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目的
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利用
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重组腺病毒下调第
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号染色体同源缺失性磷酸酶
.

张力蛋白基因"

3456

%的表达!探讨
3456

基

因对慢性偏头痛大鼠三叉神经脊束核尾核"
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%内
6.

甲基
.;.

天冬氨酸受体
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亚基酪氨酸磷酸化"

6718.
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%蛋白表达水平

和一氧化氮"

6?

%含量的影响&方法
!

将
@;

雄性大鼠分为对照组'对照干预组'模型组和模型干预组&硬脑膜滴注炎性汤"

A@

%建

立慢性偏头痛大鼠模型!
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注射
9!7.+#3456

!

-!

后观察大鼠行为学改变!检测大鼠
46:

内
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'
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和
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含量&

结果
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9!7.+#3456

可下调慢性偏头痛大鼠模型
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中
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的表达$与模型组比较!
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干预慢性偏头痛大鼠的行为学症状明

显缓解!大鼠的
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内
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表达水平及
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水平明显减少!差异均有统计学意义"
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%&结论
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参与调节慢

性偏头痛的病理过程!下调
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基因可缓解
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诱导的慢性偏头痛大鼠的疼痛行为学!其机制可能与下调
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偏头痛$

C#

P

>I#,B

%是一种反复发作的)一侧或双侧搏动性

的剧烈头痛#发作时常伴随恶心)呕吐)畏光和畏声等症状&

$

'

*

根据国际头痛协会$

AR@

%国际头痛疾病分类第
1

版$

A:R;.

!

%

的标准#偏头痛反复发作$每个月不少于
$2!

%#持续
'

个月以

上#无药物滥用#即为慢性偏头痛$

GF>",#GC#

P

>I#,B

#

:S

%*

:S

已被
TR?

列为四大最严重的慢性功能障碍性疾病之一#其发

病机制尚不明确#目前多认为神经源性炎症引起的中枢致敏与

:S

的发病相关*神经源性炎症所致的神经元
6.

甲基
.;.

天冬

氨酸受体$

6S;97

%的异常激活是产生疼痛及痛觉维持的重

要机制#

6S;97

的性质在很大程度上由其亚单位
6718

所决

定#其中
6718

酪氨酸磷酸化$
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%水平升高是诱导和维持慢性疼痛炎症性

痛觉过敏的主要原因之一&
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*

769#

重组腺病毒下调第
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号染色体同源缺失性磷酸酶
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张力蛋白基因$
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%是一个近年来新发现的#同时具有脂

质和蛋白质双重磷酸酶活性的抑癌基因#其广泛分布于中枢神

经系统#不仅对神经系统的发育及正常功能的维持具有重要作
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用#同时与脑缺血)癫痫)药物成瘾性等神经精神障碍疾病的发

生密切相关*已有研究报道#下调
3456

基因可降低
6718

的表达和一氧化氮$

6?

%的水平#缓解偏头痛的发作&

'

'

*为此

本文通过
9!7.+#3456

重组腺病毒下调
3456

基因#观察炎

性汤诱导的
:S

大鼠行为学的变化#同时探讨
3456

是否可

通过调节
6718.
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影响
6?

的合成#继而抑制
:S

的发生*

D

!

材料与方法

D&D
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实验动物的分组及大鼠
:S

模型的建立
!

清洁级
@

<

>I.

P

KB;IMDB

=

$

@;

%成年雄性大鼠#体质量$

1$%V'%

%

P

#各项实验

均每组
)

只#由重庆医科大学实验动物中心提供*参见
?+F#,.

+L

=

等 &

0

'和
@EKGL

=

等&

2

'的方法稍作改动#建立大鼠
:S

模型*

将大鼠头部建立炎性汤&

A@

#包含
$CC"D

"

W

组织胺)

$CC"D

"

W

2.

羟色胺)

$CC"D

"

W

缓激肽)

%&$CC"D

"

W

前列腺素
51

的磷酸

盐缓冲液$

38@

%#

<

R-&0

#美国
@#

P

CI

公司'诱导窗#植入微量

给药系统
$

周后#选择伤口未感染的
10

只实验大鼠入实验组#

将其分为以下
0

组!对照组$

@FIC

组%)对照干预组$

@FICX

9!7.+#3456

组%)模型组$

A@

组%)模型干预组$

A@X9!7.

