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ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２１０￣３ｐ 通过调控 ＴＥＴ２ 的表达
抑制大鼠炎性疼痛

卫嘉晟１ꎬ杨保仲２ꎬ魏伟１ꎬ薛亚婷１ꎬ崔臣龙１ꎬ方俊１

(１.山西医科大学麻醉学院ꎬ山西 太原 ０３０００１ꎻ２.太原市中心医院麻醉手术科ꎬ山西 太原 ０３０００６)

摘要:目的　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２１０￣３ｐ(ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ)与 １０￣１１ 易位蛋白 ２( ｔｅｎ￣ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ２ꎬＴＥＴ２)在完全弗

氏佐剂(ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＣＦＡ)诱导的大鼠炎性疼痛模型中的作用及其相互调控机制ꎮ 方法　 通过生

物信息学方法和双荧光素酶实验ꎬ分析并确定大鼠 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 中可以靶向调节的基因ꎮ 实验中的质粒和 ｍｉＲ￣
２１０￣３ｐ 共转染组合分为 ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组、ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组、ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣
ＮＣ 组、ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组、ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 组和 ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ ＋
ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组ꎻ６０ 只大鼠按随机数字表法分为正常对照(ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＣＯＮ)组(ｎ ＝ ２０)、ＣＦＡ 组(ｎ ＝
２０)、ＣＦＡ＋腺相关病毒载体阴性对照( ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＡＡＶ ＮＣ)组(ｎ ＝ １０)、ＣＦＡ＋ＡＡＶ
ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 抑制剂(ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ ＡＡＶｉ)组(ｎ ＝ １０)ꎮ 通过在大鼠左后足底部皮下

注入 ＣＦＡ 的方式建立大鼠炎性疼痛模型ꎻ通过尾静脉注入 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的 ＡＡＶ 建立干预模型ꎻ观察并测

量大鼠行为学ꎻ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的表达量ꎻ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法和免疫荧光染色法检测 Ｌ４~
Ｌ６ 腰膨大节段脊髓中 ＴＥＴ２ 蛋白的表达水平及荧光强度的变化ꎻ采用免疫荧光染色法观察 ＴＥＴ２ 蛋白在大鼠脊髓

中的细胞表达定位ꎮ 结果　 生物信息学方法发现ꎬＴＥＴ２ 基因 ３'ＵＴＲ 区域存在与 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的结合位点ꎻ双荧光

素酶报告基因实验证实了 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 与 ＴＥＴ２ 基因之间存在结合位点ꎬ呈负向调控关系ꎻ注射 ＣＦＡ 显著减小了大

鼠的机械缩足反射阈值(ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬ ＰＷＭＴ)和热缩足潜伏期(ｐａｗ ｔｈｅｒｍａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ
ｌａｔｅｎｃｙꎬ ＰＴＷＬ)(Ｐ<０.０５)ꎻＣＦＡ 组大鼠脊髓腰膨大中 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的表达水平明显上调ꎬ伴随着 ＴＥＴ２ 的表达水平

降低(Ｐ<０.０５)ꎻ免疫荧光结果显示ꎬＴＥＴ２ 蛋白主要和神经元细胞存在共定位:ＣＦＡ 组大鼠脊髓内 ＴＥＴ２ 蛋白表达

水平降低(Ｐ<０.０５)ꎻ经过 ＡＡＶｉ 干预后ꎬＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组大鼠在各个时间的 ＰＷＭＴ 和 ＰＴＷＬ 较 ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组大

鼠升高 (Ｐ < ０. ０５)ꎻＣＦＡ ＋ＡＡＶｉ 组大鼠脊髓组织中 ＴＥＴ２ 蛋白表达较 ＣＦＡ ＋ＡＡＶ ＮＣ 组升高 (Ｐ < ０. ０５)ꎮ
结论　 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ可以抑制 ＴＥＴ２ 蛋白表达ꎬ通过抑制 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 在炎性疼痛大鼠中的表达可以有效减轻炎性疼痛ꎮ
关键词:ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２１０￣３ｐꎻ１０￣１１ 易位蛋白 ２ꎻ炎性疼痛ꎻ完全弗氏佐剂ꎻ腺相关病毒载体
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ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｔｅｎ￣ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＷＥＩ Ｊｉａｃｈｅｎｇ１ꎬ ＹＡＮＧ Ｂａｏｚｈｏｎｇ２ꎬ ＷＥＩ Ｗｅｉ１ꎬ ＸＵＥ Ｙａｔｉｎｇ１ꎬ ＣＵＩ Ｃｈｅｎｌｏｎｇ１ꎬ ＦＡＮＧ Ｊｕｎ１

(１. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙꎬ Ｓｈａｎｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００１ꎬ Ｓｈａｎｘｉꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎａｅｓｔｈｅｓｉａ ａｎｄ Ｓｕｒｇｅｒｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６ꎬ Ｓｈａｎｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ａｎｄ ｍｕｔｕａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２１０￣３ｐ (ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ)
ａｎｄ ｔｅｎ￣ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ２ (ＴＥＴ２) ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ
(ＣＦＡ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｓｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ



　 １８　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ６ 期　

ｇｒｏｕｐｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍ￣
ｉｃｓ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣ ３ｐ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＴＥＴ２￣
ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｇｒｏｕｐꎻ ６０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ
ｔａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ: Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＣＯＮ) ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ２０)ꎬ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ (ＣＦＡ) ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ２０ )ꎬ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ
Ｆｒｅｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ＋ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＣＦＡ ＋ ＡＡＶ ＮＣ) ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １０ )ꎬ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅ￣
ｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ＋ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (ＣＦＡ ＋ ＡＡＶｉ) ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ １０ ) . Ｔｈｅ ｒａｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＦＡ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈｉｎｄ ｐａｗꎻ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＡＶ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎻ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅｄꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉ￣
ｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｏｆ
ｌｕｍｂａｒ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ Ｌ４ ｔｏ Ｌ６ꎻ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｏｃａｌｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｌａ￣
ｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ａｎｄ ＴＥＴ２ꎬ ａｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅｄ ｂｙ ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ. ＣＦＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｍｅ￣
ｃｈａｎｉｃａｌ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ (ＰＷＭＴ) ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｒｍａｌ ｐａｗ ｔｈｅｒｍａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙ (ＰＴＷＬ)
(Ｐ<０.０５) . Ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ａｎｄ ａ ｃｏｎｃｏｍｉｔａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＣＦＡ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) . Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｌｏｃａｌｉｓｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＦＡ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) . Ａｆｔｅｒ ＡＡＶｉ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ＰＷＭＴ ａｎｄ ＰＴＷＬ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ (Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｉｎｆｌａｍ￣
ｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｐａｉｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２１０￣３ｐꎻ Ｔｅｎ￣ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ２ꎻ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎꎻ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ
Ｆｒｅｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ: Ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ

　 　 炎症是免疫系统对感染和损伤作出的自然反

应ꎮ 炎症反应可以对抗病原体入侵并启动组织修复

过程ꎬ从而有助于修复损伤的组织[１]ꎮ 然而ꎬ异常

或过度的炎症反应可能导致组织损伤和痛觉敏化ꎮ
外周组织损伤后触发的炎性介质激活ꎬ可引起炎性

疼痛的发生和持续[２]ꎮ 向大鼠后足部注射完全弗

氏佐剂(ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＣＦＡ)通常被用

于模拟炎性疼痛患者的伤害性致敏[３￣４]ꎮ 尽管非甾

体 抗 炎 药 ( ｎｏｎ￣ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｒｕｇꎬ
ＮＳＡＩＤ)常用于炎性疼痛治疗ꎬ但其存在一定的不

