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　 　 【摘要】 目的　 探究皮肤角质形成细胞 Ｗｎｔ５ａ 通过靶向调控基质金属蛋白酶 ９ （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃ ９， ＭＭＰ９） 的

表达参与复杂区域疼痛综合征 （ｃｏｍｐｌｅｘ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＣＲＰＳ） ⁃Ⅰ型外周敏化的机制， 寻找该慢性疼痛的潜在治疗

策略。 方法　 本研究分为两部分， 第一部分为体外实验。 体外培养人永生化角质形成细胞 ＨａＣａＴ 进行氧糖剥夺 ／ 复氧

（ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ） 处理， 初步观察 ＯＧＤ／ Ｒ 早期 （２４ ｈ 内） 线粒体损伤及膜电位变化， 并

探究给予不同浓度 Ｗｎｔ５ａ 抑制剂 Ｂｏｘ５ 对 ＭＭＰ９ 的影响。 第二部分为动物实验。 将大鼠随机分为慢性缺血后疼痛 （ｃｈｒｏｎｉｃ
ｐｏｓｔｉｓｃｈｅｍｉａ ｐａｉｎ， ＣＰＩＰ） 组、 Ｂｏｘ５ （２０） 组、 Ｂｏｘ５ （４０） 组和对照组， 每组 ８ 只， ＣＰＩＰ 组、 Ｂｏｘ５ （２０） 组、 Ｂｏｘ５ （４０）
组先建立大鼠患肢缺血再灌注 ＣＰＩＰ 模型， 模拟 ＣＲＰＳ⁃Ⅰ型病理生理过程， Ｂｏｘ５ （２０） 组和 Ｂｏｘ５ （４０） 组在此基础上分别足

底注射 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｂｏｘ５ 溶液 １００ μＬ， 对照组和 ＣＰＩＰ 组则分别注射生理盐水１００ μＬ。 通过疼痛行为学测定观

察 ４ 组大鼠 ２ 周内不同时间点 （Ｄ１， Ｄ２， Ｄ４， Ｄ１０， Ｄ１４） 机械痛和热痛阈值变化情况。 ＨＥ 染色观察大鼠皮肤炎症浸润及

角化情况， 免疫荧光染色观察 ４ 组 ＭＭＰ９ 的表达情况， ＥＬＩＳＡ 检测 ４ 组背根神经节 （ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ， ＤＲＧ） 的 ＩＬ⁃１β 及

肿瘤坏死因子 α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 水平。 结果　 体外实验： ＨａＣａＴ细胞进行 ＯＧＤ／ Ｒ 处理后， ＭＭＰ９ 平均荧

光强度显著增加 （Ｐ＜０. ００１）； 透射电镜下观察到 ＯＧＤ／ Ｒ 组出现线粒体明显萎缩， 线粒体膜电位检测显示， 与对照组相比，
ＯＧＤ ／ Ｒ 组提示线粒体膜电位下降明显 （Ｐ＝０. ０２７）。 动物实验： 与 ＯＧＤ／ Ｒ 组相比， 仅 Ｂｏｘ５ （４０） 组线粒体膜电位上升具

有统计学差异 （Ｐ＝０. ０４６）。 行为学检测发现 ＣＰＩＰ 组大鼠术后各时间点 （Ｄ１， Ｄ２， Ｄ４， Ｄ１０， Ｄ１４） 机械痛阈值和热痛阈

值均显著降低 （Ｐ 均＜０. ０５）。 ＨＥ 染色提示 ＣＰＩＰ 组大鼠患足真皮层出现大量炎症细胞浸润， 表皮出现过度角化， 颗粒层及

棘层厚度显著增加 （Ｐ＜０. ００１）。 免疫荧光试验显示， ＣＰＩＰ 组角质形成细胞 ＭＭＰ９ 荧光强度显著增加 （Ｐ＜０. ００１）； 与 ＣＰＩＰ
组相比， Ｂｏｘ５ （２０） 组 （Ｐ ＝ ０. ００２） 和 Ｂｏｘ５ （４０） 组 （Ｐ＜０. ００１） ＭＭＰ９ 荧光强度均显著下降。 ＥＬＩＳＡ 检测结果显示，
ＣＰＩＰ 组 ＩＬ⁃１β （Ｐ ＝ ０. ０４８） 和 ＴＮＦ⁃α 浓度（Ｐ＝０. ００２）显著升高； 与 ＣＰＩＰ 组相比， Ｂｏｘ５ （４０） 组ＩＬ⁃１β （Ｐ ＝ ０. ０４７） 和

