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目的 :建立大鼠胫骨癌痛模型 ,观察电针和西乐葆对大鼠胫骨癌痛的缓解作用。

方法 :采用经皮穿刺技术将大鼠乳腺癌细胞 Walker 256接种至雌性 Wistar大鼠胫骨骨髓腔内 ,建立大鼠胫

骨癌痛模型。大鼠造模后 ,采用电针和西乐葆灌胃治疗 ,观察其对大鼠骨肿瘤引起的机械性痛觉超敏的影

响。

结果 :模型组大鼠后肢逐渐产生机械性痛觉超敏 ,接种后第 16天胫骨近心端可见显著的肿瘤生长。单用电

针或西乐葆 5 mg/ (kg·d)治疗大鼠 ,与模型组相比其机械性疼痛阈值差异无统计学意义 ;治疗后第 22天和

第 26天 ,西乐葆 10 mg/ (kg·d)组大鼠后肢机械性疼痛阈值较溶剂对照组提高 ( P < 0. 05) ;治疗后第 10、

18和 23 天 ,电针合用西乐葆 5 mg/ ( kg ·d)组大鼠机械性疼痛阈值高于模型组 ,差异有统计学意义

( P < 0. 05) 。

结论 :电针与小剂量西乐葆具有协同作用 ,合用可以增强对大鼠胫骨癌痛的镇痛效果。
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Objective : To es ta blish a prop er exp erimental model of bone cancer p ain in rat for acup uncture res e arch , and
obs erve the p ain2relie ving effect of electroacup uncture ( EA) and/ or Cele brex on bone cancer p ain in rats .
Methods : The rat model of bone cancer p ain was es ta blishe d by p ercutaneous direct p uncture technique and
inoculating the rat mammary gland carcinoma cells Walker 256 into tibial me dullary cavity directly , and
evaluate d by detecting the bone tumor growth and mechanical allodynia . The effects of daily EA tre atment
and/ or Cele brex treatment on the rat mechanical allodynia after intratibial Walker 256 inoculation was
obs erve d in this s tudy.
Results : Significant mechanical allodynia in ip sila teral hind p aw and tumor growth in proximal end of tibial bone
of rats in the untreate d group were obs erve d after intratibial Walker 256 inoculation. The mechanical allodynia
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thresholds in rats that receive d EA or 5 mg/ (kg ·d) Cele brex treatment showe d no significant difference as
comp are d with that of rats in the untre ate d group . Howe ver , the mechanical allodynia thresholds of rats in
10 mg/ (kg·d) Cele brex group showe d significant increas e after 222 and 262day treatment as comp are d with
that in the methyl cellulos e (MC) group . There was significant difference between rats with EA combine d with
5 mg/ (kg·d) Cele brex treatment and rats in the untreate d group after 102 , 182 and 232day treatment .
Conclusion : EA and 5 mg/ (kg·d) Cele brex have s ynergis tic effect on p ain relieving and their combine d us e
may enhance the analgesic effect on bone cancer p ain.

Keywords : bone cancer p ain ; electroacup uncture ; Cele brex ; analgesia ; rats

　　癌痛是临床上常见的慢性病理性疼痛 ,严重影

响了肿瘤患者的生活质量。研究表明 ,针刺和环氧

合酶 2 (cyclooxygenase 2 , COX22)抑制剂有缓解癌

痛作用[123 ] ,但有一定的局限性。针药结合是提高镇

痛效应的重要途径[4 ] ,不仅能减少药物用量及不良

反应 ,还能有效克服针刺镇痛效果有限的缺点。本

研究在改进的大鼠胫骨癌痛模型上 ,应用电针和

(或) COX22抑制剂西乐葆治疗 ,观察其对骨癌痛大

鼠后肢机械性超敏的影响 ,为临床推广针刺镇痛应

用 ,提高镇痛疗效提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物 　雌性 Wistar 大鼠 ,体质量 (70 ±

