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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨慢性背根神经节受压(ＣＣＤ)对大鼠脊髓背角 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的影响ꎮ
方法　 选取 ４２ 只成年雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ按照随机数字表法将其分为假手术组和 ＣＣＤ 组ꎬ其中假手术组 ９ 只ꎬ
ＣＣＤ 组 ３３ 只ꎮ 按照术后时间点不同ꎬ将 ＣＣＤ 组细分为术后 １ ｄ 组(６ 只)、术后 ３ ｄ 组(６ 只)、术后 ７ ｄ 组(９
只)、术后 １４ ｄ 组(６ 只)、术后 ２８ ｄ 组(６ 只)ꎮ 术前及术后 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄꎬ检测各组大鼠机

械缩足阈值ꎮ 术后 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测各组大鼠脊髓背角中活化的 β￣连环蛋

白(ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ)及胶质纤维酸性蛋白(ＧＦＡＰ)的表达情况ꎻ术后 ７ ｄꎬ利用免疫荧光技术检测大鼠脊髓背

角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的核转位及星形胶质细胞的活化情况ꎮ 结果　 术后 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄꎬＣＣＤ
组大鼠机械缩足阈值均显著低于假手术组(Ｐ<０.０５)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示 ＣＣＤ 术后各时间点脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ
β￣ｃａｔｅｎｉｎ 表达均较假手术组升高(Ｐ<０.０５)ꎬＣＣＤ 术后 ７ ｄꎬ大鼠脊髓背角中 ＧＦＡＰ 的表达较假手术组明显升

高(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫荧光结果显示ꎬＣＣＤ 术后脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 表达增多且发生核转位ꎬ星形胶质细

胞发生明显的活化ꎮ 结论　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＣＣＤ 模型大鼠脊髓背角中显著激活ꎬ提示其可能在神

经病理性疼痛发生发展中发挥重要作用ꎮ
【关键词】 　 Ｗｎｔ 信号通路ꎻ　 星形胶质细胞ꎻ　 神经病理性疼痛ꎻ　 背根神经节ꎻ　 脊髓背角
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ (ＣＣＤ) ｏｎ
ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ￣ｔｗｏ ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣
Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ９) ａｎｄ ａ ＣＣＤ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ３３). Ｔｈｅ ＣＣＤ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｕｂｄｉ￣
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ １ｄ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６)ꎬ ａ ３ｄ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６)ꎬ ａ ７ｄ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ９)ꎬ ａ １４ｄ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ６)ꎬ ａｎｄ ａ ２８ｄ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝
６) ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｓｔ￣ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＣＣＤ ａｎｄ １ꎬ ３ꎬ ５ꎬ ７ꎬ １４ꎬ ２１ ａｎｄ ２８
ｄａｙｓ ａｆｔｅｒｗａｒｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ａｌｌ ｒａｔｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＧＦＡＰ) ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ １ꎬ
３ꎬ ７ꎬ １４ ａｎｄ ２８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｕｒｇｅｒｙ. Ｓｅｖｅｎ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＣＤ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ
ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ. Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＤ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ. Ｓｅｖｅｎ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ ｉｎ ｔｈｅ
ｒａｔｓ′ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｆｔｅｒ ＣＣＤꎬ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｉｔ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍ￣
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　 　 腰椎间盘突出是指由于腰椎间盘退行性病变ꎬ导
致纤维环破裂ꎬ髓核从纤维环中突出ꎬ压迫脊髓或神经

