
"论
!!

著"

!!

+,-

&

!$.&"/"

'

0

.-112.!/#!34&54.'$!4.$/.$$'

脊髓
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在大鼠骨癌痛形成中的作用#
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#摘要$
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目的
!

探讨脊髓趋化因子
)̂ )

配体
!&

!

)̂ ):!&

#在大鼠骨癌痛形成中的作用%方法
!

健康雌性
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大鼠
'$

只"体

质量
!/$

!

'$$

H

"分为
5

组!

!_I

#.假手术组!

(

组#$骨癌痛组!

UT

组#$小干扰
697

!

1-697

#阴性对照!

9)31-697

#组!
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组#和

)̂ ):!&31-697

组!
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组#%

(

组胫骨骨髓腔内注射生理盐水"

UT

组$

9)

组和
)(

组均采用胫骨髓腔内注射等量
V@K̀>B3'I/

乳

腺癌细胞的方法建立大鼠胫骨癌痛模型"
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组和
)(

组分别鞘内注射
9)31-697

慢病毒和
)̂ ):!&31-697

慢病毒
!$

"
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%分别

于造模前
!+

及术后第
#

$

"

$

!5

$
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天时测定机械痛阈值"痛阈测定结束后处死大鼠"取脊髓和胫骨组织"采用免疫荧光双标染色

检测脊髓
)̂ ):!&

$小胶质细胞特异性标记物!

*\@3!

#和神经元特异核蛋白!

9>G9

#的共表达情况(采用
V>1F>B23\K,F
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6J3T)6

法

测定脊髓
)̂ ):!&

$

*\@3!

的蛋白及
N697

表达(采用
Q=

染色光镜下观察胫骨骨结构破坏情况%结果
!

与
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组比较"
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和
9)

组接种后
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机械痛阈下降!
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在神经元中表达显著上调"小胶质细胞明显活化!
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和
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水平明显升高!
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#(与
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组造模后
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机械痛阈升高!
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在神经元

中表达明显下调"小胶质细胞活化减少!
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和
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染色显示
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组均出现骨髓腔内肿瘤生长且向外侵蚀破坏骨皮质"
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组未见异常%结论
!

脊髓
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通过激活小胶质细胞参与

大鼠骨癌痛的形成%
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骨癌痛是一种复杂难治的慢性疼痛#其确切的发病机制尚 未明了%趋化因子
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配体
!&

!

)̂ ):!&

"是
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趋化因子

5'#

重庆医学
'$!4

年
'

月第
5#

卷第
/

期

#

基金项目&湖北省卫生和计划生育委员会青年人才项目!

VZ'$!Ic$5$

"%

!

作者简介&吴艳琼!

!"4I%

"#主治医师#硕士#研究方向为疼痛

机制及围术期器官保护%

!

$

!

通信作者#

=3N@-K

&

5$/$#4'45

#aa

.A,N

%



的一种#主要参与机体的免疫及炎性反应%近年来研究发现#

)̂ ):!&

在神经系统中存在表达#并通过激活神经胶质细胞参

与慢性疼痛的形成与维持#如神经病理性痛$炎性痛等(

!

)

%骨

癌痛中小胶质细胞的激活已被证实(

'35

)

#其激活参与神经元结

构与功能的重塑#介导痛觉过敏的产生和痛觉的持续状态#而

)̂ ):!&

是否参与骨癌痛的病理$生理过程#有待探讨%因此#

本研究拟观察胫骨癌痛大鼠
)̂ ):!&

表达水平及小胶质细胞

活化情况#评价
)̂ ):!&

在骨癌痛中的作用%

!

!

材料与方法

!.!

!

材料
!

健康成年雌性
(;

大鼠
!'$

只#体质量
!/$

!

'$$

H

#实验室温$湿度分别保持为
''

!

'5d

和
5$R

!

/$R

#采用

!'?

昼夜周期光照#自由进食$饮水%阴性对照
1-697

和
)̂ 3

):!&31-697

均由上海吉凯基因化学技术有限公司合成%将

!'$

只大鼠分为
5

组&假手术组!

(

组"$骨癌痛组!

UT

组"$小干

扰
697

!

1-697

"阴性对照!

9)31-697

"组!

9)

组"和
)̂ 3

):!&31-697

组!

)(

组"#每组
I

例%

!."

!

方法

!.".!

!

大鼠胫骨癌痛模型制备
!

