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·论著·
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【摘要】 目的 观察骨癌痛大鼠脊髓背角 Nogo-A 及其受体 NgR1 表达的变化。方法 雌性未交

配 SD 大鼠 60 只，体重 160～200 g，采用随机数字表法将其分为两组（n=30）：假手术组（S 组）和骨癌痛组

（BCP 组）。BCP 组于左侧胫骨骨髓腔内注射 5 μl Walker256 乳腺癌细胞制备骨癌痛模型，S 组左侧胫骨

骨髓腔内注射生理盐水 5 μl。选用 von Frey 纤维丝检测各组大鼠造模前 1 d 及造模后 3、7、14、21 d 机

械缩足阈值（MWT），评价疼痛行为学变化。于造模后7、14、21 d痛阈测定后取大鼠L 4～5脊髓背角，采

用Western Blot法测定 Nogo-A及其受体NgR1的表达。结果 与S组比较，BCP组肿瘤细胞接种后第 7 天

MWT［（3.63±1.61）g］、第 14 天 MWT ［（2.53±1.39）g］、第 21 天 MWT［（2.40±1.16）g］降低（P ＜ 0.05）；与

S 组比较，BCP 组大鼠术后 7、14、21 d 脊髓背角 Nogo-A 及其受体 NgR1 表达上调（P ＜ 0.05）。结论 脊髓

背角 Nogo-A 及其受体 NgR1 可能参与了骨癌痛机械痛敏的形成。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression of Nogo-A and its receptor NgR1 in the spinal 
dorsal horn in a rat model of tibial bone cancer pain. Methods A total of 60 female non-copulatory Sprague-
Dawley （SD） rats weighting 160-200 g were randomly divided into two groups （n=30）：sham operation group （Group 
S） and bone cancer pain group （Group BCP）. Group BCP received injection of 5 μl Walker-256 breast cancer 
cells in pulp cavity of left side of tibia， and Group S received injection of 5 μl normal saline. The Mechanical 
Withdrawal Threshold （MWT） of rats in each group were measured using von Frey filaments to assess pain 
behavioral changes on 1d before operation and 3， 7， 14 and 21 d after operation. The rats were then sacrificed 
and L 4～5 segments of the spinal cord were removed for determination for Nogo-A and its receptor NgR1 
expression in spinal dorsal horn by Western Blot after pain threshold measurement on 7， 14 and 21 d after operation. 
Results Compared with Group S， the MWT was significantly decreased at 7 d MWT ［（3.63±1.61）g］， 14 d MWT 

［（2.53±1.39）g］ and 21 d MWT ［（2.40±1.16）g］ in Group BCP （P ＜ 0.05）. Compared with Group S， the 
expression of Nogo-A and its receptor NgR1 was significantly increased at 7， 14 and 21 d in Group BCP （P ＜ 0.05）. 
Conclusions Nogo-A and its receptor NgR1 in the spinal dorsal horn may involve in the development of tibial 
bone cancer pain.
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癌痛是临床晚期癌症患者常并发的一种难以控