根ꎬ造成运动功能障碍和疼痛麻木等症状的疾病[１]ꎮ
疼痛是腰椎间盘突出常见的伴随症状[２]ꎮ 神经病理

性疼痛的发病机制目前尚未阐明ꎮ 有研究报道ꎬ外周

敏化、中枢敏化、痛觉受体表达上调、受损部位离子通

道积聚、促炎因子释放、交感神经芽生、胶质细胞活化、
中枢去抑制、Ａβ 纤维出芽等均直接或间接参与了神经

病理性疼痛的发生[３]ꎮ
Ｗｎｔ 信号通路涉及神经系统发育的多个过程ꎬ包

括神经诱导、细胞增殖、神经元迁移、轴突导向和突触

发生[４￣６]ꎮ 在经典 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路中ꎬＷｎｔ 配体与

细胞膜上卷曲蛋白受体和低密度脂蛋白受体相关蛋白

结合ꎬ激活细胞内信号级联反应ꎬ导致活化的 β￣连环

蛋白(ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ)核转位ꎬ与核中转录因子相互

作用ꎬ激活靶基因转录[７￣８]ꎮ 在多项模拟下背痛的动物

实验中ꎬ均发现 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路被激活[９￣１１]ꎮ
然而ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在慢性背根神经节受压

(ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎꎬＣＣＤ)模型

中的作用尚鲜见报道[１２]ꎮ 本研究探讨 ＣＣＤ 对大鼠脊

髓背角中 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的影响ꎬ旨在为腰椎

间盘突出后神经病理性疼痛的治疗提供新思路ꎮ

材料与方法

一、实验动物及试剂

１.实验动物:选取 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ( ＳＤ) 大鼠 ４２
只ꎬ体重 ２２０~２５０ ｇꎬ购自上海杰斯捷实验动物有限公

司[许可证号:ＳＣＸＫ(沪)２０１８￣０００４]ꎬ普通饮食ꎬ自由

饮水ꎬ室温控制在 ２５ ℃左右ꎬ定期消毒和通风ꎮ
２.主要实验材料及试剂:ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝( Ｓｔｏｌｔｉｎｇ 公

司ꎬ美国)ꎻ小鼠抗大鼠 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体(Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美
国)ꎻ兔抗大鼠胶质纤维酸性蛋白(ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)抗体(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ中国)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法所用的兔抗大鼠 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 抗体(ＣＳＴ 公

司ꎬ美国)ꎻ免疫荧光所用的兔抗大鼠 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ
抗体(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬ美国)ꎻ山羊抗兔二抗、山羊抗鼠

二抗(上海碧云天公司ꎬ中国)ꎻ超敏化学发光试剂盒

(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬ美国)ꎮ
二、大鼠分组及造模方法

１.分组方法:将 ４２ 只大鼠按照随机数字表法分为

假手术组和 ＣＣＤ 组ꎬ其中假手术组 ９ 只ꎬＣＣＤ 组 ３３

只ꎮ 按照术后时间点不同ꎬ将 ＣＣＤ 组细分为术后 １ ｄ
组(６ 只)、术后 ３ ｄ 组(６ 只)、术后 ７ ｄ 组(９ 只)、术后

１４ ｄ 组(６ 只)、术后 ２８ ｄ 组(６ 只)ꎮ
２.造模方法:参照文献[１３￣１４]中描述的方法ꎬ建立

ＣＣＤ 模型ꎮ 具体方法:采用 １％戊巴比妥钠(４０ ｍｇ / ｋｇ)
腹腔注射ꎬ麻醉大鼠ꎬ背部剃毛ꎬ碘伏消毒背部皮肤ꎬ俯
卧位固定于动物手术台上ꎬ铺无菌巾ꎮ 于 Ｌ４ ~ Ｓ１ 水平

左侧行 ２~３ ｃｍ 纵行切口ꎬ切开皮肤ꎬ钝性分离椎旁肌

至横突上方ꎬ暴露 Ｌ４、Ｌ５ 椎间孔(椎旁肌可用自制拉钩

保持分离状态)ꎮ 将长度为 ４ ｍｍ、直径为 ０.６ ｍｍ 的

“Ｌ”型不锈钢棒ꎬ沿一定角度分别插入到左侧 Ｌ４ 及 Ｌ５

椎间孔中ꎮ 当不锈钢棒压迫到背根神经节时ꎬ手术侧

的后肢肌肉呈现轻微的暂时性抽搐ꎬ且不引起鼠尾摆

动ꎬ提示造模成功ꎮ 假手术组除不插入钢棒外ꎬ其余处

理同 ＣＣＤ 组ꎮ
三、机械缩足阈值测量

术前及术后 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 及 ２８ ｄꎬ
检测各组大鼠机械缩足阈值ꎮ 将大鼠置于金属网上的

