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【摘　要】　目的　考察过表达丙酮酸脱氢酶激酶４ (Pdk４)对脊神经结扎小鼠线粒体及神经元电生理活性的影响,进

一步揭示神经病理性疼痛的发病机制.方法　选用雄性 C５７BL/６小鼠构建脊神经结扎 (SNL)模型并分为假手术组、SNL
模型组及SNL模型＋Pdk４过表达组.SNL模型＋Pdk４过表达组采用脊髓背角内病毒注射法注射Pdk４过表达病毒.采用不

同规格细丝检测足底机械性疼痛阈值;采用 Westernblot测定小鼠脊髓背角 Pdk４、LC３ＧⅡ、LC３ＧⅠ蛋白表达;采用电子显

微镜观察线粒体形态;采用膜片钳技术测定神经元电生理指标.结果　过表达 Pdk４后,小鼠机械性疼痛阈值降低 (P＜
０􀆰０５);透射电镜观察显示线粒体肿胀更明显,嵴结构进一步紊乱且部分出现空泡化;Pdk４蛋白表达量升高 (P＜０􀆰０５),

LC３ＧⅡ/LC３ＧI比值升高 (P＜０􀆰０５);小鼠脊髓背角内神经元自发性兴奋性突触后电流增大,动作电位释放个数增多,基强

度降低,输入阻抗降低 (P＜０􀆰０５).结论　Pdk４表达上调使小鼠疼痛阈值降低,增加疼痛敏感性,可能与脊髓背角线粒体

形态变化、自噬相关信号通路激活及神经元兴奋性增强有关.
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EffectsofPdk４overexpressiononmitochondrialandneuronalelectrophysiological
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【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheeffectsofPdk４overexpressiononmitochondrialandneuronalelectrophysiologiＧ
calactivitiesinspinalnerveligationmice,andtofurtherrevealthepathogenesisofneuropathicpain．Methods　MaleC５７BL/６
micewereselectedtoestablishthespinalnerveligationmodel,andtheyweredividedintotheshamＧoperationgroup,theSNL
modelgroup,andtheSNLmodel＋Pdk４overexpressiongroup．TheSNLmodel＋Pdk４overexpressiongroupwasinjectedwith
Pdk４Ｇoverexpressingvirusbyintraspinaldorsalhornviralinjection．Filamentsofdifferentspecificationswereusedtodetectthe
plantarmechanicalpainthreshold．WesternblotwasusedtodeterminetheproteinexpressionsofPdk４,LC３ＧⅡ,andLC３ＧIin
thespinaldorsalhornofmice．Electronmicroscopewasusedtoobservethemitochondrialmorphology．ThepatchＧclamptechＧ
niquewasusedtomeasuretheneuronalelectrophysiologicalindexes．Results　AfterPdk４overexpression,themechanicalpain
thresholdofmicedecreased (P ＜０􀆰０５)．Transmissionelectron microscopyshowed moreobvious mitochondrialswelling,

furtherdisorderofthecristaestructure,andpartialvacuolization．TheexpressionlevelofPdk４proteinincreased (P＜０􀆰０５),

andtheratioofLC３ＧⅡ/LC３ＧIincreased(P＜０􀆰０５)．Inthespinaldorsalhornofmice,thespontaneousexcitatorypostsynaptic
currentofneuronsincreased,thenumberofactionpotentialreleasesincreased,therheobasedecreased,andtheinputimpedance
decreased (P＜０􀆰０５)．Conclusion　TheupＧregulationofPdk４expressionreducesthepainthresholdofmiceandincreasespain
sensitivity,whichmayberelatedtothemorphologicalchangesofmitochondriainthespinaldorsalhorn,theactivationofautoＧ
phagyＧrelatedsignalingpathways,andtheenhancementofneuronalexcitability．
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　　随着人口老龄化及慢性疾病的增加,慢性疼痛

的患病率逐年上升,给患者的生活质量和社会经济

带来了沉重负担[１Ｇ２].慢性疼痛的发生与多种因素

有关,其中脊神经损伤是导致神经病理性疼痛的重

要原因之一[３Ｇ４].丙酮酸脱氢酶激酶 ４ (pyruvate
dehydrogenasekinase４,Pdk４)作为一种关键分

子,近年来在神经病理性疼痛的研究中受到了广泛

关注, 本 研 究 拟 向 脊 神 经 结 扎 (spinalnerve
ligation,SNL)小鼠模型脊髓背角内注射Pdk４过

表达病毒,来考察Pdk４对小鼠线粒体及神经元电

生理活性的影响,进一步揭示神经病理性疼痛的发

病机制.