将冻存于液氮中的
V@K̀>B3

'I/

乳腺癌细胞复苏后#种植于传代用雌性
(;

大鼠腹腔#饲养

#+

左右出现大量腹水#局部消毒后从腹腔抽取含肿瘤细胞的

腹水
'$N:

+经离心沉淀后#稀释至所需浓度约每毫升
!e!$

4

个细胞#保存于冰上备用%腹腔注射氯胺酮
I$N

H

'

`

H

麻醉#

UT

组$

9)

组和
)(

组均采用胫骨髓腔内注射等量
V@K̀>B3'I/

乳腺癌细胞的方法建立大鼠胫骨癌痛模型#三组大鼠于左胫骨

上段切开约
INN

小口#暴露胫骨#

IN:

注射器针头于骨上穿

刺打孔#再用微量注射器缓慢注入肿瘤细胞悬浮液
I

"

:

!

!e

!$

5 个"#骨蜡封堵针孔#冲洗并缝合皮肤#创口处涂青霉素钠

粉末预防感染%

(

组胫骨髓腔内注射等量生理盐水#其余处理

同上%于造模即刻起#

9)

组鞘内注射
9)31-697

慢病毒
!$

"

:

!

!$

4

JY

'

N:
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)(

组鞘内注射
)̂ ):!&31-697

慢病毒
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"
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4

JY

'

N:

"%

!."."
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机械痛阈检测
!

参照文献(

I

)分别于造模前
!+

#术后

#

$

"

$

!5

$

'!+

时采用
C,2[B>

D

J<

动态足底触觉测量仪!意大

利
YS8

公司"测定大鼠机械缩足阈值!

<VJ

"%大鼠置于金

属笼!

!$ANe!$ANe!IAN

"#适应环境
'$N-2

#处于静息状态

时#开始测定#

C,2[B>

D

丝由下向上垂直刺激右侧足底中部皮

肤#设定
'$1

内刺激逐渐由
$

升高为
I$

H

#当出现快速缩足反

应时#刺激自动停止#记录压力值#共测
&

次#间隔
IN-2

#取其

平均值作为
<VJ

%

!.".#

!

Q=

染色观察骨结构破坏情况
!

取假手术和造模后大

鼠胫骨%先用
5R

多聚甲醛固定
!

周#再在含
!$R

乙二胺四乙

酸!

=;J7

"的固定液中脱钙
5

周#石蜡切片%

Q=

染色#镜下观

察肿瘤生长和骨结构的破坏情况%

!.".$

!

免疫荧光双标检测
!

痛阈测定结束后#麻醉下迅速暴

露心脏#用
5R

多聚甲醛经左心室灌注#取
:5

!

:/

脊髓组织常

规固定#

&$R

蔗糖脱水至沉底#冰冻连续切片!厚
!I

"

N

"#加入

封闭液#室温孵育
&$N-2

#

TU(

漂洗后#同时加入
!fI$$

多克

隆山羊抗大鼠
)̂ ):!&

抗体!美国
7\A@N

公司"和
!f!$$$

单克隆小鼠抗大鼠
9>G9

抗体!美国
<-KK-

O

,B>

公司"#孵育
!'

?

后#

TU(

洗涤
&

次#加入相应荧光标记二抗#室温孵育
'?

后#

TU(

洗涤
&

次#用
I$R

甘油封片%激光共聚焦荧光显微镜!德

国
g>-11

公司"观察
)̂ ):!&

在神经元上的表达情况和小胶质

细胞活化情况%

!.".%

!

V>1F>B2\K,F

检测
)̂ ):!&

和
*\@3!

蛋白表达
!

取

:5

!

:/

脊髓#加组织裂解液#经冰浴匀浆后抽提总蛋白#用

U)7

法进行蛋白浓度定量#取上样蛋白
I$

"

H

!

'$

"

:

"#经
!$R

(;(3T7S=

凝胶分离蛋白转膜
'?

#

IR

脱脂牛奶室温封闭膜
!

?

+用
JU(J

洗膜
&

次#加入
$

3@AF-2

!

!f&$$$

#美国
)?>N-A,2

公司"和
!f!$$$

稀释的羊抗大鼠
)̂ ):!&

抗体$

!f!$$$

稀

释的兔抗大鼠
*\@3!

抗体#洗膜
&

次#再加二抗!美国
Z@À1,2

公司"#室温孵育
'?

#洗膜
&

次#加入
=):

显色液显色%应用

全自动凝胶图像分析系统对显影胶片进行扫描与分析#以
)̂ 3

):!&

和
*\@3!

