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目的
!

研究电针联合疼痛贴对骨癌痛大鼠的镇痛作用及对脊髓
T"::

样受体
(

"

TJ<(

#表达的影

响$方法
!

选用雄性
KLW

级
K@

大鼠
/0

只!建立大鼠胫骨癌痛模型$将大鼠分为
-

组!每组
$1

只%模型组)针

刺安慰组)胶布安慰组)联合安慰组)电针组)疼痛贴组)联合组$另有空白组大鼠
$1

只$造模成功后给予对应

干预
$1!

!进行自发性疼痛评分测定)热痛觉过敏测定)机械性痛觉超敏测定$处死动物!留取腰椎膨大部位冻

存!

LC<

和
f7+37D,Y:"3

检测
TJ<(

的表达$结果
!

空白组的自发性疼痛评分结果低于模型组)缩爪潜伏期

"

LfJ

#时间)机械性痛阈值高于模型组"

!

$

%&%$

#$疼痛贴组)联合组的自发性疼痛评分结果低于模型组)

LfJ

时间高于模型组"

!

$

%&%;

#$电针组)疼痛贴组)联合组的机械性痛阈值高于模型组"

!

$

%&%$

#$模型组

大鼠脊髓内的
TJ<(8<U=

与蛋白水平明显升高!电针组)疼痛贴组)联合组的
TJ<(8<U=

与蛋白表达水平

较模型组均明显下降"

!

$

%&%$

#$结论
!

疼痛贴联合电针治疗具有缓解骨癌痛大鼠疼痛的作用!其机制与降低

TJ<(

表达有关$

"关键词#

!

骨癌痛(胫骨癌痛模型(电针(疼痛贴(
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样受体
(

"中图法分类号#

!

<-'.';̀ 0

"文献标识码#

!

=

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$(

#

%'.%'(%.%0

D(31

+

)0/0/5

7

&8.'&%%&'()%&5&'(6)/'3

,

30'(36&')94.0&1C.(*G/.0D(.':&6)06/(8C.(*

4)0&'/0'&6

,

/.04/8&1)06&13'(.)0)%EJA(&-

,

6&88.)0

>#20J')*

+

;).

$

&

7@%&*

++

'.

1

&

5@82-.)*

+G

B*

+

$

&

<1825>.'

'

#

#

$QCB

/

)DEFB*E&

G

=*L&;&

+A

&

7'J)*2=Q$1&N

/

.E);

&

7'J)*

&

1'(B.0'%%11

&

OJ.*)

(

1QO;.*.L);O&;;B

+

B&

G

SD)H.E.&*);OJ.*BNB4BH.L.*B

&

1'(B.@*.KBDN.E

A

&

G

OJ.*BNB4BH.L.*B

&

7'J)*

&

1'(B.0'%%);

&

OJ.*)

(

'QCB

/

)DEFB*E&

G

=E&;)D

A

*

+

&;&

+A

&

7'J)*2=Q$1&N

/

.E);

&

7'J)*

&

1'(B.0'%%11

&

OJ.*)

$

!!

-

<48(6/'(

.

!

=4

>

&'(.?&

!

T""Y+7DG73279,9:

M

7+#67EE763"E7:763D"96A

4

A,63AD76"8Y#,7!S#32L9#,K3#657D

",327D93+S#32Y",769,67D

4

9#,9,!#3+#,E:A7,67",3277Z

4

D7++#","E+

4

#,9:6"D!T"::.:#57D767

4

3"D(

#

TJ<(

$

&@&(*)18

!

?#

M

23

X

.E"AD89:7KLWK@D93+S7D7A+7!3"7+39Y:#+2327D933#Y#9:69,67D

4

9#,8"!7:&

T27+7D93+S7D7!#G#!7!#,3"-

M

D"A

4

+

&

$1#,7962

M

D"A

4

!

3278"!7:

M

D"A

4

&

96A

4

A,63AD7

4

:967Y"

M

D"A

4

&

9!27+#G7

39

4

7

4

:967Y"

M

D"A

4

&

6"8Y#,7!

