
www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Nov. 2019, Vol. 34, No.11

·基础研究·

蛋白激酶Cε对大鼠背根神经节持续受压后
背角星型胶质细胞激活和机械痛敏的影响*

张 杨1 杜占慧2 魏 慧1 高文双1 岳寿伟1，3

摘要

目的：探讨大鼠背根神经节持续受压(chronic compression of the dorsal root ganglion，CCD)后，脊髓背角星型胶质

细胞的激活情况，以及PKCε是否可以通过调节星型胶质细胞的活性而参与CCD后神经病理性疼痛。

方法：将大鼠随机分为 6组，每组大鼠 8只：假手术组、CCD7天组、CCD14天组、CCD7天+BIM I组、CCD+DMSO

组、CCD+PDBu组，分别通过鞘内注射不同药物，或对正常大鼠鞘注DMSO/PDBu后，测量大鼠机械刺激缩爪阈值

（paw withdrawal mechanical threshold，PWMT）的变化，利用Western Blot技术检测脊髓背角PKCε和GFAP蛋白

表达的变化，利用免疫荧光技术检测脊髓背角星型胶质细胞激活情况。

结果：CCD术后第4天，鞘内注射PKCε的激动剂PDBu 1—4h，明显降低CCD大鼠PWMT（P<0.05），而给予BIM I

1—4h，可升高CCD大鼠PWMT（P<0.05）。从CCD术后第 4天起，连续 3天鞘注BIM I，可明显缓解大鼠的机械痛

敏（4 天，P<0.05），但从停止注射后镇痛作用消失（P>0.05）。与假手术组比较，CCD 后 7 天和 14 天，手术侧背角

PKCε和GFAP表达升高，差异有显著性意义(P<0.05)，星型胶质细胞激活增加，而注射BIM I可明显抑制PKCε和

GFAP表达(P<0.05)和星型胶质细胞激活。PDBu可导致正常大鼠PWMT明显降低（P<0.05），GFAP蛋白质表达量

增加（P<0.05），促进星型胶质细胞激活。

结论：大鼠背根神经节持续受压后，机械痛阈下降的同时，手术侧脊髓背角内PKCε和GFAP蛋白表达上调，星型胶

质细胞激活增加。PKCε可能通过调节星型胶质细胞激活参与CCD后病理性神经痛的中枢敏化机制。
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Abstract
Objective：To investigate the effect of protein kinase Cε (PKCε) on pain behavior and spinal astrocytes activa-

tion after chronic compression of the dorsal root ganglion (CCD) of rats.

Method: Wistar rats weighting 200—220g were randomly divided into six groups(n=8)：sham operation group，

CCD 7 days group，CCD 14 days group，CCD 7 days + Bisindolylmaleimide I (BIM I) group，CCD + DMSO

group，CCD + Phorbol 12，13- dibutyrate (PDBu) group. Drugs were given by intrathecal injection after CCD

model established. At 1，4，7，and 14 days after CCD operation，the paw withdrawal mechanical threshold (PW-

MT) was tested. Then the protein expression of PKCε and GFAP in ipsilateral spinal dorsal horn was tested

by Western Blot and the activation of astrocytes was detected by immunofluorescence technique.

Result: The mechanical allodynia in CCD rats was attenuated by intrathecal administration of the PKC inhibi-
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临床报道显示，60%以上的神经病理性疼痛患