１　材料与方法

１􀆰１　材料

雄性C５７BL/６小鼠６０只 [江苏艾菱菲生物科

技有 限 公 司,生 产 许 可 证 号 SCXK (苏)２０２１Ｇ
００１１,质量合格证号００３４２８];注射用 Pdk４过表

达病毒 [吉凯基因科技 (上海)股份有限公司];
复合麻醉剂 (宜昌人福药业有限责任公司);RIPA
裂解液 (上海博尔森生物科技有限公司);BCA 法

蛋白定量试剂盒 (美国 Thermofisher公司);５×
SDS上样缓冲液 (广州博鹭腾生物科技有限公司);

Nanoprobes银加强试剂盒,HQSilverＧSolutionA、

B、C (美 国 Nanoprobes 公 司); 人 工 脑 脊 液

(ACSF)、脑脊液 (CSF) (美国 BOSTER 公司);
其余试剂均为国产分析纯.

１􀆰２　SNL模型的构建

随机取４０只６~８周龄的雄性 C５７BL/６小鼠,
腹腔内注射复合麻醉剂后,剪除其背部毛发,消毒

并在后正中线左外侧５mm 处予１cm 纵切口.再

切开小鼠胸腰筋膜,显微镜下露出第６腰椎的横突

并咬断,玻璃分针柔和分离 L５ 脊神经并使用６􀆰０
号丝线结扎,最后逐层缝合.剩下的２０只作为假

手术组不结扎脊神经,其他手术方法同上.

１􀆰３　实验分组及脊髓背角内病毒注射

按处理方式的不同,实验分为假手术组 (２０
只)、SNL模型组 (２０只)及SNL模型＋Pdk４过

表达组 (２０只).SNL模型＋Pdk４过表达组采用

脊髓背角内病毒注射法注射 Pdk４过表达病毒,具

体步骤为:用２％异氟烷将小鼠麻醉,固定在脊髓

定位注射仪上,小鼠双眼抹匀凡士林用以保护小

鼠.碘伏消毒后沿着脊柱方向开３~４cm 长的术

野,采用显微剪轻轻分离脊柱两侧肌肉和肌腱.将

微量注射器固定于注射架上并进行定位,结束后按

照左侧０􀆰２５~０􀆰３５mm、深度０􀆰２５mm 的位点进

行注射,留针１０min,清理伤口并进行分层缝合.
对照组、SNL模型组不做处理.

１􀆰４　机械性疼痛行为检测

将所有小鼠置于行为学检测室提前适应 ２０
min,序贯采用 ０􀆰００８、０􀆰０４、０􀆰０７、０􀆰１６、０􀆰４、

０􀆰６、１􀆰０及１􀆰４g的 VonＧfrey细丝检测小鼠足底

的机械性疼痛阈值,检测方向为垂直于小鼠的足

底.待小鼠明显出现抬足、缩足、舔足等行为时,
表明即时的 VonＧfrey细丝规格为此刻小鼠的机械

性疼痛阈值.

１􀆰５　小鼠脊髓背角Pdk４、LC３ＧⅡ、LC３ＧⅠ蛋白表

达的检测

用２％异氟烷麻醉小鼠后,于冰上迅速断头,
用５mL注射器迅速吹出脊髓,用手术刀切取术侧

脊髓背角,并放入干净的１􀆰５mL离心管中,放置

于冰上待用.每管组织中加入２００μL含有蛋白酶

和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液,超声粉碎后在冰

上放置３０ min.将离心管置于高速离心机内,４
℃、１２０００r/min离心１０min.吸取上清液,移入

新的１􀆰５mL离心管中.使用PierceBCA法蛋白定

量试剂盒,测定每个样品的总蛋白浓度.计算后,
用５×SDS上样缓冲液按４∶１加入到蛋白样品中

进行稀释,使所有样品的蛋白浓度相同,９９ ℃加

热５min,蛋白质变性后置于－２０ ℃保存.配置

１０％的SDSＧPAGE 凝胶,加入变性后的蛋白样本

和预染蛋白 Marker后开始电泳,结束后将凝胶上

的蛋白转移至PVDF膜上,放入含５％脱脂奶粉的

TBST封闭液中室温封闭１h,加入 Pdk４、LC３Ｇ
Ⅱ、LC３ＧⅠ的一抗,孵育过夜,TBST洗涤３次后

加入辣根过氧化物酶 (HRP)标记的二抗,室温孵

育１h,再次洗涤３次,加入增强型化学发光试剂

(ECL)发光液,以 GAPDH 为内参,采用化学发

光成像系统对结果进行定量分析.

