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蛋白激酶 Ｃγ亚型和 Ｎ甲基 －天门冬氨酸受体１在硝酸甘油
致偏头痛大鼠模型发病机制中的作用探讨
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摘　要：目的　通过硝酸甘油致偏头痛大鼠模型，初步探讨蛋白激酶 Ｃγ亚型（ＰＫＣγ）、Ｎ甲基 －天门冬氨酸受体 １
（ＮＭＤＡＲ１）和磷酸化 ＮＭＤＡＲ１在偏头痛发病机制中的作用。方法　将３０只成年雌性 ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组、

干预组，后两组再各自分为发作期组和间歇期组，每组 ６只。模型组及干预组按 ＴａｓｓｏｒｅｌｌｉＣｒｉｓｔｉｎａ法复制偏头痛大鼠模

型，对照组用生理盐水造模。干预组每天灌服氟桂利嗪２ｍｌ（０．５ｍｇ／ｋｇ），对照组每天灌服生理盐水 ２ｍｌ。受试动物于

第５次造模后 ２ｈ（发作期组）或第 ４天（对照组及间歇期组）分别断头处死取脑干组织。ＲＴＰＣＲ法检测 ＰＫＣγ及

ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＰＫＣγ、ＮＭＤＡＲ１、磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白的表达。结果　与对照组相比，无论是偏头痛发

作期组和间歇期组，还是模型组和干预组大鼠脑干组织中ＰＫＣγ、ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达差异均无统计学意义（Ｐ＞

０．０５）。与对照组相比，模型组 ＰＫＣγ依赖的磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白的表达明显上调（Ｐ＜０．０５）；干预组也稍有上调，但差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。模型组与干预组，以及发作期与间歇期相比，磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白的表达差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。结论　偏头痛的发生发展可能与ＰＫＣγ依赖的磷酸化ＮＭＤＡＲ１蛋白表达的上调有关，可能与ＰＫＣγｍＲＮＡ

及蛋白、ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ及蛋白（非磷酸化）的表达量无关。氟桂利嗪预防偏头痛发作的机制之一可能是打断了 ＰＫＣ

ＮＭＤＡＲ这一正反馈环路的恶性循环。
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ｏｆｔｈｅＰＫＣＮＭＤＡＲｐｏｓｉｔｉｖｅｆｅｅｄｂａｃｋｌｏｏｐ．
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　　偏头痛是神经系统常见疾病，发病机制尚不
明确。随着神经生物及脑功能成像技术的应用，中

枢敏化在偏头痛发病中的作用已为人们所重视［１］。

偏头痛发作过程中存在脑干兴奋性增高［２］。Ｎ甲
基 －天门冬氨酸受体（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡＲ）是离子型兴奋性谷氨酸受体的一
种，其 中 亚 单 位 Ｎ甲 基 －天 门 冬 氨 酸 受 体 １
（ＮＭＤＡＲｌ）是必需的组分，是传导疼痛信号的主要
亚单位，磷酸化修饰是 ＮＭＤＡＲ活性调节的重要机
制。蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）为胞内第二信使，其中
ＰＫＣγ亚单位为脑和脊髓独有。外周炎症性疼痛和
神经源性疼痛所致中枢高敏感性由 ＰＫＣＮＭＤＡＲ
介导［３，４］。但目前关于 ＰＫＣＮＭＤＡＲ这一正反馈环
路与偏头痛关系仍不明确。本研究拟采用硝酸甘

油致大鼠偏头痛模型，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检
测脑干 ＰＫＣγ、ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ及蛋白表达和 ＰＫＣγ
依赖的 ＮＭＤＡＲ磷酸化蛋白表达，并与氟桂利嗪干
预组进行对比，以初步探讨 ＰＫＣＮＭＤＡＲ环路与大
鼠偏头痛的关系，深入研究偏头痛的发病机制，寻

