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　 　 【摘要】 　 目的　 探索乳酸对慢性神经病理性痛小鼠认知功能的影响。 方法　 选择 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄
性小鼠 ３６ 只，８～１０ 周龄，体重 ２５～３０ ｇ。 采用坐骨神经损伤（ＳＮＩ）制备慢性神经病理性痛模型。 将

小鼠随机分为三组：假手术组（Ｓｈａｍ 组）、坐骨神经损伤组（ＳＮＩ 组）和坐骨神经损伤＋乳酸处理组

（ＳＮＩＬ 组），每组 １２ 只。 Ｓｈａｍ 组仅暴露神经，不进行结扎处理。 ＳＮＩ 组和 ＳＮＩＬ 组制备慢性神经病理

性痛模型。 乳酸通过生理盐水稀释至终浓度 １００ ｍｇ ／ ｍｌ。 ＳＮＩＬ 组于手术当天至术后第 ２０ 天每天腹

腔注射乳酸 ０ ２５ ｍｌ。 Ｓｈａｍ 组和 ＳＮＩ 组在相同时点给予等体积生理盐水。 于手术当天和术后第 ２１
天测量 ＭＷＴ，于术后第 ２０ 天采用旷场实验测量运动距离，采用新物体识别实验计算新物体探索时

间百分比。 于术后第 ２１ 天采用 Ｙ 迷宫实验计算轮替率。 术后第 ２２ 天处死小鼠，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）、早期生长反应因子⁃１（Ｅｇｒ⁃１）和细胞骨架活性调节蛋白（Ａｒｃ）
的相对含量。 结果　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＳＮＩ 组和 ＳＮＩＬ 组术后第 ２１ 天 ＭＷＴ 明显降低，ＳＮＩ 组新物体探

索时间百分比明显降低，轮替率、海马组织 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１、Ａｒｃ 相对含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＳＮＩ
组比较，ＳＮＩＬ 组新物体探索时间明显延长，轮替率、海马组织 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１、Ａｒｃ 相对含量明显升高（Ｐ
＜０ ０５）。 结论　 乳酸可以通过增加慢性神经病理性痛小鼠海马突触可塑性相关蛋白的表达，减轻认

知功能损伤。
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　 　 慢性疼痛作为一种复杂的生理心理活动，是临

床上最常见的症状之一［１］。 持续的疼痛会影响患

者预后，增加医疗费用，甚至危及患者生命［２－３］。 经

历慢性神经病理性痛的患者在出现代谢、内分泌甚

至免疫改变的同时常伴有认知功能下降［４］ 和神经

突触可塑性降低［５］。 突触可塑性作为大脑神经网

络功能稳态的标志之一，是学习和记忆的重要组成

部分。 突触可塑性下降常伴随认知功能紊乱［６］。
大脑中的乳酸主要由葡萄糖或糖原响应神经元活

动信号在星形胶质细胞中形成，它作为维持神经功

能的能量来源，对于维持神经元兴奋性、可塑性、记
忆整合和神经稳态等都发挥着重要的作用［７－８］。 通

过阻断星形胶质细胞糖原产生乳酸可以抑制脑内

海马长时程增强（ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ＬＴＰ）和记

忆巩固，而注射乳酸可以挽救突触可塑性的下

降［９］。 因此，本实验研究探讨乳酸对慢性神经病理

性痛小鼠认知功能的影响。

材料与方法

实验动物 　 本实验研究经东南大学医学院实

验动物伦理委员会批准（２０２００３１００１）。 选择 ＳＰＦ
级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，８ ～ １０ 周龄，体重 ２５ ～ ３０ ｇ，
由东南大学医学院实验动物中心提供（实验动物许

可证号：２２０２２２４９５）。 饲养条件：维持环境温度 ２０～
２４ ℃，相对湿度 ５５％～６５％，光 ／暗循环 １２ ｈ，保证充

足的食物和水供应。
慢性神经病理性痛模型制备 　 采用坐骨神经

损伤（ｓｐａｒｅｄ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ， ＳＮＩ）法制备慢性神经病

理性痛模型。 小鼠腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ麻醉后，置于俯卧位，碘伏棉球消毒，于小鼠

