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  [摘要] 目的 探讨鞘内注射agomiR-138-5p对骨癌痛大鼠疼痛行为学及脊髓NF-κB
 

p65、磷酸化p65(p-
p65)蛋白表达水平的影响。方法 从GEO数据库下载数据集GSE137326,利用R软件筛选差异表达基因,并

通过TargetScan和miRDB在线预测其上游靶向miRNA。建立SD大鼠左胫骨 Walker256乳腺癌细胞骨癌痛

模型,采用影像学方法评估骨质破坏情况,并持续监测大鼠疼痛行为变化。将大鼠分为假手术组、骨癌痛组、骨

癌痛大鼠鞘内注射阴性对照序列agomiR
 

NC组(骨癌痛+agomiR
 

NC组)和骨癌痛大鼠鞘内注射agomiR-138-
5p组(骨癌痛+agomiR-138-5p组)。于造模第15天处死大鼠,取同侧脊髓背角组织,采用 RT-qPCR检测

miR-138-5p相对表达水平,Western
 

blot检测NF-κB
 

p65、p-p65蛋白表达水平。结果 生物信息学分析共筛

选出1
 

069个差异表达基因,包括1
 

024个上调和45个下调基因,预测结果显示miR-138-5p可靶向结合EZH2
基因。影像学及行为学表现证实骨癌痛模型构建成功。与假手术组比较,骨癌痛组大鼠脊髓中 miR-138-5p相

对表达水平降低,鞘内注射agomiR-138-5p可有效缓解疼痛(P<0.05)。骨癌痛组脊髓中NF-κB
 

p65、p-p65蛋

白表达水平升高,而agomiR-138-5p干预后两者相对表达水平均降低,其中p-p65降低更明显(P<0.05)。结

论 骨癌痛大鼠脊髓miR-138-5p相对表达水平下调,鞘内注射agomiR-138-5p能够缓解骨癌痛,并抑制脊髓中

NF-κB
 

p65、p-p65蛋白的表达。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

agomiR-138-5p
 

intrathecal
 

injection
 

on
 

the
 

pain
 

behaviors
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

p65
 

protein
 

and
 

phosphorylated
 

p65
 

(p-p65)
 

protein
 

in
 

the
 

spinal
 

cord
 

of
 

the
 

rats
 

with
 

bone
 

cancer
 

pain.Methods The
 

dataset
 

GSE137326
 

was
 

download
 

from
 

the
 

Gene
 

Expression
 

Omni-
bus

 

(GEO),the
 

R
 

software
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes,and
 

their
 

upstream
 

target
 

miRNA
 

was
 

online
 

predicted
 

by
 

TargetScan
 

and
 

miRDB.The
 

bone
 

cancer
 

pain
 

model
 

of
 

Walker256
 

breast
 

cancer
 

cells
 

in
 

the
 

left
 

tibia
 

of
 

SD
 

rats
 

was
 

established.The
 

bone
 

destruction
 

situation
 

was
 

evaluated
 

by
 

the
 

imageologic
 

method.The
 

change
 

of
 

rat
 

pain
 

behaviors
 

was
 

persistently
 

monitored.The
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

sham
 

operation
 

group,bone
 

cancer
 

pain
 

group,intrathecal
 

injection
 

of
 

negative
 

control
 

sequence
 

agomiR
 

NC
 

group
 

(bone
 

cancer
 

pain+agomiR
 

NC
 

group)
 

and
 

bone
 

cancer
 

pain
 

rats
 

intrathecal
 

injection
 

of
 

agomiR-
138-5p

 

group
 

(bone
 

cancer
 

pain+agomiR-138-5p
 

group).The
 

rats
 

were
 

killed
 

on
 

15
 

d
 

after
 

modeling.The
 

spi-
nal

 

dorsal
 

horn
 

tissues
 

on
 

the
 

same
 

side
 

were
 

taken.The
 

miR-138-5p
 

relative
 

expression
 

level
 

was
 

measured
 

by
 

RT-qPCR,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

p65
 

protein
 

and
 

p-p65
 

protein
 

were
 

measured
 

by
 

Western
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blot.Results A
 

total
 

of
 

1
 

069
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

screened
 

by
 

bioinformatics
 

analysis,inclu-
ding

 

