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摘要 目的 探讨鞘内注射辛二酰苯胺异羟肟酸(SAHA)

对 M型瞬时受体电位通道 2(TＲPM2)介导小鼠慢性炎性痛
的影响。方法 将雄性野生型(WT)小鼠和 TＲPM2 － / －

小鼠

各 32 只，按随机对照原则分为 8 组:WT 对照组(WT CON

组)、WT 溶媒组(WT DMSO 组)、WT 炎性痛组(WT CFA

组)、WT炎性痛 + SAHA 组(WT SAHA 组)、TＲPM2 － / －
对照

组(TＲPM2 － / － CON组)、TＲPM2 － / －
溶媒组(TＲPM2 － / － DM-

SO 组)、TＲPM2 － / －
炎性痛组 ( TＲPM2 － / － CFA 组)、TＲ-

PM2 － / －
炎性痛 + SAHA 组( TＲPM2 － / － SAHA 组)，每组 8

只。采用完全弗氏佐剂(CFA)40 μl于小鼠左后肢足底皮下
注射建立慢性炎性痛模型，WT 和 TＲPM2 － / －

的 SAHA 组于
造模后 3 ～ 9 d 行为学测试后鞘内注射 50 mg /kg 的 SAHA，
WT CON组、WT CFA组、TＲPM2 － / － CON组、TＲPM2 － / － CFA

组 4 组注射等量生理盐水。WT和 TＲPM2 － / －
的 DMSO组鞘

内注射与 SAHA等体积的 DMSO。分别测定小鼠的机械刺
激伤害感受阈、辐射热刺激伤害感受阈及足爪的肿胀度。结
果 TＲPM2 － / －

小鼠在未造模前表现出正常的疼痛行为学反

应，与 WT小鼠差异无统计学意义。WT 和 TＲPM2 － / －
小鼠

鞘内注射 DMSO，其疼痛行为学指标与未注射前差异无统计
学意义。WT CFA组的机械刺激伤害感受阈值和热刺激伤
害感受阈值均明显低于 WT CON 组(P ＜ 0. 001)，WT SAHA

组在给予 SAHA 干预后，各种疼痛阈值显著升高，与 WT
CFA组比较差异有统计学意义(P ＜ 0. 001);TＲPM2 － / － CFA

组机械刺激伤害感受阈值和辐射热刺激伤害感受阈值均明

显高于 WT CFA组，与 TＲPM2 － / － SAHA组比较差异无统计
学意义。WT CFA 组足爪肿胀度造模后明显升高，与 WT
CON 组、WT SAHA 组比较均差异有统计学意义 ( P ＜
0. 001);TＲPM2 － / － CFA组足爪肿胀度明显低于 WT CFA 组
(P ＜ 0. 001)，与 TＲPM2 － / － SAHA 比较差异无统计学意义。

结论 TＲPM2 参与小鼠慢性炎性痛的发生发展，鞘内注射
SAHA可能改善 TＲPM2 介导的慢性炎性痛。
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瞬时感受器电位 2 ( transient receptor potential
melastatin 2，TＲPM2)是瞬时受体电位蛋白家族中
的 Ca2 +
通透的非选择性阳离子通道，广泛存在于脑

组织、脾、心、肺、胰腺 β 细胞、小胶质细胞、背根神
经节和免疫细胞(如中性粒细胞、巨噬细胞、单核细
胞)
［1 － 2］，参与免疫和炎症性反应中

［3 － 6］。炎症是
一种常见的病理情况，在组织炎症时，病变部位可产

生慢性持续性疼痛和痛觉过敏，不仅使患者感到不

适或痛苦，并且可造成诸多生理功能障碍和精神疾

病，如睡眠失调、抑郁症、注意力下降等。大量研
究
［4 － 7］
证实 TＲPM2 在炎性疼痛的发生过程中具有

重要作用，但其上游调节机制目前尚未明确。表观
遗传学是指对染色质进行可逆的化学修饰，并不改

变染色体 DNA序列的一种调节方式，乙酰化 /去乙
酰化是一种重要的表观遗传学修饰方式，与疼痛密

切相关，主要作用于转录后调节水平。越来越多的
证据表明抑制组蛋白乙酰化的药物在动物模型中具

有镇痛作用，所以该研究中应用Ⅱ类组蛋白去乙酰
化酶(histone deacetylases，HDACs)抑制剂辛二酰苯
胺异羟肟酸( suberoylanilide hydroxamic acid，SA-
HA)，通过 TＲPM2 － / －

