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星形胶质细胞 Kir4.1 在慢性偏头痛小鼠三叉神经
脊束核尾部的表达及作用
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摘 要 目的：观察星形胶质细胞内向整流钾通道 4.1 (inwardly rectifying potassium channel 4.1, Kir4.1)
在慢性偏头痛 (chronic migraine, CM) 模型小鼠三叉神经脊束核尾部 (trigeminal nucleus caudalis, TNC) 的
表达变化，并探讨其在 CM 中的作用。方法：C57BL6/J 雄性小鼠按随机数字表法分为生理盐水空白对

照 (CON) 组、慢性偏头痛 (CM) 组和频发慢性偏头痛 (frequent chronic migraine, FCM) 组，每组 15 只。

通过反复注射硝酸甘油 (nitroglycerin, NTG) 建立 CM 小鼠模型（隔日注射 NTG）和 FCM 小鼠模型（每

日注射 NTG）；繁育后获得的 72 只 Aldh1/1-CreERT2 雄性小鼠靶向 TNC 脑区过表达或敲低星形胶质细

胞 Kir4.1 后，反复注射 NTG 建立 CM 小鼠模型，von Frey 纤维丝评估基础痛阈，包括 50% 机械刺激缩

足反射阈值 (mechanical withdrawal threshold, 50% MWT) 和眶周机械痛阈 (head withdrawal threshold, HWT)。通

过使用免疫荧光实验检测降钙素基因相关肽 (calcitonin gene-related peptide, CGRP)、c-Fos 蛋白和 Kir4.1 的

表达。结果：与 CON 组相比，FCM 组与 CM 组模型小鼠痛觉阈值显著降低，TNC 脑区 Kir4.1 表达下降，

CGRP 和 c-Fos 表达增加。过表达 Kir4.1 小鼠 TNC 脑区的 CGRP 蛋白表达显著减少且 MWT 和 HWT 明显

增高，敲低Kir4.1组小鼠则相反。结论：TNC区星形胶质细胞Kir4.1可能参与CM发生发展的病理生理过程。
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Abstract Objective: To observe the expression changes of inwardly rectifying potassium channel 4.1 (Kir4.1) 
in the trigeminal nucleus caudalis (TNC) of chronic migraine (CM) mouse models and explored its role in CM. 
Methods: Male C57BL6/J mice were randomly assigned using a random number table to the three groups: Saline 
control (CON) group, CM group, and frequent chronic migraine (FCM) group (n  = 15 per group). CM models 
(injection of NTG on alternate days) and FCM models (injection of NTG daily) were established via repeated 
nitroglycerin (NTG) injections. In Aldh1/1-CreERT2 male mice obtained after breeding with astrocytic Kir4.1 
overexpression or knockdown in the TNC, repetitive NTG injections were administered to establish the CM 
mice model, with baseline pain thresholds assessed by 50% mechanical withdrawal threshold (50% MWT) 
and periorbital head withdrawal threshold (HWT). The expression of calcitonin gene-related peptide (CGRP), 
c-Fos, and Kir4.1 was detected via immunofluorescence. Results: Compared to CON group, FCM and CM mice 
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偏头痛是一种常见的慢性神经血管性脑部疾

病，是世界上较为普遍且具有较高致残性的神经系

统疾病之一 [1]，其典型特征是反复发作的严重头痛、

恶心、呕吐、畏光、畏声以及其他不同的身体、精神

和心理体征和症状，持续4～72小时，往往使人失能 [2]。

偏头痛的经济和社会影响是巨大的，严重影响病人的

生活质量并损害工作、社交活动和家庭生活 [1~4]。抗

偏头痛药物的疗效和耐受性成效有限，其中最主要

的原因在于偏头痛复杂的多因素发病机制 [5]。

目前慢性偏头痛 (chronic migraine, CM) 的病

理生理发生机制尚不完全清楚，其中三叉神经血管

系统、中枢敏化和神经源性炎症等在 CM 的演变机

制中可能起着重要作用 [6~9]。中枢敏化主要表现为

三叉神经血管系统二级神经元三叉神经脊束核尾部

(trigeminal nucleus caudalis, TNC)和三级神经元（丘脑）

的感觉神经元兴奋性和突触可塑性增加 [2]，其中星

形胶质细胞参与从急性疼痛到慢性疼痛的转变以及

慢性疼痛的维持 [10]。

星形胶质细胞是脑内最丰富的神经胶质细胞，

对维持正常的脑功能至关重要 [11]，与脑部疾病的发

病机制和治疗密切相关。胶质纤维酸性蛋白 (glial 
fibrillary acidic protein, GFAP) 被认为是星形胶质细

胞激活的重要生物标志物 [12]。星形胶质细胞的周

围突起与突触前神经末梢、神经元的突触后膜组成

“三联突触”[13]，这对于维持离子和水的稳态、分

泌一系列神经活性物质调节神经元的兴奋性十分重

要 [14]。关于离子通道在偏头痛发病机制中的重要性，

过去几十年里引起了科研人员和相关领域学者的关

注 [15]。由Kcnj10编码的内向整流钾通道 4.1 (inwardly 
rectifying potassium channel 4.1, Kir4.1) 在脑星形胶

