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组与假手术组的机械性缩足反应阈值$

+*)

%!发现术

后
6

天结扎侧左后足的
+*)

显著降低!确定神经性

疼痛模型建立成功!成功率为
#""d

) 假手术组和模

型组小鼠腹腔注射生理盐水!

C+)

组小鼠腹腔注射氧

化苦参碱$

#$" 9<Ea<

%

'

#%

(

'根据人与动物间等效剂

量比较换算公式计算!公式#小鼠的剂量
9<Ea<

(

"

!

"! a<

$小鼠的标准体重%

f

人的临床剂量
9<Ea<

(

6" a<

$人的标准体重% (

"

!

""!D

!人的临床剂量为

#D

!

53 9<Ea<

(!且分别于指标检测及组织取样

前
%" 9:;

'

#%

(给予)

$

"检测指标及方法

$

!

#

"

+*)

检测"选取假手术组*模型组及
C+)

组!每组
#"

只小鼠!以不同折力的
./; ^G7-

纤毛刺

激小鼠后足底!用
JI ,;= =/R;

法'

#5

(分别检测结扎

前 $

"

天%*结扎后第
%

*

6

*

#"

*

#5

天小鼠左后足底及

给药前后
+*)

) 计算
+*) 8B

$"

$

<

%

'

#$

(

)

$

!

!

"

L.B&&K 9M2N

水平检测"采用实时荧

光定量
S&M

法$

G7,0

$

@:97 S&M

%

'

#D

(检测
L.B&&K

9M2N

水平) 选取假手术组*模型组及
C+)

组!每组

$

只小鼠!分别取出全脑和脊髓$腰椎段%组织!放入液

氮于#

3"

)冷冻保存备用) 利用
M2N:K/ S0JK

试剂

盒提取各组织中的总
M2N

!用超微量紫外分析系统测

定总
M2N

浓度) 利用
SG:97 TAG:I@ M) M7,<7;@

\:@ *:@? <B2N 8G,K7G

试剂盒!向
"

!

! 9Q S&M

反

应管中加入
$ "Q

反应体系
)

#

$去除基因组
B2N

的反

应混合液%和
$ "Q

总
M2N

$

!"" "<EQ

%模板!运用

S&M

仪去除基因组
B2N

!反应条件为#

5!

)!

! 9:;

!

5

)保存) 再将已经去除基因组
B2N

的
M2N

模板

与
#" "Q

反应体系
)

!

$逆转录反应混合液%一起加入

"

!

! 9Q S&M

反应管中!将总
M2N

逆转录成
AB2N

!

逆转录反应条件为#

%6

)!

#$ 9:;

&

3$

)!

$ K

&

5

)保

存) 选用
T[PM SG79:F 8F ),Z

)+试剂盒!将
! "Q

AB2N

模板和
!% "Q

反应体系
)

%

$含
T[PM

荧光物

质的反应混合液%加入
"

!

! 9Q S&M

反应管!使
AB

$

2N

进行循环扩增!

M7,0

$

@:97 S&M

仪反应条件为

4$

)!

! 9:;

&

4$

)!

%" K

&

D"

)!

%" K

$

5"

个循环%!

检测结果用
+FSG/

软件进行分析)

$

!

%

"

ONPN

含量检测"采用酶联免疫分析法

$

8Q(TN

%) 选取假手术组*模型组及
C+)

组!每组

6

只小鼠!分别取出全脑和脊髓组织$腰椎段%并称重

$约
!" 9<

%!剪碎!倒入玻璃匀浆管中!加
!"" "Q

SPT

溶液进行匀浆) 匀浆液离心$

5

)!

! $"" G E9:;

!

!" 9:;

%!取上清液备用) 按照组别!每个样品做
%

个

复孔!根据试剂盒说明书操作!最后利用酶标仪在

5$" ;9

波长处检测各孔吸光度$

N

%值)

D

"统计学方法"所得数据通过
TSTT #6

!

"

统

计软件处理!以
F

*

K

表示!组内比较用
T@J=7;@

%

K @

$

@7K@

检验!组间比较采用方差分析!

S U "

!

"$

为差异

有统计学意义)

结""果

#

"各组
+*)

结果比较$表
!

%"与
"

天比较!模

型组结扎后第
6

*

#"

*

#5

天左后足
+*)

降低!差异有

统计学意义$

S U"

!

"$

%&与假手术组比较!模型组小鼠

第
6

天左后足
+*)

降低显著!差异有统计学意义

$

S U"

!

"$

%)与
"

天比较!

C+)

组左后足结扎术后第

6

天给药前的
+*)

降低!给药后的
+*)

升高!差异

有统计学意义$

S U"

!

"$

%)

!

"各组脑及脊髓组织
L.B&&K 9M2N

表达结

果比较$表
%

*

5

%"与假手术组比较!模型组脑组织中

&,H#

!

