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BNP/NPR-A/BKCa信号通路在大鼠神经痛形成中的作用及机制研究 *
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摘要目的：探讨 BNP/NPR-A/BKCa信号通路在大鼠神经痛形成中的作用及机制研究。方法：选取 SPF级大鼠作为研究对象，并构

建神经痛病理性疼痛大鼠模型。并分为空白对照组、假手术组、A组（20 ng/mL BNP梢内注射）、B组（50 ng/mL BNP梢内注射）和

C组（100 ng/mL BNP梢内注射）。采用 qRT-PCR和Western blot检测 NPR-A和 BKCa的 mRNA和蛋白表达水平。采用 ELISA法

检查炎症因子。全细胞膜片钳技术检测痛觉神经元 BKCa通道电流；对大鼠进行机械性痛觉过敏测试和温度性痛觉敏感测试。结

果：与空白组相比，模型组、A、B和 C组 PWT和 PWL明显更低（P＜0.05）；与模型组相比，A、B和 C组 PWT和 PWL明显更高，

且 C组大于 B和 A组，B组大于 A组（P＜0.05）。与空白组相比，模型组 NPR-A的蛋白和 mRAN水平明显更高，而 BKCa-琢明显
更低（P＜0.05）；与模型组相比，A、B和 C组 NPR-A和 BKCa-琢的蛋白和 mRNA明显更高，且 C组大于 B和 A组，B组大于 A

组（P＜0.05）。各电压水平，与空白组相比，模型组、A、B和 C组 BKCa-琢电流水平明显更低（P＜0.05）；与模型组相比，A、B和 C

组 BKCa-琢电流水平明显更高，且 C组大于 B和 A组，B组大于 A组（P＜0.05）。与空白组相比，模型组、A、B和 C组 TNF-琢、
IL-6和 IL-18水平明显更高（P＜0.05）；与模型组相比，A、B和 C组 TNF-琢、IL-6和 IL-18水平明显更低，且 C组小于 B和 A组，B

组小于 A组（P＜0.05）。结论：靶向上调 BNP的表达水平可增加 BKCa的表达及 BKCa电流，同时 BNP的表达上调还有助于抑制

炎症因子水平，从而达到多途径缓解疼痛的目的。
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The Role and Mechanism of BNP/NPR-A/BKCa Signaling Pathway
in Neuralgia Formation in Rats*

To investigate the role and mechanism of BNP/NPR-A/BKCa signaling pathway in neuralgia formation in

rats. SPF rats were selected as research subjects and pathologic pain rat model of neuralgia was established. They were divided

into blank control group, sham operation group, group A (20 ng/mL BNP injection), group B (50 ng/mL BNP injection) and group C

(100ng/ml BNP injection). The mRNA and protein expression levels of NPR-A and BKCa were detected by qRT-PCR and Western blot.

Inflammatory factors were examined by ELISA. BKCa channel currents of pain-sensing neurons were detected by whole-cell patch

clamp technique. Mechanical hyperalgesia and temperature hyperalgesia were tested in rats. Compared with blank group, PWT

and PWL in model group, groups A, B and C were lower (P<0.05). Compared with the model group, the PWT and PWL in groups A, B

and C were higher, and the PWT and PWL in group C were higher than those in groups B and A, and the PWL in group B was higher

than that in group A (P<0.05). Compared with blank group, the level of NPR-A protein and mRAN was higher in model group, while the

level of BKCa-琢 was lower (P<0.05). Compared with model group, the protein and mRNA of NPR-A and BKCa-琢 in groups A, B and C

were higher, and group C was higher than that in groups B and A, and group B was higher than that in group A (P<0.05). Compared with
blank group, the current level of BKCa-琢 in model group, groups A, B and C was lower (P<0.05). Compared with the model group, the
current level of BKCa-琢 in groups A, B and C was significantly higher, and group C was higher than that in groups B and A, and group B