良反应ꎬ如胃肠道出血和心肾风险等ꎬ凸显了研究新

治疗靶点的紧迫性[５￣６]ꎮ 因此ꎬ需要进一步深入了

解炎性疼痛的发病机制和治疗方法ꎬ以便更好地帮

助患者管理疼痛ꎬ提高其生活质量ꎮ
炎性疼痛与外周和中枢多个基因的表达变化密

切相关ꎬ包括表观遗传修饰ꎬ如 ＤＮＡ 甲基化、组蛋

白修饰和染色质重塑等ꎬ这些修饰可以调节基因的

表达ꎬ从而影响神经元对疼痛刺激的敏感性和神经

递质的释放[７￣８]ꎮ 胞嘧啶第五碳的甲基化 (５￣甲基

胞嘧啶ꎬ５￣ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅꎬ ５￣ｈｍＣ)会导致疼

痛相关基因的表达水平发生失调ꎬ抑制 ＤＮＡ 甲基

化可以预防和逆转疼痛行为ꎬ表明 ＤＮＡ 去甲基化

疼痛治疗中的潜在应用[９]ꎮ １０￣１１ 易位蛋白( ｔｅｎ￣

ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎꎬ ＴＥＴ)家族是一组在细胞核中

发挥重要生物学功能的酶ꎬ特别是在调节 ＤＮＡ 去

甲基化过程中ꎮ ＴＥＴ 家族成员ꎬ特别是 ＴＥＴ２ꎬ通过

将 ５￣ｍＣ 转化为 ５￣ｈｍＣ 促进 ＤＮＡ 去甲基化ꎬ在调控

疼痛相关基因表达和炎症中起重要作用[１０￣１３]ꎮ 近

年研究发现ꎬ在 ＣＦＡ 诱导的炎症疼痛模型中ꎬ５￣
ｈｍＣ、ＴＥＴ１ 和 ＴＥＴ３ 的表达水平明显增加ꎬＴＥＴ２ 的

表达水平无明显变化[１４]ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲ)是一类短小的非编码 ＲＮＡ 分

子ꎬ大约由 ２０ ~ ２５ 个核苷酸组成ꎮ ｍｉＲ 通过与靶标

ｍＲＮＡ 发生结合影响靶标的稳定性和翻译ꎬ这种结合

通常发生在靶标的 ３′非翻译区(３′ＵＴＲ)[１５￣１６]ꎮ 通过生

物信息学分析(ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ ７.１)ꎬ发现 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡ 的

３′ＵＴＲ 包含跨物种(包括人ꎬ大鼠和小鼠)的 ｍｉＲ￣２１０￣
３ｐ 高度保守的结合序列ꎮ 在神经炎症的进程中ꎬ
ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 可能发挥了关键的神经保护作用ꎮ 有

研究发现ꎬ通过抑制 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 降低了小鼠大脑中

ＴＥＴ２ 的表达ꎬ缓解了缺血性脑卒中引发的神经炎

症反应[１７￣１８]ꎮ 此外ꎬｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 可以通过靶向调控

多个炎症相关基因的表达影响神经炎症过程ꎮ 例

如ꎬｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 可以直接抑制核因子 κＢ ( ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ￣Ｂꎬ ＮＦ￣κＢ) ｍＲＮＡ 的转录ꎬ从而抑制

ＮＦ￣κＢ 信号通路的激活和炎症反应程度[１９]ꎮ
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目前ꎬ有关 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 在调节 ＴＥＴ２ 方面及其

在疼痛调节作用机制的研究较少ꎮ 因此ꎬ本文旨在

探讨 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 对 ＴＥＴ２ 的影响ꎬ并阐明其在大鼠

炎性疼痛中的具体机制ꎬ从而为疼痛治疗的新靶点

和机制提供理论支持和实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

ＳＰＦ 级健康雄性大鼠 ６０ 只ꎬ体质量 ２５０~３００ ｇꎬ
购自斯贝福(北京)生物技术有限公司[实验动物使

用许可证号:ＳＹＸＫ (京) ２０１９￣００３０]ꎬ在温度 ２２ ~
２５ ℃ꎬ湿度 ４０％ ~７０％的稳定环境下ꎬ大鼠按照 １２ ｈ
的昼夜节律自由地进食和喝水ꎮ 动物实验过程完全

遵循实验动物管理条例ꎮ
１.１.２　 主要试剂

ｐｍｉｒＧＬＯ、 ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ 和 ＴＥＴ２￣ＭＴ￣
ｐｍｉｒＧＬＯ 双荧光素酶报告基因载体、ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣
２１０￣３ｐ 和 ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 由武汉金凯瑞生物工程有限

公司合成ꎬＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞(武汉普诺赛生命科技有

限公司)ꎬ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ (美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司)ꎬＣＦＡ(Ｆ５８８１ꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ腺相关病毒载

体( ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｎｅｇａｔｉｖｅꎬ ＡＡＶ) ９￣ＧＰ￣１￣
ＮＣ(上海吉玛制药技术有限公司)ꎬｒｎｏ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ(上海吉玛制药技术有限公司)ꎬＤＭＥＭ 培

养基(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎬ胎牛血清(双洳生物科

技有限公司)ꎬ双荧光素酶报告基因检测试剂盒

(１１４０２ＥＳ６０ꎬ翌圣生物科技有限公司)ꎬＰＣＲ 引物

(合肥通用生物有限公司)ꎬ β￣ａｃｔｉｏｎ 、 ＩＢＡ￣１ 和

ＴＥＴ２ 抗体(安诺伦生物科技有限公司)ꎬ吸入用七

氟烷(河北一品制药股份有限公司)ꎬ异戊巴比妥钠

(上海上药新亚药业有限公司)ꎬｍｉＲＮＡ 提取试剂盒

(１９３３１ＥＳ５０ꎬ 翌圣生物科技股份有限公司)ꎬ茎环法

反转录试剂盒(ＭＦ１２０１ꎬ 北京兰博利德商贸有限公

司)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒(ＭＲ１２０１ꎬ 北京兰博利德

商贸有限公司)ꎬ逆转录试剂盒(ＡＯＲＴ￣００６０ꎬ美国

ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ 公司)ꎬＭａｇｉｃＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ(北京康为

世纪生物科技有限公司)ꎮ
１.１.３　 主要仪器

ＢＫ￣Ｌ９６Ｃ 化学发光免疫分析仪(中生北控生物

科技股份有限公司)ꎬＮＣ￣１２７７５ Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝

(上海玉妍科学仪器有限公司)ꎬＸＲ１７００ 热板测痛

仪(上海欣软信息科技有限公司)ꎬＴＧＬ￣２０Ｍ 台式

高速离心机(湖南湘仪离心机仪器有限公司)ꎬ超微

量分光光度计(德国 Ｉｍｐｌｅｎ 公司)ꎬＣＦＸ９６ 实时定

量 ＰＣＲ 仪 (美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬ酶标仪 (美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ公司)ꎬＣＭ１９９ 恒冷箱切片机(德国 Ｌｅｉｃａ
公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 生物信息学与质粒构建

