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·基础研究·

ERK-TRPV4途径参与大鼠背根神经节持续受压后
痛觉敏感的脊髓中枢敏化机制的研究*

贾 磊1 魏 慧1 张 杨1 怀 娟1 岳寿伟1，2

摘要

目的：探讨ERK-TRPV4途径参与大鼠背根神经节持续受压(CCD)后痛觉敏感的脊髓中枢敏化的机制。

方法：选取SPF级雄性Wistar大鼠共42只，随机分为空白对照组6只，CCD手术组36只（包括术后2d、4d、7d、10d和

14d，每组6只，以及免疫荧光组6只）。利用免疫共沉淀检测正常大鼠脊髓背角中ERK与TRPV4的相互联系。利

用免疫组织化学染色法，观察ERK与TRPV4的分布情况。制备CCD模型，利用western blot技术检测空白对照组

及术后2d，4d，7d，10d及14d，手术侧及对侧脊髓背角ERK和TRPV4蛋白表达的变化。利用免疫荧光技术观察术后

4d脊髓背角中ERK和TRPV4阳性细胞数目、神经元的形态及阳性神经元比率的变化。

结果：CCD术后第2天至第10天，手术侧脊髓背角中ERK及TRPV4表达明显升高（P<0.01）。同时，手术侧脊髓背

角中ERK和TRPV4阳性细胞数目、共同阳性表达细胞数及阳性神经元细胞比率均高于非手术侧（P<0.01）。脊髓背

角阳性神经元分布于灰质第Ⅰ至Ⅳ层，手术侧的神经元树突棘生成增加，胞体增大。

结论：ERK-TRPV4通路参与了CCD后痛觉敏感的脊髓中枢敏化机制。
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Abstract
Objective: To investigate the role of ERK- TRPV4 pathway in central sensitization mechanism of the spinal

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

Method:Forty- two SPF male Wistar rats were randomly divided into control group (6 rats) and CCD group

(36 rats，including 6 rats in each subgroup:2 days，4 days，7 days，10 days and 14 days after operation re-

spectively，and 6 rats in fluorescence subgroup). Immunoprecipitation was used to observe the interaction be-

tween ERK and TRPV4 in the spinal dorsal horn of normal rats. Immunohistochemical staining was used to

observe the distribution of ERK and TRPV4. After CCD models were established，western blot was used to de-

tect the ERK and TRPV4 protein expression of control group and CCD group in the dorsal horn of the spinal

cord on the operative side and contralateral side. Four days after the operation， the number of ERK and

TRPV4 positive cells，morphological changes of neurons and the ratio of positive neurons in the dorsal horn

of the spinal cord were observed and compared.

Result: From day 2 to day 10 after CCD，ERK and TRPV4 expression in spinal dorsal horn were significant-

ly increased (P<0.01). The number of ERK and TRPV4 positive cells，the number of common positive expres-
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2011年，国际疼痛研究学会对神经病理性疼痛