者伴有脊柱异常，如椎间盘突出、椎管狭窄、椎间孔

狭窄等脊柱结构改变。脊柱结构改变引起的脊髓神

经压迫可导致根性疼痛或腰痛，这种痛起源于下背

部，并向下辐射到腿和脚的后部 [1]。背根神经节

(dorsal root ganglion，DRG)及周围神经根的持续

受压(chronic compression of DRG，CCD)可以产

生痛觉过敏和异常疼痛[2]，从损伤的DRG神经元到

脊髓的大量神经冲动，能够改变脊髓突触可塑性或

导致中枢敏化。但是疼痛的维持以及疼痛耐受和调

节，单纯从DRG神经元或者背角神经元角度并不能

完全解释，神经系统内的胶质细胞在疼痛产生机制

中的作用越来越受到关注。有研究报道，髓核压迫

神经根可诱导脊髓中胶质细胞被激活，而这些激活

的胶质细胞在背角疼痛信号的传递中起着至关重要

的作用[3]。

PKC是一类重要的蛋白质磷酸化激酶，通过对

多种底物蛋白的丝氨酸/苏氨酸磷酸化发挥作用，调

节细胞的生长、分化、增生、凋亡、神经传导等过程。

脊髓背角上，PKCε表达在多种与伤害性感受器相关

的神经元和神经纤维末梢，被确认是导致机械痛觉

过敏的一种重要的胞内信使[4]。在慢性坐骨神经压

迫（chronic constriction injury，CCI）模型 [5]和炎性

疼痛模型中[6]，PKC的抑制剂可降低脊髓中星型胶

质细胞的激活程度，缓解大鼠机械痛敏。但目前关

于 CCD 后脊髓内星型胶质细胞的激活情况，以及

PKC在CCD后机械痛敏中的作用并不明确。

本研究目的为观察DRG持续受压后，脊髓背角

星型胶质细胞的激活情况，以及PKC是否可以通过

调节星型胶质细胞的活性而参与CCD后神经病理

性疼痛。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料

清洁级、健康雄性Wistar大鼠，2—3月龄，体重

200—220g，由山东大学动物实验中心提供。为观察

PKC对CCD后胶质细胞激活中的作用，将大鼠随机

分为 6组，每组 8只：假手术组（sham组）；制作CCD

模型，脊髓鞘内注射生理盐水，7 天取材组(CCD7

天)；制作 CCD 模型，鞘注生理盐水，14 天取材组

(CCD14天)；制作CCD模型，鞘注双吲哚马来酰亚胺

（Bisindolylmaleimide I，BIM I），7天取材组 (CCD7

天+BIM I)；制作 CCD 模型，鞘注 DMSO 组(CCD+

DMSO)；制作 CCD 模型，鞘注佛波醇二酯（phorbol

12, 13-dibutyrate，PDBu）组(CCD+PDBu)。为观察

PKC对正常大鼠痛敏的影响，将大鼠随机分为 2组，

每组5只：正常大鼠，鞘注DMSO组(control)；正常大

鼠，鞘注佛波醇二酯（Phorbol 12，13-dibutyrate，PD-

Bu）组(PDBu)。实验试剂及仪器，总蛋白提取试剂

盒 (贝博，中国)，兔抗 PKCε单克隆抗体 (1∶1000，

Abeam，Cambridge，UK)，兔抗胶质纤维酸性蛋白

（glial fibrillary acidic protein，GFAP）单克隆抗体

(1∶1000，Abeam，Cambridge，UK)，兔抗 β-actin 抗体

(1∶1000，Abeam，Cambridge，UK)，山羊抗兔二抗(1∶

2000，中杉金桥，中国)，DyLight 594荧光二抗(Abb-

kine，USA)，一抗稀释液(碧云天，中国)，HRP化学发

光试剂盒(1∶1，USA)，二甲基亚砜(DMSO，中杉金

桥，中国)，PDBu，（Sigma，USA），BIM I，（Cayman，

USA），电子机械测痛仪(BME-404型，天津伯尔尼科

技有限公司，中国)。

tor BIM I and aggravated by its activator PMA at 4th day after CCD. The protein expression of PKCε and

GFAP in the spinal dorsal horn and the activation of astrocytes were increased 7 days and 14 days after CCD

(P<0.05)，which was suppressed by BIM I. Pretreated with PDBu could also significantly increase PMWT and

the protein expression of GFAP (P<0.05)，as well as the activation of astrocytes in spinal dorsal horn in nor-

mal rats.

Conclusion: After CCD operation，the PMWT and the protein expression of PKCε and GFAP (P<0.05) were

significantly increased，as well as the activation of astrocytes in spinal dorsal horn. PKCε may take part in

the central sensitization mechanism of neuropathic pain of CCD rats via regulating the activation of astrocytes.

Author's address Rehabilitation Department of Qilu Hospital of Shandong University，Jinan，250012
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1.2 制作CCD模型