找新的治疗靶点。

１　材料和方法
１．１　材料

硝酸甘油溶液（北京益民药物有限公司）；氟

桂利嗪胶囊（西安杨森制药有限公司）；ＭＭＬＶ逆
转录酶（长沙鼎国生物技术公司）；免疫印迹发光

试剂盒（江苏碧云天生物技术研究所）；兔抗 ＰＫＣγ
多克隆抗体及兔抗 ＮＭＤＡＲ１蛋白多克隆抗体（武
汉博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司）；兔 抗 磷 酸 化

ＮＭＤＡＲ１蛋白多克隆抗体（北京康为世纪生物科技
有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　分组及处理　成年雌性 ＳＤ大鼠 ３０只随

机分为对照组、模型组和干预组，后两组再分为发

作期组和间歇期组，每组 ６只。
模型组及干预组依 Ｔａｓｓｏｒｅｌｌｉ法［５］背部皮下注

射硝酸甘油溶液 １０ｍｇ／ｋｇ（２ｍｌ），每周 １次，共 ５
周；对照组与模型组同步，以生理盐水（２ｍｌ）代替
硝酸甘油皮下注射。模型组于第二次造模后给予

生理盐水 ２ｍｌ／ｄ灌胃，共 ４周；干预组于第二次造
模后，给予氟桂利嗪 ０．５ｍｇ／ｋｇ／ｄ（２ｍｌ，生理盐水
配制）灌胃共 ４周。

对照组及发作期组于第 ５次造模后 ２ｈ，间歇
期组于第 ５次造模后第 ４天断头处死取脑干组织
（按大鼠脑立体定向解剖图谱取包括中脑、桥脑和

延髓在内的脑干组织），液氮内保存待用。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ法检测组织内 ＰＫＣγ和 ＮＭＤＡＲ１
ｍＲＮＡ的表达　脑干组织在液氮中研磨成粉状后
取 １００ｍｇ，Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＲＮＡ。

逆转录反应合成 ｃＤＮＡ第一链：总反应体系
２０μｌ，７０℃ ５ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ，７０℃ １０ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增：ＰＣＲ总体积 ５０μｌ；ＰＫＣγ引物：上游
ＡＧＡＴＣＡＴＴＧ ＣＣＴＡＴＣＡＧＣＣ，下 游 ＣＡＣＡＣＧＧＡＣＧＴＧ
ＧＴＣＴＡＡ，产物长度 ３３６ｂｐ；ＮＭＤＡＲ１上游 ＣＡＧＧＧＴ
ＧＧＡＧＧＴＧＡＴＡＧ，下游 ＧＣＴＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧＧＣＴ，产物长
度 ４５４ｂｐ；βａｃｔｉｎ引物：上游 ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣ
ＣＣＣＡＧＣＣ，下游 ＴＣＧＧＧＧＣＡＴＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡ，产物
长度 ４２２ｂｐ。ＰＫＣγ扩 增 ＰＣＲ 反 应 条 件：９５℃
５ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ，５５℃ ４０ｓ，７２℃ ４５ｓ）循环 ３３
次，７２℃ １０ｍｉｎ；ＮＭＤＡＲ１扩增 ＰＣＲ反应条件：
９５℃ ５ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ，５９℃ ４０ｓ，７２℃ ６０ｓ）循
环 ３５次，７２℃ １０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物检测：１．５％琼脂糖凝胶（加溴化乙
锭）电泳后，ＧＩＳ凝胶图像处理系统上测定 ＰＣＲ产
物条带吸光度（Ａ）值。
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１．２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测组织内 ＰＫＣγ、ＮＭＤＡＲ１
和磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白的表达　脑干组织在液氮
中研磨成粉状后取 １００ｍｇ加入蛋白裂解液 ＲＩＰＡ
冰浴裂解 ３０ｍｉｎ，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，
收集上清液，按照 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明测定
总蛋白浓度；样品经 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离后，电转移到 ＮＣ膜上，封闭液封闭过夜；将 ＮＣ
膜按０．２ｍｌ／ｃｍ２膜的比例加入一抗：兔抗 ＰＫＣγ多
克隆抗体（１∶４００）、兔抗 ＮＭＤＡＲ１多克隆抗体
（１∶３００）、兔抗磷酸化 ＮＭＤＡＲ１多克隆抗体（１∶５００）
和兔抗 βａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００），压膜后 ４℃过夜；
ＴＢＳ震洗后加入二抗（１∶１５００），压膜后 ３７℃，轻
轻振荡 １ｈ；加入化学发光试剂反应 ５ｍｉｎ，显影。
应用 ＳｙｎｇｅｎｅＢｉｏＩｍａｇｉｎｇ检测系统观察并照相。
１．３　统计学分析

