
·实验研究·

脊髓电刺激对糖尿病神经痛大鼠脊髓胶质细胞
谷氨酸转运体-1和谷氨酸-天冬氨酸转运体的
影响

黄翔 袁雅婷 李晓宏 李世杰 邓翠芬

  【摘要】 目的 观察脊髓电刺激对糖尿病大鼠痛性周围神经病变时脊髓胶质细胞谷氨酸转运

体-1(GLT-1)和谷氨酸-天冬氨酸转运体(GLAST)表达的影响。方法 选择健康雄性SD大鼠48
只,2月龄,体重250~300g,采用随机数字表法将其分为四组:对照组(C组)、糖尿病神经痛组(D
组)、假刺激组(N组)和脊髓电刺激组(S组),每组12只。D、N和S组腹腔注射1%链脲佐菌素60
mg/kg制备大鼠糖尿病痛性周围神经病变模型,C组注射等容量枸橼酸-枸橼酸钠缓冲液。N组和S
组于造模后19d在硬膜外间隙置入电极,S组于造模后26~28d行脊髓电刺激。于造模前1d、造模

后2、7、14、28d测定机械缩足反应阈(MWT)。于造模后28d测定痛阈后处死大鼠,取L4~5脊髓组

织,采用荧光定量PCR法和 Westernblot法检测脊髓背角GLT-1和GLASTmRNA表达量和蛋白

含量。结果 与C组比较,造模后14、28dD组、N组和S组 MWT明显降低(P<0.05);造模后28
dS组胶质细胞GLT-1及GLASTmRNA表达量和蛋白含量明显增加(P<0.05)。与造模前1d比

较,造模后14、28dD、N、S组 MWT明显降低(P<0.05);与D组比较,造模后28dS组 MWT明显

升高,脊髓胶质细胞GLT-1及GLASTmRNA表达量和蛋白含量明显增加(P<0.05)。结论 脊髓

电刺激减轻糖尿病大鼠神经痛的机制可能与上调脊髓胶质细胞GLT-1及GLAST基因的表达有关。
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【Abstract】 Objective ToobservetheeffectofspinalcordstimulationonexpressionofspinalGLT-
1andGLASTinratswithdiabeticneuropatbicpain.Methods Forty-eighthealthymaleSDrats,only2
monthsold,weighting250-300g,usingtherandomnumbertablemethod,weredividedintofourgroups
(n=12):thecontrolgroup(groupC),diabetesneuralgiagroup(groupD),falsestimulationgroup(group
N)andspinalcordstimulationgroup(groupS).Themodelofdiabeteswasinducedbythepedtonealinjec-
tionofstreptozocin(STZ),electrodeswereplacedintotheepiduralspace19daysafterinjectionofSTZin
groupsNandS,inaddition,groupSwasperformed26-28daysafterinjectionofSTZ.Mechanicalcontrac-
tionlegthreshold(MWT)weredeterminedonedaybeforeSTZinjection,2d,7d,14dand28dafterSTZ
injection.Theratsweresacrificed,thelumbarspinalcordtissuewereobtainedfordeterminationofGLT-1
andGLASTexpressioninspinalcordtissueson28daftermeasurementofMWT.Results Comparedwith
groupC,MWTwasdecreased14dand28dafterSTZinjection,andexpressionlevelsofGLT-1and
GLASTmRNAwereincreasedon14dand28d(P<0.05);ComparedwithbeforeSTZinjection,MWT
ofgroupD,groupNandgroupSwasdecreasedon14dand28d(P<0.05);ComparedwithgroupD,
MWTwasincreased,andexpressionlevelsofGLT-1andGLASTmRNAwereincreasedingroupSon28d
afterSTZinjection(P<0.05).Conclusion Themechanismofspinalcordstimulationreducingrats
diabetesneuralgiamayberelatedtoelevatingtheexpressionofGLT-1andGLAST.

