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摘要：目的 观察模拟腰椎旋转手法对腰神经根疼痛模型大鼠背根神经节（dorsal root ganglion，DRG）内瞬时感受器电位离子

通道香草素受体4（transient receptor potential vanilloid 4，TRPV4）表达、一氧化氮（Nitric Oxide，NO）含量变化的影响，探讨手法

抑制TRPV4/NO疼痛转导通路的作用。方法 2017年3月至2018年10月，将144只雄性SD大鼠随机分为假手术组、模型组、

模型+钌红组，每组各48只。其中假手术组只在相应椎节（L5⁃6）左侧做局部软组织切开，未建模；模型组通过手术在特定椎节

（L5⁃6）左侧建立L5神经根疼痛模型；模型+钌红组在建模后向L5背根节注射TRPV4抑制剂钌红0.1 nmol。所有组别均施行统一

量化的模拟腰椎旋转手法，频率1次/隔日，治疗期为3周。每组各取24只大鼠于术后第9、21天时取出手术同侧的L5 DRG，其

中18只用于TRPV4通道蛋白表达的检测；6只用于NO代谢产物亚硝酸盐含量的检测。结果 经蛋白质印迹法条带比较，发

现模型组TRPV4为高表达，模型+钌红组TRPV4表达比模型组减弱，但仍强于假手术组。经腰椎旋转手法干预后，在术后第

9、21天时模型组亚硝酸盐含量均值（9.17 nm/mL，5.31 nm/mL）均明显低于模型+钌红组（14.36 nm/mL，9.45 nm/mL），均明显高

于假手术组（6.23 nm/mL，3.84 nm/mL）（均P＜0.001）。结论 TRPV4/NO 通路是调控神经根疼痛敏感状态的重要信号转导通

路之一。腰椎旋转手法可能是通过调控DRG神经元上的TRPV4/NO通路，来达到迅速缓解DRG神经痛敏的作用。
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Abstract：Objective To observe the changes of lumbar rotatory manipulation on the expression of transient receptor potential
vanilloid 4（TRPV4）and nitric oxide（NO）content in dorsal root ganglion（DRG）of rats with lumbar radicularpain model，and to
explore the effect of manipulation on TRPV4/NO pain signal pathway.Methods One hundred and forty⁃four male Sprague⁃Dawley
rats were randomly assigned into three groups：sham surgery group，radicular pain model group，model+ ruthenium red（RR）group，
with 48 rats in each group.The sham surgery group performed local soft tissue incision on the left side of the corresponding verte⁃
bral segment（L5⁃6）without modeling；the model group established the L5 nerve root pain model on the left side of the specific
vertebral segment（L5⁃6）through surgery；the model+ ruthenium red（RR）group with TRPV4 inhibitor0.1 nmol into the L5 dorsal
root ganglion after modeling.All groups were subjected to a unified and quantified simulated lumbar rotatory manipulation，with a
frequency of 1 time per 2 days，and the treatment period was 3 weeks.The left L5 dorsal root ganglion（DRG）of 24 rats in each
group were collected on days 9，21 respectively after surgery for detecting the expression of TRPV4with 18 rats and nitrite content
with 6 rats in each group.Results Western blot results showed thatthe TRPV4 expression in the model+RR group was weaker
than that in the model group，but it was still stronger than that in the sham operation group.After lumbar rotatory manipulationtreat⁃
ing，the nitrite content in the model groupon the 9th and 21st day after operation was 9.17 and 5.31，which was lower than14.36
and 9.45of the model+RR group andwas higher than 6.23 and 3.84 of the sham operation group（all P＜0.001）.Conclusion The
TRPV4/NO pathway is one of the important signal transduction pathways that regulate the sensitive state of nerve root pain.Lumbar
rotatory manipulation can rapidly alleviate radicularpain，which may be achieved by regulating the TRPV4/NO pathway on DRG
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neurons.
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前期研究［1］发现，模拟腰椎旋转手法能促使急