在 ｍｉＲＤＢ、ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 等 ｍｉＲＮＡ
靶基因预测数据库上登录ꎬ根据网站的指引预测大

鼠 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的靶基因ꎮ 在 ＴＥＴ２ 基因的 ３′ＵＴＲ
区域 ２６２０~２６３０ 碱基位置发现ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 与 ＴＥＴ２
的结合位点ꎬ对这些结合位点进行突变ꎮ 将 ３′ＵＴＲ
区域的结合序列克隆到萤火虫荧光素酶报告基因的

下游ꎬ构建突变型载体ꎮ 野生型和突变型荧光素酶

报告基因质粒分别被命名为 ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ 和

ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯꎮ 将测序正确的菌株采用高纯

度质粒中量抽提试剂盒抽提ꎬ将所得的质粒用于细

胞转染实验ꎮ
１.２.２　 质粒转染

在进行质粒转染前 １ ｄꎬ当培养瓶内的 ＨＥＫ￣
２９３Ｔ 细胞密度达到 ７０％ ~ ８０％时ꎬ将 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细

胞以每孔 ２×１０５ 个细胞密度接种于 ２４ 孔板中ꎮ 培

养基成分为 ＤＭＥＭ＋ １０％ ＦＢＳꎮ 将细胞随机分为

ｐｍｉｒＧＬＯ ＋ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组、 ｐｍｉｒＧＬＯ ＋ ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣
２１０￣３ｐ 组、 ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ ＋ ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 组、
ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组、ＴＥＴ２￣
ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 组、ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋
ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组ꎬ每组设 ３ 个复孔ꎮ 将质粒加

入到５０ μＬ无血清 ＤＭＥＭ 培养基中(总质粒浓度 ４ ｎｇ /
μＬ)ꎬｍｉＲＮＡ 稀释到同一管５０ μＬ 无血清培养基中(总
ｍｉＲＮＡ 浓度 ５０ ｎｍｏｌ)ꎬ将 ４ μＬｌｉｐｏ２０００ 转染试剂加

入 ５０ μＬ 无血清 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ将上述两者混合

后室温孵育 １５ ｍｉｎꎬ补加无血清 ＤＭＥＭ 培养基至

５００ μＬꎻ吸弃孔中培养基ꎬ加入上一步制备的转染复

合物 ５００ μＬꎬ３７ ℃培养 ６ ｈꎻ用 １ ｍＬ 完全培养基(含
血清)替换含有转染复合物的培养基继续培养 ４８ ｈꎻ
转染重复 ５ 次ꎮ
１.２.３　 双荧光素酶报告基因活性检测

４８ ｈ 后进行转染ꎬ去除旧培养基ꎬ ＰＢＳ 洗涤 ２
次ꎬ每孔添加 ２００ μＬ 细胞溶解液(编号 １１４０２￣Ａ)ꎬ
冰上孵育 ５ ｍｉｎꎬ 充分裂解细胞ꎬ 收集裂解液ꎮ
１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液作为待测液ꎻ溶解

萤火虫荧光素酶缓冲液(编号 １１４０２￣Ｂ)和萤火虫荧

光素酶底物(５０ ×)(编号 １１４０２￣Ｃ)ꎬ解冻海肾荧光
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素酶缓冲液(编号 １１４０２￣Ｄ)和海肾荧光素酶底物

(５０ ×)(编号 １１４０２￣Ｅ)ꎬ并使其达到室温ꎮ 将对应

的缓冲液分别稀释至 １×工作液ꎬ置于冰浴备用ꎮ 启

动化学发光免疫分析仪ꎬ取出 ９６ 孔板ꎮ 将 １０ ~
２０ μＬ细胞裂解液上清加入 ９６ 孔板中ꎬ随后加入

１００ μＬ 萤火虫荧光素酶检测工作液ꎬ振荡板混匀ꎻ
测量 ３５０~７００ ｎｍ 的发光值ꎬ检测时间为 １ ｓꎻ完成上

述萤火虫荧光素酶测定步骤后ꎬ加入 １００ μＬ 海肾萤

光素酶检测工作液ꎬ振荡板混匀ꎬ再次测量 ３５０ ~
７００ ｎｍ的发光值ꎬ检测时间为 １ ｓꎻ以海肾荧光素酶

为内参ꎬ将萤火虫荧光素酶测定得到的 ＲＬＵ 值除以

海肾荧光素酶测定得到的 ＲＬＵ 值ꎮ 根据比值比较

不同样品间目的报告基因的激活程度ꎮ
１.２.４　 动物分组与模型制备

通过在大鼠左后肢足底皮下注射 ＣＦＡ １００ μＬ
建立大鼠炎症性疼痛模型ꎮ 在炎症疼痛模型建模前

３ 周ꎬ通过尾静脉注射带有 ＥＧＦＰ 荧光标记的 ＡＡＶ
ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ(ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｍｉＲ￣２１０￣
３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ ＡＡＶｉ)建立干预模型ꎮ 将 ６０ 只大鼠分

为 ４ 组:正常对照组大鼠左后肢足底注射生理盐水

１００ μＬ ( ｎ ＝ ２０)ꎻ ＣＦＡ 组大鼠左后肢足底注射

ＣＦＡ１００ μＬ (ｎ＝ ２０)ꎻＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组大鼠左后肢

足底 注 射 ＣＦＡ１００ μＬꎬ 尾 静 脉 注 射 ＡＡＶ￣ＮＣ
(１×１０１３)１２５ μＬ(ｎ ＝ １０)ꎻ ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组大鼠左后

肢足底注射 ＣＦＡ１００ μＬꎬ尾静脉注射 ＡＡＶｉ ( １ ×
１０１３) １２５ μＬ (ｎ＝ １０)ꎮ给药后ꎬ观察各组大鼠的存

活、伤口感染等情况ꎮ
１.２.５　 机械缩足反射阈值(ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｍｅｃｈａｎ￣

ｉｃａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬ ＰＷＭＴ ) 和 热 缩 足 潜 伏 期

(ｐａｗ ｔｈｅｒｍａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙꎬ ＰＴＷＬ)的
行为学测定

机械痛测定使用 Ｄｉｘｏｎ 介绍的“Ｕｐ＆Ｄｏｗｎ”法

测定大鼠的 ＰＷＭＴꎮ 正常对照组、ＣＦＡ 组、ＣＦＡ ＋
ＡＡＶ ＮＣ 组和 ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组各随机选择 ５ 只大鼠

