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二甲双胍治疗坐骨神经结扎诱发大鼠神经病理性疼痛的效应
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　　［摘要］　目的：探讨二甲双胍治疗坐骨神经慢性压迫损伤（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）诱发大鼠神经病理性疼痛的效

应。方法：ＳＰＦ级健康雌性ＳＤ大鼠４８只，７～９周龄，１８０～２００ｇ，采用随机数字表法将其分为正常对照组（Ｎａｉｖｅ组）、假手术

组（Ｓｈａｍ组）、ＣＣＩ组和ＣＣＩ＋二甲双胍组（Ｍｅｔ组），每组１２只。二甲双胍采用灌胃方式给药，每次剂量４５ｍｇ／ｋｇ，从ＣＣＩ建模

前３ｄ开始给药，每天２次，持续至建模后第７天。分别于建模前（基线水平），术后３ｄ、７ｄ、１０ｄ、１４ｄ记录建模侧（左侧）后足

机械缩足反射阈值（ＭＷＴ）、热缩足潜伏期（ＴＷＬ）和冷刺激诱发缩足次数（ＴＮＣＷ）；第３、１４天使用ＣａｔＷａｌｋ步态分析系统测

定各组大鼠的步态。结果：与Ｎａｉｖｅ组比较，ＣＣＩ组和Ｍｅｔ组大鼠左足ＭＷＴ降低、ＴＷＬ缩短、ＴＮＣＷ减少（犘＜０．０５）；ＣＣＩ组

大鼠左侧足印面积缩小、完整足印的平均强度减弱、站立时间缩短、步周长减小、摆动时间延长，并持续至建模后第１４天（犘＜

０．０５）；Ｍｅｔ组大鼠左侧足印面积缩小、完整足印的平均强度减弱；Ｓｈａｍ组上述指标无明显改变。与ＣＣＩ组相比，Ｍｅｔ组大鼠左

足ＭＷＴ升高、ＴＷＬ延长、ＴＮＣＷ增加（犘＜０．０５）；Ｍｅｔ组大鼠左侧足印面积增大、完整足印的平均强度增强、站立时间延长

以及步周长增加（犘＜０．０５），摆动时间无明显改变。结论：二甲双胍可缓解ＣＣＩ诱发神经病理性疼痛大鼠机械痛觉过敏和冷热

痛觉过敏，且能改善神经病理性疼痛大鼠的步态。

　　［关键词］　神经病理性疼痛；慢性压迫损伤；二甲双胍；大鼠
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　　神经病理性疼痛是由各种原因导致的以神经

病理性改变为主的顽固性疼痛，主要表现为痛觉过

敏、疼痛异常。其发病机制较为复杂，是疼痛治疗

的难点之一。目前临床上常用的治疗药物包括抗

抑郁药、抗癫痫药、阿片类镇痛药、局麻药以及非甾

体类抗炎药等，治疗效果均不理想［１］。二甲双胍作

为临床上２型糖尿病治疗的一线用药，可达到良好

的降糖效果且不良反应少。近年来，二甲双胍降糖

以外的作用越来越被重视。已有研究［２６］发现，二甲

双胍具有抗炎、抗肿瘤以及调节脂质代谢等作用。

临床研究［７８］表明，二甲双胍作为辅助用药联合加巴

喷丁和曲马多对神经病理性疼痛患者安全有效，但

相关报道有限。本研究拟评价二甲双胍治疗单侧

坐骨神经神经慢性压迫损伤（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）诱发的大鼠神经病理性疼痛的效应，为

临床研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂　辐射热测试仪购自美国

ＩＩＴＣＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司，ＶｏｎＦｒｅｙ纤毛购自美国

Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司，ＣａｔＷａｌｋ步态分析系统购自荷兰

Ｎｏｌｄｕｓ公司。戊巴比妥钠、二甲双胍购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。丙酮溶液（纯度＞９９．５％）购于国药集

