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垂体腺苷酸环化酶激活肽缓解紫杉醇诱发周围神经
病变小鼠模型的疼痛效应及机制研究 * 
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摘 要 目的：探讨垂体腺苷酸环化酶激活肽 (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide, PACAP)
缓解紫杉醇 (paclitaxel, PTX) 诱发周围神经病变 (paclitaxel-induced peripheral neuropathy, PIPN) 小鼠模

型的疼痛效应及机制。方法：细胞实验：收集 8 只 C57BL/6J 小鼠的背根神经节 (dorsal root ganglion, 
DRG) 组织进行原代培养，根据给药方式不同，分为对照组 (Vehicle)、PTX 组 (PTX)、PACAP 给药组

 (PTX + PACAP)，试剂盒检测各组原代 DRG 细胞内活性氧 (reactive oxygen species, ROS)、线粒体膜电位 
(mitochondrial membrane potential, MMP)。动物实验：采用随机数表法将小鼠分为四组：对照组 (Vehicle)、
PTX 组 (PTX)、低剂量 PACAP 治疗组 [PTX + PACAP (30 μg/kg)] 和高剂量 PACAP 治疗组 [PTX + PACAP 
(100 μg/kg)] ，每组 15 只。PTX 组腹腔注射累计剂量为 32 mg/kg 的 PTX 进行造模，PACAP 治疗组在

PTX 造模基础上分别腹腔给予累计剂量为 300 μg/kg 或 1000 μg/kg 的 PACAP。Vehicle 组在相应时间点

注射对应溶剂。于 PTX 注射前 1 天、第 7、14 天测量小鼠体重、50% 机械刺激缩足反射阈值 (50% 
mechanical withdrawal threshold, 50% MWT)、热缩足反射潜伏期 (thermal withdrawal latency, TWL) 、
冷板反应潜伏期、试剂盒检测 DRG 组织内丙二醛 (malondialdehyde, MDA) 含量、超氧化物歧化酶

 (superoxide dismutase, SOD) 活性、电镜观察 DRG 组织线粒体形态、Western blot 检测 DRG 组织

PGC-1α、HO-1 蛋白表达。结果：细胞实验：与 Vehicle 组相比，PTX 组原代 DRG 细胞 ROS 含量增

多 (P < 0.01)，MMP 下降 (P < 0.01)；与 PTX 组相比，PTX + PACAP 组原代 DRG 细胞 ROS 含量减少 
(P < 0.01)、MMP 上升 (P < 0.01)。动物实验：PACAP、PTX 均不能明显影响各组小鼠体重；与 Vehicle
组相比，PTX 组小鼠出现机械、热、冷痛觉过敏 (P < 0.01)，DRG 组织 MDA 含量增多 (P < 0.01)、SOD 活性

降低 (P < 0.01)、异常形态线粒体增多、PGC-1α 表达量减少 (P < 0.01)、HO-1 表达量增加 (P < 0.01)；与

PTX 组相比，PTX + PACAP (30 μg/kg) 组无明显效果，而 PTX + PACAP (100 μg/kg) 组小鼠机械、热、

冷痛觉过敏均有所改善 (P < 0.05)，DRG 组织中 MDA 含量减少 (P < 0.01)，SOD 活性增加 (P < 0.01)，
线粒体形态有所改善，PGC-1α 和 HO-1 蛋白表达水平升高 (P < 0.01)。结论：PACAP 能有效缓解 PTX
诱发的小鼠 PIPN，其机制可能与抑制氧化应激、保护线粒体功能有关。
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Abstract Objective: To investigate the analgesic effect and mechanism of pituitary adenylate cyclase-activating 
polypeptide (PACAP) in a mouse model of paclitaxel-induced peripheral neuropathy (PIPN). Methods: Cell 
experiment: Dorsal root ganglion (DRG) tissues were harvested from 8 C57BL/6J mice and processed for primary 
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culture establishment. According to the way of administration, they were divided into Vehicle group, PTX group, 
and PTX + PACAP group. The intracellular reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane potential 
(MMP) of the DRG in each group were detected using test kits. Animal experiments: Mice were divided into 
four groups by the random number table method: Control group (Vehicle group), paclitaxel group (PTX group), 
low-dose PACAP treatment group [PTX + PACAP (30 μg/kg)], and high-dose PACAP treatment group [PTX + 
PACAP (100 μg/kg)], with 15 mice in each group. For the animal model establishment, the PTX group received 
intraperitoneal (i.p.) injections of PTX at a cumulative dose of 32 mg/kg. Based on this PTX-induced model, 
the PACAP treatment groups were further administered PACAP via intraperitoneal injection at cumulative doses 
of 300 μg/kg or 1000 μg/kg, respectively. The Vehicle group was injected with the corresponding solvent at the 
corresponding time point. Body weight, 50% mechanical withdrawal threshold (50% MWT), thermal withdrawal 
latency (TWL), and cold plate response latency were measured at -1 day, 7 days, and 14 days after paclitaxel 
injection. Malondialdehyde (MDA) content and superoxide dismutase (SOD) activity in DRG tissues were also 
determined using test kits. The morphology of mitochondria in DRG tissues were observed by electron microscopy. 
The expression of PGC-1α and HO-1 protein in DRG tissue was detected by Western blot. Results: Cell 
experiment: Compared with the Vehicle group, ROS content in primary DRG cells of PTX group increased
(P < 0.01), and MMP decreased (P < 0.01). Compared to the PTX group, the PTX + PACAP group demonstrated 
reduced ROS levels (P < 0.01) and elevated MMP (P < 0.01) in primary DRG cells. Animal experiments: PACAP 
and PTX did not significantly change the body weight of mice in each group. Compared with the Vehicle group, 
the mice in the PTX group showed mechanical, thermal, and cold pain hypersensitivity (P < 0.01), increased 
MDA content  (P < 0.01), decreased SOD activity (P < 0.01), increased abnormal mitochondria, decreased
PGC-1α expression (P  < 0.01), and increased HO-1 expression (P  < 0.01) in DRG tissues. Compared with 
PTX group, there was no significant effect in PTX + PACAP (30 μg/kg). PTX + PACAP (100 μg/kg) showed 
improved mechanical, thermal, and cold hyperalgesia (P < 0.05), decreased MDA content (P < 0.01), increased 
SOD activity (P < 0.01), improved mitochondrial morphology, and increased the protein expression levels of 
PGC-1α and HO-1 (P < 0.01) in DRG tissues. Conclusion: PACAP can effectively relieve PIPN induced by 
paclitaxel in mice, and the mechanism may be related to the inhibition of oxidative stress and the protection of 
mitochondrial function.
Keywords pituitary adenylate cyclase-activating peptide; paclitaxel; pain; oxidative stress