的定义进行了更新，指出神经病理性疼痛为躯体感

觉系统的损害或疾病导致的疼痛[1—5]，以异常疼痛、

痛觉敏感和自发性疼痛为主要特征[6—7]。目前研究

可知的疾病发病机制也是多种多样[8]。大鼠背根神

经节持续受压(chronic compression of dorsal root

ganglion，CCD)后，大鼠出现了机械痛敏、热痛敏及

异常疼痛的行为学表现[9—10]。

背根神经节（dorsal root ganglion，DRG）神经

元是第一级感觉神经元[6]，DRG神经元可以对感觉

传入信号进行增敏[8]。随后，位于脊髓背角的第二

级感觉神经元被激活，在脊髓水平对外周伤害性刺

激做出相应反应并逐级上传[11]。脊髓及其以上痛觉

相关神经元的兴奋性异常升高或者突触传递增强即

脊髓的中枢敏化[8，12]。

细胞外信号调节激酶 (extracellular signal-regu-

lated kinase，ERK)与瞬时感受器电位离子通道家族

中的香草素受体亚家族中TRPV4(transient receptor

potential vanilloid receptor 4)共同参与了多种病理

性疼痛的发生机制，如原发性三叉神经痛、颞下颌关

节功能紊乱引起的咀嚼痛及骨关节炎疼痛等[13—14]。

本研究拟探讨ERK-TRPV4途径是否参与大鼠背根

神经节持续受压所致痛觉敏感的脊髓中枢敏化机

制，为治疗神经病理性疼痛寻找新的治疗靶点。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

SPF 级、健康成年雄性 Wistar 大鼠，体重约

150—180g。共 42 只大鼠，随机分为空白对照组 6

只，CCD 手术组 36 只（包括术后 2d、4d、7d、10d、

14d，每组6只，以及免疫荧光组6只）。

实验动物由山东大学实验动物中心提供，所有

动物实验已经通过了山东大学实验动物伦理委员会

的批准。

1.2 实验主要试剂

总蛋白提取试剂盒（上海贝博生物）；Western-

Blot一抗：兔抗大鼠TRPV4多克隆抗体(1∶800，Ab-

cam，USA），兔抗大鼠 ERK 多克隆抗体 (1∶2000，

CST，USA)，兔抗大鼠 anti-P-ERK 多克隆抗体 (1∶

1000，CST，USA)，β-Tubulin兔抗大鼠一抗（1∶2000，

CST，USA）；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗

（1∶8000，北京中杉金桥生物技术有限公司）；免疫组

化及免疫荧光一抗：小鼠抗大鼠NeuN多克隆抗体

(1∶300，Abcam，USA)，兔抗大鼠TRPV4多克隆抗体

(1∶200，Abcam，USA)，兔抗大鼠 ERK 多克隆抗体

(1∶500，CST，USA)，兔抗大鼠P-ERK多克隆抗体

(1∶200，CST，USA)，小鼠抗大鼠 ERK 多克隆抗体

(1∶500，CST，USA)；超敏型二步法检测试剂盒（北京

中杉金桥生物技术有限公司）；488—荧光标记的驴

抗小鼠—IgG(H+L)（1∶400，Invitrogen，USA），594—

荧光标记的驴抗兔—IgG(H+L)（1∶400，Invitrogen，

USA）。组织裂解液（上海碧云天生物科技公司），琼

脂糖蛋白珠 Protein A- agarose（美国 Santa Cruz

Biotechnology公司）。

1.3 动物模型的制作

大鼠 CCD 模型的制作方法：大鼠称重后按照

0.3ml/100g体重腹腔注射10%水合氯醛。背部全部

剃毛，消毒皮肤后盖无菌洞巾。切开皮肤，定位于两

侧髂棘连线的中点，纵形切口约2cm，右侧浅筋膜三

角外上方剪开深筋膜，拨开鼠尾提肌，钝性分离腰背

部各肌肉，暴露L4和L5对应节段的椎间外孔。选

用形状类似“U”形的不锈钢棒，一端稍长，约 4cm，

另一端稍短，约3cm，钢棒直径为0.63mm，其一端沿

L4和L5的椎间外孔的前壁与脊柱形成的夹角，30°

至 45°斜向上插入椎间孔，其另一端露于椎间孔

外。术后冲洗切口，逐层缝合。观察大鼠的行为，未

sion cells and the ratio of positive neurons in the dorsal horn of the spinal cord on the operative side were

all higher than those on the non-operative side (P<0.01). The positive neurons of spinal dorsal horn were dis-

tributed in layers Ⅰ to Ⅳ of gray matter，and the formation of dendritic spines and cell bodies on the surgi-

cal side were increased.

Conclusion: ERK-TRPV4 pathway is involved in the sensitization mechanism of spinal cord after CCD.

Author's address Rehabilitation Department of Qilu Hospital of Shandong University，Jinan，250012

Key word chronic compression of dorsal root ganglion；allodynia；spinal cord；central sensitization
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出现自残、感觉完全缺失以及无法行走等现象[15]。

