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经颅直流电刺激对骨关节炎慢性疼痛模型大鼠的
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[摘要] 目的 探讨经颅直流电刺激(tDCS)对单碘乙酸钠(MIA)诱导的骨关节炎(osteoarthritis,OA)慢性

疼痛模型大鼠的镇痛作用及其机制。方法 健康雄性SD 大鼠36只,随机分为假手术组、MIA组、tDCS组以及假

tDCS组,每组9只。假手术组大鼠在左膝关节腔内注射生理盐水,MIA组、tDCS组以及假tDCS组大鼠在同样部

位注射MIA建立OA慢性疼痛模型。在注射MIA后第21天,分别给予tDCS组和假tDCS组大鼠进行为期8d的

真/假tDCS治疗。于治疗结束后第1、2、7天时对各组大鼠进行疼痛行为学测试;并于治疗结束后第2天取大鼠中

脑导水管周围灰质(PAG)组织,采用免疫蛋白印迹法检测脑源性神经营养因子(BDNF)的表达情况。结果 疼痛

行为学测试结果显示,tDCS组大鼠的热痛阈潜伏期在治疗结束后各时间点较假tDCS组显著延长(F=11.25~
21.48,P<0.01)。同样,tDCS组大鼠的机械痛撤足阈值在治疗结束后各时间点也较假tDCS组明显增高(F=
54.42~186.40,P<0.01)。免疫蛋白印迹检测结果显示,与假tDCS组比,tDCS组大鼠PAG组织中BDNF蛋白的

表达量显著降低(F=24.70,P<0.01)。结论 tDCS能够有效缓解 MIA大鼠诱导的OA慢性疼痛,并且治疗作用

可以持续到治疗结束后第7天,其镇痛机制可能与下调 MIA大鼠PAG组织中BDNF的表达,降低PAG中神经元

兴奋性有关。
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ANALGESICEFFECTOFTRANSCRANIALDIRECTCURRENTSTIMULATIONONCHRONICPAININARATMODELOFOS-
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheanalgesiceffectoftranscranialdirectcurrentstimulation(tDCS)onchronicpain

inaratmodelofmonosodiumiodoacetate(MIA)-inducedosteoarthritis(OA)anditsmechanism. Methods HealthymaleSpra-

gue-Dawleyratswererandomlydividedintosham-operationgroup,MIAgroup,tDCSgroup,andsham-tDCSgroup,with9ratsin

eachgroup.Theratsinthesham-operationgroupweregivenintra-articularinjectionofnormalsalineintotheleftkneejoint,and

thoseintheMIAgroup,thetDCSgroup,andthesham-tDCSgroupweregivenMIAinjectionatthesamesitetoestablishamodel

ofchronicpaininOA.Onday21afterMIAinjection,theratsinthetDCSgroupandthesham-tDCSgroupweretreatedwithreal

orshamtDCS,respectively,for8d.Thepainbehavioraltestwasperformedfortheratsineachgrouponday1,2,and7after

treatment;theperiaqueductalgray(PAG)ofratswerecollectedonday2aftertreatmentandWesternblotwasusedtomeasure

theexpressionofbrain-derivedneurotrophicfactor(BDNF). Results Thepainbehavioraltestshowedthatcomparedwiththe

sham-tDCSgroup,thetDCSgrouphadasignificantlylongerthermalpawwithdrawallatencyateachtimepointaftertreatment
(F=11.25-21.48,P<0.01)andasignificantlyhighermechanicalpawwithdrawalthresholdateachtimepointaftertreatment
(F=54.42-186.40,P<0.01).Westernblotshowedthatcomparedwiththesham-tDCSgroup,thetDCSgrouphadasignificant

reductionintheproteinexpressionofBDNFinPAGtissue(F=24.70,P<0.01). Conclusion ThisstudyshowsthattDCScan

effectivelyalleviatechronicpaininratswithMIA-inducedOA,andsuchtherapeuticeffectcanlasttillday7aftertreatment;tDCS

exertsananalgesiceffectpossiblybydownregulatingtheexpressionofBDNFandreducingneuronalexcitabilityinPAGtissueof

ratswithMIA-inducedOA.
[KEY WORDS] Osteoarthritis;Chronicpain;Transcranialdirectcurrentstimulation;Brain-derivedneurotrophicfactor;