在全球范围内，癌症发病率和死亡率呈持续上

升态势 [1]。化疗作为癌症治疗的关键手段之一，在

癌症治疗中占据着重要地位。而紫杉醇 (paclitaxel, 
PTX) 作为一种应用广泛的化疗药物，常用于乳腺

癌、卵巢癌以及非小细胞肺癌等多种癌症的治疗 [2~4]。

然而，PTX 的临床应用常伴随严重的不良反应，

其中 PTX 诱导的周围神经病变 (paclitaxel-induced 
peripheral neuropathy, PIPN) 尤为突出，是其剂量限

制性毒性之一。PIPN 主要以感觉症状为临床表现，

包括手指与足趾的麻木感、刺痛感、冷刺激诱导的

感觉功能障碍以及神经病理性疼痛等。这些症状不

仅会对病人的生活质量造成严重影响，还可能致使

治疗过程中断或延迟 [5,6]。目前，临床上虽已采用多

种药物对 PIPN 进行缓解治疗（如加巴喷丁、普瑞

巴林等），但治疗效果仍难以达到理想状态。同时，

这些药物在使用过程中还存在嗜睡、头晕等不良反

应 [7]。鉴于此，深入剖析 PIPN 的发病机制，并积

极开发新型治疗策略，已成为当前医学领域亟待攻

克的关键难题。

垂体腺苷酸环化酶激活肽 (pituitary adenylate 
cyclase-activating polypeptide, PACAP) 作为一种多功

能神经肽，广泛分布于中枢及外周神经系统中，深

度参与神经发育、神经保护、细胞存活等在内的多

种生理与病理过程 [8,9]。大量研究已证实，PACAP
在抗氧化应激领域表现出卓越的效能 [10]。鉴于氧化

应激被公认为多种神经系统疾病的关键病理因素之

一，PACAP 所具备的抗氧化应激特性使其成为极具

潜力的治疗靶点。神经病理性疼痛的发病机制极为

复杂，涉及众多影响因素。近年来，PACAP 在神经

系统中的作用逐渐成为研究热点，然而其在化疗痛

中的具体影响及作用机制仍不明确。过氧化物酶体

增殖物激活受体-γ 共激活因子-1α (peroxisome prolif-
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erator-activated receptor-γ coactivator-1α, PGC-1α) 作为

