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摘要： 目的　 探讨复方苦参注射液联合唑来膦酸对骨癌痛 （ＢＣＰ） 小鼠的镇痛作用。 方法　 雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分

为假手术组、 模型组、 唑来膦酸组 （１００ μｇ ／ ｋｇ， 静脉注射）、 复方苦参注射液组 （８ ｍＬ ／ ｋｇ， 腹腔注射） 及联合用药

组， 每组 １０ 只， 采用胫骨髓腔内注射 ＣＴ２６． ＷＴ 结肠癌细胞的方法建立 ＢＣＰ 模型， 造模后给药 ２０ ｄ。 采用机械性缩

足阈值 （ＰＷＴ） 和热缩腿潜伏期 （ＴＷＬ） 评估镇痛效果； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脊髓组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 Ｉｂａ⁃
１ 蛋白表达； ＥＬＩＳＡ 法检测脊髓组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＲＡＮＫＬ、 ＯＰＧ 水平和胫骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平； Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检

测胫骨微结构参数 （ＢＭＤ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｓｐ）。 结果　 与假手术组比较， 模型组小鼠 ＰＷＴ 和 ＴＷＬ 降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 脊髓组织 ＯＰＧ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达和 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＲＡＮＫＬ 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 胫骨 ＢＭＤ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｂ． Ｓｐ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 胫骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水

平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 各给药组小鼠 ＰＷＴ 和 ＴＷＬ 升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 脊髓组织 ＯＰＧ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达和 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＲＡＮＫＬ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 胫骨 ＢＭＤ、 Ｔｂ． Ｎ、
Ｔｂ． Ｔｈ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｂ． Ｓｐ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 胫骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 联合用药组作用优

于单用药组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 唑来膦酸与复方苦参注射液在减轻结直肠癌骨转移疼痛方面具有协同作用， 前者通过

减少骨破坏和外周伤害性刺激， 从而间接抑制脊髓 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的激活和神经炎症， 与复方苦参注射液对该通

路的直接抑制作用形成互补， 实现对 ＢＣＰ 小鼠更优的镇痛效果。
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　 　 结直肠癌是全球范围内常见的恶性肿瘤， 其骨

转移是晚期患者剧烈疼痛的主要原因之一［１⁃３］。 骨

癌痛 （ｂｏｎｅ ｃａｎｃｅｒ ｐａｉｎ， ＢＣＰ） 机制复杂， 兼具神

经病理性疼痛和炎症性疼痛的特点， 传统止痛疗法

往往难以取得满意效果［４⁃５］。 唑来膦酸作为一种常

用的双磷酸盐类药物， 通过抑制破骨细胞活性来减

轻骨破坏， 从而缓解疼痛［６⁃７］。 越来越多的研究表

明， 磷 脂 酰 肌 醇 ３⁃激 酶 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃
ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） ／蛋 白 激 酶 Ｂ （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，
Ａｋｔ） 信号通路在多种疼痛， 特别是神经病理性疼

痛的发生和维持中起到重要作用， 该通路参与调控

炎症反应、 神经元兴奋性、 中枢敏化等过程［８⁃１０］。
复方苦参注射液是一种中药制剂， 具有抗肿瘤、 免

疫调节作用， 并应用于多种肿瘤的辅助治疗中［１１⁃１２］，
临床上联合唑来膦酸治疗骨癌痛已显示出良好的协

同作用， 能显著缓解患者疼痛并改善预后［１３⁃１４］。

鉴于复方苦参注射液对 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有明确

的抑制作用， 本研究旨在深入探讨唑来膦酸与该制

剂联合用药对结直肠癌骨转移疼痛的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， ６ ～ ８ 周龄， 体质

量 １８～２２ ｇ， 购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃
０００４］， 饲养于湖北中医药大学动物房 ［实验动物

使用许可证号 ＳＹＸＫ （鄂） ２０２３⁃００６７］， 温度 ２０ ～
２５ ℃， 相对湿度 ４０％ ～６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗

循环 （７： ００ ／ １９： ００）， 自由进食饮水， 适应性喂

养 １ 周。 动物实验方案经湖北中医药大学黄家湖医

院伦理委员会批准 （批准号 ２０２４⁃００５）。
１􀆰 ２　 细胞　 小鼠结肠癌细胞系 ＣＴ２６． ＷＴ 购自中

国科学院细胞库， 加入含 １０％ 胎牛血清和 １％ 青霉

素⁃链霉素溶液的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基， 置于 ３７ ℃、
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５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。
１􀆰 ３　 药物与试剂　 唑来膦酸 （正大天晴药业集团

