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·基础研究·

聚焦式低强度脉冲超声治疗对大鼠坐骨神经损伤后
神经病理性疼痛的影响*

王 彬1 刘 垚 1 廖烨晖1 陈茉弦1 赵云欣1 敖丽娟1，2

摘要

目的：观察聚焦式低强度脉冲超声（focused low-intensity pulsed ultrasound，FLIPUS）对坐骨神经损伤模型（spared

nerve injury，SNI）大鼠的镇痛作用，以及对脊髓神经重塑的影响。

方法：建立 SNI神经病理性疼痛大鼠模型。将 30只雄性 SD大鼠随机分成 3组，假手术组、模型组和治疗组各 10

只。治疗组大鼠造模后第3天开始脊髓腰膨大FLIPUS治疗，分别于术前、术后3、10、17、24、30天测量各组大鼠患

侧后爪机械性刺激缩爪阈，采用Western Blot与免疫荧光技术检测脊髓神经突起标志物（MAP2）蛋白的表达水平。

结果：SNI大鼠术后第 3天开始患侧后爪明显下降且至少维持至术后第 30天（P＜0.01），提示出现机械痛觉过敏；

FLIPUS治疗组SNI大鼠术后第10天机械性刺激缩爪阈开始升高，在术后第24和30天机械性刺激缩爪阈显著高于

模型组（P＜0.01）；SNI大鼠术后脊髓MAP2蛋白表达显著上调（P=0.004），而FLIPUS治疗可显著降低治疗组脊髓

MAP2蛋白的表达量（P＜0.01）。

结论：FLIPUS可缓解SNI诱导的机械痛敏症状，其机制可能与抑制脊髓的神经重塑有关。
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Abstract
Objective：To observe the analgesic effect of focused low-intensity pulsed ultrasound (FLIPUS) on spared nerve

injury model (SNI) rats and its effect on spinal nerve remodeling.

Method：Establish a rat model of SNI neuropathic pain. Thirty male SD rats were randomly divided into 3

groups: the sham operation group，the model group and the treatment group (10 rats in each group). The rats

in the treatment group started the FLIPUS treatment of spinal lumbar enlargement at the 3rd day after the mod-

eling，and the paw withdrawal threshold of the affected hind paw was measured before and 3，10，17，24，

and 30 days after the operation. Western Blot and immunofluorescence techniques were used to detect the lev-

el of spinal cord neurite marker (MAP2) protein.

Result：The paw withdrawal threshold of the hind paw on the affected side of SNI rats decreased significantly

at the 3rd day after surgery and maintained at least until the 30th day after surgery(P＜0.01)，indicating me-

chanical hyperalgesia. The paw withdrawal threshold of the SNI rats in the FLIPUS treatment group exhibited

increased trend at the 10th day after the operation，and the paw withdrawal threshold was significantly higher

than that of the model group at the 24th and 30th day after the operation (P＜0.01). The expression of MAP2
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神经病理性疼痛（neuropathic pain，NP）是一种

