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Sonic hedgehog信号通路在神经病理性疼痛模型大鼠 

中的表达及其意义 

刘宇临，刘丹彦 

(重庆医科大学附属第一医院麻醉科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察神经病理性疼痛模型大鼠脊髓组织中(sonic hedgehog，Shh)信号通路的表达及随时间的动态变化规律，探 

索其在神经病理性疼痛中所发挥的作用。方法：取80只成年sD大鼠，采用随机数字表法均分为假手术~(sham operation group， 

Sham)与坐骨神经慢性压迫模型(chronic constriction injury of the sciatic nerve，CCI)组。CCI组(n=40)左侧坐骨神经以4．0丝线 

结扎，Sham组( 40)不结扎，仅暴露左侧坐骨神经。建模后 1、4,7、14、28 d分别对 2组大鼠进行一般行为学观察 ，并测定大鼠 

机械缩足反射阈值(mechanical withdrawal threshold，MWT)；采用Western blot和免疫组化检测大鼠脊髓腰骶膨大部(L4～6节 

段)的Shh、Gli表达。结果：与Sham 组相同时间点比较：CCI组术前 MWT(P=0．832)差异无统计学意义，术后其余各时间点均明 

显降低(P<O．01)具有统计学意义；CCI组内不同时间点比较：术后第 1天MWT开始明显降低(P=O．002)，7 d达到最低值(P： 

0．027)，28 d仍处于较低的水平( 如．003)。Western blot结果显示：与Sham 组相同时间点比较：CCI组术后 1 d大鼠脊髓腰骶膨 

大部Shh、Gli蛋白表达没有明显变化(脚 ．215)，其余各时间点Shh、Gli蛋白表达均出现明显增加(尸<O．01)；CCI组内不同时间 

点比较：术后7 d Shh、Gli蛋白表达水平达到最大值(P<0．O1)，这种高水平的表达可持续到损伤后28 d(P<0．01)。免疫组化结果 

显示：与Sham组比较：CCI术后第7天 Shh、Gli蛋白在相应区域显示染色明显增加(尸<0．01)。结论：神经病理性疼痛的发生、发 

展与Shh通路的激活具有显著相关，其通路蛋白的表达第7天达到峰值，第 28天仍处于较高水平。 
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Expression and significance of sonic hedgehog in neuropathic pain ral model 

Liu Yul 。Liu Jf)∞ 0 

(Department ofAnesthesia， e First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【AbstractlObjeetive：To analyze the activation of sonic hedgehog(Shh)signaling pathways in the rat model of neuropathic pain and 

the dynamic changing regularity over time，and to explore the role of Shh in the neuropathic pain．Methods：Eighty adult male SD rats 

were randomly allocated into two groups(n=40)：chronic constriction injury of the sciatic nerve(CCI)group and sham —operated 

group．Right sciatic nerve was ligated by 4．0 silk suture in CCI group；rats in sham—operated group did not receive ligation and their 

left sciatic nerves were exposed．General behavior of the two groups were observed respectively to determine mechanical withdrawal 

threshold(MWT)in rats on 1，4，7，14，28 d after modeling．The expression of Shh，Gli in the spinal cord of the rat lumbosacral en— 

largement was analyzed using Western blot an d immunohistochemistry．Results：The difference in preoperative MWT between CCI 

group and sham  group rats was not statistical significant(P=0．832)；MWT was significandy lower at all other time points after the op— 

eration(P<0．O1)．The MWT of CCI group began to decrease on the postoperative first day(P=O．002)，then achieved a minimum Oil 

day 7(P=O．027)，and was still in lower level on day 28(P=0．003)．The protein expression of Shh，Gli in CCI group rats was not signifi— 

candy changed on the postoperative first day(P=-0．215)，and Shh，Gli in the CCI group were significantly increased at all other time 

points(P<0．01)．The protein expression of Shh，Gli in the CCI group was unregulated on day 7 after injury with maximal expression 
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levels(P<O．01)，which was maintained up to at least day 28 after 

injury(P<O．o1)．Immunohistochemistry showed that the Shh and 

Gli protein displayed significan tly increase in the corresponding 

region than the sham group on the postoperative day 7(P<O．01)． 

Conclusion：Neuropathic pain can induce the expression of Shh 

signaling pathways．Th e expressions of related proteins reach the 

peak on day 7 an d maintain the high level till day 28． 

【Key words]Shh；Gli；neuropathic pain；chronic compression 



重庆医科大学学报2016年第41卷第 1期 (Joumal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 No．1】 一 57 一  