Diseasemodels,animal;Treatmentresults

  骨关节炎(osteoarthritis,OA)是临床上常见

的慢性关节退变疾病,也是导致慢性疼痛最常见的

原因之一[1]。疼痛会严重影响患者的生活质量,是

OA患者就诊的主要原因[2]。目前,OA疼痛的治

疗手段包括药物和非药物治疗,如运动疗法与非甾

体抗炎药物和镇痛药治疗等[3],但是这些治疗仅可

以暂时缓解或减轻患者的疼痛[4]。OA疼痛的机制

十分复杂,研究发现,OA慢性疼痛不仅是由局部关

节结构的病变引起,可能还与中枢神经回路的变化
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有关[5]。经颅直流电刺激(tDCS)是一种中枢调控

技术,具有非侵入性、无痛性和相对安全的特点,在
临床应用于诸如重度抑郁症等多种疾病的治疗[6]。

tDCS将微弱直流电通过两个电极从颅骨传递到大

脑皮质,调节大脑皮质神经元的兴奋性,使神经组织

极化[7],从而发挥治疗慢性疼痛的作用[8]。研究显

示,tDCS治疗膝部OA患者时,能有效缓解患者的

慢性疼痛[9],但其机制尚不清楚。本研究通过分析

tDCS对OA慢性疼痛大鼠的疼痛行为及脑源性神

经营养因子(BDNF)的影响,进一步探讨tDCS对

OA慢性疼痛的治疗效果及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物、仪器与试剂

健康雄性SD 大鼠36只,体质量(200±20)g,
购于济南朋悦实验动物繁育有限公司。所有大鼠适

应性饲养1周以后进行实验。热辐射刺激仪(山东

益延科技有限公司),VonFreyHair测试仪(North
Coast公司,美国),单碘乙酸钠(MIA,Sigma公司,
美国),兔抗大鼠BDNF抗体(Abcam公司,美国),

GAPDH(上海泊湾生物科技有限公司),HRP标记

的山羊抗兔IgG二抗(北京博奥森生物技术有限公

司),凝胶成像分析系统(UVP公司,美国)。

1.2 大鼠的分组和处理

所有大鼠随机分为假手术组、MIA组、tDCS组

和假tDCS组,每组9只。假手术组大鼠于左膝膝

下韧带处向关节腔内注射60μL的生理盐水;MIA
组、tDCS组和假tDCS组大鼠于左膝膝下韧带处向

关节腔内注射60μL浓度80g/L的MIA,构建OA
慢性疼痛模型[10]。在标准动物房内常规饲养21d。
在 MIA注射后第21天时,将tDCS仪器的阴极用

胶带固定于tDCS组大鼠双眼外侧角的中点(眶上

区域),阳极固定于两耳之间(大鼠的顶叶皮质),电
流输出设为恒定0.5mA,进行tDCS治疗[11],每天

20min,连续8d[11];假tDCS组大鼠以同样的方法

固定阴阳电极,但无电流输出。假手术组和MIA组

大鼠不做任何处理,常规饲养。

1.3 疼痛行为学测试

从各组大鼠中随机取出6只,分别于治疗结束

后第1、2、7天时进行疼痛行为学测试。①机械痛撤

足阈值(PWT)测试:测试前,所有的大鼠均先放置

于底部为金属网的有机玻璃罩里适应20min,采用

VonFreyHair测试仪通过up-down方法来进行评

估[12]。记录最终 VonFreyHair值代入专用公式

评估各组大鼠的PWT值。②热痛阈潜伏期(PWL)
测试:测试前,所有大鼠均先放置在未加热的热辐射

刺激仪中适应5min,然后加热热辐射刺激仪使其

表面维持在恒定温度(55.0±0.1)℃,大鼠第一次行

为反应(包括舔脚、跳跃、快速移走爪子)的时间即为

PWL[13]。

1.4 免疫蛋白印迹检测

从各组大鼠中随机取出3只,于治疗结束后第

2天麻醉处死,然后迅速取出中脑导水管周围灰质

(PAG)组织,置于RIPA裂解液中冰上裂解30min,
离心取上清液,并置于100℃恒温金属浴中孵育

10min,制备为蛋白样品。采用BCA蛋白测定试剂

盒检测蛋白浓度。等量的各组蛋白样品进行电泳、
转膜、封闭后,加入BDNF抗体(1∶1000)或GAP-
DH抗体(1∶5000)于4℃下孵育过夜。第2天,
洗膜后加入二抗(1∶5000)于室温下孵育2h。最