由躯体感觉系统的损伤或疾病引起的慢性疼痛[1]，

以自发性疼痛、超敏和痛觉过敏为特征[2]，严重影响

患者的生存质量。NP可继发于中枢神经系统损伤

如脊髓损伤、脑卒中，也可由外周神经的创伤、炎症、

代谢障碍或自身免疫疾病等引起[3]。动物研究中多

用周围神经包括坐骨神经和腓总神经的压迫性损伤

或炎症性损伤模型对NP进行研究。NP可能的机制

包括异常的外周敏化和中枢敏化。越来越多的证据

表明，神经重塑可能是中枢敏化的主要表现形式，并

在NP的产生中发挥重要作用[4—5]。有研究发现周围

神经损伤不仅引起机械敏感性和热敏感性疼痛[6—7]，

还可导致脊髓神经元突起数量、突触结构及功能发

生变化，表现为轴突或树突的分支生长及数量增多，

突触数量增加以及突触敏化现象[8]。同时神经重塑

现象还被证实与NP的维持相关[9]，并且成为药物干

预 NP 的重要靶点之一。微管相关蛋白 2（microtu-

bule-associated protein 2，MAP2）是一种富集于神

经元树突的静态细胞骨架蛋白，其表达增高与突触

重塑的形成高度相关[10]。有研究表明，可以通过在

结构水平抑制 MAP2 的表达而减少异常的突触重

塑，从而减轻脊神经结扎（spinal nerve ligation，

SNL）损伤大鼠模型的机械痛敏表现[11]。也有研究

在三叉神经分支横断损伤术后30min发现三叉神经

脊束核神经元中MAP2的升高，可能与机械痛敏的

早期中枢敏化有关[12]。

聚焦式低强度脉冲超声（focused low-intensity

pulsed ultrasound，FLIPUS）是一种能量强度位于

30—500 mW/cm2的机械声波。FLIPUS作为高效、

安全的物理因子，已逐渐成为一种新兴的神经系统

疾病治疗的手段 [13]。因其在神经调控领域具备无

创、可逆、靶向等多方面的优势，针对 FLIPUS 的疗

效与神经调控机制，已在阿尔茨海默病（Alzheim-

er's disease，AD）、帕金森病（Parkinson's disease，

PD）、癫痫等多种疾病中展开大量研究，并取得一定

的进展[14—17]。然而，FLIPUS治疗神经病理性疼痛的

有效性和对神经重塑的影响仍不清楚。因此，本实

验将运用 FLIPUS 对坐骨神经损伤（spared nerve

injury，SNI）大鼠模型的腰段脊髓进行神经调控，观

察其对模型机械敏感性疼痛的影响，以及轴突或树

突标志物MAP2蛋白变化水平，以初步探究FLIPUS

对神经病理性疼痛和神经重塑的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

本实验采用 SPF 级成年雄性 Sprague-Dawley

（SD）大鼠 30 只，体重 200—250g，由昆明医科大学

实验动物学部提供，均饲养 1周后造模。将所有大

鼠饲养在标准的动物房中，自由提供食物和水，保持

昼夜12h的光照周期，饲养房间温度（22±1）℃，相对

湿度50%—60%。本实验方案已通过昆明医科大学

实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（ 编 号 ：KM-

MU2020352）。所有的操作符合实验动物伦理要

求，并在保证实验完成的前提下，尽量减少动物的痛

苦和数量。

1.2 实验试剂及仪器

主要实验试剂：异氟烷，BCA蛋白定量试剂盒

购于中国碧云天公司，一抗MAP2和β-actin分别购

于美国 Cell Signaling 公司和 Abcam 公司，一抗

NeuN 购于美国 Abcam 公司，荧光二抗抗兔（Alexa

Fluor® 488 conjugate）/抗 鼠（Alexa Fluor® 594

conjugate）购于中国Biosharp 公司。

主要实验仪器：超声发生器（DG4000，中国），低

温高速离心（德国），正置荧光显微镜（Olympus Cor-

poration，日本），Von Frey 细丝（North Coast，美国）

等。

1.3 动物模型的制备

SNI 模型制备采用文献 [18—19]的方法，首先通过

protein in the spinal cord of SNI rats was significantly up-regulated (P=0.004)，and FLIPUS treatment could

significantly reduce the expression of MAP2 protein in the spinal cord of the treatment group (P<0.01).

Conclusion：FLIPUS can alleviate the symptoms of mechanical hyperalgesia induced by SNI，and its mecha-

nism may be related to the inhibition of spinal cord nerve remodeling.

Author's address School of Rehabilitation，Kunming Medical University，Yunnan，650500
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吸入异氟烷将大鼠进行中度麻醉后，将其右下肢大

