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摘 要 目的：探讨镇痛药利鲁唑（riluzole）对糖尿病神经病理性疼痛大鼠背根神经节（dorsal root 
ganglion, DRG）Nav1.7 表达的影响。方法：雄性 SD 大鼠 108 只，采用随机数字表法，将其分为 4 组

(n = 27)：对照组（C 组）、模型组（DNP 组）、10% 溶剂 DMSO 组（DNP+DMSO 组）和利鲁唑

组（DNP+riluzole 组）。 观察 STZ 注射前 1 d 及注射后 3、7、10、14、21、28 d 测定缩足反射机械

刺激阈值（paw withdrawal mechanical threshold, PWMT）和缩足反射热辐射潜伏期（paw withdrawal 
thermal latency, PWTL）。10%DMSO 组和利鲁唑组于 STZ 注射 15 d 起分别腹腔注射 10% DMSO 或

利鲁唑 4 mg/kg，1 次 / 日，连续 7 d，于 21、28 d 测定 PWMT 和 PWTL。行为学测试完成后选择 21 d
大鼠用免疫荧光和 Western blot 方法检测大鼠 DRG 中 Nav1.7 的表达。结果： 与 C 组比较， DNP 组

大鼠 PWMT 降低，PWTL 缩短，DRG 中 Nav1.7 的表达上调，差异有统计学意义（P < 0.05）；与

DNP 组比较，DNP+DMSO 组大鼠在腹腔注射 10% DMSO 后，PWMT、PWTL 和 Nav 1.7 的表达无

明显改变，与 DNP+DMSO 组和 DNP 组比较，DNP + riluzole 组大鼠在腹腔注射利鲁唑后， PWMT
明显升高，PWTL 明显延长，DRG 中 Nav 1.7 的表达下调，差异有统计学意义（P < 0.05）。结论：

利鲁唑可通过抑制 DNP 大鼠 DRG 中 Nav 1.7 表达，从而减轻大鼠 DNP。
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EFFECT OF RILUZOLE ON EXPRESSION OF Nav1.7 IN DORSAL ROOT GANGLION 

NEURONS IN RATS WITH DIABETIC NEUROPATHIC PAIN
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Abstract  Objective: To investigate the effect of riluzole, an analgesic on the expression of Nav1.7 in dorsal 
root ganglion (DRG) neurons in a rat model of diabetic neuropathic pain (DNP). Methods: 108 male SD 
rats weighing 200~220 g were randomly divided into 4 groups (n = 27 each): control group (group C), DNP 
group, DNP+DMSO group and DNP+riluzole group. Diabetes were induced with streptozocin (70 mg/kg) 
injected subcutaneously. Paw withdrawal mechanical threshold (PWMT) and paw withdrawal thermal latency 
(PWTL) were measured 1 day before and 3, 7, 10, 14, 21, 28 days after streptozocin injection. 10% DMSO 
and riluzole (4 mg/kg) were given intraperitoneally once a day for 7 consecutive days starting at  day 15 after 
streptozocin injection in DNP+DMSO and DNP+riluzole groups respectively, and PWMT and PWTL were 
measured at  day 21, 28 for the two groups. The expression of Nav1.7 in DRG neurons was determined at  day 
21 after streptozocin injection by immunofluorescent staining and Western blot after the ethology test was 
completed. Results: Compared with group C, PWMT and PWTL were significantly decreased, and Nav1.7 
expression was significantly increased in DNP, DNP+DMSO and DNP+ riluzole groups (P < 0.05). Compared 
with DNP+DMSO and DNP groups, PWMT and PWTL were significantly increased, and Nav1.7 expression 
was significantly decreased in DNP+riluzole group after intraperitoneal injection of riluzole (P < 0.05). There 
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was no significant difference in the parameters mentioned above between DNP and DNP+DMSO groups. 
Conclusion: Riluzole can attenuate DNP by inhibiting the expression of Nav1.7 in DRG neurons.
Key words   Riluzole; Diabetic neuropathic pain; Dorsal root ganglion; Nav1.7

