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揖摘要铱 摇 目的: 研究 miR鄄99b鄄5p(非编码 RNA)通过抑制 NLRP3 炎性小体活化缓解紫杉醇化疗后病理性神经疼

痛的干预作用,以及对神经细胞焦亡和凋亡的影响。 方法: SD 大鼠随机分为空白组(Blank)、模型组(Model)、ag鄄
omiR鄄99b鄄5p 治疗组和 agomiR鄄NC 对照组,每组 6 只。 空白组接受生理盐水治疗作为对照,模型组通过紫杉醇诱导

建立疼痛模型,agomiR鄄99b鄄5p 组和 agomiR鄄NC 组为在模型组的基础上注射 agomiR鄄99b鄄5p 和 agomiR鄄NC 进行干预。
RT鄄qPCR 检测空白组、模型组、agomiR鄄99b鄄5p 治疗组和 agomiR鄄NC 组大鼠背根神经节中 miR鄄99b鄄5p 的表达差异;
vonFrey 纤维丝检测空白组、模型组与治疗组机械缩足阈值(MWT);TUNEL 法测定背根神经节细胞凋亡情况;试剂

盒检测大鼠背根神经节中 ROS、MDA 和 SOD;免疫荧光染色检测炎症小体 NLRP3、Caspase鄄1 和 IL鄄1茁 蛋白的表达。
结果: 与空白组比较,模型组 miR鄄99b鄄5p 含量较低;与模型组比较,agomiR鄄99b鄄5p 治疗组可以显著增加大鼠背根

神经节 miR鄄99b鄄5p 的水平(P<0. 05),增加大鼠机械缩足阈值(MWT)(P<0. 05),抑制背角细胞的凋亡,大鼠背根

神经节 ROS 和 MDA 水平降低(P<0. 05),而 SOD 水平增加(P<0. 05)。 免疫荧光显示,NLRP3、Caspase鄄1 和 IL鄄1茁
的表达水平可被 miR鄄99b鄄5p 抑制。 结论: 在体内 miR鄄99b鄄5p 可以通过抑制 NLRP3 活化和改善机体氧化应激以

缓解大鼠经紫杉醇化疗后的神经病理性疼痛及神经细胞焦亡和凋亡。
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miR鄄99b鄄5p inhibits the activation of NLRP3 inflammasome to
alleviate the neurotoxicity induced by paclitaxel chemotherapy
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揖ABSTRACT铱 Objective: To study the effects of miR鄄99b鄄5p (non鄄coding RNA) in alleviating pathological neuropathic pain after
paclitaxel chemotherapy by inhibiting NLRP3 inflammatory vesicle activation and the effects on neuronal cells pyrosis and apoptosis.
Methods: SD rats were randomly divided into blank group, model group, agomiR鄄99b鄄5P treatment group, and agomiR鄄NC group, 6
rats in each group. The blank group received saline treatment as a control, the model group established a pain model induced by pacli鄄
taxel, and the rats in agomiR鄄99b鄄5p treatment group and agomiR鄄NC group were treated with agomiR鄄99b鄄5p and agomiR鄄NC injec鄄
tions, respectively. The expressions of miR鄄99b鄄5p in the blank group, model group, and treatment group were detected by RT鄄qPCR.
The mechanical foot retraction threshold (MWT) of the blank group, model group, and treatment group were detected. TUNEL was
used to detect the apoptosis of spinal dorsal horn cells. The levels of ROS, MDA, and SOD were detected by ELISA kits. The protein
expressions of NLRP3, caspase鄄1, and IL鄄1茁 were detected by immunofluorescence staining. Results: Compared with the model
group, the expression level of miR鄄99b鄄5p and the MWT were increased significantly in agomiR鄄99b鄄5p treatment group (P<0. 05),
the apoptosis of dorsal horn cells was inhibited (P<0. 05), the level of antioxidant stress was increased in rats, the levels of ROS and
MDA were decreased (P<0. 05), while the level of SOD was increased (P<0. 05). Immunofluorescence showed that the expressions
of NLRP3, caspase鄄1, and IL鄄1茁 were inhibited by miR鄄99b鄄5p. Conclusion: miR鄄99b鄄5p can alleviate the apoptosis and pyroptosis
of neurons after paclitaxel chemotherapy by inhibiting the activation of NLRP3 and improving oxidative stress in vivo.
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摇 摇 紫杉醇是一种常见的化疗药物,被广泛用于多