1
 

024
 

up-regulated
 

and
 

45
 

down-regulated
 

genes,and
 

the
 

prediction
 

results
 

indicated
 

that
 

miR-138-5p
 

could
 

target
 

and
 

bind
 

to
 

the
 

EZH2
 

gene.The
 

imageologic
 

and
 

behavioristic
 

manifestations
 

verified
 

that
 

the
 

bone
 

cancer
 

pain
 

model
 

was
 

successfully
 

established.Compared
 

with
 

the
 

sham
 

operation
 

group,the
 

miR-138-5p
 

rela-
tive

 

expression
 

level
 

in
 

the
 

bone
 

cancer
 

pain
 

group
 

was
 

decreased.The
 

intrathecal
 

injection
 

of
 

agomiR-138-5p
 

could
 

ef-
fectively

 

relieve
 

the
 

pain
 

(P<0.05).The
 

NF-κB
 

p65
 

and
 

p-p65
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

spinal
 

cord
 

of
 

the
 

bone
 

cancer
 

pain
 

group
 

were
 

increased,but
 

after
 

agomiR-138-5p
 

intervention,their
 

relative
 

expression
 

levels
 

were
 

decreased,
in

 

which
 

the
 

decrease
 

of
 

p-p65
 

was
 

more
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

spinal
 

cord
 

miR-138-5p
 

relative
 

expression
 

level
 

in
 

bone
 

cancer
 

pain
 

rats
 

is
 

down-regulated,the
 

intrathecal
 

injection
 

of
 

agomiR-138-5p
 

could
 

alleviate
 

the
 

bone
 

cancer
 

pain
 

and
 

inhibit
 

the
 

NF-κB
 

p65
 

and
 

p-p65
 

protein
 

expression
 

in
 

spinal
 

cord.
[Key

 

words] bone
 

cancer
 

pain;differentially
 

expressed
 

genes;miR-138-5p;spinal
 

dorsal
 

horn;NF-κB
 

p65

  骨癌痛是一种复杂且持续的慢性疼痛,通常由癌

细胞转移至脊髓腔或骨组织引起,是癌症患者常见的

并发症之一。患者常表现为逐渐加重的持续性疼痛,
并伴有难以预测的突破性疼痛发作[1]。然而,目前骨

癌痛的具体发生机制尚未完全阐明,这也导致其在治

疗上存在困难。尽管传统的“三阶梯镇痛”疗法在一

定程度上能够控制疼痛,但仍有约50%的骨癌痛患者

面临镇痛不足或治疗反应不佳的问题[2]。因此,急需

开发新的药物治疗策略,以实现针对癌症患者的个体

化疼痛管理,从而缓解疼痛症状并改善其生活质量。
在这一背景下,阐明骨癌痛的内在机制对于发展有效

治疗模式至关重要。
越来越多的证据表明,微RNA(microRNA,miR-

NA)作为一类具有重要调控功能的小分子,参与多种

疼痛相关蛋白的转录与翻译过程[3-4]。miRNA是一

类长度为18~25个核苷酸的单链非编码RNA,可通

过与 mRNA 的3'或5'非翻译区结合,进而介导靶

mRNA降解或调控蛋白质翻译[4]。大量研究表明,

miRNA在癌症及其转移过程中发挥关键调控作用。
据报道,miR-138不仅广泛参与多种恶性肿瘤的进展

并具有肿瘤抑制功能,还在成骨-破骨平衡中扮演重要

角色[5]。此外,miR-138-5p也被证实参与促进乳腺癌

的远处转移与疾病进展[6]。核因子-κB(nuclear
 

factor
 

kappa-B,NF-κB)是免疫系统中诱导基因表达的关键

调节因子,在哺乳动物中,NF-κB家族包括p50(NF-
κB1)、p52(NF-κB2)、p65(RelA)、c-Rel与RelB

 

5个

相关转录因子,广泛参与神经炎症、肿瘤等多种生理

与病理过程。NF-κB的主要活性形式为由p50和p65
组成的异源二聚体[7],其经典激活途径涉及相关受体

触发IKK复合物,进而促使IκB磷酸化并降解,释放

NF-κB进入细胞核;该通路的终止依赖于负反馈机制

(如IκB再生、A20对IKK的抑制)及其他抑制蛋白的

作用,以维持动态平衡。另有研究指出,部分 miRNA
能够调控NF-κB信号通路的活性[8]。慢性疼痛相关研

究中发现,miR-138参与调控坐骨神经损伤[9]和部分坐

骨神经结扎[10]等神经病理性疼痛。在神经系统中,

miR-138呈低表达状态,并通过发挥神经保护及抗炎作

用参与缓解疼痛过程。因此,本研究旨在探讨 miR-
138在骨癌痛发生、发展中的作用机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