腿脱毛、备皮及消毒，沿右股骨下端正中切开皮肤长

约1cm，钝性剥离，暴露右侧坐骨神经及其下缘3个

分支（胫神经、腓总神经、腓肠神经），用4—0的铬羊

肠线结扎胫神经和腓总神经，间隔约1mm，共结扎3

个结，以肌肉和足趾微微颤动为松紧度，保留腓肠神

经，随后对肌肉、筋膜和皮肤进行缝合并消毒。假手

术组则只暴露右侧坐骨神经及分支 2—3min，未结

扎，手术后用单一缝线缝合皮肤，并消毒。术后将大

鼠放入鼠笼，于温暖、安静环境中喂养。手术全过程

由同一人操作。大鼠随机分为 3 组：假手术组（n=

10，仅暴露神经，不建模）、模型组（n=10，建立SNI模

型）、治疗组（n=10，建立SNI模型后给予FLIPUS治

疗）。

1.4 疼痛行为学测试

大鼠术前 1天及术后 3、10、17、24、30天进行疼

痛阈值的测定，安排在每天上午 9∶00—12∶00时间

段。大鼠患侧机械缩爪阈值采用Chaplan等[20]描述

的“上-下”方法，并用冯·弗雷丝（von frey fiber，

VFF）检测。测试前将大鼠放入金属网孔的玻璃箱

子内，使其适应环境15—30min，直至其在笼内的探

究反应结束，安静后进行痛阈测试。痛阈测定区域

固定在爪底中央，避开不敏感的爪垫部位。每次刺

激持续不超过8s，重复5次刺激，每次刺激时间间隔

5min。待大鼠出现抬起后爪、逃避或舔后爪行为记

为阳性反应。计算公式：50%机械性刺激缩爪阈=

10(xf+kδ)/10，000。xf：最后刺激使用力度值；k：刺激系

数；δ：相邻刺激力度 log值的平均数；xf和k值经查表

获取，本研究中δ为0.184。

1.5 超声治疗方案

实验于术后第3天开始进行FLIPUS治疗，连续

治疗 28 天，每天治疗 1 次，每次 20min，见图 1A。

FLIPUS 治疗部位选择在大鼠脊髓腰膨大部位

（L2—L3椎体棘突处定位）。FLIPUS治疗前，先将

大鼠异氟烷轻度麻醉并固定在平板上，腰膨大部位

装上声头夹具，加入耦合剂后将直径 16mm大小的

超声声头放入夹具内。治疗时，大鼠处在安静、光线

舒适、温度适宜的环境中。本实验采用信号发生源、

功率放大器及超声换能器等设备，FLIPUS 刺激参

数：脉冲重复频率（pulse repetition frequency，PRF）

800Hz，声头中心频率4MHz，刺激强度650kPa，占空

比20%。

1.6 Western Blot

冰上取大鼠脊髓腰膨大部位组织，提取相关蛋

白，选用BCA定量法测定蛋白浓度，随后各组取相

同量蛋白质进行电泳和转膜，5%脱脂奶粉封闭条带

2h，TBST洗3次，每次15min，按1∶1000的比例加入

MAP2抗体，4℃过夜。次日回收MAP2抗体，TBST

洗3次，每次15min，按1∶3000比例加入山羊抗兔二

抗，室温孵育 2h。蛋白条带上滴加曝光液后成像，

随后用 Image J软件计算灰度值，利用目的条带与

内参蛋白条带光密度比值作为结果进行统计分析。

1.7 免疫荧光

取下的脊髓组织用 4%多聚甲醛固定 48h，依

次用 10%、20%、30%浓度的蔗糖水脱水 24h。OCT

包埋组织，放入﹣80℃超低温冰箱里冰冻组织，采

用冰冻切片机切取厚度为 10mm 组织切片并放入

﹣20℃冰箱里备用。免疫荧光：使用PBS洗3次，每

次5min，2%PBST透膜10min，5%山羊血清封闭2h，

按照 1∶300 比例加入 MAP2 抗体及 NeuN（1∶600）

4℃孵育过夜。次日复温，用 PBST 洗 3 次，每次

10min，按照 1∶300 比例加入抗兔/抗鼠偶联物 IgG

（H+L），室温避光孵育2h，PBST洗3次，每次10min，

加入 DAPI 复染，盖玻片封片。使用正置荧光显微

镜成像，随后用 Image J软件计算脊髓后角局部总

面积和MAP2免疫反应阳性面积，计算MAP2免疫

反应阳性面积占脊髓后角局部总面积的百分比，计

算出的表达量作为结果进行统计分析。

1.8 统计学分析

实验所得数据均用均数±标准误表示，并用

SPSS 26.0 软件进行处理，行为学测量数据选用重

复测量方差分析，多组间数据选用单因素方差分析

（one-way ANOVA），LSD-t检验，检验水准为0.05，

P＜0.05为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 模型制备成功的判断标椎

本实验采用经典的SNI疼痛模型，由于该模型

模拟了人类神经卡压，表现出十分相似的临床症

状。术后第1天，神经结扎侧下肢及后爪呈现拖动、
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蜷缩、舔脚、自发性抬脚及给予低剂量刺激时出现缩