+#3456

组%#每组
)

只*实验大鼠硬脑膜下每次泵入炎性汤

$%

#

W

#

'

次"周#连续
'

周#建立
:S

大鼠模型#对照组大鼠硬

脑膜下泵入等体积生理盐水*造模结束后#

3456

干预组立即

定位三叉神经脊束核尾核$

46:

#在前囟后
$0&)CC

)中线旁

开
1&2CC

)深
(&%CC

%#用微量注射器缓慢注射重组腺病毒

9!7.+#34562

#

W

*

$

周后取大鼠
46:

#做连续冰冻切片#厚

$2

#

C

#在荧光显微镜下观察
46:

中荧光蛋白的表达*本研

究中动物实验符合本院实验动物伦理委员会所制定的伦理学

标准*

D&E

!

方法

D&E&D

!

实验大鼠行为学观察
!

最后一次泵入
A@

或生理盐水

后#用大鼠自主活动行为分析仪$淮北正华公司%观察大鼠挠

头)咬尾)爬笼)往返运动的次数总和$每个症状出现
$

次计
$

分%等行为学症状
(%C#,

*

D&E&E

!

实时荧光定量聚合酶链式反应$

74.3:7

%检测
3456

基因
C769

表达
!

各实验组大鼠在
'&2Y

水合氯醛麻醉下#

快速断头分离出
46:

#立即放入液氮中速冻*用
4>#Q"D

法提

取总
769

#根据日本
4"

=

"H"

逆转录试剂盒说明进行操作*

3:7

总反应体系
12

#

W

*引物序列!

3456

$

')1H
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%上游序列!

2Z.44[99[9::949 9:::9::.'Z

#下游序列!

2Z.9[4

4::[::9:4[99:94.'Z

(三磷酸甘油醛脱氢酶$

[93.

;R

#
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<

%上游序列!

2Z.4:9 9:[[:9:9[4:9 9[[.
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#下游序列!

2Z.9::9[4[[94[:9[[[94.'Z

*

3:7

扩

增条件!

(0\

预变性
'C#,

#

(0\

变性
1%+

#

2/\

退火
1%+

*

-1\

延伸
'%+

#扩增
'2

个循环#最后
-1 \

延伸
2C#,

#以

[93;R

为内参照*将
3:7

产物在
DY

的琼脂糖凝胶中进行

电泳#用
]KI,E#E

=

?,B

软件进行电泳条带吸光度$

E

%值分析#

以
3456

"

[93;R

积分吸光度值的比值表示基因表达水平*

D&E&F
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蛋白质印迹法$

TB+EB>,HD"EE#,

P

%检测蛋白质的表达
!

取各实验组大鼠
46:

组织块#用
8:9

蛋白定量试剂盒检测蛋

白浓度*经十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

@;@.39[

%

分离)转膜#

2Y

脱脂奶粉室温封闭
1F

后#按
$̂ 2%%

分别加入

兔抗
3456

抗体)兔抗
6718.
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抗体#

0\

孵育过夜*次日

吐温
1%

的
4>#+

缓冲生理盐水$

48@4

%洗膜后再按
$̂ 2%%%

加

入羊抗兔二抗#室温孵育
$F

#

48@4

洗膜*化学发光试剂于暗

室自显影#凝胶成像系统测定积分吸光度值分析结果*以
$

.

IGE#,

蛋白作为内参照*

D&E&G

!

6?

水平的测定
!

取各组大鼠
46:

组织块#称重后用

眼科剪尽快剪碎#加入预冷的匀浆介质&$

<

R-&0

#

%&%$C"D

"

W

4>#+.R:D

#

%&$CC"D

"

W

乙二胺四乙酸二钾$

5;49.6I

1

%#

%&%$

C"D

"

W

蔗糖#

%&/Y

氯化钠溶液'匀浆#

'2%%>

"

C#,

离心
$%C#,

#

吸取上清液
%&2CW

#根据
6?

测定试剂盒说明书$南京建成生

物工程研究所%测定组织
6?

水平*

D&F

!

统计学处理
!

采用
@3@@$$&2

统计软件完成统计分析#

计量资料以
0V=

表示#多组间比较采用方差分析#两组间比较

用
;

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

9!7.+#3456

在大鼠
46:

的转染效果
!

9!7.+#3456

转染的大鼠
46:

有红色荧光蛋白表达$图
$

%#表明
3456

基

因腺病毒转染成功*

图
$

!!

9!7.+#3456

转染的
46:

显示红色荧光%

_1%%

&

E&E

!

大鼠行为学的变化
!