ＴＮＦ⁃α浓度 （ Ｐ＝０. ０４７） 显著下降。 结论　 外周局部缺血再灌注损伤可导致角质形成细胞 ＭＭＰ９ 过度表达， 引起 ＣＲＰＳ⁃Ⅰ
型外周敏化。 靶向抑制 Ｗｎｔ５ａ ／ ＭＭＰ９ 可逆转 ＣＰＩＰ 大鼠疼痛行为， 为临床治疗慢性痛提供了参考依据。
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ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｏｘ５ （Ｗｎｔ５ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ） ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ， ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｏｎ ＭＭＰ９ ｗｅｒｅ
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（２０） ｇｒｏｕｐ （ｎ＝８） ａｎｄ Ｂｏｘ５ （４０） ｇｒｏｕｐ （ｎ＝８）． Ｔｈｅ ｒａｔ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｏｓｔ⁃ｉｓｃｈｅｍｉａ ｐａｉｎ （ＣＰＩＰ） ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓ⁃
ｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｍｉｍｉｃ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＣＲＰＳ⁃Ⅰ． Ｂｏｘ５ （２０） ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｂｏｘ５ （４０） ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
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ｔｈｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｓｔｒａｔｕｍ ｇｒａｎｕｌｏｓｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｔｕｍ ｓｐｉｎｏｓｕｍ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （ Ｐ ＜ ０. ００１ ）．
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ９ ｉｎ ＣＰＩＰ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０. ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＰＩＰ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＭＭＰ９ ｉｎ Ｂｏｘ５ （２０） ｇｒｏｕｐ （Ｐ＝０. ００２）
ａｎｄ Ｂｏｘ５ （４０） ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０. ００１） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＩＬ⁃１β （Ｐ＝０. ０４８） ａｎｄ ＴＮＦ⁃α （Ｐ ＝ ０. ００２） ｉｎ ＣＰＩＰ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＰＩＰ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β （Ｐ ＝ ０. ０４７） ａｎｄ ＴＮＦ⁃α （Ｐ ＝ ０. ０４７） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｂｏｘ５
（４０） ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ９ ｏｎ ｋｅｒａｔｉｎｏ⁃
ｃｙｔｅｓ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ＣＲＰＳ⁃Ⅰｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ５ａ ／ ＭＭＰ９ ｐａｔｈｗａｙ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐａｉｎ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＰＩＰ， ｔｈｕｓ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐａｉｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 ｃｏｍｐｌｅｘ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ； Ｗｎｔ５ａ； ＭＭＰ９； ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ
Ｆｕｎｄｉｎｇ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２２７１２６２）

Ｍｅｄ Ｊ ＰＵＭＣＨ， ２０２４，１５（２）：３３５－３４３

　 　 复杂区域疼痛综合征 （ ｃｏｍｐｌｅｘ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｐａｉｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＣＲＰＳ） 是一种继发于创伤或基础疾病后，
主要发生于四肢且顽固难治的疼痛综合征， 常伴有