脚现象，此时大鼠SNI疼痛模型制备成功。

2.2 采用VFF检测FLIPUS对机械痛敏的疗效

模型组和治疗组大鼠的机械性刺激缩爪阈从

SNI术后第 1天开始降低，而在第 3天达到最低，分

别为（3.61±0.76）g和（4.85±1.26）g，与假手术组相比

差异均具有显著性意义（P＜0.01）；模型组和治疗组

两组之间比较无显著性差异（P=0.7854）。治疗组大

鼠术后第 10天的机械性刺激缩爪阈开始有升高的

趋势，并在术后第24天达（14.38±2.02）g明显高于模

型组（3.08 ± 0.67）g，且差异具有显著性意义（P=

0.0007），但仍明显低于假手术组（25.53±1.01）g，P=

0.0008；在第 30 天治疗组的机械性刺激缩爪阈

（15.30 ± 1.83）g 仍高于模型组（3.72 ± 0.75）g，P=

0.0002，但明显低于假手术组（25.92 ± 0.85）g，P=

0.0004。见表 1和图 1B。提示 FLIPUS能够减轻由

SNI诱导的机械痛敏反应。

2.3 采用Western Blot检测FLIPUS对脊髓神经重

塑的影响

结果显示，与假手术组（0.56±0.09）相比，模型

组（1.15±0.05）大鼠脊髓神经元突起标志物MAP2蛋

白表达显著上调（P=0.004）；经 FLIPUS 治疗后，神

经元突起标志物 MAP2 蛋白明显减少，治疗组

（0.39±0.06）神经元突起标志物MAP2蛋白的表达量

明显低于模型组，差异具有显著性意义（P＜0.01），

但与假手术组无显著性差异（P=0.4007）。见表 2，

图2A和2B。提示，FLIPUS可以抑制异常的神经突

起生长和重塑。

2.4 采用免疫荧光检测FLIPUS对脊髓神经重塑的

影响

与假手术组（0.12±0.01）相比，模型组（0.23±

0.01）大鼠脊髓神经元突起标志物 MAP2 蛋白表达

显著上调（P＜0.01）；经FLIPUS治疗后，MAP2蛋白

明显减少，FLIPUS 治疗组（0.16±0.01）神经元突起

标志物MAP2蛋白的表达量明显低于模型组，差异

具有显著性意义（P＜0.01）。见图3A和3B，表2。

表1 各组大鼠机械性刺激缩爪阈的比较 （x±s，g）

组别

术后第1天
假手术组

模型组

治疗组

术后第3天
假手术组

模型组

治疗组

术后第10天
假手术组

模型组

治疗组

术后第17天
假手术组

模型组

治疗组

术后第24天
假手术组

模型组

治疗组

术后第30天
假手术组

模型组

治疗组

例数

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

机械性刺激
缩爪阈

25.28±0.97

25.00±0.82

24.51±0.90

21.19±1.32

3.61±0.76

4.85±1.26

24.82±1.06

3.620±1.01

7.59±1.51

24.30±1.03

3.750±0.63

8.18±1.06

25.53±1.01

3.08±0.67

14.38±2.02

25.92±0.85

3.72±0.75

15.30±1.83

组间比较

假手术组 vs 模型组

假手术组 vs 治疗组

模型组 vs 治疗组

假手术组 vs 模型组

假手术组 vs治疗P组

模型组 vs 治疗组

假手术组 vs模型组

假手术组 vs 治疗组

模型组 vs治疗组

假手术组 vs模型组

假手术组 vs治疗组

模型组 vs治疗组

假手术组 vs 模型组

假手术组 vs治疗组

模型组 vs治疗组

假手术组 vs模型组

假手术组 vs治疗组

模型组 vs治疗组

t值

0

0

0

11.54

8.954

0.8413

14.17

9.346

1.931

17.02

10.91

3.604

18.56

4.934

5.309

19.58

5.270

5.862

P值

0.9736

0.8180

0.9215

<0.0001

<0.0001

0.7854

<0.0001

<0.0001

0.1919

<0.0001

<0.0001

0.0076

<0.0001

0.0008

