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摘要 目的 通过构建大鼠三叉神经痛动物模型，探究眶下

神经慢性压迫对大鼠三叉神经节内 BNP 受体 NPＲ-A 表达及

cGMP 含量的影响。方法 通过大鼠眶下神经慢性压迫损伤

构建三叉神经痛动物模型，采用 Von Frey hairs 检测模型大

鼠触须垫区域机械刺激疼痛阈值，应用 Western blot 技术检

测 NPＲ-A 在模型大鼠三叉神经节内的表达，ELISA 技术检

测模型大鼠三叉神经节内 cGMP 的含量。结果 与对照组

大鼠比较，眶下神经慢性压迫损伤组( ION-CCI 组) 大鼠在术

后第 1 周 ～ 第 3 周出现术侧面部机械刺激疼痛阈值的降低，

差异有统计学意义(P ＜ 0. 001)。两组模型大鼠三叉神经节

中均有 NPＲ-A 和 cGMP 蛋白表达，相比于对照组大鼠，ION-
CCI 组大鼠三叉神经节中 NPＲ-A 和 cGMP 蛋白表达均显著

增加(P ＜ 0. 001)。结论 BNP 信号通路可能参与大鼠三叉

神经痛的发生和发展。
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三叉神经痛( trigeminal neuralgia，TN) 是慢性神

经性疼痛的一种，其临床表现为在三叉神经分布区

域的剧烈疼痛，任何刺激口腔颌面部的“扳机点”均

可引起疼痛的剧烈发作，严重影响患者的生活质量。
虽然临床上采用多种方法治疗 TN，但由于其病因以

及发病机制尚不完全明确，因此尚缺乏有效的治疗

方案来解除 TN 患者的剧烈疼痛。脑利钠肽(brain
natriuretic peptide，BNP)可以与其受体利钠肽受体 A
(natriuretic peptide receptor-A，NPＲ-A) 发生特异性

结合，并增强细胞内环化酶的活性，使得环磷鸟嘌呤

核苷(cyclic guanosinc monophosphate，cGMP)细胞内

表达水平增加，从而参与神经信号的调控和传导进

程
［1］。该研究通过眶下神经慢性压迫损伤( infraor-

bital nerve chronic constriction injury，ION-CCI)建立

大鼠 TN 模型，研究 ION-CCI 对大鼠三叉神经节内

BNP 受体 NPＲ-A 的表达以及 cGMP 含量的影响，探

究 BNP 通路在 TN 模型大鼠三叉神经节( trigeminal
ganglion，TG)中的作用。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 清洁级成年雄性 SD 大鼠 40 ～ 50
只(7 ～ 8 周，体质量 180 ～ 200 g)，常规条件饲养，自

由进食饮水，12 h /12 h 交替照明，温度 18 ～ 25 ℃，

湿度 40% ～ 50%。常规饲养 1 周后，用 Von Frey
hairs 开始对实验大鼠进行机械刺激适应性训练。
用 Von Frey hairs 纤维丝刺激大鼠触须垫区域，两侧

交替进行，每天 3 ～ 5 次，使大鼠从开始的攻击、搔抓

或躲避行为反应逐渐转变为平静状态，1 周后筛选

出触须垫区域机械刺激疼痛阈值≥1 g 的大鼠作为

本次实验对象，并将其随机分为 4 组:假手术对照组

和眶下神经慢性压迫损伤模型组 ( ION-CCI 组) 1
周、2 周、3 周组。
1． 2 主要试剂和仪器 Von Frey hairs( 美国 North
Coast Medical 公司);ＲIPA、蛋白酶抑制剂 PMSF(北

