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中药芷辛方对骨癌痛大鼠胶质细胞蛋白表达以及

*GHB

和
4I

#

!J

的影响

张$斌#!

$孙松娴#

$陈轶尘!

$周春祥#

摘要$目的$通过建立癌痛动物模型!探讨芷辛方的镇痛作用及对骨癌痛大鼠模型中脊髓胶质细胞蛋白

"胶质原纤维酸性蛋白#

KILM

$%

'C##N

&表达以及
*122

受体#

*122

#

2;O/ P/</QR1PB

!

*GHB

$和核因子
!J

#

4I

#

!J

$的影响' 方法$将
!"

只
SC

雄性大鼠随机分为空白组#

#"

只$%骨癌痛模型组#

#"

只$!通过左胫骨内接种

含有
&

%

#"

& 个
+:2O/P!$%

嫁接的腹水瘤细胞液造模!并对这两组的大鼠进行行为学检测%

T

光片检测及
U8

染色的检测证实造模成功' 依照此法将
6"

只雄性
SC

大鼠随机分为
6

组! 每组
#"

只' 空白组#

#"

只$%骨癌

痛模型组#简称模型组!

#"

只$%西药盐酸曲马多对照组#简称西药对照组!

#"

只$%芷辛方高%中%低剂量组#每

组各
#"

只$%中药五灵止痛胶囊对照组#简称中药对照组!

#"

只$' 造模
#F

天后开始灌胃!芷辛方高%中%低剂

量组分别给予芷辛方水煎浓缩制剂#

7
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生药$' 每天灌胃
#

次!连续
6

天'第
!#

天取脊髓
GF V

G$

段背角!分别应用免疫组化%逆转录"聚合酶链反应#

H*

#

M'H

$及蛋白质印迹法#

+/BR/P. N21R

$的方法!分

别检验星形胶质细胞的标志性蛋白
KILM

的变化!小胶质细胞的标志性蛋白
'C##N

表达变化以及髓内
*GHB

#

*GH!

%

*GHF

$和
4I

#

!J

的影响' 结果$与空白组比较!模型组大鼠体重增加迟缓甚至呈下降趋势

#

M W"

!

"#

$(自发性运动疼痛评分#

SLMS

$明显上升#

M W"
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$(触诱发痛阈值#
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$明显下降#
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M W"
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$(手术侧胫骨
T

线影像以及
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染色示)骨结构发生明显改变和破坏' 免疫组化检测髓内星形胶质细

胞的标记蛋白
KILM

明显升高(

4I

#

!J

蛋白水平升高#

M W"

!

"#

$' 与模型组比较!

'C##N

%

*GH!

%
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及
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#
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水平芷辛方中%高剂量组均明显下降#

M W"

!
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!
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!
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$' 结论$芷辛方可抑制脊髓水平胶质细胞的

增殖活化和
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#

*GH!

%

*GHF
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4I

#
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蛋白的激活!这可能是其镇痛机制之一'
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$$目前癌症的发病率呈现出上升的趋势"大多数癌

症患者的首发症状就是疼痛"

6$b

&

7$b

的晚期癌症

患者都承受着难以忍受的剧烈疼痛'

#

"

!

(

) 据估计约有

#E&

的晚期癌症患者都会发生骨转移'

&

(

) 与此同时随

着诊断技术的进步及治疗方案的改良"恶性肿瘤患者

病死率明显降低"生存时间显著延长"因此如何改善癌

症患者的生活质量成为当前亟待解决的问题) 芷辛方

由白芷*细辛*川芎等药物组成"具有温经通络*活血化

痹*祛风止痛的功效) 芷辛方是河南省中医药研究院

研究员张海岑根据家族传承的经验方和中医理论结合

的成果"在临床上用于治疗神经性疼痛'

F

(

"其效果显

著) 本研究通过观察芷辛方干预后骨癌痛模型大鼠的

行为学以及髓内胶质细胞蛋白'胶质原纤维酸性蛋白

$

?2;:2 X;N;22:PZ :<;[;< QP1R/;.

