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脊髓星形胶质细胞ＦＧＦＲ３在神经病理性疼痛中的表达改变及作用
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　　［摘要］　目的　观察成纤维细胞生长因子受体３（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ３，ＦＧＦＲ３）在坐骨神经分支选择结扎
后神经病理性疼痛中大鼠脊髓的表达变化。方法　 ４０只ＳＤ雄性大鼠，分为假手术对照组（ｓｈａｍ）和手术组（ＳＮＩ），每组
２０只。使用坐骨神经分支选择结扎方式建立大鼠神经病理性疼痛模型，观察ｓｈａｍ组和ＳＮＩ组大鼠术前１ｄ以及术后１、
３、５、７ｄ的行为学改变并检测２组大鼠的机械痛阈，采用免疫荧光双标观察２组大鼠术后７ｄ脊髓背角星形胶质细胞
ＦＧＦＲ３和胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）的共表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＳＮＩ术后各时间点２组大
鼠ＦＧＦＲ３蛋白表达。结果　 术前１ｄ２组大鼠机械痛阈无明显差异（Ｐ＞０．０５），术后１、３、５、７ｄＳＮＩ组大鼠机械痛阈值分
别为 （６．６７±２．１２）、（３．１７±０．９９）、（２．３３±０．６５）、（１．７５±０．３１），相应时间点ｓｈａｍ组大鼠机械痛阈值分别为 （１２．７５±
２．８３）、（１２．３３±２．８４）、（１２．０８±２．５７）、（１１．５０±２．６５），ＳＮＩ组大鼠机械痛阈在各时间点较ｓｈａｍ组明显降低（Ｐ＜０．０５）；
术后７ｄ患侧脊髓背角ＧＦＡＰ阳性表达的细胞，ＦＧＦＲ３也呈阳性表达；术后１、３、５、７ｄｓｈａｍ组大鼠脊髓ＦＧＦＲ３蛋白表达
分别为 （０．１９２８±０．０１３０）、（０．２１３６±０．０２１４）、（０．２９４６±０．０２５１）、（０．２６６４±０．０２７３），相应时间点ＳＮＩ组大鼠脊髓
ＦＧＦＲ３蛋白表达分别为 （０．２８０４±０．０１５３）、（０．３２８２±０．０２６３）、（０．５６７７±０．０２７０）、（０．５２８８±０．０３２８），与ｓｈａｍ
组比较，ＳＮＩ组脊髓ＦＧＦＲ３蛋白表达随时间增长而上调（Ｐ＜０．０５）。结论　 在神经病理性疼痛过程中 ＦＧＦＲ３表达下调
并可能参与ＧＦＡＰ的激活，提示ＦＧＦＲ３在神经病理性疼痛的发生以及发展过程中可能发挥着重要的作用。
　　［关键词］　 星形胶质细胞；受体，成纤维细胞生长因子，３型；神经病理性疼痛
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　　近年来，神经病理性疼痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃｐａｉｎ，ＮＰＰ）
的发病机制取得了新的突破，对于治疗 ＮＰＰ提供了重
要依据。其中，星形胶质细胞的激活成为疼痛机制研

究的新亮点，使ＮＰＰ的研究跳出了局限于神经元研究
的瓶颈，为ＮＰＰ的治疗提供了新的靶点［１］。

　　成纤维细胞生长因子受体 ３（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ３，ＦＧＦＲ３）在神经系统发育过程中发挥
重要作用，并在神经系统广泛表达［２］。ＦＧＦＲ３是一种
具有自身磷酸化活性的跨膜酪氨酸激酶受体，它与其

配体结合后通过一系列的信号转导途径完成复杂的细

胞内外信号转导从而完成神经发生，分化，树突分支及

神经元存活等功能［３］。但是，ＦＧＦＲ３在星形胶质细胞
上的表达水平以及是否参与星形胶质细胞的激活，能

否作为ＮＰＰ的治疗靶点尚未有研究证实。
　　因此，本实验拟采用坐骨神经分支选择结扎
（ｐａｒｔｉａｌｓｃｉａｔｉｃｎｅｖｅｒｌｉｇａｔｉｏｎ，ＳＮＩ）方式建立神经病理
性疼痛模型，观察ＳＮＩ大鼠神经损伤后的行为学变化，
并检测脊髓背角星形胶质细胞激活情况以及 ＦＲＦＧ３
表达表达改变，探讨在 ＮＰＰ中 ＦＧＦＲ３对于星形胶质
细胞的激活是否存在作用，并探讨其可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组及模型制备
　　ＳＤ雄性大鼠４０只，体质量１８０～２２０ｇ（新桥医院动物实
验中心）。分为 ２组：假手术对照组（ｓｈａｍ，ｎ＝２０）、手术组
（ＳＮＩ，ｎ＝２０）。参考文献［４］的方法造模。大鼠麻醉（０．２％戊
巴比妥钠６０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射）后给ＳＮＩ组大鼠行ＳＮＩ手术：取
俯卧位，备皮，消毒后切开大鼠右侧大腿后外侧，暴露坐骨神经