进行痛觉测试ꎮ 在 ＣＦＡ 或生理盐水注射前 １ ｄꎬ
ＣＦＡ 后第 １、３ 、７ 、１０、１４ 天测定大鼠的 ＰＷＭＴꎮ 将

动物放置于底部网格的有机玻璃隔箱内适应

２０ ｍｉｎꎬ使用 ０.４、０.６、１.４、２、４、６、８、１５ ｇ 八根 Ｖｏｎ
Ｆｅｒｙ 针进行测试ꎬ初始质量设定为 ２ ｇꎮ 如果出现缩

足或舔足反应ꎬ标记为“Ｘ”ꎬ并按反应强度递减的顺

序进行后续测定实验ꎮ 如果大鼠无任何反应ꎬ标记

为“Ｏ”ꎬ沿质量递增序列进行下一级别的刺激测试ꎮ
测试过程中ꎬ两次刺激实验之间保持数秒ꎬ依次类

推ꎮ 当大鼠呈现交叉反应标记“ＯＸ”或者“ＸＯ”ꎬ连

续记录 ４ 次测试结果ꎬ并据此生成反应序列ꎮ 使用

ＸＲ１７００ 热板测痛仪评估 ＰＴＷＬꎮ 在 ＣＦＡ 或 ＮＳ 注

射前 １ ｄꎬ以及 ＣＦＡ 注射后的第 １、３、７、１０、１４ 天ꎬ分
别测定 ４ 组大鼠 ＰＷＴＬ 值ꎮ 仪器温度设定为 ５５ ℃ꎬ
观察并记录大鼠开始舔足的时间点ꎮ 每次测试间隔

不超过 ３０ ｓꎬ主要是为避免对大鼠足底造成损伤ꎬ执
行 ５ 次并取后 ３ 次结果ꎬ求平均值获得精确数值ꎮ
１.２.６　 标本采集

使用七氟烷和异戊巴比妥钠麻醉大鼠后ꎬ切开

啮齿动物的背侧皮肤以暴露椎体节段ꎬ将两侧的肌

肉组织从脊柱表面分开ꎮ 使用咬骨钳ꎬ仔细切断两

侧肋骨ꎬ以暴露出脊髓的腰椎膨大ꎮ 用咬骨钳分别

在腰膨大头端向上 ２ 个节段和尾端向下 ２ 个节段横

断脊髓ꎮ 找到大鼠头端的椎管口ꎬ将 ２ ｍＬ ＰＢＳ 注入

椎管内ꎬ借助水流压力将脊髓完整吹出ꎬ剥离硬脊膜ꎮ
用眼科剪分离脊髓腰膨大部位ꎬ即 Ｌ４~Ｌ６ 节段脊髓

组织ꎮ 脊髓组织分成两份ꎬ一份立刻存储于－８０ ℃冰

箱中备用ꎮ 另一份在 ４ ℃条件下ꎬ于 ４％多聚甲醛中

固定 ２４ ｈꎬ放入 ２５％蔗糖溶液中脱水ꎮ 冰冻切片机切

片 １５ μｍꎮ
１.２.７　 采用实时荧光定量聚合酶链反应法检测脊

髓 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 和 ＴＥＴ２ 蛋白的表达

正常对照组和 ＣＦＡ 组在第 １、３、７、１０、１４ 天各

取 ３ 只进行脊髓样本采集ꎮ 取出大鼠腰骶段的脊髓

(Ｌ４~Ｌ６ 节段)ꎬ放入离心管中静置ꎬ研磨组织ꎮ 剧

烈振荡后室温静置 ５ ｍｉｎꎬ加入 ２００ μＬ 氯仿ꎬ颠倒混

匀后ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 吸取上层 ＲＮＡ 水

相ꎬ加入等体积无水乙醇ꎬ将混合液加入 ＲＮＡ 吸附

柱中ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎮ 加入去蛋白液ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｓꎬ加入漂洗液ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离
心 ３０ ｓꎬ弃废液ꎮ 将 ＲＮＡ 吸附柱放到离心管中ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎꎬ重复两次得到 ＲＮＡ 溶液ꎮ
采用 ｍｉＲＮＡ 提取试剂盒提取脊髓组织总 ＲＮＡꎬ采
用紫外分光光度计测量 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎬ样品

－８０ ℃冰箱保存ꎮ 随后ꎬ利用 ｍｉＲＮＡ 逆转录试剂盒

将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎬ采用实时荧光定量聚合酶链

反应法检测脊髓组织中 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的表达ꎮ 以 Ｕ６ 为

内参ꎬ正向引物:５′￣ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ￣３′ꎬ反向

引物:５′￣ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ￣３′ꎬ分别为 １７、
２０ ｂｐꎻｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 正向引物:５′￣ＣＧＣＴＧＴＧＣＧＴＧＴＧＡ￣
ＣＡＧＣ￣３′ꎬ 反向引物:５′￣ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴ￣ ＣＣＧＡＧＧ￣
ＴＡＴＴ ￣３′ꎬ分别为 １８、２０ ｂｐꎮ 反应条件:９５ ℃预变性

５ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火并延长 ３０ ｓꎮ 共 ４０
个循环ꎮ 利用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒提取脊髓组织总
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ＲＮＡꎬＲＮＡ 根据 ｍＲＮＡ 逆转录试剂盒逆转录合成

ｃＤＮＡꎬ实时荧光定量聚合酶链反应检测脊髓组织

ＴＥＴ２ 表达ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ正向引物:５′￣ＧＡＴ￣
ＴＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴＣ￣３′ꎬ 反向引物:５′￣ＣＴＧ￣
ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ￣３′ꎮ ＴＥＴ２ 正 向 引 物:
５′￣ＴＧＴＴＧＴＴＧＴＣＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡＴＣ￣３′ꎬ 反 向 引

物:５′￣ＴＣＴＴＧＣＴＴＣＴＧＧＣＡＡＡＣＴＴＡＣＡ￣３′ꎬ引物由

中国通用生物(安徽)股份有限公司合成ꎮ 反应条

件:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ ６０ ℃退火并延

长 ３０ ｓꎮ 共 ４０ 个循环ꎮ 读取每个延伸阶段的荧光

值ꎮ 实验重复 ３ 次ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ、
ＴＥＴ２ 的相对表达量ꎮ
１.２.８　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测脊髓 ＴＥＴ２ 蛋白

的表达

正常对照组和 ＣＦＡ 组取适量脊髓组织ꎬ将其匀

浆后加入 １００~５００ μＬ 含有 ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ
冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎮ ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ以
获取细胞裂解液ꎮ 按照说明书配置 ＢＣＡ 工作液和

ＢＳＡ 标准待测溶液ꎬ将待测样品加入微孔板中ꎬ用
ＰＢＳ 补足 ２０ μＬꎬ随后加入 ２００ μＬ ＢＣＡ 工作液混

匀ꎬ室温放置 ２ ｈꎮ 使用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对蛋

白进行定量ꎬ酶标仪 ５７０ ｎｍ 读出 ＯＤ 值ꎬ绘制标准

曲线ꎬ调整上样浓度为 ２ μｇ / μＬꎬ进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳ꎮ 根据目的蛋白分子量大小配置 １２％分离

胶和 ５％浓缩胶ꎮ 待胶凝结后ꎬ将凝胶置于电泳槽

中ꎬ加入适量电泳缓冲液ꎬ拔出齿梳ꎬ每孔加上样液

２０ μＬꎮ 电泳条件:分离胶恒压 １６０ Ｖꎬ浓缩胶电压

为 ９０ Ｖꎬ约６０ ｍｉｎꎬ直至溴酚蓝跑到电泳槽金属铂丝

以下ꎬ终止电泳ꎮ 电泳结束后ꎬ采用半干法将蛋白转

移到 ＰＶＤＦ 膜上:将电转仪置于冰水浴中ꎬ以 ２００ ｍＡ
恒流转膜 ２ ｈꎮ 转膜结束后ꎬ加入 ５％ ＢＳＡ 封闭液ꎬ
室温封闭 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜ꎬ分别加入 β￣ａｃｔｉｎ 和

