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　 　 【摘要】 　 目的　 研究氯吡格雷对疼痛－抑郁共病模型小鼠行为学、海马组织炎性因子及小胶质

细胞的影响。 方法　 选择 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２４ 只，８ 周龄，体重 ２３～２７ ｇ。 采用随机数字表

法将小鼠分为三组：假手术组（Ｃ 组）、保留坐骨神经损伤（ＳＮＩ）组（Ｓ 组）和 ＳＮＩ＋氯吡格雷组（Ｌ 组），
每组 ８ 只。 Ｃ 组手术过程与制备 ＳＮＩ 模型一致，但不损伤神经，保持神经完整；Ｓ 组制备 ＳＮＩ 模型；Ｌ
组在制备 ＳＮＩ 模型后 ２１ ｄ 起给予氯吡格雷 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃，连续 １４ ｄ。 于术前 １ ｄ、术后 ７、１４、２１、２８、
３５ ｄ 检测机械缩足反射阈值（ＭＷＴ）。 于术后 ３５、３７ ｄ 分别进行悬尾实验（ＴＳＴ）和强迫游泳实验

（ＦＳＴ），并计算不动时间。 行为学实验后处死小鼠，取右侧海马组织，采用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 浓度，采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达量，采用免疫荧光染色法检测小胶

质细胞数量。 结果　 与 Ｃ 组比较，Ｓ 组和 Ｌ 组术后 ７、１４、２１、２８、３５ ｄ ＭＷＴ 明显降低，ＴＳＴ 和 ＦＳＴ 不动

时间明显延长，海马组织ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和ＴＮＦ⁃α浓度和 ｍＲＮＡ 表达量明显升高，小胶质细胞数量明显增

多（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓ 组比较，Ｌ 组术后 ２８、３５ ｄ ＭＷＴ 明显升高，ＴＳＴ 和 ＦＳＴ 不动时间明显缩短，海马组

织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度和 ｍＲＮＡ 表达量明显降低，小胶质细胞数量明显减少（Ｐ＜０ ０５）。 结论

氯吡格雷可以降低疼痛－抑郁共病小鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度和 ｍＲＮＡ 表达量，减轻炎

症反应，减少小胶质细胞数量，改善慢性神经病理性痛和抑郁。
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　 　 疼痛已成为继心脑血管疾病、肿瘤之后第三大

健康问题，严重影响人们的健康和生活质量。 在临

床环境中，慢性疼痛经常与抑郁症等精神障碍并

存［１］。 小胶质细胞激活引起的炎性因子浸润是疼

痛抑郁共病的可能机制［２］。 Ｐ２Ｙ１２Ｒ 是体内小胶质

细胞过度激活介导疼痛和炎症所必需的［３－４］。 氯吡

格雷是一种有效的靶向血小板 Ｐ２Ｙ１２ 的抗血栓口

服药［５］，可以通过抑制脊髓小胶质细胞 Ｐ２Ｙ１２Ｒ 产

生镇痛作用［６］。 慢性痛动物模型的海马组织中，炎
性因子水平明显升高［７］，因此，聚焦海马组织的研

究很可能成为治疗疼痛抑郁共病的新途径。 本实

验研究探讨氯吡格雷对疼痛抑郁共病模型小鼠行

为学、海马组织炎性因子及小胶质细胞的影响。

材料与方法

实验动物　 选择 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２４
只，８ 周龄，体重 ２３～ ２７ ｇ。 本实验研究经徐州医科

