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基于 0#NBOGP信号通路分析咪达唑仑对

腰椎间盘突出症模型大鼠疼痛的影响

刘建 Q

!叶玉军 !

!刘树民 Q

!刘爽 #

%

Q4

开滦总医院赵各庄医院麻醉科&河北 古治
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'

!4
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"%#"""

'

#4

开滦总

医院赵各庄医院外科&河北 古治
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!摘要" 目的!探究基于
0#NBOGP

信号通路分析咪达唑仑对腰椎间盘突出症模型大鼠疼痛的影响" 方法!选取

R"

只
DG<

级别
DS

健康大鼠#雌雄各半$随机分为正常组$模型组$低%中%高剂量组$模型组和低%中%高剂量组先建立

腰椎间盘突出症模型" 正常组%模型组大鼠腹腔注射生理盐水$低%中%高剂量组大鼠腹腔注射咪达唑仑$分别按
#"

%

%"

%

;" 3> T U>

给药" 采用酶联免疫吸检测大鼠血清中白细胞介素
V$!

&

().@-7@2U()V$!

$

WXV$!

'%肿瘤坏死因子
V"

&

.23/-

)@C-/F(F Y*C./-V"

$

19<V"

'%

RV

羟色胺&

RV'Z=-/IZ.-Z0.*3()@

$

RV?1

'%

!V

内啡肽&

!V@)=/-0'()

$

!VHG

'%

G

物质&

F2AF.*)C@ G

$

DG

'%神经肽
L

&

)@2-/0@0.(=@ L

$

9GL

'水平$采用
[@F.@-) A7/.

检测各组大鼠组织中
0#N BOGP

$基质金属蛋白酶
#

&

3*\

.-(I 3@.*77/0-/.@()*F@V#

$

BBG#

'蛋白表达( 结果!模型组大鼠
19<V"

%

WXV$!

%

!VHG

水平较正常组高$

RV?1

水平低于正

常组&

!]585R

')低%中%高剂量组大鼠
19<V"

%

WXV$!

%

!VHG

水平较模型组下降%

RV?1

水平升高&

!]585R

'*模型组大鼠较

正常组
DG

+

9GL

水平上升&

!]585R

')低%中%高剂量组较模型组大鼠
DG

%

9GL

水平下降&

!]585R

'" 模型组较正常组大鼠

0#N BOGP

%

BBGV#

表达上升&

!]585R

'$低%中%高剂量较模型组大鼠
0#N BOGP

%

BBGV#

表达下降&

!]585R

'"结论!咪达

唑仑可以改善腰椎间盘突出症模型大鼠的免疫炎症反应$可能是通过
0#NBOGP

信号通路调控来实现的"
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腰椎间盘突出症又称腰椎纤维环破坏症! 是临

床常见疾病"随着社会经济发展和人口老龄化增加!

其发病率呈逐年上升趋势! 对患者生活质量及身体

健康造成了严重影响#

$:!

$

" 腰椎间盘突出症发病机制

较为复杂!相关研究指出!该病可能是由于外力导致

了腰椎关节错位!从而对脊神经%脊髓产生了刺激!

也可能是关节错位等造成神经根移位与椎间盘卡压

从而诱发了一系列腰椎活动障碍和下肢放射性疼

痛#

#

$

" 临床常用的治疗手段以药物治疗%手术治疗为

主!但治疗效果并不明显" 研究指出#

;

$

!在相关腰椎

间盘突出大鼠模型实验中!基于
0#<=>?@

通路的激

活基本条件需要
0#<=>?@

蛋白的磷酸化或结合

A1?

信号! 且
0#<=>?@

信号转导通路参与应急条

件下细胞炎症反应% 细胞凋亡和免疫调节等生理过

程"随着炎症的增加!可能会加重腰间盘突出症的疼

痛程度!所以预想
0#<=>?@

信号转导通路与疼痛程

度有一定的关联"除此之外!咪达唑仑属于强力镇静

剂!具有良好镇静效果%肌松及抗焦虑抑郁效果!但

有关缓解腰椎间盘突出症疼痛情况的研究鲜有报

道#

B

$

" 为探究
0#<=>?@

信号通路%咪达唑仑在腰椎

间盘突出症模型大鼠应用效果! 本研究建立腰椎间

盘突出症模型!通过
0#<=>?@

信号通路分析咪达唑

仑对腰椎间盘突出症模型大鼠疼痛的影响"

!

