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低声压级次声对神经病理性疼痛大鼠脊髓趋化
因子介导炎症反应的影响

司海超 宋琼 马婕妤 司小萌

  【摘要】 目的 探讨低声压级次声对神经病理性疼痛大鼠脊髓趋化因子介导炎症反应的影响。

方法 72只健康雄性SD大鼠采用随机数字表分为三组,假手术组(Sham组)、神经病理性疼痛组

(NP组)和低声压级次声干预组(LNP组),每组24只。制备大鼠坐骨神经慢性压迫性损伤模型。

Sham组大鼠仅暴露坐骨神经而不结扎,其余操作均与NP组和LNP组相同。LNP组大鼠于造模后

第4天开始接受低声压级次声治疗,每天4h,连续进行21d。所有大鼠均于术前1d(T0)和术后3d
(T1)检测机械缩足阈值(MWT),分别于术后10d(治疗7d,T2)、17d(治疗14d,T3)和24d(治疗21
d,T4),每组各随机取8只大鼠检测 MWT,实时荧光定量PCR技术检测脊髓组织中单核细胞趋化蛋

白-1(MCP-1)、趋化因子受体2(CCR2)、TNF-α、IL-1β和IL-6基因表达,Westernblot法检测脊髓组

织中 MCP-1和CCR2蛋白含量。结果 T1~T4 时 NP组和LNP组大鼠 MWT明显低于T0 时和

Sham组,且LNP组大鼠 MWT明显高于 NP组(P<0.05)。T2~T4 时 NP组和LNP组大鼠脊髓

组织中 MCP-1、CCR2、TNF-α、IL-1β和IL-6mRNA相对表达量明显高于Sham组(P<0.05);T3、

T4 时LNP组大鼠脊髓组织中 MCP-1、CCR2、TNF-α、IL-1β和IL-6mRNA相对表达量明显低于NP
组(P<0.05)。T2~T4 时 NP组和LNP组脊髓组织中 MCP-1和CCR2蛋白含量明显高于Sham
组,T3、T4 时LNP组脊髓组织中 MCP-1和 CCR2蛋白含量均明显低于 NP组(P<0.05)。结

论 低声压级次声可有效缓解神经病理性疼痛大鼠疼痛症状,机制可能与抑制趋化因子介导的级联

炎症反应有关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectoflowsoundpressurelevelinfrasoundonche-
mokine-mediatedinflammatoryresponseinspinalcordinratswithneuropathicpain.Methods Seven-
ty-twohealthymaleSDratswererandomlydividedintoshamoperationgroup(groupSham),neuro-
pathicpaingroup(groupNP)andlowsoundpressurelevelinfrasoundinterventiongroup(group
LNP),24ineach.Thesciaticnerveinjurymodelswereestablished.3dafterthemodelconstructed,
theratsingroupLNPstartedtoreceivelowsoundpressurelevelinfrasoundtherapy,4hperday,
continuedfor21d.1dbeforesurgery(T0)and3daftersurgery(T1),allratsweredetectedme-
chanicalpawwithdrawalthreshold(MWT).Respectively,aftertreatedfor7d(T2),14d(T3)and
21d(T4),eightratswererandomlyselectedfromeachgroupandtheirMWTwasmeasured.Theex-
pressionsofMCP-1mRNA,CCR2mRNA,TNF-αmRNA,IL-1βmRNA,andIL-6mRNAinspinal
cordinratsweredetectedusingquantitativePCR,theexpressionsofMCP-1proteinandCCR2
proteininspinalcordinratsweredetectedbyusingWesternblot.Results MWTingroupsNPand
LNPatT1-T4waslowerthanthatofgroupSham,andthatingroupLNPatT3-T4werehigherthan
thatofgroupNP,respectively(P<0.05).ComparedwithgroupSham,therelativeexpressionlevels
ofMCP-1mRNA,CCR2mRNA,TNF-αmRNA,IL-1βmRNA,andIL-6mRNAinspinalcordtis-
suesingroupsNPandLNPatT2-T4wereincreased(P<0.05);comparedwithgroupNP,therela-
tiveexpressionlevelsofMCP-1mRNA,CCR2mRNA,TNF-αmRNA,IL-1βmRNA,andIL-6mR-
NAinspinalcordweredecreasedingroupLNPatT3-T4(P<0.05).Westernblotanalysisshowed
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thattherelativeexpressionlevelsofMCP-1proteinandCCR2proteininspinalcordingroupsNPand
LNPatT2-T4werehigherthanthatofgroupSham,whilerelativeexpressionlevelsofMCP-1protein
andCCR2proteininspinalcordingroup LNPatT3-T4 werelowerthanthatofgroup NP.
Conclusion Thelowsoundpressurelevelinfrasoundcouldeffectivelyreduceneuropathicpaininrats,
possiblyviainhibitingchemokine-mediatedcascadeinflammatoryreaction.

