
·实验研究·

NADPH氧化酶介导的小胶质细胞活化在
神经病理性疼痛和抑郁共病中的作用

徐宁 谢泽敏 唐小慧 潘薇 张广芬 周脉涛

  【摘要】 目的 观察神经病理性疼痛和抑郁共病中磷酸酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADPH)氧化酶

及小胶质细胞的变化,并探讨其相关机制。方法 采用保留性坐骨神经损伤模型(SNI模型)。健康

成年雄性SD大鼠44只,随机分为四组:假手术+溶剂组(SV组)、假手术+夹竹桃麻素(APO)组
(SA组)、SNI+溶剂组(SNV组)、SNI+APO组(SNA组),每组11只。SA组和SNA组术前24h
及术前1h腹腔注射APO15mg/kg,以后每天注射1次直至SNI术后14d;其余两组在相同时点注

射等容量溶剂。术前1d和术后7、14d进行机械缩足反射阈值(MWT)测试,术后14d进行旷场实

验、强迫游泳实验和糖水偏好实验等行为学测试。行为学后2h取大鼠前额叶皮层组织,采用

Westernblot法检测gp91phox的含量,免疫荧光共标法检测Iba1和gp91phox的表达量。结果 与SV、

SA、SNA组比较,SNV组 MWT明显降低,强迫游泳不动时间明显延长,糖水消耗比例明显减少,

gp91phox含量明显增多(P<0.05)。与SV、SA、SNA组比较,SNV组Iba1和gp91phox表达量增多。旷

场实验中,四组探索总路程差异无统计学意义;糖水偏好实验中,四组总液体消耗量差异无统计学意

义。结论 神经病理性疼痛可导致抑郁样行为,并引起前额叶皮层的NADPH氧化酶活化;NADPH
氧化酶抑制剂APO可减轻疼痛和抑郁样行为,其机制可能与抑制小胶质细胞活化有关。
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【Abstract】 Objective Toobservethevariationofnicotinamideadeninedinucleotidephosphate
(NADPH)oxidaseandmicrogliainthecomorbidityofneuropathicpainanddepressionanddiscuss
therelatedmechanism.Methods Thesparednerveinjurymodelwasused.Forty-fourmaleadult
SpragueDawleyratswererandomlydividedintothefollowingfourgroups(n=11each):sham+ve-
hiclegroup(groupSV),sham+APOgroup(groupSA),SNI+vehiclegroup(groupSNV),SNI+
APOgroup(groupSNA).IngroupsSAandSNA,ratswereintraperitoneallyinjectedwithapocynin
(APO)15mg/kg24hoursand1hourbeforeSNIandcontinuedoncedailyuntilthe14thday.The
ratsintheothertwogroupsreceivedtheequalvolumeofvehicle.Themechanicalwithdrawalthresh-
old(MWT)wastested1daybeforeSNIand7daysand14daysafterSNI,andtheopenfieldtest,
theforcedswimmingtestandthesucrosepreferencetestwereperformed14daysafterSNI.Thepre-
frontalcortexwerecollected2hourafterthebehaviortests.Theexpressionofgp91phoxwasdetected
byWesternblotandtheexpressionofIba1andgp91phoxweredetectedbydouble-immunofluorescance
staining.Results ThereducedMWT,theincreasedimmobilitytime,thedecreasedsucrosecon-
sumptionandtheincreasedcontentofgp91phoxwereobservedingroupSNVcomparedwithgroups
SV,SAandSNA(P<0.05).TheexpressionofIba1andgp91phoxwereincreasedingroupSNV.The
totaltraveldistanceintheopenfieldtestandthetotalliquidconsumptioninthesucrosepreference
testhadnosignificantdifferenceamongthefourgroups.Conclusion Neuropathicpainmayinduce
depressivebehaviorsandactivateNADPHoxidaseintheprefrontalcortex.Moreover,theinhibition
ofNADPHoxidasebyAPOcanalleviateneuropathicpainanddepression,whichispotentiallyrelated
totheactivationofmicroglia.
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  神经病理性疼痛(neuropathicpain)是中枢或

外周神经系统损伤引起的疼痛综合征。流行病学

研究显示42%的神经病理性疼痛患者出现抑郁症

状,而37%的抑郁症患者也伴随疼痛症状[1,2]。研

究表明,磷酸酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotinamide
adeninedinucleotidephosphate,NADPH)氧化酶