成年SD大鼠(雌性,体重90~120
 

g或130~170
 

g)购自昭衍(苏州)新药研发有限公司,随后被饲养在

江苏大学附属昆山医院动物实验中心。大鼠保持昼

夜各12
 

h的节律,能自由摄取食物和水,并控制室温

(22±1)℃。待大鼠适应环境3
 

d后,体重90~120
 

g
的大鼠被用于癌性腹水的培养,体重130~170

 

g的大

鼠用于模型建立及后续的相关实验。本研究已通过

天门市第一人民医院伦理委员会批准(审批号:科研

会审第20250241号),且严格遵循国际疼痛研究协会

(international
 

association
 

for
 

the
 

study
 

of
 

pain,

IASP)科学研究大纲,确保实验符合伦理规范与科学

要求。

1.1.2 试剂与仪器

Walker256乳腺癌细胞株(苏州大学附属第一医

院实验中心惠赠);逆转录试剂盒(江苏康为世纪生物

科技股份有限公司);DMEM 高糖培养基(美国Sig-
ma-Aldrich公司);山羊兔抗体(英国 Abcam公司);

rno-miR-138-5p
 

agomiR试剂(广州市锐博生物科技

有限公司);纤毛刺激针(意大利 Ugo
 

Basile公司),

Stoelting超净台(苏州市净化设备总厂);MRI仪(上
海联影医疗科技股份有限公司);X线摄片机(德国西

门子公司);实时荧光定量PCR系统(美国Ambion公

司);凝胶成像分析系统(德国耶拿分析仪器公司);蛋
白电泳装置(美国Bio-Rad公司);荧光显微镜(日本

Olympus公 司);灭 菌 移 液 器 枪 头 (美 国 Sigma-
Aldrich公司)。
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1.2 方法

1.2.1 数据库筛选目的基因及miRNA
在基因表达GEO数据库中搜索并下载骨癌痛相

关基因表达数据集GSE137326,利用R语言Lima包

等函数分析骨癌痛大鼠脊髓背角差异表达基因,将筛

选出 的 目 的 基 因 输 入 在 线 数 据 库 TargetScan、

miRDB,预测其上游靶向结合的miRNA。

1.2.2 实验分组

24只大鼠用于模型验证实验,分为对照组、Sham
组和BCP组,每组8只。另32只大鼠用于药物干预

实验,分为假手术组、骨癌痛组、骨癌痛大鼠鞘内注射

阴性对照序列agomiR
 

NC组(骨癌痛+agomiR
 

NC
组)和骨癌痛大鼠鞘内注射agomiR-138-5p组(骨癌

痛+agomiR-138-5p组),每组8只。在15
 

d的实验

周期中,持续进行疼痛行为学检测,然后在第15天处

死大鼠,每组中4只进行RT-qPCR用于提取cDNA,
另4只行 Western

 

blot实验用于提取蛋白质。

1.2.3 骨癌痛模型建立

采用注射 Walker256大鼠乳腺癌细胞株建立模

型,首先腹腔注射4%水合氯醛(400
 

mg/kg)麻醉大

鼠,待大鼠角膜反射消失后,持无菌刀片削减大鼠左

胫骨上部皮肤约0.1
 

cm,暴露胫骨平台,用22
 

G针穿

破骨质后,使用25
 

μL微注射器提取10
 

μL(1×10
5)