质细胞中高度表达，介导星形胶质细胞的空间 K+

缓冲作用 [16,17]。Kir4.1 的激活通过降低细胞外 K+ 和

谷氨酸来降低神经元的兴奋性，并减弱脑源性神经

营养因子的表达 [11]。既往也有研究表明，星形胶质

细胞 Kir4.1 的条件敲除抑制了星形胶质细胞关键的

功能，包括细胞外 K+ 缓冲和谷氨酸再摄取，导致

细胞兴奋性增加和突触增强 [18]，因此，多项研究表

明 Kir4.1 的功能丧失或表达降低与多种神经退行性

疾病有关，包括抑郁障碍 [19,20]、癫痫 [21]、帕金森病

和神经病理性疼痛 [22] 等。

本研究主要探索星形胶质细胞 Kir4.1 在 CM
小鼠 TNC 的表达及作用。在急性偏头痛向慢性偏

头痛的转归过程中，可能存在 TNC 星形胶质细胞

Kir4.1 表达的减少，能够导致星形胶质细胞激活，

从而导致 CM 模型小鼠出现中枢敏化。本研究将为

CM 中枢敏化机制提供新的理论基础，为 CM 的未

来有效治疗寻找新的靶点。

方    法

1. 实验材料

实验动物：SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 45 只、

SPF 雌性 C57BL/6J 小鼠 6 只，8～9 周龄，购自北

京斯贝福生物技术有限公司；Aldh1/1-CreERT2 小

鼠（简称 cre 小鼠，品系背景：C57BL/6J，传代方案：

阳性与野生型互配），由 Cyagen 公司提供成年雄性

与雌性（均处于最佳生育期）小鼠各 2 只，自行繁

育后获得 8～9 周龄 cre 雄性小鼠 72 只。所有小鼠

饲养在环境温度 22～24℃，湿度 45%～60%，12 h
光/暗循环的环境中，保证小鼠能够自由摄取食物和

水，且提供 1 周的适应期后用于实验。本研究已获

得中国人民解放军总医院动物保护与使用委员会的

审核，并严格遵循《实验动物管理条例》的相关规定。

主要仪器及耗材：von Frey 纤毛机械刺激针

套件 (Aesthesio)；冰冻切片机 (CM1950, Leica)；
3DHISTECH（DX12，斯瑞缔）；Thermal Cycler (2720, 
applied biosystems)；10 μl 微量注射器（7653-01, 汉
密尔顿）；水平校准调节器（69131，瑞沃德）；垂

直层流洁净工作台 (HCB-1300V, Haier) ；Gel Image 
System (TANON-1600, Tanon)；电泳仪（DYY-6C
型，北京六一）。

主要试剂：硝酸甘油（规格：10 mg/支，北京

益民药业有限公司，产品编号：H11020289）；2, 2, 2-
三溴乙醇（Sigma-Aldrich，产品编号：T48402）；

2-甲基-2-丁醇（Sigma-Aldrich，产品编号：152463）；

多聚甲醛（阳光英锐，产品编号：C200101）；兔

源 CGRP（Cell Signaling Technology，产品编号：

#14959）；兔源 Kir4.1（Alomone Labs，产品编号：

showed lower pain thresholds and increased CGRP and c-Fos expression in the TNC, along with reduced 
Kir4.1 levels. Kir4.1 overexpression decreased CGRP expression in the TNC and the 50% MWT and HWT 
was significantly increased, while Kir4.1-knockdown group has the opposite effect. Conclusion: Astroglial 
Kir4.1 in the TNC may be involved in the pathophysiology of chronic migraine.
Keywords chronic migraine; Kir4.1; central sensitization; trigeminal nucleus caudalis; astrocytes
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APC-035）；兔源 c-Fos（Cell Signaling Technology，
产品编号：2250T）；鼠源 GFAP 抗体（Cell-Sign-
alingTechnology，产品编号：3670S）；Alexa Fluor 
594 标记山羊抗兔 lgG 二抗（Abcam，产品编号：

ab150080）； Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 lgG 二

抗（Abcam，产品编号：ab150077）；Alexa Fluor 594
标 记 山 羊 抗 鼠 lgG 二抗（Abcam，产品编号：

ab150128）；快速封闭液（免洗）（阳光英锐，

产品编号：C200501）；蛋白质印迹检测试剂盒

(Vazyme, SuperFemto ECL Chemiluminescence Kit, 
E423-02)；山羊抗兔 IgG (HRP)（Abcam，产品编

号：Ab672）；一步法鼠基因型鉴定试剂盒（诺唯

赞，产品编号：PD-101-01）；他莫昔芬（Sigma- 
Aldrich， 产 品 编 号：T5648）；rAAV-GfaABC1D-
DIO-mkcnj 10-P2A-EGFP (Brain Case); rAAV-GfaAB-
C1D-DIO-EGFP (Brain Case); rAAV-GfaABCID-DIO-
EGFP-5'miR-30a-shRNA(mkcnj10)-3'miR-30a-WPREs 
(Brain Case); rAAV-GfaABCID-DIO-EGFP-5'miR-30a-
shRNA (Scramble)-3'miR-30a-WPREs (Brain Case)。

2. 实验方法

（1）CM 小鼠模型的建立及实验设计

实验一：使用国际公认的 CM 动物模型，即

反复隔日腹腔注射硝酸甘油 (nitroglycerin, NTG) 建
立 CM 小鼠模型 [23]，称为慢性偏头痛组 (chronic 
migraine group, CM)；由于注射生理盐水 (normal 
saline, NS) 和 NTG 溶剂（6% 丙二醇、6% 乙醇和