种实体肿瘤的治疗,如肺癌、卵巢癌、乳腺癌[1]。 紫

杉醇在对肿瘤有确切的治疗效果同时也具有神经毒

副作用[2]。 紫杉醇给药后在背根神经结(dorsal root
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ganglia,DRG)蓄积浓度较其他周围神经浓度较高,
因此 DRG 成为外周神经毒性的主要研究对象[3]。
化疗药物往往导致神经组织的炎症反应和氧化应激

反应的发生,炎症和氧化应激是细胞焦亡的潜在诱

导因素之一,而 NLRP3 激活是神经细胞焦亡和凋亡

的重要机制。 细胞焦亡( pyroptosis)是近几年新发

现的一种伴随着炎症反应的细胞程序性死亡方式。
主要表现为细胞核固缩、染色质 DNA 断裂片段化,
细胞膜上形成许多 1 ~ 2 nm 的孔隙、细胞膜完整性

被破坏,溶解释放胞内容物,诱发炎症反应。 而细胞

在发生焦亡的同时释放出 IL鄄1茁 和 IL鄄18,募集更多

的炎症细胞,扩大炎症反应[4]。 紫杉醇能够启动信

号(核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3)NLRP3
炎性小体激活[2]。 同时,抗肿瘤药物在非靶向组织

中产生的氧化应激被认为是导致其严重神经毒性的

重要因素[5]。 目前,紫杉醇是抗癌药物中不可缺少

的药物,对其毒副作用发生机制,和找到缓解其对应

症状的有效药物是亟待解决的问题。 MicroRNAs
(miRNAs)已经在肿瘤领域被广泛研究,包括增殖和

凋亡[6]。 据报道,miR鄄99b鄄5p 与炎症反应有一定关

系,但其在紫杉醇导致的外周神经疼痛中的作用及

机制并不明确。 另外,agomiRNA 为被化学修饰的

miRNA 激 动 剂, 能 够 模 拟 内 源 性 miRNA 进 入

miRISC(miRNA 诱导的沉默复合体)发挥调节靶基

因的 mRNA 的表达发挥作用。 agomiR鄄99b鄄5p 为特

殊化学修饰的 miR鄄99b鄄5p 能够在体内模拟 miR鄄
99b鄄5p 的生物学功能。 本研究旨在探讨 agomiR鄄
99b鄄5p 对紫杉醇驱动炎症小体复合物的组装和背

根神经节中 caspase鄄1 激活后的生物学调控作用,并
探讨 agomiR鄄99b鄄5p 在背根神经节中的抗氧化应激

能力,以期为化疗后疼痛的治疗提供一定的理论基

础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物饲养及模型建立

24 只雄性 SD 大鼠被随机分为 4 组,分别为空

白组(Blank)、模型组(Model)、agomiR鄄99b鄄5p 治疗

组和 agomiR鄄NC 对照组,每组 6 只。 大鼠体重为

(200依20) g 饲养于西南医科大学 SPF 级动物房,生
产许可证编号:SCXK(川)2020鄄030。 大鼠自由进食

和饮水,温度控制在约 21益,湿度约 50% ,光照控制

12 h 明 / 12 h 暗,适应性喂养 7 d 后,进行药物诱导

模型建立。 紫杉醇针剂购买于海南中化联合药业,
按照 2 mg / kg 腹腔注射紫杉醇建立大鼠化疗模型,
大鼠在实验第 1、3、5、7 日分别腹腔注射紫杉醇 2

