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y摘要C 目的o探讨体外模型评价神经生长因子Cｎ-ｒo- 2ｒｏ,ｔｈ gａiｔｏｒ ＮL)t抗体在膝骨关节炎dAｎ-- ｏeｔ-ｏａｒｔｈｒｉｔｉel
0Ｏtt疼痛模型中的作用r 方法o选取 ３d 只 E 周龄雄性 vj) 大鼠l分为空白组 １d 只e其余 ２d 只行右膝关节单碘乙酸
dｍｏｎｏｉｏ ｏａi-ｔａｔ-l;Ctt 注射l制备骨性关节炎疼痛模型r造模成功后l再根据干预方法不同分为对照组d生理盐水腹腔
注射t、治疗组C抗 ＮL) 腹腔注射tl每组 １d 只r 所有动物右膝关节进行荧光金 Cgｌｕｏｒｏ2ｏｌ l)Lt 逆行神经示踪剂注射r
分别在治疗前l治疗后 １ 、２ 周使用猫道步态分析系统评估步态r 治疗后 ３ 周l从 Ｌ３－Ｌ(水平切除右背根神经节C ｏｒeａｌ
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膝骨关节炎Cp5yy ｏrｔyｏ:0ｔ 01ｔ1rig2ht是一种常
见的慢性退行性疾病( 主要表现为关节软骨成分退
行性变c 滑膜炎c 软骨下骨改建和关节肌肉萎缩)
 20 患者常伴有膝关节疼痛( 治疗方法有药物治
疗c关节内注射透明质酸和手术治疗0v-)目前对  20
疼痛机制的认识还不完全(治疗  20 的药物也不完
善) 作为 g2h 疼痛新靶点研究的一部分(神经生长
因子25y0By e0ｏjｔ F:dｔｏ0(ＮEle不仅在感觉神经系统
的维持和发育中起着重要作用0icT-(也是炎症和伤害
性反应的主要因素0n-t 笔者假设抗 ＮEl治疗对  20
大鼠模型的膝关节疼痛有效t本研究自 isio年 C月
至 ioii 年 T 月通过建立 g2h 疼痛大鼠动物模型(
采用猫道步态分析系统和大鼠感觉神经系统免疫组

化分析检测( 探讨 ＮEl 抗体与 g2h 疼痛行为之间
的联系t
o 材料与方法

oC o 实验试剂与仪器

降钙素基因相关肽2d:ｌd1ｔｏ515 ey5yc0yｌ:ｔyt ｐyｐ(
ｔ1ty(9E)-e 抗体c 胎牛血清c 山羊抗 ):..1ｔ hｌy,:
nCC 荧光抗体结合物 cＮyｕ0ｏ.:r:ｌ 培养基 2E1.dｏ 公
司e(单碘乙酸 2ｍｏ5ｏ1ｏtｏ:dyｔ:ｔy(LAhec神经元特异
性烯醇化酶c邻苯二甲酸二烯丙酯2t1:ｌｌ;ｌ - ｔ :ｌ:ｔy(
Ｄh-e(lｌｕｏcT ／ hL 215ｔ0:dyｌｌｕｌ:0 d:ｌd1ｕｍ Fｌｕｏ0yrdy5dy
ｐ0ｏ.ye2Ｓ1eｍ: 公司e(Ｎyｕ0ｏｔ:dy0 lE2Ｂ1ｏB1r1ｏ5 公司e(
ＮEl 抗体c胶质纤维酸性蛋白c兔抗 ＮEl 单克隆抗
体c兔抗神经生长因子低亲和力受体抗体29 yｍ1dｏ5
公司e(猫道系统2荷兰瓦赫宁根 Ｎｏｌtｕr 信息技术公
司e(9gＸnv 倒置相差生物显微镜 cＴ9-cＳ-i 激光共
聚焦显微镜 2ＢＤ 公司 e(超滤离心管 2L1ｌｌ1ｐｏ0y 公
司e(流式细胞仪22ｌ;ｍｐｕr公司et
oC ２ 实验动物与分组

