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·基础研究·

脉冲射频对坐骨神经分支损伤模型
大鼠脊髓神经元凋亡的影响*

张爱民1 周增华2 蒋宗滨2，3

摘要

目的：探讨脉冲射频（pulsed radiofrequency，PRF）对坐骨神经分支损伤（spared nerve injury，SNI）模型大鼠脊髓神

经元凋亡的影响。

方法：将 32只雄性SD大鼠随机分为 4组（n=8）：空白对照组（C组）、模型组(SNI组)、假治疗组(Sham组) 和治疗组

(PRF组)。于制模前0天，制模后1、4、7、10天，PRF治疗后6、12、24、36、48天分别测定4组大鼠机械缩足阈值（pain

mechanical withdrawal threshold，PMWT）；在PRF治疗前0天、治疗48天后分别处死每组大鼠4只，提取L4—L6节

段脊髓，采用蛋白印记（Western Blot）技术检测bcl-2、caspase-3表达情况，TUNEL法检测脊髓组织凋亡细胞数。

结果：①坐骨神经分支损伤术后，SNI组、Sham组和PRF组大鼠的PMWT较C组显著降低（P<0.01）；②经PRF治疗

后，PRF组大鼠的PMWT可显著提高（P<0.05）；③随着PMWT提高，PRF组bcl-2蛋白表达量显著增加，caspase-3蛋

白表达量显著降低（P<0.05），而脊髓组织细胞凋亡数量显著下降（P<0.05）。

结论：PRF可能通过抑制脊髓神经细胞凋亡对SNI模型大鼠产生良好的镇痛作用。
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Abstract
Objective：To explore the effect of pulsed radiofrequency (PRF) for spinal cord neuron apoptosis in rat withs-

pared nerve injury (SNI).

Method：Thirty-two male SD rats were randomly divided into four groups, ①control group (CON), ②SNI mod-

el group (SNI), ③ sham treatment group (sham)，④ PRF treatment group (PRF). Pain mechanical withdrawal

threshold (PMWT) was assessed before establishment of SNI model, 1,4,7 and 10d after establishment of SNI

model, and 6,12,24,36,48d after PRF treatment. Four rats in each group were euthanized before PRF treatment

and 48 days after treatment to collect L4—L6 spinal cord. Western blotting was conducted to assess the expres-

sion of bcl-2 and caspase-3 protein, and TUNEL method was used for apoptosis rate of spinal cord.

Result:①The PMWT of SNI, Sham and PRF group were significantly decreased compared with CON group af-

ter spared nerve injury (P<0.01). ②The PMWT of PRF group was obviously enhanced after PRF treatment (P<

0.05). ③The expression of bcl-2 was significantly up-regulated with the increase of PMWT while the expres-

sion of caspase-3 protein decreased (P<0.05), and the apoptosis rate was simultaneous decreased (P<0.05).

Conclusion：PRF may produce good analgesic effect on SNI model rats by inhibiting the apoptosis of spinal
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神经病理性疼痛（neuropathic pain，NeuP）因躯

