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·基础研究·

NT-3/TrkC信号通路在猴前交叉韧带
本体感觉损伤中的作用*

张 磊1 扶世杰2 周 鑫2 郭晓光2 汪国友2 关钛元2 李义凯1，3

摘要

目的：探讨NT-3/TrkC信号通路在前交叉韧带（ACL）本体感觉损伤中的作用和机制。

方法：选取12只正常的食蟹猴，随机选择9只食蟹猴进行关节镜下单侧ACL损伤造模后，将全部膝关节分为三组：

正常组（3只正常食蟹猴每只选1个正常膝关节，共3个）、模型A组（9个模型中的健侧膝关节）和模型B组（9个模型

中的损伤侧膝关节），模型A组和模型B组同属模型组。在造模后4、8、12周，运用RT-qPCR和Western Blot技术检

测L2-S1DRG中NT-3、TrkC以及ACL中GAP-43基因和蛋白的表达水平。

结果：在同一时间点，与正常组相比，模型组DRG中NT-3、TrkC的基因和蛋白相对表达量下降，有显著性差异(P<

0.01)。与正常组相比，模型A组和模型B组ACL中GAP-43的基因和蛋白相对表达量上升，而模型B组又高于模型

A组，有显著性差异(P<0.01)。在模型组不同时间点，DRG中NT-3、TrkC的基因和蛋白相对表达量随时间的增加而

逐渐下降且均低于正常组，有显著性差异(P<0.01)。与正常组比较，在模型A组和模型B组不同时间点，ACL中

GAP-43的基因和蛋白相对表达量均上升，但随时间的增加而逐渐下降，有显著性差异(P<0.01)。

结论：NT-3/TrkC信号通路在ACL本体感觉损伤和康复中有着重要的作用。当ACL损伤时，引起局部GAP-43的表

达上升，以及DRG中NT-3、TrkC的表达下降，同时对侧ACL本体感受器的功能也受到影响。
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Abstract
Objective: To investigate the changing and mechanism of NT- 3/TrkC proprioceptive signaling pathway after

ACL impairment.

Method: Totally 12 normal cynomolgus monkeys were selected, and 9 among the 12 were randomly selected

to being unilateral 1/4 ACL cut off under arthroscopy. The normal group included one knee of each non-opera-

tion monkeys，3 in total. A model group included contrast lateral knee joint in the 9 and B model group in-

cluded the injured knee joint in the 9 RT-qPCR and Western-blot were used to detect the expression of GAP-

43 gene and protein in L2-S1DRG, TrkC and ACL for normal monkeys and model groups at in 4, 8 and 12

weeks after modeling for for model groups..

Result: Comparing with normal group, the relative expression of NT-3 and TrkC in DRG decreased for model

groups. The difference was significant (P<0.01). Comparing with the normal group, the relative expression of

GAP-43 gene and protein in ACL increased in model groups, but the model group B was higher than the mod-
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前交叉韧带 (anterior cruciate ligament, ACL)