was higher than that in group A (P<0.05). Compared with blank group, the levels of TNF-琢, IL-6 and IL-18 in model group, groups A, B
and C were significantly higher (P<0.05). Compared with model group, the levels of TNF-琢, IL-6 and IL-18 in groups A, B and C were

significantly lower, and group C was lower than that in groups B and A, and group B was lower than that in group A (P<0.05).
Targeted up-regulation of BNP expression level can increase the expression of BKCa and the current of BKCa. Meanwhile,

the up-regulation of BNP expression can also help to inhibit the level of inflammatory cytokines, so as to achieve the purpose of pain

relief in multiple ways.
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前言

神经病理性疼痛是指中枢神经系统或外周神经系统的直

接损失和功能紊乱导致的慢性疼痛，患者临床多表现为自发性

疼痛、痛觉过敏和感觉异常等[1]。数据统计显示[2]，神经病理性疼

痛发病率约 6 %~8 %，约占慢性疼痛疾病的 17.9 %。神经病理

性疼痛的病发机制复杂，且尚未明确[3]。中枢和外周损失学说是

现阶段神经病理性疼痛致病的重要观点，其中脊髓背根神经节

和神经损伤区的异位放电逐渐受到重点关注[4]。神经元间的突

触传递增强是导致中枢敏化的核心机制，而离子通道的功能异

常表达与神经元间的突触传递增强密切相关[5]。钾离子通道是

离子通道家族中分布最为广泛的一种，其在痛觉传导和神经动

作电位产生中发挥重要作用，同时按药理特性和生物特性的不

同，其又可分为双孔钾离子通道（K2p）、内向整流型钾离子通

道（Kir）、钙离子依赖的钾离子通道（Kca）。BKca通道广泛分布

于子宫、膀胱、脑膜、血管平滑肌等器官组织[6]。近来有证据表

明[7]，BKca参与介导离子通道紊乱相关的疼痛激活。b型利钠

肽（B-type natriuretic peptide, BNP）可由心肌细胞分泌，并激活

其受体，利钠肽受体 -a（Natriuretic peptide receptor type A,

NPR-A），以减少心室纤维化。本课题组前期研究发现，

BNP/NPR-A/BKCa信号通路在神经病理性疼痛模型中异常表

达。然而现阶段，BNP/NPR-A/BKCa信号通路有望成为神经病

理性疼痛的新靶点仍未被系统探讨。基于此，本次课题拟采用

脊神经结扎术建立神经病理性疼痛模型，并深入探讨

BNP/NPR-A/BKCa信号通路的作用。

1 材料与方法

1.1 研究对象

以 10周龄 C57BL/6大鼠（体重：220-240 g）为研究对象。

所有的大鼠均饲养于 SPF级动物房（温度 23℃，湿度 60%，每

12 h交替照明，自由饮食饮水）。本项目已获得本院伦理学会的

批准。

1.2 神经病理性大鼠模型的构建

大鼠完成适应性喂养后进行建模操作。首先采用腹腔注射

30-50 mg/kg的 3 %戊巴比妥钠进行麻醉，待麻醉起效后将大鼠

固定。选取两侧髂嵴连线和脊柱处做标记，并沿标记将大鼠皮

肤及皮下组织进行逐层切开，待脊柱左侧椎旁肌暴露后将其钝

性分离，并将 L6横突充分暴露，暴露操作时需注意保护大鼠脊

神经，避免对其造成损伤。L6的充分暴露可使 L4和 L5脊神经

出现在视野中，随后将 L5脊神经小心分离，并对其进行结扎。

结扎操作完成后密切观察大鼠的出血情况，待无出血活动后将

