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·实验研究·

自噬在二甲双胍缓解小鼠切口痛中的作用

耿圆　 鲍红光　 斯妍娜　 景灵

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨自噬在二甲双胍缓解小鼠切口痛中的作用。 方法　 选择 ４～ ６ 周清洁级健

康成年雄性 ＩＣＲ 小鼠，体重 １８～ ２２ ｇ。 采用随机数字表法分为 ５ 组：对照组（Ｃ 组）、二甲双胍组（Ｍ
组）、切口痛组（Ｉ 组）、切口痛＋二甲双胍组（ＩＭ 组）、切口痛＋二甲双胍＋自噬抑制剂三甲基腺嘌呤组

（ＭＡ 组），每组 ８ 只。 Ｃ 组、Ｍ 组不造模。 Ｉ 组、ＩＭ 组及 ＭＡ 组小鼠建立切口痛模型。 Ｍ 组、ＩＭ 组、
ＭＡ 组从造模当天开始腹腔注射二甲双胍 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ，每日重复给药至造模后 ７ ｄ。 Ｃ 组每日同一时

点腹腔注射等容量生理盐水。 ＭＡ 组每日于腹腔注射二甲双胍 ３０ ｍｉｎ 前预给予 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 三甲基腺

嘌呤。 分别于造模前 １ ｄ，造模后 １、３、５、７ ｄ 测定机械缩足阈值（ＭＷＴ）；造模后 ３０ ｄ，深麻醉下处死

小鼠，取 Ｌ４—Ｌ６ 脊髓膨大节段组织，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定促炎细胞因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 浓度，自
噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ和 ｐ６２ 蛋白含量。 结果　 与造模前 １ ｄ 比较，造模后 １、３、５ ｄ Ⅰ组、ＩＭ 组和 ＭＡ 组

ＭＷＴ 明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 造模后 １、３、５ ｄ Ⅰ组、ＩＭ 组、ＭＡ 组 ＭＷＴ 明显低于 Ｃ 组（Ｐ＜０ ０５）；ＩＭ 组

ＭＷＴ 明显高于Ⅰ组（Ｐ＜０ ０５）；ＭＡ 组 ＭＷＴ 明显低于 ＩＭ 组（Ｐ＜０ ０５）。 Ⅰ组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 浓度明

显高于 Ｃ 组（Ｐ＜０ ０５）；ＩＭ 组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 浓度明显低于 Ｉ 组（Ｐ＜０ ０５）；ＭＡ 组 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 浓

度明显高于 ＩＭ 组（Ｐ＜０ ０５）。 Ｍ 组和 Ｉ 组 ＬＣ３Ⅱ蛋白含量明显高于 Ｃ 组，ｐ６２ 蛋白含量明显低于 Ｃ
组（Ｐ＜０ ０５）；ＩＭ 组 ＬＣ３Ⅱ蛋白含量明显高于 Ｉ 组，ｐ６２ 蛋白含量明显低于 Ｉ 组（Ｐ＜０ ０５）；ＭＡ 组 ＬＣ３
Ⅱ蛋白含量明显低于 ＩＭ 组，ｐ６２ 蛋白含量明显高于 ＩＭ 组（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 二甲双胍可抑制脊髓的

神经炎症反应，缓解小鼠切口痛，其作用机理可能是通过激活自噬改善神经炎症。
【关键词】 　 二甲双胍；自噬；切口痛；神经炎症
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　 　 外科手术引起的术后疼痛严重影响患者的生

活质量。 有效控制急性术后疼痛有利于患者的术

后康复以及预防急性疼痛向慢性疼痛转化［１］。 大

量的研究证实，外周和中枢神经系统的炎症反应在

术后疼痛的发生发展过程中发挥着重要的作用［２］。
激活自噬能抑制神经炎症［３］。 自噬在神经病理性

疼痛的形成过程中发挥着重要的作用［４］，而其在术

后疼痛中的作用报道较少。 二甲双胍是临床上广

泛运用的降糖药，其潜在的镇痛效应受到广泛关

注［５］，但具体机制仍不清楚。 有研究提出二甲双胍

可通过激活自噬抑制神经炎症［６］。 但是否能够通

过激活自噬抑制神经炎症从而缓解术后疼痛未见

报道。 本研究拟在小鼠切口痛模型中评价二甲双

胍缓解小鼠术后疼痛的作用，探讨自噬在二甲双胍

减轻小鼠切口痛中的机制。

材料与方法

实验动物与分组 　 ４ ～ ６ 周龄清洁级健康成年

雄性 ＩＣＲ 小鼠，体重 １８～２２ ｇ，购自南京医科大学动

物中心。 采用随机数字表法分为五组：对照组（Ｃ
组）、二甲双胍组（Ｍ 组）、切口痛组（Ｉ 组）、切口痛＋
二甲双胍组（ＩＭ 组）、切口痛＋二甲双胍＋自噬抑制

剂三甲基腺嘌呤 （ ３⁃Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３⁃ＭＡ） 组 （ＭＡ
组）。 Ｃ 组、Ｍ 组不造模。

