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富血小板血浆凝胶缓解CCI模型大鼠周围神经痛及其改善
中枢海马组织炎性机制研究
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【摘要】 目的 建立大鼠坐骨神经慢性压迫损伤(CCI)模型，观察富血小板血浆凝胶(PRP)对CCI大鼠坐骨神

经病理性疼痛进展期痛域的影响，并探讨其对中枢海马组织的抗炎作用机制。方法 选择SPF级雄性 SD大鼠

50只，其中10只用于制备PRP，其余40只采用随机数表法分为空白对照组、假手术组、CCI组和CCI+PRP组，每组

10只。比较各组大鼠在术前1 d、术后6 h、1 d、3 d、7 d足底机械性缩足反射阈值(MWT)和热辐射缩足潜伏期(TWL)
变化；比较术后 7 d时各组大鼠海马区肿瘤坏死因子 (TNF-α)、白细胞介素-1β (IL-1β)和高迁移率组蛋白 1
(HMGB1)及其下游Toll样受体-4 (TLR4)、糖基化终产物受体(RAGE)ｍRNA表达水平。结果 空白组与假手术组

各时间点大鼠MMT和TWL比较差异均无统计学意义(P>0.05)；CCI组和CCI+PRP组大鼠术后MMT和TWL值

与术前比较差异均有统计学意义(P<0.05)；CCI组和CCI+PRP组大鼠术后各时间点MWT和TWL比较差异均有

统计学意义(P<0.05)。术后7 d时，对照组和假手术组大鼠海马组织的TNF-α、IL-1β、HMGB1含量以及HMGB1、
TLR4和RAGE mRNA表达水平比较差异均无统计学意义(P>0.05)，而CCI组和CCI+PRP组与对照组或假手术组

比较差异均具有统计学意义(P<0.05)；术后7 d时，CCI+PRP组与CCI组大鼠海马组织的TNF-α、IL-1β、HMGB1含
量以及HMGB1、TLR4和RAGE ｍRNA表达水平比较，差异均具有统计学意义(P<0.05)。结论 富血小板血浆可

有效延缓CCI大鼠神经病理性疼痛进展期痛域，抑制中枢海马组织炎性反应，其机制可能与富血小板血浆通过

HMGB1-TLR4/RAGE信号通路抑制TNF-α、IL-1β表达水平有关。

【关键词】 雄性SD大鼠；坐骨神经慢性压迫损伤；富血小板血浆；高迁移率组蛋白1；糖基化终产物受体；中

枢海马组织；炎性反应；机制

【中图分类号】 R-332 【文献标识码】 A 【文章编号】 1003—6350（2024）03—0305—05

Platelet-rich plasma gel alleviates peripheral neuralgia and improves the inflammatory mechanism of central
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【Abstract】 Objective To establish the rat model of chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve, ob-
serve the effect of platelet-rich plasma gel (PRP) on the pain domain of sciatic neuropathic pain in progressive stage in
CCI rats, and to explore the anti-inflammatory mechanism of PRP in the central hippocampus. Methods Fifty male
SD rats with SPF grade were selected, 10 of which were used for PRP preparation and the remaining 40 were randomly
divided into 4 groups (blank control group, sham group, CCI group, and CCI+PRP group), with 10 rats in each group.
mechanical withdrawal threshold (MWT) and thermal withdrawal latency (TWL) were observed and compared at 1 d be-
fore surgery, and 6 h, 1 d, 3 d, and 7 d after surgery. The expression levels of TNF-α, IL-1β, high mobility group box-1
protein (HMGB1), and the mRNA of Toll-like receptor 4 (TLR4), receptor for advanced glycation endproducts (RAGE)
in hippocampus of all groups were compared at 7 d after surgery. Results There was no significant difference in MMT
and TWL between blank group and sham group at different time points (P>0.05). MMT and TWL after surgery in CCI
group and CCI+PRP group showed significant difference with those before surgery (P<0.05); MMT and TWL had statis-
tically significant differences between CCI group and CCI+PRP group at various time points after surgery (P<0.05). At 7 d
after operation, TNF-α, IL-1β, HMGB1, HMGB1 mRNA, TLR4 mRNA, RAGE mRNA showed no significant differ-
ence between control group and sham group in hippocampus of rats (P>0.05), but significant difference was found be-
tween CCI group, CCI+PRP group and control group/sham group (P<0.05), and also between CCI+PRP group and CCI
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周围神经慢性压迫性损伤常导致神经病理性疼

