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Ｒａｐ１ａ高表达对ＳＮＬ大鼠神经病理性疼痛及星形胶质细胞自噬的影响
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　　［摘要］　目的　分析Ｌ５脊神经结扎（ＳＮＬ）大鼠脊髓组织中 Ｒａｐ１ａ的表达及其对神经病理性疼痛
的影响，探讨其作用机制。方法　采用Ｌ５脊神经结扎法制备ＳＮＬ大鼠模型，分为假手术（ｎ＝６）、ＳＮＬ模
型组（ｎ＝３０）、生理盐水组（ｎ＝６）、ＣｏｎｔｓｈＲ组（ｎ＝６）、Ｒａｐ１ａｓｈＲ组（ｎ＝６）、雷帕霉素组（ｎ＝６），经由
鞘内注射法处理后，采用ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝法检测大鼠机械痛阈值，采用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
大鼠脊髓组织和星形胶质细胞中Ｒａｐ１ａ的表达、ｍＴＯＲ活性及自噬水平。结果　ＳＮＬ大鼠脊髓组织中
Ｒａｐ１ａ的表达水平较生理盐水组显著上升，机械痛阈明显降低（Ｐ＜０．０５）。Ｒａｐ１ａｓｈＲＮＡ腺病毒感染
后，ＳＮＬ大鼠机械痛阈明显升高（Ｐ＜０．０５），大鼠脊髓组织及分离培养的星形胶质细胞中细胞自噬标志
分子ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ值升高，ｐ６２表达水平下降，细胞自噬水平增加，且 ｍＴＯＲ活化水平降低（Ｐ＜
００５）。细胞自噬诱导剂雷帕霉素作用后，星形胶质细胞及 ＳＮＬ大鼠脊髓组织细胞自噬水平均明显增
加，ＳＮＬ大鼠的机械痛阈显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　神经损伤引起的Ｒａｐ１ａ高表达对神经病理性疼痛的
发展有促进作用，这一过程可能与Ｒａｐ１ａ对ｍＴＯＲ信号通路及星形胶质细胞自噬水平的调节有关。
　　［关键词］　 Ｒａｐ１ａ；神经病理性疼痛；星形胶质细胞自噬；ｍＴＯＲ；ＳＮＬ大鼠
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　　神经病理性疼痛是一种由神经压迫、癌症、糖尿病
等其他多种疾病引起的神经损伤，常表现为痛觉过敏、

自发性疼痛等症状［１］。神经病理性疼痛的发病过程

受Ｋ＋、Ｃａ２＋离子通道及炎性细胞因子的调节，同时涉
及神经元损伤、中枢敏化、胶质细胞活化等病理生理学

改变［２］。其发病机制极为复杂，临床治疗效果不尽人

意。细胞自噬是真核细胞中一种保守的细胞学行为，

对于细胞形态结构及功能的维持具有重要调控作

用［３］。研究［４］表明，细胞自噬功能的紊乱与神经病
理性疼痛的发生存在关系，然而其具体机制尚不明确。

Ｒａｐ１ａ是 Ｒａｓ肿瘤基因家族成员之一。研究表明
Ｒａｐ１ａ分子与神经系统功能及神经退行性变化等疾病
的发生存在关系［５］。本实验以 Ｌ５脊神经结扎（ＳＮＬ）
大鼠模型及分离培养的星形胶质细胞为对象，分析

Ｒａｓ肿瘤基因家族成员Ｒａｐ１ａ在神经病理性疼痛大鼠
脊髓组织中的表达水平，分析 Ｒａｐ１ａ对星形胶质细胞
自噬和ＳＮＬ大鼠机械痛阈的影响，以期为解析神经病
理性疼痛的发病机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　兔源Ｒａｐ１ａ、ｍＴＯＲ、磷酸化ｍＴＯＲ（Ｓ２４８１）、βａｃｔｉｎ
一抗及羊源二抗（ＨＲＰ）均购自北京博奥森生物技术
有限公司，鼠源 ＬＣ３Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ为英国 ＶＩＶＡＢｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅ公司产品，兔源ｐ６２为美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，
腺病毒载体ｐＡｄ／ＰＬＤｅｓｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　实验动物与分组
　　６０只雄性成年 ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）大鼠，体质量
（３００±２０）ｇ，购自第四军医大学实验动物中心。分为
假手术组（ｎ＝６）、ＳＮＬ模型组（ｎ＝３０）、生理盐水组
（ｎ＝６）、ＣｏｎｔｓｈＲ组（ｎ＝６）、Ｒａｐ１ａｓｈＲ组（ｎ＝６）、雷
帕霉素组（ｎ＝６）。造模前于大鼠 Ｌ４、Ｌ５脊椎间隙行鞘
内注射。生理盐水组、ＣｏｎｔｓｈＲ组、Ｒａｐ１ａｓｈＲ组分别
注射生理盐水、ＣｏｎｔｓｈＲ腺病毒、Ｒａｐ１ａｓｈＲＮＡ腺病
毒，注射剂量均为２５μＬ／次，１次／ｄ，连续注射７ｄ后
进行造模及后续检测。雷帕霉素组鞘内注射自噬诱导