团化学试剂北京有限公司。

１．２　动物分组及模型制备

１．２．１　动物来源及饲养　ＳＰＦ级雌性ＳＤ大鼠初

始体质量１８０～２００ｇ，７～９周龄，由复旦大学上海

医学院动物实验中心提供，以５只／笼饲养。所有动

物可在笼内自由活动、摄食和饮水。保持饲养环境

温度为２３℃及相对恒定湿度；１２ｈ昼夜循环光照并

定期更换垫料。所有动物在实施手术以及行为实

验时均严格遵守国际疼痛研究学会（ＩＡＳＰ）的相关

标准。采用随机数字表法，将其分为４组（狀＝１２）：

正常对照组（Ｎａｉｖｅ组）、假手术组（Ｓｈａｍ组）、ＣＣＩ

组和ＣＣＩ＋二甲双胍组（Ｍｅｔ组）。

１．２．２　神经病理性疼痛模型的建立及给药方

法　根据Ｂｅｎｎｅｔ和Ｘｉｅ
［９］的方法建立坐骨神经ＣＣＩ

模型。将大鼠称质量后，将４％戊巴比妥按０．２

ｍＬ／１００ｇ的剂量进行腹腔注射麻醉。大鼠采取侧

卧位，备皮并用乙醇消毒术区。在左侧股骨下方约

１ｃｍ平行于股骨切开皮肤，钝性分离肌肉暴露坐骨

神经；在神经三支分叉以上的位置用４０含铬羊肠

线结扎坐骨神经４道，每道间隔约１ｍｍ，保证结扎

神经的长度为４～５ｍｍ，结扎的松紧度以见周围肌

肉轻微抽动为佳；逐层缝合肌肉层以及皮肤；最后

再次消毒手术区域。Ｓｈａｍ组仅暴露而不结扎坐骨

神经，其他组手术操作与ＣＣＩ组相同。造模手术由

同一人操作，以保证手术效果的均一性。Ｍｅｔ组采

用灌胃方式给药，每次剂量４５ｍｇ／ｋｇ，从ＣＣＩ建模

前３ｄ开始给药，每天上午８：００至９：００和下午的

６：００至７：００，持续至术后第７天。

１．３　疼痛行为学观察　分别于建模前（基线，Ｄ０），

建模后第３、７、１０、１４天观察并记录大鼠伤口愈合情

况及舔咬肢体、疼痛相关行为。根据文献［１０］采用

ＶｏｎＦｒｅｙ法测定机械缩足反射阈值（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ

ｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＭＷＴ）：在安静舒适环境中

将大鼠单独放置于带金属网底（孔径０．５ｃｍ×０．５

ｃｍ）的透明有机玻璃笼内，适应３０ｍｉｎ后用不同标

号的ＶｏｎＦｒｅｙ丝（美国Ｓｔｏｅｌｉｎｇ公司）垂直刺激术

侧后足足底部，将ＶｏｎＦｒｅｙ丝弯曲至约４５°并持续

３～５ｓ。记录产生快速缩足、抬足、抖动或舔舐反应

时对应的ＶｏｎＦｒｅｙ丝标号。每种标号的ＶｏｎＦｒｅｙ

丝均被测定至少出现３次阳性反应或３次无反应，

每次刺激均间隔至少１０ｓ。逐渐增加刺激强度至同

一标号ＶｏｎＦｒｅｙ丝出现至少３次阳性反应，记录此

时所用的ＶｏｎＦｒｅｙ丝的标号作为ＭＷＴ。

１．４　热缩足反射潜伏期（ｔｈｅｒｍａｌｗｉｔｈｄｒａｗａｌ

ｌａｔｅｎｃｙ，ＴＷＬ）的测定　在安静舒适环境中将大鼠

单独放置于透明有机玻璃笼内，适应３０ｍｉｎ后用热

辐射疼痛刺激仪照射大鼠术侧后足足底，在照射２０

ｓ内当产生快速缩足、扬足或舔足反应时立即停止

照射，并记录下此时照射的持续时间。重复测量５

次，每次间隔至少５ｍｉｎ，将５次的持续照射时间取

平均值作为ＴＷＬ。

１．５　冷刺激诱发缩足次数 （ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｄ

ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌ，ＴＮＣＷ）的测定　根据

文献［１１］采用丙酮冷刺激法，在安静舒适环境中将大

鼠单独放置于带金属网底（孔径０．５ｃｍ×０．５ｃｍ）

的透明有机玻璃笼内，适应３０ｍｉｎ后用０．１ｍＬ丙

酮测定大鼠的疼痛反应阈值。测定方法：用０．１ｍＬ

丙酮刺激术侧后足足底部，记录２ｍｉｎ内大鼠所测

后足的阳性反应次数。阳性反应为后足抬起、甩腿

或舔足、拭足。测试３次，测试间隔时间至少５ｍｉｎ，

将平均３次的阳性反应次数作为ＴＮＣＷ。

１．６　ＣａｔＷａｌｋ步态测定　采用ＣａｔＷａｌｋ步态分析

系统对各组大鼠进行运动步态测定。大鼠在测试
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前预先放在测试环境中３０ｍｉｎ，温度控制在２３℃左