盒中ꎬ保持钢丝网清洁干燥ꎬ适应环境 １５ ~ ３０ ｍｉｎꎬ按
Ｃｈａｐｌａｎ 等[１３]报道的“Ｕｐ￣Ｄｏｗｎ”法测试ꎬｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝克

数的选择方法参照文献[１４]中所述:从 ０.６ ｇ 开始ꎬ逐
渐增加 １.０ ｇ、１.４ ｇ、２.０ ｇ、４.０ ｇ、６.０ ｇ、８.０ ｇ、１０.０ ｇ、
１５.０ ｇ、２６.０ ｇꎮ ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝作用于大鼠掌跖部无毛处ꎬ
作用时呈“Ｓ”型ꎬ作用时间 ６ ~ ８ ｓꎮ 作用时间内ꎬ大鼠

抬足或舔舐被刺激侧为阳性反应ꎬ记为“Ｘ”ꎬ此外情况

记为“Ｏ”ꎮ 若反应为阳性ꎬ则选择相邻递减克重的 ｖｏｎ
Ｆｒｅｙ 丝进行下一次刺激ꎻ若反应为阴性ꎬ则选择相邻递

增克重的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝进行刺激ꎮ 停止刺激的条件:①
至最大克数 ２６.０ ｇ 刺激时仍为阴性ꎻ②首次阳性反应

后按“Ｕｐ￣Ｄｏｗｎ”法选择相邻克重的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝继续测

试 ３ 次ꎮ 测试结束后ꎬ使用 Ｄｉｘｏｎ 等[１５] 提供的公式ꎬ
将测试结果转换成相应的机械缩足阈值ꎮ

四、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测大鼠 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及

ＧＦＡＰ 表达

术后 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测各组大鼠脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 ＧＦＡＰ 的

表达情况ꎮ 各组均有 ６ 只大鼠用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验ꎮ
具体方法:将深度麻醉的大鼠断头ꎬ迅速取下大鼠

Ｌ４、Ｌ５ 节段左侧脊髓背角ꎬ置于液氮中速冻ꎮ 取材结

束后ꎬ组织中加入细胞裂解液ꎬ于冰上匀浆静置 ３０ ｍｉｎ
后ꎬ１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ(４ ℃)离心ꎮ 取上清ꎬ
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ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ蛋白样品加入细胞裂解液和等

体积十二烷基磺酸钠( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ)蛋

白上样缓冲液ꎬ使样品之间的总蛋白质含量相等ꎮ
９９ ℃金属浴加热 ５ ｍｉｎꎬ充分使蛋白变性ꎻ离心ꎬ冷却

至室温后ꎬ直接上样ꎮ 电泳分离ꎬ再转至聚偏二氟乙烯

(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜上ꎮ 转膜结束后ꎬ用
５％脱脂牛奶封闭 １ ｈ 后ꎬ进行一抗孵育(兔抗大鼠

ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬｌ ∶ １０００ꎻ兔抗大鼠 ＧＦＡＰꎬ１ ∶ １０００ꎻ小
鼠抗大鼠 β￣ｔｕｂｌｉｎꎬ１ ∶ １０００)ꎬ４ ℃冰箱过夜ꎮ 第 ２ 日

洗膜后加入二抗 (山羊抗兔ꎬ １ ∶ １０００ꎻ山羊抗鼠ꎬ
１ ∶ １０００)ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ洗膜后ꎬ采用增强化学发光

法(ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)显影ꎬ采用Ａｌｐｈａ
Ｖｉｅｗ 软件进行灰度值分析ꎮ

