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大鼠脊髓小胶质细胞 P2X4的表达和糖尿病病理性神经痛大鼠炎症反应
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摘要 目的：探究大鼠脊髓小胶质细胞 P2X4 的表达和糖尿病病理性神经痛大鼠炎症反应和疼痛阈值的关系。方法：通过高

脂饮食结合链脲佐菌素注射诱导糖尿病病理性神经痛大鼠模型并分为 3组：对照组（正常大鼠，腹腔注射载体柠檬酸盐缓冲液

0.25 mL/kg），模型组（糖尿病病理性疼痛模型，同上注射，n=15）和抑制剂组（大鼠糖尿病病理性模型，过鞘内导管注射米诺环素），

共 28 d。通过MWT评估对机械刺激的手掌反应。通过双极针电极检测实验大鼠的运动神经传导速速。通过蛋白印迹分析 P2X4

和 BDNF蛋白表达。通过 RT-PCR分析炎症因子 IL-1茁、TNF-琢 和 NLRP3 的 mRNA 表达。通过蛋白印迹分析 p38MAPK 和

p-p38MAPK的蛋白表达。结果：第 2week、4week和 6week，模型组MWT较对照组降低（P<0.05），抑制剂组MWT较模型组升高

（P<0.05）。第 2 week，个实验组大鼠MNCV比较无差异（P>0.05），第 4week和第 6week，模型组MNCV较对照组降低（P<0.05），
抑制剂组MNCV较模型组升高（P<0.05）。模型组 P2X4和 BDNF蛋白表达较对照组升高（P<0.05），抑制剂组 P2X4和 BDNF蛋

白表达较模型组降低（P<0.05），模型组 P2X4和 BDNF mRNA表达较对照组升高（P<0.05），抑制剂组 P2X4和 BDNF mRNA表达

较模型组降低（P<0.05）。模型组 IL-1茁、TNF-琢和 NLRP3的 mRNA表达较对照组升高（P<0.05），抑制剂组 IL-1茁、TNF-琢和
NLRP3的 mRNA表达较抑制剂组降低（P<0.05）。模型组 p-p38MAPK蛋白表达较对照组升高（P<0.05），抑制剂组 p-p38MAPK蛋

白表达较模型组降低（P<0.05），各实验组大鼠 p38MAPK蛋白表达无差异（P>0.05）。结论：大鼠脊髓小胶质细胞 P2X4-BDNF信号

在 DNP中起重要作用，并且 P2X4在 DNP期间激活的脊髓小胶质细胞中表达升高，抑制小胶质细胞激活能显著降低 P2X4表达

和炎症水平，可防止热痛觉过敏并增加大鼠疼痛阈值。
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The Relationship between the Expression of P2X4 in Rat Spinal Cord
Microglia and the Inflammatory Response

and Pain Threshold in Rats with Diabetic Pathological Neuralgia*

To explore the relationship between the expression of P2X4 in spinal cord microglia and the inflammatory

response and pain threshold in rats with diabetic pathological neuralgia. The rat model of diabetic pathological neuralgia was

induced by high-fat diet combined with streptozotocin injection and divided into 3 groups: control group (normal rats, intraperitoneal

injection of vehicle citrate buffer 0.25 mL/kg), model group (diabetic pathological pain model, injected as above, n=15) and inhibitor

group (rat diabetic pathological model, injected with minocycline through intrathecal catheter), for a total of 28 days. The mechanical

withdrawal threshold is used to evaluate the palm response to mechanical stimuli. The motor nerve conduction velocity of experimental

rats was detected by bipolar needle electrodes. The protein expression of P2X4 and BDNF was analyzed by Western blot. The mRNA

expression of inflammatory factors IL-1茁, TNF-琢 and NLRP3 were analyzed by RT-PCR. The protein expression of p38MAPK and

p-p38MAPK was analyzed by Western blot. In the 2nd week, 4th week and 6 th week, the MWT of the model group was lower

than that of the control group (P<0.05), and the MWT of the inhibitor group was higher than that of the model group (P<0.05). In the
second week, there was no difference in MNCV of rats in the experimental group (P>0.05). In the 4th and 6th weeks, the MNCV of the

model group was lower than that of the control group (P<0.05), and the MNCV of the inhibitor group was higher than that of the model

group (P<0.05) ). The expression of P2X4 and BDNF protein in the model group was higher than that in the control group (P<0.05), and
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前言