后,使用增强化学发光ECL试剂对条带进行显影,
采用ImageJ软件对图像进行分析。

1.5 统计学处理

使用GraphPadPrism8.0和SPSS26.0软件进

行统计学分析,计量资料以x±s 表示。各组大鼠

的疼痛行为学测试结果比较采用重复测量双因素方

差分析,免疫蛋白印迹检测结果比较采用单因素方

差分析,两两比较采用LSD检验。以P<0.05认为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 MIA和tDCS对各组大鼠PWL的影响

重复测量双因素方差分析结果显示,时间、时间

与分组交互作用对大鼠PWL均无明显影响(P>
0.05),分组对大鼠PWL有明显影响(F组别=42.72,

P<0.01)。组间比较结果显示,在治疗结束后第1、

2、7天时,各组大鼠的PWL差异均有显著性(F=
11.25~21.48,P<0.01);各时间点两两比较结果显

示,MIA组与假手术组、tDCS组与假tDCS组PWL
差异均有显著性(P<0.01),MIA组与假tDCS组

差异无显著性(P>0.05)。见表1。

2.2 MIA和tDCS对各组大鼠PWT的影响

重复测量双因素方差分析结果显示,时间、时间

与分组交互作用对大鼠的PWT无明显影响(P>
0.05),分组对大鼠PWT则有明显的影响(F组别=
330.91,P<0.01)。组间比较显示,治疗结束后第

1、2、7天时,各组大鼠PWT差异均有显著性(F=
54.42~186.40,P<0.01);各时间点的两两比较结
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果显示,MIA组与假手术组、tDCS组与假tDCS组 的PWT比较差异均有显著性(P<0.01)。见表1。

表1 各组大鼠治疗后不同时间点PWL和PWT比较(n=6,x±s)

组别
PWL(t/s)

第1天 第2天 第7天

PWT(m/g)
第1天 第2天 第7天

假手术组 8.17±1.54 9.13±3.25 7.77±2.60 20.20±0.95 20.58±0.00 19.13±3.56
MIA组 4.15±0.27 3.92±0.42 3.92±0.47 1.09±0.78 1.09±0.78 3.00±2.61
假tDCS组 4.62±0.68 3.73±0.64 3.90±0.30 1.97±1.10 2.22±1.75 1.23±0.91

tDCS组 6.77±1.02 5.87±0.56 5.62±0.31 7.52±2.70 8.75±3.18 6.49±2.92

2.3 tDCS对各组大鼠PAG组织中BDNF蛋白表

达水平的影响

免疫蛋白印迹检测结果显示,在tDCS治疗结

束后第2天,假手术组、MIA组、tDCS组和假tDCS
组大鼠PAG组织中BDNF蛋白相对表达量分别为

0.52±0.12、0.95±0.10、0.68±0.05、1.02±0.03,组
间比较差异均有统计学意义(F=24.70,P<0.01)。
其中,MIA组与假手术组、tDCS组与假tDCS组的