1.4 Western Blot免疫印迹检测

腹腔注射10%水合氯醛（0.3ml/100g）麻醉大鼠，

预冷生理盐水快速灌注，冰上快速取出L4及L5节段

脊髓，BCA法测定蛋白浓度，每组蛋白样本加入1/4

倍体积5×上样缓冲液，95℃，10min使蛋白变性，取适

量蛋白样品进行SDS-PAGE凝胶电泳，蛋白转印至

0.22nm PVDF 膜上后，5%脱脂牛奶封闭。一抗孵

育，4℃摇床上过夜。洗膜液清洗3次（每次15min），

二抗室温孵育1.5h，洗膜液清洗3次（每次15min）后，

滴加化学发光试剂，采用美国通用公司AI600成像系

统显影，采用 ImageJ软件进行结果分析。

1.5 免疫共沉淀

使用组织裂解液，提取脊髓背角的组织总蛋白

后，采用 Prorein A- argarose 结合法，分别用 anti-

TRPV4抗体和 anti-ERK抗体与之反应，进行免疫共

沉淀结合。阴性对照组为同源 IgG，沉淀后的复合

物利用蛋白印记法进行分析，分别观察各组中是否

存在所需目的蛋白。

1.6 免疫组化染色

大鼠麻醉后，行心脏灌注，快速脉冲式推注

100mL预冷的生理盐水，随后缓慢均匀推注 100ml

4%多聚甲醛。取L4及L5节段脊髓，浸入4%多聚甲

醛 4℃过夜，组织脱水、浸蜡、包埋，制作石蜡切片

（4μm）。脱蜡复水后进行抗原修复，滴加过氧化物阻

断剂，PBS清洗后置于湿盒，一抗4℃孵育过夜。超

敏型二步法滴加增敏剂和二抗，DAB显色、苏木素染

核、1%盐酸酒精分化后，脱水透明。使用中性树胶封

片，采用DMRXA全自动明场/荧光显微镜拍照。

1.7 免疫荧光双标

取材、制作石蜡切片、脱蜡复水和抗原修复的实

验方法同上述免疫组织化学染色法。抗原修复后，

滴加5%驴血清室温封闭1h，滴加一抗混合液，置于

湿盒 4℃过夜。PBS 再次清洗后加荧光二抗，37℃

孵育 30min。PBS 清洗，滴加含有防荧光淬灭剂的

DAPI 染剂封片，采用 DMRXA 全自动明场/荧光显

微镜和Q550A图像分析系统采集图像，用 IPP6.0图

像分析软件进行分析，统计阳性细胞数目。

1.8 统计学分析

所得数据采用 GraphPad Prism 7 软件进行数

据分析。Western Blot检测结果的组间比较采用单

因素方差分析。免疫荧光分析结果采用配对 t检验

进行比较。数据采用均数±标准差形式表示，P<0.05

表示差异有显著性意义。

2 结果

2.1 TRPV4和ERK在脊髓背角的蛋白表达变化

CCD术后第2、4、7、10及14天进行取材。发现

手术侧第2天至第10天，脊髓背角中TRPV4表达明

显升高（n=6，P<0.01），并伴随着ERK及P-ERK的表

达升高（n=6，P<0.01）。而对侧蛋白表达无明显变化

（n=6，P=0.2632）。见图1。

2.2 脊髓背角组织免疫共沉淀

分别使用 anti-TRPV4和 anti-ERK抗体，发现脊

髓背角中ERK可被TRPV4抗体沉淀，而TRPV4亦可

被 ERK 抗体沉淀。阴性对照均未出现 TRPV4 和

ERK显影，表明本实验未发现非特异性结合。见图2。

2.3 脊髓背角组织中NeuN、TRPV4和ERK分布

免疫组织化学染色法结果表明，NeuN 标记的

神经元，TRPV4和ERK标记的细胞在脊髓背角的灰

质第Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ层均有分布。见图3。

2.4 CCD后ERK和TRPV4在脊髓背角的阳性细胞

数的变化

手术侧及对侧的脊髓背角中均存在 ERK 和

TRPV4的阳性细胞。每组选取 6张不连续切片，观

察各组高倍视野并计数ERK和TRPV4的阳性细胞

数目。与对侧相比，手术侧 ERK 和 TRPV4 阳性细

胞数目均明显较多（n=6，各P<0.01），进而分析两者

共表达的细胞数，手术侧明显高于对侧（n=6，P<

0.01）。见图4。

2.5 CCD大鼠脊髓背角阳性神经元的变化

NeuN神经元标记物标记脊髓背角的神经元细

胞，手术侧NeuN标记神经元细胞形态表现为树突

棘生成增加，胞体增大。神经元细胞质及细胞核内

ERK 和 TRPV4 均有表达。手术侧表达 NeuN-ERK

和 NeuN-TRPV4 的阳性神经元百分比明显高于对

侧（n=6，各P<0.01）。见图5。

3 讨论

周围神经损伤可引起神经性疼痛，并使外周丝
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裂原活化蛋白激酶家族(mitogen-actived protein ki-