糖尿病病理性神经性疼痛（Diabetic pathological neuropathic

pain，DNP）是糖尿病最常见的慢性并发症之一[1，2]。其特点是自

发性和诱发性疼痛、异常性疼痛和痛觉过度，导致受 DNP影响

的患者的生活质量下降[3，4]。然而，导致 DNP的病理变化尚不

完全清楚。DNP的发展取决于两个关键的致病因素：代谢因

素和血管因素，主要代谢机制包括高血糖激活的多元醇途径、

山梨糖醇和果糖的积累、肌醇减少、非酶蛋白糖基化和氧化

应激[5，6]。血管机制是糖尿病引起的全身微血管损伤的结果，它

导致能量和营养缺乏，引起神经细胞缺氧和缺血性损伤[7，8]。离

子型 P2X嘌呤受体主要在小胶质细胞中表达并介导多种生理

和病理生理反应[9]。离子型 P2X嘌呤受体亚型 P2X4分布在脊

髓小胶质细胞中，但不在神经元或星形胶质细胞中，是小胶质

细胞的关键调节因子[10，11]。P2X4诱导小胶质细胞释放脑源性神

经营养因子(brain-derived neurotrophic factor，BDNF)，而 BDNF

是一种关键的神经递质，介导小胶质细胞 -神经元信号传导，

其参与伤害性超敏反应[12]。P2X4激活可以刺激小胶质细胞释

放 BDNF，这足以诱发神经性疼痛的疼痛超敏反应[13]。本研究

使用链脲佐菌素诱导大鼠发生糖尿病，探讨大鼠脊髓小胶质细

胞 P2X4的表达和糖尿病病理性神经痛大鼠炎症反应和疼痛

阈值的关系。

1材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验大鼠 雄性 Sprague-Dawley无特定病原体大鼠（体

重 200-220 g，6-8周龄）购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司。将大鼠单独放入透明塑料盒中，房间保持在 22-24℃，湿度

为 50%，光照周期为 12:12小时，期间可自由获取食物和水，适

应环境 1周。本实验过程均严格按照伦理相关要求进行。

1.1.2 糖尿病病理性神经痛模型 大鼠 2型糖尿病模型采用

高脂饮食（由 22%脂肪、48%碳水化合物和 20%蛋白质组成，

总热值为 44.3 kJ/kg）1个月后注射低剂量的链脲佐菌素(STZ;

