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糖尿病大鼠脊髓内高迁移率族蛋白 -1参与调节机械性痛敏的机制
孙 鹏 1 王晓东 1 王志国 1 陈仁义 1 陈 磊 2△
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摘要 目的：观察高迁移率族蛋白 -1 ( high mobility group box-1，HMGB1)在糖尿病大鼠脊髓内的表达变化，探索其参与糖尿病性

机械性痛觉过敏的具体机制，进一步阐明糖尿病性痛的机制，为糖尿病疼痛的治疗提供新的思路。方法：(1) 36只 SD大鼠随机分

成 6组(n = 6)，分别为正常大鼠组、糖尿病大鼠对照组、糖尿病 7 d组、14 d、21 d和 28 d组。通过 Real-time PCR法检测各组大鼠
脊髓内 HMGB1 mRNA的表达情况。(2) 24只 SD大鼠分成 4组(n = 6)制作糖尿病大鼠模型，在造模后第 28 d鞘内给予生理盐

水、HMGB1的中和抗体 10、30和 100 滋g，检测糖尿病大鼠模型在各时间点的机械性缩足阈值。(3) 30只 SD大鼠随机分成 5组(n
= 6)，其中 4组给予链尿佐菌素制作糖尿病大鼠模型。模型制作 28 d后鞘内给予生理盐水、HMGB1的中和抗体 10、30和 100 滋g。

另一组大鼠腹腔给予生理盐水，作为糖尿病大鼠的对照组。检测各组大鼠脊髓的 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6 mRNA的表达。结果：(1)糖

尿病大鼠模型制作 21 d和 28 d，脊髓内 HMGB1 mRNA的表达显著上调(P ＜ 0.05)。(2)糖尿病大鼠鞘内给予 HMGB1中和抗体
30和 100 滋g后，可以在长达 24 h的时间内扭转模型大鼠的机械性痛敏 ( P ＜ 0.05)。(3)糖尿病大鼠造模 28 d 后，鞘内给予
HMGB1的中和抗体 30和 100 滋g可以明显逆转糖尿病大鼠脊髓内的 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6 mRNA的表达(P ＜ 0.05)。结论：糖尿

病大鼠脊髓内 HMGB1显著上调，鞘内给予 HMGB1的中和抗体可以通过抑制脊髓内 TNF-琢等细胞因子的表达而扭转糖尿病大
鼠的机械性痛敏。以上结果提示，脊髓 HMGB1可能参与了糖尿病机械性痛敏状态的维持过程。我们的研究对脊髓 HMGB1参与

糖尿病大鼠的疼痛的机制进行初步的探讨，为糖尿病性痛的治疗提供新的思路。
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The High-mobility Group Box 1 in Spinal Cord of a Rat Model of Diabetic
Neuropathic Pain Contributes to Mechanical Allodynia

To observe the change of expression of high-mobility group box 1 (HMGB1) in spinal cord of a rat model

of diabetic neuropathic pain. To explore the mechanisms involved in diabetic mechanical hyperalgesia. To further illuminate the

mechanism of diabetic pain and provide new ideas to diabetes pain treatment. (1) Thirty-six rats were divided into naive group,
sham group, diabetic 7 d group, diabetic 14 d group and diabetic 21 d group. The spinal HMGB1 was measured by Real-time PCR. (2)

Twenty-four rats were injected with STZ to build the model of diabetic neuropathic pain. These rats were randomly divided into four

groups (n = 6). 28 days after STZ injection, the effect of spinal HMGB1 on paw withdrawal threshold of diabetic rat was detected by

intrathecally injecting saline or the neutralizing antibody, which can go against the function of HMGB1. (3) Thirty rats were randomly

divided into five groups (n = 6). Four of these groups were injected with STZ. The remaining group was not performed any treatment as a

normal group. After 28 d, these rats were intrathecally injected saline or neutralizing antibody of HMGB1 to detect the spinal mRNA
expression of TNF-琢, IL-1茁 and IL-6. (1) The expression of HMGB1 mRNA in the spinal cord was notable upregulated on 21 d

