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米诺环素对脊神经结扎大鼠脊髓内Ｍ１／Ｍ２型小胶质细胞极化的影响
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　　［摘要］　目的　探讨米诺环素（ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ，Ｍｉｎｏ）对脊神经结扎（ｓｐｉｎａｌｎｅｒｖｅｌｉｇａｔｉｏｎ，ＳＮＬ）致神经
病理性疼痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃｐａｉｎ，ＮＰ）大鼠脊髓内Ｍ１型（促炎型）和Ｍ２型（抗炎型）小胶质细胞极化的影
响及其机制。方法　３６只成年雄性ＳＤ大鼠按体质量分层随机抽样分为Ｓｈａｍ组、ＳＮＬ组和 Ｍ＋ＳＮＬ组
（鞘内注射米诺环素），于术前１ｄ和术后１４ｄ内测定大鼠后足机械痛阈值和冷痛敏阈值。术后１４ｄ于
Ｌ５脊髓取材，采用免疫组化技术和体视学技术检测Ｌ５脊髓背角内小胶质细胞的总数以及Ｍ１／Ｍ２型小
胶质细胞的数量；利用生物信息学技术筛选出脊髓小胶质细胞内的核心靶点 Ｃｓｔ７，并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测小胶质细胞标志物Ｉｂａ１、Ｍ１型小胶质细胞标志物 ｉＮＯＳ、Ｍ２型小胶质细胞标志物 ＣＤ２０６、Ｃｓｔ７基
因编码的蛋白质胱抑素Ｆ（ｃｙｓｔａｔｉｎＦ，ＣＦ）及 ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１通路蛋白的表达水平；采用 ＥＬＩＳＡ
检测脊髓内ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０的蛋白表达量。结果　 Ｍ＋ＳＮＬ组大鼠术后７～１４ｄ手术侧的机械痛
和冷痛敏阈值均比 ＳＮＬ组显著升高（Ｐ＜０．０１）。ＳＮＬ组大鼠手术侧脊髓背角内小胶质细胞的总数，
Ｍ１型、Ｍ２型小胶质细胞的数量以及脊髓 ＣａｔＳ、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸ３ＣＲ１、ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１０蛋白表达较
Ｓｈａｍ组均显著增加，而ＣＦ含量显著降低（Ｐ＜０．０１）；与 ＳＮＬ组比较，Ｍ＋ＳＮＬ组小胶质细胞的总数、Ｍ１
型小胶质细胞的数量以及ＣａｔＳ、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸ３ＣＲ１、ＴＮＦα、ＩＬ６蛋白表达均显著减少，而Ｍ２型小胶质细
胞的数量以及ＣＦ、ＩＬ１０的蛋白表达均显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　米诺环素改善ＳＮＬ致神经病理性疼
痛的机制可能是通过上调小胶质细胞内ＣＦ蛋白表达，进而抑制ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１信号通路，促进
小胶质细胞由Ｍ１型向Ｍ２型转化，以平衡Ｍ１／Ｍ２小胶质细胞极化失衡、减轻神经炎症。
　　［关键词］　 米诺环素；胱抑素Ｆ；小胶质细胞；脊神经结扎；神经病理性疼痛；体视学；大鼠
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　　腰椎间盘突出后刺激或压迫脊神经根会诱发严重
的神经病理性疼痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃｐａｉｎ，ＮＰ）［１］，临床主
要表现为自发性疼痛、痛觉过敏和痛觉超敏等，这极大

影响了患者的生活质量［２］。脊神经结扎（ｓｐｉｎａｌｎｅｒｖｅ
ｌｉｇａｔｉｏｎ，ＳＮＬ）是一种理想的椎间盘突出症模型，其所
诱发的痛觉过敏等症状与临床症状接近，因而被广泛

应用于基础研究［２］。目前脊神经损伤导致 ＮＰ的发生
发展机制并不十分清楚，药物治疗的效果欠佳。深入

探讨脊神经损伤后 ＮＰ的发生发展机制，可望为诊疗
脊神经损伤后ＮＰ提供新策略。
　　越来越多的证据表明，激活的小胶质细胞通过扩
大炎症反应参与ＮＰ的发展与维持［３－５］，这与我们前期