京 Solarbio 公司);BSA( 美国 Sigma 公司);Western
blot NPＲ-A 和 GAPDH 抗体、ELISA 试剂 盒 ( 美 国

Abcam 公司);Western blot 设备 ( 美 国 Bio-Ｒad 公

司);ECL 试剂盒( 德国 Millipore 公司);酶标仪( 美

国 Bio-Tek 公司)。
1． 3 方法

1． 3． 1 实验模型建立 选取适应性训练后的大鼠，

通过 10 %水合氯醛(0. 35 ml /100 g)腹腔注射全身

麻醉。约 5 min 麻醉显效后，无菌手术刀在大鼠左

侧触须垫区域做约 1 cm 纵行切口，显微组织器械钝

性分离触须垫下皮下组织，避免损伤周围血管。玻

璃分针暴露大鼠左侧眶下神经，以 4 － 0 缝合线分别

于玻璃分针近端和远端进行结扎，力度适中，以轻微

压迫为宜。术区创口常规缝合，涂敷抗菌软膏预防

术后创口感染。对照组大鼠与模型组大鼠手术方式
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相似，但对照组大鼠眶下神经只进行暴露但不结扎。
1． 3． 2 实验模型验证 两组模型大鼠，每组 8 只，

参照 Vos et al［2］
标准，使用 Von Frey hairs 对大鼠左

侧触须垫区域每周进行一次疼痛敏感阈值检测，为

期 3 周。将大鼠置于鼠笼中，安静放置 10 min 适应

周围环境后，持 Von Frey hairs 疼痛测试棒缓慢接近

大鼠，刺激大鼠左侧触须垫区域，刺激过程中依次增

加测试纤维丝强度，每个刺激强度刺激 10 次，2 次

刺激之间应至少间隔 30 s。模型大鼠对于 Von Frey
hairs 机械刺激敏感反应的阳性行为包括:① 躲闪:

当 Von Frey hairs 接触大鼠同侧触须垫时出现快速

的缩头行为;② 逃避或攻击行为:表现为大鼠逃跑、
蜷缩、埋藏头部，或咬或抓住刺激物;③ 不对称搔

抓:大鼠出现“洗脸状”，搔抓术侧刺激部位及附近

区域。记录诱发大鼠疼痛阳性反应的最小刺激强

度，即为机械刺激敏感阈值。
1． 3． 3 Western blot 检测 分别选取对照组和 ION-
CCI 1 周、2 周、3 周组大鼠，每组 5 只，采用 10% 水

合氯醛过量腹腔注射处死，大鼠断头迅速取术侧三

叉神经节，置于含预冷 ＲIPA 裂解液(含 1% PMSF)

的玻璃匀浆器中提取组织蛋白，BCA 测定蛋白浓

度。配置 10%分离胶和 5%浓缩胶恒压 100 V 电泳

90 min，恒流 220 mA 转膜 90 min。将转膜完成的

PVDF 膜置于含 5% BSA 的 TBST 溶液中室温封闭 1
h。一抗 NPＲ-A，内参 GAPDH 4 ℃ 孵育过夜，二抗

HＲP 标记山羊抗兔 IgG 孵育 1 h。取 ECL 蛋白显色

液试剂，滴加于孵育二抗完成后的 PVDF 膜，曝光机

内曝光处理。Image J 软件对目的蛋白和内参的条

带灰度值进行记录分析。
1． 3． 4 ELISA 检测 分别选取对照组和 ION-CCI
组 1 周、2 周、3 周组大鼠，每组 8 只，采用 10% 水合

氯醛过量腹腔注射处死，断头处死迅速取术侧三叉

神经节。玻璃匀浆器充分研磨，离心后取上清液。
分别设置 3 组:空白孔、标准品孔和样本孔，将混合

后的标准品液 50 μl 加入标准品孔中，将样本和样

本稀释液依次加入各反应孔中。各反应孔中每孔加

入新鲜稀释的辣根过氧化物酶标记的检测抗体，37
℃孵育 1 h，洗板。每孔加入底物液 A 和 B 进行底

物显色，37 ℃避光 15 ～ 30 min;各反应孔中加入终

止液 0． 05 ml，完成终止反应。酶标仪检测各反应孔

450 nm 波长的 OD 值，计算各组样本中 cGMP 浓度。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示，Von Frey hairs 机械刺激触须垫区

域疼痛敏感阈值采用重复测量设计的两因素方差分

析，Western blot 和 ELISA 数据比较应采用单因素方

差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2． 1 ION-CCI 组大鼠出现机械刺激敏感反应 与

