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CXCL13 通过 CXCR5 激活星形胶质细胞中
JNK参与痛觉过敏 *

张  敏  曹德利  姜保春△  高永静△

（南通大学疼痛医学研究院   特种医学研究院，南通 226019）

摘 要 目的：探讨 CXCL13 及其受体 CXCR5 参与痛觉过敏的机制。方法：细胞培养和免疫荧光染

色检测脊髓背角神经元中 CXCL13 的表达；通过转染 CXCL13 和 CXCR5 过表达质粒研究 CXCL13
和 CXCR5 的相互作用；Western Blot 方法检测 CXCL13 重组因子刺激原代星形胶质细胞后 JNK 磷酸

化水平变化和鞘内注射 CXCL13 后脊髓中 JNK 磷酸化水平变化；行为学检测鞘内注射 JNK 抑制剂

SP600125 对 CXCL13 引起的热痛觉过敏和机械性触诱发痛的影响。结果：体外培养的脊髓背角神经

元表达并释放 CXCL13；CXCL13 分泌后与受体 CXCR5 结合并发生内化；CXCL13 孵育培养的星形

胶质细胞快速而短暂地激活 JNK；鞘内注射 CXCL13 快速且短暂激活脊髓中的 JNK；鞘内注射 JNK
抑制剂缓解了 CXCL13 诱导的热痛觉过敏和机械性触诱发痛。结论：CXCL13 通过 CXCR5 激活星形

胶质细胞中 JNK 参与痛觉过敏。
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CXCL13 activates JNK in astrocytes through CXCR5 to induce pain hypersensitivity *
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Abstract Objective: To explore the mechanism of CXCL13 and its receptor CXCR5 underlying pain 
hypersensitivity. Methods: The expression of chemokine CXCL13 in neurons of the spinal dorsal horn was 
examined via neuron culture and immunofluorescence staining. CXCL13 and CXCR5 overexpression plasmids 
were transfected to clarify the interaction between CXCL13 and CXCR5. Western Blot was used to detect the 
phosphorylation of JNK in primary astrocytes after CXCL13 incubation or in the spinal cord after intrathecal 
injection of CXCL13. Behavioral test was used to check pain hypersensitivity after intrathecal injection of JNK 
inhibitor SP600125 and CXCL13. Results: In vitro cultured spinal dorsal horn neurons express and release 
chemokine CXCL13, and CXCL13 was internalized via binding to the receptor CXCR5. CXCL13 rapidly and 
transiently activated JNK in cultured astrocytes. Intrathecal injection of CXCL13 also rapidly and transiently 
activated JNK in the spinal cord. Intrathecal injection of JNK inhibitor alleviated heat hyperalgesia and 
mechanical allodynia induced by CXCL13. Conclusion: CXCL13 activates JNK in astrocytes through CXCR5 
to induce pain hypersensitivity.
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慢性疼痛是指持续或反复发作 3 个月以上的疼

痛，发病率占成年人口的 11%～19%，影响全球上

亿人群，然而目前临床治疗效果不佳。近年来的研

究表明，由神经元或胶质细胞（星形胶质细胞和小

胶质细胞）释放的趋化因子、细胞因子、神经营养

因子等炎症因子介导的神经炎症反应在慢性疼痛发

生发展中起重要作用 [1,2]。趋化因子 CXCL13 又称

B 淋巴细胞趋化因子，最初发现于 B 细胞滤泡的基
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质细胞中，通过受体 CXCR5 调节 B 细胞和 T 细胞

