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前言

糖尿病性神经疾病（Diabetic neuropathy, DN）的发病机制

复杂，涉及轴突病、神经鞘病和微血管病[1，2]。继发于糖尿病的

神经损伤是由持续性高血糖引起的，它会损伤外周神经系统

中的雪旺氏细胞，损伤外周初级传入伤害性感受器，并导致中

枢神经元过度兴奋[3，4]。相关研究显示：糖尿病伴随着雪旺氏

细胞的分子改变[5，6]。在急性神经变性期间，氧化和硝基活性应

激下受损雪旺细胞的损伤和反应性炎症与神经性疼痛的发病

机制有关[7，8]。

miRNA 与负责神经可塑性和疼痛敏化的基因的调节有

关[9，10]。miR-146a介导背根神经节细胞（DRG）神经元凋亡并调

节炎症相关基因表达[11，12]。miR-29b增加细胞凋亡率并增强轴

突肿胀，而 miR-29c调节轴突生 DRG神经元[13，14]。神经损伤后
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To explore the effect and mechanism of up-regulation of miR-133a in the sciatic nerve of rats with diabetic

pathological neuralgia on pain threshold. NGS sequencing and quantitative PCR were used to analyze the expression of related

miRNAs in the sciatic nerve of diabetic pathological neuralgia rats to predict potential downstream targets. RSC96 cells transfected with
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周围神经系统中的 miRNA表达模式表明 miRNA在疼痛机制

