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Nec-1鞘内注射抑制炎性反应对大鼠外周神经病理性疼痛的影响*
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  摘 要:目的 分析程序性坏死特异性抑制剂(Nec-1)鞘内注射抑制炎性反应对大鼠外周神经病理性疼痛

的影响。方法 选取45只雄性SD大鼠为研究对象,将45只大鼠按照随机数字表法分为对照组、损伤组、损伤

给药组,每组15只。对照组为空白组不做任何处理,损伤组给予坐骨神经损伤,损伤给药组给予坐骨神经损

伤,并在术后5
 

d给予Nec-1鞘内注射治疗,分别于术前1
 

d,术后1、3、5、7、10、12、14
 

d观察3组大鼠热刺激缩

足反射潜伏期(TWL)、机械缩足反射阈值(MWT)。术后14
 

d采用酶联免疫吸附试验检测所有大鼠肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β、IL-6水平,将所有大鼠麻醉处死,取L4~L6 段脊髓背角,使用 Western
 

blot
 

法检测大鼠混合系激酶区域样蛋白(MLKL)、受体相互作用蛋白(RIP)1、RIP3水平。结果 3组大鼠术前

1
 

d
 

TWL、MWT比较,差异无统计学意义(P>0.05)。对照组术前1
 

d与术后1、3、5、7、10、12、14
 

d
 

TWL、
MWT比较,差异无统计学意义(P>0.05)。损伤组TWL、MWT术后1、3、5、7、10、12、14

 

d明显下降,与术前

1
 

d比较,差异有统计学意义(P<0.001)。损伤给药组术后1、3、5
 

d
 

TWL、MWT较术前1
 

d明显下降,给药后

出现升高,术后7、10、12、14
 

d
 

TWL、MWT较术后1、3、5
 

d
 

明显升高,差异有统计学意义(P<0.001)。
 

MLKL、
RIP1、RIP3水平在对照组、损伤给药组、损伤组依次升高,两两比较,差异有统计学意义(P<0.001)。

 

TNF-α、
IL-1β、IL-6水平在对照组、损伤给药组、损伤组中依次升高,两两比较,差异有统计学意义(P<0.001)。结

论 Nec-1鞘内注射可以对大鼠外周神经病理性疼痛产生积极影响,还可有效抑制脊髓背角细胞的坏死性凋

亡,降低大鼠炎症因子水平。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

intrathecal
 

injection
 

of
 

a
 

specific
 

inhibitor
 

of
 

programmed
 

Nec-1
 

on
 

the
 

peripheral
 

neuropathic
 

pain
 

in
 

rats.Methods A
 

total
 

of
 

45
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

re-
search

 

subjects,and
 

divided
 

into
 

control
 

group,injury
 

group
 

and
 

injury
 

administration
 

group
 

according
 

to
 

ran-
dom

 

number
 

table
 

method,15
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

control
 

group
 

was
 

the
 

blank
 

group
 

without
 

any
 

treat-
ment,injury

 

group
 

was
 

given
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

injury,injury
 

administration
 

group
 

was
 

given
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

damage,and
 

given
 

Nec-1
 

intrathecal
 

injection
 

treatment
 

after
 

surgery
 

5
 

d,thermal
 

stimulus
 

retraction
 

latency
 

(TWL),mechanical
 

withdrawal
 

reflex
 

threshold
 

(MWT)
 

were
 

observed
 

at
 

1
 

d
 

before
 

surgery,1,3,5,7,10,
12,14

 

d
 

after
 

surgery.After
 

surgery
 

14
 

d,the
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

-α
 

(TNF-α),interleukin-1
 

β
 

(IL-
1β),interleukin-6

 