实验方法　 Ｉ 组、ＩＭ 组和 ＭＡ 组小鼠建立切口

痛模型。 Ｍ 组、ＩＭ 组、ＭＡ 组从造模当天开始腹腔

注射二甲双胍 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ，每日重复给药至造模后 ７
ｄ。 Ｃ 组每日同一时点腹腔注射等容量生理盐水。
ＭＡ 组每日于腹腔注射二甲双胍 ３０ ｍｉｎ 前预给予三

甲基腺嘌呤 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ。
切口痛模型的建立　 依照 Ｂｒｅｎｎａｎ 等［７］ 介绍的

方法制备切口痛模型。 小鼠吸入 ３％七氟醚，１％七

氟醚术中维持，用 １０％碘伏消毒左后足，从足底近

端 ０ ５ ｃｍ 处向趾部做长约 １ ｃｍ 的纵行切口，深至

皮下筋膜，并用眼科镊挑起足底肌肉，钝性分离皮

下肌腱筋膜，做纵行切割，保证肌肉起止附着点的

完整，暴露肌腱筋膜在外 ２ ｍｉｎ，完成后将其复位，按
压止血，并用 ４－０ 尼龙丝线缝合伤口，术后用碘伏

消毒切口，并涂抹少量抗生素软膏以预防术后感染。
行为学测定　 分别于造模前 １ ｄ，造模后 １、３、

５、７ ｄ 测定机械缩足阈值 （ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｗｉｔｈｄｒａｗ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＭＷＴ），在安静状态，温度 ２０ ～ ２５ ℃ 的环

境中，将小鼠置于透明的金属丝网格笼中，适应环

境 ３０ ｍｉｎ 后，采用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝刺激左足底切口

周围区域，垂直缓慢施加压力，直至小鼠出现缩足

或舔舐左足即为阳性反应，测量 ３ 次，间隔 ５ｍｉｎ，取
其平均值为 ＭＷＴ。

蛋白含量测定 　 造模后 ３ ｄ，深麻醉下处死小

鼠，取 Ｌ４—Ｌ６ 脊髓膨大节段组织。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法测定脊髓白介素 １β（ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子 α
（ ＴＮＦ⁃α ） 浓 度、 微 管 相 关 蛋 白 １ 轻 链 ３ Ⅱ
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３，ＬＣ３Ⅱ）
和 Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １（ＳＱＳＴＭ１ ／ ｐ６２，ｐ６２）蛋白含量。 脊

髓组织中加入组织蛋白裂解液，并于冰上匀浆，４℃
下离心（转速 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， １５ ｍｉｎ），取上清液，采
用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度后加入上样缓冲液，于沸水

中煮 ５ ｍｉｎ，冷却后放入－４０ ℃冰箱中保存。 根据目

的蛋白分子量的大小配制不同的分离胶，电泳完毕

后将胶上的蛋白转到聚偏二氟乙烯膜上，以 ５％的

脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，４℃孵育一抗过夜，取出膜并使用

Ｔｒｉｓ 缓冲盐水和吐温 ２０ 的混合物（ ＴＢＳＴ） 清洗 ３
次，每次 １０ ｍｉｎ，然后再室温孵育二抗，２ ｈ 后，取出

膜再次使用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，完毕后使用

化学发光仪进行数据图像采集。 使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ
软件比较分析各蛋白条带的灰度，并做进一步数据

统计与分析。
统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行统计分

析。 正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
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组间比较采用成组 ｔ 检验，组内比较采用重复测量

数据方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 果

与造模前 １ ｄ 比较，造模后 １、３、５ ｄＩ 组、ＩＭ 组

和 ＭＡ 组 ＭＷＴ 明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 造模后 １、３、５
ｄ Ｉ 组、 ＩＭ 组、 ＭＡ 组 ＭＷＴ 明显低于 Ｃ 组 （ Ｐ ＜
０ ０５）；ＩＭ 组 ＭＷＴ 明显高于 Ｉ 组（Ｐ＜０ ０５）；ＭＡ 组