筋膜进行逐层缝合，并关闭切口逐层缝合皮肤及皮下组织。模

型构造完成后进行常规的抗感染操作。

1.3 动物模型分组

本次研究将 40只大鼠分为，空白对照组（不做任何处理，8

只）和模型组（32只，构建动物模型），其中模型组分为，假手术

组（注射生理盐水，8 只），A 组（20 ng/mL BNP 梢内注射，8

只），B 组（50 ng/mL BNP梢内注射，8 只）和 C 组（100 ng/mL

BNP梢内注射，8只）。所有大鼠均注射等剂量，剂量为 1 mL。

BNP梢内注射方案：在大鼠完成模型构建后 4 d进行梢内

注射，方法如下：大鼠取俯卧位，于大鼠 L6位置做标记，并采用

左手拇指和中指分别置于 L6和 S1间隙两侧，两指向外用力将

大鼠皮肤绷紧，同时右手持微量注射器从间隙进针，并在感觉

有落空感时进行注射，并在 10 s内完成注射。注射完成后第

4 d，采用脊柱脱臼法处死大鼠，并无菌采集背根神经节及脊髓

背角，进行后续研究。

1.4 神经病理性疼痛行为测试

① 机械性痛觉过敏测试：采用电子机械痛敏测试仪进行机

械性痛觉过敏程度测试，将大鼠放置在附带具有金属网格支架

上的容器内，首先对大鼠后爪进行定位（定位采用一起自带具

有棱镜的金属针尖探测器），实验者对大鼠后爪外侧缓慢的施

加持续增加的力，力的大小为 10 g/s，监测系统采用 Ratemeter，

当大鼠出现后爪回缩时终止实验，并由仪器记录大鼠后爪回缩

时其承受的最大压力，即缩爪阈值(PWT)。实验重复三次取平

均值。

② 温度性痛觉敏感测试：采用足底测试仪进行温度痛觉过

敏，将大鼠放置在相同的容器内，以相同方法对大鼠后爪进行

准确定位，并采用红外线加热装置进行持续加热，直至大鼠出

现后爪回缩便终止加热。并由仪器自动记录大鼠缩回爪子的时

间，即缩爪潜伏期（PWL)。红外加热过程中需小心，不要对大鼠

造成损失。研究重复三次，取平均值。

1.5 qRT-PCR和Western blot

① qRT-PCR

首先提取神经节中的总 RNA，方案为：术中分离获取的组

织进行研磨，待研磨操作完成后滴入 Trizol，将混合悬液移至离

心管中进行匀浆操作，匀浆操作采用电动匀浆器进行匀浆，此

步骤大约需要 2分钟。待匀浆操作完成后提取细胞中总 RNA，

RNA的提取严格按照试剂盒说明进行，进行离心操作，离心前

滴入氯仿并震荡 15 min，随后进行 15 min的离心，待离心完成

后吸取上清，并转移至离心管中，并再次滴入异丙醇混匀静置。

静置 10 min后，再次进行离心，本次离心 10 min。此时向离心

管内滴入 75 %乙醇并缓慢温和的震荡，震荡操作完成后再室

温下晾干，并进行 cDNA的逆转录操作，逆转录条件：94℃ 5 s；

60℃ 15 s；72℃ 15 s，共 40个循环，待逆转录为 cDNA后进行

RT-PCR扩增，并以GAPDH为内参。荧光定量 PCR扩增条件的

设置：（95℃，5 min）1个循环；(95℃，30 s；60℃，30 s；72℃，30 s)

40个循环；（72℃，5 min）1个循环。最后参考 2-△ △ CT计算 NPR-A

和 BKCa的 mRNA相对表达水平。

② Western blot

首先提取细胞中总蛋白（提取液配置： ： 剂

=100:1），随后采用 BCA法进行蛋白定量（试剂盒购置于：），并

进行浓缩胶和分离胶的配置，配置操作完成后进行凝胶电泳

BNP/NPR-A/BKCa signal pathway; Rat; Neuralgia
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表 1各组大鼠 PWT和 PWL结果比较（均数依标准差）
Table 1 Comparison of PWT and PWL results in each group (mean 依 standard deviation)

Note: compared with the Blank control group, aP＜0.05; compared with Model group, bP＜0.05; compared with A group, cP＜0.05; compared with B

group, dP＜0.05, the same below.