第
(

次注射
A@

的模型组大鼠出现

前肢频繁挠头)双耳发红)爬笼次数增多)往返运动等不适症

状#表明造模成功*模型组与对照组)模型干预组)对照干预组

的行为学评分比较#差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

%(对照组)

模型干预组与对照干预组的行为学评分比较#差异均无统计学

意义$

!

%

%&%2

%#见图
1

*
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"

!
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#与模型组比较(

& )̀

*

图
1
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各组实验大鼠行为学评分

E&F

!

大鼠
46:

中
3456C769

检测结果
!

74.3:7

结果显

示#对照组与对照干预组)模型干预组间
3456

基因
C769

表达水平比较#差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

%(模型组与对

照干预组)模型干预组比较#差异亦有统计学意义$

!

$

%&%2

%#

见图
'

*表明重组腺病毒
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能有效抑制
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中
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基因
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表达*
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大鼠
46:

中
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和
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蛋白表达
!

TB+EB>,

HD"EE#,

P

结果显示#对照组
3456

基因蛋白表达水平高于对照

/(/0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期



干预组与模型干预组#差异均有统计学意义$
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$
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%(模型

组
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基因蛋白表达水平高于对照干预组与模型干预组#
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能有效抑制
46:

中
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蛋白表达*与模型

组比较#模型干预组
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蛋白表达水平降低#差异有统

计学意义$

!
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%&%2

%(模型干预组与对照组
6718.
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蛋白
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%(模型组与对照

组比较#
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蛋白表达水平升高#差异有统计学意义
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中
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中
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蛋白表达

E&H
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46:

中
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水平比较
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与模型组比较#模型干预组
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水平降低#差异有统计学意义$
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%(模型干预组与对
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大鼠模型
46:

中
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水平明显增高#而重组腺病毒
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能明显降低
46:

中
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水平*
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本研究结果发现#利用
9!7.+#3456

重组腺病毒#可以使

:S

模型大鼠咬尾)挠头次数和爬笼等行为学症状明显缓解#

降低
46:

中
3456

基因
C769

和蛋白的表达水平*同时下

调
3456

基因后#大鼠
46:

的
6718.
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和
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水平也显著

降低*上述结果表明#
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基因可能通过降低
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和
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水平#参与
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的发作*

:S

的发病机制尚不完全清楚#但目前三叉神经系统痛觉

中枢敏化在
:S

发病的病理生理机制中占主导地位#而
46:

是三叉神经系统痛觉中枢敏化中最重要的解剖结构&
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*

6718

是
6S;97

的一个基本调节亚基#在学习)记忆)痛觉传导及

中枢敏化中发挥重要作用#许多神经系统疾病与
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#其酪氨酸磷酸化是
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激活的一个重要机制&
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在中枢痛觉敏化的形成和维持#以

及兴奋性突触传递和中枢神经系统神经元兴奋中毒中发挥关
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键作用*有研究证实#在
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诱发的
:S

大鼠
46:

中#
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表达水平较对照组大鼠明显升高*而
6718.
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表达

水平的升高#会使钙离子$
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1X

%渗透性增加#当神经元中
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1X

浓度达到一定水平#并与钙调蛋白相结合#就会激活神经元的

一氧化氮合酶$
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%#最终引起中枢痛觉过敏和头痛*另有研

究表明#

6718.
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在三叉神经系统的中枢敏化和痛觉传递

中发挥重要作用*有研究证实#随着
6718.
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在
46:

中表

达水平的升高#

:S

大鼠的痛阈值明显降低#且随着
9!7.

+#3456

抑制
3456

基因的表达#继而抑制
6718.
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在

46:

中的表达#模型组大鼠的痛阈值恢复至与对照组相近的

水平&
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*这些结果表明#

:S

大鼠的痛阈值是降低的#而痛阈

值的降低与
6718.
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表达升高相关*

6?

是目前公认的在偏头痛发病机制中起关键作用的分

子#它可以立即扩张大脑动脉引起非特异性头痛#又可以作为

信号分子传导痛觉#参与中枢敏化的形成#引起延迟的典型偏

头痛样头痛&
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'

*研究发现#偏头痛大鼠模型中
46:

神经元型

一氧化氮合酶$

,6?@

%活性增强#一方面可以导致内源性
6?

的释放大量增加#增加的
6?