制的慢性、持续性疼痛，表现为自发痛、触诱发痛和

痛觉过敏，严重影响患者的生活质量。目前针对骨

癌痛动物模型的研究认为，疼痛发生的机制主要是

在肿瘤生长过程中肿瘤细胞释放的物质和肿瘤本身

压迫等原因引起的神经损伤，造成初级感觉神经元

敏化，从而出现持续痛和痛觉超敏［1］。如上所述神

经损伤引起的神经病理痛是产生骨癌痛的重要机

制之一。Nogo 最早是在脊髓中发现的一种抑制轴

突生长的蛋白质。Nogo-A 是 Nogo 最主要的形式，是

一种髓鞘相关轴突生长抑制因子，由少突胶质细胞

和一些神经元产生［2-4］。神经损伤后诱导神经元轴

突的再生和重塑在治疗神经病理性疼痛中具有重

要意义，相反 Nogo-A 抑制轴突生长的作用可能参与

了神经损伤后疼痛的发生和维持［5-6］。研究发现，

Nogo-A 蛋白在外周神经损伤诱发的神经病理性疼

痛大鼠脊髓背角表达上调［7］，随后发现 Nogo-A 在炎

症痛的痛觉敏化过程中发挥重要作用，在脑内与降

钙素基因相关肽（CGRP）和 P 物质（SP）等参与伤害

性反应的调节［8］。鉴于此，本研究拟通过观察骨癌

痛大鼠脊髓背角 Nogo-A 及其受体表达的变化，进而

评价其在胫骨癌痛（BCP）中的作用。

材料与方法

1. 实验动物及分组：健康雌性未交配 Sprague-
Dawley（SD）大鼠 60 只，体重 160～200 g，由扬州大

学实验动物中心提供，饲养于空气过滤系统，自由

进食、饮水。采用随机数字表法将实验大鼠分为两

组：假手术组（S 组）和骨癌痛组（BCP 组），各 30 只。

2. 方法：（1）BCP 模型制备：参照文献［5］制备

BCP 模 型。 在 无 菌 条 件 下 将 Walker256 乳 腺 癌 细

胞（上海生物医学工程研究所提供）0.66 ml（细胞浓度为

2×106/ml）接种至雌性未交配SD大鼠腹腔内，7～10 d

出现大量腹水。备皮、局部消毒后从腹腔抽取10 ml 腹

水，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入 1 ml 生理盐

水重悬，洗涤沉淀后再次1 000 r/min离心5 min，弃上

清获取沉淀，用生理盐水稀释至所需浓度（1×105/ml）

制备成肿瘤细胞悬液，置于冰盒内备用。大鼠腹腔

注射 10% 水合氯醛（40 mg/kg）麻醉后，在左侧胫骨

中上 1/3 处暴露胫骨骨面，使用 10 μl 微量注射器刺

入骨髓腔内，BCP 组注入 5 μl 肿瘤细胞悬液，S 组注

入等体积生理盐水。针孔使用无菌玻璃子体封闭后

缝合伤口。（2）机械缩足阈值（mechanical withdrawal 

threshold， MWT）测定：在安静恒温的环境中，将一

有机玻璃箱（26 cm×20 cm×14 cm）置于金属筛网

上，将造模后大鼠逐一放入箱中，待大鼠在有机玻

璃箱中适应 30 min 后处于静止时，用 von Frey 细丝

（Stoehing 公司，美国）垂直刺激大鼠手术侧后肢足底

中部，大鼠出现抬足或舔足行为视为阳性反应，否

则为阴性反应。每只大鼠进入箱中试验后用酒精喷

洒箱体去除气味，再放入下一只进行实验。参照文

献［6］中介绍的方法计算大鼠 MWT。测各组大鼠造

模前 1 d 及造模后 3、7、14、21 d MWT。（3）Western 

blot 法检测 Nogo-A 及其受体 NgR1 蛋白的表达：随

机取 S 组造模和 BCP 组造模后 7、14、21 d 各 6 只大

鼠处死后，取左侧 L4～L5 脊髓背角组织，立即置于

液氮中，后转移至 -80℃冰箱内保存。采用 Western 

blot 法测定脊髓背角 Nogo-A 及其受体 NgR1 蛋白表

达，组织在细胞裂解缓冲液中匀浆，分离提取总蛋

白溶液。初步测定总蛋白浓度后，以 75 μg 蛋白在

10%SDS-PAGE 胶上电泳分离后转印至 PVDF 膜上。

用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，加入用封闭液稀释的一抗

（Nogo-A 抗体，1∶1 000，BD 公司，美国；NgR1 抗体，

1∶1 000，BD 公司，美国；β-actin 抗体，1∶1 000，

Cell Signaling 公司，美国），4℃孵育过夜。洗膜5 min× 

3 次，加入二抗，室温孵育 2 h，用 NBT/BCIP 检测反

应条带，半定量分析。影像分析仪（ESCAN）进行

条 带 扫 描，运 用 Adobe Photoshop 软 件（Adobe， San 

Jose， CA）进行条带灰度值分析。以β-actin为内参，

以各组的积分吸光度值（integrated absorance，IA）与

β-actin 的 IA 的比值表示 Nogo-A 及其受体 NgR1 蛋

白表达水平。

3. 统计学方法：采用 SPSS 13.0 统计软件进行

统计分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

Western blot 各组间灰度值比较采用单因素方差分

析，两组间不同时间点疼痛阈值比较采用双因素方

差分析，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1. BCP 大 鼠 MWT 的 变 化：见 图 1。 两 组 大

鼠肿瘤细胞接种前 MWT 比较差异无统计学意义

（F=0.86，P ＞ 0.05）；与 S 组 比 较，BCP 组 肿 瘤 细 胞

接 种 后 7 d（F=580.3）、14 d（F=710.6）、21 d（F=715.9）

MWT 明显降低（P ＜ 0.01）；S 组各时间点 MWT 差异

无统计学意义（F=0.56，P ＞ 0.05）。

2. BCP 大鼠脊髓背角 Nogo-A、NgR1 蛋白表达水

平的变化：见图 2。与 S 组比较，BCP 组大鼠脊髓背

角 Nogo-A 蛋白表达水平在肿瘤细胞接种后 7 d 开始
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升高一直持续到术后 21 d（F=15.94，P ＜ 0.05），NgR1