五、免疫荧光法检测大鼠 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的核转

位及星形胶质细胞活化情况

术后 ７ ｄꎬ利用免疫荧光技术检测大鼠脊髓背角中

ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的核转位及星形胶质细胞的活化

情况ꎮ
具体方法:大鼠麻醉后ꎬ开胸ꎬ用 １０ 号针头插入左

心室并剪开右心耳ꎬ灌入 ３７ ℃生理盐水ꎬ至右心耳流

出液变清亮后ꎬ灌入预冷 ４％的多聚甲醛 ３００ ｍｌꎬ取出

大鼠 Ｌ４、Ｌ５ 节段脊髓ꎬ置于 ４％多聚甲醛中过夜ꎬ随
后进行梯度蔗糖 ( １０％、 ２０％、 ３０％) 脱水ꎬ组织在

３０％蔗糖溶液中沉至底部后ꎬ包埋、冰冻切片ꎬ切片

厚度约为 １５ μｍꎮ 免疫荧光染色步骤如下:采用封闭

液于室温下封闭 １ ｈ 后ꎬ倾去封闭液ꎬ滴加一抗

(ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ１ ∶ ８００ꎻＧＦＡＰꎬ１ ∶ ５００)ꎬ４ ℃过夜ꎬ
０.０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬ
ＰＢＳ)洗 ５ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次ꎻ加入 Ｃｙ３ 抗兔荧光二抗ꎬ室
温下避光孵育１ ｈꎬ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 避光洗 ５ ｍｉｎꎬ重复

３ 次ꎬ采用含 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣
２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ)的抗荧光淬灭剂封片ꎮ 于荧光

显微镜下观察ꎮ
六、统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 版统计学软件进行数据处理ꎬ结
果采用(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ不同时间点机械缩足阈值的

比较采用双因素方差分析ꎬａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 灰度值比较采用单因素方差分析ꎬ ＧＦＡＰ 的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 灰度值比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５
表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠 ＣＣＤ 术后不同时间点机械缩足阈值

比较

ＣＣＤ 组大鼠术后不同时间点机械缩足阈值均较

假手术组低(Ｐ<０.０５)ꎬ提示背根神经节持续受压会显

著降低大鼠后足的机械缩足阈值ꎮ 与假手术组相比ꎬ
ＣＣＤ 组术后 １ ｄ 时机械缩足阈值明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
术后 ７ ｄ 时降低至最低点(Ｐ<０.０５)ꎬ至术后 ２８ ｄꎬ大鼠

的缩足阈值仍维持在较低水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 １ꎮ

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５
图 １　 各组大鼠 ＣＣＤ 术后不同时间点机械缩足阈值比较

二、各组大鼠脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的

表达情况

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ大鼠脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 在 ＣＣＤ 术后 １ ｄ 开始增多ꎬ于术后 ７ ｄ 达到高

峰ꎬ随后逐渐下降ꎬ但仍明显高于假手术组ꎮ 与假手术

组比较ꎬＣＣＤ 术后 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２８ ｄ ａｃｔｉｖｅ β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白相对表达量较高(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 ２ꎮ

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达情况
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三、大鼠 ＣＣＤ 术后 ７ ｄ 脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ
的分布及核转位情况

免疫荧光实验结果显示ꎬＣＣＤ 术后 ７ ｄꎬ大鼠左侧

脊髓背角可见大量 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 阳性染色(红色)ꎮ
采用 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 与 ＤＡＰＩ(蓝色)共定位ꎬ结果显示

ＣＣＤ 组细胞核中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 表达增多ꎬ假手术组

仅可见少量入核ꎮ 慢性背根神经节受压引起术侧脊髓

背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 发生大量核转位(粉色)ꎬ提示

ＣＣＤ 术后ꎬ大鼠脊髓背角中 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路明显

被激活ꎮ 详见图 ３ꎮ
四、大鼠 ＣＣＤ 术后 ７ ｄ 脊髓背角中星形胶质细胞

的活化情况

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬＣＣＤ 术后 ７ ｄꎬ大鼠术侧脊

髓背角中 ＧＦＡＰ 的蛋白表达明显高于假手术组(Ｐ<
０.０５)ꎬ见图 ４Ａꎮ 免疫荧光结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果一

