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外周NFκB参与强直刺激坐骨神经引起的神经病理性痛
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摘  要：强直电刺激大鼠坐骨神经(tetanic stimulation of the sciatic nerve, TSS)能够引起脊髓背角C纤维和A纤维介导的场电位

的长时程增强(long-term potentiation, LTP)。以往对其机制的研究多集中在脊髓水平，而对外周的变化了解甚少。核因子

kappa B (nuclear factor kappa B, NFκB)是一种重要的转录因子，脊髓NFκB的激活与多种促炎性细胞因子的合成与释放以及脊

髓胶质细胞的激活密切相关，提示其可能参与神经病理性痛的的中枢敏化。为了明确在初级感觉神经元中NFκB是否参与外

周敏化，本研究通过痛行为学测试、免疫荧光组织化学、免疫印迹等方法，观察到TSS能够引起大鼠双侧后肢的持续性触诱

发痛和双侧背根神经节(dorsal root ganglia, DRG)中磷酸化的NFκB (激活形式的NFκB)表达上调；这些激活的NFκB主要表达

在神经元、施旺细胞和卫星胶质细胞的细胞核内；给予选择性NFκB抑制剂PDTC能够明显缓解TSS引起的触诱发痛。这些结

果提示外周NFκB也参与TSS诱导的神经病理性痛，并首次为单侧坐骨神经损伤引起双侧“镜像痛”的外周机制提供了新的

证据。
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Involvement of peripheral NFκB in tetanic sciatic stimulation-induced neuro-
pathic pain

WANG Zhe-Chen, LÜ Ning, ZHANG Yu-Qiu*

Institute of Neurobiology, Fudan University, Shanghai 200032, China

Abstract: Tetanic stimulation of the sciatic nerve (TSS) induces long-term potentiation (LTP) of both C- and A-fiber-evoked field 
potentials in the spinal dorsal horn and long-lasting mechanical allodynia in rats. Though central mechanisms underlying those phe-
nomena have been well studied, peripheral mechanisms still remain poorly known. Nuclear factor kappa B (NFκB) is an important 
transcription factor. In the spinal cord, NFκB plays a key role in regulating the expression of numerous pro-inflammation factors and 
contributes to glial activation in central nervous system, suggesting the involvement of spinal NFκB in central sensitization. To 
address whether NFκB in the dorsal root ganglion (DRG) participates in peripheral sensitization, we examined NFκB expression in 
the DRG and the effect of inhibiting NFκB activation on neuropathic pain using behavior test, Western blot analysis and immunohis-
tochemical approaches. The results showed that TSS induced long-lasting mechanical allodynia in bilateral hind paws and increased 
phospho-NFκB expression in the bilateral DRG. The activated NFκB mainly expressed in nuclei not only of neurons, but also of 
Schwann cells and satellite glial cells. Moreover, NFκB inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) significantly alleviated TSS-
induced allodynia. Our results suggest that peripheral NFκB may be involved in TSS-induced neuropathic pain, and provide new 
evidence for the peripheral mechanism of ‘mirror pain’.
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核因子 kappa B (nuclear factor kappa B, NFκB)
是一类转录因子，能够调节包括细胞因子、趋化因

子等在内的多种下游基因的转录和蛋白合成。

NFκB 家族具有 5 种结构相似的蛋白质，p50、p52、
p65(RelA)、RelB、c-Rel，这 5 种蛋白质两两结合

组成同源或异源二聚体，其中 p50/p65 异源二聚体

最为普遍 [1]。正常情况下，胞质中的 NFκB 与其内

源性抑制物 IκB 结合，不具活性 [2]，外界刺激传入后，

IκB 激酶 (IκB kinase, IKK) 复合物磷酸化 IκB 并使

其与 NFκB 解离，NFκB 得以释放并进入细胞核，

与其辅助激活蛋白 CBP (CREB-binding protein) 共
同作用，激活下游基因表达 [3]。NFκB 磷酸化是

NFκB 活化的关键步骤，并且与其进入胞核过程有

关。NFκB 的 p65 亚基 Ser276 ( 第 276 位丝氨酸 )
残基被细胞质中的蛋白激酶 (PKA) 或细胞核中的细

胞分裂素 / 压力激活蛋白激酶 1 (mitogen- and stress-
activated protein kinase 1, MSK1) 磷酸化 [3]，此过程