区域性自主神经功能紊乱、 运动功能受损、 组织

营养不良及微循环变化 （水肿、 体温调节障碍）
等［１⁃２］ 。 ＣＲＰＳ 在人群中的发生率为 ２６. ２ ／ １０ 万人

年， 根据其与交感神经的关系， 可分为Ⅰ型 （无明

确神经损伤） 和Ⅱ型 （伴明确神经损伤证据）， 其

病理机制尚未明确， 临床治疗效果较差［３⁃４］ 。 Ｗｎｔ
信号通路在神经发育中对细胞增殖分化起重要作

用， 不同特异性配体结合 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ （卷曲蛋白） 受

体和共受体 ＬＲＰｓ （低密度脂蛋白受体家族） 通过

依赖 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （β 连环蛋白） 的经典信号通路和非

经典信号通路发挥生物学效应， 其中关键性 Ｗｎｔ５ａ
配体可通过调控神经损伤修复及炎症反应参与慢性

疼痛的发生［５⁃７］ 。
基质金属蛋白酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ， ＭＭＰ）

不仅可切割水解组织蛋白， 还可降解炎症因子、 趋化

因子以及神经递质受体等［８］ 。 近期研究发现， ＭＭＰ９
在脑损伤、 神经退行性疾病、 胶质瘤及慢性疼痛进展

中发挥重要作用［９⁃１０］ 。 Ｍａｒｔｉｎ 等［１１］ 研究指出， 表皮

生长因子受体通过激活 ＭＭＰ９ 及 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 通



角质形成细胞 Ｗｎｔ５ａ 调控 ＭＭＰ９ 参与 ＣＲＰＳ⁃Ⅰ型外周敏化机制研究

Ｖｏｌ. １５ Ｎｏ. ２　 ３３７　　

路增强伤害性感受。 此外， 基于 ＣＲＰＳ 患者血液组织

的蛋白互作网络及富集分析发现差异基因 ＭＭＰ９ 在

炎症反应中扮演重要角色［１２］ 。 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ⁃Ｔｒｉｌｌｏ 等［１３］

研究发现， 敲低内源性Ｗｎｔ５ａ 能够抑制肿瘤坏死因子

α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 诱导的 ＭＭＰ９ 水

平升高， 从而抑制类风湿关节炎中成纤维样滑膜细胞

引起的炎症反应。 因此， ＭＭＰ９ 可能是介导疼痛外周

敏化的重要靶点之一。
本研究通过对人永生化角质形成细胞 ＨａＣａＴ 进

行氧糖剥夺 ／ 复氧 （ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙ⁃
ｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ） 处理及建立大鼠患肢缺血再灌注

慢性缺血后疼痛 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｏｓｔｉｓｃｈｅｍｉａ ｐａｉｎ， ＣＰＩＰ）
模型 （模拟 ＣＲＰＳ⁃Ⅰ型）， 探讨角质形成细胞 Ｗｎｔ５ａ
通过靶向调控 ＭＭＰ９ 进而参与 ＣＲＰＳ 外周敏化的机

制， 旨在为临床治疗 ＣＲＰＳ 提供指导依据。

１　 材料与方法

１. １　 实验材料

１. １. １　 动物

成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ （ ＳＤ） 大鼠购自北京

华阜康生物科技股份有限公司。 本研究已通过北京

协和医院实验动物福利伦理委员会审批 （审批号：
ＸＨＤＷ⁃２０２２⁃１４９）。
１. １. ２　 材料及主要试剂

ＨａＣａＴ ［由国家生物医学实验细胞资源库 （ＮＳＴＩ⁃
ＢＭＣＲ） 提供］， Ｂｏｘ５ （Ｗｎｔ５ａ 抑制剂， Ｐ１２１６０１， Ｓｅｌ⁃
ｌｅｃｋ， 美国）， 培养基 （ＭＥＭ） α （１１２５７１０６３， Ｇｉｂｃｏ，
美国）， １０％胎牛血清 （１６００００４４， Ｇｉｂｃｏ， 美国）， １％
青霉素⁃链霉素 （ １５１４０⁃ １２２， Ｇｉｂｃｏ， 美国）， ＭＭＰ９
（ａｂ２８３５７５， Ａｂｃａｍ， 英国）， ＪＣ⁃ １ 试剂盒 （Ｃ２００６， 碧

云天 生 物 公 司， 中 国）， 角 蛋 白 ｋｅｒａｔｉｎ （ ａｂ８０６８，
Ａｂｃａｍ， 英国）， 苏木素⁃伊红染色试剂盒 （Ｃ０１０５Ｓ， 碧

云天生物公司， 中国）， ＩＬ⁃ １β 酶联免疫吸附测定试剂

盒 （ＺＣ⁃３６３９１， 茁彩， 中国）， ＴＮＦ⁃α 酶联免疫吸附测

定试剂盒 （ＺＣ⁃３７６２４， 茁彩， 中国）。
１. ２　 分组与干预

１. ２. １　 体外实验

将生长状态良好的 ＨａＣａＴ 细胞取对数生长期接

种于 ６ 孔板， 并随机分为 ＯＧＤ ／ Ｒ 组、 Ｂｏｘ５ （ ２０）
组、 Ｂｏｘ５ （４０） 组和对照组。 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤模型建立：
弃去完全培养基后， ＰＢＳ 润洗 ３ 次， 添加无糖培养基

