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AMPK介导的角叉菜胶炎性痛大鼠镇痛机制的研究
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摘 要:目的 研究腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)在角叉菜胶诱导的炎性痛晚期是否发挥镇痛作用。方法 在大鼠左

后爪足底皮下注射1%角叉菜胶以建立炎性痛动物模型,测量左后爪热痛阈值、机械痛阈值和爪体积。2d后大鼠左后

爪足底皮下注射AMPK抑制剂化合物C(150μg),测量左后爪热痛阈值和机械痛阈值。结果 足底注射角叉菜胶后,在
炎症早期阶段(角叉菜胶注射后1d之内),大鼠出现痛敏和足肿胀;在炎症晚期阶段(角叉菜胶注射1d后),大鼠痛敏消

失,但足肿胀继续存在,6d后才消失。在注射角叉菜胶2d后,足底注射化合物C,大鼠恢复出现痛敏。结论 在角叉菜

胶炎症晚期,大鼠炎症部位AMPK可能上调以发挥镇痛作用。
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AMPK-mediatedanalgesicmechanisminratswithcarrageenan-inducedinflammatorypain

WuDan1,NanLiting1,LiShasha1,YaoTianyun1,YuShuangquan2

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China;

2.DepartmentofPhysiology,SchoolofBasicMedicine,YoujiangMedicalUniversity
forNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective TostudywhetherAMP-activatedproteinkinase(AMPK)playsananalgesicrolein
thelatestageofcarrageenan-inducedinflammatorypain. Methods Thisstudyestablishedtheanimalmodel
ofinflammatorypainbyintraplantarinjectionof1%carrageenanintothelefthindpawofratsandmeasuredthe
pawwithdrawalthermallatency,thepawwithdrawalmechanicalthreshold,andthevolumeofthelefthind
paw.Twodayslater,theratswereinjectedintraplantarilywithAMPKinhibitorcompoundC(150μg)into
thelefthindpawandthepawwithdrawalthermallatencyandthepawwithdrawalmechanicalthresholdofthe
lefthindpaw weremeasured. Results Afterintraplantarinjectionofcarrageenan,hyperalgesiaandpaw
swellingoccurredintheearlystageofinflammation(within1dayaftercarrageenaninjection).Inthelatestage
ofinflammation(1dayaftercarrageenaninjection),thehyperalgesiadisappeared,butthepawswellingcontin-
ueduntil6dayslater.2daysafterthecarrageenaninjection,theratswereinjectedintraplantarilywithcom-
poundC,andthehyperalgesiareappeared. Conclusion Inthelatestageofcarrageenan-inducedinflamma-
tion,AMPKmaybeup-regulatedattheinflammatorysiteofratstoplayananalgesicrole.
  Keywords: carrageenan;inflammatorypain;pawswelling;AMP-activatedproteinkinase;analgesia
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  角叉菜胶诱导的大鼠足肿胀呈现出典型的炎症临

床表现:红、肿、热、痛和功能障碍,使得该模型作为一

个炎性痛动物模型,广泛用于抗炎药和镇痛药的开发

研究[1-2]。一般认为,此模型出现的痛敏只持续数小

时,很少有继续观察致炎1d后的表现[3]。本次研究

试图在时间-效应关系方面完善这一炎性痛模型,将
观察时间延长到致炎后几天,以便观察完整的足肿胀

和痛敏的产生和消退情况。在角叉菜胶炎症早期(角
叉菜胶注射后几小时内),可以观察到痛敏和足红肿并

存;但在角叉菜胶炎症晚期(角叉菜胶注射1d后),本
次研究意外发现虽疼痛消失但红肿依然存在。这种疼

痛与红肿不一致的现象产生的原因是否是在角叉菜胶

炎症晚期产生内源性炎性镇痛物质,从而使痛敏消失?
有研究报道,激活腺苷酸活化蛋白激酶(AMP-ac-

tivatedproteinkinase,AMPK)可以缓解疼痛,而抑制

AMPK的活性会引起痛觉过敏[4-5],这提示AMPK在

炎性疼痛的发生发展中可能起重要调控作用。因此本

次研究提出假设,注射角叉菜胶48h后的大鼠不产生

痛敏的原因可能是AMPK表达水平出现上调。本研

究一方面对角叉菜胶致炎后大鼠红肿和痛觉变化进行

长时间观察,以探索角叉菜胶炎性痛模型的相对完整

的时间-效应关系;另一方面通过在角叉菜胶注射48
h后的大鼠中抑制 AMPK而观察痛觉变化,以揭示

AMPK是否在角叉菜胶炎症晚期发挥镇痛作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物 清洁级雄性 Wistar大鼠32只,体重

