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Abstract Objective To investigate the effect of miＲNA-323 on the proliferation of gastric cancer cell line SGC-
7901． Methods qＲT-PCＲ was used to detect the expression of miＲNA-323 in gastric cancer tissues，and miＲNA-
323 inhibitor and miＲNA-323 mimics were further transfected into gastric cancer SGC-7901 cells． Effect of miＲNA-
323 on proliferation of SGC-7901 and the expression of Cyclin D1 and oncogene C-myc was observed by qＲT-PCＲ，

Western blot and flow cytometry． Ｒesults The results of qＲT-PCＲ showed that miＲNA-323 was significantly higher
in gastric cancer tissues than in adjacent tissues( P ＜ 0. 05) ． After inhibiting the expression of miＲNA-323 in gas-
tric cancer SGC-7901 cells，the expression of Cyclin D1 and C-myc protein was significantly higher than that in the
normal group( P ＜ 0. 05) ，and the cells in S phase were significantly increased． After increasing the expression of
miＲNA-323，the expression of Cyclin D1 and C-myc protein was significantly higher than that of the normal group
( P ＜ 0. 05) ，and the cells in S phase were significantly increased． Conclusion miＲNA-323 can inhibit the prolif-
eration of gastric cancer cell line SGC-7901．
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ION-CCI 模型大鼠三叉神经节中 IL-17 变化
朱大卫，崔曼曼，张 越，刘 雨，王元银

摘要 目的 检测采用眶下神经压迫术( ION-CCI) 制备大

鼠三叉神经痛( TN) 模型中三叉神经节( TG) 内白细胞介素

17( IL-17) 蛋白及 IL-17A 的 mＲNA 表达量的变化。方法

随机将成年雄性 SD 大鼠分成两组: 假手术组( sham 组) 和眶

下神经压迫组( ION-CCI 组) 。使用 Von Frey hair 测量两组

大鼠机械疼痛阈值，并通过 Western blot 检测 TG 中 IL-17 蛋

白表达量，ＲT-PCＲ 检测 IL-17A mＲNA 表达量。结果 ION-
CCI 组大鼠的机械疼痛阈值较 sham 组显著降低，并在第 14
天时达到最低值( P ＜ 0. 01) 。ION-CCI 组大鼠 TG 内的 IL-17
蛋白表达量也显著升高且高于 sham 组大鼠( P ＜ 0. 05 ) ，第

14 天时检测的 IL-17A mＲNA 表达量也高于 sham 组大鼠( P
＜ 0. 05) 。结论 IL-17 在 TN 发生和发展中具有重要作用。
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白细胞介素 17 ( interleukin-17，IL-17) 是由辅助

性 T 细胞 17( Th-17) 分泌表达的一种具有促炎作用

的细胞因子，IL-17 包含 6 种不同亚型 ( IL-17A ～
F) ，均由 TH17 细胞产生，其中 IL-17A 最为常见。
研究［1］显示 Th17 细胞介导的炎症涉及许多影响神

经系统结构和功能的自身免疫疾病，如类风湿性关

节炎、强直性脊柱炎和克罗恩病。目前在中枢神经

系统和周围神经系统中已经检测到了 IL-17 的合成

和释放，并且在一些神经元和神经胶质细胞中也能

检测到其受体的分泌和表达，并参与 IL-17 信号通

路的传导［2］，具体作用主要取决于所处微环境背

景、炎症程度和表达 IL-17 的细胞的稳定性［3］。先

前报道［4］指出，IL-17 在慢性压迫性损伤后的退化神

经中表达，并且在损伤导致的神经炎症的神经内膜

中可检测到 Th-17 细胞。此外，多种神经痛动物模

型显示 IL-17 在神经损伤的急性期和相关的急性疼

痛中的作用有限，但可能在神经性疼痛的后期发展
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中起 作 用［5］。相 比 于 正 常 小 鼠，IL-17 基 因 敲 除