mg / kg 建立疼痛模型(Model),对照组(Blank)注射

等量生理盐水。 agomiR鄄99b鄄5p 和 agomiR鄄NC 购买

于中国锐博生物,在实验第 1 ~ 14 日的相同时间点

每日经尾静脉给大鼠注射 agomiR鄄99b鄄5p(miR鄄99b鄄
5p 激动剂)、agomiR鄄NC(NC 对照)。
1. 2摇 大鼠 MWT 检测

使用 vonFrey 纤维丝推算大鼠 50% 缩足阈:将
透明有机玻璃箱安置在金属筛网上,使用 von Frey
纤维丝垂直刺激大鼠右侧后肢足底中部,持续时间

6 ~ 8 s,大鼠表现为抬足或舔足则被叛定为阳性反

应,没有则为阴性。 最大刺激克数为 15 g,大于 15 g
时也记为 15 g,每次刺激间隔 30 s。 开始纤维丝刺

激为 2 g,力度刺激不能造成阳性反应,则使用相邻

大一级力度的刺激,如出现阳性反应则使用相邻小

一级力度的刺激,连续操作,直到第一次阳性反应出

现为止,再连续测试 4 次。
1. 3摇 RT鄄qPCR 实验

通过 RT鄄qPCR 检测 agomiR鄄99b鄄5p 对大鼠背根

神经节 miR鄄99b鄄5p 的影响,并以 U6 作为内参。 采

用 Trizol 试剂盒提取大鼠背根神经节总 RNA,利用

反转录试剂盒(上海翊圣)在 25益 下反应 5 min,
55益条件下反应 15 min,85益条件下反应 5 min 进

行逆转录合成 cDNA。 引物由加尾法设计得到:
miR鄄99b鄄5p:5 '鄄CACCCGTAGAACCGACCTTGCG鄄3 ',
5 '鄄CAGTGCGTGTCGTGGAGT鄄3 '; U6: 5 '鄄CTCGCT鄄
TCGCTTCGGCAGCACA鄄3 '; 5 '鄄AACGCTTGAG鄄
GAATTTGCGT鄄3'。
1. 4摇 TUNEL 实验

通过 TUNEL 试剂盒检测背根神经节凋亡阳性

细胞,在 DNA 的断裂时会暴露出 3忆鄄羟基(3忆鄄OH)末
端能够掺入 Alexa Fluor 488鄄12鄄dUTP,从而可以用荧

光显微镜检测(绿色荧光)。 将大鼠背根神经节浸

泡于 4%多聚甲醛中固定过夜,PBS 清洗 3 次,将背

根神经节组织与蛋白酶 K 在黑暗中于 37毅C 孵育 30
min,以使细胞模型具有渗透性。 用 100 滋l 1伊平衡

缓冲液固定 10 ~ 30 min。 然后,吸出上清液,将其与

Alexa Flour 488鄄dUTP 标记混合物(上海翊圣生物科

技有限公司)在 37毅C 下孵育 1 h,用 PBS 冲洗背景,
用含 DAPI 的封片剂密封载玻片,并在激光共聚焦

下观察并采集图片。 凋亡率的计算方法为选择 5 个

高倍视野(伊 400),计算其中 500 个细胞中的阳性细

胞(绿色荧光)所占的百分比,最后求取平均数则为

实验结果。
1. 5摇 ELISA 实验

通过检测 ROS、MDA 和 SOD 来评定 agomiR鄄
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99b鄄5p 对大鼠背根神经节氧化应激水平的影响。
ROS、MDA 和 SOD 检测试剂盒购买于南京建材生物

