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摘要 ：

[ 背景 ]　砷是广泛存在于自然界的一种有毒类金属元素，经饮水摄入是其威胁人类健康的主要
途径。慢性砷暴露造成多器官系统的损伤，周围神经病变引起的感觉异常是最常见症状之一。

[ 目的 ]　探究慢性砷染毒对大鼠周围神经机械痛觉的影响及甲钴胺的干预作用。

[ 方法 ]　28 只 SPF 级 SD 雄性大鼠随机分为对照组、25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组、100 mg·L-1 亚砷
酸钠染毒组、100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +1 mg·kg-1 甲钴胺干预组（简称为干预组），经饮水方式
进行砷染毒。干预组在 100 mg·L-1 亚砷酸钠溶液染毒的同时给予 1 mg·kg-1·d-1 甲钴胺溶液灌胃
处理，连续进行 32 周。在第 10、20、30 周时采用 Von frey 纤维丝测量大鼠后足机械痛阈值，
染毒结束时收取 24 h 尿样及坐骨神经。采用 Western blotting 法检测神经纤维髓鞘碱性蛋白

（MBP）的表达，免疫组化法检测炎症因子 γ- 干扰素（IFN-γ）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）的表达，
液相色谱 - 原子荧光联用法检测尿中砷代谢物浓度。

[ 结果 ]　 染毒第 20 周时，相比于对照组（14.67 g），两个染毒组的机械痛阈值均值（9.14、
6.80 g）分别下降了 38%、54%（P < 0.05），干预组痛阈值（8.60 g）比 100 mg·L-1 染毒组上升了
27%，但差异无统计学意义。两个染毒组坐骨神经中 MBP 表达水平（1.93±0.40、2.07±0.20）高
于对照组（1.00±0.20）（P < 0.05），100 mg·L-1 染毒组炎症因子 IFN-γ（14 287.98±10 218.73）、TNF-α

（54.87±7.86）的表达均高于对照组（分别为 5 704.22±1 341.28、37.28±10.12）（P < 0.05）。相比
于 100 mg·L-1 染毒组，干预组 MBP 表达（1.08±0.32）降低（P < 0.05），炎症因子 IFN-γ（9 408.49± 

3 228.92）、TNF-α（41.64±7.68）的表达无明显变化。染毒组尿中无机砷的质量浓度随染毒
质 量 浓 度 的 增 高 而 增 高（P < 0.05），干 预 组［（704.42±207.88）μg·L-1］比 100 mg·L-1 染 毒 组

［（479.04±92.91）μg·L-1］更高（P < 0.05）；尿中二甲基砷也随染毒浓度的增高而增高（P < 0.05）。

[ 结论 ]　饮水慢性砷染毒引起大鼠机械痛阈值降低，MBP 以及炎症因子 IFN-γ、TNF-α 表达升
高。甲钴胺处理可降低 MBP 表达，但在缓解砷诱导的机械痛觉异常中效果尚不明显。
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Abstract: 

[Background] Arsenic is a toxic metalloid element widely distributed in natural environment, and 
a primary pathway for arsenic exposure is via drinking water. Chronic arsenic exposure may cause 
damage to multiple organs and systems, and sensory deficits caused by peripheral neuropathies 
are one of the most common complications. 

[Objective] This experiment aims to explore the effect of chronic arsenic exposure on peripheral 
nerve mechanical algesthesia in rats and the potential protection of mecobalamin.

[Methods] A total of 28 SPF SD rats were randomly divided into four groups: control group, 
25 mg·L-1 NaAsO2 group, 100 mg·L-1 NaAsO2 group, and intervention group (100 mg·L-1 NaAsO2+ 
1 mg·kg-1 mecobalamin). The rats were exposed to arsenic by free drinking, and the rats in the 
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intervention group was additionally given 1 mg·kg-1·d-1 mecobalamin solution by gavage; the experiment lasted for 32 weeks. The hind 
foot mechanical pain threshold was measured at the 10th, 20th, and 30th weeks with Von frey filament, and the 24 h urine samples 
and sciatic nerve samples were collected at the end of the exposure. The expression of myelin basic protein (MBP) was detected by 
Western blotting, the expressions of interferon-γ (IFN-γ) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were detected by immunohistochemistry, 
and the concentrations of arsenic metabolites in urine were detected by liquid chromatography-atomic fluorescence spectrometry.