本体感觉障碍是导致膝关节稳定性下降的主要原

因[1]。当ACL损伤时，可能会影响与ACL本体感觉

密切相关的神经递质分泌和表达，其中与神经营养

因子的关系最为密切[2—5]。

神经营养因子能够促进胚胎神经元的发育和

成熟、维持成熟神经元的存活、促进损伤神经元的

再生 [6—7]。主要分为：神经生长因子(nerve growth

factor, NGF)、脑源性神经营养因子 (brain derived

neurotrophic factor, BDNF)、神经营养因子-4/5(neu-

rotrophin- 4/5, NT- 4/5)和神经营养因子 - 3（neuro-

trophin-3, NT-3)，不同类型酪氨酸蛋白激酶(tyro-

sine protein kinase, Trk)受体的传入神经元支配的

靶组织表达相关神经营养因子的 mRNA，TrkA 是

NGF的受体，TrkB是BDNF和NT-4/5的受体，TrkC

是NT-3的受体[8—9]。因此，各种神经营养因子在靶

器官内合成．经逆向运输至相应的神经元细胞[3,5]，

与相应的受体相结合，形成相应的信号转导通路。

位 于 脊 髓 的 背 根 神 经 节 (dorsal root ganglion,

DRG)中的本体感觉神经元，表达NT-3特异性受体

TrkC，提示NT-3对本体感觉神经发挥作用[10—12]。同

时，生长相关蛋白 - 43(growth associated protein-

43, GAP-43)是一种特异性存在于神经系统的生长

相关蛋白，在神经发育和神经再生过程中表达。这

种蛋白在处于发育中的神经系统内广泛存在，在神

经元轴突呈高表达并在生长锥尤显丰富[13]，所以，当

ACL损伤时，其本体感受器中NT-3表达下降，从而

相应受体TrkC活性减弱，同时也使ACL中GAP-43

被激活，启动自愈系统，对ACL本体感受器的活性

有一定促进作用。因此，NT-3/TrkC 信号通路对本

体感觉的恢复有着至关重要的作用。

本研究对比正常食蟹猴、单膝ACL损伤模型健

侧和单膝 ACL 损伤模型损伤侧，运用 RT-qPCR 和

Western Blot 技术检测 L2-S1DRG 中 NT-3、TrkC 以

及ACL中GAP-43基因和蛋白的表达水平，探讨NT-

3/TrkC信号通路在ACL本体感觉损伤中的作用。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料

1.1.1 实验动物：选取 SPF级青年型食蟹猴 12只，

均为雄性，年龄3—5岁，体重4—6kg，由云南英茂生

物科技有限公司提供。

1.1.2 试剂和耗材：舒泰 50 麻醉剂，碘伏，生理盐

水，无菌关节镜器械包，止血带，尖刀，注射器，无菌

纱布，缝合线，手术单等。

总 RNA 提取试剂盒，SYBR Premix Ex Taq

II，PCR Master Mix 试剂盒，多克隆兔抗人 NT-3、

TrkC、GAP-43 一抗抗体及二抗抗体，NT-3、TrkC、

GAP-43及内参 β-actin引物，去RNA酶，液氮，抗体

稀释液，RIPA缓冲液，PVDF膜，TRIZOL裂解液，氯

仿，异丙醇，乙醇，DEPC水，蛋白提取裂解液，离心

管、蛋白上样缓冲液，分离胶，蒸馏水，浓缩胶，蛋白

电泳缓冲液，滤纸，TBST溶液，ECL发光试剂盒等。

1.1.3 仪器：关节镜仪器，超净手术台，超微量核酸

蛋白检测仪，PCR仪，离心机，电子天平，恒温磁力

搅拌器、电泳仪、垂直电泳槽、电泳转膜仪、超低温冰

箱，化学发光成像仪移液器，摇床。

1.2 动物分组及造模

从 12只食蟹猴中首先随机选出 3只进行造模，

单膝ACL损伤模型采用关节镜微创造模技术，造模

方法：舒泰50肌注麻醉后，动物取仰卧位，作膝关节

前内侧、前外侧关节镜入路切口，探查膝关节软骨、

el group A (P<0.01). In the model groups at different time points, the relative expression of NT-3 and TrkC

in DRG decreased gradually with the increase of time, and were lower than those in the normal group(P<

0.01). Comparing with the normal group, the relative expression of GAP- 43 gene and protein increased in

ACL in the model A and model B groups at different time points,but it decreased with the time increased.

Conclusion: NT-3/TrkC signaling pathway plays an important role in ACL rehabilitation. When ACL was in-

jured, the expression of GAP-43 increased and NT-3 and TrkC decreased in the DRG, the changes also hap-

pened in contrast lateral ACL receptors.