小鼠初步探究 TＲPM2 在慢性
炎性痛中的作用，及鞘内注射 SAHA对 TＲPM2 介导
小鼠慢性炎性痛的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 C57BL /6J 品系的 WT 小鼠，雄
性，6 ～ 8 周，18 ～ 22 g，由安徽医科大学动物实验动
物中心提供;TＲPM2 － / －

小鼠，雄性，6 ～ 8 周，18 ～ 22
g，浙江大学第一附属医院麻醉科方向明教授馈赠。
所有小鼠置于 18 ～ 25 ℃室温下，相对湿度为 40%
～60%，自由摄食饮水。
1． 1． 2 主要仪器材料 电子 Von Frey 压力测痛
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仪、热辐射测痛仪、足趾容积测量仪(美国 IITC 公
司);戊巴比妥钠(北京化学试剂公司);完全弗氏佐

剂(complete Freund's adjuvant，CFA)、内含 0. 1%灭
活结核杆菌、SAHA(美国 Sigma公司)。
1． 2 方法
1． 2． 1 实验分组及建模方法 雄性 WT 小鼠及
TＲPM2 － / －

小鼠各 32 只，所有操作经过安徽医科大
学实验动物伦理委员会审批。在测定基础伤害感受
阈值后，分别随机分为 4 组共 8 组，即:WT 对照组
(WT CON组)、WT 溶媒组(WT DMSO 组)、WT 炎
性痛组(WT CFA 组)、WT 炎性痛 + SAHA 组(WT
SAHA组);TＲPM2 － / －

对照组(TＲPM2 － / － CON组)、
TＲPM2 － / －

溶媒组 ( TＲPM2 － / － DMSO 组)、TＲ-
PM2 － / －
炎性痛组(TＲPM2 － / － CFA 组)、TＲPM2 － / －

炎性痛 + SAHA 组(TＲPM2 － / － SAHA 组)，每组 8
只，由于相关研究

［8］
已经证明正常小鼠鞘内注射

SAHA对小鼠的疼痛行为学没有明显影响，因此未
作分组。WT CFA组和 TＲPM2 － / － CFA组采用 CFA
40 μl 于小鼠左后肢足底皮下注射，WT 和 TＲ-
PM2 － / － SAHA组于造模 3 d后给予 50 mg /kg SAHA
鞘内注射，而 WT和 TＲPM2 － / － DMSO组采用与 SA-
HA等体积的量于正常小鼠鞘内注射，连续注射 9
d。每组均在术后 9 d连续观察小鼠的一般状态，术
后第 3 天开始进行行为学测定。
1． 2． 2 观察小鼠状态和活动度 造模后每天观察
小鼠的精神状态及左足的变化情况，如足趾有无红、
肿，注射部位有无感染或渗液等。让小鼠自由活动，
观察其步态和左后肢姿势，及是否存在舔咬肢体、运
动障碍等情况。
1． 2． 3 机械刺激伤害感受阈值测定 安静环境
下，将小鼠置于底为 0. 5 cm ×0. 5 cm孔径的铁丝网
的透明有机玻璃箱中，适应 30 min，待安静后，将电
子 von Frey 压力测痛仪垂直正确安置在测定架上，
空载条件下调零，以恒定速率连续递增的压力触及

小鼠左足底跖侧皮肤至抬腿或主动缩足，观察最大

折力数据(用 g表示)，即为机械缩足阈值［9］。每只
小鼠测定 3 次，取平均值，两次间隔 5 min。
1． 2． 4 辐射热刺激伤害感受阈值测定 安静环境
中，将小鼠放置在底部为光滑玻璃的有机玻璃观察