亚群的归巢。最近研究显示，CXCL13 和 CXCR5 在

正常小鼠脊髓均有低表达；在神经损伤后，CXCL13
和 CXCR5 分别在神经元和星形胶质细胞的表达大

幅度增加，而且 CXCR5 基因敲除的小鼠，神经损

伤诱导的星形胶质细胞激活受到很大程度的抑制，

神经病理性疼痛也显著缓解 [3]，表明 CXCL13 通

过 CXCR5 促进星形胶质细胞的激活和神经病理性

疼痛。但 CXCL13 是否由神经元分泌、CXCL13 和

CXCR5 如何发生相互作用、CXCL13 如何激活星形

胶质细胞，这些问题都缺乏研究。

有丝分裂原激活的蛋白激酶 (mitogen-activated 
protein kinases, MAPKs) 是在慢性疼痛发生发展中

起重要作用的细胞内激酶，主要包括 c-Jun N 末端

激酶 (c-Jun N-terminal kinase, JNK)、细胞外信号调

节激酶 (extracellular signaling-regulated kinase, ERK) 
和 p38。以往的研究显示，JNK 在脊髓中只表达于

星形胶质细胞，而且 JNK 的磷酸化对于脊髓星形胶

质细胞的激活和慢性疼痛的维持起重要作用 [4,5]。

CXCR5 表达于脊髓星形胶质细胞，JNK 是否参与

CXCL13 引起的星形胶质细胞激活以及痛觉过敏

呢？本研究用体外神经元培养和转染 CXCL13 和

CXCR5 过表达质粒转染方法，研究了 CXCL13 在

神经元中的表达和分泌以及 CXCL13 和 CXCR5 的

相互作用，并采用星形胶质细胞原代培养和药理学

方法，研究了 JNK 在 CXCL13 诱导的星形胶质细

胞激活和痛觉过敏中的作用。

方    法

1. 材料

动物：健康成年雄性 ICR 小鼠和新生 ICR 小

鼠由南通大学动物实验中心提供。动物采用随机数

字表方法进行分组。

试剂和药品：CXCL13 抗体 (Santa Cruz Bio-
technology)；MAP2 抗体 (Sigma-Aldrich)；CXCL13
重组因子（美国 PeproTech）；BCA 蛋白浓度测定

试剂盒（美国 Thermal Scientific）；Cy3-donkey an-
ti-goat IgG 和 Alex-488-donkey anti-mouse 标记荧光

二抗（美国 Jackson Research）；组织裂解液 Lysis 
Buffer (Beyotime)；DMEM 培养基 (Gibco)；胎牛血

清 FBS (Gibco)；SP600125 (Calbiochem)；其余化学

试剂从美国 Sigma 公司购买。

实验所用主要仪器：von  Frey filament (Stoe-
ling)；Model390 热痛觉过敏测试仪电 (IITC Life 

Science)；电泳仪（美国 Bio-Rad）；倒置激光共聚

焦显微镜 SP8 (Leica)；高速冷冻离心机 (Eppendorf)；
Odyssey 双色红外荧光扫描仪（美国 LI-COR）；多

功能酶标仪（美国 BioTek）。

2. 方法

（1）脊髓背角神经元体外培养：提前用多聚

赖氨酸包被玻片；将新生 3～4 天 ICR 小鼠用 75%
酒精消毒，断头。剪下脊柱放入预冷的 HBSS + 
HEPES 中，在解剖镜下进行腹侧椎板切除手术，除

去脊髓外膜，取脊髓背角放入预热的 Papain 消化液

中，37℃消化 30 min。离心，弃 Papain 消化液，加

HBSS + HEPES 液洗 3 次，离心，弃上清；加完全培

养基吹打，静止 1～2 min，吸取上层细胞悬液；用

40 μm 网筛过滤细胞悬液；离心，1000 rpm，5 min，
弃上清，加完全培养基重悬，将细胞接种到小皿中，

第 2 天换液。

（2）原代星形胶质细胞体外培养：新生 2～3
天 ICR 小鼠用 75% 酒精消毒，断头，取大脑皮层，

放置在预冷的 D-Hanks 液中；在解剖镜下剔除大脑

皮层外膜和血管。吸去多余的 D-Hanks 液，用剪刀

剪碎组织，转移至离心管，加入完全培养基吹打至

无明显固体；过 100 μm 网筛；3000 rpm 离心，弃

上清；加低糖完全培养基重悬，过 10 μm 滤器，

分至六孔板；第 2 天换液；3～4 天换 1 次液，10
天左右加 D-环腺苷酸，1 天后可用。

（3）行为学实验测定：①小鼠机械性触诱发

痛行为检测：将成年 ICR 小鼠放置于行为检测架

上适应至其安静，连续适应 3 天，适应时禁食、禁

水，温度在 23℃左右，时间在上午 8 点至下午 6 点

之间；连续适应 3 天后用 von  Frey filament 进行小

鼠足底刺激。触诱发痛检测采用 Dixon 建立的“up 
and down”方法，得到机械缩足反射阈值 (mechanical 
withdrawal threshold, MWT)。缩足阈值越低，表示