及厌氧包置于细胞培养箱 ３ ｈ， 之后更换高糖培养基

进行复糖复氧。

１. ２. ２　 动物实验

ＳＤ 大鼠适应性饲养 ２ 周后， 随机分为 ＣＰＩＰ 组、
Ｂｏｘ５ （２０） 组、 Ｂｏｘ５ （４０） 组和对照组， 每组 ８ 只。
ＣＰＩＰ 组、 Ｂｏｘ５ （２０） 组、 Ｂｏｘ５ （４０） 组先建立缺血

再灌注 ＣＰＩＰ 模型： 采用 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ （２％） 戊巴比妥

腹腔注射麻醉， 将内径 ０. ５６ ｃｍ Ｏ 型环套入大鼠右后

肢踝关节处， 造成肢端缺血， ３ ｈ 后剪断 Ｏ 型环，
模拟缺血后再灌注过程。 参考体外细胞实验给药剂

量并稀释药物浓度［１４］ ， 对照组和 ＣＰＩＰ 组分别抽取

生理盐水 １００ μＬ， Ｂｏｘ５ （２０） 组和 Ｂｏｘ５ （４０） 组

分别抽取 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｂｏｘ５ 溶液 １００ μＬ，
于大鼠右后肢足底中间完成皮下注射。
１. ３　 观察指标及具体方法

ＯＧＤ ／ Ｒ 早期 （ ２４ ｈ 内） 观察角质形成细胞

ＨａＣａＴ 线粒体损伤及膜电位变化。 通过疼痛行为学测

定观察不同处理组 ２ 周内不同时间点 ［第 １ 天

（Ｄ１）， Ｄ２， Ｄ４， Ｄ１０， Ｄ１４］ 机械痛和热痛阈值变化

情况。 ＨＥ 染色观察大鼠皮肤炎症浸润及角化情况，
免疫荧光染色观察不同处理组 ＭＭＰ９ 表达情况，
ＥＬＩＳＡ 检测不同处理组背根神经节 （ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉ⁃
ｏｎ， ＤＲＧ） ＩＬ⁃１β 及 ＴＮＦ⁃α 水平。
１. ３. １　 线粒体膜电位测定

向生长状态良好的 ＨａＣａＴ 细胞中加入 ＪＣ⁃ １ 染色

工作液， 于细胞培养箱中 ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ， 之后离

心 ３～４ ｍｉｎ （６００×ｇ， ４ ℃）， 用 ＪＣ⁃１ 染色缓冲液洗涤

沉淀细胞 ２ 次， 再用适量 ＪＣ⁃ １ 染色缓冲液重悬后，
用荧光显微镜观察。 正常状态下 ＪＣ⁃ １ 聚集在线粒体

基质中， 形成聚合物 Ｊ⁃ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ （红色荧光）； 当线

粒体受损而膜电位下降时， ＪＣ⁃ １ 无法聚集在线粒体

基质中而呈现单体状态 Ｍｏｎｏｍｅｒ （绿色荧光）。 使用

ＩｍａｇｅＪ 软件计算绿色 ／ 红色荧光强度相对比例以分析

线粒体膜电位变化情况。
１. ３. ２　 机械痛阈值测定

将大鼠单独放置于可自由活动的透明有机玻璃笼

内， 底部为金属网底， 适应 ３０ ｍｉｎ 后， 用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ
Ｆｉｌａｍｅｎｔｓ 垂直刺激大鼠右后足底中部， 缓慢用力至

出现突然缩足、 舔足或扬足反应为阳性。 每足至少测

量 ３ 次， 每次至少间隔 ３０ ｓ， 取平均值作为机械缩足

反射阈值［１５］ 。
１. ３. ３　 热痛阈值测定

将大鼠单独放置于可自由活动的玻璃透明笼中，
适应 ３０ ｍｉｎ 后， 用热辐射疼痛刺激仪照射大鼠右后

足底， 大鼠产生快速缩足、 舔足或扬足反应为阳性，
记录照射持续时间。 每足至少测量 ３ 次， 间隔 １０ ｍｉｎ
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以上， 取平均值作为热刺激缩足反射的潜伏期［１５］ 。
１. ３. ４　 免疫荧光染色

取出制作好的皮肤冰冻切片， 室温干燥 ３０ ｍｉｎ，
用含 ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃ １００ 的 ＰＢＳ 漂 洗 ３ 次， 每 次

