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脊髓糖皮质激素受体在神经病理性疼痛中的作用
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　　［摘要］　目的　观察脊髓背角糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）在慢性病理性神经痛中的作用。方法　
成年ＳＤ大鼠分为假手术组、坐骨神经慢性压迫损伤（ＣＣＩ）组、ＣＣＩ＋生理盐水组、ＣＣＩ＋ＲＵ３８４８６治疗组。测定各组大鼠
不同时间点热缩足反射潜伏期（ＴＷＬ）；ＣＣＩ组于术后７、１４ｄ处死大鼠，取Ｌ４～Ｌ６脊髓冰冻切片，应用免疫组织化学方法观
察ＧＲ表达变化；大鼠蛛网膜下腔埋管，于ＣＣＩ术后１～１４ｄ鞘内注射生理盐水、ＧＲ拮抗剂ＲＵ３８４８６，测定其对ＴＷＬ的影
响。结果　 ＣＣＩ大鼠术后１ｄ损伤侧下肢ＴＷＬ即显著降低，到第１４天热疼敏仍持续存在；术后７、１４ｄ损伤侧Ｌ４～Ｌ６节段
脊髓背角ＧＲ表达显著增加（Ｐ＜００５）；术后１～１４ｄ鞘内给予ＧＲ拮抗剂ＲＵ３８４８６可明显减轻ＣＣＩ所致的热疼敏。结论
　 脊髓背角糖皮质激素受体的激活可促进坐骨神经慢性压迫损伤所致的神经痛的发生和维持。
　　［关键词］　 糖皮质激素受体；神经病理性疼痛；脊髓
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　　糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｃｐｔｏｒ，ＧＲ）属于
核受体超家族成员，是一种激素依赖性转录调节因子。

临床常用的糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，ＧＣ）具有抗炎、
抑制免疫反应和膜稳定等作用，研究还表明 ＧＣ参与
了痛觉信息的传导。ＧＣ可通过降低背根神经节细胞
Ｐ物质及降钙素基因相关肽的含量而降低初级感觉神
经元的兴奋性。我们前期研究［１－２］也发现，在培养的

大鼠背根节神经元，ＧＣ通过ＧＲ激活细胞内蛋白激酶
Ａ途径可快速抑制致痛物质 ＡＴＰ诱发的细胞内 Ｃａ２＋

浓度升高和全细胞电流。近年研究［３］发现ＧＲ广泛表

达于中枢神经系统，在脊髓背角 ＧＲ与神经元标记物
神经元特异核蛋白（ＮｅｕＮ）、星形胶质细胞标记物胶质
纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）共表达，在受到外周伤害性刺
激时，脊髓背角表达 ＧＲ的神经元同时表达 ｃｆｏｓ蛋
白，表明脊髓伤害性信息传递与脊髓背角表达 ＧＲ的
神经元存在着密切的联系。近来诸多实验研究［４－５］证

实ＧＲ在神经病理性疼痛时中枢痛敏的形成、发展中
发挥重要的作用，但其在神经病理性疼痛中的作用机

制尚不十分明确。本研究观察坐骨神经慢性压迫损伤

（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｍｐｒｅｓｓｉｖｅｉｎｊｕｒｙｏｆｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅ，ＣＣＩ）大鼠脊
髓背角 ＧＲ表达变化以及鞘内注射 ＧＲ拮抗剂
ＲＵ３８４８６对神经痛的影响，探讨 ＧＲ在慢性神经痛中
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的作用，为后续研究其分子与细胞机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和器材
　　兔ＧＲ抗体、羊抗兔ＩｇＧ及ＤＡＢ试剂盒均购自北京中山金
桥公司；ＲＵ３８４８６为 Ｓｉｇｍａ公司产品，溶于 １０％乙醇；ＢＭＥ
４１０Ｃ型自动热痛刺激仪为中国医学科学院生物医学工程研究
所产品；ＰＥ１０导管为美国健康医疗仪器国际公司产品。
１．２　方法
１．２．１　动物分组　　健康成年雄性ＳＤ大鼠，体质量２００～２５０ｇ，
购自第三军医大学实验动物中心［许可证号 ＳＣＸＫ（渝）２００７
０００５］。大鼠适应环境１周后，在标准清洁级动物实验室内完成
实验。ＳＤ大鼠分为４组：假手术组、ＣＣＩ组、ＣＣＩ＋生理盐水组、
ＣＣＩ＋ＲＵ３８４８６组。假手术组大鼠仅暴露坐骨神经不进行结扎。
１．２．２　鞘内置管　　大鼠腹腔注射１％戊巴比妥钠３ｍｌ／ｋｇ，
麻醉后取俯卧位，在Ｌ３～Ｌ４作长约３ｃｍ的皮肤纵切口，切开该
处背棘肌的后筋膜，钝性分离Ｌ４棘突两侧肌肉，切除 Ｌ４棘突和
邻近椎板，暴露Ｌ４与Ｌ３棘突间隙，以２５Ｇ针穿破黄韧带及硬脊
膜，可见清亮的脑脊液溢出。经破口处插入 ＰＥ１０导管２ｃｍ
（导管全长１５ｃｍ，容量１０μｌ），１８Ｇ硬膜外穿刺针在大鼠皮下
穿一隧道，将导管的另一端送至颈背部，外露２ｃｍ固定，外口
用打火机封闭，防止脑脊液外溢。术后３ｄ肌注青霉素抗感染。
大鼠清醒后若出现双侧下肢瘫痪，说明存在脊髓损伤，不纳入

