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·基础研究·

带状疱疹后神经痛模型小鼠脊髓的自噬变化*

张爱民1 蒋宗滨1，3 周增华1 陈云婷1 陈婷婷2 潘 剑2

摘要

目的：观察带状疱疹后神经痛（postherpetic neuralgia, PHN）模型小鼠脊髓自噬程度的变化。

方法：36只昆明小鼠随机分为生理盐水组（NS）、溶剂组（Solvent）与腹腔注射树脂毒素组（RTX），每组12只。RTX

组0.2μg/g的剂量构建PHN模型，Solvent组、NS组分别注射等体积的溶剂和生理盐水。每天定时用von-frey纤维丝

检测机械缩足阈值（PWMT），热板法检测缩足时间阈值（HPPT）至疼痛稳定。然后分别处死各组小鼠，取脊髓L4—

L6节段使用实时荧光定量PCR、免疫组织化学染色及western Blot等方法检测LC3、beclin1的变化情况。

结果：使用0.2μg/g的RTX后PHN模型PWMT显著降低、HPPT显著增加（P＜0.05），同时自噬相关蛋白LC3、beclin1

的mRNA和蛋白相对表达量显著性增加（P＜0.05）。

结论：0.2μg/g的RTX可以复制PHN小鼠模型；PHN小鼠模型脊髓自噬程度增加。
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Abstract
Objective: To observe the changes of autophagy in the spinal cord of postherpetic neuralgia (PHN) mice.

Method: Thirty-six Kunming mice were randomly divided into group normal saline, group solvent and group

PHN，12 mice in each. They were treated with equal volume intraperitoneal injection of normal saline, solvent

and 0.2μg/g resiniferotoxin solvent separately。Von- frey fiber was used to detect the paw mechanical thresh-

olds. The hot plate method was used to detect the shrinkage time threshold at the same time every day for ev-

ery mice. The expression of LC3 and beclin1 was detected by real-time fluorescence quantitative PCR, immuno-

histochemistry and Western-Blot in the spinal cord segment of L4—L6 after day 7.

Result: The PWMT value decreased and HPPT increased significantly (P＜0.05) in group PHN after intraperito-

neal injection of 0.2μg/g resiniferotoxin, while the level of mRNA and protein, the relative expression of LC3,

beclin1 significantly increased (P＜0.05).

Conclusion: Intraperitoneal injection of 0.2μg/g RTX can replicate PHN mice model. Levels of autophagy In-

creased in PHN mice.
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带 状 疱 疹 后 神 经 痛（postherpetic neuralgia,

PHN）是由水痘—带状疱疹病毒感染导致支配区域

神经损伤后在皮损区出现的特殊、异常剧烈的疼痛，

为神经病理性疼痛（neuropathic pain, NeuP）的一

种[1]。临床上主要使用促进神经修复和功能调控的

药物联合治疗，患者疼痛改善一般，治疗满意度仍欠
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佳[2]。导致其疗效不良的最重要的原因是PHN致病