【Keywords】  Spinalcord;Electricalstimulationtherapy;Diabeticneuropathy;Neuralgia;
Glutamateplasmamembranetransportprotein
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  脊髓电刺激(spinalcordstimulation,SCS),俗
称镇痛起搏器,是指将刺激电极置入椎管的硬膜

外腔,通过电流刺激脊髓后角感觉神经元及后柱

传导束,阻断疼痛信号传导,以达到治疗疼痛的一

种神经调控方法[1]。研究表明,SCS可减轻多种

原因诱 发 的 神 经 病 理 性 疼 痛,提 高 患 者 生 活 质

量[2,3],但其镇痛机制目前尚未明确。糖尿病神经

痛是慢性神经病理性疼痛的一种,具有神经病理

性疼痛的特性,但也有其特点。脊髓后角兴奋性

氨基酸(谷氨酸和天冬氨酸)是传递伤害感受性信

息的主要神经递质,可通过激活多种谷氨酸受体

参与兴奋性突触传递、突触可塑性等过程。突触

间隙的兴奋性氨基酸转运体(EAATs)是神经末梢

释放的谷氨酸清除和灭活的唯一途径[4]。胶质细

胞中与疼痛相关性密切的主要为小胶质细胞和星

型胶质细胞。小胶质细胞主要表达谷氨酸转运体-
1(GLT-1)和谷氨酸-天冬氨酸转运体(GLAST),
星型胶质细胞主要表达 GLT-1[5]。目前,SCS减

轻糖尿病神经痛的机制尚不明确。本研究拟观察

SCS对 糖 尿 病 神 经 痛 大 鼠 胶 质 细 胞 GLT-1及

GLAST基因表达的影响,进一步探讨SCS减轻糖

尿病神经痛的可能机制。

材料与方法

实验动物与分组 选择健康雄性SD大鼠48
只,2月龄,体重250~300g,由广东省动物实验中

心提供。采用随机数字表法将大鼠分成四组:对照

组(C组)、糖尿病神经痛组(D组)、假刺激组(N组)
和SCS组(S组),每组12只。

模型制备 D、N和S组腹腔注射l%链脲佐菌

素(STZ)(批号:L16337)60mg/kg(溶解于pH 值

4.5的枸橼酸-枸橼酸钠缓冲液中)制备大鼠糖尿病

痛性周围神经病变模型。C组注射等容量枸橼酸-
枸橼酸钠缓冲液。

造模后19d,S组和N组参照文献[6]介绍的

方法,麻醉后将硬膜外刺激电极(华中科技大学控

制科学与工程系研制)与导线置入T10~L3 硬膜外

间隙,丝线固定于棘突,刺激器接头与导线经皮下

隧道用牙科骨水泥固定于颅骨表面,然后逐层缝

合,分笼饲养。在弱电刺激下(频率50Hz、脉冲宽

度0.2ms、强度0.2~0.4mA),若出现后肢轻微

抽动,则表明SCS有效。造模后26~28d,S组采

用BL.420F电刺激仪行电刺激,总时程30min,每
天1次,参数设定为:频率50Hz、脉冲宽度0.2

ms、强度2/3运动阈值(能够引起运动反应的最低

强度)。
血糖浓度的测定 分别于造模前1d、造模后2、

7、14、28d采集大鼠尾静脉血样0.1ml,采用血糖仪

测定血糖浓度,测定时间固定于上午7∶00~9∶00。

STZ注射后2d采集大鼠尾静脉血样,测定血糖浓

度,血糖≥16.7mmol/L大鼠为2型糖尿病大鼠。
机械缩足反应阈(MWT)的测定 分别于造模

前1d、造模后2、7、14、28d将大鼠放在金属丝网眼

垫上30min后,采用vonFrey纤维丝刺激大鼠第

3、4趾间皮肤。刺激力度依次为2、4、6、8、10、12、

14、16、18、20、22、24、26g,初始刺激力度为2g。

vonFrey纤维丝弯曲90°而未出现缩足反应时,更
换相邻高一级力度纤维丝,否则更换相邻低一级力

度纤维丝,每次刺激持续4~6s,间隔1min,共刺

激5次,至少诱发3次缩足反应的最小刺激力度为

MWT。造模后14dMWT低于基础值80%的大鼠

为糖尿病神经痛大鼠。

GLT-1及 GLAST mRNA 表 达 量 的 测 定 
MWT测定结束后,大鼠断头处死,置于冰板上取出

脊髓L4~5,立即保存在液氮里,随后采用FQ-RT-
PCR法测定 GLT-1mRNA及 GLASTmRNA表

达量。引物合成:GLT-1、GLAST和GAPDH基因

引物序列均由PrimerPremier5.0软件自行设计,
由生 工 生 物 工 程 (上 海)股 份 有 限 公 司 合 成。

GLAST:上 游 引 物 序 列 5'-GGGTCTGTGAAT-
GGGGTCAAT-3', 下 游 引 物 序 列 5'-AA-
GAAGAGGATGCCCAGAGGT-3',扩增产物长度