NS）的小鼠之间未观察到机械阈值的显著差异 [23]，

本实验使用小鼠腹腔注射 NS 建立空白对照组 (con-
trol group, CON)；为了更加明确观察到小鼠模型的

相关目的蛋白表达量的差异，本实验中增加频发慢

性偏头痛组 (frequent chronic migraine group, FCM)，

即反复每日腹腔注射 NTG 建立 FCM 小鼠模型。具

体操作：将 NTG (5 mg/ml) 用 NS 将其浓度稀释至

1 mg/ml， 并将 C57BL/6J 小鼠随机分为 3 组 (n  = 9)，
所有实验药物均以 10 ml/kg 的体积给药。CM 组和

CON 组每隔 1 日接受 1 次 NTG 或等量的 NS 注射，

实验共 9 天注射 5 次（第 1、3、5、7、9 天进行

NTG 或 NS 腹腔注射）；FCM 组小鼠每日进行 NTG
腹腔注射，共 9 天；三组小鼠分别在实验第 1、3、
5、7、9 天注射 NTG 或 NS 前 30 min 检测机械痛阈，

于第 9 天腹腔注射药物后的 2 h 处死各组小鼠，并根

据后续实验需求分别使用磷酸盐缓冲液 (phosphate-
buffer solution, PBS)或4%多聚甲醛 (paraformaldehyde, 
PFA)进行灌注后分离出TNC组织用于下一步实验。

造模流程见图 1。
实验二：CM 及 CON 小鼠模型建立方法同

实验一。具体操作：向使用他莫昔芬 (tamoxifen, 
TAM) 腹腔注射后的 cre 小鼠 TNC 脑区注射过表达

Kir4.1 腺相关病毒及其载体（见图 2A），分别建立

过表达 Kir4.1 组及其对照组，病毒表达 3 周后的上

述两组小鼠通过反复腹腔注射 NTG 或 NS 分为 4 组

(n  = 9)：过表达 Kir4.1 + 慢性偏头痛组 (Hkir4.1 +
CM)、过表达 Kir4.1 + 空白对照组 (Hkir4.1 + CON)、
过表达 Kir4.1 对照组 + 慢性偏头痛组 (Hkir4.1CON +
CM)、过表达 Kir4.1 对照组 + 空白对照组 (Hkir4.1 
CON + CON)，见图 2B。同样地，向使用 TAM 腹

腔注射后的 cre 小鼠 TNC 脑区注射敲低 Kir4.1 腺

相关病毒及其载体分别建立敲低 Kir4.1 组及其对照

组，病毒表达 3 周后的上述两组小鼠通过反复腹腔

注射 NTG 或 NS 分为 4 组 (n  = 9)：敲低 Kir4.1 + 慢
性偏头痛组 (Lkir4.1 + CM)、敲低 Kir4.1 + 空白对照

组 (Lkir4.1 + CON)、敲低 Kir4.1 对照组 + 慢性偏头

图 1 实验流程图

Fig. 1 Flow chart of the experimental outline
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痛组 (Lkir4.1CON + CM)、敲低 Kir4.1 对照组 + 空
白对照组 (Lkir4.1CON + CON)，见图 2C。各组小

鼠分别在实验第 1、3、5、7、9 天注射 NTG 或 NS
前 30 min 检测机械痛阈，于第 9 天腹腔注射药物后

的 2 h 处死各组小鼠并使用 PFA 进行灌注后分离出

TNC 组织用于下一步实验。

（2）痛阈检测：使用von Frey 纤维丝测量小鼠

50% 机械刺激缩足反射阈值 (mechanical withdrawal 
threshold, 50% MWT) 及 眶 周 机 械 痛 阈 (head with-
drawal threshold, HWT)，具体方法为使用从 0.008 g 至