腹腔注射 10%水合氯醛(0.3ml/100g)麻醉后常

规消毒，沿L4—S1棘突正中偏右做一纵形切口，钝

性分离椎旁肌，充分暴露乳突及横突根部。将U型

棒沿椎间外孔前壁的上方插入椎管内，使其长端沿

椎管内壁下滑，紧密压迫DRG。生理盐水局部冲洗

后，依次缝合肌肉、筋膜及皮肤[7]。术后大鼠未发生

自残现象及运动神经元受损的表现。

1.3 施加药物

异氟烷吸入麻醉大鼠，L4/L5椎间隙位于双侧髂

棘连线与脊柱的交点处，将微量注射器针头刺入下一

椎间隙及L5/L6椎间隙，至有突破感。如大鼠出现侧

向快速甩尾，表明进入蛛网膜下腔。回抽无血液回

流，以1μl/s的速度缓慢推注药物，注射完毕后按压约

1min。停止吸入麻醉 1min 内，大鼠可恢复翻正反

射。PDBu浓度为0.1nmol，BMI为5nmol，共10μl[8]。

1.4 行为学观察

于术前、术后不同时间点使用电子机械测痛仪

测量大鼠机械缩爪阈值(paw withdrawal mechani-

cal threshold，PWMT )，试验设计见图 1A。以针刺

端垂直刺激大鼠足底第三、四趾间皮肤，直至出现缩

爪或舔足现象，记录数值(g)，每次刺激间隔5min，连

续测5次，计算平均值作为统计变量[7]。

1.5 检测蛋白质表达量

Western Blot免疫印迹法同Kim等[9]。处死大鼠

后，用预冷生理盐水快速灌注，冰上快速取出受压侧

L4及L5节段脊髓，提取蛋白样品，10%SDS-PAGE胶

上电泳分离，再转至PVDF膜上。牛奶封闭后先后进

行一抗（GFAP 1∶1000; PKCε 1∶1000）和二抗孵育，

冲洗后加入 HRP 化学发光试剂，FcluroChem 9900

成像系统显影，Quantity one软件光密度分析。

1.6 免疫荧光检测星型胶质细胞激活

麻醉大鼠后，先后用PBS和 4%多聚甲醛灌注，

取出L4及L5节段脊髓，脱水浸蜡后制作石蜡切片，

抗原修复。PBS清洗后，一抗（GFAP 1∶200）孵育过

夜。再次清洗后加荧光二抗，DAPI 染核。采用

DMRXA全自动明场度光显微镜和Q550A 图像分

析系统采集图像。

1.7 统计学分析

所有实验数据均以均数±标准差表示，统计学

检验使用 SPSS 19.0 统计软件，PWMT 采用双因

素方差分析，Western Blot 光密度分析结果组间比

较采用单因素方差分析或配对 t检验进行比较，P<

0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 干预PKC对神经病理性疼痛的影响

CCD术后第 4天，鞘内注射PKC的激动剂PD-

Bu10μl 和抑制剂 BIM I 10μl，注射后 1h，2h，4h 和

8h 测量 PWMT 的改变。结果显示，CCD 大鼠 PW-

MT较 sham组明显降低（P<0.05），CCD+PDBu组给

药 1h 后，PWMT 较 CCD+DMSO 组明显降低（P<

0.05），给药后4h达到峰值（P<0.05）。CCD+BIMI组

给药 1h 后，PWMT 较 CCD+DMSO 组有升高趋势，

给药后 4h达到峰值，差异有显著性意义（P<0.05），

至8h已无明显差异（图1B，P>0.05）。

CCD术后第 4天，连续 3天经鞘内注射生理盐

水或 BIM I 10μl，分别于术前及 CCD 后 1 天、4 天

（注射后 4h）、7 天、10 天、14 天测量大鼠 PWMT[10]。

与 sham组相比，CCD术后4天、7天、10天及14天时

机械痛阈值明显下降，差异有显著性意义(P<0.05)；

sham 组不同时间点 PWMT 无明显差异（P>0.05）。

与CCD组相比，注射BIM I可明显缓解大鼠的机械

痛敏（4天，P<0.05），但从停止注射的7天起，该镇痛

作用消失（图1C）。

2.2 CCD后脊髓背角PKCε和GFAP蛋白表达变化

于术后7天和14天测试完PWMT后取材，检测

蛋白质表达量。与sham组比较，CCD后7天和14天，

手术侧脊髓背角PKCε和GFAP表达升高，差异有显

著性意义(P<0.05)；与CCD7天组相比，注射BIM I可

明显抑制PKCε和GFAP表达（图2，均P<0.05）。证明

CCD后PKCε表达增加，星型胶质细胞激活增加，抑

制PKCε可抑制脊髓背角星型胶质细胞的激活。

2.3 正常大鼠注射 PKC 激动剂后行为学和 GFAP

蛋白质表达的改变

对正常大鼠，连续 3天向脊髓蛛网膜下腔注射

DMSO（control组）或PDBu（PDBu组），注射后4h测

量 PWMT，第 4 天取出 L4 及 L5 节段脊髓，采用

Western Blot免疫印迹检测蛋白质表达量。结果显

示，PDBu 组 PWMT 明显低于 control 组（图 3A，P<
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0.05），PDBu 组 GFAP 蛋白质表达明显高于 control