条带积分光密度值与
$

3@AF-2

条带吸光度值的比

值反映
)̂ ):!&

和
*\@3!

的蛋白表达%

!.".C
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6J3T)6

法检测
)̂ ):!&

和
*\@3!N697

表达
!

从组

织标本提取总
N697

#

%#$ d

冻存%采用反转录试剂盒将

N697

反转录为
A;97

#遵循
T)6

引物没计原则#以
S7T;Q

作为内参照#引物由上海生物工程公司合成#序列见表
!

%扩

增条件&

"5d

预变性
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"5d&$1

#
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#

#'d'$1

#

共
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个循环+

#'d

延伸
!$N-2

%计算
)̂ ):!&

和
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与内

参照
S7T;Q

的比值作为目的基因的相对表达量%

表
!
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6J3T)6

引物序列

基因 方向 引物序列

S7T;Q

上游引物
IX3SS)7)7SJ)77SS)JS7S77JS3&X

下游引物
IX37JSSJSSJS77S7)S))7)J73&X

)̂ ):!&

上游引物
IX3)JS)J)SS77J)JJ7SJSJ3&X

下游引物
IX3SSJ77JS)SJ)JS)JJ)J3&X

*\@3!

上游引物
IX3SS7JSSS7J)77)77S)7)J3&X

下游引物
IX3SJJJ)J))7S)7JJ)S)JJ)3&X

!.#

!

统计学处理
!

采用
(T((!&.$

统计学软件进行分析%计

量资料以
Ch@

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
"

%

$.$I

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

各组大鼠术后不同时点机械痛阈的比较
!

与
(

组比较#

UT

和
9)

组接种后第
"

天机械痛阈显著下降#并持续至实验

结束!

"

%

$.$I

"+与
UT

组比较#

)(

组造模后第
"

天机械痛阈

显著升高#并持续至实验结束!

"

%

$.$I

"#见表
'

%

表
'

!!

各组大鼠术后不同时点机械痛阈的

!!!

比较)

!_I

%

Ch@

%

H

*

组别
造模前

第
!

天

造模后

第
#

天 第
"

天 第
!5

天 第
'!

天

(

组
5'h/ 5!hI 5$h5 5'h/ 5'h#

UT

组
5!h5 &"h/ &!h5

@

''h&

@

!"h&

@

9)

组
5'h# 5$hI &&h5 '&hI '$h5

)(

组
&"h5 &#hI &5h/

\

&!hI

\

&$h&

\

!!

@

&

"

%

$.$I

#与
(

组比较+

\

&

"

%

$.$I

#与
9

组比较

"."

!

Q=

染色结果
!

光镜下观察显示
(

组骨髓腔内见各种正

I'#
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年
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7

&

(

组+

U

&模型组术后
#+

+

)

&模型组术后
!5+

+

;

&模型组术后
'!+

图
!

!!

(

组与模型组骨结构病理学结果)

e&$$

*

图
'

!!

脊髓小胶质细胞在各组中的活化情况)

e5$

*

图
&

!!

)̂ ):!&

在各组大鼠脊髓中的表达分布)

e'$

*

常的骨髓细胞#无异常骨结构的改变#模型组术后
#+

大鼠注

射侧胫骨骨髓腔内及骨小梁间被大量肿瘤细胞填充#肿瘤细胞

生长活跃#已穿破骨皮质#侵及周围肌肉及软组织#后期出现骨

质破坏和病理性骨折#见图
!

%

".#

!

免疫荧光双标结果
!

骨癌痛大鼠脊髓小胶质细胞明显活

化#

)̂ ):!&31-697

慢病毒脊髓注射则明显减少其活化!图

'

"+

)̂ ):!&

在神经元中存在表达#骨癌痛大鼠脊髓中
)̂ 3

):!&

表达升高+

)̂ ):!&31-697

慢病毒脊髓注射则明显减少

)̂ ):!&

的表达!图
&

"%

".$

!

)̂ ):!&

和
*\@3!

蛋白及
N697

表达水平
!

与
(

组比

较#

UT

和
9)

组
)̂ ):!&

和
*\@3!

蛋白及
N697

水平明显上

调!

"

%

$.$I

"+与
UT

组比较#

)(

组
)̂ ):!&

和
*\@3!

蛋白及

/'#
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年
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N697

表达水平显著下调!

"

%

$.$I

"#见表
5

$

I

%

表
5

!!

各组大鼠术后脊髓
)̂ ):!&

&

*\@3!

