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　 　 【摘要】 　 目的　 通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）芯片技术筛选疼痛调控相关的 ｍｉＲＮＡｓ，观察 ｍｉｃｒｏ
ＲＮＡ⁃２９ｃ（ｍｉＲ⁃２９ｃ）对神经病理性痛大鼠痛阈的影响。 方法　 实验一：雌性 ＳＤ 大鼠，随机分为神经

病理性痛组（ＳＮＩ 组）及妊娠神经病理性痛组（ＰＳＮＩ 组），测定机械缩足阈值（ＭＷＴ），观察分娩对疼

痛的影响。 在 ＳＮＩ 组及 ＰＳＮＩ 组大鼠分娩后 ＭＷＴ 差异显著时，取脊髓腰膨大组织，筛选差异表达的

ｍｉＲＮＡｓ。 实验二：选取目的 ｍｉＲＮＡｓ，包被过表达或沉默慢病毒，脊髓内注射干预后观察 ＳＮＩ 组大鼠

ＭＷＴ 变化。 结果　 与 ＳＮＩ 组大鼠比较，ＰＳＮＩ 组大鼠分娩后第 ３ 天 ＭＷＴ 明显升高，脊髓 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白

含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）；ｍｉＲＮＡｓ 芯片分析共发现 ７１ 条差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，在 ＰＳＮＩ 大鼠显著上调

３７ 条，显著下调 ３４ 条；选取并包被 ｍｉＲ⁃１２４ａ 过表达、ｍｉＲ⁃２９ｃ 沉默慢病毒注射，ｍｉＲ⁃２９ｃ 表达沉默可

明显提高 ＳＮＩ 组大鼠 ＭＷＴ。 结论　 ｍｉＲ⁃２９ｃ 是通过基因芯片筛选获得的 ｍｉＲＮＡ，下调 ＳＮＩ 大鼠脊髓

ｍｉＲ⁃２９ｃ 表达，能够显著改善病理性痛状态。
【关键词】 　 神经病理性痛； ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ； ｍｉＲ⁃２９ｃ； 分娩
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　 　 大型前瞻性研究表明，剖宫产术后发生持续疼 痛比预期的罕见［１］，且与其他手术比较，术后疼痛

恢复更快［２－３］。 同样的，在动物研究中，神经病理性

痛大鼠模型在分娩后，痛觉敏化得到缓解［４］，手术

引起的机械性超敏反应在产后早期消散更快［５］。
上述研究提示分娩具有一定缓解病理性疼痛的作

用，揭示相关机制可能为加快术后康复提供新思
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路。 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）的发现为疾病机制研究

提供了新靶点，其主要在转录后水平，通过负性调

节下游的数个靶基因，参与基因组表达调控，在生

命科学领域发挥重要作用［６］。 因此，分娩保护相关

的 ｍｉＲＮＡｓ 疼痛调控机制，将为其临床治疗提供新

的理论线索。 本研究旨在筛选疼痛调控相关的

ｍｉＲＮＡｓ，观察 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２９ｃ（ｍｉＲ⁃２９ｃ）对神经病理

性痛大鼠病阈的影响。

材料与方法

动物选择 　 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，体重

３００～４２０ ｇ。 研究经南京医科大学伦理委员会通过，
严格遵守国家卫生机构发布的实验室动物指南。
置于室温 ２４～２６ ℃饲养，自由饮水和摄食，光照 ∶黑
暗交替时间１２ ｈ ∶１２ ｈ。

实验一：
动物模型及行为学检测　 实验动物禁食 ８ ｈ，随

机分为两组：ＳＮＩ 组及 ＰＳＮＩ 组。 ＳＮＩ 组选取非妊娠

ＳＤ 大鼠参照文献方法［７］构建 ＳＮＩ 模型：采用 １０％
的水合氯醛 ３ ｍｌ ／ ｋｇ 腹腔注射麻醉，于大鼠胫骨平

台处切开皮肤，钝性分离肌肉，找出坐骨神经分支

结扎并剪断腓总神经及胫神经，保留腓肠神经，缝
合后用碘伏消毒；ＰＳＮＩ 组选取妊娠 １２ ～ １３ ｄ 的大

鼠，测基础痛阈，构建 ＳＮＩ 模型。 术后每隔 １ 天测定

各组大鼠痛阈：采用 ｖｏｎ⁃Ｆｒｅｙ 丝垂直刺激各组大鼠

左足掌面，出现缩足反应记录为阳性，共检测 ６ 次，
除去最大值和最小值，计算平均值即为机械缩足阈

值（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ， ＭＷＴ）。
ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白检测　 ＳＮＩ 组及 ＰＳＮＩ 组大鼠各 ３ 只