肿瘤细胞进入骨髓腔。停留30
 

s后拔出针,用骨蜡封

闭骨穿刺孔,外涂青霉素钾,肌肉和皮肤层用组织胶

处理。建模过程严格遵循无菌原则,排除腿部明显肿

胀、伤口愈合不良的大鼠。

1.2.4 鞘内置管及给药

参照研究[11]中的鞘内置管方法,于模型建立第

6天将骨癌痛大鼠麻醉并固定于俯卧位手术台上。在

胸腰椎段中间做1个长约1
 

cm的切口。分离脊柱两

侧的肌肉,暴露棘突,保持过屈体位,并在棘突下插入

PE-10导管。当导管突破硬脑膜时,大鼠的尾巴轻微

摆动。导管的另一端通过两耳之间的皮下隧道进行

鞘内给药,连续3
 

d注射8万单位的青霉素钾到右髋

关节以预防感染。大鼠苏醒后,通过试管注射2%利

多卡因10
 

μL,用10
 

μL生理盐水封闭试管。如果出

现双下肢运动障碍,则插管成功,排除无瘫痪或单侧

下肢麻木和永久性神经损伤的大鼠。
于模型建立第6天行脊髓鞘内置管,于模型建立

第9~14天,每天1次连续注射药物6次。鞘内给药

稀释选用 RNase-free水将药物粉末溶解成浓度为

0.1
 

nmol/μL,每次10
 

μL。

1.2.5 疼痛行为学测试

每天在同一时段测定各组大鼠行走痛评分及机

械缩足阈值。上午8:30,将大鼠放在光滑的PVC桌

上(60
 

cm×60
 

cm)自由行走,观察行走过程是否异

常,0分为正常,1分为稍有跛行,3分为明显跛行,2
分为跛行程度介于1分与3分之间,4分为左脚完全

离开地面。上午9:00用Von
 

Frey纤维丝(美国标准

1、2、4、6、6、8、10、15、26
 

g)检测大鼠机械疼痛敏感性,
刺激大鼠右后肢足底中部皮肤,测量3次取平均值。

1.2.6 影像学检测

每组选取2只大鼠,在第0、6、9、12、15天进行

MRI及X射线检查评估 Walker256接种引起的骨破

坏程度。预先给予腹腔注射300
 

mg/kg的4%水合

氯醛,镇静后摆放大鼠至四肢伸展位,MRI检测参数

为FOV
 

35×35、分辨率144×100,X射线检测参数

为46
 

kV、0.5
 

mA。

1.2.7 RT-qPCR
用RNA纯化试剂盒法提取组织总RNA,加尾法

进行cDNA 合成 mRNA。使用2×miRNA
 

qPCR
 

master
 

mix
 

SYBR
 

Green
 

Ⅰ和LightCycler
 

480Ⅱ实

时PCR系统对cDNA进行扩增和定量(退火温度66
 

℃,40个循环),检测 miR-138-5p相对表达水平。采

用2-ΔΔCt 法对实验结果进行统计分析,每个标本设计

3个复孔取平均值,以 U6为内参,若2-ΔΔCt>1,说明

目的基因表达水平升高,反之降低。

1.2.8 Western
 

blot
取腰膨大脊髓组织,加入含复合酶抑制剂的RI-

PA裂解液(250
 

μL/标本),经机械匀浆和高速离心

(12
 

000
 

g×15
 

min)获取上清液。定量与电泳:采用

BCA法精确测定蛋白浓度后,制备含还原剂的十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳上样体系,经凝胶电泳

分离目标蛋白。转印与封闭:采用湿转法将蛋白转移

至聚偏氟乙烯膜,使用含5%脱脂奶粉的TBST封闭

液(50
 

mL/膜)室温封闭2
 

h。抗体孵育:一抗选用兔

源NF-κB
 

p65蛋白抗体(1∶1
 

000,美国CST公司)及
磷酸化p65(p-p65,S536)抗体(1∶1

 

000,英国Abcam
公司),内参为β-actin(1∶5

 

000,英国Abcam公司),4
 

℃孵育过夜。二抗采用山羊抗兔IgG(1∶5
 

000,英国

Abcam公司)室温摇床孵育2
 

h,间隔以TBST缓冲

液充分洗脱。Western
 

blot检测各组大鼠脊髓中NF-
κB

 

p65、p-p65蛋白表达水平。

1.3 统计学处理

采用 R4.4.3软件分析 GEO 芯片数据,并由

RStudio软件进行可视化;采用SPSS22.0软件进行

数据分析,统计图采用 GraphPad
 

Prism8.0软件绘

制,计量资料以x±s表示,比较采用t检验或单因素

方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 GSE137326骨癌痛数据集分析
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生物信息学分析共筛选出1
 

069个差异表达基

因,包括1
 

024个上调和45个下调基因,筛选其中1
个名 为 EZH2 的 上 调 基 因,输 入 TargetScan 及

miRDB网站预测其上游 miRNA,结果显示 miR-138-
5p可能为其靶向miRNA。

2.2 造模后3组大鼠疼痛行为学检测及影像学检查

从第6天起,BCP组大鼠痛行为学差异逐渐增

大,至第15天差异最明显。与Shan组比较,BCP组

行走痛 评 分 从 最 开 始 的 0 分 升 高 至 第 15 天 的

(3.25±0.71)分(P<0.01),PWT从(25.54±1.30)