材料与方法

!" !

实验动物

选取
B"

只
C?D

级别
CE

健康大鼠! 雌雄各半&

动物来源于晨光生物科技集团股份有限公司! 使用

许可证号'

CFG@

(冀)

!5!5:5$#

& 年龄
HIJ#

(

JJ4JK

J8L

)个月&体质量
!J5I!;!

(

!!%8JM$#8%

)

N

" 保持喂养

环境温度在(

!#8;MJ8;

)

O

!湿度
#BPQ;"P

!

J! '

光照

昼夜交替照明饲养
J

周!给予标准鼠科动物饲料!不

限制饮水%饮食"本文研究获得我院伦理委员会批准

(批号'

!"!J:R!LJ

)"

!" #

实验试剂和药物

兔抗大鼠
19D:!

和
ST:J"

抗体(

RUE

公司!货

号'

@DC!#"

)! 大鼠抗兔
B:V1

和
":W?

抗体(

A(XY/

公司!货号'

GF:R5#J

)"

0#< =>?@

%基质金属蛋白酶

#

(

3*.-(Z 3[.*77/0-/.[()*\[:#

!

==?#

)%白细胞介素
:

J"

(

().[-7[2]():J"

!

ST:J"

)%肿瘤坏死因子
:!

(

.23/-

)[Y-/\(\ ^*Y./- :!

!

19D :!

)%

B :

羟色胺 (

B :'_`-/Za

_.-_0.*3()[

!

B:V1

)%

":

内啡肽(

":[)`/-0'()

!

":W?

)%

?

物质(

\2X\.*)Y[ ?

!

C?

)%神经肽
F

(

)[2-/0[0.(`[ F

!

9?F

)试剂盒(南京建成生物工程研究所)" 咪达唑仑

(上海罗氏制药有限公司! 批准文号' 国药准字

V!55!5$B%

&规格'

$B 3N

)"

!" $

实验方法

!" $" !

动物造模及分组 大鼠饲养
$

周!选取其中

$5

只为正常组!参考师振予等 #

%

$研究建立腰椎间盘

突出症大鼠模型!余下
;5

只大鼠建立腰椎间盘突出

症模型(分为模型组和咪达唑仑低%中%高剂量组)"

在建模前禁食
$! '

!不禁水!腹部注射
!P

巴比妥钠

麻醉" 选取近肛门约
$ Y3

处切断大鼠尾椎!断尾前

使用橡皮条对切口近端结扎!避免大量出血"选取尾

椎中任一椎间盘髓核!并对两侧椎旁肌钝性分离!切

除椎体棘突%左侧椎板%关节突" 使左侧硬脊膜充分

暴露!置入之前取出的髓核组织!使其对神经根产生

压迫!并依次缝合" 实验过程中!观察各组大鼠行为

变化!以左后肢出现拖曳%跛行及行走时完全避免左

后肢负重等行为改变证实造模成功" 建模过程中死

亡
!

只!成功
#<

只!其中模型组%高剂量组各
$5

只!

中%低剂量组各
H

只"

!" $" #

药物干预 按照
=[[':R2X)[-

公式 #

L

$计算

体表面积(

>b]cd! e # e $f fff

!式中
>

为体表面积!

以
3

!计算)!计算大鼠给药剂量"对低%中%高剂量组

分别按照
#f

%

%f

%

Hf 3N e ]N

腹腔注射咪达唑仑!正常

组和模型组采用同等剂量生理盐水进行注射"

!" %

观察项目与方法

!" %" !