线粒体生物合成的核心调节因子，可通过激活一系

列转录因子，促进线粒体的生成并维持其正常功能；

同时，PGC-1α 还可调控抗氧化酶的表达，助力机

体抵御氧化应激所导致的损伤 [11,12]。PACAP 能否

通过激活 PGC-1α 信号通路减轻氧化应激、保护线

粒体，进而缓解 PTX 诱发的 PIPN，仍有待深入研

究和验证。

本研究通过构建体外和体内 PIPN 模型，借助

行为学检测手段，系统评估 PACAP 对 PIPN 模型

的镇痛效果。同时，对氧化应激与线粒体相关指标

进行检测，旨在深入探究 PACAP 在缓解 PTX 诱发

的小鼠 PIPN 过程中的具体作用及其潜在机制。为

PTX 诱发的 PIPN 开发新的治疗策略提供理论依据

和实验支持，以改善接受化疗的癌症病人的生活质

量，并提高 PTX 的临床应用效果。

方    法

1. 实验动物和分组

选取 68 只 SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠，7 周龄，

体重 18～20 g，购自广东省医学实验动物中心，动

物生产许可证编号：SCXK (粤) 2022-0002。饲养在

温度 22～24℃、湿度 40%～60% 和 12 h 光暗循环

控制的环境中，可自由获取食物和水。适应性喂养

1 周后用于实验。本研究严格遵守动物实验伦理相

关规定，并已通过深圳灵赋拓普生物科技有限公司

实验动物管理和使用委员会动物伦理审批，伦理审

批号：TOP-IACUC-2024-0107。采用随机数表法将

小鼠随机分为四组：对照组 (Vehicle)、PTX 组、低剂

量 PACAP 治疗组 [PTX + PACAP (30 μg/kg)] 、高剂

量 PACAP 治疗组 [PTX + PACAP (100 μg/kg)]，每

组 15 只。

2. 材料

（1）药物：PTX (HY-B0015, MCE)；PACAP (HY- 
P0221, MCE)。PTX 粉末用 DMSO (HY-Y0320, MCE)、
促凝剂 PEG 300 (HY-Y0873, MCE)、Tween 80 (HY-
Y1891, MCE)、生理盐水 (BL158A, Biosharp) 溶解，

溶解比例为：DMSO:PEG 300:Tween 80:生理盐水 = 
2:8:1:9。PACAP 用生理盐水溶解并稀释。　      

（2）主要试剂：多聚赖氨酸 (A3890401, Thermo
Fisher)；双蒸水（PWL070，美仑生物）；DMEM 基础

培养基 (SH30262.01, HyClone)；胎牛血清（FSP500，
苏州依科赛生物科技股份有限公司）；磷酸盐缓

冲液（PBS, G4202-500ML，塞维尔生物科技有限

公司）；I 型胶原酶 (Collagenase Type I, 17100017, 
Thermo Fisher)；胰蛋白酶 (Trypsin, 27250018, Thermo 
Fisher)；DNA 酶 I（DNase I，D8070，北京索莱宝

科技有限公司）；青链霉素混合液（CM0001-100ML，
山东思科捷生物技术有限公司）；异氟烷（R510-22-
16，瑞沃德生命科技有限公司）；ROS 检测试剂盒；

线粒体膜电位检测试剂盒；RIPA 裂解液；BCA 蛋

白浓度测定试剂盒；MDA 检测试剂盒；SOD 检

测试剂盒；超敏 ECL 化学发光试剂盒（批号分别

为 S0033S、C2003S、P0013B、P0010、S0131S、
S0101S、P0018M，碧云天生物技术公司）；电镜

固定液（G1102-100ML，塞维尔生物科技有限公司）；

无水乙醇（100092183，国药集团化学试剂有限公

司）；丙酮（10000418，国药集团化学试剂有限公

司）；812 包埋剂 (90529-77-4, SPI)；PGC-1α、HO-1
（批号分别为 BYab-00317, CQA1803，华安生物技

术有限公司）；β-actin、HRP 标记的山羊抗兔 IgG
抗体（批号分别为 GB15003、GB23303，武汉赛维

尔生物科技有限公司）。

（3）主要仪器：激光共聚焦显微镜（日本奥林

巴斯，型号 OLYMPUS FV3000）；活细胞工作站、

倒置荧光显微镜（赛默飞世尔科技公司，型号分别

为 EVOS2.0、EVOS M5000）；von Frey 纤维丝（美

国 Danmicglobal 公司，型号 Aesthesio）；多功能酶

标仪（安捷伦科技有限公司，型号 Bio Tek Synergy 
H1）；凝胶图像分析仪（上海天能生命科学有限

公司，型号 Tanon 5200）；超薄切片机（Leica，
型号 Leica UC7）；钻石切片刀（Daitome，型号

Ultra 45°）；透射电子显微镜（HITACHI，型号

HT7800）。

3. 方法

（1）PIPN 小鼠模型的建立：如图 1 所示，在第

0、2、4、6、8、10、12、14 天小鼠腹腔注射累计

剂量为 32 mg/kg 的 PTX 进行造模 [13]，同时在第 1、
3、5、7、9、11、13、15、17、19 天腹腔注射累计

剂量分别为 300 μg/kg、1000 μg/kg 的 PACAP 给予

治疗 [14]。在第 -1、7、14 天进行行为学测试。第 21
天取腰椎 L3~L5 的 DRG 于液氮中速冻、-80℃冰箱

中保存，以便进行后续实验。Vehicle 组注射等体积

生理盐水和助溶剂。

（2）小鼠体重测量：在测量前清洁天平表面。

用双手轻轻捉拿小鼠，将小鼠轻轻放置在天平的称

量盘上，确保小鼠稳定，不四处移动，等待天平读

数稳定时读取数据。每只小鼠重复测量 3 次。

（3）50% 机械刺激缩足反射阈值 (50% mechanical 
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withdrawal threshold, 50% MWT)：按照“up down”
法 [15]，准备 von Frey 纤维丝，这些纤维丝具有不同