4

:967Y"

M

D"A

4

&

7:763D"96A

4

A,63AD7

M

D"A

4

&

L9#,K3#657D

M

D"A

4

9,!6"8Y#,7!

M

D"A

4

&F327D$1D93++7DG7!9+327Y:9,56",3D":&=E37D+A667++EA::

X

6",+3DA63#,

M

3278"!7:

&

3276"DD7+

4

",!#,

M

#,37DG7,3#",S9+

M

#G7,E"D$1!&T27+

4

",39,7"A+

4

9#,+6"D7

&

327D89:2

X4

7D9:

M

7+#99,!87629,#69:

4

9#,2

X4

7D.

+7,+#3#G#3

X

S7D7879+AD7!&T279,#89:+S7D7+96D#E#67!9,!327YA:

M

7

4

9D3+"E327:A8Y9DG7D37YD9S7D76D

X

"

4

D.

7+7DG7!

(

3277Z

4

D7++#","ETJ<(S9+!737637!Y

X

LC<9,!S7+37D,Y:"3&A&835(8

!

T27+

4

",39,7"A+

4

9#,+6"D7

#,327Y:9,5

M

D"A

4

S9+:"S7D329,3293#,3278"!7:

M

D"A

4

&

327

4

9SS#32!D9S9::937,6

X

#

LfJ

$

3#879,!87.

629,#69:

4

9#,32D7+2":!G9:A7S7D72#

M

27D329,32"+7#,3278"!7:

M

D"A

4

#

!

$

%&%$

$

&T27+

4

",39,7"A+

4

9#,

+6"D7#,327L9#,K3#657D

M

D"A

4

9,!6"8Y#,7!

M

D"A

4

S9+:"S7D329,3293#,3278"!7:

M

D"A

4

&

S2#:7327#DLfJ

3#87S9+2#

M

27D329,3293#,3278"!7:

M

D"A

4

#

!

$

%&%;

$

&T2787629,#69:

4

9#,32D7+2":!G9:A7#,3277:763D"9.

6A

4

A,63AD7

M

D"A

4

&

L9#,K3#657D

M

D"A

4

9,!6"8Y#,7!

M

D"A

4

S9+2#

M

27D329,3293#,3278"!7:

M

D"A

4

#

!

$

%&%$

$

&T27:7G7:+"ETJ<(8<U=9,!

4

D"37#,#,D93+

4

#,9:6"D!"E3278"!7:

M

D"A

4

#,6D79+7!+#

M

,#E#69,3:

X

&

S2#:7S2#62#,3277:763D"96A

4

A,63AD7

M

D"A

4

&

L9#,K3#657D

M

D"A

4

9,!6"8Y#,7!

M

D"A

4

S9+!76D79+7!+#

M

,#E#69,3:

X

6"8.

4

9D7!S#323278"!7:

M

D"A

4

#

!

$

%&%$

$

&B)0'538.)0

!

?:763D"96A

4

A,63AD76"8Y#,7!S#32L9#,K3#657D29+3277EE763E"D

D7:#7G#,

M4

9#,#,327D93+S#32Y",769,67D

4

9#,

&

9,!#3+87629,#+8#+D7:937!3"327!76D79+7#,7Z

4

D7++#","ETJ<(&

-

;&

+

C)618

.

!

Y",769,67D

4

9#,

(

3#Y#9:69,67D

4

9#,8"!7:

(

7:763D"96A

4

A,63AD7

(

L9#,K3#657D

(

T"::.:#57D767

4

3"D(

%('

重庆医学
1%$(

年
1

月第
0/

卷第
'

期



!!

据
fIF

统计&约
-%_

的肿瘤患者有难以缓解的

癌痛-

$.1

.

%癌症骨转移是癌性疼痛的主要原因之一&严

重影响患者的生存质量-

'

.

%目前&控制骨癌痛以)三

阶梯疗法*为主&但长期使用镇痛药存在毒副反应大'

成瘾依赖性强'免疫功能抑制'个体差异明显等弊

端-

0.;

.

