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神经调节蛋白／表皮生长因子受体通路
在偏头痛大鼠模型中的作用

岳孟龙　李爽　魏丹丹

　　【摘要】　目的　探讨神经调节蛋白（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ，ＮＲＧ）／表皮生长因子受体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅ－
ｃｅｐｔｏｒ，ＥｒｂＢ）通路在偏头痛大鼠模型中的作用。方法　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组、模型组、空载（空慢病

毒载体）组、ＮＲＧ沉默（含ＮＲＧ基因干扰片段的慢病毒载体）组、ＮＲＧ１（０．０１ｍｇ／ｋｇ）组，每组各１２只；除对

照组外，其余各组制备偏头痛大鼠模型，观察大鼠行为学表现，记录一段时间内大鼠挠头次数、爬笼次数；测定

各组大鼠机械性刺激及温度痛阈；用酶联免疫吸附实验（Ｅｎｚｙｍｅ　ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测各

组大鼠血清肿瘤坏死因子－α（Ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α），白介素－６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）水平；免疫印迹

实验检测各组大鼠脑组织ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白表达水平。结果　与对照组比较，模型组、空载组大鼠挠

头次数、爬笼次数、血清ＴＮＦ－α及ＩＬ－６水平明显增高，机械性刺激痛阈值、热刺激潜伏期、脑组织ＮＲＧ／ＥｒｂＢ
通路相关蛋白ＮＲＧ表达水平及ＥｒｂＢ／磷酸化表皮生长因子受体（ｐｈｏｓｐｈｏ－ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ｐ－ＥｒｂＢ）明显降低（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，空载组大鼠各指标水平无明显变化（Ｐ＞０．０５）；ＮＲＧ沉默组大

鼠挠头次数、爬笼次数、血清ＴＮＦ－α及ＩＬ－６水平增高，机械性刺激痛阈值、热刺激潜伏期、脑组织ＮＲＧ／ＥｒｂＢ
通路相关蛋白ＮＲＧ表达水平及ＥｒｂＢ／ｐ－ＥｒｂＢ降低（Ｐ＜０．０５）；ＮＲＧ１组大鼠挠头次数、爬笼次数、血清ＴＮＦ－

α及ＩＬ－６水平降低，机械性刺激痛阈值、热刺激潜伏期、脑组织 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白ＥｒｂＢ／ｐ－ＥｒｂＢ增高
（Ｐ＜０．０５），ＮＲＧ表达水平无明显变化（Ｐ＞０．０５）。结论　ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路可调控大鼠偏头痛，上调该通路

可减轻其头痛。
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　　偏头痛是临床常见的神经血管紊乱性疾病，多
发于中青年人群，具有发病率较高、反复发作的特
点，临床症状以发作性中重度、搏动样偏侧头痛为
主，伴有恶心、呕吐等［１－２］，还可引发认知功能障碍、
脑梗死、脑白质病变等疾病，严重影响患者的工作和
生活质量［３］。偏头痛的病理机制复杂，与遗传、精神
压力、不良生活习惯、内分泌等均有关，其中三叉神
经血管反射系统激活引起的神经源性炎症是个重要

的发病过程，在众多发病机制中占主导地位，三叉神
经血管系统激活后其神经末梢会释放出多种促炎因

子，引起神经源性炎症反应，最终导致偏头痛的发生
及疾病进展［４－５］。神经调节蛋白（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ，ＮＲＧ）
是可在神经元和胶质细胞表达的一种信号蛋白，能
与其受体蛋白ＥｒｂＢ结合，改变其构象形成二聚体，
继而激活下游多种信号通路，参与抑郁症、精神分裂
症等各种神经系统疾病的病理过程［６－７］，且ＮＲＧ激
活ＥｒｂＢ，可降低炎性细胞因子 ＴＮＦ－α、白介素－１β
（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β），ＩＬ－６等合成分泌，抑制神经
炎症反应，可改善脓毒症小鼠中间神经元的紊乱及
认知功能障碍，并减轻ＳＴＺ诱导的糖尿病大鼠神经
病理性疼痛［８－９］，因此推测 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路可通过
调控神经源性炎症反应来改善偏头痛大鼠症状。本
研究通过建立偏头痛大鼠模型，以探讨ＮＲＧ／ＥｒｂＢ
通路在偏头痛大鼠模型中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，清洁级，雄性，体重（２００±１０）ｇ，
购自 湖 北 省 动 物 中 心，动 物 合 格 证 编 号 为