５ ｍｉｎ， 用含 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃ １００ 的 ＰＢＳ 室温孵育

３０ ｍｉｎ， ５％山羊血清抗体封闭液室温封闭 １ ｈ， ４ ℃
孵育一抗过夜 （ＭＭＰ９ １ ∶ １００， ｋｅｒａｔｉｎ １ ∶ １００）。 皮

肤切片室温平衡 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 室温下避光

孵育二抗 ９０ ｍｉｎ ［山羊抗鼠 ＩｇＧ （Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒⓇ ４８８）
（１ ∶ ５００） 和山羊抗兔 ＩｇＧ （ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ Ⓡ ５９４ ）
（１ ∶ ５００） ］， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 含 ＤＡＰＩ 的封片剂封

片， 荧光显微镜下观察拍照。
１. ３. ５　 ＨＥ 染色

在 Ｄ１４ 时间点麻醉大鼠并将其处死， 快速取患

足皮肤。 经不同浓度的乙醇溶液进行逐级脱水， 二甲

苯澄清， 进行浸蜡、 包埋切片制作， ＨＥ 染色后凝胶

密封， 置于显微镜下观察。
１. ３. ６　 ＥＬＩＳＡ 检测

用预冷的 ＰＢＳ 冲洗 ＤＲＧ 组织， 加入相应蛋白

酶抑制剂充分混合后， 在冰上研磨。 将匀浆液

５０００×ｇ离心 ５ ～ １０ ｍｉｎ， 取上清检测。 标准品孔各

加不同浓度的标准品 ５０ μＬ。 样本孔中加入待测组

织５０ μＬ。 每孔加入辣根过氧化物酶标记的检测抗

体１００ μＬ， 并用封板膜封孔。 ３７ ℃ 恒 温 箱 温 育

６０ ｍｉｎ后每孔加满洗涤液３５０ μＬ并静置 １ ｍｉｎ， 重复

洗板 ５ 次。 每孔加入相应底物并避光孵育 １５ ｍｉｎ。
加入终止液 ５０ μＬ 后在 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔的

ＯＤ 值并计算相应组织浓度。
１. ４　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ 软件 （Ｃｈｉｃａｇｏ， ＩＬ， ＵＳＡ） 进行统计

学分析， 并用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ９ 软件作图。 痛阈值等

符合正态分布的计量资料以均数±标准差表示， 多组

间比较采用单因素方差分析， 组间两两比较选用

ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ＜０. ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２. １　 ＨａＣａＴ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 后 ＭＭＰ９ 表达变化

对生长状态良好的 ＨａＣａＴ 细胞进行缺氧及无糖培

养基处理 ３ ｈ， 与对照组相比， ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ＭＭＰ９ 荧光

强度显著增加 （Ｐ＜０. ００１）； 与 ＯＧＤ／ Ｒ 组相比， Ｂｏｘ５
（２０） 组 （Ｐ ＝ ０. ００２） 及 Ｂｏｘ５ （４０） 组 （Ｐ ＜ ０. ００１）
ＭＭＰ９ 相对荧光强度均显著下降， 不同浓度 Ｗｎｔ５ａ 抑

制剂组间比较差异无统计学意义 （Ｐ＝０. ３２０）， 见图 １。

图 １　 ＨａＣａＴ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 后不同处理组角质形成细胞 ＭＭＰ９ 表达变化 （标尺＝ ２０ μｍ， ×２０）
Ｆｉｇ． １　 ＭＭＰ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ／ Ｒ ｉｎ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ （ｓｃａｌｅ ＝ ２０ μｍ， ×２０）

ＯＧＤ ／ Ｒ （ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ）： 氧糖剥夺 ／ 复氧
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Ｖｏｌ. １５ Ｎｏ. ２　 ３３９　　

２. ２　 Ｂｏｘ５ 对 ＨａＣａＴ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 后线粒体影响

透射电镜下观察 ＨａＣａＴ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 后早期出

现线粒体明显萎缩， 线粒体嵴发生形态结构紊乱。
ＪＣ⁃１ 荧光探针检测显示， 与对照组相比， ＯＧＤ ／ Ｒ
组绿 ／ 红荧光比例显著增加 （Ｐ ＝ ０. ０２７）， 提示线粒