病理学观察 术后
!$ `

采用断头法处死大

鼠 !取血
% 37

!使用
! fff - e 3()

的离心机处理

!f 3()

!离心半径
B Y3

!分离上清液!置于
:Lf O

温度

下保存"同时取大鼠腰椎组织放入液氮中干预!行常

规石蜡包埋及
# #3

连续切片"切片烤干后行脱蜡处

理!后顺序置于不同浓度乙醇中各复水
# 3()

" 使用

苏木精染色
$B 3()

后清洗
#

次!使用盐酸乙醇分化

处理
#f \

!充分清洗后以
$P

伊红染色!使用乙醇脱

水处理后脱蜡包埋!封片后于显微镜下观察"

!" %" #

血清学检查 采用酶联免疫吸附法测定

ST:$"

%

19D:!

%

B:V1

%

":W?

%

C?

%

9?F

水平" 严格按

照试剂盒说明书进行操作"

!" %" $

各组大鼠
0#< =>?@

和
==?:#

表达 对标本

以磷酸盐缓冲盐水 (

0'/\0'*.[ X2^^[-[` \*7()[

!

?gC

)

冲洗后!行
#f 3()

裂解后对蛋白浓度进行测定" 选

.'[ [Z0-[\\(/) /^ 0#< =>?@ *)` ==?:# `[Y-[*\[` () .'[ 7/h `/\[

!

3[`(23 `/\[ *)` '(N' `/\[ Y/30*-[` h(.' .'[ 3/`[7

N-/20

(

!if8fB

)

8 &'()*+,-'( =(`*j/7*3 3*_ *3[7(/-*.[ .'[ (332)[ ()^7*33*./-_ -[\0/)\[ () -*.\ h(.' * 3/`[7 /^ 723X*- `(\Y

'[-)(*.(/)

!

0/\\(X7_ -[N27*.[` .'-/2N' .'[ 0#<=>?@ \(N)*7()N 0*.'h*_8

./012345 0#<=>?@ \(N)*7()N 0*.'h*_

&

S).[-k[-.[X-*7 `(\] `(\07*Y[3[).

&

S332)(._

&

S)^7*33*.(/)

&

T23X*-

k[-.[X-*[

&

?*()

B%

" "
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择
!: !;

蛋白质!添加完成蛋白缓冲液后进行
$: 3()

电泳!后将电转膜浸泡在
$:<

的牛奶中!在常温下进

行
=" 3()

封存" 后结合多克隆抗体一抗#

!8>? 3; @!7

$

稀释!进行
> A

孵育%取出以
1BC1

液冲洗!后结合抗

多克隆抗体二抗&

!4>? 3; @!7

$!保存
%: 3()

后开始

清洗与显色!采用
DEF.E-) G7/.

方法对细胞凋亡相关

蛋白
0#H IJKL

'

IIKM#

表达进行检测"

!" #

统计学处理

采用
CKCC !$4:

软件进行统计分析"定量资料采

用均数
N

标准差&!

!

!"

$表示!用
L/73/;/-/OPC3(-)/O

检验数据是否符合正态分布! 符合正态分布的数据

多组间比较采用单因素方差分析! 对照组与建模后

各组间大鼠统计学分析采用成组设计定量资料
#

检

验!咪达唑仑不同剂量间比较采用
C9L

法单因素水

平方差分析" 以
$Q585?

为差异有统计学意义"

$

结果

$" !

大鼠腰椎病理学观察

正常组椎间盘结构完整!纤维环整齐排列'界限

清晰"模型组出现不同程度退行性变化'核髓体积减

小'类软骨细胞数量增加'局部突出'纤维化受压迫

排列紊乱" 咪达唑仑低剂量组与中剂量组见退行性

变化'类软骨细胞数量减少(高剂量组几乎不见退行

性变化'纤维化排列基本整齐'界限略模糊不清% 见

图
>

%

$" $

各组大鼠血清
19RP"

'

STP>#

'

?PU1

'

$PVK

水

平比较

与正常组相比!模型组和咪达唑仑低'中'高剂

量组大鼠
?PU1

下降!

19RP%

'

STP$$

'

$PVK

水平上

升&

$Q:4:?

$(相比模型组!咪达唑仑低'中'高剂量组

大鼠
?PU1

上升!

