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瞬时感受器电位通道6通过ERK5信号通路介导CCI动物
模型病理性神经疼痛的机制研究*
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  [摘要] 目的 探讨瞬时感受器电位通道6(TRPC6)通过ERK5信号通路介导坐骨神经压榨性损伤

(CCI)动物模型病理性神经疼痛的机制。方法 建立CCI大鼠模型,利用RT-PCR、Western
 

blot和免疫荧光

染色的方法检测TRPC6的表达及细胞类型。通过免疫共沉淀方法确定TRPC6的下游信号分子,利用siRNA
技术构建TRPC6的沉默载体,RT-PCR和 Western

 

blot检测ERK5的表达水平。结果 RT-PCR结果显示,
模型组大鼠DRG组织中TRPC6

 

mRNA表达随着时间延长而增加,且术后第5天最多(P<0.05),Western
 

blot结果与RT-PCR结果相同。免疫荧光结果显示,模型组DRG组织中TRPC6蛋白可以和神经元标志物

NeuN蛋白共染,不能与神经胶质细胞标志物IbA1蛋白和GFAP蛋白共染。免疫共沉淀确定TRPC6蛋白的

下游信号分子为ERK5。siRNA-TRPC6
 

慢病毒载体处理CCI动物模型后,CCI组、CCI+生理盐水组和CCI+
无序序列载体组DRG组织中ERK5

 

mRNA和蛋白的表达水平均高于空白对照组(P<0.05),CCI+siRNA-
TRPC6载体组DRG组织中ERK5

 

mRNA和蛋白的表达水平均低于空白对照组(P<0.05)。结论 TRPC6
通道蛋白通过ERK5信号通路介导CCI鼠模型的疼痛信号传导。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

transient
 

receptor
 

potential
 

channel
 

6
 

(TRPC6)
 

mediating
 

pathological
 

neuropathic
 

pain
 

through
 

ERK5
 

signaling
 

pathway
 

in
 

chronic
 

constriction
 

injury
 

(CCI)
 

animal
 

model.Methods CCI
 

rat
 

model
 

was
 

established.The
 

expression
 

of
 

TRPC6
 

and
 

its
 

cell
 

type
 

were
 

de-
tected

 

by
 

RT-PCR,Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

staining.The
 

downstream
 

signal
 

molecule
 

of
 

TR-
PC6

 

was
 

determined
 

by
 

immunoprecipitation.The
 

silencing
 

vector
 

of
 

TRPC6
 

was
 

constructed
 

by
 

siRNA
 

tech-
nology.The

 

expression
 

of
 

ERK5
 

was
 

detected
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

Western
 

blot.Results The
 

RT-PCR
 

results
 

showed
 

that
 

TRPC6
 

mRNA
 

expression
 

in
 

DRG
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group
 

increased
 

with
 

the
 

prolonga-
tion

 

of
 

time,and
 

reached
 

the
 

highest
 

on
 

the
 

5th
 

day
 

after
 

operation
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

results
 

were
 

con-
sistent

 

with
 

RT-PCR
 

results.Immunofluorescence
 

results
 

showed
 

that
 

TRPC6
 

protein
 

could
 

co-stain
 

with
 

neuronal
 

marker
 

NeuN
 

protein
 

in
 

DRG
 

tissues,could
 

not
 

co-stain
 

with
 

glial
 

cell
 

markers
 

IbA1
 

protein
 

and
 

GFAP
 

protein
 

in
 

DRG
 

of
 

the
 

model
 

group.The
 

downstream
 

signal
 

molecule
 

of
 

TRPC6
 

protein
 

was
 

identified
 

as
 

ERK5
 

by
 

immunoprecipitation.After
 

CCI
 

animal
 

model
 

was
 

treated
 

with
 

siRNA-TRPC6
 

lentiviral
 

vector,

that
 

expression
 

of
 

ERK5
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

DRG
 

tissues
 

of
 

CCI
 

group,CCI+saline
 

group
 

and
 

CCI+disor-
dered

 

sequence
 

vector
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

blank
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

ERK5
 

expression
 

in
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DRG
 

tissues
 

of
 

CCI+siRNA-TRPC6
 

vector
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

blank
 

control
 

group
 

(P<0.05).
Conclusion TRPC6

 

channel
 

protein
 

mediate
 

pathological
 

neuralgia
 

in
 

CCI
 

rats
 

through
 

ERK5
 

signaling
 

path-
way.
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  慢性疼痛被称为“不死的癌症”,严重影响患者的