ＭＷＴ 明显低于 ＩＭ 组（Ｐ＜０ ０５）；Ｃ 组和 Ｍ 组不同

时点 ＭＷＴ 差异无统计学意义（表 １）。

表 １　 五组小鼠不同时点 ＭＷＴ 的比较（ｇ，ｘ±ｓ）

组别 例数 造模前 １ ｄ 造模后 １ ｄ 造模后 ３ ｄ 造模后 ５ ｄ 造模后 ７ ｄ

Ｃ 组 ８ １ ５４±０ １７ １ ５１±０ １７ １ ５２±０ １９ １ ６０±０ １２ １ ５４±０ １２

Ｍ 组 ８ １ ５４±０ ２１ １ ５２±０ １９ １ ５８±０ １６ １ ５６±０ ２３ １ ６１±０ ２１

Ｉ 组 ８ １ ５６±０ ２０ ０ ２３±０ ０３ａｂ ０ ４９±０ ０５ａｂ ０ ７４±０ １１ａｂ １ ３６±０ １８

ＩＭ 组 ８ １ ５４±０ １７ １ ０４±０ １０ａｂｃ １ １６±０ ０５ａｂｃ １ ３０±０ １４ａｂｃ １ ５１±０ １３

ＭＡ 组 ８ １ ５２±０ ２４ ０ ２１±０ ０４ａｂｄ ０ ４１±０ ０７ａｂｄ ０ ７０±０ ０７ａｂｄ １ ３０±０ １６

　 　 注：与造模前 １ｄ 比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｃ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｉ 组比较，ｃＰ＜０ ０５；与 ＩＭ 组比较，ｄＰ＜０ ０５

Ｉ 组 ＩＬ⁃１β 蛋白含量明显高于 Ｃ 组（Ｐ＜０ ０５）；
ＩＭ 组 ＩＬ⁃１β 蛋白含量明显低于 Ｉ 组（Ｐ＜０ ０５）；ＭＡ
组 ＩＬ⁃１β 蛋 白 含 量 明 显 高 于 ＩＭ 组 （ Ｐ ＜
０ ０５）（图 １）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｉ 组比较，ｂＰ＜

０ ０５；与 ＩＭ 组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 １　 五组小鼠造模后 ３ ｄ 脊髓 ＩＬ⁃１β蛋白含量的比较

Ｉ 组 ＴＮＦ⁃α 蛋白含量明显高于 Ｃ 组（Ｐ＜０ ０５）；
ＩＭ 组 ＴＮＦ⁃α 蛋白含量明显低于 Ｉ 组（Ｐ＜０ ０５）；ＭＡ
组 ＴＮＦ⁃α 蛋白含量明显高于 ＩＭ 组（Ｐ＜０ ０５）（图 ２）。
　 　 Ｍ 组和 Ｉ 组脊髓 ＬＣ３Ⅱ蛋白含量明显高于 Ｃ 组

（Ｐ＜０ ０５）；ＩＭ 组 ＬＣ３Ⅱ蛋白含量明显高于 Ｉ 组（Ｐ＜

０ ０５）；ＭＡ 组 ＬＣ３Ⅱ蛋白含量明显低于 ＩＭ 组（Ｐ＜
０ ０５）（图 ３）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｉ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 ＩＭ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ２　 五组小鼠造模后 ３ ｄ 脊髓 ＴＮＦ⁃α蛋白含量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｉ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 ＩＭ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ３　 五组小鼠造模后 ３ ｄ 脊髓 ＬＣ３Ⅱ蛋白含量的比较

Ｍ 组和 Ｉ 组 ｐ６２ 蛋白含量明显低于 Ｃ 组（Ｐ＜
０ ０５）； ＩＭ 组 ｐ６２ 蛋白含量明显低于 Ｉ 组 （ Ｐ ＜
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０ ０５）；ＭＡ 组 ｐ６２ 蛋白含量明显高于 ＩＭ 组 （Ｐ ＜
０ ０５）（图 ４）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｉ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 ＩＭ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ４　 五组小鼠造模后 ３ ｄ 脊髓 ｐ６２ 蛋白含量的比较