采用体视学技术发现ＳＮＬ所致ＮＰ大鼠结扎侧脊髓背
角内小胶质细胞数量显著增加的结果一致［６］。而在

多种ＮＰ模型中，全身或局部采用小胶质细胞抑制剂
米诺环素可以通过抑制小胶质细胞的激活发挥镇痛作

用［７－９］。近年来研究又发现，激活的小胶质细胞可以

分为促炎的 Ｍ１型和抗炎的 Ｍ２型，这种表型的异质
性也被称为小胶质细胞极化，两种表型之间的动态平

衡是维持生物体内炎症平衡的关键［３－４］。但是ＳＮＬ后

脊髓背角增生的小胶质细胞中促炎 Ｍ１型和抗炎 Ｍ２
型各自所占的比例尚不十分清楚，小胶质细胞极化的

深入机制仍有待进一步阐明，米诺环素的治疗机制也

需要进一步挖掘。

　　因此，本研究主要采用体视学技术定量研究 ＳＮＬ
所致ＮＰ脊髓背角内小胶质细胞以及促炎 Ｍ１型和抗
炎Ｍ２型的数量变化；采用生物信息学技术挖掘出
ＳＮＬ致 ＮＰ的潜在靶点“Ｃｓｔ７”，并进一步探讨小胶质
细胞抑制剂米诺环素［１０－１１］的镇痛作用是否与其调控

ＣＦ（Ｃｓｔ７基因编码的蛋白）的表达，进而通过调控
ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１信号通路促进小胶质细胞由
Ｍ１型向 Ｍ２型转换、减少炎症因子释放有关。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　正常成年 ＳＰＦ级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠
３６只，体质量１８０～２２０ｇ［来源于川北医学院实验动物
中心，动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（川）２０２３００７６］，术前
根据体质量分层随机抽样，将３６只ＳＤ大鼠分为３组：
假手术组（Ｓｈａｍ组）、模型组（ＳＮＬ组）及米诺环素给
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药组（Ｍ＋ＳＮＬ组），每组１２只。ＳＮＬ组和Ｍ＋ＳＮＬ组大
鼠行左侧脊神经结扎建立 ＳＮＬ模型。Ｍ＋ＳＮＬ组术后
第１、７、１４天鞘内注射米诺环素１５μＬ（１３．５ｍｍｏｌ／Ｌ），
Ｓｈａｍ组和ＳＮＬ组对应时间鞘内注射等量的ＰＢＳ。
　　鞘内置管［１２］手术步骤：异氟烷（３％～４％诱导，２％
维持）麻醉大鼠后，找到大鼠的Ｌ３～Ｌ４棘突；采用７号
针头探查Ｌ３～Ｌ４棘突间隙，并轻轻穿破黄韧带挑破硬
脊膜，从韧带破口处缓慢地进入 ＰＥ１０导管至蛛网膜
下腔，可见有清亮脑脊液从导管内流出，固定导管后另

一端经皮下隧道引出，暴露于颈背部皮肤，外露 ３ｃｍ
无菌封闭导管外口；然后逐层缝合肌肉、皮肤，最后缝

合完毕后予以消毒处理。置管成功，纳入下一步实验。

　　ＳＮＬ模型手术步骤：大鼠麻醉后，实验动物右侧卧
位固定，以左侧髋结节为中点做一长约２．５ｃｍ的斜切
口。逐层切开皮肤、肌肉，暴露腰方肌，在腰方肌和髂

腰肌之间的间隙即可找到 Ｌ３、Ｌ４和 Ｌ５脊神经。采用
自制钛夹（直径６ｍｍ，长３～４ｃｍ，奥硕金属材料有限
公司）紧结扎 Ｌ５脊神经；逐层缝合肌肉层及皮肤，再
次消毒皮肤，造模结束；术后大鼠常规摄食、进水。

Ｓｈａｍ组除了不结扎Ｌ５脊神经，其他步骤同上。
　　所有实验动物的饲养环境维持在２０～２５℃，昼夜
交替规律变化，自由饮水和摄食。实验过程中对动物

的所有处理符合本院伦理委员会关于实验动物伦理学

要求。

１．２　实验试剂和仪器
　　米诺环素购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。异氟
烷购自中国深圳瑞沃德公司。ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝包购自
美国ＮｏｒｔｈＣｏａｓｔ公司。ＥＬＩＳＡ试剂盒购自中国武汉
ＦｉｎｅＴｅｓｔ公司。ＢＣＡ蛋白检测试剂盒购自中国武汉
Ｂｏｓｔｅｒ公司。本实验中使用的一抗如下：Ｉｂａ１、ｉＮＯＳ
和ＣＤ２０６购自中国武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＣＦ购自中
国北 京 Ｂｉｏｓｓ公 司，ＣａｔＳ购 自 美 国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＣＸ３ＣＬ１购自中国武汉 Ｂｏｓｔｅｒ公
司，ＣＸ３ＣＲ１购自中国武汉Ａｂｃｌｏｎａｌ公司。
１．３　痛阈值检测
　　所有大鼠在测量前至少适应测试环境３ｄ。测试
时间为：术前１ｄ（０ｄ）和术后第４、７、１０、１４天。阳
性反应判断标准：大鼠缩足、舔足或甩足等。