１􀆰６　小鼠线粒体形态的检测

不同组小鼠采用２％异氟烷麻醉后,采用事先

预冷的０􀆰０１mol/L 的磷酸缓冲液进行灌注冲洗,
之后灌入含有４％多聚甲醛和０􀆰０７５％ 戊二醛的混

合固定液,取出脊髓腰膨大节段后浸泡于混合固定

液中 ４ ℃ 固定 ３０ min.将样本切成小块,按照

Nanoprobes银 加 强 试 剂 盒 说 明 书 (预 先 将 HQ
SilverＧSolutionA、B、C按１∶１∶１混合),将样

本置于银加强混合液中,在室温下避光反应８min.
颜色加深后,迅速用双蒸馏水 (DDW)漂洗２０s
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终止 反 应.依 次 用 ０􀆰０５ mol/L Tris 缓 冲 盐 水

(TBS)和０􀆰０１mol/L磷酸缓冲液 (PB)各漂洗３
次,每次５min.随后置于１％锇酸中固定１h.固

定结束后使用 PB 和 DDW 各漂洗 ３ 次,每次 ５
min.将固定后的样本用０􀆰０５mol/LTBS漂洗２
次,每次５min,随后用 DDW 漂洗３次,每次 ５
min.漂洗后的样本置于５０％乙醇中１０min,紧接

着将其移入１％醋酸双氧铀复染１２h,再经梯度乙

醇７０％、８０％、９０％、９５％、１００％、１００％ 各 １０
min和２次环氧丙烷每次１０min脱水.室温下将样

本浸入包埋剂中,１２h后将样本压片,并置于恒温

干燥箱内６０℃聚合４８h.待树脂聚合后,光学显

微镜下观察,取样品表面神经节密集部位１mm×１
mm,用５０２胶水将其固定于预成包埋模块顶部.
使用电子显微镜,对不同放大倍率下的样本观察并

拍照、保存.

１􀆰７　小鼠脊髓背角内神经元电生理活性的检测

首先配置高糖人工脑脊液 (ACSF)和脑脊液

(CSF).将小鼠快速断头取出脊髓腰膨大节段,迅

速剥离脊髓,采用震荡切片机将脊髓节段切成３００

μm,待切片复苏０􀆰５h时,将脑片移至记录槽.用

蠕动泵循环灌流 ACSF,同时持续通入９５％ O２/

５％ CO２ 混合气.用微电极拉制仪拉制玻璃电极.
灌注入电极内液后,连接至膜片钳系统,测试电极

尖端阻抗.细胞封接和破膜后进行快电补偿,记录

细胞自发性兴奋性突触后电流、动作电位释放个

数、基强度及输入阻抗.

１􀆰８　统计学方法

采用 Graphpad９􀆰１ 软件对结果进行分析,计

量资料以均数±标准差的形式表示,多组间差异采

用单因素方差分析,两组间差异采用独立样本t检

验,P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　过表达Pdk４对小鼠机械性疼痛阈值的影响

与假手术组相比,SNL模型组小鼠的机械性疼

痛阈值降低 (P＜０􀆰０５);在过表达Pdk４后,小鼠

的机械性疼痛阈值进一步降低,差异有统计学一意

义 (P＜０􀆰０５).见表１.

表１　不同组小鼠的机械性疼痛阈值 (n＝２０,x±s)

组别 机械性疼痛阈值 (g)

假手术组 ０􀆰６５±０􀆰０８
SNL模型组 ０􀆰３２±０􀆰０５

SNL模型＋Pdk４过表达组 ０􀆰２１±０􀆰０３
F 值 ３２３􀆰８６
P 值 ＜０􀆰００１

２􀆰２　过表达Pdk４对小鼠脊髓背角内线粒体形态结

构的影响

透射电镜观察结果显示,假手术组小鼠脊髓背

角内线粒体形态正常,嵴结构清晰.模型组小鼠脊

髓背角内线粒体出现肿胀、嵴结构紊乱等现象.过

表达 Pdk４后,线粒体肿胀更加明显,嵴结构进一

步紊乱,部分线粒体出现空泡化.见图１.

