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骨癌痛模型大鼠脊髓背根神经节Ｐ２Ｘ３受体的表达变化
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［摘要］　目的：观察骨癌痛模型大鼠脊髓背根神经节中Ｐ２Ｘ３受体及其 ｍＲＮＡ的表达变化，初步探讨其可能的意义。方法：

６０只雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为３组（每组ｎ＝２０）：空白对照（Ｃ）组；骨癌痛模型（ＣＰ）组，左胫骨内接种含２×１０５个 Ｗａｌｋｅｒ２５６
大鼠乳腺癌细胞的悬液１０μｌ；假手术（Ｓ）组，左侧胫骨骨髓腔内注入等体积的生理盐水。在接种后第４、７、１０、１４、１７、２１天进行

疼痛行为学测试，在第１４、２１天各组分别选１０只大鼠，取背根神经节，５只行免疫组化染色，另５只抽提ＲＮＡ行实时ＰＣＲ，检

测背根神经节中Ｐ２Ｘ３受体及其ｍＲＮＡ的表达。结果：ＣＰ组大鼠在胫骨内接种肿瘤后第１０天开始出现痛觉过敏，第１４～２１
天最为明显。ＣＰ组接种肿瘤后第１４、２１天患侧背根神经节神经元中Ｐ２Ｘ３受体免疫阳性细胞率明显增高（Ｐ＜０．０５），ｍＲＮＡ

表达水平显著增高（Ｐ＜０．０５）。结论：骨癌痛模型大鼠存在痛觉敏化，可能与Ｐ２Ｘ３受体表达增高有关。
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　　Ｐ２Ｘ３受体是ＡＴＰ受体的一种亚型，属配体门控
型离子通道，在神经系统中选择性分布在脊髓背根
神经节（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉａ，ＤＲＧ）、三叉神经节初级
感觉神经元胞体及突起内。Ｐ２Ｘ３受体的主要功能是
参与伤害性感受的产生和传递，在神经病理性疼痛
和慢性炎性痛的形成和维持中发挥重要作用［１２］。

由于癌症痛的形成可能包含神经痛和炎性痛的成

分，但与两者又有区别，骨癌痛模型中Ｐ２Ｘ３受体表
达如何变化有待研究。

　　本研究拟在大鼠骨癌痛模型中观察Ｐ２Ｘ３受体
及其ｍＲＮＡ在脊髓背根神经节中的表达变化，并探
讨其可能的意义，为后续研究奠定基础。
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１　材料和方法

１．１　实验动物和细胞株准备　６０只雌性 Ｗｉｓｔａｒ大
鼠，体质量１５０～２００ｇ，购自上海中国科学院实验动
物中心。饲养环境为１２ｈ昼夜周期，环境温度为
（２４±０．５）℃。实验所用 Ｗａｌｋｅｒ２５６细胞为 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠乳腺癌肉瘤细胞株，由上海医药工业研究院提
供，按文献［３］的方法建立大鼠胫骨癌痛模型。动物
随机分为３组（每组ｎ＝２０）：空白对照（Ｃ）组；骨癌
痛模型（ＣＰ）组，左胫骨内接种２×１０５个 Ｗａｌｋｅｒ２５６
大鼠乳腺癌细胞；假手术（Ｓ）组，左侧胫骨骨髓腔内
注入等体积的生理盐水。

１．２　模型的鉴定　模型的鉴定包括病理学及行为
学检测。

１．２．１　病理学检测　在实验结束后经心脏４％多
聚甲醛灌注固定、修剪后肢并除去软组织，取大鼠胫
骨，用甲酸复合脱钙液脱钙后进行石蜡切片、ＨＥ染
色，观察有无骨质破坏和肿瘤生长。