"

KILM

%&

'C##N

(*

*122

受体$

*122

#

2;O/ P/</QR1PB

"

*GHB

%和核因子
!J

$

.-

#

<2/:P X:<R1P

#

O:QQ: J

"

4I

#

!J

%表达影响"进一步探

讨其可能的作用机制)

材料与方法

#

$动物及分组$雌性
SQP:?-/

#

C:`2/Z

$

SC

%

大鼠
#"

只$体重
%"

&

5" ?

%"雄性
SC

大鼠
7"

只$体

重
#$"

&

#5" ?

%"购自南京中医药大学实验动物中心

'动物生产许可证号
S'Ta

$浙%

!""5

"

""&&

() 其中

雌性大鼠
#"

只用来嫁接含有
+:2O/P!$%

的腹水瘤实

验"雄性大鼠
7"

只用来制作骨癌痛的造模实验) 预

实验将
!"

只
SC

雄性大鼠随机分为空白组$

#"

只%*

模型组$

#"

只%"进行实验造模"造模成功后"依照此法

将
6"

只雄性
SC

大鼠随机分为
6

组$每组
#"

只%)

空白组$

#"

只%*骨癌痛模型组$简称模型组"

#"

只%*

西药盐酸曲马多对照组$简称西药对照组"

#"

只%*芷

辛方高*中*低剂量组$每组各
#"

只%*中药五灵止痛

胶囊对照组$简称中药对照组"

#"

只%) 动物饲养于

#! =

昼夜交替"室温$

!F

'

"

!

$

%(环境中自由摄食和

饮水) 让大鼠在此环境中适应
6

天后进行实验)

!

$细胞株$

+:2O/P !$%

肿瘤细胞株由南京中医

药大学新药与海洋药物研究中心提供)

&

$药物$芷辛方#白芷
#! ?

$细辛
& ?

$川芎

7 ?

$蜈蚣
& ?

$白芍
% ?

$乳香
% ?

$附子
& ?

$甘

草
& ?

"生药由南京中医药大学附属医院中药房提供"

南京中医药大学药学院制剂中心用水提法制备浓缩含

生药
!

!

!$ ?EO?

的药液&盐酸曲马多$

$" 9?

"北京四

环医药科技股份有限公司"批号#

U#"7%""F&

%&五灵

止痛胶囊$五灵脂*蒲黄*冰片) 每粒
"

!

& ?

"相当于原

药材
"

!

$ ?

" 广 州 中 一 药 业 有 限 公 司" 批 号#

YFF"!!$&7

%)

F

$试剂及仪器$逆转录酶
,

#

,G0

和
D2;?1

$

[

*

%

引物$美国
MP19/?:

公司%&

M'H

所需试剂 $日本

*:a:H:

公司%&兔抗大鼠
4I

#

!J

单克隆抗体$美国

'/22 S;?.:2

公司%&过氧化物酶标记的羊抗兔二抗

$丹麦
C:O1

公司%&兔抗大鼠
KLMCU

单克隆抗体

$美国
S:.R: 'P-@

公司#

S'

#

5""5

%&

8._;B;1.

免疫组

化检测试剂盒$福建迈新生物技术有限公司"

,LJ

#

"$5!

%)

$

$模型制备$参照
,/[=-PBR S(

'

$

(等报道的方
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%

法建立骨癌痛模型) 首先用
#"b

水合氯醛$

& ?EO?

%

对大鼠进行腹腔注射) 待大鼠麻醉后"将其仰卧位固

定于操作台上) 按照大鼠实验操作标准的动物角反射

消失以及动物脚趾对有齿镊钳夹无反应为标准) 将大

鼠小腿左侧后肢部位剃毛"并对手术部位胫骨消毒)

对手术胫骨上段部位进行切开"小心暴露胫骨骨面)

用牙科钻头对胫骨轻柔打孔"打孔完毕后"用微量注射

器针头试探是否通畅"再用
!$ "G

微量注射器进入骨

髓腔" 缓慢注入
#" "G

含有
+:2O/P !$%

传代大鼠腹

水瘤的悬置细胞
&

%

#"

&

"注射完毕后用骨蜡快速封闭

钻孔处"并用
6$b

乙醇和生理盐水冲洗) 伤口进行分

层缝合后在创口处撒少许青霉素以防感染)

%

$给药方法$造模
#F

天后开始灌胃"每天
#

次"

连续
6

天) 参照+中药药理实验方法学,

'

%

(给药量按

人与动物表面积折算"

C

J

c C

L

%

H

L

H

J

$

+

J

+

L

%

#

&

)

C

L

*

C

J

是
LJ

两种动物的每千克体重的剂量)

H

L

*

H

J

是动物

的体形系数"

H

与表面积$

9

!