体感觉神经系统受到外界损伤或疾病侵袭而导致，

诱导脊髓及脊髓上中枢敏化，与MAPK等通路介导

脊髓神经元凋亡水平增加的有关[1]。外源性促红素

及N-乙酰半胱氨酸等通过抑制脊髓细胞凋亡率可

使NeuP机械痛得以改善[2]，提示神经元凋亡是NeuP

产生和维持的重要机制之一。脉冲射频（pulsed ra-

diofrequency，PRF）是近年逐渐兴起的疼痛治疗新

技术之一，实验证实PRF对神经损伤诱导的痛觉过

敏具有缓解作用[3]，可显著提高坐骨神经分支损伤

（spared nerve injury，SNI）模型大鼠的痛阈[4]。既往

研究认为，脉冲射频作用于一侧背根神经节时，并不

会促进治疗侧背根神经节的细胞凋亡[5]，但是否影

响脊髓神经组织凋亡仍未知。既往研究表明[6]，bcl-

2蛋白是线粒体凋亡的中心调节因子，通过抑制细

胞色素 c从线粒体释放到细胞质，减少线粒体内钙

离子从而抑制了细胞凋亡。caspase-3 则是细胞凋

亡过程中最主要的终末剪切酶，可导致核酸内切酶

的活性异常表达增加，介导DNA裂解损伤，启动凋

亡。bcl-2/caspase-3表达平衡失调决定细胞的存活

与凋亡结局[7]。因此，本研究基于观察PRF治疗SNI

模型大鼠的脊髓 bcl-2与 caspase-3的蛋白相对表达

量以及凋亡细胞数量变化，进一步探讨 PRF 治疗

NeuP是否与调控脊髓组织凋亡有关。

1 材料与方法

1.1 模型制作与分组

本实验通过广西医科大学动物伦理委员会审核

（NO.伦理-2013-KY-广基-055）。选择清洁级SD雄

性大鼠32只，体重220—250g，4—6月龄，由广西医科

大学动物实验中心提供，动物合格证号：SYKX 桂

2015-003。空调控制动物房（SPF级）温度在 22℃左

右，保证其正常的昼夜节律，避免强光和噪音的刺激，

大鼠自由饮水和进食。采用随机数字表法，将32只

SD大鼠随机分为4组，每组8只，C组：不做任何处理；

SNI组：仅接受SNI手术；Sham组：在制作SNI手术基

础上，待机械痛阈值 (pain mechanical withdrawal

threshold，PMWT）稳定后，解剖暴露背根神经节（dor-

sal root ganglion，DRG）进行脉冲射频神经刺激定

位，确定射频针刺激定位于L4-5神经支配区域，但不

实施脉冲射频治疗；PRF组：是在模型大鼠接受SNI

手术PMWT稳定后，解剖暴露DRG，进行脉冲射频定

位L4-5神经支配区域，并给予脉冲射频治疗。

1.2 实验试剂与仪器

bcl- 2、caspase- 3 单克隆抗体（英国 Abcam 公

司）、TRIzol（日本Takara公司），反转录试剂盒（日本

Takara 公司）、PCR 试剂盒与引物（日本 Takara 公

司）、GADPH多克隆抗体（美国Cell Signaling Tech-

nology公司）和辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊

抗兔 IgG（美国 Proteintech Group 公司）；VATION-

50N 神经射频治疗仪（四川锦江电子科技有限公

司）、MK3 型酶标仪（赛默飞仪器有限公司）、德国

Effendorf 5810R 离心机、Von Frey 纤维丝测痛仪

（上海玉研科学仪器有限公司）等。

1.3 实验方法

1.3.1 动物模型制作：根据参照文献[3—4]制作SNI

大鼠模型：10%水合氯醛400mg/kg腹腔注射麻醉,术

侧剪毛消毒，以大鼠右后肢背侧为切开入路，钝性分

离肌肉，暴露坐骨神经主干及其各分支包括：胫神

经、腓总神经和腓肠神经，用5.0号丝线轻度结扎胫

神经和腓总神经，结扎强度以引起小腿肌肉轻度颤

动为宜，并在距结扎处远端 2—4mm的位置将神经

剪断，术中避免接触或牵拉腓肠神经，保持其完整，

同时避免损伤腓肠神经伴行的动脉，结扎完成后依

次缝合筋膜和皮肤，术后按照术前的饲养方法处理。

1.3.2 机械痛阈测定：根据参照文献[4]，制模前0天

（D0），制模后 1（D1）、4（D2）、7（D3）、10 天（T0），

PRF 治疗前 0 天（制模后第 10 天，T0）、治疗后 6

（T1）、12（T2）、24（T3）、36（T4）、48（T5）天分别测定

四组大鼠PMWT。本部分操作由 2人组成，分别为

检测的操作人员和疼痛刺激的评价与记录人员。选

用Von Frey各型号丝，垂直刺激大鼠术侧后爪内侧

cord neurons.

Author's address Department of Pain, the Second Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Center
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皮肤，用力轻柔，待针弯曲成角，持续 1.5s，结束刺