科技有限公司。 取大鼠背根神经节,匀浆,取上清液

稀释的待检样品 0. 1 ml 加入反应孔中,置 37益孵育

1 h。 然后洗涤加入反应液,常温下避光孵育 2 h。
反复洗板 5 次后加入反应亲和物,室温孵育,PBS 洗

板,加入底物溶液,室温下避光孵育,最后加入终止

液终止反应,测定 450 nm 处吸光度(A)值。
1. 6摇 组织免疫荧光检测

通过免疫荧光检测 agomiR鄄99b鄄5p 对大鼠背根

神经节 NLRP3、Caspase鄄1 和 IL鄄1茁 表达的影响。 将

大鼠背根神经节组织在 4% 多聚甲醛中固定 24 h。
将组织用乙醇和二甲苯梯度脱水,固定在石蜡中,切
成薄片(4 滋m)进行接下来的处理。 一抗 NLRP3、
Caspase鄄1 和 IL鄄1茁 抗体购买于 Abcam。 对于免疫荧

光,将石蜡切片用二甲苯和 3%的过氧化氢去石蜡,
以在室温下血清(Gibcao)固定。 然后,将切片一抗

固定孵化过夜,PBST 清洗 4 次,荧光二抗(DyLight
488 AffiniPure Goat Anti鄄Mouse IgGH+L,艾美杰科

技)孵育 30 min。 随机选择 5 个视野,并使用 BA400
数码显微镜(厦门,中国,Motic)评估免疫反应区域。
通过 Image鄄Pro Plus 软件(Media Cyber netics,Inc. ,
Rockville,MD,USA)分析图像的光密度。
1. 7摇 统计学处理

实验数据以均数依标准差(軃x依s)表示,采用 SPSS
23. 0 统计软件进行统计分析,在多组间进行两两比

较时采用 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 agomiR鄄99b鄄5p 对紫杉醇诱导的 SD 大鼠神经

痛行为学的影响

测定大鼠疼痛基础阈值,去除差异较大个体。
大鼠最后一次注射 agomiR鄄99b鄄5p 后 1 h 后足 MWT
实验结果显示,与 Blank 组比较,Model 组 MWT 值

减少(P<0. 05),agomiR鄄99b鄄5p 治疗组 MWT 值接近

于空白组;与 Model 组比较,agomiR鄄NC 组 MWT 值

之间差异无显著性(表 1)。
Tab. 1摇 Effects of agomiR鄄99b鄄5p on MWT in rats (g, 軃x依s, n

=6)

Group Base threshold After treatment
Blank 14. 78依0. 30 13. 71依0. 27
Model 13. 98依0. 61 8. 85依0. 55*

AgomiR鄄99b鄄5p 14. 27依0. 25 14. 56依0. 38#

AgomiR鄄NC 14. 53依0. 54 9. 06依0. 34

摇 摇 *P<0. 05 vs blank group; #P<0. 05 vs model group

2. 2摇 agomiR鄄99b鄄5p 对紫杉醇诱导的神经痛 SD 大

鼠氧化应激的影响

与 Blank 组比较,Model 组的 MDA 及 ROS 水平

显著增加(P<0. 05),而 SOD 显著减少(P<0. 05);
与 Model 组比较,agomiR鄄99b鄄5P 组的 MDA 及 ROS
水平显著减少(P<0. 05),而 SOD 水平显著增加(P
<0. 05);与 Model 组比较,agomiR鄄NC 组上述指标水

平之间的差异无显著性(P>0. 05, 表 2)。
Tab. 2摇 The levels of MDA, SOD and ROS in rat dorsal root

ganglion (軃x依s, n=6)

Group MDA
(nmol / ml)

SOD
(U / ml)

ROS
(% )

Blank 1. 48依0. 18 15. 31依0. 36 7. 89依0. 12
Model 2. 10依0. 13* 10. 32依0. 12* 10. 82依0. 03*

AgomiR鄄99b鄄5p 1. 70依0. 05 # 14. 32依0. 18 # 7. 23依0. 25 #

AgomiR鄄NC 2. 15依0. 06 10. 68依0. 31 10. 05依0. 36
摇 摇 *P<0. 05 vs blank group; #P<0. 05 vs model group