致ꎬＣＣＤ 组脊髓背角中星形胶质细胞活化标记物

ＧＦＡＰ(红色)荧光强度明显强于假手术组ꎬ见图 ４Ｂꎮ
提示 ＣＣＤ 大鼠脊髓背角中大量星形胶质细胞由静息

状态转化为活化状态ꎮ

讨　 　 论

腰椎间盘突出的髓核会对背根神经节造成机械压

迫和化学刺激ꎬ导致背根神经节缺血、水肿、变性ꎬ产生

痛觉过敏[１４ꎬ１６]ꎮ 疼痛信号的传导起始于背根神经

节[１７]ꎬ而背根神经节中的初级传入伤害感受器以神经

冲动的形式将有害信息传递给脊髓背角内的投射神经

元[１８]ꎬ而后脊髓背角将痛觉信号进行整合和初步放

大ꎬ并通过相应中间神经元ꎬ进一步将伤害性信息上传

至丘脑和躯体感觉皮质ꎬ提供关于疼痛刺激的位置和

强度的信息ꎮ 其他投射神经元通过脑干臂旁核和杏仁

核中的连接ꎬ与扣带回和岛叶皮质结合ꎬ提供有关疼痛

体验的情感信息[１９]ꎮ 提示在痛觉传导的过程中ꎬ脊髓

背角是痛觉传递通路的重要环节ꎬ起着初步整合以及

放大痛觉信号的作用[２０]ꎮ
虽然目前对于神经病理性疼痛的发病机制尚未达

成共识ꎬ但大部分学者认为ꎬ中枢敏化是神经病理性疼

痛的重要原因[２１]ꎮ 有研究认为ꎬ广泛分布在中枢神经

系统中的星形胶质细胞的活化是中枢敏化的重要表

现[２２￣２３]ꎮ 当神经发生损伤时ꎬ其活化标志物 ＧＦＡＰ 表

达增多ꎬ反映为神经系统中星形胶质细胞由静息状态

变为活跃状态ꎮ 本研究结果显示ꎬＣＣＤ 手术后ꎬ大鼠

脊髓背角中的 ＧＦＡＰ 表达明显增多ꎬ星形胶质细胞显

著活化ꎬ提示 ＣＣＤ 术后大鼠脊髓背角出现了明显的中

枢敏化现象ꎮ

　 　 注: Ａ、Ｂ 分别为 ＣＣＤ 组脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ、Ｄａｐｉ 的免疫荧光染色图ꎬＣ 图为 Ａ、Ｂ 两图的融合免疫荧光图ꎻＤ、Ｅ 分别为假手术组脊

髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ、Ｄａｐｉ 的免疫荧光染色图ꎬＦ 图为 Ｄ、Ｅ 两图的融合免疫荧光图ꎻ箭头表示发生核转运的 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ
图 ３　 大鼠 ＣＣＤ 术后 ７ ｄ 脊髓背角中 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的分布及核转位情况(×４０)
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注:Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脊髓背角中 ＧＦＡＰ 表达情况ꎻＢ 为免疫荧光法检测 ＧＦＡＰ 蛋白表达分布情况ꎻ与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ４　 大鼠 ＣＣＤ 术后 ７ ｄ 脊髓背角中星形胶质细胞的活化情况(×４０)

　 　 近年来ꎬ有研究发现ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 经典信号通

路在多种神经病理性疼痛模型的脊髓背角中被激活ꎮ
在脊神经结扎[２４]、坐骨神经慢性压迫[１１]、坐骨神经结

扎[９]等神经病理性疼痛模型中ꎬ脊髓背角中 Ｗｎｔ / β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路均被发现存在激活ꎮ 本研究结果显

示ꎬＣＣＤ 模型中脊髓背角 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 表达上调ꎬ免
疫荧光结果也更加直观地证实了 ａｃｔｉｖｅ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 发生

