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胶质细胞源性神经营养因子在大鼠神经病理性
疼痛模型中的作用及机制研究*

金学廷1，邱正红1，刘向国2

（1.安徽医科大学附属巢湖医院 疼痛科，安徽 合肥 238000；2.安徽中医药大学

中西医结合学院，安徽 合肥 230012）

摘要 ：目的 探讨胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）通过PINK1/Parkin信号通路对大鼠神经病理性疼

痛的作用及其机制。方法 将大鼠按随机数字表法分为Sham组、NP组和GDNF组。对大鼠的一般情况和行为学

进行观察和测定；透射电镜观察大鼠脊髓；Western blotting法观察大鼠脊髓组织中PINK1和Parkin蛋白表达。

结果 Sham组大鼠的情况良好；与Sham组比较，术后NP组大鼠侧肢体后爪有内收的现象，偶有大鼠跛行；

GDNF干预后大鼠的情况明显好于NP组大鼠。3组大鼠机械缩足反射阈值（MWT）和热痛阀值（TWL）在坐骨神

经压榨性损伤（CCI）的阈值无明显的变化（P >0.05）；术后3 d、7 d和14 d的MWT和TWL比较，NP组大鼠较

Sham组大鼠降低（P <0.05）；NP组大鼠脊髓组织中完整自噬小体双膜结构较少，线粒体分别出现肿胀甚至空泡

变性，还有大量的线粒体消失不见，少数出现与溶酶体融合；经过GDNF干预后，GDNF组大鼠在各个时间的

MWT和TWL较NP组大鼠升高（P <0.05）；GDNF组大鼠脊髓组织中少见自噬小体双模结构，线粒体偶见轻微

肿胀和空泡变性，未见溶酶体融合。NP组大鼠脊髓组织中的PINK1和Parkin蛋白表达较Sham组升高（P <0.05）；

经过GDNF干预治疗后发现，GDNF组大鼠脊髓组织中PINK1和Parkin蛋白降低（P <0.05）。结论 GDNF作用

机制可能通过抑制PINK1和Parkin蛋白表达，从而有效减轻神经病理性疼痛。
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Abstract: Objective To explore the mechanism of GDNF on neuropathic pain in rats through PINK1 /

parkin signaling pathway. Methods Rats were divided into three groups: sham group, NP group, GDNF group, and

GDNF group. After grouping, the neuropathic pain model of rats was made by chronic compression of sciatic nerve

(CCI). Firstly, the general situation and behavior of rats were observed; the number of autophagy bodies and the

morphology of mitochondria in the spinal cord were compared by transmission electron microscope; the expression

of PINK1 protein and parkin protein in the spinal cord were observed and compared by Western blotting. Results

There were no symptoms in sham group. Slight ectropion and claudication in NP group, and the condition of GDNF
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group was better than NP group. There was no significant change in the mechanical pain threshold and the thermal

pain threshold before CCI in the three groups (P > 0.05). In the NP group, the hind paw of the limb on the operative

side showed adduction and valgus, and some rats limped (P < 0.05). Moreover, the complete autophagy body double

membrane structure in the spinal cord tissue in the NP group was less, and the mitochondria swelling, vacuolation,

and extreme disappearance appeared after GDNF intervention; compared with the mechanical pain threshold and

thermal pain threshold of NP group, GDNF group increased significantly (P < 0.05). The spinal cord of GDNF group

had few autophagic bodies with dual-mode structure, and the mitochondria occasionally showed slight swelling and

vacuole degeneration, but no significant disappearance and fusion with lysosome. Compared with the protein of

PINK1 and parkin in sham group, the protein in spinal cord of NP group was significantly higher (P < 0.05). After

the intervention of GDNF, the protein expression of GDNF group decreased significantly (P < 0.05). Conclusion

GDNF may be through inhibiting the expression of PINK1 protein and parkin protein, so as to effectively alleviate

neuropathic pain.