１．２．２　行为学检测　为排除手术急性期的影响，疼
痛行为学检测从造模第４天开始，每周２次，即第４、

７、１０、１４、１７、２１天进行下述疼痛行为学测试。（１）
大鼠自发性运动痛评分（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｍｂｕｌａｔｏｒｙ
ｐａｉｎｓｃｏｒｅ，ＳＡＰＳ）：将大鼠放置在光滑平整台面上
任意走动，观察接种侧后肢使用情况，后肢完全着地
并负重为０分；着地但不负重为１分；不着地为２
分。（２）机械性痛觉过敏的测量：实验动物测试在一
组大小２２ｃｍ×２２ｃｍ×３０ｃｍ的笼中进行，动物适
应１ｈ并处于安静状态后，用电子ｖｏｎＦｒｅｙ测痛仪
（２３９０系列：美国ＩＩＴＣ公司，ＷｏｏｄｌａｎｄＨｉｌｌｓ）刺大
鼠足底柔软部位，接触时间２～３ｓ，出现缩足反应时
的读数为机械痛痛阈，每次测试至少间隔５ｍｉｎ，重
复３次，取平均值。（３）热痛觉过敏实验：采用热敏
测试仪ＢＭＥ４１０Ｃ（中国医学科学院生物医学工程
研究所，天津）照射大鼠足底，记录开始照射至出现
缩足逃避反应的潜伏期时间。光辐照强度事先用６
只未行任何处理的空白对照大鼠调定至潜伏期

（１５±３）ｓ，“ｃｕｔｏｆｆ时间”设定为３０ｓ，以避免造成
大鼠足底热辐射损伤。每只大鼠测试间隔１０ｍｉｎ
以上，测试３次，取平均值。

１．３　免疫组织化学方法检测Ｐ２Ｘ３受体表达　在肿
瘤细胞注射后第１４、２１天各组分别取５只大鼠，腹
腔注射１０％水合氯醛４００ｍｇ／ｋｇ麻醉下开胸，经左
心室插管至升主动脉，生理盐水冲净血液后以４％
多聚甲醛４００ｍｌ灌注固定。取Ｌ４～Ｌ６背根神经节，
标记后放入４％多聚甲醛固定液中４℃后固定过夜，

置入３０％蔗糖溶液中脱水至组织块沉底，ＯＴＣ包埋
后行连续冠状冰冻切片，切片厚７μｍ，每张玻片贴６
张切片（按Ｃ组、Ｓ组、ＣＰ组各２张）。切片用０．０１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）漂洗３次，每玻片用１２００的

Ｐ２Ｘ３兔多抗（Ｒｏｃｈｅ公司，美国）室温孵育２４ｈ，以

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ。用Ｃｙ３标
记的驴抗兔二抗室温避光孵育１ｈ，以０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗３次后封片，荧光镜下观察。计算阳性细
胞率的方法是用 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色法标记所有神经元细
胞核，于高倍镜（×４００）下随机选取４个视野，计数

Ｐ２Ｘ３阳性细胞率。

１．４　ＰＣＲ法测定背根神经节Ｐ２Ｘ３ ｍＲＮＡ 的表
达　肿瘤细胞接种后第１４、２１天，各组随机选取５
只大鼠颈椎脱臼法处死，迅速打开椎板，取Ｌ４～Ｌ６
部位脊髓背根神经节，置于４℃ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，英国）中，匀浆后提取总 ＲＮＡ，逆转
录成为ｃＤＮＡ后，用实时ＰＣＲ测定Ｐ２Ｘ３受体 ｍＲ
ＮＡ的表达。Ｐ２Ｘ３引物序列为：５′ＴＴＧＡＧＧＧＴＡ
ＧＧＧ ＧＡＴ ＧＴＧ ＧＴ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＡＧＴ ＡＧＧ
ＧＧＴＧＧＴＡＡＴＡＧＴＣＧ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；βａｃｔｉｎ
（内参照）引物序列为 ５′ＡＡＧ ＡＴＣＣＴＧ ＡＣＣ
ＧＡＧＣＧＴＧＧ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＧＧＡＧＡＴＡＣＧＧＴＴ
ＧＴＧＴＣＡＣＧＡＣ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）。扩增产物大小：

Ｐ２Ｘ３为３２６ｂｐ，βａｃｔｉｎ为３２７ｂｐ。采用ＲＴＰＣＲ试
剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国）加入Ｐ２Ｘ３引物进行反
应，反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ后，按９５℃变性４５
ｓ，５８℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，进行４０个循环，
末次循环７２℃延伸１０ｍｉｎ。应用Ｒｏｔｏｒｇｅｎｅ６软件
绘制标准曲线，以该标准曲线相对定量样本ｃＤＮＡ
浓度，用Ｐ２Ｘ３与βａｃｔｉｎ的相对ｃＤＮＡ浓度比值反映