右，室内开红色光并保持安静。调整摄像头保证每

次都能采集到至少４个站立时间。测试时，将大鼠

放在ＣａｔＷａｌｋ通道的一端，通道宽度设置为大鼠身

宽的１．５倍，使大鼠自行走过，选取２０ｃｍ的距离进

行记录，把通过时间控制在１～２ｓ。当大鼠的脚掌

与玻璃平板的表面接触时，下方摄像头即可捕捉到

脚印图像并传送到计算机，通过相应程序（Ｃａｔ

ＷａｌｋＸＴ１０．０）进行分析。每只大鼠至少重复测试

３次。合格的测试需满足以下条件：脚印数≥１０

个，动物总行走时间控制在１～８ｓ，速度方差小于

６０ｃｍ／ｓ。

足印面积指在站立时相脚掌接触平板的总面

积，与完整足印的平均强度均可反映行走时肢体的

承重情况。而站立时间和摆动时间与受累侧肢体

的疼痛和动物的保护性行为相关。站立时间指大

鼠脚掌每次接触底板的时间。摆动时间指大鼠脚

掌２次接触平板的间隔时间。另外记录步周长。

１．７　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０统计

学软件进行分析，正态分布的计量资料以珔狓±狊表

示，组间比较采用单因素方差分析，组内比较采用

重复测量设计的方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠建模情况　各组大鼠术后皮肤切口愈合

良好，未发生舔咬肢体现象。大鼠ＣＣＩ建模后３ｄ

逐渐出现术侧足趾并拢轻度外翻，后肢行走无力，

呈跛行步态。结果（表１）表明：与Ｎａｉｖｅ组相比，

ＣＣＩ组和Ｍｅｔ组大鼠在建模后３～１４ｄ左足ＭＷＴ

显著降低（犘＜０．０５），Ｓｈａｍ组左足ＭＷＴ无明显改

变；与ＣＣＩ组相比，Ｍｅｔ组大鼠３～１４ｄ左足ＭＷＴ

明显升高（犘＜０．０５）。

表１　各组大鼠左足机械缩足反射阈值

犿／ｇ

时间点 Ｎａｉｖｅ组 Ｓｈａｍ组 ＣＣＩ组 Ｍｅｔ组

Ｄ０ ２１．６±４．６ ２６．０±０．０ ２３．３±３．８ ２４．９±２．５

Ｄ３ ２１．６±６．０ ２３．８±４．９ ８．６±４．７▲ １４．８±７．０△▲

Ｄ７ ２６．０±０．０ ２３．８±４．９ ４．４±０．９▲ １２．６±３．４△▲

Ｄ１０ ２６．０±０．０ ２３．８±４．９ ４．４±１．７▲ １３．０±２．７△▲

Ｄ１４ ２６．０±０．０ ２３．８±４．９ ２．０±０．０▲ １０．０±０．０△▲

　　犘＜０．０５与Ｎａｉｖｅ组比；△犘＜０．０５与ＣＣＩ组相比；▲犘＜０．０５
与Ｄ０相比

２．２　各组大鼠左足ＴＷＬ的对比　结果（表２）表

明：与Ｎａｉｖｅ组相比，ＣＣＩ组和Ｍｅｔ组大鼠在建模后

３～１４ｄ左足ＴＷＬ缩短（犘＜０．０５），Ｓｈａｍ组ＴＷＬ