Groups n PWT(g) PWL(g)

Blank control group 8 14.35依2.01 14.65依2.15

Model group 8 5.32依0.31a 4.32依0.31a

A group 8 8.23依0.35ab 7.56依0.25ab

B group 8 10.02依0.21abc 9.65依0.32abc

C group 8 12.32依2.12abcd 12.18依2.25abcd

F - 69.456 26.546

P ＜0.001 ＜0.001

（每孔滴入 40 滋g蛋白），电泳操作完成后湿转到 PVDF膜上

（购置于：），并进行封闭 2 h（环境为：5 %脱脂奶粉），随后置于

4℃冰箱孵育过夜。次日采用 5 %脱脂奶粉对一抗与二抗原液

进行稀释（V一抗原液：VTBST溶液 =1:1000）。取出样本后进

行 1h复温，并采用 TBST进行洗涤，每次 10 min，共洗 3次。再

次在室温下进行 1 h孵育，并再次进行洗涤，15 min每次，共 3

次。随后采用 ECL化学发光法显色（试剂盒购置于：），并分析

条带灰度值（软件为：Image J），计算 NPR-A和 BKCa蛋白的相

对表达水平。

1.6 全细胞膜片钳技术检测痛觉神经元 BKCa通道电流

维持 26℃左右室温，将放置有单个痛觉神经元的细胞记

录槽放置于显微镜载物台上，对神经元的状态、大小和形态进

行观察，并依据胞质清晰度、胞膜完整和直径进行神经元筛选，

最终筛选出优质神经元作为记录对象。采用全细胞膜片钳技术，

按照步阶 10 mV，膜电位钳制在 -70 mV，在 -70 mV~+100 mV

的参数进行诱发 BKCa电流，持续时间为 0.4 s。实验开始前加

入了 10 mM 4-AP和 200nM的 Apamin用于阻断电压依赖性

的钾通道（KV）和钾通道（SKca）。

1.7 炎症因子检测

采集大鼠尾静脉血 3 ml，3500 r/min条件下低速离心 10分

钟，静置 20分钟后分离上清，并置入 -80℃冰箱待测。采用

ELISA法检测 TNF-琢、IL-6、IL-18的表达水平。操作严格按照
试剂盒进行。

1.8 统计学方法

本研究所得数据结果采用 SPSS22.0进行处理和分析，计

量资料以（均数依标准差）表示，多组间比较采用单因素方差分
析（one-way ANOVA）进行检验，两组间比较采用 t检验，检验

水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 各组大鼠 PWT和 PWL结果比较

与空白组相比，模型组、A、B和 C组 PWT和 PWL明显更

低（P＜0.05）；与模型组相比，A、B和 C 组 PWT 和 PWL 明显

更高，且 C组大于 B和 A组，B组大于 A组（P＜0.05），详情见

表 1。

2.2 各组大鼠 NPR-A和 BKCa-琢的蛋白和 mRNA相对表达结

果比较

与空白组相比，模型组 NPR-A的蛋白和 mRAN水平明显

更高，而 BKCa-琢 明显更低（P＜0.05）；与模型组相比，A、B 和

C组 NPR-A和 BKCa-琢的蛋白和 mRNA明显更高（P＜0.05），

且 C组大于 B和 A组（P＜0.05），B组大于 A组（P＜0.05），详

情见表 2。

Groups n NPR-A BKCa-琢 NPR-A mRNA BKCa-琢 mRNA

Blank control group 8 1.02依0.12 0.99依0.12 1.01依0.11 1.02依0.09

Model group 8 1.67依0.11a 0.76依0.02a 1.85依0.13a 0.65依0.14a

A group 8 3.65依0.11ab 1.06依0.04ab 4.65依0.05ab 1.17依0.35ab

B group 8 5.65依0.31abc 4.56依0.21abc 6.54依0.34abc 3.56依0.21abc

C group 8 8.64依1.31abcd 7.24依0.34abcd 8.24依0.13abcd 6.57依0.21abcd

F - 56.452 182.31 23.544 64.464

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 2各组大鼠 NPR-A和 BKCa-琢的蛋白和 mRNA相对表达结果比较（均数依标准差）
Table 2 Comparison of the protein and mRNA relative expression results for NPR-A and BKCa-琢 in each group (mean依 standard deviation)