( IL17 － / － ) 小鼠的炎症反应低，机械性疼痛阈值

增高，伤害性热敏感阈值较高，这些数据表明 IL-17
有助于周围神经损伤后的神经炎症和神经性疼痛的

发生［6］。该研究通过建立大鼠三叉神经痛( trigemi-
nal neuralgia，TN) 模型，使用 Western blot 和 ＲT-PCＲ
法检测 IL-17 在 TN 大鼠模型中的改变，为 TN 提供

新的治疗方向。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 成年雄性 SD 大鼠，体质量 180 ～
200 g，常规饲料饲养，自由进食和饮水，环境温度维

持在 22 ～ 25 ℃，12 h 交替照明。造模前对所有大鼠

进行刺激训练练习，用 Von Frey hair 定时每日交替

刺激大鼠双侧触须垫 6 次，刺激间隔 1 min，剔除对

刺激异常敏感的大鼠，最后选出对一定量刺激反应

平静且健康的正常大鼠用于实验建模。实验所用大

鼠均来自安徽医科大学实验动物中心。
1． 2 实验模型建立 将 20 只 SD 大鼠随机分成 2
组，即假手术组 ( sham 组) 10 只，眶下神经压迫组

( ION-CCI 组) 10 只。称重后，按 0. 35 ml /100 g 对

大鼠腹腔注射 10% 水合氯醛使其麻醉。待麻醉显

效后，碘伏对术区擦拭消毒，沿大鼠左侧颧骨下缘做

10 mm 切口，血管钳钝性分离组织，视野下显露眶下

神经，用 5-0 号线结扎眶下神经使其轻微压迫，缝合

创口，局部涂抹抗菌软膏预防感染; sham 组只暴露

出眶下神经，不结扎。分笼常规饲养。
1． 3 实验模型验证 使两组大鼠在安静环境稳定

30 min 后，用 Von Frey hair 每次间隔 30 s 刺激大鼠

术侧触须垫，强度从小到大逐渐增加，不同强度分别

刺激 8 次。大鼠对刺激的阳性反应分为躲避、攻击

以及搔抓面部。若出现以上反应中 1 种或 1 种以上

被认为阳性反应。出现阳性反应的最小刺激值即为

测量的大鼠疼痛阈值。分别在术前 1 d 和术后 1、2、
3、5、7、10、14、21 d 测定两组大鼠的触须垫机械疼痛

阈值，记录并统计分析。
1． 4 Western blot 法检测 IL-17 蛋白含量 将术

前 1 d 和建模后 7 d、14 d、21 d 的大鼠采用过量

10%水合氯醛行大鼠腹腔注射麻醉致死，于冰块上

分离取出术侧三叉神经节( trigeminal ganglion，TG)

放入液氮内冷冻。使用时取出 TG 称重后置于匀浆

器内加入 1%的 ＲIPA 研磨，于 4 ℃、12 000 r /min 离

心 30 min; 加入蛋白上样缓冲液，煮沸 10 min 使蛋

白变性，于 － 80 ℃冰箱内储存备用。SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，然后转移到 PVDF 膜，将于 TBST 缓冲

液中洗涤干净的 PVDF 膜放置于 5% BSA 中，室温

下封闭 1 h。用含 1% BSA 的 TBST 稀释一抗( IL-
17: 1 ∶ 800，美国 Abcam 公司，ab79056; GAPDH: 1 ∶
10 000，美国 Bioworld 公司，AP0063) ，将 PVDF 膜放