取脊髓组织，用细胞裂解液进行细胞裂解，采用

Ｔｒｉｚｏｌ 法提取蛋白，并用 ＢＣＡ 法测定 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白含

量。 每个蛋白样本取 ５０ μｇ，在 ４％ ＳＤＳ⁃聚丙酞胺凝

胶（Ｂｉｏ Ｒａｄ）上进行电泳、转膜，５％ ＢＳＡ⁃ＴＢＳＴ 室温

下孵育 ２ ｈ，用 ｃ⁃Ｆｏｓ １：５００（ａｂｃａｍ，ａｂ２０８９４２）４℃孵

育过夜，以 β⁃ａｃｔｉｎ（ ａｂｃａｍ，ａｂ８２２６）为内参，用辣根

过氧化酶标记的二抗 １ ∶ ２ ０００孵育 １ ｈ，蛋白条带由

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｌｉｇｈｔｎｉｎｇ® ＥＣＬ ＰＲＯ 增 强 底 物

（ＰｒｉｍｅｌＥｌｍｅｒ，马萨诸塞州，美国）检测，并在 ＴＡＮＯＮ
１６００ ／ １６００ Ｒ 凝胶成像系统上成像（ＵＶＰ，美国）。

ｍｉＲＮＡ 基因芯片分析 　 分娩后第 ３ 天立即处

死两组大鼠，迅速取出脊髓组织进行基因芯片分

析。 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ：脊髓组织用 ＰＢＳ 冲洗

三次，加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂，室温下孵育 ２ ｍｉｎ，将溶

液转移至无 ＲＮａｓｅ 的 ＥＰ 管中，加入 ２００ μｌ 三氯甲

烷，剧烈摇动 １５ ｓ；室温离心 １５ ｍｉｎ，将溶液分为三

层，取上层无色液体，加入等体积异丙醇，室温震动

５ ｍｉｎ，４ ℃ 离心 １２ ０００ ｇ，１０ ｍｉｎ，去除上清，加入 １
ｍｌ ７５％乙醇沉淀，摇匀 １５ ｓ，离心分离；去除上清，沉
淀干燥 ３ ～ ５ ｍｉｎ，用无菌 ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ。 经

ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃２０００ （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ） 定量并使用

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ （Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）检测

ＲＮＡ 完整性。 ＲＮＡ 质检合格后，参照芯片标准流程

进行样本的标记、芯片的杂交及洗脱。 总 ＲＮＡ 经过

去磷酸化、变性，再进一步用 Ｃｙ３ 标记，经纯化后与

芯片杂交，杂交结束洗脱后通过 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｓｃａｎｎｅｒ
Ｇ２５０５Ｃ（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）扫描得到原始图像。

实验二：
大鼠脊髓病毒注射 　 ＳＮＩ 大鼠模型构建成功

后，参照文献［８］，于脊髓内分别注射对照慢病毒、
ｍｉＲ⁃１２４ａ 过表达慢病毒和 ｍｉＲ⁃２９ｃ 沉默慢病毒（滴
度 １×１０９ ｔＵ ／ ｍｌ）。 １０％水合氯醛 ３ ｍｌ ／ ｋｇ 腹腔麻醉，
固定并切开背部皮肤，分离肌肉、暴露 Ｔ１３水平的胸

椎、棘突和椎板，于 Ｔ１３中线偏右 ０ ５ ｍｍ 处，开放 ２
个 １ ｍｍ 直径的小孔，利用显微操作器和 １０ μｌ 微量

进样器（头端直径 ４０ ～ ６０ ｍｍ），进针 ０ ８ ｍｍ，每孔

注射 ２ μｌ 病毒，共 ４ μｌ 病毒悬液，注射速度 ０ ５
ｕｌ ／ ｍｉｎ，逐层缝合皮肤。 通过绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
鉴定病毒转染情况。

统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １３． ０ 软件进行统计分

析。 数据采用 Ｋｏｌｍｏｇｏｖ⁃Ｓｍｉｒｎｏｖ 法进行正态性检

验，正态分布计量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
痛阈比较采用双因素方差分析，其他结果采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。 芯片

基因分析部分，采用 Ｔ 检验的 Ｐ 值和倍数变化值进

行差异 ｍｉＲＮＡ 筛选，筛选的标准为上调或者下调倍

数变化值≥２ ０ 且 Ｐ≤０ ０５。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
５ ０ 软件生成统计图表。

