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巨噬细胞游走抑制因子在复杂区域疼痛综合征１型胫骨骨折大鼠模型
中的表达及作用

吴　锐，李荣亨

重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　探讨巨噬细胞游走抑制因子（ＭＩＦ）在复杂区域疼痛综合征１型（ＣＲＰＳ１）的表达及 ＭＩＦ靶向阻断对

ＣＲＰＳ１大鼠疼痛行为的影响。方法　健康成年雄性ＳＤ大鼠５０只，随机分为正常组、假手术组、模型组、治疗对照组及 ＭＩＦ
抑制剂（ＩＳＯ１）治疗组。后３组均进行ＣＲＰＳ１远端胫骨骨折造模；ＩＳＯ１治疗组在骨折２周后开始将ＩＳＯ１溶解于１０μｌ５％

ＤＭＳＯ后行皮下注射，１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），连续１４ｄ；治疗对照组同期皮下注射１０μｌ５％ ＤＭＳＯ作为对照。测定各组大鼠治疗前

后下肢肿胀程度及痛觉阈值并进行比较；采用ＥＬＩＳＡ、蛋白质印迹法测定各组大鼠血清、脑脊液、皮肤、坐骨神经和脊髓中 ＭＩＦ

蛋白的表达并进行比较。结果　模型组大鼠后足明显肿胀，疼痛阈值明显下降，与基线值及对照组比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。ＭＩＦ抑制剂ＩＳＯ１治疗组的下肢肿胀及痛觉阈值均有改善，与模型组相比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模

型组、治疗对照组及 ＭＩＦ抑制剂（ＩＳＯ１）治疗组的 ＭＩＦ在血清、脑脊液、皮肤、坐骨神经和脊髓的表达均高于正常对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论　ＭＩＦ是ＣＲＰＳ１的关键性炎症因子，抗 ＭＩＦ可能成为其新的靶向治疗手段。
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　　复杂区域疼痛综合征１型（ＣＲＰＳ１）是以局部肢

体疼痛异常为主要表现，涉及皮肤、血管、神经、肌肉

和骨关节的致残性疾病，在骨折或卒中后发病率高

达３５％～６４％［１］。迄今其病理机制仍不明确，因缺
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乏有效治疗手段，多数患者长期忍受慢性疼痛并最

终丧失劳动力。自１９４２年Ｓｕｄｅｃｋ首次提出肢体局

部炎症反应可能是ＣＲＰＳ１的主要发病原因之后，越

来越多的证据说明ＣＲＰＳ１的发生和维持与免疫炎

症关系密切［２３］。但对于ＣＲＰＳ１的炎症是局部、还

是全身性反应至今仍存在质疑，已找到的炎症因子

临床意义亦不明确［４］。因此寻找到具有诊治意义的

ＣＲＰＳ１关键性炎症因子是当前ＣＲＰＳ１治疗的突破

点。

　　巨噬细胞游走抑制因子（ＭＩＦ）是炎症反应不可

缺少的前炎症促炎因子，目前已被作为多种疾病炎

症活动的生物标志物及治疗靶点而备受关注［５］。最

近研究发现 ＭＩＦ在炎性痛、神经病理性疼痛中也起

着重要的病理生理作用［６］。为探讨 ＭＩＦ是否参与

并促进ＣＲＰＳ１的炎症反应及病理痛，本研究采用胫

骨骨折加制动的ＣＲＰＳ１大鼠模型，运用ＥＬＩＳＡ、蛋

白质印迹分析方法检测 ＭＩＦ在ＣＲＰＳ１大鼠血清、

脑脊液、皮肤、坐骨神经及脊髓中的表达变化，并探

讨抗 ＭＩＦ靶向治疗对ＣＲＰＳ１大鼠疼痛行为的治疗

作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物　清洁级健康成年雄性ＳＤ大鼠５０
只，由南昌大学医学院实验动物科学部提供（动物许

可证号：江西医动证字第０２１９６０２），体质量２５０ｇ
左右。大鼠实验操作按实验动物使用的３Ｒ原则给

予人道的关怀。

１．２　实验材料　氯胺酮针剂（规格：０．１ｇ，０．２

ｍｌ）；ＭＩＦ抑制剂ＩＳＯ１［（Ｓ，Ｒ）３（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅ

ｎｙｌ）４，５ｄｉｈｙｄｒｏ５ｉｓｏｘａｚｏｌｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ｍｅｔｈｙｌ

ｅｓｔｅｒ），Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ］；大鼠 ＭＩＦＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

（ＵｓｃｎＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅＩｎｃ．）；大鼠抗 ＭＩＦ多克隆抗体

（武汉博士德生物工程有限公司）；ｖｏｎＦｒｅｙ机械痛

刺激器；电子游标卡尺等。

１．３　造模方法［７］　在氯胺酮麻醉下，将成年大鼠右

后肢体用２．５ｃｍ宽的弹力绷带裹紧。采用手术钳

造成胫骨末端骨折。将骨折后肢用石膏固定使大鼠

臀部、膝盖和足踝在正常站立时保持屈曲状态。石

膏的范围从后足的跖骨到腹部成“人”字形。为了防

止大鼠啃咬身体上的石膏，所用石膏材料表面采用

镀锌网包裹。石膏固定后及时皮下注射５ｍｌ生理

盐水以防止术后脱水。术后４周，麻醉下用石膏剪

去除大鼠身上石膏。此时，所有实验中应用的大鼠

骨折处均已融合。观察到大鼠足部皮肤充血、肿胀

并出现自发痛和机械触诱发痛等异常时，认为造模

成功。

１．４　动物分组　５０只大鼠随机分为５组，每组１０
只，分别为正常组、假手术组、模型组、治疗对照组及

ＩＳＯ１治疗组。空白对照不予任何处理，假手术组

给予石膏假固定，但无胫骨骨折。另外３组大鼠均

进行ＣＲＰＳ１远端胫骨骨折造模。ＩＳＯ１治疗组在

骨折２周后开始将ＩＳＯ１（１ｍｇ／ｋｇ）［８］溶解于１０μｌ

５％ ＤＭＳＯ后行皮下注射，每日１次，连续１４ｄ，直

至石膏拆除；治疗对照组同期皮下注射１０μｌ５％

ＤＭＳＯ作为对照。

１．５　肿胀程度和疼痛行为测定　造模前测定各组

大鼠的后足厚度、疼痛行为作为基线值。术后４周

后拆除石膏并检测后足厚度、疼痛行为。疼痛行为

测定方法参见文献［９］。自发痛测定：大鼠置于用有

机玻璃特制的透明观测室内适应２０ｍｉｎ后，用摄像

机记录３０ｍｉｎ，统计后肢自发抬腿的次数和持续时

间。实验侧自发抬腿的次数和持续时间较对照侧显

著上升为自发痛指征。机械触诱发痛测定：采用

ｖｏｎＦｒｅｙ纤维丝依次刺激右后足底中部皮肤，刺激

过程中产生明显的缩爪或舔足，即为阳性反应。每

只大鼠均从小剂量的针丝开始刺激，每次加压时间

６ｓ，尼龙丝弯曲弧度相同，以确保每次施加的刺激

相同。每次重复间隔１０ｓ左右。记录６次阳性反应

的纤维强度，应用Ｄｉｘｏｎ［１０］报道的方法计算５０％疼

痛阈值，公式为１０ｌｇ（ｘ）＋ｋδ，其中ｘ 为最后刺激的强

度；ｋ为不同刺激方式的系数；δ为各刺激强度相邻

间距的均数。

１．６　ＥＬＩＳＡ法检测血清、脑脊液、皮肤、坐骨神经

及脊髓中 ＭＩＦ的含量　拆除石膏２４ｈ后取尾血２

ｍｌ静 置 ２ｈ 后 离 心 取 血 清，取 脑 脊 液 １ ｍｌ，

均－７０℃冻存。取大鼠右后足足背皮肤及坐骨神

经、Ｌ４～５段脊髓，称重后置于干冰中的Ｔｐｅｒ组织

蛋白提取试剂（加入ａｐｒｏｔｉｎｉｎ、ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ、ｐｅｐｓｔａ

ｔｉｎ、ＰＭＳＦ）中并将其切割成碎片。随后匀浆，离心

（２０ｍｉｎ，１４０００×ｇ，４℃）取上清液到微量离心管并

再加ＴｒｉｔｏｎＸ１００至浓度为０．０１％，再次离心后取

上清液于－７０℃冻存。所有标本集中采用ＥＬＩＳＡ
法检测 ＭＩＦ蛋白含量（最低检测浓度３μｇ／Ｌ），操作

按试剂盒说明书进行。最后用酶标仪读取４５０ｎｍ
波长处各样本的光密度（Ｄ）值。样品的ＭＩＦ含量根

据Ｄ值由标准曲线换算出相应的质量浓度，并乘以
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匀浆时稀释的倍数。

１．７　蛋白质印迹法检测皮肤、坐骨神经及脊髓的

ＭＩＦ蛋白表达含量　取足背皮肤、坐骨神经及Ｌ４～
５脊髓至置于干冰中的ＰＢＳ混合液中切割、匀浆、离

心（方法同 ＥＬＩＳＡ）。取上清匀浆液裂解３０ｍｉｎ。

按匀浆液５０μｇ／道进行ＳＤＳＰＡＧＥ，将蛋白质从

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶转移至硝酸纤维素膜上，０．１％ＴＢＳ
洗膜５ｍｉｎ，３次；５％脱脂奶粉于室温下封闭２ｈ，取