未见明显改变；与ＣＣＩ组相比，Ｍｅｔ组大鼠３～１４ｄ

左足ＴＷＬ明显延长（犘＜０．０５）。

表２　各组大鼠左足热缩足反射潜伏期

狋／ｓ

时间点 Ｎａｉｖｅ组 Ｓｈａｍ组 ＣＣＩ组 Ｍｅｔ组

Ｄ０ １６．４±１．５ １３．６±１．０ １６．３±１．３ １３．７±１．４

Ｄ３ １６．４±１．５ １４．９±１．８ ８．２±１．１▲ １１．６±１．６△

Ｄ７ １５．７±１．５ １３．９±０．４ ９．４±１．１▲ １４．０±２．１△

Ｄ１０ １５．７±１．５ １３．９±０．４ ８．８±０．８▲ １２．０±１．３△

Ｄ１４ １５．７±１．５ １３．９±０．４ ８．３±０．６▲ １０．０±１．５△

　　犘＜０．０５与Ｎａｉｖｅ组比；△犘＜０．０５与ＣＣＩ组相比；▲犘＜０．０５
与Ｄ０相比

２．３　各组大鼠左足ＴＮＣＷ的对比　结果（表３）表

明：与Ｎａｉｖｅ组相比，ＣＣＩ组和Ｍｅｔ组大鼠在建模后

３～１４ｄ左足 ＴＮＣＷ 减少（犘＜０．０５），Ｓｈａｍ组

ＴＮＣＷ未见明显改变；与ＣＣＩ组相比，Ｍｅｔ组大鼠

３～１４ｄ左足ＴＮＣＷ明显增加（犘＜０．０５）。

表３　各组大鼠左足冷刺激诱发缩足次数

犳／次

时间点 Ｎａｉｖｅ组 Ｓｈａｍ组 ＣＣＩ组 Ｍｅｔ组

Ｄ０ １６．４±１．５ １３．６±１．０ １６．３±１．３ １３．７±１．４

Ｄ３ １６．４±１．５ １４．９±１．８ ８．２±１．１▲ １１．６±１．６△

Ｄ７ １５．７±１．５ １３．９±０．４ ９．４±１．１▲ １４．０±２．１△

Ｄ１０ １５．７±１．５ １３．９±０．４ ８．８±０．８▲ １２．０±１．３△

Ｄ１４ １５．７±１．５ １３．９±０．４ ８．３±０．６▲ １０．０±１．５△

　　犘＜０．０５与Ｎａｉｖｅ组比；△犘＜０．０５与ＣＣＩ组相比；▲犘＜０．０５
与Ｄ０相比

２．４　各组大鼠左侧足印面积、完整足印的平均强

度、站立时间及步周长的对比　结果（表４）表明：与

Ｎａｉｖｅ相比，ＣＣＩ组大鼠左侧足印面积缩小、完整足

印的平均强度减弱、站立时间缩短、步周长减小、摆

动时间延长，并持续至建模后第１４天（犘＜０．０５）；

Ｍｅｔ组大鼠左侧足印面积缩小、完整足印的平均强

度减弱。与ＣＣＩ组相比，Ｍｅｔ组大鼠左侧足印面积

增加、完整足印的平均强度增强、站立时间延长及

步周长增加（犘＜０．０５），摆动时间无明显改变。

Ｓｈａｍ组上述指标在造模前后的各时间点均与对照

组差异无统计意义。
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表４　各组大鼠左侧足印面积、完整足印的平均强度、站立时间、步周长等的对比