Keywords: neuralgia; glial cell line-derived neurotrophic factor; PINK1 / parkin signaling pathway; mecha‐

nism

神经病理性疼痛主要是由于躯体的感觉神经受

到一定的损伤所致，神经病理性疼痛的发病时间一

般很长，有的患者会持续数月或数年，其特征主要

为自发性的疼痛、痛觉过敏和超敏等[1]。神经病理性

疼痛对人类的健康产生严重的威胁，严重患者会失

去自主行动的能力，该疾病在全国范围内困扰着数

百万的患者，因此神经病理性疼痛成为神经科学者

们首要关注的疾病[2]。神经病理性疼痛的发病机制非

常复杂，神经元、免疫细胞和胶质细胞激活等都参

与其发生和发展[3]。目前临床上对于该疾病的治疗一

般会采用药物治疗，例如阿片类、抗惊厥类和抗抑

郁类等，但由于参与的病理和生理机制较多，以上

药物的疗效都不理想，成为治疗神经病病理性疼痛

领域中的难题。胶质细胞源性神经营养因子（glial

cell derived neurotrophic factor, GDNF）是近些年发现的

一种新型的营养因子[4]。早期研究发现[5]，GDNF不

仅能提高培养的多巴胺神经元细胞的存活率，还能

为已经发育好和成熟的神经元提供相应的营养，使

神经元细胞更好地分化。有学者发现[6]，GDNF和神

经病理性疼痛有着很大的关系，其对损伤的轴突再

生有一定的促进作用，进而恢复损伤。研究显示[7]，

GDNF不仅能保护神经损伤，还为治疗神经损伤开

辟新的治疗途径。PINK1是一个具有丝氨酸/苏氨酸

蛋白激活性的线粒体外膜蛋白，其在受损伤的线粒

体中起到分子感受器的作用。Parkin是一种具有E3

泛素蛋白连接酶的蛋白，并且具有其活性，同时也

可以调节不同蛋白的降解，从而起到转导信号的作

用。PINK1和Parkin基因在很多组织和器官中都有显

著表达，特别是在高耗能的器官中表达最为明显[8]。

帕金森病患者体内的呼吸链复合物1功能会受到一

定损伤，这让帕金森病患者体内的应激反应不断加

重，从而激活 PINK1/Parkin 通路介导的线粒体自

噬[9]。此外，PINK1/Parkin通路的基因发生改变，线

粒体的自噬因此出现异常，从而不同程度地损伤线

粒体的聚集，导致神经元发生萎缩甚至完全死亡，

这也是导致神经系统发生病变的主要机制之一[10]。

但目前关于GDNF对PINK1和Parkin影响的相关性研

究较少，所以本文探究GDNF通过PINK1/Parkin信号

通路对大鼠神经病理性疼痛的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF 级 SD 大鼠购自北京维通利华实验动物技

术有限公司[实验动物使用许可证号：SYXK （京）

2018-0012]，共计30只。体重200～220 g，适应性

饲养7 d后用于实验。

1.2 试剂和仪器

GDNF（美国 Pepro Tech 公司），PINK1 抗体、

Parkin抗体（美国CST公司），日立HT7800型透射电

镜（日本日立公司），测痛仪（美国North Coast公司），

贝克曼高速冷冻离心机 XPN100（美国 Beckman 公

司），超低温冰箱（日本Sanyo公司）。

1.3 鞘内置管

大鼠均腹腔注射 10% 水合氯醛 （350 mg/kg）

进行麻醉，经枕骨大孔进行鞘内置管。置管后2 d

未出现神经系统异常表现的大鼠经导管注入2%利

多卡因20 μl，注射药物后大鼠出现双后肢麻痹并
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于 0.5 h内恢复即为置管成功，将置管成功的大鼠