性神经根疼痛模型大鼠痛阈短期内出现快升变化，

以及背根节一氧化氮合成酶（nitric oxide synthase，
NOS）表达下调，提示手法能快速改善炎性环境和异

常痛敏。另有研究［2］发现，瞬时感受器电位离子通

道香草素受体 4（transient receptor potential vanilloid
4，TRPV4）可被机械力刺激激活，称作一种“瞬时力

传感器”；那么旋转手法实施过程中扳动加速度瞬

间增快时的旋转力就有可能影响 TRPV4的表达。

现已证实一氧化氮（nitric oxide，NO）是TRPV4调控

的下游信号分子［3］，手法促使NOS表达下调就会导

致NO合成减少，因此我们推测腰椎手法有可能抑

制了TRPV4/NO此通路的活化程度，从而发挥着减

轻根性疼痛的作用。本研究利用建立的由腰椎间

孔外口先插入钢棒、后植入髓核诱导的大鼠神经根

疼痛模型，通过研制出的模拟临床腰椎旋转手法的

大鼠测试仪，旨在探讨旋转手法对背根节神经元上

TRPV4/NO通路的调控作用。

1 材料与方法

1.1 动物与分组 清洁级雄性 SD大鼠 144只，体

质量（150±10）g，由斯贝福实验动物科技有限公司

提供（批号 15183），本研究中对于大鼠的处理符合

动物伦理学标准。采用 SPSS 19.0软件产生随机数

字表的方法随机分为假手术组（n＝48）、模型组（n

＝48）、模型+钌红组（n＝48）。假手术组只在相应

椎节（L5⁃6）左侧做局部软组织切开，未建模，作为空

白对照；模型组通过手术在特定椎节（L5⁃6）左侧建立

L5神经根疼痛模型；模型+钌红组在建模后向 L5背

根节注射 TRPV4抑制剂钌红（Ruthenium Red，RR）
0.1 nmol。后两组通过抑制TRPV4与否来观察其在

神经根性疼痛反应中的调控作用。

1.2 仪器与试剂 脊柱关节手法模拟装置（国家知

识产权局发明专利，专利号：ZL201310634617.4）；

纤毛机械刺激针Von Frey Hairs，VFH（美国 Stoeling
公司）；TRPV4一抗（英国Abcam公司）；NO检测试

剂（江苏Beyotime公司）；TRPV4拮抗剂钌红（美国

Sigma公司）。

1.3 模型制备 参照 Song等［4］的大鼠背根神经节

压迫模型和课题组前期研究的神经根炎症模型［5］，

建立了在 L5⁃6椎间孔外口先插入钢棒“致压”、后植

入髓核“致炎”的大鼠神经根疼痛模型。

1.4 干预方式 以上三组均施行统一量化的模拟

腰椎旋转手法：将大鼠束缚固定在脊柱关节手法模

拟装置上，体位设为俯卧背伸10°，施行低速-慢加速

旋转运动。首先由中立位 0°以起始速度（8.33 °/s）
向术侧匀速旋转 25°，之后再以 2倍速度（16.67 °/s）
继续加速旋转至 30°结束，最后再以起始速度