入一抗稀释液，4 ℃ 过夜。稀释二抗，将 PVDF 膜放

置于二抗中洗涤。ECL 曝光成像，采用凝胶图像处

理系统分析并计算出目的蛋白相对表达水平。
1． 5 ＲT-PCＲ 检测 IL-17A mＲNA 含量 选择建

模后 14 d 的 ION-CCI 组大鼠和 sham 组大鼠，大鼠

腹腔注射过量 10%水合氯醛，麻醉致死后迅速分离

并取出术侧 TG，取 TG 称重，放入加入 1% TＲIzol 预

冷的 1 ml 匀 浆 器 内 研 磨。加 入 氯 仿 并 于 4 ℃、
12 000 r /min 离心 15 min; 弃上清液加入等体积异

丙醇沉淀，于 4 ℃、12 000 r /min 离心 15 min; 弃上

清液，加入 1 ml 75% DEPC-乙醇，4 ℃、7 500 r /min
离心 5 min; 弃上清液、干燥 5 ～ 10 min; 加入 20 μl
DEPC 水，使用 NanoDropND-3000 检测样本浓度和

纯度。各组 mＲNA 调整至相同浓度; 按表 1 加入
PrimeScriptTM ＲT 混匀，37 ℃孵育 15 min，85 ℃孵育
15 s。使用 sybrgreen TaKaＲa PCＲ 试剂盒对逆转录

的 cDNA 进行 PCＲ 的扩增，用于各基因扩增的引物

序列见表 2，设定循环次数，扩增反应结束后分析所

得的溶解曲线体系，比较目的基因相对表达量。

表 1 逆转录反应体系

试剂 加入量( μl)
5 × PrimeScript Buffer( for Ｒeal Time) 2
PrimeScriptＲT Tnzyme Mix 1 0． 5
Oligo dT Primer( 50 μmol /L) 0． 5
Ｒandom 6 mers( 100 μmol /L) 0． 5

表 2 ＲT-PCＲ 基因引物序列

基因 引物序列( 5'-3')
IL-17A F: CTGATCAGGACGAGCGACCA

Ｒ: ACTGTAGCCTCCAGGTTCAGTAGCA
β-actin F: GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA

Ｒ: GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

1． 6 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

行为学实验结果和 Western blot 结果采用重复测量

设计的方差分析，ＲT-PCＲ 结果使用独立样本 t 检验

对两组数据进行比较，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 行为学实验结果 测量结果显示 ION-CCI 组
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大鼠的机械疼痛阈值明显低于 sham 组大鼠。术后

第 1 天 ION-CCI 组 大 鼠 机 械 疼 痛 阈 值 开 始 降 低

［sham 组: ( 1. 85 ± 0. 30 ) g，ION-CCI 组: ( 0. 54 ±
0. 35) g］，在第 14 天时疼痛阈值达到最低［sham
组: ( 1. 45 ± 0. 41 ) g，ION-CCI 组: ( 0. 13 ± 0. 04 )

g］，21 d 后可见大鼠的疼痛阈值有所升高但仍低于

sham 组［sham 组: ( 2. 35 ± 1. 13 ) g，ION-CCI 组:

( 0. 75 ± 0. 55) g，n = 5，F = 13. 89，P ＜ 0. 05］( 图 1) 。

图 1 ION-CCI 组与 sham 组大鼠触须垫

在造模后不同时间点疼痛阈值的变化

与 sham 组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 2 IL-17 蛋白在 TG 中的表达量变化 Western
blot 结果显示，ION-CCI 组大鼠 TG 中 IL-17 蛋白量