参与
46:

中枢敏化#引起痛觉超

敏(另一方面它可以通过增加三叉神经节神经元中枢突触释放

的降钙素基因相关肽$

:[73

%#增加易化痛觉传递#从而形成

偏头痛&

$1.$0

'

*还有研究表明#在偏头痛患者头痛发作期#其血

清
6?

水平明显升高#而在其头痛间歇期#

6?

水平降低#但是

仍高于正常水平&
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*与上述研究类似#本研究结果表明#在
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大鼠的
46:

中#
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水平明显升高#导致
46:

中枢敏化#

从而导致偏头痛大鼠模型的痛阈值降低*

3456

是定位在第
$%

号染色体的抑癌基因#它不仅可以

通过抑制细胞增殖和通过
;69

损伤使细胞凋亡来抑制肿瘤

形成#还在中枢神经系统相关疾病中发挥重要作用*研究报

道#下调
3456

基因可降低
6718

和
6718.

<

4

=

>

的表达#阻

断
:I

1X内流#增加细胞活力#从而保护神经元损伤(且下调

3456

基因可引起环磷酸腺苷反应元件结合蛋白$

:758

%表达

增加#从而增强全脑缺血再灌注大鼠的学习记忆能力&

$2.$-

'

*

本研究表明#通过
9!7.+#3456

转染
46:

#可以使
:S

大鼠痛

阈值升高#以及行为学恢复到与对照组基本一致的水平#同时#

也可使
46:

内
6718.
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=

>

和
6?

水平降低*提示
3456

可

能通过
3456

"

6718.

<
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>
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6?

信号通路在
:S

的发病中发

挥重要作用#而
3456

影响
46:6718.
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水平的分子机

制#以及其如何通过
3456
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6718.

<
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6?

信号通路发挥作

用#目前尚不清楚#有待进一步研究*

参考文献

&

$

'

SBF>"E>I@

#

[K

<

EI@

#

:FI,ab

#

BEID&:K>>B,EI,!

<

>".

+

<

BGE#JB

<

FI>CIG"D"

P

#GIDEI>

P

BE+#,>BDIE#",E"I,E#C#.

P

>I#,BIGE#",

&

c

'

&6IK,

=

,@GFC#B!BHB>

P

+9>GF3FI>CI.

G"D

#

1%%/

#

'-/

$

0

%!

'-$.'(0&

&

1

'

[>"++FI,+;7

#

8>"M,#,

P

S;&3>"EB#,L#,I+B:IGE#JIE#",

#,!KGB+E

=

>"+#,B

<

F"+

<

F">

=

DIE#","OEFB6719I,!6718

+KHK,#E+"OEFB6S;9>BGB

<

E">

&

c

'

&c6BK>"GFBC

#

1%%$

#

-)

$

'

%!

-'-.-00&

&

'

' 冉丽#申崇标#陈力学#等
&

下调
3456

基因对偏头痛大鼠

三叉神经节
6S;97$

和一氧化氮的影响&

c

'

&

中国疼痛

医学杂志#

1%$1

#

$/

$

'

%!

$)'.$)/&

&

0

'

?+F#,+L

=

SW

#

["C",GFI>B",+#>#@&5

<

#+"!#G!K>ID+E#CK.

DIE#",#,IMILB>IE+

!

IC"!BDO">>BGK>>B,EFBI!IGFB

&

c

'

&

RBI!IGFB

#

1%%-

#

0-

$

-

%!

$%1).$%')&

&

2

'

@EKGL

=

6W

#

[>B

P

">

=

5

#

T#,EB>Sa

#

BEID&@BN!#OOB>B,GB+

#,HBFIJ#">I,!BN

<

>B++#","O:[73.>BDIEB!

P

B,B+#,I>".

!B,EC"!BD"OGF>",#GC#

P

>I#,B

&

c

'

&RBI!IGFB

#

1%$$

#

2$

$

2

%!

)-0.)(1&

&

)

'

3I,B>I#95&A+C#

P

>I#,BI!#+">!B>"OEFBGB,E>ID,B>J"K+

+

=

+EBC

+ &

c

'

&6BK>"D@G#

#

1%$'

#

'0

$

@K

<<

D$

%!

@''.'2&

&

-

'

dF"K]

#

@FB,

P

S&6S;9>BGB

<

E">+#,,B>J"K++

=

+EBC

!#+BI+B+

&

c

'

&6BK>"

<

FI>CIG"D"

P=

#

1%$'

$

-0

%!

)(.-2&

&

/

'

dFI,

P

c

#

dFI,

P

T

#

@K,b

#

BEID&9GE#JIE#","O[7+.9LE.