结　 　 果

ＭＷＴ 及 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白含量　 与 ＳＮＩ 组大鼠比较，
ＰＳＮＩ 组大鼠分娩后第 ３ 天 ＭＷＴ 明显升高 （ Ｐ ＜
０ ０５） （图 １）；脊髓组织 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白含量明显降低

（Ｐ＜０ ０５）（图 ２）。
疼痛调控相关 ｍｉＲＮＡｓ 筛选 　 共筛选得到 ７１

条差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ（差异倍数变化值≥ ２．０，Ｐ≤
０ ０５）。 其中 ＰＳＮＩ 组大鼠 中 表 达 明 显 上 调 的

ｍｉＲＮＡｓ ３７ 条，明显下调的 ｍｉＲＮＡｓ ３４ 条（图 ３）。
ＰＳＮＩ 组大鼠 ｍｉＲ⁃１２４ａ 显著高表达，ｍｉＲ⁃２９ｃ 显著低
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　 　 注：与 ＳＮＩ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 １　 两组大鼠机械缩足阈值的比较

　 　 注：与 ＰＳＮＩ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 ２　 两组大鼠脊髓组织 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白含量的比较

表达（图 ４）。
ＧＦＰ 荧光显示病毒感染成功（图 ５）。 与 ＳＮＩ 组

比较，仅 ｍｉＲ⁃２９ｃ 表达沉默大鼠痛阈明显上调（Ｐ＜
０ ０５）（图 ６－７）。

讨　 　 论

近年来，研究表明妊娠合并病理性疼痛的动物

模型，在分娩后表现出了痛觉过敏的显著改善［４⁃５］，
提示分娩在疼痛调控中发挥镇痛作用。 进一步的

机制研究初步揭示了，分娩相关的疼痛调控作用可

能与产后机体自身合成释放的激素在中枢发挥的

镇痛作用密切相关［９］，如在产后及哺乳阶段，产妇

外周、中枢催产素浓度均升高［１０］，而催产素可通过

与瞬时受体电位（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＴＲＰ）
超家族成员 ＴＲＰＶ⁃１ 通道结合，致通道脱敏，发挥内

源性镇痛作用［１１］。 目前，关于分娩相关的疼痛调控

　 　 注：红色表达上调；绿色表达下调

图 ３　 ＳＮＩ 组大鼠脊髓组织 ｍｉＲＮＡｓ 表达分析

图 ４　 部分 ｍｉＲＮＡｓ 相对表达量的比较

　 　 注：绿色为含 ＧＦＰ 的病毒

图 ５　 脊髓转染病毒荧光图

具体机制尚不清楚，因此，通过 ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ 分析获得

分娩相关的疼痛调控的 ｍｉＲＮＡｓ，有望为疼痛机制

研究及治疗提供新思路。
首先，采用 Ｇｕｔｉｅｒｒｅｚ 等［４］ 的方法建立妊娠 ＳＮＩ

模型，结果提示，与 ＳＮＩ 组比较，ＰＳＮＩ 组大鼠在分娩

后第 ３ 天机械缩足阈值显著升高，且 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果提示 ＰＳＮＩ 组大鼠脊髓中 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白表达也显著

降低，疼痛得到缓解。 ｃ⁃Ｆｏｓ 是一种经典的神经元标
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图 ６　 过表达 ｍｉＲ⁃１２４ａ 对 ＳＮＩ 大鼠 ＭＷＴ 的影响