大 学 实 验 动 物 福 利 与 应 用 委 员 会 批 准

（２０２３０３Ｔ００４），并严格按照美国国立卫生研究院

《实验动物使用指南》执行。 所有小鼠饲养于徐州

医科大学动物中心，在 ２１ ～ ２３ ℃、湿度 ４０％ ～ ５０％、
光 ／暗循环 １２ ｈ 条件下单独饲养，自由饮食水。

保留坐骨神经损伤模型制备 　 采用保留坐骨

神经损伤（ ｓｐａｒｅｄ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ， ＳＮＩ）建立疼痛抑郁

共病小鼠模型［８］。 使用 ２ ５％异氟醚对小鼠进行麻

醉，切开小鼠左大腿的皮肤和肌肉，钝性分离由腓

肠神经、腓总神经和胫骨神经组成的坐骨神经。 结

扎腓总神经和胫总神经，在结扎远端约 ２ ｍｍ 处横

切神经。 皮肤缝合后用碘伏消毒。
实验分组与处理 　 采用随机数字表法将小鼠

分为三组：假手术组（Ｃ 组）、ＳＮＩ 组（Ｓ 组）和ＳＮＩ＋氯
吡格雷组（Ｌ 组），每组 ８ 只。 Ｃ 组手术过程与制备

ＳＮＩ 模型一致，但不损伤神经，保持神经完整性；Ｓ
组制备 ＳＮＩ 模型；Ｌ 组在术后 ２１ ｄ 起给予氯吡格雷

１０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃［６， ９］，连续 １４ ｄ。
机械缩足反射阈值 　 采用机械缩足反射阈值

（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ， ＭＷＴ）来反映小鼠

的机械痛阈值。 于术前 １ ｄ、术后 ７、１４、２１、２８、３５ ｄ
使用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝测定小鼠的 ５０％ＭＷＴ。 将小

鼠单独放置于 １０ ｃｍ×１０ ｃｍ×１５ ｃｍ 的玻璃框中，框
底部位为铁丝网。 每只小鼠实验前适应环境 ３０
ｍｉｎ，使其保持安静状态。 从 ０ ０７ ｇ 纤维丝开始，刺
激小鼠左足底跖部，测试时纤维丝弯成“Ｓ”形并保

持约 ５ ｓ，当小鼠出现缩足、抬足、舔足等行为，则为

阳性反应。 从出现阴性、阳性变化开始后再刺激 ４
次，每次刺激间隔 １ ｍｉｎ 左右。 最终根据“ｕｐ⁃ｄｏｗｎ”
法计算得出 ５０％ＭＷＴ［１０］。

悬尾实验　 于术后 ３５ ｄ 进行悬尾实验（ｔａｉｌ ｓｕｓ⁃
ｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ， ＴＳＴ），用胶带将小鼠分别悬挂在距离

桌子表面约 ５０ ｃｍ，胶带放置在离尾巴尖端约 １ ｃｍ
的地方。 实验前 １ ｄ 每只小鼠悬挂在悬挂架上保持

平衡一段时间，以帮助小鼠适应悬挂环境。 实验时

每只小鼠只测试 １ 次，持续 ６ ｍｉｎ。 如果小鼠在空中

出现停止挣扎或者仅有轻微的肢体运动，则被认为

不动。 从侧面录像测试，记录最后 ５ ｍｉｎ 内小鼠不

动时间。
强迫游泳实验 　 于术后 ３７ ｄ 进行强迫游泳实

验（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍ ｔｅｓｔ， ＦＳＴ），将小鼠单独放置在一个

盛有高 ３０ ｃｍ 水（水温 ２５ ℃左右）的圆柱形透明容

器（直径 ２０ ｃｍ，高度 ５０ ｃｍ）中强迫游泳。 实验前 １
ｄ 每只小鼠在水中游泳一段时间，以帮助小鼠适应

水中环境。 实验时对每只小鼠测试 ６ ｍｉｎ，对测试过

程进行录像和分析。 当小鼠漂浮在水中，不挣扎，
只做一些必要的动作来保持头部浮出水面，则考虑

为不动，记录最后 ５ ｍｉｎ 内小鼠不动时间。
ＥＬＩＳＡ 法　 行为学实验结束后处死小鼠，每组

选择 ４ 只小鼠，取右侧海马组织，采用 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒在 ４５０ ｎｍ 读取最终反应产物在酶标仪上的光密