200~220g,购自长沙市天勤生物技术有限公司。动

物饲养在温度(23~26℃)、湿度(50%~60%)和光照

控制(12h光照/黑暗循环)的房间中。食物和水可随

意获取。所有动物实验均遵守相关伦理审批要求。

1.2 主要试剂和仪器 角叉菜胶(Sigma公司,产品

号:2204905G-F),使用时用0.9%生理盐水配制成

1%浓度;化合物 C(CompoundC),6-[4-[2-(1-哌啶

基)乙氧基苯基-3-(4-吡啶基)吡唑并[1,5-A]嘧啶二

盐酸盐,一种 AMPK 抑制剂(阿拉丁公司,产品号:

D129758),使用时用0.9%生理盐水配制成1.5mg/

mL浓度;足底热辐射测痛仪(UgoBasile公司,型号:

37370);动 态 足 底 测 痛 仪(UgoBasile公 司,型 号:

37400);足趾容积测量仪(成都泰盟软件有限公司,型
号:PV-200)。

1.3 动物分组与给药 在现象实验(炎性痛模型实

验)中,将动物分为角叉菜胶组和对照组,每组8只大

鼠。角叉菜胶组大鼠左后爪足底皮下注射1%角叉菜

胶100μL,对照组大鼠左后爪足底皮下注射生理盐水

100μL。随后每2h测量1次大鼠热痛阈值、机械痛

阈值和后爪体积,24h后改为每2d测量1次大鼠热

痛阈值、机械痛阈值和后爪体积。在机制研究实验

(AMPK研究实验)中,动物分为化合物C组和生理盐

水组,每组8只大鼠,两组大鼠都进行左后爪足底皮下

注射1%角叉菜胶100μL,2d后,化合物C组大鼠左

后爪足底皮下注射化合物C(150μg/100μL),生理盐

水组左后爪足底皮下注射100μL生理盐水,随后每隔

10min测量1次大鼠热痛阈值和机械痛阈值。

1.4 热刺激缩爪潜伏期(pawwithdrawallatencyto
radiantheat)测定 大鼠后爪热刺激缩爪反应潜伏期

采用足底热辐射测痛仪测量,作为热痛阈指标。大鼠

于测量前3d进行适应性训练。测量时,将大鼠置于

透明观察箱内,大鼠安静后,仪器发射红外光,经玻璃

板直接照射大鼠后足底,记录从开始照射至出现逃避

性缩爪反应的时间,作为热痛阈(s)。测量3次,前后

两次测量间隔时间为5min,取平均值作为热痛阈值。

1.5 机械刺激缩爪反射阈值(pawwithdrawalthre-
sholdtomechanicalforce)测定 大鼠后爪机械刺激

缩爪反应阈值采用动态足底测痛仪测量,作为机械痛

阈指标。大鼠于测量前3d进行适应性训练。测量

时,将大鼠置于底部为铁丝网的透明观察箱内,大鼠安

静后,用纤丝刺激大鼠后爪足底,刺激强度逐渐增大,
记录大鼠出现逃避性缩爪反应的刺激强度,作为机械

痛阈(g)。测量3次,前后两次测量间隔时间为5
min,取平均值作为机械痛阈值。

1.6 鼠爪体积测量 鼠爪体积(mL)采用足趾容积测

量仪测量,表示鼠爪的肿胀程度。测量过程中鼠爪保

持不动,测量3次,取平均值作为测量值。

1.7 统计学方法 采用SPSS23.0软件进行数据统

计分析,本实验数据以(췍x±s)表示,组间比较采用独立

样本t检验,组内不同时间点比较采用重复测量方差

分析,检验水准:α=0.05,双侧检验。

2 结果

2.1 角叉菜胶炎性痛大鼠在炎症发生发展过程中热

痛的变化 足底注射1%角叉菜胶后,与对照组相比,
角叉菜胶组的热痛阈值降低,第4小时降幅最显著,热
痛阈值降低持续12h(P <0.05);1d后热痛阈值回

升到正常值范围,并在7d之内都维持在正常值范围

(P>0.05)。即大鼠在注射角叉菜胶后出现持续12
h的热痛敏;1d后热痛敏消失,热痛觉恢复正常且至

少维持7d,见表1。

2.2 角叉菜胶炎性痛大鼠在炎症发生发展过程中机

械痛的变化 足底注射1%角叉菜胶后,与对照组相

比,角叉菜胶组的机械痛阈值降低,第4小时降幅最显

著,机械痛阈值降低持续10h(P<0.05);1d后机械

痛阈值回升到正常值范围,并在7d之内都维持在正

常值范围(P >0.05)。即大鼠在注射角叉菜胶后出
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现持续10h的机械痛敏;1d后机械痛敏消失,机械痛