2.3 各组大鼠 BKCa-琢电流结果比较
各电压水平，与空白组相比，模型组、A、B和 C组 BKCa-琢

电流水平明显更低（P＜0.05）；与模型组相比，A、B 和 C 组

BKCa-琢电流水平明显更高，且 C组大于 B和 A组，B组大于
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Groups n TNF-琢(ng/L) IL-6(ng/mL) IL-18(pg/mL)

Blank control group 8 103.64依11.01 12.31依3.65 83.54依11.21

Model group 8 225.54依9.54a 39.54依2.45a 182.45依8.24a

A group 8 185.64依11.21ab 32.21依5.21ab 165.65依6.54ab

B group 8 155.65依9.54abc 26.54依4.21abc 135.21依5.54abc

C group 8 115.54依10.54abcd 16.54依3.54abcd 96.54依9.45abcd

F 67.546 58.545 126.456

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 4各组大鼠炎症因子结果比较（均数依标准差）
Table 4 Comparison of inflammatory factors (mean 依 standard deviation)

A组（P＜0.05），详情见表 3。

表 3各组大鼠 BKCa-琢电流结果比较（均数依标准差）
Table 3 Comparison of BKCa- 琢 current results (mean依 standard deviation)

Groups n -40(mV) 0(mV) 40(mV) 60(mV)