能够被肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF) 或
白细胞介素 1β (interleukin-1β, IL-1β) 诱导，并进而

引起 Lys310 的乙酰化，增强 NFκB 与 DNA 的结合

能力 [4]。

Kaltschmidt 等 [5] 最早报道 NFκB 在神经元中有

持续性表达。此后，大量研究开始关注 NFκB 信号

通路在中枢神经系统，尤其是神经病理性痛情况下，

所扮演的角色 [4, 6–8]。慢性压迫坐骨神经 (CCI)、坐

骨神经横断 (SNT)、坐骨神经损伤 (SNC) 等都能够

引起中枢神经系统中的 NFκB 表达上调 [6, 9,10]，给予

NFκB 抑制剂 PDTC、SN50、或 NFκB“圈套”寡

聚脱氧核苷酸序列 (decoy oligodeoxynucleotide) 能
够降低 NFκB 及受其调控的下游炎症因子的活性，

抑制机械痛敏和热痛敏 [8, 11–13]。

强直刺激坐骨神经 (tetanic stimulation of the sci-
atic nerve, TSS) 能够引起脊髓背角 C 纤维和 A 纤维

介导的场电位长时程增强 (long-term potentiation, 
LTP)，该现象反映了脊髓感觉传递神经元的中枢敏

化 [14–16]。我们以往的研究工作显示，这种能够引起

脊髓 LTP 的强直电刺激同时能够诱发动物的持续性

触诱发痛和热痛过敏 [17–21]，背根神经节 (dorsal root 
ganglia, DRG) 神经元表达损伤标志物 ATF3，坐骨

神经发生 Wallerian 退变等，提示 TSS 可以作为一

种神经损伤性痛模型 [17]。

DRG 神经元是感觉传入的第一级神经元，外周

神经损伤会引起 DRG 感觉神经元的可塑性变化，

DRG 感觉神经元的异常电活动可引起痛觉过敏 [22]。

Berti-Mattera 等报道，给予抗炎药 sulfasalazine 后，

糖尿病大鼠 DRG 中 NFκB 的 p50 亚基表达降低，

且痛觉敏感得到缓解 [23]。

本研究以 TSS 引起的实验性病理性痛为模型，

采用痛行为学测试、免疫荧光组织化学、免疫印迹

杂交等方法，观察 TSS 是否引起 NFκB 在 DRG 中

的激活及其细胞类型和分布模式，探讨 NFκB 在

TSS 诱导的触诱发痛中所发挥的作用。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　实验采用成年雄性 Sprague-Dawley 
(SD) 大鼠，体重 200~250 g，由中国科学院上海生

命科学研究所动物中心供应。动物分笼饲养，自由

饮食，饲养环境温度、湿度恒定，保持 12 h 明暗间

隔的人工昼夜节律。在实验动物身上开展的所有操

作均严格遵守国际疼痛研究学会 (International Asso-
ciation for the Study of Pain, IPSP) 相关动物保护及

使用规定。

1.2  主要试剂　　兔抗 pNFκB 抗体 ( 德国 Acris 公
司，与在 Ser276 位点磷酸化的 NFκB-p65 蛋白特异

性结合 ) 和 GAPDH 抗体 ( 上海康城生物有限公司 )，
HRP 偶联羊抗兔二抗 ( 美国 Santa Cruz 公司 )，小

鼠抗 NeuN 抗体 ( 美国 Millipore 公司 )，GFAP 抗体

( 美国 Sigma 公司 ) 和 S100 抗体 ( 美国 Sigma 公司 )，
PDTC 试剂 ( 美国 Sigma 公司 )。
1.3  主要仪器　　von Frey 毛 ( 美国 Stoelting 公司 )，
蛋白电泳系统 ( 美国 Bio-Rad 公司 )，全自动凝胶成

像系统 ( 美国 Bio-Rad 公司 )，激光共聚焦扫描显微

镜 ( 日本 Olympus 公司 )。
1.4  TSS 引起神经病理痛模型的制备　　动物在戊

巴比妥钠 (60 mg/kg，腹腔注射 ) 麻醉下，切开其左

侧大腿中部皮肤，钝性分离肌肉，暴露坐骨神经，

用玻璃分针小心分离神经。之后将坐骨神经置于银

丝电极上，给予强直刺激 ( 共 10 串，每串间隔 10 s，
一串包含 200 个方波刺激，波宽 500 μs，频率 100 
Hz，刺激强度 40 V)。给予刺激期间，固定大鼠后