体膜电位下降； 与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组相比， Ｂｏｘ５ （ ４０） 组

线粒体膜电位有所上升， 差异具有统计学意义

（Ｐ＝ ０. ０４６）， 见图 ２。
２. ３　 大鼠 ＣＰＩＰ 后行为学改变

与对照组 相 比， ＣＰＩＰ 组 大 鼠 术 后 各 时 间 点

（Ｄ１， Ｄ２， Ｄ４， Ｄ１０， Ｄ１４） 机械痛阈值和热痛阈

值均显 著 降 低 （ Ｐ 均 ＜ ０. ０５ ）； 与 ＣＰＩＰ 组 相 比，
Ｂｏｘ５ （４０） 组在 Ｄ４ 和 Ｄ１４ 时间点机械痛阈值改善

具有统计学差异 （Ｐ＜０. ０５）， 在 Ｄ４， Ｄ１０ 和 Ｄ１４ 时

间点热痛阈值明显上升 （Ｐ＜０. ０５）。 Ｂｏｘ５ （２０） 组

与 Ｂｏｘ５ （４０） 组在 Ｄ４ 和 Ｄ１４ 时间点机械痛阈值差

异具有统计学意义， 而热痛阈值在各个时间点均无

明显差异， 见图 ３。
２. ４　 ＣＰＩＰ 后患足表皮 ＨＥ 染色及免疫荧光染色

Ｄ１４ 时间点麻醉后， 处死大鼠并取材患足皮肤进行

图 ２　 Ｗｎｔ５ａ 抑制剂 Ｂｏｘ５ 对 ＨａＣａＴ 细胞线粒体影响

Ａ. 透射电镜下 ＯＧＤ ／ Ｒ 组线粒体萎缩情况 （标尺＝ ５００ ｎｍ）； Ｂ. ＪＣ⁃１ 染色检测各组线粒体膜电位变化 （标尺＝ ２０ μｍ， ×２０）
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｗｎｔ５ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｂｏｘ５ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ

Ａ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ＯＧＤ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ ｕｎｄｅｒ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ｓｃａｌｅ ＝ ５００ ｎｍ）； Ｂ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏ⁃
ｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ＪＣ⁃１ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ｓｃａｌｅ ＝ ２０ μｍ， ×２０）
ＯＧＤ ／ Ｒ： 同图 １



协 和 医 学 杂 志

３４０　　 　 Ｍａｒｃｈ， ２０２４

图 ３　 大鼠建模给药流程图 （Ａ） 及造模后疼痛行为学改变 （Ｂ）
Ｆｉｇ． ３　 Ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ （Ａ） ａｎｄ ｐａｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ （Ｂ）

ＣＰＩＰ （ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｏｓｔｉｓｃｈｅｍｉａ ｐａｉｎ）： 慢性缺血后疼痛； 与对照组比较， ∗Ｐ＜０. ０５； 与 ＣＰＩＰ 组比较， ＃Ｐ＜０. ０５

ＨＥ 染色。 与对照组相比， ＣＰＩＰ 组大鼠患足真皮层

出现大量炎症细胞浸润， 表皮出现过度角化， 颗粒

层及棘层厚度显著增加 （Ｐ＜０. ００１）； 与 ＣＰＩＰ 组相

比， Ｂｏｘ５ （４０ ） 组 颗 粒 层 及 棘 层 厚 度 降 低 明 显

（Ｐ＜０. ００１）， 见图 ４Ａ。
Ｄ１４ 时间点麻醉后处死大鼠并取材患足皮肤进行

免疫荧光试验。 与对照组相比， ＣＰＩＰ 组角质形成细

胞 ＭＭＰ９ 荧光强度显著增加 （Ｐ＜０. ００１）； 与 ＣＰＩＰ 组

相比， Ｂｏｘ５ （２０） 组 （Ｐ ＝ ０. ００２） 和 Ｂｏｘ５ （４０） 组

（Ｐ＜０. ００１） ＭＭＰ９ 荧光强度均显著下降， 不同浓度组

间比较无统计学差异 （Ｐ＝ ０. ４８０）， 见图 ４Ｂ。
２. ５　 大鼠 ＣＰＩＰ 后 ＤＲＧ 组织炎症因子改变

Ｄ１４ 时间点麻醉后处死大鼠取 ＤＲＧ 组织， ＥＬＩＳＡ
法检测炎症因子 ＩＬ⁃ １β 及 ＴＮＦ⁃α 浓度。 与对照组相

比， ＣＰＩＰ 组 ＩＬ⁃１β （Ｐ＝ ０. ０４８） 和 ＴＮＦ⁃α 浓度 （ Ｐ＝
０. ００２） 显著升高； 与 ＣＰＩＰ 组相比， Ｂｏｘ５ （４０） 组