and 28 d after STZ injection (P < 0.05). (2) Intrathecal injection of 30 and 100 滋g neutralizing antibody of HMGB1 could notably inhibit

the mechanical hyperalgesia on 28 d after STZ injection (P < 0.05). Its effect could last for 24 h (P < 0.05). (3) Intrathecal injection of 30

and 100 滋g neutralizing antibody of HMGB could notably cause the spinal mRNA expression of cytokines (TNF-琢, IL-1茁, and IL-6) on
28 d after STZ injection (P < 0.05). Our research found that the increase of HMGB1 in spinal cord was involved in the paw

withdrawal threshold of diabetic rats. The expression of spinal HMGB1 significantly increased in diabetic rats. Intrathecal administration

of HMGB1 neutralizing antibody could inhibit the expression of TNF-琢 and other cytokines in the spinal cord and could reserve the
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前言

糖尿病是一种以慢性高血糖为特征的代谢紊乱性疾病，通

常由多种病因而引起[1]。临床上大约一半以上的糖尿病患者会

出现神经病理性改变，而这部分病人中又有大约 20%的人出现

糖尿病神经病理性痛（糖尿病性痛），其主要表现为双侧下肢远

端产生自发痛，异常疼痛和痛觉过敏[2-4]。虽然对糖尿病性痛的

研究已经开展多年，但其具体机制尚未完全清楚。高迁移率族

蛋白 1（high mobility group box-1，HMGB1），是一个非组蛋白
DNA结合分子，当前被广泛认为是一种晚期炎性因子，在炎症

过程中发挥重要作用[5，6]。在中枢神经系统疾病，例如脑缺血，脊

髓脊髓损伤和肌萎缩性侧索硬化症[7-9]中，HMGB1都被发现参
与了这些疾病的发展的过程。此外，最近的研究表明，HMGB1

也参与了骨癌痛及周围神经损伤所引起的神经病理性疼痛的

过程[10，11]。但是，其是否参与了糖尿病性疼痛还不清楚。本研究

应用糖尿病大鼠模型，观察 HMGB1在糖尿病大鼠脊髓中的表

达变化，同时鞘内给予 HMGB1 的中和抗体，观察其对糖尿病

大鼠机械性痛敏的作用及其机制，从而观察 HMGB1是否参与

了糖尿病性痛的持续过程，进一步丰富和完善糖尿病性痛的机

制的研究。

1 材料与方法

1.1 材料
体重 220～ 250 g的成年雄性 SD大鼠，中国人民解放军军

事医学科学院实验动物中心提供。

1.2 方法
1.2.1 糖尿病大鼠模型制作 大鼠腹腔内注射 60 mg /kg链尿

佐菌素(STZ，Sigma 公司，美国)，STZ 浓度为 1 %，溶解于 pH

值 4.5的枸橼酸 -枸橼酸钠缓冲液中，所有动物饲养期间为自

由摄食和饮水。STZ注射前、注射后 2 d抽取尾静脉血标本，测

定血糖浓度，注射 STZ后 2 d血糖浓度 >16.7 mmol/L时，定为

糖尿病大鼠。对照组给予大鼠腹腔内注射 60 mg/kg的生理盐

水。

1.2.2 实验分组
1.2.2.1 糖尿病大鼠脊髓 HMGB1 在不同时间点的表达 将

36只大鼠随机分成 6组，每组 6只大鼠。分组为：正常大鼠组、
对照组、糖尿病大鼠 7 d 组、糖尿病大鼠 14 d 组、糖尿病大鼠
21 d组和糖尿病大鼠 28 d组。通过 Real-time PCR法检测各组