机制未明。新近研究表明，在NeuP中，脊髓自噬功

能的过度激活参与小鼠糖尿病神经病理性疼痛的维

持[3]；坐骨神经分支损伤疼痛模型的脊髓中自噬功

能障碍参与了疼痛的持续状态[4]；在坐骨神经分支

切断大鼠疼痛模型的脊髓背角中，微管相关蛋白 1

轻 链 3（microtubules associated protein 1 light

chain 3, LC3）和 beclin1 蛋白表达明显升高 [5]，而

LC3 和 beclin1 是发生自噬的特征性蛋白之一。综

上可知，自噬可能是疼痛发生的重要机制之一，但在

PHN中脊髓自噬是否激活尚未明确。因此，本研究

拟通过建立PHN小鼠模型，观察其脊髓自噬水平改

变情况。

1 材料与方法

1.1 实验动物

本实验经广西医科大学动物学伦理委员会批

准。实验选择的SPF级昆明小鼠由广西医科大学动

物实验中心提供，合格证号：SCXK桂-2014-0002，均

为6—8周鼠龄，体重约18—22g。实验开始前，小鼠

在广西医科大学动物实验中心动物饲养室内适应

3d后，每日自由作息与饮食，昼夜各半。

1.2 试剂与主要仪器

兔 抗 鼠 LC3（ab204297），兔 抗 鼠 beclin1

（ab92389），兔抗鼠 GAPDH（ab8245）由英国 Abcam

公司提供。辣根过氧化酶标记鼠抗兔 IgG、酶标鼠

抗兔 IgG、BCA蛋白浓度测定试剂盒RIPA裂解液、

蛋白酶抑制剂、SDS-PAGE凝胶制备试剂盒、PVDF

膜、考马斯亮兰R-250染液套装、TEMED等由中国

碧云天公司提供。实时荧光定量PCR、免疫组化及

Western Blot相关设备由广西医科大学基础医学院

中心实验室提供。

1.3 动物模型制作与分组

将 36 只实验昆明小鼠进行数字编号。使用

SPSS 19.0软件中的随机数字发生器进行随机化处

理，将提取的号码对应小鼠分别进入生理盐水组

（NS）、溶剂组（Solvent）与腹腔注射树脂毒素组

（RTX），每组12只。将RTX溶解于新鲜配制的吐温

80、乙醇和生理盐水混合液中，混合液中三者的比例

依次为10%、10%、80%。制成后浓度为40μg/ml，按

0.2μg/g 的 RTX 腹腔注射小鼠构建 PHN 模型；Sol-

vent组则仅注射等体积不含有RTX的溶剂；生理盐

水组则只注射等体积的生理盐水。

1.4 机械痛阈和热痛痛阈的测量

1.4.1 机械痛阈测量：实验选择的 von-frey纤维丝

测量范围为：0.07—15g各型号中，首先选择 0.4g纤

维丝垂直刺激小鼠术侧后爪内侧皮肤，缓慢有力至

纤维丝弯曲成角，持续 1.5s，结束刺激。连续刺激 3

次，每次间隔 5min，每次刺激小鼠出现嘶吼、舔足、

甩尾及弹腿任一行为均记为该力度阳性，然后选择

低于此力度的下一型号纤维丝继续刺激，直到小力

度纤维丝刺激阴性为止，将最后一个小力度纤维丝

的上一个值记为其痛阈值。若为阴性则选择大于该

力度的纤维丝进行刺激，直到呈现阳性，且将此时的

力度值记为其痛阈值。当小鼠的机械缩足阈值

（paw withdrawal mechanical thresholds, PWMT）

在0.07g时仍为阳性，则统一计数为0.07g。

1.4.2 热痛阈测量：将各组小鼠依次置于热痛阈检

测盒中，待其安静后，打开辐射光源，依次在其足趾

与足掌上选择三个照射点，每个间距0.2cm，每次照

射间隔时间 3min。当小鼠出现嘶吼、舔足、甩尾及

弹腿任一行为时即刻所需照射的时间，每次照射时

间均不能大于 30s，防止长时间照射导致热烫伤。

连续监测7d后，使用10%的水合氯醛麻醉各组小鼠

后处死，提取脊髓标本。

1.5 实时荧光定量PCR

冰上超声匀浆机研磨，参照 TRizol 法提取总

RNA，测定RNA浓度与纯度。引物由NCBI引物在

线系统设计，由Takara公司合成。参照反转录试剂

盒说明，42℃反转录 50min，95℃ 5min 灭活反转录

酶。使用 ABI 7300 实时 PCR System 进行 Syber

Green荧光定量PCR检测，记录ct值，以2-△△ct统计分

析。

1.6 免疫组化

组织切片后进行抗原修复，分别用LC3、beclin1

抗体作为一抗4℃过夜，二抗和辣根过氧化物酶孵育

后，DAB显色、苏木素染核，封片。用Olympus显微

镜及显微摄像仪拍片后使用 Image-pro Plus软件进

行平均光密度测定。

1.7 Western Blot
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脊髓组织加入RIPA裂解液后超声匀浆，提取总

