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摘 要:目的 观察紫杉醇诱导的神经病理性大鼠脊髓背角谷氨酸转运体-1(GLT-1)的含量变化。方法 雄性SD
大鼠45只,随机分成正常对照组(A组),紫杉醇处理组(B组)和紫杉醇溶剂组(C组),A组不作任何处理,B组隔天注射

2mg/1000g体重的紫杉醇,C组隔天注射与B组容积相等的紫杉醇溶剂二甲基亚砜。每天检测大鼠的机械缩足阈值

(MWT)。注射的第5d、7d、9d各组均处死5只大鼠,取脊髓背角组织,采用蛋白印迹方法检测各组大鼠GLT-1的表

达。结果 B组大鼠的机械缩足阈值在注射第6d时显著降低(P<0.05),并且明显低于A、C组(P<0.05)。A、C两

组的 MWT值无变化。B组大鼠GLT-1的表达在注射第5d起明显低于A、C两组(P<0.05)。B组大鼠的GLT-1/

β-actin的比值与机械缩足阈值呈显著性正相关(r=0.820,P<0.05)。结论 紫杉醇诱导的神经病理性疼痛大鼠机

械痛敏明显增加,脊髓背角GLT-1表达下调,GLT-1可能参与了紫杉醇致神经病理性疼痛的发生。
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  Abstract: Objective Toinvestigatethechangesofglutamatetransporter-1(GLT-1)expressioninspi-
nalcorddorsalhornsofpaclitaxel(Taxol)inducedneuropathicpainrats. Methods Allthe45maleSDrats
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inthisstudyweredividedinto3groupsrandomly:controlgroup(GroupA),Taxolgroup(GroupB)andvehi-
clegroup(GroupC).NoadministrationwasgiventoanimalsingroupA.AnimalsingroupBwereinjectedin-
traperitoneallywithTaxol2mg/1000gbodyweighteveryotherday.AnimalsingroupCwereinjectedintrap-
eritoneallywithTaxolsolventDMSOwiththesamevolumeasgroupBatthesametime.Mechanicalwith-
drawalthresholds(MWT)oftheratsweremeasuredeveryday.Thespinalcorddorsalhorntissuesweretaken
from5ratsineachgrouponday5,day7andday9afterinjectionrespectively.Westernboltingwasemployed
todetecttheexpressionsofGLT-1. Results MWTsdeclined(P<0.05),andcomparedwithgroupAand
groupC,MWTsingroupBdecreased(P<0.05)sinceday6afterinjection,whileMWTsshowednosignifi-
cantchangeingroupAorgroupC.ComparedwithgroupsAandC,expressionofGLT-1ingroupBde-
creasedsinceday5afterinjection(P<0.05).TheratioofGLT-1/β-actinshowedpositivesignificantcorre-
lationwithMWT(r=0.820,P<0.05). Conclusion MechanicalhyperalgesiaanddownregulationofGLT
-1expressionswerefoundinpaclitaxelinducedneuropathicpainrats,whichimpliedthatGLT-1mayplaya
roleinthepathogenesisofneuropathicpaininducedbypaclitaxel.
  Keywords: paclitaxel;neuropathicpain;glutamatetransporter-1