大鼠脊髓中的 HMGB1的 mRNA表达。
1.2.2.2 脊髓注射 HMGB1的中和抗体对糖尿病大鼠机械性痛

敏的影响 将 24只大鼠随机分成 4组，每组 6只大鼠。给予

链尿佐菌素制作糖尿病大鼠模型，28 d后鞘内给予生理盐水、

HMGB1的中和抗体 (抗 HMGB1，Sigma) 10、30及 100 滋g，检

测各组大鼠各时间点的机械性痛域。具体分组为：对照组（糖尿

病大鼠鞘内给予生理盐水）；中和抗体 10 滋g组（糖尿病大鼠脊

髓注射 HMGB1 中和抗体 10 滋g）；中和抗体 30 滋g组（糖尿病

大鼠脊髓注射 HMGB1中和抗体 30 滋g）；中和抗体 100 滋g组

（糖尿病大鼠脊髓注射 HMGB1中和抗体 100 滋g）。
1.2.2.3 鞘内注射 HMGB1 的中和抗体对糖尿病大鼠脊髓中
TNF-琢、IL-1茁 和 IL-6 mRNA 等细胞因子的表达的影响 将

24只大鼠随机分成 4组，每组 6只大鼠。给予链尿佐菌素制作

糖尿病大鼠模型 28 d后，鞘内给予生理盐水或 HMGB1的中

和抗体，给药 6 h后检测大鼠脊髓内 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6 mR-

NA的表达。具体分组为：saline组（糖尿病大鼠鞘内注射生理
盐水）、Ab 10 滋g 组（糖尿病大鼠注射 HMGB1 的中和抗体
10滋g）、Ab 30 滋g组（糖尿病大鼠注射 HMGB1的中和抗体 30

滋g）、Ab 100 滋g组：（糖尿病大鼠注射 HMGB1的中和抗体 100

滋g）。另选 6只正常大鼠，腹腔给予生理盐水，作为糖尿病大鼠

的正常对照组（normal组）。
1.2.3 大鼠鞘内置管 在糖尿病大鼠模型制作后 21 d，沿中线

纵行切开大鼠的第 3或 4胸椎水平，分离皮下肌肉，充分暴露

椎骨后，打开椎骨的椎板，以小剪刀剪开椎骨椎间隙的硬脊膜，

同时将 PE-10导管插至大鼠椎骨腰膨大( L4 - L5)处，封闭导管

外口后缝皮。置管术后 2 d鞘内注射 10 滋L (2%)利多卡因，如

大鼠双后肢在 10 s内瘫痪，则认为置管成功，可以进行下一步

实验。

1.2.4 机械性痛觉过敏检测 在模型制作 28 d后，用 von Frey

纤维丝检测大鼠机械性痛敏。首次测试前大鼠在测试环境中适

应 3 d。测试当天将动物放入底部为铁丝网上的 30× 30× 30

cm的有机玻璃箱中适应 30 min，以 von Frey纤维丝（Stoelting,

Chicago, IL, USA）由弱到强依次刺激足底，纤维丝需垂直刺激

大鼠后足底中部。以纤毛丝弯成 "S"为准，持续时间≤ 5 S，抬足

或舔足行为视为阳性反应，否则为阴性反应。每个强度刺激重

复 10次，以大鼠出现 5次以上缩足反射的最小刺激强度作为

机械性痛觉阈值。

1.2.5 Real-time PCR 参考 GeneBank和以往文献[12]设计引物

(表 1)，以观察大鼠脊髓 HMGB1及 TNF-琢等细胞因子的 mR-

NA水平的改变。腹腔注射 4%的戊巴比妥钠溶液（60 mg /kg）

麻醉大鼠，剥离脊髓腰膨大，分离腹背侧。以 Trizol法来提取组

织中的 RNA，按照 Fermentas公司的逆转录试剂盒的说明书合

成 cDNA。以这些 cDNA为模板，进行扩增、循环。
1.3 统计学处理

数值以均数± 标准差表示，利用 SPSS 17.0进行分析，单因

素方差分析 LSD检验进行组间比较，P＜ 0.05视为有统计学意

义。

2 结果

mechanical hyperalgesia in diabetic rats. These results suggest that the increase of HMGB1 in spinal cord was involved in the paw

withdrawal threshold of diabetic rats. Our research initially explored the mechanism of diabetic pain and could provide new ideas to
diabetes pain treatment.