后肢上缘切开皮肤，分离肌肉，暴露出坐骨神经主

干及三个分支：腓肠神经、腓总神经和胫神经。 小

心分离出胫神经和腓总神经，并用 ６－０ 丝线紧紧结

扎，在结扎远侧端切断，保留腓肠神经。 局部无菌

生理盐水冲洗后采用 ５－０ 缝合线逐层缝合肌肉和

皮肤。 手术过程中使用保温垫维持体温，术毕小鼠

清醒后放回原笼继续喂养。 于手术当天和术后第

２１ 天测机械缩足阈值（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈ⁃
ｏｌｄ， ＭＷＴ）反映小鼠疼痛程度，ＭＷＴ 出现明显下降

提示慢性神经病理性痛模型制备成功，共制备模型

２８ 只，成功 ２４ 只，失败小鼠参照随机数字表补齐。

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（ Ｓｈａｍ 组）、坐骨神经损伤组

（ＳＮＩ 组）和坐骨神经损伤＋乳酸组（ＳＮＩＬ 组），每组

１２ 只。 Ｓｈａｍ 组仅暴露神经，不进行结扎处理。 ＳＮＩ
组和 ＳＮＩＬ 组制备慢性神经病理性痛模型。 乳酸通

过生理盐水稀释至终浓度 １００ ｍｇ ／ ｍｌ。 ＳＮＩＬ 组于手

术当天至术后第 ２０ 天每天腹腔注射乳酸 ０ ２５
ｍｌ［１０］。 Ｓｈａｍ 组和 ＳＮＩ 组在相同时点给予等体积生

理盐水。
ＭＷＴ 测量　 于手术当天和术后第 ２１ 天将小鼠

置于透明圆柱形玻璃箱内，足底为金属网。 小鼠适应

至少 １ ｈ 基本达到安静状态后进行测量。 取 １ ６５ ～
４ １７＃（０ ００８ ～ １ ４ ｇ）的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维共 ９ 根。 从

１ ６５＃开始，垂直刺其左后肢足底中间皮肤。 每次刺

激小鼠的相同位置，若出现抬足、舔足、甩足等反

应，记为阳性，下一次使用小一级力度的纤维丝测

试。 反之，记为阴性，下一次使用大一级的纤维丝，
直到出现阳性反应。 出现第一次阳性反应后再测

试 ４ 次从而计算得到小鼠的机械缩足阈值［１１］。
旷场实验　 于术后第 ２０ 天采用旷场实验检测

小鼠运动能力。 将小鼠置于无顶、４０ ｃｍ×４０ ｃｍ×４５
ｃｍ 的白色塑料箱中自由探索 １０ ｍｉｎ，通过软件记录

运动距离。 实验在安静环境中进行，每次实验结束

用酒精棉球擦除小鼠气味，以免影响下一次实验

结果。
新物体识别实验　 于术后第 ２０ 天通过新物体

识别实验检测小鼠的认知功能。 将两个完全相同

的物体（Ａ、Ｂ）放入实验箱内对称的地方，使小鼠背

朝两物体放进检测箱内自由探索训练 １０ ｍｉｎ。 ２ ｈ
后，将其中一个物体（随机改变一个物体）改为一个

颜色，形状均不相同，材质相同的新物体 Ｃ，记录时

间为 １０ ｍｉｎ，观察小鼠对新物体和熟悉物体的探索

时间。 小鼠前爪放在物体上、鼻子闻物体、舔物体

等均属于探究物体。 计算新物体探索时间百分比 ＝
Ｎ ／ （Ｎ＋Ｆ）×１００％（Ｎ，小鼠对新物体的探索时间；Ｆ，
小鼠对熟悉物体的探索时间。）。

Ｙ 迷宫实验　 于术后第 ２１ 天采用 Ｙ 迷宫实验

检测小鼠的认知功能。 Ｙ 迷宫由三个等长臂组成，分
别为 Ａ、Ｂ、Ｃ。 记录小鼠 ８ ｍｉｎ 内进入每个臂的顺序。
连续进入三个分支为轮替，如：ＡＢＣ、ＢＣＡ 或 ＣＡＢ。 然