选取 C 周龄雄性 Ｓ-l 级大鼠 Ts 只( 体重 vvs～
vTo e(购自甘肃中医药大学实验动物中心0动物实
验合格证号：ＳＹＸg2甘eiovCcoovi-t饲养条件：室温
2ii±ie℃(相对湿度2６s±vse％(灭菌饲料喂养t根据
干预方法不同分为空白组2vs 只e(只麻醉不进行造
模；将剩余 is 只大鼠造模(造模 T 周后再分为对照
组和治疗组2各 vs只et分组后 v周根据干预方法不
同(对照组给予无菌生理盐水 vs ｍe·pecv腹腔注射；
治疗组给予抗 ＮEl 抗体 vs ｍe·pecv腹腔注射；两组
均为一次性给药t 动物实验遵循甘肃省人民医院伦
理委员会动物操作及处置规范 2伦理批号 ：isiic
TsCet
oC ３  20疼痛模型造模方法

对 Ｓ-l 级大鼠腹腔注射戊巴比妥钠 ns ｍe·pecv

麻醉(严格无菌操作(选择右侧膝关节造模t 屈膝成

９s°( 将 s．i ｍe 的 LAh 溶于 i５ μｌ 无菌生理盐水中(
用 iu E针以 ５s μｌ·pecv注入膝关节间隙t T周后(组
织学检查显示大鼠膝关节呈现 2h 样表现 0n-( 建立
 20 疼痛模型t 注射 LAh 同时(T 组大鼠关节腔内
注射 i％的荧光金2Fｌｕｏ0ｏeｏｌt(lEe逆行神经示踪剂t
oC ４ 检测项目与方法

oC ４C o 行为评估 使用猫道系统 0５-对步态进行分

析t T组大鼠分别于治疗前、治疗后 vci周被放在黑
暗房间的玻璃板上行走 v 次t 荧光灯发出的光束穿
过玻璃板(当爪子接触玻璃板时(光束向下反射(产
生一个清晰明亮的爪印图像t 整个跑步过程都用摄
像机记录下来t使用 9:ｔＷ:ｌp软件采集c压缩和分析
数据0６-t 比较 T组大鼠同侧和对侧后爪的运动比率：
2ve占空比2站立占活动时间的百分比＝站立时间 ／规
定观察时间×voo％et 2ie摆动速度2规定时间摆动爪
的频次：摆动次数 ／摆动时间et 2Te触地面积(完整印
刷的足印t
oC ４C ２ 背根神经节神经元标记及检测 按照程序

进行相关麻醉c灌注c切片c免疫染色以及免疫反应
神经元的观察和评估0u-t 治疗后 T周(戊巴比妥钠麻
醉(切除 ＬTcＬ５ 水平的右侧背根神经节2tｏ0r:ｌ 0ｏｏｔ
e:eｌ1:(Ｄ)Ee(标本在2o．v L(ｐＨu．nen％多聚甲醛磷
酸盐缓冲液2ｐ ｏrｐ :ｔyc.ｕFFy0yt r:ｌ15y(-ＢＳe中 n ℃
浸泡过夜 (后移至含有 io％蔗糖的 -ＢＳ 2n ℃ e中
io  tＤ)E在低温恒温器上以 vo μｍ 的厚度切片(并
安装在 -2ＬＹcＬ赖氨酸包被玻片上t 内源性组织过
氧化物酶活性通过 o．T％ 过氧化氢溶液中浸泡切片
To ｍ15 来猝灭t 然后将样品在室温下在包含 o．T％
Ｔ01ｔｏ5 Ｘcvoo 和 T％ 脱脂乳的 o．ov L 的 -ＢＳ 的封闭
溶液中处理 ９o ｍ15t 在封闭溶液中稀释的 9E)- 兔
抗体对切片进行 9E)- 免疫组化处理( 并在 n ℃下
培养 io  t切片用山羊抗 ):..1ｔ hｌy,: nCC荧光抗体
结合物孵育 T  t To个 Ｄ)E切片(采用计算网格在×
noo 放大率下(随机选择 vo 个区域(计算所有荧光
金标记神经元的数量以及每 o．n５ ｍｍi 的荧光金标

记和 9E)- 免疫反应神经元的数量t 计算 lE)- 标
记的 Ｄ)E 神经元和 9E)-cA) 标记的 Ｄ)E 神经元
在所有 lE)-标记神经元中的比例t
oC ５ 统计学处理