(IL-6)
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,all
 

rats
 

were
 

anesthetized
 

and
 

sacrificed,and
 

the
 

levels
 

of
 

rat
 

hybrid
 

kinase
 

domain-like
 

protein
 

(MLKL),receptor
 

interacting
 

protein
 

(RIP)1
 

and
 

RIP3
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

TWL
 

and
 

MWT
 

among
 

3
 

groups
 

1
 

day
 

before
 

surgery
 

(P>0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

TWL
 

and
 

MWT
 

between
 

the
 

control
 

group
 

at
 

1
 

d
 

before
 

surgery
 

and
 

1,3,5,7,10,12,14
 

d
 

after
 

surgery
 

(P>0.05).In
 

the
 

injury
 

group,TWL
 

and
 

MWT
 

decreased
 

significantly
 

at
 

1,3,5,7,10,12,14
 

d
 

after
 

surgery,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

compared
 

with
 

at
 

1
 

d
 

before
 

surgery
 

(P<0.001).In
 

the
 

injury
 

administration
 

group,TWL
 

and
 

MWT
 

at
 

1,3
 

d
 

and
 

5
 

d
 

after
 

surgery
 

decreased
 

significantly
 

compared
 

with
 

at
 

1
 

d
 

before
 

sur-
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gery,and
 

increased
 

after
 

administration.TWL
 

and
 

MWT
 

at
 

7,10,12
 

and
 

14
 

d
 

after
 

surgery
 

increased
 

signifi-
cantly

 

compared
 

with
 

at
 

1,3
 

and
 

5
 

d
 

after
 

surgery,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.001).The
 

levels
 

of
 

MLKL,RIP1
 

and
 

RIP3
 

in
 

control
 

group,injury
 

administration
 

group
 

and
 

injury
 

group
 

increased
 

successively,
the

 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).The
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-1β
 

and
 

IL-6
 

in
 

control
 

group,injury
 

administration
 

group
 

and
 

injury
 

group
 

increased
 

successively,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).Conclusion Nec-1
 

intrathecal
 

injection
 

has
 

a
 

positive
 

effect
 

on
 

peripheral
 

neuropathic
 

pain
 

in
 

rats,and
 

it
 

could
 

also
 

effectively
 

inhibit
 

the
 

necrotizing
 

apoptosis
 

of
 

spinal
 

dorsal
 

horn
 

cells
 

and
 

im-
prove

 

the
 

level
 

of
 

inflammation
 

in
 

rats.
Key

 

words:thermal
 

stimulus
 

retraction
 

latency; specific
 

inhibitor
 

of
 

programmed
 

necrosis; sciatic
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injury; neuropathic
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pain; interleukin-6; mechanical
 

withdrawal
 

reflex
 

threshold

  神经病理性疼痛是指由于疾病或者躯体受损后

出现的疼痛,此类疼痛为中枢神经或者外周神经破坏

性刺激导致[1]。目前,临床上对于神经病理性疼痛的

治疗手段多种多样,但整体治疗效果依旧不够理想。
机体受到损伤及细胞坏死性凋亡等均会导致神经细

胞出现死亡,继而引起神经病理性疼痛等。因此,在
神经病理性疼痛改善方面,可从调节细胞程序性坏死

方面入手,程序性坏死特异性抑制剂(Nec-1)可以对

程序性坏死产生抑制作用,探讨其对炎性反应、外周

神经病理性疼痛的影响具有重要意义[2-4]。本研究以

45只雄性大鼠为研究对象,分析Nec-1在抑制炎性反

应对大鼠外周神经病理性疼痛的影响中的作用,现报

道如下。
1 材料与方法

1.1 实验动物 选取雄性SD大鼠45只为研究对

象,按照随机数字表法分为对照组、损伤组、损伤给药

组,每组15只。对照组大鼠月龄2~3个月,平均

(2.35±0.12)月;体质量182~220
 

g,平均(192.36±
1.87)g。损伤组大鼠月龄2~3个月,平均(2.36±
0.12)月;体质量180~220

 

g,平均(192.41±1.92)g。
损伤给药组月龄2~3个月,平均(2.41±0.16)月;体
质量183~220

 

g,平均(192.38±1.88)g。3组大鼠月

龄、体质量比较,差异无统计学意义(P>0.05)。研究

期间所有大鼠生活环境控制为湿度40%~70%、温度

18~22
 

℃,自然昼夜光线下饲养,自由饮水进食,4
只/笼。
1.2 仪器与试剂 Nec-1由上海懋康生物科技有限

公司提供,PubChem 化学物质编号24724559,MDL
编号 MFCD00056916Von-Frey。BME-410A 型热痛

刺激仪由北京拜安吉科技有限公司提供。受体相互

作用蛋 白(RIP)3、RIP1、混 合 系 激 酶 区 域 样 蛋 白

(MLKL)抗体,以及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞

介素(IL)-1β、IL-6检测试剂盒由Abcam
 

公司提供。
1.3 方法 在损伤组、损伤给药组大鼠腹腔内注射

10%水合氯醛300
 

mg/kg进行麻醉,手术损伤坐骨神

经。术后对损伤给药组大鼠进行鞘内置管,术后5
 

d
给予Nec-1鞘内注射治疗,每天5

 