[Results] At the 20th week, compared with the control group (14.67 g), the mean mechanical pain thresholds of the 25 mg·L-1 NaAsO2 
group (9.14 g) and the 100 mg·L-1 NaAsO2 group (6.80 g) decreased by 38% and 54% respectively (P < 0.05), and the threshold of the 
intervention group (8.60 g) was higher than that of the 100 mg·L-1 NaAsO2 group by 27% without statistical difference. The expression 
levels of MBP in the 25 mg·L-1 NaAsO2 group (1.93±0.40) and the 100 mg·L-1 NaAsO2 group (2.07±0.20) were higher than that in the control 
group (1.00±0.20) (P < 0.05), and the expressions levels of IFN-γ and TNF-α in the 100 mg·L-1 NaAsO2 group (respectively 14 287.98±10 218.73 
and 54.87±7.86) were higher than those in the control group (respectively 5 704.22±1 341.28 and 37.28±10.12) (P < 0.05). The expression 
level of MBP was decreased in intervention group (1.08±0.32) compared to that in the 100 mg·L-1 NaAsO2 group (P < 0.05), and the 
expression levels of IFN-γ (9 408.49±3 228.92) and TNF-α (41.64±7.68) did not significantly change. The concentrations of inorganic arsenic 
and dimethylarsinic acid in urine were increased with higher arsenic exposure dose (P < 0.05). Compared with the 100 mg·L-1 NaAsO2 
group [(479.04±92.91) μg·L-1], the intervention group showed a higher inorganic arsenic level [(704.42±207.88) μg·L-1] (P < 0.05). 

[Conclusion] Chronic arsenic exposure of rats via drinking water can result in decreased mechanical pain threshold and increased 
expression levels of MBP and inflammatory factors (IFN-γ and TNF-α). The intervention of methylcobalamin can reduce the level of MBP, 
but its effect on alleviating the allodynia evoked by arsenic exposure is not obvious.

Keywords: chronic arsenic exposure; mechanical pain threshold; mecobalamin; myelin basic protein; interferon-γ; tumor necrosis 
factor-α; metabolism of arsenic

砷是广泛存在于自然界的一种有毒类金属元素，
可通过呼吸道、消化道和皮肤等多种途径进入人体。
饮水砷中毒是环境砷中毒的常见途径。高砷水的摄
入使全球数亿居民受到慢性砷中毒的威胁，可对机体
造成多系统、多脏器的损害［1］。慢性砷暴露引起的周
围神经病变是神经系统最常见的并发症之一，且通
常会影响感觉传导、神经传导速度［2］。慢性砷中毒患
者常出现异常疼痛、痛觉过敏、四肢麻木感、针刺感、
痒感等感觉障碍［3-5］，病理研究亦见周围神经轴突变
性、脱髓鞘［6-7］。这种与神经损伤有关的异常性疼痛
成为日益严重的临床问题，而其影响痛觉感受的机制
目前尚不清楚。无机砷在体内主要通过甲基化反应后
代谢排出体外［8］。甲钴胺为维生素 B12 的一种活性形
式，是体内甲基化反应的重要辅助因子，也是治疗周
围神经病的常用药，对临床和实验性周围神经病变存
在有益作用。然而，在砷中毒引起的周围神经损伤中
甲钴胺是否能发挥其神经保护作用、减轻砷中毒引起
的痛觉异常，尚未见有研究报道。本研究通过构建慢
性砷染毒大鼠及甲钴胺干预模型，测量其机械痛阈的
改变，检测坐骨神经髓鞘碱性蛋白及炎症因子表达的
变化，探究砷染毒大鼠周围神经病理性疼痛的可能机
制及甲钴胺的干预作用。

1   材料与方法
1.1   主要仪器与试剂

Von Frey 纤维丝（Aesthesio，美国 Danmic 公司），

LC-AFS6500 原子荧光形态分析仪（中国北京海光仪
器有限公司），AFS8230 原子荧光光度计（中国北京
吉天仪器有限公司），PRP-X100 阴离子交换色谱柱