讨　 论

术后疼痛是临床上常见的急性疼痛形式，术后

急性疼痛增加了心脏病发作，肺炎，深静脉血栓形

成，免疫功能障碍，焦虑和术后慢性疼痛的风险，严
重者可影响术后康复与生活质量［２］。 外周和中枢

神经系统过度的炎症反应和多种炎症细胞因子的

释放在术后疼痛的发生和维持中发挥着关键的作

用［８］。 神经炎症的主要特征是脊髓和脑中胶质细

胞（如小胶质细胞和星形胶质细胞）的激活，导致促

炎细胞因子和趋化因子的释放［９］。 在手术导致的

组织和神经损伤的早期阶段，损伤或功能失调的蛋

白质，脂质和细胞器积聚在病变部位，引起神经毒

性，产生局部应激，加重神经炎症。 而自噬与神经

炎症密切相关，有文献提出自噬可以降解失去功能

的蛋白质和细胞器、保护受损的神经元、改善微环

境、促进神经再生从而抑制神经炎症。 自噬的激活

不仅可以去除引起炎症的毒素还可为细胞代谢提

供能量和蛋白，保护背根神经节中受损的神经

元［１０⁃１２］。 因此，自噬可能在术后疼痛的形成过程中

发挥着重要的作用。
二甲双胍，一种经典且广泛使用的降糖药，不

影响正常小鼠的空腹血糖水平及糖耐量［１３］。 最近

有研究发现二甲双胍能够缓解糖尿病诱发的神经

病理性疼痛，其具体机制尚不清楚，可能与二甲双

胍能够逆转大鼠脊髓背角突触数量的增加以及抗

氧化应激有关［１４⁃１５］。 上述发现表明了二甲双胍对

感觉神经保护及其镇痛作用。 与此同时，二甲双胍

又能够增强自噬缓解神经炎症［６］。 为了验证二甲

双胍是否通过激活自噬抑制神经系统过度的炎症

反应从而发挥对急性术后疼痛的镇痛效应，本研究

在小鼠切口痛模型中观察二甲双胍的镇痛作用与

自噬及神经炎症之间的关系。 　
ＬＣ３ 是常用的自噬标记物之一，有 ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３

Ⅱ两种形式，在自噬小体形成和延伸过程中起关键

的作用。 自噬小体形成过程中，胞浆中的 ＬＣ３Ⅰ经

泛素化样加工与自噬小体表面的磷脂酰乙醇胺偶

联生成 ＬＣ３Ⅱ，参与自噬小体膜的形成，ＬＣ３Ⅱ的上

升通常提示自噬增强。 ｐ６２ 是一种长寿命蛋白，在
自噬的过程中可与 ＬＣ３ 选择性结合进入自噬小体

中被自噬溶酶体降解，ｐ６２ 的蓄积常提示自噬受到

抑制［１６］。 本实验结果显示，二甲双胍处理的小鼠足

底切口疼痛明显好转，脊髓组织中促炎细胞因子 ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α 蛋白含量明显降低，脊髓的炎症反应受

到抑制；ＬＣ３Ⅱ蛋白含量升高，ｐ６２ 蛋白含量降低，脊
髓的自噬增强。 结果提示腹腔注射二甲双胍增强

了脊髓中自噬的水平，同时减轻了脊髓的炎症反

应。 为了探讨二甲双胍是否是通过激活自噬抑制

神经炎症缓解小鼠的切口痛，本实验运用了自噬的

抑制剂 ３⁃ＭＡ，３⁃ＭＡ 通过抑制 ＩＩＩ 型磷脂酰肌醇 ３⁃激
酶（ＰＩ⁃３Ｋ）阻断自噬体形成来抑制自噬。 结果显

示，与二甲双胍治疗组比较，３⁃ＭＡ 处理的小鼠造模

后 １、３、５ ｄ 时 ＭＷＴ 明显降低，脊髓中促炎细胞因子

ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 明显上升，ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化减少，
ｐ６２ 蓄积，提示应用自噬抑制剂时，二甲双胍对切口

痛的镇痛效应消失，脊髓组织自噬被抑制，脊髓炎

症反应加剧。 有研究证实自噬缺陷可导致受损的

线粒体清除障碍，从而 ＲＯＳ 大量产生，激活炎性小

体并加重神经炎症［６］。 自噬的缺陷可以加重小鼠

的神经病理性疼痛［４］。 上述研究表明自噬、神经炎

症、疼痛三者密切相关。 本实验仅在动物水平验证

了二甲双胍对急性术后疼痛的镇痛作用，其具体机

制还有待进一步研究。
综上所述，小鼠切口痛造模后，脊髓促炎细胞

因子 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 蛋白含量明显升高，用二甲双胍

处理后可抑制脊髓的神经炎症反应，因此推测二甲

双胍缓解小鼠切口痛的作用机理可能是通过激活

自噬改善神经炎症。
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·读者·作者·编者·

《临床麻醉学杂志》对来稿署名的要求

作者姓名在文题下方按序排列，一般不宜超过 ６ 位。 排序应在投稿时确定，在编排过程中不应再作更换，如欲更换第一作

者，需出具单位证明和由全体作者签名的申请。 作者单位的邮编、所在城市、单位名称的全称和科室在首页脚注中说明。 若

其他作者不属同一单位，需写出各自单位，并在单位后用括号列出作者的姓名。 作者应具备的条件：（１）参与选题和设计，或
参与资料的分析和解释；（２）起草或修改论文中关键性理论或其他主要内容；（３）能对编辑部的修改意见进行核修，在学术上

进行答辩，并最终同意该文发表者。 以上 ３ 条均需具备。 “通信作者”系指研究生课题论文的导师或直接指导者、相关科研项

目课题负责人及该文的主要责任者和联系者。 “通信作者”对论文应具有与第一作者同等的权利和义务。
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