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  摘 要:目的 观察电针对大鼠神经病理性疼痛及谷氨酸受体1(GluR1)表达的影响,探讨电针镇痛效应

机制。方法 将36只SD大鼠随机分为假模组、模型组、电针组,每组12只。前两组采用脊神经结扎(SNL)的

方法建立大鼠神经痛模型,假模组仅分离脊神经不结扎。电针组在造模后7
 

d电针干预大鼠患侧“足三里”“环

跳”穴,其他两组仅给予固定,不予治疗,每次30
 

min,1次/d,连续7
 

d。在造模前1
 

d及造模后第3、5、7、10、12、
14天分别测定大鼠机械缩足反射阈值(MWT)及热缩足反射潜伏期(TWL),术后15

 

d处死大鼠,取大鼠L4~
L6段腰膨大脊髓,用免疫组化及 Western

 

blot检测GluR1蛋白的表达,采用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)
检测GluR1-mRNA的表达。结果 与假模组相比,模型组大鼠痛阈值明显降低,差异有统计学意义(P<
0.01),出现痛觉过敏;电针干预后,电针组较模型组痛阈值明显升高,差异有统计学意义(P<0.01),与假模组

相比,模型组与电针组GluR1
 

蛋白及 mRNA表达水平明显增高,差异有统计学意义(P<0.01),与模型组相

比,电针组GluR1
 

阳性蛋白表达水平明显下调,差异有统计学意义(P<0.01)。结论 电针“足三里”“环跳”穴

可以缓解大鼠神经病理性疼痛,该作用可能与其下调大鼠脊髓背角AMPA受体GluR1的表达密切相关。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

electro-acupuncture
 

on
 

neuropathic
 

pain
 

and
 

glutamate
 

re-
ceptor

 

1
 

(GluR1)
 

expression
 

in
 

rats,and
 

to
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

electro-acupuncture
 

analgesia.Methods
 A

 

total
 

of
 

36
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham
 

model
 

group,model
 

group
 

and
 

electro-acupuncture
 

group,with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

first
 

two
 

groups
 

used
 

the
 

method
 

of
 

spinal
 

nerve
 

ligation
 

(SNL)
 

to
 

es-
tablish

 

the
 

rat
 

model
 

of
 

neuralgia,while
 

the
 

sham
 

model
 

group
 

only
 

separated
 

the
 

spinal
 

nerve
 

without
 

liga-
tion.The

 

electro-acupuncture
 

group
 

intervened
 

at
 

Zusanli
 

and
 

Huantiao
 

acupoints
 

on
 

the
 

affected
 

side
 

of
 

rats
 

7
 

days
 

after
 

modeling.The
 

remaining
 

groups
 

were
 

only
 

fixed
 

without
 

treatment,30
 

min
 

each
 

time,once
 

a
 

day
 

for
 

7
 

days.The
 

mechanical
 

foot
 

reflex
 

threshold
 

(MWT)
 

and
 

thermal
 

foot
 

reflex
 

latency
 

(TWL)
 

were
 

meas-
ured

 

1
 

day
 

before
 

and
 

3,5,7,10,12
 

and
 

14
 

days
 

after
 

the
 

establishment
 

of
 

the
 

model.Rats
 

were
 

killed
 

15
 

days
 

after
 

the
 

operation.L4-L6
 

lumbar
 

enlarged
 

spinal
 

cord
 

was
 

taken
 

from
 

the
 

rats.The
 

expression
 

of
 

GluR1-mR-
NA

 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot.The
 

expression
 

of
 

GluR1
 

gene
 

was
 

detected
 

by
 

reverse
 

transcription-pdymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR).Results Compared
 

with
 

the
 

sham
 

model
 

group,
the

 

pain
 

threshold
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

(P<0.01),and
 

there
 

was
 

hyperalgesia.After
 

e-
lectro-acupuncture

 

intervention,the
 

pain
 

threshold
 

of
 

the
 

electro-acupuncture
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

sham
 

model
 

group,the
 

GluR1
 

protein
 

and
 

mR-
NA

 

expression
 

water
 

of
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

electro-acupuncture
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

(P<
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0.01).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