10) g者 3只 (用于腹水瘤传代) ,体质量 (150±10) g

者 152只 (用于癌痛模型制作与电针或药物治疗) ,

由上海实验动物中心提供 ,许可证号为 SCXK(沪)

200720005。动物饲养于 12 h/ 12 h 昼夜交替 ,室温

(24±0. 5) ℃的环境中 ,自由摄食和饮水 ,在实验环

境中适应 1周后进行实验。

1. 2　Walker 256大鼠乳腺癌细胞　大鼠乳腺癌腹

水瘤细胞 Walker 256 购自上海生物医学工程研究

所。取 0. 5 ml腹水瘤 (细胞数约 2. 5×107个/ ml)接

种至 (70±10) g雌性 Wistar 大鼠腹腔内 ,6～7 d后

抽取 5 ml 腹水 ,加入等量 PBS 充分混匀后

1 300 r/ min离心 3 min ,PBS重悬 ,计数并离心收集

细胞 ,调整到所需细胞浓度 (1 ×108个/ ml) ,置于冰

盒内备用。将配置后的 Walker 256 细胞用沸水浴

处理3 min制备热灭活细胞。

1. 3　大鼠胫骨癌痛模型的制作 　对动物的处理符

合国际实验动物使用准则。本研究参照 Medhurst

等[5 ]报道的大鼠胫骨癌痛模型进行改进 ,采用微量

进样器直接经皮穿刺 ,向 Wistar大鼠胫骨骨髓腔内

接种 Walker256大鼠乳腺癌细胞 ,建立新的大鼠胫

骨癌痛模型[6 ]。基本步骤如下 :大鼠腹腔注射 8 %

水合氯醛 (5 ml/ kg体质量)麻醉后 ,右侧膝关节部

位剃毛 ,表面皮肤用 70 %酒精消毒 ;左手指固定膝

关节使其表面皮肤紧张 ,然后用 7 号针头在膝关节

处 (髌韧带外侧缘)沿胫骨纵轴走向往胫骨远端钻

孔 ,深约 1 cm ,用微量注射器 (10μl)向胫骨骨髓腔

内注射肿瘤细胞建立胫骨癌痛模型。微量进样器依

次吸入 :1μl空气、2μl明胶海绵水溶液、1μl 空气、

4μl肿瘤细胞、1μl 空气。另有大鼠注射 4μl PBS

或热灭活细胞做为对照。接种后留针片刻。

1. 4　大鼠胫骨肿瘤生长检测 　实验结束后大鼠以

水合氯醛麻醉处死 ,直接取新鲜胫骨 ,观察胫骨肿瘤

生长情况。

1. 5　大鼠机械性痛觉超敏测定　在室温 (22±1) ℃

的安静环境中 , 采用弗莱毛 ( von Frey hair ,

Stoelting , Wood Dale , 美国)细丝测定机械性痛觉

超敏来评定癌痛大鼠疼痛状况。测定时将大鼠置于

底为网格的特制有机玻璃格子 (26 cm ×20 cm ×

14 cm)内 ,适应 20 min后 ,根据 Dixon[7 ]介绍的 up2
and2down法 ,将一系列 von Frey细丝 (0. 4、0. 6、1.