肢和骨盆，以防其肌肉收缩引起坐骨神经牵拉损伤。

假手术组 (sham 组 ) 仅将坐骨神经分离后悬挂于刺

激电极上，但不给予电刺激。Naïve 组动物未作任

何处理。

1.5  腰椎穿刺注射法给药　　使用异氟烷将动物麻

醉后，将其吻部与麻醉呼吸罩连接，背部朝上，根
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据髂骨突出位置定位到第五和第六段腰椎之间的间

隙，用特制的注射器垂直向下突破皮肤和肌肉，经

该椎间隙进入蛛网膜下腔，以动物尾部反射动作作

为进针标志，每次给药体积不超过 15 μL。
1.6  机械触诱发痛阈值测定　　将动物放置在 10 
cm × 20 cm × 20 cm 的有机玻璃隔笼内，隔笼底面

为金属网格，每格间距为 1 cm，室温控制在 (23 ± 
2) °C，湿度 40%~70%，保持环境安静。实验动物

在正式测试开始前两天预先适应实验环境，每天在

隔笼中放置 1~2 h。正式测试时，将大鼠提前放入

隔笼适应环境不少于 30 min，之后按照重量递增顺

序，使用从 1.4 g 到 26 g 的不同压力强度 von Frey
纤毛，对动物后脚掌中心位置进行刺激，以纤毛弯

曲作为完全受力的标准，每次刺激持续 3 s，间隔

30 s 以上，每种强度的纤毛共刺激 5 次，因刺激而

引起的快速反射性缩腿动作被算作 1 次有效反应。

在 5 次刺激中，能够引起至少 3 次有效反应的刺激

强度记为缩腿反应阈值 (paw withdrawal threshold, 
PWT)。
1.7  Western blot 分析蛋白表达　　动物过量麻醉

致死，快速取双侧 L4、L5 段 DRG 组织，加入含

有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的裂解液，匀浆、

提取蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，据此调节 Western 
blot 每孔蛋白上样量一致。

SDS-PAGE 电泳，当与目标蛋白一致的预染蛋

白条带到达适宜位置时停止，通过湿法转膜将蛋白

条带转移到 PVDF 膜上，接着用 5% 脱脂牛奶封闭，

再加入一抗 (1:1 000)，4 °C 孵育过夜后，加入二抗

(1:5 000)，最后使用 ECL 试剂显色，在 Bio-Rad 全

自动凝胶成像系统中曝光拍照，并用配套软件

Image Lab 3.0 进行后期分析。

1.8  免疫荧光组织化学分析蛋白分布　　动物过量

麻醉后，剪开胸腔，暴露心脏，通过升主动脉灌注

37 °C 生理盐水冲去血液，再用 4% 的多聚甲醛灌

流固定，取 L4、L5 段 DRG，经梯度脱水后，冰冻

切片 ( 厚度 16 μm)。每个 DRG 标本取 4~5 张切片，

用 pNFκB 抗体 (1:200) 和对应细胞标志物 NeuN 抗

体 (1:1 000)、S100 抗体 (1:1 000) 或 GFAP 抗体

(1:1 000) 4 °C 共同孵育 48 h，然后加入二抗孵育，

以 FITC (1:200) 和 RRX (1:200) 分别作为荧光显色

物，在激光共聚焦扫描显微镜下观察和拍片。

1.9  统计分析方法　　行为学数据以 mean ± SEM
的形式进行描述。实验动物样本量表述为 n。同一

处理、多个时间点 ( 一个变量 ) 数据间采用 One-
way ANOVA ( 两两比较采用 Holm-Sidak 检验 ) 方
法进行比较，多种处理、多个时间点 ( 两个变量 )
数据间采用 Two-way ANOVA ( 两两比较采用 Holm-
Sidak 检验 ) 方法进行比较，统计学显著性水平设

为 P < 0.05。

2  结果

2.1  TSS引起大鼠镜像痛和双侧背根神经节pNFκB
表达上调

与本实验室以往的研究报道相一致，强直刺激

大鼠单侧坐骨神经可引起长时程的触诱发痛 (allo-
dynia)。该反应呈双侧性 ——“镜像痛”，即双侧后

肢对机械刺激的 PWT 降低 (Two-way ANOVA, P < 
0.01 vs sham group, n = 8)( 图 1A)。

与 naïve 和 sham 组动物相比，TSS 大鼠患侧

DRG 中的 pNFκB 蛋白表达水平在刺激后第 1、4、
7 天都有显著提高 (One-way ANOVA，第 1 天：P < 
0.01 ；第 4、7 天：P < 0.05 ；n = 5) ；对侧 DRG 中