４２０００６０００１２１２１。在本院动物中心饲养，保持环境
清洁、安静、通风良好，自然光照，自由进食、饮水，温
度２５℃，湿度６０％。

１．１．２　试剂与仪器
大鼠空慢病毒载体、含 ＮＲＧ基因干扰片段的

慢病毒载体均由吉玛基因股份有限公司构建；

ＮＲＧ１蛋白购自上海淳麦生物科技有限公司，货号

为ＣＹＴ－４０７；ＴＮＦ－α及ＩＬ－６ＥＬＩＳＡ试剂盒、兔源三
磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅ－
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ），ＮＲＧ１，ＥｒｂＢ及ｐ－ＥｒｂＢ一
抗、羊抗兔二抗购自美国Ａｂｃａｍ公司，货号分别为

ａｂ１００７８５，ａｂ１９１１３９，ａｂ３２３７５，ａｂ１０９２７３，ａｂ１５００７７；
二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ　ａｃｉｄ，ＢＣＡ）试剂盒、蛋白
裂解液购自上海碧云天公司，货号分别为Ｐ００１１，

Ｐ００１３Ｂ等。Ｖｏｎ　Ｆｒｅｙ　Ｈａｉｒ纤毛机械刺激针购自
上海玉研科学仪器有限公司；ＹＬＳ－１２Ａ型鼠尾光照
测痛仪购自济南益延科技发展有限公司；Ｖａｒｉｏｓｋａｎ
Ｆｌａｓｈ全波长多动能酶标仪购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；

１６５８００１ 小 型 垂 直 电 泳 槽、１７０３９３０ 小 型 Ｍｉｎｉ
Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ转印槽购自美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；５３００化
学发光成像系统购自上海勤翔科学仪器有限公司

等。

１．２　方法

１．２．１　大鼠模型制备及分组给药
参照文献［１０］中的方法：Ｗｉｓｔａｒ大鼠以１０ｍｇ／

ｋｇ的剂量皮下注射硝酸甘油建模，当大鼠持续约

３０ｍｉｎ出现双耳发红、烦躁不安、爬笼次数增多、四
肢频繁挠头等现象，然后活动减少、蜷卧，表明造模
成功。建模５１只，共成功４８只，随机分成模型组、
空载（空慢病毒载体）组、ＮＲＧ沉默（含 ＮＲＧ基因
干扰片段的慢病毒载体）组、ＮＲＧ１（０．０１ｍｇ／ｋｇ）
组，每组各１２只。另取１２只皮下注射等量生理盐
水设为对照组。
空载组、ＮＲＧ沉默组大鼠尾静脉注射空慢病毒

载体、含ＮＲＧ基因干扰片段的慢病毒载体（剂量参
照说明书）；ＮＲＧ１组大鼠以０．０１ｍｇ／ｋｇ［１１］的剂量
尾静脉注射ＮＲＧ１蛋白（以生理盐水溶解）；模型组
和对照组以等剂量的生理盐水灌胃，持续３ｄ。

１．２．２　行为学观察
给药结束２４ｈ后采用数码录像机定位观察并

记录各组大鼠３０ｍｉｎ内挠头次数及爬笼次数，重复
观察３次，取平均值。

１．２．３　机械性刺激痛阈测定
行为学观察结束后采用纤毛机械刺激针对各
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组大鼠机械性刺激痛阈进行测定；从最小克数开
始，当刺激不能引起大鼠缩头反应时则调大一级；
如果大鼠出现了缩头反应，记录此时所使用纤维
针的克数即为机械性刺激痛阈值；重复测试３次，
取平均值。

１．２．４　温度痛阈测定
机械性刺激痛阈测定结束后将大鼠固定，待其

安静后将校准光对准大鼠须垫部，打开开关使灯头
发出刺激强光，此时显示屏开始计时，当感应器感应
到大鼠出现缩头反应时刺激光熄灭，显示屏停止计
时，此时屏上显示时间即为热刺激潜伏期，重复测试