0.0007

<0.0001

0.0004

0.0002

表2 腰段脊髓MAP2蛋白表达情况 （x±s，n=5）

组别

Western Blot
假手术组
模型组
治疗组

免疫荧光
假手术组
模型组
治疗组

例数

5
5
5

5
5
5

MAP2蛋白
表达情况

0.56±0.09
1.15±0.05
0.39±0.06

0.12±0.01
0.23±0.01
0.16±0.01

组间比较

假手术组 vs 模型组
假手术组 vs 治疗组
模型组 vs 治疗组

假手术组 vs 模型组
假手术组 vs 治疗组
模型组 vs 治疗组

t值

5.718
1.472
9.216

10.04
3.995
9.557

P值

0.0004
0.4007

<0.0001

<0.0001
0.0073

<0.0001

A：FLIPUS治疗流程图；B：不同时间点各组大鼠机械痛敏反应的变
化；与假手术组相比，①P＜0.01；与模型组相比，②P＜0.01

图1 FLIPUS对SNI大鼠机械性刺激缩爪阈的影响

0

A
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机械性刺激缩爪阈
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3 讨论

治疗型超声作为一种无创的物理因子治疗方

法，已被广泛应用于临床与研究中[14—16，21]。相比传

统的超声，聚焦超声（focused ultrasound sound，

FUS）采用的是新式的凹面声头，可以将超声波能量

集中到毫米级直径大小的范围内，进行无创性靶向

治疗[22]。FUS可分为FLIPUS和聚焦式高强度脉冲

超 声（focused high- intensity pulsed ultrasound，

FHIPUS）。FHIPUS 热效应明显，临床上主要用于

对肿瘤组织的消融；FLIPUS机械效应和空化效应明

显，多用于开放血脑屏障和神经调控。而本研究使

用的是FLIPUS。研究表明，FLIPUS可通过外周或

中枢神经调控，起到缓解疼痛的效果[23—24]，但其缓解

疼痛的机制尚不清楚。本研究发现SNI大鼠术后第

3天开始患侧后爪机械性刺激缩爪阈明显下降，提

示出现 SNI 诱导的机械痛觉过敏；FLIPUS 治疗后

SNI大鼠机械性刺激缩爪阈显著升高，同时观察到

FLIPUS治疗组脊髓MAP2蛋白的表达量较模型组

明显下调。提示FLIPUS可缓解SNI诱导的机械痛

敏症状，其机制可能与抑制脊髓的神经重塑有关。

对坐骨神经的2个分支结扎的SNI神经病理性

疼痛模型，术后 24h后动物患侧爪底和背外侧可出

现长期的机械痛敏和热痛敏反应[25]。在大鼠SNI模

型中机械痛敏反应可维持长达 6—15个月，可以更

好地模拟了临床上神经病理性疼痛患者的症状[26]。

本研究在SNI建模后第1天即可观察到机械性痛敏

阈值降低的表现，并维持到术后第 30 天。经 FLI-

PUS 治疗后 SNI 大鼠于术后第 10 天机械性刺激缩

A：Western Blot检测腰段脊髓MAP2表达的蛋白条带，β-actin为内参
蛋白条带；B：组间腰段脊髓MAP2蛋白表达量的比较：①为假手术组与
模型组比较，模型组MAP2蛋白表达量显著高于假手术组，差异具有显
著性意义（P＜0.01）；②为模型组与治疗组比较，治疗组MAP2蛋白表达
量显著低于模型组，且差异具有显著性意义（P＜0.01）。

图2 Western Blot检测各组大鼠腰段脊髓
MAP2蛋白的表达

图3 免疫荧光检测FLIPUS对SNI大鼠脊髓内神经重塑的影响

A：通过免疫荧光检测脊髓NeuN、MAP2蛋白及其共表达的荧光显微镜图，DAPI为细胞核染色图，NeuN为神经元染色图，Merge为溶图；
B：脊髓MAP2表达光密度值的组间比较：①为假手术组与模型组比较，模型组的MAP2表达量显著高于假手术组，差异具有显著性意义（P＜
0.01）；②为模型组与治疗组比较，治疗组的MAP2表达量显著低于模型组，差异具有显著性意义（P＜0.01）。
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爪阈开始升高，在术后第24和30天机械性刺激缩爪