19RP"

'

STP$$

'

$PVK

水平下降&

$Q

:4:?

$(相比低剂量组!咪达唑仑中'高剂量组大鼠
?P

U1

上升!

19RP"

'

STP$$

'

$PVK

水平下降 &

$Q:4:?

$(

相比咪达唑仑中剂量组!高剂量组大鼠
?PU1

上升!

19RP"

'

STP$$

'

$PVK

水平降低&

$Q:4:?

$%各组
19RP

"

'

STP$$

'

?PU1

'

$PVK

水平比较差异有统计学意义

&

$Q:4:?

$% 见表
$

%

$" %

各组大鼠血清
CK

和
9KW

水平变化

相比正常组!模型组及咪达唑仑低'中'高剂量

组大鼠
CK

'

9KW

水平升高&

$Q:4:?

$(与模型组相比!

低'中'高剂量组大鼠
CK

'

9KW

水平降低&

$Q:4:?

$(

相比低剂量组!中'高剂量组大鼠
CK

'

9KW

水平较低

&

$Q:4:?

$(相比中剂量组!高剂量组大鼠
CK

'

9KW

水

平较低&

$Q:4:?

$% 各组
CK

'

9KW

水平比较差异有统

计学意义&

$Q:4:?

$% 见表
!

%

$" &

各组大鼠腰椎组织
0#H IJKL

和
IIKP#

蛋白

表达对比

相比正常组!模型组及咪达唑仑低'中'高剂量

组大鼠
0#H IJKL

'

IIKP#

表达升高&

$Q:4:?

$(相比

模型组!低'中'高剂量组大鼠
0#H IJKL

'

IIKP#

表

达较低&

$Q:4:?

$(相比低剂量组!中'高剂量组大鼠

0#H IJKL

'

IIKP#

表达较低&

$Q:4:?

$(相比中剂量

组!高剂量组大鼠
0#H IJKL

'

IIKP#

表达较低&

$Q

:4:?

$% 各组
0#H IJKL

'

IIKP#

表达比较差异有统

计学意义&

$Q:4:?

$% 见表
#

和图
!

%

图
!

各组大鼠干预
!$ A

后腰椎组织病理

学观察 &

UVXY55

$

!'"

正常组
!("

模型组

!)

!

!*

!

!+"

分别为咪达唑仑低'中'高剂量组

,-."! U(F./0*.'/;-*3 /Z 723G*- F0()E () E*['

;-/20 /Z -*.F *. !$ A *Z.E- ().E-OE).(/)

&

UVX

Y55

$

!'" 9/-3*7 ;-/20 !(" I/AE7 ;-/20

!)

!

!*

!

!+" I(A*\/7*3 7/] A/FE

!

3EA(23 A/FE

*)A '(;' A/FE ;-/20F

!

-EF0E[.(OE7^

!"

!# !$

%& %'

%"

?_

" "
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组别 鼠数
19:;! <

!

)3/7

"

=

;>

#

?=;>" <

!

)3/7

"

=

;>

#

@;A1 <

!

)B

"

=

;$

#

";CD <

!

)B

"

=

;$

#

正常组
$5 $85EF58$G $8%HF58!I %8$HF58E5 G!8%$FE8!5

低剂量组
I !8!!F58$%

*J

#85>F58@#

*J

@8>GF58H!

*J

@>8%IFE8%>

*J

中剂量组
I >8IGF58>G

*JK

!8@HF58G%

*JK

@8G!F58%%

*JK

GH8H!FH8G!

*JK

高剂量组
>5 >8G#F58>#

*JKL

!8>!F58G@

*JKL

@8EIF58E5

*JKL

GG85!F%8H>

*JKL

!

值
>EE8>IE >H8%E> G8E%I G85>5

"

值
M585@ M585@ M585@ M585@

模型组
>5 !8%HF58>@

*

#8!GF58%>

*

G8EIF58E>

*

@%8IGF>>8>>

*

表
!

各组大鼠血清
"#

和
$%&

水平比较!!

!