痛(neuropathic pain，NP)发生，往往在压迫解除后痛敏

仍然存在[1-2]。NP痛敏机制与现已阐明的细胞和分子

机制有着显著差异，神经炎症在NP发生和维持中起着

至关重要的作用 [3]。临床治疗NP尚无行之有效的方

法，但早期有效干预可一定程度上缓解NP的进展。近

年来，富血小板血浆(platelet-rich plasma，PRP)在周围神

经慢性损伤修复领域中的研究渐热。PRP中含有大量

的生长因子，如转化生长因子β (TGF-β)、血小板源性生

长因子(PDGF)、胰岛素样生长因子 1 (IGF-1)，表皮生

长因子(EGF)，血管内皮生长因子(VEGF)等。研究表

明这些生长因子可能有利于外周损伤神经的修复[4-5]，

但 PRP在中枢抗炎作用机制方面的研究文献报道较

少。本实验构建了大鼠坐骨神经慢性压迫损伤模型

(chronic constriction injury of the sciatic nerve，CCI)，观
察 PRP早期干预对模型大鼠周围神经病理性疼痛进

展期痛域的影响，并检测大鼠海马组织炎性因子、

HMGB1蛋白及其下游TLR4和RAGE mRNA表达水

平，以探讨可能的中枢抗炎机制，为临床治疗周围神

经慢性压迫性损伤提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要实验试剂与仪器 戊巴比妥钠(上海化

学试剂供应站分装厂，批号：190146)；HMGB1一抗(博
士德生物技术有限公司，批号：A00066-1)、羊抗兔二

抗(博士德生物技术有限公司，批号：BA1011)；肿瘤坏

死因子(TNF-α)、白细胞介素1β (IL-1β)酶联免疫吸附

(ELISA法)实验试剂盒(伊莱瑞特生物科技股份有限

公司)，RNase inhibitor、RevertAid Reverse Transcriptase
(Thermo公司)、PerfectStart Green qPCR SuperMix (全
式金公司)，低温高速离心机(德国Thermo公司)，4-0
铬制羊肠线(上海浦东金环医疗用品有限公司)。