觉恢复正常且至少维持7d,见表2。

表1 角叉菜胶炎性痛大鼠在炎症发生

         发展过程中热痛的变化   单位:s

时间 n 对照组 角叉菜胶组 t P
第0小时 8 7.67±0.45 7.47±0.64 0.724 0.481
第2小时 8 7.64±0.29 3.87±0.27 26.846 <0.001
第4小时 8 7.60±0.74 2.59±0.55 15.374 <0.001
第6小时 8 7.64±0.56 3.72±0.38 16.350 <0.001
第8小时 8 7.48±0.52 4.53±0.41 12.525 <0.001
第10小时 8 7.57±0.61 5.66±0.29 7.951 <0.001
第12小时 8 7.48±0.31 6.62±0.19 6.762 <0.001
第1天 8 7.48±0.27 7.43±0.45 0.270 0.791
第2天 8 7.30±0.27 7.40±0.46 -0.485 0.635
第3天 8 7.20±0.39 7.40±0.42 -0.959 0.354
第4天 8 7.39±0.30 7.34±0.43 0.267 0.794
第5天 8 7.35±0.39 7.47±0.47 -0.559 0.585
第6天 8 7.28±0.58 7.31±0.61 -0.112 0.912
第7天 8 7.32±0.27 7.10±0.39 1.342 0.201

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

表2 角叉菜胶炎性痛大鼠在炎症发生

         发展过程中机械痛的变化   单位:g

时间 n 对照组 角叉菜胶组 t P
第0小时 8 24.44±1.52 25.43±1.18 -1.470 0.164
第2小时 8 24.53±3.64 13.69±1.34 7.903 <0.001
第4小时 8 24.36±2.87 11.18±1.23 11.949 <0.001
第6小时 8 24.03±1.58 14.05±1.50 12.969 <0.001
第8小时 8 24.22±2.03 16.98±1.53 8.052 <0.001
第10小时 8 24.53±2.86 20.24±1.59 3.703 0.002
第12小时 8 24.48±2.10 23.49±1.47 1.095 0.292
第1天 8 23.12±2.02 23.33±1.90 -0.208 0.838
第2天 8 23.73±0.92 23.59±1.88 0.191 0.851
第3天 8 24.33±2.03 24.06±1.88 0.268 0.792
第4天 8 23.92±2.73 23.42±3.31 0.329 0.747
第5天 8 24.10±3.05 24.75±2.54 -0.463 0.650
第6天 8 24.38±2.43 23.93±1.65 0.434 0.671
第7天 8 22.96±2.79 24.98±3.52 -1.268 0.226

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.3 角叉菜胶炎性痛大鼠在炎症发生发展过程中足

肿胀的变化 足底注射1%角叉菜胶后,与对照组相

比,角叉菜胶组的鼠后爪体积增大,大鼠产生足肿胀,
足肿胀在第4小时最为显著(P<0.05),足肿胀在24
h后并不消失,只是慢慢变小(P<0.05),第7天才消

失(P>0.05),见表3。

2.4 化合物C对角叉菜胶炎症大鼠热痛的影响 注

射角叉菜胶后第2天,足底注射AMPK抑制剂化合物

C,与生理盐水组相比,化合物C组大鼠热痛阈值降

低,持续至少60min,即大鼠出现持续至少60min的

热痛敏(P<0.05),见表4。

表3 角叉菜胶炎性痛大鼠在炎症发生

      发展过程中足肿胀的变化    单位:mL

时间 n 对照组 角叉菜胶组 t P
第0小时 8 1.53±0.07 1.52±0.06 0.497 0.627
第2小时 8 1.59±0.09 2.18±0.07 -15.396 <0.001
第4小时 8 1.54±0.06 2.34±0.07 -24.505 <0.001
第6小时 8 1.54±0.06 2.23±0.05 -25.220 <0.001
第8小时 8 1.53±0.06 2.16±0.06 -20.250 <0.001
第10小时 8 1.53±0.07 2.07±0.08 -14.554 <0.001
第12小时 8 1.52±0.07 2.04±0.08 -13.541 <0.001
第1天 8 1.55±0.05 1.97±0.15 -7.631 <0.001
第2天 8 1.53±0.06 1.87±0.14 -6.314 <0.001
第3天 8 1.53±0.06 1.79±0.11 -6.071 <0.001
第4天 8 1.53±0.06 1.69±0.08 -4.659 <0.001
第5天 8 1.53±0.06 1.65±0.07 -3.824 0.002
第6天 8 1.52±0.05 1.61±0.08 -2.468 0.027
第7天 8 1.51±0.07 1.55±0.07 -0.978 0.345

