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神经病理性疼痛大鼠海马 miRNA差异性表达研究 *

田润利 郭朝晖 李永男△ 杜仁峰 罗庆玲 刘 战 彭 影
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摘要 目的：探讨神经病理性疼痛大鼠海马差异性表达的 miRNAs，并预测其在神经病理性疼痛发病机制中的作用。方法：通过建

立 L5神经结扎横切(L5 Spinal Nerve Transection, L5-SNT)所致神经病理性疼痛大鼠模型，在机械痛阈检测结束后处死大鼠，剥离

海马组织，提取 miRNA进行测序，找出 L5-SNT大鼠海马差异表达的 miRNAs，并对其进行靶基因预测及功能分析。结果：

L5-SNT大鼠模型建立成功，手术侧足底机械痛阈明显低于正常组和假手术组大鼠(P<0.05)。miRNA测序结果显示：L5-SNT组的

大鼠海马 miRNAs发生明显的差异性表达，其中显著下调的为：rno-miR-30c-2-3p、rno-miR-370-3p、rno-miR-541-3p、rno-miR-22-3p

(P<0.05)；显著上调 miRNAs为：rno-miR-32-5p(P<0.05)；对上述差异性表达明显的 miRNAs进行靶基因预测及功能分析，推测与

海马神经病理性疼痛有关的靶基因有： 、 、 、 。结论：L5-SNT大鼠海马的差异性 miRNAs及其靶基因功

能可能主要与海马MAPK信号通路、长时程增强、炎症反应及细胞周期有关。
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Differential Expression of miRNA in the Hippocampus of Rats with
Neuropathic Pain*

To explored the differenial expression of miRNAs in hippocampus of rat suffered from neuropathic pain,

and further deduce the role of them in the neuropathic pain. L5 spinal nerve transection induced-neuropathic pain of rat models

(L5-SNT) were used in this study. After finishing the behavioral test, rats were euthanized and the hippocampi were harvested rapidly for

miRNA extraction. The miRNAs which changed most significantly in the hippocampus were found out, and then speculate its pain-asso-

ciated target gene using miRNA databases. The neuropathic pain model was successfully established, whose threshold of me-

chanical pain sensitivity reduced significantly compared with the control group and the sham-operated group (P<0.05). Microarray

showed that the expression of miRNAs in L5-SNT group significantly changed, the expression of rno-miR-30c-2-3p, rno-miR-370-3p,

rno-miR-541-3p and rno-miR-22-3p were significantly down-regulated (P<0.05) and the expression of rno-miR-32-5p was significantly

up-regulated (P<0.05). After target gene prediction and function analysis of miRNAs which changed dramatically in the experiment, we

hypothesized that following target gene was pain-associated: , , , . The changes of miRNAs

expression and its target genes function in the hippocampus of L5-SNT rats might be related to the MAPK signal pathway, long term po-

tentiation, inflammatory response and cell cycle.
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前言

神经病理性疼痛(Neuropathic Pain，NP)是由躯体感觉系统

损害或疾病所引起的疼痛[1]，其特点为持续的自发痛、痛觉异常

和痛觉过敏。据统计，神经病理性疼痛在普通人群的发病率为

7%-10%[2]，可严重影响患者的生活质量，甚至引起致残。目前，

神经病理性疼痛尚无确切的病因治疗方法，包括最有效的镇痛

药物在内的现有治疗手段只能有限的缓解症状[3,4]。外周和中枢

神经系统感觉神经元的长期过度兴奋而引起的基因表达改变

是神经病理性疼痛的主要机制之一[5]。

miRNA作为一种非编码 RNA，通过作用于转录后水平使

靶 mRNA降解或抑制靶基因的翻译，在基因表达调控和修饰

中发挥关键作用。研究表明海马参与疼痛的形成和维持[6]，但目

前尚无关于海马 miRNA参与神经病理性疼痛发病机制的相关

研究报道。本实验通过建立大鼠 L5-SNT模型，找出神经病理

性疼痛大鼠海马差异性表达的 miRNA，对差异性表达 miRNA

的靶基因预测和功能分析，探讨 miRNAs在神经病理性疼痛的

发病机制中的作用，以期为其治疗提供新的理论依据。
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图 2 差异表达 miRNAs热图