Diabetic; High-mobility group box 1; STZ; Paw withdrawal threshold
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Genes Primers Sequences

HMGB1 Forward primer 5'-AAGCCCTACACCATCTTCCA-3'

Reverse primer 5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3'

TNF-琢 Forward primer 5'-TGATCGGTCCCAACAAGGA-3'

Reverse primer 5'-TGCTTGGTGGTTTGCTACGA-3'

IL-1茁 Forward primer 5'-TGCTGATGTACCAGTTGGGG-3'

Reverse primer 5'-CTCCATGAGCTTTGTACAAG-3'

IL-6 Forward primer 5'-GCCCTTCAGGAACAGCTATG-3'

Reverse primer 5'-CAGAATTGCCATTGCACAAC-3'

GAPDH Forward primer 5'-CCCCCAATGTATCCGTTGTG-3'

Reverse primer 5'-TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3'

表 1引物序列表

Table 1 Primer sequences

2.1 糖尿病大鼠脊髓 HMGB1 mRNA表达变化

与注射生理盐水的对照组相比，糖尿病大鼠造模 21 d和
28 d组脊髓内的 HMGB1 mRNA 的表达水平显著提高 ( P <

0.05，Fig. 1)，而 7 d和 14 d组的表达水平为与对照组相比无显

著改变( P > 0.05，图 1)。

2.2 鞘内给予 HMGB1的中和抗体对糖尿病大鼠机械性痛痛

觉阈值的影响

由于糖尿病大鼠的机械性痛敏在 1个月时最明显，且此后

维持在此水平 [13，14]，因此我们观察此时间点时糖尿病大鼠

HMGB1的中和抗体对糖尿病大鼠机械性痛敏的影响。造模
28 d后，可以观察到在鞘内给予 30 滋g和 100 滋g的 HMGB1

的中和抗体后，糖尿病大鼠可以出现明显的镇痛作用，且这种

镇痛作用可以持续 24 h( P ＜ 0.05，图 2)。
2.3 鞘内注射 HMGB1的中和抗体对脊髓内 TNF-琢等细胞因
子水平的影响

在糖尿病大鼠造模后 28 d，糖尿病大鼠脊髓背角 TNF-琢、
IL-1茁和 IL-6 mRNA的表达明显上调( P＜ 0.05，图 3)。鞘内给

予 HMGB1 的中和抗体 30 滋g 和 100 滋g 可以显著地减少
TNF-琢、IL-1茁及 IL-6的 mRNA的表达水平( P＜ 0.05，图 3)。

3 讨论

HMGB1虽然是一种核蛋白，但是其在细胞外发挥细胞因

图 1糖尿病大鼠脊髓 HMGB1的 mRNA表达水平的改变

Fig.1 The mRNA expression of HMGB1 in spinal cord of diabetic rats

Note: *P＜ 0.05 indicates a significant difference with sham group.

图 2鞘内给予 HMGB1的中和抗体对糖尿病大鼠后肢机械性痛敏

的影响

Fig.2 Effect of intrathecal injection of neutralizing antibody of HMGB1

on mechanical hyperalgesia on 28 d after STZ injection

Note:*P＜ 0.05 indicates a significant difference with sham group.

图 3鞘内给予 HMGB1中和抗体对糖尿病大鼠脊髓 TNF-琢等细胞因
子表达水平的影响

Fig. 3 Effect of intrathecal injection of neutralizing antibody of HMGB1

on expression of cytokines

Note: *P＜ 0.05 indicates a significant difference with sham group.
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子样的作用[15]。在炎性疾病中，HMGB1已经显示出促炎性的功