１．３．１　５０％缩足阈值（ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＷＴ）
检测［１３］　　用 ｖｏｎＦｒｅｙ丝垂直刺激每只大鼠的足底
外侧。测试前先将大鼠置于透明亚克力罩内，待１５ｍｉｎ
后大鼠处于安静状态时，才能进行测试实验。首先选

用４．０ｇ的纤维丝，然后按照“ｕｐｄｏｗｎ法”，检测并计
算出大鼠的５０％ＰＷＴ阈值。测试时３组大鼠轮流测

试，每只大鼠同侧连续测试间隔不少于５ｍｉｎ。
１．３．２　冷痛敏阈值检测　　为测试大鼠足部对寒冷
的敏感性，测量其足部对丙酮的缩足反应。当大鼠处

于安静状态时，将预冷的丙酮（每次 １００μＬ）涂在其足
底表面，计时３０ｓ，３０ｓ内的阳性反应时间即为该侧
的冷刺激缩足反应时间。测试时３组大鼠轮流测试，
每只大鼠的每侧脚掌涂抹 ３次（间隔５ｍｉｎ），取 ３次
的平均值作为该侧的冷刺激缩足反应时间。

１．４　取材及组织处理
　　术后１４ｄ，行为学检测完成后，每组随机选取３只
大鼠，异氟烷麻醉后打开椎板暴露脊髓，根据脊神经根

的位置沿垂直于脊髓纵轴的方向切取 ２ｍｍ厚的 Ｌ５
脊髓节段放入４％多聚甲醛中固定４８ｈ，换入７０％乙醇
内，再过２４ｈ换入新鲜的７０％乙醇溶液内保存用于石
蜡包埋切片。每组的另９只大鼠同上切取 Ｌ５脊髓节
段，并将其左侧放入液氮速冻，随后转入－８０℃冰箱保
存用于后续的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ检测。
１．５　免疫组织化学染色切片制备
　　将所取的 Ｌ５脊髓组织块用石蜡包埋机（ＪＵＮＧ
Ｈｉｓｔｏｗａｘ，ＣａｍｂｒｉｄｇｅＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＧｍｂＨ，Ｎｕｓｓｌｏｃｈ）包
埋，用切片机 （ＲＭ２１４５，ＬｅｉｃａＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＧｍｂＨ，
ＮｕｓｓｌＯｃｈ）从每个组织连续切取３张厚度为１０μｍ的
脊髓横断面切片，分别用于 Ｉｂａ１（标记小胶质细胞）、
ｉＮＯＳ（标记Ｍ１型小胶质细胞）和 ＣＤ２０６（标记 Ｍ２型
小胶质细胞）免疫组化染色。免疫组化染色步骤：脱

蜡至水后，将切片用 ＰＢＳ洗涤，经破膜，抗原修复，３％
Ｈ２Ｏ２孵育，山羊血清封闭后，分别滴加兔抗鼠 Ｉｂａ１
（１∶３００）、ｉＮＯＳ（１∶２００）和 ＣＤ２０６（１∶５００）抗体于４℃
孵育１２～３０ｈ，ＰＢＳ充分洗涤后滴加多聚过氧化物酶
二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色３ｍｉｎ，自来水充分
冲洗，苏木精复染核，常规脱水、透明、中性树脂封片。

阴性对照用ＰＢＳ替代一抗。
１．６　脊髓背角内小胶质细胞的总数以及Ｍ１、Ｍ２型小

胶质细胞数量的体视学估计

　　采用丹麦Ｖｉｓｉｏｐｈａｒｍ公司的体视学软件和配套的
日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ的 ＢＸ５３型生物显微镜，在电脑屏幕上
观测切片。

１．６．１　小胶质细胞总数的体视学估计［１４］　　先在×４
物镜下勾出Ｉｂａ１染色切片脊髓背角的左侧或右侧区
域，每侧叠加２０×２０个测点（ＡＰ＝２３１８５．４９μｍ

２）（图

１Ａ），计数落在脊髓背角内的测点总数，将其乘以 ＡＰ
即得该侧脊髓背角的面积（Ａ），然后换用×２０倍镜在该
区域下观察，每个视野叠加４个面积为１４４００．００μｍ２