Fig.2 The heatmap of the differential expressed miRNAs

1 材料与方法

1.1 动物分组与模型制备

6周龄 SD大鼠 24只，体重 175-225 g，购自上海斯莱克实

验动物有限公司。实验开始前动物设施内适应一周。按照完全

随机化法(每组 n=8)，随机分为正常对照组(Z组)、假手术组(J

组) 和模型组 (M组)。M组大鼠腹腔注射 3%的水合氯醛 10

ml/kg麻醉后，参照 Kim[7]的方法制备左侧 L5神经结扎后横切

模型(L5 Spinal Nerve Transection, L5-SNT)，在背部正中 L4-S1

处切开皮肤，分离左侧椎旁肌肉，去除 L6横突和 L5椎板，在靠

近 L5背根神经节处结扎神经，并在神经远端切断，创面撒青霉

素粉末后缝合切口。J组仅切开皮肤，分离肌肉去除横突椎板，

不结扎及切断神经，余同M组。

1.2 行为学测定

于大鼠术前 1天，术后 1、2、3、7、10和 14天的每天上午 9:

00-11:00，将大鼠放于钢丝网格架，上面罩上透气的有机玻璃

盒，使其适应环境 30 min后，以 2 g von Frey丝为起始刺激大

鼠手术侧足底部，大鼠出现舔足、缩足或抬腿躲避时为阳性，记

录数值，然后更换相邻小刻度 von Frey丝继续刺激，若阴性，则

更换大一刻度，以此类推，记录包括第一次阳性结果在内的 6

个数值，根据 Dixon[8]的 up-and-down 法计算大鼠 50%机械缩

足阈值(50% mechanical withdraw threshold, 50% MWT)。

在术后 14天，行为学测定结果显示 Z组及 J组大鼠机械

痛阈测定无统计学差异，所以以 J组为对照组，J组及M组随

机各取 3只大鼠，标记为(J1/J2/J3和M1/M2/M3)。将大鼠处死

后，立即剥离大脑，取下海马组织放于 -80℃液氮中保存。

1.3 海马组织 miRNA的测序

用 TRIzol试剂盒对大鼠海马组织进行总 RNA的提取，通

过凝胶电泳，收集小片段的 RNA片段，去磷酸化处理后加入接

头序列；利用反转录酶与 DNA聚合酶，进行反转录与 PCR扩

增；然后，收集 PCR扩增产物完成文库制备工作，并将文库应

用 HiSeq 2500测序平台进行 SE50测序，获取测序数据后，进

行生物信息学分析。

1.4 信息分析和数据处理

Illumina测序完成后，用 fastqc检测原始测序数据并做统

计分析，然后用 prinseq-lite和 fastx-toolkit对原始数据进行质

量控制，将所得到的 clean reads定位到参考基因组并进行转录

注释。筛选假手术组和模型组之间的显著差异表达 miRNAs，

并对其进行靶基因预测，然后对差异性表达显著的 miRNAs靶

基因进行功能富集及通路分析。

1.5 统计学分析

数据统计用 SPSS 22.0统计软件进行。符合正态分布计量

资料以均数± 标准差表示，多组之间的比较采用单因素方差分

析后，Student-Newman-Keuls多组配对 T检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 行为学测定结果

术后大鼠无自残现象。M组大鼠手术侧足部轻微外翻，足

趾微屈并拢，常放置于尾部或悬空，但无跛行。假手术组及正常

组大鼠无此现象。机械痛阈测定结果如下：与术前 1d比较，M

组大鼠术后手术侧机械痛阈迅速降低(P＜0.05)，与 J组和 Z组

比较，M组手术侧 50% MWT明显下降(P＜0.05)。

2.2 大鼠海马 RNA测序数据质控分析结果

用 fastqc检测原始测序数据并做统计分析，然后用 prin-

seq-lite和 fastx_toolkit进行原始数据质量控制，尽可能的过滤

掉不可靠的碱基及 reads后，得到 6个样本 clean data，对这些

clean reads进行统计分析及后续的分析。结果显示，raw data和

clean data 质量值大于或等于 20 的碱基占 99%以上 (Q20 即

100个碱基中有 1个会识别出错)。

2.3 测序数据 map结果

用 bowtie 软件(v0.12.9)将 clean reads map 到大鼠参考基

因组(UCSC，RN5.0)，程序使用默认参数。map rate > 93.7%，表

明所选参考基因组能满足信息分析的需求，后期的数据分析的

可靠性较高。

图 1 大鼠机械痛阈测定结果

Fig.1 The results of the mechanical withdraw threshold of rats
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2.4 miRNA基因表达分析结果