度值。 根据标准曲线吸光度读数，测定 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 浓度。

ＲＴ⁃ＰＣＲ 法　 行为学实验结束后处死小鼠，每
组选择 ４ 只小鼠，采用 ＲＮＡ 分离试剂盒，在小鼠右

侧海马组织中分离出总 ＲＮＡ。 总 ＲＮＡ 浓度由分光

光度计测定。 取 ＲＮＡ ８００ ｎｇ，采用逆转录试剂盒进

行逆转录，合成 ｃＤＮＡ。 随后，将 ｃＤＮＡ 稀释 １５ 倍，
取稀释液 ５ μｌ 与试剂混合后，在实时 ＰＣＲ 仪中进行

实时 ＰＣＲ。 ＰＣＲ 反应条件如下：９５ ℃预变性 ６０ ｓ，
９５ ℃变性 １０ ｓ，６０ ℃退火 ２０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，循环
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４０ 次。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因，采用 ２－ΔΔｃｔ分析法计

算 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达量，引物序列

见表 １。
表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

基因 扩增引物序列

ＩＬ⁃１β
上游 ５′⁃ＣＣＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＧＡＧＴＧＴＧＧＡＴ⁃３′

下游 ５′⁃ＴＧＴＧＣＴＣＴＧＣＴＴＧＴＧＡＧＧＴＧＣＴ⁃３′

ＩＬ⁃６
上游 ５′⁃ＧＧＡＧＣＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣＧＡＴＡ⁃３′

下游 ５′⁃ＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴＡ⁃３′

ＴＮＦ⁃α
上游 ５′⁃ＣＴＣＡＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＴＧＡＧＣＣ⁃３′

下游 ５′⁃ＧＧＣＴＧＧＧＴＡＧＡＧＡＡＣＧＧＡＴＧ⁃３′

ＧＡＰＤＨ
上游 ５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡＧ⁃３′

下游 ５′⁃ＧＡＡＣＴＴＧＣＣＧＴＧＧＧＴＡＧＡＧＴ⁃３′

　 　 免疫荧光染色　 行为学实验结束后，将小鼠深

度麻醉，经心灌注磷酸盐缓冲液去血液，然后再注

入 ４％多聚甲醛（溶于 ０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液中，
ｐＨ ７ ４）。 取出小鼠脑组织，使用 ４％多聚甲醛后固

定 １～ ３ ｈ，随后转入 ３０％蔗糖溶液，４ ℃脱水 ３ ｄ。
用冰冻切片机将组织切成 ３０ μｍ 薄片，所有切片均

保存在 ０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７ ４）中，用
于免疫荧光组织化学染色。 冰冻切片用 ５％驴血清

的 ０ １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 溶液常温封闭 ２ ｈ，再孵育小

胶质细胞特异性标记物 Ｉｂａ⁃１ 抗体 ４ ℃过夜（稀释

比 １ ∶ ２００），在 ０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液中洗涤 ３
次（每次 １０ ｍｉｎ） 后，常温避光孵育 ＦＩＴＣ 偶联的

ＩｇＧ，采用荧光显微镜（×１０ 倍）和 ＣＣＤ 扫描相机拍

照海马区，记录小胶质细胞数量，各组取 ３ 张，随机

选择 ３ 个视野，取平均值计数。
统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １６ 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，
组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有

统计学意义。
表 ２　 三组小鼠不同时点 ＭＷＴ 的比较（ｇ，ｘ±ｓ）

组别 只数 术前 １ ｄ 术后 ７ ｄ 术后 １４ ｄ 术后 ２１ ｄ 术后 ２８ ｄ 术后 ３５ ｄ

Ｃ 组 ８ ０ ９７±０ ２７ ０ ８０±０ １３ ０ ８９±０ ２０ ０ ９３±０ １９ ０ ９８±０ ２１ ０ ９２±０ １６

Ｓ 组 ８ ０ ９６±０ １８ ０ ０３±０ ０１ａ ０ ０４±０ ０２ａ ０ ０４±０ ０２ａ ０ ０５±０ ０２ａ ０ ０５±０ ０２ａ

Ｌ 组 ８ ０ ９２±０ ２６ ０ ０３±０ ０１ａ ０ ０４±０ ０２ａ ０ ０５±０ ０２ａ ０ ３８±０ ０８ａｂ ０ ３３±０ １１ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５。