３次，取平均值。

１．２．５　标本收集及大鼠血清 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平测
定

以上行为学实验结束后各组大鼠经尾静脉取血

１．５ｍＬ，然后将大鼠麻醉后处死，解剖得到大脑，脑
组织取约０．５ｇ剪碎，加入蛋白裂解液匀浆，将匀浆
液离心后取上清液储存在－８０℃冰箱中，血液静置
后离心分离出血清，以ＥＬＩＳＡ试剂盒测定其中ＩＬ－
６，ＴＮＦ－α水平，操作步骤参照说明书进行。

１．２．６　各组大鼠脑组织ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白
表达水平检测

１．２．５中的匀浆上清液于４℃冰箱中解冻，参照
说明书，以ＢＣＡ试剂盒测定蛋白水平，根据测定值
将各组蛋白样品液水平调至相同，煮沸变性后各组
取相同体积的样品液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分离蛋
白，然后将其转移至ＰＶＤＦ膜上，经５％的脱脂奶粉
封闭后根据分子量截取目的蛋白条带置于小盒中，
经兔源 ＧＡＰＤＨ，ＮＲＧ１，ＥｒｂＢ及ｐ－ＥｒｂＢ一抗、羊
抗兔二抗孵育后以增强化学发光法显色，采用５３００
化学发光成像系统拍摄图像，并以Ｉｍａｇｅ　Ｊ软件分
析蛋白相对表达水平。

１．２．７　统计学处理
采用ＳＰＳＳ　２４．０软件，计量数据均以平均数±

标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较行单因素方差分析，进
一步两两比较采用ＬＳＤ－ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　各组大鼠行为学观察
与对照组比较，模型组、空载组大鼠挠头次数、

爬笼次数明显增多（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，空
载组大鼠挠头次数、爬笼次数无明显变化（Ｐ＞

０．０５）；ＮＲＧ沉默组大鼠挠头次数、爬笼次数增多
（Ｐ＜０．０５）；ＮＲＧ１组大鼠挠头次数、爬笼次数减少
（Ｐ＜０．０５）（表１）。

表１　各组大鼠行为学观察（珚ｘ±ｓ，次）

组别　　 样本数 挠头次数 爬笼次数

对照组 １２　 １０．３９±２．１３　 １０．７１±１．６５
模型组 １２　 ４３．６５±９．５７＊ １４．８２±３．３４＊

空载组 １２　 ４３．６２±９．７８＊ １４．７９±３．４７＊

ＮＲＧ沉默组 １２　 ６４．７１±１１．３４△ ２３．０２±５．９２△

ＮＲＧ１组 １２　 １１．５１±２．５４△ １１．２６±１．７６△

注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５

２．２　各组大鼠机械性刺激痛阈测定
与对照组比较，模型组、空载组大鼠机械性刺激

痛阈值明显降低（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，空载
组大鼠机械性刺激痛阈值无明显变化（Ｐ＞０．０５）；

ＮＲＧ沉默组大鼠机械性刺激痛阈值降低（Ｐ＜
０．０５）；ＮＲＧ１组大鼠机械性刺激痛阈值增高（Ｐ＜
０．０５）（表２）。

表２　各组大鼠机械性刺激痛阈测定（珚ｘ±ｓ，ｇ）

组别　　 样本数 机械性刺激痛阈值

对照组 １２　 ９．６３±１．６４
模型组 １２　 ７．５７±１．２８＊

空载组 １２　 ７．５８±１．３２＊

ＮＲＧ沉默组 １２　 ６．０１±０．４９△

ＮＲＧ１组 １２　 ９．４２±１．５１△

注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠温度痛阈测定
与对照组比较，模型组、空载组大鼠热刺激潜伏

期明显降低（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，空载组大
鼠热刺激潜伏期无明显变化（Ｐ＞０．０５）；ＮＲＧ沉默
组大鼠热刺激潜伏期降低（Ｐ＜０．０５）；ＮＲＧ１组大
鼠热刺激潜伏期增高（Ｐ＜０．０５）（表３）。