1.2 实验动物 SPF级雌性SD大鼠 50只，购自

广东省医学实验动物中心[动物合格证：SCXK (粤)
2022-0002]，体质量为(200±10) g，在安静、通风、恒温

恒湿的环境下饲养在广州医科大学实验动物中心，

12 h光暗交替。随机分组，独笼饲养，进水自由，专用

饲料饲养，保持垫料干净卫生。本实验经广州医科大

学实验动物伦理委员会审核、批准(SQ2022-034)。
1.3 实验分组和各组干预处理措施 (1)分组方

法：大鼠适应性饲养 1周后，随机选取 10只实验大鼠

作为 PRP凝胶制作组，剩余 40只按随机数表法分为

空白对照组、假手术组、CCI组和CCI+PRP组，每组

10只。(2)各组干预和处理措施：对照组大鼠不予任

何处理，仅作为对照比较。其余三组大鼠腹腔注射

40 mg/mg戊巴比妥钠麻醉后：假手术组大鼠在无菌原

则下切开右下肢股部，显露坐骨神经后轻柔分离完全

暴露坐骨神经，在坐骨神经分支前约 l cm主干处用

4-0羊肠线环绕 4道(间隔 l mm左右)，不扎紧不结扎。

CCI组大鼠同样手术操作下在坐骨神经干相同部位用

4-0羊肠线环绕且结扎，结扎线的松紧以保证坐骨神

经环周均受压，可见右侧小腿肌肉轻度颤抖，但不影

响血供为宜。CCI+PRP组大鼠在完成坐骨神经结扎

手术后，在结扎部位均匀环形包绕涂抹配置好的

PRP凝胶 1 mL。术毕逐层缝合，对侧下肢肌注庆大

霉素 2万U预防感染，放回饲养笼内，直至大鼠逐渐复

苏，正常饲养。

1.4 富血小板血浆凝胶制备 随机选取SD大鼠

10只，腹腔注射40 mg/mg戊巴比妥钠麻醉后，无菌操

作下腹主动脉取血 10 mL。PRP制备采用两次离心

法：在4℃条件下，第一次以200×g离心15 min后，取全

部上清液及交界层以下3 mm移至另一离心管，摇匀；

第二次以500×g离心10 min，弃上层约3/4的贫血小板

血浆，取剩下 1/4层约 1 mL混合物为实验用PRP。按

体积 9∶1的比例加入凝血酶激活剂(1 000 U/mL)，室
温下5~6 s成凝胶状态，备用。

1.5 观察指标与检测方法

1.5.1 右侧足底机械痛域(MWT)和热痛域(TWL)
的测定方法 各组大鼠分别在术前1 d、术后 6 h、1 d、
3 d和 7 d相同时间段(8:00~13:00)安静环境下进行

MWT和TWL测定。(1)机械痛域测定：将大鼠放在金

属丝网眼垫上，用透明塑料鼠笼约束大鼠，待大鼠的

梳理机探究活动基本消失，足底伸展适中后，采用

von-Frey纤维丝以 up-down法推算 50%缩足阈值：用

von-Frey纤维丝从2 g的力度开始，垂直刺激大鼠后肢

足底中部裸露皮肤，持续时间≤4 s，若大鼠出现规避

行为(舔足或抬足)认定为阳性反应，反之为阴性反

应。当刺激不能引起阳性反应时，则给予相邻大一级

力度的刺激；相反则给予相邻小一级力度刺激。如此

连续进行直至出现第一次阳性/阴性反应骑跨，再连续

测定 4次。若刺激力度超过 15 g，实验记录为 15ｇ。

每次刺激间隔30 s。(2)热平板热痛域测定：试验将平

板预热到 52℃，将大鼠置于平板表面，计时器开始计

时，大鼠受热刺激缩足或舔舐时，计时器自动停止，记

录时间。

group (P<0.05). Conclusion Platelet-rich plasma can effectively delay the pain domain of sciatic neuropathic pain in pro-
gressive stage in CCI rats, inhibit the inflammatory response in the central hippocampus, which may be related to the inhib-
itory effect of platelet-rich plasma on TNF-α and IL-1β expression through HMG1-TLR4/RAGE signaling pathway.

【Key words】 Male SD rats; Chronic constriction injury of the sciatic nerve; Platelet-rich plasma; HMGB1;
RAGE; Central hippocampus; Inflammatory response; Mechanism
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1.5.2 大鼠海马组织相关指标检测方法 在模