Author's address Academy of Traditional Chinese Medicine, Southern Medical University, Guangzhou, 510515
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前后交叉韧带、半月板等均完好无损，再用钩刀将

ACL横行切断1/4，生理盐水冲洗关节腔及手术切口，

缝合关节镜入路切口，术毕。术后7天伤口可愈合。

造模成功后将动物分为正常组（3 只正常食蟹

猴每只选 1个正常膝关节，共 3个）、模型A组（9个

模型中的健侧膝关节）和模型B组（9个模型中的损

伤侧膝关节）。分别在 4、8、12周时，对模型A、B组

食蟹猴进行实验。正常组不做干预，在分组完成后

即进行实验。

1.3 处死动物及标本提取

先将动物给予舒泰50麻醉剂麻醉后，静脉注射

空气处死，快速暴露并取材DRG和ACL，用无RNA

酶的生理盐水洗涤，置入 5ml冻存管并快速投入液

氮中，然后再放入-80℃冰箱中保存备用。

1.4 RT-qPCR

1.4.1 RNA的抽提及鉴定：称取冻存组织50mg，加

入 1ml TRIZOL 试剂冰上匀浆后参照总 RNA 提取

试剂盒说明书操作。RNA提取完后，于超微量核酸

蛋白检测仪（Thermo Nano Drop）测定所提取RNA

的浓度、纯度 (A260nm/A280nm 在 1.8—2.0 之

间)，剩余产物置于-80℃冰箱冷冻保存。

1.4.2 引物设计：目的基因以及内参基因的引物由

上海生工公司采用Primer Premier 5.0软件设计并

合成。

内参基因（β-actin）引物序列：
R-β-actin-F：5'- GATCAAGATCATTGCTCCTCCTG-3'，

58.93

R- β- actin- R：5'- GTCACAGTCCGCCTAGAAGC- 3'，

60.46；163bp。

目的基因引物序列：

R- NT- 3- F：5'- TGCCACGATCTTACAGGTGAAC- 3'，

60.61

R-NT-3-R：5'-TCCTTAACGTCCACCATCTGC-3'，60.07；

198bp。

R-TrkC-F：5'-CAAATGCTCCACATCGCCAG-3'，59.9

R- TrkC- R：5'- CCTCCCACCCTGTAATAATCCG- 3'，

59.96；179bp。

R- GAP- 43- F：5'- TCCACTGATAACTCGCCGTC - 3'，

59.55

R- GAP-43-R：5'- TCCACTGATAACTCGCCGTC -3'，

60.44；198bp。

1.4.3 逆转录反应：取总RNA 1μg，用第一链cDNA

合成试剂盒对提取的总RNA进行逆转录生成对应

cDNA：

反应体系为：

PrimeScript RT Master Mix

样本对应的总RNA

ddH2O

反应条件：

37℃
85℃

2μl

500ng

10μl

15min

5s

将生成的cDNA置于-20℃冰箱中保存备用。

1.4.4 检测各目的基因的相对表达量：以 SYBR

Green 为荧光标志物，β-actin 为内参对照。取 1μl

cDNA加入20μl反应体系进行扩增。

反应体系为：

SYBR Premix Ex TaqⅡ
Primer F

Primer R

cDNA

ddH2O

扩增条件：

95℃
95℃
62℃

共40个循环

10μl

0.3μl

0.3μl

1μl

8.4μl

30s

5s

30s

把加好的样品放入 PCR 仪中进行反应。扩增

反应结束后关闭仪器，分析数据，结果采用相对定量

法2-ΔΔCt。

1.5 Western Blot

1.5.1 蛋白样本的提取制备：取冻存组织样本提取

蛋白，完成样品用BCA法进行蛋白含量测定。

1.5.2 灌胶、电泳和转膜：按照试剂盒说明书制备分

离胶和浓缩胶，将前处理过的蛋白样品加入样品孔

内，浓缩胶80V，分离胶100V，电泳至溴酚蓝条带至

胶底部。

取下电泳装置，清除浓缩胶，把分离胶、超厚滤

纸及PVDF 膜置于转膜缓冲浸泡，3min后取出，将

海绵垫层、超厚滤纸、分离胶、PVDF膜、海绵垫层依

次放置于黑面板的一侧。夹紧后转移至转膜槽。加
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入缓冲液，200mA转2h。