后计算轮替率＝轮替 ／ （进臂总次数－２）×１００％。
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 　 于术后第 ２２ 天处死小鼠，裂
解小鼠海马蛋白后，将 ２０ μｇ 蛋白加入 １２ ５％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶中进行电泳。 然后将分离出来的蛋白转

移到 ＰＶＤＦ 膜上。 用 ５％牛血清白蛋白在室温下孵

育 ２ ｈ，将目标蛋白加入小鼠抗 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ２０ ０００，
批号：６０００⁃４⁃１⁃１ｇ），兔抗脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ）（１ ∶ １ ０００，批号：
２８２０５⁃１⁃ＡＰ），兔抗早期生长反应因子⁃１（ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１， Ｅｇｒ⁃１）（１ ∶ １ ０００，批号：ａｂ１３３６９５），
兔抗细胞骨架活性调节蛋白（ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｙ⁃
ｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ａｒｃ） （１ ∶ １ ０００，批号：ａｂ１８３１８３）
在 ４ ℃下过夜。 第二天加入抗小鼠 ＩｇＧ（１ ∶ １０ ０００，
批号：ＢＳ１２４７８），抗兔 ＩｇＧ（１ ∶ １０ ０００，批号：ＢＳ１３２７８）
孵育 ２ ｈ。 在 ＥＣＬ 发光液中培养，然后用化学发光

法检测蛋白条带，采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析条带的灰度

值。 通过目的蛋白的灰度值除以内参的灰度值，以
校正误差，计算 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１ 和 Ａｒｃ 相对含量。

统计分析　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ３ 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，两两比较采用

Ｔｕｋｅｙ 法。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

ＭＷＴ　 手术当天三组 ＭＷＴ 差异无统计学意

义。 与 Ｓｈａｍ 组比较，术后第 ２１ 天 ＳＮＩ 组和 ＳＮＩＬ 组

ＭＷＴ 明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 术后第 ２１ 天 ＳＮＩ 组和

ＳＮＩＬ 组 ＭＷＴ 差异无统计学意义（表 １）。

表 １　 三组小鼠不同时点 ＭＷＴ 的比较（ｇ，ｘ±ｓ）

组别 只数 手术当天 术后第 ２１ 天

Ｓｈａｍ 组 １２ ０ ４１±０ ０９ ０ ４２±０ １２

ＳＮＩ 组 １２ ０ ４２±０ １３ ０ １５±０ ０９ａ

ＳＮＩＬ 组 １２ ０ ４３±０ １３ ０ １９±０ ０９ａ

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５

　 　 运动距离 　 三组旷场实验运动距离差异无统

计学意义（图 １）。
新物体探索时间百分比　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＳＮＩ

组新物体探索时间百分比明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与

ＳＮＩ 组比较，ＳＮＩＬ 组新物体探索时间百分比明显升

高（Ｐ＜０ ０５）。 Ｓｈａｍ 组和 ＳＮＩＬ 组新物体探索时间

百分比差异无统计学意义（图 ２）。
轮替率　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＳＮＩ 组轮替率明显降

低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＳＮＩ 组比较，ＳＮＩＬ 组轮替率明显

图 １　 三组小鼠旷场实验中运动距离的比较

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＳＮＩ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ２　 三组小鼠新物体探索时间百分比的比较

升高（Ｐ＜０ ０５）。 Ｓｈａｍ 组和 ＳＮＩＬ 组轮替率差异无

统计学意义（图 ３）。

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＳＮＩ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ３　 三组小鼠轮替率的比较

海马组织 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１、Ａｒｃ 相对含量　 与 Ｓｈａｍ
组比较，ＳＮＩ 组海马组织 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１、Ａｒｃ 相对含量