对 6 个样本的 754 个 miRNA 的表达谱进行差异表达分

析；在所设定的阈值条件下(|log2FC|>1 & P<0.01)，总共筛选出

53个显著差异表达 miRNAs，分为 25个显著下调和 28个显著

上调 (图 -2)。其中，以 rno-miR-541-3p、rno-miR-30c-2-3p、

rno-miR-370-3p、rno-miR-22-3p 等 下 调 最 为 显 著 ，

rno-miR-32-5p、rno-miR-184等上调明显。

2.5 miRNA靶基因预测及功能分析

用 miRNA靶基因数据库对 53个差异表达的 miRNAs进

行靶基因预测，共得到 9107个靶基因，若两 miRNAs共同调控

同一靶基因，则该靶基因为两 miRNAs共调控靶基因。筛选出

重要的 miRNA调控靶基因后，结合 SRTING数据库对显著差

异表达的 miRNAs的靶基因进行 PPI网络分析。上调 miRNAs

靶基因蛋白相互作用网络包括 164个节点，198个蛋白质互作

关系对；下调 miRNAs靶基因蛋白相互作用网络包括 266个节

点，406个蛋白质互作关系对。网络节点根据所处的位置，被赋

予不同的拓扑得分。我们列出 3种方法得分最高的前 25个节

点 miRNAs；其中，下调 miRNAs靶基因中有 15个基因的 3种

拓扑得分均位于 top25 以内， 、 、 、 、 、

、 、 、 、 、 、 、 、 、

；上调 miRNAs靶基因中有 13个基因的 3种拓扑得分均

位 于 top25 以 内 ， 、 、 、 、 、 、

、 、 、 、 、 、 。基于靶基因在

PPI网络中的重要程度及受 miRNA调控的关系，我们可以得

出其中更为重要的四个靶基因，即 、 、 、

。分别对上述 28个靶基因进行功能富集通路分析结果，

图 3、图 4为富集结果中 P<0.05结果。

图 3 下调 miRNAs靶基因显著功能富集和通路分析结果(P<0.05)

Fig.3 The enrichment and pathway analysis of target genes of down-regulated miRNAs(P<0.05)
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3 讨论

miRNA作为一种非编码 RNA，与蛋白结合后形成 RNA

诱导基因沉默复合物(RISC)，然后以不完全互补的方式与 mR-

NA结合，通过作用于转录后水平使靶 mRNA降解或抑制靶基

因的翻译，在基因表达调控和修饰中发挥关键作用。这种作用

广泛存在于生物体的基因转录、信号传导及细胞周期代谢等生

理过程中，并参与多种疾病的发生和发展过程。在不同的疾病，

miRNA的表达谱不同；同一种疾病，在不同的组织及不同的病

情进程中，miRNA的表达谱也不同。miRNA表达的这种时序

性及组织特异性等特点，使得其成为了用于某些疾病诊断和治

疗的新宠。在神经系统中，miRNA通过调节相关基因表达参与

学习、记忆、神经元重构及神经变性疾病的发生发展[9,10]。神经

病理性疼痛时，疼痛相关躯体感觉系统紊乱，引起神经胶质细

胞的激活、炎症递质释放、神经重构、中枢去抑制、中枢及外周

敏化等[10-12]。近期研究显示海马在神经病理性疼痛的发生发展

过程中发挥着重要作用。神经病理性疼痛可引起海马的体积萎

缩、细胞因子表达异常、突触长时程增强受损、记忆功能受损以

及焦虑、抑郁等情绪障碍[13-16]，但其所涉及的海马 miRNAs表达

变化尚无相关研究报道。

图 4 上调 miRNAs靶基因显著功能富集和通路分析结果(P<0.05)

Fig.4 The enrichment and pathway analysis of target genes of up-regulated miRNAs(P<0.05)
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本研究以假手术组和 L5-SNT神经病理性疼痛模型组大