假手术组 SNL模型组 SNL模型＋Pdk４过表达组

图１　不同组小鼠脊髓背角内线粒体形态结构 (箭头所指为线粒体)

２􀆰３　过表达Pdk４对小鼠脊髓背角内线粒体自噬相

关信号通路的影响

SNL模型＋Pdk４过表达组的 Pdk４蛋白出现

过表达,较假手术组与 SNL 模型组升高 (P ＜
０􀆰０５);与假手术组相比,SNL模型组、SNL模型

＋Pdk４ 过 表 达 组 的 LC３ＧⅡ 蛋 白 均 升 高 (P ＜

０􀆰０５),且SNL模型＋Pdk４过表达组较SNL模型

组升高的更加明显 (P＜０􀆰０５);３组的 LC３ＧⅠ蛋

白表达差异无统计学意义;SNL模型组的LC３ＧⅡ/

LC３ＧⅠ的比值升高 (P＜０􀆰０５),过表达 Pdk４后,

LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ的比值进一步升高 (P＜０􀆰０５).见

表２、图２.
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表２　不同组小鼠Pdk４、LC３ＧⅡ、LC３ＧⅠ蛋白的相对表达量

及LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ的值 (n＝２０,x±s)

　组别 Pdk４ LC３ＧⅡ LC３ＧⅡ LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ

假手术组 ０􀆰９８±０􀆰０９ ０􀆰１８±０􀆰０４ ０􀆰７２±０􀆰０８ ０􀆰２５±０􀆰０６

SNL模型组 １􀆰０７±０􀆰１８ ０􀆰３６±０􀆰０７① ０􀆰７０±０􀆰０９ ０􀆰５１±０􀆰０９①

SNL模型＋
Pdk４过表达组

１􀆰８５±０􀆰２５②０􀆰５２±０􀆰０９①② ０􀆰６８±０􀆰０８ ０􀆰７６±０􀆰１１①②

　　注:与假手术组比较,①P＜０􀆰０５;与SNL模型组比较,②P＜０􀆰０５.

图２　不同组小鼠Pdk４、LC３ＧⅡ、LC３ＧⅠ蛋白的相对表达

２􀆰４　过表达Pdk４对小鼠脊髓背角内神经元电生理

活性的影响

与假手术组相比,SNL模型组小鼠脊髓背角内

神经元 的 自 发 性 兴 奋 性 突 触 后 电 流 增 大 (P ＜
０􀆰０５),动作电位释放个数增多 (P＜０􀆰０５),基强

度降低 (P＜０􀆰０５),输入阻抗降低 (P＜０􀆰０５).
过表达Pdk４后,神经元的这些电生理指标变化更

加明显 (P＜０􀆰０５).见表３.

表３　不同组小鼠脊髓背角内神经元电生理活性

(n＝２０,x±s)

　组别

自发性兴奋性

突触后电流/
pA

动作电位

释放个数

基强度/
mV

输入阻抗/
MΩ

假手术组 ２５􀆰６±３􀆰２ １２􀆰５±１􀆰５ －６５􀆰３±３􀆰８ １５􀆰６±１􀆰２

SNL模型组 ４２􀆰３±４􀆰５① １８􀆰２±２􀆰２① －５８􀆰２±４􀆰２① １２􀆰３±１􀆰５①

SNL 模 型 ＋
Pdk４过表达组

５８􀆰７±５􀆰８①② ２５􀆰６±２􀆰８①② －５２􀆰３±４􀆰５①②１０􀆰２±１􀆰８①②

　　注:与假手术组比较,①P＜０􀆰０５;与SNL模型组比较,②P＜０􀆰０５.

３　讨论

脊髓背角内疼痛信息的整合和传递是维持中枢

敏化的关键过程,在疼痛的发生与发展中扮演着重

要的角色,虽然关于脊髓背角在慢性疼痛中的作用

研究越来越多,但相应的机制仍不明朗.Pdk４的

表达上调与疼痛敏感性的增加相关,Pdk４可能通

过多种途径影响疼痛阈值,其中一种可能是通过调

节神经元的兴奋性,Pdk４可以影响神经元细胞膜

上的离子通道,从而改变神经元的兴奋性[５Ｇ６].当

神经元兴奋性增加时,疼痛信号的传递会更加容

易,从而导致疼痛阈值降低.本研究结果显示,过

表达Pdk４后小鼠的机械性疼痛阈值进一步降低,
这与之前的一些研究结果相符.本研究还通过透射

电镜观察了不同组的线粒体形态,结果表明,过表

达 Pdk４后小鼠脊髓背角内线粒体形态结构发生了

明显变化,线粒体肿胀、嵴结构紊乱以及空泡化现

象更加严重,这可能是由于 Pdk４参与了线粒体的

代谢调节过程.