ＩＬ⁃１β （Ｐ＝ ０. ０４７） 和 ＴＮＦ⁃α 浓度 （ Ｐ＝ ０. ０４７） 显著

下降， 见图 ５。

３　 讨论

ＣＲＰＳ 是重要的慢性疼痛综合征之一， 其病理生

理机制较为复杂， 近年来是疼痛领域的研究热点。 目

前大量研究证实 Ｗｎｔ 信号通路中关键性配体 Ｗｎｔ５ａ
在慢性疼痛机制中发挥重要作用［１６⁃１７］ ， 但其是否与

ＣＲＰＳ 的发生相关尚无研究报道。 Ｊｉ 等［１８］ 研究指出

ＭＭＰ 常作为炎性反应的下游产物而在慢性疼痛进展

过程中显著升高， 其中以 ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ２ 升高尤为

明显。 同样， Ｐａｎ 等［１９］ 研究发现， 靶向抑制 ＭＭＰ９
的活性可有效抑制坐骨神经损伤引起的神经病理性疼

痛。 本研究以此为切入点， 通过体外、 动物双重实

验， 探究角质形成细胞 Ｗｎｔ５ａ 通过调控 ＭＭＰ９ 参与

ＣＲＰＳ 的外周敏化机制。
３. １　 Ｗｎｔ５ａ 参与调控线粒体膜电位

Ｓｈａｎ 等［２０］研究表明， 体外培养的星形胶质细胞

进行 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理后 ＭＭＰ９ 表达显著上升， 体内胰高

血糖素样肽⁃ １ 受体激动剂 Ｅｘ⁃ ４ 能够降低 ＭＭＰ９ 的表

达， 进而保护血脑屏障。 同样， 本研究发现 ＨａＣａＴ
细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 后 ＭＭＰ９ 表达明显上升， Ｗｎｔ５ａ 特异性

抑制剂 Ｂｏｘ５ 能够显著降低 ＭＭＰ９ 的荧光强度， 然而

不同浓度 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 间未发现统计

学差异， 尚需进一步探究。 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理早期会产生

活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）， ＲＯＳ 的过度

积累能够导致线粒体膜通透性增加， 进而引起线粒体

跨膜电位降低， 表现为线粒体萎缩及细胞色素 Ｃ 释

放， 诱导细胞凋亡的发生并激活凋亡蛋白酶 ｃａｓｐａｓｅ，
进一步导致炎症和疾病的产生［２１⁃２２］ 。 本研究通过透

射电镜发现在 ＨａＣａＴ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 早期 （２４ ｈ 内） 线

粒体出现明显萎缩， 线粒体嵴发生形态结构损伤， 采

用 ＪＣ⁃１ 荧光探针检测线粒体膜电位发现 ＯＧＤ ／ Ｒ 组电
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Ｖｏｌ. １５ Ｎｏ. ２　 ３４１　　

图 ４　 ＣＰＩＰ 后患足表皮 ＨＥ 染色及免疫荧光染色结果 （×２０）
Ａ. 大鼠患足表皮 ＨＥ 染色； Ｂ. 大鼠患足表皮免疫荧光染色 （标尺＝ ２０ μｍ）

Ｆｉｇ． ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｆｏｏｔ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ａｆｔｅｒ ＣＰＩＰ （×２０）
Ａ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｆｏｏｔ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ； Ｂ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｆｏｏｔ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ （ｓｃａｌｅ ＝ ２０ μｍ）
ＣＰＩＰ： 同图 ３

图 ５　 大鼠 ＣＰＩＰ 后 ＤＲＧ 组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平改变

Ｆｉｇ． ５　 Ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃ α ｆｏｒ ＤＲＧ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ＣＰＩＰ
ＣＰＩＰ： 同图 ３
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压显著下降， 给予 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｂｏｘ５ 能够抑制膜电位