2. 3摇 agomiR鄄99b鄄5p 对紫杉醇诱导的神经痛 SD 大

鼠背根神经节 miR鄄99b鄄5p 水平及细胞凋亡的影响

完成行为学实验后处死大鼠,收集大鼠背根神

经节进行 RT鄄qPCR 检测 agomiR鄄99b鄄5p 注射后大鼠

miR鄄99b鄄5p 的变化,结果表明,治疗组 miR鄄99b鄄5p
表达水平明显高于模型组而与空白组没有差异,而
agomiR鄄NC 与模型组无差异,说明 agomiR鄄99b鄄5p 对

大鼠背根神经节 miR鄄99b鄄5p 具有显著的激活作用

(表 3)。 TUNEL 染色检测凋亡细胞结果表明,阳性

细胞用 Alexa Flour 488鄄dUTP Labeling Mix 染色为绿

色。 Blank 组未见明显绿色荧光,模型组和 agomiR鄄
NC 组绿色荧光细胞多于 agomiR鄄99b鄄5P 治疗组(图
1)。 提示 agomiR鄄99b鄄5P 可改善紫杉醇化疗诱导的

神经毒性,抑制背根神经节细胞凋亡。
Tab. 3 摇 Expressions of agomiR鄄99b鄄5p detected by RT鄄qPCR

and apoptotic cells determined by TUNEL
Group miR鄄99b鄄5p level Apoptotic cells (% )
Blank 1. 01依0. 12 0. 04依0. 01
Model 0. 56依0. 26* 11. 84依0. 52*

AgomiR鄄99b鄄5p 1. 68依0. 05# 6. 64依0. 07#

AgomiR鄄NC 0. 63依0. 11 11. 83依0. 35
摇 摇 *P<0. 05 vs blank group; #P<0. 05 vs model group

Fig. 1摇 The results of the rat nerve cells stained by TUNEL kit
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2. 4摇 agomiR鄄99b鄄5p 对紫杉醇诱导的神经痛 SD 大
鼠 NLRP3 炎性小体活化的影响

为了进一步研究 agomiR鄄99b鄄5P 对神经细胞损
伤的影响,通过免疫荧光测定细胞焦亡途径相关蛋
白的表达水平。 结果表明,与 Blank 组大鼠相比,
Model 组 NLRP3、caspase鄄1、IL鄄1茁 荧光强度增加,即
蛋白的表达水平较高;而 agomiR鄄99b鄄5P 治疗后荧
光降低,即蛋白表达水平下降(图 2,表 4)。 与 Mod鄄
el 组比较,agomiR鄄NC 组上述指标水平的差异无显
著性。 这些数据表明,agomiR鄄99b鄄5P 可以通过 NL鄄
RP3 / caspase1 / IL鄄1茁 途径影响背根神经细胞的活力
和氧化应激水平。
Tab. 4摇 Expressions of NLRP3, Caspase鄄1 and IL鄄1茁 detected

by immunofluorescence (軃x依s, n=6)
Group NLRP3 Caspase鄄1 IL鄄1茁
Blank 17. 15依0. 23 14. 80依0. 38 16. 35依0. 32
Model 18. 02依0. 43 * 16. 57依0. 53 * 18. 32依0. 31 *

AgomiR鄄99b鄄5p 16. 17依0. 45 # 14. 52依0. 19 # 16. 19依0. 25 #

AgomiR鄄NC 18. 01依0. 28 16. 23依0. 10 18. 51依0. 57
摇 摇 *P<0. 05 vs blank group; #P<0. 05 vs model group

Fig. 2摇 The protein expression levels of NLRP3, caspase1, and
IL鄄1茁 in rat dorsal root ganglia