%

E

体重$

O?

%的
#E&

次方

成正比)

+

L

*

+

J

是动物的体重$

O?

%数值)

西药对照组盐酸曲马多按照给药体积
# 9G

浓度

为
"

!

"# ?EO?

& 中药对照组五灵止痛胶囊按照给药体

积
# 9G

浓度为
"

!

"% ?EO?

&芷辛方中剂量组的给药量

约为每只
F

!

$ ?EO?

生药"上下各取
#

个剂量"芷辛方

低剂量组每只为
!

!

!$ ?EO?

生药和芷辛方高剂量组

7 ?EO?

生药)

6

$观察指标及方法

6

!

#

$疼痛行为学评估$对两组大鼠进行日常的

观察和注意"并在手术的第
"

*

F

*

6

*

##

*

#F

*

#6

*

!#

天

进行体重*走路姿态等相关测试评分) 测试的时间限

定为
7

#

"" V #%

#

""

) 骨癌痛的模型评估包括除了行

为学测试以外的
T

摄片和
U8

染色等方法)

6

!

!

$行为学$大鼠的行为学测定包括大鼠自发

性运动疼痛评分 $

BQ1.R:./1-B :9N-2:R1PZ Q:;.

B<1P/

"

SLMS

%*热板法测量热刺激和触诱发痛阈值的

测定)

6

!

!

!

#

$大鼠
SLMS

$将大鼠置于光滑平台面任

意自由走动"观察术后走路的姿态*手术侧着地情况*

脚趾负重的程度"并进行评分$

"

&

&

分之间%

'

6

(

)

6

!

!

!

!

$热痛觉过敏实验 $

Q:` `;R=[P:`:2 2:

#

R/.<Z

"

M+G

%$先将热板设定为 $

F5

'

"

!

#

% (后将

大鼠置于在热板上"在
!" B

之内对其大鼠出现的抬

腿*逃跑和舔后足的潜伏期值作为痛阈值) 为了防止

烫伤"将
M+G

的上限值定为
!" B

)

6

!

!

!

&

$触诱发痛阈值测定 $

Q:` `;R=[P:`:2

R=P/B=12[

"

M+*

%$将大鼠放入底部为金属筛网的有

机玻璃笼中"用
01. IP/Z

丝垂直刺激大鼠后肢足底

中部"当大鼠出现抬足或添足反应行为视为阳性"否则

为阴性反应'

5

(

) 用
"

!

F

*

"

!

6

*

#

!

!

*

&

!

%

*

$

!

$

*

5

!

$

*

#$

!

" ? 6

种毛针"先采用
!

!

" ?

毛针刺激"上下法"直

至出现大鼠出现阳性反应"则记录相应的数值"设置截

断值为
#$

!

" ?

"两次试验之间至少间隔
$ 9;.

"连测

F

次取平均值)

6

!

&

$观察骨破坏$于造模后第
#5

天分别随机

抽取每组大鼠"进行
T

线摄片"评估肿瘤诱发的骨破

坏程度)

6

!

F

$观察骨质$取成功造模后各组的大鼠手术

侧后肢"并将胫骨和少数软组织固定于甲醛液中"再用

甲酸复合脱钙液脱钙后石蜡切片"

U8

染色"观察其骨

质变化)

6

!

$

$观察髓内角质细胞蛋白
KILM

表达$采用

免疫组化) 腹腔注射
#"b

水合氯醛
F"" 9?EO?

麻醉

下开胸"经左心室插管至升主脉"生理盐水冲净血液后

以
Fb

多聚甲醛
F"" 9G

灌注固定) 取脊髓
GF

&

G$

段背角) 组织标本经
Fb

多聚甲醛固定后"常规脱水"

石蜡包埋) 石蜡切片常规脱蜡至水) 先
MJS

洗
&

次"

每遍
$ 9;.

) 再用蒸馏水或
MJS

配置新鲜的
&b

U

!

D

!

室温封闭
#" 9;.