%研究癌痛的致病机制&寻找控制癌痛有效可

行的方法是当前肿瘤姑息治疗领域的热点之一%

T"::

样受体家族的
T"::

样受体
(

#

TJ<(

$是巨噬细胞识别

C

4

H@U=

的模式识别受体&它可通过激活单核"吞噬

细胞系统信号转导&活化多种前炎症细胞因子&引起

急性炎性反应%炎症在疼痛中发挥重要作用&

TJ<(

在中枢神经系统内广泛存在&能调节下游炎性细胞因

子&从而在痛觉敏化的过程中发挥作用%本研究建立

了大鼠胫骨癌痛模型&观察模型癌痛动物用电针联合

疼痛贴治疗后的镇痛效果及大鼠脊髓
TJ<(

的变化

情况&现将研究结果报道如下%

!

!

材料与方法

!&!

!

材料

!&!&!

!

实验动物
!

选择雄性
KLW

级
K@

大鼠#体质

量
1%%

%

1;%

M

$及幼鼠#

)%

%

/%

M

$&动物及饲料均购于

湖北省实验动物研究中心-许可证号
KCê

#鄂$

1%$;.

%%$/

.&于湖北中医药大学中医药实验中心饲养-许可

证号
KPê

#鄂$

1%$1.%%)-

.%室温
$/

%

1%b

&相对湿

度
;%_

%

)%_

&

$12

昼夜循环灯照&动物自由进食'饮

水&适应性饲养
'!

后进行造模%所有实验动物的处

置均符合科技部
1%%)

年颁布的+关于善待实验动物

的指导性意见,的规定%

!&!&"

!

试剂与器材
!

甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶#

H=L.

@I

$抗体'

TJ<(

抗体购自美国
K9,39CDAa

公司(逆

转录试剂盒'二喹啉甲酸法#

NC=

$试剂盒'辣根过氧

化物酶#

I<L

$二抗'聚偏二氟乙烯#

LV@W

$膜'甲醇'

电化学发光#

?CJ

$液购自武汉谷歌生物公司(辐射热

测痛仪购自上海软隆科技公司(平衡式测痛仪购自天

津中国医学科学研究院生物医学工程研究所(韩氏穴

位神经刺激仪购自中国
I=UK

公司(电泳仪'

CWe()

T"A62

T>荧光定量
LC<

检测系统'多色荧光凝胶成像

系统购自美国
N#".<9!

公司%疼痛贴由川乌'草乌'

延胡索'马钱子'徐长卿'乳香'没药'土鳖虫'蟾酥'冰

片及薄荷脑等中药材碾粉&按照一定的比例混合基质

后制成药膏&由武汉市第一医院制剂中心提供%

!&"

!

方法

!&"&!

!

模型的建立及分组
!

f9:57D.1;)

乳腺癌细胞

购自武汉大学生物中心&注射至
)%

%

/%

M

幼鼠腹腔

#

0c$%

-

"

8J

$&接种
-!

后收集癌性腹水&离心
'8#,

#

$'%%D

"

8#,

$&沉淀后&用
$% 8J

磷酸盐缓冲液

#

LNK

$洗涤&再次离心沉淀&然后以
LNK

重悬计数&调

整至适当浓度#

0c$%

)

"

8J

$&置于冰盒内备用%对大

鼠进行适应性刺激&筛选出连续
'!

的机械缩足阈值

#

>fT

$

&

1)

M

的大鼠&参照
>?@IB<KT

的方法建

立胫骨癌痛模型-

).-

.

%腹腔注射
$%_

水合氯酸#

0

8J

"

5

M

体质量$麻醉大鼠&用
-

号针头在膝关节髌韧

带内侧缘沿胫骨纵轴往胫骨远端钻孔&深约
$68

%然

后换用微量进样器往胫骨骨髓腔内注入
0

&

J

肿瘤细

胞&最后推入
1

&

J

凝胶海绵溶液封口%另有大鼠
$1

只&注射等量
LNK

后推入
1

&

J

凝胶海绵溶液封口&作

为空白组%所有注射后均留针
$8#,

&防止注射物渗

出%术后
(

%

$'!>fT

持续小于或等于
/

M

的大鼠

视为造模成功&成模率约为
;%_

%将造模成功的大鼠

/0

只分为
-

组!模型组'针刺安慰组'胶布安慰组'联

合安慰组'电针组'疼痛贴组'联合组&各组分笼饲养&

做进一步实验%

!&"&"

!