膜，加入 ＭＩＦ抗体（１２０００）或βａｃｔｉｎ（１２０００），

４℃过夜。冲洗后滴加辣根过氧化物酶标记的二抗

工作液（羊抗兔ＩｇＧ，１５００），３７℃孵育１ｈ，０．１％

ＴＢＳ冲洗３次，充分显色后用清水终止反应。暗室

中进行化学发光法显影，高敏感胶片摄片。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

学分析。数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析

（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行组间比较及多重比较。检

验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠后足厚度及疼痛行为的变化　造模

前测定各组大鼠的后足厚度、疼痛行为作为基线值。

假手术组拆除石膏后后足厚度及疼痛行为与空白对

照及基线值比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。模

型组后足明显肿胀，疼痛阈值明显下降，与基线值及

对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。注射

ＩＳＯ１大鼠的后足厚度［（５．８±０．７）ｍｍ］与模型组

［（７．６±０．９）ｍｍ］及注射ＤＭＳＯ组［（６．７±１．２）ｍｍ］

比较明显改善，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。注射

ＩＳＯ１大鼠的疼痛阈值也明显改善，与模型组及注

射ＤＭＳＯ 组大鼠比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），但仍低于正常对照组及基线值（Ｐ＜０．０５）。

见图１。

图１　各组大鼠疼痛阈值的变化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｐａｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｂｅｆｏｒｅｆｒａｃ

ｔｕｒｅ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；▲ Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭＳＯｔｒｅａｔｅｄ

ｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．２　ＭＩＦ在ＣＲＰＳ１大鼠不同部位的表达　ＥＬＩＳＡ
法检测结果显示，模型组大鼠 ＭＩＦ在血清、脑脊液、
皮肤、坐骨神经及脊髓中的含量与正常对照组及假
手术组比较均增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＩＳＯ１治
疗未对 ＭＩＦ在ＣＲＰＳ１大鼠各部位表达造成影响，
与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。
蛋白质印迹检测显示模型组皮肤、坐骨神经及脊髓
中的 ＭＩＦ均强表达，而正常对照组及假手术组皮
肤、坐骨神经及脊髓中 ＭＩＦ表达处于低水平，两者
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。

表１　ＥＬＩＳＡ检测 ＭＩＦ在各组大鼠血清、脑脊液、皮肤、坐骨神经及脊髓的表达

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＩＦｉｎｓｅｒｕｍ，ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ｓｋｉｎ，ｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅ，

ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ，ａｎｄｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ
ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｎｇ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ Ｓｅｒｕｍ ＣＳＦ Ｓｋｉｎ Ｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅ Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ３３．９±１１．２ ３３．８±１７．５ ３８．１±１５．２ ３５．２±２１．１ ３７．８±１６．３

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ ３４．４±８．５ ３１．５±１０．６ ３６．８±９．１ ３４．７±１１．１ ３８．２±７．５

Ｍｏｄｅｌ ４０．１±１７．５ ４２．３±１５．６ ５０．８±１３．５ ６４．３±２１．９ ４９．８±１６．４

ＩＳＯ１ｔｒｅａｔｅｄ ４２．７±１８．２ ４３．１±１２．９ ４８．５±１１．７ ６０．３±１７．１ ４５．３±１１．６

ＤＭＳＯｔｒｅａｔｅｄ ４０．５±１５．５ ３９．５±１０．１ ４７．８±８．１ ６２．５±１０．５ ４６．８±１３．３

　ＭＩＦ：Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ；ＣＳＦ：Ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ

ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＣＲＰＳ根据有无明确神经损伤分成Ⅰ型和Ⅱ型两

类。ＣＲＰＳ１没有明确对应的神经损伤证据，临床症状

比Ⅱ型更为复杂，发病机制至今不明［１１］。在过去的几

十年里ＣＲＰＳ１一直被认为是神经病理性改变，研究

也主要集中于与疼痛有关的中枢及外周神经系统方

面。而随着免疫学的发展，许多炎性因子被证实在
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ＣＲＰＳ１局部皮肤表达上调，如ＴＮＦα、ＩＬ６、ＮＯ等［２］。

但由于循环的ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα等炎性因子在
ＣＲＰＳ１患者中并未见升高［１２］，因此ＣＲＰＳ１是否存在