"蒸馏水洗
#

次) 进行抗原修

复"然后用
MJS

洗
$ 9;.

) 甩去多余液体滴加一抗室

温下孵育
%" 9;.

或
F

(过夜$过夜后在
&6

(复温

F$ 9;.

%)先用
MJS

洗
&

次各
$ 9;.

"甩去
MJS

液"

每张切片加
$" "G

聚合物增强剂$试剂
L

%"室温下孵

育
!" 9;.

)

MJS

洗
!

次各
$ 9;.

甩去
MJS

液"每张

切片加
$" "G

酶标抗鼠
E

兔聚合物$试剂
J

%"室温下孵

育
&" 9;.

)

MJS

洗
!

次各
$ 9;.

甩去
MJS

液"每张

切片加
#"" "G

新鲜配制的
CLJ

溶液"显微镜下观察

&

&

#" 9;.

"阳性显色为棕色) 蒸馏水洗终止染色"苏

木素复染"

"

!

#b

盐酸分化"自来水冲洗"

MJS

冲洗返

蓝) 最后梯度酒精脱水"透明"封片) 每张切片取
$

个

高倍视野"用
)9:?/ MP1 M2-B $

!

"

!

!

图像分析软件测

定各组光密度值)

6

!

%

$观察
'C##N

*

*GH!

及
*GHF

蛋白表达

采用逆转录"聚合酶链反应$

H*

#

M'H

%检测)

*P;@12

H/:?/.R

法从脊髓背角组织中提取
H4L

"

!%" .9

下

测定所提取的
H4L

的紫外吸收
DC

值及
H4L

含量)

取
"

!

# "? H4L

加入
# "G

的
D2;?1

$

[

*

%

#$

" "

&6

(温

育
$ 9;.

后"立刻取出至冰上冷却"加入
$

%

H* N-XX

#

/P $ "G

"

[4*M #

!

!$ "G

"

H.:B/ ;.=;N;R1P "

!

%!$ "G

"

,

#

,G0

反转录酶
# "G

"加入
[[U

!

D

至反转录体系总
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!

%

!!"!$$!

体积为
!$ "G

"

&6

(温育
%" 9;.

"再
6"

(

#$ 9;.

灭

活反转录酶的活性"反转录成
<C4L

之后
F

(保存备

用) 引物的设计以及目的基因在目的组织中的
M'H

扩增在
K/./N:.O

里面找到目的基因的全序列$或者

9H4L

序列%"用
MP;9/P$

软件设计相关引物) 引物

序列以及
M'H

产物大小#

*GH!

#

I1P`:P[

#

$

)#

L'L'**KKL'**K*'*LL*LL*

#

&

)"

H/_/PB/

#

$

)#

K**L''K***'*L'***L''*

#

&

)&

*GHF

#

I1P`:P[

#

$

)#

'***''*K''*KLKL''L

#

&

)"

H/_/PB/

#

$

)#

L

KL**L*KLK''L'L***LK*

"

&

)&

'C##N

#

I1P

#

`:P[

#

$

)#

*'*KK'KL'LK*''*LL'

#

&

)"

H/_/PB/

#

$

)#

'L''LLL'****'*''K*

#

&

)&

KLMCU

#

I1P

#

`:P[

#

$

)#

*'LL'KK'L'LK*'LLKK

#

&

)"

H/

#

_/PB/

#

$

)#

L''LK*KKL*K'LKKKL*

#

&

)&

M'H

体

系#

7$

(

$ 9;.

"

7F

(

&" B

"

$F

(

&$ B

"

&$ <Z<2/B

"

6!

(

F$ B

"

6!

(

#" 9;.

"

F

(保存)

M'H

产物电泳

用
M'H

产物经
#

!

$b

琼脂糖凝胶电泳"在凝胶影像分

析仪$

J;1

#

H:[ '=/9;C1< THS

%上进行成像"并对条

带进行吸光度分析) 计算待测基因与
KLMCU

的比

值"从而得到待测基因的相对表达值) 结果经
)9:?/

(

软件处理"分析空白组和模型组条带与各对照组条

带面积*灰度比值)

6

!

6

$观察脊髓
4I

#

!J

表达变化$采用
+/BR/P.