干预方法
!

空白组与模型组正常饲养&无特

殊干预%针刺安慰组!取大鼠双侧)足三里*#

KT')

$与

)昆仑*#

NJ)%

$穴位&用
%&1;88c$'&%%88

针灸针

直刺约
0&%%88

&仅刺入皮下&不予通电&每次
'%

8#,

%胶布安慰组!干预前
102

将大鼠背部对称两侧

用脱毛剂脱毛&脱毛面积每侧为
068c168

&在脱毛

处皮肤上贴敷医用胶布%联合安慰组!针灸针刺入大

鼠穴位后&不予通电&并贴敷医用胶布%电针组!在针

刺安慰组基础上连接电针&通过韩氏穴位神经刺激仪

给予)疏密波*&频率为
1 Ia

"

$%% Ia

&刺激强度为

%&;

%

$&;8=

&每
$%

分钟递增
%&;8=

&以引起大鼠后

肢肌肉轻微抖动而不嘶叫为宜&每次
'%8#,

%疼痛贴

组!在大鼠背部对称两侧脱毛处皮肤上贴敷疼痛贴&

)

2

后去除药物%联合组!电针治疗并贴敷疼痛贴%各

组自造模成功后第
'

天起&每天干预
$

次&连续
$1!

&

在干预完成后
'%8#,

内&完成指标测定%

!&"&#

!

取材方法
!

完成相关测定后处死大鼠&取出

脊髓腰膨大节段&液氮冻存
$

周后转入
R/%b

冰箱

冻存%

!&"&F

!

自发性疼痛评分
!

将大鼠置于
$&1%8c$&1%

8c%&0;8

的格子内&以
%

%

'

级评分评价大鼠自由

活动时后肢的使用程度%

%

分为正常行走(

$

分为后

肢跛行&但不是很明显&使用正常(

1

分为介于
$

分和

'

分之间(

'

分为后肢行走时不着地%

!&"&H

!

热痛觉过敏测定
!

安静环境中&室温#

$(d

$

$

b

&热痛觉过敏采用辐射热测痛仪%大鼠置于底为

光滑玻璃的有机玻璃格子内&适应
1%8#,

待大鼠安静

后&将强热光束照射至大鼠脚掌中心皮肤&引起大鼠

缩爪反应的时间为大鼠缩爪潜伏期#

LfJ

$&测
;

次&

取后
'

次算平均值&两次间隔
;8#,

%为防止大鼠热

辐射烫伤&将
LfJ

的上限值#

6A3."EE3#87

$定为
1%+

%

!&"&I

!

机械性痛觉超敏测定
!

安静环境中&室温

#

$(d$

$

b

&适应
1%8#,

后&根据
@#Z",

的
A

4

.9,!.
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!"S,

法&使用
G",WD7

X

细丝刺激大鼠脚掌中部皮肤&

观察大鼠缩足反应%每根细丝每次刺激时间不超过
1

+

&上次刺激结束
;8#,

后再进行下一次刺激&计算出

;%_G",WD7

X

反应阈值作为机械性痛阈值%

!&"&K

!

<T.LC<

检测各组
TJ<(

表达
!

取
R/%b

冻

存的各处理组标本&

TD#a":

试剂法提取各组织标本中

总
<U=

&逆转录为
6@U=

&利用特异性引物合成相应

LC<

产物后&参照试剂盒说明书操作%大鼠特异性引

物由武汉谷歌生物科技公司合成&其序列及产物大小

见表
$

%以
H=L@I

基因作为内参&将标本的待测指

标和内参进行标准化%相对定量数据处理使用

1

R

##

C3法&即改变的倍数为
1

R

##

C3

&其中&

))

C3i

)

C3

#模型组$

R

)

C3

#空白组$&

)

C3i

#

C3样本RC3

H=L@I

$%

表
$

!!