了核转位现象ꎬ表明 ＣＣＤ 术后ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通

路在脊髓背角中发生了长时间的激活ꎮ
本研究初步观察了大鼠背根神经节持续受压后ꎬ

脊髓背角内 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的激活情况ꎬ证实

了在 ＣＣＤ 模型中ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在脊髓背

角中被激活ꎬ可能参与了 ＣＣＤ 后神经病理性疼痛的发

生与维持ꎬ但具体影响机制有待进一步研究ꎮ
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[２２] Ｖａｌｌｅｊｏ Ｒꎬ Ｔｉｌｌｅｙ ＤＭꎬ Ｖｏｇｅｌ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｌｉａ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ[ Ｊ] .
Ｐａｉｎ Ｐｒａｃｔꎬ ２０１０ꎬ １０ ( ３): １６７￣１８４. ＤＯＩ: １０. １１１１ / ｊ. １５３３￣２５００.
２０１０.００３６７.ｘ.

[２３] Ｍｉｋａ Ｊꎬ Ｚｙｃｈｏｗｓｋａ Ｍꎬ Ｐｏｐｉｏｌｅｋ￣Ｂａｒｃｚｙｋ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｇｌｉａｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ[ Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１３ꎬ ７１６(１￣
３): １０６￣１１９.ＤＯＩ: １０.１０１６ / ｊ.ｅｊｐｈａｒ.２０１３.０１.０７２.

[２４] Ｓｈｉ Ｙꎬ Ｙｕａｎ Ｓꎬ Ｌｉ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｂｙ ｎｏｃｉｃｅｐ￣
ｔｉｖｅ ｉｎｐｕｔ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ [ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｐａｉｎꎬ ２０１２ꎬ ８:４７. ＤＯＩ: １０.
１１８６ / １７４４￣８０６９￣８￣４７.

(修回日期:２０２２￣０１￣０８)
(本文编辑:凌　 琛)

􀅰外刊文献题录􀅰
ＰＲＰ 与伤口愈合(一)
[１] Ｑｉａｎ Ｚꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｂａｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉａｂｅｔｉｃ

ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｈｅａｌｉｎｇ ｈｙｄｒｏｇｅｌ
ｗｉｔｈ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｒｅｌｅａｓｅ. ＡＣＳ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓꎬ
２０２０ꎬ１２(５０):５５６５９￣５５６７４.

[２] Ｗａｎｇ Ｓꎬ Ｙａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｏ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｒｅｎｔ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｐｌａｔｅｌｅｔ ｇｅｌｓ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ￣ａ ｒｅｖｉｅｗ. Ｗｏｕｎｄ Ｒｅｐａｉｒ Ｒｅ￣
ｇｅｎꎬ ２０２１ꎬ２９(３):３７０￣３７９.

[３] Ｌｉｕ Ｑꎬ Ｚｈａｎｇ Ｎꎬ Ｌｉ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣
ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｇｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎｊｕｒｉｅｓ
ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ
ｌｉｆｅ. Ｃｌｉｎｉｃｓ (Ｓａｏ Ｐａｕｌｏ)ꎬ ２０２１ꎬ７６:ｅ２３５５.

[４] Ｍｏｈａｍａｄｉ Ｓꎬ Ｎｏｒｏｏｚｎｅｚｈａｄ ＡＨꎬ Ｍｏｓｔａｆａｅｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒａｎ￣
ｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｒｉｃｈ ｐｌａｓ￣
ｍａ ｇｅｌ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｒ ｄｒｅｓｓｉｎｇ ｏｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｐｉ￣
ｌｏｎｉｄａｌ ｓｉｎｕｓ ｓｕｒｇｅｒｙ: ｒｏｌｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ.
Ｂｉｏｍｅｄ Ｊꎬ ２０１９ꎬ４２(６):４０３￣４１０.

[５] Ｐａｌｕｍｂｏ ＶＤꎬ Ｒｉｚｚｕｔｏ Ｓꎬ Ｄａｍｉａｎｏ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｓｅ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｇｅｌ ｉｎ ｓｅｃｏｎｄ￣ｉｎｔｅｎｔｉｏｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ: ａ ｃａｓｅ ｒｅ￣
ｐｏｒｔ. Ｊ Ｍｅｄ Ｃａｓｅ Ｒｅｐꎬ ２０２１ꎬ１５(１):８５.