蛋白，采用 BCA 法检测其浓度。煮沸 5min 使其变

性，十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS—

PAGE）后转移至聚偏氟乙烯（PVDF）膜上（LC3使用

10% 的 SDS—PAGE，beclin1 和 P62 使用 12.5% 的

SDS—PAGE）。 5%脱脂牛奶封闭 1h，分别加入

LC3、beclin1，稀释度分别为1∶800、1∶2000，4℃过夜

后复温，30min。加入酶标二抗（中杉金桥提供，稀

释度1∶1000），ECL法显色，在Bio-Rad成像仪，获取

蛋白显色后条带，并用该公司配套的 Image Lab软

件进行条带灰度值测量，目的蛋白条带与对应的内

参GAPDH灰度值比值计算为蛋白相对表达量。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件对数据进行分析处理，计

量资料用均数±标准差表示，多组间相互比较采用

单因素方差分析，两两比较采用LSD-t检验。

2 结果

2.1 痛阈值变化

连续 7d 监测痛阈变化，缩足时间阈值（pain

threshold in hot-plate test, HPPT）统计结果发现：

与 d0 时刻比较，NS 组和 Solvent组的 HPPT 在 d1—

d6 时间区间内均无显著性改变（P＞0.05），RTX 组

的HPPT于d1时刻开始显著增加（P＜0.05）；PWMT

统计结果发现：在d0时刻，三组相互比较，PWMT差

异无显著性（P＞0.05）。与 d0 时刻比较，NS 组在

d1—d6 时间段的 PWMT 无显著性改变（P＞0.05）。

RTX 组的 PWMT 在 d1 时刻开始显著降低（P＜

0.05），在 d2—d6时间段内阈值稳定（P＞0.05）。与

NS组比较，Solvent组 d1时刻阈值显著性升高（P＜

0.05），d2—d6 时间段二者比较无显著性差异（P＞

0.05）。见表1—2。

2.2 实时荧光定量PCR检测结果

d6时刻测量痛阈值结束后，10%的水合氯醛麻

醉后处死各组小鼠。采用荧光实时定量 PCR测试

三组小鼠脊髓组织 LC3、beclin1 mRNA 的改变情

况，LC3 mRNA行单因素方差分析：经方差齐性检

验认为五组样本总体方差相等（P=0.702），F=

394.460，P=0.000；beclin1 mRNA 行单因素方差分

析：经方差齐性检验认为五组样本总体方差相等

（P=0.357），F=42.864，P=0.000。结果提示：RTX 组

的LC3、beclin1的相对表达量显著高于NS组和Sol-

vent组（P＜0.05），NS组和Solvent组之间比较，差异

无显著性（P＜0.05）。见图1。

2.3 免疫组化染色结果

在痛阈值稳定后，于d6时刻麻醉后取小鼠L4—

L6脊髓节段行免疫组化染色。LC3平均光密度值

行单因素方差分析：经方差齐性检验认为五组样本

表1 各组小鼠不同时间点PWMT变化 (x±s)

组别

NS组
Solvent组

RTX组
F
P

注：①机械痛阈值重复检测结果不满足球面分布（P=0.000），采用Greenhouse-Geisser校正；②不同时间点间的机械痛阈值有差别（Ftime=8.780，
P=0.000）；③不同组的机械痛阈值检测结果在不同时间上的变化趋势有差别（Ftime·组间=12.075，P=0.000）；④不同组间的机械痛阈值结果有差别
（F 组间=227.313，P=0.000）。与NS组比较：①P＞0.05；②P＜0.05；与Solvent组比较：③P＞0.05；④P＜0.05

d0

2.50±0.44
2.62±0.76①

2.73±0.69①③

0.362
0.700

d1

2.52±0.39
2.80±0.34②

1.04±0.67②④

71.350
0.000

d2

2.49±0.23
2.52±0.24①

0.88±0.26②④

140.627
0.000

d3

2.42±0.15
2.55±0.15①

0.87±0.14②④

296.609
0.000

d4

2.46±0.37
2.56±0.37①

0.76±0.29②④

90.279
0.000

d5

2.49±0.32
2.49±0.39①

0.67±0.15②④

176.696
0.000

d6

2.57±0.35
2.56±0.45①

0.68±0.20②④

85.618
0.000

表2 各组小鼠不同时间点HPPT变化 (x±s)