流行病学研究 [1, 2] 表明，约 60% 的糖尿病患

者并发糖尿病神经病变，以糖尿病神经病理性疼痛

（diabetic neuropathic pain，DNP）最为常见。DNP
是临床最常见的神经病理性疼痛类型之一。患者可

出现自发痛、痛觉过敏、触诱发痛和其他不典型感

觉异常，严重影响生活质量 [3]。利鲁唑是苯噻唑类

化合物，具有神经保护、减轻神经病理性疼痛等作

用 [4]。然而迄今为止，利鲁唑镇痛作用的确切机制

尚不完全清楚。近年来糖尿病神经病理性疼痛大鼠

脊髓背根神经节在糖尿病神经病理性疼痛的发生和

发展中起到重要的作用 [5]。本实验旨在观察利鲁唑

对糖尿病神经病理性疼痛大鼠痛阈及初级传入神经

元 DRG 中 Nav 1.7 蛋白表达的影响情况，为进一步

了解利鲁唑的镇痛机制提供理论基础。

方　　法

1. 试剂与材料  
链脲佐菌素（streptozocin, 美国 Sigma 公司）， 

利鲁唑（riluzole, 美国 Sigma 公司），Nav1.7 兔单

克隆一抗（一抗，Alomone labs 公司，以色列），

碱性磷酸酶标记的山羊抗兔抗体（二抗，南通碧云

天公司），NBT/BCIP 显色底物（南通碧云天公司），

BCA 蛋白分析试剂盒（南通碧云天公司），Alexa 
Fluor 488 标记的驴抗兔荧光二抗（Invitrogen 公司，

美国 )，血糖仪（中国欧姆龙公司），von Frey Hairs（美

国 Stoeling 公司）， IITC series 8 型热痛刺激仪（美

国 IITC 公司）。

2. 动物及分组   
雄性 SD 大鼠 108 只，体重 200 ～ 220 g，由徐

州医学院实验动物中心提供，采用随机数字表法，

将其分为 4 组：对照组（C 组）、模型组（DNP
组）、10% DMSO 组（DNP+DMSO 组）和利鲁唑

组（DNP+riluzole 组），每组均为 27 只。

3.DNP 模型制备及行为观察

参照文献 [6] 制备 DNP 模型，测基础痛阈后皮

下注射 STZ 70 mg/kg, 给药后 7 d 尾静脉血糖稳定且 > 
16.7 mmol/L 为糖尿病模型制备成功，给药后 14 d
痛阈降低幅度 > 基础痛阈 15％为 DNP 模型制备成

功。STZ 使用时溶于 0.1 mol/L 新鲜配制的枸橼酸 /

枸橼酸钠缓冲液中（冰浴，pH 4.5，对照组注射相

同剂量的枸橼酸 / 枸橼酸钠缓冲液。测量 STZ 注射前

一天、STZ 注射后的 3、7、10、14、21、28 d 等时间

点，观察行为学指标；参照文献 [7] 腹腔注射给予利

鲁唑，10% DMSO 组和利鲁唑组于 STZ 注射 15 d 起

分别腹腔注射10% DMSO或利鲁唑4 mg/kg，1次 /日 ,
连续 7 d，于 21、28 d 测定 PWMT 和 PWTL。热

痛敏检测：缩足反射热辐射潜伏期 (paw withdrawal 
thermal latency，PWTL)：参照文献 [8]，室温保持

在 25 ℃左右，将动物放在 6 cm 厚的有机玻璃板上    
20 min，大鼠安静后，后足接触玻璃板时，将热痛

敏刺激仪放在有机玻璃板下方，使光源聚焦照射动

物后肢足底掌心，电子秒表记录从照射开始到引起

后肢回缩反应时的时间作为痛觉观测指标。读数精

确到 0.01 s。取每只大鼠测量 5 次，结果取均值为

统计数据，测量间隔时间为 5 min。事先调节光照

强度，使平均潜伏期约 15 s。上限为 25 s，以避免

组织损伤。

机械性痛敏：缩足反射机械刺激阈值 (paw 
withdrawal mechanical threshold，PWMT) 的检测：参

照文献 [9]，将一有机玻璃箱置于金属筛网上，大鼠

在有机玻璃箱内适应 30 min 后，用不同压力标号的

von Frey纤维丝从小到大，垂直刺激大鼠后足底中部，

持续时间≤ 4 s，若大鼠出现缩足或者舔足行为视为

阳性反应，否则为阴性反应，更换相邻较大压力的

von Frey 细丝。连续测量 5 次，每次间隔时间 30 s，
当引起 3 次及以上的阳性反应时，记录其压力数值。

4.Western blot
吸入 1% 异氟烷麻醉大鼠，迅速将其断头处死，

冰上操作取 L3~5DRG，放入 -80 ℃冰箱保存备用。

蛋白提取：组织从冰箱取出匀浆器冰上预冷，

加入 RIPA 裂解液（强）和酶抑制剂 PMSF，将组

织块置于匀浆器中球状部位，充分匀浆，冰上裂解

30 min 后用移液器将裂解液转移至 1.5 ml 离心管

中。4 ℃ 14000 g 离心 15 min，取上清液，BCA 试

剂盒测定样本蛋白浓度后，各组用裂解液配平。加

入 4× 上样缓冲液后，沸水变性 10 min。取 80 µg/     
20 µl 样本蛋白在 10% 的 SDS-PAGE 凝胶系统中上

样，浓缩胶电压 80 V，分离胶电压 120 V 电泳。

半干转法将目的蛋白转移至 NC 膜上。3% 牛血清
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封闭 4 h，分别 Anti-Nav1.7 一抗（1：200），Anti-
β -actin（1：1000），4 ℃孵育过夜；复温 30 min
后 Washing Buffer 漂洗 3 次 ×5 min，加入碱性磷