N21R

检测) 大鼠处死后"取脊髓
GF

&

G$

段背角称重"

加入裂解液$

5" 9?EG

%"置冰浴中匀浆机匀浆
#$

&

!" B

"静置
&" 9;.

"

#% """ PE9;.

离心"

F

("

!" 9;.

"

将上清液取至新的
8M

管中
#""

(加热
$ 9;.

"

J'L

蛋白含量测定) 将大鼠脊柱骨用液氮研磨后加入
H)ML

$含
M,SI

蛋白酶抑制剂%置于冰上裂解"并将裂解后

的蛋白样品转移至
#""

(水浴加热
$ 9;.

使蛋白变性)

J;1

#

H:[ C' MP1R/;. LBB:Z a;R

蛋白定量"统一总蛋

白上样量为
F" "?

)

SCS

#

MLK8

蛋白电泳后将
?/2

转

移至
M0CI

膜上"恒流
!"" 9L

湿转
# = F$ 9;.

) 将转

膜后的
M0CI

膜
N21<O;.?

室温
# =

$

N21<O;.? N-XX/P

#

MJS* d$b

脱脂奶粉%"加
L.R;

#

4I

#

!J

$兔抗鼠%按说

明书
#

*

# """

稀释"

F

(过夜) 弃一抗"用
MJS

#

*

洗膜

&

次"

#" 9;.E

次"加入
L.R;

#

P:NN;R

二抗$

#

*

$ """

稀释%"

室温孵育
# =

) 弃二抗"

MJS

#

*

洗去多余抗体"

&

次"

#" 9;.E

次"加入
8'G

#

Q2-B

发光显示液体"曝光) 电

泳条带经
)9:?/ (

软件处理"分析空白组*模型组条

带与各对照组条带面积*灰度比值)

5

$统计学方法$应用
SMSS #6

!

"

统计软件进

行统计分析) 计量数据均以
>

'

B

表示"多组间比较"

采用单因素方差分析"组间两两比较采用
GSC

检验"

若方差不齐则采用
*:9=:./

检验)

M W"

!

"$

为差异

有统计学意义)

结$$果

#

$一般情况$通过影像学和病理学检测到模型

组未成功的大鼠
F

只"致瘤率为
7F

!

&b

) 直至观察期

满结束时"剩余每组大鼠各为#空白组
#"

只"模型组

5

只"西药组
5

只"中药组
#"

只"芷辛方高剂量组

#"

只"芷辛方中剂量组
#"

只"芷辛方低剂量组
#"

只)

以上各组的生长环境相同"模型组和西药组术后的大

鼠活动明显下降"精神长期处于低靡昏睡中"毛色暗淡

无光"饮食明显减少"术后
#

周左右开始出现跛行"并

且左后肢明显突肿) 模型组少数的大鼠鼻子周围可以

见到少量出血并有血块结痂) 芷辛方高*中*低治疗组

明显好于模型组"饮食活动明显多余模型组)

!

$空白组与模型组不同时间的体重变化比较

$表
#

%$与空白组比较"模型组体重增加迟缓并呈下

降趋势"差异均有统计学意义$

M W"

!

"#

%)

&

$两组大鼠
SLMS

比较$图
#

%$与空白组比

较"模型组
SLMS

明显上升) 两组比较"差异有统计

学意义$

M W"

!

"#

%)

$$$$注#与空白组同期比较"

"

M W"

+

"#

图
#

$两组术后大鼠
SLMS

比较

表
#

$空白组与模型组不同时间的体重变化比较$$

?

"

>

'

B

%

组别
.

体重

" F 6 ## #F #6 !#

$

[

%

空白
#" #6#

+

&

'

##

+

6 #6$

+

$

'

#$

+

5 #5"

+

!

'

!!

+

7 #5$

+

6

'

#&

+

5 #7#

+

%

'

!$

+

# #76

+

&

'

#5

+

7 !#&

+

&

'

#!

+

%

模型
$% #%7

+

F

'

!"

+

#

#%5

+

#

'

##

+

F

"

#6#

+

%

'

!$

+

6

"

#%&

+

6

'

#F

+

F

"

#%$

+

6

'

#6

+

$

"

#%6

+

!

'

#!

+

%

"

#%%

+

$

'

!"