组别

NS组
Solvent组

RTX组
F
P

注：①热痛阈值重复检测结果不满足球面分布（P=0.000），采用Greenhouse-Geisser校正；②不同时间点间的热痛阈值有差别（Ftime=35.476，P=
0.000）；③不同组的热痛阈值检测结果在不同时间上的变化趋势有差别（Ftime·组间=30.766，P=0.000）；④不同组间的热痛阈值结果有差别（F 组间=
667.643，P=0.000）。与NS组比较：①P＞0.05；②P＜0.05；与Solvent组比较：③P＞0.05；④P＜0.05

d0

5.20±0.45
5.10±0.30①

5.40±0.63①③④

1.520
0.237

d1

5.50±0.12
5.30±0.40①

12.50±1.20②

325.413
0.000

d2

4.90±0.37
5.80±0.60①

15.70±2.50②④

262.732
0.000

d3

5.20±0.36
5.50±1.40①

18.00±2.50②④

188.857
0.000

d4

5.40±0.17
5.80±0.72①

18.40±4.10②④

53.026
0.000

d5

5.40±0.38
5.40±0.30①

18.10±3.80②④

548.686
0.000

d6

5.40±0.50
5.60±0.28①

18.00±3.50②

142.463
0.000
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总体方差相等（P=0.303），F=21.534，P=0.000；be-

clin1平均光密度值行单因素方差分析：经方差齐性

检验认为五组样本总体方差相等（P=0.583），F=

10.558，P=0.000。平均光密度值分析结果提示：

RTX 组的 LC3、beclin1 相对表达显著高于 NS 组和

Solvent 组（P＜0.05），NS 组和 Solvent 组之间比较，

差异无显著性（P＜0.05）。各组LC3、beclin1染色结

果见图 2—3，各组 LC3、beclin1 平均光密度值统计

结果见图4。

2.4 Western Blot检测结果

检测d6时刻的小鼠脊髓LC3、beclin1蛋白表达

结果，LC3II/LCI条带灰度值行单因素方差分析：经

方差齐性检验认为五组样本总体方差相等（P=

0.117），F=18.857，P=0.000；beclin1/GAPDH 条带灰

度值行单因素方差分析：经方差齐性检验认为五组

样本总体方差相等（P=0.152），F=12.463，P=0.000。

与NS组比较，Solvent组的LC3II、beclin1表达无显

著性改变（P＞0.05），而RTX组明显增加，差异具有

显著性意义（P＜0.05）。见图5—6。

图1 各组小鼠脊髓中LC3、beclin1的mRNA相对量表达量比较

图2 光镜下三组脊髓LC3免疫组化染色 （×400）

注：A：NS组，B：Solvent组，C：RTX组。箭头为被LC3标记的阳性细胞

图3 光镜下三组脊髓beclin1免疫组化染色 （×400）

注：A：NS组，B：Solvent组，C：RTX组。箭头为被beclin1标记的阳性细胞

一一一一一一一一
一一一一一一一一

一一一一一一一一
一一一一一一一一
一一一一一一一一
一一一一一一一一
一一一一一一一一

一一一一
一一一一

NS RTXSolvent NS RTXSolvent

NS

Solvent

RTX

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0

1

2

3

4 *P<0.05 *P<0.05

#P>0.05 #P>0.05

L
C

3
m

R
N

A
(%

G
A

P
D

H
)

be
cl

in
1

m
R

N
A

(%
G

A
P

D
H

)