Ｐ２Ｘ３受体ｍＲＮＡ表达量。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计
学分析，实验数据以珚ｘ±ｓ表示形式，行为学测试数
据的比较采用重复测量资料的方差分析，免疫组化
和ＰＣＲ结果的组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠骨癌痛模型的制备情况

２．１．１　行为学测试结果　ＣＰ组大鼠在胫骨内接种
肿瘤后第１０天出现明显的自发痛，ＳＰＡＳ评分增高
（Ｐ＜０．０５，图１），在第１４～２１天可出现跛行或后肢
不负重，部分大鼠对患侧足有自噬现象。ＣＰ组大鼠
在接种肿瘤后第１０天出现机械痛痛阈降低（Ｐ＜
０．０５，图２）。各组热痛觉过敏潜伏期差异无统计学
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意义（Ｐ＞０．０５，图３）。与Ｃ组相比，Ｓ组ＳＰＡＳ评
分或机械痛痛阈差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
结果表明此大鼠骨癌痛模型主要表现为自发痛和机

械性痛觉过敏。而所有具有行为学改变的模型组大
鼠经病理证实胫骨内均有肿瘤生长。

图１　大鼠造模后自发运动性疼痛评分的变化

Ｆｉｇ１Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｍｂｕｌａｔｏｒｙｓｃｏｒｅｉｎｎｏｒｍａｌｒａｔｓ

ａｎｄｒａｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｉｎｔｒａｔｉｂｉａｌｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｓｙｎｇｅｎｅｉｃＷａｌｋｅｒ２５６ｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图２　大鼠造模后机械痛痛阈的改变

Ｆｉｇ２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｅｃｈａｎｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｔｏｖｏｎＦｒｅｙｈａｉｒｏｆｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌａｎｄ

ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌｐａｗｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图３　大鼠造模后热敏潜伏期的变化

Ｆｉｇ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｔｈｅｒｍａｌ

ｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

２．１．２　病理学检测结果　ＨＥ染色可见胫骨同时

存在骨质破坏和骨质增生两方面的改变，成骨和破
骨同时存在，骨髓腔内大量蓝染的肿瘤细胞，胫骨结
构紊乱（图４）。以上结果表明大鼠骨癌痛模型成功
建立，模型主要行为学特征为机械性痛觉过敏和自
发性运动疼痛。

２．２　大鼠ＤＲＧ免疫组化染色结果　Ｐ２Ｘ３受体免
疫反应主要存在于一些中、小直径神经元中，而大直
径神经元缺乏Ｐ２Ｘ３受体免疫反应，ＣＰ组患侧Ｐ２Ｘ３
受体表达明显增高（图５）。Ｃ组、Ｓ组、ＣＰ组（注射
后第１４、２１天）大鼠Ｌ４～Ｌ６节段ＤＲＧ神经元Ｐ２Ｘ３
受体阳性神经元百分比分别为３０．７１％、３２．３％、

４８．７８％和４６．２７％，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图６Ａ）。

２．３　大鼠ＤＲＧＰ２Ｘ３受体ｍＲＮＡ的表达变化　ＣＰ
组大鼠ＤＲＧ神经元中Ｐ２Ｘ３受体 ｍＲＮＡ的表达在
胫骨内接种肿瘤后第１４、２１天时显著增多，明显高
于Ｃ组和Ｓ组（Ｐ＜０．０５，图６Ｂ）。

３　讨　论

　　外周神经元在神经传导通路中起着重要的作
用，包括传导来自外周器官的感觉信息，传达来自中
枢神经系统的指令以及对内部脏器的调控。ＤＲＧ
是外周初级感觉神经元，近年来的研究［４５］表明在