2 g的纤维丝在每次给药之前，使用上下法 (up-down)
评估小鼠的 50% MWT 及 HWT 阈值，并同时记录

下反应模式和最终von Frey 纤维丝重量之后，使用

https://bioapps.shinyapps.io/von_frey_app/上的算法计

算机械阈值。每次检测前均需在检测装置上预适应

30 min，且每次正式实验前均需提前连续适应痛阈

检测过程 3 天。检测 MWT 时，小鼠被放置在一个

金属网格高架上的透明罩中，von Frey 纤维丝垂直于

后爪底（所有小鼠固定一侧）表面并停留 5 s 以上，

若在刺激期间或刺激移除后表现出迅速的小鼠缩爪、

颤动、抬起或舔舐，计为X，否则为O。检测HWT时，

小鼠被放置在一个直径为 5 cm、高 30 cm 的小圆盘

上，von Frey 纤维丝垂直于小鼠同一侧下眼睑到面部

中线区域并停留 5 s 以上，若小鼠用同侧爪有力地搔抓

脸部或缩头躲避刺激，计为 X，否则为 O。每次测试

时间固定在每日同一时间点（即 8:00 至 18:00）。

（3）样本采集：使用 1.25% 阿氟汀腹腔注射麻

醉小鼠，酒精消毒后暴露出心脏，剪破右心耳后灌

注 4% PFA。灌注速度先快后慢，直到观察到流出

的液体变澄清，且肝脏完全失血，随后将小鼠断颈，

剥离脑组织，将其转移到含有 15% 和 30% 蔗糖溶

液中进行梯度脱水。组织沉底后使用包埋剂进行包

埋以备后续分析。

（4）立体定向腺相关病毒注射：Aldh1/1- 
CreERT2 小鼠是利用转基因技术构建，可以在大部

分星形胶质细胞中观察到 cre 酶活性的表达，只有

在 cre 酶存在的情况下，AVV-DIO 系统才能切除

STOP 序列来发挥过表达目的基因 mkcnj10 的作用

从而可以调控 Kir4.1 的表达。使用立体定位仪靶向

TNC 脑 区 注 射 rAAV-GfABCID-DI0-mkcnj10-P2A-
EGFP 和其载体 rAAV-GfaABC1D-DIO-EGFP，分为

过表达 Kir4.1 组及其对照组，rAAV-GfABC1D-DIO-
EGFP-5'miR-30a-shRNA(mkcnj10)-3'miR-30a-
WPRES 和其载体 rAAV-GfaABCID-DIO-EGFP-5'miR- 
30a-shRNA(Scramble)-3'miR-30a-WPREs，分为敲低

Kir4.1 组及其对照组。

首先使用 1.25% 阿氟汀腹腔注射麻醉小鼠，之

后准备异氟烷小鼠面罩维持一定浓度确保小鼠一直

处于麻醉状态；将小鼠头部固定在立体定位仪上并

保证操作过程中不移位，头部酒精消毒后切开头皮，

找到 bregma 后调零；参照既往研究及预实验，坐

标为 AP -6.15 mm，ML±1.60 mm，DV 5.10 mm（向

操作者倾斜 18°），在坐标所在确定的颅骨注射点

上使用微型电钻打孔，使用 10 μl 微量注射器，将

目标病毒或其空载病毒缓慢注入到打孔处，注射速

度为 30 nl/min，在注射完成后，停留 10 min，缓慢

抽出微量注射器，将小鼠放置在 37℃保温及安静的

环境中，期间为小鼠提供正常生理需要的条件，密

切观察小鼠的生理状态。

（5）cre 阳性小鼠的构建与检测：Aldh1/1- 
CreERT2 小鼠与 C57BL/6J 小鼠合笼（雄 : 雌 =1:2）
生下的小鼠，在其出生后 7～12 天时按序剪掉鼠爪

趾尖组织 (< 5 mm) 进行编号及鉴定。首先将裂解

液、蛋白酶 K 与小鼠组织混匀，放入 55℃金属浴中

25 min、95℃金属浴中 5 min；之后配置 DNA 扩增

体系，将其与组织液混匀，按程序进行 PCR 扩增，

使用 Gel Image System 显影，cre 阳性雄性小鼠留作

下一步实验用，cre 阳性雌性小鼠至育龄期后可继

续用于繁育。

（6）组织免疫荧光染色 (immunofluorescence, 
IF)：最后一次硝酸甘油或 NS 给药后 2 h，经 4% 
PFA 灌注后分离出的小鼠 TNC 脑区，使用 OCT 包

埋后放至低温切片机冠状位切片，制成 30 μm 厚

的 TNC 组织冷冻切片。使用快速封闭液在室温下

封闭 15 min，将切片与快速封闭液稀释的一抗在

4℃下孵育过夜，包括 Kir4.1 (1:400)、CGRP (1:400)、
c-Fos (1:1000)。用含 Tween-20 磷酸盐缓冲液

(phosphate-buffered saline with tween 20, PBST) 清洗

3 次后，在室温下用封闭液稀释的二抗 (1:1000) 孵
育 2 h，PBST 清洗后 DAPI 封片。使用全景扫描

仪自动成像，ImageJ 软件计算蛋白免疫荧光平均

强度。

（7）蛋白质免疫印迹实验 (Western blot, WB)：
最后一次硝酸甘油或 NS 给药后 2 h，经 PBS 灌注

后的分离出的小鼠 TNC 脑区使用 RIPA（P0013B 碧
云天）+ 蛋白酶抑制剂进行蛋白裂解，采用 BCA 法

及标准曲线计算样品蛋白浓度，之后进行稀释及蛋

白变性。取 30 μg/孔蛋白样品上样，将 FuturePAGETM 
4-20% 12 孔预制凝胶电泳分离后，电转 (350 mA)
至 PDVF 膜，转膜后用 5% 胎牛血清 (bovine serum 
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图 2 调控 Kir4.1 的表达后建立 CM 和 CON 小鼠模型流程图

 (A) Aldh1/1-CreERT2 小鼠注射 TAM 表达 5 天后行立体定位注射；(B) Kir4.1 过表达及其载体对照组 CM 小鼠造

模流程图；(C) Kir4.1 敲低及其载体对照组 CM 小鼠造模流程图

Fig. 2 Flow chart of establishing CM and CON model mice after regulating Kir4.1 expression
 (A) After injecting TAM to induce expression for 5 days in Aldh1/1-CreERT2 mice, perform stereotactic injection; (B) 

Flow chart for Kir4.1 overexpression and vector control CM mice; (C) Flow chart for Kir4.1-knockdown and vector 
control CM mice.
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albumin, BSA) 在 37℃ 封闭 2 h 后加入相应一抗兔