股份有限公司， 国药准字 Ｈ２０１１３１３８）； 复方苦参

注射液 （山西振东制药股份有限公司， 国药准字

Ｚ１４０２１２３１）。 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、 胎牛血清、 青霉

素⁃链霉素溶液 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １１８７５０９３、
１０２７０１０６、 １５１４０１２２ ）； ＴＲＩｚｏｌ 试 剂 （ 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司， 批 号 １５５９６０２６ ）； 二 喹 啉 甲 酸

（ＢＣＡ） 法蛋白浓度测定试剂盒、 十二烷基硫酸钠⁃
聚丙烯酰胺 （ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 凝胶制备试剂盒 （上海

碧云天生物技术股份有限公司， 货号 Ｐ００１３Ｂ、
Ｐ００１２、 Ｐ００１２Ａ ）； ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ）、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 抗离子钙结合衔接

分子 １ （ ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，
Ｉｂａ⁃１）、 β 肌动蛋白 （ β⁃ａｃｔｉｎ） 抗体 （美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司， 货 号 ４２２８Ｓ、 ４２５７Ｓ、
４０６０Ｓ、 ４６９１Ｓ、 ５５３６Ｓ、 ２９８３Ｓ、 １７１９８Ｓ、 ４９７０Ｓ）；
山羊 抗 兔 ＩｇＧ 二 抗 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ａｂ６７２１）； 白 细 胞 介 素 １β （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃
１β）、 肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α）、 核因子 κＢ 受体活化因子配体 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｌｉｇａｎｄ， ＲＡＮＫＬ）、 骨保

护素 （ ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ， ＯＰＧ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

（北京索莱宝科技有限公司， 货号 ＳＥＫＭ⁃０００２、
ＳＥＫＭ⁃００３４、 ＳＥＫＭ⁃０３９１、 ＳＥＫＭ⁃０４１０）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝 （美国 Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ 公

司）； 热刺痛仪 （意大利 Ｕｇｏ Ｂａｓｉｌｅ 公司， 型号

３７３７０）； 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 型号 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ５）； 蛋白电泳系

统、 转膜系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号 Ｍｉｎｉ⁃
ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ、 Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ Ｔｕｒｂｏ）； Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红

外激光成像系统 （美国 ＬＩ⁃ＣＯＲ 公司， 型号 ９１２０）；
酶标仪 （美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司， 型号 ＥｎＳｉｇｈｔ）； 倒

置相差显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司， 型号 ＣＫＸ５３）；
显微计算机断层扫描 （ｍｉｃｒｏ⁃ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，
Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ） 系统 （德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司， 型号 Ｓｋｙｓｃａｎ
１２７２）。
２　 方法

２􀆰 １　 模型建立　 小鼠经异氟烷气体吸入麻醉 （厢
式麻醉后改用鼻吸入维持）， 暴露左侧胫骨上段位

置， 取 １ ｍＬ 注射器针头， 在胫骨粗隆处与骨面呈

３０° ～ ４０°进行钻孔， ５０ μＬ 微量注射器抽取 ２０ μＬ
ＣＴ２６． ＷＴ 细胞悬液 （１×１０８ ／ μＬ）， 由穿刺针孔缓

慢注入骨髓腔内， 拔出注射器后迅速用医用骨水泥

封闭针孔， 局部用生理盐水冲洗， 缝合伤口， 创口

处涂抹金霉素眼膏以预防感染； 假手术组小鼠左侧

胫骨上段注入相同体积 （２０ μＬ） 生理盐水， 其余

操作同模型组。
２􀆰 ２　 分组及给药　 将小鼠随机分为假手术组、 模型

组、 唑来膦酸组、 复方苦参注射液组和联合用药组，
每组 １０ 只， 复方苦参注射液组腹腔注射 ８ ｍＬ ／ ｋｇ 相

应药物［１５］， 唑来膦酸组静脉注射 １００ μｇ ／ ｋｇ 相应

药物［１６］， 联合用药组腹腔注射 ８ ｍＬ ／ ｋｇ 复方苦参

注射液和静脉注射 １００ μｇ ／ ｋｇ 唑来膦酸， 假手术组

和模型组腹腔注射生理盐水， 造模后每天给药 １
次， 持续 ２０ ｄ。
２􀆰 ３　 疼痛行为学评估

２􀆰 ３􀆰 １　 机械性缩足阈值 （ＰＷＴ） 　 将小鼠置于底

部为钢丝网格 （１ ｃｍ×１ ｃｍ） 的有机玻璃盒中 （２０
ｃｍ×２０ ｃｍ×３０ ｃｍ） 适应 ３０ ｍｉｎ， 采用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤

维刺激左后足足底中心皮肤， 强度由小到大， 每根

弯曲至适当程度后停留 ２～３ ｓ， ３ 次测量间隔 １０ ｓ，
取能引起 ５０％ 缩足反应的最小纤维克数值作为机

械缩足反射阈值 （ＰＷＴ）。 如果没有缩足反射， 则

采用更大克数的纤维继续测量， 最大值为 ２６ ｇ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 热缩腿潜伏期 （ＴＷＬ） 　 将 ２０ ｃｍ×２０ ｃｍ×
３０ ｃｍ 有机玻璃罩放置在一块厚度 ２ ｍｍ 的玻璃板

上， 小鼠置于其中， 玻璃下方是热刺痛仪的红外光

热探头， 热刺激直接施加在双侧后足的足心部位，
热探头温度设定为 ５２ ℃， 自动切断时间为 ２５ ｓ，
以期避免组织实质性损伤， 同一位置测量 ３ 次， 每

次间隔至少 １０ ｍｉｎ， 取平均值， 作为热缩足反射

阈值。
２􀆰 ３􀆰 ３　 评估时间点　 为明确 ＢＣＰ 模型成功建立的

时间及痛敏稳定期， 在造模后定期监测小鼠疼痛行

为学。 于造模后第 ３ 天开始， 每 ３ ｄ 测定 ＰＷＴ 和

ＴＷＬ， 当连续 ２ 个时间点两者变化率＜１０％ 、 组间

差异无统计学意义时判定为痛敏进入稳定期， 于次

日给药。 于造模后及用药第 ２０ 天， 对各组小鼠进

行疼痛行为学评估。
２􀆰 ４　 组织样本收集　 于用药第 ２０ 天， 小鼠经异氟

烷厢式诱导麻醉后改用鼻吸入维持深度麻醉， 完整

分离造模侧胫骨， 剔除软组织， 置于 ４％ 多聚甲醛

中固定 ２４ ｈ， 于 ７０％ 乙醇中保存， 用于 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
扫描、 ＥＬＩＳＡ 检测。 沿着小鼠肋弓剖开胸腔， 暴露

心脏， 经左心室升主动脉根部灌注２００ ｍＬ生理盐

水 （体积流量 １０ ｍＬ ／ ｍｉｎ）， 冲洗干净血管内血液，
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迅速剥取腰段 Ｌ４ ～ Ｌ６ 节段脊髓， －７０ ℃保存， 用

于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＥＬＩＳＡ 检测。
２􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脊髓组织相关蛋白表

达　 制备脊髓组织总蛋白样品， －７０ ℃保存， ＢＣＡ
法测量蛋白浓度， 样品经变性处理后用 １０％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离， 采用湿转法转移到聚偏二氟

乙烯膜上， ５％ 牛血清白蛋白封闭 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次， 分别加入一抗 ｐ⁃Ａｋｔ （ １ ∶ ５００）、 Ａｋｔ （ １ ∶
１ ０００）、 ｍＴＯＲ （１ ∶ １ ０００）、 Ｉｂａ⁃１ （１ ∶ １ ０００）、
β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５ ０００）， ４ ℃孵育 １２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次， 加入二抗 （１ ∶ ５ ０００）， 室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ
洗涤 ４ 次， 采用双色红外荧光成像系统检测膜上蛋

白表达， ＩｍａｇｅＪ 软件对条带灰度值进行分析。 以

β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 进行标准化。
２􀆰 ６　 胫骨 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描 　 参数设置为扫描电压

９０ ｋＶ； 电流 １００ μＡ； 分辨率 ８ μｍ； ３６０°旋转；
步进 ０􀆰 ５°。 扫描完成后， 采用 ＮＲｅｃｏｎ 软件进行三

维重建， 选取胫骨生长板远端下方 １ ｍｍ、 长度 ２
ｍｍ 的松质骨区域， ＣＴ⁃Ａｎ 软件定量分析骨微结构

参数， 包括骨密度 （ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＢＭＤ）、
骨小梁数量 （ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ， Ｔｂ． Ｎ）、 骨小梁