统计学分析用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件包处理。测
定数值采用平均值 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间
均数比较采用单因素方差分析，两组间均数比较

采用 ＳＮＫｑ检验。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　大鼠造模后的表现

模型组大鼠造模后 ４ｍｉｎ左右可以观察到明显
出现双耳发红，前肢频繁搔头，挠头及爬笼次数增

多，此现象持续 ２～３ｈ左右不等，继而出现蜷卧，
活动减少，期间无死亡大鼠，造模成功率为 １００％；
对照组无此类表现。氟桂利嗪干预组大鼠造模后

也出现与模型组类似现象，但持续时间较模型组缩

短，挠头及爬笼次数也明显减少，提示药物干预有

效，与临床一致。

２．２　ＲＴＰＣＲ凝胶电泳半定量法及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
法检测结果

与对照组相比，模型组和干预组大鼠脑干组织

中 ＰＫＣγ、ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达，在偏头痛
发作期及间歇期，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
模型组发作期和间歇期磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白的表
达均明显高于对照组及干预组发作期及和间歇期，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而在发作期和间
歇期之间相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与
模型组相比，干预组的磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白表达
也稍有上调，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见图 １～图 ４及表 １～表 ３。

!""""""""""""""""#"""""""""""""$%""""""""""""&%%%%%%%%%%%%%'%%%%%%%%%%%%%%(

)

*

图 １　各组 ＰＫＣγｍＲＮＡ表达的电泳图

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ：ＰＫＣγｍＲＮＡ；Ｂ：βａｃｔｉｎｍＲＮＡ；１：对

照组；２：模型组发作期；３：模型组间歇期；４：干预组发

作期；５：干预组间歇期

!""""""""""""""#"""""""""""""""$%"""""""""""""&%%%%%%%%%%%%%'%%%%%%%%%%%%%%%(

)

*

图 ２　各组 ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ表达的电泳图

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ：ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ；Ｂ：βａｃｔｉｎｍＲＮＡ；１：

对照组；２：模型组发作期；３：模型组间歇期；４：干预组

发作期；５：干预组间歇期

!

"

#$$$$$$$$$$%$$$$$$$$$$$$&$$$$$$$$$$$$'$$$$$$$$$$(

图 ３　各组 ＰＫＣγ蛋白表达的电泳图

注：Ａ：ＰＫＣγ蛋白；Ｂ：βａｃｔｉｎ；１：对照组；２：模型组发

作期；３：模型组间歇期；４：干预组发作期；５：干预组间

歇期

!""""""""""""#""""""""""""$""""""""""""""%""""""""""""""&

'

(

图 ４　各组 ＮＭＤＡＲ１蛋白表达的电泳图

注：Ａ：ＮＭＤＡＲ１蛋白；Ｂ：βａｃｔｉｎ；１：对照组；２：模型组

发作期；３：模型组间歇期；４：干预组发作期；５：干预组

间歇期
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表１　脑干组织ＰＫＣγ和ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ表达的比较（丰度值）　

（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） ＰＫＣγｍＲＮＡ ＮＭＤＡＲ１ｍＲＮＡ
对照组 ６ ０．８５１９±０．０３３２ ０．３４７９±０．０２６８

模型组发作期 ６ ０．８４７１±０．０３２０ ０．３６６３±０．０３１９

模型组间歇期 ６ ０．８６３１±０．０２８１ ０．３５０５±０．０３１１

干预组发作期 ６ ０．８７１６±０．０２９５＃ ０．３６１３±０．０３４０＃

干预组间歇期 ６ ０．８５７９±０．０３１１＃ ０．３４８５±０．０３５１＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＞０．０５（模型组ＰＫＣγ，Ｆ＝０．４１８；模型组