的 pNFκB 蛋白表达水平在刺激后 1 和 4 天也有显

著提高 (One-way ANOVA，第 1 天：P < 0.01 ；第 4
天：P < 0.05 ；n = 5)，7 天后恢复 ( 图 1B)。该结果

提示 NFκB 的激活可能参与 TSS 引起的触诱发痛过

程；对侧 DRG 中 pNFκB 在早期阶段的上调为“镜

像痛”的发生提供了分子基础。

2.2  TSS前后pNFκB在大鼠DRG中的分布

为了解 TSS 引起 pNFκB 在 DRG 中激活的细胞

类型和分布模式，进一步采用免疫荧光双标记法观

察 pNFκB 在 TSS 后 3 天大鼠 DRG 中的表达分布。

结果如图 2 所示，在作为对照的 sham 动物 DRG 切

片中，pNFκB 在神经元和胶质细胞的核内仅有少

量表达；在 TSS 组动物 DRG 切片中，pNFκB 在

NeuN 标记的神经元、S100 标记的施旺细胞和

GFAP 标记的卫星细胞核内皆有较高水平的表达。

pNFκB 在细胞核区域的表达模式提示，TSS 后 3 天，

激活的 NFκB 已发生核转位，发挥其转录因子功能，

即 TSS 可激活外周感受器细胞 NFκB，通过核转位，

促进下游基因的转录及相关蛋白合成。

2.3  pNFκB抑制剂PDTC能够减轻TSS引起的触诱

发痛

为了研究 NFκB 活化与触诱发痛的关系，在

TSS 后 4 天，触诱发痛已稳定出现时，通过腰椎穿

刺法鞘内给予 NFκB 的抑制剂 PDTC (100 ng/15 µL)。
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有多项研究显示，这种给药方法可使药物进入 DRG
细胞 [24–26]。结果如图 3 所示，给予 PDTC 后 2 h，
TSS 组动物的触诱发痛程度有了明显缓解 (One-way 
ANOVA，同侧：P < 0.01，对侧：P < 0.05 ；n = 8)，
而给予 PDTC 的溶剂生理盐水 (NS) 则并无此效果。

此外，sham 组大鼠鞘内给予 PDTC，对机械反应阈

值无影响，说明 PDTC 主要抑制由 TSS 引起的触诱

发痛，而不影响大鼠对机械刺激的基础反应阈值。

3  讨论

TSS 能够诱导脊髓背角 C 纤维和 A 纤维反应的

LTP 和持续性痛行为敏化，中枢敏化和外周敏化可

能均贡献于其中。以往的研究大都关注脊髓中枢敏

化过程，本研究针对 TSS 引起的 DRG 神经元及其

周围胶质细胞转录因子 NFκB 表达的改变，对 TSS

引起痛觉敏化的外周机制进行初步探讨。

NFκB 在神经病理性痛产生过程中可能扮演

重要角色。中枢神经系统神经元中的 NFκB 能够

被神经损伤、细胞因子、趋化因子、谷氨酸、NO
等多种因素激活，进而调节下游一系列蛋白的转录

合成 [10]。周围神经系统中，Ma 和 Bisby 曾经报道，

在坐骨神经部分结扎 (partial sciatic nerve ligation, 
PSNL) 和慢性压迫损伤 (chronic constriction injury, 
CCI) 大鼠模型上，DRG 中 NFκB 核转录水平在手

术后两周时显著上调 [6]。本研究结果显示：(1) TSS
能够引起大鼠双侧机械触诱发痛，伴随有 DRG 中

磷酸化 NFκB 表达上升；(2) 激活的 NFκB 在 DRG
细胞发生了明显的核转位；(3) 抑制 NFκB 的激活

能够缓解 TSS 引起的痛觉敏化。这些结果为外周

NFκB 参与 TSS 引起痛觉敏化提供了新的实验证据。

图   1. 强直刺激坐骨神经(TSS)引起大鼠双侧后肢的触诱发痛和pNFκB蛋白表达水平在DRG的上调

Fig. 1. Changes in paw withdrawal threshold (PWT) and phospho-NFκB (pNFκB) expression in the DRG after tetanic stimulation of 
the sciatic nerve (TSS). A: TSS decreased bilateral PWTs to von Frey filaments compared with the sham group. Day 0 represents the 
day of testing at baseline before TSS. B: Increased pNFκB expression was observed in the bilateral DRG from the TSS-treated rats. 
Mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01 vs sham.
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多种促炎性细胞因子受 NFκB 的转录调控，DRG
细胞 NFκB 的激活可能促进细胞因子如 TNFα、IL-
1β、IL-6、CCL2 等合成和释放，进而引起神经元