身体及心理健康[1-2]。其中,慢性神经痛为神经系统

功能异常导致的痛觉过敏,目前临床上尚无令人满意

的治疗方案[3]。背根神经节(dorsal
 

root
 

ganglion,

DRG)作为痛觉传递的第一站,是产生慢性神经痛的

“起搏点”[4-5]。既往研究证明,瞬时感受器电位通道

蛋白可以表达于DRG中,并且与痛觉信息的传递密

切相 关[6]。然 而 对 于 瞬 时 感 受 器 电 位 通 道 6
(TRPC6)通道蛋白在DRG中的表达及作用报道较

少。基于此,本研究通过构建坐骨神经压榨性损伤

(chronic
 

constriction
 

injury,CCI)动 物 模 型,研 究

TRPC6蛋白的表达和可能的下游信号分子。

1 材料与方法

1.1 材料

20只SPF级成年雄性SD大鼠(4.21±0.77)周,
体质量(245±42)g,购自山东省济南市实验动物中心

(许可证书编号:SCXK[鲁]20171183);Trizol试剂

盒、反转录试剂盒及荧光定量PCR试剂盒购自日本

TAKARA公司;DAB试剂盒购自北京碧云天公司;

TRPC6、MAP2、GFAP一抗购自英国 Abcam 公司;

SDS-PAGE购自美国Invitrogen公司;4.0铬制羊肠

线购自上海金环生物有限公司;机械痛敏检测仪和热

痛刺激仪购自中国医学科学院生物工程研究所。

1.2 方法

1.2.1 CCI动物模型的构建

大鼠均采用腹腔注射3%水合氯醛(0.4
 

mL/kg)
进行麻醉。常规去毛,消毒,严格无菌操作,采用右下

肢背侧切口入路,钝性分离股二头肌,探查坐骨神经

主干,4道4.0铬制羊肠线环扎坐骨神经,以单环可以

上下活动为准,间距为1
 

mm,充分保护神经外膜的血

供。碘伏消毒后逐层缝合切口。术后单独饲养,12
 

h/12
 

h明暗交替光照,提供充足水和食物。

1.2.2 痛觉行为学检测

采用机械痛敏检测仪和热痛刺激仪检测大鼠的

机械撤足阈值和热撤足潜伏期,从而确定CCI动物模

型是否构建成功。
 

对大鼠用Von
 

Frey
 

丝针刺激右足

掌,不超过4
 

s,大鼠抬足或添足,表示实验阳性,否则

为阴性。初始刺激为2
 

g,逐级增加,最大不超过

15
 

g,直至出现阳性反应,即为机械痛阈值(MWT),
统计并记录50%MWT。同时采用热痛刺激仪测定热

痛阈值,利用热痛刺激仪的附件光源焦距,通过有机玻

璃板照射动物右足掌,记录照射开始至小鼠感到疼痛的

时间,统计并记录热辐射刺激缩爪反应潜伏期(TWL)。

1.2.3 TRPC6
 

siRNA慢病毒载体的构建

TRPC6
 

siRNA基因干扰载体的构建和筛选由上

海吉凯公司完成。首先通过Pubmed
 

Genebank
 

查询

鼠源TRPC6蛋白的基因序列、ORF序列和3'-UTR
序列。根据siRNA靶点设计原理,构建siRNA-TR-
PC6的干扰序列。干扰序列为siRNA-TRPC6-homo-
3299:GCG

 

TCA
 

TCA
 

TCG
 

TGT
 

GTA
 

AGA;选取上

海吉凯公司提供的hU6-MCS-CMV-EGFP慢病毒载

体作为酶切对象,加入siRNA-TRPC6干扰序列后,
转染人胚肾293T细胞,进行克隆测定,然后进行质粒

的抽提,慢病毒的包装以备用。

1.2.4 动物处理及实验分组

所有模型动物均通过鞘内注射给药。根据动物

伦理的要求,所有鞘内均和CCI动物模型构建同时进

行,可以减轻实验动物的痛苦。取背部L3~L4 间隙

入路,取L3~L4 关节突内侧,置入PE-10导管,深入

约为1
 

cm,以清凉液体流出为准,然后固定在L3~L4
椎旁肌肉,游离端通过皮下隧道固定于颈部,远端封

闭。根据实验目的将实验动物分成5组,每组4只。
空白对照组:未做处理;CCI组:通过坐骨神经捆扎构

建CCI模型,未置入髓腔导管;CCI+siRNA-TRPC6
载体组:CCI模型组大鼠通过导管输注siRNA-TR-
PC6慢病毒载体(经0.9%NaCl

 

溶液混合为总体积
 

50
 

μL),每次10
 

μL,5
 

d
 

1次;CCI+无序序列载体组:

CCI模型组大鼠通过导管输注无序序列RNA慢病毒

载体(经0.9%NaCl
 

溶液混合为总体积
 

50
 

μL),每次

10
 

μL,5
 

d
 

1次;CCI+生理盐水组:CCI模型组大鼠

通过导管生理盐水,每次10
 

μL,5
 

d
 

1次。各组均治

疗2周。

1.2.5 反转录PCR(RT-PCR)
所有动物处死后,取大鼠DRG组织约10

 

mg,加
入1

 

mL
 

Trizol
 

试剂,研磨棒充分研磨,EP管中静置

后加入0.2
 

mL
 

的氯仿,10
 

000
 

r/min离心5
 

min,取
上层溶剂,加入1

 

mL
 

75%乙醇,7
 

500
 

r/min离心

5
 

min,测定 RNA 的光密度(OD)值,保证纯度在

1.8~2.1。反转录试剂盒,将RNA反转为DNA,采
用20

 

μL反转录反应体系,按照反转录试剂盒说明书

加入各试剂。应用荧光定量PCR试剂盒,测定总RNA
中的TRPC6和ERK5

 

mRNA的相对表达水平。采用
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表1  引物序列

引物名称 序列 长度(bp)

TRPC6(鼠源) 正义链 5'-CGT
 

GCG
 

GGA
 

GCG
 

TGT
 

CAA
 

TCT
 

TGG-3' 427
反义链 5'-GCA

 

CGG
 

CCT
 

GGC
 

TTT
 

CCT
 

GGT
 

TCC-3'
ERK5(鼠源) 正义链 5'-CGT

 

CAA
 

GGC
 

TGA
 

GAA
 

TGT
 

GCG
 

TC-3' 372
反义链 5'-GCA

 

GTG
 

GTG
 

AAG
 

ACG
 

CCA
 

GTG
 

GA-3'
GAPDH(鼠源) 正义链 5'-TTA

 

ATG
 

CCC
 

CTG
 

AGA
 

ATG
 

TAA
 

TGC-3' 191
反义链 5'-AAG

 

GCC
 

TGA
 

AGA
 

CGC
 

CAG
 

TTT
 

GC-3'

20
 

μL荧光定量PCR反应体系,按照试剂盒说明书加

入各试剂。加入美国ABI
 

7900荧光定量PCR仪,设
定50个循环,记录CT值,应用2-△△CT 进行比较分

析。引物序列由上海生物化学有限公司提供,见表1。

1.2.6 Western
 

blot
所有动物处死后,取大鼠DRG组织约10

 

mg,加
入蛋白提取试剂(1

 

mL
 

RIPA 裂解液+PMSF
 

50
 

μL),研磨棒充分混合,冰上裂解,混合液加入EP管

中,4
 

℃
 

13
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液,测定蛋

白浓度。配制SDS-PAGE凝胶,根据试剂盒说明书,
配制8%分离胶和浓缩胶,静置待凝胶凝固,加入蛋白

样品,根据蛋白质分子量标准结合测得的蛋白浓度,
加入各组蛋白样品,进行电泳处理,加入SDS-PAGE
电泳液,电伏设置为100

 

V,加载时间为90
 

min,溴酚

蓝到达凝胶底部为标准。然后进行转膜处理,将蛋白

转到PVDF膜上,使用Bio-Rad的标准转膜装置,转
膜电流为300

 

mA,时间为30
 

min,转膜完毕后加入

Western
 

封闭液进行处理,然后加入TRPC6和ERK5
蛋白一抗(经一抗稀释液稀释),4

 

℃冰箱摇床避光孵

育过夜,PBST洗膜3次,每次5
 

min,加入 HRP二抗

(经二抗稀释液稀释),PBST洗膜3次,每次5
 

min,

BeyoECL
 

Plus
 

ECL试剂盒检测蛋白印迹显影,Image
 

J
 

软件分析蛋白条带。

1.2.7 免疫荧光双标染色

所有动物处死后,取大鼠DRG组织制成蜡块,冰
冻切片机处理。PBS清洗3次,每次5

 

min,10%山羊

血清常温封闭30
 

min,加入TRPC6、NeuN、IbA1和

GFAP一抗,4
 

℃冰箱湿盒孵育过夜,PBS清洗3次,
每次5

 

min,避光条件下加入二抗IgG-FITC,室温孵

育30
 

min。弃掉二抗溶液后加入DAPI试剂,避光孵

育5
 

min,PBS清洗3次,每次5
 

min,加入防淬灭剂和

盖玻片,激光共聚焦显微镜下观察。

1.3 统计学处理

采用SPSS21.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s 表示,采用单因素方差分析和q 检验,以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 模型建立

模型组大鼠术后1
 

d、3
 

d、5
 

d、7
 

d、10
 

d、2周和

3周的50%MWT和TWL均明显降低,差异有统计

学差异(P<0.05),CCI模型构建成功,见图1。

图1  模型组大鼠的50%MWT和TWL情况

图2  模型组大鼠DRG组织中TRPC6的表达情况
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  A:胸段DRG组织切片TRPC6表达;B:胸段DRG组织切片NeuN表达;C:胸段DRG组织切片合并图层;D:节前DRG组织切片TRPC6表