ＴＥＴ２ 的一抗(１ ∶１ ０００ 稀释)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬ ＴＢＳＴ
洗膜ꎬ加入二抗(１ ∶１０ ０００ 稀释)ꎬ室温孵育 ６０ ｍｉｎꎮ
最后ꎬ将显影剂 Ａ 和 Ｂ 液按 １ ∶１体积混合后均匀滴

加在 ＰＶＤＦ 膜的蛋白面上ꎬ使用凝胶成像系统进行

成像ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算灰度值ꎬ并分析目的条

带与内参蛋白条带的光密度比值ꎮ
１.２.９　 采用免疫荧光法检测脊髓 ＴＥＴ２ 蛋白的表达

将冰冻切片于 ＰＢＳ 溶液中清洗 ３ 次ꎬ切片置于

盛满 ＥＤＴＡ 抗原修复缓冲液(ｐＨ８.０)的修复盒中进

行抗原修复ꎮ 切片甩干后ꎬ滴加 ５％ ＢＳＡ 封闭冰冻

切片 ４５ ｍｉｎꎬ滴加 ＰＢＳ 配好第 １ 个一抗ꎬ切片平放

于湿盒内 ４ ℃孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ滴加一抗

对应的荧光二抗覆盖组织ꎬ避光室温孵育 １ ｈꎮ 按照

同样方法ꎬ在切片上滴加第 ２ 个一抗和二抗ꎮ ４ ℃
孵育过夜ꎮ 玻片置于 ＰＢＳ 中ꎬ在脱色摇床上晃动洗

涤 ３ 次ꎬ切片擦干后滴加 ＤＡＰＩ 染液ꎬ室温避光孵育

１０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ甩干后用抗荧光萃灭剂封

片ꎮ 荧光显微镜下观察脊髓小胶质细胞形态及

ＴＥＴ２ 蛋白的表达ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 和 Ｇｒａｇｈｐａｄ ８.０ 统计学软件ꎮ
计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 行为测试数据采用两因素

方差分析ꎮ 组间结果采用两因素方差分析ꎮ 若方差

分析显示有显著效应ꎬ采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 多重比较事

后检验来分析组间差异ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１ 　 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 与 ＴＥＴ２ 基因之间相互作用的

表达

大鼠 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的基因序列从 ｍｉＲＢａｓｅ 数据

库中获得ꎮ 通过 ＴａｒｇｅｔＳａｎ７.０ 发现ꎬＴＥＴ２ ３′ＵＴＲ
与 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 存在结合位点ꎬ见图 １Ａꎮ 通过对野

生型 ＴＥＴ２(ＴＥＴ２￣ＷＴ)和突变型 ＴＥＴ２(ＴＥＴ２￣ＭＴ)
重组克隆载体进行测序分析ꎬ ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ
测序图展示了 ＴＥＴ２ 基因 ３′ＵＴＲ ４９２６￣４９３２ 的序

列ꎬ以及质粒载体中相应的序列ꎮ 与此相对应ꎬ
ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ 测序图揭示了相同位置处的序

列也被成功克隆ꎬ但含有相应的突变ꎬ见图 １Ｂꎮ 在

转染重组载体 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＴＥＴ２ 的实验中ꎬｍｉＲ￣２１０￣
３ｐ 通过识别 ＴＥＴ２ 基因的 ３′ＵＴＲ 结合位点ꎬ特异性

降解 ＴＥＴ２ ｍＲＮＡꎬ沉默 ＴＥＴ２ 表达ꎬ抑制萤火虫荧

光素酶的转录ꎬ进而降低其酶活性ꎮ ｐｍｉｒＧＬＯ ＋
ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组与 ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 组相

比荧光比值无明显变化ꎬ差异无统计学意义(１.０３２ ０±
０.０３６ ５ ｖｓ １.０００ ０±０.０６５ ３ꎬＰ>０.０５)ꎮ ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒ￣
ＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组与 ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋
ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 组相比ꎬ荧光比值明显降低ꎬ差异有统计

学意义(０.６１７ ９±０.０２５ ７ ｖｓ １.０２２ ０±０.０４４ ２ꎬ Ｐ<
０.０５)ꎬＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ ＋ ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组

与 ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ＮＣ 组相比ꎬ荧光比值

无明显变化ꎬ差异无统计学意义(０.９８４ ０±０.０７３ ８７ ｖｓ
１.０１４ ０±０.０１２ ７ꎬ Ｐ>０.０５)ꎬ见图 １Ｃꎮ
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图 １　 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 与 ＴＥＴ２ 基因 ３′ＵＴＲ 的相互作用
Ａ: ＴａｒｇｅｔＳａｎ７.０ 预测 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 与 ＴＥＴ２ ３′ＵＴＲ 存在结合位点ꎻＢ: ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ 和 ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ 部分测
序图(阴影部分为 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 与 ＴＥＴ２￣３′ＵＴＲ 的结合位点和突变序列)ꎻ Ｃ: 各组荧光素酶活性表达( ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ
ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３′ＵＴＲ ｏｆ ＴＥＴ２ ｇｅｎｅ
Ａ: ＴａｒｇｅｔＳａｎ７.０ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ａｎｄ ＴＥＴ２ ３′ＵＴＲꎻ Ｂ: Ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｍａｐｓ ｏｆ ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ ａｎｄ ＴＥＴ２￣ＭＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ ( ｓｈａｄｅｄ ａｒｅａ ｉｓ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ａｎｄ ｍｕｔａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉＲ￣
２１０￣３ｐ ｗｉｔｈ ＴＥＴ２￣３′ＵＴＲ)ꎻ Ｃ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ＴＥＴ２￣ＷＴ￣ｐｍｉｒＧＬＯ＋ｍｉｍ￣
ｉｃｓ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｇｒｏｕｐ ) .

２.２ 　 ＣＦＡ 诱导的疼痛行为学变化与 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ
表达的相关性

行为学测量显示ꎬ与正常对照组相比ꎬＣＦＡ 组在

造模前 １ ｄꎬ后 １、３、７、１０、１４ ｄ 的 ＰＷＭＴ [(Ｆ(１ꎬ８)＝
１ ４１４ꎬ Ｐ<０.０５] 和 ＰＴＷＬ[Ｆ(１ꎬ８)＝ ６９５.２０ꎬ Ｐ<０.０５]
显著降低ꎬ见图 ２ꎬ表 １ꎮ 与正常对照组相比ꎬＣＦＡ
组脊髓 Ｌ４ ~ Ｌ６ 在第 １、３、７ 天的 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 表达