对照组(1. 525 ± 0. 151 g) 大鼠比较，ION-CCI 组大

鼠在术后 1 周出现术侧面部机械刺激疼痛阈值的持

续下降(0. 454 ± 0. 109 g)，CCI 术后第 2 周术侧面

部机械刺激疼痛阈值下降至最低点(0. 146 ± 0. 041
g)，差异具有统计学意义。这种机械痛阈降低的现

象至少持续到 ION-CCI 术后第 3 周(0. 163 ± 0. 040
g，F = 27. 697，P ＜ 0. 001)。对照组大鼠的机械刺激

疼痛阈值术前与术后对比差异无统计学意义(F =
0. 281，P ＞ 0. 05)，见图 1。

图 1 ION-CCI 组和对照组大鼠术侧触须垫区域机械刺激疼痛阈值

与对照组比较:＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 2 Western blot 检测大鼠三叉神经节神经元中

NPＲ-A 蛋白的表达变化 Western blot 检测显示，

与对照组比较，ION-CCI 组大鼠的 NPＲ-A 蛋白表达

量在 ION-CCI 术后的第 1 周、第 2 周、第 3 周呈现增

加趋势(F = 30. 588，P ＜ 0. 001)。且对照组与 ION-
CCI 组 2 周、ION-CCI 组 3 周的差异具有统计学意义

(P ＜ 0. 001)，见图 2。
2． 3 大鼠三叉神经节神经元中 cGMP 的表达变化

ELISA 法检测对照组、ION-CCI 1 周、2 周、3 周组

TG 神经元中 cGMP 的表达量，检测结果显示:与对

照组比较，ION-CCI 组大鼠 TG 中 cGMP 的含量呈现

出显著的升高。同时通过统计分析表明，与对照组

比较，ION-CCI 组 2 周和 ION-CCI 组 3 周三叉神经

节内 cGMP 的表达量呈现显著性升高，差异具有统

计学意义(F = 88. 59，P ＜ 0. 001)，见图 3。
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图 2 ION-CCI 组和对照组大鼠