剂雷帕霉素（０．５μｇ／μＬ），注射剂量１００μＬ／次，１次／ｄ，
连续注射７ｄ，检测细胞自噬对 ＳＮＬ大鼠机械痛阈的
影响。

１．３　方法
１．３．１　ＳＮＬ大鼠模型制备　　参照 Ｓｈｉ等［６］的方法，

采用Ｌ５脊神经结扎法制备神经疼痛大鼠模型。３％戊
巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，沿背部右侧剪开皮肤，将

肌肉分离，咬开Ｌ５横突，暴露Ｌ５脊神经，用丝线结扎脊
神经，缝合切口。假手术组不结扎脊神经，其余操作同

手术组。

１．３．２　机械痛阈检测　　参照高润兴等［７］的方法于造

模前１ｄ测大鼠痛阈基础值，造模后第１、３、７、１０、１４天
测大鼠痛阈值。大鼠自适应环境１５～３０ｍｉｎ至安静后，
将ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝置于大鼠右后足掌心处，从０×ｇ开
始缓慢增加力度，以恒定速度刺激大鼠足部，至大鼠出

现抬腿或缩足反应时，记录阈值。分别测定５次，取平
均值记为大鼠机械痛阈值。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测　　分离处理后的大鼠脊髓组织
或细胞，Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ后反转录出ｃＤＮＡ，行实时
定量ＰＣＲ检测。反应程序：９４℃，５０ｓ；５４℃，５０ｓ；
７２℃，５０ｓ；７２℃，１０ｍｉｎ，３０个循环。检测结果以
ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－ΔΔＣＴ法计算ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　分离处理后的大鼠脊髓
组织或细胞，ＳＤＳ裂解法提取组织或细胞中总蛋白，测
定蛋白浓度后，各取６０μｇ蛋白经由ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分
离并转至ＰＶＤＦ膜。加３％脱脂奶粉封闭，加入１∶１０００
稀释的一抗４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜，加入１∶５０００稀释
的二抗室温孵育１ｈ，经ＥＣＬ显色曝光，灰度分析条带
密度，βａｃｔｉｎ为内参，计算蛋白表达水平。通过 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬标志分子 ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ、ｐ６２蛋白的
水平变化，反应细胞在不同状态下的自噬水平。

１．３．５　脊髓星形胶质细胞的分离与培养　　参照杨
镭镭等［８］的方法进行。取 ＳＮＬ造模７ｄ后的大鼠，于
无菌条件下分离出脊髓组织，置于预冷的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液，剪碎并用胰蛋白酶液消化，细胞悬液离心后加

入含血清的正常培养液，１０５／ｍＬ接种于培养瓶，３７℃
恒温培养箱培养。后经阿糖胞苷（ＡｒａＣ）处理及差速
贴壁，获得纯化的胶质细胞。

１．３．６　腺病毒载体构建及感染　　参照李钢等［９］的

方法进行。以 Ｒａｐ１ａ基因序列为模板，设计合成
Ｒａｐ１ａｓｈＲＮＡ及阴性对照序列（ＣｏｎｔｓｈＲ），将 ｓｈＲＮＡ
序列亚克隆至 ｐＡｄ／ＰＬＤｅｓｔ腺病毒载体中，经测序验
证后，转染至ＨＥＫ２９３细胞中包装腺病毒颗粒，获得含
ｐＡｄ／ｓｈＲａｐ１ａ及ｐＡｄ／ｓｈＣｏｎｔ的腺病毒，经 ＴＣＩＤ５０法测
定病毒滴度后，用于ＳＮＬ大鼠鞘内注射及胶质细胞的
感染实验。

１．４　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量资料数据以 珋ｘ±ｓ
表示，组间比较采用ｔ检验或单因素方差分析，以 Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＮＬ大鼠脊髓组织中Ｒａｐ１ａ表达水平的测定
　　与假手术组相比，ＳＮＬ大鼠术后机械痛阈明显降
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低，持续至 １４ｄ（图 １）。而 ＳＮＬ大鼠脊髓组织中
Ｒａｐ１ａｍＲＮＡ和蛋白表达水平均出现上升，术后第３天
增加显著（Ｐ＜０．０５），并持续至１４ｄ（图２、３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较
图１　ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝法检测２组大鼠机械痛阈值随

造模时间的变化
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较
图２　定量ＰＣＲ检测造模后不同时间２组大鼠脊髓组织中

Ｒａｐ１ａｍＲＮＡ表达

! " # $

! " # $

!"#$

%&' %&$

(

)

)

*

+

,

$

#

"

!