　指　标 Ｎａｉｖｅ组 Ｓｈａｍ组 ＣＣＩ组 Ｍｅｔ组

足印面积狊／ｃｍ２

　Ｄ０ ２．８±０．７ ２．６±０．２ ２．４±０．５ ２．３±０．３

　Ｄ３ ２．２±０．１ ２．２±０．６ ０．１±０．１▲ １．０±０．４△▲

　Ｄ１４ ３．１±０．１ ３．１±０．９ ０．１±０．２▲ １．２±０．６△▲

足印的平均强度

　Ｄ０ １１０．７±１２．３ １１０．８±１．６ １０７．４±５．１ １０５．１±４．７

　Ｄ３ １０３．４±３．３ １０５．６±２．４ ５２．１±２４．５▲ ７９．７±８．８△

　Ｄ１４ １１８．０±２．５ １１５．６±６．８ ４９．８±３５．４▲ ８３．３±１４．４△

站立时间狋／ｓ

　Ｄ０ ０．３±０．１ ０．３±０．０ ０．４±０．１ ０．３±０．１

　Ｄ３ ０．４±０．０ ０．３±０．１ ０．１±０．１▲ ０．３±０．０△

　Ｄ１４ ０．３±０．１ ０．３±０．０ ０．１±０．１▲ ０．３±０．２△

步周长犾／ｃｍ

　Ｄ０ １１．７±０．９ １２．２±０．７ １１．９±１．７ １３．５±０．９

　Ｄ３ １２．８±１．０ １１．７±２．５ ４．３±３．０▲ １０．５±１．４△

　Ｄ１４ １４．０±１．０ １２．６±１．７ ３．４±４．６▲ ９．７±３．１△

摆动时间狋／ｓ

　Ｄ０ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０

　Ｄ３ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．３±０．１▲ ０．２±０．１

　Ｄ１４ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．３±０．１▲ ０．２±０．０

　　犘＜０．０５与Ｎａｉｖｅ组比；△犘＜０．０５与ＣＣＩ组相比；▲犘＜０．０５与Ｄ０相比

３　讨　论

坐骨神经ＣＣＩ大鼠模型是最经典的神经病理

性疼痛动物模型。该模型的优点在于与神经病理

性疼痛患者的临床表现接近，并且为选择性的较粗

的有髓鞘的神经纤维损伤，而参与痛觉传递Ｃ纤维

保留［９］。轴突损伤的异位放电和神经结扎的炎性反

应共同导致疼痛的产生。此外，由于低龄和低体质

量的雌性大鼠对于伤害性刺激更为敏感［１２１３］，故本

研究选择７～９周龄、体质量１８０～２００ｇ的雌性大

鼠作为研究对象。行为学的结果发现，与Ｎａｉｖｅ组

相比，ＣＣＩ组大鼠在建模后３ｄ左足 ＭＷＴ降低、

ＴＷＬ缩短、ＴＮＣＷ减少，而Ｓｈａｍ组大鼠各指标无

明显改变，提示大鼠ＣＣＩ模型建立成功。

除机械和冷热触发痛之外，本研究还进一步分

析了ＣＣＩ模型大鼠的步态变化。已有文献
［１４１５］报

道，ＣａｔＷａｌｋ步态分析中的足印面积以及完整足印

的平均强度等参数与ＶｏｎＦｒｅｙ法检测结果明显相

关，说明其可作为一种更为客观的方法评估疼痛行

为，避免了ＶｏｎＦｒｅｙ方法的主观影响。本研究结

果证实ＣＣＩ组大鼠左侧足印面积缩小、完整足印的

平均强度减弱及站立时间缩短，而摆动时间延长。

另外，本研究还发现，ＣＣＩ组大鼠的步周长减小以及

站立时间缩短，说明造模后大鼠会由于患侧后肢疼

痛而减少该侧肢体承重以及与地板接触的时间，并

且行走时步伐会缩短。

既往研究［１６］显示，磷酸腺苷活化蛋白激酶

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）作为控制能量代谢的重要内源性

激酶在痛觉调节中发挥至关重要的作用，其经典的

激动剂包括白藜芦醇、二甲双胍等。Ｉｎｙａｎｇ等
［１７］利

用成年雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠建立ＳＮＩ神经病理性疼

痛小鼠模型，予以腹腔注射二甲双胍，结果发现，二

甲双胍治疗后的神经病理性疼痛小鼠术侧机械痛

阈比给药前明显升高，提示二甲双胍能减轻ＳＮＩ神

经病理性疼痛雄性小鼠的痛觉。葛安琪等［１８］发现，

腹腔注射二甲双胍可明显逆转骨癌痛大鼠的机械

痛阈；二甲双胍治疗后，大鼠脊髓背角ｐＳＴＡＴ３的

表达显著降低。Ｌｕ等
［１９］发现，在损伤神经的周围

局部注射ＡＭＰＫ激动剂也可升高神经病理性疼痛
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大鼠的ＭＷＴ，其治疗作用可能与巨噬细胞释放内

啡肽有关。然而，上述研究均仅对神经病理性疼痛

大鼠的机械痛阈进行评估，方法较为单一。

本研究神经病理性疼痛大鼠采取二甲双胍灌

胃的方法（模拟临床常用的给药方式）来进行疼痛

干预，并且对神经病理性疼痛大鼠进行行为学评

估。结果表明，二甲双胍可缓解ＣＣＩ诱发神经病理

性疼痛大鼠机械痛觉过敏，与既往研究结果相仿。

此外，本研究结果还发现，二甲双胍同样可以改善

ＣＣＩ大鼠的冷热痛觉过敏及步态，说明二甲双胍可

对不同种类的痛觉神经通路产生抑制效应。该效

应的机制可能为：一方面，二甲双胍可通过激活中

枢神经细胞（小胶质细胞、星型胶质细胞）ＡＭＰＫ通

路，抑制白细胞介素１β（ＩＬ１β）、ＩＬ６等促炎介质释

放，进而产生中枢性镇痛效应；另一方面，二甲双胍

通过抑制细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）活性，降低电压门控通道

Ｎａｖ１．７的磷酸化水平，减少损伤后外周神经的异位

放电，进而减轻疼痛［２０］。然而，二甲双胍调控神经

病理性疼痛的具体机制及是否在神经免疫方面产

生影响，仍需进一步证实。
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