181bp;GLT-1:上游引物序列5'-TACAGCCCTI-
TACGAAGCC-3',下游引物序列5'-TGATAGA-
CAATCCCAGCCC-3',扩 增 产 物 长 度 319 bp;

GAPDH:上游引物序列5'-ACAGCAACAGGGT-
GGTGGAC-3’,下游引物序列5'-TFrGAGGGTG-
CAGCGAACTY-3',扩增产物长度252bp。将冻存

的标本取出,加入Trizol试剂提取总RNA,每个总

RNA样品取2μl作为模板,按逆转录试剂盒说明

书进行操作合成cDNA,仪器为 ABIsteponeplus
PCR仪,反应条件为37℃1h,然后95℃3min。待

测 样 品 均 按 以 下 体 系 反 应:THUNDERBIRD
SYBRqPCRMix10μl、ROX0.4μl、上下游引物各

0.4μl、模板1μl,剩余体积用无菌去离子水补齐20

μl。反应条件为:95℃1min,95℃10s,60℃30s,
共40个循环,在0.4℃时,设定荧光检测点。仪器

为:ABIsteponeplusQPCR仪。反应结束后,电脑
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自动分析荧光信号并将其转换为各目的基因的起

始拷贝数和CT 值。为了控制样本间 mRNA质量

的变异,同时检测管家基因 GAPDH 的表达,将

GLT-1、GLAST与 GADPH 的起始模板数进行比

较后分析。

表1 四组大鼠不同时点血糖浓度的比较(mmol/L,􀭵x±s)

组别 只数 造模前1d 造模后2d 造模后7d 造模后14d 造模后28d

C组 12 4.8±0.6 4.9±0.7 4.9±0.5 5.0±0.5 5.2±0.8

D组 12 4.9±0.5 22.5±1.9ab 20.0±1.2ab 21.6±1.7ab 20.5±1.5ab

N组 12 5.0±0.7 22.8±1.8ab 21.4±1.3ab 20.3±1.8ab 23.5±2.1ab

S组 12 4.9±0.9 21.3±1.6ab 21.5±1.7ab 24.5±2.2ab 22.9±2.2ab

  注:与造模前1d比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05

表2 四组大鼠不同时点 MWT的比较(g,􀭵x±s)

组别 只数 造模前1d 造模后2d 造模后7d 造模后14d 造模后28d

C组 12 11.8±1.6 11.9±1.4 10.9±1.5 11.0±1.5 11.2±1.8

D组 12 10.9±1.5 11.5±1.9 10.1±1.2 6.9±0.7ab 5.5±1.5ab

N组 12 11.0±1.7 11.8±1.8 9.4±1.3 7.0±1.1ab 5.7±1.1ab

S组 12 10.9±0.9 11.3±1.6 9.5±1.7 6.8±1.2ab 8.9±1.2abc

  注:与造模前1d比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与D组比较,cP<0.05

GLT-1及 GLAST蛋白含量的测定 将脊髓

组织匀浆,加蛋白裂解液,提取总蛋白,采用BCA法

检测蛋白浓度。蛋白样品(每孔的蛋白上样量为20

μg)经聚丙烯酰胺进行凝胶电泳分离后,采用半干

转法进行转膜,将蛋白转移至PVDF膜上。用50
g/L的牛血清白蛋白封闭液室温封闭2h,洗膜后先

后加入免抗大鼠GLT-1及GLAST单克隆抗体(稀
释度1∶500)和 小 鼠 抗 免 二 抗IgG(稀 释 度 1∶
2000)。暗室内加显色底物显色曝光、扫描。采用

QuantityOne软件进行分析,以GLT-1及GLAST
灰度值与β-actin内参灰度值的比值反映GLT-1及

GLAST蛋白含量。
统计分析 采用SPSS13.0统计学软件进行

统计分析。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,组内比较

采用重复测量设计的方差分析。P<0.05为差异

有统计学意义。

结  果

血糖浓度 与造模前1d和C组比较,造模后

2~28dD、N、S组血糖浓度明显升高(P<0.05)