的弯曲力。将小鼠放置在金属网格上，让其适应环

境约 30 min，使用 von Frey 纤维丝垂直刺激小鼠的

足底，缓慢用力直到纤维丝微微弯曲，持续 5 s，记

录小鼠右后爪是否出现缩足、舔足等疼痛反应。从

0.4 g 开始给予刺激，若无阳性反应，则更换更大力

度的纤维丝；若出现阳性反应，则更换小一力度的

纤维丝。从出现第 1次阳性反应开始记录，共 6个值，

并计算小鼠 50% MWT。 
（4）热缩足反射潜伏期 (thermal withdrawal latency, 

TWL) ：实验前让小鼠适应实验环境 30 min，以减

少环境因素对实验结果的影响。设定温度为 52℃，

最大反应时间为 20 s。记录小鼠右后爪缩足时间，

每只小鼠进行 3 次实验，间隔时间 5 min，以避免

疼痛敏感性的累积影响。 
（5）冷板反应潜伏期：将小鼠放置在测试环境

中，让其适应环境和测试台，约 30 min，以确保小鼠

在实验开始时处于较为平静的状态。将小鼠放置在冷

板上适应 30 min。将冷板温度设置为 4℃，记录小鼠

从放置到首次出现跳跃、缩足或舔脚的时间，即冷痛

反应潜伏期。每只小鼠重复 3 次，间隔时间 5 min，
最大反应温度为 20 s。

（6）小鼠 DRG 原代培养：将多聚赖氨酸滴加

至激光共聚焦专用培养皿中，37℃孵育 2 h，用双

蒸水清洗并吹干备用。取 8 只 8 周龄 C57BL/6J 小鼠

腰椎 L3~L5 的 DRG 组织，剪碎后用 DMEM 基础培

养基漂洗，再用消化液在 37℃水浴消化 30 min，消

化液由 I 型胶原酶、胰蛋白酶以及 DNA 酶 I 按照一

定的比例溶于 DMEM 基础培养基配制而成，使用

时稀释 10 倍。用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养

基终止消化并用DMEM基础培养基漂洗 3次。最后，

将原代 DRG 细胞悬液重悬于 10% DMEM 完全培养

基中，接种至多聚赖氨酸包被的皿中培养，次日更

换培养基后继续实验。

（7）小鼠原代 DRG 细胞分组及加药处理：将

培养的小鼠原代 DRG 细胞分为 Vehicle 组、PTX 组、

PTX + PACAP 组。PTX 组加入终浓度为 1 μmol/L
的 PTX 孵育 24 h，PTX + PACAP 组加入终浓度为

1 μmol/L 的 PTX 与 1 μmol/L PACAP 共孵育 24 h，
Vehicle 组加入等量溶剂。

（8）小鼠原代 DRG 细胞内 ROS 含量：将小鼠原

代 DRG 细胞按步骤（7）中方法分组及加药处理后，

去除细胞培养液，每皿加入 1 ml 用基础培养基按照

1:1000 稀释，终浓度为 10 μmol/L 的 DCFH-DA 荧

光探针，37℃细胞培养箱内孵育 20 min。用无血

清细胞培养液洗涤细胞 3 次，最后每皿加入 1 ml 
DMEM 完全培养基。通过激光共聚焦显微镜观察

绿色荧光强度。

（9）小鼠原代 DRG 细胞内 MMP 水平：小鼠

原代DRG细胞按步骤（7）中方法分组及加药处理后，

依据既定比例对 JC-1 染液进行稀释，制备 JC-1 染

色工作液。用 PBS 缓冲液对细胞进行洗涤，向每个

培养皿中先加入 1 ml 的无血清培养基，紧接着添加

1 ml 已经按照相应比例稀释好的 JC-1 染色工作液，

混合均匀。然后将细胞置于培养箱内，在 37℃的条

件下孵育 20 min。孵育完成后，用 JC-1 染色缓冲

液对细胞进行 2 次洗涤，洗涤后在每个培养皿中加

入 2 ml 的完全培养基。用特定的激发与发射波长在

激光共聚焦显微镜下观察红色和绿色荧光强度。

（10）各组小鼠 DRG 组织内 MDA 含量、SOD
活性：每组取 6 只小鼠 DRG 组织，加入细胞裂解

液进行冰浴匀浆，离心取上清液，按照碧云天脂质

氧化检测试剂盒以及总 SOD 活性检测试剂盒说明

书检测各组细胞内 MDA 含量、SOD 活性。

（11）透射电镜：每组各取 3 只小鼠，腹腔注

射异氟烷麻醉，采用放血法处死后，迅速取出腰

椎 L3~L5 的 DRG 组织并放入电镜保存液中进行固

定，4℃固定 12 h，使细胞形态和结构稳定。依次用

50%、70%、90%、100% 乙醇对样品进行脱水处理，

图 1 实验流程图

Fig. 1 Flow chart of the experimental outline

Time (days)