+

6

"

$$注#与空白组同期比较"

"

M W"

+

"#
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!

%

$$

F

$两组大鼠
M+G

比较$图
!

%$两组大鼠术后

M+G

比较"差异无统计学意义$

M e"

!

"$

%)

图
!

$两组大鼠
M+G

比较

$

$两组大鼠
M+*

比较$表
!

%$大鼠肿瘤细胞

接种后
6

天时"

M+*

开始降低$

M W"

!

"$

%"且呈现下

降趋势$

M W"

!

"#

%)

%

$两组大鼠胫骨的
T

线影像比较$图
&

%$与
L

组比较"

J

组的骨结构发生明显改变和破坏) 模型大

鼠胫骨骨质密度不均匀"并伴有缺失"骨皮质缺损"周

围组织肿胀) 而
L

组大鼠为正常骨组织影像"骨质密

度均匀"骨皮质连续"无缺失)

6

$两组大鼠胫骨病理学变化比较$图
F

%$

L

组

$$注#

L

为空白组&

J

为模型组

图
&

$两组大鼠胫骨
T

线影像比较

大鼠胫骨结构正常) 而
J

组有明显痛行为学改变史"

局部骨组织有明显肿胀"影像学有明显骨质破坏将大

鼠进行病理切片"

U8

染色见肿瘤细胞充满骨髓腔"骨

小梁广泛破坏"正常骨结构缺失"严重的肿瘤细胞穿破

骨皮质"侵及周围肌肉和软组织)

$$注#

L

为空白组&

J

为模型组

图
F

$两组大鼠胫骨病理学变化$$

U8

染色" %

!""

%

5

$各组
KILM

免疫组化结果比较$图
$

%$与
L

组比较"

J

组大鼠的脊髓背角星形胶质细胞标记蛋白

KILM

存在明显的被激活"脊髓
KILM

染色阳性细胞

增多"颜色更深"突起显著增多)

7

$各组
'C##N

*

*GH!

及
*GHF

蛋白水平比较

$图
%

"表
&

%$与空白组比较"模型组
'C##N

*

*GH!

*

*GHF

差异有统计学意义$

M W "

!

"#

%) 与模型组比

较"西药对照组"芷辛方中*高剂量组小胶质细胞的标

志性蛋白
'C##N

差异有统计学意义$

M W "

!

"#

%&芷

辛方高*中剂量组*西药对照组
*GH!

蛋白水平差异亦

有统计学意义$

M W"

!

"$

"

M W"

!

"#

%&西药对照组及芷

辛方高*中*低剂量组
*GHF

蛋白水平差异均有统计学

意义$

M W"

!

"$

"

M W"

!

"#

%)

#"

$各组
4I

#

!J

蛋白表达比较$图
6

"表
F

%$模

型组的
4I

#

!J

蛋白水平明显高于空白组表达

$

M W"

!

"#

%)而芷辛方高*中剂量组低于模型组表达

$

M W"

!

"$

%)

讨$$论

胫骨模型的方法是
!""!

年由
,/[=-PBR S(

'

$

(等

首先报道的$多选用大鼠接种同系乳腺癌细胞%) 有资

料显示乳腺癌与肺癌*前列腺癌等在临床上是常见的

容易发生骨转移引起骨癌痛的肿瘤" 因此以
+:2O/P

表
!

$两组大鼠
M+*

比较$$

?

"

>

'

B

%

组别
.

M+*

" F 6 ## #F #6 !#

$

[

%

空白
#" $

+

F&

'

"

+

#5 $

+

$#

'

"

+

!! $

+

&&

'

"

+

!& $

+

%!

'

"

+

#F $

+

$%

'

"

+

!# $

+

&F

'

"

+

!# $

+

$$

'

"

+

#!

模型
$% $

+

$&

'

"

+

!# $

+

!#

'

"

+

#5

F

+

&!

'

"

+

#$

"

&

+

57

'

"

+

#!

""

&

+

F#

'

"

+

#&

""

!

+

56

'

"

+

"5

""

#

+

F&

'

"

+

"%

""

$$注#与空白组比较"

"

M W"

+

"$

"

""

M W"

+
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图
$

$各组
KILM

免疫组化结果$$ %

F""

%

$$

图
%

$各组
'C##N

*

*GH!