　 　 注：与 ＳＮＩ 组比较，ａＰ＜０．０５

图 ７　 沉默 ｍｉＲ⁃２９ｃ 表达对 ＳＮＩ 大鼠 ＭＷＴ 的影响

记物，在疼痛大鼠的初级感觉神经元中被激活，并
调节编码脑啡肽等疼痛介质，是疼痛伤害性反应的

重要反应蛋白［１２］。 以上结果，与前期研究的结论基

本一致，初步证实了分娩具有缓解部分病理性疼痛

的作用。
ｍｉＲＮＡ 是一类非编码调控 ＲＮＡ，在疼痛领域的

研究近年来备受关注。 上调中枢 ｍｉＲ⁃７ａ 的表达，能
够降低神经丝光多肽的表达，通过阻断信号转导子

和转录信号通路激活子，有效缓解神经病理性疼

痛［１３］；使用抑制剂阻断 ｍｉＲ⁃２１ 的表达，能够有效缓

解神经损伤引起的痛觉过敏和触诱发痛［１４］。 因此，
本研究将分娩后第 ３ 天，两组疼痛阈值出现显著差

异时，分别取 ＳＮＩ 及 ＰＳＮＩ 组大鼠脊髓组织进行

Ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ 蛋白质谱定量分析，以寻找分娩相关疼痛

调控的 ｍｉＲＮＡｓ。 结果共发现 ７１ 条差异表达的

ｍｉＲＮＡｓ，其中在 ＰＳＮＩ 大鼠中高表达的 ｍｉＲ⁃１２４ａ 和

低表达的 ｍｉＲ⁃２９ｃ，组间差异最大。 为了进一步验

证两者在疼痛调控中的作用，我们构建 ｍｉＲ⁃１２４ａ 过

表达、ｍｉＲ⁃２９ｃ 表达沉默慢病毒载体，包装成高滴度

病毒颗粒，分别在 ＳＮＩ 大鼠中进行脊髓内注射，以评

估其对大鼠病理性痛的影响。 荧光显微镜下观察

脊髓组织切片，发现病毒携带的 ＧＦＰ 蛋白分布于脊

髓背角，提示病毒转染成功。 行为学结果发现，与
对照 ＳＮＩ 大鼠比较，ｍｉＲ⁃１２４ａ 过表达大鼠痛阈未发

生显著改变，ｍｉＲ⁃２９ｃ 表达沉默大鼠痛阈显著上调，
与妊娠大鼠分娩后痛阈改变相似。

进一步对 ｍｉＲ⁃２９ｃ 进行生物信息学分析发现，
ｍｉＲ⁃２９ｃ 普遍存在于各物种间（软体、鱼类、爬行、哺
乳），提示其功能的重要性。 ｍｉＲ⁃２９ｃ 进化上高度保

守，在哺乳动物中 （人、 鼠、 狗、 马等） 同源性为

１００％，提示虽以动物模型为研究对象，但依然可为

临床研究提供有价值的参考。 文献复习关于 ｍｉＲ⁃
２９ｃ 在疼痛领域的功能研究发现，ｍｉＲ⁃２９ｃ 在脊髓小

胶质细胞活化及神经病理性疼痛的形成、维持中神

经系统调控中发挥作用［１５］。 为探索 ｍｉＲ⁃２９ｃ 参与

相关疼痛调控的可能作用机制，寻找深入研究的有

用线索，我们借助生物信息学分析并结合文献报

道，预测其可能参与调控的下游靶基因。 结果发现

Ｎ 型电压门控钙离子通道 Ｃａｖ２、蛋白激酶 Ｂ（又名

ＡＫＴ３）及催产素受体，由于功能上参与疼痛调控，且
其 ３′非编码区中的“ＵＧＧＵＧＣＵ”碱基序列，均与不

同物种 ｍｉＲ⁃２９ｃ 的保守序列“ＡＣＣＡＣＧＡ”完全匹配，
提示其可能为 ｍｉＲ⁃２９ｃ 参与疼痛调节的功能靶

基因。
综上所述，ｍｉＲ⁃２９ｃ 是通过芯片筛选获得的、人

鼠高度同源、显著低表达于 ＰＳＮＩ 大鼠脊髓组织中

的 ｍｉＲＮＡ，下调 ＳＮＩ 大鼠脊髓组织 ｍｉＲ⁃２９ｃ 表达，能
够显著改善病理性疼痛状态，可能是通过参与调控

疼痛相关的靶基因表达，其具体机制有待进一步深

入研究。
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·读者·作者·编者·

《临床麻醉学杂志》关于一稿两投问题的声明

为维护学术刊物的严肃性和科学性，也为了维护作者的名誉和向广大读者负责，本刊编辑部重申坚决反对一稿两投并采

取以下措施：（１）作者和单位对来稿的真实性和科学性均应自行负责。 刊出前需第一作者在校样首页亲笔签名，临床研究和

实验研究来稿的通信作者也需亲笔签名。 （２）来稿需附单位推荐信，应注明稿件无一稿两投，署名无争议，并加盖公章。 （３）
凡接到编辑部收稿回执后 ３ 个月内未接到退稿通知，系稿件仍在审阅中，作者欲投他刊，或将在他刊上发表，请先与编辑部联

系撤稿，切勿一稿两投。 （４）编辑部认为来稿有一稿两投嫌疑时，在认真收集有关资料和仔细核对后通知作者，并由作者就此

问题作出解释。 （５）一稿两用一经证实，将择期在杂志上刊出其作者单位和姓名以及撤销该文的通知；向作者所在单位和同

类杂志通报；２ 年内拒绝发表该作者为第一作者所撰写的任何来稿。
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