Pdk４是一种丙酮酸脱氢酶激酶,它可以抑制

丙酮酸脱氢酶的活性,从而影响线粒体的能量代

谢.当线粒体能量代谢受阻时,线粒体的形态结构

可能会发生改变[７Ｇ８].同时本研究还考察了过表达

Pdk４对线粒体自噬相关信号通路的影响,结果表

明过表达Pdk４促进了小鼠脊髓背角内线粒体自噬

相关信号通路的激活,表现为 LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ的比

值进一步升高,表明 Pdk４在调节线粒体自噬过程

中同样具有重要作用.线粒体自噬是一种重要的细

胞自稳机制,它可以清除受损的线粒体,维持细胞

内线粒体的质量和功能[９Ｇ１０].当 Pdk４过表达时,
可能会过度激活线粒体自噬过程,导致线粒体的过

度清除,从而影响细胞的正常功能.本研究的膜片

钳技术检测结果显示,过表达 Pdk４增强了小鼠脊

髓背角内神经元的兴奋性,表现为自发性兴奋性突

触后电流增大、动作电位释放个数增多、基强度降

低以及输入阻抗降低,分析其可能的原因是 Pdk４
通过调节离子通道的活性,改变神经元的膜电位,
从而 增 强 神 经 元 的 兴 奋 性[１１Ｇ１２].此 外,过 表 达

Pdk４对线粒体形态结构和自噬相关信号通路的影

响也可能间接影响神经元的电生理活性,如线粒体

功能障碍可能会导致细胞内能量供应不足,从而影

响神经元的电生理活动.
综上所述,Pdk４表达上调会使小鼠疼痛阈值

降低,增加疼痛敏感性,这可能与脊髓背角线粒体

形态变化、自噬相关信号通路的激活、神经元兴奋

性增强有关.
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丙泊酚对抑郁症模型小鼠抑郁样行为及学习记忆的影响研究
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【摘　要】　目的　探究丙泊酚对抑郁症模型小鼠抑郁样行为及学习记忆功能的影响.方法　取４０只抑郁症模型小鼠,
按照干预方法不同分为抑郁模型组和丙泊酚低剂量组 (５０mg/kg)、中剂量组 (７５mg/kg)、高剂量组 (１００mg/kg),每组

１０只;另取１０只正常小鼠,设为正常对照组.丙泊酚低、中、高剂量组小鼠腹腔注射丙泊酚,抑郁模型组、正常对照组小

鼠给予等容量生理盐水腹腔注射.丙泊酚注射２４h后进行悬尾实验、强迫游泳实验和糖水偏好测试,间隔７d后各组重新进

行相应的药物 (丙泊酚或生理盐水)处理,２４h后进行 Morris水迷宫测试.结果　抑郁模型组小鼠在悬尾状态和强迫游泳

实验下静止时间均高于正常对照组,丙泊酚低、中、高剂量组小鼠在悬尾状态和强迫游泳实验下静止时间均低于抑郁模型

组;抑郁模型组小鼠糖水消耗百分比低于对照组,丙泊酚低、中、高剂量组小鼠糖水消耗百分比均高于抑郁模型组;抑郁模

型组小鼠逃避潜伏时间高于对照组,丙泊酚低、中、高剂量组小鼠逃避潜伏时间均低于抑郁模型组;抑郁模型组小鼠空间探

索时间低于对照组,丙泊酚低、中、高剂量组小鼠空间探索时间均高于抑郁模型组.以上组间差异均有统计学意义 (P＜
０􀆰０５).结论　丙泊酚可以缓解抑郁症小鼠的抑郁样行为,且会改善抑郁症小鼠的学习记忆功能.

【关键词】丙泊酚;抑郁症模型;抑郁样行为;学习记忆
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StudyoneffectsofpropofolondepressiveＧlikebehaviorsandlearningＧmemoryin
depressivemodelmice
CHENFeng
DepartmentofAnesthesiology,ChangleDistrictPeople̓sHospital,Fuzhou,Fujian３５０２００,China

【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheeffectsofpropofolondepressiveＧlikebehaviorsandlearningＧmemoryfunctions
indepressivemodelmice．Methods　FortydepressivemodelmiceweredividedintoadepressivemodelgroupandlowＧdose(５０
mg/kg),mediumＧdose(７５mg/kg),highＧdose(１００mg/kg)propofolgroupsaccordingtodifferentinterventionmethods,with
１０miceineachgroup．Another１０normalmiceweresetasthenormalcontrolgroup．MiceinthelowＧdose,mediumＧdose,and
highＧdosepropofolgroupswereintraperitoneallyinjectedwithpropofol,whilemiceinthedepressivemodelgroupandthenormal
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