（250.0 mm×4.1 mm×10.0 μm，瑞士 Hamilton 公司），一
次性水系针头微孔过滤器（0.22 μm，中国上海安谱科
学仪器有限公司），蛋白免疫印迹试验仪器设备（中国
北京市六一仪器厂），Tanon-5500 全自动化学发光成
像分析系统（中国上海天能科技有限公司），正置光学
显微镜（中国江苏世泰实验器材有限公司），CFI60 光
学成像系统（日本尼康）。

亚砷酸钠（纯度≥ 95%，中国山东西亚化学工业
有限公司），甲钴胺胶囊（中国山东鲁抗医药集团赛
特有限责任公司），多克隆兔抗髓鞘碱性蛋白（myelin 

basic protein，MBP）抗体（中国武汉 ABclonal 公司），
二喹啉甲酸（bicinchonininc acid，BCA）法蛋白定量试
剂盒（中国杭州联科生物技术股份有限公司），辣根过
氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的山羊
抗兔 IgG（美国 Bioworld 公司），化学发光试剂盒（美
国 Genview 公司），γ- 干扰素（interferon-γ，IFN-γ）、肿
瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）一抗、
HRP 标记的山羊抗兔二抗、DAB 显色试剂盒（中国武
汉塞维尔生物科技有限公司）。

亚砷酸钠染毒溶液的配制 ：准确称取 1 g 亚砷酸
钠溶于 100 mL 蒸馏水中，配成 10 g·L-1 的亚砷酸钠储备
液 ；染毒前，将储备液用蒸馏水稀释成 25、100 mg·L-1

的亚砷酸钠溶液。
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1.2   实验动物分组及染毒方法
选用健康 4 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 28 只，体重

为 100~120 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司
提供，实验动物合格证号 ：SCXK（湘）2016-0002。实
验室内温度为 20~26℃，湿度为 50%~70%。实验期间，
大鼠可自由摄食、饮水。适应性喂养 1 周后，采用随
机数表法将大鼠随机分为 4 组，分别为对照（蒸馏水）
组、25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组、100 mg·L-1 亚砷酸钠染
毒组、100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +1 mg·kg-1 甲钴胺干预
组（简称为干预组）。采用自由饮水方式进行连续亚
砷酸钠染毒及甲钴胺灌胃干预 32 周。甲钴胺溶于蒸
馏水中，按 0.1 mL·kg-1 灌胃体积配成合适浓度，每日
予 1 mg·kg-1 灌胃。观察大鼠的一般情况变化，每周测
量 1 次体重。

亚砷酸钠及甲钴胺浓度的设定均参考前人研究。
大鼠亚砷酸钠半数致死剂量（median lethal dose，LD50）
为 41 mg·kg-1，取 1/4 LD50 作为高染毒剂量，以每 100 g 大
鼠每日饮水量为 10 mL 计，确定本研究中亚砷酸钠高剂
量组染毒质量浓度为100 mg·L-1（即100 ppm），与 Aguirre-

Bañuelos 等［5］研究中的亚慢性染毒最高剂量一致 ；低
剂量组为 1/4 高剂量组质量浓度，即 25 mg·L-1。常见的
慢性砷染毒动物实验染毒时间多为 6 个月（24 周）或
者终生染毒，尚少见长于 6 个月又非终生的染毒期限，
本研究为观察此阶段的变化选取 32 周作为染毒期限，
占大鼠生命周期的 1/4。Okada 等［9］的研究显示，在大
鼠坐骨神经损伤模型中，1 mg·kg-1·d-1 甲钴胺可促进神
经再生和功能恢复，因此本研究以此作为干预剂量。
1.3   后足机械异常痛阈值测量

在第 10、20、30 周分别检测各组大鼠后足机械异
常痛阈值。用后足缩足行为来评定大鼠机械痛阈值，
具体方法参考 Dilley 等［10］的研究。将大鼠置于金属网
格笼中，适应环境 15 min 后，将 Von Frey 纤维丝通过
底部网孔垂直扎向后爪的足底中部，给予的力度以可
使纤维丝轻微弯曲为准，并保持 6~8 s。若大鼠在此期
间出现迅速缩爪或舔足现象，则记录此时的纤维丝克
数。各纤维丝从 2 g 开始加量（4、6、8、10、15、26 g）
并逐一测试，若 2 g 时大鼠有反应则测试 1、1.4 g，间
隔至少为 5 s，直至大鼠出现缩足行为。实验重复 5 次，
取 5 次纤维丝克数的均值作为阈值。
1.4   Western blotting 法测定 MBP 表达