μg
 

Nec-1+10
 

μL
二甲基亚砜(DMSO)储备液注射治疗,持续至术后

14
 

d。对照组为空白组不做任何处理。
1.4 观察指标 分别于术前1

 

d,术后1、3、5、7、10、
12、14

 

d观察3组热刺激缩足反射潜伏期(TWL)、机
械缩足反射阈值(MWT),采用BME-410A型热痛刺

激仪进行测试,参照仪器使用说明书进行操作。术后

14
 

d采用酶联免疫吸附试验检测所有大鼠 TNF-α、
IL-1β、IL-6水平,将所有大鼠麻醉处死,取L4~L6 段

脊髓背角,使用 Western
 

blot法检测大鼠 MLKL、
RIP1、RIP3水平。
1.5 统计学处理 采用SPSS24.0统计软件进行数据

处理及统计分析。呈正态分布的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用方差分析,多组间中的两两比较采

用SNK-q检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组大鼠TWL、MWT比较 3组大鼠术前1
 

d
 

TWL、MWT比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
对照组术前1

 

d与术后1、3、5、7、10、12、14
 

d
 

TWL、
MWT比较,差异无统计学意义(P>0.05)。损伤组

TWL、MWT术后1、3、5、7、10、12、14
 

d明显下降,与
术前1

 

d比较,差异有统计学意义(P<0.001)。损伤

给药组术后1、3、5
 

d
 

TWL、MWT较术前1
 

d明显下

降,给药后出现升高,术后7、10、12、14
 

d
 

TWL、MWT
较术后1、3、5

 

d
 

明显升高,差异有统计学意义(P<
0.001)。见表1。

表1  3组大鼠TWL、MWT比较(x±s,s)

组别 n 时间 TWL MWT

对照组 15 术前1
 

d 15.22±0.51 13.64±1.42

术后1
 

d 15.31±0.84 12.54±2.12

术后3
 

d 15.29±0.61 13.23±1.78

术后5
 

d 15.31±0.55 12.88±1.31

术后7
 

d 15.87±0.47 13.21±1.52

术后10
 

d 15.22±0.74 13.32±1.73

术后12
 

d 15.34±0.56 13.35±1.62

术后14
 

d 15.30±0.55 13.35±1.61

F 1.775
 

0.619

P 0.099
 

0.739

·5091·检验医学与临床2022年7月第19卷第14期 Lab
 

Med
 

Clin,July
 

2022,Vol.19,No.14



续表1  3组大鼠TWL、MWT比较(x±s,s)

组别 n 时间 TWL MWT

损伤组 15 术前1
 

d 15.16±0.64 13.86±0.94

术后1
 

d 8.02±1.11 9.07±1.63

术后3
 

d 8.41±0.58 9.52±1.36

术后5
 

d 6.37±0.65 6.37±1.68

术后7
 

d 5.86±0.74 5.54±2.35

术后10
 

d 5.03±0.35 3.84±2.57

术后12
 

d 5.54±0.53 3.55±1.93

术后14
 

d 5.53±0.58 3.56±1.94

F 360.535 57.835

P <0.001 <0.001

损伤给药组 15 术前1
 

d 15.33±0.47 14.14±0.71

术后1
 

d 7.54±1.36 8.46±1.72

术后3
 

d 9.06±0.65 8.83±1.45

术后5
 

d 6.04±0.53 6.86±1.44

术后7
 

d 10.64±0.44 10.64±1.43

术后10
 

d 12.23±0.66 11.27±2.35

术后12
 

d 12.24±0.68 11.28±2.34

术后14
 

d 11.83±0.78 11.64±1.88

F 236.653 25.395

P <0.001 <0.001

2.2 3组大鼠脊髓背角细胞程序性坏死的坏死通路

蛋白表达水平比较 术后14
 

d,MLKL、RIP1、RIP3
水平在对照组、损伤给药组、损伤组依次升高,两两比

较,差异有统计学意义(P<0.001)。见表2。
表2  3组大鼠脊髓背角细胞程序性坏死的坏死通路

   蛋白表达水平比较(x±s)