*

#

*

#

↙↙

C

↙↙

BB

A

↙↙

A

↙

A

↙↙

B

↙↙

C

↙↙

289



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Mar.2018, Vol. 33, No.3

图4 各组脊髓LC3、beclin1阳性细胞的平均光密度值比较

图5 在d6时刻各组小鼠脊髓LC3-II/LC3-I的相对表达量比较

3 讨论

在本实验中，通过腹腔注射 0.2μg/g的RTX后，

热痛阈显著增加，而机械痛阈值显著下降（P＜

0.05），符合临床 PHN 患者的疼痛特征。RTX 复制

的PHN小鼠模型脊髓LC3、beclin1在mRNA和蛋白

相对表达量均显著性增加，提示自噬被激活。

PHN 的发生与水痘—带状疱疹病毒的感染相

关，而水痘—带状疱疹病毒是专一的人类嗜神经病

毒，在人体免疫低下时可能会导致患者感染，且该病

毒可在整个神经轴突的颅神经节、DRG和自主神经

节中长期潜伏[6]。当病毒再次大量复制时诱导PHN

脊髓伤害性神经元疼痛易化，导致脊髓及脊髓上中

枢敏化[7]。与其他神经病理性疼痛不同，PHN常表

现为高度敏感的触痛，而热痛阈却反常性缺失，其机

制可能与外周小神经A与C感觉纤维缺失有关[8]，其

病理生理过程对研究PHN的动物模型制作带来了

极大的难度。使用水痘—带状疱疹病毒[9]、单纯疱

疹病毒Ⅰ型模型 [10]失败率较高。本研究参考 Wu

等[11]的研究，给予小鼠腹腔注射 0.2μg/g的RTX后，

表现出机械痛阈显著降低而热痛阈值显著增加，热

痛阈缺失的现象。此模型虽然未能反映PHN存在

水痘—带状疱疹病毒潜伏并复制的病理过程，但较

好地模拟了PHN的临床特点。

神经病理性疼痛与自噬关系密切[3—5]。自噬是

图6 在d6时刻各组小鼠脊髓beclin1的相对表达量比较
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细胞具有的一种关键分解代谢机制和大分子回收过

程，通过细胞内双层膜包裹部分胞质和细胞器、蛋白

质等成分形成自噬体，然后和溶酶体形成自噬溶酶

体，完成分解与回收[12]。本研究选择LC3和 beclin1

是判断模型小鼠脊髓自噬程度。在哺乳动物中，

LC3被水解掉氨基端的 22个氨基酸进而暴露出甘

氨酸转化为LC3-Ⅰ，LC3-Ⅰ存在于细胞浆中。LC3-

Ⅰ经系列反应，与磷脂酰乙醇胺PE结合，成为膜结

合形式LC3-Ⅱ，LC3-Ⅱ定位于自噬前体和自噬泡膜

上[13]。当自噬激活时，水溶性的LC3-Ⅰ经脂化后成

为LC3-Ⅱ，随之聚集到自噬体膜上，参与自噬小体

与溶酶体的结合[14]，同时在自噬末期又被溶酶体分

解 [15]，这种局限于细胞内，这与本研究观察到的

LC3B定位一致。因LC3-Ⅱ作为自噬体表的一个标

记蛋白，观察自噬时常通过观察 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的

比值侧面反映自噬的激活程度[16]。在细胞接受应激

后，beclin1 蛋白活化，与 P13K3C 结合为 beclin1-

P13K3C复合物[17]，诱导液泡膜蛋白1（vacuole mem-

brane protein 1, VMP1）由内质网和高尔基体转位

到自噬体膜上，参与形成自噬体膜[18]，而VMP1有助

于LC3-I脂化后转位到自噬体膜（即LC3-II）[19]。因

此，LC3、belin1的高表达较好地反应了PHN模型小

鼠脊髓自噬激活的程度。

在其他疼痛模型中，Yang L等[20]在观察脉冲射

频治疗脊神经结扎模型小鼠的实验中，观察到该模

型脊髓背角自噬激活，He J等[3]在糖尿病神经痛模

型大鼠中也发现脊髓自噬相关蛋白高表达，但本研

究首次在RTX复制的PHN模型中发现其自噬被激

活，表现为脊髓LC3与beclin1在mRNA与蛋白水平

均显著性增加，且定位于细胞浆中，较好地反映了

RTX复制的PHN小鼠模型脊髓自噬状态。但自噬

的激活是对PHN脊髓神经细胞产生保护还是损伤

还需继续探讨。
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