激。选择（0.4、0.6、1.0、1.4、2.0、4.0、6.0、8.0、10、15）g

的力度刺激，最初用2.0g的力度刺激，若没有缩足反

应，则选择其上的一个力度 4.0g 刺激；若有缩足反

应，则选择其下的一个力度1.4g刺激。依此类推若

需要使用的力度超过 15g 或低于 0.4g，该阈值则直

接记为15g或0.4g。每一个力度测5次，在出现有缩

足反应 3次及以上，取此过程中的最大力值读数记

为机械痛阈值。重复测量 3次，记录刺激的机械力

度，取平均值。每次测试至少间隔5min。

1.3.3 PRF 治疗：根据参考文献[4]，将大鼠麻醉后

对其背部和腹部除毛，然后碘伏消毒，消毒液自然干

燥后，在腹部贴上电极片。再将大鼠俯卧固定，腹下

置入热水袋垫高腹部并保持体温恒定，定位在背侧

脊柱下段探及髋结节，大鼠的L6节段与之平齐，大鼠

L5-L6间隙平齐髋结节上间隙，正中或脊柱旁切开背

部皮肤，弯钳夹住棘突上提以便操作，钝性分离术侧

脊柱周围肌肉，暴露关节突，关节突后下方即椎间

孔，将射频针探入椎间孔内，以出现神经刺激症状，

如肌颤、蹬腿或甩尾为指征，固定射频针后施放PRF，

（治疗参数为频率2Hz，脉冲时长20ms，温度42℃，持

续时间 120s）之后妥善缝合。而假PRF组同样将大

鼠麻醉后固定，按前面的方法将射频针置入椎间孔

后，不实施PRF治疗，持续时间120s，之后妥善缝合。

1.3.4 TUNEL法分析：参照文献[8]，腹腔注射 10%

的水合氯醛350mg/kg麻醉大鼠，经心脏快速灌入含

4%多聚甲醛，待大鼠身体及尾变硬后灌注结束将脊

髓取出。然后参照试剂盒说明书染色，棕褐色为凋

亡神经细胞。应用全自动图像分析系统进行分析，

每张切片随机选取 5个高倍视野，记录并统计镜下

凋亡细胞数量。

1.3.5 Western Blot分析：在 PRF治疗前 0天，治疗

后48天分别随机取出4只大鼠麻醉处死，迅速分离

脊髓L4-L6节段，液氮速冻 30min后转移至-80℃冰

箱保存。取出冻存标本，使用组织裂解液后置于冰

盒后进行超声匀浆，12000r/min离心后取上清液，使

用BCA标准蛋白测定法测定并记录各组总蛋白浓

度。加上样缓冲液后沸水浴5min，使用聚丙酰胺凝

胶电泳法PVDF转膜，5%的脱脂奶粉封闭2h，TBST

漂洗后加入一抗，4℃摇床过夜，二抗37℃2h。在 Im-

age Lab 系统下成像并计算目的条带灰度值，以

GAPDH为上样量的内参，计算目的蛋白/GAPDH比

值为目的蛋白相对表达量。

1.4 统计学分析

采用SPSS13.0统计软件对数据进行处理，计量

资料以均数±标准差表示，两组间不同时点组间比

较采用重复测量方差分析，如数据不满足球形假设，

则采用Greenhouse-Geisser法进行校正，两两比较采

用LSD-t检验，以P＜0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 机械痛阈检测结果

接受坐骨神经分支损伤手术对受试大鼠的痛觉

影响见图 1—2。第一天开始，与C组比较，SNI组、

Sham组与PRF组PMWT出现显著性阈值降低（P＜

0.05），表现为痛觉敏化，在第 7—10 天阈值趋于稳

定；PRF治疗对受试大鼠的痛觉影响见图2。与SNI

组与 Sham组比较，PRF治疗后第 12天开始阈值逐

渐显著性增加（P＜0.05）。

图1 SNI模型手术后每组受试大鼠机械痛阈值变化

与C组比较，*P<0.05,**P<0.01，与前一时刻比较，▼P<0.05

图2 PRF治疗后各组大鼠机械痛阈值变化

与 Sham 组比较，*P<0.05,**P<0.01，△P>0.05；与 SNI 组比较，▲P<
0.05，▲▲P<0.01，△P>0.05，与前一时间点比较，▼P<0.05
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2.2 TUNEL法凋亡检测结果

各组大鼠脊髓细胞凋亡染色与细胞计数统计结

果见图 3—6。坐骨分支神经手术后第 10 天（T0 时

刻），未进行手术干预的健康对照组有少量凋亡细

胞。与C组比较，经过手术处理的 SNI组、Sham组

及PRF组脊髓细胞均可看见大量的凋亡细胞，差异

有显著性（P＜0.01）；在PRF治疗48天后（T5时刻），

C组凋亡细胞数量显著低于SNI组、Sham组及PRF

组（P＜0.01），PRF组凋亡细胞数量则显著低于SNI

组和Sham组（P＜0.05）。SNI组和Sham组比较，凋

亡细胞数量无显著性差异（P＞0.05）。

2.3 脊髓bcl-2与caspase-3表达结果

蛋白检测结果见图7—10。坐骨神经分支损伤

手术后第 10天（T0时刻），C组表达少量的 bcl-2，与

C组比较，SNI组、Sham组及PRF组的脊髓 bcl-2显

著性增加（P＜0.01）。C组仅表达少量的 caspase-3，

与C组比较，SNI组、Sham组及PRF组脊髓 caspase-

3表达显著性增加（P＜0.01）；T5时刻，经过 PRF治

疗处理的PRF组脊髓bcl-2表达量较SNI组增加，差

异具有显著性意义（P＜0.01）。同时，经过PRF治疗

处理的PRF组脊髓 caspase-3表达量较SNI组降低，

差异具有显著性意义（P＜0.01）。

图5 SNI模型手术后T0时刻每组受试大鼠脊髓细胞凋亡比较

与C组比较，**P<0.01；与SNI组比较，△P>0.05 与C组比较，**P<0.01,*P<0.05，与SNI组比较，△P>0.05；▲P<0.05

图6 PRF治疗后T5时刻各组受试大鼠脊髓细胞凋亡比较
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图3 TUNEL法检测术后T0时刻各组大鼠脊髓细胞凋亡情况 （×400）