GluR1
 

positive
 

protein
 

in
 

the
 

electro-acupunc-
ture

 

group
 

decreased
 

significantly
 

(P<0.01).Conclusion Electro-acupuncture
 

at
 

Zusanli
 

and
 

Huanjuan
 

can
 

relieve
 

neuropathic
 

pain
 

in
 

rats,which
 

may
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

down-regulation
 

of
 

AMPA
 

receptor
 

GluR1
 

ex-
pression

 

in
 

the
 

dorsal
 

horn
 

of
 

spinal
 

cord.
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words:neuropathic
 

pain; electroacupuncture; glutamate
 

receptor
 

1; zusanli; circumferential
 

jump

  神经病理性疼痛(NP)是指由躯体中枢或外周神

经系统受到损伤或疾病而直接引起的疼痛综合征,其
临床表现主要为自发的持续性或多变性疼痛及痛觉

过敏和(或)痛觉超敏[1]。NP发病机制较为复杂,目
前仍缺乏较为有效的治疗措施[2]。谷氨酸(Glu)作为

中枢神经系统最重要的兴奋性神经递质,通过不同的

受体在外周及脊髓痛信号感受、传递、调制过程中具

有重要作用。谷氨酸受体1(GluR1)作为 AMPA受

体最重要的亚单位,中介中枢神经系统兴奋性突触传

递,通过脊髓背角神经元的中枢敏化参与 NP的发

生[3]。电针(EA)疗法作为发挥针刺和电刺激双重作

用的现代针灸疗法,被应用于临床各类疼痛的治疗且

疗效显著,但是电针镇痛的内在机制尚未明确,对于

其分子机制的研究可以为临床诊治开启新的思路,本
实验旨在探讨电针对大鼠神经病理性疼痛及GluR1
表达的影响,以期为针刺镇痛的机制研究提供理论

依据。
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 选用SPF级SD大鼠36只,
体质量(250±50)g,由湖北医药学院实验动物中心提

供(NO:42000900000482)。适应性饲养1周后,随机

分为假模组(Sham)、模型组(SNL)、电针组(SNL+
EA),各12只。实验动物饲养室温(22±2)℃,12

 

h/
12

 

h光照,普通饲料与垫料,自由饮食及摄水。实验

过程中对动物的处置均符合2006年科技部发布的

《关于善待实验动物的指导性意见》中的相关规定。
1.2 主要仪器与试剂 2450型爪痛觉测试仪(美国

IITC
 

LifeScience公司)、37370型爪热觉测试仪(意大

利UGO公司)、SP8双分子共聚焦显微镜(德国Leica
公司)、低温冰冻切片机(德国Leica)、凝胶成像仪(美
国Bio-Rad)、ViiA7实时荧光定量PCR仪(美国ABI
公司)、Hands低频电子脉冲治疗仪(广州康迈医疗器

械有限公司)、华佗牌无菌针灸针(苏州医疗用品厂有

限公司,规格0.25×13.00
 

mm)、多聚甲醛(美国Sig-
ma,LOT:MKCD5277)、RIPA 裂 解 液(美 国 CST,
LOT:13)、PMSF(美国Sigma,LOT:P7626)、Anti-
Glu

 

抗体(美国CST,LOT:MKCD5277)、ECL显影

液(美国
 

millipore,LOT:1805001)、胎牛血清(美国

Gbico,LOT:1861242)、PhoStop磷酸酶抑制剂(瑞士

罗氏,LOT:180703)、Trizol裂解液(美国
 

Invitrogen,
LOT:160003)。
1.3 动物模型 模型组、电针组参照Kim

 

SH[4]的方

法制作L5脊神经结扎(SNL)的神经病理性疼痛模

型,大鼠称重,5%水合氯醛(0.6
 

mL/100
 

g)腹腔麻醉

后,俯卧 位 固 定 于 恒 温 手 术 台,备 皮 消 毒,于 大 鼠

L4~S1棘突水平沿背部皮肤向右旁开5
 

mm处作一

纵向中线切口,钝性分离肌肉组织至L5横突,咬除横

突,暴露并分离出L5脊神经后,用6-0丝线结扎L5
脊神经,消毒后逐层缝合切口,肌肉注射青霉素预防

感染。假模组大鼠实施相同的手术过程,但仅分离脊

神经不结扎。
1.4 干预方法 电针组在造模后7

 

d开始电针治疗,
参照《实验针灸学实验指导》[5]标准穴位图谱选取术

侧“足三里”“环跳”穴,将大鼠固定,应用无菌针灸针

(规格:0.25×13.00
 

mm)针刺后,连接 Hans低频电

子脉冲治疗仪(疏密波频率8~80
 

HZ、转换14
 

次/
min,电压1.5

 