结　 　 果

ＭＷＴ　 与 Ｃ 组比较，术后 ７、１４、２１、２８、３５ ｄ Ｓ
组和 Ｌ 组 ＭＷＴ 明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓ 组比较，
术后 ２８、３５ ｄ Ｌ 组 ＭＷＴ 明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 术前

１ ｄ 三组 ＭＷＴ 差异无统计学意义（表 ２）。
不动时间 　 与 Ｃ 组比较，Ｓ 组和 Ｌ 组 ＴＳＴ 和

ＦＳＴ 不动时间明显延长（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓ 组比较，Ｌ
组 ＴＳＴ 和 ＦＳＴ 不动时间明显缩短（Ｐ＜０ ０５）（表 ３）。

海马组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度 　 与 Ｃ 组

比较，Ｓ 组和 Ｌ 组海马组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓

度明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓ 组比较，Ｌ 组海马组织

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度明显降低（Ｐ＜０ ０５） （表
４）。

海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表 达

量　 与Ｃ 组比较，Ｓ 组和 Ｌ 组海马组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６
和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓ
组比较，Ｌ 组海马组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ－６ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ
表达量明显降低（Ｐ＜０ ０５）（表 ５）。

海马组织小胶质细胞数量 　 与 Ｃ 组比较，Ｓ 组

和 Ｌ 组海马组织小胶质细胞数量明显增多 （Ｐ ＜
０ ０５）。 与 Ｓ 组比较，Ｌ 组海马组织小胶质细胞数量

明显减少（Ｐ＜０ ０５）（图 １）。

讨　 　 论

慢性疼痛是当今世界面临的重要医学问题，临
床上慢性疼痛患者并发抑郁的风险较正常人高 ４ ９
倍，疼痛抑郁共病的机制及治疗方法成了公共卫生

领域重要的拓展研究方向。 ＳＮＩ 模型在开始的第 ３
天即可表现出明显的热痛和机械性痛敏，在第 ３５ 天

可诱导动物出现稳定的抑郁样行为［１１］。 因此，本实

验研究采用 ＳＮＩ 小鼠模型模拟神经病理性痛诱发的

疼痛抑郁共病模型。 本实验研究结果显示，术后 ７、
１４、２１、２８、３５ ｄ ＳＮＩ 小鼠 ＭＷＴ 明显降低，且术后

３５、３７ ｄ 的抑郁行为实验中，小鼠 ＦＳＴ、ＴＳＴ 不动时

间明显延长，表明疼痛抑郁共病模型制备成功。
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表 ３　 三组小鼠 ＴＳＴ 和 ＦＳＴ 不动时间的比较（ｓ，ｘ±ｓ）

组别 只数 ＴＳＴ 不动时间 ＦＳＴ 不动时间

Ｃ 组 ８ ９２ ５±２７ ０ ８１ １±２５ ４

Ｓ 组 ８ １８６ ４±２９ ６ａ １９１ ０±２３ ９ａ

Ｌ 组 ８ １２１ ０±１４ ６ａｂ １１３ ６±１６ １ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５。

表 ４　 三组小鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６和 ＴＮＦ⁃α浓度的

比较（ｐｇ ／ ｍｌ，ｘ±ｓ）

组别 只数 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

Ｃ 组 ４ ５８ ３±５ ２ ６０ １±１１ １ ７１ ４±１ ８

Ｓ 组 ４ １０３ ４±７ ８ａ １２３ ３±５ ７ａ １５３ ９±３ ３ａ

Ｌ 组 ４ ７１ ５±５ ７ａｂ ８９ ５±３ ３ａｂ ９１ ３±５ ２ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５。

表 ５　 三组小鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ

表达量的比较（ｘ±ｓ）

组别 只数 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

Ｃ 组 ４ ０ ６２±０ ２７ ０ ７０±０ ０６ ０ ７３±０ １４

Ｓ 组 ４ １ ２９±０ １６ａ １ ５４±０ ２８ａ １ ３３±０ ２３ａ

Ｌ 组 ４ １ ００±０ １６ａｂ ０ ９８±０ ２３ａｂ ０ ９３±０ ０７ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５。