达;E:节前DRG组织切片IbA1表达;F:节前DRG组织切片合并图层;H:节后DRG组织切片TRPC6表达;I:节后DRG组织切片GFAP表达;J:

节后DRG组织切片合并图层。

图3  模型组DRG组织中TRPC6蛋白的荧光定位表达(×200)

2.2 模型组大鼠DRG组织中TRPC6表达

模型组大鼠 DRG组织中 TRPC6
 

mRNA、TR-
PC6蛋白表达随着时间延长而增加,且术后第5天表

达水平最多,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。

2.3 模型组DRG组织中 TRPC6蛋白的荧光定位

表达

模型组DRG组织中TRPC6蛋白可以和神经元

标志物NeuN蛋白共染,不能与神经胶质细胞标志物

IbA1蛋白和GFAP蛋白共染,见图3。

2.4 免疫共沉淀确定蛋白互作的分子

TRPC6蛋白的下游信号分子为ERK5,可以通过

EKR5信号通路起到信息传递的作用,见图4。

图4  免疫共沉淀结果

2.5 siRNA-TRPC6慢病毒载体的构建

siRNA-TRPC6载体慢病毒转染滴度为5×107
 

TU/mL,慢病毒转染效率较高,为95%以上,见图5。

图5  siRNA-TRPC6
 

慢病毒载体的构建和转染(×200)

2.6 siRNA-TRPC6
 

慢病毒载体转染后ERK5的表

达量

CCI组、CCI+生理盐水组和CCI+无序序列载

体组DRG组织中ERK5
 

mRNA、蛋白的表达均高于
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空白对照组(P<0.05),但组间比较差异无统计学差

异(P>0.05);CCI+siRNA-TRPC6载体组DRG组

织中ERK5
 

mRNA、蛋白的表达均低于空白对照组

(P<0.05),见图6。

图6  siRNA-TRPC6
 

慢病毒载体转染后ERK5的表达水平

3 讨  论

慢性疼痛的处理是临床上的难点问题,目前的镇

痛手段主要通过药物镇痛和局部利多卡因注射液局

部麻醉药物的封闭处理[7-8]。但是由于神经根神经节

的疼痛机制不同,所以对于此类疼痛,药物和局部麻

醉药物效果不佳[9-10]。因此,探究神经根性疼痛的作

用机制,为神经根性疼痛寻找新的治疗靶点具有十分

重要的意义。
随着TRPC与神经细胞的生长发育关系的逐步

揭露,TRPC6在神经系统的恢复和神经痛的致病机

制方面的研究也引起的广大学者的兴趣[11-12]。GUO
 

等[13]构建脑缺血再灌注的动物模型,发现TRPC6在

神经系统的恢复过程中起到重要作用,花萼蛋白对脑

组织的保护作用是通过诱导TRPC6的过度表达来实

现。另外,TRPC6蛋白不仅在中枢神经中有表达,在
周围神经系统中也可以表达。有研究发现[14-15],TR-
PC6通道蛋白和TRPC3蛋白也可以表达在痛觉传导

通路中,尤其是第一站的DRG中,然而,其具体的介

导机制及涉及的信号通路尚未研究。本研究显示,模
型组大鼠DRG组织中TRPC6的表达水平均明显升

高(P<0.05),从而进一步验证了前人的研究结果。
另外,通过免疫荧光双染的方法,进一步确定TRPC6
蛋白是表达于神经元细胞,而不是神经胶质细胞,更
进一步肯定了其疼痛传导的作用。

为了进一步确认TRPC6可能涉及的信号通路及

分子机制,笔者利用免疫共沉淀的方法,通过蛋白之

间的作用,确定ERK5是作为TRPC6的下游信号分

子而存在。既往研究中对ERK5信号通路参与神经

痛的研究也有涉及,卢波等[16]通过脊神经结扎建立疼

痛小鼠模型,通过鞘内注射CX3CR1来抑制ERK5的

表达,结果表明ERK5信号通路参与神经痛的信号传

导过程。上述研究与本实验研究结果相似,进而为本

研究实验结果的成立提供了佐证。笔者利用siRNA
干扰技术构建TRPC6

 

siRNA干扰载体,通过鞘内注

射的方法处理模型组细胞,RT-PCR和 Western
 

blot
检测ERK5表达,结果显示CCI+siRNA-TRPC6载

体组DRG组织中ERK5
 

mRNA和蛋白的表达水平

均低于空白对照组(P<0.05),说明ERK5是TRPC6
的下游信号分子。

综上所述,TRPC6通道蛋白通过ERK5信号通

路介导CCI大鼠模型的疼痛信号传导。
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