及其分支，远端结扎并剪断腓总神经和胫神经，保留腓肠神经，

最后逐层缝合肌肉和皮肤。ｓｈａｍ组大鼠行假手术：在暴露分离
坐骨神经２ｍｉｎ后，不结扎和剪断神经，直接缝合肌肉和皮肤。
整个手术过程注意动作轻柔，术后大鼠均肌注青霉素预防感

染。术后于２２～２５℃恒温动物房单笼饲养。自由进食和饮
水，正常昼夜节奏，并避免刺激。

１．２　主要试剂和仪器
　　ＦＧＦＲ３兔多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，Ａｍｅｒｉｃａｎ）；ＦＩＴＣ标记抗
兔ＩｇＧ（北京中杉金桥生物技术有限公司）；ＧＦＡＰ小鼠多克隆
抗体（碧云天生物技术研究所）；Ｃｙ５标记抗小鼠ＩｇＧ（碧云天生
物技术研究所）；Ｈｏｅｃｈｓｔ细胞核染料以及防荧光淬灭封片剂
（碧云天生物技术研究所）；辣根过氧化物酶标记（ＨＲＰ）二抗
（北京中杉金桥生物技术有限公司）；ＣＭ１９００冰冻切片机及激
光扫描共聚焦显微镜（德国，Ｌｅｉｃａ公司）；ＢＣＡ蛋白分析试剂盒
（碧云天生物技术研究所）；ＥＣＬ发光试剂盒（美国，Ｐｉｅｒｃｅ公
司）；ｖｏｎｆｒｅｙ纤维针（美国，Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司）。

１．３　机械痛阈值测定
　　在模型制作前测定每只大鼠右后肢基础痛阈。将大鼠放

于底为筛状透明板有机玻璃罩内，适应环境３０ｍｉｎ，用 ｖｏｎｆｒｅｙ
纤维针从小刻度开始测量，垂直刺激大鼠后爪，每次刺激时间

持续１．５ｓ，若大鼠出现抬腿、添足则为阳性反应。如果出现阳
性反应，则在１５ｓ后再开始下一次测量，注意每次刺激力度均
等。每个刻度的纤维针每次测量１０次，大于５次阳性反应的
最小克数则为该大鼠的机械痛阈值。术后１、３、５、７ｄ再用以上
方法分别测定每只大鼠的机械痛阈值。

１．４　组织制备及免疫荧光双标
　　术后 ７ｄ２组大鼠各取 ４只，测痛后用 ３％戊巴比妥钠
（６０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射）麻醉后将开胸腔，暴露心脏，从心尖插入
灌注针头至主动脉并固定针尖以免脱落，并剪开右心耳作为灌

注液排出通道。首先用生理盐水快速灌注直至排出清亮液体、

肝脏变白（若灌注液从鼻腔流出则视为灌注失败）后用４％多
聚甲醛缓慢灌注。取大鼠脊髓 Ｌ４～Ｌ６段（注意取组织过程当
中动作细腻轻柔以免破坏脊髓的形态和完整性），放置４％多
聚甲醛４℃过夜，再放于３０％蔗糖溶液中脱水后取出标本，用
ＯＴＣ包埋剂（Ｓａｋｕｒａｆｉｎｅｔｅｋ公司，ＵＳＡ）包埋，制作冰冻切片
（２０μｍ），各标本分别取５张切片染色。丙酮固定后逐步进行
以下步骤：ＰＢＳ冲洗１０ｍｉｎ×３次，滴加山羊血清封闭液３７℃
孵育３０ｍｉｎ，滴加ＦＧＦＲ３一抗（１∶７５）３７℃孵育２ｈ，取出后再
滴加ＧＦＡＰ一抗（１∶７５），３７℃孵育２ｈ后４℃过夜；第２日ＰＢＳ
冲洗１０ｍｉｎ×３次，滴加ＦＧＦＲ３二抗 ＦＩＴＣ（１∶１００）及 ＧＦＡＰ二
抗Ｃｙ５（１∶５０）３７℃水浴１ｈ后取出，ＰＢＳ冲洗１０ｍｉｎ×３次，
Ｈｏｅｃｈｓｔ染核３ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 １０ｍｉｎ×３次，抗荧光淬灭剂封
片。制作过程注意避光，滤纸吸干时注意勿损坏组织标本，注