型构建后的第 7天，最后一次MWT和TWL测定完成

后，向大鼠腹腔注射40 mg/mg戊巴比妥钠麻醉，脱颈

椎处死后，剪开大鼠的头皮，暴露出头骨，打开大鼠

脑壳，用直镊小心将大脑皮层拨开，海马组织位于

大脑皮层底部，暴露海马组织，小心分离海马体后

包裹于洁净的锡纸内，用液氮速冻后转移至-80℃
冰箱中保存待测。(1)大鼠海马组织HMGB1蛋白相

对表达量测定：采用Western blot蛋白印迹法。海马

组织均浆后，各组样品中统一精取 20 μL上样测定，

采用 12%浓度聚丙烯酰胺凝胶电泳和 PVDF转膜。

转 膜 完 成 后 ，5%脱 脂 奶 粉 室 温 封 闭 1ｈ，加 入

HMGB1一抗孵育 15 min，PBS液清洗３次，再加入二

抗(羊抗兔 IgG)再次孵育15 min后曝光显影。(2)大鼠

海马组织炎性因子TNF-α和 IL-1β表达水平测定：根

据实验试剂盒说明书，通过ELISA法测定大鼠海马区

TNF-α和 IL-1 β的表达水平。 (3)大鼠海马组织

HMGB1 mRNA及其下游Toll样受体4 (TLR4) mRNA、

糖基化终产物受体(RAGE) mRNA表达水平测定：采用

qRT-PCR法检测。首先，加入Trizol提取大鼠海马组织

的总RNA，按照试剂盒说明书进行反转录反应，以待检

测基因的引物为模板，进行荧光定量 PCR检测，以

β-actin作为内参进行相对定量分析，按照２-△△CT法处

理实验数据。大鼠海马组织HMGB1、TLR4、RAGE
mRNA引物序列由上海生工生物技术合成提供。

HMGB1：上游5'-ATGGGCAAAGGAGATCCTA-3'，下
游5'-ATTCTCATCATCTCTTCT-3'；TLR4：上游5'-CA-
AGAAGCAACAACTTTGACCTG-3'，下游5'-CCTGT-
GAGGTCGTTGAGGTTAG-3'；RAGE：上游5'-GCCCT-
CCAGTCTACTCTCG-3'，下游5'-TGTGTGGCCACCC-
ATTCCAG-3'；β-actin：上游5'-GCCATGTACGTAGCC-
ATCCA-3'，下游5'-GAACCGCTCATTGCCGATAG-3'。

1.6 统计学方法 应用SPSS22.0统计软件分析

实验数据。计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，多组

间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用独立样

本 t检验，模型组不同时间点测定比较采用重复测量

方差分析。以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠术后不同时间的右侧 MWT 和

TWL比较 各组大鼠术前 1 d的基线值比较差异无

统计学意义(P>0.05)；空白对照组和假手术组术后各

时间点比较差异均无统计学意义(P>0.05)。与对照组

或假手术组比较，模型组(CCI组和CCI+PRP组)大鼠

在术后各时间点MWT和TWL值均明显降低，差异均

有统计学意义(P<0.05)；而CCI+PRP组和CCI组术后

6 h、1 d、3 d、7 d时的MWT和 TWL测值比较，CCI+
PRP组各时间点测值明显高于CCI组，差异均有统计

学意义(P<0.05)，见表1和表2。

2.2 7 d时各组大鼠海马组织的TNF-α和 IL-1β
表达量比较 7 d时，空白对照组和假手术组大鼠海马

组织的TNF-α和 IL-1β表达量比较差异均无统计学意

义(P>0.05)，而模型组(CCI组和CCI+PRP组)和假手术

组大鼠海马组织的TNF-α和 IL-1β表达量比较，差异

均有统计学意义(P<0.05)；CCI+PRP组大鼠海马组织

的TNF-α和 IL-1β表达量明显低于CCI组，差异均有

统计学意义(P<0.05)，见表3。

表1 各组大鼠术后不同时间的右侧MWT比较(x-±s，n=10)
Table 1 Comparison of the right MWT at different time points after

surgery in rats among different groups (x-±s, n=10)
组别

空白对照组

假手术组

CCI组

CCI+PRP组

F值

P值

术前1 d

14.3±1.5

14.4±1.6

14.5±1.4

14.4±1.5

0.030

0.993

术后6 h

14.3±1.4

14.2±1.5

9.7±1.4ab

11.0±1.2abc

28.138

0.000

术后1 d

14.4±1.4

12.8±2.2

6.2±1.6ab

8.4±2.6abc

35.242

0.000

术后3 d

14.2±1.2

13.2±1.1

3.6±1.8ab

5.8±1.9abc

117.782

0.000

术后7 d

14.3±1.5

14.2±1.4

2.2±0.5ab

3.3±0.6abc

367.524

0.000
注：与术前 1 d比较，aP<0.05；与空白对照组和假手术组比较，bP<0.05；

与CCI组比较，cP<0.05。
Note: Compared with 1 d before surgery, aP<0.05; Compared with blank

control group and sham operation group, bP<0.05; Compared with

CCI group, cP<0.05.