抗 Kir4.1 1:1000 在 4℃下孵育过夜。TBST 漂洗 3
次，每次 10 min。加入相应二抗 (1:5000) 37℃孵育

2 h。TBST 漂洗 3 次，每次 10 min。将蛋白质印迹

检测试剂盒 (Vazyme, SuperFemto ECL Chemilumi-
nescence Kit, E423-02) 显影液 A、B 液按 1:1 的比例

混合，现用现配，将 PVDF 膜浸泡在显影液中，并

使用成像系统（Tanon-5200，中国）进行曝光拍照。

将 GADPH 条带作为参照条带，使用 ImageJ 软件对

得到的条带进行定量分析，比较各组灰度值的相对

信号密度。

3. 统计学分析

本研究中所有实验操作和数据分析均由不知

晓实验分组情况的研究人员执行。样本量根据既往

经验确定，所有样本均为生物学重复。统计分析使

用 SPSS 27.0 软件 (IBM Analytics, Armonk, NY, USA)
和 GraphPad Prism version 6.0 软件 (GraphPad Software 
Inc., San Diego, CA, USA)。行为学数据的分析则采

用双向重复测量方差分析 (two-way repeated-measures 
ANOVA)。多组间比较采用单因素方差分析 (one-way 
analysis of variance ANOVA) 进行统计分析，随后采

用 Dunnett's t 检验事后分析。结果以均数±标准误

( x±SEM) 表示，P < 0.05 认为差异有统计学意义。

结    果

1. 反复注射 NTG 导致小鼠痛觉敏化及 CGRP、
c-Fos 表达增加

为了评估反复 NTG 注射是否能够成功诱导 CM
模型，使用von Frey 纤维丝检测 FCM 组、CM 组和

CON 组小鼠在第 1、3、5、7、9 天给药前的 MWT
及 HWT 阈值的变化。FCM 组和 CM 组小鼠分别在

给予 9 次、5 次等量 NTG 后，基础机械痛阈值均呈

下降趋势：CM 组在第 3、5、7、9 天的痛觉阈值均

显著低于 CON 组（后爪底：3 d P = 0.003，5 d、7 d、
9 d P < 0.001； 眶周：3 d P = 0.038，5 d、7 d P < 
0.001，9 d P = 0.002），说明 CM 组小鼠出现痛觉

敏化（见图 3A, 3B）；FCM 组在第 3、5、7、9 天

的痛觉阈值均显著低于 CON 组（后爪底：3 d P = 
0.004，5 d、7 d、9 d P < 0.001；眶周：3 d P = 0.019，
5 d、7 d、9 d P  < 0.001），说明 FCM 组小鼠也出

现痛觉敏化（见图 3A, 3B）。

为了确定反复注射 NTG 诱导的痛觉敏化是否

与 CGRP 表达增加相对应，在最后一次给药 NTG
后 2 h 检测 TNC 脑区中 CGRP 表达，IF 结果显示：

与 CON 组相比，CM 组小鼠 TNC 脑区的 CGRP
蛋白平均荧光强度相对密度显著上调 (IF: P  = 
0.03)，FCM 组小鼠 TNC 脑区的 CGRP 蛋白平均

荧光强度相对密度显著上调（IF: P  < 0.001，见图

4A）。

对 CM 组、FCM 组与 CON 组进行 c-Fos 免疫荧

光染色，评估小鼠 TNC 脑区的神经元活动水平。结

果发现，CM 组 TNC 脑区神经元激活水平与 CON
组小鼠相比激活有增加 (P < 0.001)，FCM 组 TNC
脑区神经元激活水平与 CON 组小鼠相比激活有增

加（P < 0.001，见图 4B）。

图 3 CON 组、CM 组和 FCM 组小鼠的机械痛阈 (n  = 9, x±SEM )
 (A) 三组小鼠 MWT 阈值比较；(B) 三组小鼠 HWT 阈值比较

 *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，CM 组与 CON 组相比；#P < 0.05，##P < 0.01，###P < 0.001，FCM 组与 CON
 组相比

Fig. 3 Mechanical threshold in mice of the CON, CM, and FCM groups (n  = 9, x±SEM )
 (A) 50% mechanical withdrawal threshold among 3 groups; (B) Head withdrawal threshold among 3 groups
 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, compared between CM group and CON group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, 

compared between FCM group and CON group. 
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2. 反复注射 NTG 导致 TNC 脑区 Kir4.1 蛋白表