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

表4 化合物C对角叉菜胶炎症大鼠热痛的影响

单位:s  

时间/min n 生理盐水组 化合物C组 t P

0 8 7.50±0.55 7.45±0.60 0.144 0.888
10 8 6.95±1.06 4.83±0.56 5.015 <0.001
20 8 7.46±0.95 4.69±0.54 7.170 <0.001
30 8 7.33±0.80 4.89±0.68 6.572 <0.001
40 8 7.53±0.96 5.15±0.56 6.055 <0.001
50 8 7.68±0.97 5.04±0.58 6.589 <0.001
60 8 7.58±1.17 5.03±0.78 5.142 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)。

2.5 化合物C对角叉菜胶炎症大鼠机械痛的影响 
注射角叉菜胶后第2天,足底注射AMPK抑制剂化合

物C,与生理盐水组相比,化合物C组大鼠机械痛阈值

降低,持续至少60min,即大鼠出现持续至少60min
的机械痛敏(P<0.05),见表5。

表5 化合物C对角叉菜胶炎症大鼠机械痛的影响

单位:g  

时间/min n 生理盐水组 化合物C组 t P

0 8 24.50±1.74 24.63±2.26 -0.120 0.906
10 8 22.56±2.65 15.14±2.17 6.129 <0.001
20 8 24.28±4.58 15.66±1.77 4.959 <0.001
30 8 23.43±4.63 16.28±2.51 3.840 0.002
40 8 24.31±4.38 15.94±1.85 4.985 <0.001
50 8 24.78±4.21 16.58±2.86 4.556 <0.001
60 8 24.41±4.25 16.03±2.66 4.726 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

3 讨论

本研究观察到,大鼠足底注射角叉菜胶后的时间

-效应关系可分为明显不同的两个阶段。在早期阶段

(角叉菜胶致炎后数小时),有足肿胀,有痛敏;在晚期
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阶段(角叉菜胶致炎1d后),有足肿胀,没有痛敏:注
射角叉菜胶后,大鼠很快就产生热痛敏、机械痛敏和足

肿胀,热痛敏、机械痛敏和足肿胀在第4小时达到高

峰。热痛敏和机械痛敏可持续10~12h,在注射后24
h完全恢复正常。足肿胀在注射24h后并不消失,只
是慢慢变小,7d后才消失。

对角叉菜胶炎症早期阶段的痛敏机制,许多学者

做了研究,发现TRPV1、缓激肽、神经肽 Y受体等被

激活了,导致痛敏[6-8],但是由于角叉菜胶炎症晚期阶

段痛敏消失,尚未见到此阶段关于痛觉调节方面的报

道。鉴于角叉菜胶炎症晚期阶段肿胀尚未消失,多种

炎性因子可能存在,而许多炎性因子如 TNF-α、CX-
CL1、神经生长因子有致痛作用[9-11],那么此阶段的大

鼠是否同时产生内源性物质以便抵消这些炎性因子的

致痛作用? 本研究对注射角叉菜胶2d后大鼠再注射

AMPK抑制剂化合物C,观察到大鼠恢复出现热痛敏

和机械痛敏,说明AMPK可能在注射角叉菜胶2d后

的大鼠中起镇痛作用,提示AMPK可能作为炎症的内

源性镇痛物质,在炎症晚期阶段的痛觉调制中发挥重

要作用。
AMPK不是孤立地发挥镇痛作用,可能涉及到其

他成分。有研究发现,角叉菜胶炎性痛大鼠背根神经

节小神经元中阿片受体数量增加[12]。在神经病理性

疼痛模型中,激活AMPK所产生的镇痛作用可被阿片

受体拮抗剂所减弱[13]。有研究报道[4],在完全弗氏佐

剂炎性痛模型中,AMPK通过抑制 NF-κB以及抑制

IL-1β表 达 来 发 挥 镇 痛 作 用。还 有 研 究 发 现[14],
AMPK通过负性调控TRPA1以缓解机械性异位痛。
那么在角叉菜胶炎症晚期阶段,AMPK是否也是通过

激活阿片受体,或者通过抑制NF-κB以及抑制IL-1β,
或者通过负性调控TRPA1,或者通过其他途径发挥镇

痛作用? 这样比较深入的镇痛机制是值得以后进一步

研究的。此外,为了更加明确AMPK在角叉菜胶炎症

晚期的镇痛作用,后续研究计划在角叉菜胶炎症晚期

阶段开展代表性炎性因子的测量、AMPK长期抑制对

痛觉的影响、AMPK表达水平和活化水平的检测等实

验。
总之,角叉菜胶炎症晚期痛敏消失的原因可能是

大鼠炎症部位AMPK上调。这一结果对以AMPK为

靶点的镇痛药物的研发可能有参考意义。
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