30 mg/kg,ip）。

成模标准：STZ注射 1周后，空腹血糖 >7.8 mM或非空腹

血糖 >11.1mM的大鼠被认为是 2型糖尿病模型。

1.1.3 实验分组 根据实验将大鼠随机分为以下三组：对照组

（正常大鼠，腹腔注射载体柠檬酸盐缓冲液 0.25 mL/kg，n=15），

模型组（糖尿病病理性疼痛模型，同上注射，n=15），抑制剂组

（大鼠糖尿病病理性模型，大鼠麻醉后在背部皮肤准备和消毒

后，将聚乙烯导管插入 L4和 L5节段之间的蛛网膜下腔，过鞘

内导管注射米诺环素，n=15），共 28 d。

1.2 方法

1.2.1 行为测试 机械撤退阈值 （Mechanical withdrawal

threshold，MWT）通过观察使用 von Frey细丝对机械刺激的戒

断反应进行评估。由 von Frey灯丝施加线性增加的压力，从

0.13 g开始，一直持续到发生撤退反应或力达到 20.1 g（截止

值）。通过直径为 1 mm的锥形塑料尖端将压力施加到后爪的

背面。尖端位于第三和第四跖骨之间，施加力直到大鼠试图收

回其爪子（爪子收回阈值压力）。后爪以 2分钟的间隔交替测

试。痛阈以克表示，由不知情的观察者确定。所有测试都是盲目

进行的。

1.2.2 运动神经传导速度（motor nerve conduction velocity，

MNCV）的测定 大鼠麻醉后实施单次刺激，通过单极针电

极从后爪的第一块骨间肌肉记录复合肌肉动作电位，使用直肠

探针数字温度计持续监测动物的体温，并使用加热垫将体温保

持在 37℃。使用数据采集系统从足底肌肉记录MNCV反应。

MNCV=（坐骨和胫骨刺激点之间的距离）/（胫骨的坐骨潜伏

期）。

1.2.3 从脑组织中提取总蛋白 大鼠麻醉后处死，取出脑组

织，将 100 mg脑组织匀浆并用 10 mL RIPA裂解缓冲液裂解。

通过离心去除碎片，并通过 BCA试剂盒测定上清液中的蛋白

质浓度。

1.2.4 蛋白质印迹 收集大鼠 DRG组织用于蛋白质印迹分

析。将样品置于裂解缓冲液并在冰上孵育 30 min，离心并沉淀

10 min，并收集上清液，进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。

转膜、封闭，0.1% Tween 20 (TBST) 室温下孵育 2 h，与兔抗

P2X4一抗（1:300）、BDNF、兔抗磷酸化 p38丝裂原活化蛋白一

起孵育激酶（抗 p-p38MAPK；1:500稀释)、兔抗 p38MAPK（1:

500）和小鼠抗 茁-肌动蛋白（1:800）在相同的缓冲液中 4℃过

夜。将膜用 TBST洗涤 3次，每次 10 min，与辣根过氧化物酶偶

联的二抗（1:1,000；北京中山公司）在室温下孵育 1小时。在

the expression of P2X4 and BDNF protein in the inhibitor group was lower than that in the model group (P<0.05). The expression of

P2X4 and BDNF mRNA in the model group was higher than that in the control group (P<0.05), and the expression of P2X4 and BDNF
mRNA in the inhibitor group was lower than that in the model group (P<0.05). The mRNA expression of IL-1茁, TNF-琢 and NLRP3 in

the model group was higher than that in the control group (P<0.05), and the mRNA expression of IL-1茁, TNF-琢 and NLRP3 in the

inhibitor group was lower than that in the inhibitor group (P<0.05). The expression of p-p38MAPK protein in the model group was higher

than that in the control group (P<0.05), and the expression of p-p38MAPK protein in the inhibitor group was lower than that in the model

group (P<0.05). There was no difference in the expression of p38MAPK protein in each experimental group (P>0.05). The

P2X4-BDNF signal of rat spinal cord microglia plays an important role in DNP, and the expression of P2X4 is increased in spinal

microglia activated during DNP. Inhibition of microglia activation can significantly reduce P2X4 expression and inflammation Level, can

prevent thermal hyperalgesia and increase the pain threshold of rats.

Spinal cord microglia; P2X4; Diabetes; Neuropathic pain; Pain threshold
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Groups 2 week(g) 4 week(g) 6 week(g)

Control group 14.37依3.58 15.82依4.15 14.65依3.75

Model group 6.71依1.44 4.25依1.25 2.88依0.74

Inhibitor group 10.62依2.08 9.43依1.77 10.47依1.58

F 11.572 9.027 10.337

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 1行为测试MWT（n=15）

Table 1 Behavioral Test MWT（n=15）

表 2 MNCV的测定（n=15）

Table 2 Determination of MNCV（n=15）

Groups 2week(m/s) 4week(m/s) 6week(m/s)

Control group 55.27依6.38 57.31依7.41 56.46依6.88

Model group 49.61依3.19 41.58依5.22 35.25依3.14

Inhibitor group 51.83依3.77 53.27依6.38 49.14依4.26

F 10.833 13.496 9.185

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 3蛋白印迹分析 P2X4和 BDNF蛋白表达（n=15）