分笼单独饲养，用于后续实验。

1.4 模型复制及鞘内给药

将30只大鼠按随机数字表法分为Sham组 （假

手术组）、NP组（神经病理性疼痛模型组）、GDNF

组（治疗组），每组10只。采用坐骨神经压榨性损

伤 （chronic constrictioninjury, CCI） 法复制单侧神经

病理性疼痛大鼠模型。麻醉大鼠后，切开大鼠皮

肤，分离大鼠的肌肉组织，使坐骨神经的主干全部

暴露在外，并对其进行结扎，4个小结的间隔距离

为1 mm。最合适的力度是让神经外膜有轻微的压迫

感，部分血管受到阻断，大鼠的肢体出现稍微的冲

动。当大鼠伤口全部缝合后，所有实验大鼠全部注

射青霉素，以防止感染。Sham组大鼠除不结扎外，

其他手术步骤同模型组。Sham组和NP组大鼠鞘内

注射10 μl生理盐水，隔日1次；GNDF组大鼠鞘内注

射用生理盐水稀释为10 μl的GDNF 2 μg，隔日1次。

3组大鼠均连续给药14 d。

1.5 标本采集

1.5.1 蛋白标本收集 麻醉大鼠后，将大鼠的背

部皮肤全部剪开，使大鼠的脊柱节段全部暴露出

来，逐层分离脊柱表面和脊柱两侧的肌肉，将两

侧的肋骨全部剪断。取CCI模型大鼠同侧脊髓灰质

前角，找到大鼠头端的追关口，用注射器将磷酸

盐缓冲液 （PBS） 注入椎管内，借助液体压力将脊

髓完整吹出。用无菌手术刀片取出脊髓腰膨大部

位，即L4～L6节段脊髓组织，立刻放入液氮中速冻

2 h，存储于-80℃的冰箱中。

1.5.2 透射电镜标本收集 取 L4～L6 脊髓组织迅

速置于2.5%戊二醛和1.0%锇酸中双重固定，待作

透射电镜切片。

1.6 大鼠一般情况观察及行为学测定

手术及给药后，观察3组大鼠的存活、伤口感

染、肢体出现瘫痪及导管脱落等情况。

1.6.1 机械缩足反射阈值（MWT）的测定 分别于

CCI前，CCI后第3天、第7天、第14天测定3组大

鼠的MWT值，并计算大鼠的缩足阈值。在金属的

筛网上放置一个透明的玻璃箱，让大鼠在玻璃箱

中适应新环境15 min。用纤维丝从大鼠后足的中间

位置进行直接刺激，刺激的时间为6 s，大鼠阳性

反应为抬足或添足。测定大鼠的力度从 2 g 开始，

最大力度为 26 g，当力度超过 26 g 时也计为 26 g。

对大鼠进行刺激而没出现任何阳性反应时，应该

用相邻高的力度再次刺激；对大鼠进行刺激后很

快地出现炎症反应时，应该用相邻低的力度再次

进行刺激。连续刺激所有大鼠，记录大鼠第一次

出现阳性反应的情况，再连续测定5次，每次刺激

间隔10 min。计算50％阳性反应刺激力度，即为大

鼠的MWT。

1.6.2 热痛阈值（TWL）的测定 分别于 CCI 前、

CCI后第 3天、第7天和第14天测定 3组大鼠TWL

值。把大鼠放置在玻璃板上，让其适应新环境

15 min，对大鼠的足底部进行热痛敏刺激。照射过

程中，将大鼠第1次出现抬腿的时间记为TWL。大

鼠足部照射时间一次不能超过30 s，防止大鼠的足

底部受到损伤。测定1次TWL，共测定5次，分别

取后3次的平均值。

1.7 透射电镜观察大鼠脊髓L4～L6节段自噬小

体数量和线粒体形态

将固定后的脊髓组织常规树脂包埋，制成

厚度为 80 nm 的超薄切片，裱贴于铜网上，3%

醋酸铀 - 枸 橼 酸 铅 双 重 染 色 ， 透 射 电 镜 观 察

大 鼠 脊 髓 L4 ～ L6 节段自噬小体数量和线粒体形

态。每张切片取 10 个视野进行观察。

1.8 Western blotting 检 测 大 鼠 脊 髓 组 织 中

PINK1和Parkin蛋白表达

将解冻的 50 mg 脊髓组织取出，裂解细胞并

提取核蛋白，并对核蛋白的浓度进行测量，分

装后，保存在-20℃的冰箱中。提取的蛋白溶液

和缓冲溶液按照 4∶1 的比例混匀，蛋白溶液全

部进行煮沸处置。将 50 μg 的蛋白样品注入电泳

板。将电泳板的蛋白样品全部转到 PVDF 膜，脱

脂奶粉封闭 1 h。加入一抗前，用 TTBS 溶液洗

涤，每次漂洗 10 min，一共漂洗 3 次，漂洗后

再加入二抗，稀释后封闭 1 h。最后取出 PVDF