酸酶标记兔二抗（1：1000），室温摇床孵育 2 h；
Washing Buffer 漂洗 3 次×5 min ，加入 NBT/BCIP
显色液，待反应达到要求后，流水洗涤终止反应。

所得条带光密度分析，统计分析数据。

5. 组织学观察

大鼠 1% 戊巴比妥钠腹腔注射（40 mg/kg），

打开胸腔，拨开心包膜，暴露心脏，经左心室灌

注冰冷生理盐水 300 ml，接着使用 4% 多聚甲醛     
400 ml 灌注。取 L3~5DRG 先置 4% 多聚甲醛后固定

2 h，后放入 30% 蔗糖溶液，待其在蔗糖溶液沉底。

沉底后冰冻切片，将沉底组织用包埋剂固定于冻台，

冰冻横断切片。DRG 片厚 14 µm，切片连续置于

明胶玻片上。切好的片子，晾片过夜，0.01 mol/L
的 PBS 漂洗 3 次。5% 驴血清封闭 2 h 后，入一抗

Anti-Nav1.7(1:200) 孵育。一抗 4 ℃孵育 24 h。PBS
漂洗 3 次，入二抗 Alexa Fluor 488 (donkey anti-rabbit 
IgG，1:200)，室温孵育 2 h。PBS 漂洗 3 次后封片剂

封片。FV 1000 共聚焦显微镜采集图像，统计分析

数据。Control 组执行同样流程。阴性对照实验中，

用 PBS 代替一抗或者二抗，统计分析数据。Control
组执行同样流程。

6. 统计学方法

采用 SPSS 10.0 统计软件对数据进行处理，计

量资料以均数 ± 标准差 ( x±SD) 表示，组内比较

采用配对 t 检验，组间比较采用单因素方差分析，

以 P < 0.05 为差异有统计学意义。

结　　果

1. 行为学结果

为探讨利鲁唑（riluzole）对 DNP 大鼠糖尿病神

经病理痛的影响，我们在 STZ注射前 1 d及注射后 3、
7、10、14、21、28 d 测定 PWMT 和 PWTL 的变化，

以及 10% DMSO 组和利鲁唑组于 STZ 注射 15 d 起

分别腹腔注射 10% DMSO或利鲁唑 4 mg/kg，1 次 /d，
连续 7 d，于 21、28 测定 PWMT 和 PWTL。结果显

示，与基础痛阈比较，Control 组各时点 PWMT 和

PWTL 比较，差异无统计学意义，DNP 组、DMSO
组和 riluzole 组随着时程的延长，PWMT 降低，

PWTL 缩短，差异有统计学意义（P < 0.05）。与 C
组比较， DNP 组、DMSO 组和 riluzole 组 PWMT 降

低，PWTL 缩短，差异有统计学意义（P < 0.05），

与DNP组比较，riluzole组PWMT升高，PWTL延长，

差异有统计学意义（P < 0.05），DMSO 组差异无统

计学意义（见图 1）。

2. Western blot 与形态学结果

为进一步探讨利鲁唑减轻 DNP 大鼠糖尿病神

经病理痛的分子机制，我们检测河豚毒素敏感性钠

通道 Nav 1.7 在大鼠 DRG 神经元的表达。我们选

择 DNP 大鼠链脲佐菌素注射 21 d 时间点，Western 
blot 结果显示，与 C 组相比较， DNP 大鼠 DRG 中，

Nav 1.7 表达显著增加（P < 0.05），详见图 2。同

样，免疫荧光显示， DNP 模型大鼠的 DRG 神经元

中的 Nav1.7 蛋白明显增加（P < 0.05），详见图 3。
与 DMSO 组相比较，Western blot 与形态学结果均显

示，riluzole 组 Nav 1.7 表达明显减少（P < 0.05），
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图 1   利鲁唑对 DNP 大鼠各时点 PWMT（A）和 PWTL（B）的影响。*P < 0.05, 与对照组相比较；#P<0.05, 与 DNP+DMSO 组比较
Fig.1  The effects of riluzole on PWMT and PWTL in DNP rats.*P < 0.05, vs control; #P < 0.05, vs DNP+DMSO
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而 DNP 组与 DMSO 组相比较，Nav 1.7 表达差异无