实验；术后第 ２天，经 ＰＥ１０导管注入 ２％盐酸利多卡因
（２０μｌ），大鼠两后足瘫软，３０ｍｉｎ左右恢复，即鞘内置管成功。
１．２．３　ＣＣＩ模型制作　　参照 Ｂｅｎｎｅｔｔ等［６］的方法建立坐骨

神经慢性压迫性损伤模型。大鼠鞘内置管 ５ｄ后，腹腔注射
１％戊巴比妥钠３ｍｌ／ｋｇ，麻醉后俯卧位固定；在股骨外侧上方
纵向切开皮肤，顺肌纹钝性分离肌肉，暴露坐骨神经，用５．０铬
制羊肠线轻度结扎左坐骨神经干，共结扎４道，结扎间距约为
１ｍｍ；结扎强度以引起小腿肌肉轻度颤动为宜。术后当天肌注
青霉素避免感染。假手术组大鼠仅暴露坐骨神经不进行结扎。

１．２．４　鞘内给药　　ＣＣＩ＋ＲＵ３８４８６组每只大鼠于 ＣＣＩ术后
鞘内给予１０μｌＲＵ３８４８６溶液（含 ＲＵ３８４８６４μｇ），再用１０μｌ
生理盐水冲洗导管，２次／ｄ，连续１４ｄ；ＣＣＩ＋生理盐水组每只大
鼠注射２０μｌ生理盐水。
１．２．５　热痛阈测定　　热辐射法测定大鼠热缩足潜伏期
（ｔｈｅｒｍａｌｗｉｔｈｄｒａｗａｌｌａｔｅｎｃｙ，ＴＷＬ）。按Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ等［７］的方法，

利用ＢＭＥ４１０Ｃ自动热痛刺激仪的小型聚光灯产生一定强度
的光，通过聚焦产生热量，将光辐射焦点对准大鼠足跖底中部，

从照射开始至大鼠出现抬腿回避时为 ＴＷＬ。为防止热辐射损

伤，光照最长时限定为３０ｓ。连续测３次，每次间隔５ｍｉｎ，取其
平均值。热刺激强度在整个实验过程中维持一致。

１．２．６　ＧＲ免疫组织化学显色　　大鼠腹腔注射１％戊巴比妥
钠麻醉后迅速开胸暴露心脏，经升主动脉插管，先以４００ｍｌ生
理盐水冲净血液，随即灌注含４％多聚甲醛的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
５００ｍｌ固定。取腰段脊髓浸入 ４℃ ４％多聚甲醛 ３ｈ，随后
３０％蔗糖多聚甲醛溶液中过夜。脊髓连续冰冻切片，片厚
２０μｍ，置０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中。按照下列步骤进行免疫组织化
学显色：０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中漂洗，５ｍｉｎ×３次；０．３％ Ｈ２Ｏ２封闭，
室温３０ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中漂洗，５ｍｉｎ×３次；正常山羊血
清封闭，室温３０ｍｉｎ；滴加兔抗ＧＲ抗体（１∶５０），３７℃温箱孵育
１ｈ，然后移至４℃冰箱过夜；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中漂洗，５ｍｉｎ×３
次；然后滴加山羊抗兔ＩｇＧ溶液（１∶１００），３７℃，１ｈ；０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ中漂洗，５ｍｉｎ×３次；ＤＡＢ显色，室温下显色５～１０ｍｉｎ，自
然风干后梯度酒精脱水，二甲苯透明，ＤＰＸ封片。
１．３　统计学处理
　　免疫组织化学染色标本在光镜（×２００）下进行计算机图像分
析（ＩＰＰ６．０图像分析软件），每组３０张切片，根据阳性显色细胞轮
廓统计ＧＲ阳性细胞数目。数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０统计
软件行ｔ检验，多组均数间显著性比较用单因素方差分析。