鼠海马组织为研究对象，采用 miRNA测序技术分析海马 miR-

NAs的差异性表达谱，总共筛选出 53个显著差异表达 miR-

NAs，分为 25 个显著下调和 28 个显著上调，其中

rno-miR-541-3p、rno-miR-30c-2-3p、rno-miR-370-3p、rno-miR-

22-3p等表达显著下调，rno-miR-32-5p表达显著上调。对这些

差异性表达 miRNAs的靶基因进行预测，找出了与海马神经病

理性疼痛有关的靶基因有 、 、 、 。功

能分析提示这些靶基因与丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通

路、长时程增强(LTP)、炎症反应及细胞周期有关。

MAPK信号通路是生物信号在细胞内外之间传递的重要

途径，在基因表达调控和细胞质功能活动中发挥关键作用，参

与细胞的生长、增殖、分化和凋亡等生理进程，并与炎症及应激

反应有关。p38MAPK通路是MAPK信号通路中的一条重要通

路，主要参与机体的炎症、应激及细胞凋亡等生物进程，与神经

病理性疼痛的形成和维持密切相关[17]。 是 p38MAPK的

编码基因，神经病理性疼痛动物的背根神经节和脊髓的神经元

及胶质细胞内 ERK/p38MAPK信号系统激活，经 ERK酶抑制

剂治疗后，外周和中枢敏化过程明显减弱、动物的疼痛缓解[18]。

是 miR-541-3p及 miR-22-3p的靶基因。在本研究中，

神经病理性疼痛大鼠海马 miR-541-3p和 miR-22-3p的显著下

调，可能通过 p38MAPK信号通路的激活，参与疼痛的形成和

维持。此外，p38MAPK通路的激活还可引起LTP的减弱[19]。LTP

是检验突触可塑性的重要模型，与学习及记忆形成直接相关，

其受损会直接引起记忆形成障碍[20]。Ca2+/钙调蛋白依赖性蛋白

激酶 II(CaMKII)对学习、记忆及神经元的可塑性都起着重要的

调节作用 [21]。Ca2+可通过 NMDA受体激活 CaMKII参与 LTP

的调节，从而影响记忆的形成[22,23]。 是 CaMKII的编码

基因，是 miR-30c-2-3p的靶基因，miR-30c-2-3p下调可能通过

CaMKII的激活，从而影响神经病理性疼痛大鼠的记忆形成。

研究表明神经病理性疼痛时，中枢神经系统胶质细胞激活

并释放的炎症因子及趋化因子所引起神经炎性反应是神经病

理性疼痛发病的主要机制之一 [24]。功能分析显示 是

miR-30c-2-3p和 miR-22-3p的靶基因，其所编码的固定趋化因

子 CXCL12是体液免疫反应必要组成部分[25]。CXCL12及其受

体 CXCR4所形成的 CXCL12/CXCR4轴广泛分布于中枢神经

系统内，除具有调节细胞迁移作用外，还具有神经调节作用[26]。

在成熟的神经系统内，CXCL12可调节神经传导、神经毒性反

应以及神经胶质相互作用，帮助建立和维持中枢神经系统的稳

态[26]。CXCL12/CXCR4的表达下调可抑制脊髓胶质细胞的激

活，从而减轻缺血再灌注所引起的炎性疼痛[27]。显微镜下对大

鼠杏仁核注射 CXCL12可引起大鼠的焦虑行为，当注入 CX-

CR4受体抑制剂或用 shRNAs阻断 CXCR4的表达时，大鼠的

焦虑行为缓解，这说明 CXCL12/CXCR4还与焦虑形成有关[28]。

在本研究中发现 miR-30c-2-3p和 miR-22-3p的下调，可能通过

影响 CXCL12/CXCR4而导致疼痛和焦虑行为。神经病理性疼

痛患者还常伴有抑郁症状。 是精神疾病的易感基因，与情

绪唤醒及维持脑白质的完整性有关[29]。临床研究表明，在中国

汉族人中， 和 基因的多态性是抑郁症患者进展

为难治性抑郁症的主要原因[30]。miR-370-3p的下调可能影响其

靶基因 的表达，从而引起抑郁症状。目前，尚无

miR-32-5p 在神经系统作用的研究，基因功能富集推测

miR-32-5p可能与细胞的生长、增殖、分化和凋亡等生理过程有

关，miR-32-5p的表达上调可能会引起海马细胞周期紊乱，从而

导致其功能障碍。

本研究所测得的神经病理性疼痛大鼠海马差异性表达

miRNA及其靶基因，可能与海马的功能改变有关，通过调控相

关 miRNAs的表达，有可能缓解神经病理性疼痛和所伴随的记

忆障碍、焦虑、抑郁等症状，为其治疗提供新方向。但因为哺乳

动物的 miRNA与其靶 mRNA是通过不完全互补的方式结合，

所以很多时候生物信息学的方法对其靶基因的预测有较多的

不确定性，还需要用实验的方法对其确切的相互作用进行验证。
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