分别参与神经病理性疼痛[3]和抑郁症[4]的发生,但
是否参与神经病理性疼痛和抑郁共病的发生,目前

尚不清楚。NADPH氧化酶也是小胶质细胞源性活

性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)的主要来源和

小胶质细胞内促发炎症反应的一个重要环节[5]。

gp91phox是NADPH氧化酶的一个重要亚基。前额

皮层是神经病理性疼痛和抑郁症发生的一个重要

脑区[6,7]。本研究观察神经病理性疼痛和抑郁共病

中NADPH氧化酶及小胶质细胞的变化,并探讨其

相关机制。

材料与方法

实验动物及分组 选择健康成年雄性SD大鼠

44只,12周龄,体重200~250g,由南京军区南京总

医院动物实验中心提供,随机分为四组:假手术+
溶剂组(SV 组)、假手术+夹竹桃麻素(APO)组
(SA组)、保留性坐骨神经损伤(SNI)+溶剂组

(SNV组)、SNI+APO 组(SNA 组),每组11只。

SA组和SNA 组术前24h及术前1h腹腔注射

APO15mg/kg,以后每天注射1次直至术后14d,

SV和SNV组在相同时点注射等容量溶剂。

SNI模 型 建 立 参考Isabelle等[8]方法建立

SNI模型,腹腔注射戊巴比妥钠60mg/kg麻醉后,
切开右后肢外侧皮肤和肌肉,分离股二头肌,并暴

露坐骨神经干及其3个分支:腓总神经、胫神经和

腓肠神经,用4-0丝线结扎胫神经和腓总神经后将

其切断,并去除断点末端2~4mm的神经干,术后

分层缝合伤口。手术过程中保持腓肠神经完整。

SV组和SA组仅暴 露 神 经 而 不 切 断,其 余 过 程

同SNI。
机械痛阈测定 术前1d和术后7、14d测定机

械性缩足反射阈值(mechanicalwithdrawthreshold,

MWT)。用vonFrey丝刺激大鼠右侧后爪1/3足底

部,从2.0g开始,随后逐渐加大刺激强度,记录大鼠

猛然缩足时的刺激强度值,每次刺激至少间隔10s,

结果取5次测量平均值[9]。
旷场实验(openfieldtest,OFT) SNI术后14

d行OFT,观察大鼠运动能力。将大鼠从无顶不透

明塑料箱(100cm×100cm×40cm)中间放入,任
其自由探索5min,并由图像自动监视系统记录其

总探索路程。两只鼠之间用75%酒精擦拭旷场。
强迫游泳实验(forcedswimmingtest,FST) 

于术后14d进行FST。将大鼠置于直径30cm、高

65cm、水深40cm(22~23℃)的透明玻璃圆筒中进

行强迫游泳。每只大鼠共游泳6min,观察并记录

后5min大鼠的不动时间。两只鼠之间需清洁容器

并换水。
糖水偏好实验(sucrosepreferencetest,SPT)

于术后13d进行SPT。测试糖水偏好前2h将大

鼠单笼放入笼中适应环境,给予大鼠1瓶100g的

1%蔗糖水及1瓶100g的纯净水,为避免位置因素

影响,12h后交换两个饮水瓶位置,24h后称量剩

余蔗糖水和纯净水的质量,按以下公式计算糖水消

耗比例:糖水消耗比例=蔗糖水消耗量/(蔗糖水消

耗量+纯净水消耗量)×100%。

Westernblot检 测 SNI术后14d,用2%戊

巴比妥钠60mg/kg麻醉后断头,取前额叶皮层组

织。冰上匀浆,4℃下12000r/min离心15min,取
上清液,蛋白质浓度用Braford法测定,95℃煮5
min,使蛋白变性。电泳转膜,5%脱脂奶粉室温封

闭1h,加入一抗,4℃过夜,次日TBST漂洗5min
×3次,二抗室温孵育1h并漂洗3次,ECL曝光

显影。用ImageJ软件分析gp91phox的表达,用目

的蛋白与内参GAPDH的灰度比值来表示gp91phox

的含量。
免疫荧光检测 采用免疫荧光共标的方法检

测gp91phox是否表达在Iba1细胞上,以及Iba1和

gp91phox的表达量。SNI术后14d,腹腔注射2%戊

巴比妥钠60mg/kg,4%多聚甲醛心脏灌注后取脑。

30%蔗糖脱水过夜,OCT包埋后切成10μm 厚的

冰冻切片。通风橱风干后用PBS缓冲液浸泡10
min,室温封闭1h,擦干加一抗,4℃过夜。PBS缓

冲液漂洗5min×3次后加带荧光标记的二抗及

DAPI孵育1h。漂洗3次,封片。用徕卡激光共聚

焦显微镜拍摄。
统计分析 采用SPSS16.0软件进行统计分
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析。正态分布计量资料以均数±标准误(􀭺x±SEM)
表示,组间比较采用单因素方差分析或双因素方差