的长方形计数框和９个面积为４０６７４．００μｍ２的测点
（图１Ｂ）。首先在勾选区域的最左上角随机确定第
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１个测试视野，然后按照０．５ｍｍ的间距利用电动载物
台在勾选区域内等距随机抽选视野，根据禁线法则计

数框内的阳性小胶质细胞核的轮廓数量。所计数的细

胞总数除以用于计数的计数框总面积即得单位面积脊

髓背角内细胞的轮廓数（ＮＡ）。ＮＡ与 Ａ的乘积即为该
侧Ｌ５脊髓背角横截面内小胶质细胞核的轮廓总数。
１．６．２　Ｍ１和Ｍ２型小胶质细胞数量的体视学估计　
　脊髓背角内Ｍ１和 Ｍ２型小胶质细胞核轮廓数量的
体视学估计方法同小胶质细胞总数，区别在于×２０倍
镜叠加的计数框面积调整为３００００．００μｍ２。
１．７　生物信息学技术筛选ＳＮＬ致ＮＰ的核心靶点
１．７．１　数据集获取　　在美国国立生物信息中心
（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）中
的ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）
检索并下载高通量数据集 ＧＳＥ７１１３６。该数据集来源
于ＳＮＬ模型后７ｄ小鼠脊髓小胶质细胞的高通量测
序，基因表达检测平台为 ＧＰＬ１７０２１。
１．７．２　差异基因筛选　　差异表达基因是通过Ｒ．４．１．１
分析从 ＧＥＯ数据库中获得的数据，以 Ｐ＜０．０１作为差
异基因筛选准则。

１．７．３　蛋白相互作用网络图（ＰＰＩ）构建及核心基因
筛选　　通过ｓｔｒｉｎｇ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）网站在
线进行靶基因间的蛋白互作分析；采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１
软件进行差异表达蛋白互作关系网络分析筛选出调控

作用网络中起关键作用的核心基因。

１．７．４　ＧＯ与 ＫＥＧＧ富集分析　　将预测到的差异
表达基因在 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／）网站
进行基因本体论（ＧＯ）和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）信

号通路富集分析。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｉｂａ１、ｉＮＯＳ、ＣＤ２０６、ＣＦ、ＣａｔＳ、
ＣＸ３ＣＬ１和 ＣＸ３ＣＲ１表达

　　从－８０℃冰箱中取出冻存的Ｌ５手术侧脊髓组织，
冰上研磨，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，加入ＲＩＰＡ裂解液，
离心后取上清液，按照ＢＣＡ试剂盒说明书检测蛋白浓
度。蛋白浓度计算出来后，经凝胶电泳、转膜、封闭后，

先后加入相应的一抗Ｉｂａ１（１∶１０００）、ｉＮＯＳ（１∶１０００）、
ＣＤ２０６（１∶７５０）、ＣＦ（１∶１０００）、ＣａｔＳ（１∶１０００）、
ＣＸ３ＣＬ１（１∶１０００）以及 ＣＸ３ＣＲ１（１∶５００）和对应种属
的二抗，取出 ＰＶＤＦ膜，用 ＴＢＳＴ清洗后与发光液混
合，全自动化学发光成像分析系统曝光。运用 ＩｍａｇｅＪ
软件检测蛋白灰度值，以目的蛋白与内参蛋白

（βａｃｔｉｎ）灰度值比值为统计数据进行分析。
１．９　ＥＬＩＳＡ法检测大鼠ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１０水平
　　取出 Ｌ５左侧脊髓 －８０℃保存。组织在 ２００μＬ
冰冷的ＲＩＰＡ缓冲液［０．９％ＮａＣｌ、０．１％十二烷基硫酸
钠（ＳＤＳ）、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ＝７．３］中匀浆，在５０００×ｇ
４℃下离心５ｍｉｎ。上清在－２０℃或 －８０℃保存，以备
将来检测。采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＥＲ１３９３、ＥＲ００４２和
ＥＲ００３３）检测 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１０表达。根据说明
书，每孔加入待测样品和标准品后加入５０μＬ抗体工
作液，于３７℃孵育 ４５ｍｉｎ后，弃液；其次向每个孔中
加入１００μＬＳＡＢＣ工作溶液，于３７℃孵育３０ｍｉｎ后，
弃液；最后添加 ９０μＬＴＭＢ底物溶液，于 ３７℃孵育
１５ｍｉｎ后，立即加入终止液，在４５０ｎｍ处测量每个孔
的光密度值。空白孔归零后，拟合标准曲线，代入校正