（8.33 °/s）恢复至中立位0°，从而完成腰椎旋转手法

的整个模拟过程。于造模后第 1天开始干预，频率

1次/隔日，共计完成11次，治疗期为3周。

1.5 检测指标 每组各取24只大鼠于术后第9、21
天时，即L5⁃6手法治疗5次、11次时，深麻醉后开胸，

经主动脉快速灌注法，解剖取出手术同侧的L5背根

神经节（dorsal root ganglion，DRG），其中 18只用于

TRPV4检测；6只用于NO检测。

TRPV4通道蛋白的表达：采用蛋白质印迹法检

测，3个L5 DRG作为一个样本，提取组织总蛋白，使

用BCA蛋白质定量法进行蛋白定量后，经聚丙烯酰

胺凝胶电泳，加入TRPV4一抗孵育过夜，冲洗后再

加入辣根过氧化物酶标记的二抗1.5 h，化学发光显

色、显影、定影处理，获取目的条带，并与内参β⁃actin
的光密度做比较。

NO 代谢产物亚硝酸盐含量：采用 Griess Re⁃
agent 法检测，按 50 微升/孔，在 96 孔板中加入用

DMEM+10%缓冲液稀释的标本，向孔中再加入配制

好的 GriessⅠ和 GriessⅡ，于 37 ℃孵箱中反应 10
min，待反应液完全混匀后，于 540 mm波长检测各

孔OD值，拟合亚硝酸盐反应曲线，计算亚硝酸盐

含量。

1.6 统计学方法 采用SPSS 19.0统计软件进行分

析。所有数值用 x̄±s表示。计量资料以 x̄±s表示，组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

SNK⁃q检验，组内前后两两比较采用配对 t检验。检

验水准α＝0.05。
2 结果

2.1 三组间TRPV4通道蛋白表达比较 经蛋白质

印迹法条带（内参为 β⁃Actin）比较，发现模型组

TRPV4为高表达，模型+钌红组TRPV4表达比模型

组减弱，但仍强于假手术组。以术后第9天为例，见

图 1。经腰椎旋转手法干预后，SNK检验显示三组

间TRPV4蛋白平均灰度值完全不相等，而且两两比

较均差异有统计学意义（均P＜0.001）。见表1。
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图1 三组瞬时感受器电位离子通道香草素受体4（TRPV4）
蛋白质印迹法条带比较

