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累加电针提高神经痛大鼠背根神经节 GDNF mRNA的表达
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【摘要】　目的　观察累加电针对神经痛大鼠背根神经节 (DRG)中胶质细胞源性神经营养因子 ( GDNF) mRNA表达的影响。

方法　实验分为 3组 ,对照组为正常大鼠 ,神经痛组为大鼠坐骨神经慢性限制性损伤 (CC I)致神经痛模型 ,神经痛 +电针组为

术后第 7 d起隔日给予神经痛大鼠累加电针治疗。各组动物处死后 ,取 L4 2L6 DRG,冰冻切片 ,采用原位杂交的方法 ,观察累加

电针对神经痛大鼠 DRG中 GDNF mRNA表达的影响。结果　大鼠坐骨神经结扎后出现显著热痛敏 ,累加电针能明显抑制神

经痛大鼠热痛敏 ; CC I诱发神经痛后 ,大鼠 DRG中 GDNF mRNA表达明显增高 ,累加电针可以使其进一步增高。结论　实验

提示内源性 GDNF可能参与累加电针对大鼠神经痛的治疗作用。
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【Abstract】　O bjective　To investigate the effect of cumulative electroacupuncture ( EA) on the exp ression of glial cell line2derived

neurotrophic factor ( GDNF) mRNA in dorsal root ganglions (DRG) of neuropathic pain rats. M ethods　Rats were random ly divided

into three group s: control group, neuropathic pain (NP) group and EA group. Chronic constriction injury (CC I) to sciatic nerve was

performed on rats to induce neuropathic pain. On the 7th day after surgery, ratswith hyperalgesia to radiant heatwere selected as neuro2
pathic pain rats and one group received cumulative EA treatment once every other day. Exp ressions of GDNF mRNA in L4 2L6 DRG of

different group s were exm ined using in situ hybridization technique. Results　The results showed that CC I surgery induced stable and

lasting hyperalgesia and cumulative EA had potent analgesia effect on heat hyperalgesia of neropathic pain rats. The exp ression of GD2
NF mRNA in DRG was significantly increased during neuropathic pain and could be further enhanced by cumulative EA. Conclusion　

Our results suggested that endogenous GDNF m ight be involved in EA analgesia on neuropathic pain of rats.
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　　胶质细胞源性神经营养因子 ( GDNF)是于 1993年由小