机械性触诱发痛越严重；②小鼠热痛觉过敏检测：

将成年 ICR 小鼠放置在热痛检测的塑料盒中适应至

其安静，适应时禁食、禁水，温度在 23℃左右，时

间在上午 8 点至下午 6 点之间。适应后用一定强度

的热辐射照射小鼠左足底，通过调节照射强度将基

础缩足时间控制在 12～14 s，小鼠出现缩足时停止

照射，记录时间。为避免灼伤足底，照射时间不超

过 20 s。每只小鼠照射 3 次，间隔 15 min，计算其

平均值，得到热缩足反射潜伏期 (thermal withdrawal 
latency, TWL)。缩足潜伏期越低，表示热痛觉过敏

越严重。

（4）小鼠脊髓鞘内给药：剔除小鼠背部毛发，
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吸入异氟烷麻醉，75% 酒精消毒，用胰岛素针在第

L4、L5腰椎棘突间注射10 μl药物至小鼠蛛网膜下隙，

尾巴甩动或颤抖证明注射成功，注射结束后停留数

秒后退针。

（5）Western Blot 蛋白检测：组织/细胞蛋白质

提取：加入 RIPA 裂解液 70 μl 裂解组织/细胞，在

冰上静置 30 min；4℃，1 5000 rpm，离心 20 min，
吸蛋白上清。吸取 3 μl 上清加 21 μl 双蒸水进行稀

释 8 倍，用 BCA 法测定蛋白浓度。每孔加入 30 μg
蛋白进行电泳，将蛋白转移到 PVDF 膜上；5% 脱

脂奶粉室温封闭 2 h，4℃敷一抗过夜，一抗用 5%
脱脂奶粉稀释 (p-JNK, 1:1000; GAPDH, 1:1 0000)；
第 2 天室温复温 1 h 后用 TBST 洗 3 次，每次 15 min；
荧光二抗用 5% 的脱脂奶粉稀释 1 0000 倍，室温孵

育 2 h；TBST 洗 3 次，每次 15 min，用 Odyssey 红

外成像机器显影。

（6）免疫荧光染色：细胞吸去培养基，0.01 M
PBS 洗 1 次，用 4% 多聚甲醛灌注固定 20 min。0.01 M
PBS 洗片 3 次，每次 5 min；加 1%BSA 室温封闭

2 h；用 1%BSA 稀释一抗 (CXCL13, 1:200; MAP2, 
1:5000)，4℃孵育过夜；次日复温 1 h 后 0.01 M 
PBS 洗 3 次，每次 5 min；分别加入用 0.01 M PBS 稀

释 Cy3 和 Alexa 488 标记的荧光二抗 (1:1000, Jack-

son Immuno Research)；避光室温孵育 2 h，0.01 M PBS
洗 3 次，每次 5 min，晾干，倒置荧光显微镜下拍

照观察。

（7）质粒构建和细胞转染：分别构建 CXCL13
羧基端融合 RFP 和 CXCR5 羧基端融合 GFP 的表

达质粒，委托上海吉凯基因构建，质粒信息见图 1。
HEK 293T 细胞密度达到 70%～80% 并状态良

好时适合转染。分别转染 pCMV-RFP、pCMV-CX-
CL13-RFP、pCMV-GFP和 pCMV-CXCR5-GFP质粒。

先用预热好的 Opti-MEM 稀释质粒，再用 Opti-MEM
稀释 Lipofectamine 3000 [Lipofectamine 3000：质粒 
(ml:mg) = 1:2]；然后将二者 1:1 混合均匀，室温静

止 10～15 min；将混合液加入细胞中，6 h 后换液，

质粒转染 48 h 即可进行观察荧光和细胞传代。

分别按照 pCMV-CXCL13-RFP 和 pCMV-GFP、
pCMV-RFP 和 pCMV-CXCR5-GFP、pCMV-CXCL13-RFP
和 pCMV-CXCR5-GFP 分组，将转染了不同质粒的