Tissue collection

Vehicle/Paclitaxel Saline/PACAP Behavioral test

-1 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 21
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每次 15 min，去除细胞内水分。将脱水后的样品放

入包埋剂中，在 60℃左右聚合固化，使样品形成硬

块。使用超薄切片机将包埋好的样品切成 100 nm 左

右的薄片。将切片放入醋酸铀和柠檬酸铅染液中染

色，将染色后的切片放在透射电镜下观察。

（12）免疫印迹实验：每组取 6 只小鼠 DRG 组

织，加入含 1% 蛋白酶抑制剂的裂解液和适量磁

珠，研磨后按 BCA 蛋白浓度测定试剂盒说明书测

定蛋白浓度。将蛋白样本与 Loading Buffer 混合，

100℃加热 10 min 变性备用。制备 SDS-PAGE 凝胶

并将变性好的蛋白样本和 marker 加载到凝胶加样孔

中，以 80 V 电压过浓缩胶，120 V 电压过分离胶分

离蛋白质。用 400 mA 恒流转膜 60 min，将蛋白质

转移到 PVDF 膜上。5% 脱脂奶粉封闭 2 h。用一抗 
(PGC-1α 1:5000, HO-1 1:2000, β-actin 1:5000) 4℃孵

育过夜，再用二抗（山羊抗兔 IgG 1:5000）室温孵

育 2 h。最后用化学发光液显色，于凝胶图像分析

仪中曝光。Image J 软件分析条带灰度值。

4. 统计学分析

所有数据通过 GraphPad Prism 9.5.1 软件进行

数据统计和数据分析。如果满足正态性和方差齐性，

多组数据组间比较采用单因素或双因素重复测量方

差分析，两两比较采用 Tukey's 检验，不符合正态

分布的数据采用非参数检验，计量资料采用均数 ±

标准误 ( x±SEM ) 表示。P < 0.05 认为差异有统计

学意义。

结    果

1. PACAP 可缓解 PIPN 小鼠痛觉过敏

为研究 PACAP 对 PIPN 小鼠体重的影响以及

镇痛效果，采用体重称和 50% MWT、TWL 及冷

板反应潜伏期等核心痛觉行为学指标检测小鼠体

重以及其对机械性疼痛刺激的敏感性及热刺激和

冷刺激的疼痛反应时长。结果显示，PTX、PACAP
给药对小鼠体重无显著影响（见图 2A）。与 Vehicle
组相比，PTX 组小鼠在第 7、14 天右后爪 50% 
MWT 显著降低（P < 0.01，见图 2B）、TWL（P < 
0.01，见图 2C）和冷板反应潜伏期显著缩短（P < 
0.01，见图 2D）。与 PTX 组相比，PTX + PACAP
(30 μg/kg) 组小鼠各指标无显著改变；而 PTX + 
PACAP (100 μg/kg) 组小鼠在第 7、14 天右后爪 50% 
MWT（P < 0.05，见图 2B）显著升高、TWL（P < 0.01，
见图 2C）和冷板反应潜伏期显著延长（P < 0.01，
见图 2D），提示高剂量 PACAP 对 PIPN 小鼠具有