Table 3 Protein blot analysis of P2X4 and BDNF protein expression（n=15）

Groups P2X4 BDNF

Control group 1.05依0.04 1.12依0.08

Model group 1.94依0.16 1.98依0.20

Inhibitor group 1.13依0.10 1.07依0.04

F 8.536 11.449

P ＜0.001 ＜0.001

TBST中洗涤后，使用增强型化学发光试剂盒（上海浦飞生物科

技有限公司）显色并观察。

1.2.5 逆转录 - 定量 PCR 使用 SYBR-Green Supermix、和

Light Cycler 480系统进行实时扩增，使用从 L4-L5片段中提取

的 4 ng cDNA和 TRIzol誖（美国赛默飞世尔科技）根据制造商
的说明。PCR条件包括 95℃ 15分钟的初始解链循环，然后是

40个循环的 95℃15秒（变性）、60℃30秒（退火）和 72℃ 30秒

的扩增循环（延期）。茁-actin量化用作标准化的内部对照。使用
2-Δ Δ Ct方法计算 mRNA水平相对表达量。

1.3 统计分析

使用 SPSS 17.0 软件对数据进行分析，并以平均值依SD
表示。三组之间数据的统计显著性通过单向方差分析检验，两

组间比较采用独立样本 t检验，当 P<0.05时，差异具有统计学
意义。

2 结果

2.1 行为测试MWT

第 2 week、4 week和 6 week，模型组 MWT较对照组降低

（P<0.05），抑制剂组MWT较模型组升高（P<0.05）（表 1）。

2.2 MNCV的测定

第 2week，个实验组大鼠 MNCV比较无差异（P>0.05），第
4week和第 6week，模型组 MNCV较对照组降低（P<0.05），抑
制剂组MNCV较模型组升高（P<0.05）（表 2）。

2.3 蛋白印迹分析

模型组 P2X4和 BDNF蛋白表达较对照组升高（P<0.05），
抑制剂组 P2X4 和 BDNF 蛋白表达较模型组降低（P<0.05）
（表3）。

2.4 RT-PCR分析 P2X4和 BDNFmRNA表达

通过 RT-PCR分析析 P2X4和 BDNFmRNA表达，模型组

P2X4和 BDNF mRNA表达较对照组升高（P<0.05），抑制剂组
P2X4和 BDNF mRNA表达较模型组降低（P<0.05）（表 4）。

2.5 RT-PCR分析

模型组 IL-1茁、TNF-琢 和 NLRP3的 mRNA表达较对照组

升高（P<0.05），抑制剂组 IL-1茁、TNF-琢和 NLRP3的 mRNA表

达较抑制剂组降低（P<0.05）（表 5）。
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Groups P2X4 BDNF

Control group 1.02依0.03 1.06依0.05

Model group 1.91依0.17 2.01依0.19

Inhibitor group 1.16依0.12 1.08依0.07

F 11.644 9.825

P ＜0.001 ＜0.001

表 4 RT-PCR分析 P2X4和 BDNF mRNA表达（n=15）

Table 4 RT-PCR analysis of P2X4 and BDNF mRNA expression（n=15）

表 5 RT-PCR分析炎症因子 mRNA表达（n=15）

Table 5 RT-PCR analysis of the inflammatory factor mRNA expression（n=15）

Groups IL-1茁 TNF-琢 NLRP3

Control group 1.04依0.04 1.08依0.03 1.01依0.01

Model group 1.95依0.18 1.94依0.17 1.98依0.20

Inhibitor group 1.14依0.08 1.08依0.05 1.05依0.06

F 9.668 13.257 10.411

P 0.024 0.005 0.016

2.6 蛋白印迹分析 p38MAPK磷酸化

模型组 p-p38MAPK蛋白表达较对照组升高（P<0.05），抑
制剂组 p-p38MAPK蛋白表达较模型组降低（P<0.05），各实验
组大鼠 p38MAPK蛋白表达无差异（P>0.05）。（表 6）。