4、2. 0、4. 0、6. 0、8. 0、15. 0 g)从2. 0 g力度开始参照

up2and2down方法刺激大鼠移植侧脚掌中部皮肤 ,

观察大鼠缩足反应[6 ]。无反应记为“O”,有反应记

为“X”。如果第一根毛刺激没有反应 ,则给予大一

级力度的毛刺激 ;如果有反应则改用小一级力度的

毛刺激 ,反复类推 ,从有反应的那一次开始测 5 次 ,

得到一串以“O”或“X”组合的序列 ,将该序列和最后

一根毛的力度 (f )输入软件计算出机械性疼痛阈值

作为机械性痛阈值。50 %缩足反应阈值 ( g) =

(10[ Xf + kδ] ) / 10 000。其中 Xf = log (f ) ;δ为各个毛力

度取 log后的均差 ,在此约等于 0. 224 ; k 为根据测

量所得“X”、“O”序列查表后得到的值 ,此部分查表

和计算均由软件自动处理。为避免频繁或长时间的

刺激造成动物耐受或痛敏 ,每根毛每次刺激时间为

1～2 s ,前后两次不同刺激间隔 10 min ;实验中间隔

4 d以上测量一次机械性痛觉超敏 ,即弗莱毛实验。

1. 6　电针治疗方法 　室温 (22 ±1) ℃的安静环境

中 ,将大鼠躯干固定于特制固定器上 ,头部与四肢可

自由活动 ,待动物静置 20 min 后 ,将针灸针刺入动

物右侧足三里 ( ST 36 ,位于膝关节后外侧 ,腓骨小

头下约 5 mm处 ,直刺 7 mm)与昆仑穴 (BL 60 ,位于

后肢外踝与跟腱之间的凹陷中 ,直刺 3 mm) ,通过

G680521A型多功能电针治疗仪 (上海华谊医用仪
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器厂)给予疏密波 ,疏波频率约 4 Hz ,串长 2. 5 s ,密

波频率约 100 Hz ,串长 5 s ,强度以引起大鼠后肢肌

肉轻微抖动而不嘶叫为宜 (约 1 mA) 。大鼠自造模

后第 4 天起予电针治疗 ,治疗时间为 30 min ,

1次/ d ,直至整个实验结束。

1. 7　西乐葆配制与给药方法　甲基纤维素 ( met hyl

cellulose ,MC)由国药集团化学试剂有限公司进口

分装 ,批号为 F20050119 ,0. 5 g溶于双蒸水中定溶

至 100 ml ,配成 0. 5 %甲基纤维素溶液。西乐葆 ,

0. 2 g/胶囊 ,由西尔大药厂波多黎各分厂生产 ,普强

苏州制药有限公司进口分包装 ,生产批号为 520 ,分

包装批号为 0407062 ,用 0. 5 %甲基纤维素水溶液配

成所需浓度 (质量浓度 0. 05 %、0. 1 %和0. 3 %) 。以

特制的灌胃针进行灌胃给药。

1. 8　实验分组与设计　为评价胫骨癌痛大鼠模型

制作是否成功 ,实验设计将 40 只 Wistar 大鼠随机

分为正常组、PBS组、热灭活肿瘤细胞组和 Walker

256肿瘤细胞组 (模型组) ,每组 10只。所有大鼠在

造模前以及造模后第 4、8、12和 16天采用弗莱毛测

定后肢机械性痛阈 ,造膜 16 d后取胫骨观察肿瘤生

长情况。

　　24只 Wistar大鼠胫骨骨髓腔接种肿瘤细胞后

随机分为模型组和电针组 ,每组 12只。分别于造模

前和电针治疗后第 6、12、18 和 23 天采用弗莱毛测

定后肢机械性痛阈。

　　40只 Wistar大鼠胫骨骨髓腔接种肿瘤细胞后

随机分为 4 组 : MC对照组 (MC灌胃 , n = 12) 、西

乐 葆 5 mg / ( kg ·d ) 组 ( n = 1 2 ) 、西 乐 葆

10 mg/ ( kg·d)组 ( n = 8)和西乐葆30 mg/ ( kg·d)