分析,两两比较采用Tukey法。P<0.05为差异有

统计学意义。

结  果

术后7、14d,SV、SA、SNA组 MWT明显高于

SNV组(P<0.05)(图1)。
与SNV组比较,SV、SA、SNA组强迫游泳不

动时间明显缩短(P<0.05)糖水消耗比例明显增加

(P<0.05);四组总探索路程、总液体消耗差异无统

计学意义(表1)。
与SNV 组比较,SV、SA、SNA 组前额皮层

gp91phox含量明显减少(P<0.05)(图2)。

表1 四组大鼠OFT、FST和SPT实验结果的比较(􀭵x±s)

组别 只数 总探索路程(cm) 强迫游泳不动时间(s) 糖水/总液体消耗(%) 总液体消耗(ml)

SV组 11 1945.2±180.8 71.9±7.7a 85.8±3.6a 48.4±5.3

SA组 11 1816.1±129.8 57.3±6.8a 79.6±2.8a 46.8±5.0

SNV组 11 1944.3±61.6 117.1±12.4 47.5±7.5 42.8±4.8

SNA组 11 1830.0±207.5 75.0±9.1a 70.3±5.3a 49.1±6.4

  注:与SNV组比较,aP<0.05

注:与SNV组比较,aP<0.05

图1 四组大鼠SNI前不同时点同侧后足 MWT的比较

与 SNV 组 比 较,SV、SA、SNA 组 Iba1 和

gp91phox表达量减少(图3)。

讨  论

本研究结果显示,SNI建模后第14天大鼠强

迫游泳不动时间明显延长,糖水消耗比例明显减

少,验证了神经病理性疼痛可引起抑郁样行为。

SNI术后第14天gp91phox含量增加,在小胶质细胞

上的gp91phox表达量增加,提示SNL可活化大脑前

额叶皮层 NADPH 氧化酶,增加氧化应激损伤;

注:与SNV组比较,aP<0.05

图2 四组大鼠前额皮层gp91phox含量的比较

Iba1表达明显增加,表明小胶质细胞活化。而用

APO治疗后可明显逆转上述变化,说明APO可通

过抑制NADPH氧化酶活化从而减轻小胶质细胞

活化,最 终 缓 解 神 经 病 理 性 疼 痛 和 抑 郁 共 病 的

发展。

NADPH氧化酶可产生多种超氧化物,它参与

了神经病理性疼痛、抑郁症、术后认知功能障碍[10]

以及创伤性脑损伤、阿尔兹海默症等一些疾病[11]。

APO是具有抗氧化作用及清除ROS产生的一类

NADPH氧化酶抑制剂。小胶质细胞是中枢神经

系统中一类重要的免疫细胞,它的激活及其引起

的炎症因子释放还参与其他多种神经精神类疾病

的发生。在神经病理性疼痛[12]和抑郁[13]等动物

模型中,小胶质细胞被证实在这些疾病的发病初

期起到了重要作用。本研究发现 APO可能是通

过降低大脑内前额叶皮层的 NADPH氧化酶活性

而抑制小胶质细胞的活化,从而减轻神经病理性

疼痛和抑郁。
然而,本研究的设计尚存在不足之处,例如,并

未探索APO是如何通过NADPH氧化酶抑制小胶

质细胞的,也并未通过直接抑制小胶质细胞来观察
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图3 四组大鼠前额皮层Iba1和gp91phox表达量的比较

其对神经病理性疼痛和抑郁共病发生的影响;只研

究了NADPH氧化酶和小胶质细胞的关系,没有研

究NADPH 氧化酶与神经元和星型胶质细胞的关

系;只研究了前额叶皮层,杏仁核和伏隔核等相关

脑区也有待研究。就这些问题将来仍可进行进一

步研究。
综上所述,神经病理性疼痛与抑郁共病可引起

大鼠前额叶皮层的 NADPH 氧化酶活化,APO可

通过抑制 NADPH 氧化酶而减轻小胶质细胞的活

化,最 终 缓 解 疼 痛 及 抑 郁 样 行 为。由 此 推 测,

NADPH氧化酶介导的小胶质细胞活化可能参与了

神经病理性疼痛和抑郁共病的发生。
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