V,电流1
 

mA)通电治疗20
 

min,1次/
d,共进行7

 

d治疗。模型组和假模组只给予固定。
1.5 疼痛行为学检测 (1)机 械 缩 足 反 射 阈 值

(MWT):参照0bata[6]的方法,于造模前及造模后3、
5、7、10、12、14

 

d,采用2450型爪痛觉测试仪测定各组

大鼠患侧 MWT值。于安静大鼠右后肢足底逐渐用

力加压至逃避型抬腿,记录抬腿时施加最大力度(g),
重复6次,间隔5

 

min,去掉最大、最小值后取平均值。
(2)热缩足反射潜伏期(TWL):参照 Hargreaves[7]的
方法,于造模前及造模后3、5、7、10、12、14

 

d,采用

37370型爪热觉测试仪测定各组大鼠患侧TWL值。
仪器发射红外光照射大鼠右后肢足底,大鼠逃避性抬

腿时,仪器自动切断热源并记录开始照射至出现缩足

逃避反射时间(s),重复5次,每次间隔10
 

min,去掉

最大、最小值后取平均值。
1.6 组织取材 造模15

 

d后,将各组大鼠用5%水

合氯醛(0.6
 

mL/100
 

g)腹腔麻醉,沿背部中线剪开皮

肤分离肌肉,暴露L4~L6段腰椎,咬骨钳剪断脊椎并

迅速取出L4~L6段腰膨大脊髓。每组4只大鼠脊髓

置于冻存管中放于液氮罐中保存,用于 Western
 

blot
检测,每组4只大鼠脊髓置入无RNase的无菌EP管

中,用于RT-PCR检测,各组另4只大鼠5%水合氯醛

(0.6
 

mL/100
 

g)腹腔麻醉后,经心脏灌注后取出

L4~L6段腰膨大脊髓,用于免疫组化检测。
1.7 蛋白免疫印迹法(Western

 

blot)检测 将置于

冻存管中放于液氮罐中保存的组织取出,处理如下:
(1)4

 

℃将脊髓匀浆液离心,提取总蛋白,超声波裂解,
从裂解液中分离提取生物化蛋白;(2)组织匀浆后提
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取蛋白成分变性,蛋白样品通过聚丙烯酰胺凝胶(积
层胶浓度5%,分离胶浓度10%),电泳2.5

 

h,将分离

的蛋白转移到PVDF膜上(湿转100
 

ma,2
 

h);(3)转
膜后,将膜置于5%脱脂牛奶中室温封闭1

 

h;(4)加一

抗Anti-Glu
 

抗体(1∶500),孵育(4
 

℃,过夜),TBST
漂洗3次,5

 

min/次;(5)加二抗室温孵育1
 

h,TBST
漂洗3次,5

 

min/次,ECL显影,将条带在显像仪中

曝光。
1.8 免疫组化 将灌注取材的组织4%多聚甲醛固

定2
 

h,30%蔗糖沉糖48
 

h,O.C.T包埋,切片(20
 

μm),将附有样品的载玻片PBS漂洗3次,5
 

min/次,
免疫组化笔标记后,5%驴血清室温封闭10

 

min,孵育

一抗后于避光湿盒中4
 

℃过夜,次日在室温中复温30
 

min,PBS漂洗3次,5
 

min/次,二抗37
 

℃避光孵育1
 

h,PBS漂洗3次,5
 

min/次,防猝灭甘油封片后,留作

共聚焦显微镜拍摄用。
1.9 RT-PCR 组织称重后,加入适量Trizol裂解液

(脊髓组织∶Trizol=50~80
 

mg∶1
 

mL),匀浆后加

入适量三氯甲烷(Trizol∶三氯甲烷=1
 

mL∶200
  

μL
 

),混匀后4
 

‱静置10
 

min,12
 

000
 

r/min离心15
 

min,吸取上层清液加入适量-20
 

℃预冷异丙醇,混
匀后-20

 

℃静置1.5
 

h,12
 

000
 

r/min离心15
 

min,加
入75%乙醇清洗沉淀后再次离心,弃去75%乙醇后

静置15
 

min,加入30
  

μL
 

DEPC水溶解沉淀。紫外分

光光度计检测RNA的 OD值与浓度,水平凝胶电泳

检测RNA的降解程度。根据TaKaRa逆转录试剂盒

配制 RNA 逆转体系,完成 RNA 向cDNA 的逆转。
GluR1引物上游序列5'-CAG

 