-

'
(

)
*

.(/!(+"!!!-

#

,!

!"(0123+$"!!-

#

,!

.(/!(+"!!!-

#

,!

!"(0123+$"!!-

#

,!

4

!"#$

4

%&' %&$

#

$

１～４：分别为造模后０、３、７、１４ｄ；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；
Ｂ：半定量分析 ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测造模后不同时间２组大鼠脊髓组织中
Ｒａｐ１ａ基因表达

２．２　Ｒａｐ１ａ对ＳＮＬ大鼠机械痛阈的影响
　　Ｒａｐ１ａｓｈＲＮＡ腺病毒感染后，ＳＮＬ术后第７天，大
鼠脊髓组织中 Ｒａｐ１ａ的表达水平（１．９６±０．５９）较生
理盐水组（６．２４±０．５４）及 ＣｏｎｔｓｈＲ组（６．０２±０．６７）
显著降低（Ｐ＜０．０５）；大鼠机械痛阈（７ｄ）则明显升高
（依次为 ２９．００±３．３９、１３．２０±１．４８、１４．２０±２．１６，
Ｐ＜０．０５）。
２．３　Ｒａｐ１ａ对ＳＮＬ大鼠脊髓组织中细胞自噬水平的

影响

　　ＳＮＬ术后，大鼠脊髓组织中细胞自噬标志分子
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ值逐步降低，ｐ６２表达水平升高，表明
细胞自噬水平降低（Ｐ＜０．０５，图４、５）。与生理盐水组
及ＣｏｎｔｓｈＲ组相比，Ｒａｐ１ａｓｈＲＮＡ腺病毒感染后，ＳＮＬ
术后第７天，大鼠脊髓组织细胞自噬水平增加（依次
为０．５２±０．１３、０．４９±０．０８、０．９０±０．１７），且 ｍＴＯＲ
活化水平降低（Ｐ＜０．０５，图６）。
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１～４：分别为造模后０、３、７、１４ｄ；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：
半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｄ比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测造模后不同时间大鼠脊髓组织中

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ与ｐ６２蛋白表达
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｄ比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测造模后不同时间大鼠脊髓组织

自噬水平
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１：生理盐水组；２：ＣｏｎｔｓｈＲ组；３：Ｒａｐ１ａｓｈＲ组　Ａ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与生理盐水组
及ＣｏｎｔｓｈＲ组比较
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测造模后７ｄ各组大鼠脊髓组织中

ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ表达

２．４　Ｒａｐ１ａ对星形胶质细胞自噬的影响
　　与生理盐水组及 ＣｏｎｔｓｈＲ组相比，Ｒａｐ１ａｓｈＲＮＡ
腺病毒感染后，大鼠分离获得的星形胶质细胞中细胞

自噬水平增加（分别为０．３２±０．１４、０．３５±０．１０、０．８０±
０１２），且ｍＴＯＲ活化水平降低（Ｐ＜０．０５，图７）。
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１：生理盐水组；２：ＣｏｎｔｓｈＲ组；３：Ｒａｐ１ａｓｈＲ组　Ａ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与生理盐水组
及ＣｏｎｔｓｈＲ组比较
图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测处理２ｄ后各组大鼠星形胶质细胞中

ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的表达

２．５　星形胶质细胞自噬对ＳＮＬ大鼠机械痛阈的影响
　　细胞自噬诱导剂雷帕霉素（０．５μｇ／μＬ）作用后，
星形胶质细胞（２ｄ）及ＳＮＬ大鼠脊髓组织（７ｄ）细胞自
噬水平均明显增加（Ｐ＜０．０５，图８）；ＳＮＬ大鼠的机械痛

阈（７ｄ）（３３．２０±４．４３）较生理盐水对照组（１３．２０±
１．４８）显著升高（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与生理盐水组比较
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组星形胶质细胞（２ｄ）及ＳＮＬ大鼠

脊髓组织（７ｄ）自噬水平

３　讨论

　　本研究以 ＳＮＬ大鼠模型及分离培养的星形胶质
细胞为对象，分析 Ｒａｓ肿瘤基因家族成员 Ｒａｐ１ａ在神
经病理性疼痛大鼠脊髓组织中的表达及作用。Ｒａｐ１ａ
是 Ｒａｓ家族成员之一，可作为分子开关调节下游
ＭＡＰＫｓ相关信号通路，进而调控不同靶分子表达及细