nases，MAPKs)激活，MAPKs 家族包含了三类主要

的成员，即细胞外信号调节激酶 (extracellular sig-

nal-regulated kinase，ERK)、p38和 c‐JNK，其中ERK

可以诱导多种基因转录，并将细胞外刺激转化为细

胞内翻译和转录反应，在外周敏化和中枢敏化中均

发挥重要作用 [16—18]。TRPV4 是钙离子高渗透性阳

离子通道，表达于细胞膜、细胞质和细胞核中。前期

研究证实，CCD后DRG神经元中TRPV4被激活，神

经元兴奋性增加，产生大量持久的异位放电，靶向抑

制DRG神经元中ERK的表达，TRPV4的表达及功

能均受到抑制，伴随着神经元中钙离子浓度明显降

低，ERK-TRPV4通路参与CCD后大鼠的痛觉敏感

的外周敏化机制[19—20]。随后在大鼠CCD术后，给予

鞘内注射靶向抑制ERK的慢病毒干扰后，DRG及脊

髓背角的TRPV4的表达均明显受到抑制，且痛觉敏

感得到明显缓解[20]。我们推测CCD 所致的痛敏机

制中，ERK-TRPV4 通路不仅参与背根神经节的外

周敏化机制，还涉及脊髓的中枢敏化机制。

当周围神经受到刺激，以及炎症或神经损伤所

导致的慢性疼痛发生时，外周信号传导至脊髓背角

痛敏神经元，形成异常的突触连接[7，21]。同时，组织

炎症和损伤等引起脊髓中许多分子信号变化，包括

图1 CCD后TRPV4和ERK在脊髓背角的蛋白表达变化

（A）手术侧脊髓背角大鼠背根神经节持续受压后第2至第10天，TRPV4表达升高，且伴随ERK及P-ERK的表达升高（n=6，*P<0.05）。
（B）对侧无明显变化。

图2 脊髓背角组织免疫共沉淀

ERK 可被 TRPV4 抗体沉淀，TRPV4 亦可被 ERK 抗体沉淀。其中
NC组均未出现显影，表明本实验未发现非特异性结合。

图3 正常大鼠脊髓背角组织中蛋白的分布

（A）—（D）大鼠脊髓背角免疫组织化学染色法，分别为 NeuN、
TRPV4、ERK及P-ERK标记的细胞，均在大鼠脊髓背角中表达及分
布，黑色箭头所指区域为脊髓背角灰质第Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ层。

（A）

（D）

（C）

（B）

14d10d7d4d2d0d （B）（A） 14d10d7d4d2d0d
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信号通路中蛋白表达、离子通道的表达及其细胞内

的分布定位、细胞核转录因子的表达等的改变，破坏

了中枢神经系统的兴奋—抑制动态平衡，使得神经

元兴奋性和突触可塑性处于异常模式从而导致脊髓

敏化[7，11，22—27]。我们发现，脊髓背角中ERK和TRPV4

的蛋白表达均明显上调，两者蛋白表达的变化趋势，

与前期行为学检测机械痛敏和热痛敏的变化趋势相

一致 [9，18]。利用 anti-TRPV4 抗体和 anti-ERK 抗体，

通过免疫共沉淀的方法，将大鼠脊髓背角组织蛋白

中直接关联的蛋白特异性结合，发现ERK和TRPV4

均为阳性结果，表明在脊髓背角组织中两者直接关

联，推测两者在发挥生物学效应时亦存在密切联系。

背根神经节神经元是传递外周感觉信息至脊髓

和脊髓上中枢的第一级感觉神经元[28—29]，其发出的

Aβ类纤维、Aδ类纤维和C类纤维，分别传递低阈值

感觉信号、快痛信号和慢痛信号，止于脊髓背角第Ⅰ
至Ⅳ层[30]。背根神经节持续受压后的疼痛信号以及

所引起的炎症刺激可使脊髓背角中感觉传入区域的

神经元异常兴奋，神经元的形态及其树突棘的密度

亦发生改变，同时被激活的神经细胞数目增多，这些

变化均为脊髓中枢敏化的表现[7—8，30—31]。采用NeuN

特异性神经元标记物标记脊髓背角神经元细胞，观

察NeuN标记的感觉传导区的神经元分布及形态。

我们发现，NeuN-ERK和NeuN-TRPV4阳性神经元

主要分布于脊髓背角Ⅰ至Ⅳ层中，而与对侧相比，手

术侧相应区域的神经元形态和数目均发生了改变，

阳性神经元胞体体积变大、树突棘的生成增多、标记

ERK和TRPV4的阳性神经元数目增加，表明脊髓背

角中感觉传导神经元被激活。形态学和蛋白表达的

变化均与脊髓的中枢敏化机制密切相关，可能是由

于痛觉信号激活了ERK-TRPV4通路，进而引起脊髓

背角中相应功能区域神经元的兴奋性异常增高，伴

随着特定蛋白的阳性表达异常增加，我们可以推断

ERK-TRPV4通路参与了大鼠痛觉敏感的脊髓中枢

敏化机制。但是，ERK-TRPV4通路在神经病理性疼

痛脊髓中枢敏化中的具体作用仍需进一步研究。

总之，脊髓中枢敏化机制在大鼠持续受压所致

痛觉敏感的发生及发展过程中发挥了不可或缺的重

要作用，而 ERK-TRPV4 通路参与了痛敏的脊髓中

枢敏化机制，这一发现为今后探索神经病理性疼痛

的产生和发展机制，提供了新的思路和方向。
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