能，这些疾病包括败血症，急性肺损伤，风湿性关节炎，肌萎缩

性脊髓侧索硬化症以及脑缺血[16，17]。因此，抗 HMGB1的多克隆

抗体可能是治疗炎性疾病的一种潜在的治疗手段[5]。同时，最近

的研究也报道了 HMGB1在啮齿类动物的慢性痛模型，如癌性

痛、神经病理性痛动物模型的脊髓背角和背根节（DRG）中也扮

演了重要的作用[10]。而在炎症及应激的状态下，HMGB1也可以

主动地从神经细胞和胶质细胞中分泌，进而参与疼痛的发展及

维持[18]。

糖尿病性痛虽然是慢性痛的一种，但其不同于炎性痛和神

经病理性痛[19]。由于其具体机制不能完全被阐明，因此对于糖

尿病性痛的治疗，除了严格控制血糖外，一些传统的镇痛药物，

如吗啡、可待因、非甾体类抗炎药等对糖尿病性疼痛症状的缓

解作用甚微。为了进一步阐明糖尿病性疼痛的发病机制，我们

观察了糖尿病大鼠中脊髓 HMGB1的表达。在我们的研究中，

糖尿病大鼠脊髓 HMGB1 mRNA的表达水平显著上调，而在鞘

内给予 HMGB1的中和抗体可以产生长达 24 h的镇痛作用，

并且这种镇痛作用具有剂量依赖性的特点。这提示，在降低了

脊髓 HMGB1的水平后，糖尿病性痛的机械性痛敏被明显抑

制。因此，我们的结果表明，脊髓 HMGB1参与了糖尿病性痛机

械性痛敏的维持。

有研究指出，脊髓的胶质细胞在慢性痛的发展和维持中发

挥了关键作用。在神经性疼痛的状态下，脊髓背角星形胶质细

胞被广泛激活，进而引起各种炎症介质的生产和释放，包括

IL-1茁、IL-6和 TNF-琢等细胞因子，而这又进一步引起伤害性反
应[20，21]。而 HMGB1的分泌也可以引发细胞因子从炎性细胞中

释放，引起正反馈，从而进一步引起 HMGB1的释放和炎症级

联反应的维持[22，23]。因此，为了进一步观察脊髓 HMGB1参与糖

尿病痛的具体机制，我们观察了 HMGB1对糖尿病大鼠脊髓
IL-1茁、IL-6及 TNF-琢等细胞因子的影响。在我们的研究中，糖
尿病大鼠脊髓背角细胞因子 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6 mRNA的表

达显著增提高，而给予 HMGB1 的中和抗体后，以上细胞因子
mRNA的表达出现剂量依赖的减少。以上结果显示，在糖尿病

大鼠脊髓抑制 HMGB1后可以降低 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6等细

胞因子的 mRNA的表达。这些数据提示，脊髓 HMGB1可以通
过调节 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6的表达水平来调节糖尿病大鼠的

痛觉过程。而脊髓中 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6等细胞因子的表达

不仅局限于糖尿病性痛，也可以出现在骨癌痛、外周神经损伤

等其他慢性痛中。Tong等 [10] 在骨癌痛模型上也发现，脊髓

HMGB1的表达也显著上调。同时，有研究也发现在外周神经

损伤后，大鼠的 HMGB1在背根神经节中的表达也增多[11]。因

此，我们推测，慢性痛状态下中枢神经系统中发生的神经免疫

反应，可以进一步引起 HMGB1的表达上调。而 HMGB1在上

调后，也可以进一步促进神经免疫反应的进行，从而维持慢性

痛的痛觉状态。

总之，本研究通过糖尿病大鼠模型，观察到大鼠脊髓内

HMGB1显著上调，鞘内给予 HMGB1的中和抗体可以通过抑
制脊髓内 TNF-琢等细胞因子的表达而扭转糖尿病大鼠的机械
性痛敏。因此，我们的研究提示，脊髓 HMGB1可能在糖尿病大
鼠机械性痛敏的发生和发展中发挥重要作用。糖尿病性痛一直

是困扰糖尿病人的重要因素之一，现阶段对其机制的不完全了

解限制了临床上对糖尿病性痛的治疗。本研究通过观察糖尿病

大鼠脊髓 HMGB1的表达，以及其对糖尿病大鼠机械性痛觉过

敏和细胞因子表达的影响，对脊髓 HMGB1参与糖尿病大鼠的
疼痛的机制进行初步的探讨，为糖尿病性痛的治疗提供新的思

路。
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