ＤＲＧ中存在一些特异性分布的受体，与疼痛信号等
伤害性感觉传递密切相关，其中引起学者关注的一
类受体是Ｐ２Ｘ受体。Ｐ２Ｘ受体属于配体门控性离
子通道家族，可以被细胞外ＡＴＰ激活。目前已克隆
出７种亚基，Ｐ２Ｘ１～Ｐ２Ｘ７，可以形成同源或异源聚
合体。Ｐ２Ｘ受体广泛分布于中枢和外周神经系统，
其中Ｐ２Ｘ３受体首先在新生大鼠ＤＲＧ神经元中被克
隆出来，高选择性地存在于一些感觉神经元，包括

ＤＲＧ、三叉神经节和结状神经节等［６］，Ｐ２Ｘ３受体兴
奋后对Ｎａ＋、Ｃａ２＋通透性增加，并可通过细胞去极
化开放电压门控的Ｃａ２＋通道使细胞内Ｃａ２＋增高，可
使细胞的兴奋性发生变化或易化神经递质的释

放［７８］，有助于解释疼痛的外周敏化。

　　本研究发现骨癌痛模型大鼠胫骨内接种肿瘤后
第１４、２１天后相应节段ＤＲＧ神经元（Ｌ４～Ｌ６）Ｐ２Ｘ３
受体免疫反应显著增高，Ｐ２Ｘ３ ｍＲＮＡ 表达上调。
而疼痛行为学实验表明，接种后第１４～２１天正是骨
癌痛痛觉过敏表现显著的时期，两者的变化在时间
上具有一致性，提示骨癌痛的痛觉敏化可能与Ｐ２Ｘ３
受体表达上调有关。这种表达的变化与神经病理性
疼痛模型中获得的结果不同，Ｓｈｉ等［９］指出当坐骨神

经轴突横断后，对应节段ＤＲＧ神经元Ｐ２Ｘ３受体亚
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单位表达水平降低约５０％。这说明骨癌痛的痛觉
敏化可能有不同的机制。Ｇｉｌｃｈｒｉｓｔ等［１０］发现骨癌

痛小鼠中Ｐ２Ｘ３受体从原来主要表达于非肽能神经
纤维中转变到在肽能神经纤维表达也增多，提示可

能有部分“潜在的”或“寂静型”伤害感受神经元被激
活转化为可以传递伤害性刺激的神经元，从而放大
疼痛信号。

图４　骨癌痛大鼠胫骨内接种肿瘤后第２１天时胫骨ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ４　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｔｉｂｉａｌｂｏｎｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ２１ｄａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ（Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ：ＲａｔｓｒｅｃｅｉｖｅｄｉｎｔｒａｔｉｂｉａｌｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＷａｌｋｅｒ２５６ｃｅｌｌｓ．Ｃ：Ｓｈｏｗｉｎｇｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｂｏｎｅｄｅ

ｓｔｒｕｃｔｉｏｎ（ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓａｒｅｍａｒｋｅｄｂｙｂｌａｃｋａｒｒｏｗ）；Ｄ：Ｓｈｏｗｉｎｇｎｅｗｌｙｆｏｒｍｅｄｂｏｎｅ（ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓａｒｅｍａｒｋｅｄｂｙｂｌａｃｋａｒｒｏｗｗｈｉｌｅｎｅｗｌｙｆｏｒｍｅｄ

ｂｏｎｅｉｓｍａｒｋｅｄｂｙｈｏｌｌｏｗａｒｒｏｗ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｉｎｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图５　骨癌痛大鼠ＤＲＧ神经元Ｐ２Ｘ３受体表达免疫组化染色结果

Ｆｉｇ５　ＩｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ２Ｘ３ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓｉｎｂｏｎｅｃａｎｃｅｒｒａｔｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｓｈａｍ；Ｃ：ＣＰ１４ｄ；Ｄ：ＣＰ２１ｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｉｎｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图６　骨癌痛大鼠ＤＲＧ神经元Ｐ２Ｘ３受体（Ａ）及

其ｍＲＮＡ（Ｂ）表达的变化

Ｆｉｇ６　ＩｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ２Ｘ３ｒｅｃｅｐｔｏｒ（Ａ）ａｎｄ

ｍＲＮＡ（Ｂ）ｉｎＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓｉｎｂｏｎｅｃａｎｃｅｒｒａｔｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