【Keywords】  Neuropathicpain;Infrasound;Chemokines;Inflammation

  神经病理性疼痛发生机制尚未完全清楚,治疗

效果不理想[1]。次声是物体机械振动产生的位于

0.0001~20Hz之间的声波,与人体组织器官的固

有振动频率具有高度的一致性,因而能引起人体组

织器官产生共振效应[2]。研究表明,次声所致共振

效应可对组织器官细胞基因、结构及功能等产生影

响[3]。近年来研究发现[4],相比于90dB以上的高

声压级次声,40~80dB的低声压级次声可通过产

生轻柔的共振效应而改善局部循环状况及细胞活

力,从而产生有利的效应。本研究尝试将低声压级

次声应用于神经病理性疼痛大鼠,观察其对神经病

理性疼痛的治疗效果,探讨其可能的机制,以期为

临床实践提供基础资料。

材料与方法

实验动物及分组 健康雄性SD大鼠72只,体
重200~220g,由河南省实验动物中心提供[合格证

号SCXK(豫)2011-0003],饲养于标准环境下,自由

进食饮水。采用随机数字表将大鼠分为假手术组

(Sham组)、神经病理性疼痛组(NP组)和低声压级

次声干预组(LNP组),每组24只。
主要试 剂 和 仪 器 Trizol总 RNA提取试剂

盒购自美国Promega公司,逆转录和PCR试剂盒

均购自日本 TaKaRa公司,单核细胞趋化蛋白-1
(MCP-1)、趋化因子受体2(CCR2)、肿瘤坏死因

子α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β、IL-6及 内 参

引物 均 由 上 海 生 工 生 物 公 司 设 计 完 成,兔 抗

MCP-1 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国 Signalway
Antibodys公司,兔抗CCR2多克隆抗体购自上海

沪峰化工有限公司,次声治疗仪Infrasound8购

自美国Chi公司,爪痛觉测试仪购自深圳市瑞沃

德生命科技有限公司,实时荧光定量PCR仪购自

美国 ABI公司。
大鼠神经病理性疼痛模型制备 参照文献[5]

的方法制备大鼠坐骨神经慢性压迫性损伤模型。
腹腔注射10%水合氯醛310~350mg/kg麻醉后,
消毒、铺巾,剪开皮肤,钝性分离使左侧坐骨神经主

干充分暴露,用玻璃针分离坐骨神经,利用4-0丝线

对坐骨神经主干进行连续结扎4处,间隔1mm左

右,结扎程度以不完全阻断神经外膜血运为宜。结

扎后将坐骨神经恢复原位置,逐层缝合,术后用8万

单位青霉素钠在大鼠前肢皮下肌注。模型制备后

大鼠出现跛行、悬空和(或)舔舐后肢等行为,视为

造模成功,对于出现术侧后肢切口感染、运动丧失、
自噬现象的均予剔除重新造模。Sham组大鼠仅暴

露坐骨神经而不结扎,其余操作均与NP组和LNP
组相同。

方法 建模后4~8d成功建立模型。LNP组

大鼠于造模成功后第4天开始接受低声压级次声治

疗,次声治疗仪输出频率4~20Hz,声压级保持在

40~80dB,每天8∶00~10∶00和15∶00~17∶00,各
作用2h,连续进行21d(即造模后24d)。Sham组

和NP组大鼠均未接受低声压级次声治疗,且与

LNP组大鼠分养于不同室内,以防沾染。
行为学检测 所有大鼠均于术前1d(T0)和术

后3d(T1)检测机械缩足阈值(MWT),分别于术后

10d(治疗后7d,T2)、17d(治疗后14d,T3)和24d
(治疗后21d,T4),每组各随机取8只大鼠检测

MWT。大鼠置于安静适宜的环境中,将大鼠置于

爪痛觉测试仪中,充分适应,待安静后,将测试仪探

头置于大鼠左后肢足心,垂直而均匀的施加压力,
待左后肢用力抬起完成检测,记录测试仪显示结

果,重 复 测 试6 次,每 次 间 隔 5 min,取 均 值 作

为 MWT。
实时 荧 光 定 量 PCR 技 术 检 测 脊 髓 组 织 中

MCP-1、CCR2、TNF-α、IL-1β和IL-6基因表达 各

组大鼠分别于T2~T4 时完成 MWT检测后,深度

麻醉后断头处死,留取L4~5节段脊髓组织,保存于

-80℃冰箱以备检。取脊髓组织,研磨后,加入细

胞裂解液进行裂解,用Trizol总RNA提取试剂盒

对组织中总RNA进行提取,并用紫外分光光度计

检测,取A260/A280≥1.80作为合格样品。用逆转录

试剂盒逆转录获得cDNA,以cDNA 为模板进行

PCR。引物序列见表1。PCR 反应条件:94℃ 1
min,92℃45s,56℃30s,72℃30s,连续进行40
次循环。每个样品均设3个平行反应复孔。用2-Ct
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法获得组织中 MCP-1、CCR2、TNF-α、IL-1β和IL-6
基因相对表达量。