组 ( n = 8) 。造模后第 4天开始灌胃给药 ,每天早晚

8时各 1 次。分别在西乐葆治疗前和治疗后第 6、

13、18、22和26天采用弗莱毛测定机械性痛阈进行

西乐葆剂量筛选。因前期治疗镇痛效果不明显 ,西

乐葆5 mg/ (kg·d)组治疗后第 26天时未予检测。

　　48只 Wistar大鼠胫骨骨髓腔接种肿瘤细胞后

随机分为模型组、电针组、西乐葆 5 mg/ (kg·d)组、

电针合用西乐葆 5 mg/ ( kg·d)组 ,每组 12 只。大

鼠在造模后第 4 天开始给予西乐葆灌胃治疗和/或

电针治疗 ,西乐葆于每天早、晚 8 时各 1 次灌胃 ,电

针治疗 1 次/ d ,每次 30 min ,分别在治疗前及治疗

后第 6、10、18、23天测定大鼠后肢机械性痛阈情况。

1. 9　统计学方法　计量资料实验数据以 x ±sx 表

示。应用 SPSS 10. 0软件进行统计 ,采用单因素方

差分析 ,检验水准为α= 0. 05。

2　结　果

2. 1　大鼠胫骨接种肿瘤细胞后胫骨肿瘤生长情况

　与正常组大鼠胫骨相比 ,Walker 256肿瘤细胞组

大鼠胫骨近端 1/ 3骨缘不规则 ,表面凹凸不平 ,色略

黄 ,质地变脆易碎 (见图 1) 。进一步的骨病理切片

H E染色显示 ,Walker 256 肿瘤细胞组胫骨内存在

显著的肿瘤生长 ,骨组织破坏 ,而正常组、PBS以及

热灭活细胞对照组未见有明显的骨质破坏 ,与文献

报道一致[6 ]。

图 1　正常和 Walker 256肿瘤细胞接种后第 16天大鼠胫骨

Figure 1　Tibial bone of a normal control rat and Walker 256

tumor2bearing rat 16 d after tumor inoculation

2. 2　大鼠胫骨接种肿瘤细胞对机械性痛觉超敏的

影响　与正常组大鼠相比 ,模型组大鼠在接种肿瘤

细胞后第 8、12和 16 天 ,大鼠接种侧后肢机械性疼

痛阈值低于正常大鼠 ,差异有统计学意义 ( P <

0. 05) 。而 PBS组和热灭活肿瘤细胞组大鼠机械性

疼痛阈值与正常组大鼠相比 ,各个时间点差异无统

计学意义 ( P > 0. 05) 。见图 2。

图 2　胫骨癌痛模型大鼠后肢机械性痛超敏的变化情况

Figure 2　Changes of mechanical allodynia of the ipsilateral

hind pa w in rats with tibial cancer pain
3 3 P < 0. 01 , vs normal group .
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2. 3　电针对大鼠胫骨癌痛时机械性痛觉超敏的影

响　电针组与模型组大鼠后肢机械性疼痛阈值在实

验过程中差异无统计学意义 ( P > 0. 05) 。见图 3。

图 3　电针对胫骨癌痛大鼠机械性痛觉超敏的影响

Figure 3　Effects of EA on mechanical allodynia of the

ipsilateral hind pa w in rats with tibial cancer pain

2. 4　不同剂量西乐葆对大鼠胫骨癌痛时机械性痛

觉超敏的影响 　治疗后第 22 和 26 天 ,西乐葆

10 mg/ (kg·d)组大鼠后肢机械性疼痛阈值高于

MC对照组 ( P < 0. 05) 。而西乐葆5和30 mg/ (kg·d)

组大鼠 ,其右侧后肢机械性疼痛阈值与模型组大鼠

相比 ,差异无统计学意义 ( P > 0. 05) 。见图 4。

图 4　不同剂量西乐葆对胫骨癌痛大鼠机械性痛觉超敏的影响

Figure 4　Effects of different doses of Celebrex on

mechanical allodynia of the ipsilateral

hind pa w in rats with tibial cancer pain
3 P < 0. 05 , vs MC group .

2. 5　电针合用小剂量西乐葆对大鼠胫骨癌痛时机

械性痛觉超敏的影响 　在整个实验过程中 ,与模型

组大鼠相比 ,电针组和西乐葆 5 mg/ (kg·d)组大鼠

右侧后肢机械性疼痛阈值无明显改变 ( P > 0. 05) 。

在治疗后第 6、18 和 23 天 ,电针合用西乐葆

5 mg/ (kg·d)组大鼠机械性疼痛阈值高于模型组

大鼠 ,差异有统计学意义 ( P < 0. 05) 。见图 5。

图 5　电针合用西乐葆对胫骨癌痛大鼠机械性痛觉超敏的影响

Figure 5　Effects of EA combined with Celebrex on

mechanical allodynia of the ipsilateral hind

pa w in rats with tibial cancer pain
3 P < 0. 05 , vs unt reated group .