上钠通道兴奋性升高，并同时引起 A 纤维和 C 纤

维的异位放电，产生痛觉敏化 [27–29]。胶质细胞参与

痛觉敏化，介导神经病理性疼痛的发生已有大量报

道 [30,31]，有研究显示，NFκB 信号通路在胶质细胞

激活过程中发挥关键作用 [32,33]。在外周神经系统，

施旺细胞可调节感觉神经元细胞外微环境稳态。当

神经损伤时，施旺细胞会释放 TNFα 等因子，并产

生 Wallerian 退变 [34,35]。神经损伤情况下，卫星胶质

细胞能够被激活，分泌促炎因子 TNFα[36]，而完全

图   2. pNFκB在大鼠背根神经节的分布

Fig. 2. Expression of pNFκB in DRG neurons and glial cells before and after TSS. Confocal photomicrographs show colocalization of 
pNFκB with NeuN, S100 and GFAP in the ipsilateral L5 DRG before (A, C, E) and after (B, D, F) TSS. The framed regions are shown 
enlarged below. Arrows indicate examples of colocalized cell profiles. Scale bar, 100 µm, 25 µm.
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弗氏佐剂 (CFA) 引起的炎症痛下，卫星胶质细胞表

达上调，且其与感觉神经元之间偶联增加 [37,38]。我

们的结果显示，TSS 后，S100 标记的施旺细胞和

GFAP 标记的卫星胶质细胞核内，磷酸化 NFκB 阳

性信号明显增强，说明 NFκB 核转位不仅发生在

DRG 感觉神经元，还发生在 DRG 胶质细胞中，提

示外周胶质细胞的激活也参与神经损伤性疼痛过

程。近来，Fu 等 [39] 通过基因工程技术手段抑制胶

质细胞中 NFκB 表达，发现外周神经损伤引起的痛

觉敏化和炎症反应得到缓解。本实验结果进一步

支持了 Fu 等的结论，即 NFκB 参与外周胶质细胞

的激活，而胶质细胞的激活对痛觉敏化的形成至

关重要。

实验中，我们还观察到给予 TSS 刺激后，大鼠

患侧和对侧 DRG 中的磷酸化 NFκB 皆有上调，对

应着 TSS 引起的长时程机械触诱发痛的双侧性，这

一结果为“镜像痛”的发生提供了分子基础。所谓

“镜像痛”，即指由单侧神经损伤引起的神经病理性

痛出现在双侧肢体，产生这种现象的具体机制目前

尚不清楚。目前主要有两种解释，一是体液机制，

二是神经机制。前者指外周神经损伤后，促炎因子

等神经 - 胶质兴奋产物可能会通过体循环到达另一

侧，引起对侧疼痛；后者指生物体可能同时受到两

侧神经交叉支配，一侧神经损伤后，会影响到邻近

的另一侧神经，中枢神经系统中亦可能存在联合中

间神经元 (commissural interneuron)，介导两侧神经

的信息交流 [40]。本实验结果提示，单侧神经损伤引

起的双侧 DRG 内 NFκB 活化可能也是“镜像痛”

的发生机制之一。

需要指出的是，脊髓背角神经元和胶质细胞也

表达大量 NFκB，脊髓 NFκB 的激活也参与神经病

理性痛的发生和发展 [10]。尽管腰椎穿刺给药可直接

进入 DRG[24–26]，但不能完全排除 PDTC 对脊髓背角

NFκB 的作用。本实验中，PDTC 对 TSS 引起的触

诱发痛的抑制，除外周机制外，脊髓机制可能也参

与其中。

本实验为研究痛觉外周敏化机制提供了参考，

下一步的研究将进一步探索 DRG 中 NFκB 信号的

上下游调控通路，以及其如何参与痛行为敏化和脊

髓 LTP 的形成。
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