采用 Ｓ-ＳＳ ii．o软件进行统计学分析t符合正态
分布的定量资料采用均数±标准差2x軃±ｓe表示(组间
比较采用单因素方差分析t占空比c摆动速度和触地
面积 T 个猫道变量的同侧和对侧后爪值的比值(采
用非重复测量方差分析比较 T 组间 lE 标记 Ｄ)E
神经元和 9E)-cA) Ｄ)E 神经元的比例t 以 Ｐ＜o．o５
为差异有统计学意义t
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注C 与空白组比较oａ１py２０．r４oig０．０rhａ２py７７．t０oig０．０rhａ３py４７．r７oig
０．０rh与对照组比较o(１py１c．tcoig)．０rh(２py１r． coig０．０rh(３py２ ． toig
０．０rh2与空白组比较oig０．０r

注C 与空白组比较o0１py２３．tcoig０．０rh0２py ４． ４oig０．０rh0３py４c．０２oig
０．０rh 与对照组比较o-１py１．３０oi2０．０rh-２py２r． toig０．０rh-３py３２．２３oig
０．０rh2与空白组比较oig０．０r

注C 与空白组比较oB１py７３．００oig０．０rhB２py３４．０２oig０．０rhB３pyrr．４toig
０．０rh 与对照组比较oe１pyi． coi2０．０rhe２py１ ．t３oig０．０rhe３pyr ．２４oig
０．０rh2与空白组比较oig０．０r

注C对照组与空白组比较opy４t．３２oig０．０rh治疗组与对照组比较opy
３０．rtoig０．０r

表 C 各组不同时点同侧与对侧占空比比值比较pyrght
(c) C 20-Bceij0n 0g Fou ecFi0 0g iBjidcFuecd cnr E0nFecdcFuecd

rcFl ecFi0 cF riggueunF Fi-u B0inFj in ucEo te0sBpyrght

组别 鼠数 C只

空白组 １i cc．２４oi.０c cr,i１oi．i３ c ．t４oi．１t

对照组 １i c４．i１oi．３rａ１ t２．７roi．２２ａ２ ti．４４oi．４rａ３

治疗组 １i ci．r７oi．１１(１2 c４．t oi．７t(２ c ．１toi． r(３

 值 １t．２７３ １４．４cr ２． tt

i 值 gi．ir gi．ir gi．ir

治疗前 治疗后 １ 周 治疗后 ２ 周

表 L 各组治疗后 . 周 Ahv 神经元占比比较pyrght
(c) L 20-Bceij0n 0g Fou Be0B0eFi0n 0g Ahv nuse0nj in

ucEo te0sB cF . ;uunj cgFue FeucF-unFpyrght

组别 鼠数 C只 ＤＲＧ 神经元占比

空白组 １０ １ ,３４±i．１４

对照组 １i ４２．４４oi．７r

治疗组 １i ２４．２toi．３t

 值 t．１i２

i 值 gi．ir

单位C％

表 ２ 各组不同时点同侧与对侧摆动速度比值比较pyrght
(c) ２ 20-Bceij0n 0g Fou ecFi0 0g iBjidcFuecd cnr

E0nFecdcFuecd j;int jBuur cF riggueunF Fi-u B0inFj in ucEo
te0sBpyrght

组别 鼠数 ／只

空白组 １０ cc,２４o０,２１ ct,０１o０,０c c７,３４o０,１t

对照组 １０ c１,０１o０,４４0１ t２,０to０,３４0２ t０,４４o０,４r0３

治疗组 １０ c０,r o０,２１-１2 c７,c o０,７０-２ c ,tto０,３r-３

 值 t, tt  ,４cr c,７２c

i 值 g０,０r g０,０r g０,０r

治疗前 治疗后 １ 周 治疗后 ２ 周

单位C％

表 . 各组不同时点同侧与对侧触地面积比值比较pyrght
(c) . 20-Beij0n 0g Fou ecFi0 0g iBjidcFuecd cnr E0euFecFuecd

BeinF ceuc cF riggueunF Fi-u B0inFj in ucEo te0sBpyrght

组别 鼠数 ／只

空白组 １０ cc,７to０,０３ cc,０１o０, ４ cc,３４o０,１ 

对照组 １０ c１,０１o０,１７B１ t２,７ro０,２２B２ t０,４４o０,４rB３

治疗组 １０ c０,r７o０,tce１2 ct,７ o０,７te２ ct,２to０,１re３

 值  ,２４４ ２,r０２ １, t２

i 值 g０,０r g０,０r g０,０r

治疗前 治疗后 １ 周 治疗后 ２ 周

单位C％

单位C％

２ 结果

２ C 各组行为评估

对照组在治疗前o 治疗后 １、２ 周时同侧与对侧
后足占空比明显低于空白组 pig０,０rt。 而治疗组同
侧与对侧后足占空比在治疗前较对照组显著降低

pig０,０rto在治疗后 １、２ 周时与对照组比较o其比值
显著提高pig０,０rt。 见表 １。

与空白组相比o对照组在治疗前o治疗后 １、２ 周
时o 同侧与对侧后足摆速度比值均明显降低 pig
０,０rt。 治疗组在治疗前与对照组比较o差异无统计
学意义pi2０,０rto治疗后 １、２ 周则明显高于对照组
pig０,０rto见表 ２。