2.2 三组间NO代谢产物 经腰椎旋转手法干预

后，SNK⁃q检验显示三组间亚硝酸盐含量均值完全

不相等，而且两两比较均差异有统计学意义（均P＜

0.001）。因此，在术后第9、21天时模型组亚硝酸盐

含量均明显低于模型+钌红组，但均明显高于假手

术组。见表1。
表1 不同处理组术后第9和21天瞬时感受器电位离子

通道香草素受体4（TRPV4）蛋白平均灰度值

和亚硝酸盐含量比较/（nm/mL，x̄ ± s）

分组

假手术组

模型组

模型＋

钌红组

F值

P值

样本

数

6
6
6

TRPV4蛋白平均灰度值

术后9 d
1.14±0.37
3.53±0.93a

2.41±0.75ab

18.20
0.000 0

术后21 d
0.60±0.13
1.59±0.48a

1.05±0.24ab

16.62
0.000 0

亚硝酸盐含量

术后9 d
6.23±0.15
9.17±0.24a

11.36±0.33ab

2 669.98
0.000 0

术后21 d
3.84±0.08
5.31±0.19a

9.45±0.27ab

6 045.89
0.000 0

注：与假手术组比较，aP＜0.001；与模型组比较，bP＜0.001
3 讨论

3.1 TRPV4/NO通路是调控神经根疼痛敏感状态

的重要信号转导通路之一 研究表明，疼痛敏感状

态多是由于DRG受损细胞的兴奋性增高和异位电

活动引起的，而多种离子通道被认为与DRG炎性损

伤后的高兴奋性有关［6⁃8］，如电压门控性钠离子通道

和钾离子通道、超极化激活性阳离子通道、机械敏

感性离子通道等。其中，瞬时感受器电位离子通道

家族中的香草素受体TRPV家族越发获得当前的广

泛关注。TRPV家族包括 TRPV1⁃6，其基因和拓扑

结构都较相近。其中TRPV4是大鼠DRG上的一种

多觉型感受器，可被机械刺激、低渗、低PH值、佛波

醇酯等激活，同时参与介导机械性痛敏和炎症性痛

敏［9⁃12］。因此，当TRPV4出现高表达就意味着DRG
神经痛敏状态的存在。TRPV4受体的激活可以引

起DRG神经元细胞内大量钙离子内流，导致具有钙

离子依赖性的一氧化氮合成酶促进L⁃精氨酸合成

NO。NO是参与介导伤害性疼痛信号传递中的重要

介质，它既能通过 cGMP⁃PKG通路促进兴奋性神经

递质⁃谷氨酸（Glu）的释放，又能通过此通路减缓抑

制性神经递质⁃氨基丁酸（GABA）电流；同时又能增

加降钙素基因相关肽（CGRP）的表达量［13⁃15］。综上

所述，DRG损伤模型大鼠伤害性疼痛信号的传递途

径可能是：DRG 持续压迫和炎症刺激能够增加

TRPV4 的表达和功能，导致细胞内钙离子内流增

多，增加钙离子依赖性NOS表达，催化L⁃精氨酸合

成NO，进一步调节下游的 cGMP⁃PKG级联反应，并

调节突触联系，促进Glu等兴奋性神经递质和CGRP
等神经肽类物质的释放，从而调节伤害性疼痛信号

的传递，这就是TRPV4/NO信号通路增高DRG细胞

损伤后的电兴奋，参与介导炎症性痛敏的全过程。

因此，TRPV4介导其下游信号分子NO合成，继而促

进痛敏信号的传递；TRPV4/NO信号通路与痛敏状

态密切相关，活化TRPV4/NO 信号通路对痛敏状态

有调控作用。

3.2 腰椎旋转手法可能通过抑制TRPV4/NO信号

通路而缓解根性疼痛和痛觉敏感 近年来有学者

指出，腰椎旋转手法之所以产生疗效并一直沿用至

今，其所谓“筋归槽”“骨合缝”机制的关键环节很可

能与其力学效应触发了自身神经⁃内分泌网络系统

反馈调节的生物学效应——“抗炎镇痛作用”有

关［16⁃18］。腰椎旋转手法的治疗干预呈现的是一种物

理形式的机械力在肌骨组织应力点上的传达，在某

种特定的椎间关节相对运动中可以通过减缓反应

性关节高张力，而对神经根及其周围组织的缺血状

态产生影响。通过微环境的血运改善，细胞缺氧状

态逐渐缓解，以及细胞膜张力发生变化，机械敏感

性离子通道亦随之呈现相应变化，细胞膜上的机械

张力信号向细胞内传导就转换成电信号或生化信

号，进而促使炎性痛敏信号的减弱。这种机械⁃电信

号/化学信号转换过程可能提示了：其可能是旋转手

法“生物应力效应”转换为“生物抗炎效应”的关键

所在。

鉴于 TRPV4/NO信号通路在DRG神经痛敏中

的传递途径和调控作用，它可能在“力学效应⁃抗炎

效应”两者之间起着重要的“桥梁”作用。TRPV4由

于自身对机械刺激敏感特性，可作为“瞬时力传感

器”对旋转手法产生的牵张力学刺激产生反应。本

研究证实，在适度手法干预后可以使得模型组NO
的生成减少；然而通过钌红阻断TPRV4感受力学信

号的作用，旋转手法减少NO含量的效果就会明显

降低，其抗炎镇痛效应就被削弱。也就是说，

TRPV4/NO通路被抑制与腰椎旋转手法快速抗炎镇

痛效果有密切关系，腰椎旋转手法迅速缓解DRG神

经痛敏的作用很可能与调控 DRG 神经元上的

TRPV4/NO通路有关。
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此外，本研究模拟了一种腰椎关节松动手法，

其运动力学特征是低速度、慢加速、低幅度的旋转

运动［19⁃20］，也就是说通过一个增力轻柔但稳定的扭

转力作用到病变节段的关节囊及DRG，即可活化

TRPV4/NO通路达到快速镇痛的效果，为临床如何

适度控制手法力度、发挥手法效应和减少副损伤提

供了重要的参考依据。模拟不同力学形式的手法

进行抗炎镇痛效应的相互比较将是下一步研究的

重点。
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