#$

#

'()*! +,-.(/01,2 ,3 14/5- "% (26 $%& 748471 02 /(91

(-,2: 9;4 :/,5.1

!!

!

#$

#

表
<

各组大鼠
.<= >?%@

!

>>%A<

表达对比!!

!

#$

#

'()*< +,-.(/01,2 ,3 .<= >?%@ (26 >>%A< 4B./4110,21

02 /(91 (-,2: 9;4 :/,5.1

!!

!

#$

#

注$

N

%

O

%

&

%

P

%

C

分别为正常组&模型组&咪达唑仑低%中%高剂量组

图
!

各组大鼠腰椎
0#EQNDR

%

QQD;#

表达
STU.T-) J7/.

图

C0:*! STU.T-) J7/. L(*B-*3 /V 0#EQNDR *)L QQD;# TW0-TUU(/)U ()

723J*- U0()T /V -*.U *3/)B .'T B-/20U

组别 鼠数
XD 9DY

正常组
$5 @!8$#F%8!# $$!8%@FI8@!

低剂量组
I H$8!%FH8%!

*J

$%!8#EF$58@!

*J

中剂量组
I %@8!%F@8I@

*JK

$@$8!@FI8$$

*JK

高剂量组
$5 @E8%IF#85!

*JKL

$#!8#$F%8$@

*JKL

!

值
G$85H% H58GI%

"

值
M585@ M585@

模型组
$5 EI8@#F$58#$

*

$E58#%F$!8I@

*

组别 鼠数
0#E QNDR QQD;#

正常组
$5 58!$F585@ $5@8!IF$!8#E

低剂量组
I 58@%F585H

*J

!$58I@F$@8#H

*J

中剂量组
I 58G#F585G

*JK

$I@8#$F$#8HG

*JK

高剂量组
$5 58#!F585@

*JKL

$G#8I$F$H8!E

*JKL

!

值
$I##@!8%%% $@@8HGH

"

值
M585@ M585@

模型组
$5 58%EF58$5

*

!@E8!%F$%8IG

*

表
D

各组大鼠
'$CA!

!

EFAD"

!

GAH'

!

"AI%

水平比较!!

!

#$

#

'()*D +,-.(/01,2 ,3 '$CA!

"

EFAD"

"

GAH' (26 "AI% 748471 02 /(91 (-,2: 9;4 :/,5.1

!!

!

#$

#

注$与正常组比较&

*

"M585@

'与模型组比较&

J

"M585@

'与低剂量组比较&

K

"M585@

'与中剂量组比较&

L

"M585@

( 低%中%高剂量组为按照
#5

%

%5

%

I5 3B < ZB

腹腔注射咪达唑仑的各组) 下同

<

讨论

<* D

腰椎间盘突出症的流行病学

腰椎间盘突出症作为临床常见腰腿疼痛病因&

且发病率较高& 对患者身体健康及生活质量造成严

重影响*

E

+

) 研究表明&腰椎间盘突出症作为自发性疾

病&长期的应力磨损及椎间盘退化&使椎间盘内细胞

变化受到改变&造成了疾病的发生*

I;$5

+

) 为探究药物

对腰椎间盘突出症患者疼痛缓解情况& 采取损伤性

方式建立动物模型对治疗效果进行研究*

$$;$!

+

)

<* !

咪达唑仑对腰椎间盘突出症的影响

?=;$"

,

19:;!

作为临床常见炎症因子&均在腰

椎退变髓核中呈现异常高表达)且
?=;$"

%

19:;!

可

促进腰椎间盘金属基质降解分泌& 导致腰椎间盘退

变速度加快*

$#

+

) 相关研究显示&

?=;$"

通过促进一氧

化碳的生成& 对神经根性疼痛病理过程具有启动作

用&且患者疼痛程度与髓核炎症因子水平呈正相关'

高表达
19:;!

对致痛物质的分泌具有促进作用&对

神经根疼痛产生起到直接刺激作用& 或增强神经根

对缓激肽敏感性)因此&通过对腰椎间盘突出症患者

?=;$"

%

19:;!