g降低至第15天的(3.46±1.07)g(P<0.01)。对照

组与Sham组大鼠胫骨影像学无明显异常,骨密度正

常,骨小梁完整,骨皮质连续;造模第6天 BCP组

MRI示胫骨外周骨皮质断裂,骨髓腔有炎症及肿瘤细

胞浸润,胫骨旁肌肉组织开始肿胀,骨质破坏逐步发

展;而造模第15天BCP组 MRI可见胫骨外周骨皮质

断裂更严重,呈虫蚀状骨破坏,骨髓腔炎性及肿瘤细

胞浸润加深,胫骨旁肌肉组织肿胀更明显,表明骨质

破坏随时间不断加重。造模第6天BCP组X线片可

见左胫骨上端骨密度减低,骨小梁缺损,骨皮质不连

续,已现骨质破坏迹象;而造模第15天BCP组X线

片可见左胫骨上端骨质破坏加剧,骨密度减低更明

显,骨小梁缺损扩大,骨皮质不连续加重,呈云雾状骨

破坏,见图1。

  A:造模后3组行走痛评分比较(n=8);B:造模后3组缩足阈值比较(n=8);C:MRI检测胫骨骨质破坏情况,箭头示病灶;D:X射线检测胫骨

骨质破坏情况,箭头示病灶;a:P<0.05,与Sham组比较。

图1  造模后3组大鼠疼痛行为学检测及影像学检查

2.3 大鼠脊髓背角miR-138-5p的相对表达水平

与假手术组比较,骨癌痛组第15天大鼠脊髓

miR-138-5p相对表达水平明显降低(P<0.05),骨癌

痛+agomiR-138-25p组大鼠脊髓 miR-138-5p相对表

达水平明显升高(P<0.05),见图2。

2.4 鞘内注射agomiR-138-5p对大鼠疼痛行为学的

影响

与骨癌痛组比较,骨癌痛+agomiR-138-5p组行

走痛评分在造模第12天开始改善,至第15天时改善

效果更为明显(P<0.05),缩足阈值在第12、15天显

示出明显改善(P<0.05),见图3。
 

  ①:假手术组;②:骨癌痛组;③:骨癌痛+agomiR
 

NC组;④:骨癌

痛+agomiR-138-25p组;a:P<0.05。

图2  RT-qPCR检测大鼠脊髓背角 miR-138-5p的相对

表达水平(n=4)

2.5 各组大鼠脊髓NF-κB
 

p65、p-p65蛋白表达水平
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比较

第15天,与假手术组比较,骨癌痛组脊髓NF-κB
 

p65、p-p65相对表达水平升高(P<0.05);与骨癌

痛+agomiR
 

NC组比较,骨癌痛+agomiR-138-5p组

脊髓 NF-κB
 

p65、p-p65相 对 表 达 水 平 降 低(P<
0.05),见图4。

  A:各组行走痛评分比较(n=8);B:各组缩足阈值比较,箭头示鞘

内给药时间(n=8);a:P<0.05,骨癌痛+agomiR-138-5p组与骨癌

痛+agomiR
 

NC组、骨癌痛组比较。

图3  鞘内注射agomiR-138-5p后大鼠疼痛行为学改变

  A:各组大鼠脊髓NF-κB
 

p65、p-p65蛋白表达水平比较(n=4);B:

各组大鼠脊髓NF-κB
 

p65、p-p65蛋白 Western
 

blot结果;a:P<0.05;

①:假手术组;②:骨癌痛组;③:骨癌痛+agomiR
 

NC组;④:骨癌痛+

agomiR-138-25p组。

图4  各组大鼠脊髓NF-κB
 

p65、p-p65蛋白表达水平比较

3 讨  论

  骨组织是乳腺癌、前列腺癌及肺癌等多种常见恶

性肿瘤晚期易发生转移的部位。据统计,约75%的晚

期癌症患者伴随慢性疼痛,其中骨癌痛尤为常见,已
成为最具破坏性和突出的临床表现之一[12]。随着肿

瘤治疗手段的不断进步,患者生存期明显延长,骨癌

痛的发生率亦随之上升。尽管在骨癌痛进展过程中,
可通过常规镇痛药物得到一定控制,但无明显诱因的

自发性疼痛仍难以有效缓解。目前针对骨癌痛的治

疗手段效果不尽如人意,多伴随预后不良及相关副作

用[13]。此外,长期且剧烈的骨癌痛还会导致患者功能

衰退及精神障碍,严重影响其生活质量,这一问题不

容忽视[14]。
考虑女性乳腺癌骨转移发生率较高[15],且雌性大

鼠对急性伤害性刺激的反应较雄性更为敏感[16],本研

究选用成年雌性SD大鼠构建模型。已有研究指出,
建模后第6~15天是研究骨癌痛机制的关键窗口

期[17]。因此,在造模第6天置入导管,使其适应3
 

d
后给予miRNA

 