组别 n MLKL RIP1 RIP3

对照组 15 2.23±0.44*# 0.18±0.04*# 0.41±0.03*#

损伤组 15 12.12±0.41* 0.87±0.17* 2.36±0.14*

损伤给药组 15 2.87±0.31 0.38±0.10 0.75±0.03

F 3
 

010.881 140.037 2
 

281.612

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与损伤给药组比较,*P<0.05;与损伤组比较,#P<0.05。

2.3 3组大鼠炎症因子水平比较 TNF-α、IL-1β、

IL-6水平在对照组、损伤给药组、损伤组中依次升高,
两两比较,差异有统计学意义(P<0.001)。见表3。

表3  3组大鼠炎症因子水平比较(x±s,μg/mg)

组别 n TNF-α(ng/mL) IL-1β(ng/mL) IL-6(pg/mL)

对照组 15 24.38±1.43*# 22.34±1.04*# 43.68±1.03*#

损伤组 15 112.69±2.15# 44.67±1.21# 125.96±1.16#

损伤给药组 15 61.87±2.13 30.49±1.17 80.42±1.71

F
 

7
 

889.936
 

1
 

467.820
 

14
 

342.266
 

P
 

<0.001 <0.001 <0.001

  注:与损伤给药组比较,*P<0.05;与损伤组比较,#P<0.05。

3 讨  论

  神经病理性疼痛的原因多样,手术类型、年龄、麻
醉时间等因素均可对神经病理性疼痛的发病产生影

响。目前,在此病治疗中,各种药物所能起到的效果

还不够理想,对此病进行有效治疗依旧是临床领域亟

待解决的重要问题[5-8]。有研究表明,患者出现神经病

理性疼痛与细胞出现的坏死性凋亡有很大关系,因此在

神经病理性疼痛上可向此领域进行深入分析[9-12]。
RIP1与RIP3形成坏死小体,被认为是程序性坏

死的重要分子标志,Nec-1对RIP1与
 

RIP3的结合可

以产生抑制作用,达到有效阻断坏死性凋亡的目的,
继而改善病理性损伤,缓解疼痛[13-15]。本研究结果显

示,损伤组、损伤给药组TWL、MWT在术后1、3、5
 

d
有明显下降的趋势,说明研究构建的分组具有严谨性

与合理性。且研究结果显示损伤给药组TWL、MWT
先下降后升高(P<0.001),说明在大鼠损伤后,给予

其Nec-1鞘内注射对于细胞坏死性凋亡起到抑制作

用,可缓解坏死引起的大鼠热痛觉过敏、机械痛觉

等[16-18]。外周神经损伤出现后,可以使大鼠脊髓背角

胶质细胞激活,使大鼠炎症因子释放增加,而炎症因

子水平的升高又会对大鼠神经病理性疼痛产生重要

影响。TNF-α已被证实可直接激活RIP1,助力坏死

性凋亡。由于TNF-α、IL-1β、IL-6可以直接反映炎症

因子激活情况,通过对其表达水平的观察可以分析药

物对神经病理性疼痛产生的影响。术后14
 

d,损伤组

TNF-α、IL-1β、IL-6水平最高,明显高于损伤给药组,
说明损伤组大鼠炎症因子激活明显强于损伤给药组,
证明Nec-1鞘内注射在抑制炎性反应等方面具有积

极作用,继而缓解大鼠神经病理性疼痛[19-20]。
综上所述,Nec-1鞘内注射对大鼠外周神经病理

性疼痛、炎性反应改善等均有积极意义,可以抑制大

鼠脊髓背角细胞的坏死性凋亡,值得深入研究。
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福州地区汉族人群CYP2C19基因多态性分析及方法学比较*
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  摘 要:目的 研究福州地区汉族人群CYP2C19基因多态性分布及其与氯吡格雷代谢相关性,并比较不

同方法在CYP2C19基因检测方面的差异。方法 2021年3-7月于福建省立医院采集324例福州地区汉族人

群的静脉抗凝血,提取基因组DNA,采用实时荧光定量PCR法与荧光PCR毛细管电泳法分别进行CYP2C19
基因多态性检测,比较同一标本两种方法检测的等位基因及基因型结果。选取100例研究对象的CYP2C19基