  紫杉醇(paclitaxel,Taxol)是一种从紫杉中提取

的抗癌药物,主要适用于实体瘤的治疗。但是紫杉醇

化疗产生的外周神经毒性副作用表现为外周感觉性的

痛觉超敏、灼痛、刺痛和麻木等症状,限制了其临床上

的使用,并且对于患者生存质量产生了较大影响[1]。
紫杉醇化疗后神经毒性的机制目前还不明确,更缺乏

有效方法来预防或减轻此种神经损害。而谷氨酸转运

体-1(glutamatetransporters,GLT-1)表达改变是

神经疼痛的发生和延续的一个重要的基础[2]。正常情

况下,谷氨酸被释放到突触间隙,与谷氨酸受体结合,
从而传递动作电位。而谷氨酸转运体逆浓度梯度地从

胞外将谷氨酸摄入神经元和胶质细胞内,适时中止突

触部位的谷氨酸能传递,并使胞外谷氨酸浓度保持在

较低水平。如果谷氨酸转运体的功能异常,不能有效

地清除谷氨酸,将会导致细胞外谷氨酸含量的增加,过
量的谷氨酸会对神经元产生毒性兴奋作用[3],是一些

包括神经病理性疼痛在内的神经性疾病如慢性神经疼

痛、阿尔海默茨症(Alzheimer’sdisease,AD)、帕金森

症(Parkinson’sdisease,PD)等发生和发展过程中的

一个重要因素[4]。但脊髓背角 GLT-1含量变化在

慢性疼痛中的作用尚未明确。本研究拟观测紫杉醇诱

导的神经病理性疼痛大鼠的脊髓背角GLT-1含量

的变化,以探讨GLT-1在紫杉醇致神经病理性疼痛

发生和延续中的作用。

1 材料和方法

1.1 实验动物 SPF级成年雄性SD大鼠45只,体
重约200g,由右江民族医学院实验动物中心提供,室
温20℃~25℃,12h黑/白光照,自由饮食。

1.2 动物分组及给药 将45只大鼠随机分为3组:
正常对照组(A组,n=15):不做任何处理;紫杉醇组

(B组,n=15)大鼠:第1d、3d、5d、7d、9d按照2

mg/1000g体重的标准腹腔注射紫杉醇;溶剂对照组

(C组,n=15):与B组在相同时间注射等容积的紫杉

醇溶剂二甲基亚砜(DMSO)。紫杉醇和溶剂DMSO
均购于SigmaChemical公司。

1.3 行为学测定 用VonFrey纤维丝测定大鼠机械

缩足阈值(mechanicalwithdrawalthreshold,MWT)。
将大鼠置于透明的有机玻璃箱中,底为1cm×1cm
的铁丝网,测定前使之适应30min。从2g开始,最大

折力为15g,用up-down法[5]刺激大鼠足底10次,
计算50%缩足反应阈值。给药前2d测定所有大鼠的

基础痛阈,之后每天测定 MWT。

1.4 组织提取 在注射药物第5d、7d、9d各组分别

取5只动物取材。在戊巴比妥钠(60mg/kg,腹腔注

射)麻醉下进行椎管摘除手术,迅速取脊髓L4、L5 段

脊髓背角移至液氮保存。提取总蛋白,定量。

1.5 WesternBlot 各组取等量蛋白样品30μg样本

加至10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶恒压电泳,半干法转

移至硝酸纤维素膜。5%牛奶封闭1h。分别加一抗

GLT-1、β-actin(1∶2000),4℃孵育过夜。TBST
冲洗,加入碱性磷酸酶标记的二抗(1∶5000),Super-
signalWestPico试剂盒检测反应条带。利用ImageJ
软件对 WesternBlot条带进行定量分析。

1.6 统计学方法 采用SPSSS18.0统计学软件进

行统计处理,计量资料以(췍x±s)表示,组间比较采用重

复测量方差分析,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MWT 的测定 与给药前相比,B组大鼠的

MWT值从给药后第6d开始显著降低(P <0.05),
并且持续至注射第9d降到最低值。A组、C组大鼠

在整个实验过程 MWT值变化差异无统计学意义(P
>0.05)。B组大鼠的 MWT值在注射第6d时显著
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低于A组、C组(P<0.05)见表1,见图1。

表1 各组大鼠机械缩足痛阈值(MWT)的变化 (췍x±s,g,n=10)

组别 第0d 第1d 第3d 第5d 第6d 第7d 第8d 第9d

A组 14.85±0.29 14.74±0.34 13.80±0.57 13.26±0.39 14.04±0.63 13.52±0.49 14.53±0.53 14.69±0.44
B组 14.76±0.36 14.61±0.46 12.32±0.52 10.72±0.46 9.35±0.38abc 7.34±0.56abc 6.82±0.62abc 6.80±0.45abc

C组 14.89±0.42 14.27±0.62 13.38±0.36 13.57±0.35 14.23±0.51 14.55±0.41 13.68±0.61 13.60±0.37

 注:与A组相比,a:P<0.05;与C组相比,b:P<0.05;与注射前相比,c:P<0.05

 图1 各组大鼠 MWT的表达变化

2.2 GLT-1表达的测定 Westernblot结果显示,
A组、C组大鼠的脊髓背角的GLT-1表达无明显变

化。B组大鼠脊髓背角GLT-1蛋白表达明显下调,
表现为GLT-1与β-actin的IOD比值降低(P <
0.05)。与A组、C组相比,B组大鼠在注射紫杉醇的

第5d、7d和9d时,GLT-1表达与A组、C组差异

有统计学意义(P<0.05),其中,注射7d以后,B组

GLT-1表达与 A组、C组的差异有统计学意义(P
<0.01)。B组大鼠的的脊髓背角 GLT-1/β-actin
的比值与机械缩足阈值呈显著性正相关(r=0.820,
P<0.05),见图2。

图2 各组大鼠GLT-1蛋白表达水平

与B组相比,*P<0.05,**P<0.01

3 讨论

本研究使用SD大鼠重复间断腹腔注射2.0mg/
(kg·d)紫杉醇的方法可成功诱发的外周神经病理痛

模型,表现为机械超敏的外周感觉神经病变。该方法

制作简便,效果稳定,成本低廉,有助于紫杉醇化疗痛

机制的研究[6]。
本实验的大鼠机械缩足痛阈值测定结果显示,注

射紫杉醇第6d起,大鼠出现明显的机械性痛觉过敏,
机械缩足反射阈值开始降低,到第9d达到最低点。
同时,WesternBlotting结果表明,注射紫杉醇第5d
开始,大鼠脊髓背角 GLT-1的表达出现明显下调。
本研究观察到,B组大鼠的脊髓背角 GLT-1的表达