,6?+.6718+#

P

,ID#,

P<

IEFMI

=

H

=

+BG",!!"+B[7I

P

".

,#+EG",E>#HKEB+E"BNIGB>HIEB!F

=<

B>ID

P

B+#I#,I>IEC"!BD

"O>I!#GKDI>

<

I#,

&

c

'

&S"D8#"D7B

<

#

1%$0

#

0$

$

)

%!

0%2'.

0%)$&

&

(

'

aIE"R

#

6I>#EIS

#

S#

=

IEILBS

#

BEID&7"DB"O,BK>",ID

6718+KHK,#E.G",EI#,#,

P

6S;9>BGB

<

E">.CB!#IEB!:I

1X

#,ODKNI,!I+E>"G

=

E#GIGE#JIE#",#,GKDEK>B!C"K+BG">E#GID

,BK>",+I,!I+E>"G

=

EB+

&

c

'

&@

=

,I

<

+B

#

1%%)

#

2(

$

$

%!

$%.$-&

&

$%

'李王文
&3456

介导
6718.4

=

>

信号通路参与大鼠偏头

疼慢性化的维持机制&

;

'

&

重庆!重庆医科大学#

1%$0&

&

$$

'

8I>HI,E#3

#

5

P

B"[

#

9K>#D#I:

#

BEID&;>K

P

+EI>

P

BE#,

P

,#E>#G

"N#!B+

=

,EFI+BO">C#

P

>I#,BE>BIECB,E

&

c

'

&5N

<

B>E?

<

#,

A,JB+E#

P

;>K

P

+

#

1%$0

#

1'

$

/

%!

$$0$.$$0/&

&

$1

'

8IEB+59

#

6#LI#4

#

8>B,,I,a:

#

BEID&@KCIE>#

<

EI,IDDBJ#.

IEB+,#E>"

P

D

=

GB>#,.#,!KGB! CBGFI,#GIDI,!EFB>CIDIDD".

!

=

,#I#,C#GB

&

c

'

&:B

<

FIDID

P

#I

#

1%$%

#

'%

$

1

%!

$-%.$-/&

&

$'

'

SI>L"J#G+9

#

a">C"+e

#

[I+Q,B>8

#

BEID&3#EK#EI>

=

I!B.

,

=

DIEBG

=

GDI+B.IGE#JIE#,

P<

"D

=<

B

<

E#!B

<

DI

=

+ILB

=

>"DB#,

,#E>"

P

D

=

GB>"D.#,!KGB!E>#

P

BC#,"JI+GKDI>IGE#JIE#",#,C#GB

&

c

'

&6BK>"H#"D;#+

#

1%$1

#

02

$

$

%!

)''.)00&

&

$0

'

@E">B>7c

#

@K

<

>",+#,GFI#T

#

@>#L#IELFIGF">,9&9,#CID

C"!BD+"OGF>",#GC#

P

>I#,B

&

c

'

&:K>>3I#,RBI!IGFB7B

<

#

1%$2

#

$(

$

$

%!

0)-&

&

$2

'

fQI>5

#

5JD#

=

I"

P

DK?

#

4"

<

>IL[

#

BEID&A,G>BI+B!I+

=

C.

CBE>#G!#CBEF

=

DI>

P

#,#,BI,!,#E>#G"N#!BDBJBD+#,

<

IE#B,E+

M#EFC#

P

>I#,B

&

c

'

&cRBI!IGFB3I#,

#

1%$$

#

$1

$

1

%!

1'(.

10'&

&

$)

'陈力学#刘宝松#石少权#等
&

下调
3456

基因对缺氧损伤

后海马神经元
6718

受体调控机制研究&

c

'

&

重庆医科大

学学报#

1%$%

#

'2

$

0

%!

0('.0()&

&

$-

'陈力学#姜利人#刘宝松#等
&3456

表达下调对神经元缺

氧损伤的保护及其作用机制&

c

'

&

第三军医大学学报#

1%%)

#

1/

$

$(

%!

$(01.$(00&

&

$/

'陈力学#熊新#桂蓓#等
&

下调
3456

基因对全脑缺血大鼠

学习记忆能力和
:758

表达的影响&

c

'

&

重庆医科大学学

报#

1%$$

#

')

$

)

%!

)-'.)-)&

$收稿日期!

1%$).%).$)

!

修回日期!

1%$).%/.%)

%

%%(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期