PAG组织中BDNF蛋白表达量比较差异有显著性

(P<0.01)。见图1。

A:假手术组,B:MIA组,C:tDCS组,D:假tDCS组

图1 各组大鼠治疗结束后第2天PAG组织中BDNF蛋白表达

量比较

3 讨  论

OA是临床常见的慢性疾病,其引起的疼痛也

是导致骨骼肌肉慢性疼痛的原因之一。tDCS作为

一种非侵入性的、安全的中枢调控技术已应用于多

种慢性疼痛的治疗[8],但是其镇痛机制目前尚未完

全阐明。因此进一步探究tDCS对OA慢性疼痛的

治疗作用及其机制,对临床上应用tDCS治疗 OA
慢性疼痛具有重要意义。

目前,已有多种动物模型用于研究 OA慢性疼

痛。其中,关节腔内注射MIA是目前研究OA慢性

疼痛最常用动物模型[14]。研究发现,关节腔内注射

高剂量 MIA(4.8mg)会导致大鼠的后爪支撑力分

布不对称和持续性疼痛[10],这与晚期OA患者持续

性慢性疼痛的临床表现相似。本研究通过向大鼠膝

关节腔内注射高剂量MIA建立OA慢性疼痛模型,
并在 MIA注射后第21天时,使用tDCS进行为期

8d的治疗,在治疗结束后第1、2、7天时对各组大

鼠的疼痛行为学进行测试。既往研究表明,PWL测

试主要评估大鼠的热痛阈来反映脊髓的感觉整合能

力[15];而PWT测试主要通过评估大鼠机械痛阈来

反映脊髓反射情况,以及更复杂的脊髓上感觉整合

能力[16]。本研究疼痛行为学测试结果显示,与假手

术组相比,MIA组大鼠的PWL和PWT均明显降

低;与假tDCS组相比,tDCS组大鼠的PWL以及

PWT在治疗结束后第1天就出现明显升高,并且在

治疗结束后第7天仍明显升高。这表明,tDCS可以

有效缓解MIA大鼠诱导的OA慢性疼痛,并且其治

疗作用可以持续到治疗结束后第7天。

BDNF是神经营养因子家族中的重要成员,是
重要的疼痛调节剂,并在慢性疼痛的发生中起着至

关重要的作用[17]。在坐骨神经结扎模型中,过表达

的BDNF可以通过酪氨酸激酶B受体(TrkB)信号

在脊髓中产生持久的神经兴奋性变化,并参与痛觉

过敏的产生和维持[18]。行为药理学和电生理学研

究示,PAG神经元中BDNF可以通过PAG-RVM
通路在脑干的疼痛下行调节中发挥重要的作用[19]。

PAG是疼痛下行调节通路的关键部位,在疼痛调节

通路中起重要作用。本研究的免疫印迹结果显示,
与假手术组相比,MIA组大鼠PAG组织中BDNF
蛋白表达水平显著升高,提示PAG组织中BDNF
过表达可能是 MIA诱导的OA大鼠慢性疼痛的发

生原因之一。
既往研究表明,tDCS可以通过调节自发神经元

的放电,使神经元的兴奋性发生改变,从而缓解疼

痛[20]。而BDNF在中枢神经元超兴奋性的启动和

维持方面发挥着重要作用[21-22]。在持续性炎性疼痛

大鼠模型中,中缝大核中的BDNF表达上调,上调

的BDNF会使该部位膜上氯化钾共转运蛋白的表

达减少,致使细胞内Cl-含量增加,γ-氨基丁酸能神

经元的抑制作用减弱,最终导致神经元过度兴奋及

疼痛敏化的发生[23]。有研究显示,tDCS的作用不

仅局限于电极正下方的大脑皮质区域,还可产生更

广泛的神经网络调控作用,包括扣带回、丘脑以及

PAG等区域[16]。SOUZA等[24]研究发现,tDCS的

抗痛觉过敏作用与脑干的疼痛下行抑制通路有关。
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此外,SCARABELOT等[20]还发现,tDCS可以调节

由口面部慢性疼痛诱导的神经可塑性改变,减少脑

干中BDNF和TrkB的相互作用,以缓解疼痛。但

PAG组织中BDNF在tDCS镇痛中的作用,目前较

少有研究报道。本研究结果显示,经过连续8d的

tDCS治疗,tDCS组与假tDCS组比较,大鼠PAG
组织中BDNF的表达水平显著降低。这表明tDCS
可能是通过下调 MIA诱导的OA慢性疼痛大鼠的

PAG组织中BDNF表达水平,降低PAG组织中神

经元兴奋性,从而发挥镇痛作用。
综上所述,tDCS能够有效缓解 MIA大鼠诱导

的OA慢性疼痛,并且治疗作用可以持续到治疗结

束后第7天。此外,其镇痛机制可能与下调大鼠的

PAG组织中BDNF表达,降低PAG组织中神经元

兴奋性有关系。但是tDCS在下调 PAG 组织中

BDNF表达后是如何降低PAG组织中神经元兴奋

性来发挥镇痛作用的,还需要进一步的研究确定。
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化、T2信号减低,甚至出现虫噬样骨损害,而患者无

明显感染及转移性肿瘤证据时,应考虑脊柱痛风诊

断的可能,及时检查患者肾功能及尿酸水平,有条件

时行双能CT检查,以做到早期诊断、早期干预。手

术对神经受累者疗效较好,可解除压迫,降低局部尿

酸水平,减轻炎症反应,防止脊柱结构进一步破坏并

可明确诊断。此外,合并痛风石的痛风患者无论手

术与否均应长期接受规范降尿酸治疗,以维持sUA
水平长期控制在300μmol/L以下,以利于痛风的

管理和控制。
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