神经病理性疼痛是一种难治性的慢性疼痛综 

合症【l1，其最新定义：由躯体感觉神经系统疾病或 

损伤直接引起的疼痛嘲。大部分患者痛不欲生，终生 

不愈，患者的生活质量受到严重影响，给人类社会 

有限的卫生资源带来巨大的压力和负担 。Sonic 

Hedgehog信号通路于 1980年在果蝇发育机制的研 

究中被发现。HH信号家族中包括3个同源的基因： 

Sonic Hedgehog(Shh)、DesertHedgehog(Dhh)和 In— 

dian Hedgehog(Ihh)，其 Shh研究最为广泛。该通路 

主要由胞内的转录因子 Ci／Gli、细胞膜表面的特异性 

受体 Patched(Ptc一1)及相关蛋白Smoothened(smo)、 

胞外的 Hedgehog配体组成，Shh作为起始蛋白被激 

活后，与 Pteh相联接，此时 Ptch对 smo的抑制功能 

被消除，信号传递至下游的转录因子Gli，Gli被激活 

后，进人细胞核．从而对细胞产生各种生物调节[31。 

有多项研究已表明，Shh信号通路参与了外周神经 

损伤后的再生和修复 。也参与了脑卒中后的神经 

修复过程[71。而神经病理性疼痛是由外周神经损伤 

引起的最常见的一种慢性疼痛综合征。所以，Shh可 

能是影响神经病理性疼痛信息传递与调控的重要 

信号转导通路。然而Shh信号通路在神经病理性痛 

中的作用及变化规律尚未见报道。本课题拟观察： 

Shh相关蛋白在慢性坐骨神经压迫模型大鼠的表 

达，探讨 Shh信号通路及相关蛋白与神经病理眭疼 

痛的发生与持续的相关性。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 雄性成年(SD)大鼠，由重庆医科大学的动物实 

验中心提供，体质量为 300～350 g，混合饲料常规喂养，自由 

饮水 ，术前禁食 12 h。 

1．1．2 主要试剂 Shh抗体(GeneTex公司，批号：GTX37548)、 

Gli抗体(Abcam公司，批号：ab151796)、HRP二抗(欣博盛生 

物科技有限公司，批号 ：ANR0—2)、13-actin(欣博盛生物科技 

有限公司，批号：NBL02a／NBLO2b／NBL02c NBLO2d) 