鼠胶质细胞系 B49中分离出的糖基化的二硫键结合的同源

二聚体蛋白质 ,其结构特点属于转化生长因子β ( transfor2
m ing growth factor2β)超家族的成员 [ 1 ]。GDNF在中枢和外周

神经系统广泛存在 ,对多种神经元的发育、存活和再生有着

强大的支持作用。近来许多证据表明 , GDNF与病理性疼痛

尤其是神经痛有着密切的联系。

针刺是一种有效而副作用极少的治疗神经痛的手段 ,这

一点在临床及动物实验中均得到证实 [ 224 ]。本实验室杨向红

等 [ 5 ]也证明 ,电针能明显提高坐骨神经慢性限制性损伤所导

致的神经痛大鼠痛阈。一般认为 ,针刺镇痛是由痛信号与针

刺信号在神经系统的各个层面发生整合 ,从而抑制痛信号的

传递 ,神经系统中阿片肽在针刺镇痛中起重要作用 [ 628 ]。但

由于神经痛发病机制以及针刺调整效应的复杂性 ,针刺抗神

经痛的机制尚有待于进一步研究 ,其他内源性活性物质也可

能参与了针刺抗神经痛过程。有证据表明 ,在帕金森病大鼠

模型上 ,中枢神经系统内的 GDNF可能参与了针刺对大鼠帕

金森病的治疗作用 [ 9 ]。本实验拟在神经痛大鼠模型上观察

累加电针对神经痛大鼠 DRG中 GDNF mRNA表达的影响 ,

进一步探讨 GDNF在电针抗神经痛中的作用。

1　材料与方法
1. 1　材料

雄性 SD大鼠 ,体重 1802200 g,购自复旦大学上海医学

院动物部。336型辐射热测痛仪 ( IITC INC. L ife Science In2

strument, U. S. A. ) 。G680522型多功能电针治疗仪 (上海

医用电子仪器厂 )。
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1. 2　方法

1. 2. 1　CC I模型 [ 10 ] :大鼠用戊巴比妥钠麻醉后 ,钝性分离左

侧后肢肌肉 ,暴露坐骨神经干 ,每隔 1 mm轻微结扎一道 420
羊肠线 ,共扎四道。对侧做假手术 ,只暴露坐骨神经 ,不结

扎。手术后注射青霉素 G10万 U,以预防术后伤口感染。

1. 2. 2　测痛 :手术后第 7 d测痛筛选热痛敏神经痛大鼠。

安静环境中 ,室温 20 ±2°C,将大鼠放入 336型辐射热测痛

仪的玻璃格子中 ,全身可以自由活动。待大鼠静置 20 m in

后 ,用强光照射大鼠足掌 ,测定大鼠的抬脚潜伏期 (paw with2
drawal latency, PWL)。为防止大鼠脚底热辐射烫伤 ,将上限

值 ( cut2off time)定为 20 s。

1. 2. 3　电针 :安静环境中 ,室温 20 ±2°C,将大鼠躯干固定

于木架上 ,头部与四肢可自由活动 ,待大鼠静置 20 m in后 ,

将 28号针灸针刺入大鼠单侧“环跳”与“阳陵泉”穴 ,通过电

针治疗仪给予“疏密波”(疏波频率约 4 Hz,串长 2. 5 s,密波

频率约 60 Hz,串长 5 s) ,强度以引起大鼠后肢肌肉轻微抖动

而不嘶叫为宜 ( < 1 mA)。自手术后第 7 d起给予累加电针

治疗 ,隔日 1次 ,每次 30 m in,持续 3 w。

1. 2. 4　切片 :取材时间点为手术后 2 w、3 w、4 w,分别对应

电针治疗 1 w、2 w、3 w,将大鼠用戊巴比妥钠麻醉 ,左心室插

管灌注固定 ,先以 250 m l生理盐水速灌冲洗 ,继之灌入 350

m l含 4%多聚甲醛的 0. 1 M磷酸钠缓冲液 ( PB, pH 7. 4)。

灌注完毕后 ,剥离 L4 2L6背根神经节 ,置于上述固定液 4 °C

放置 5 h,随之浸泡在含 20%蔗糖的 0. 1 M磷酸钠缓冲液

(pH7. 4) 426 h,然后浸泡在含 30%蔗糖的 0. 1 M磷酸钠缓

冲液 4 °C放置。待标本沉至容器底部后 ,在半导体致冷的

切片机上 (Reichert2Jung恒冷切片机 ,德国 )制备 30μm厚冰

冻冠状切片 ,收集于含 30%蔗糖、30%乙二醇的 0. 05 M磷

酸钠缓冲盐溶液 ( PBS, pH7. 4) ,置 - 20 °C保存。

1. 2. 5　原位杂交 (漂浮法 ) :切片预处理如下 : ( 1) 切片漂

浮于 0. 1 M PBS液 (pH7. 4) 5 m in; (2)含 4%多聚甲醛的 0. 1

M PBS液固定 5 m in; (3) 0. 1 M PBS液漂洗 , 15 m in ×4次 ;

(4) 含 1. 5μg/m l蛋白酶 K的 TE液 (含 1 mM EDTA的 0. 01

M Tris2HCl缓冲液 , pH8. 0)消化 , 37 °C, 30 m in; ( 5) 0. 1 M

PBS液漂洗 , 15 m in×2; (6) 含 0. 25%乙酸酐的 0. 1 M三乙

醇胺处理以降低背景 , 10 m in; (7) 含 50%甲酰胺的 4 ×SSC

( saline sodium citrate)平衡 20 m in。将切片挑入含 0. 5μg/m l

地高辛标记的 GDNF mRNA探针 ( 5′2AGTATTTTGTCGTA2
CATTGTCTCGGCCGCTTCACAGGAACCGCTACAATAT23′[ 11 ]