中发挥重要作用，miRNAs也可能作为治疗性镇痛靶点[15，16]。因

此，在糖尿病大鼠中鉴定因持续高血糖而失调的 miRNA可能

会减轻神经性疼痛，miRNA 对糖尿病性神经病理性疼痛

（DNP）的影响尚未完全阐明。因此，本研究主要探讨 miRNA在

糖尿病大鼠 DNP中对疼痛阈值的影响和机制。

1 材料与方法

1.1 动物使用、糖尿病的诱导和细胞培养

使用 80只体重为 250-300 g的成年雄性 Sprague Dawley

大鼠。在 12小时光 /暗循环（光循环：07:00-19:00；黑暗周期：

19:00-07:00）下，将动物关在带有柔软垫料的塑料笼中，自由获

得食物和水。本研究所有实验程序均经本院动物护理和使用委

员会批准。

糖尿病(DM)通过将链脲佐菌素（STZ）以 60 mg/kg体重单

次静脉注射到右股静脉中来诱导模型。大鼠施万细胞系 RSC96

购自武汉普诺赛生命科技有限公司，并在含有 10% (v/v)胎牛

血清、4 mM L- 谷氨酸、1.5 g/L碳酸氢钠和 4.5 g/L 葡萄糖的

Dulbecco改良 Eagle培养基，在 5% (v/v) CO2下的湿润气氛中

培养。

1.2 行为测试

评估对机械刺激（机械异常性疼痛）和有害热刺激（热痛觉

过敏）的后爪缩回反应。所有行为测试均在（基线）前 1天，在给

予 STZ 和 / 或神经内注射 AAV-miR-133a-3p、SB203580、

mir-133a-3p 拮抗剂后第 1 天、第 3 天、第 1 周、第 2 周、第 3

周、第 4周和第 8周进行。

1.3 RT-PCR
使用 miRNeasy Mini Kit提取坐骨神经组织的总 RNA。来

自 DM和正常对照大鼠的 RNA被送去进行 NGS测序。使用

qRT-PCR来测量 DM大鼠坐骨神经组织中的 miRNA表达，并

验 证 NGS 结 果 。 从 NGS 结 果 中 选 出 miR-133a-3p、

miR-133b-3p 和 miR-871-3p，使用 miRNA 特异性茎环引物、

TaqMan探针和 TaqMan MicroRNA逆转录进行逆转录 Kit，用

于测量 miRNA表达水平。

特异性茎环引物 miR-133a-3p 的序列为：5'-UUUGGUCC-

CCUUCAACCAGCUG-3')、引物 miR-133b-3p 的序列为 5'-U-

UUGGUCCCCUUCAACCAGCUA-3' 和引物 miR871-3p 的序

列为 5'-UGACUGGCACCAUACUGGAUAA-3'，U6 作为内源

对照。

使用比较 2-△ △ Ct方法估计相对表达，并使用 U6和正常对

照进行标准化。

1.4 miR-133a-3p模拟转染 RSC96细胞

RSC96 细胞以 8伊104 个细胞 / 孔接种到 24 孔板中，将

miR-133a-3p 模拟物（5'- UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG

-3'，5 nM）导入 TransIT-X2动态传递系统，在 37℃、5% CO2环

境孵育 72 h。然后收集细胞用于 qRT-PCR、micro Western 印

迹、传统蛋白质印迹和免疫荧光实验。

1.5 Micro-Western阵列和传统的蛋白质印迹

将MiR-133a-3p模拟转染的 RSC96细胞和 DM大鼠（STZ

给药后 8周）的坐骨神经组织在含有蛋白酶抑制剂混合物的

RIPA 裂解缓冲液（pH 7.4，50 mM Tris、150 mM NaCl、1 mM

EDTA、0.1%十二烷基钠、1% NP-40和 0.5%脱氧胆酸钠）中裂

解。使用 Bio-Rad蛋白质检测试剂盒测定蛋白质浓度。进行

Micro-Western阵列测试。在与神经性疼痛、炎症和细胞存活信

号通路相关的 miR-133a-3p 靶蛋白的 表达方面评 估

miR-133a-3p模拟物转染的 RSC96细胞。然后使用传统的蛋白

质印迹来确认Micro-Western阵列数据。测量 DM大鼠坐骨神

经组织中 miR-133a-3p靶蛋白的表达水平。

对于传统的蛋白质印迹法，将 20 滋g 总蛋白通过 10%

(w/v) 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶并转移到聚偏二氟乙

烯膜。将滤膜与兔单克隆抗磷酸化 p38 MAPK、兔单克隆抗

p38 MAPK、兔单克隆抗 NF资B p50、兔单克隆抗 VEGFR-2、兔

多克隆抗 PIAS3、兔多克隆抗MKP-3，小鼠单克隆抗 TRAF6,或

小鼠单克隆抗肌动蛋白一抗。然后与辣根过氧化物酶偶联的山

羊抗小鼠 IgG或山羊抗兔 IgG二抗反应。每个条带的强度用

ECL蛋白质印迹检测试剂可视化。使用 茁-肌动蛋白作为内部对
照并针对正常对照组的蛋白质水平对蛋白质表达进行标准化。

1.6 rAAV载体构建、病毒纯化和滴度测定

为了构建 miR-133a-3p表达载体，使用以下引物序列从大

鼠基因组 DNA中 PCR扩增 pre-miR-133a-3p片段，允许在基

因组的两端添加 ClaI和 EcoR I限制性位点扩增片段（正向：

5'-AAAATCGATATTTAACAAATGGTACACTAG-3'，反向：