!

*

&,H#

!

%

*

&,H!

!

#

及
&,H!

!

% 9M2N

水平

明显升高!

&,H!

!

! 9M2N

明显降低$

S U "

!

"$

%!而

脊髓组织中
&,H#

!

!

*

&,H#

!

% 9M2N

水平明显升高!

&,H!

!

#

*

&,H!

!

!

*

&,H!

!

% 9M2N

明显降低 $

S U

"

!

"$

%) 与模型组比较!

C+)

组脑组织中
&,H#

!

!

*

&,H#

!

%

*

&,H!

!

#

及
&,H!

!

% 9M2N

水平明显降低!

&,H!

!

! 9M2N

明显升高$

S U"

!

"$

%!而脊髓组织中

&,H#

!

% 9M2N

水平明显降低!

&,H!

!

#

*

&,H!

!

!

*

&,H!

!

% 9M2N

明显升高$

S U "

!

"$

%!

&,H#

!

! 9M

$

2N

水平差异无统计学意义$

S V"

!

"$

%)
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年
$

月第
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卷第
$

期
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!
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!
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!

2/

!

$

表
!

$各组
+*)8B

$"

$

<

%结果比较"$

F

*

K

%

组别
; "

天
%

天
6

天
#"

天
#5

天

假手术
#"

左后足
#

&

#"!

*

"

&

##$ #

&

"!#

*

"

&

#!" "

&

436

*

"

&

#5D "

&

3$6

*

"

&

"D4 "

&

4%6

*

"

&

!%"

右后足
"

&

4D%

*

"

&

#DD "

&

4$6

*

"

&

"3D #

&

""%

*

"

&

#$" #

&

!!!

*

"

&

#!5 #

&

"5D

*

"

&

"35

模型
#"

左后足
#

&

#%6

*

"

&

"3$ "

&

4!"

*

"

&

!%#

"

&

D!6

*

"

&

"D5

!"

"

&

3D"

*

"

&

"4#

"

"

&

34D

*

"

&

"D4

"

右后足
"

&

44#

*

"

&

"4D "

&

445

*

"

&

#!% "

&

4#4

*

"

&

"36 #

&

"D"

*

"

&

"46 #

&

"D6

*

"

&

##5

#"

给药前 左后足
#

&

5#6

*

"

&

#D% #

&

"#5

*

"

&

!5!

"

&

4!6

*

"

&

"44

#

"

&

46#

*

"

&

#"" "

&

4D3

*

"

&

##$

C+) #"

右后足
#

&

!$3

*

"

&

#33 #

&

#35

*

"

&

#!5 #

&

!5$

*

"

&

#53 "

&

4#"

*

"

&

"46 #

&

%5D

*

"

&

%!6

给药后 左后足 +

#

&

#%!

*

"

&

%3!

#

&

%%%

*

"

&

#"4

$

#

&

"%6

*

"

&

#53 #

&

!"!

*

"

&

#34

右后足 +

#

&

"3!

*

"

&

!"6 #

&

"4!

*

"

&

#!6 #

&

"5#

*

"

&

#"! #

&

D$D

*

"

&

5%!

""注#与假手术组同期比较!

!

S U"

&

"$

&与模型组左后足
"

天比较!

"

S U"

&

"$

&与
C+)

组
"

天同侧组内比较!

#

S U"

&

"$

&与
C+)

组给药前
6

天同

侧比较!

$

S U"

&

"$

表
%

$各组脑组织中
L.B&&K 9M2N

表达水平比较"$

F

*

K

%

组别
; &,H#

&

! &,H#

&

% &,H!

&

# &,H!

&

! &,H!

&

%

假手术
$ #

&

""%

*

"

&

"!% #

&

""4

*

"

&

"%6 #

&

"#%

*

"

&

"5D #

&

"!#

*

"

&

"$4 "

&

433

*

"

&

"!!

模型
$

#

&

55$

*

"

&

#$$

!

#

&

D55

*

"

&

%"%

!

#

&

3#D

*

"

&

%D5

!

"

&

3!3

*

"

&

"%3

!

#

&

"63

*

"

&

"%D

!

C+) $

"

&

4$4

*

"

&

"5%

"

"

&

D4D

*

"

&

"D3

"

#

&

%35

*

"

&

%$%

"

#

&

"63

*

"

&

#$!

"

"

&

3!!

*

"

&

"6%

"

""注#与假手术组比较!

!

S U"

&

"$

&与模型组比较!

"

S U"

&

"$

表
5

$各组脊髓组织中
L.B&&K 9M2N

表达水平比较"$

F

*

K

%

组别
; &,H#

&

! &,H#

&

% &,H!

&

# &,H!

&

! &,H!