明确的镇痛作用。

2. PACAP 可减少 PTX 诱导的小鼠原代 DRG
细胞 ROS 含量并提高 MMP 水平

为探究 PACAP 对 PTX 诱导的小鼠原代 DRG
细胞中 ROS 和 MMP 的影响，本研究采用 ROS 及

MMP 试剂盒对小鼠原代 DRG 细胞进行 ROS 含量

和MMP水平检测。研究结果显示，与Vehicle组相比，

PTX 组原代 DRG 细胞 ROS 生成量显著增多（P < 
0.01，见图 3A, 3B）。与 PTX组相比，PTX + PACAP组

细胞内 ROS 含量显著减少（P < 0.01，见图 3A, 3B）。

JC-1 是一种阳离子脂质荧光染料，存在单体和多聚

体两种形式。JC-1 单体发绿色荧光，而 JC-1 多聚

体发红色荧光。当 MMP 降低，JC-1 多聚体从线粒

体中释放，此时发出的红光强度减弱，主要以 JC-1
单体形式存在于细胞质中，并发出绿色荧光。根据

这一特征检测 MMP 的变化。与 Vehicle 组相比，

PTX 组 MMP 显著下降（P < 0.01，见图 3C, 3D）；

与 PTX 组相比，PTX + PACAP 组细胞 MMP 显著

上升（P < 0.01，见图 3C, 3D）。综上所述，PACAP
可通过减少 ROS 并改善 MMP，保护 PTX 诱导的小

鼠原代 DRG 细胞。

3. PACAP 可减轻 DRG 组织氧化应激

为评估 PACAP 对小鼠 DRG 组织氧化应激水

平的影响，本研究对 DRG 组织中氧化应激相关指

标（MDA 含量和 SOD 活性）进行检测。研究结果

表明，与 Vehicle 组相比，PTX 组小鼠 DRG 中氧

化应激标志物 MDA 含量显著增加（P < 0.01，见图

4A）、SOD 活性显著降低（P < 0.01，见图 4B）；

而 与 PTX 组 相 比，PTX + PACAP (30 μg/kg) 组

MDA 含量和 SOD 活性无显著变化。PTX + PACAP 
(100 μg/kg) 组小鼠 DRG 中 MDA 含量显著减少（P < 
0.01，见图 4A），SOD 活性显著升高（P < 0.01，见

图 4B）。表明高剂量 PACAP 对 PIPN 小鼠 DRG 组

织氧化应激具有显著的保护作用。

4. PACAP 可保护 PIPN 小鼠 DRG 组织中线粒

体形态

为探究 PACAP 对 PIPN 小鼠 DRG 组织线粒体

形态的影响，本研究利用透射电子显微镜观察各组

小鼠 DRG 组织中的线粒体形态。电镜下可观察到：

Vehicle 组线粒体呈椭圆形双层膜封闭结构、外膜

光滑完整，内膜折叠嵴部排列整齐、结构完整；而

PTX 组小鼠 DRG 组织线粒体形态发生改变，出现

大量空泡化线粒体，部分线粒体外膜断裂，嵴融合

消失。与 PTX 组相比，PTX + PACAP (30 μg/kg) 组
线粒体形态无变化；而 PTX + PACAP (100 μg/kg) 组
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图 2 PACAP 对各组小鼠体重以及行为学的影响 (n  = 8, x±SEM )
 (A) 各组小鼠在第 -1、7、14 天体重的变化；(B) 各组小鼠在第 -1、7、14 天右后足 50% MWT 变化；(C) 各组小

鼠在第 -1、7、14 天 TWL 变化；(D) 各组小鼠在第 -1、7、14 天冷板反应潜伏期变化
 **P < 0.01，与 Vehicle 组相比；#P < 0.05，##P < 0.01，与 PTX 组相比

Fig. 2 Effects of PACAP on body weight and behavior of mice in each group  (n  = 8, x±SEM )
 (A) Changes in body weight on days -1, 7, and 14 in each group of mice; (B) Changes in 50% MWT of the right hind 

paw on days -1, 7, and 14 in each group of mice; (C) Changes in TWL on days -1, 7, and 14 in each group of mice; (D) 
Changes of the cold plate response latency on days -1, 7, and 14 in each group of mice.

 **P < 0.01, compared with Vehicle group; #P < 0.05, ##P < 0.01, compared with PTX group.

空泡线粒体数量减少、线粒体嵴数量增多（见图 5）。
表明高剂量 PACAP 对 PIPN 小鼠 DRG 组织线粒体

形态具有保护作用。

5. PACAP可增加 PIPN小鼠DRG组织中 PGC-1α、
HO-1 蛋白的表达

为深入探究 PACAP 对 PTX 诱发的小鼠 PIPN
的潜在作用机制，本研究提取各组小鼠的 DRG
组织蛋白进行检测。Western blot 结果显示，与

Vehicle 组相比，PTX 组 PGC-1α 蛋白表达显著减少

（P < 0.01，见图 6A, 6B）、HO-1 蛋白表达显著增加

（P < 0.01，见图 6A, 6C）。与 PTX 组相比，PTX + 
PACAP (30 μg/kg) 组中 PGC-1α 和 HO-1 蛋白表达无

显著变化；而 PTX + PACAP (100 μg/kg) 组 PGC-1α
（P < 0.01，见图 6A, 6B）与 HO-1 蛋白（P < 0.01，
见图 6A, 6C）表达显著增多。表明高剂量 PACAP
可能通过上调 PGC-1α 和 HO-1 蛋白表达，进而促

进线粒体功能恢复和增强抗氧化能力。

讨    论

本研究首次系统地探讨了 PACAP 对 PTX 诱发

的小鼠 PIPN 作用及其潜在机制。研究结果表明，

PACAP 能够显著缓解 PTX 诱发的小鼠 PIPN 症状，

其作用机制可能与抑制氧化应激反应和调节线粒体

功能密切相关。这一发现不仅为 PACAP 在神经保

护和镇痛领域的应用提供了新的证据，还为改善癌

症病人的生活质量提供了潜在的新策略。

PTX 是一种常用的抗癌药物，但其诱发的

PIPN 严重影响病人的生活质量。PIPN 的主要症状

包括机械性、热性和冷性痛觉过敏。其发病机制复

杂，涉及氧化应激、线粒体功能障碍以及神经炎症

等多个方面 [5,16]。本研究采用动物实验系统地评估

了 PACAP 对 PIPN 小鼠的镇痛效果。结果显示，

PIPN 组小鼠表现出明显的机械性、热性和冷性痛

觉过敏，而 PACAP (100 μg/kg) 处理能够显著改善
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这些症状。表明 PACAP 对 PTX 诱发的 PIPN 具有显