显著增加ꎬ见图 ３Ａꎮ 采用析因设计的两因素方差

分析进行比较ꎬ样本量( ｎ ＝ ３)在所有组别及时间

点上一致ꎮ 结果显示ꎬＣＦＡ 干预因素的主效应显

著[Ｆ(１ꎬ２０)＝ ５９５.５０ꎬＰ<０.０５]、时间因素的主效

应显著[Ｆ(４ꎬ２０) ＝ ７１.３５ꎬＰ<０.０５]ꎬ以及 ＣＦＡ 干

预因素和时间因素之间存在显著的交互作用

[Ｆ(４ꎬ２０)＝ ４０.３１ꎬＰ<０.０５]ꎮ 皮尔逊相关分析显

示ꎬｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的表达水平与 ＰＷＭＴ(ｒ＝－０.８１４ꎬ Ｐ<
０.０５)和ＰＴＷＬ( ｒ＝ －０.８２７ꎬＰ<０.０５)均呈显著负相

关ꎮ 分析是基于每个时间点的均数 /所有个体测

量值汇总ꎬ见图 ３Ｂꎮ
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图 ２　 ＣＦＡ 诱导的炎性疼痛模型及大鼠疼痛行为学变化
Ａ:大鼠模型造模过程ꎻＢ:ＣＦＡ 诱导的炎性疼痛模型建立后大鼠 ＰＷＭＴ 和 ＰＴＷＬ 的变化(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ 注射后第 １、
３、７、１０、１４ 天)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＣＦＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐａｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｒａｔｓ
Ａ: Ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｂ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＷＭＴ ａｎｄ ＰＴＷＬ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＣＦＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ ｐｏｓｔ￣ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ １ꎬ３ꎬ７ꎬ１０ꎬ１４ ) .

表 １　 正常对照组和 ＣＦＡ 组大鼠的 ＰＷＭＴ 和 ＰＴＷＬ 比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＷＭＴ ａｎｄ ＰＴＷＬ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｕｎｄ̓ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ (ＣＦＡ) ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｒａｔｓ

时间
ＰＷＭＴ / ｇ

正常对照组 ＣＦＡ 组

ＰＴＷＬ / ｓ
正常对照组 ＣＦＡ 组

前 １ ｄ ４.６６±０.３４ ４.８８±０.３４１ ８.４４±０.８８ ８.５０±０.８３
１ ｄ ４.８４±０.４７ １.０５±０.２９ ８.６７±０.５０ ３.４４±０.７３
３ ｄ ５.０２±０.４３ ０.７８±０.２０９ ８.３３±０.７１ ２.５６±０.５３
７ ｄ ４.７２±０.２２ １.１１±０.３８ ８.７７８±０.４４ ３.５６±０.７３
１０ ｄ ４.８２±０.２８ １.５９±０.３７ ８.４４±０.７３ ３.８９±０.９３
１４ ｄ ４.９５±０.４８ ２.０７±０.５３ ８.６７±０.５０ ４.５６±１.１３

图 ３　 ＣＦＡ 注射后 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 在大鼠脊髓中的表达及其与疼痛行为的相关性
Ａ:大鼠模型脊髓中 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的表达(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ 注射后第 １ 天ꎻ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ＣＦＡ 注射后第 ３ 天)ꎻＢ:ＣＦＡ 组大
鼠 ＰＷＭＴ 和 ＰＴＷＬ 与 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 水平的变化ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎ ｒａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｆｔｅｒ ＣＦＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｐａｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ
Ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ ｐｏｓｔ￣ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ １ꎻ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ＣＦＡ
ｐｏｓｔ￣ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ ３)ꎻ Ｂ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＷＭＴ ａｎｄ ＰＴＷＬ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ＣＦＡ ｇｒｏｕｐ.
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２.３ 　 ＴＥＴ２ 在 ＣＦＡ 炎性疼痛模型大鼠脊髓中的

表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结 果 显 示ꎬ ＣＦＡ 组 大 鼠

ＴＥＴ２ 蛋白水平第 １ 天下降ꎬ第 ３、７、１０ 天维持在

较低水平ꎮ 第 １４ 天 ＴＥＴ２ 蛋白水平逐渐恢复到

基线水平ꎬ见图 ４ꎬ表 ２ꎮ 正常对照组和 ＣＦＡ 组采

用析因设计的两因素方差分析进行比较ꎬ样本量(ｎ ＝

３)在所有组别及时间点上一致ꎮ 结果显示ꎬＣＦＡ
干预因素[Ｆ(１ꎬ２０) ＝ ７４ .８６０ꎬＰ< ０ .０５] 、时间因

素的主效应显著 [Ｆ(４ꎬ２０) ＝ ６ . １９６ꎬＰ < ０ . ０５] ꎬ
ＣＦＡ 干 预 和 时 间 之 间 存 在 显 著 的 交 互 作 用

[Ｆ(４ꎬ２０)＝ ４ .９５５ꎬＰ< ０ .０５] ꎮ 皮尔逊相关分析

显示ꎬ ＴＥＴ２ 与 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的表达水平呈负相

关ꎬ见图 ４Ｃꎮ

图 ４　 ＣＦＡ 注射后脊髓 ＴＥＴ２ 蛋白表达及与 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 表达的相关性
Ａ~Ｂ: 注射 ＣＦＡ 后脊髓 ＴＥＴ２ 蛋白表达量的变化(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ 注射后第 ７ 天)ꎻＣ:ＣＦＡ 组大鼠 ＴＥＴ２ 与 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ
表达水平变化的相关性ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｆｔｅｒ ＣＦＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
Ａ￣Ｂ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｆｔｅｒ ＣＦＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ ｐｏｓｔ￣ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ ７)ꎻ
Ｃ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＥＴ２ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ＣＦＡ ｇｒｏｕｐ.

表 ２　 注射 ＣＦＡ 后正常对照组和 ＣＦＡ 组大鼠脊髓 ｍｉＲＮＡ￣２１０￣３ｐ 和 ＴＥＴ２ 蛋白的相对表达
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣２１０￣３ｐ ａｎｄ ＴＥＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｓｐｉｎｅ ｏｆ ＮＣ ａｎｄ ＣＦＡ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ＣＦＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

时间
ｍｉＲＮＡ￣２１０￣３ｐ

正常对照组 ＣＦＡ 组

ＴＥＴ２
正常对照组 ＣＦＡ 组

１ ｄ ０.９６±０.０４ ２.４８±０.３２ ０.９３±０.１１ ０.８０±０.０５

３ ｄ １.０８±０.０８ ３.６４±０.０８ １.０５±０.１６ ０.８７±０.１１

７ ｄ １.２７±０.１５ ３.３６±０.３５ ０.９９±０.１０ ０.６３±０.０７

１０ ｄ ０.９０±０.４０ ２.５７±０.５３ １.１２±０.０９ ０.７８±０.０３

１４ ｄ ０.７８±０.１０ １.２３±０.１２ １.０１±０.１３ ０.９１±０.２０

２.４　 ＴＥＴ２ 在大鼠脊髓中的分布与特异性细胞标记

的共定位分析

ＴＥＴ２ 在大鼠脊髓中的分布主要与 ＮｅｕＮ 标

记的神经元呈现共定位ꎬ而与 ＧＦＡＰ 标记的星形

胶质细胞和 Ｉｂａ１ 标记的小胶质细胞的共定位较

少ꎬ见图 ５ꎮ
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图 ５　 ＴＥＴ２(红色)与 ＮｅｕＮ(神经元标记物ꎬ绿色)、Ｉｂａ１(小胶质细胞标记物ꎬ绿色)和 ＧＦＡＰ(星形胶质细胞标记物ꎬ绿色)的
共定位情况