表1 基因序列

基因 序列(5’-3’)
扩增长度

(bp)

MCP-1
上 游:CACCTGCTGCTACTCAT-
TCACTG

93

下游:CTTCTTTGGGACACCTG-
CTGCT

CCR2
上游:GCAAGTTCAGCTGCCTG-
CAA

233

下游:ATGCCGTGGATGAACTG-
AGGTAA

TNF-α
上 游:CTGCAGGCCCCAGTTTG-
ACT

81

下 游:CTGGCCAGGTCTACTTC-
GGG

IL-1β
上游:AAAGAAGAAGATGGAA-
AAGCGGTT

75

上游:GGGAACTGTGCAGACTC-
AAACTC

IL-6
上 游:ACCCCTGACCCAACCAC-
AAAT

78

下 游:AGCTGCGCAGAATGAG-
ATGAGTT

β-actin
上 游:ATGGATGACGATATCG-
CT

582

下 游:ATGAGGTAGTCTGTCA-
GGT

Westernblot法 检 测 脊 髓 组 织 中 MCP-1和

CCR2蛋白含量 取T2~T4 时大鼠脊髓组织,剪碎

后,于细胞裂解液中研磨,充分裂解后,于4℃下

12000r/min离心5min(离心半径8.4cm),取上

清,用BCA蛋白定量检测试剂盒对总蛋白进含量进

行测定。取30μg蛋白样品于十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰中电泳,电转移至PVDF膜,用2%脱脂奶粉

于室温下封闭30min。加入一抗兔抗 MCP-1抗体

或兔抗CCR2多克隆抗体(稀释比例分别为1∶50和

1∶200)和GADPH(稀释比例1∶10000),过夜孵育,
次日孵HRP标记二抗(稀释比例1∶1000)60min。

于暗室中加入ECL化学发光试剂盒进行曝光显影,
用凝胶成像系统进行拍照,利用ImageJ图像分析

软件对获得的条带灰度值进行分析,获得脊髓组织

中 MCP-1和CCR2蛋白含量。
统计分析 采用SPSS21.0统计分析软件进

行处理。正态分布计量资料以均数±标准差(x±
s)表示,组间比较采用单因素方差分析,不同时点比

较采用重复测量资料的方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

三组大鼠疼痛行为学检测 T1~T4 时 NP组

和LNP组大鼠 MWT明显低于T0 时和Sham组,

T2~T4 时 NP组和LNP组大鼠 MWT明显低于

T1 时,且LNP组大鼠 MWT明显高于NP组(P<
0.05)(图1)。

  注:与T0 比较,aP<0.05;与T1 比较,bP<0.05;与Sham
组比较,cP<0.05;与NP组比较,dP<0.05

图1 三组大鼠不同时点 MWT的比较

三组大鼠不同时点脊髓组织中 MCP-1、CCR2、

TNF-α、IL-1β和IL-6基因表达 T2~T4 时NP组

和LNP组大鼠脊髓组织中 MCP-1、CCR2、TNF-α、

IL-1β和IL-6mRNA 相对表达量明显高于Sham
组(P<0.05);T3、T4 时LNP组大鼠脊髓组织中

MCP-1、CCR2、TNF-α、IL-1β和IL-6mRNA 相对

表达量明显低于NP组(P<0.05);与T2 时比较,

NP组 T3、T4 时 MCP-1、CCR2、IL-1β、IL-6mRNA
相对表达量,T4 时TNF-αmRNA相对表达量明显

升高,而LNP组T3、T4 时 MCP-1、CCR2、TNF-α、

IL-1β、IL-6 mRNA 相 对 表 达 量 明 显 降 低(P <
0.05);与T3 时比较,T4 时 NP组 MCP-1、CCR2、

TNF-α、IL-1β、IL-6mRNA相对表达量明显升高(P
<0.05)(表2)。

脊髓组织中 MCP-1和CCR2蛋白含量 T2~
T4 时NP组和LNP组脊髓组织中 MCP-1和CCR2
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表2 三组大鼠不同时点脊髓组织中 MCP-1、CCR2、TNF-α、IL-1β和IL-6基因相对表达量的比较(x±s)