阈显著高于模型组，提示 FLIPUS 作用于脊髓具有

良好的镇痛效果。此发现与我们前期研究得出的结

论一致。

有证据表明，周围神经损伤后会诱导沿躯体感

觉通路的神经回路的功能和结构重塑，这是形成异

常感觉的基础[27]。这种异常的神经重塑可能是神经

病理性疼痛发展和维持的重要因素之一。当神经受

损时，来自周围未受损的传入神经以发芽再生的形

式进入失神经支配的区域，或者受损的神经亦可发

生重塑[28]。而外周神经重塑较为典型的例子是神经

瘤，其是神经完全切断后形成特殊的球状末端，可以

诱发异常感觉超敏反应，并能通过产生异位活动引

起自发性疼痛[28]。而在中枢神经重塑上，有研究指

出周围神经损伤可诱导脊髓内胶质细胞的激活，释

放大量趋化因子等介质，进一步诱导神经突触的形

成和轴突的重塑，增强了疼痛刺激信息的传导和脊

髓内神经网络的联系，引起维持疼痛的超敏反

应[29]。在炎症性疼痛模型和坐骨神经损伤模型的研

究中发现，周围神经损伤能诱导脊髓内神经突起发

生明显的重塑，增强神经元的兴奋性，这可能是维持

慢性长期神经病理性疼痛的机制[9，30—31]。不仅在脊

髓，Rusanescu等[32]研究发现，在坐骨神经损伤模型

中，小脑和脑桥内的神经元均能出现异常的神经重

塑，同样对疼痛的维持起到重要的调节的作用。

Takeuchi等[33]同样也证实丘脑中的传入纤维重塑与

异位疼痛行为同时发生并持续，这更加说明中枢的

神经重塑与神经病理性疼痛相关。López-Álvarez
等[34]在坐骨损伤模型中发现，Treadmill训练可以通

过减缓未损伤区域神经重塑的速度，从而减轻痛觉

过敏。然而，亦有研究报道疼痛发现时未见疼痛周

围及远端出现神经重塑，甚至有研究发现神经元的

密度降低，出现神经重塑下调的表现。另外，一些临

床研究[35]认为，神经重塑与疼痛消失和正常感觉的

恢复密切相关。因此，到目前为止神经重塑与神经

病理性疼痛的相关性尚无明确的定论，还需进一步

探究。

MAP2作为一种细胞骨架蛋白，主要在神经元

中表达，并执行与神经生长发育相关的诸多功能，如

微管的稳定、调节轴突和树突内细胞器的运输以及

对信号转导过程中的调节蛋白进行锚定。因此，其

对神经元的生长、突触可塑性和神经元凋亡发挥着

重要作用[36]。Wang等[37]在 SNL疼痛模型中证明了

疼痛发生与前扣带回皮质（anterior cingulate cor-

tex，ACC）和杏仁核中MAP2上调相关，并且给予相

应治疗后发现是通过 CDK5/MAP2—NMDA2B 通

路，下调了MAP2的表达，在功能和结构水平上逆转

了ACC和杏仁核中的神经重塑，最终达到缓解疼痛

的作用。本研究采用Western Blot和免疫荧光均发

现SNI模型组脊髓MAP2蛋白的表达量显著上调，

而经FLIPUS治疗后脊髓MAP2蛋白的表达量明显

下调。提示FLIPUS可能通过抑制脊髓的异常神经

重塑而缓解SNI诱导的机械痛敏症状。本研究结果

进一步为FLIPUS治疗神经病理性疼痛提供了新的

研究方向。

综上，本研究采用 FLIPUS 对大鼠脊髓腰膨大

部位进行治疗，可明显改善由SNI模型诱导的机械

痛敏症状，并可下调脊髓内突触重塑相关蛋白

MAP2的表达，提示FLIPUS缓解疼痛可能是通过调

节脊髓内神经重塑而实现的。该结果为治疗神经病

理性疼痛提供了新的理论依据。
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