3　讨　论

　　癌痛即恶性肿瘤引起的疼痛 ,是临床上常见的

慢性病理性疼痛之一 ,严重影响了患者的生活质量。

在肿瘤晚期或转移性肿瘤患者中 ,约有 75 %～95 %

的患者因伴有严重的疼痛而需要接受治疗。W HO

倡导对癌痛实施三阶梯疗法[8 ] ,并取得了一定的成

效。但是由于阿片类药物具有成瘾性、耐受性和不

良反应等缺点 ,或者是患者对该类药物无反应 ,加上

癌痛本身机制的复杂性 ,以至于仍有约 45 %的癌痛

得不到有效控制[ 8 ,9 ]。随着对肿瘤的诊断技术和治

疗方法的改进 ,恶性肿瘤患者的生存时间正不断延

长 ,相应地 ,他们对提高生活质量的要求也越来越迫

切。

　　自 1998 年 Wacnik 等首次报道小鼠癌痛模型

以来 ,又有多个癌痛模型相继问世[10 ] ,如 2002 年

Medhurst 等[5 ]报道的大鼠胫骨癌痛模型 ,即将转移

性大鼠乳腺癌细胞 ( metastatic rat mammary

t umor ,MRM T21)经手术接种至大鼠胫骨骨髓腔

内 ,造成动物一系列的疼痛行为变化以及胫骨骨质

破坏。以往的癌痛模型 ,通常是采用体外培养技术

进行肿瘤细胞培养 ,接种时先在肿瘤接种部位做一

皮肤切口 ,而后在相应的骨上钻孔接种肿瘤细胞 ,如

小鼠癌痛模型 ,通常是将培养的溶骨纤维肉瘤细胞

NCTC 2472经手术接种至小鼠股骨[ 11 , 12 ]、肱骨[13 ]

或者跟骨[14 ]骨腔内。Medhurst 等[10 ]报道的大鼠胫

骨癌痛模型则是将离体培养的 MRM T21 大鼠乳腺

癌细胞经手术创伤接种至大鼠胫骨骨髓腔内。本课

题组从 2002 年开始着手癌痛实验研究 ,参照

Medhurst 等[10 ]报道的大鼠胫骨癌痛模型和 Shwei

等[11 ]的小鼠股骨癌痛模型并做了改进 ,选用了大鼠
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乳腺癌细胞 Walker 256 (来源于孕白化鼠的乳腺组