后的光密度值，计算相关样品的浓度。

!
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Ａ：×４物镜下估计脊髓背角横截面面积　红色勾选区域为 Ｌ５脊髓背角，每个视野叠加 ２０×２０个测点（绿色
“＋”），←：示手术侧，→：示非手术侧；Ｂ：×２０物镜下计数脊髓背角内小胶质细胞核轮廓数量　每个视野叠加４个
计数框，：示小胶质细胞核

图１　体视学方法计数脊髓背角横截面内小胶质细胞数量
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１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计学分析。计量资料
均采用 珋ｘ±ｓ表示。各组手术侧和非手术侧的对比采用
配对ｔ检验；３组间比较采用单因素方差分析，其中两
两对比采用 ＬＳＤ法；５０％ ＰＷＴ和冷痛敏数据组间比
较采用重复测量的双因素方差分析，事后检验用 ＬＳＤ
法。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　米诺环素对大鼠疼痛行为学的影响
２．１．１　米诺环素对大鼠一般行为学的影响　　ＳＮＬ
模型大鼠术后左侧后足足外翻，足趾聚拢，偶有自发性

舔足、甩足等行为；给药后，大鼠足外翻程度减轻，足趾

稍分开，自发性舔足次数降低。

２．１．２　米诺环素对大鼠痛阈值的影响　　３组大鼠
的手术侧机械痛阈值（Ｐ＜０．０１）和冷痛敏阈值（Ｐ＜０．０１）
的组间效应差异具有统计学意义。与 Ｓｈａｍ组比较，
ＳＮＬ组和Ｍ＋ＳＮＬ组术后４～１４ｄ手术侧的机械痛阈值
和冷痛敏阈值显著降低（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｃ）。与ＳＮＬ组
比较，Ｍ＋ＳＮＬ组术后７～１４ｄ手术侧的机械痛阈值和冷
痛敏阈值显著升高（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｃ）。与术前相比，
Ｓｈａｍ组的手术侧机械痛阈值和冷痛敏阈值无明显变
化，ＳＮＬ组的手术侧机械痛阈值、冷痛敏阈值和Ｍ＋ＳＮＬ

组的手术侧机械痛阈值、冷痛敏阈值均显著降低（Ｐ＜
０．０１，图２Ａ、Ｃ）。非手术侧３组大鼠间的敏阈值无明显
差异（图２Ｂ、Ｄ）；与非手术侧比较，Ｓｈａｍ组大鼠手术侧
痛阈值无明显变化；ＳＮＬ组和 Ｍ＋ＳＮＬ组大鼠术后４～
１４ｄ机械痛阈和冷痛敏阈值明显降低（Ｐ＜０．０１，图２）。
２．２　米诺环素对脊髓背角内小胶质细胞核轮廓总数

以及Ｍ１、Ｍ２型小胶质细胞核轮廓数量的影响
　　与 Ｓｈａｍ组比较，ＳＮＬ组术后１４ｄ手术侧脊髓背
角横截面内小胶质细胞核的轮廓总数以及 Ｍ１、Ｍ２型
小胶质细胞核的轮廓数量分别显著增加了９９％、１２６％
和５５％（Ｐ＜０．０１），而与ＳＮＬ组比较，Ｍ＋ＳＮＬ组手术侧
小胶质细胞核的轮廓总数和Ｍ１型小胶质细胞核的轮
廓数量分别显著减少了 １８％和 ４２％，Ｍ２型小胶质细
胞核的轮廓数量显著增加了２８％（Ｐ＜０．０１）；３组间非
手术侧的细胞数量无明显差异；与非手术侧比较，

Ｓｈａｍ组大鼠脊髓背角手术侧小胶质细胞核的轮廓总
数以及 Ｍ１、Ｍ２型小胶质细胞核的轮廓数量差异均无
统计学意义，ＳＮＬ组手术侧小胶质细胞核的轮廓总数
以及 Ｍ１、Ｍ２型小胶质细胞核的轮廓数量分别显著增
加了５２％、５９％和３４％（Ｐ＜０．０５），Ｍ＋ＳＮＬ组手术侧小
胶质细胞核的轮廓总数以及 Ｍ１、Ｍ２型小胶质细胞核
的轮廓数量分别显著增加了 ４３％、２１％和 ４７％（Ｐ＜
０．０５，图３，表１）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组手术侧比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＮＬ组手术侧比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与同组非手术侧比较
Ａ、Ｃ：各组术后４～１４ｄ手术侧机械痛阈值和冷痛阈值；Ｂ、Ｄ：各组术后７～１４ｄ非手术侧机械痛阈值和冷痛阈值

图２　米诺环素对大鼠机械痛阈值和冷痛敏阈值的影响（ｎ＝１２）
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图３　米诺环素对Ｌ５脊髓背角内小胶质细胞核轮廓总数以及Ｍ１、Ｍ２型小胶质细胞核轮廓数量的影响