表2 各组大鼠术后不同时间的右侧TWL比较(x-±s，n=10)
Table 2 Comparison of the right TWL at different time points after

surgery in rats among different groups (x-±s，n=10)
组别

空白对照组

假手术组

CCI组

CCI+PRP组

F值

P值

术前1 d

19.3±4.0

18.9±3.8

19.0±3.6

19.3±3.6

0.040

0.989

术后6 h

19.4±4.3

18.9±4.1

11.8±3.1ab

15.1±3.8abc

8.550

0.001

术后1 d

18.7±4.2

18.6±4.1

10.8±3.2 ab

14.0±3.5abc

10.347

0.001

术后3 d

19.4±4.3

18.8±4.2

8.2±3.1 ab

11.2±3.2 abc

22.160

0.001

术后7 d

19.2±4.2

18.9±4.3

6.2±2.3 ab

8.5±2.4 abc

39.446

0.001

注：与术前 1 d比较，aP<0.05；与空白对照组和假手术组比较，bP<0.05；
与CCI组比较，cP<0.05。

Note: Compared with 1 d before surgery, aP<0.05; Compared with blank

control group and sham operation group, bP<0.05; Compared with

CCI group, cP<0.05.

表3 7 d时各组大鼠海马组织的TNF-α和IL-1β表达量比较(x-±s，n=10)
Table 3 Comparison of the expression levels of TNF-α and IL-1β

in hippocampal tissues of rats among different groups at 7 d
after surgery (x-±s，n=10)

组别

空白对照组

假手术组

CCI组

CCI+PRP组
F值

P值

TNF-α (pg/mg)
49.28±2.62

54.64±3.68

202.68±18.24a

156.74±24.75ab

240.106

0.001

IL-1β (pg/mg)
50.44±2.06

52.68±3.56

134.44±9.52a

122.48±8.52 ab

443.189

0.001
注：与空白对照组和假手术组比较，aP<0.01；与CCI组比较，bP<0.01。
Note: Compared with blank control group and sham operation group, aP<

0.01; Compared with CCI group, bP<0.01.
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2.3 7 d时各组大鼠海马组织HMGB1蛋白表达