织自发性肿瘤 ,具有骨侵袭和骨溶解作用[15 , 16 ] ) ,将

Walker 256 细胞经皮穿刺接种至同源雌性大鼠胫

骨近端骨髓腔内 ,成功建立新的大鼠骨癌痛模型。

结果显示 ,胫骨接种肿瘤细胞大鼠胫骨内有显著肿

瘤生长 ,von Frey细丝刺激引起的机械性痛阈显著

降低 ,提示存在痛觉超敏 ,说明模型制作是成功的。

　　在本研究中 ,我们将 Walker 256乳腺癌细胞接

种至幼年大鼠腹腔内[17 ] ,接种后 1周左右选取腹水

明显的大鼠抽取腹水 ,经 PBS洗涤计数收集细胞 ,

用于大鼠癌痛模型的制作。该新建模型改用腹水瘤

细胞 ,避免了繁琐的细胞体外培养过程。模型制作

过程中 ,我们经过反复改进 ,选取胫骨上较为容易穿

刺的髁间隆起作为接种进针点 ,采用经皮穿刺进行

骨髓腔内肿瘤细胞的接种 ,避免了手术创伤容易引

起动物伤口感染以及伤口在针刺治疗时开裂 (手术

切口在足三里附近)等缺点 ,同时也简化了造模过

程 ,缩短了造模时间 ,在一定程度上减少了因细胞体

外存放时间过长而引起的细胞活性改变所导致的模

型间的差异。以往报道的模型大多选取膝关节附近

进行开创手术[5 , 11 , 12 ] ,由于膝关节经常处于活动状

态 ,加上本课题选取同侧足三里穴 (位于膝关节附

近)进行电针治疗 ,很大程度上增加了大鼠伤口开裂

和并发感染的机会 ,不利于手术伤口的愈合。改进

后采用经皮穿刺后大大减少了开创手术引起感染 ,

使得造模后大鼠更快地恢复 ,也解决了改进前扎针

困难的缺点。因此与国际上报道的模型相比 ,本研

究新建模型在保证模型稳定性的前提下 ,具有操作

简便、手术创伤小、成功率高和重复性好的优点。本

研究建立的骨癌痛模型 ,将为进一步探索癌痛产生

机制 ,进行癌痛疗效观察和癌痛新药评估等提供一

个有价值的研究工具。

　　西乐葆是一种临床上广泛应用的选择性 COX2
2抑制剂。研究表明 , COX22 抑制剂可通过抑制

COX22的活性从而减少在疼痛及炎性过程中 P GE2

等的产生 ,临床和实验研究表明 COX22抑制剂对癌

痛也有缓解作用[18 , 19 ]。本研究通过不同剂量的西

乐葆灌胃治疗 ,观察其对大鼠胫骨癌痛的缓解作用 ,

结果提示 ,给予西乐葆 10 mg/ (kg·d)治疗的大鼠 ,

其右侧后肢 von Frey 细丝引起机械性痛阈值与甲

基纤维素溶剂对照组相比显著提高。而给予西乐葆

5 mg/ (kg·d)和 30 mg/ ( kg·d)治疗的大鼠 ,痛阈

无明显变化 ,提示西乐葆 5 mg/ (kg·d)无镇痛作用

可能是药物浓度太低不足以达到镇痛作用 ,而西乐

葆 30 mg/ (kg·d)组大鼠在灌胃后行为反常 ,互相

挤压、踩踏 ,争抢喝水 ,提示大剂量西乐葆有可能产

生较强的胃肠道反应和毒副作用。这一结果提示应

予适当剂量的西乐葆缓解大鼠胫骨癌痛 ,增加剂量

会增加毒副反应。

　　针刺镇痛是一种非药物疗法 ,具有作用广、副作

用小和经济简便的优点 ,临床实践已经证实针刺对

急性痛和慢性痛都有镇痛作用。临床研究表明 ,针

刺能有效缓解癌痛[ 1 , 2 ]。因此首先对针刺能否缓解

大鼠胫骨癌痛进行了研究。实验结果表明 ,电针组

与模型组大鼠右侧后肢 von Frey 细丝引起机械性

痛阈值比较 ,差异无统计学意义 ( P > 0. 05) ,提示

多次电针未能有效缓解胫骨癌痛大鼠机械性痛觉超

敏。这一结果提示电针在癌痛模型上的镇痛作用具

有一定的局限性。

　　实践证实 ,针药结合优势互补 ,是提高镇痛效应

的重要途径[4 ]。因此本研究采用电针和本来没有显

著镇痛作用的西乐葆 5 mg/ ( kg·d)合用观察对大

鼠胫骨癌痛的镇痛作用。研究表明 ,单用电针或单

用西乐葆 5 mg/ (kg·d)对大鼠胫骨癌痛时的机械

性痛阈与模型组比较 ,差异无统计学意义 ( P >

0. 05) ,而两者合用治疗一段时间后大鼠机械性痛阈

高于模型组 ,差异有统计学意义 ( P < 0. 05) ,提示

原本无明显镇痛效应的电针及小剂量西乐葆 ,合用

以后在一定程度上缓解了大鼠的癌痛 ,提示电针与

西乐葆具有协同作用。这一协同作用提示二者合用

不仅减少西乐葆的用量 ,还可以有效增强电针在骨

癌痛中的镇痛效果 ,但是这种协同作用的机制有待

于进一步研究。
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