ＮＭＤＡＲ１，Ｆ＝０．６５６）；＃与对照组比较，Ｐ＞０．０５（干预组 ＰＫＣγ，Ｆ＝

０．８２５；干预组ＮＭＤＡＲ１，Ｆ＝０．３２７）

　表２　脑干组织ＰＫＣγ和ＮＭＤＡＲ１蛋白表达的比较（丰度值）　
（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） ＰＫＣγ蛋白 ＮＭＤＡＲ１蛋白
对照组 ６ ０．８７１０±０．０３４７ ０．８３１７±０．０３２８

模型组发作期 ６ ０．８９０４±０．０３１３ ０．８５４１±０．０３１３

模型组间歇期 ６ ０．８８０４±０．０３６１ ０．８３６０±０．０３２４

干预组发作期 ６ ０．８６９０±０．０３６９＃ ０．８３０１±０．０２８３＃

干预组间歇期 ６ ０．８８４６±０．０３２１＃ ０．８４２９±０．０３４６＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＞０．０５（模型组ＰＫＣγ，Ｆ＝０．４８３；模型组

ＮＭＤＡＲ１，Ｆ＝０．８１７）；＃与对照组比较，Ｐ＞０．０５（干预组 ＰＫＣγ，Ｆ＝

０．００６；干预组ＮＭＤＡＲ１，Ｆ＝０．２８４）

表３　脑干组织脑干组织磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白表达的比较（丰度

值）　（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） ＮＭＤＡＲ１磷酸化蛋白
对照组 ６ ０．６０４７±０．０２９５

模型组发作期 ６ ０．８６５１±０．０３０５＄

模型组间歇期 ６ ０．８７０３±０．０２５５＄

干预组发作期 ６ ０．６２１４±０．０３０７＃

干预组间歇期 ６ ０．６１０５±０．０２３２＃

　　注：模型组各组与对照组比较 Ｐ＜０．０５（Ｆ＝１６９．３４１）；＃干预

组各组与对照组比较Ｐ＞０．０５（Ｆ＝０．５５２）；＄模型组发作期与间歇

期比较Ｐ＞０．０５

３　讨论
硝酸甘油致偏头痛模型是利用硝酸甘油在血

管壁通过酶或非酶的生物激活途径生成 ＮＯ，后者
快速扩张脑血管，同时参与三叉神经系统中枢敏化

过程［６］，从而诱发偏头痛，是偏头痛发病机制研究

和药物评价的常用实验工具。

ＰＫＣ和 ＮＭＤＡ广泛分布于中枢神经系统。脑
干的激活在偏头痛的疼痛传导途径中处于核心位

置，脑干可能性是潜在的偏头痛发生器［７］，偏头痛

的中枢敏化主要是由三叉神经脊束尾核异常的神

经元兴奋性引起的，表现为降低疼痛的阈值和扩大

的疼痛反应［８］。故本次实验我们选择脑干为研究

部位。

已经有研究证实［９］，ＰＫＣ主要通过活性或含量
变化参与伤害性信息编码和调制。在诸多炎症性

和神经源性疼痛模型中，脊髓背角的膜结合 ＰＫＣ
表达量均升高，但胞浆 ＰＫＣ含量随之下降亦或不
变，注射 ＰＫＣ转位和激活抑制剂后，可抑制致炎物
质或神经损伤引起的疼痛，降低膜结合 ＰＫＣ含量，
增加脊髓背角神经元对机械刺激反应的阈值。其

中 ＰＫＣγ亚基是痛觉过敏、中枢敏化的关键调节因
子，被广泛认为与慢性偏头痛的发病机制有关。有

研究发现慢性偏头痛大鼠模型中三叉神经脊束尾

核的 ＰＫＣγ表达量上调［１０］。但我们在本次实验中

发现模型组和干预组无论是发作期组还是间歇期

组与对照组相比，ＰＫＣγ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
并无明显变化。推测在普通偏头痛动物模型中