量和 HMGB1 mRNA、TLR4 mRNA 和 RAGE mRNA
相对表达水平比较 7 d时提取各组大鼠海马组织均

浆液，WB法测定HMGB1蛋白表达量，对照组和假手

术组比较差异无统计学意义(P>0.05)；模型组(CCI组
和CCI+PRP组)和对照组或假手术组的HMGB1蛋白

表达量比较，差异均有统计学意义(P<0.05)；CCI组的

HMGB1蛋白表达量明显高于CCI+PRP组，差异有统

计学意义(P<0.05)。空白组和假手术组大鼠海马组织

的 HMGB1 mRNA、TLR4 mRNA和 RAGE mRNA相

对表达水平比较差异无统计学意义(P>0.05)；模型组

(CCI 组和 CCI + PRP 组)和对照组或假手术组的

HMGB1 mRNA、TLR4 mRNA和RAGE mRNA表达比

较，差异均有统计学意义(P<0.05)；CCI组的HMGB1
mRNA、TLR4 mRNA和RAGE mRNA表达量明显高

于CCI+PRP组，差异均有统计学意义(P<0.05)，见图 1
和表4。

3 讨论

周围神经慢性压迫性损伤发生后，病理变化包括

轴浆运输受损、轴突变性、施万细胞损伤、节段性脱髓

鞘和完全瓦勒氏变性等[6]。在坐骨神经慢性压迫性损

伤初期，神经干外层的基底膜可能仍保持部分完整

性，损伤呈现的是渐进的过程。研究表明，在疾病进

展期，对损伤部位微环境进行及时有效的干预不仅有

利于缓解神经损伤症状，也助于在解除压迫后神经功

能恢复[7]。

周围神经损伤(peripheral nerve injury，PNI)修复过

程复杂，在大鼠坐骨神经结扎术后早期，受损神经通

过轴浆逆向运输营养因子和活性物质能力骤减。

Bennett等[8]研究发现，在坐骨神经 4道结扎手术后7 d
内，大鼠行为学发生明显变化；结扎后第 2天开始，结

扎侧的后爪机械痛阈明显降低。本实验中模型组大

鼠在坐骨神经结扎术后同样出现了行走时笨拙、跛

行、足外翻或蜷缩等行为学异常表现；模型组在术

后 6 h即出现了MWT和TWL测定值明显下降，且在

术后 7 d观察阶段MWT和 TWL持续恶化。这说明

CCI 大鼠出现了典型的 PNI，发生了 NP，造模成

功。Bastami等 [9]研究发现PRP对周围神经损伤愈合

有促进作用。本研究也发现 CCI+PRP组大鼠术后

MWT和TWL明显要高于CCI组，这也说明PRP缓解

了坐骨神经的损伤程度。PRP中含有大量的生长因子

(PDGF、TGF-β、IGF-1、EGF、VEGF等)，研究发现这些

生长因子可能通过加速神经元细胞轴突生长、刺激细

胞增殖减少凋亡等方式，改善创伤微环境，缓解损伤

促进愈合[10]。

高迁移率组蛋白1 (HMGB1)及其受体TLR4，在慢

性神经损伤发生后中枢炎性疼痛信息处理中发挥着重

要作用 [11]。在生理条件下，HMGB1与核内组蛋白结

合维持DNA转录稳定性 [12]；病理条件下，HMGB1通
过 TLR4/RAGE-NF-κB信号通路诱导TNF-α、IL-1β、
IL-6等多种炎性因子的表达，而这些炎性介质又反过

来激活NF-κB，形成的细胞外正反馈调节，放大炎症

效应 [13-14]。中枢海马组织承担着大脑记忆存储、学习、

构建空间、定位及情绪反应等功能，越来越多证据表

明海马组织参与了NP的形成与维持[15]。周围性NP发
生后，中枢痛记忆加强、学习能力下降以及负性情绪

改变等症状，是否与海马组织暴发神经炎症机制有

关？本实验中，在术后7 d提取各组大鼠海马区组织，

通过均浆后提取组织液检测发现模型组(CCI组和

CCI+PRP组)大鼠炎性因子 TNF-α、IL-1β表达量和

HMGB1蛋白及其下游TLR4和RAGE mRNA表达水

平均高于空白组和假手术组，推测外周神经疼痛刺激

可能激活了大脑海马组织的级联炎性反应。而在模

型组中，CCI+PRP组各组数值明显低于CCI组，据此

推断 PRP凝胶局部干预可能改善了中枢海马组织的

级联炎性水平，这可能与 HMGB1 依赖的 TLR4/
RAGE-NF-κB信号通路有关。

综上所述，PRP凝胶早期干预可以有效减缓坐骨

神经CCI模型大鼠的神经病理性疼痛进程，促进修复；

同时亦可减轻中枢海马组织炎性反应，这可能与抑制

HMGB1依赖的 TLR4/RAGE-NF-κB信号通路有关。

但本实验也存在不足之处，尚不能对PRP缓解中枢海

马组织神经炎症反应提供直接证据，这还需要通过海

马神经元体外培养进一步验证。目前在周围神经损

表4 各组大鼠海马区HMGB1及其下游TLR4和RAGE mRNA相对

表达水平比较(x-±s，n=10)
Table 4 Comparison of mRNA of HMGB1, TLR4, and RAGE in

hippocampus of rats among different groups (x-±s, n=10)

组别

空白对照组

假手术组

CCI组

CCI+PRP组

F值

P值

HMGB1 mRNA
1.24±0.16

1.28±0.26

5.12±1.34a

3.62±1.68ab

30.560

0.001

TLR4 mRNA
1.33±0.26

1.26±0.24

2.74±0.46a

2.14±0.39ab

40.730

0.001

RAGE mRNA
1.24±0.28

1.20±0.16

2.32±0.38a

2.02±0.21ab

43.227

0.001

注：与空白对照组和假手术组比较，aP<0.05；与CCI组比较，bP<0.05。
Note: Compared with that in blank control group and sham operation

group, aP<0.05; Compared with that in CCI group, bP<0.05.

图1 7 d时WB法检测各组大鼠海马组织HMGB1蛋白表达量

Figure 1 Comparison of HMGB1 protein expression in hippocam
pal tissues of rats in each group at 7 d after surgery
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伤治疗中应用 PRP凝胶依然处于实验研究阶段，在

PRP制作中浓度、白细胞含量以及生长因子活性等因

素均可能影响实验结果。随着生物工程技术的进步，

PRP凝胶治疗周围神经损伤面临的诸多问题将逐步得

到解决，这将会使PRP凝胶在神经损伤科研方面产生

更有利的影响，同时为周围神经损伤患者及其家庭带

来希望。
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