室内，适应 30 min，待小鼠安静后，使辐射热源的红
外光束聚焦于小鼠左后肢足底皮肤的中心，直至小

鼠出现缩爪反应，缩爪反应时间即小鼠缩爪潜伏期。
设定切断时间为 20 s，以免小鼠被烫伤。每只小鼠
测定 3 次，取平均值，两次刺激间隔 5 min。

1． 2． 5 足爪肿胀度测定 造模前，用足趾容积测量
仪测定每只小鼠左后足的容积，作为基础值。从造
模后第 1 天开始每天测定该足爪的容积，直到第 9
天为止。每只小鼠每次测量 3 次，取平均值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，
计量资料以 珋x ± s表示，多组比较采用单因素方差分
析(one-way ANOVA)，两两比较采用 t 检验，组内比
较采用重复测量资料方差分析( repeated measures
data of ANOVA)。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 小鼠日常行为变化 WT CFA组与 TＲPM2 － / －

CFA组建模后小鼠健康状况良好，饮食基本正常，
探索、直立等自主活动明显减少，患肢出现保护性动
作，如经常舔足，刺激左足掌会出现快速的趋避反

应。
2． 2 机械刺激伤害感受阈值变化 WT CON 组与
TＲPM2 － / － CON组小鼠机械痛阈值比较差异无统计
学意义;正常的 WT和 TＲPM2 － / －

小鼠在给予 DMSO
注射后其机械刺激阈值的变化与未注射前比较差异

无统计学意义。WT CFA组小鼠左足爪的机械痛阈
值在造模后逐渐降低，并在第 3 天达到最低值，维持
5 ～ 8 d左右，明显低于 WT CON 组(P ＜ 0. 001);经
SAHA 处理后，小鼠的机械痛得到明显缓解(P ＜
0. 001)。TＲPM2 － / － CFA组小鼠的机械痛阈值明显
低于 TＲPM2 － / － CON组，但仍显著高于 WT CFA 组
(P ＜ 0. 001)，表明 TＲPM2 在小鼠的炎性疼痛的发
生过程中发挥重要作用。TＲPM2 － / － CFA组小鼠的
机械痛阈值与 TＲPM2 － / － SAHA组比较差异无统计
学意义，表明 SAHA可能是通过 TＲPM2 发挥其缓解
机械痛的作用(表 1)。
2． 3 热刺激伤害感受阈值变化 WT CON 组与
TＲPM2 － / － CON组小鼠热辐射痛阈值比较差异无统
计学意义;正常的 WT 和 TＲPM2 － / －

小鼠在给予

DMSO注射后其热辐射痛阈值的变化与未注射前比
较差异无统计学意义。WT CFA小鼠热辐射痛阈值
造模后呈下降趋势，于第 3 天达最低值，与 WT CON
组比较，表现出明显的热痛觉过敏(P ＜ 0. 001);在
SAHA组，疼痛明显减轻。TＲPM2 － / － CFA 组的热
辐射痛阈值在造模后仍显著高于 WT CFA 组(P ＜
0. 001)，与 TＲPM2 － / － SAHA 组比较差异无统计学
意义，表明 TＲPM2 在小鼠的炎性疼痛的发生过程中
发挥重要作用，并且 SAHA可能是通过 TＲPM2 发挥
其缓解热辐射痛的作用(表 2)。
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表 1 各组小鼠机械刺激伤害感受阈值变化(n = 8，珋x ± s)

组别 术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 5 d 术后 7 d 术后 9 d
WT CON 7． 99 ± 0． 21 8． 23 ± 0． 37 8． 04 ± 0． 25 8． 01 ± 0． 17 8． 12 ± 0． 18 8． 31 ± 0． 40
WT DMSO 7． 95 ± 0． 24 8． 09 ± 0． 28 8． 02 ± 0． 26 8． 06 ± 0． 28 8． 04 ± 0． 25 8． 18 ± 0． 21
WT CFA 8． 05 ± 0． 26 3． 63 ± 0． 46* 1． 93 ± 0． 40* 2． 38 ± 0． 56* 3． 15 ± 0． 72* 3． 55 ± 0． 49*