细胞接种到一起。

3. 图像和统计学分析

处理使用 Image J 软件进行图像处理，统计各

条带的灰度值；用目的条带的灰度值与内参 GAP-
DH 蛋白灰度值（均扣除背景）的比值作为最终统

计数据，用以表示相应蛋白的相对表达量。所有计

图 1 CXCL13 与 CXCR5 结合并内化实验示意图

Fig. 1 Schematic diagram showing the experimental design to prove the binding of CXCL13 with CXCR5 and the internalization

转染

传代

CXCL13-RFP
GFP

RPF
CXCR5-GFP

CXCL13-RFP
CXCR5-GFP
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CXCL13 CXCR5GFP GFP
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量资料统计数据使用GraphPad Prism (version 8.01)，
均采用均数±标准误 ( x±SEM) 表示，行为学实验

结果采用双因素方差分析 (Two-way ANOVA)，多组

之间比较采用单因素方差分析 (One-way ANOVA)，
两组之间比较采用 t 检验 (Student's t -test)，P < 0.05
为差异有统计学意义。

结    果

1. 脊髓背角神经元表达趋化因子 CXCL13
本课题组前期研究显示，脊神经结扎诱导的神

经病理性疼痛模型中，脊髓背角神经元中 CXCL13
表达增加 [3]，为了明确小鼠正常生理状态下脊髓背

角神经元表达 CXCL13 的情况，本研究取新生 3～4
天的 ICR 小鼠脊髓背角神经元进行体外培养，培养

5 天后固定进行免疫组化染色。结果显示，趋化因

子 CXCL13 在神经元的胞浆和突起中呈点状分布，

在胞外的培养基中也有散点状阳性荧光信号（见图

2A），且该神经元与微管相关蛋白2 (MAP2) 共标（见

图 2B, C），说明 CXCL13 表达于脊髓背角神经元

并向胞外分泌。

2. 分泌型 CXCL13 与受体 CXCR5 结合并发生

内化

为进一步研究趋化因子 CXCL13 作为分泌型蛋

白如何与其受体 CXCR5 相互作用发挥功能，本研

究首先构建 CXL13-RFP 过表达质粒、CXCR5-GFP
过表达质粒及相应对照质粒（RFP 或 GFP 过表达质

粒），分别转染 HEK 293T 细胞，观察 CXCL13 和

CXCR5 细胞表达、分布情况。结果显示 HEK293T

细胞转染 CXCL13-RFP 过表达质粒后，胞内有点

状分布的 CXCL13 阳性颗粒（见图 3A），对照组

RFP 在胞浆内均匀分布（见图 3D）。转染 GFP 对

照质粒的细胞中也见 GFP 均匀分布（见图 3B），

转染 CXCR5-GFP 过表达质粒后，CXCR5 在胞浆

和胞膜上都有表达（见图 3E）。图层拼合后的结

果显示，将分别转染 CXCL13-RFP 过表达质粒和

GFP 对照质粒的细胞传代后接种到一起，两者信号

不共标（见图 3A-C）；将分别转染 RFP 对照质粒

与 CXCR5-GFP 过表达质粒的细胞传代后接种到一

起，两者信号也不共标（见图 3D-F）。但是将分别

转染 CXCL13-RFP 过表达质粒与 CXCR5-GFP 过表

达质粒后的细胞接种到一起，CXCL13 蛋白信号不

但在转染 CXCL13-RFP 的细胞中表达，也可见于表

达 CXCR5-GFP 的细胞中，且 CXCL13 和 CXCR5
两种蛋白信号有共标，呈颗粒状分布在胞质中（图

3G-I，局部放大见图 3J-L），说明分泌的 CXCL13
能够与受体 CXCR5 结合并发生内化。

3. CXCL13 激活星形胶质细胞中 JNK
本课题组前期研究发现，受体 CXCR5 在脊髓

星形胶质细胞中表达 [3]，为了研究 CXCL13 与受

体 CXCR5 结合后激活的下游信号通路，本文采用

体外培养的原代星形胶质细胞，用 10 ng/ml 的 CX-
CL13 重组因子刺激 0.5 h 或 1 h，通过 Western Blot 
检测 p-JNK 的表达。结果显示，CXCL13 孵育星形