统计学意义（P > 0.05）。

讨　　论

Riluzole 是一种苯噻唑类化合物，为一种谷氨

酸拮抗剂，广泛用于治疗神经损伤及退行性疾病均

有疗效 [4]。本研究选择利鲁唑进行实验，结果表明，

给予利鲁唑后 DNP 大鼠痛阈明显升高，表明利鲁

唑减轻了大鼠 DNP。
在糖尿病神经病理痛大鼠，神经元的兴奋性在

糖尿病神经病理痛的发生发展中起重要作用，持续

钠电流（Persistent sodium current, INaP）在中枢神

经元中主要参与神经元兴奋性及节律的产生 [10,11]。

研究 [4] 表明利鲁唑可以抑制慢性压迫模型（chronic 
compression of dorsal root ganglion ，CCD） 大 鼠

（dorsal root ganglion, DRG）神经元的 INaP，同时，

有研究 [5] 证实 Nav1.7 通道电流属于（tetrodotoxin-
sensitive, TTX-S）通道电流，是 INaP 电流的主要组

成部分。Hong [6] 和笔者实验结果均发现 Nav 1.7 是

伤害性感受器兴奋性增加的关键因素。在糖尿病神

经病理性疼痛大鼠 DRG 神经元，Nav 1.7 表达增加，

图 2   Western blot 结果显示四组大鼠 DRG 神经元 Nav 1.7 表达

          的变化。*P < 0.05, 与对照组相比较；#P < 0.05, 与
          DNP+DMSO 组比较
Fig.2  The changes of  Nav1.7 expression in DRG by western blot in 
           control, DNP, DNP+DMSO and DNP+riluzole groups. *P < 
           0.05, vs control; #P < 0.05, vs DNP+DMSO

图 3   形态学结果显示四组大鼠 DRG 神经元 Nav1.7 表达的变化。*P < 0.05, 与对照组相比较；#P < 0.05, 与 DNP+DMSO 组比较。 
          scale bar = 100 μm
Fig.3  The changes of Nav1.7 expression in DRG in control, DNP, DNP+DMSO and DNP+riluzole groups by immunofluorescence.*P < 0.05, 
           vs control; #P < 0.05, vs DNP+DMSO; scale bar = 100 μm

 

 

A. 

 

 

 

 

 

 

 

B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图3  形态学结果显示四组大鼠DRG神经元Nav1.7表达的变化。*P<0.05, 与对照组相比较；

#P<0.05, 与DNP+DMSO组比较 scale bar=100 μm 

Fig.3 The changes of Nav1.7 expression in DRG in control, DNP, DNP+DMSO and 

DNP+riluzole groups with immunofluorescence.*P<0.05, vs control; #P<0.05, vs DNP+DMSO; 

scale bar=100 μm 
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图 2  Western blot 结果显示四组大鼠DRG神经元Nav1.7表达的变化。*P<0.05, 与对照组相

比较；#P<0.05, 与DNP+DMSO组比较 

Fig.2  The changes of  Nav1.7 expression in DRG in control, DNP, DNP+DMSO and 

DNP+riluzole groups with Western blot.*P<0.05, vs control; #P<0.05, vs DNP+DMSO 
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提示可能是DRG神经元兴奋性大幅度提高的原因。

本研究结果表明，与对照组比较 , 利鲁唑组 Nav 1.7
表达增加下调，说明腹腔注射利鲁唑减轻糖尿病神

经病理性痛的机制与抑制 DRG 神经元 Nav 1.7 表

达的表达有关。研究 [4] 表明，利鲁唑可以显著降

低 DRG 神经元的 INaP，说明阻断 INaP 可能是

riluzole 抑制 SMPO (subthreshold membrane potential 
oscillation SMPO ) ，进而抑制异位放电的离子通道

机制之一。Nav 1.7 离子通道电流属于 TTX-S 敏感

的持续钠电流的主要成分。提示利鲁唑可能通过

抑制 Nav 1.7 通道蛋白的表达上调，使 DRG 神经

元的兴奋性降低，从而减轻糖尿病神经病理性痛。

综上所述，腹腔注射利鲁唑可通过抑制大鼠 DRG
神经元 Nav 1.7 通道蛋白的表达减轻糖尿病神经病

理性痛。本研究结果表明，大鼠皮下注射 STZ 可

以诱导 DNP 模型，Nav 1.7 通道在 DNP 大鼠 DRG
神经元兴奋性增高和维持中起着重要作用。所以本

研究观察利鲁唑对 DNP 的镇痛效果外，进一步探

讨其对 Nav 1.7 表达的影响，探讨其镇痛作用机制，

具有完善工作基础和可行性。

综上所述，本实验不仅是利鲁唑药理作用机制

的完善，同时奠定利鲁唑治疗糖尿病神经病理性痛

研究基础，但 Nav 1.7 通道及与其有关的 Nav 1.3、
Nav 1.5 以及 ERK MAPK 等通路在 DNP 慢性痛痛觉

发生发展中的的作用底物还有待于明确，利鲁唑对

其产生何种作用尚不明确，所以本研究仅仅作为初

步研究，利鲁唑对其的影响需要进一步的深入研究。
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