引物序列及产物大小

基因 引物序列#

;\R'\

$ 产物大小#

Y

4

$

TJ<(

上游
THTTHCCTTT=CTHC=HC=TCTC $0/

TJ<(

下游
CTCTHCHCCTT=TCH==C=CC

H=L@I

上游
HHC=C=HTC==HHCTH=H==TH $0'

H=L@I

下游
=THHTHHTH==H=CHCC=HT=

!&"&L

!

f7+37D,Y:"3

检测各组
TJ<(

表达
!

取
R/%

b

冻存的各处理组大鼠脊髓标本&加入组织裂解液后在

冰上以电动匀浆器匀浆%离心获得组织蛋白提取液后

以二喹啉甲酸法#

NC=

$法定量%十二烷基硫酸钠
.

聚丙

烯酰胺#

K@K.L=H?

$凝胶电泳&湿转&封闭&加入特异

性抗
TJ<(

#

$j;%%

$和
H=L@I

一抗#

$j$;%%

$&

0

b

孵育过夜后加入
I<L

标记的二抗#

$j;%%%

$孵育

$2

&磷酸盐缓冲液吐温
1%

#

LNKT

$洗涤
'

次后加入

?JC

试剂&在多色荧光凝胶成像系统下显色成像%用

hA9,3#3

X

.F,7

图像分析系统进行条带光密度分析&目

的蛋白与内参条带灰度的比值作为蛋白表达的相对

水平%

!&#

!

统计学处理
!

采用
KLKK$(&%

统计软件对数据

进行处理&计量资料用
9dN

表示&组内差异采用
,0C

检验和
?

检验&并进行单因素方差分析&以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"&!

!

各组自发性疼痛评分比较
!

除疼痛贴组外&其

余组均高于联合组&差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$(空

白组'疼痛贴组的自发性疼痛评分低于模型组#

!

$

%&%;

$&见表
1

%

"&"

!

各组热痛觉过敏测定比较
!

空白组'疼痛贴组'

联合组的
LfJ

时间高于模型组#

!

$

%&%;

$(胶布安

慰组的
LfJ

时间低于联合组#

!

$

%&%;

$&见表
1

%

"&#

!

各组机械性痛觉超敏测定比较
!

空白组'电针

组'疼痛贴组'联合组的机械性痛阈值高于模型组

#

!

$

%&%;

$%空白组的机械性痛阈值高于联合组

#

!

$

%&%;

$(针刺安慰组'胶布安慰组'联合安慰组'电

针组的机械性痛阈值低于联合组#

!

$

%&%;

$&见表
1

%

"&F

!

各组脊髓
TJ<(8<U=

表达变化比较
!

空白

组'电针组'疼痛贴组'联合组脊髓
TJ<(8<U=

水

平低于模型组#

!

$

%&%;

$%针刺安慰组'胶布安慰组'

联合安慰组脊髓
TJ<(8<U=

水平高于联合组#

!

$

%&%;

$%

"&H

!

各组脊髓
TJ<(

蛋白表达变化比较
!

空白组'

电针组'疼痛贴组'联合组脊髓
TJ<(

蛋白水平低于

模型组#

!

$

%&%;

$%针刺安慰组'胶布安慰组'联合安

慰组脊髓
TJ<(

蛋白水平高于联合组#

!

$

%&%;

$%

表
1

!!