厚度 （ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， Ｔｂ． Ｔｈ）、 骨小梁分离

度 （ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， Ｔｂ． Ｓｐ）。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测脊髓组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＲＡＮＫＬ、
ＯＰＧ 水平和胫骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平　 按照试剂

盒说明书检测脊髓组织匀浆中 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ＲＡＮＫＬ、 ＯＰＧ 水平， 以及胫骨组织匀浆中 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α 水平， 其中胫骨组织取自 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描后

的同一批样本。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较首先进行正态性

检验和方差齐性检验， 若数据符合正态分布、 方差

齐性， 则采用单因素方差分析， 事后检验采用 ＬＳＤ
法； 若数据不符合正态分布或方差不齐， 则采用非

参数检验 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验， 事后检验采用

Ｄｕｎｎ⁃Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 复方苦参注射液联合唑来膦酸对 ＢＣＰ 小鼠镇

痛效应的影响 　 造模后 １２ ～ １５ ｄ， 造模组 （模型

组、 唑来膦酸组、 复方苦参注射液组、 联合用药

组） 小鼠 ＰＷＴ 和 ＴＷＬ 趋于稳定， 各组间比较， 差

异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １。 最终确定，
造模后第 １６ 天开始给药。

图 １　 造模后至用药前各组小鼠 ＰＷＴ （Ａ） 和 ＴＷＬ （Ｂ） （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

　 　 给药第 ２０ 天， 与假手术组比较， 模型组小鼠

ＰＷＴ 和 ＴＷＬ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 唑

来膦酸组、 复方苦参注射液组和联合用药组小鼠

ＰＷＴ 和 ＴＷＬ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以联合用药组作用

更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
３􀆰 ２　 复方苦参注射液联合唑来膦酸对 ＢＣＰ 小鼠脊

髓组织中 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路和小胶质细胞活化相

关蛋白表达的影响　 与假手术组比较， 模型组小鼠

脊髓组织中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／

　 　 　表 １　 各组小鼠 ＰＷＴ 和 ＴＷＬ 比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＰＷＴ ／ ｇ ＴＷＬ ／ ｓ

假手术组 １７􀆰 ６１±１􀆰 ４８ １８􀆰 ８７±１􀆰 ３０

模型组 ４􀆰 ９１±０􀆰 ８２∗ ６􀆰 １５±１􀆰 ０２∗

唑来膦酸组 ７􀆰 ８５±１􀆰 ２３＃△ ８􀆰 ９３±１􀆰 ３０＃△

复方苦参注射液组 １０􀆰 ７２±１􀆰 ４５＃△ １２􀆰 １９±１􀆰 ５８＃△

联合用药组 １５􀆰 １８±１􀆰 ７０＃ １６􀆰 ８８±１􀆰 ８３＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；

与联合用药组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。
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ｍＴＯＲ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
唑来膦酸组、 复方苦参注射液组和联合用药组小鼠

脊髓组织中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／
ｍＴＯＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以联合用药组更

明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２、 表 ２。

图 ２ 　 各组小鼠脊髓组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ｍＴＯＲ 蛋白条带

３􀆰 ３　 复方苦参注射液联合唑来膦酸对 ＢＣＰ 小鼠脊

髓组织炎症因子水平的影响　 与假手术组比较， 模

型组小鼠脊髓组织中 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 唑来膦酸组、 复方苦参注

射液组和联合用药组小鼠脊髓组织中 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以联合用药组更明显 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见表 ３。
３􀆰 ４　 复方苦参注射液联合唑来膦酸对 ＢＣＰ 小鼠骨

破坏标志物的影响　 与假手术组比较， 模型组小鼠

脊髓组织中 ＲＡＮＫＬ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＯＰＧ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 唑来膦酸组和

联合用药组小鼠脊髓组织中 ＲＡＮＫＬ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＯＰＧ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 复方苦参注射

液组有降低 ＲＡＮＫＬ 水平、 升高 ＯＰＧ 水平的趋势，
但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 以联合用药组更

明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ４。
３􀆰 ５　 复方苦参注射液联合唑来膦酸对 ＢＣＰ 小鼠胫

骨骨微结构参数的影响　 与假手术组比较， 模型组

小鼠胫骨 ＢＭＤ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
Ｔｂ． Ｓｐ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 唑来膦