意轻柔，避免产生气泡。最后于激光共聚焦荧光显微镜下观察

脊髓背角星形胶质细胞ＧＦＡＰ和ＦＧＦＲ３的表达情况。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定脊髓ＦＧＦＲ３蛋白表达
　　术后１、３、５、７ｄ分别处死大鼠（ｎ＝４），分别取大鼠脊髓
Ｌ４～Ｌ６段，加入０．２ｍｌＲＩＰＡ和２μｌＰＭＳＦ冰上研磨，避免起泡
沫和发热。将样品移到１．５ｍｌ的离心管中，４℃，２００００×ｇ离
心３０ｍｉｎ，将上清液小心转移到干净无菌的１．５ｍｌ的离心管
中，ＢＡＣ法测定蛋白质浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜，脱色，封闭
２ｈ加入ＦＧＦＲ３一抗，７℃摇晃４ｈ，加 ＨＲＰ标记二抗，４℃过
夜。ＥＣＬ化学发光系统显色。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析结果。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１１．０软件分析统计资料。组内连续变量改变比
较采用重复测量方差分析，组间各指标的比较采用单因素方差

分析。

２　结果

２．１　术后行为学观察以及机械痛阈值的测定
　　２组大鼠术前机械痛阈差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。ｓｈａｍ组
大鼠行动基本正常，无内收畸形，而 ＳＮＩ组大鼠患侧后爪出现
轻度内收和跛行。ＳＮＩ组大鼠术后各时间点机械痛阈与术前
１ｄ相比明显下降（Ｐ＜０．０５）；ＳＮＩ组大鼠术后１、３、５、７ｄ阈值
较ｓｈａｍ组大鼠各时间点显著降低，２组大鼠机械痛阈在１、３、
５、７ｄ有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。见图１。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与术前１ｄ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈａｍ组比较
图１　术前１ｄ与术后各时间点２组大鼠机械痛阈

２．２　脊髓星形胶质细胞ＧＦＡＰ和ＦＧＦＲ３的表达
　　ＳＮＩ组大鼠术后７ｄ患侧背角ＧＦＡＰ免疫荧光染色阳性细
胞数胞体变大，星形突起增粗且亮度增强。同时，ＧＦＡＰ呈阳性
的细胞，ＦＧＦＲ３也呈强阳性表达。ｓｈａｍ组中星形胶质细胞
ＧＦＡＰ呈阳性的细胞，ＦＧＦＲ３也呈阳性表达，但阳性细胞个数及
荧光强度明显低于ＳＮＩ组。见图２。

２．３　脊髓ＦＧＦＲ３蛋白的表达
　　与ｓｈａｍ组比较，ＳＮＩ组术后１ｄ脊髓ＦＧＦＲ３蛋白表达开始
逐渐上升，直至术后５ｄ达到峰值（Ｐ＜０．０５），ｓｈａｍ组术后１、
３、５、７ｄＦＧＦＲ３蛋白表达并无显著差异（Ｐ＞０．０５）。见图３。
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１、３、５、７分别为ＳＮＩ组术后１，３，５，７ｄ；２、４、６、８分别为 ｓｈａｍ组术
后１，３，５，７ｄ
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：各组 ＦＧＦＲ３相对灰度值　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｓｈａｍ
组比较

图３　２组大鼠脊髓ＦＧＦＲ３蛋白的表达

３　讨论

　　近年来神经胶质细胞在ＮＰＰ中的作用引起研究者
的高度重视。大量研究证实，神经病理性疼痛发生时，

能激活星形胶质细胞，进而通过一系列信号通路释放大

量的促炎性细胞因子如：ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα、兴奋
性氨基酸、ＮＯ、前列腺素，这些炎性因子均侵散至周围

!" !#

!" !#

!" !#

!" !#

!" !#

!" !#

$

%

&

'

( )

Ａ～Ｃ：分别为ＳＩＮ组ＦＧＦＲ３、ＧＦＡＰ、合成图；Ｄ～Ｆ：分别为ｓｈａｍ组ＦＧＦＲ３、ＧＦＡＰ、合成图
图２　激光共聚焦荧光显微镜下观察术后７ｄ２组大鼠ＦＧＦＲ３和ＧＦＡＰ表达
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的神经元或小胶质细胞从而产生疼痛高敏状态［５］。