蛋白表达的

!!!

比较)

!_I

%

Ch@

*

项目
(

组
UT

组
9)

组
)(

组

)̂ ):!& $.5h$.! $.#h$.'

@

$.4h$.'

@

$.Ih$.!

\

*\@3! $.4h$.! !.5h$.5

@

!.Ih$.&

@

!.$h$.'

\

!!

@

&
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%

$.$I

#与
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&

"

%

$.$I

#与
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组比较

表
I

!!

各组大鼠术后脊髓
)̂ ):!&

&

*\@3!N697

表达的

!!!

比较)

!_I

%

Ch@

*

项目
(

组
UT

组
9)

组
)(

组

)̂ ):!& !.!h$.' !.#h$.&

@

!.4h$.5

@

!.&h$.&

\

*\@3! !.Ih$.I './h$.5

@

'.4h$.I

@

!.4h$.5

\

!!

@

&

"

%

$.$I

#与
(

组比较+

\

&

"

%

$.$I

#与
UT

组比较
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论
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本实验参照文献(

/

)建立大鼠胫骨癌痛模型#该模型操作

简单#评价方法成熟#与人类骨癌痛病理生理学特征相似#已被

广泛应用于骨癌痛的实验研究%本研究中#模型组大鼠术后各

测量时点机械痛阈降低#并出现渐行性加重的自发痛行为#胫

骨
Q=

染色显示骨质严重破坏#假手术组未见明显异常#行为

学及骨破坏研究结果均提示该模型制备成功%

趋化因子
)̂ ):!&

属
)̂ )

类趋化因子#是定向趋化
U

细

胞的主要调节因子#与
U

细胞表面的相应受体发生特异性结

合后可调控
U

细胞的定向趋化%在慢性疼痛$肿瘤$自身免疫

性疾病及多种感染性疾病中#各种
J

$

U

$单核细胞都会大量聚

集#诱导
)̂ ):!&

在脊髓及局部组织中大量表达#从而导致疼

痛$炎症的发生及局部组织器官的损伤(

#34

)

#由此可见
)̂ ):!&

的异常在许多疾病的发生和发展过程中有着重要作用%本研

究结果表明#鞘内注射
)̂ ):!&31-697

慢病毒干扰后#

)̂ 3

):!&

在神经元的表达下调#脊髓
)̂ ):!&

表达亦下调#大鼠对

疼痛的耐受程度增强#提示
)̂ ):!&

参与了骨癌痛的发生与

发展%

在脊髓水平#胶质细胞不仅对神经元起营养与支持作用#

还参与了疼痛的调节和整合(

4

)

%研究证实#小胶质细胞在慢性

神经病理性疼痛的发病机制中发挥重要作用#抑制小胶质细胞

的活化#可减少促炎因子的分泌#抑制兴奋性氨基酸$一氧化氮

等致痛物质的释放#从而导致脊髓背角痛觉神经元的兴奋性降

低(

"

)

%在骨癌痛研究中证实#脊髓小胶质细胞大量激活是引起

癌症患者产生疼痛的重要因素#鞘内给予小胶质细胞抑制剂#

可使癌痛大鼠的痛阈显著增加#明显减轻其痛行为(

!$

)

%本研

究中#与
(

组比较#

UT

$

9)

组术后各测量时点
*\@3!

蛋白表达

上调#同时脊髓背角小胶质细胞明显增生$肥大#而
)(

组则出

现小胶质细胞数目及突起数降低#胞体皱缩#提示小胶质细胞

的活化参与了大鼠胫骨癌痛的形成%

本研究中#通过检测小胶质细胞特异性标记物
*\@3!

的表

达#发现注射
)̂ ):!&31-697

慢病毒后大鼠脊髓小胶质细胞

活化程度受到明显地抑制#

)̂ ):!&

的表达和小胶质细胞的活

化具有同步性#证实了
)̂ ):!&

的活化是调节疼痛敏感的重

要环节%其作用机制可能是癌痛产生后神经元通过自身合成

分泌的免疫因子参与小胶质细胞活性的调控#激活小胶质细

胞#从而增强突触后脊髓背角痛觉传递神经元的敏感性和反应

性#导致中枢敏化(

!!

)

#加重骨癌痛%

综上所述#脊髓
)̂ ):!&

通过激活小胶质细胞参与了大

鼠骨癌痛的形成与维持#抑制
)̂ ):!&

与小胶质细胞之间的

活化通路#能够有效地阻止或逆转疼痛的发生%
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