表３　各组大鼠温度痛阈测定（珚ｘ±ｓ，ｓ）

组别　　 样本数 热刺激潜伏期

对照组 １２　 ７．５１±１．４６
模型组 １２　 ４．７８±０．８２＊

空载组 １２　 ４．８１±０．８３＊

ＮＲＧ沉默组 １２　 ３．１２±０．４９△

ＮＲＧ１组 １２　 ７．３６±１．５４△

注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５

２．４　各组大鼠血清ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平的测定
与对照组比较，模型组、空载组大鼠血清ＴＮＦ－

α，ＩＬ－６水平明显增高（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，
空载组大鼠血清ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平无明显变化（Ｐ＞
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０．０５）；ＮＲＧ沉默组大鼠血清 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平增
高（Ｐ＜０．０５）；ＮＲＧ１组大鼠血清ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平
降低（Ｐ＜０．０５）（表４）。

表４　各组大鼠血清ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平的测定（珚ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍＬ）

组别　　 样本数 ＴＮＦ－α ＩＬ－６

对照组 １２　 １．９２±０．４１　 ０．２３±０．０５
模型组 １２　 ３．７６±０．７１＊ １．８９±０．４３＊

空载组 １２　 ３．７３±０．７３＊ １．９１±０．４２＊

ＮＲＧ沉默组 １２　 ５．２８±１．１４△ ３．２３±０．６９△

ＮＲＧ１组 １２　 １．９７±０．４６△ ０．２９±０．０６△

注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５

２．５　各组大鼠脑组织ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白表
达水平

与对照组比较，模型组、空载组大鼠脑组织

ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白ＮＲＧ表达水平、ＥｒｂＢ／ｐ－
ＥｒｂＢ明显降低（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，空载组
大鼠脑组织 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白 ＮＲＧ表达
水平、ＥｒｂＢ／ｐ－ＥｒｂＢ无明显变化（Ｐ＞０．０５）；ＮＲＧ
沉默组大鼠脑组织ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白ＮＲＧ
表达水平、ＥｒｂＢ／ｐ－ＥｒｂＢ降低（Ｐ＜０．０５）；ＮＲＧ１组
大鼠脑组织 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白 ＮＲＧ表达
水平无明显变化（Ｐ＞０．０５），ＥｒｂＢ／ｐ－ＥｒｂＢ增高（Ｐ
＜０．０５）（图１、表５）。

图１　免疫印迹检测各组大鼠脑组织 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相

关蛋白水平　Ａ为对照组；Ｂ为模型组；Ｃ为空载组；Ｄ为

ＮＲＧ沉默组；Ｅ为ＮＲＧ－１组

表５　各组大鼠脑组织ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路

相关蛋白水平的测定（珚ｘ±ｓ）

组别　　 样本数 ＮＲＧ１／ＧＡＰＤＨ　 ｐ－ＥｒｂＢ／ＥｒｂＢ

对照组 １２　 ０．９２±０．１６　 ０．９１±０．１５
模型组 １２　 ０．４４±０．０８＊ ０．４６±０．１１＊

空载组 １２　 ０．４３±０．０９＊ ０．４４±０．１２＊

ＮＲＧ沉默组 １２　 ０．２１±０．０４△ ０．２２±０．０６△

ＮＲＧ１组 １２　 ０．４５±０．１０　 ０．９０±０．１８△

注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５

３　讨　论

偏头痛是一种原发性头疼，以一侧或双侧搏动
性头痛反复发作为主要临床特征，难以根治、易复
发，且常伴有精神障碍等症状，对患者工作、生活影
响巨大，世界卫生组织认为严重偏头痛是最严重致
残的慢性疾病，危险等同于瘫痪、痴呆及严重精神
病，因此防治偏头痛是亟待解决的临床难点［１２－１３］。
有研究发现，硝酸甘油进入大鼠体内可分解生成一
氧化氮（Ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ，ＮＯ），扩张脑血管，并引起炎
症反应，使大鼠出现耳红目赤、急躁易怒、头目胀痛
等症状，能较为准确、全面地反映偏头痛的临床特
征［１４］，因而本研究采用皮下注射硝酸甘油的方法制
备偏头痛大鼠模型，结果显示建模大鼠挠头次数、爬
笼次数明显增高，表明大鼠出现双耳发红、暴躁易怒
等偏头痛症状。三叉神经血管系统激活时机体炎症
因子ＩＬ－６，ＴＮＦ－α等合成分泌增多，会引发炎症反
应，进而导致神经性疼痛［１５］，建模大鼠血清ＴＮＦ－α
及ＩＬ－６水平明显增高，机械性刺激痛阈值、热刺激
潜伏期明显降低，表明硝酸甘油引发大鼠炎症反应，
出现疼痛过敏症状，揭示建模成功。
三叉神经血管系统激活是偏头痛的主要发病机