及
*GHF

蛋白电泳图

表
&

$各组
'C##N

*

*GH!

及
*GHF

蛋白水平比较$$

>

'

B

%

组别
. 'C##N *GH! *GHF

空白
#" #

+

"""

'

"

+

""" #

+

"""

'

"

+

""" #

+

"""

'

"

+

"""

模型
5

!

+

6&F

'

"

+

&7&

"

!

+

"6$

'

"

+

#!6

"

!

+

$57

'

"

+

$77

"

西药对照
5

#

+

#%F

'

"

+

"$6

!!

#

+

#%"

'

"

+

#7F

!!

#

+

&F$

'

"

+

##!

!!

芷辛方高剂量
#"

#

+

!%7

'

"

+

"%&

!!

#

+

!6!

'

"

+

&57

!!

#

+

!6F

'

"

+

"$6

!!

芷辛方中剂量
#"

#

+

&$"

'

"

+

"!#

!!

#

+

&"7

'

"

+

"6$

!

#

+

&%6

'

"

+

!&7

!!

芷辛方低剂量
#" #

+

6"5

'

"

+

%!" #

+

$F6

'

"

+

&""

#

+

F#%

'

"

+

%$5

!

中药对照
#" #

+

$"%

'

"

+

"6# #

+

F&#

'

"

+

"F5 #

+

&65

'

"

+

!$&

$$注#与空白组比较"

"

M W"

+

"#

&与模型组比较"

!

M W "

+

"$

"

!!

M W

"

+

"#

图
6

$各组
4I

#

!J

蛋白电泳图

!$%

细胞建立大鼠的骨转移性癌痛模型"具有临床研

究价值'

7

(

) 本实验通过对大鼠痛行为学测试*胫骨
T

摄片*

U8

染色和免疫组化星型胶质细胞的标志性蛋白

表
F

$各组
4I

#

!J

蛋白水平比较$$

>

'

B

%

组别
. 4I

#

!J

空白
#" #

+

"""

'

"

+

"""

模型
5

#

+

&75

'

"

+

"#!

"

西药对照
5 #

+

!&5

'

"

+

"&7

芷辛方高剂量
#"

#

+

##F

'

"

+

"#&

!

芷辛方中剂量
#"

#

+

#65

'

"

+

""5

!

芷辛方低剂量
#" #

+

&#"

'

"

+

"65

中药对照
#" #

+

&""

'

"

+

"7"

$$注#与空白组比较"

"

M W"

+

"#

& 与模型组比较"

!

M W"

+

"$

等方法"验证大鼠胫骨癌痛的模型"其结果和以往实验

结果大致相同)

近年研究表明癌痛时脊髓背角星形胶质细胞显著

增生肥大'

#"

(

)

Y=:.? HT

等'

##

(发现骨癌痛小鼠存在

星形胶质细胞的广泛激活) 实验结果显示
KILM

表

达增加主要由星形胶质细胞肥大引起"骨癌痛时脊髓

星形胶质细胞显著增生肥大) 根据以往的研究提示"

星形胶质细胞与神经痛密切相关'

#!

"

#&

(

"这一现象在炎

症痛中比较罕见"在神经痛模型上只有外周神经严重

损伤时才会出现) 在本实验中通过
H*

#

M'H

检测

'C##N

表达变化发现芷辛方中*高剂量组与模型组比

较"差异有统计学意义$

M W"

!

"#

%) 星型胶质细胞的

标志性蛋白
KILM

的激活在芷辛方中*高剂量组明显

被抑制) 近来的研究发现"脊髓星型胶质细胞和小胶

质细胞的增殖活化参与痛觉过敏和痛觉超敏的形成从

而调控骨癌痛病理性疼痛过程) 在多种病理性疼痛模

型中"选择性抑制小胶质细胞功能的药物米诺环素"它

能够阻断伤害性感受所致的疼痛放大状态"而对于已

经建立的疼痛过敏或疼痛超敏产生逆转'

#F

(

) 由此推

测"小胶质细胞在伤害性刺激疼痛放大阶段起着关键

的作用) 而星形胶质细胞对慢性疼痛的有着可以逆转
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%

的功能) 进一步揭示芷辛方对角质胶质细胞的有效抑

制从而治疗骨癌痛的发生和发展)

*GHB

不但是参与固有免疫的主要受体之一"而

且在获得性免疫和固有免疫之间起着桥梁作用'

#$

(

"参

与天然免疫的主要是
*GH!