CGA
 

CGG
 

CAA
 

ATA
 

TGG
 

AG-3',下游序列5'-CCG
 

GAC
 

CAA
 

GGT
 

TAT
 

GGT
 

CAA-3',内 参β-actin引 物 上 游 序 列5'-GAC
 

TCA
 

TCG
 

TAC
 

TCC
 

TGC
 

TTG
 

CTG-3',下游序列5
'-GAC

 

TCA
 

TCG
 

TAC
 

TCC
 

TGC
 

TTG
 

CTG-3',根据

TaKaRa的SYBR荧光染料试剂盒配制定量PCR的

体系,扩增反应条件:95
 

℃预变性30
 

s,95
 

℃变性50
 

s,60
 

℃退火及延伸34
 

s,反应持续40个循环,导出扩

增结果并采用2-ΔΔCT 法计算目的基因的拷贝数。
1.10 统计学处理 本研究所有数据采用SPSS22.0
软件进行统计学分析,计量资料以x±s计组间比较

采用单因素方差分析(Analysis
 

of
 

Variance,ANO-
VA),以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 疼痛行为学观察 (1)各组大鼠患侧 MWT结

果比较:与假模组相比,模型组、电针组 MWT值造模

后各时间点比较差异明显,差异有统计学意义(P<
0.01);电针组 MWT值第10天起持续升高,造模后

第10、12、14天明显高于模型组,差异有统计学意义

(P<0.01)。见图1。(2)各组大鼠患侧TWL结果比

较:与假模组相比,模型组、电针组TWL值造模后各

时间点比较差异有统计学意义(P<0.01);电针组

TWL值第10天起持续升高,造模后第10、12、14天

明显高于模型组,差异有统计学意义(P<0.01)。见

图2。

图1  各组大鼠患侧 MWT结果比较

  注:与假模组相比,*P<0.01;与模型组相比,#P<0.01
图2  各组大鼠患侧TWL结果比较

图3  GluR1在脊髓背角的免疫组化结果

2.2 各组大鼠脊髓背角GluR1蛋白表达结果比较 
免疫荧光法检测GluR1在腰膨大段(L4~L6)脊髓背

角处的表达(图3)模型组表达明显增多,电针干预后

GluR1表达减少,荧光定量结果(图4)显示模型组

GluR1阳性蛋白明显高于假模组,差异有统计学意义

(P<0.01),电针组低于模型组,差异有统计学意义
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(P<0.01),但仍然高于假模组,差异有统计学意义

(P<0.01)。

  注:与假模组相比,*P<0.01;与模型组相比,#P<0.01
图4  GluR1在脊髓背角的免疫定量结果

  Western
 

blot结果显示模型组模型组GluR1
 

阳

性蛋白明显高于假模组,差异有统计学意义(P<
0.01),电针治疗能够有效降低GluR1蛋白的表达,与
模型组比较差异具有统计学意义(P<0.01),但仍然

高于假 模 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.01)。见

图5、6。

图5  各组大鼠GluR1的蛋白免疫印迹图

  注:与假模组相比,*P<0.01;与模型组相比,#P<0.01
图6  各组大鼠GluR1的蛋白表达情况

2.3 各组大鼠脊髓背角GluR1
 

mRNA表达结果比

较 实时荧光定量 PCR 检测显示,模型组 GluR1
 

mRNA表达水平明显上调高于假模组,差异有统计学

意义(P<0.01),电针组GluR1
 

mRNA表达水平低

于模型组,差异有统计学意义(P<0.01),但仍然高于

假模组,差异有统计学意义(P<0.01)。见图7。

  注:与假模组相比,*P<0.01;与模型组相比,#P<0.01
图7  各组大鼠GluR1

 