1.5.3 免疫反应：转膜完成后，将PVDF膜从转膜装

置中分离，移至加有TBST溶液的平皿中，在20℃下

摇床上摇动封闭1h。在进行一抗孵育和二抗孵育。

1.5.4 显影并拍照：将ECL发光试剂盒的A液、B液

等体积混合，在混合液加入放有PVDF膜的反应盒

中，反应 5min。用平头镊钳住PVDF膜置于吸水纸

以吸去残液，置于化学发光成像仪中拍照并保存。

1.6 统计学分析

所有资料采用SPSS 17.0统计软件进行统计学

分析。RT-qPCR实验结果均采用2-ΔΔCt法进行统计学

分析，进行 3次独立实验并收集数据。计量数据以

均数±标准差表示，并应用单因素方差分析（LSD-t

检验）进行统计，检验水准α=0.05。

在对 ACL（NT-3、TrkC）进行检测时，分为正常

组、模型A组和模型B组3者比较；在对DRG（GAP-

43）进行检测时，分为正常组和模型组（模型A组和

模型B组属同一DRG）两者比较。

2 结果

在同一时间点，与正常组相比，模型组DRG中

NT-3、TrkC的mRNA和蛋白相对表达量下降，有显

著性差异(P<0.01)。与正常组相比，模型 A 组和模

型B组ACL中GAP-43的mRNA和蛋白相对表达量

上升，而模型 A 组又高于模型 B 组，有显著性差异

(P<0.01)。

在模型组不同时间点，DRG 中 NT-3、TrkC 的

mRNA 和蛋白相对表达量随时间的增加而逐渐下

降，且均低于正常组，有显著性差异(P<0.01)。与正

常组比较，在模型A组和模型B组不同时间点，ACL

中GAP-43的mRNA和蛋白相对表达量均上升，但

随时间的增加而逐渐下降，有显著性差异 (P<

0.01)。见表1—4，见图1—2。

图1 模型组和正常组DRG中NT-3、TrkC和
β-actin蛋白的表达

正常组模型组

12周8周4周

正常组模型组 正常组模型组

NT-3

TrkC

β-actin

图2 三组ACL中GAP-43和β-actin蛋白的表达

GAP-43

β-actin

正常组模型B组

12周8周4周

模型A组 正常组模型B组模型A组 正常组模型B组模型A组

表1 模型组和正常组DRG中NT-3和
TrkC mRNA的情况 （n=3, x±s）

组别

4周
8周

12周
①与同组8周P<0.01；②与同组12周P<0.01；③与正常组P<0.01。

NT-3
模型组

0.63±0.01①②③

0.51±0.00②③

0.46±0.01③

正常组

1.00±0.00

TrkC
模型组

0.58±0.00①②③

0.50±0.00②③

0.45±0.00③

正常组

1.00±0.00

表2 三组ACL中GAP-43蛋白的情况 （n=3, x±s）

组别

4周
8周
12周

①与同组8周P<0.01；②与同组12周P<0.01；③与模型B组P<0.01；
④与正常组P<0.01。

模型A组

1.32±0.00①②③④

1.20±0.00①②③

1.11±0.00③④

模型B组

1.50±0.00①②④

1.41±0.00②④

1.31±0.01④

正常对照组

1.00±0.00

表3 模型组和正常组DRG中NT-3/β-actin和
TrkC/β-actin蛋白的情况 （n=3, x±s）

组别

4周
8周

12周
①与同组8周P<0.01；②与同组12周P<0.01；③与正常组P<0.01。

NT-3/β-actin
模型组

1.21±0.02①②③

1.01±0.01②③

0.82±0.02③

正常组

1.86±0.08

TrkC
模型组

0.64±0.01①②③