全身性炎症反应尚有争议［３］。

图２　蛋白质免疫印迹法检测 ＭＩＦ在各组大鼠皮肤、脊髓及坐骨神经的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＩＦｉｎｓｋｉｎ，ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ，ａｎｄｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
ＭＩＦ：Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ．Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　ＭＩＦ是重要的促炎因子，于１９６６年被发现并因

可抑制巨噬细胞／单核细胞移动而命名。其不仅能

抑制巨噬细胞游走并增强巨噬细胞的细胞内杀伤及

吞噬功能促进炎症反应，同时还可通过旁分泌及自

分泌作用激活ＥＰＫ１／２ＭＡＰＫ通道，促进促炎症因

子如ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ２、ＩＬ６、ＮＯ、ＰＧＥ２、ＣＯＸ２等

的合成及释放，使炎症反应放大［１３１５］。而ＴＮＦα、

ＩＬ１β、ＮＯ、ＰＧＥ２、ＣＯＸ２ 等作为重要的致痛性炎症

因子 及 介 质 在 ＣＲＰＳ１ 中 的 病 理 作 用 也 已 证

实［２３，１２］。本次实验结果显示ＭＩＦ不仅在ＣＲＰＳ１大

鼠局部（皮肤、脊髓及坐骨神经）表达上调，其血清水

平也显著升高，说明ＣＲＰＳ１大鼠的炎症反应不仅仅

存在于局部，血清 ＭＩＦ的显著升高提示ＣＲＰＳ１存

在全身性炎症反应。

　　ＣＲＰＳ发病原因并不明确，但其起始事件多存

在组织损伤或血管事件，因此微循环障碍及缺氧被

认为是ＣＲＰＳ发病及激发炎症反应的重要因素［１５］。

以往认为 ＭＩＦ的表达主要在免疫细胞，但目前发现

神经元及神经胶质细胞、血管、内分泌腺体都可表达

ＭＩＦ［５，１６１７］。除炎症刺激外，缺氧同样可以有效刺激

血管内皮细胞及血管平滑肌细胞合成并释放

ＭＩＦ［５］。同时ＣＲＰＳ的外伤应激、疼痛焦虑亦可刺

激下丘脑释放 ＭＩＦ。ＭＩＦ与其他炎症因子不同，它

可提前贮存在细胞内池中，并不需要在分泌前重新

合成蛋白［１８］，这使得ＭＩＦ可以比其他炎症因子更快

释放，及时参与炎症反应。因此 ＭＩＦ可能是ＣＲＰＳ１
的炎症反应中最早出现并调控其他炎症因子生成，

在ＣＲＰＳ病理机制中起着关键性作用的炎症因子。

　　ＭＩＦ具有催化苯丙酮酸、Ｄ，Ｌ多巴色素的异构

化反应及硫醇蛋白的氧化还原反应等酶活性。１９９８
年证实 ＭＩＦ的活性与其催化基因相关［１９］。随后

ＭＩＦ酶特性与其功能的相关性被进一步证实［２０］。

这些数据促使了基于 ＭＩＦ的这种独特的结构及酶

活性来设计小分子的 ＭＩＦ抑制剂的药物研究。化

合物Ｓ，Ｒ３４羟苯４，５二氢５异　唑乙酸甲酯又

称ＩＳＯ１，能抑制 ＭＩＦ互变异构酶活性。研究显示

ＩＳＯ１可阻抑 ＭＩＦ的生物作用，抑制巨噬细胞内

ＭＩＦ介导的花生四烯酸上调，还可抑制 ＭＩＦ诱导

ＣＯＸ２的生成，抑制ＬＰＳ诱导的ＴＮＦ释放及 ＮＦ

κＢ在巨噬细胞转位至核内，从而达到抗炎作

用［２１２２］。ＩＳＯ１已被证实对小鼠的自身免疫性胰腺

炎、败血症、格林巴利以及炎性痛有效，且未发现明

显毒副作用［２３２６］。本实验发现，使用 ＩＳＯ１ 后

ＣＲＰＳ１大鼠后足肿胀及疼痛明显减轻，说明ＭＩＦ参

与了ＣＲＰＳ１的炎症反应及病理痛，靶向阻断 ＭＩＦ
可能是ＣＲＰＳ１治疗的突破口。

　　综上，本实验结果显示 ＭＩＦ在ＣＲＰＳ１大鼠血

清、脑脊液、皮肤、坐骨神经及脊髓表达均有上调，说

明 ＭＩＦ广泛参与了ＣＲＰＳ１的炎症反应及病理改

变；同时还发现 ＭＩＦ的靶向抑制剂对ＣＲＰＳ１炎症

反应及病理疼痛具有治疗作用，提示抗 ＭＩＦ有可能

为ＣＲＰＳ１的治疗开辟一条新的路径。
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