和
*GHF

并呈限制性表

达"存在于树突状细胞*多形核白细胞和巨噬细胞中)

由于
*GHB

是炎症信号传递的门户蛋白"在免疫防御

反应中起重要作用"所以日益被人们所关注'

#%

"

#6

(

) 在

人类中枢神经系统$

</.RP:2 ./P_1-B BZBR/9

"

'4S

%

中
*GHB

广泛表达"有文献报道"

*GH#

&

7 9H4L

表

达小胶质细胞上'

#5

"

#7

(

)

'4S

中小胶质细胞主要表达

*GH!

*

*GHF

'

!"

"

!#

(

) 本实验中
*GHF

的
H*

#

M'H

结果

显示"模型组大鼠与空白组比较"差异有统计学意义

$

M W"

!

"#

%"与芷辛方高*中*低剂量组比较"差异亦有

统计学意义$

M W"

!

"$

"

M W"

!

"#

%"被激活的
*GHF

经

过分化因子
55

$

9Z/21;[ [;XX/P/.R;:R;1. X:<R1P 55

"

,ZC55

%依赖途径或者
,]C55

非依赖途径而激活不

同的下有信号"最终活化
4I

#

!J

等转录因子"模型组

的
4I

#

!JEKLMCU

的蛋白水平明显要高于空白组

$

M W"

!

"#

%"诱发趋化炎性细胞的释放"并于其他疼痛

相关介质共同产生中枢敏化"造成痛敏的发生)

4I

#

!J

从
J

细胞核抽提物中发现的一种核蛋白

因子'

!!

(

"是一种可与免疫球蛋白的轻链基因增强
!J

序列特异结合"调控着细胞因子*炎症因子*趋化因子

在内等多种炎症介质的基因表达) 也是先天免疫核特

异性免疫的跨膜受体
*GHF

与配体结合后的终端激活

产物) 被激活的
4I

#

!J

可以调控炎症和免疫相关基

因的表达) 据报道"神经病理大鼠模型疼痛的产生和

持续都与大鼠的
4I

#

!J

活化有着密切的关系'

!&

"

!$

(

)

本研究的实验结果显示"模型组的
4I

#

!JEKLMCU

的

蛋白水平明显要高于空白组"芷辛方中*高剂量可降低

4I

#

!JEKLMCU

的表达$

M W"

!

"$

%)

中医学未曾有-骨癌痛.病名"但有其骨癌痛相似

症状的记载) 中医学认为导致癌症疼痛的原因不外乎

有六淫邪毒"七情内伤"饮食失调"正气亏虚*脏腑功能

紊乱等) 而气滞血瘀*寒凝血癖*痰湿凝聚*气血亏虚*

阴寒内阻证是骨癌痛的常见证型) 芷辛方具有温经通

络*活血化瘀*祛风止痛*温阳通痹的功效) 根据现代

药理学证实"止痛活血化瘀中药不仅可以降低血小板

聚集性和黏附性同时还能降低纤维蛋白原"具有抗炎*

镇痛*抑制免疫的作用'

!%

(

) 本实验进一步提示芷辛方

可以抑制胶质细胞
*GH!

*

*GHF

和
4I

#

!J

蛋白的激

活"阻断由此引起的痛觉敏化而起到抗癌痛作用) 为

临床应用芷辛方治疗骨癌痛提供了实验数据"但是芷

辛方具体有效成分及抑制胶质细胞以及
*GHB

#

4I

#

!J

转导信号通路蛋白增殖的具体机制仍需进一步研究)
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中国中西医结合杂志社微信公共账号已开通

近日!中国中西医结合杂志社已经开通微信

公共账号!可通过扫描右方二维码或者搜索微信

订阅号*中国中西医结合杂志社+加关注' 本杂

志社将通过微信不定期发送,中国中西医结合杂

志-% ,

'=;./B/ (1-P.:2 1X ).R/?P:R;_/ ,/[;
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<;./

-的热点文章信息!同时可查看两本期刊的

全文信息!欢迎广大读者订阅'