著的缓解作用，这与 PACAP 在多种神经损伤动物

模型（如糖尿病周围神经病理性疼痛模型）中镇痛

效果一致 [17]。而低剂量的 PACAP [PTX + PACAP 
(30 μg/kg)] 对 PTX 诱导的小鼠痛觉过敏无明显改善

作用。因此，本研究推测 PACAP 对 PIPN 的治疗效

果具有剂量依赖性。

PTX 诱发的外周神经损伤与氧化应激密切相

关 [18]。氧化应激是指体内 ROS 与抗氧化剂之间的

平衡被打破，导致 ROS 在细胞和组织中过度积累，

进而损伤细胞结构和功能 [19]。首先，本研究在细胞

实验中发现 PTX 可导致原代 DRG 细胞内 ROS 含

量明显增多，提示氧化应激在 PTX 诱发的神经损

伤中可能起到了关键作用。而 PACAP 给药可减少

原代 DRG 细胞 ROS 含量，表明 PACAP 可减轻 PTX
引起的原代 DRG 细胞氧化应激损伤。这一结果与既

图 3 各组小鼠原代 DRG 细胞 ROS 含量与 MMP 水平  (n  = 5, x±SEM )
 (A) 小鼠原代 DRG 细胞中 ROS 生成量 (20×)，标尺 = 100 μm；(B) 经对照组归一化的 ROS 生成量统计图；(C) 

小鼠原代 DRG 细胞 MMP 水平 (20×)，标尺 = 100 μm，红色荧光表示 JC-1 聚集体，绿色荧光表示 JC-1 单体，

MMP = 红色荧光/绿色荧光；(D) MMP 水平统计图

 **P < 0.01，与 Vehicle 组相比；##P < 0.01，与 PTX 组相比

Fig. 3 ROS content and MMP level in primary DRG cells of mice in each group (n  = 5, x±SEM )
 (A) ROS production in mouse primary DRG cells (20×), Scale bar = 100 μm; (B) Statistical diagram of ROS production 

normalized by vehicle group; (C) MMP level of primary dorsal root ganglion neurons in various groups of mice (20×), 
Scale bar = 100 μm; Red fluorescence indicates JC-1 aggregates, Green fluorescence indicates JC-1 monomers, MMP level = red 
fluorescence/green fluorescence; (D) Statistical graph of MMP level. 

 **P < 0.01, compared with Vehicle group; ##P < 0.01, compared with PTX group.
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图 4 小鼠 DRG 组织中氧化应激指标 (n  = 6, x±SEM )
 (A) 经对照组归一化的 DRG 组织中 MDA 的含量统计图；(B) 经对照组归一化的 DRG 组织中 SOD 的活性统计图
 **P < 0.01，与 Vehicle 组相比；##P < 0.01，与 PTX 组相比

Fig. 4 Oxidative stress indexes in DRG tissues of mice (n  = 6, x±SEM )
 (A) Statistical diagram of MDA content in DRG tissues normalized by Vehicle group; (B) Statistical diagram of SOD 

activity in DRG tissues normalized by Vehicle group. 
 **P < 0.01, compared with Vehicle group; ##P < 0.01, compared with PTX group. 

M
D

A 
(μ

m
ol

/m
g)

 (N
or

m
al

iz
ed

)

SO
D

 (U
/m

g)
 (N

or
m

al
iz

ed
)

1

0.5
2

1.0
3

4

5 1.5

0 0

Vehicle PTX PTX + PACAP (30 μg/kg) PTX + PACAP (100 μg/kg)

BA

图 5 透射电镜观察各组小鼠 DRG 组织中线粒体形态 
 各组 DRG 组织中线粒体形态 (12,000×)，标尺 = 500 nm，红色箭头所指为线粒体

Fig. 5 The morphology of mitochondria in DRG tissues was observed by transmission electron microscopy 
 Mitochondrial morphology in DRG tissues (12,000×), Scale bar = 500 nm, the red arrows point to the mitochondria.

Vehicle PTX PTX + PACAP (30 μg/kg) PTX + PACAP (100 μg/kg)

500 nm

图 6 各组小鼠 DRG 组织中 PGC-1α 和 HO-1 蛋白表达水平 (n  = 6, x±SEM )
 (A) 各组小鼠 DRG 组织 PGC-1α、HO-1 蛋白印记图；(B) PGC-1α 蛋白经对照组归一化后的统计图；(C) HO-1 蛋

白经对照组归一化后的统计图
 **P < 0.01，与 Vehicle 组相比；##P < 0.01，与 PTX 组相比

Fig. 6 Protein expression levels of PGC-1α and HO-1 in DRG tissues of mice (n  = 6, x±SEM )
 (A) Representative Western blot images showing the expression of PGC-1α and HO-1 proteins in DRG tissues of each 

group; (B) Statistical diagram of PGC-1α protein normalized by vehicle group; (C) Statistical diagram of HO-1 protein 
normalized by vehicle group.