(表1)。

MWT 与造模前1d和C组比较,造模后14、

28dD、N、S组 MWT明显降低(P<0.05);与D组

比较,造模后28dS组 MWT明显升高(P<0.05)
(表2)。

GLT-1及 GLASTmRNA表达量 与C组比

较,D、N组脊髓胶质细胞GLT-1及GLASTmRNA
表达量明显减少(P<0.05);S组脊髓胶质细胞GLT-
1及GLASTmRNA表达量明显增加(P<0.05)。与

D组 比 较,S组 脊 髓 胶 质 细 胞 GLT-1及 GLAST
mRNA表达量明显增加(P<0.05)(表3)。

GLT-1及GLAST蛋白含量 与C组比较,D
组、N组脊髓胶质细胞GLT-1及GLAST蛋白含量

明显减少(P<0.05);S组脊髓胶质细胞GLT-1及

GLAST蛋白含量明显增加(P<0.05)。与D组比

较,S组脊髓胶质细胞GLT-1及GLAST蛋白含量

明显增加(P<0.05)(图1)。

讨  论

糖尿病是由于胰岛素分泌缺陷和(或)胰岛素

作用障碍所致的以高血糖为特征的代谢性疾病。

30%~50%的糖尿病患者会出现糖尿病神经病理

性疼痛[7],表现为自发痛、痛觉过敏和异常性疼痛,
这对患者的身心健康造成了很大危害。糖尿病神

经痛是慢性神经病理性疼痛的一种,具有机械痛敏

而无热痛敏是糖尿病神经痛的行为学特征之一。本
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表3 四组大鼠脊髓胶质细胞GLT-1及GLASTmRNA
表达量的比较(􀭵x±s)

组别 只数 GLT-1mRNA GLASTmRNA

C组 12 2.2±0.4 2.3±0.3

D组 12 1.3±0.2a 1.1±0.4a

N组 12 1.5±0.3a 1.2±0.3a

S组 12 3.8±1.4ab 3.7±0.8ab

  注:与C组比较,aP<0.05;与D组比较,bP<0.05

  注:与C组比较,aP<0.05;与D组比较,bP<0.05

图1 四组大鼠脊髓胶质细胞GLT-1及GLAST蛋白含量

的比较

研究 注 射 STZ 后 2d 大 鼠 血 糖 浓 度 >16.7
mmol/L,注射STZ后14dMWT值低于注射STZ
前的80%,注射STZ后28dMWT明显降低,提示

大鼠糖尿病神经痛模型制备成功[8,9]。本研究参照

文献[6]选择电极置入方法、刺激参数设定,该方法

能够较好地模拟临床应用的硬膜外电刺激技术。
本研究结果提示SCS减轻了大鼠糖尿病神经痛。

研究表明,神经病理性痛大鼠脊髓背角GLT-1
mRNA 和 GLAST mRNA 表 达 下 调[10]。 而

EAATs表达明显下调可能与脊髓的可塑性改变有

关[11]。本研究结果提示,SCS减轻大鼠糖尿病神经

痛的 机 制 可 能 是 通 过 上 调 胶 质 细 胞 GLT-1 及

GLAST的表达。脊髓内EAATs的表达可能与诸

多因素有关,其中与中枢神经系统 N-甲基-D-天门

冬氨酸(NMDA)受体的关系最为密切。有研究表

明,脊髓背角的 NMDA受体表达上调在糖尿病神

经痛中枢敏化的形成和维持中发挥重要作用[12]。
根据本研究结果,推测SCS抑制 NMDA受体的激

活,脊 髓 内 EAATs的 表 达 上 调,使 胶 质 细 胞 中

GLT-1及GLAST蛋白含量增加,灭活和清除神经

末梢的兴奋性氨基酸,从而减轻大鼠糖尿病神经

痛。但SCS对NMDA受体的作用目前尚未明确,

仍有待进一步研究。
综上所述,脊髓电刺激减轻大鼠糖尿病神经痛

的机 制 可 能 与 上 调 脊 髓 胶 质 细 胞 GLT-1 及

GLAST基因的表达有关。
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