达下降

为了检测反复注射 NTG 诱导的 CM 模型小鼠

TNC 脑区中 Kir4.1 表达量，在最后一次给药 NTG 
2 h 后检测 TNC 脑区中 Kir4.1 表达。IF 结果显示：

与 CON 组小鼠相比，CM 组小鼠 TNC 脑区的 Kir4.1
蛋白平均荧光强度显著下降 (P < 0.001)；与 CON 组

小鼠相比，FCM 组小鼠 TNC 脑区的 Kir4.1 蛋白平

均荧光强度显著下降（P < 0.001，见图 5A, 5C）。

WB 结果显示：与 CON 组小鼠相比，CM 组小鼠

TNC 脑区的 Kir4.1 蛋白表达显著下降 (P = 0.037)；
与 CON 组小鼠相比，FCM 组小鼠 TNC 脑区的 Kir4.1

蛋白表达显著下降（P < 0.01，见图 5B, 5D）。

3. 局部过表达 Kir4.1 后 CM 模型小鼠 Kir4.1 和

CGRP 表达及机械阈值变化

如图 6 所示，IF 实验结果表明 Kir4.1 与星形胶

质细胞标志物 GFAP 共表达。

如图 7A 所示，与 Hkir4.1CON + CM 组相比，

Hkir4.1 + CM 组小鼠的 TNC 脑区 Kir4.1 表达明显

增多 (P = 0.0017)，验证靶向 TNC 脑区注射过表达

Kir4.1 及其载体病毒的成功。 
使用免疫荧光验证各组小鼠 TNC 脑区的 CGRP

表达量。与 Hkir4.1 + CON 组相比，Hkir4.1 + CM 组

模型小鼠 CGRP 表达明显增加 (P = 0.025)；与 Hkir4.1 

图 4 CON 组、CM 组和 FCM 组小鼠 TNC 脑区 CGRP 及 c-Fos 的表达

 (A) 左侧为三组小鼠 TNC 脑区 CGRP 免疫荧光染色代表性图像（标尺 = 50 μm），红色荧光标记 CGRP；右侧为

三组小鼠 CGRP 荧光强度分析对比（n  = 3，*P < 0.05，***P < 0.001，与 CON 组相比）；(B) 左侧为三组小鼠

TNC 脑区 c-Fos 免疫荧光染色代表性图像（标尺 = 20 μm），绿色荧光标记 c-Fos；图中下方为上方放大的视野

（标尺 = 100 μm）；右侧为三组小鼠 c-Fos 荧光强度分析对比（n  = 6，***P < 0.001，与 CON 组相比）

Fig. 4 Expression of CGRP and c-Fos in mice of the CON, CM, and FCM groups
 (A) On the left are representative images of CGRP immunofluorescence in the TNC of three groups of mice (scale bar = 
 50 μm), with red fluorescence indicating CGRP; on the right are comparison of CGRP fluorescence intensity in three 

groups of mice (n  = 3, *P < 0.05, ***P < 0.001, compared with CON group) ; (B) On the left are representative images of
 c-Fos immunofluorescence in the TNC of three groups of mice (scale bar = 20 μm), with green fluorescence indicating 

c-Fos; the view below is a magnified field of view of the one above (scale bar = 100 μm); on the right are comparison of 
c-Fos fluorescence intensity in three groups of mice (n  = 6, ***P < 0.001, compared with CON group).
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CON + CM 组相比，Hkir4.1 + CM 组模型小鼠 CGRP
表达明显减少（P = 0.002，见图 7B）。

使用 von Frey 检测 Hkir4.1 + CM 组、Hkir4.1 +
CON 组、Hkir4.1CON + CM 组和 Hkir4.1CON + CON
组小鼠在第 1、3、5、7、9 天给药前 MWT 和 HWT
基础机械阈值变化。Hkir4.1 + CM 组和 Hkir4.1 +
CON 组小鼠分别给予 5 次等量 NTG 或 NS 后，

Hkir4.1 + CM 组在第 5、7、9 天的痛觉阈值均显著低

于 Hkir4.1 + CON 组（后爪底：3 d、5 d P < 0.001，
7 d P = 0.025，9 d P < 0.001；眶周：5 d P = 0.006，
7 d、9 d P < 0.001），提示 Hkir4.1 + CM 组小鼠出

现痛觉敏化（见图 7C, 7D）。HKir4.1 + CM 组和

Hkir4.1CON + CM组小鼠分别给予5次等量NTG后，

Hkir4.1 + CM 组在第 5、7、9 天的痛觉阈值均显著

高于 Hkir4.1CON + CM 组（后爪底：5 d P = 0.003，
7 d P = 0.006，9 d P = 0.008；眶周：5 d P < 0.001，
7 d P = 0.008，9 d P = 0.002），提示 HKir4.1 + CM
组小鼠的痛觉敏化程度较 Hkir4.1CON + CM 组小鼠

减轻（见图 7C, 7D）。

4. Kir4.1 局部敲低及其载体对照组 CM 模型小

鼠的 Kir4.1 和 CGRP 表达及机械阈值变化

如图 8A 所示，与 Lkir4.1CON + CM 组相比，

图 5 CON 组、CM 组和 FCM 组小鼠 Kir4.1 的表达

 (A) 三组小鼠 TNC 脑区 Kir4.1 免疫荧光染色代表性图像（标尺 = 50 μm），红色荧光标记 Kir4.1；(B) 三组小鼠

TNC 脑区 Kir4.1 蛋白代表性条带表达；(C) 三组小鼠 Kir4.1 荧光强度对比；(D) 三组小鼠 TNC 脑区 Kir4.1 蛋白

表达差异（n  = 3，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，与 CON 组相比）

Fig. 5 Expression of Kir4.1 in CON, CM, and FCM groups
 (A) Representative images of Kir4.1 immunofluorescence in the TNC of three groups of mice (scale bar = 50 μm), with 

red fluorescence indicating Kir4.1; (B) Representative bands of Kir4.1 protein expression in the TNC brain region of three 
groups of mice; (C) Comparison of Kir4.1 fluorescence intensity in three groups of mice; (D) Differences in Kir4.1 
protein expression in the TNC among three groups of mice (n  = 3, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, compared with 
CON group).
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Lkir4.1 + CM 组小鼠的 TNC 脑区 Kir4.1 表达减少