各组观察指标比较%

9dN

'

组别 自发性疼痛评分#

+

$

LfJ

时间#

+

$ 机械性痛阈值#

+

$

TJ<(8<U= TJ<(

蛋白

空白组
%

9Y

$'&%%d1&$'

9

/&/'d$&-)

9Y

%&()d%&$/

9

%&'/d%&$$

9

模型组
1&)-d%&0( /&-;d-&;0 $&-/d%&/) $&0)d%&1) $&%/d%&''

针刺安慰组
1&;/d%&;$

Y

(&01d$&-( 1&$$d%&)-

Y

$&1(d%&$(

Y

%&(1d%&1'

Y

胶布安慰组
1&)-d%&0(

Y

(&$-d$&(;

Y

$&(/d%&/$

Y

$&'%d%&1$

Y

%&()d%&11

Y

联合安慰组
1&;%d%&;1

Y

(&;/d$&)/ 1&-%d%&(0

Y

$&1'd%&1$

Y

%&/-d%&1/

Y

电针组
1&%/d%&-(

Y

$%&;%d$&)/ 0&1-d$&1;

9Y

$&$'d%&$'

9

%&)1d%&1;

9

疼痛贴组
$&-;d%&-;

9

$$&$-d$&/;

9

0&/0d$&'$

9

$&%;d%&$0

9

%&0(d%&$$

9

联合组
$&1;d%&0;

9

$$&;/d1&'(

9

;&-1d%&)/

9

%&((d%&$$

9

%&01d%&$'

9

!!

9

!

!

$

%&%;

&与模型组比较(

Y

!

!

$

%&%;

&与联合组比较

#

!

讨
!!

论

!!

癌症骨转移属中医)骨瘤*的范畴&+内经,指出了

疼痛的病因总纲&即)不通则痛*)不荣则痛*%近年

来&中医学以其独特的理论体系&开展对癌性疼痛的

治疗研究&取得了较为满意的进展-

/.(

.

%针灸疗法目

前广泛应用于癌痛治疗领域-

$%

.

&有研究证明电针刺激

双侧)足三里*和)昆仑*穴可明显减轻癌痛-

$$.$1

.

%疼

痛贴主要由具有调气和血'疏经通络'化淤散结的药

物配制而成%

T"::

样受体是参与非特异性免疫的一类重要蛋

1('

重庆医学
1%$(

年
1

月第
0/

卷第
'

期



白质分子&激活后会分泌疼痛产生和疼痛持续的炎性

细胞因子%有研究表明
TJ<(

在机体内参与了无菌

性炎症和中枢神经系统炎症性疾病的发病过程-

$'.$0

.

%

hQU

等-

$;

.发现
TJL(

同样在人背根神经节神经元中

表达&并且其配体还能增加神经元对
C9

` 内流的调

节&提示
TJ<(

可能参与了疼痛的产生和维持%

本研究结果显示&空白组的自发性疼痛评分结果

低于模型组&

LfJ

时间'机械性痛阈值高于模型组&

提示本研究建立的胫骨癌痛模型制备成功&并能反映

骨癌痛患者的部分症状%疼痛贴组'联合组的自发性

疼痛评分结果低于模型组&

LfJ

时间高于模型组(电

针组'疼痛贴组'联合组的机械性痛阈值高于模型组%

这些结果均提示疼痛贴'电针治疗具有缓解骨癌痛大

鼠疼痛的作用%

TJ<(

参与了疼痛的产生和维持过程&模型组大

鼠脊髓内的
TJ<(

表达明显升高&其
8<U=

和蛋白

水平都有走向一致的表现&提示在胫骨癌痛中
TJ<(

起到了一定的作用&是骨癌痛模型中疼痛产生和维持

的机制之一%而电针组'疼痛贴组'联合组的
TJ<(

8<U=

与蛋白表达水平均明显下降&提示疼痛贴'电

针治疗缓解骨癌痛大鼠疼痛的作用机制与降低
TJ<(

表达有关%

综上&本研究验证了疼痛贴'电针治疗具有缓解

骨癌痛大鼠疼痛的作用&这种作用可能与降低
TJ<(

表达有关%本研究设置了多种安慰对照组&结果提示

疼痛贴联合电针治疗骨癌痛大鼠疼痛的作用确切%

值得注意的是单纯的针刺安慰组并未显示出有效的

治疗效果&而电针治疗则显示出确切的治疗效果&提

示针刺的治疗效果可能与刺激强度相关&值得进一步

研究%本研究为电针联合疼痛贴治疗骨癌痛提供了

实验依据&也为今后的深入研究提供了可行性%
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