0.50±0.01②③

0.39±0.00③

正常组

1.70±0.07

表4 三组ACL中GAP-43/β-actin蛋白的情况（n=3, x±s）

组别

4周
8周
12周

①与同组8周P<0.01；②与同组12周P<0.01；③与模型B组P<0.01；
④与正常组P<0.01。

模型A组

0.69±0.01①②③④

0.60±0.01②③④

0.53±0.03③④

模型B组

1.34±0.01①②④

1.20±0.04②④

0.97±0.02④

正常对照组

0.39±0.01
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3 讨论

3.1 NT-3/TrkC信号通路

在ACL中含有大量的类型不同的本体感受器，

这些感受器可以感受肌肉、关节的张力和拉力，产生

一定的神经冲动，通过本体感觉传导通路传导至中

枢神经系统，经过分析整合，从而产生躯体和四肢运

动状态及其位置的感觉，此种感觉叫作本体感觉。

诸多研究证实，神经传导信号通路上的细胞因子对

本体感觉有明显的影响，当本体感觉正常时，细胞因

子的分泌可保持在正常的水平和状态。一旦本体感

觉受损下降，神经信号传导通路上的细胞因子必然

发生紊乱，从而进一步加重本体感觉功能下降。当

膝关节ACL损伤后，其中的本体感受器也相应受到

损伤，神经活性降低，造成神经系统的协调性降低，

使得具有保护和稳定关节的神经系统回馈机制受影

响，导致ACL甚至整个膝关节本体感觉的异常。信

号通路上的细胞因子可能扮演重要的角色，且不同

的分泌水平对本体感觉功能也可能有不同程度的影

响，但具体的信号通路尚无统一的定论。

本体感觉与神经营养因子的关系密切。神经营

养因子是由不同类型细胞产生的各种多肽片段。根

据它们一级结构及结合的受体的不同，把神经营养

因子划分为不同的簇。神经营养因子能够促进胚胎

神经元的发育和成熟、维持成熟神经元的存活、促进

损伤神经元的再生。各种神经营养因子在靶器官内

合成．经逆向运输至相应的神经元细胞[14—16]，与相

应的受体相结合，形成相应的信号转导通路。胚胎

发育中NT-3是本体感觉神经元存活所必需的神经

营养因子，当小鼠缺乏NT-3、TrkC及其下游的转录

因子表达，可导致DRG中的本体感觉神经元凋亡和

骨骼肌内的本体感觉神经缺失[17—19]。

NT-3是本体感觉神经纤维投射和突触联系的

关键性诱导信号，如果没有NT-3在局部的表达，即

使本体感觉神经纤维投射到目标附近，也不能发出

分支并支配靶目标[20—21]。成年后，牵张反射弧已经

建立，此时本体感觉神经元可以不需要NT-3而继续

存活，但仍需要表达NT-3，以继续发挥生理功能[22]。

对于外伤性损害一旦造成本体感觉反射弧阻断，本

体感觉神经元将出现功能上和结构上的退行性变，

给予外源性NT-3可以减少这一退化，保护本体感觉

神经元，维持和改善本体感觉神经功能[23—24]。因此，

NT-3/TrkC信号通路对本体感觉有着重要的作用。

3.2 单侧 ACL 损伤后对双侧 NT-3/TrkC 信号通路

的影响

ACL 上的本体感受器收集位置觉、运动、力觉

和震动觉等信息，经传入神经传至脊髓、大脑等感觉

运动中枢。信息经分析整合后由传出神经传出，膝

关节作出相应反应来调整运动姿势以保持稳定性。

当一侧的ACL损伤时，ACL的本体感受器也受

到损伤，使得其中的NT-3表达下降，NT-3逆向传输

至脊背根神经节中的神经元细胞，与相应的TrkC受

体相结合，因NT-3表达下降，使得受体激动后磷酸

化水平也下降，进一步导致 TrkC 活性降低，同时

