物。大鼠饲养１周后开始实验，实
验前６ｈ禁食水。行为学实验在光线明亮的条件下
进行。

１．２　ＣＣＩ动物模型的制备　大鼠按腰椎入路法［９］

进行鞘内置管：腹腔注射１０％水合氯醛（３００ｍｇ／

ｋｇ）麻醉后，定位（Ｌ６）剪毛，消毒，切约１ｃｍ切口，分
离筋膜，暴露出棘突，在棘突旁（紧贴棘突）用小剪刀
前端垂直下去，钝性分离旁边肌肉，用眼科弯镊在切
口处可以感受到椎板，向前有一个小凹陷，用１ｍｌ
注射器针头（剪去尖端，磨平），弯曲３ｍｍ成９０°，沿
椎板向前在凹陷处刺入，可看到大鼠甩尾，同时左手
将ＰＥ１０导管，用眼科弯镊持住沿小口进入，向前１
ｃｍ即可见到清亮脑脊液流出，将导管与肌肉固定牢

靠，并建立皮下隧道，导管另一端从枕部正中穿出，固
定于皮肤，管端密封。消毒，缝合皮肤切口，再消毒，
肌内注射青霉素４万单位预防感染，放回单笼饲养清
醒。术后第２天给正常进食、饮水的大鼠鞘内注射

２％利多卡因１０μｌ，若３０ｓ后出现双下肢麻痹等腰麻
症状，并在３０ｍｉｎ内恢复证明置管成功。

　　３０只大鼠全部置管成功，随机分为３组，每组

１０只，鞘内置管３ｄ后，参考Ｂｅｎｎｅｔｔ等［１０］的方法建

立右后肢ＣＣＩ模型。大鼠称质量后，腹腔注射１０％
水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉，俯卧位固定于手术台
上，暴露出坐骨神经主干，用４０铬制肠线环绕神经
干分别做４个轻度结扎环，间距１ｍｍ，结扎强度以
引起小腿肌肉轻度颤动反应但不影响神经血运为

宜。局部敷以青霉素粉，缝合肌筋膜及各层组织后
缝合皮肤。假手术组只暴露坐骨神经，不做神经结
扎。术毕将大鼠放入底部铺有软锯屑垫料的塑料盒
中，于安静、温暖、避强光环境自由喂养。

１．３　行为学测定　３组大鼠分别于术前２ｈ和术后
第４～１４天测定大鼠右足机械痛阈值。参照 Ｄｉｘ
ｏｎ［１１］的测试方法：将大鼠放置１０．０ｃｍ×１０．０ｃｍ×
２０．０ｃｍ底部为金属网的有色有机玻璃箱内，盖顶避
光，在实验开始前让其适应环境至少３０ｍｉｎ。采用

ＶｏｎＦｒｅｙ触丝垂直刺激大鼠右后肢足底５ｓ，刺激力
量以触丝弯曲为准。采用ｕｐｄｏｗｎ法进行疼痛测
试，选择８根ＶｏｎＦｒｅｙ触丝，标度为０．６、１、２、４、６、

８、１０、１５ｇ，大鼠出现抬足或舔足行为视为阳性反
应，否则为阴性反应。测定首先从２ｇ开始，当该力
度的刺激不能引起阳性反应，则给予相邻大一级力
度的刺激；如出现阳性反应则给予相邻小一级力度
的刺激，如此连续进行，直至出现第一次阳性和阴性
反应的骑跨，再连续测定４次，取平均值为阈值。最
大力度为１５ｇ，大于此值时记为１５ｇ；最小力度为