制，其中神经源性炎症反应是关键环节［１６］。有研究
发现，偏头痛患者在发作期血浆 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６水平
明显增高，且随时间推移逐渐降低，ＴＮＦ－α作为肿
瘤坏死因子家族中最重要的成员，可活化炎症细胞，
增强其他炎症因子的分泌；ＩＬ－６是白细胞介素细胞
因子家族的重要成员，是介导炎症反应的重要因子，
能加速炎症反应进展，两者表达增加引发神经源性
炎症，兴奋脑干、下丘脑和大脑皮质等高级中枢，最
终引发头痛［１７－１８］。ＮＲＧ是一类广泛表达于脑、心、
肝、胃、肺等器官的家族蛋白，在神经及心肌发育、神
经肌肉接头中起到重要的调控作用，且有４种亚型，

ＮＲＧ１在大脑中广泛表达并聚集分布，ＥｒｂＢ是其功
能性酪氨酸激酶受体，两者结合后可改变ＥｒｂＢ受
体蛋白构象，使其形成二聚体，激活下游磷脂酰肌醇
激酶／蛋白激酶Ｂ（Ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ　ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ　Ｂ，ＰＩＫ／Ａｋｔ）信号通路，进而介导炎症反应；

ＮＲＧ－１可抑制免疫系统活化及炎症发生，对心脏衰
竭患者具有心脏保护作用［１９］；还可抑制胶质细胞激
活，调控免疫反应，降低促炎因子ＩＬ－１β，ＴＮＦ－α水
平，改善免疫功能，减轻神经炎症反应及疼痛，改善
脊柱损伤的临床症状［２０］，但 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路是否
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可通过调控神经源性炎症反应来改善偏头痛大鼠模

型的症状，目前还不清楚。本研究通过建立偏头痛
大鼠模型，对此进行了探讨，结果显示偏头痛模型大
鼠脑组织 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关蛋白 ＮＲＧ表达水
平及ＥｒｂＢ／ｐ－ＥｒｂＢ明显降低，以基因干扰片段沉默
模型大鼠ＮＲＧ基因可增高大鼠挠头次数、爬笼次
数、血清ＴＮＦ－α及ＩＬ－６水平，降低其机械性刺激痛
阈值、热刺激潜伏期、脑组织 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路相关
蛋白 ＮＲＧ 表达水平及 ＥｒｂＢ／ｐ－ＥｒｂＢ，表明下调

ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路可促进大鼠神经炎症反应，加重偏
头痛大鼠模型的症状；尾静脉注射ＮＲＧ１可降低偏
头痛模型大鼠挠头次数、爬笼次数、血清ＴＮＦ－α及

ＩＬ－６水平，增高其机械性刺激痛阈值、热刺激潜伏
期、脑组织 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ 通路相关蛋白 ＥｒｂＢ／ｐ－
ＥｒｂＢ，表明上调 ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路可抑制大鼠神经
炎症反应，改善偏头痛大鼠模型的症状，揭示ＮＲＧ／

ＥｒｂＢ通路可调控偏头痛模型大鼠的症状，抑制该通
路激活能加重其头痛，ＮＲＧ１对其有治疗作用。
综上所述，ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路在模型大鼠偏头痛

的发生及进展中具有重要的调控作用，抑制该通路
激活能促进其炎症进展，加重头痛；通路蛋白ＮＲＧ１
可减轻大鼠神经炎症反应，改善大鼠临床症状，为临
床偏头痛的治疗提供了新的思路，但本研究未探讨

ＮＲＧ／ＥｒｂＢ通路调控神经炎症反应的下游信号，故
存在不足，需要后续的深入研究。
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