膜，用 TTBS 溶液再次漂洗，DAB 溶液显影后

观察。

1.9 统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较采用重复测量

设计的方差分析。P <0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 3组大鼠一般情况比较

3组大鼠手术后恢复良好，均无感染、死亡及

肢体瘫痪的情况出现。Sham 组大鼠的情况良好；

NP组大鼠手术侧肢体后爪有内收的现象，偶有大

鼠跛行；与 NP 组大鼠比较，GDNF 组大鼠的情况

明显好转。

2.2 3组大鼠行为学特点比较

Sham组、NP组及GDNF组大鼠术前及术后3 d、

7 d、14 d的MWT和TWL比较，采用重复测量设计

的方差分析，结果：①不同时间点的 MWT 值及

TWL 值有差异 （FMWT =220.200，PMWT =0.000；FTWL =

48.040，PTWL =0.000）。②Sham组、NP组及GDNF组

大鼠MWT值及TWL值比较有差异 （FMWT =122.700，

PMWT =0.000；FTWL =121.100，PTWL =0.000）。③Sham

组、NP组及GDNF组大鼠MWT值及TWL值变化趋

势有差异 （FMWT =24.39，PMWT =0.000；FTWL =15.82，

PTWL =0.000）。见表1、图1和表2、图2。

2.3 3组大鼠线粒体形态和自噬小体数量比较

Sham组大鼠脊髓组织细胞结构完整，线粒体的

结构相对完好，线粒体未见肿胀或空泡、小室的现

象；与Sham组比较，NP组大鼠脊髓组织中完整自噬

小体双膜结构较少，线粒体分别出现肿胀甚至空泡变

性，还有一部分线粒体会和溶酶体相互融合；GDNF

组大鼠脊髓组织的情况明显好于NP组。见图3。

2.4 大鼠脊髓组织中PINK1和Parkin蛋白表达

3组大鼠各10只，与Sham组PINK1和Parkin蛋

白比较显示，NP 组大鼠脊髓组织中的蛋白升高

（P <0.05）；经过GDNF干预治疗后发现，GDNF组

大鼠脊髓组织中 PINK1 和 Parkin 蛋白降低 （P <

0.05）。见图4和图5。

Sham组

NP组

GDNF组

术前 术后3 d 术后7 d 术后14 d

M
W

T/
g

20

15

10

5

0

时间/d

① ① ①

①② ①② ①②

①与Sham组比较P <0.05；②与NP组比较P <0.05。

图1 3组大鼠MWT比较

表2 3组大鼠TWL比较 （n =10，s, x±s）

组别

Sham组

NP组

GDNF组

术前

11.71±1.12

11.92±1.31

12.14±1.13

术后3 d

12.31±0.92

7.43±0.91

9.14±0.92

术后7 d

11.92±1.13

5.93±1.12

8.01±2.22

术后14 d

12.03±1.02

5.82±1.13

8.11±1.21

Sham组

NP组

GDNF组

术前 术后3 d 术后7 d 术后14 d

时间/d

15

10

5

0

TW
L/s

①②①②①②

① ① ①

①与Sham组比较P <0.05；②与NP组比较P <0.05。

图2 3组大鼠TWL比较

表1 3组大鼠MWT比较 （n =10，g, x±s）

组别

Sham组

NP组

GDNF组

术前

14.13±1.81

13.61±2.13

15.12±1.12

术后3 d

13.51±1.61

4.82±1.12

7.13±1.13

术后7 d

13.13±2.12

3.51±1.14

6.02±1.51

术后14 d

13.71±1.73

4.14±1.21

6.72±1.42

Sham组 NP组 GDNF组

Sham组和GDNF组为线粒体；NP组为自噬小体。

图3 3组大鼠脊髓组织中的线粒体和自噬小体 （透射电镜×25 000）
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3 讨论