表１　脊髓背角横截面内小胶质细胞核轮廓数量的体视学结果（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

小胶质细胞总数 Ｍ１型小胶质细胞 Ｍ２型小胶质细胞
组别

非手术侧 手术侧 非手术侧 手术侧 非手术侧 手术侧

Ｓｈａｍ组 １３５．１０±３．２８ １４４．３８±２．９０ ６７．２８±２．６５ ６８．７４±２．５２ ５７．７５±４．６３ ６４．７７±２．２７

ＳＮＬ组 １３６．５７±６．７２ ２８６．９８±７．３１ａｃ ６３．１０±２．３６ １５５．５０±１．２６ａｄ ６６．４２±１．６８ １００．１２±２．０５ａｃ

Ｍ＋ＳＮＬ组 １３３．０２±３．９７ ２３５．４０±４．１１ａｂｃ ７１．３０±１．１２ ９０．６１±１．６２ａｂｃ ６８．６５±４．０１ １２８．３６±４．４５ａｂｄ

Ｆ值 ０．１３３ １９８．７１４ ３．６４６ ５８０．０４９ ２．４６７ １０４．４７３

Ｐ值 ０．８７８ ＜０．０１ ０．０９２ ＜０．０１ ０．１６５ ＜０．０１

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组手术侧比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＮＬ组手术侧比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与同组非手术侧比较

２．３　ＳＮＬ致ＮＰ的核心靶点生物信息学分析
　　利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ对ＳＮＬ致神经病理性疼痛芯片数
据集 ＧＳＥ７１１３６得到的差异表达蛋白构建蛋白相互作
用图（ＰＰＩ图），筛选出Ｃｓｔ７、Ｌｙｚ２、Ｃｃ１ｌ２、Ｓｔｓｔ１和Ｃｔｓｌ等

７１个核心靶点（图４Ａ）。通过 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析
发现这些核心靶点与免疫反应、刺激反应、生物发育过

程以及溶酶体相关功能有关（图４Ｂ、Ｃ）。

５４７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）
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Ａ：差异基因ＰＰＩ网络图；Ｂ：核心差异基因ＧＯ富集分析；Ｃ：核心差异基因ＫＥＧＧ富集分析

图４　蛋白互作网络分析（ＰＰＩＮｅｔｗｏｒｋ）、ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析

２．４　米诺环素对手术侧 Ｌ５脊髓 Ｉｂａ１、ｉＮＯＳ、ＣＤ２０６、
ＣａｔＳ、ＣＦ、ＣＸ３ＣＬ１和 ＣＸ３ＣＲ１蛋白表达量的
影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，与Ｓｈａｍ组比较，术后ＳＮＬ
组大鼠 Ｉｂａ１、ｉＮＯＳ、ＣＤ２０６、ＣａｔＳ、ＣＸ３ＣＬ１和 ＣＸ３ＣＲ１
蛋白表达水平明显增加，而 ＣＦ蛋白表达水平显著降
低（Ｐ＜０．０１）；与 ＳＮＬ组比较，Ｍ＋ＳＮＬ组大鼠 Ｉｂａ１、
ｉＮＯＳ、ＣａｔＳ、ＣＸ３ＣＬ１和 ＣＸ３ＣＲ１蛋白表达量显著降低
（Ｐ＜０．０５），而ＣＤ２０６和ＣＦ蛋白表达量显著增加（Ｐ＜

０．０１，图５）。
２．５　米诺环素对手术侧 Ｌ５脊髓内 ＴＮＦα、ＩＬ６和

ＩＬ１０蛋白表达量的影响
　　ＥＬＩＳＡ检测发现，与 Ｓｈａｍ组比较，ＳＮＬ组和 Ｍ＋
ＳＮＬ组大鼠术后脊髓内的促炎性因子 ＴＮＦα、ＩＬ６以
及抗炎性因子 ＩＬ１０蛋白表达量均显著增加（Ｐ＜
０．０１）；与 ＳＮＬ组比较，Ｍ＋ＳＮＬ组大鼠术后脊髓内的
促炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ６显著减少（Ｐ＜０．０５），而抗炎
性因子ＩＬ１０显著增加（Ｐ＜０．０１，图６）。

６４７１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ、Ｄ：蛋白半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组手术侧比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＳＮＬ
组手术侧比较

图５　米诺环素对Ｌ５脊髓手术侧Ｌ５脊髓内相关蛋白表达量的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组手术侧比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＮＬ组手术侧比较