０．６ｇ，小于此值时记为０．６ｇ。每次刺激间隔３０ｓ。

１．４　免疫组织化学染色　术后第１４天每组各随机
抽取５只大鼠，检测右侧脊髓组织ｐ３８ＭＡＰＫ 及

ＢＮＤＦ水平。所有大鼠腹腔注射１０％水合氯醛（３００
ｍｇ／ｋｇ）麻醉后开胸，插管至升主动脉，生理盐水２００
ｍｌ快速冲洗，继之以４℃４％多聚甲醛溶液（内含

０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４）５００ｍｌ灌注固定，取Ｌ３～４
脊髓，在４℃４％多聚甲醛溶液中固定８ｈ，然后石蜡
包埋，每个标本于石蜡切片机上切取５张（同一部
位），片厚５μｍ。免疫组织化学染色采用 ＡＢＣ法，
切片浸入兔抗ｐ３８ＭＡＰＫ多克隆一抗（１５００）４℃
过夜，抗兔ＩｇＧ（１２００）室温３０ｍｉｎ，ＡＢＣ复合物
（１２００）室温３０ｍｉｎ，最后用ＤＡＢ／Ｈ２Ｏ２溶液进行
呈色反应。用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ代替一抗作为阴性



第８期．严晓娣，等．鞘内注射ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂对神经病理性疼痛大鼠脊髓背角脑源性神经营养因子表达的影响 ·８８５　　 ·

对照。每只大鼠取５张脊髓切片染色（其中一张用
于阴性对照染色），在脊髓背角浅层先于４０×１０倍
光镜下观察，然后用 ＭｏｔｉｃＢ５显微摄像系统（Ｍｏ
ｔｉｅＣｈｉｎａ，北京）进行图片采集，用ＣＭＩＡＳ医学图像
分析系统（北航公司），以产物染色灰度进行半定量
分析，以免疫组化指数（阳性面积×Ｄ 值）来表示阳
性反应产物的数量。

１．５　统计学处理　计量数据采用珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行处理。各组术前机械痛阈
值的比较采用单因素方差分析；术后各组机械痛阈
值的比较采用重复测量资料方差分析；各组大鼠在

ＣＣＩ手术前后机械痛的比较采用单因素方差分析；
各组ｐ３８ＭＡＰＫ和ＢＤＮＦ免疫组化结果比较采用
单因素方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　行为学指标　结果（图１）表明：术前各组大鼠
机械痛阈无统计学差异。与术前相比，假手术组在
手术前后机械痛阈值没有统计学差异；与假手术组
相比，ＣＣＩ术后对照组、ＳＢ２０３５８０治疗组机械痛阈
值显著降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；与对照组相比，

ＣＣＩ术后４～１４ｄＳＢ２０３５８０治疗组机械痛阈值明显
升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结果提示在ＣＣＩ模型

中，鞘内注射ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０治疗可
明显提高ＣＣＩ大鼠术后４～１４ｄ机械痛阈值。

图１　各组大鼠在各测试时间点的机械痛阈值

Ｆｉｇ１　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｏｆｒａｔｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．２　损伤侧脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ、ＢＮＤＦ表达的变
化　免疫组化染色结果（图２、３）发现：对照组在ＣＣＩ
术后第１４天损伤侧脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ 表达及

ＢＤＮＦ的释放均较假手术组明显上升（Ｐ＜０．０５）；与
对照组相比，ＳＢ２０３５８０治疗组ｐ３８ＭＡＰＫ表达及

ＢＤＮＦ的释放明显降低（Ｐ＜０．０５）。

图２　各组大鼠ｐ３８ＭＡＰＫ（Ａ～Ｃ）、ＢＮＤＦ（Ｄ～Ｆ）免疫组化染色结果

Ｆｉｇ２　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐ３８ＭＡＰＫ（Ａ，Ｂ，Ｃ）ａｎｄＢＤＮＦ（Ｄ，Ｅ，Ｆ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＡＢＣｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ，Ｄ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｆ：ＳＢ２０３５８０ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　ＣＣＩ术后第１４天损伤侧脊髓背角

ｐ３８ＭＡＰＫ和ＢＤＮＦ免疫组化指数的比较

Ｆｉｇ３　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｉｎｄｅｘｏｆｐ３８ＭＡＰＫａｎｄ
ＢＤＮＦｉｎｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌｄｏｒｓａｌｈｏｒｎ

ｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒＣＣＩｓｕｒｇｅｒｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ｐ３８ＭＡＰＫ在神经病理性疼痛中起着非常重要
的作用。外周神经损伤后可引起脊髓背角小胶质细
胞的激活，Ｐ２Ｘ４受体表达上调，同时神经损伤引起
初级感觉神经元释放的ＡＴＰ与小胶质细胞表面的

Ｐ２Ｘ４受体结合，激活Ｐ２Ｘ４受体；Ｐ２Ｘ４受体激活后，

产生内向电流，引起Ｎａ＋、Ｃａ２＋内流增加，小胶质细

胞内ｐ３８ＭＡＰＫ分泌增加并激活［１３］。给予小胶质
细胞抑制剂ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ抑制小胶质细胞激活后，在
阻止或者延缓神经病理性疼痛出现的同时 ｐ３８
ＭＡＰＫ的表达也明显降低［１２１３］，给予ｐ３８ＭＡＰＫ抑
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制剂后同样可明显提高机械痛阈值。这些结果提示

ｐ３８ＭＡＰＫ的激活对于维持痛觉过敏也是必要的。
本研究结果提示ＣＣＩ术后第１４天损伤侧脊髓背角

ｐ３８ＭＡＰＫ 的 表 达 明 显 增 加，给 予 鞘 内 注 射

ＳＢ２０３５８０可明显提高ＣＣＩ模型大鼠机械痛阈值，与
以往研究［１４］结果类似。

　　外周及中枢神经损伤后ＢＤＮＦ在脊髓小胶质
细胞中的释放明显增加［１５］，并参与伤害性刺激的痛
觉过敏的发生机制［８］，外周神经损伤后激活的小胶
质细胞上Ｐ２Ｘ４受体导致痛觉异常很可能是通过释
放ＢＤＮＦ产生的［１６１７］。当外周神经损伤后引起脊
髓的小胶质细胞激活，Ｐ２Ｘ４受体表达上调，导致小
胶质细胞Ｃａ２＋内流，从而导致细胞内的级联反应，
释放ＢＤＮＦ，引起脊髓神经细胞的Ｃｌ－内流，机体对
无伤害刺激产生痛觉异常和痛觉过敏；可以被ＢＤ
ＮＦ的拮抗剂ＴｒｋＢ缓解［１８］。Ｋｅｒｒ等［１９］认为ＢＤＮＦ
与中枢敏感化有关，并且发现外源性ＢＤＮＦ明显增
强ＮＭＤＡ受体介导的中枢神经敏感化。

　　Ｏｂａｔａ等［１８］研究发现ｐ３８ ＭＡＰＫ 可以调节

ＢＤＮＦ的表达，外周神经受损诱导脊髓ＡＴＰ生成增
加，作用于小胶质细胞上的特异性受体Ｐ２Ｘ４，不仅
激活Ｐ２Ｘ４而且诱导 Ｐ２Ｘ４蛋白表达增加，ＡＴＰ和

Ｐ２Ｘ４的结合可激活ｐ３８ＭＡＰＫ，该激酶再通过激活
下游特定的转录因子而使ＢＤＮＦ在小胶质细胞中
的表达增加，使 用特 异 的 抑 制 剂 使 Ｐ２Ｘ４、ｐ３８
ＭＡＰＫ或ＢＤＮＦ的活性下降可阻断ＡＴＰ的信号传
递。Ｔｒａｎｇ等［２０］的研究进一步提出外周神经损伤后

脊髓的小胶质细胞被激活，Ｐ２Ｘ４受体表达上调后，
可能通过ｐ３８ＭＡＰＫ和小胶质细胞内Ｃａ２＋内流的
作用，使小胶质细胞ＢＤＮＦ释放增加。

　　 综上所 述，鞘 内 注 射 ｐ３８ ＭＡＰＫ 抑 制 剂

ＳＢ２０３５８０可有效改善ＣＣＩ模型大鼠术后病理性疼
痛，并降低损伤侧脊髓背角ｐ３８ＭＡＰＫ的表达及

ＢＤＮＦ的释放，可见ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路参与了

Ｐ２Ｘ４受体激活导致ＢＤＮＦ的释放这个慢性神经病
理性疼痛机制。
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