5'-TTTGAATTCTTTGA TTGCAGTCTGTAAGG-3'）。PCR产物

克隆入重组腺相关病毒 8型（rAAV8，含有 eGFP元件）载体，

构建 rAAV miR-133a-3p表达质粒。将 rAAV-miR-133a-3p（或

rAAV）质粒、pHelper质粒和 pXX8质粒共转染到人胚肾 293

细胞中。使用 CsCl梯度纯化 AAV-miR-133a-3p（或 AAV）病

毒，并提取病毒 DNA。滴度以每毫升的病毒基因组（vg/mL）进

行测量，使用实时 SYBR Green PCR测定法检测 eGFP水平。

1.7 AAV-miR-133a-3p病毒载体神经内感染坐骨神经

所有外科手术均在异氟醚 /O2麻醉下对动物进行无菌操

作。在手术显微镜下进行神经内注射。将大鼠分为正常对照组

（仅注射 PBS）、假手术组（仅坐骨神经内 AAV 注射）、

AAV-miR-133a-3p注射组（AAVmiR-133a-3p给药前 1 h腹腔

内注射 1 滋mol/kgSB203580） 组和 miR-133a-3p 拮抗剂组

（AAV-miR-133a-3p 给药前 1 小时坐骨神经内注射 400 nM

miR-133a-3p拮抗剂）。此外，包括接受或未接受坐骨神经神经

内 miR-133a-3p 拮抗剂注射的两组 DM 大鼠（STZ给药后 2

周）。在异氟醚 /O2麻醉下，暴露坐骨神经。在显微镜下，PBS、

AAV 病毒载体（5伊109 vg/mL）或 AAV-miR-133a-3p 病毒载体

（5伊109 vg/mL）被神经内注射到近端坐骨神经。行为测试在手术
前 1天、第 1天、第 3天以及术后第 1周、第 2周和第 3周进行。

1.8免疫荧光

miR-133a-3p模拟物转染的 RSC96细胞在四孔室载玻片

中培养。孵育 72h后，将载玻片在 4%多聚甲醛中固定 30 min，

然后用 1伊PBS 洗涤 3 次。将载玻片与用于蛋白质印迹的

NF资B、VEGFR-2、p-p38、TRAF6、PIAS3 和 MKP3 的一抗在

4 ℃下孵育 24 h。山羊抗小鼠 /兔 IgG Alexa Fluor 488偶联二

抗用于观察一抗结合。注射后，采用免疫荧光法在坐骨神经中

定位 AAV-miR-133a-3p （或 AAV） 病毒。取出神经内

2621窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.14 JUL.2022

Groups
Mechanical stimulus Thermal stimulus

Day 0 Week2 Week 4 Week 8 Day 0 Week2 Week 4 Week 8

Control group 39.12依0.37 36.03依0.14 35.00依0.16 35.09依0.12 15.96依0.32 15.19依0.30 17.78依0.26 14.53依0.21

DM group 38.46依0.32 24.76依0.58 23.17依0.25 22.43依0.29 16.28依0.45 12.01依0.43 13.57依0.52 14.68依0.35

t 0.535 1.488 1.756 1.792 -0.037 1.358 0.639 -0.125

P 0.768 0.023 0.004 0.002 0.572 0.036 0.084 0.533

miRNA Differential multiple P

miR-133b-3p 10.50 依 3.39 0.003

miR-208b-3p 8.92 依 0.49 0.008

miR-133a-3p 5.33 依 1.34 0.002

miR-871-3p 0.02 依 0.00 0.000

表 2通过 NGS检测 DNP大鼠坐骨神经中 miRNA的差异倍数

Table 2 Multiples of miRNA differences in the sciatic nerves of DNP rats were determined by NGS

表 1静脉注射 STZ后，后爪对机械和热刺激的行为反应的时间进程

Table 1 Time course of behavioral responses of the hindpaw to mechanical and thermal stimulation after intravenous STZ

Groups MKP3 p-p38 PIAS NF-资B VEGFR-2 TRAF-6

Control group 0.74依0.09 1.53依0.10 1.23依0.11 0.62依0.04 1.04依0.15 0.62依0.18

DM group 0.35依0.02 3.87依0.24 1.40依0.13 0.91依0.05 3.87依0.28 0.64依0.15

t 2.357 2.308 1.153 1.580 2.318 1.112

P 0.009 0.006 0.071 0.035 0.001 0.926

表 3 STZ诱导 DM大鼠坐骨神经中的靶蛋白表达水平

Table 3 STZ induced expression levels of target proteins in the sciatic nerves in DM rats