agomiR干预,并于第15天采集标本。
多项研究证实,miRNA分子在骨癌痛的病理进

程中发挥关键作用[18-19]。骨癌痛的发病机制具有多

维性,其中神经系统炎症浸润与肿瘤侵袭性生长之间

的相互作用,可促使多种致痛介质(如生长因子、细胞

因子、前列腺素及内皮素等)释放,这些物质被广泛认

为是引发疼痛产生与持续的核心因素[20]。miR-138
作为一种在进化上高度保守且在神经系统中特异性

高表达的miRNA分子[21],近年来因其在调控神经元

及神经胶质细胞炎症反应中展现的潜在治疗价值,已
成为研究热点[22-23]。本研究发现,在骨癌痛模型大鼠

的脊髓背角中,miR-138-5p表达明显下调;鞘内注射

agomiR-138-5p可有效缓解疼痛相关行为,首次揭示

miR-138-5p参与大鼠骨癌痛的发生、发展。
既往研究表明,脊髓背角是骨癌痛大鼠中NF-κB

信号通路发挥作用的关键区域,鞘内注射NF-κB抑制

剂可明显抑制促炎因子的表达并缓解疼痛行为[24]。
尽管本研究尚未系统阐明NF-κB在骨癌痛中的具体

机制,但接种 Walker256细胞后的实验数据显示该通

路确实被激活。本研究发现,鞘内注射agomiR-138-
5p可明显降低脊髓背角中p-p65的表达,且下降幅度

大于NF-κB
 

p65。值得注意的是,该结果与既往在神

经性疼痛模型中的研究[9]存在差异,后者显示 miR-
138仅抑制p-p65表达,对NF-κB

 

p65无影响。据此,
推测在骨癌痛中,miR-138-5p不仅可能靶向抑制NF-
κB

 

p65
 

mRNA的转录与翻译,还可能干预该通路的

激活过程。当肿瘤转移至骨骼时,癌细胞并不直接破

坏骨 组 织,而 是 通 过 肿 瘤 相 关 基 质 细 胞 表 达 的
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RANKL与破骨前体细胞表面的 RANK结合,激活

RANKL/RANK信号轴,进而增强 NF-κB通路相关

分子的表达,促进破骨细胞增殖与分化,最终导致骨

破坏[25]。这一过程被认为是骨癌痛发生的重要机制

之一,其中NF-κB
 

p65的激活是调控多种细胞因子异

常表达的核心环节,一旦被激活即发生核转位,进而

介导炎症因子、细胞因子及相关酶类的生成,引发细

胞肥大、凋亡及骨组织功能紊乱[26]。未来研究将进一

步探索 miR-138-5p是否参与调控 RANKL/RANK
通路,从而为 miR-138-5p在骨癌痛中的作用提供更

直接的实验依据。
本研究在通过TargetScan与 miRDB预测 miR-

138-5p靶向EZH2的基础上,对EZH2在骨癌痛中的

作用进行了初步探讨。然而,在前期研究中,尽管对

鞘内注射agomiR-138-5p后大鼠脊髓背角EZH2蛋

白进行了 Western
 

blot检测,但未获得差异有统计学

意义的结果[27],因此暂停了针对EZH2的进一步实

验。随后转向研究NF-κB
 

p65,发现miR-138-5p可抑

制其表达。然而,目前的研究仅停留在检测脊髓背角

NF-κB
 

p65、p-p65蛋白水平,尚未分析p-p65的核转

位情况(如通过免疫荧光染色观察核内p-p65),也未

对NF-κB
 

p65激活的具体细胞来源进行定位(如神经

元、小胶质细胞或星形胶质细胞等),因而未能充分揭

示其功能变化,有待后续深入探讨。此外,本研究对

大鼠X射线及 MRI结果的分析偏重于描述性内容,
缺乏关键量化指标,也在一定程度上影响了结果的客

观性。
综上所述,miR-138-5p参与大鼠骨癌痛的发生、

发展,其在骨癌痛大鼠脊髓中表达下调,鞘内注射ag-
omiR-138-5p可上调其表达,并抑制 NF-κB

 

p65、p-
p65蛋白水平,可有效缓解骨癌痛相关行为。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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