每组随机抽取 5 根大鼠坐骨神经，剪碎后加入
5 mL·g-1 的 RIPA裂解液（含 1%蛋白酶抑制剂）匀浆，置于

4℃、以 12 000 r·min-1 离心（离心半径为 3.2 cm）30 min，
取上清液，测定总蛋白浓度 ；将各样品的蛋白体积
和浓度调整至一致，在蛋白提取液中加入 1/4 提取
液体积的 5×SDS 上样缓冲液，再置于 100℃水浴变
性 5 min。取 20 μg 总蛋白，于 15% 的 SDS-PAGE 凝胶中
电泳 2 h，将凝胶中的蛋白转移至硝酸纤维素膜上，3%

脱脂牛奶封闭 1 h，加入 1∶1 000 的兔抗大鼠一抗，4℃
摇床孵育过夜，用 Tris-HCl+ 吐温缓冲液洗膜 3 次后加
入 1∶5 000 的 HRP 标记的山羊抗兔 IgG，室温摇床孵
育 1 h，再次洗膜，并采用化学发光试剂盒检测蛋白表
达量。灰度值分析采用 Gel-Pro Analyzer 4.0 软件进行，
以 GAPDH 为内参蛋白，以目的蛋白灰度值与内参蛋
白灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达水平。实验
独立重复 3 次。
1.5   免疫组化法测定 IFN-γ、TNF-α 表达

取大鼠坐骨神经，用 4% 多聚甲醛溶液固定 24 h，
常规脱水，石蜡包埋，切片（厚度为 4 μm），常温下
保存备用。采用免疫组化法检测 IFN-γ、TNF-α 的表达
情况，具体操作步骤严格按照 DAB 显色试剂盒说明
书进行。显微镜下观察，采集图像，阳性产物呈棕黄
色或褐色，染色深浅表示阳性程度。采用 Image-Pro 

Plus 6.0 图像分析软件计算阳性信号的积分光密度值
（integrated optical density，IOD）。

1.6   尿中砷代谢物检测
采用液相色谱 - 原子荧光联用法。染毒结束时

收集 24 h 尿样，根据过滤处理后尿样中的总砷浓度，
用流动相将其稀释到合适范围，流动相为 4 mmol·L-1

（NH4）2CO3+4 mmol·L-1（NH4）2SO4 混 合 液，pH 为 8.9。
采用自动进样器自动进样，使用阴离子交换柱对不同
形态砷进行分离，采用原子荧光检测器进行检测。
1.7   统计学分析

采用 SPSS 18.0 软件进行统计学分析。计量数据以
均数 ± 标准差表示，多组间比较采用单因素方差分析。
各组间两两比较，正态分布且方差齐则采用 LSD 检验，
否则采用 Wilcoxon 秩和检验法。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   大鼠的一般情况

染毒 32 周后无动物死亡。对照组大鼠饮食、饮水
量均正常，体重稳步增长，精神状态较好，行动、外观
正常。亚砷酸钠染毒各组大鼠饮食、饮水量无明显变
化，精神状态稍差，体重增长相比于对照组有所减慢，
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但差异无统计学意义。干预组大鼠体重增长明显低于
两个染毒组（P < 0.05）。各组大鼠体重变化见表 1。
2.2   后足机械异常痛阈值

在第10、20、30周分别检测各组大鼠后足机械异常
痛阈值，结果如表2 所示 ：染毒第 20 周时，两个染毒组

的机械痛阈值均值（9.14、6.80 g）比对照组（14.67 g）下
降了 38% 和 54%（P < 0.05）。与对照组相比，干预组机
械痛阈值（8.60 g）下降了 41%（P < 0.05）；与 100 mg·L-1