AAV-miR-133a-3p注射组和 AAV假注射组大鼠的坐骨神经，

在 4%多聚甲醛中固定，并在 30 %(w/v)蔗糖中饱和。组织包埋，

10 滋m厚切片进行免疫染色，直接测量 eGFP荧光。

1.9 统计学分析

所有分析均使用 SPSS18.0，结果以（平均值依SEM）表示，
通过方差分析进行评估，P<0.05为结果具有统计学意义。

2 结果

2.1 STZ诱导的糖尿病大鼠的持续性机械性异常性疼痛和瞬

时热痛觉过敏

从 STZ给药后 2周开始，STZ诱导的糖尿病大鼠表现出

对机械刺激的缩爪阈值降低，一直持续到 STZ给药后 8周，后

爪缩回时间对热刺激的潜伏期减少，但反应在 8周后逐渐恢复

（P＜0.05）。（表 1）。

2.2 糖尿病大鼠坐骨神经中的 miRNA表达谱

为了研究 miRNA表达的变化，使用 NGS比较了 DM大

鼠（STZ给药后 8周）和正常对照大鼠的坐骨神经中的相对

miRNA表达。在 miRNA表达谱中，确定了 DM大鼠坐骨神经

中最可能表达变化的四种 miRNA。

基于对 DM大鼠坐骨神经的 qRT-PCR分析，miR-133a-3p

和 miR-133b-3p表达增加，miR-871-3p表达降低，与 NGS结果

一致，根据结果选择 miR-133a-3p进行进一步分析。（表 2）

2.3 miR-133a-3p在 RSC96细胞中调控的预测靶基因

在体内，与正常对照相比，DM 大鼠坐骨神经中 p38

MAPK和 VEGFR-2表达显著上调，而 MKP3显著下调（P＜
0.05）。（表 3）。

2.4 坐骨神经注射 AAV-miR-133a-3p诱导正常大鼠机械性异

常性疼痛

AAV-miR-133a-3p病毒给药三天后，机械刺激的缩爪阈值

显著降低并持续三周（P＜0.05）。然而，AAV-miR-133a-3p病毒

给药组和对照组之间对热刺激的反应无显著差异（P＞0.05）。

（表 4）。

2.5 miR-133a-3p的上调增加了坐骨神经中 p-p38 MAPK水平

并促进了神经性疼痛的发展

在第 3 天，预先施用 p38 MAPK 抑制剂 SB203580 和

miR-133a-3p 的拮抗剂显著减轻了 AAV-miR-133a-3p 病毒诱

导的机械性异常性疼痛（P＜0.05）。（表 5）。

当 miR-133a-3p拮抗剂（400 nM）通过坐骨神经神经内注

射给药一次时，机械超敏反应显著减弱，并且疼痛缓解至少持

续第十二天（P＜0.05）。（表 6）。

3 讨论
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Groups
After administration of STZ After the miR-133a-3p antagonist

Day 1 Day 7 Day 14 Day 15 Day 1 Day 2 Day 3 Day 6 Day 12

DM group 38.69依0.15 26.64依0.18 22.74依0.13 18.83依0.09 17.63依0.21 17.18依0.13 14.92依0.21 15.87依0.31 20.51依0.33
M+antagonist

group
38.72依0.17 19.92依0.12 18.76依0.12 18.82依0.11 20.85依0.20 27.14依0.19 28.64依0.25 34.19依0.37 33.25依0.35

t 0.286 -0.780 -0.942 -0.014 1.569 1.796 1.932 2.112 1.811

P 0.843 0.537 0.429 0.903 0.009 0.007 0.004 0.001 0.018

表 5 p38 MAPK抑制剂和 miR-133a-3p的拮抗剂显著减轻机械性异常性疼痛

Table 5 The antagonists of the p38 MAPK inhibitors and of miR-133a-3p significantly reduced mechanical abnormal pain

Note: The difference was statistically compared with D 0 was significant, *P <0.01.

表 4坐骨神经注射 AAV-miR-133a-3p诱导正常大鼠机械性异常性疼痛

Table 4 Administration of AAV-miR-133a-3p into the sciatic nerve induced an abnormal mechanical pain in normal rats

Note: The difference was statistically compared with D 0 was significant, *P <0.01.

Groups Day 0 Day 1 Day 3 Week 1 Week 2 Week 3

Control group 13.92依0.26 12.85依0.24 12.87依0.28 12.84依0.27 14.39依0.24 13.18依0.34
The sham surgery

group
13.65依0.25 11.53依0.26 11.08依0.31 11.16依0.33 11.52依0.30 11.34依0.28

AAV133a-3p

group
13.84依0.30 12.08依0.29 11.06依0.21* 10.99依0.28* 13.86依0.34* 12.95依0.33*

Groups Day 0 Day 1 Day 3

Control group 30.95依0.40 31.08依0.34 30.16依0.26

Sham surgery group 31.27依0.33 30.43依0.29 27.18依0.43

AAV-miR-133a-3p group 30.74依0.30 30.18依0.35 19.12依0.48**

Inhibitors+AAV-miR-133a-3p group 31.04依0.39 28.42依0.34 26.55依0.29

Antagonist+AAV-miR-133a-3p group 30.46依0.32 30.73依0.23 28.95依0.32

表 6 miR-133a-3p拮抗剂对 STZ给药大鼠机械刺激后爪缩回反应的影响

Table 6 Effects of m i R-133a-3p antagonists on the paw retraction response following mechanical stimulation of STZ administration in rats