表达水平升高趋势与之相同（F=32.55，P ＜ 0.05）。

  注：aP ＜ 0.01

图1 肿瘤细胞接种后不同时间点 MWT 比较

　　注：A，Nogo-A 表达水平比较；B，NgR1 表达水平比较；aP ＜ 0.01

图2 肿瘤细胞接种后不同时间点脊髓背角 Nogo-A、NgR1 的

表达情况

讨  论

根据参照文献［5］，本研究采用胫骨骨髓腔内

注射Walker256细胞的方法制备大鼠胫骨BCP模型，

模拟临床骨转移后导致的癌性疼痛。本研究结果显

示，与 S 组比较，BCP 组肿瘤细胞接种后 7 d、14 d、

21 d MWT 明显降低提示疼痛模型制备成功。

Nogo 是近些年新发现的一种存在于中枢神经

系统的轴突生长抑制物。Nogo 基因通过不同的启

动子表达 Nogo-A、Nogo-B 和 Nogo-C3 种同分异构体。

Nogo-A 是其中最主要的形式，并且主要表达于中枢

神经系统。其在中枢神经系统中由少突胶质细胞和

一些神经元产生，存在于髓鞘的内外环和少突胶质

细胞的表面［9］。目前有研究表明通过阻断 Nogo-A
蛋白与其受体的特异性结合，可以封闭 Nogo-A 蛋白

对损伤的中枢神经系统再生的抑制作用，达到促

进中枢神经再生的目的，使中枢神经系统损伤得到

痊愈。

以往的研究中主要针对脑、脊髓直接病理性

损伤后观察 Nogo-A 在中枢的表达情况及其分布特

点，进一步验证其在各种中枢神经损伤模型中的轴

突生长抑制作用［10-11］。除此之外，近年来 Nogo-A
及其受体在脑、脊髓与痛觉调制有关的区域也被发

现，提示它可能与中枢神经系统痛觉的调制过程密

切相关，但该领域的研究目前较少。许丹阳等［7］研

究发现，在福尔马林致炎性痛大鼠模型中，脊髓背

角 Nogo-A 蛋白表达上调，推测其机制可能与外周炎

症发展引起的脊髓背角中枢敏化有关。癌痛是一

种机制复杂的慢性疼痛，在癌痛的形成过程中炎症

机制发挥了重要作用。其机制具体为癌痛发生过

程中脊髓组织中炎性反应增强，炎性细胞因子表达

增加会使脊髓背角胶质细胞激活，释放兴奋性氨基

酸、三磷酸腺苷等神经活性物质，这些神经化学改

变最终导致脊髓背角发生异常兴奋性神经损伤及神

经可塑性改变［12-14］。在癌痛晚期，随着肿瘤生长引

起的神经压迫、损伤外周神经，从而影响感觉神经

元，造成初级感觉神经元的敏化，出现持续性疼痛、

触诱发痛及痛觉过敏。有研究发现，在骨癌痛形成

的过程中，胫骨平台种植的癌细胞会不断侵犯股神

经。股神经横断面免疫组织化学染色发现转录激活

因子 3（ATF3）阳性神经元数量增加，ATF3 作为一种

受损神经元的标记物，ATF3 的表达增加表明神经组

织受损。除此之外，他们发现感觉传入神经组织中

CGRP 和神经丝蛋白 -200（NF200）表达降低，更加说

明了负责感觉传入的神经元随着肿瘤侵犯性生长发

生严重受损［15］。因此，抑制这种神经损伤可能会缓

解骨癌痛的发生发展。由于以往的研究发现Nogo-A
及其受体系统能够抑制中枢神经系统再生，那么在
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上述骨肿瘤造成的神经损伤的过程中，Nogo-A 及其

受体系统是否发挥作用？基于以上研究进展，在本

研究中我们运用 Western blot 的方法观察骨癌痛大

鼠脊髓背角 Nogo-A 及其受体表达的变化情况，进

而预测其在 BCP 发生、发展过程中的可能作用。实

验结果表明，BCP 组大鼠脊髓背角 Nogo-A 及其受体

NgR1 蛋白表达水平在肿瘤细胞接种后 7d 开始升高

一直持续到术后 21 d。这说明脊髓背角 Nogo-A 及

其受体可能在骨癌痛大鼠痛觉过敏中发挥关键分子

效应。

综上所述，BCP 大鼠脊髓背角 Nogo-A/NgR1 系

统可能参与介导 BCP 大鼠机械痛觉过敏的产生，特

异性阻断其表达可能是治疗癌性疼痛的一种方法。
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