与空白组相比o 对照组治疗前o 治疗后 １、２ 周
时o同侧和对侧后足印面积值均明显降低pig０,０rth
治疗组在治疗前与对照组比较o 差异无统计学意义
pi2０,０rto治疗后 １、２ 周明显高于对照组pig０,０rt。
见表 ３。

２ ２ ＤＲＧ 神经元比较
治疗后 ３ 周o３ 组 ＦＧ 标记的 ＤＲＧ 神经元显示

ＦＧ 从右膝运输到右侧 Ｌ３－Ｌr ＤＲＧ 中o见图 １。与空白
组相比o 对照组 ＦＧ 标记 C ＣＧＲＰ－ＩＲ 神经元在所有
ＦＧ 标记神经元中的比例显著增加。 治疗组中 ＣＧＲＰ
的表达明显低于对照组pigi,irt。 见表 ４。

. 讨论

KOA 疼痛是临床上极为常见的骨科多发病o其
临床表现往往差异很大o且有时疼痛剧烈o严重影响
了患者的生活质量。 膝关节退变是疼痛最根本的诱
因之一o 但是膝关节退变本身并不是临床干预的依
据o至少在目前无有效的干预措施o缓解疼痛症状仍
是临床治疗的重点。 研究认为［t］oＮＧＦ是未成熟神经
元的存活因子o 它对所有初级感觉性伤害感受器都
是必需的。 ＮＧＦ的两种受体在介导炎性疼痛的过程
中均起到重要作用。 有研究证实［c］oＮＧＦ可以促进神
经轴突生长o由于炎症能够导致 ＮＧＦ 增加o因此o能
够导致痛觉过敏o全身注射 ＮＧＦ 可引起热痛觉过敏
和机械性痛觉过敏o全身注射抗 ＮＧＦ 抗体可减少神
经病理性疼痛动物模型的痛觉超敏和痛觉过敏神。

７１· ·
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图 C 治疗后 T 周 Cpy 神经元组织学观察 Cri 代表性的 Cpy 神经元免疫组化染色ghntt(
Cci )y 和 9yp- 双重标记的 Cpy 神经元免疫组化染色ghitt(
20 iC B1eｔｏｌｏj1g:ｌ ｏFed0r:ｔ1ｏ5 ｏE Cpy 5dｕ0ｏ5e :ｔ T lddce :Eｔd0 ｔ0d:ｔｍd5ｔ Cri pdｐ0ded5ｔ:ｔ1rd
Cpy 5dｕ0ｏ5e 1ｍｍｕ5ｏ 1eｔｏg dｍ1g:ｌ eｔ:1515j ghnoo( Cci sｏｔ )y :5. 9yp- ｌ:Fdｌd. Cpy 5dｕ,
0ｏ5e 1ｍｍｕ5ｏ 1eｔｏg dｍ1g:ｌ eｔ:1515jghioo(

 L t

而退变膝关节中炎症介质的含量远远高于正常组

织d炎症也是 2A疼痛的促进因素之一l
li C 关于 ;2A模型

KOA 的基础研究得到了一些动物模型的发展d
包括前交叉韧带横断模型 ［vt］、内侧半月板失稳模
型［vv］、大鼠医学半月板撕裂模型［vi］、生长分化因子－５
缺乏小鼠［vT］和 ＭＩA注射模型［vn－v６］l 有研究表明dＭＩA
注射模型会导致进行性关节损伤d 其特征被认为与
2A 相似［vu－v９］d并具有明显的疼痛相关行为l 尽管包
括医学半月板模型在内的动物模型似乎更接近人类