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＥＴ２ ( ｒｅｄ) ｗｉｔｈ ＮｅｕＮ ( ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒꎬ ｇｒｅｅｎ)ꎬ Ｉｂａ１ (ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｍａｒｋｅｒꎬ ｇｒｅｅｎ) ａｎｄ ＧＦＡＰ
(ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒꎬ ｇｒｅｅｎ)

２.５　 ＡＡＶｉ 对脊髓 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ、ＴＥＴ２ 蛋白表达及
疼痛行为学的影响
ＰＣＲ 结果显示ꎬＡＡＶｉ 可显著抑制脊髓 ｍｉＲ￣

２１０￣３ｐ 的表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 行为学测量显示ꎬ
与 ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组相比ꎬＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组 ＰＷＭＴ

[(Ｆ(１ꎬ８)＝ ５０.９８ꎬ Ｐ<０.０５ ] 和 ＰＴＷＬ[Ｆ(１ꎬ８) ＝
１１９.６０ꎬ Ｐ<０.０５]表达增加ꎬ见图 ６ꎬ表 ３ꎮ 免疫荧
光显示ꎬ与 ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组相比ꎬＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组
ＴＥＴ２ 蛋白表达上调(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ７ꎮ
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图 ６　 ＡＡＶｉ 注射对脊髓 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 表达及疼痛行为学指标的影响
Ａ~Ｂ:正常对照组、ＣＦＡ 组、ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组、ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组 ＰＷＭＴ 和 ＰＴＷＬ 的变化(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＡＶｉ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｎｄ ｐａｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ ｉｎｄｉｃｅｓ
Ａ￣Ｂ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＰＷＭＴ ａｎｄ ＰＴＷＬ ｉｎ ＮＣꎬ ＣＦＡꎬ ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣꎬ ａｎｄ ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｇｒｏｕｐｓ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ
ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ ｇｒｏｕｐ) .

表 ３　 ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组和 ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组 ＰＷＭＴ 和 ＰＴＷＬ 比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＷＭＴ ａｎｄ ＰＴＷＬ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ ｇｒｏｕｐ

时间
ＰＷＭＴ / ｇ

ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组 ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组

ＰＴＷＬ / ｓ

ＣＦＡ＋ＡＡＶ ＮＣ 组 ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组

前 １ ｄ ４.４３±０.７３ ４.７７±０.６６ ８.５５±０.５２ ８.４４±０.５２

１ ｄ １.０１±０.５３ １.２１±０.８６ ２.５５±０.５２ ３.２２±０.９７

３ ｄ １.７０±０.２７ ３.２６±０.４６ ２.８３±０.８６ ５.３３±１.４１

７ ｄ １.４３±０.４４ ３.０７±０.６５ ４.１１±０.９２ ５.７７±０.９７

１０ ｄ １.７８±０.２８ ３.６５±０.３０ ４.４４±１.１３ ５.９１±１.０５

１４ ｄ １.９５±０.４８ ３.８３±０.５３ ３.７７±０.６０ ６.４４±１.２３

图 ７　 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 抑制剂对 ＣＦＡ 诱导的炎性疼痛的影响

Ａ~Ｂ:注射 ＡＡＶ￣ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 后 ＴＥＴ２ 的表达升高ꎮ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ 组)
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ＣＦＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ

Ａ￣Ｂ:Ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ＴＥＴ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＡＶｉ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ＣＦＡ＋ＡＡＶｉ ｇｒｏｕｐ)



卫嘉晟ꎬ等.ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 通过调控 ＴＥＴ２ 的表达抑制大鼠炎性疼痛 ２７　　　 　

３　 讨　 论

炎性疼痛是常见的临床症状ꎬ但其潜在机制尚

不明确ꎮ 一般认为ꎬ炎性疼痛的发生机制涉及多个

复杂的生物学过程ꎮ 首先ꎬ在组织受伤后ꎬ伤处会释

放多种炎症介质ꎬ如细胞因子和激活的免疫细胞ꎬ不
仅引发局部炎症反应ꎬ而且增加了神经元的兴奋性ꎮ
其次ꎬ疼痛反应的持续和增强与基因表达模式的改

变直接相关ꎬ例如通过 ＤＮＡ 甲基化等表观遗传机

制调节基因表达ꎬ以及 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 介导的翻译后抑

制机制[２０￣２２]ꎮ 这些因素联合影响了神经元的信号

传递和感痛阈值ꎬ导致疼痛感的持续和放大ꎮ
近年研究表明ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 在疼痛的生理和病

理机制中起到关键的调节作用ꎬ特异性的 ｍｉｃｒｏＲ￣
ＮＡｓ 有潜力成为预防和减轻疼痛的新分子目

标[２３￣２４]ꎮ 其中ꎬｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 作为“炎症 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ”
的一员ꎬ在炎症反应中被上调[２５]ꎮ 在神经炎症的进

程中ꎬｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 作为一种潜在的生物标志物ꎬ其
表达水平的变化受到广泛关注[２６]ꎮ 临床上ꎬｍｉＲ￣
２１０￣３ｐ 的表达水平上调与缺血性脑卒中后的神经

炎症反应紧密相关ꎬ有研究显示ꎬ利用 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ
的抑制剂可以有效降低大脑中 ＴＥＴ２ 蛋白表达量ꎬ
进而缓解由脑卒中引起的神经炎症[１７￣１８]ꎮ 小胶质

细胞作为中枢免疫系统的先锋ꎬ可通过沉默信息调

节因子 １(ｓｉｌｅｎｔ ｌｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １ꎬ ＳＩＲＴ１)的表

达调控其活化状态[２７]ꎮ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 途径其靶向路

径作用于小胶质细胞ꎬ促使这些细胞转变成促炎的

Ｍ１ 型态ꎬ从而通过释放肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃ￣
ｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣
１βꎬ ＩＬ￣１β)等促炎细胞因子ꎬ靶向 ＳＩＲＴ１ 影响小胶

质细胞的活化状态ꎬ导致向促炎 Ｍ１ 型转变ꎮ 进一

步研究表明ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 可以防止体内小胶质

细胞活化介导的神经炎症ꎬ表明其作为潜在的疼痛

治疗靶点的可行性[２８]ꎮ 同时ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 对

提高线粒体功能和促进神经元细胞的存活率具有积

极作用[２６]ꎮ 但有关 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 对炎性疼痛作用的

研究较少ꎮ
通过生物信息学及双荧光素酶报告基因实验ꎬ

本实验确认了 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 与 ＴＥＴ２ 基因之间存在

结合位点ꎬ并且 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 对 ＴＥＴ２ 表达具有抑制

作用ꎮ 在 ＣＦＡ 诱导的炎症性疼痛模型中ꎬ脊髓中

ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 水平的上升伴随着 ＴＥＴ２ 表达的减少ꎬ
表明 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 可能通过下调 ＴＥＴ２ 调节炎症反