nucleotides ( nt 4782528)的杂交液 (50%甲酰胺 , 5 ×SSC, 2%

B locking Reagent, 0. 02% SDS)中 ,在 37 °C反应 20 h进行原

位杂交。杂交完毕 ,按以下程序漂洗切片 : 2 ×SSC, 15 m in ×

2; 2 ×SSC (含 RNase A 20μg/m l) , 37 °C, 30 m in; 0. 1 ×SSC,

42 °C, 15 m in×2。然后脑切片按如下步骤进行 D IG免疫化

学显色反应 : (1) BufferI中平衡 2 m in; (2) BufferⅡ中孵育 ,

37 °C, 30 m in; (3) 碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体 Fab片

断以 1∶2500稀释于抗体稀释液中 ,放入脑切片 , 37 °C孵育

2 h; (4) Buffer Ⅰ中漂洗 15 m in ×2; (5) Buffer Ⅲ中平衡 5

m in; (6) NBT和 BC IP显色液中室温下避光显色 7 h; (7) TE

液中漂洗 5 m in×2,以终止显色反应。PBS液中贴片 ,凉干 ,

无水乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,中性树胶封片。

1. 2. 6　图像处理 :应用计算机图像分析系统进行图像处理

(Leica Q500 IW , Gemany)。每张切片在 ×50的镜下 ,测量视

野内的平均光密度和阳性面积占总面积的百分比。每只大

鼠取 6张切片 ,每个神经节各取两张 ,计算平均值。

1. 3　统计学处理

SPSS10. 0计算机统计软件进行数据处理 ,所有数据均

用平均值 ±标准误 ( x ±S x)表示。单因素方差分析 (one way

ANOVA)进行数据比较 , P < 0. 05有显著性意义。

2　结果
2. 1　累加电针镇痛效果

CC I术后第 7 d,大鼠出现显著、稳定的热痛敏 (对照组

PWL: 12. 48 ±0. 46 s,神经痛组 PWL: 5. 24 ±0. 33 s)。给予

累加电针治疗后 ,神经痛大鼠缩爪潜伏期延长 ,痛敏减弱 ,第

3次电针之后 ,与神经痛组相比有显著性差异 ( PWL: 9. 99 ±

0. 35 s vs 5. 57 ±0. 24 s, P < 0. 05, n = 12) ,并且随着电针次

数的增加 ,神经痛大鼠缩爪潜伏期进一步延长 (累加电针持

续 3 w后 , PWL: 10. 34 ±0. 58 s vs 5. 46±0. 36 s, P < 0. 001, n

= 12) ,提示电针对神经痛大鼠具有显著累加镇痛作用。

2. 2　GDNF mRNA表达变化

无探针、正义链孵育、RNA酶预处理的切片不显示杂交

信号。GDNF mRNA阳性信号呈蓝紫色 ,阳性细胞为 DRG

内神经元周围的雪旺氏细胞和卫星细胞 (图 1, A箭头所指

为雪旺氏细胞和卫星细胞 )。图像分析结果显示 ,与对照组

相比 ,神经痛大鼠 DRG中 GDNF mRNA阳性细胞平均光密

度及阳性面积占总面积的百分比均明显增加 ,而累加电针可

以使两项指标进一步增加。 (图 2)。

3　讨论
以往的研究认为 GDNF是靶组织源性 ,即由外周组织合

成 ,然后被神经末梢摄取 ,逆向运输至 DRG初级感觉神经元

胞体 ,但这不能很好地解释 GDNF在轴突的顺向运输现象。

最近的研究发现 , DRG初级感觉神经元周围的胶质细胞 ,即

雪旺氏细胞和卫星细胞 ,也能合成和分泌 GDNF,然后被神

经元内化 ,再顺向运输至外周和中枢末端 [ 12, 13 ] ,这也同时解

释了在脊髓背角 GDNF蛋白只存在于浅层感觉传入纤维末

梢。本实验通过原位杂交技术 ,验证了 GDNF mRNA在 DRG

中只存在于雪旺氏细胞和卫星细胞 ,而神经元胞体中没有阳

性信号。

本实验结果表明 ,累加电针可以提高神经痛大鼠 DRG

中 GDNF mRNA的表达 ,提示累加电针可以激活内源性 GD2
NF系统的功能。最近 ,多个实验室分别报道了蛛网膜下腔

给予 GDNF或是通过基因工程技术使 GDNF高表达 ,均可以

显著抑制大鼠神经痛 [ 14216 ]。许多证据也表明 , GDNF可能通
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图 1　原位杂交结果显示累加电针对神经痛大鼠 D RG中 GD NF m RNA表达的影响

A箭头所指为雪旺氏细胞和卫星细胞 , B =对照组 , C =神经痛组 , D =神经痛 +电针组

F igure 1　Effect of accum ula tive EA on the expression of GD NF m RNA in D RG of neuropa th ic pa in ra ts.