[６] Ｚｈｏｕ Ｓꎬ Ｌｉ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ｇｅｌａｔｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｉｍｐｒｏｖｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉꎬ ２０２１ꎬ１８(９):
１９１０￣１９２０.

[７] Ｈｕｂｅｒ ＳＣꎬ Ｊｕｎｉｏｒ Ｊꎬ Ｓｉｌｖａ ＬＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｒｅｅｚｅ￣ｄｒｉｅｄ ｖｅｒｓｕｓ

ｆｒｅｓｈ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ａｎ ａｎｉ￣
ｍａｌ ｍｏｄｅｌ. Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ１４(６):５２５￣５３４.

[８] Ｂｉｌｇｅｎ Ｆꎬ Ｕｒａｌ Ａꎬ Ｂｅｋｅｒｅｃｉｏｇｌｕ Ｍ. Ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｒｉｃｈ ｆｉｂｒｉｎ: ａｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｃｃｅｌｅｒａｔｏｒ. Ｊ Ｔｉｓｓｕｅ Ｖｉａｂｉｌｉ￣
ｔｙꎬ ２０２１ꎬ３０(４):６１６￣６２０.

[９] Ｍｅｎｃｈｉｓｈｅｖａ Ｙꎬ Ｍｉｒｚａｋｕｌｏｖａ Ｕꎬ Ｙｕｉ Ｒ. Ｕｓｅ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｒｉｃｈ
ｐｌａｓｍａ ｔｏ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ. Ｉｎｔ Ｗｏｕｎｄ Ｊꎬ ２０１９ꎬ１６
(２):３４３￣３５３.

[１０] Ｌｏｖｉｓｏｌｏ Ｆꎬ Ｃａｒｔｏｎ Ｆꎬ Ｇｉｎｏ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｔｅｌｅｔ ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ￣ｄｅ￣
ｒｉｖｅｄ ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ. Ｅｕｒ Ｒｅｖ
Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ２４(１８):９６５８￣９６６４.

[１１] Ａｋｂａｒｚａｄｅｈ Ｓꎬ ＭｃＫｅｎｚｉｅ ＭＢꎬ Ｒａｈｍａｎ ＭＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｌｏｇｅ￣
ｎｅｉｃ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ: ｉｓ ｉｔ ｓａｆｅ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｆｏｒ ｗｏｕｎｄ
ｒｅｐａｉｒ? Ｅｕｒ Ｓｕｒｇ Ｒｅｓꎬ ２０２１ꎬ６２(１):１￣９.

[１２] ｖａｎ ｄｅｒ Ｂｉｊｌ Ｉꎬ ｄｅ Ｋｏｒｔｅ Ｄꎬ Ｍｉｄｄｅｌｋｏｏｐ Ｅ. Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｔｅ￣
ｌｅｔ￣ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｉｃａ￣
ｔｉｏｎｓ. Ｗｏｕｎｄ Ｒｅｐａｉｒ Ｒｅｇｅｎꎬ ２０２１ꎬ２９(２):２８４￣２８７.

[１３] Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｍｏｕｒｅ ＪＳꎬ Ｖａｎ Ｅｐｓ ＪＬꎬ Ｃａｂｒｅｒａ ＦＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｔｅ￣
ｌｅｔ￣ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ: ａ ｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｓｕｒｇｉｃａｌ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ. Ｊ Ｓｕｒｇ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ２０７:３３￣４４.

[１４] Ｎｏｌａｎ ＧＳꎬ Ｓｍｉｔｈ ＯＪꎬ Ｊｅｌｌ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆａｔ ｇｒａｆｔｉｎｇ ａｎｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣
ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ: ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｆｒｏｍ ａｎｉ￣
ｍａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ. Ａｄｉｐｏｃｙｔｅꎬ ２０２１ꎬ１０(１):８０￣９０.

􀅰２０１􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 ２ 月第 ４４ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.２