胶质细胞 0.5 h 后，引起 JNK 磷酸化水平升高（见

图 4A, B）；但 CXCL13 孵育 1 h 后，p-JNK 的表

达与对照组无显著性差异（见图 4C, D），说明

CXCL13 与受体 CXCR5 结合快速激活 JNK。

图 2 体外培养的脊髓背角神经元表达趋化因子 CXCL13
 (A)免疫荧光染色显示趋化因子CXCL13分布于神经元胞内及培养基中；(B) 神经元标记物微管相关蛋白 2 (MAP2) 

免疫荧光染色；(C) CXCL13 与 MAP2 共定位

Fig. 2 In vitro cultured spinal dorsal horn neurons express chemokine CXCL13
 (A) Immunofluorescence staining showing the distribution of CXCL13 in the neuron and culture medium; (B) Immunoflu-

orescence staining of neuronal marker microtubule-associated protein 2 (MAP2); (C) CXCL13 is co-localized with MAP2.

A B C

20 μmCXCL13 MAP2 Merge
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图 4 CXCL13 激活星形胶质细胞中 JNK (n  = 3, x±SEM)
 (A) p-JNK，GAPDH Western Blot 条带；(B) p-JNK

条带统计图，*P < 0.05，与 Control 组相比

Fig. 4 CXCL13 activates JNK in astrocytes (n  = 3, x±SEM)
 (A) Western Blot bands for p-JNK and GAPDH; (B) 

The statistics of p-JNK band. *P < 0.05, compared 
with the Control group.

图 3 CXCL13 与受体 CXCR5 结合并发生内化

 (A-C) 分别转染 CXCL13-RFP 过表达质粒和 GFP 对照质粒后接种到一起的 HEK 293T 细胞；(D-F) 分别转染

CXCR5-GFP 过表达质粒和 RFP 对照质粒后接种到一起的 HEK 293T 细胞；(G-I) 分别转染 CXCL13-RFP 和 CX-
CR5-GFP 过表达质粒后接种到一起的 HEK 293T 细胞

Fig. 3 CXCL13 binds to the receptor CXCR5 and is internalized
 (A-C) Mix of HEK 293T cells that were transfected with CXCL13-RFP overexpression plasmid or GFP control plasmid; (D-F) 

Mix of HEK 293T cells that were simultaneously transfected with CXCR5-GFP overexpression plasmid or RFP control plasmid; 
(G-I) Mix of HEK 293T cells that were transfected with CXCL13-RFP or CXCR5-GFP overexpression plasmids.

4. 脊髓鞘内注射 CXCL13 重组因子激活 JNK
为进一步体内验证 CXCL13 激活 JNK，鞘内注

射 100 ng CXCL13 重组因子 0.5 h 或 1 h 后，Western 
Blot 检测了脊髓中 JNK 磷酸化水平（即 p-JNK 的表

达）。结果显示，与鞘内注射 PBS 相比，CXCL13
注射后 0.5 h，JNK 磷酸化水平显著升高（见图 5A, 
B）。注射后 1 h，PBS 组和 CXCL13 组的 JNK 磷

酸化水平无显著性差异（见图 5C, D）。说明在脊

髓中 CXCL13 对 JNK 的激活也是快速而短暂。

5. 抑制 JNK 激活缓解 CXCL13 诱导的痛敏反应

为了明确脊髓 JNK 信号通路是否参与 CXCL13
诱导的痛敏反应，本研究使用 JNK 抑制剂 SP600125
 (20 nmol) 进行鞘内注射，30 min 后再鞘内注射 100 ng
的 CXCL13，检测小鼠痛敏反应行为。结果显示，

鞘内注射 CXCL13 诱导正常小鼠产生明显的机械性

触诱发痛和热痛觉过敏，痛敏反应持续 6 h 以上；

而提前注射 SP600125 有效缓解了 CXCL13 诱导的

热痛觉过敏（见图 6A）和机械性触诱发痛（见图

6B），说明抑制 JNK 激活能够缓解 CXCL13 诱导

的痛觉过敏。
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图 5 鞘内注射 CXCL13 重组因子激活脊髓 JNK (n  = 3, x±SEM )
 (A) 鞘内注射 100 ng CXCL13 后 0.5 h，p-JNK 和 GAPDH Western Blot 条带图；(B) p-JNK 条带统计图，*P < 0.05，

与 PBS 组相比；(C) 鞘内注射 CXCL13 后 1 h，p-JNK 和 GAPDH Western Blot 条带图；(D) p-JNK 条带统计图，

P > 0.05，与 PBS 组相比

Fig. 5 Intrathecal injection of CXCL13 activates JNK in the spinal cord (n  = 3, x±SEM )
 (A) p-JNK and GAPDH Western Blot 0.5 h after intrathecal injection of CXCL13 (100ng); (B) The statistics for p-JNK band. 