表 6蛋白印迹分析 p38MAPK/p-p38MAPK表达（n=15）

Table 6 Protein blot analysis of p38MAPK / p-p38MAPK expression（n=15）

Groups p38MAPK p-p38MAPK

Control group 1.05依0.06 1.03依0.04

Model group 1.08依0.08 1.96依0.18

Inhibitor group 1.03依0.02 1.06依0.05

F 10.445 12.305

P 0.158 0.003

3 讨论

外周糖尿病神经病变是最常见的并发症。糖尿病性神经病

主要是感觉神经障碍。糖尿病性疼痛症状包括痛觉过敏、异常

性疼痛和自发性疼痛[14，15]。DNP的发展是一个复杂的过程，它

会导致细胞环境失调，影响神经系统的能量和营养供应，并对

代谢途径、氧化还原状态和渗透压产生负面影响[16，17]。紊乱的神

经细胞微环境诱导神经系统发生适应性变化，导致神经元不可

逆的表型、结构和功能损伤，为 DNP 的发展提供了允许条

件[18，19]。脊髓小胶质细胞是中枢神经系统中的免疫效应细胞，在

监督和清除有害刺激方面起着至关重要的作用[20，21]。小胶质细

胞被受到威胁的生理稳态激活，进而引起形态、功能、数量和各

种因子的释放等一系列变化，从而在神经元和神经胶质细胞的

伤害性信号传递中发挥着不可或缺的作用[22，23]。来自不同神经

性疼痛动物模型的越来越多的证据表明，外周神经系统的损伤

可导致脊髓中小胶质细激活[24，25]。

本研究通过腹腔注射链脲佐菌素在大鼠中诱导了 DNP，

发现对照组大鼠和模型大鼠之间的MWT和MNDV测量值显

著不同，进一步证明了模型的成功生成。另外，在本研究中发现

糖尿病大鼠脊髓中的小胶质细胞激活和 P2X4表达增加能导

致疼痛超敏反应的发展，脊髓中的动态 P2X4水平与显著改变

的疼痛行为一致，说明：从 P2X4阳性小胶质细胞中释放 BDNF

也足以诱发神经性疼痛的疼痛超敏反应，小胶质细胞激活的药

理学米诺环素抑制减弱了痛觉过敏，并降低了 DNP大鼠脊髓

小胶质细胞中 P2X4和 BDNF的表达。另外，本研究结果表明

脊髓小胶质细胞中的 P2X4-BDNF 信号系统可能调节大鼠

DNP，结合相关研究分析：在这些离子型 P2X受体亚型中，

P2X4已成为小胶质细胞功能的关键调节因子，并与小胶质细

胞 -神经元信号通路有关[26，27]。

在本研究中，如蛋白质印迹和 RT-PCR所示，模型大鼠脊

髓中的 P2X4表达增加。据报道，脊髓中活跃的小胶质细胞会

释放无数调节神经元兴奋性的因子，此外，脊髓小胶质细胞中

的 P2X4诱导 BDNF释放，从而导致脊髓神经元显著去极化[28]。

此外，有研究表明：抑制 p38MAPK的激活可防止 BDNF从

P2X4阳性小胶质细胞中释放，DNP脊髓小胶质细胞中的 p38

被激活 [29]。本实验结果表明，模型大鼠 P2X4的上调增加了

BDNF的释放。此外，Shi S[30]等研究显示：小胶质细胞激活的药

理学抑制了痛觉过敏，并降低了脊髓小胶质细胞中的 P2X4和
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BDNF水平，说明：脊髓小胶质细胞 P2X4-BDNF信号可能在

DNP大鼠的痛觉过敏的发展中发挥重要作用。

炎性细胞因子在神经元损伤中发挥重要作用，尤其是在疼

痛性神经病变中，高糖诱导 P2X4表达的机制尚不完全清楚。

NLRP3炎症小体激活可能调节糖尿病和相关并发症的炎症过

程，且 P2X4 受体能够介导促炎细胞因子 IL-1茁、TNF-琢 的分
泌。在本研究中，DNP大鼠中 P2X4和 NLRP3的表达在用米诺

环素治疗后显著降低，表明：P2X4受体参与 DNP发展是一致

的，NLRP3和 IL-1茁、TNF-琢上调的发现表明它们干预了炎症
因子的激活。米诺环素的给药导致 P2X4、NLRP3 和 IL-1茁、
TNF-琢的表达降低，表明米诺环素通过使 P2X4受体失活来抑

制 NLRP3和促炎因子 IL-1茁、TNF-琢的表达。
综上所述，根据本研究的结果证明大鼠脊髓小胶质细胞

P2X4-BDNF信号在 DNP中起重要作用，并且 P2X4在 DNP期

间激活的脊髓小胶质细胞中表达升高，抑制小胶质细胞激活能

显著降低 P2X4表达和炎症水平，可防止热痛觉过敏并增加大

鼠疼痛阈值。
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