组（图3B，P<0.05）。证明PKC激动剂可使正常大鼠

出现痛敏，激活星型胶质细胞。

2.4 脊髓背角星型胶质细胞激活的改变

sham组脊髓背角GFAP染色较浅，未发现明显星

形胶质细胞（图4A和E）；CCD7天组，可见手术侧脊

髓背角内GFAP阳性细胞数目增多，染色增强，主要分

布在脊髓Ⅰ—Ⅱ层，星型胶质细胞胞体增大，突起变

粗变长（图4B和F）。较CCD7天组，CCD7天+BIM I

组，脊髓背角内GFAP阳性细胞数目减少（图 4C和

G）。正常大鼠在脊髓蛛网膜下腔注射PDBu 3天后，

脊髓背角内可见少量GFAP阳性细胞（图4D和H）。

3 讨论

CCD是一种典型的神经性疼痛模型，能够模拟

人类腰痛和坐骨神经痛。这种疼痛可能伴随着孔内

狭窄、外侧椎间盘突出和其他影响背根神经节、脊神

经根功能特性的疾病[11]。CCD后，除了受压侧神经

节，脊髓背角内也产生多种病理改变，如背角神经元

兴奋性升高 [12]，神经元上各种蛋白受体表达增加

等 [13]。机械信号被转化为电信号，通过 DRG 神经

元、脊髓背角神经元等传递到大脑皮质，产生痛觉过

敏和异常疼痛[14]。在这一过程中，中枢敏化的作用

似乎更为重要[15]。

近几年来，除了神经元，神经系统内的胶质细胞

A:试验设计说明。B:CCD术后第4天，鞘内注射PKC的激动剂PD-
Bu和抑制剂BIM I，注射后 1h，2h，4h和 8h机械缩爪阈值时间变化
曲线。C：CCD术后第4天，连续3天经鞘内注射生理盐水或BIM I，
注射后 1天、4天（注射后 4h）、7天、10天和 14天机械缩爪阈值时间
变化曲线。①与CCD+DMSO相比，P<0.05。②与 sham组相比，P<
0.05。③与CCD组相比，P<0.05。

图1 试验设计和机械缩爪阈值时间变化曲线 图2 受压侧脊髓背角PKCε和GFAP蛋白表达改变

A:PKCε和 GFAP 蛋白表达条带。B：GFAP 蛋白表达量光密度分
析。C：PKCε蛋白表达量光密度分析。①P<0.05。

A
取材取材鞘注药物*3天CCD造模

2d 14d10d7d6d5d4d3d0 1d

测量机械缩爪阈值*6次

sham

CCD+BIM I
CCD+PDBu
CCD+DMSO

机
械

缩
爪

阈
值
（

g）

8h4h2h1hbl
10

15

20

25

30

35B

注射后时间（h）

① ①

① ① ①

sham

CCD+BIM I
CCD

10d7d4d1d0
注射后时间（d）

14d

40

15

20

25

30

35

机
械

缩
爪

阈
值
（

g）

②
③

② ② ②

C

1281



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Nov. 2019, Vol. 34, No.11

β-actin

GFAP

-42kDa

-50kDa

Control PDBu

0.9

0.0

0.1

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.2

R
el

at
iv

e
de

ns
it

y
of

G
FA

P
(%

of
β-

ac
ti

n)