1．2 方法 

1．2．1 实验分组及动物建模 取 8O只雄性sD大鼠，采用随 

机数字表法均分为2组：假手术组(Sham组)(n--40)和手术 

组(co组)( =40)。模拟Bennett的步骤建立CCI大鼠模型： 

称重后的sD大鼠以 10％的水合氯醛经腹腔注射．麻醉起效 

后，将 sD大鼠固定于操作台上呈俯卧位。常规消毒后，以后 

肢左外侧大腿切开皮肤 ，以血管钳钝性分离组织．玻璃分针 

暴露坐骨神经干，用4．0}}羊肠线围绕神经干依次作4个结扎， 

结间距约为 1 mE，结扎的强度以诱发小腿轻度抽搐为宜， 

肌肉皮肤分成缝合，缝皮前后分别用碘伏消毒，术毕放回原 

笼喂养。Sham组大鼠麻醉、消毒及手术步骤相同，仅暴露其 

坐骨神经干不作结扎。 

1．2．2 测定机械痛阈值 于术前 1 d，术后 1、4、7、14、28 d 

测量各组大鼠的机械缩足反射阈值 (mechanical withdrawal 

threshold，MWT)。握不等折力Von—Frey纤维越过铁丝网以s 

形依次刺激各组大鼠左后肢足底皮肤的各个位置，每次刺激 

持续 4-6 S。以0．6 g折力作测量起点，依次增加 0．9⋯1 5 2．0、 

4．0、6．0⋯9 0 14、25 g，阳性反应为大鼠出现快速缩足，若该刺 

激折力没有诱发阳性反应，则增加一级刺激折力，每只大鼠 

共测量5次，每次间隔3 min，机械眭缩足反射阈值为诱发≥ 

3次的缩足 Von Frey纤维相对应的压力值。术前 1 d测量阈 

值 <2．0 g，或>25 g的大鼠作为机械性痛敏失常，剔除不进入 

后期实验。 

1．2_3 采集标本 成功建立 CCI模型后，对 Sham组和 CCI 

组大鼠分别于术后 1、4．7、14、28 d机械痛阈值测定后，2组 

大鼠各时间点均取8只共80只大鼠，腹腔注射 10％的水合 

氯醛麻醉后。取脊髓腰骶膨大部(L4～6节段)约2 cm的脊髓 

标本，每份标本备用行Western blot检测。其中7 d时所取标 

本，其中一半置于一80。c冰箱保存，备用于Western blot检测， 

另一半用多聚甲醛固定24 h后．进行免疫组化检测。 

1．2．4 Western blot检测大鼠脊髓腰骶膨大部 Shh、Gli的蛋 

白表达 于各时点。在冰上采集大鼠(L4—6节段 )脊髓腰骶 

膨大部 。低温离心后提取上清蛋白。制作 10％的SDS—PAGE 

凝胶，依次进行电泳以及低温转膜。封闭 1 h后，加(1：1 000) 
一 抗4 oC孵育过夜。加人(1：1 000)的HRP二抗，于 37℃恒 

温箱内反应 2 h，加入 ECL试剂 ，暗室 内曝光 ，扫描图片成 

像。用 Fusion分析软件分析图像，计算条带的灰度值。 

1．2．5 以免疫组化方法测量脊髓腰骶膨大部 Shh信号通路 

相关蛋白 Shh、Gli的表达 于第 7天时点 ．取 Western blot检 

测时预留的脊髓腰骶膨大部标本。以多聚甲醛固定 24 h后， 

用不同梯度酒精进行脱水、包埋、切片。以兔抗 Shh、Gli抗体 

作为一抗，以1 000倍稀释后加入HRP，在室温显色，以苏木 

素染色。以显微镜观测切片 Shh、Gli的表达 ．并用分析软件 

image—pro plus 6．0对表达情况进行图像分析．测得图片的平 

均观密度值。 

1．3 统计学分析 

运用 SPSS 19．0软件分析数据，以均数 ±标准差 (x± ) 

的方式显示计量资料 ，两组间不同时间点数据比较用重复测 

量方差分析。检验水准 =O．05。 

2 结 果 

2．1 大鼠行为学观察 

Sham 组大鼠各时间点未发现明显姿态、步态变化 ，而 

CCI组大鼠术后各时间点均出现明显的的姿态、步态变化，主 
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随时间延长MWT进一步降低，至第 7天达最低值 

并持续至 28 d，说明 CCI模型[I1建立成功。 

通过Western blot检测发现：CCI组大鼠脊髓腰 

骶膨大部 Shh信号通路蛋白Shh、Gli表达增加。表 

明 Shh信号通路在 CCI疼痛模型中被激活。这与 

Daniel[a的文献报道相似。同时发现CCI模型建立后 

1 d，大鼠脊髓腰骶膨大部 Shh、Glil表达即开始上 

升，第4天更加明显，至第7天达到高峰，并且这种 

高表达持续到损伤后第 28天，这亦与大鼠MWT的 

变化趋势一致，提示Shh信号通路的激活与神经病 

理性疼痛的发生具有同时I生：而该通路相关蛋白的 

高表达及表达持续时间与神经病理性疼痛程度和 

持续时间亦具有明显的正相关。由于Shh、Gli蛋白 

在大鼠神经病理性疼痛发生、发展全部过程中均出 

现表达上调，说明Shh信号通路参与神经病理性疼 

痛调节 ．且在神经病理性疼痛的诱导和维持过程中 

可能起到重要的生物学效应。 

免疫组化是病理学与免疫学的主要技术方法。 

以 Western blot实验结果为基础 。应用免疫组化测 

量 CCI组和s组建模后第7天，Shh、Gli蛋白的表 

达：提示CCI大鼠表达明显高于s组大鼠，进一步 

证实神经病理性疼痛与Shh信号通路中相关蛋白 

Shh、Gli蛋白的表达具有相关性。 

已有研究报道：鞘内注射Shh激动剂可以诱使 

大鼠脊髓损伤后神经细胞和少突胶质细胞增殖，对 

外周神经损伤有保护作用【 z一31。因此，本研究推测 ， 

Shh信号通路通过参与神经病理性疼痛的调节，提 

高Shh、Gli蛋白的表达可能对损伤的外周神经起保 

护作用。这一推测需要在后期研究Shh信号通路参 

与调节神经病理性疼痛的作用机制中进一步去证 

实。而随着神经病理性疼痛病程的发展，MWT于损 

伤后第7天达到最低值，提示 CCI术后第7天大鼠 

疼痛最为剧烈。与此同时，Shh、Gli蛋白于损伤后第 

7天表达也达到峰值．此现象表明：当损伤后第 7天 

大鼠行为学表现最突出时．Shh信号通路对神经病 

理I生疼痛的调节作用同时达到高峰。 

综上所述，Shh信号通路在神经病理性疼痛模 

型大鼠被激活，其相关蛋白表达的变化规律与神经 

病理性疼痛的发生、持续正相关。本研究提示 Shh 

信号通路参与神经病理性疼痛调节，且在神经病理 

性疼痛的诱导和维持过程中可能起到重要的生物 

学效应；为进一步研究 Shh信号通路参与调节神经 

病理性疼痛的作用机制打下理论基础。 
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