2A 中发现的解剖病理学d 但 ＭＩA 注射模型在评估
膝关节疼痛方面更为优越l 据报道d 向膝关节注射
ＭＩA可通过抑制糖酵解引起关节病变d 从而靶向无
血管软骨并导致软骨细胞死亡［io］l ＭＩA 治疗的膝关
节在 n .内出现行为障碍d在 n周内出现 2A 组织学
改变l 因此d本研究使用 ＭＩA注射模型作为 ;2A模
型的制备方法l
li ２ 关于膝关节疼痛行为

有作者使用 rｏ5－)0dｙ 测试报道膝关节疼痛模
型表现出机械性痛觉超敏［iv］l 此外dＳBＥＬＴ2Ｎ 等［ii］

报道了 Ｎy) 诱导的自身免疫性关节炎机械性痛觉
超敏l 因此d用 rｏ5－)0dｙ 试验评估膝关节疼痛似乎
适合用动物模型进行基础研究l然而d这些膝关节疼
痛模型是否能模拟临床情况存在疑问d因为 KOA 患
者通常不会反映他们的足部机械性痛觉超敏l 近年
来d步态分析的研究主要集中在行为学研究d以评估
疼痛行为l 猫道系统最初是为了评估运动功能而开
发的［iT－in］d近年来d该系统已应用于实际生产中评估
疼痛相关行为的各种模型d如机械性痛觉超敏模
型［i５］l 近几年猫道系统也用于评估与膝关节疼痛相
关的行为［i６］l因此d本研究比较了 T组中同侧和对侧
后爪占空比、 摆动速度和触地面积这 T 个变量的比
率d以评估抗 Ｎy)治疗的效果l

li l 关于感觉神经系统中 9yp-
的上调

先前通过免疫组织化学和逆

行追踪相结合的方法评估感觉神

经系统中与疼痛相关的神经肽g如
9yp- 和 - 物质(的上调来评估潜
在的疼痛样状态d而不是评估疼痛
行为 l 9yp-－Ｉp Cpy 神经元是
Ｎy) 依赖性 Cpy 神经元d参与炎
症相关的疼痛感知 ［iu］d表明 9yp-
是炎症性疼痛的标志物l 以前曾
有过报道向膝关节注射 ＭＩA 可诱
导 Cpye中 9yp-的上调l这些结
果表明d 接受 ＭＩA 膝关节注射组

的动物处于膝关节疼痛状态l
li ４ 抗 Ｎy)改善 KOA疼痛的作用机制

本研究将 Ｎy) 作为治疗 ;2A 疼痛的靶点d这
正是基于 ＭＩA 注射诱导炎症细胞因子的上调d还诱
导膝关节 Ｎy)的上调l 一些基础和临床研究报道了
抗 Ｎy) 治疗 ;2A 疼痛的疗效 ［i８－i９］l Ｎy) 在关节结
构中产生并在正常和 2A 滑膜组织中表达d 但在滑
膜炎症中增加d尤其是在滑膜组织暴露于包括 ＴＮ)－
α在内的炎症细胞因子时［Tt］l因此d;2A性细胞因子
的上调促进了 Ｎy) 的产生d从而诱导感觉神经系统
9yp- 的上调和慢性炎症或神经病理性疼痛状态d
Ｎy)注入 ;2A关节导致步态障碍l这些发现表明炎
性细胞因子包括 ＴＮ) 可能只在疼痛状态下产生d但
Ｎy) 可能在 ;2A 患者疼痛状态的维持和发展中发
挥作用l 因此dＮy)可能是治疗 ;2A疼痛的重要靶
点l 本研究膝关节注射 ＭＩA可导致小鼠步态损伤及
Cpy 神经元 9yp-上调d而腹腔注射抗 Ｎy) 抗体可
抑制 Cpy 神经元步态损伤和 9yp-的上调l全身注
射抗 Ｎy) 抗体可改善这种步态障碍d 并改善 Cpy
神经元神经肽的表达l 这些发现表明抗 Ｎy)治疗在
;2A疼痛的治疗中可能有效l
li ５ 本研究的局限性

KOA 病因复杂d关节软骨退变病程漫长d临床
干预治疗种类繁多d 疗效不一l 本研究未设阳性对
照d 对比目前临床指南推荐的一线用药包括非甾体
抗炎药对 ;2A 疼痛的疗效l 其次d本研究仅仅评估
了一次性注射抗 Ｎy) 抗体的疗效l 今后d有必要对
重复注射治疗膝关节疼痛的效果进行评估l第三d未
评估膝关节的组织病理学结果d有待继续完善l
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