图６　米诺环素对手术侧Ｌ５脊髓内ＴＮＦα（Ａ）、ＩＬ６（Ｂ）和ＩＬ１０（Ｃ）蛋白表达量的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　本研究首先运用无偏体视学技术发现神经病理性
疼痛（ＳＮＬ大鼠模型）主要导致的是 Ｌ５脊髓背角内
Ｍ１型（促炎型）小胶质细胞增多，米诺环素（小胶质细
胞激活抑制剂）鞘内注射可以抑制 Ｍ１型小胶质细胞
的增多、促进Ｍ２型（抗炎型）小胶质细胞的增多。本
研究的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果和ＥＬＩＳＡ结果也进一步证实，
米诺环素可以减少 Ｌ５脊髓内 Ｍ１型小胶质细胞标记
物ｉＮＯＳ和提高Ｍ２型小胶质细胞标记物 ＣＤ２０６的蛋
白表达，还可以减少促炎因子 ＩＬ６、ＴＮＦ

!

和增加抗炎

因子ＩＬ１０的表达。以上结果均提示，米诺环素可以
通过调节脊髓背角内小胶质细胞极化的平衡，减轻神

经炎症，缓解神经病理性疼痛。此外，为了探讨米诺环

素调控小胶质细胞极化的机制，本研究还通过生信分

析发现Ｃｓｔ７基因在 ＳＮＬ致 ＮＰ小鼠脊髓小胶质细胞
中高表达，推测其编码的蛋白质 ＣＦ可能是调控小胶
质细胞激活的重要靶点之一。因此，本研究进一步对

Ｌ５脊髓 ＣＦ及其下游 ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１通路的
蛋白表达水平进行检测。结果提示，米诺环素调节小

胶质细胞极化平衡可能与其上调 ＣＦ蛋白表达，进而
抑制ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１通路有关。
　　疼痛相关行为测试是评估疼痛严重程度和进展的
间接证据。大量研究表明 ＳＮＬ后大鼠会出现明显的
自发性痛和痛觉过敏［２，６，１５－１６］。本研究ＳＮＬ组大鼠手
术侧后足出现足外翻、足趾聚拢、自发性舔足和甩足等

７４７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）



行为学改变，且机械痛阈值和冷痛敏阈值均显著降低。

这些结果表明本研究构建的 ＳＮＬ模型成功诱导大鼠
表现出ＮＰ相关行为学，模型构建成功。米诺环素是
一种四环素类广谱抗生素，具有较强的组织穿透力及

抗炎作用，能通过血脑屏障［１０－１１］。鞘内给药米诺环素

后，大鼠的自发性舔足次数明显降低，从术后第７天开
始机械痛阈值和冷痛敏阈值均明显升高，提示米诺环

素可以缓解ＳＮＬ所致ＮＰ。
　　大量研究表明，小胶质细胞可以以极化的方式激
活为两种表型：Ｍ１型和 Ｍ２型［４，１７－１８］。Ｍ１型小胶质
细胞可以通过释放促炎因子，如 ＩＬ６以及活性氧等，
加重炎症反应，因而又被称为促炎型小胶质细胞；Ｍ２
型通过释放抗炎因子（如 ＩＬ１０）以及各种生长因子
（如神经生长因子）等，抑制过度的炎症反应，因而又

被称为抗炎型小胶质细胞。ＸＵ等［３］和 ＺＨＡＮＧ等［１９］

研究发现，周围神经损伤后，脊髓内两种表型的小胶质

细胞数量失衡是诱发ＮＰ的重要原因。本课题组前期
研究发现ＳＮＬ致ＮＰ大鼠脊髓背角内小胶质细胞数量
显著增加，但目前关于这些激活的小胶质细胞中各分

型的数量尚缺乏形态定量证据。体视学技术通过结合

几何学与统计学理论，最大限度地降低了系统误差，基

于体视学获得的形态学定量证据也成为疾病诊断的金

标准［２０－２２］。本研究运用体视学技术发现 ＳＮＬ模型术
后１４ｄ，脊髓背角内小胶质细胞核的轮廓总数以及
Ｍ１、Ｍ２型小胶质细胞核的轮廓数量均明显增加，其中
Ｍ１型数量增加明显多于Ｍ２型（Ｍ１／Ｍ２＝１．５５），并为
其提供了可靠的形态学定量证据。进一步的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ技术结果也表明Ｌ５脊髓内Ｉｂａ１、ｉＮＯＳ、
ＣＤ２０６以及炎性因子 ＩＬ６、ＴＮＦα和 ＩＬ１０的蛋白表
达量也都显著增加。这些结果提示ＳＮＬ致ＮＰ的发生
与脊髓背角小胶质细胞极化失衡及其介导的炎症反应