因分型检测结果对两种方法的一致性进行验证,两种方法间结果的一致性采用Kappa检验。计算福州地区汉

族人群CYP2C19基因的等位基因频率与基因型频率。结果 采用实时荧光定量PCR法与荧光PCR毛细管

电泳法分别检测100例福州地区汉族人群的CYP2C19基因多态性,两种方法一致性为100%(Kappa=1.000,

P<0.05)。在324例福州地区汉族人群中共检出CYP2C19*1、CYP2C19*2、CYP2C19*3、CYP2C19*17
 

4
种等位基因,等位基因频率分别为58.18%、37.65%、3.24%和0.93%;共检出CYP2C19*1/*1、CYP2C19*
1/*2、CYP2C19*1/*3、CYP2C19*1/*17、CYP2C19*2/*2、CYP2C19*2/*3、CYP2C19*2/*17、

CYP2C19*3/*17
 

8种 基 因 型,基 因 型 频 率 分 别 为34.26%、43.52%、3.09%、1.23%、14.20%、3.09%、

0.31%、0.31%,未发现CYP2C19*3/*3和*17/*17纯合子基因型。根据CYP2C19基因型分布将福州地

区汉族人群氯吡格雷代谢类型分为强代谢型、中间代谢型和弱代谢型,其比例分别为34.26%、47.84%和

17.90%。结论 实时荧光定量PCR法与荧光PCR毛细管电泳法在CYP2C19基因多态性检测中具有良好一

致性,可应用于人群 CYP2C19基因多态性检测;福州地区汉族 人 群 中 CYP2C19*1等 位 基 因 频 率 最 高,

CYP2C19*17等位基因频率最低,含有CYP2C19*2等位基因的基因型是构成福州地区汉族人群氯吡格雷弱

代谢型的主要类型,福州地区汉族人群中氯吡格雷中间代谢型比例最高,对临床使用抗凝药物氯吡格雷进行抗

血栓治疗具有指导意义。
关键词:基因多态性; CYP2C19; 氯吡格雷; 用药指导

中图法分类号:R446.9 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2022)14-1907-05

Analysis
 

of
 

genetic
 

polymorphism
 

of
 

CYP2C19
 

in
 

Fuzhou
 

Han
 

population
 

and
 

methods
 

comparison*

WU
 

Yichen1,CHEN
 

Dian2,3,WANG
 

Yaocheng2,3,4,YU
 

Hong2,3,LAI
 

Li2,3,4△,HUANG
 

Yi2,3,4

1.Fujian
 

University
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

1st
 

Clinical
 

College,Fuzhou,Fujian
350001,China;2.Forensic

 

Science
 

Institute
 

of
 

Fujian
 

Provincial
 

Hospital,Fuzhou,Fujian
 

350001,

China;3.Fujian
 

Provincial
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Cardiovascular
 

Disease,Fuzhou,Fujian
 

350001,

China;4.Provincial
 

Clinical
 

College
 

of
 

Fujian
 

Medical
 

University,Fuzhou,Fujian
 

350001,China
Abstract:Objective To
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distribution
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and
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metabolism
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Han
 

population,and
 

to
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genotypes
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using
 

two
 

PCR-based
 

approaches.Methods From
 

March
 

to
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2021,324
 

cases
 

of
 

intravenous
 

anticoagu-
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blood
 

samples
 

from
 

Fuzhou
 

Han
 

population
 

were
 

collected
 

in
 

Fujian
 

Provincial
 

Hospital,and
 

genomic
 

DNA
 

was
 

extracted.The
 

polymorphism
 

of
 

CYP2C19
 

gene
 

was
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and
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and
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染等问题。本研究采用实时荧光定量PCR法与荧光

PCR毛细管电泳法两种方法进行CYP2C19基因检

测,以100例福州地区汉族人群为研究对象,比较检

测结果的差异,研究结果表明荧光定量PCR法与荧

光PCR毛细管电泳法在CYP2C19基因多态性检测

方面具有良好一致性,均能够用于临床CYP2C19基

因快速检测,对临床CYP2C19基因检测方法的选择

具有参考价值。荧光PCR毛细管电泳法较实时荧光

定量PCR法具有复合扩增、高通量检测及结果判读

简单直观等优点,尤其采用抗凝全血标本免提取直接

PCR扩增的方式,减少了提取及纯化基因组DNA的

环节,大大缩短了检测时间及避免了提取过程中的标

本间交叉污染,不仅可以满足临床检测需要,而且更

适合大规模的基因筛查。
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