①

B

在疼痛中枢敏感化机制中的作用越来越受到关注，

其中星形胶质细胞和小胶质细胞占主导地位。

DRG 中的卫星细胞（satellite glial cells，SGCs）与

中枢神经中的星形胶质细胞存在很多共同点，都以

GFAP为标志物，甚至被认为是处于两种位置的同

一种细胞。研究证明，L5 神经根结扎后，受损侧

SGCs 被激活，参与早期神经性疼痛的产生和保

持[16]。在CCD发病后 12h，受压侧DRG中GFAP表

达增加，但在相邻或对侧DRG中表达较少[17]。Tan-

ga等[18]证实，L5神经根切断可同时激活脊髓背角中

星形胶质细胞和小胶质细胞，但星形胶质细胞的活

化呈明显增强趋势，GFAP表达增加，在疼痛作用中

占据主导地位。在大鼠坐骨神经慢性结扎（sciatic

nerve ligation，SNL）的疼痛模型上，与非结扎侧相

比较，结扎侧脊髓灰质GFAP免疫组化染色明显增

强，增加的幅度与痛觉过敏的程度呈正相关[19]，而且

GFAP的增殖增加，活性加强[20]。髓核压迫神经节模

型中，14 天后大鼠脊髓背角 GFAP 表达量明显升

高[21]。与其他的神经病理性疼痛模型相同，我们的

结果显示，CCD后脊髓背角GFAP蛋白表达增加，与

大鼠机械痛敏的时程相一致，GFAP表达被抑制后

机械痛敏被缓解，证明CCD后脊髓背角的星型胶质

细胞被激活，参与CCD后神经病理性疼痛的产生。

同时，有研究报道，CCD后 3—12天，脊髓背角和腹

角的小胶质细胞激活均增强，更加证实了CCD后胶

质细胞被广泛激活。胶质细胞能表达许多离子通道

和神经递质受体，通过升高胞内钙浓度影响突触活

动。另一方面，细胞内的Ca2+水平升高使星形胶质

细胞释放谷氨酸，促进突触前神经元的活动，促进突

触前末端释放P物质和EAAs。此外，胶质细胞可以

动态调节突触传递信息，激活后释放多种神经递质、

神经调节剂、促炎细胞因子和趋化因子[22]。激活的

胶质细胞释放促炎细胞因子，如 IL-1、IL-6、TNF-α

等，成为二级刺激因子，进一步激活胶质细胞，在背

角疼痛信号的传递中起着至关重要的作用[23]。

PKCε是PKC的一种亚型，分布广泛，在90%以

上的DRG小直径神经元中表达，在多种疼痛过程中

起重要作用。在福尔马林导致的神经病理性疼痛模

型中，大鼠脊髓背角 PKCε 表达水平上调，抑制

PKCε激活可通过降低脊髓背角NMDA受体的表达

减轻疼痛，证明PKCε与痛觉过敏相关，能够促进脊

髓中枢敏化[24]。在腓肠肌注射酸导致的肌肉痛模型

中，鞘内注射PKC的激动剂可引起痛觉过敏启动，

而拮抗剂可抑制痛敏，导致脊髓背角突触可塑

性[8]。在角叉菜胶导致的炎性痛模型中，皮下注射

PKCε抑制剂可降低PGE2诱发的持续痛敏[25]。在骨

癌疼痛模型，PKC抑制剂可抑制大鼠的机械痛敏，

而其激活剂则使其加重[26]。我们先前的实验发现，

CCD 后，受压侧 DRG 中 PKCε的表达明显升高 [27]。

本研究结果显示，CCD后手术侧脊髓背角PKCε蛋

白的表达量增高，鞘内注射 PKCε的激动剂可加强

CCD大鼠的机械痛敏，而PKCε抑制剂可明显缓解

大鼠的机械痛敏。单独鞘注 PKCε的激动剂，也可

图3 注射PKC激动剂后机械缩爪阈值时间变化曲线和
GFAP蛋白质表达的改变

A：正常大鼠连续3天向鞘注DMSO或PDBu，注射后4h机械缩爪阈
值时间变化曲线。B：GFAP蛋白质表达的改变。①与 control相比
P<0.05。
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图4 脊髓背角星型胶质细胞激活情况的变化 （免疫荧光染色，A-D：×20；E-H：×100）

A：sham组；B：CCD7天组；C：CCD7天+BIM I组；D：正常大鼠注射PDBu后。E-H分别为上图白框区域放大。白色箭头：激活的星型胶质细胞。
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引起大鼠的机械痛敏，证明在CCD后神经病理性疼

痛过程中，PKCε参与了外周和中枢敏化的产生。

PKC 是重要的胞内信使，在不同的病理状态

下，参与疼痛的途径较多，如影响背根神经节上

Nav1.8离子道的表达[28]，调节背角NMDA受体[24]和

谷氨酸/PKC/ERK/AMPAR 依赖通路 [8]等。PKC 也

参与调节胶质细胞激活。研究者发现，褪黑素可通

过抑制PKC活性和上调 cAMP，从而预防吗啡戒断

引起的痛觉过敏和脊髓胶质细胞激活[6]。PKCα抑

制剂（白屈菜红碱）灌胃，可缓解CCI模型大鼠机械

和热痛敏，降低脊髓背角GFAP表达[5]。我们发现，

PKCε激动剂可激活正常大鼠脊髓内星型胶质细胞，

而PKCε抑制剂可降低CCD后脊髓内星型胶质细胞

激活程度，证明在CCD病理过程中，PKCε调节脊髓

星型胶质细胞激活是产生镇痛作用的途径之一。

4 结论

本研究初步观察了CCD后脊髓背角内PKCε表

达和星型胶质细胞的激活情况，发现CCD后PKCε

表达增加，星型胶质细胞被激活，而干扰PKCε可改

变星型胶质细胞的激活程度，缓解大鼠机械痛敏。

本研究的结果更加深入探讨了PKCε和星型胶质细

胞在CCD后中枢敏化产生的作用和相互关系，为治

疗CCD后痛敏提供更多靶点，但相关的调节通路仍

待进一步研究。
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