图 １　 三组小鼠海马组织小胶质细胞数量的比较

抑郁症的临床表现、发病率和患病率因性别而

异，女性抑郁症的发病率约为男性的 ２ ～ ３ 倍［１２］。
在小胶质细胞介导的疼痛信号转导中也同样存在

性别差异，并且雌激素波动会影响疼痛信号转

导［１３］。 因此，本实验研究选择雄性小鼠作为研究对

象，避免高雌激素水平对实验结果造成的偏移。
Ｐ２Ｙ１２Ｒ 主 要 表 达 在 小 胶 质 细 胞 上， 上 调

Ｐ２Ｙ１２Ｒ 可诱导神经性疼痛或癌痛的发生［１４－１５］。 氯

吡格雷是一种靶向 Ｐ２Ｙ１２Ｒ 的抗血栓药， 具有

Ｐ２Ｙ１２Ｒ 非依赖性作用，能够减轻炎症反应。 氯吡

格雷的活性代谢产物需要在肝脏中转化，临床上氯

吡格雷给药需要连续数天才能达到治疗效果。 大

鼠应用氯吡格雷 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 可以有效地减轻神经病

理性疼痛［６］。 本实验研究于术后 ２１ ｄ 起，连续 １４ ｄ
给予氯吡格雷，以便功能性抑制 Ｐ２Ｙ１２Ｒ。 本实验

研究结果显示，连续 １４ ｄ 给予氯吡格雷 １０ ｍｇ ／ ｋｇ
灌胃不仅有效地减轻 ＳＮＩ 诱导的机械痛觉过敏，并
且改善了小鼠抑郁样行为。

中枢神经系统固有免疫细胞如小胶质细胞、星
形胶质细胞等在抑郁症的发生发展中发挥着非常

重要的作用［１６］。 周围神经损伤可诱导小胶质细胞

激活并增加 ＴＮＦ⁃α 表达，尤其是在海马组织和其他

情绪调节区域，激活的小胶质细胞会释放炎性因

子，加剧抑郁症的进展［１７］。 考虑到海马组织炎症会

导致抑郁，本实验研究探讨了氯吡格雷对 ＳＮＩ 模型

小鼠海马组织小胶质细胞激活的影响，结果显示，
ＳＮＩ 小鼠海马组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度和

ｍＲＮＡ 表达量明显升高，使用氯吡格雷治疗后，这些

炎性因子浓度和 ｍＲＮＡ 表达量均明显降低。
在糖尿病外周神经病变和坐骨神经损伤的动

物模型中，脊髓和大脑不同区域的小胶质细胞有着

不同程度的激活［１８－１９］。 内脏痛后前额叶皮层 Ｔｏｌｌ
样 ４ 型受体的表达增加［２０］ 以及神经损伤后前扣带

皮层小胶质细胞的激活［２１］，提示大脑中小胶质细胞

在调节疼痛敏感性和神经炎症中起着关键的作用。
本实验研究结果显示，ＳＮＩ 术后小鼠海马组织小胶

质细胞数量较假手术小鼠明显增加，进一步提示海

马组织小胶质细胞的激活与神经病理性痛相关。
本实验研究尚有许多不足之处：星形胶质细胞

可以通过释放各种介质迁移和活化小胶质细胞［２２］，
而本实验研究仅探讨了氯吡格雷对小胶质细胞的

影响，缺少对星形胶质细胞的研究；氯吡格雷通过

哪种信号通路产生作用的机制以及是否会影响雌

性小鼠的疼痛及抑郁样行为，有待进一步的探究。
综上所述，氯吡格雷可以降低疼痛－抑郁共病

小鼠 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度和 ｍＲＮＡ 表达量，减
轻炎症反应，减少小胶质细胞数量，改善慢性神经

病理性痛和抑郁，为治疗疼痛 －抑郁共病提供新

思路。
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