3摇 讨论

本研究通过紫杉醇诱导建立大鼠疼痛模型,与
空白组比较,模型组大鼠 MWT 耐受性显著低于空

白对照组,表明化疗后疼痛模型建立成功,注射 ag鄄
omiR鄄99b鄄5p 后 agomiR鄄99b鄄5p 治疗组和 空 白 组

MWT 接近,表明 agomiR鄄99b鄄5p 可以缓解疼痛应激

反应。 另外,尾静脉注射 agomiR鄄99b鄄5p 后 miR鄄
99b鄄5p 在大鼠背根神经节的蛋白表达明显上调,表
明 miR鄄99b鄄5p 激动剂能够在体内促进 miR鄄99b鄄5p
水平增加。 本研究也发现,agomiR鄄99b鄄5p 可以下调

NLRP3 表达,进而抑制 IL鄄l茁 和 IL鄄18 的表达,减轻

机体的炎症反应,这些受到抑制的炎症反应表明背

根神经节焦亡细胞可能也受到抑制。 同时背根神经

细胞 ROS 和 MDA 的含量在 agomiR鄄99b鄄5p 治疗组

显著减少,而 SOD 蛋白的表达水平明显增加,机体

抗氧化应激能力增强。 同时,从 TUNEL 的实验结果

可以看出,注射 agomiR鄄99b鄄5p 后,凋亡阳性细胞显

著减少,agomiR鄄99b鄄5p 也抑制紫杉醇化疗造成的大

鼠神经细胞凋亡。
紫杉醇目前仍是无可替代的抗肿瘤药物,良好

的治疗效果仍使其身居一线。 紫杉醇能够介导

TLR4 下游信号通路的激活,导致 NF鄄资B 被激活,机
体发生炎症反应,同时紫杉醇被证明也能通过激活

炎症小体 NLRP3 的激活加重机体炎症反应[2, 7, 8]。
在肿瘤治疗过程中,紫杉醇造成的炎症反应与细胞

氧化应激,也是导致明显的神经毒性的原因。 在

NLRs 家族中,NLRP3 炎性小体是免疫调节机制激

活的关键介质[9]。 NLRP3 炎症小体引发的炎症反

应可由机体多种疾病引发,包括海马内细胞焦亡和

炎症反应以及心肌病变[10, 11]。 NLRP3 炎性小体通

过募集 procaspase鄄1 形成蛋白复合物,将 pro鄄IL鄄1茁
与 pro鄄IL鄄18 转化为成熟的炎性因子 IL鄄l茁 和 IL鄄18,
炎性因子由前体形式转变为活化状态,分泌到细胞

外引起炎性反应[12]。 ROS 是有氧细胞在代谢过程

中产生一系列活性氧簇,主要来源于线粒体[13]。
ROS 能够通过激活 NLRP3 炎性小体,导致外周、中
枢神经组织中免疫活性细胞炎性小体发生聚集和活

化,机体发生炎症反应[14]。 miR鄄99b鄄5p 能够在抑制

机体 ROS 的产生而进一步抑制 NLRP3 的活化,进
而达到治疗效果。 miR鄄99b鄄5p 通过抑制 NLRP3 的

活化抑制机体氧化应激反应的发生,进而抑制背根

神经节细胞的凋亡和焦亡。
综上所述, agomiR鄄99b鄄5p 干预后,大鼠 MWT

增加,紫杉醇造成的背根神经细胞凋亡减少。 miR鄄
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99b鄄5p 在缓解紫杉醇化疗后的神经毒性具有显著

效果,本研究结果进一步丰富紫杉醇诱导神经毒性

的机制。 然而本实验的研究不足之处为未研究

miR鄄99b鄄5p 下游的靶基因,及靶基因介导的生理、
病理进程。 为进一步验证 NLRP3 在紫杉醇诱导的

神经毒性中发挥的作用,待进一步采取沉默 NLRP3
以验证其是否能够成为紫杉醇化疗后遗症的潜在靶

点。 本研究将 miRNA 运用到疾病的治疗中,为紫杉

醇诱导的神经毒性治疗提供新方法。
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