(P = 0.03)，验证靶向 TNC 脑区注射敲低 Kir4.1 及

载体病毒的成功。

使用免疫荧光验证各组小鼠 TNC 脑区的 CGRP
表达量。与 Lkir4.1 + CON 组相比，Lkir4.1 + CM
组模型小鼠 CGRP 表达明显增加 (P < 0.001)；与

Lkir4.1CON + CM 组相比，Lkir4.1 + CM 组模型小

鼠 CGRP 表达明显增加（P = 0.03，见图 8B）。

使用 von Frey 检测 Lkir4.1 + CM 组、Lkir4.1 +
CON 组、Lkir4.1CON + CM 组和 Lkir4.1CON + CON 组

小鼠在第 1、3、5、7、9 天给药前 MWT 和 HWT 基础

机械阈值变化。Lkir4.1 + CM 组和 Lkir4.1 + CON 组

小鼠分别给予 5 次等量 NTG 或 NS 后，Lkir4.1 + CM 组

在第 3、5、7、9 天的痛觉阈值均显著低于 Lkir4.1 + 
CON 组（后爪底：3 d、5 d、7 d、9 d P < 0.001；眶

周：3 d P = 0.001，5 d、7 d、9 d P < 0.001），提示

Lkir4.1 + CM 组小鼠出现痛觉敏化（见图 8C, 8D）。

LKir4.1 + CM 组和 Lkir4.1CON + CM 组小鼠分别给

予 5 次等量 NTG 后，Lkir4.1 + CM 组在第 3、7 天

的痛觉阈值均显著低于 Lkir4.1CON + CM 组（后

爪底：3 d P = 0.009，5 d P < 0.001，7 d P = 0.013，
9 d P < 0.001；眶周：3 d P = 0.015，7 d P = 0.019），

提 示 Lkir4.1 + CM 组 小 鼠 痛 觉 敏 化 程 度 较

Lkir4.1CON + CM 组小鼠加重（见图 8C, 8D）。

讨    论

在本研究中，通过建立反复腹腔注射 NTG 的

CM 小鼠模型，发现 CM 模型小鼠中 TNC 脑区星形

胶质细胞的 Kir4.1 蛋白明显减少，并且通过局部过

表达或敲除 Kir4.1 的表达验证其可能参与 CM 中枢

敏化的过程；这一结果证实了在 CM 慢性发生发展

过程中，星形胶质细胞 Kir4.1 可能参与 CM 模型小

鼠的中枢敏化机制。

在神经胶质细胞中，Kir4.1 与多种功能有关，

包括细胞外 K+ 稳态、维持星形胶质细胞静息膜

电位、细胞体积调节和促进谷氨酸再摄取等 [24]。

Kir4.1 功能障碍打破细胞外 K+ 稳态，这一功能障

碍与一系列神经系统疾病有关，如抑郁症、癫痫、

神经病理性疼痛等 [18,25]；其中 Kir4.1 参与疼痛期间

的中枢敏化引起了研究者的兴趣，特别是关于其在

星形胶质细胞中的作用 [26]。在 CM 中，谷氨酸持续

释放会导致神经元去极化，从而参与中枢敏化 [27]。

星形胶质细胞特异性的 Kir4.1 功能障碍使星形胶质

图 6 Kir4.1 过表达及其载体对照组 CM 模型小鼠 GFAP 与 Kir4.1 共定位

 各组小鼠 TNC 区 GFAP（红色）、Kir4.1（自带绿色荧光）和 DAP1（蓝色）免疫荧光共定位染色的代表性图像（标 
尺 = 2 μm）

Fig. 6 Co-localization of GFAP and Kir4.1 in CM Model mice with Kir4.1 overexpression and vector control 
 Immunofluorescence staining shows GFAP (red), Kir4.1 (green), and DAPI (blue). Scale bar = 2 μm
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图 7 Kir4.1 过表达及其载体对照组 CM 模型小鼠的 Kir4.1、CGRP 表达及痛阈检测

 (A) 左侧为四组小鼠 TNC 脑区 Kir4.1 免疫荧光代表性图像（标尺 = 50 μm），红色荧光标记 Kir4.1；右侧为四组

模型小鼠 Kir4.1 荧光强度对比；(B) 左侧为四组小鼠 TNC 脑区 CGRP 免疫荧光代表性图像（标尺 = 50 μm），红

色荧光标记 CGRP；右侧为四组模型小鼠 CGRP 荧光强度对比（n  = 3，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001）；(C)
四组小鼠 MWT 阈值检测；(D) 四组小鼠 HWT 阈值检测（n  = 9，#P < 0.05，##P < 0.01，###P < 0.001，HKir4.1 + CM
组与 HKir4.1 + CON 组相比；**P < 0.01，***P < 0.001，HKir4.1 + CM 组与 HKir4.1CON + CM 组相比）

Fig. 7 Detection of Kir4.1 expression, CGRP expression, and mechanical threshold in CM model mice with Kir4.1 
overexpression and vector control

 (A) On the left are the representative images of Kir4.1 immunofluorescence in the TNC region of four groups of mice (scale 
bar = 50 μm), with Kir4.1 labeled in red; on the right is the comparison of Kir4.1 fluorescence intensity among the four 
groups; (B) On the left are the representative images of CGRP immunofluorescence in the TNC region of four groups of 
mice (scale bar = 50 μm), with CGRP labeled in red; on the right is the comparison of CGRP fluorescence intensity among 
the four groups (n  = 3, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001); (C) 50% mechanical withdrawal threshold in four groups 
of mice; (D) Head withdrawal threshold in four groups of mice (n  = 9, #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, compared between

 HKir4.1 + CM group and HKir4.1 + CON group; **P < 0.01, ***P < 0.001, compared between HKir4.1 + CM group and 
HKir4.1CON + CM group).