的基因表达情况

3 讨  论

  目前神经病理性疼痛的动物模型有很多,本实验

选用L5结扎制备大鼠SNL模型,是目前最为广泛应

用的外周神经损伤性神经病理性疼痛模型[8],通过痛

阈测定显示SNL术后,大鼠MWT、TWL呈进行性的

下降,提示造模制备是成功的。神经病理性疼痛与临

床的“下肢疼痛性疾病”类似。“足三里”“环跳”穴是

治疗下肢疼痛性疾病的经验效穴,“环跳穴”多用于治

疗坐骨神经痛、腰椎间盘突出症、下肢痛等病证,多为

脊神经、坐骨神经受到压迫、刺激或损伤导致,“足三

里穴”也是普遍认可的具有镇痛作用的穴位之一[9],
所以本次实验选用此两穴进行研究。

兴奋性氨基酸尤其是Glu的释放增多及其受体

异常激活所导致的一系列信号级联反应是导致神经

病理性痛脊髓背角神经元敏化产生的重要机制之一,
且在痛觉过敏的形成中各种不同类型的Glu受体均

起到 了 非 常 重 要 的 作 用。脊 髓 背 角 胞 膜 GluR1/
GluR2比例变化可对膜AMPA受体的兴奋性产生影

响,且与疼痛信号的转导存在一定的相关性。有研究

发现GluR1基因敲除小鼠脊髓神经元AMPA受体可

通过降低Ca2+通透性减弱其对急性炎性痛觉过敏反

应,而GluR2基因敲除小鼠脊髓AMPA受体可通过

增加 Ca2+ 通 透 性 增 强 其 对 急 性 炎 性 痛 觉 过 敏

反应[10]。
电针疗法以针刺结合电脉冲,在初级神经通路水

平发挥不同效应,电针刺激可改善机体循环,减轻炎

性反应和渗出,缓解神经痛症状[11]。近年来对于电针

镇痛的机制研究取得较大进展,李思思等[12]研究发现

电针对慢性神经损伤性疼痛过敏有显著改善作用,并
且能抑制脊髓背角小胶质细胞及BDNF的表达。冯

克辉[13]研究发现电针对脊髓背角神经元突触可塑性

变化的形成可起到显著抑制作用,可使脊髓背角神经

元的敏感化明显减弱,以此来起到镇痛效果。吴辛甜

等[14]研究发现NP大鼠NOS阳性神经元表达显著升

高,而经电针治疗后NOS阳性神经元显著降低,表明

电针减轻神经病理性痛的痛过敏可能与其调控脊髓

NOS的功能有关。蔡振华等[15]发现电针刺激“足三

里”穴位可明显改善SNI大鼠的机械痛敏状态,且与

同时段模型组比较脊髓中Glu含量明显减少,表明电

针刺激“足三里”穴位可有效抑制Glu的表达,其从源

头上阻遏了中枢敏化形成,以此起到减轻神经病理性

疼痛大鼠的热痛和机械痛的作用[16]。谢朝晖等[17]研

究发现电针联合曲马多治疗NP协同效应较好,分析

其原因可能是通过调节脊髓中促炎/抗炎细胞因子含

量而起到镇痛作用。YU 等[18]发现电针可以通过

ERK1/2信号通路下调CCI大鼠脊髓中P2X3受体蛋

白和mRNA表达发挥镇痛作用。针刺信号在经过脊

髓背角内时会发生节段性抑制,部分信号通过脊髓外

侧索后可将内侧网状结构激活以及对脊髓传入纤维

末梢的去极化而起到突触前抑制作用,而电针刺激信

息经延脑和中脑后会发生整合使之共同受到大脑皮
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层的控制,整体构成一个复杂的针刺镇痛网络系统。
本研究结果发现电针后SNL大鼠 MWT、TWL

阈值明显升高,表明电针对SNL所致神经病理性疼

痛有明显的镇痛作用,通过免疫组化及 WB从蛋白水

平检测SNL大鼠L4~L6脊髓中AMPA受体GluR1
蛋白表达明显升高,而电针组较模型组明显下调,但
仍高于假模组。应用荧光定量PCR检测其 mRNA
结果一致,表明电针对于大鼠脊髓中 AMPA 受体

GluR1的表达具有一定调节作用,以此推测电针对神

经病理性疼痛的镇痛效果可能与调节GluR1在突触

后膜上的表达量有关。AMPA受体GluR1在大鼠腰

膨大段的脊髓背角浅层表达丰富,而腰膨大是调控下

肢痛觉信号转入的重要组成部分,增多的GluR1亚基

促进了疼痛信号的转入,而GluR1亚基的增多可能与

后膜内肌动蛋白的动态组装有关,电针疗法在恢复

GluR1表达水平的同时,增强了大鼠的的痛阈值,也
减轻了SNL大鼠的痛觉过敏,因此提示笔者 GluR1
可能在神经病理性疼痛的生理病理中发挥重要的作

用,但是本实验仅从GluR1在脊髓背角浅层的表达上

探讨了电针疗法对其影响,进一步研究其与突触前膜

或后膜的特异性标记物共定位,以及突触后膜内肌动

蛋白的动态组装,是否在突触后膜水平缓解了疼痛,
以及突触重塑存在的潜在调节机制是临床研究中下

一步的重点研究方向。
4 结  论

  电针“足三里”“环跳”穴可以缓解大鼠神经病理

性疼痛,该作用可能与其下调大鼠脊髓背角 AMPA
受体GluR1的表达密切相关。
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