电压的下降， 可能与阻断 ＲＯＳ 的过度积累有关。
３. ２　 Ｗｎｔ５ａ 抑制剂逆转痛觉敏化

ＣＲＰＳ 临床主要表现为自主神经症状 （出汗、 血

管舒缩功能异常）、 运动障碍和营养性改变 （皮肤、
骨骼萎缩、 毛发减少、 关节挛缩） 等［２３⁃２４］ 。 慢性缺

血后疼痛模型 ＣＰＩＰ 是目前国际上公认的 ＣＲＰＳ 动物

模型， 通过延长缺血时间 （ ３ ｈ）， 能够完全模拟

ＣＲＰＳ⁃Ⅰ型患者病理生理过程［２５⁃２６］ 。 Ｌｕ 等［７］ 研究发

现， 降低小鼠体内 Ｗｎｔ５ａ 水平能够显著抑制 ＳＮＩ 小鼠

的神经性疼痛和神经炎症， 缓解患足的机械超敏反

应。 本研究发现， ＣＰＩＰ 建模后各时间点 （Ｄ１， Ｄ２，
Ｄ４， Ｄ１０， Ｄ１４） 机械痛阈值和热痛阈值均明显下降，
通过局部注射 Ｗｎｔ５ａ 抑制剂能有效缓解大鼠的慢性

疼痛。 ＨＥ 染色显示， ＣＰＩＰ 组大鼠患足真皮层出现大

量炎症细胞浸润， 建模早期大鼠患足出现明显肿胀，
后期表皮出现过度角化， 颗粒层及棘层厚度显著增

加， 而 Ｂｏｘ５ （４０） 组角化程度较低。
３. ３　 Ｗｎｔ５ａ 调控 ＭＭＰ９ 参与 ＣＲＰＳ 外周敏化

目前， ＭＭＰ９ 被认为是参与神经炎症的关键因

子， 在多种动物模型中证实其可以通过对细胞因子

等的剪切活化， 触发下游信号通路的激活导致神经

病理性疼痛的产生［２７⁃２９］ 。 本研究发现， 大鼠患足缺

血再灌注损伤后角质形成细胞上 ＭＭＰ９ 表达显著上

调， Ｗｎｔ５ａ 抑制剂能够降低 ＭＭＰ９ 的表达同时逆转

痛觉超敏反应， 但未发现降低程度存在剂量依赖

性。 ＭａｃＬａｕｃｈｌａｎ 等［３０］研究发现， 类风湿关节炎小鼠

靶向敲除 Ｗｎｔ５ａ 后， ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 的表达显著降

低， 炎症细胞浸润程度改善， 软骨破坏活动受到抑

制。 同样， Ｊａｎｇ 等［３１］ 指出， 由脂多糖诱发人支气管

上皮细胞 ＢＥＡＳ⁃２Ｂ 和人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ 导致

的炎症反应可被 Ｗｎｔ 拮抗剂 ＤＫＫ⁃ １ 和 ＬＧＫ９７４ 所抑

制， 炎症因子 ＴＮＦ⁃ α、 ＩＬ⁃１β 及 ＭＭＰ９ 随之下降， 降

低程度与 Ｗｎｔ 抑制剂呈剂量依赖性。 因此， 靶向抑

制 Ｗｎｔ５ａ ／ ＭＭＰ９ 信号通路的激活将有效抑制炎症的

持续进展， 一定程度缓解 ＣＲＰＳ 患者的慢性疼痛。
本研究主要关注外周敏化在 ＣＲＰＳ 病理生理过程

中发挥的重要作用， 其中 Ｗｎｔ５ａ ／ ＭＭＰ９ 信号通路的

激活及炎症反应发挥重要作用。 此外， 本研究 ＥＬＩＳＡ
结果提示 ＣＰＩＰ 组大鼠 ＤＲＧ 水平 ＩＬ⁃１β 及 ＴＮＦ⁃α 浓度

显著升高， 局部外周注射高浓度Ｗｎｔ５ａ 抑制剂能够有

效抑制炎症的持续进展。 然而， ＭＭＰ９ 通过何种路径

被Ｗｎｔ５ａ 激活， 其上行至中枢的具体机制尚需实验进

一步探究。

综上， 通过体内体外双重实验， 本研究初步证实

外周局部缺血导致皮肤角质细胞 ＭＭＰ９ 的过表达，
引发持续性外周敏化， 导致 ＣＲＰＳ⁃Ⅰ型的发生。 局部

应用 Ｗｎｔ５ａ 抑制剂可逆转 ＭＭＰ９ 的过度表达及大鼠

疼痛行为， 靶向抑制外周 Ｗｎｔ５ａ ／ ＭＭＰ９ 可为临床治

疗该慢性痛提供参考依据。
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