Blank control group 8 1.03依0.03 53.54依6.21 223.21依12.54 308.64依12.21

Model group 8 0.98依0.03a 21.31依1.23a 135.25依22.12a 231.21依10.21a

A group 8 0.95依0.03ab 31依3.12ab 153.12依16.12ab 256.54依9.45ab

B group 8 0.94依0.02abc 41依4.21abc 189.54依12.21abc 278.21依6.45abc

C group 8 0.96依0.01abcd 49.54依5.31abcd 193.45依11.23abcd 298.45依12.64abcd

F 167.541 25.545 65.455 75.456

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.4 各组大鼠炎症因子结果比较

与空白组相比，模型组、A、B和 C组 TNF-琢、IL-6和 IL-18

水平明显更高（P＜0.05）；与模型组相比，A、B和 C组 TNF-琢、

IL-6和 IL-18水平明显更低，且 C组小于 B和 A组，B组小于

A组（P＜0.05），详情见表 4。

3 讨论

本次研究参考华雷的方法[8]，选用脊神经结扎术建立神经

病理性疼痛模型。模型构建完成后，神经病理性大鼠模型

NPR-A的 mRNA及蛋白表达上调，而 BKCa的 mRNA及蛋白

表 达 水 平均 降 低， 且 BKCa 电 流 亦 被 抑 制 ， 表 明

BNP/NPR-A/BKCa信号通路在神经病理性疼痛大鼠病情发生

中扮演着尤为重要的角色。

BKca通道由 4 个调节性蛋白 茁亚基和 4 个结构蛋白 琢
亚基组成[9]。BKca通道被证实可发挥广泛的生物学功能，如镁

离子调控、钙离子调控和电压调控等。重要的是近年来，BKca

通道被证实在神经病理性疼痛中发挥着重要作用[10]。BNP及其

受体 NPR-A被广泛证实在心肌病变中发挥重要作用[11，12]。新进

证据发现 [13]，BNP/NPR-A信号的激活可参与调控疼痛相关的

基础病理机制。本次实验结果显示，神经病理性疼痛大鼠注射

BNP后 BKCa的 mRNA和蛋白相对表达水平均显著升高，且

大剂量注射 BNP可促进 BKCa的 mRNA和蛋白显著升高。这

与 zhang等人研究结果基本一致。Zhang等[14]人报道显示，脑钠

素通过突触前受体 NPR-A负向调控伤害性疼痛的传递，并且

在伤害性疼痛传入神经元中激活 BNP/NPR-A/PKG/BKCa信号

通路，进而激活机体炎症性疼痛。本次研究结果显示，神经病理

性疼痛大鼠注射 BNP后 BKCa电流水平明显升高，提示靶点

上调 BNP的表达可激活 BKCa电流。Sarantopoulos等[15]研究证

实，BKca和 Ikca的电流降低与大鼠神经元兴奋性密切相关。

Ming等[16]研究发现，BKca通道的过度激活介导了体外缺氧 /

复氧(H/R)和体内缺血 / 再灌注(I/R)诱导的海马神经元损伤。

Furukawa等[17]证实，结扎大鼠外周坐骨神经后，其脊髓背角神

经元自发兴奋性突触后电流频率明显升高，且 RT-PCR结果显

示，BKca通道 琢亚基在 L4-L5脊髓背角神经元中表达明显降

低。Chen 等 [18]发现，结扎 L5、L6 脊神经后，采用 RT-PCR 和

Western blot法检测发现 BKca的 mRNA和蛋白水平均显著降

低，而基于特异性阻断剂蝎毒 IBTX干预后发现机械性伤害明

显减轻。Cao等[19]证实，BKca通道的活动在外周神经损伤组织

中明显受到抑制，然而其具体机制仍尚未明确。本次研究结果

显示，神经病理性疼痛大鼠注射 BNP后大鼠 PWT和 PWL明

显升高，提示靶点上调 BNP的表达可改善大鼠疼痛阈值。近来

BKca通道产于介导疼痛调节被广泛证实，其中 BKca电流强

度的降低对疼痛阈值的增强作用已被证实[20，21]。BNP/NPR-A的

激活可促进 BKca mRNA的表达水平升高，同时促进 BKca通

道电流水平的升高，而高水平表达的 BKca mRNA和电流水平
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可通过离子通道水平从而达到抑制疼痛的目的，故靶向上调

BNP的表达后神经病理性大鼠的疼痛水平显著降低[22，23]。此外

炎症因子的过度表达被证实是神经病理性疼痛发生、发展的关

键环节[24]。TNF-琢、IL-6、IL-18是机体重要的炎症因子，被证实
与神经病理性疼痛相关[25，26]。本次研究结果显示，神经病理性疼

痛大鼠注射 BNP后 TNF-琢、IL-6、IL-18的表达下调，表明注射
BNP可有效抑制神经病理性大鼠炎症介质的分泌。有观点认

为，BKca通过维持三叉神经痛的发生、发展过程中伴随着炎症

表达，证据表明 TNF-琢可通过促进 BKca通道从而导致三叉神

经痛病情进行性发展。LU等[27]开展的一项动物实验发现，感觉

神经元中表达的 BKCa通道可通过抑制炎症信号的表达从而

发挥缓解疼痛的作用，故 BKCa通道可能在抑制炎症相关疼痛

中扮演重要角色。重要的是在诱发神经病理性疼痛的机制中，

促炎因子的过度激活被证实是核心靶点。故推测 BNP/NPR-A

信号通路可靶向调控 BKCa的表达，从而一方面调控 BKCa通

道相关的离子通道以改变疼痛阈值，同时调控 BKCa mRNA的

表达上调还有助于抑制下游促炎因子的表达从而基于多角度

的抑制神经病理性疼痛的发生、发展[28-30]。提示临床早期可通过

监测患者 BNP和 BKCa的表达水平，并积极开发靶向干预策

略从而为后续临床更高的对神经病理性疼痛的预测评估和靶

向干预提供更多策略选择。

综上所述，神经病理性疼痛的发生过程中 BNP/NPR-

A/BKCa信号通路发挥着尤为重要的作用，靶向上调 BNP的表

达水平可增加 BKCa的表达及 BKCa电流，同时 BNP的表达

上调还有助于抑制炎症因子水平，从而达到多途径缓解疼痛的

目的。然而，本次研究仍存在不足，即本次研究仅为动物实验，

仍需进一步开展临床试验进行佐证。
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