胞功能的变化，参与肿瘤等疾病的发生过程。已有研

究表明，Ｒａｐ１ａ分子也与神经系统功能及神经退行性
变化等疾病的发生有关［５］。Ｌｉ等［１０］报道 Ｒａｐ１ａ作为
ｍｉＲ２０３的下游直接靶基因，受 ｍｉＲ２０３的抑制作用；
在慢性神经压迫损伤模型大鼠的脊髓背角神经节中，

ｍｉＲ２０３的表达水平下调，而 Ｒａｐ１ａ则被过量表达。
Ｒａｐ１ａ还可通过对ＭＥＫ／ＥＲＫ通路产生调控而参与外
周神经敏感化过程。本实验发现在 ＳＮＬ模型大鼠脊
髓组织中，Ｒａｐ１ａ的表达水平显著上调，且 Ｒａｐ１ａ的高
表达与ＳＮＬ大鼠机械痛阈的变化存在联系，而抑制
Ｒａｐ１ａ表达可有效改善模型大鼠的疼痛症状。证实
Ｒａｐ１ａ分子表达的失调还与神经病理性疼痛的发病机
制密切相关。

　　细胞自噬是真核细胞中一种依赖溶酶体的清除途
径，可降解胞内的蛋白质聚集体及受损的细胞器，对于

细胞形态结构及功能的维持具有重要调控作用［１１－１２］。

细胞自噬与神经退行性疾病的关系已多有报道。神经

类疾病的发生多伴有神经元及其他神经细胞中蛋白质

的异常聚集，细胞自噬过程可有效清除这些异常的蛋

白质聚集体，使受损的神经细胞继续行使正常功能，防

止疾病的发生［１３－１４］。研究发现，在神经病理性疼痛发

病过程中，细胞自噬功能的紊乱对于神经疼痛的加剧

具有促进作用，而特异性的激活细胞自噬功能则可缓
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解神经疼痛症状［６，１５］。本研究发现，ＳＮＬ大鼠脊髓组
织中Ｒａｐ１ａ高表达与自噬水平呈反向关系，高表达的
Ｒａｐ１ａ能激活 ｍＴＯＲ通路，引起细胞自噬水平发生下
降；而抑制 Ｒａｐ１ａ后，ｍＴＯＲ通路活性降低，细胞自噬
水平增加，相应的大鼠神经疼痛症状也得到明显改善。

我们推测，Ｒａｐ１ａ分子对大鼠神经病理性疼痛的影响
可能与其对脊髓组织细胞自噬的抑制作用有关。

　　神经胶质细胞是神经系统中一类提供营养和支撑
作用的重要细胞。近年来，胶质细胞在神经病理性疼

痛中的作用也逐渐被人们认识。周围神经、腰脊神经

的结扎、横断等创伤均能刺激胶质细胞激活，激活的胶

质细胞可分泌ＲＯＳ、ＮＯ、前列腺素、神经生长因子等一
系列神经活性物质以及 ＴＮＦ和白介素等多种炎性因
子，促使神经元处于敏化状态［１６］。而通过米诺环素、

氟柠檬酸等药物阻断神经胶质细胞的活化，可有效抑

制神经活性物质的释放，缓解神经病理性疼痛症

状［１７］。本研究通过ＳＮＬ大鼠体内外实验证实，Ｒａｐ１ａ
可激活星形胶质细胞内 ｍＴＯＲ信号通路，抑制星形胶
质细胞自噬的发生。推测其对星形胶质细胞自噬的影

响可能参与了大鼠神经病理性疼痛的发病过程。

　　值得注意的是，胶质细胞包含星形胶质细胞、少突
胶质细胞、小胶质细胞等多种类型，而不同类型的胶质

细胞在神经疼痛病理过程中发挥的作用不尽相同。其

中，小胶质细胞的活化多出现在疼痛起始阶段，而激活

的星形胶质细胞则主要参与疼痛的发展和维持阶段。

本研究仅在体外条件下分析了Ｒａｐ１ａ对星形胶质细胞
自噬的影响，而对于星形胶质细胞及其他类型胶质细

胞自噬活性在神经病理性疼痛中的作用还需要进一步

的综合分析验证。

　　综上所述，本研究证实了神经损伤引起的 Ｒａｐ１ａ
高表达对于神经病理性疼痛的发展具有促进作用，而

这一过程可能与 Ｒａｐ１ａ对 ｍＴＯＲ信号通路及星形胶
质细胞自噬水平的调节有关。
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