*P < 0.05, compared with PBS group; (C) p-JNK and GAPDH Western Blot 1 h after intrathecal injection of CXCL13; (D) 
The statistics for p-JNK band. P > 0.05, compared with PBS group. 

图 6 抑制 JNK 的激活缓解了 CXCL13 诱导的痛敏反应 (n  = 6-7, x±SEM )
 (A, B) 鞘内注射 PBS + CXCL13 诱导正常小鼠产生明显的热痛敏反应和机械性触诱发痛，持续 6 h 以上；提前鞘

内注射 SP600125 有效缓解了 CXCL13 引起的小鼠的 (A) 热痛觉过敏和 (B) 机械性触诱发痛

 ***P < 0.001，与 BL 组相比；#P < 0.05，###P < 0.001，与 PBS + CXCL13 组相比

Fig. 6 Inhibition of JNK activation alleviates the hyperalgesia induced by CXCL13 (n  = 6-7, x±SEM )
 (A, B) Intrathecal injection of PBS + CXCL13 induced obvious heat hyperalgesia and mechanical allodynia which 

lasted for more than 6 h; Pretreatment with SP600125 effectively relieved CXCL13 induced heat hyperalgesia (A) and 
mechanical allodynia (B).

 ***P < 0.001, compared with the BL (baseline); #P < 0.05, ###P < 0.001, compared with the PBS + CXCL13 group.
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讨    论