ＰＫＣ不是通过表达量的变化而可能是通过活性增
强或转位来调节中枢高敏感性。

研究表明，ＮＭＤＡＲ的激活能够激活一系列与
痛觉信号传递密切相关的信号通路，该受体功能被

激活是引起神经病理性疼痛中枢敏化的关键机制

之一，ＮＲ１是其重要组成部分［１１］。脊髓损伤后，

由炎症刺激可以导致痛觉过敏的发生，该过程主要

是通过诱导受体亚单位 ＮＭＤＡＲ１的磷酸化而产
生，ＮＭＤＡＲ１的激活与其磷酸化密切相关［１２］。本

实验 中，发 现 偏 头 痛 模 型 组 发 作 期 和 间 歇 期

ＮＭＤＡＲ１的 ｍＲＮＡ和蛋白（非磷酸化）表达水平与
对照组比较无明显变化，但模型组发作期和间歇期

ＰＫＣγ依赖的磷酸化 ＮＭＤＡＲ１表达明显高于对照组
及干预组。提示在硝酸甘油致大鼠偏头痛模型中，

ＮＭＤＡＲ１不是通过含量变化而可能是通过活性改
变参与偏头痛中枢敏化过程。在磷酸化过程中，

ＰＫＣγ发挥着举足轻重的作用。本实验还显示模型
组发作期和间歇期磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白表达无显
著差异，提示无论是发作期还是间歇期，磷酸化

ＮＭＤＡＲ１蛋白表达均上调，推测偏头痛在发作期和
间歇期，都处于中枢高敏感状态，这与国外研究一

致［１３］。其中 ＰＫＣγ和 ＮＭＤＡＲ介导的中枢敏化机制
与神经病理性疼痛和炎症性疼痛有着相似的机制，

即偏头痛反复发作时三叉神经中枢端释放大量兴

奋性氨基酸（ＥＡＡｓ），使脑干突触后膜去极化，导致
ＮＭＤＡＲ通道内阻止 Ｃａ２＋内流的 Ｍｇ２＋移开，Ｃａ２＋大
量内流，激活 Ｃａ２＋依赖的 ＰＫＣ，从胞浆转位至胞
膜，磷酸化 ＮＭＤＡＲ，减少 Ｍｇ２＋对 ＮＭＤＡＲ通道的阻
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断作用，使 ＮＭＤＡＲ活性增高、更多 Ｃａ２＋内流入胞，
进一步增强 ＰＫＣ活性及其对 ＮＭＤＡＲ通道的效应，
这一正反馈效应，形成类似突触可塑性的长时程增

强，从而形成偏头痛的中枢敏化机制。这与临床相

一致，偏头痛患者在发病期间常处于以自发痛、痛

觉过敏及触诱发痛为特征的感觉超敏状态［１４］。

氟桂利嗪是临床用于预防偏头痛的药物，药理

机制尚不明确，多认为是通过影响某些神经递质和

受体起作用，如影响钙素基因相关肽（ＣＧＲＰ）的释
放，改变三叉神经脊束核尾侧（ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌｎｕｃｌｅｕｓ
ｃａｕｄａｌｉｓ，ＴＮＣ）神经元活性等［１５］。在本实验中，氟

桂利嗪干预组发作期和间歇期 ＰＫＣγ和 ＮＭＤＡＲ１
的 ｍＲＮＡ和蛋白表达与对照组，模型组的发作期组
和间歇期组比较均无明显变化；而其 ＰＫＣγ依赖的
磷酸化 ＮＭＤＡＲ１蛋白表达明显下调，但与对照组
比较无明显变化，提示氟桂利嗪干预后可能是通过

阻止 ＰＫＣ活化这一正反馈回路的恶性循环，从而
达到预防偏头痛发作的作用。遗憾的是本次实验

样本量偏少，可能存在一定局限性，关于 ＰＫＣ
ＮＭＤＡＲ环路在偏头痛发病机制中的作用有待完善
相关实验进一步探讨。
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