与机械缩足阈值呈显著性正相关,实验大鼠的痛行为

变化与 GLT-1表达的下调具有相似的时间特征。

这个表明紫杉醇诱导的神经病理性疼痛大鼠的机械痛

敏程度随GLT-1表达的降低而加重,提示实验大鼠

GLT-1表达的下调可能参与紫杉醇致神经病理性疼

痛的发病机制。已有研究表明,GLT-1参与病理性

痛的产生和维持[7],如在 CCI[8]、脊神经结扎[9]、吗啡

耐受[10]等诱发的痛觉过敏中,均伴有 GLT-1蛋白表

达的下调和其摄取功能的降低。本研究进一步支持了

上述观点。中枢神经系统内谷氨酸的稳态主要依靠谷

氨酸转运体系统实现[11]。因此,GLT-1表达的异常

参与多种疾病的发生发展[12-13],但其在神经病理性疼

痛发生中的具体作用,尚有待进一步研究。
综上所述,紫杉醇诱导的神经病理性疼痛大鼠机

械缩足痛敏明显增加,脊髓背角GLT-1表达显著下

(下转第142页)
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检测与Z组较为接近,较少的炎性细胞浸润,气道皱

襞、黏膜下平滑肌增厚均不明显。同时,A2组TGF-

β1的蛋白表达量与Z组无异,而显著低于 X组。Z
组、A2组、X组三组实验动物的肺泡灌洗液中TGF-

β1的含量变化也与免疫组织化学中TGF-β1的表达

量变化趋势一致,即X组均最高,而Z组最低,A2组

居中。此外,两个用药组,即地塞米松组和六味地黄颗

粒组相比,六味地黄颗粒能够更显著地降低哮喘大鼠

模型肺组织的TGF-β1表达量。这表明,六味地黄颗

粒能够促使哮喘大鼠模型的气道上皮细胞进行正常修

复,减轻气道黏膜下平滑肌的增厚,进而防止哮喘大鼠

模型的气道重塑。
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调,两者呈显著性正相关,其变化在时间上的特征较为

一致。特异性上调脊髓 GLT-1的表达,增强其摄取

谷氨酸的能力可能成为临床治疗和预防神经病理性痛

的一个研究靶点。

参考文献:
[1] KiyaT,KawamataT,NamikiA,etal.Roleofsatellite

cell-derivedL-serineinthedorsalrootganglioninpa-
clitaxel-inducedpainfulperipheralneuropathy[J].Neu-
roscience,2011,174:190-199.

[2] RenK,DubnerR.Neuron-gliacrosstalkgetsserious:

roleinpainhypersensitivity[J].Currentopinioninanaes-
thesiology,2008,21(5):570-579.

[3] DanboltNC.Glutamateuptake[J].Progressinneurobi-
ology,2001,65(1):101-105.

[4] MaragakisNJ,RothsteinJD.Glutamatetransporters:

animalmodelstoneurologicdisease[J].Neurobiologyof
disease,2004,15(3):461-473.

[5] ChaplanSR,BachFW,PogrelJW,etal.Quantitativeas-
sessmentoftactileallodyniaintheratpaw[J].JNeuros-
ciMethods,1994,53(1):55-63.

[6] 银联飞,韦婷婷,黄容容,等.紫杉醇诱导大鼠神经病理性

疼痛模型的建立[J].右江民族医学院学报,2015,37(3):

357-359.
[7] MaedaS,KawamotoA,YataniY,etal.Genetransferof

GLT-1,aglialglutamatetransporter,intothespinal
cordbyrecombinantadenovirusattenuatesinflammatory
andneuropathicpaininrats[J].MolPain,2008,4:65-
67.

[8] SungB,LimG,MaoJ.Alteredexpressionanduptakeac-
tivityofspinalglutamatetransportersafternerveinjury
contributetothepathogenesisofneuropathicpaininrats
[J].JNeurosci,2003,23(7):2899-2910.

[9] TawfikVL,ReganMR,HaenggeliC,etal.Propentofyl-
line-inducedastrocytemodulationleadstoalterationsin

glialglutamatepromoteractivationfollowingspinalnerve
transection[J].Neuroscience,2008,152(4):1086-1092.

[10] TaiYH,WangYH,TsaiRY,etal.Amitriptylinepre-
servesmorphine’santinociceptiveeffectbyregulating
theglutamatetransporterGLASTandGLT-1traffic-
kingandexcitatoryaminoacidsconcentrationinmor-
phine-tolerantrats[J].Pain,2007,129(3):343-354.

[11] MaoJ.Glutamatetransporter:anunexpectedtargetfor
someantibiotics[J].MolPain,2005,1:5.

[12] 周华荣,徐恩.谷氨酸转运体-1与脑缺血[J].国际脑

血管病杂志,2013,21(12):942-946.
[13] RothsteinJD,PatelS,ReganMR,etal.Beta-lactam

antibioticsofferneuroprotectionbyincreasingglutamate
transporterexpression[J].Nature,2005,433(7021):73
-77.
收稿日期:2016-03-08;修回日期:2016-03-17

—241—

2016年             右江民族医学院学报              第2期