神经病理性疼痛是最为常见的一种慢性疾病，

其与受损神经部位神经元正常生理活动发生改变有

关[11-12]。神经元通过异常放电向脊髓神经元发放异常

冲动，强化脊髓兴奋性，同时让感觉功能出现异常。

有研究发现，神经病理性疼痛在动物实验中存在自噬

现象[13]。金桂林等[14]研究发现，当外周神经受到损伤

后，其中的GABA神经元和星形胶质细胞的自噬功能

会受到损伤，这很可能是神经病理性疼痛对其的诱

导。线粒体自噬在自噬过程中具有一定的选择性，介

导受损细胞的清除。线粒体自噬功能紊乱可能会导致

许多系统功能紊乱，如肿瘤、心血管、肌肉等相关疾

病[15]。PINK1/Parkin作为主要的信号转导通路，参与

细胞调控线粒体自噬。既往认为，Parkin在细胞线粒

体自噬中扮演主要角色。但最新研究显示，在线粒体

损伤中，PINK1不仅是主要的标志，也能有效地清除

细胞中失去功能的线粒体。自噬这一生理过程普遍存

在于真核生物细胞内，将细胞可利用成分进行分解回

收，同时清除无用细胞成分，包括细胞质、蛋白和细

胞器等。生理情况下，神经细胞会通过线粒体的自噬

作用对线粒体的质量进行调控，让受到损伤的线粒体

全部清除，从而发挥神经细胞的保护作用。到目前为

止，还没发现彻底治疗神经病理性疼痛的方法，并且

对其发病机制也不是十分清楚。GDNF是近些年新发

现的一种神经营养因子，在所有的运动神经元营养因

子中也是最活跃的[16]。因此本文用GDNF对神经病理

性疼痛大鼠进行干预，研究其对脊髓组织中PINK1蛋

白和Parkin蛋白的影响。

本实验复制CCI模型，通过对大鼠行为学的观察

比较发现，3组大鼠MWT和TWL在CCI前的阀值均

没有明显变化，与Sham组大鼠的术后3 d、7 d和14 d

的 MWT 和 TWL 比较，NP 组大鼠明显降低；经过

GDNF干预后，GDNF组大鼠在各个时间的MWT和

TWL比NP组大鼠明显增加。可见GDNF对NP模型大

鼠发挥了镇痛作用。同时，与NP组大鼠相比，GDNF

组大鼠脊髓组织一般情况明显好转，并且线粒体的数

目也显著增多，提示GDNF可抑制NP模型大鼠脊髓

组织细胞自噬活性，同时对线粒体损伤具有改善作

用。在本研究中，经过GDNF干预后NP模型大鼠脊

髓组织细胞自噬活性改变与大鼠疼痛行为学改变呈相

反趋势，同时伴有线粒体数目和形态的改变，由此可

认为，GDNF可能通过调控脊髓组织线粒体自噬活

性，改善线粒体损伤，从而参与对NP大鼠模型镇痛

作用的机制。陈贵军等[17]通过对脑卒中大鼠的研究发

现，脑卒中大鼠神经肝细胞移植治疗时，神经干细胞

经GDNF修饰后，可有效提升治疗效果，同时减轻神

经损伤的程度。李真真等[18]通过对神经病理性疼痛大

鼠的研究发现，雷帕霉素可不同程度地提高大鼠的机

械痛阀值和热刺激痛阀值。

目前，Parkin和PINK1信号是线粒体自噬的主要

途径，其对线粒体功能的维持和代谢都起重要作用[19]。

目前，在线粒体的自噬障碍中，Parkin和PINK1信号起

着重要的介导作用，同时对退行性疾病也有严重影响。

在正常的线粒体外膜中PINK1呈低表达，几乎检测不

到，只有当内源性PINK1的表达升高才会检测到其存

在。聚集在线粒体外膜的PINK1具有募集 Parkin的作

用。PINK1与Parkin会相互作用，从而对线粒体自噬的
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活性进行调节，以此对线粒体的数量和功能进行有

效维持。有研究证实，GDNF能有效地保护神经损

伤，进而抑制神经病理性疼痛，DRG神经元中和伤

害性有关的物质、P 物质和 VRI 的表达均可通过

GDNF 上调[20]。A 类纤维物质会直接影响神经损伤

而造成的神经痛，同时NGF也会对A类纤维物质进

行调节，所以GDNF在不表达NGF的DRG神经元中

就显得特别重要，并且极有可能在神经病理性疼痛

中起重要作用。本研究通过大鼠PINK1和Parkin蛋

白的表达发现，NP组大鼠的PINK1和Parkin蛋白表

达升高；当NP模型大鼠经过GDNF干预后，大鼠脊

髓组织中PINK1和Parkin蛋白显著降低。因此可以

推测，PINK1和 Parkin通路活性降低，介导脊髓组

织细胞线粒体自噬水平的改变，进而发挥其对NP

模型大鼠的镇痛作用，其可能是GDNF对NP模型大

鼠发挥治疗作用的机制之一。MEKA 等[21]发现，

GDNF可降低大鼠Parkin 蛋白的表达，从而预防多

巴胺能神经元变性。CHOONG等[22]通过对帕金森病

的研究证实，新型神经营养因子GDNF能有效地抑

制PINK1蛋白的表达，从而有效地减轻帕金森病的

严重程度。

综上所述，GDNF的作用机制可能是通过抑制

PINK1蛋白和Parkin蛋白的表达，从而有效地减轻

神经病理性疼痛。
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