亚砷酸钠染毒组相比，干预组机械痛阈值有所升高
（27%），但差异无统计学意义。

表 1   亚砷酸钠染毒与甲钴胺干预对大鼠体重的影响（n=7，x±s，g）
组别 实验前 第 8 周 第 16 周 第 24 周 第 32 周

对照组 112.57±5.80 500.57±18.53 590.00±27.10 646.14±38.83 696.00±38.82

25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 111.14±5.27 485.71±26.15 588.43±30.37 635.14±34.04 671.14±48.56

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 114.00±5.94 492.14±10.06 576.43±20.53 620.43±29.02 652.00±24.53

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +1mg·kg-1 甲钴胺干预组 111.00±2.51 454.43±27.21ab 530.43±45.25ab 571.00±55.55ab 611.57±54.06a

［注］a ：与对照组比较，P < 0.05 ；b ：与 100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组比较，P < 0.05。

表 2   亚砷酸钠染毒与甲钴胺干预后大鼠后足机械痛阈值变化
（n=7，x±s，g）

组别 第 10 周 第 20 周 第 30 周
对照组 18.00±7.84 14.67±1.76 12.20±5.07

25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 16.20±9.55 9.14±3.43a 9.13±4.77

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 9.40±3.13 6.80±1.72a 6.67±3.04

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +
1 mg·kg-1 甲钴胺干预组 13.60±8.26 8.60±1.14a 7.07±3.18

［注］a ：与对照组比较，P < 0.05。

2.3   坐骨神经 MBP 表达水平
亚砷酸钠染毒和甲钴胺干预后，大鼠坐骨神经中

MBP 表达水平的变化如图 1、表 3 所示。与对照组相
比，两个染毒组的 MBP 表达量均增高（P < 0.05）。与
100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组相比，干预组的 MBP 表达
量降低（P < 0.05）。
2.4   坐骨神经炎症因子的表达水平

各组大鼠坐骨神经中炎症因子 IFN-γ、TNF-α 的表
达情况分别见图 2 和表 4。相对于对照组，100 mg·L-1

亚砷酸钠染毒促进坐骨神经炎症因子 IFN-γ 与 TNF-α

的表达（P < 0.05），但甲钴胺干预对炎症因子的表达影
响不明显。

图 1   亚砷酸钠染毒与甲钴胺干预后大鼠坐骨神经髓鞘碱性
蛋白 (MBP) 的表达水平（n=3）

表 3   亚砷酸钠染毒与甲钴胺干预后大鼠坐骨神经髓鞘碱性
蛋白的表达水平（n=3，x±s）

组别 MBP 相对表达水平
对照组 1.00±0.20

25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 1.93±0.40a

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 2.07±0.20a

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +1 mg·kg-1 甲钴胺干预组 1.08±0.32b

［注］a ：与对照组比较，P < 0.05 ；b ：与 100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组比较，
P < 0.05。

MBP

  

GAPDH 

对照组
25 mg·L-1

亚砷酸钠
染毒组

100 mg·L-1

亚砷酸钠
染毒组

100 mg·L-1 亚砷酸钠
染毒 +1 mg·kg-1

甲钴胺干预组

［注］A ：IFN-γ ；B ：TNF-α。1 ：对照组 ；2 ：25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 ；3 ：100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 ；4 ：100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +1 mg·kg-1 甲钴
胺干预组。阳性产物呈棕黄色或褐色，染色深浅表示阳性程度。

图 2   亚砷酸钠染毒与甲钴胺干预后大鼠坐骨神经中炎症因子 IFN-γ 和 TNF-α 的免疫组化结果（×400）

A1 A2 A3 A4

B1 B2 B3 B4
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表 4   亚砷酸钠染毒与甲钴胺干预后大鼠坐骨神经中炎症因子
IFN-γ 和 TNF-α 表达的积分光密度值（n=3，x±s）

组别 IFN-γ TNF-α

对照组 5 704.22±1 341.28 37.28±10.12

25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 11 409.75±2 631.87 35.14±5.11b

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 14 287.98±10 218.73a 54.87±7.86a

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +
1 mg·kg-1 甲钴胺干预组 9 408.49±3 228.92 41.64±7.68

［注］a ：与对照组比较，P < 0.05 ；b ：与 100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组比较，
P < 0.05。