应ꎮ 行为学测定结果表明ꎬ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 表达水平的

上升与大鼠疼痛敏感性的增加相关联ꎬ表明 ｍｉＲ￣
２１０￣３ｐ 与疼痛敏感性之间存在着密切联系ꎮ 与相

关研究[２９]关于 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 在炎性疼痛机制中的关

键作用一致ꎬ进一步强化了 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 作为治疗炎

性疼痛新分子靶标的潜力ꎮ
ＴＥＴ２ 作为一种 ＤＮＡ 羟甲基化酶ꎬ在调节炎症

性基因表达、调控免疫细胞功能以及影响炎症反应

过程中发挥重要作用[１０]ꎮ 尽管 ＴＥＴ２ 在炎性疼痛

中的具体作用仍有待进一步明确ꎬ但近年研究揭示

了其在不同细胞类型中的表达差异ꎬ显示 ＴＥＴ２ 在

调节中枢神经系统炎症反应中可能扮演着关键角

色[３０]ꎮ 研究显示ꎬ ＴＥＴ２ 通过影响小胶质细胞和星

形胶质细胞中炎症基因的表达ꎬ可能在神经炎症过

程中起到关键作用ꎬ特别是在促进促炎和抗炎细胞

因子生成方面ꎮ 例如ꎬＴＥＴ２ 介导的激活 Ｔ 细胞核

因子启动子去甲基化作用促进 ＣＤ１１ｂ 的表达ꎬ激活

小胶质细胞ꎬ促进 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β 等促炎细胞因子

的产生ꎬ 表明 ＴＥＴ２ 参与了神经炎症的发展过

程[３１]ꎮ 此外ꎬＴＥＴ２ 还可能调控胶质细胞与神经元

之间的通信ꎬ影响神经元的基因表达和存活能力ꎮ
通过调节胶质细胞的活化状态及其功能ꎬＴＥＴ２ 在

神经系统损伤和炎症后的修复过程中发挥重要作

用ꎬ促进神经再生和功能恢复[３２￣３３] ꎮ 然而ꎬＴＥＴ２
在巨噬细胞中抑制促炎基因的表达ꎬＴＥＴ２ 的激活

能够 增 强 ＩＬ￣１０ 表 达ꎬ 减 少 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣６ 的

产生[３４￣３５] ꎮ
本实验结果发现ꎬＴＥＴ２ 蛋白表达水平的下调

与神经元内的疼痛敏感性增加之间存在关联ꎬ并且

ＴＥＴ２ 与神经元细胞的共定位进一步表明 ＴＥＴ２ 在

调节痛觉敏化及神经元兴奋性方面可能发挥着至关

重要的作用ꎮ 目前 ＴＥＴ２ 表达降低的分子机制尚不

明确ꎬ突出了未来研究的必要性ꎬ有待深入了解

ＴＥＴ２ 在脊髓神经元调控网络中的作用及其机制ꎮ
此外ꎬ本实验使用 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 抑制剂不仅显著减轻

了由 ＣＦＡ 引发的炎症性疼痛ꎬ同时也有效地增加了

ＴＥＴ２ 的表达水平ꎮ 本研究结果有望为新一代疼痛

治疗方法的开发提供科学依据ꎬ其中 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 的

调控途径可能成为未来疼痛治疗的一个重要方向ꎮ
综上所述ꎬ本实验揭示了 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 在炎性疼

痛进程中扮演重要作用ꎬ以及 ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ 对 ＴＥＴ２
蛋白表达的抑制作用ꎮ ｍｉＲ￣２１０￣３ｐ / ＴＥＴ２ 信号通路

有望成为疼痛治疗的有效策略ꎮ 然而ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
作为潜在的治疗工具面临着诸多挑战ꎬ首要是 ｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡｓ 在体内容易降解ꎬ限制了其作为潜在治疗

药物的稳定性ꎮ 其次ꎬ鉴于 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 的多靶性特
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点ꎬ它们在调节一个靶标基因的同时ꎬ可能影响其他

信号通路产生预期之外的生物学效应ꎮ 因此ꎬ如何

设计和使用高度特异性的 ｍｉＲＮＡ 药物ꎬ以减少非

预期不良反应ꎬ是未来研究和临床应用中需要解决

的重要问题ꎮ
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ｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ ２４(８): ７３０５. ｄｏｉ:
１０.３３９０ / ｉｊｍｓ２４０８７３０５.

[３１] Ｊｉａｎｇ ＢＣꎬ Ｄｉｎｇ ＴＹꎬ Ｇｕｏ ＣＹꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＦＡＴ１ ｏｒｃｈｅｓ￣
ｔｒａｔｅｓ ｓｐｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｉｃｒｏ￣
ｇｌｉａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ｃ￣ＭＹＣ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｔｏ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕ￣
ｒｙ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ [ Ｊ] . Ａｄｖ Ｓｃｉ ( Ｗｅｉｎｈ)ꎬ
２０２２ꎬ ９(２７): ｅ２２０１３００. ｄｏｉ:１０.１００２ / ａｄｖｓ.２０２２０１３００.

[３２] Ｍｉ Ｙꎬ Ｇａｏ Ｘꎬ Ｄａｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＥＴ２ ｉｎ
ＣＮＳ: ｓｕｓｔａｉｎｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ
２０１５ꎬ １６(９): ２１８４６￣２１８５７.

[３３] Ｘｉａ Ｍꎬ Ｙａｎ Ｒꎬ Ｗａｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＩＤ ｃｏｍｐｌｅｘ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ
ＴＥＴ２[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｍｅｄꎬ ２０２３ꎬ １７(６): １２０４￣１２１８.

[３４] Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｚｈａｏ Ｋꎬ Ｓｈｅｎ ＱＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｅｔ２ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｔｏ
ｒｅｓｏｌｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｃｒｕｉｔｉｎｇ Ｈｄａｃ２ ｔｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ
ｒｅｐｒｅｓｓ ＩＬ￣６[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１５ꎬ ５２５: ３８９￣３９３. ｄｏｉ:１０.
１０３８ / ｎａｔｕｒｅ１５２５２.

[３５] Ｈａｓｓａｎ Ｎꎬ Ａｌｉ Ａꎬ Ｗｉｔｈｙｃｏｍｂｅ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＥＴ￣２ ｕｐ￣ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｖｉｃｅｎｉｎ￣２[ Ｊ] . Ｃｙｔｏｋｉｎｅꎬ ２０１８ꎬ １０８: ３７￣４２. ｄｏｉ: １０.
１０１６ / ｊ.ｃｙｔｏ.

(编辑:徐苗蓁)

读者􀅰作者􀅰编者

缩略语使用

凡已被公知公认的缩略语可以不加注释直接使用ꎮ 例如:ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＨｂｓＡｇ、ＰＣＲ 等ꎮ 不常用的、尚未

被公知公认的缩略语ꎬ以及原词过长在文中多次出现者ꎬ若为中文可于文中第一次出现时写出全称ꎬ在圆括

号内写出缩略语ꎻ若为外文可于文中第一次出现时写出中文全称ꎬ在圆括号内写出外文全称及其缩略语ꎮ 例

如:流行性脑脊髓膜炎(流脑)ꎬ阻塞性睡眠呼吸暂停综合征(ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｓｌｅｅｐ ａｐｎｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ＯＳＡＳ)ꎮ 不

超过 ４ 个汉字的名词不宜使用缩略语ꎬ以免影响可读性ꎮ 西文缩略语不得拆开转行ꎮ
(本刊编辑部)