WT SAHA 8． 17 ± 0． 28 3． 82 ± 0． 63 2． 24 ± 0． 33 5． 01 ± 0． 23# 6． 07 ± 0． 35# 6． 37 ± 0． 39#

TＲPM2 － / － CON 8． 06 ± 0． 37 7． 91 ± 0． 61 8． 00 ± 0． 35 7． 93 ± 0． 27 7． 97 ± 0． 23 8． 12 ± 0． 24
TＲPM2 － / － DMSO 8． 11 ± 0． 38 8． 06 ± 0． 37 8． 20 ± 0． 25 8． 09 ± 0． 25 8． 02 ± 0． 20 8． 06 ± 0． 19
TＲPM2 － / － CFA 8． 06 ± 0． 23 4． 49 ± 0． 51# 3． 96 ± 0． 29# 5． 37 ± 0． 31# 5． 97 ± 0． 31# 6． 14 ± 0． 28#

TＲPM2 － / － SAHA 7． 96 ± 0． 40 4． 63 ± 0． 39 4． 29 ± 0． 38 5． 64 ± 0． 38 6． 23 ± 0． 54 6． 78 ± 0． 40
F值 0． 472 145． 824 456． 846 340． 216 171． 272 184． 994
P值 0． 851 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000

与 WT CON组比较:* P ＜ 0. 001;与 WT CFA组比较:#P ＜ 0. 001

表 2 各组小鼠热刺激伤害感受阈值变化(n = 8，珋x ± s)

组别 术前 1 d 术后 1 d 术后 3 d 术后 5 d 术后 7 d 术后 9 d
WT CON 12． 25 ± 0． 42 12． 38 ± 0． 55 12． 35 ± 0． 71 12． 66 ± 0． 65 12． 03 ± 0． 63 12． 13 ± 0． 60
WT DMSO 12． 38 ± 0． 40 12． 72 ± 0． 56 12． 22 ± 0． 70 12． 49 ± 0． 60 12． 53 ± 0． 70 12． 82 ± 0． 71
WT CFA 12． 18 ± 0． 85 4． 62 ± 0． 66* 3． 05 ± 0． 41* 5． 07 ± 1． 24* 6． 59 ± 0． 65* 6． 84 ± 0． 59*

WT SAHA 12． 21 ± 0． 57 4． 73 ± 0． 62 3． 06 ± 0． 21 9． 41 ± 0． 88# 10． 61 ± 0． 46# 11． 03 ± 0． 49#

TＲPM2 － / － CON 12． 26 ± 0． 40 12． 57 ± 0． 38 12． 16 ± 0． 81 12． 74 ± 0． 25 12． 67 ± 0． 48 12． 62 ± 0． 55
TＲPM2 － / － DMSO 12． 46 ± 0． 48 12． 46 ± 0． 52 12． 67 ± 0． 72 12． 39 ± 0． 45 12． 43 ± 0． 53 12． 32 ± 0． 46
TＲPM2 － / － CFA 12． 60 ± 1． 27 9． 36 ± 0． 94# 9． 60 ± 1． 00# 10． 43 ± 0． 60# 12． 06 ± 0． 87# 12． 28 ± 0． 89#

TＲPM2 － / － SAHA 12． 25 ± 0． 98 9． 17 ± 0． 58 9． 38 ± 0． 66 11． 82 ± 0． 66 12． 14 ± 0． 62 12． 25 ± 0． 40
F值 0． 317 180． 002 304． 426 93． 823 84． 740 80． 699
P值 0． 943 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000

与 WT CON组比较:* P ＜ 0. 001;与 WT CFA组比较:#P ＜ 0. 001

图 1 各组小鼠足爪肿胀度变化趋势

与 WT CON组比较:* P ＜ 0. 001;与 TＲPM2 － / － SAHA组比较:#

P ＜ 0. 001

2． 4 左后肢足爪肿胀度变化 造模后数小时，小鼠
左足即出现明显的红肿现象。其中WT CFA组的足
爪肿胀度明显高于 WT CON 组和 WT DMSO 组(P
＜ 0. 001)，SAHA处理后，小鼠的足爪肿胀度与 WT
CFA 组相比有显著缓解 ( P ＜ 0. 001 )。而 TＲ-

PM2 － / － CFA组的足爪肿胀度明显低于 WT CFA 组
(P ＜ 0. 001)，与 TＲPM2 － / － SAHA 组比较差异无统
计学意义，表明 TＲPM2 在小鼠炎性痛的炎症反应发
面发挥了重要作用，而 SAHA 可能是通过调节 TＲ-
PM2 来缓解炎性疼痛(图 1)。