明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＳＮＩ 组比较，ＳＮＩＬ 组海马

组织 ＢＤＮＦ、 Ｅｇｒ⁃１、 Ａｒｃ 相对含量明显升高 （ Ｐ ＜
０ ０５）。 Ｓｈａｍ 组和 ＳＮＩＬ 组海马组织 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１、
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Ａｒｃ 相对含量差异无统计学意义（图 ４—６）。

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＳＮＩ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ４　 三组小鼠海马组织 ＢＤＮＦ 相对含量的比较

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＳＮＩ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ５　 三组小鼠海马组织 Ｅｇｒ⁃１相对含量的比较

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＳＮＩ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ６　 三组小鼠海马组织 Ａｒｃ 相对含量的比较

讨　 　 论

神经损伤诱发慢性神经性痛是目前最流行的

啮齿动物疼痛模型，制备该模型的常见方法有坐骨

神经结扎和 ＳＮＩ 两种。 坐骨神经结扎操作复杂，结
扎程度和处理标准难以控制，ＳＮＩ 相对简洁可控，稳

定性也较高。 本实验研究通过测量并比较手术当

天和术后第 ２１ 天的 ＭＷＴ，显示 ＳＮＩ 可引起小鼠痛

觉过敏，从而出现慢性神经病理性痛。
慢性神经病理性痛在给患者带来不适的心理

感受的同时，也会给生理造成实质性的组织损伤。
本实验研究在保留腓肠神经对运动无明显影响的

前提下，通过行为学 Ｙ 迷宫和新物体识别结果显

示，ＳＮＩ 小鼠认知功能与假手术小鼠相比明显下降。
临床研究中也发现慢性持续的疼痛可导致认知功

能下降，但可用的干预手段有限［１２］。 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１
和 Ａｒｃ 在一定程度上可反映大脑突触的可塑性。
ＢＤＮＦ 对于维持 ＬＴＰ 起着关键作用，而 ＬＴＰ 是维持

大脑发挥正常学习和记忆功能的重要条件［１３］。
Ｅｇｒ⁃１ 作为维持 ＬＴＰ 后期形成海马体依赖性长期记

忆和重新巩固先前记忆所必需的，对于调节突触可

塑性、学习和记忆也发挥着关键作用［１４］。 Ａｒｃ 是突

触可塑性不可或缺的组成部分，包括 ＬＴＰ 和突触稳

态的维持［１５］。 本实验研究通过对小鼠海马组织三

种蛋白的检测，发现慢性神经病理性痛可导致小鼠

突触可塑性下降。
乳酸作为临床上反映微循环氧供需的指标，外

周微循环高的乳酸水平提示过多的无氧糖酵解，患
者预后常常不佳。 而在大脑内神经元可以摄取细

胞外乳酸作为其能量代谢底物的重要补充，以满足

突触活动增强时对大量能量的需求［１６］。 乳酸可通

过提高突触可塑性的水平来促进学习和记忆以及

发挥神经保护作用［１７］。 乳酸对于突触可塑性有积

极影响［１８⁃１９］，本实验研究通过对 ＳＮＩ 小鼠补充乳

酸，其认知功能得到了改善。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对小鼠海

马组织 ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１ 和 Ａｒｃ 进行检测，也表明乳酸

的干预让突触可塑性得到了恢复。
本实验研究还有一些不足之处。 首先，为了更

好地验证实验动物出现慢性神经病理性痛，需要同

时测量机械痛和热痛阈值，本实验研究仅测量机械

痛阈值，缺少热痛阈值的测试。 其次，本实验研究

通过外周给予乳酸进行干预，应该补充分析海马组

织内乳酸含量的差异。 最后，ＢＤＮＦ、Ｅｇｒ⁃１ 和 Ａｒｃ 表

达虽然可以反映突触可塑性的改变，但缺乏特异

性，未来需要进一步补充电生理结果。
综上所述，通过 ＳＮＩ 诱导小鼠慢性神经病理性

痛导致的认知功能下降与大脑神经元突触可塑性

下降有关。 乳酸可以通过增加慢性神经病理性痛

小鼠海马突触可塑性相关蛋白的表达，减轻认知功

能损伤。
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