TG 神经元中 NPＲ-A 蛋白的表达变化

与对照组比较:＊＊＊P ＜ 0. 001

图 3 ION-CCI 组和对照组大鼠

TG 神经元中 cGMP 表达量变化

与对照组比较:＊＊＊P ＜ 0. 001

3 讨论

TN 是临床常见的一种慢性神经性疾病，其以阵

发性、针刺样和电击样疼痛为重要临床特征。临床

上通常将其分为原发性 TN 和继发性 TN，原发性 TN
的主要病因存在有:中枢和周围病因学说两大方面。
中枢病因学说认为原发性 TN 的发生与闸门控制和

癫痫样活动有关，而周围病因学说则认为微血管压

迫三叉神经会导致 TN 的发生。继发性 TN 的病因

可能为颅中窝和颅后窝的颅内病变，此外病灶感染

也会引起 TN 的发生
［3］。临床上对 TN 的治疗大多

以药物为主，如卡马西平、奥卡西平等，但是长期服

用药物机体易产生耐药性，难以根治，并且容易复

发，射频温控热凝术也是 TN 治疗的常见方法，但其

复发率依然较高，严重影响患者的生活质量。所以

到目前为止临床上对 TN 患者的治疗仍然是一个具

有挑战性和迫切性的工作
［4］。因此深入探索 TN 发

生发展的分子机制是攻克 TN 的必要前提。
血管压迫学说是目前被学者广泛认可的 TN 病

因，本研究采用三叉神经上颌支中的眶下神经结扎

模拟 TN 病因中的血管压迫三叉神经分支构建 TN
动物模型。通过 Western blot 和 ELISA 技术检测到

TN 动物模型 TG 神经元内 BNP 受体 NPＲ-A 以及第

二信使 cGMP 的表达，并且眶下神经神经损伤后 TG
内 NPＲ-A 和 cGMP 的表达含量增加。利钠肽家族

主要 包 括 心 房 利 钠 肽 (ANP)、BNP 和 C 型 利 钠

肽
［5］。神经肽和神经肽受体在疼痛信号的转导和

调节中发挥着重要的作用，外界伤害性刺激诱导脊

髓内传入性 C 纤维和 Aδ 纤维。BNP 是心肌细胞合

成的具有生物学活性的天然激素，其结构由二硫键

和氨基酸组成，主要表达与心脏以及脑组织中。神

经系统中 BNP 大量表达于含有降钙素基因相关肽

的背根神经节和 TG。BNP 的受体主要是 NPＲ-A、
NPＲ-B 和 NPＲ-C，其中 NPＲ-A 在心脑血管系统疾病

中的研究较多。BNP 与其受体 NPＲ-A 发生特异性

结合激活 NPＲ-A 通路，NPＲ-A 表达上调能够抑制疼

痛的发生和发展并影响神经元的放电频率
［6 － 7］。有

研究
［8 － 10］

证实 BNP 和 NPＲ-A 通路通过激活背根神

经节感觉神经元表达 NPＲ-A 降低感觉神经元的兴

奋性从而调节疼痛信号，参与疼痛的发生发展过程。
cGMP 是一类环化核苷酸，是具有调节细胞内信号

传导作用的第二信使，多表达于脊髓背角浅层
［11］，

细胞内 cGMP 的浓度由其合成和分解的比率决定。
cGMP 的生理学功能包括参与细胞膜离子通道的开

放，调节信号传导、相关配对基因的表达和神经元的

增殖分化等
［12］。同时 cGMP 在 PKG 通道的活化中

以及环核苷酸门控通道的开放中发挥着至关重要的

调节作用。神经系统中的研究
［13］

表明，激活 NPＲ-A
通道会引起 cGMP /PKG 信号升高，阻断 BNP 信号通

路，可以有效缓解神经痛动物模型的疼痛敏感反应，

这些研究
［14］

结果表明 BNP /NPＲ-A 信号通路对于神

经性疼痛的调节作用同时需要 cGMP 信号通路的参

与。研究
［15］

表明神经损伤会引起神经元内 NPＲ-A
介导的 cGMP 的浓度升高，对于神经性疼痛的产生

可能有一定的调节作用。
本研究通过眶下神经结扎构建 TN 大鼠动物模

型，探究 ION-CCI 对大鼠 TG 内 BNP 受体表达及

cGMP 含量的影响。研究显示，眶下神经损伤后 TG
神经元内 NPＲ-A 和 cGMP 的表达相对增加，这可能

对 TN 的发生发展有着至关重要的调节作用，接下
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来将通过特异性药物实验进一步探究 BNP 通路对

TN 的影响，并深入探索其作用机制，以期能够为 TN
的治疗寻找到新靶点。
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BNP signaling pathway in a rat model of infraorbital nerve injury
Zhang Yue，Yao Yuzhi，Zhu Dawei，et al

(College of Stomatology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To establish the trigemina neuropathic (TN) pain model rats by infraorbital nerve chronic
constriction injury ( ION-CCI) and investigate the effects of the infraorbital nerve ( ION) after chronic constriction
injury (CCI) on the expression of BNP receptor NPＲ-A and cGMP content in trigeminal ganglion (TG) of model
rats． Methods TN model rats were produced by ION-CCI． Von Frey hairs were used for the mechanical stimula-
tion test on the ipsilateral whisker pad of rats． Western blot was used to detected the expression of NPＲ-A in TG．
The content of cGMP in TG was detected by ELISA． Ｒesults From the 1st week to 3rd week after ION-CCI，the
rats showed significantly increased responses to mechanical stimulation in the territory of the ligated nerve，which
had a statistically significant difference (P ＜ 0. 001) compared with that in the control group． Both NPＲ-A and
cGMP were expressed in TG of the two groups． The expression level of NPＲ-A and cGMP in the TG of ION-CCI
group were significantly enhanced compared with the control group (P ＜ 0. 001) ． Conclusion BNP signal path-
way may be participate in the development of TN．
Key words trigeminal neuralgia; trigeminal ganglion; BNP; cGMP
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