有关。ＬＩ等［２３］研究发现，米诺环素可通过抑制脊髓内

Ｍ１型小胶质细胞的激活，缓减 ＳＮＩ致 ＮＰ。本研究经
鞘内给药米诺环素后，脊髓内小胶质细胞核的轮廓总

数和Ｍ１型小胶质细胞核的轮廓数量及其标记物的蛋
白表达量均显著减少，Ｍ２型小胶质细胞核的轮廓数量
及其标记物的蛋白表达量显著增加，促炎因子 ＩＬ６、
ＴＮＦα的蛋白表达量明显减少，抗炎因子 ＩＬ１０的蛋
白表达量明显增加。本研究结果表明米诺环素可以促

进ＳＮＬ致ＮＰ脊髓背角内两种表型的小胶质细胞数量
相对平衡，减轻神经炎症。本研究中小胶质细胞的总

数是由Ｉｂａ１进行标识，Ｉｂａ１标记的小胶质细胞既有
激活状态也有静息状态，同时Ｍ１型和Ｍ２型也有多种
特异性标记物［１８］，所以结果中 Ｍ１型小胶质细胞和

Ｍ２型小胶质细胞数量的总和少于小胶质细胞的总数。
　　为了找到调控小胶质细胞激活或极化的靶点，为
临床ＮＰ治疗提供新的策略，本研究对 ＳＮＬ致 ＮＰ小
鼠脊髓小胶质细胞高通量数据集 ＧＳＥ７１１３６进行了生
物信息学分析［２４］，筛选出上调的核心基因 Ｃｓｔ７，其编
码的蛋白质 ＣＦ是一种半胱氨酸蛋白酶抑制剂，在中
枢神经系统中主要存在于小胶质细胞中［２５］。ＭＡ
等［２６］发现小胶质细胞内ＣＦｍＲＮＡ表达上调可以促进
实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠大脑白质的髓鞘再

生。而ＣＦ在 ＮＰ的发生发展中的作用尚未见报道。
ＭＡＧＩＳＴＥＲ等［２７］研究发现在培养的树突状细胞中，ＣＦ
可以与组织蛋白酶 Ｓ（ＣａｔｈｅｐｓｉｎＳ，ＣａｔＳ）共定位。而
ＣａｔＳ是一种半胱氨酸蛋白酶，主要存在于小胶质细胞
溶酶体中［２８］。多项研究表明 ＣａｔＳ通过下游的
ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１通路促进了 ＮＰ的发生［２８－２９］。因

此，本研究选择 ＳＮＬ作为 ＮＰ动物模型，并采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脊髓内 ＣＦ及其下游 ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／
ＣＸ３ＣＲ１通路的蛋白表达水平，结果表明 ＳＮＬ后脊髓
ＣＦ蛋白含量明显下降，ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１通路的
蛋白表达水平明显上升，经米诺环素治疗后，ＣＦ蛋白
的含量上升，而 ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１通路蛋白含量
显著下降，提示 ＣＦ蛋白功能可能与抗炎相关。这与
ＤＵＡＮ等［３０］发现通过使用腺苷Ａ２Ａ受体激动剂，可以
升高低糖缺氧处理后 １２ｈ的 ＢＶ２小胶质细胞内 ＣＦ
的蛋白表达水平，降低促炎因子 ＩＬ６和 ＩＬ１β蛋白表
达水平的结果一致。本研究结果显示 ＳＮＬ大鼠脊髓
ＣＦ蛋白表达是降低的，这与数据集 ＧＳＥ７１１３６通过对
４只小鼠的脊髓测序得到的Ｃｓｔ７基因表达上调结果不
一致，其原因可能与样本量不足、动物种类不同或蛋白

质翻译异常有关。对此，本研究将在后续的实验中对

其进行验证。

　　综上所述，本研究结果表明采用米诺环素治疗可
缓减ＳＮＬ所致的机械性痛敏和冷痛敏，其具体机制可
能是米诺环素通过提高脊髓中的 ＣＦ蛋白含量来抑制
ＣａｔＳ／ＣＸ３ＣＬ１／ＣＸ３ＣＲ１信号通路，促使小胶质细胞由
促炎Ｍ１型向抗炎 Ｍ２型转化，平衡 Ｍ１／Ｍ２极化以减
少炎症因子的释放。这些数据进一步证明通过调控小

胶质细胞的表型影响神经病理性疼痛的可能性，也为

临床上治疗椎间盘突出症后ＮＰ提供了新的策略。
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