　　本研究中痛觉行为学结果显示模型组中热痛阈
改变与机械痛痛阈的分离，与文献［３］报道一致。这
是由于热痛与机械痛有着不同的痛觉传递通路，热
痛主要通过无髓的Ｃ类纤维传导，而机械痛主要是
通过有髓鞘的 Ａδ纤维和部分 Ａβ纤维传递，而

Ｐ２Ｘ３受体主要与机械性痛觉密切相关，模型大鼠出
现的这种痛觉分离现象提示骨癌痛可能主要通过激

活Ａ类纤维上的Ｐ２Ｘ３受体而产生的。

　　研究［１１］发现肿瘤生长部位组织ＡＴＰ含量往往
高于正常组织，胫骨内肿瘤生长后，可能通过以下途
径使局部ＡＴＰ增高堆积：（１）激活成骨细胞和破骨
细胞引起局部骨质破坏释放 ＡＴＰ；（２）支配肿瘤侵
害局部的ＤＲＧ神经元受到损害，细胞死亡溶解，胞
内大量释放ＡＴＰ；（３）局部微血管被肿瘤侵犯，红细
胞漏出到损伤部位，破裂后释放ＡＴＰ；（４）局部交感
神经纤维激活，神经元释放ＡＴＰ。由于以上多种原
因使得局部 ＡＴＰ持续释放，在胞外聚集，作用于

Ｐ２Ｘ３受体兴奋初级传入神经纤维，传递痛觉信息。
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正常情况下，细胞可以合成少量ＡＴＰ并释放到细胞
外，ＡＴＰ可在胞外核苷酸酶的作用下快速降解，转
变成腺苷，腺苷作用于细胞表面Ｐ１受体，可负反馈
调控细胞内ＡＴＰ释放，限制 ＡＴＰ的胞外作用［１２］。
但是肿瘤引起的 ＡＴＰ的胞外释放是一个病理的持
续过程，不会像生理状态下那样被负反馈中断，反而
会再次激发神经元的嘌呤能级联反应，使嘌呤能受
体Ｐ１和Ｐ２Ｘ表达都增加，最终导致恶性循环。而

ＡＴＰ的堆积和Ｐ２Ｘ３受体的大量表达两方面的作用
共同致使参与痛觉传递的神经元处于兴奋性增高的

状态，疼痛信号不断被放大，从而产生痛觉敏
化［８，１３］。

　　综上所述，骨癌痛可能通过上调 ＤＲＧ神经元

Ｐ２Ｘ３受体ｍＲＮＡ表达，使Ｐ２Ｘ３受体表达增多而产
生痛觉敏化。Ｐ２Ｘ３受体可能是骨癌痛发生、发展的
重要信号通路，针对该通路的干预治疗有可能成为
一个新的治疗靶点。
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《第二军医大学学报》参考文献著录要求

　　作者引用前人或他人的观点、数据和材料等，要列出参考文献并注明出处。本刊参考文献采用“顺序编码标注法”，即以文

中出现顺序用阿拉伯数字编号排序，并在文内引用处右上角加方括号注明文献序号。引用处如列作者姓名，序号应标注在文

献作者姓名之后；若仅引用某文献中的论述，则序号标注在引文内容之后（即该论述的句末）。示例如下：

　　ＣＲＨ神经元和ＣＲＨ受体广泛分布于海马，参与和影响了海马的众多生理功能［１３］。

　　Ｉｒｅｌａｎｄ等［６］研究证实，５羟色胺受体和代谢型谷氨酸受体激活均能上调ＮＭＤＡ受体功能。

　　文后参考文献的著录项目应齐全，包括：作者姓名（列出前６位）、文题（书名）、期刊名称（出版社）、出版年、卷及起止页码。

示例如下：

　　盛　慧，马　蓓，闾坚强，孙婷婷，倪　鑫．促肾上腺皮质激素释放激素对原代培养海马神经元谷氨酸诱发电流的调节作

用［Ｊ］．第二军医大学学报，２００９，３０：２３３２３７．

　　赵　斌，何绍江．微生物学实验［Ｍ］．北京：科学出版社，２００２：３８１５８．