酸组和联合用药组小鼠胫骨 ＢＭＤ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ
升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｂ． Ｓｐ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 复方苦

参注射液组有升高 ＢＭＤ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ 及降低

　 　 　 　 　
表 ２　 各组小鼠脊髓组织 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ、 Ｉｂａ⁃１蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ Ｉｂａ⁃１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

假手术组 ０􀆰 １２±０􀆰 ０３ ０􀆰 １５±０􀆰 ０２ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０５ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０４

模型组 ０􀆰 ９２±０􀆰 １３∗ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ９３±０􀆰 １１∗ １􀆰 ０５±０􀆰 １２∗

唑来膦酸组 ０􀆰 ７１±０􀆰 １１＃△ ０􀆰 ６８±０􀆰 １２＃△ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０５＃△ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０９＃△

复方苦参注射液组 ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５＃△ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０５＃△ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０９＃△ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０７＃△

联合用药组 ０􀆰 ２８±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０５＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与联合用药组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 各组小鼠脊髓组织中 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α水平比较（ｐｇ ／ ｍｇ，

ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α
假手术组 ４６􀆰 ８５±７􀆰 ５５ ３１􀆰 ２２±５􀆰 １８
模型组 １２８􀆰 ９１±１６􀆰 ３２∗ ９１􀆰 ５６±１１􀆰 ０５∗

唑来膦酸组 １０５􀆰 ７３±１３􀆰 ８８＃△ ７５􀆰 ３１±９􀆰 ４２＃△

复方苦参注射液组 ７５􀆰 ２９±１０􀆰 １５＃△ ５２􀆰 ７８±７􀆰 ８２＃△

联合用药组 ５１􀆰 ０５±８􀆰 ２１＃ ３５􀆰 ９４±６􀆰 ０７＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；

与联合用药组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

Ｔｂ． Ｓｐ 的趋势， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
以联合用药组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ５。
３􀆰 ６　 复方苦参注射液联合唑来膦酸对 ＢＣＰ 小鼠胫

骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平的影响　 与假手术组比

　 　 　 　表 ４ 　 各组小鼠脊髓组织中 ＲＡＮＫＬ、 ＯＰＧ 水平比较

（ｐｇ ／ ｍｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＲＡＮＫＬ ＯＰＧ
假手术组 ５５􀆰 ３３±８􀆰 ７９ １３０􀆰 ４０±１８􀆰 ２１
模型组 １８２􀆰 ４５±２２􀆰 １８∗ ６５􀆰 １１±９􀆰 ５５∗

唑来膦酸组 ９５􀆰 ８８±１２􀆰 ０４＃△ １０５􀆰 ６７±１５􀆰 ３６＃△

复方苦参注射液组 １７８􀆰 ５０±２１􀆰 １１△ ７１􀆰 ２２±１０􀆰 ０３△

联合用药组 ６８􀆰 ７７±９􀆰 ８７＃ １２５􀆰 ９９±１７􀆰 ０２＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；

与联合用药组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

较， 模型组小鼠胫骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 唑来膦酸组和联合用

药组小鼠胫骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 复方苦参注射液组有降低 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α
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　 　 　 表 ５　 各组小鼠胫骨 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 骨微结构参数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＢＭＤ ／ （ｇ·ｃｍ－３） Ｔｂ．Ｎ ／ （１·ｍｍ－１） Ｔｂ．Ｔｈ ／ ｍｍ Ｔｂ．Ｓｐ ／ ｍｍ

假手术组 ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３ ２􀆰 ３５±０􀆰 ２１ ０􀆰 １８±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０４

模型组 ０􀆰 １５±０􀆰 ０２∗ １􀆰 ０２±０􀆰 １５∗ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０８∗

唑来膦酸组 ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２＃△ １􀆰 ６８±０􀆰 １８＃△ ０􀆰 １３±０􀆰 ０１＃△ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０６＃△

复方苦参注射液组 ０􀆰 １６±０􀆰 ０２△ １􀆰 １５±０􀆰 １６△ ０􀆰 １０±０􀆰 ０１△ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０７△

联合用药组 ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３＃ ２􀆰 １２±０􀆰 ２０＃ ０􀆰 １６±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０５＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与联合用药组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

水平的趋势， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 以

联合用药组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ６。
表 ６　 各组小鼠胫骨组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｐｇ ／ ｍｇ，

ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α

假手术组 ４２􀆰 ３５±６􀆰 ７８ ２８􀆰 ５６±４􀆰 ９２

模型组 １５６􀆰 ８２±１８􀆰 ４５∗ １１２􀆰 ３５±１３􀆰 ６７∗

唑来膦酸组 １０８􀆰 ６５±１４􀆰 ２３＃△ ８２􀆰 ４５±１０􀆰 ３２＃△

复方苦参注射液组 １４８􀆰 ７３±１７􀆰 ５６△ １０５􀆰 ６２±１２􀆰 ８９△

联合用药组 ５１􀆰 ２８±７􀆰 ６３＃ ３３􀆰 ７８±５􀆰 ４６＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；

与联合用药组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

本研究证实， 复方苦参注射液联合唑来膦酸对

ＢＣＰ 小鼠具有显著的协同镇痛作用， 其机制与抑

制脊髓 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路激活及神经炎症密切相

关。 另外， 模型组小鼠表现出明显的痛敏， 脊髓组

织中 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达高于假手术组，
炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平也升高， 与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
信号通路在 ＢＣＰ 发生发展中的作用相符［１７］。

从单药作用机制分析， 两药呈现不同的作用特

点， 唑来膦酸通过抑制破骨细胞活性来改善胫骨

ＢＭＤ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ 等 骨 微 结 构 参 数， 降 低

ＲＡＮＫＬ 水平， 升高 ＯＰＧ 水平， 同时减少胫骨局部

ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 释放［６⁃７］， 并且在改善骨破坏的同时

脊髓 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路、 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达也轻度降

低， 可能通过减少外周伤害性刺激传入， 从而间接

抑制脊髓神经炎症； 复方苦参注射液虽然对骨微结

构无明显影响， 但能直接抑制脊髓 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ｐ⁃ｍＴＯＲ、 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达， 降低脊髓 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃
α 水平， 体现其中枢抗炎作用［１８⁃１９］。

联合用药的协同效应体现在 ２ 个层面。 在镇痛

效果上， 联合用药组 ＰＷＴ 和 ＴＷＬ 几乎恢复至假手

术组水平， 显著优于单用药组； 在分子机制上， 联

合用药组对 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路蛋白及炎症因子的

抑制程度最强， 与假手术组相当， 这种协同效应的

逻辑在于唑来膦酸的间接作用首先降低了外周骨破

坏和局部炎症 （如胫骨 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平降低），
从而减少了对脊髓的伤害性输入， 为复方苦参注射

液的直接抑制提供了更低的基线激活水平； 复方苦

参注射液通过直接阻断 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通

路， 从而深度抑制小胶质细胞活化及中枢敏化， 与

唑来膦酸形成互补机制， 避免了单用药时可能存在

的残余激活。
小胶质细胞是中枢神经系统中的主要免疫细

胞， 其活化是 ＢＣＰ 引起中枢敏化的关键环节。 本

研究发现， 模型组小鼠脊髓 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达升高，
联合用药组 Ｉｂａ⁃１ 蛋白表达被抑制， 提示联合用药

逆转了 ＢＣＰ 引起的小胶质细胞活化。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信
号通路被认为是调控小胶质细胞活化的重要上游通

路， 本研究证实， 联合用药通过协同抑制该信号通

路， 进而抑制小胶质细胞的活化和中枢敏化。
临床观察显示， 复方苦参注射液联合唑来膦酸

可显著提高骨转移癌痛缓解率［１３⁃１４］； 本研究从动

物实验角度证实， 该协同效应源于两者在外周骨组

织与中枢神经系统的互补作用， 提示联合策略可能

通过多靶点干预来实现更优镇痛作用， 同时不增加

不良反应风险［２０］。 ＢＣＰ 机制复杂， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路可能只是其中一个重要环节， 联合用药可能还

涉及其他信号通路或机制［２１⁃２２］。 虽然本研究证实

了 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的作用， 但复方苦参注射液

和唑来膦酸如何具体影响该通路， 以及是否存在直

接作用靶点尚不明确， 仍需进一步研究。
综上所述， 唑来膦酸通过减轻骨破坏和继发性

炎症反应， 从而减轻对脊髓神经元的刺激， 同时间

接协助并增强复方苦参注射液对 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路的直接抑制效果而发挥镇痛作用， 为优化 ＢＣＰ
的联合治疗策略提供了新的理论依据。
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