2.5   尿中无机砷及二甲基砷浓度
亚砷酸钠染毒对大鼠尿中无机砷、二甲基砷的

影响如表 5 所示。随着亚砷酸钠染毒质量浓度的增
高，大鼠尿中无机砷的质量浓度增高（P < 0.05）。与
100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组相比，干预组中无机砷质
量浓度增高（P < 0.05）。大鼠尿中二甲基砷浓度也随着
亚砷酸钠染毒浓度的增高而增高（P < 0.05），然而甲钴
胺干预组和 100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组相比，二甲基
砷质量浓度差异无统计学意义。

表 5   亚砷酸钠染毒与甲钴胺干预后大鼠尿中无机砷及二甲基
砷质量浓度（n=5，x±s，μg·L-1）

组别 无机砷 二甲基砷
对照组 0.00 77.78±26.73

25 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 53.03±73.29a 3 960.97±1 467.86a

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组 479.04±92.91a 10 529.44±3 197.06a

100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒 +
1 mg·kg-1 甲钴胺干预组 704.42±207.88ab 9 811.62±3 644.25a

［注］a ：与对照组比较，P < 0.05 ；b ：与 100 mg·L-1 亚砷酸钠染毒组比较，
P < 0.05。

3   讨论
在砷暴露所致多器官多系统的病变中，周围神经

的损害不容忽视。有研究表明在职业砷中毒受访者中
33.3% 的人出现肢端疼痛、感觉异常［11］，且其病程长、
恢复慢、损害作用不可逆，严重影响患者生活质量。这
种神经系统损害导致的疼痛称为神经病理性疼痛［12］，
而痛觉过敏是它最常见的表现。通常利用机械痛阈值
来判断机械痛觉的异常。本研究发现慢性砷染毒降
低了大鼠的机械痛阈值，与赵明［13］的研究结果一致。
本研究还发现砷染毒促进 MBP 和炎症因子 IFN-γ 和
TNF-α 的表达。

本研究通过饮水暴露于 0、25、100 mg·L-1 亚砷酸
钠构建大鼠砷染毒模型，观察并查阅资料可知每 100 g

大鼠的日饮水量约为 10 mL，25、100 mg·L-1 亚砷酸钠
暴露后实际体内暴露剂量约为 2.5、10 mg·kg-1。暴露
期间对各暴露组及干预组大鼠进行机械痛阈值测定，

由结果可见在染毒第 10 周时，并未见各组机械痛阈
值明显改变，可能是由于染毒时间尚短，中毒损害尚
浅。在 20 周时则可见染毒组痛阈值下降，但随着染毒
时间延长至 30 周，各组间机械痛阈值的差异无统计
学意义。一般来说染毒时间越长、暴露量越多，则损
害越严重，但砷中毒引起的感觉障碍不仅包括痛觉过
敏、异常疼痛、针刺感等，还可见麻木感、迟钝感、四
肢末端手套袜套样感觉，并不一定观察到机械痛阈值
的降低。且大鼠个体差异较大，个别大鼠的感觉麻木
可能加大了机械痛阈值标准差，导致差异没有统计学
意义。对此问题需要进一步的大样本研究。

MBP 是髓鞘的重要蛋白质，具有保持髓鞘结构、
调节髓鞘膜之间黏附的作用。已有多项研究发现 MBP

可作为疼痛介质，诱发疼痛。Liu 等［14］将 MBP84-104

肽段局部注射到正常大鼠坐骨神经后引发级联反应，
使大鼠出现机械性异常疼痛，在这个过程中 MBP 免
疫 显 性 表 位 暴 露。MBP 免 疫 表 位（ 如 MBP84-104 和
MBP68-86）的暴露将激活 T 细胞（Th1、Th17）产生免
疫应答，诱导机械性异常疼痛［15］。本研究结果显示砷
染毒诱导 MBP 蛋白表达增加，可能会使 MBP 的上述作
用增强，这可能是砷诱导痛觉阈值降低的原因之一。

此外，促炎细胞因子在神经性疼痛中也发挥着
举足轻重的作用。许多神经性疼痛的病例报道发现
TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-γ 等炎症因子在样本中的表达
上调［16-17］，并且在外周神经性疼痛的动物模型中，结
扎线松散放置在坐骨神经周围，即使未造成实际的机
械损伤仍会发生痛觉过敏，说明炎症微环境和炎症介
质的释放在神经性疼痛的发生中至关重要。早已有啮
齿动物的研究证实，神经内施用 TNF-α 可诱导热痛觉
过敏和机械性异常性疼痛［18］，而阻断炎症因子 TNF-α