 **P < 0.01, compared with Vehicle group; ##P < 0.01, compared with PTX group.

PGC-1α 91 kDa

28 kDa

42 kDa

HO-1

β-actin

A

Vehicle PTX

PTX + 
PACAP

 (30 μg/kg)

PTX + 
PACAP

 (100 μg/kg)

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f  

PG
C

-1
α  

(F
ol

d 
of

 c
on

tro
l)

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f  

H
O

-1
 

(F
ol

d 
of

 c
on

tro
l)

0.5
0.5

1.0

1.0

1.5

1.5 2.0

0 0

B C
Vehicle PTX PTX + PACAP (30 μg/kg) PTX + PACAP (100 μg/kg)

2025疼痛6期内文.indd   4332025疼痛6期内文.indd   433 2025/6/18   10:45:412025/6/18   10:45:41



· 434 · 中国疼痛医学杂志 Chinese Journal of Pain Medicine 2025, 31 (6)

往研究中发现的 PACAP 具有抗氧化作用相吻合 [20]，

该结果进一步证实PACAP对神经细胞的保护效应。

MDA 是脂质过氧化的终产物之一，常被用作评估

细胞氧化损伤的指标。而 SOD 是一类重要的抗氧

化酶，能够催化超氧阴离子自由基歧化为过氧化氢

和氧气，从而减少自由基对细胞的损伤。两者常用

于评估机体氧化应激状态 [21]。本研究发现，PTX 组

小鼠 DRG 组织中 MDA 含量升高，而 SOD 活性降

低，表明 PTX 诱导了显著的氧化应激反应。高剂量

PACAP 处理后，小鼠 DRG 组织中 MDA 水平降低，

SOD 活性增强。以上结果表明，PACAP 通过减少

ROS 积累和调节抗氧化酶活性，显著降低了氧化应

激水平，从而减轻了 PTX 诱导的神经细胞损伤。

线粒体是细胞能量代谢和氧化应激反应的核心

细胞器，其功能障碍与神经病理性疼痛密切相关 [22]。

据报道，PACAP 可维持线粒体功能，减少氧化应激

和细胞凋亡，此外，还能提高线粒体的呼吸链效率

并且增加 ATP 合成 [20]。本研究发现，PTX 处理的

原代 DRG 细胞 MMP 水平明显下降，而 PACAP 可

部分恢复 MMP。此外，通过电镜观察发现，PTX
组小鼠 DRG 组织中异常形态线粒体显著增多，而高

剂量 PACAP 处理能够改善线粒体形态。表明 PACAP
可减轻 PTX 诱导的 DRG 线粒体损伤。

PACAP 调控 PGC-1α 鲜见报道。本研究发现，

高剂量 PACAP 能通过增加 PGC-1α 的表达来调节线

粒体功能。PGC-1α 是一种关键的线粒体生物合成

调节因子，其表达增加能够促进线粒体的生物合成

和功能恢复，从而减轻氧化应激损伤 [23]。且在神经

病理性疼痛的背景下，PGC-1α 的表达下调通常与

线粒体功能障碍、氧化应激增加，以及神经细胞损

伤密切相关 [24]。本研究还发现，高剂量 PACAP 显

著提高了 HO-1 蛋白的表达。HO-1 是一种应激反应

蛋白，具有抗氧化和抗炎作用，其表达增加已被证

实可以显著缓解神经病理性疼痛模型中的疼痛超敏

现象。HO-1 的上调可能是机体对氧化应激的一种

代偿反应，而 PACAP 通过增加 HO-1 蛋白表达，进

一步增强了机体的抗氧化能力，减轻了神经细胞的

损伤。这些发现为 PACAP 的神经保护机制提供了

新的视角 [25]。

本研究存在以下不足之处：①本研究虽揭示了

PACAP 对化疗痛有保护作用，仅浅尝辄止探究部分

信号通路。未来需深入研究，如借助基因编辑技术，

构建特定基因敲除或过表达动物模型，明确 PACAP
作用关键靶点与上下游调控机制，全面解析其镇痛

分子机制。②给药方式单一：仅采用腹腔注射，未

考量其他给药途径。后续应探索鞘内注射、局部给

药等，评估不同方式对化疗痛的保护效果，确定

最佳给药途径，提升治疗精准性与安全性。

综上所述，PACAP 通过抑制氧化应激反应、调

节线粒体功能，显著减轻了 PTX 诱发的小鼠 PIPN
症状。本研究首次系统地揭示了 PACAP 在 PIPN 中

的作用机制，为开发减少化疗不良反应的新策略提

供了理论基础。未来研究将进一步深入探索 PACAP
的作用机制，并优化其临床应用潜力，为改善癌症

病人的生活质量提供新的方向。
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