２　结果

２．１　大鼠行为学改变
　　假手术组未出现神经痛表现。大鼠ＣＣＩ术后出现结扎侧下
肢足趾并拢背屈、舔舐、悬空等神经痛表现，但无运动功能障碍。

鞘内注射ＲＵ３８４８６可减轻结扎侧后足的足趾背屈、舔舐、悬空等
自发神经痛行为，而鞘内注射生理盐水对神经痛无缓解作用。

２．２　ＣＣＩ大鼠脊髓背角ＧＲ受体表达的变化
　　假手术组ＧＲ免疫阳性细胞主要位于脊髓背角浅层，从细胞
形态显示主要为神经元。与假手术组（６５．８６±４．５３）相比，ＣＣＩ
模型大鼠损伤同侧Ｌ４～Ｌ６节段脊髓背角浅层ＧＲ阳性细胞数量
在术后７ｄ（９６．６７±６．３５）和１４ｄ（９９．３３±７．６９）明显增加（Ｐ＜
０．０５，图１）。提示ＣＣＩ可导致损伤大鼠脊髓背角ＧＲ表达增加。
２．３　ＧＲ拮抗剂ＲＵ３８４８６对ＣＣＩ所致热痛敏的影响
２．３．１　ＲＵ３８４８６对ＣＣＩ大鼠 ＴＷＬ影响的量效和时效关系　
　在ＣＣＩ术后第１天，鞘内注射生理盐水、ＲＵ３８４８６（１、２、４μｇ）
前３０ｍｉｎ，注射后２０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ测定ＴＷＬ的变化。结
果表明，鞘内给予２、４μｇＲＵ３８４８６后４０ｍｉｎ可明显延长 ＣＣＩ
大鼠ＴＷＬ，与注射前相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；注
射ＲＵ３８４８６后 １、２ｈＣＣＩ大鼠 ＴＷＬ逐渐下降（图 ２）。表明
ＲＵ３８４８６在注射后４０ｍｉｎ镇痛效应达高峰。

!

" #

Ａ：假手术组；Ｂ：ＣＣＩ组ＣＣＩ术后７ｄ；Ｃ：ＣＣＩ组ＣＣＩ术后１４ｄ
图１　２组大鼠脊髓背角糖皮质激素受体表达的变化　（ＰＶ二步法 ×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与同组注射前比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＣＣＩ＋生理盐水组比较
图２　ＣＣＩ大鼠鞘内注射药物后短时程热缩足潜伏期的变化

２．３．２　鞘内注射ＲＵ３８４８６对ＣＣＩ所致热痛敏的影响　　与假
手术组比较，ＣＣＩ模型大鼠损伤侧下肢在术后第１天即对热刺
激敏感，ＴＷＬ明显降低（Ｐ＜０．０５），到１４ｄ热疼敏仍持续存在。
术后第１～１４天鞘内注射ＧＲ拮抗剂ＲＵ３８４８６可明显改善ＣＣＩ
所致的热痛敏（Ｐ＜０．０５），而鞘内注射生理盐水对热痛敏无治
疗作用。见图３。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＣＣＩ组比较
图３　各组大鼠热缩足反射潜伏期的变化

３　讨论

　　脊髓背角既是接受外周伤害性信息并向上位脑结
构传递的中继站，又是调制伤害性信息传递的脑干下

行抑制／易化系统的投射纤维的终止部位，对伤害性信
息的传递和调制发挥着重要的作用。研究表明脊髓背

角神经元及胶质细胞均表达 ＧＲ，那么脊髓背角有可
能成为 ＧＲ调节痛觉的重要位点。Ｗａｎｇ等［５］发现，

ＣＣＩ可致大鼠脊髓背角 ＧＲ表达增加，而摘除肾上腺
可显著减轻神经痛症状。与 Ｗａｎｇ等［５］的研究一致，

本实验免疫组化结果显示ＣＣＩ可致损伤侧相应节段脊
髓背角ＧＲ表达增加，并且在时间上与神经痛痛敏的发
生、发展相一致，提示脊髓背角 ＧＲ表达增加可能与外
周神经损伤所致的慢性神经痛的发生、发展密切相关。

　　ＲＵ３８４８６是糖皮质激素胞浆受体拮抗剂，可阻止
糖皮质激素与其胞浆受体的结合。本实验发现鞘内给

予ＧＲ拮抗剂 ＲＵ３８４８６可明显减轻 ＣＣＩ所致的神经

痛，表明外周神经损伤时脊髓背角 ＧＲ的激活促成了
中枢痛敏的发生与维持。目前，神经病理性疼痛与中

枢ＧＲ表达变化的确切关系还不清楚。Ｗａｎｇ等［５］研

究发现，ＣＣＩ大鼠脊髓白细胞介素６（ＩＬ６）和蛋白激酶
Ｃγ亚型（ＰＫＣγ）水平的升高可能促成了脊髓 ＧＲ的
表达增加。可见，在外周神经损伤时，炎性细胞因子可

能在中枢ＧＲ表达变化中起着关键作用。
　　ＧＲ除在脊髓水平均参与神经病理性疼痛的调
制，在脊髓上水平亦可调节伤害性信息的传递［８－１０］。

ＵｌｒｉｃｈＬａｉ等［８］发现，外周神经损伤可导致大鼠杏仁核

ＧＲ表达增加，表明神经病理性疼痛时伤害性感觉的
增强可能与杏仁核 ＧＲ的改变密切相关。此外，杏仁
核内给予皮质酮通过作用于ＧＲ可引发焦虑行为以及
躯体痛痛阈的降低，表明在杏仁核ＧＣ可通过ＧＲ促进
伤害性感觉的增强以及痛情绪反应的产生［９］。

　　本研究显示，脊髓背角 ＧＲ表达增加促进了 ＣＣＩ
所致的慢性神经痛的发生、发展，表明中枢 ＧＲ在慢性
神经痛的发生中起到重要作用，控制中枢 ＧＲ活性或
许能为临床有效治疗慢性神经痛提供新思路。
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