指标 组别 只数 T2 T3 T4

Sham组 8 0.71±0.08 0.72±0.06 0.69±0.07

MCP-1mRNA NP组 8 0.86±0.06a 0.92±0.07ac 0.98±0.05acd

LNP组 8 0.87±0.05a 0.78±0.06abc 0.80±0.04abc

Sham组 8 1.21±0.14 1.23±0.16 1.22±0.13

CCR2mRNA NP组 8 1.39±0.11a 1.45±0.10ac 1.51±0.12acd

LNP组 8 1.41±0.12a 1.30±0.13abc 1.32±0.14abc

Sham组 8 1.25±0.12 1.28±0.14 1.27±0.13

TNF-αmRNA NP组 8 1.42±0.06a 1.41±0.07a 1.50±0.09acd

LNP组 8 1.44±0.09a 1.32±0.11abc 1.31±0.09abc

Sham组 8 1.31±0.15 1.33±0.14 1.34±0.13

IL-1βmRNA NP组 8 1.45±0.12a 1.51±0.09ac 1.59±0.08acd

LNP组 8 1.56±0.13a 1.41±0.14abc 1.43±0.12abc

Sham组 8 1.37±0.11 1.39±0.15 1.36±0.14

IL-6mRNA NP组 8 1.55±0.10a 1.59±0.09ac 1.67±0.09acd

LNP组 8 1.57±0.11a 1.43±0.12abc 1.45±0.09abc

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与NP组比较,bP<0.05;与T2 比较,cP<0.05;与T3 比较,dP<0.05

蛋白含量明显高于Sham组,T3、T4 时LNP组脊

髓组织中MCP-1和CCR2蛋白含量均明显低于NP
组(P<0.05);T3、T4 时NP组和LNP组脊髓组织

中 MCP-1和CCR2蛋白含量明显高于T2 时(P<
0.05)(图2,3)。

讨  论

神经病理性疼痛发生机制复杂,与外周敏化

及中枢敏化有关,严重影响患者生活质量[6]。目

前,神经病理性疼痛尚无有效的治疗手段。低声

压级次声作为与生物体内组织器官固有振动频率

高度相似的频率范围,低声压级次声可保护脑缺

血、损伤后神经,在一定程度上促进神经再生[7]。
亦有研究指出[8],低声压级次声可改善创伤后肘

关节活动范围,减轻疼痛,促进机体功能恢复。本

研究采用常规结扎坐骨神经的方法成功构建大鼠

神经病理性疼痛模型。本研究利用次声治疗仪

Infrasound8对大鼠进行治疗干预,结果表明低声

压级次声可有效减轻神经病理性疼痛大鼠疼痛

反应。

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 NP组比较,bP<0.05;

与T2 比较,cP<0.05

图2 三组大鼠脊髓组织中 MCP-1蛋白含量的比较

MCP-1作为重要的趋化因子类型,被认为是

炎症反应的启动因子,在与其受体CCR2结合后,
特异性招募单核细胞向炎症、感染、缺血部位聚
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  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 NP组比较,bP<0.05;

与T2 比较,cP<0.05

图3 三组大鼠脊髓组织中CCR2蛋白含量的比较

集[9],可诱导、调控其他炎症因子释放,形成级联

反应,从而介导炎症反应[10]。研究表明,活化的胶

质细胞可释放趋化因子如 MCP-1,通过多条信号

通路而导致中枢敏化,从而引发并维持神经病理

性疼痛[11]。本研究结果表明,MCP-1在与其受体

CCR2结合后介导的炎症反应参与了神经病理性

疼痛的发生,与Zhu等[12]研究结论相一致。此外,
本研究发现,低声压级次声减轻神经病理性疼痛

大鼠疼痛反应,可能与抑制 MCP-1/CCR2介导的

炎症反应有关。有研究指出,低声压级次声可通

过抑制胶质细胞激活而提高痛阈[13]。因此,低声

压级次声对神经元的保护作用及抑制胶质细胞激

活,可减少趋化因子如 MCP-1的释放,从而抑制了

趋化因子介导的炎症反应。
本研究推测,在进行了一段时间的低声压级次

声干预后,大鼠可能适应了次声环境而表现出耐受

现象,与磁疗、光疗等其他物理治疗类似,具体机制

尚待进一步研究明确,提示在进行低声压级次声干

预时,可能要对频率、声压强度等参数进行经常变

换以减少耐受的发生。
综上所述,低声压级次声可有效缓解神经病理

性疼痛大鼠疼痛症状,机制可能与抑制趋化因子介

导的级联炎症反应有关。
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