会减轻疼痛性神经病变模型中的痛觉过敏［19］。外界
因素通过诱导周围神经氧化损伤，促使施万细胞产
生炎症因子 TNF-α、IFN-γ。后者可直接刺激受损的神
经纤维及神经元，使敏感性增加，出现机械性异常疼
痛［18］。本研究结果显示砷中毒大鼠出现机械异常疼
痛，同时可见炎症因子 TNF-α 和 IFN-γ 表达上升，推测
砷诱导的炎症因子水平增高在异常疼痛中发挥了一定
的作用。此外，炎症和 MBP 也有一定关系。注射 MBP

诱导疼痛过敏时，研究者也观察到炎症因子的表达升
高［14］。炎症因子可以诱导施万细胞产生基质金属蛋白
酶，后者降解 MBP［20-21］，暴露于髓鞘 Aβ 纤维，也可以
导致机械性异常疼痛。
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砷及其化合物在体内的代谢主要经砷甲基转移
酶催化生成一甲基砷酸代谢物（monomethylarsine，
MMA）和二甲基砷酸代谢物（dimethylarsine，DMA），
通过尿液排出体外，甲基化代谢过程是哺乳动物体内
的解毒过程［8］。流行病学调查发现，膳食营养素如叶
酸、蛋氨酸、维生素 B2、维生素 B6 的摄入水平越高，
甲基化能力越强，可通过降低尿液中的 MMA 或增加
DMA 来消除体内的砷［22］。维生素 B12 是甲基化反应的
重要参与者 S- 腺苷甲硫氨酸合成的甲基供体［23］。本
研究结果显示甲钴胺干预后大鼠尿中无机砷浓度高
于 100 mg·L-1 染毒组。2003—2004 年美国全国健康与
营养调查研究［24］结果显示膳食维生素 B12 的摄入与尿
中较高的无机砷、较低的 DMA 水平有关，本研究的结
果与之一致，提示维生素 B12 可能会干扰尿中砷甲基
化过程，甲基供体与尿砷甲基化可能存在独立的其他
关系，具体机制的阐明仍需进一步的研究。维生素 B12

在疼痛治疗中亦有所应用，有形态组织学的证据证实
长期给予甲钴胺可促进髓鞘的合成和再生［9］，抑制异
位自发放电［25］，进而改善周围神经病变中神经元功
能、减轻疼痛发生。本研究中甲钴胺的应用虽对亚砷
酸钠染毒后大鼠机械痛阈值和炎症因子 TNF-α、IFN-γ

表达的影响不明显，但降低了 MBP 表达，提示甲钴胺
可能通过影响 MBP 来发挥作用。甲钴胺的保护作用仍
需要通过阻断实验进一步证实。

在临床治疗中成人甲钴胺的剂量从 0.5~6 mg·d-1 均
有使用［23］，甚至在一项肌萎缩性侧索硬化患者长期 II、
III 期随机对照研究中的使用剂量达 25 mg 和 50 mg，未
见明显毒副作用［26-27］。目前一般认为维生素 B12 的安
全性较高，尚未知其容许摄入量的上限值。考虑到大
鼠与人的差异，药物的等效剂量并不与动物的体重成
正比，而是与单位体重的体表面积成正比，小动物的
等效剂量往往是人的数倍，因此在动物实验中用药剂
量可能较成人高。参考其他研究者在动物实验中的
用量及效果［9，28-29］，本研究中甲钴胺的剂量选择为
1 mg·kg-1。本实验中干预组出现体重下降可能与干预
方式为灌胃有关，此操作可能对大鼠食道产生损伤，
影响其进食，但本实验未设计灌胃溶剂对照组，存在
缺陷。

综上所述，本研究发现慢性砷染毒降低大鼠的痛
觉阈值，并促进 MBP 和炎症因子的表达。甲钴胺可以
抑制 MBP 的表达，但在缓解砷诱导的机械痛觉异常中
效果尚不明显。
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