&

%

假手术
$ #

&

""%

*

"

&

"!! #

&

"""

*

"

&

"!D #

&

""6

*

"

&

"55 #

&

"#3

*

"

&

"!$ #

&

""5

*

"

&

"!$

模型
$

#

&

!!D

*

"

&

"45

!

#

&

D$$

*

"

&

##6

!

"

&

6"6

*

"

&

#%!

!

"

&

3%6

*

"

&

"66

!

"

&

6D#

*

"

&

"6!

!

C+) $ #

&

!DD

*

"

&

"66

#

&

#5!

*

"

&

#$5

"

#

&

%34

*

"

&

!5D

"

#

&

$43

*

"

&

!"4

"

#

&

!$#

*

"

&

!#4

"

""注#与假手术组比较!

!

S U"

&

"$

&与模型组比较!

"

S U"

&

"$

""

%

"各组
ONPN

含量比较$图
#

%"术后
6

天!与

假手术组比较!模型组脑组织中
ONPN

含量下降!差

异有统计学意义$

S U"

!

"$

%&与模型组比较!

C+)

组

ONPN

含量升高$

S U"

!

"$

%$图
#N

%) 各组脊髓组织

中
ONPN

含量比较 $图
#P

%!差异均无统计学意

义 $

S V"

!

"$

%)

讨""论

近年来!神经系统的高电压依赖性钙通道与疼痛

关系成为研究的热点) 全身给予
Q

$型钙通道阻滞

剂#尼莫地平$

;:9/=:I:;7

%可以对抗糖尿病大鼠痛

觉过敏反应'

#6

(

!

2

$型钙通道亚基基因敲除小鼠对神经

性疼痛的反应性降低'

#3

(

!缺少
#

#8

亚基的
M

$型钙通道

基因的小鼠可以对抗福尔马林引起的炎症疼痛'

#4

(

)

表明
Q

$*

2

$*

M

$型
L.B&&K

与疼痛呈相关性!特别是

临床上已应用齐考诺肽$

_:A/;/@:=7

%

2

$型钙通道阻滞

药来抑制癌症的慢性疼痛'

!"

(

!说明
2

$型钙通道阻滞

剂在疼痛治疗中有重要地位'

!#

(

) 本实验中发现部分

坐骨神经结扎所致的神经病理性疼痛可引起脑组织中

&,H#

!

!

*

&,H#

!

%

*

&,H!

!

#

*

&,H!

!

% 9M2N

表达水

平升高!

&,H!

!

! 9M2N

表达水平降低&引起脊髓组

织中
&,H#

!

!

*

&,H#

!

% 9M2N

表 达 水 平 升 高!

&,H!

!

#

*

&,H!

!

!

*

&,H!

!

% 9M2N

表达水平降低!证

明了高电压依赖性钙通道与神经病理性疼痛的重要相

""

N

为脑组织中
ONPN

含量变化&

P

为脊髓组织中

ONPN

含量变化&与假手术组比较!

!

S U"

!

"$

&与模型

组比较!

"

S U"

!

"$

图
#

$各组不同组织中
ONPN

含量比较

关性)

C+)

显著抑制了由部分坐骨神经结扎所造成的

神经病理性疼痛!翻转了模型组大脑*脊髓组织中各

L.B&&K 9M2N

表达水平!表明氧化苦参碱能够抑制

神经病理性疼痛并且对各
L.B&&K 9M2N

表达有
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期
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!
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影响)

ONPN

为突触前神经末梢释放的神经递质!由突

触小泡与前膜融合释放到突触间隙!并与突触后膜

ONPN

受体相结合而发挥中枢抑制性作用!而胞浆内

&,

! g浓度升高!可促进小泡内递质的释放'

!!

(

) 由本

实验结果可知!

C+)

能够使神经病理性疼痛状态下大

脑组织中
ONPN

的含量升高!这一结果与文献报道一

致'

!%

(

) 当选择性阻断
2

$型钙离子通道时!突触囊泡

染料
^+#

#

5%

释放受到明显抑制!提示在神经末梢突

出
2

$型钙离子通道参与调控神经递质的胞裂外

排'

!5

(

) 由
M7,0

$

@:97 S&M

结果可知!部分坐骨神经

结扎使
&,H!

!

! 9M2N

表达量降低!而
C+)

使疼痛

状态下动物的
2

$型钙通道
9M2N

的表达增加!并且

氧化苦参碱对大脑组织中
2

$型钙通道
9M2N

的表达

和
ONPN

的影响呈相同变化趋势!因此推测!在神经

病理疼痛状态下!氧化苦参碱可能作用于
2

$型钙离子

通道!使钙通道开放!

&,

! g内流增加!从而促使突触前

ONPN

神经递质释放增加!发挥其抑制性神经递质的

作用而起到镇痛的作用) 氧化苦参碱镇痛作用的分子

机制还有待进一步的研究)
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