ACL损伤时，因其自愈性，本体感受器中的GAP-43

被激活，使GAP-43在ACL本体感受器内表达上升。

在同一时间点，与正常组相比，模型组DRG中

NT-3、TrkC的mRNA和蛋白相对表达量下降，有显

著性差异(P<0.01)。与正常组相比，模型 A 组和模

型B组ACL中GAP-43的mRNA和蛋白相对表达量

上升，而模型 B 组又高于模型 A 组，有显著性差异

(P<0.01)。说明 ACL 的损伤不仅引起局部 GAP-43

的表达上升，同时通过神经的上行传导影响DRG中

NT-3、TrkC的表达下降，进而使对侧ACL本体感受

器的功能也受到影响，只不过相对于直接损伤来讲，

通过神经传导的交互性影响，对侧损伤程度较小。

此外，在模型组不同时间点，DRG 中 NT- 3、

TrkC的mRNA和蛋白相对表达量随时间的增加而

逐渐下降，且均低于正常组，有显著性差异 (P<

0.01)。与正常组比较，在模型A组和模型B组不同

时间点，ACL中GAP-43的mRNA和蛋白相对表达

量均上升，但随时间的增加而逐渐下降，有显著性差

异(P<0.01)。这说明不管是损伤侧还是对侧，本体

感觉的损伤程度会随着时间的增加而加重，同时，当

ACL损伤时，GAP-43会呈现高表达，但随时间的增

加而逐渐下降，也说明 ACL 自身有一定的修复能

力。已有研究 [25]表明，除了在发育期有表达外，

GAP-43在成年哺乳动物中枢神经系统损伤后可出

现重新表达。因此，GAP-43与神经系统的发育、突

触形成、可塑性以及再生有密切的关系，在引导轴突

生长和调节轴突形成新的联系上起关键作用，被认
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为是神经元生长发育和可塑性的重要标志[26—27]。神

经一经受损则又可诱其表达上调，功能联系重建后

随即下降。

3.3 研究的不足

第一，选用的实验动物食蟹猴均为雄性，无法评

估模型性别对实验是否有影响。第二，受客观原因

的限制，研究的时间只有12周，无法观察ACL本体

感受器基因和蛋白的长期随访变化。

4 结论

NT-3/TrkC信号通路在ACL本体感觉损伤和康

复中有着重要的作用。当 ACL 损伤时，使其中的

NT-3分泌减少，同时可以通过神经的上行传导影响

DRG 中 NT- 3、TrkC 的表达下降，同时引起局部

GAP-43的表达上升，进而使对侧ACL本体感受器

的功能也受到影响，因此，我们在基础研究和临床治

疗中不仅要关注膝关节损伤侧的本体感觉的缺失以

及恢复情况，更应特别关注对侧健肢本体感觉的缺

失以及恢复情况。

因此，我们在临床中，在针对本体感觉的康复

中，我们可以通过某种方式或手段激活 NT-3/TrkC

信号通路，使得ACL的本体感受器NT-3表达增加，

并逆向运输至DRG中的神经元细胞，与相应增加的

TrkC 受体相结合，受体激动后可促发胞质内 TrkC

的磷酸化，使得 TrkC 活性增强，同时也使 ACL 中

GAP-43被激活，使GAP-43在ACL本体感受器内聚

合能力加强，从而增加了ACL本体感受器的活性，

改善本体感觉功能。

此外，通过研究提示，在ACL损伤中以及损伤

后，损伤侧以及对侧ACL本体感觉的变化情况。同

时，通过探讨NT-3/TrkC信号通路在ACL本体感觉

损伤中的作用，来阐明膝关节ACL本体感觉的损伤

机制，对ACL本体感觉的基础研究有一定帮助，同

时对ACL损伤的康复治疗思路有一定的参考价值。
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