图4 TUNEL法检测PRF治疗后T5时刻各组大鼠脊髓细胞凋亡情况 （×400）

箭头所指为凋亡细胞：红棕色，胞质浓缩成块状，胞浆浓染
C组 PRF组Sham组SNI组

箭头所指为凋亡细胞：红棕色，胞质浓缩成块状，胞浆浓染

C组 PRF组Sham组SNI组

CA B D
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图7 T0时刻，bcl-2的Western Blot示意图及
bcl2/GAPDH结果分析图

与C组比较，**P<0.01

图8 T0时刻，caspase-3的Western Blot示意图及
caspase-3/GAPDH结果分析图

图9 T5时刻，bcl-2的Western Blot示意图及
bcl2/GAPDH结果分析图

图10 T5时刻，caspase-3的Western Blot示意图及
caspase-3/GAPDH结果分析图

与C组比较，**P<0.01

与SNI组比较，**P<0.01，△P>0.05 与SNI组比较，**P<0.01，△P>0.05

3 讨论

本研究 TUNEL 实验表明，使用坐骨神经分支

损伤手术可以诱导模型大鼠脊髓细胞凋亡，而PRF

可显著降低因疼痛导致的脊髓神经细胞凋亡。机械

痛阈值检测表明，PRF通过作用于DRG能显著性降

低SNI痛觉过敏，在治疗后48天左右接近正常痛阈

值范围。而 Western Blot 结果提示，PRF 可能是通

过诱导抗凋亡蛋白bcl-2、抑制促凋亡蛋白 caspase-3

的表达而改善疼痛状态。

SNI模型是一类能较好模拟临床神经病理性疼

痛的动物模型[9]。脊髓作为疼痛信号的中枢，参与

伤害性感觉的初级整合[10]。当疼痛刺激信号传入脊

髓中枢，伤害性信号刺激神经细胞内级联反应，激活

多条信号通路将信息传导至细胞核，细胞核内

cAMP与ERK（细胞外信号调节激酶）调控 cAMP效

应元件[11]，激活 MAPK 信号通路[12]，其中 p38MAPK

可诱导抗凋亡蛋白bcl-2磷酸化后失活，线粒体内细

胞色素 C 释放，激活 caspase-3[13]，诱导脊髓细胞凋
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亡。表现为脊髓背角抑制性中间能神经元数量减

少，GABA-谷氨酸盐-谷氨酰胺循环平衡被打破，细

胞膜上钾离子电流调节失衡，静息电位将不能维持，

伤害性神经元的兴奋性随之增加，诱导痛觉敏

化[14]。反之，强烈的伤害性刺激会导致脊髓背角伤

害性神经元的凋亡增加。因此，阻断细胞凋亡路径

是保护脊髓神经元、减少痛觉中枢敏化的重要方式。

脉冲射频是近年来疼痛治疗兴起的新技术。研究证

实，临床治疗参数（42℃、2Hz、120s）下，治疗侧DRG

神经元的凋亡细胞数量并没有较未治疗侧增加[15]，

但急性期对有髓神经纤维存在髓鞘的破坏[16]，显微

镜下线粒体的膜破损，形态学改变，微管微丝解

体[17]，同时伴有新髓鞘形成[18]，提示这是一个可逆性

病变。PRF治疗过程并不直接作用于脊髓组织，但

可下调脊髓背角细胞 JNK基因[19]。JNK信号转导通

路是MAPK通路的一重要分支，参与细胞的生殖、

凋亡等。在本研究中，治疗前的SNI模型大鼠表现

为抗凋亡基因 bcl-2与促凋亡基因 caspase-3均显著

性增加，但凋亡程度与促凋亡基因增强程度趋势一

致。经 PRF 治疗后，诱导脊髓 bcl-2 高表达、抑制

caspase-3，这可能与 PRF 抑制凋亡信号上游通路

JNK基因相关。

综上，慢性疼痛可以诱导脊髓组织细胞凋亡，在

我们观察的48天内，经过PRF治疗后可以较好的改

善大鼠疼痛程度，有效地抑制了促凋亡基因 cas-

pase-3、诱导了抗凋亡基因bcl-2的表达。因此，我们

认为，PRF可能通过抑制脊髓神经细胞凋亡对 SNI

模型大鼠产生良好的镇痛作用。但参与脊髓信号处

理的神经细胞种类繁多，而PRF影响的具体神经细

胞类型仍需要我们进一步探究。
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