3 讨论

大量研究
［7，10］
已经证明，TＲPM2 作为 TＲP家族

的一种非选择性阳离子通道，可以增加 Ca2 +
内流，

提高细胞兴奋水平，从而促进巨噬细胞合成和释放

各种炎性因子，以及激活中性粒细胞对化学趋化物

的反应，加重炎症反应。Haraguchi et al［7］研究也证
明，TＲPM2 可以通过促进趋化因子配体 2 的生成，
趋化中性粒细胞的渗透从而增强促伤害性炎性反

应，在各种致炎物质导致的炎性痛和外周神经损伤

的神经病理性痛中发挥重要作用。本实验中，通过
建立慢性炎性痛小鼠模型，比较 TＲPM2 － / －

小鼠和

野生型小鼠的行为学差异，结果显示在造模前，TＲ-
PM2 － / － CON 组小鼠无论是机械刺激伤害感受阈
值、热刺激伤害感受阈值还是足爪肿胀度与 WT
CON 组比较均差异无统计学意义，表明 TＲPM2 基
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因缺失小鼠在未致炎时表现出正常的疼痛行为学反

应;致炎后，WT CFA组机械刺激伤害感受阈值和热
刺激伤害感受阈值与 WT CON 组比较均明显降低，
足爪肿胀度则明显高于 WT CON 组，而 TＲPM2 － / －

CFA组各种行为学变化与 WT CFA 组相比有明显
减轻，说明 TＲPM2 参与介导了小鼠慢性炎性痛的发
生，其基因缺失可以减轻小鼠的疼痛反应。近期研
究
［11］
证明功能性的 TＲPM2 主要在脊髓的背根神经

节神经元上表达，虽然 TＲPM2 也在大脑的其他神经
元和组织表达，但其并不参与急性机械刺激和热伤

害刺激疼痛信号的形成。所以在造模后，TＲ-
PM2 － / － CFA组的机械伤害感受阈值和热刺激伤害
感受阈值与 TＲPM2 － / － CON 组比较明显下降，急性
炎症阶段可能与直接激活初级感觉神经元上的瞬时

受体电位 A1 有关，后期阈值降低可能由其他致炎
因素引起，说明慢性炎性疼痛产生的机制复杂，不完

全由 TＲPM2 介导引起。
近年来，对于病理性疼痛的研究

［12］
越来越聚焦

于表观遗传调节上，并且证实了病理性疼痛的发生

发展确实与表观遗传调节有关。表观遗传学是指染
色质进行可逆性的化学修饰及高级结构的重塑，以

达到调节基因的活动，主要调节机制包括组蛋白乙

酰化 /去乙酰化、组蛋白磷酸化 /去磷酸化以及 DNA
甲基化 /去甲基化等。其中组蛋白的乙酰化和去乙
酰化修饰是基因表达调控最主要的驱动力，这一可

逆性过程主要是由组蛋白乙酰基转移酶和 HDACs
共同参与调节。基于酵母种系发育中的不同
HDACs结构同源性分析，真核生物 HDACs被分为 4
类:Ⅰ类(HDAC1、2、3 和 8)、Ⅱ类(Ⅱa:HDAC4、5、
7、9;Ⅱ b:HDAC6 和 10)、Ⅲ类( sirtuin1-7)、Ⅳ类
(HDAC11)。研究［13］证明 II 类组蛋白去乙酰化酶
与炎性痛有着密切关系。本课题组前期实验［14］已
初步显示，鞘内注射 HDACs抑制剂如丙戊酸钠和选
择性的沉默调节蛋白 2 抑制剂，均能减轻慢性炎性
痛的痛觉过敏。SAHA 作为Ⅰ类和Ⅱ类 HDACs 特
异性的抑制剂，本实验中，在给予 SAHA干预后，WT
SAHA组的疼痛行为学变化及足爪肿胀度均得到显
著改善，且差异有统计学意义，说明 SAHA可能通过
改变组蛋白乙酰化水平，调控下游分子靶点，改善了