Photom icrographs show the change of the exp ression of GDNF mRNA. (A ) A rrows point to positive signal of GDNF mRNA, B = Control

group, C = NP group, D = NP + EA group.

图 2　累加电针对神经痛大鼠 D RG中 GD NF m RNA表达的影响　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs对照组 ; #P < 0. 05, ##P < 0. 01 vs神经痛组 A

平均光密度表化 , B阳性面积占总面积百分比变化 ( n = 6)

F igure 2　Effect of accum ula tive EA on the expression of GD NF m RNA in D RG of neuropa th ic pa in ra ts. 3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs Control

group; #P < 0. 05, ##P < 0. 01 vs NP group ( n = 6)

过多种途径对神经痛发挥抑制作用。比如 , GDNF可以抑制

促使神经痛发生的 A类传入纤维出芽和神经肽 Y的表达增

加 ,阻断粗的有髓传入纤维的异位电活动。另外 , GDNF还可

以促进某些内源性镇痛物质如生长抑素的释放。本实验室

的研究也发现 ,如果蛛网膜下腔给予针对 GDNF特异性、高

亲和力受体 GFRα21的反义寡核苷酸 ,阻断 GFRα21的表达 ,

则可以减弱累加电针对大鼠神经痛的治疗作用 (待发表 )。

这表明内源性 GDNF可能参与了累加电针对大鼠神经痛的

治疗过程 ,其作用机制有待于进一步研究。
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·相关链接·

神经病理性疼痛与背根神经节

　　神经病理性疼痛是由于神经损伤所引起 ,从神经损伤 (伤害性刺激 )到疼痛产生 ,在神经系统发生了一

系列复杂的电学和化学的变化。其基本过程是 :伤害性刺激在外周初级感觉神经元换能 ,转变成电信号 ,经

脊髓、脑干和丘脑的传递和调制 ,最后在大脑皮层产生痛觉。背根神经节 ( dorsal root ganglion, DRG)作为痛

觉传入的第一级神经元在痛觉的外周机理中起着极为重要的作用。

·D RG和痛觉传入纤维 :DRG是感觉传入的第一级神经元 ,属于假单极初级感觉神经元 ,胞体发出单个轴

突在节内延伸一段长度后分为两支 :一支为外周神经轴突 ,伸向外周组织 ,接受感觉信息 ;另一支为中枢轴

突 ,将外周传入信息送至脊髓背角 ,完成初级感觉信息的传递。

·D RG细胞的异位放电 :充分的证据表明神经损伤所致的痛觉过敏 ( hyperalgesia)、痛性感觉异常 ( allodyn2
ia)和自发的持续性疼痛都是由初级传入神经元的变化所引起。

·损伤及邻近未损伤神经纤维的作用 :脊神经扎 ( sp ind nerve L igation, SNL )神经损伤模型中至少有 2组传

入纤维产生异位放电 :损伤及邻近未损伤传入纤维。二者都被假设成能诱发并维持神经病理性疼痛 ,到底神

经病理性疼痛由哪一种诱发和维持仍是一个有争议的问题。目前采用了 3种不同的方法来研究这个问题 :

选择性脊神经切断术 ,电生理记录 ,分子生物学及免疫组化方法。

·D RG细胞传入纤维的分工 :脊神经损伤所致的热 /冷痛觉过敏及触诱发痛可能由不同的 DRG细胞传入纤

维介导。SNL所致的热痛敏同伤害性热刺激一样由辣椒素敏感的 C纤维传导 ,而触诱发痛由 A类纤维传

导。

·D RG神经元的离子通道 :DRG神经元中存在几乎所有的各种离子通道 ,它们对感觉信号起放大和精细微

调作用。在神经病理性疼痛中发现了离子通道表达和 /或分布的变化 ,通道电流也表现出不同的变化 , DRG

的异位放电与离子通道的变化密切相关。
(引自罗放.神经病理性疼痛的背根神经节机制.国外医学·麻醉学与复苏分册 , 2003, 24 (2)∶68270)
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