研究显示：高血糖显著诱导血管内皮中的 miR-133a表达，

引发了内皮功能障碍，并降低了 DM大鼠的三磷酸鸟苷环化水

解酶 I基因表达和四氢生物蝶呤水平[17，18]。然而，miR-133b过表

达抑制了细胞增殖并促进了高血糖诱导的糖尿病视网膜病变

动物的细胞凋亡[19，20]。尽管 miR-133a/miR-133b与糖尿病之间

的联系很明显，但缺乏关于糖尿病神经病变(DN)的数据。因此，

本研究探究了 miR-133a-3p与神经性疼痛的可能关联。

已有炎症和神经性疼痛相关研究报道了 miRNA失调与几

种糖尿病并发症相关[21-23]。持续的高血糖症会加剧神经损伤相

关的 DN[24]。miRNA与负责神经可塑性和疼痛敏化的基因的调

节有关[12, 25]。在替代周围神经性疼痛的动物模型中，神经损伤使

DRG和脊髓背角细胞（SDH）中的 miRNA表达失调，如：相关

研究显示：外伤性周围神经损伤也诱导了背根神经节和受损神

经中 miR-21的上调，上调的 miR-21与巨噬细胞和淋巴细胞侵

袭密切相关[25，26]。但 SNL诱导的神经炎症会上调 miR-195以抑

制小胶质细胞自噬激活并增加促炎细胞因子 IL-1茁、TNF-琢和
iNOS的表达[27]。本研究发现：p38 MAPK表达不仅在 DM大鼠

的坐骨神经中显著上调，而且在体外转染 miR-133a-3p 的

RSC96细胞中也显著上调，分析其原因在于：在坐骨神经挤压

伤模型中，TNF-琢 增加了退行性神经中的 p38 MAPK信号传

导，但抑制了 p38 MAPK增强的轴突再生，另外，炎症性 T细

胞、巨噬细胞和浸润受累坐骨神经的雪旺氏细胞中 p-p38

MAPK水平升高[28]。因此，抑制 miR-133a-3p上调或抑制 p-p38

MAPK产生可减少与雪旺细胞相关的慢性炎症诱导的神经性疼

痛，结合本研究内容可知：将 AAV-miR-133a-3p病毒注射到坐

骨神经的神经外膜中会引起疼痛，并且施用 p38MAPK特异性

抑制剂 SB203580或miR-133a-3p的拮抗剂可以减轻这种疼痛。

雪旺氏细胞功能障碍直接影响神经元功能，引发髓鞘破

坏、脱髓鞘、轴突传导改变和再生受损[29]。持续的高血糖会导致

慢性雪旺氏细胞功能障碍、糖酵解增加、活性氧的形成、细胞

NADH耗竭和 DNA甲基化的变化，从而导致 DN [30]。心脏

miR-133a过表达抑制细胞外信号调节激酶（ERK）磷酸化。然

而，本研究发现雪旺细胞中 miR-133a的过表达下调了主要调

节因子MKP并增加了 p-p38 MAPK激酶的水平；这些变化在

糖尿病坐骨神经中也很明显。MKP家族包含九个成员，它们对

ERK1/2、p38和 JNK信号通路负调节 /失活（去磷酸化）。MKP

失调会显著影响MAPK活性。在 miR-133a-3p转染的雪旺细胞

中，本研究发现 p-p38 MAPK表达显著上调，MKP-3显著下调。
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需要进一步的工作来确定 miR-133a-3p 是否通过调节 p-38

MAPK的活性或通过调节 MKP表达来控制糖尿病性神经性

疼痛(DNP)。

SDH和 DRG中 p-p38 MAPK表达的增加会导致神经性

疼痛。在人类雪旺氏细胞培养物中，高葡萄糖水平会增加

p-p38 MAPK的表达[5]。本研究发现将 miR-133a-3p模拟物转染

到雪旺细胞中会诱导 p-p38 MAPK 表达。外周神经中 p-p38

MAPK水平升高，有助于诱发神经性疼痛，反映了 MAPK介导

的磷酸化和 DRG中 Nav-1.7的调节，通过抑制 p-p38调节的

Nav-1.6降低了神经传导电流，并增加后爪足垫中肽能表皮内

神经纤维的数量。因此，施用 p38 MAPK抑制剂 SB203580或

miR-133a-3p抑制剂可以减轻神经性疼痛。然而，miR-133a-3p

抑制剂是否降低了雪旺细胞 p38 MAPK的表达，或者更确切地

说是影响了神经分布，需要澄清。

总之，本研究发现 miR-133a-3p在坐骨神经中发挥重要作

用，通过激活 p-p38 MAPK信号通路促进神经性疼痛的发展。

值得注意的是，miR-133a-3p可能是患有神经性疼痛的患者的

有用治疗靶点。
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