小鼠的疼痛反应;而 TＲPM2 基因缺失小鼠给予 SA-
HA处理后行为学没有明显变化，说明鞘内注射 SA-
HA改善疼痛反应可能是通过调节 TＲPM2 离子通
道起作用，由于 WT SAHA 组和 TＲPM2 － / － CFA 组
的行为学均有所改善，SAHA 和 TＲPM2 也可能是通

过不同的机制平行抑制 CFA诱导的炎性痛，两者之
间的联系还需要通过观察相关目的基因指标变化来

证实。
综上所述，本研究结果证实了 TＲPM2 参与介导

慢性炎性痛的发生发展，鞘内注射 SAHA 可以显著
改善正常小鼠的疼痛行为，对 TＲPM2 基因缺失小鼠
的疼痛行为改善不明显，通过观察行为学改变，SA-
HA 可能是通过调节 TＲPM2 发挥镇痛作用，本研究
不足之处就在于未深入观察相关目的基因在转录和

蛋白水平的变化。在接下来的实验中会深入探讨
TＲPM2 参与慢性炎性痛的详细机制，及其与表观遗
传调控的关系。
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Effect of intrathecal injection of SAHA on chronic inflammatory
pain in mice mediated by transient receptor potential melastatin 2

Yin Panpan，Lu Xianfu，Yang Zhilai，et al
(Dept of Anesthesiology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the effect of intrathecal injection of suberoylanilide hydroxamic acid(SAHA) on
chronic inflammatory pain in mice mediated by transient receptor potential melastatin 2(TＲPM2) ． Methods 32
specific pathogen free(SPF) male wild type (WT) mice and 32 TＲPM2 － / － male mice were randomly divided into
8 groups: WT control group (WT CON)，WT solvent group (WT DMSO)，WT inflammatory pain group (WT
CFA)，WT inflammatory pain + SAHA group(WT SAHA) ，TＲPM2 － / － control group(TＲPM2 － / － CON)，TＲ-
PM2 － / － solvent group ( TＲPM2 － / － DMSO)，TＲPM2 － / － inflammatory pain group ( TＲPM2 － / － CFA)，and TＲ-
PM2 － / － inflammatory pain + SAHA group(TＲPM2 － / － SAHA) (n = 8 each) ． Inflammatory pain model was in-
duced by intraplantar injection with 40 μl of complete Freund's adjuvant(CFA) into the plantar surface of the left
hind paw． WT SAHA group and TＲPM2 － / － SAHA group received intrathecal injection of SAHA 50 mg /kg each
morning after nociceptive testing． The mice received the same volume saline treatment in the WT CON group，WT
CFA group，TＲPM2 － / － CON group and TＲPM2 － / － CFA group． The WT DMSO group and TＲPM2 － / － DMSO
group received intrathecal injection of the same volume DMSO treatment with SAHA group． The 50% paw with-
drawal threshold，the paw withdrawal thermal latency and paw edema were measured after injection of CFA，respec-
tively． Ｒesults The TＲPM2 － / － mice showed normal sensitivity to mechanical and thermal stimuli compared with
WT mice． After receiving intrathecal injection DMSO in WT and TＲPM2 － / － mice，the changes of behavior had no
significant difference compared with CON group． In WT mice，the 50% paw withdrawal threshold and paw with-
drawal thermal latency in WT CFA was attenuated compared with that in WT CON，WT SAHA group(P ＜ 0. 001);
The paw edema of WT CFA group was significantly higher than that in WT CON，WT SAHA group(P ＜ 0. 001) ． In
TＲPM2 － / － mice，the 50% paw withdrawal threshold and paw withdrawal thermal latency were significantly higher
than that in WT CFA group(P ＜ 0. 001)，and there were no significant difference in the behavioral responses be-
tween TＲPM2 － / － CFA and TＲPM2 － / － SAHA group． The paw edema of inflammatory pain group was significantly
lower than that in WT inflammatory pain group(P ＜ 0. 001) ． Conclusion The chronic inflammatory pain develop-
ment is mediated by TＲPM2，and intrathecal injection of SAHA may improve the expression of TＲPM2 in the chro-
nic inflammatory pain．
Key words chronic inflammatory pain; transient receptor potential melastatin 2; suberoylanilide hydroxamic acid

·9971·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Dec; 52( 12)