且在ＮＰＰ的发生与维持过程中，星形胶质细胞标志物
ＧＦＡＰ蛋白和基因表达明显上调［６］。星形胶质细胞主

要以炎症反应的方式诱发疼痛高反应性，参与了神经

病理性疼痛。

　　神经损伤后多种营养因子分泌增加，如神经生长
因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）、脑源性神经营养因子
（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）和神经胶质
细胞源性营养因子（ｇｌｉａｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，
ＧＤＮＦ）。它们通过与一系列特殊的酪氨酸激酶受体
介导来发挥作用，触发信号级联磷酸化调节和蛋白质

合成以及神经元的兴奋性，选择性的对初级感觉神经

元的存活和表型变化产生重要影响［４，７］。ＦＧＦＲｓ
（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＦＧＦＲｓ）是一类具有
自身磷酸化活性的跨膜酪氨酸激酶受体［８］，目前已经

确定了由 ４种独立基因编码的 ＦＧＦＲｓ成员，即
ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３和 ＦＧＦＲ４，在神经系统广泛表
达。其中，ＦＧＦＲ３可以特异性结合其配体成纤维生长
因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦｓ），调节神经系统的
特化与增殖［９］。ＦＧＦＲ３在成熟的中枢神经系统中在
多种分散细胞表达。ＦＧＦＲ３阳性细胞在脑室内部与
周围表达且观察到 ＦＧＦＲ３表达星形胶质细胞瘤标记
的谷氨酰胺合成酶。更有报道表明敲除大鼠 ＦＧＦＲ３
基因能观察到 ＧＦＡＰ表达水平的显著增高，由此可见
ＦＧＦＲ３的表达改变可能通过某些信号通路发生作用
从而导致ＧＦＡＰ的改变［１０］。

　　本实验通过分支选择结扎大鼠坐骨神经建立神经
病理性疼痛模型，是目前国际上通用的实验模型之一。

术后行为学观察ＳＮＩ组大鼠术侧后爪轻微内收畸形，
跛行，休息时偶有舔患足，符合 ＳＮＩ大鼠术后改变。
ＮＰＰ主要表现为痛觉过敏或异常疼痛，机械痛阈法可
以很好地评估疼痛。本研究用 ｖｏｎｆｒｅｙ纤维针检测大
鼠后肢机械痛阈发现，与 ｓｈａｍ组相比，ＳＮＩ组大鼠机
械痛阈术后１ｄ开始下降，到术后第７天下降到最低
值，在每个时间点与 ｓｈａｍ组均有显著差异（Ｐ＜
００５）。以往研究中发现，与ｓｈａｍ组相比，ＳＮＩ大鼠术
后７ｄ大鼠脊髓背角星形胶质细胞 ＧＦＡＰ阳性细胞个
数显著增多，而ｓｈａｍ组ＧＦＡＰ阳性细胞个数并无明显
差异。本研究选择在疼痛维持阶段，利用免疫双标法

观察到两组大鼠术后 ７ｄＦＧＦＲ３与 ＧＦＡＰ的表达情
况：在患侧脊髓背角ＧＦＡＰ呈阳性的细胞，ＦＧＦＲ３也呈
阳性表达，且ＳＮＩ组ＧＦＡＰ和 ＦＧＦＲ３表达的阳性细胞
数目以及荧光强度均显著高于 ｓｈａｍ组。ｓｈａｍ组中
ＦＧＦＲ３与ＧＦＡＰ阳性细胞呈点灶状，明显少于 ＳＮＩ组
中ＧＦＡＰ与ＦＧＦＲ３阳性细胞的弥散表达。由此可以
推测，ＦＧＦＲ３在ＮＰＰ过程中参与了星形胶质细胞的激
活。同时，使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测术后１、３、５、７ｄ大鼠
ＦＧＦＲ３的蛋白表达变化结果显示：在各时间点 ＳＮＩ组

ＦＧＦＲ３蛋白含量明显高于 ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５）。ＳＮＩ
组的ＦＧＦＲ３表达随时间逐步升高，并且维持在较高水
平。结果显示 ＦＧＦＲ３表达显著升高与 ＧＦＡＰ的表达
呈正相关，而与机械痛阈值呈负相关。

　　同时有也关于 ＦＧＦＲ３与 ＮＰＰ的研究证实：在神
经损伤后背根神经节中的 ＦＧＦＲ３被激活［１１］；在坐骨

神经损伤后ＦＧＦＲ３在雪旺细胞和巨噬细胞中表达，并
检测到脊髓 ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ表达在背根神经节结扎后
表达上调［１２］；更有研究报道 ＦＧＦＲ３着成熟的脊髓灰
质星形胶质细胞中抑制 ＧＦＡＰ的表达，在早期促进少
突胶质细胞的分化和髓鞘形成［１３］。

　　综上，我们推测 ＦＧＦＲ３可能参与 ＮＰＰ的发生以
及维持，并在此过程中可能发挥重要作用。
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