在术后 7 d 明显高于 sham 组大鼠，并在第 14 天时

达到最大值( n = 3，F = 7. 05，P ＜ 0. 05) 。建模 21 d
后开始有所下降，与 sham 组的大鼠无明显差异( 图

2) 。
2． 3 IL-17A 的 mＲNA 在 TG 中的表达量 在术

后第 14 天时，ION-CCI 组大鼠的机械疼痛阈值达到

最低( 图 1) ，且 TG 中 IL-17 蛋白表达量为最高( 图

2) ，为了进一步验证 IL-17 与 TN 的关系，测量了第

14 天时 TG 中 IL-17A 的 mＲNA 相对表达量。ＲT-
PCＲ 结果显示，ION-CCI 组大鼠的 TG 中 IL-17A 的

mＲNA 表达量显著高于 sham 组( n = 3，t = 3. 25，P ＜
0. 05) ，见图 3。

3 讨论

国际疼痛研究协会( IASP) 认为神经性疼痛是

由原发性病变或神经系统功能障碍引发的。神经性

疼痛是一种慢性疾病，通常以疼痛的自发性烧灼感，

痛觉过敏和异常性疼痛为特征［7］。神经性疼痛的

发生和发展通常涉及中枢和外周神经系统的损伤。

图 2 IL-17 蛋白在 ION-CCI 组大鼠 TG 中不同时间段的表达量

与 sham 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊＊P ＜ 0. 0001

图 3 术后 14 d 时 IL-17A mＲNA 在两组大鼠 TG 中的表达量

与 sham 组比较: * P ＜ 0. 05

神经损伤后，各种炎症细胞会被募集到损伤部位，因

此神经炎症和免疫反应将有助于神经性疼痛的发

生，发展和维持［7］。
在坐骨神经或视神经损伤诱导的神经性疼痛动

物模型中发现大量 IL-17 和 Th17 细胞［4］。在小鼠

L4 段脊神经结扎导致的周围神经损伤的炎症模型

中，IL-17 基因敲除小鼠的疼痛降低，用重组 IL-17A
( rIL-17A) 处理正常小鼠，结果显示脊髓中 IL-17A
水平在 1、3、7 和 14 d 显著升高且小鼠的机械异常

性疼痛和热痛觉过敏也明显增加，证明 IL-17 在炎

症导致的神经性疼痛中发挥重要作用［8］。此外与

IL-17 和 Th17 细胞相关的一些炎症性疾病，如多发

性硬化症或过敏性脑脊髓炎常常导致神经性疼痛的

产生［9］。研究［10］表明，IL-17 有助于损伤诱导的周
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围神经性疾病和神经性疼痛的发展，并起到至关重

要的作用。
本实验结果显示，大鼠疼痛模型建立成功后，

CCI 组大鼠疼痛阈值远低于 sham 组; 应用 Western
blot 检测 TG 组织中 IL-17 表达量，在 14 d 时，CCI
组大鼠 TG 中的 IL-17 蛋白量明显高于 sham 组大

鼠。为了进一步验证 IL-17 与 TN 关系，提取 14 d
时 ION-CCI 组和 sham 组大鼠 TG 中 IL-17A mＲNA，

ＲT-PCＲ 结果显示 sham 组大鼠的 IL-17A mＲNA 高

于对照组，再次提示了 IL-17 在 TN 中发挥着重要的

作用。在后期的研究中，将深入探讨 IL-17 所涉及

的信号通路在 TN 中的调控机制，为 TN 的治疗提供

更多的新途径。
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Changes of IL-17 in trigeminal ganglion
of rat with ION-CCI trigeminal neuralgia model

Zhu Dawei，Cui Manman，Zhang Yue，et al
( Stomatological College of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the change of the expression of IL-17 protein and IL-17A mＲNA in rat tri-
geminal ganglion( TG) of rat trigeminal neuralgia( TN) model prepared by infraorbital nerve compression method
( ION-CCI) ． Methods Adult male SD rats were randomly divided into two groups: sham operation group and in-
fraorbital nerve compression group． The mechanical pain threshold was measured by Von Frey hair，and the expres-
sion of IL-17 protein in TG was detected by Western blot，and the expression of IL-17A mＲNA was detected by ＲT-
PCＲ． Ｒesults The mechanical pain threshold in ION-CCI group was significantly lower than that in sham group，

and reached the lowest level on the 14th day( P ＜ 0. 01) ． The expression of IL-17 protein in TG of rats in ION-CCI
group was also significantly higher than that in sham group( P ＜ 0. 05) ，and on the 14th day the expression of IL-
17A mＲNA was also higher than that in sham group( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The IL-17 plays an important role in
the occurrence and development of trigeminal neuralgia．
Key words trigeminal neuralgia; operation of infraorbital nerve compression; IL-17; trigeminal ganglion
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