本研究采用原代细胞培养、质粒转染、Western 
Blot、免疫荧光染色以及行为学检测等方法，研究

了 CXCL13 和 CXCR5 的相互作用以及参与痛觉过

敏的下游信号通路。研究结果显示：正常小鼠脊髓

背角神经元表达分泌趋化因子 CXCL13；CXCL13
与其受体 CXCR5 结合并发生内化；CXCL13 激活

星形胶质细胞和脊髓中 JNK；鞘内注射 JNK 抑制剂

缓解 CXCL13 诱导的痛敏反应。

趋化因子是一类特殊类型的细胞因子，因其

具有白细胞趋化性和细胞因子活性而被命名为“趋

化因子”。趋化因子家族共有 50 多个成员，其中

30 多个在脊髓中表达。近年来的研究揭示了多种趋

化因子如 CCL2，CCL7，CXCL1，CXCL10，CX-
CL12，CXCL16，CX3CL1 通过介导神经元-星形胶

质细胞、神经元-小胶质细胞、星形胶质细胞-小胶

质细胞间的相互作用参与不同类型的慢性疼痛 [6,7]。

CXCL13 在正常小鼠脑中不表达，但在神经纤维蛋

白沉着症、自身免疫性脱髓鞘、原发性中枢神经系

统淋巴瘤、手术等情况下，CXCL13 在脑中表达增

加 [8~11]；在神经损伤或糖尿病引起的神经病理性疼

痛状态下，CXCL13 在脊髓的表达增加 [3,12]。本研

究通过体外培养脊髓背角神经元，检测到 CXCL13
在神经元胞体和突起中呈点状分布，且在培养基中

也有较多的 CXCL13 阳性信号，支持 CXCL13 在神

经元的表达，并向细胞外分泌，从而作用于其他细

胞，参与不同类型细胞间的相互作用。

趋化因子受体是具有 7 次跨膜结构的 G 蛋白偶

联受体，共有 20 多种类型，少于趋化因子的种类，

因此趋化因子和受体并不一一对应。尽管 CXCR5
被认为是 CXCL13 的唯一受体，但在 CXCR5 基因

敲除的小鼠，鞘内注射 CXCL13 引起的痛觉过敏

并没有完全消除，只是大幅度下降，提示 CXCL13
可能有其他受体 [3]。本研究中用体外转染的方法，

观察到 CXCL13 不但向胞外分泌，还进入到转染

了 CXCR5 表达质粒的细胞中，并且 CXCL13 与

CXCR5 形成共标颗粒，说明 CXCL13 与 CXCR5
结合后发生了内化。有文献报道，趋化因子受体

CCR2 介导沿脑微血管的趋化因子 CCL2 的结合和

内化 [13]，并且内化后的 CCR2 到达早期的内小体，

然后到达溶酶体降解 [14]。CXCL13 和 CXCR5 结合

并内化后也可能通过溶酶体途径降解，这仍有待以

后进一步的研究；CXCL13 的其他受体也需要以后

的研究。

以往的研究显示，趋化因子和受体结合后使 G
蛋白的 α亚基和 βγ亚基分离，激活不同的信号通路 , 
如 MAPK 通路、磷脂酶 C (phospholipase C, PLC) 
通路和磷脂酰肌醇 3 激酶 (phosphatidylinositol-3-ki-
nase, PI3K) 通路 [7]。JNK 和 ERK 是 MAPKs 激酶家

族的重要成员。脊髓背角中 ERK 的激活与外周刺

激是否具有伤害性密切相关，而且 ERK 表达的细

胞类型与外周刺激的类型与时程相关。例如，在辣

椒素诱导的急性炎症性疼痛模型中，pERK 表达于

脊髓背角神经元中 [15]；在神经病理性疼痛模型中，

pERK 在神经损伤初期表达于神经元，之后表达于脊

髓小胶质细胞，但后期则表达于星形胶质细胞中 [16]。

与 ERK 的分布不同，JNK 只表达于脊髓背角的星

形胶质细胞，且在组织炎症或神经损伤后，p-JNK
只在脊髓星形胶质细胞的持续增加 [5]。本课题组以

往的研究显示，鞘内注射 CXCL13 激活 p-ERK 在

脊髓背角星形胶质细胞中表达，而且 MEK 抑制剂

PD98059 缓解了 CXCL13 诱导的痛觉过敏，说明

CXCL13/CXCR5 信号通路可以通过激活 ERK 促进

痛敏。基于 CXCR5 主要表达于星形胶质细胞 [3]，本

实验研究检测了 CXCL13 对培养的星形胶质细胞中

JNK 的激活，观察到 CXCL13 只在刺激后 30 min
激活了 JNK，在 1 h 恢复正常；鞘内注射 CXCL13
也在 30 min 后使脊髓中的 p-JNK 显著增加；而

CXCL13 对 ERK 的激活时间也从 30 min 开始，持

续 1 h 以上 [3]，说明 CXCL13 对 ERK 和 JNK 的激

活时程不完全相同。以往的研究证明， JNK 抑制剂

SP600125 可减轻炎症性疼痛和神经性疼痛 [5,17,18]，

本研究中行为学结果也显示鞘内注射 JNK 抑制剂缓

解了 CXCL13 诱发的触诱发痛，表明 JNK 和 ERK
共同作用介导 CXCL13 引起的痛觉过敏。

本研究同时观察到鞘内注射 CXCL13 诱导的

热痛觉过敏持续了 6 h 以上，但 JNK 和 ERK 都是

短暂的激活，提示 JNK 和 ERK 可能通过下游通路

促进了疼痛的持续。以往的研究证明，鞘内注射

CXCL13 诱导星形胶质细胞标记物 GFAP 在 6 h 和

24 h 的表达显著升高，MEK 抑制剂 PD98059 抑制

CXCL13 引起的 GFAP 的表达增加和星形胶质细胞

的激活 [3]，说明 ERK 可能通过激活星形胶质细胞促

进痛觉过敏的长时间存在。而且，ERK 和 JNK 磷

酸化后均可转位到细胞核内，促进新的基因的合成，

如 JNK 的下游基因 c-Jun 直接促进趋化因子 CCL2
的表达，而 CCL2 由星形胶质细胞释放后通过受体

CCR2 增加神经元的兴奋性突触传递 [19]，从而促进

中枢敏化和疼痛慢性化。
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综上所述，本研究揭示了 CXCL13 与受体 CXCR5
直接结合并激活星形胶质细胞中 JNK 信号通路，促

进痛觉过敏的产生，拓展了 CXCL13/CXCR5 参与

慢性疼痛的机制，说明靶向趋化因子和 MAPKs 可
能缓解慢性疼痛。
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