水平进行检测&能够直观准确对患者

疼痛情况进行评估 ) 本文研究结果显示 & 基于

0#EQNDR

信号通路通过咪达唑仑对腰椎间盘突出

症模型大鼠进行干预&

?=;$"

%

19:;!

水平降低&对

大鼠机体炎症反应具有抑制作用)研究显示&在脓毒

症等疾病中咪达唑仑发挥镇静效果的同时可降低交

感神经兴奋性&有效减少茶酚胺释放&从而使得机体

免疫应答及炎症反应降低& 对患者器官功能产生保

护作用*

$G

+

)本研究中&给予腰椎间盘突出大鼠模型咪

达唑仑干预&血清
?=;$"

%

19:;!

有效降低) 此结果

提示&咪达唑仑对炎症因子水平具有调控作用&从而

单位$

)B < =

@E

" "
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减轻机体炎症反应!与上述内容相符"但目前咪达唑

仑应用于腰椎间盘突出症的治疗报道较少! 缺乏临

床实效性!需要进一步探索"

!" !

咪达唑仑的调控机制

:;<1

为色氨酸代谢产物!主要分布于人体中枢

及外周组织内! 是神经系统参与镇痛的主要神经活

性物质" 相关研究表明!

:;<1

与其受体结合通过不

同途径作用于传递伤害信息的神经元! 发挥抑制作

用#

$:

$

" 本研究结果显示!基于
0#=>?@A

信号通路对

腰椎间盘突出症模型大鼠进行干预!

:;<1

水平升

高%

!;B@

水平降低" 此结果提示!基于
0#=>?@A

信

号通路通过用咪达唑仑干预可有效改善大鼠疼痛情

况" 与上述内容相符" 由此认为!疼痛缓解可能是咪

达唑仑起到了镇静%抗焦虑效果"

C@

作为神经传导的经典性神经递质!其由脊神

经节合成!随着轴浆送至神经末梢!广泛的分布于外

周和中枢神经!同时可刺激肥大细胞%巨嗜细胞等释

放其他致炎物质! 形成 &神经活性肽介导的炎性反

应'!进而引起疼痛"临床研究显示!

9@D

在正常感觉

神经原呈低表达性!当神经损伤发生后
9@D

会出现

大量表达!抗
9@D

治疗能够有效地缓解神经病理性

疼痛#

E:

$

" 本研究发现!基于
0#=>?@A

信号通路对腰

椎间盘突出症模型大鼠进行干预! 大鼠
C@

%

9@D

水

平出现明显的降低! 说明咪达唑仑能够改善大鼠疼

痛程度"

相关研究表明!

0#=>?@A

在腰间盘退变过程中

发挥重要作用!并对多种炎症反应%应激反应具有调

控作用!

0#=>?@A

通路激活与炎症因子呈相互作

用!

FG;$!

通过释放细胞外刺激信号激活
0#=>?@A

信号通路! 同时对腰椎间盘蛋白多糖降解产生促进

作用!并对其合成产生抑制!参与椎间盘炎症反应#

$%

$

"

本研究结果显示!

0#=>?@A

信号通路参与
>>@H

表

达! 与腰间盘突出重吸收关系密切! 由此可见!

0#=>?@A

磷酸化可能会加速细胞外基质降解!由此

促进腰间盘突出重吸收"

综上所述!通过
0#=>?@A

信号通路分析咪达唑

仑对腰椎间盘突出症模型大鼠的进行干预! 有效降

低免疫炎症反应!改善疼痛情况及椎间盘退行性变!

为临床治疗腰椎间盘突出症提供理论依据"

虽然本研究发现!通过
0#=>?@A

信号通路分析

咪达唑仑对腰椎间盘突出症模型大鼠的进行干预!

能够改善大鼠炎症反应!改善疼痛程度!但本研究中

选取大鼠只数较少!存在着一定的局限性!不排除存

在一定的偏差!所以仍需进一步研究确认"
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岁!胸背部及左侧肋弓处疼痛不适
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检查发现胸

椎哑铃型肿瘤!

CJH) !

型 "肿瘤位于椎间孔及椎

旁'( 于
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月
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