细胞膜电位去极化，并减少谷氨酸再摄取 [22,28]；这

表明星形胶质细胞 Kir4.1 可能参与神经病理性疼痛

的发生机制 [22]。最近一项关于 Kir4.1 与疼痛的报

道描述星形胶质细胞 Kir4.1 功能障碍驱动雄性大鼠

持续炎症性面部疼痛 [29]，但目前关于星形胶质细胞

Kir4.1 是否参与 CM 的发生发展还未见描述。

50 μm

50 μm
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图 8 Kir4.1 局部敲低及其载体对照组 CM 模型小鼠的 Kir4.1 表达、CGRP 表达及痛阈检测

 (A) 左侧为四组小鼠 TNC 脑区 Kir4.1 免疫荧光代表性图像（标尺 = 50 μm），红色荧光标记 Kir4.1，右侧为四组

模型小鼠 Kir4.1 荧光强度对比；(B) 左侧为四组小鼠 TNC 脑区 CGRP 免疫荧光代表性图像（标尺 = 50 μm），红

色荧光标记 CGRP，右侧为四组模型小鼠 CGRP 荧光强度对比（n  = 3，*P < 0.05，***P < 0.001）；(C) 四组小

鼠 MWT 阈值检测；(D) 四组小鼠 HWT 阈值检测（n  = 9，##P < 0.01，###P < 0.001，LKir4.1 + CM 组与 LKir4.1 + 
CON 组相比；*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，LKir4.1 + CM 组与 LKir4.1CON + CM 组相比）

Fig. 8 Detection of Kir4.1 expression, CGRP expression, and mechanical threshold in CM model mice with Kir4.1-knockdown 
and vector control

 (A) On the left are the representative images of Kir4.1 immunofluorescence in the TNC region of four groups of mice (scale 
bar = 50 μm), with Kir4.1 labeled in red; on the right is the comparison of Kir4.1 fluorescence intensity among the four 
groups of model mice; (B) On the left are the representative images of CGRP immunofluorescence in the TNC region of 
four groups of mice (scale bar = 50 μm), with CGRP labeled in red; on the right is the comparison of CGRP fluorescence

 intensity among the four groups of model mice (n  = 3, *P < 0.05, ***P < 0.001); (C) 50% mechanical withdrawal thresh-
old in four groups of mice; (D) Head withdrawal threshold in four groups of mice (n  = 9, ##P < 0.01, ###P < 0.001, compared between 
LKir4.1 + CM group and LKir4.1 + CON group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, compared between LKir4.1 + CM 
group and LKir4.1CON + CM group).

本研究首先通过反复腹腔注射 NTG 建立 CM
小鼠模型，与 CON 组小鼠相比，CM 组、FCM 组

小鼠 TNC 区 CGRP 及 c-Fos 表达增加，这验证了

CM 模型建立成功，TNC 参与了 CM 的中枢敏化；

更重要的是，进一步验证星形胶质细胞 Kir4.1 在

CM 模型 TNC 脑区中表达下降。进一步的研究中使

50 μm

50 μm
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用立体定位技术及腺相关病毒调控 Kir4.1 的表达，

Kir4.1 过表达可以缓解 CM 模型小鼠的痛觉过敏，

小鼠眼眶及后足机械疼痛缓解；同时使用免疫荧光

技术观察到过表达 Kir4.1 后 CM 模型小鼠的 CGRP
免疫荧光强度较对照组明显减弱；与此相反地，

TNC 脑区局部敲低 Kir4.1 后增加了 CM 模型小鼠的

痛觉过敏，小鼠眼眶及后足机械疼痛增加；免疫荧

光可以观察到敲低 Kir4.1 后 CM 模型小鼠的 CGRP
免疫荧光强度较对照组明显增加。这些结果提示在

CM 的发生发展过程中，Kir4.1 可能参与其中。

本研究首次在动物模型中发现了星形胶质细

胞 Kir4.1 可能参与 CM 中枢敏化。但本研究仍存

在以下不足之处：①局部敲低 Kir4.1 的实验小鼠，

免疫荧光染色中未呈现 Kir4.1 与星形胶质细胞标志

物 GFAP 共染的现象；②靶向调控后 CM 模型小鼠

未用 WB 进行半定量验证，在接下来的研究中将完

成；③在验证 Kir4.1 在 CM 中的作用时，只停留在

靶向调控 Kir4.1 的表达，未进一步探索星形胶质细

胞 Kir4.1 在 CM 中具体的发生发展机制。

综上所述，本研究为 Kir4.1 成为 CM 潜在的发

生发展机制提供了理论依据，验证 Kir4.1 可能成为

CM 中的潜在治疗靶点价值。但星形胶质细胞如何

调节 Kir4.1 参与 CM 的发生发展机制还需更深入的

研究来验证。 
利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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