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摘要

目的：评估A型肉毒毒素(BTX-A)在骨性关节炎模型中的镇痛效果及疼痛相关物质在脊神经节的变化，为其临床治

疗骨性关节炎疼痛提供科学的理论依据。

方法：SD大鼠右膝关节腔内注射4%木瓜蛋白酶溶液0.3ml建立膝骨性关节炎(KOA)的动物模型。造模成功的大鼠

于第2天随机分为2组：BTX-A组(n=10)：关节腔内注射5μl BTX-A 0.1IU；WFI组(n=10)：关节腔内注射5μl 注射用

水；Sham组(n=10)：非关节炎模型组。注射后第1、3、5天后检测疼痛行为学、热痛阈，免疫组织化学检测脊神经节钠

离子通道1.8(Nav1.8)蛋白的表达。

结果：自发疼痛行为分析显示大鼠骨性关节炎引起步态异常，与WFI组相比，BTX-A组的大鼠异常步态改善明显，

注射后5天与1、3天相比较，自发疼痛行为改善的愈明显；BTX-A组大鼠右足热痛阈升高(P<0.05)，脊神经节Nav1.8

蛋白表达下调(P<0.05)。

结论：关节腔内注射BTX-A可能通过下调脊神经节Nav1.8蛋白的表达，减少中枢致敏，减轻关节疼痛，提高痛阈，从

而起到镇痛作用。

关键词 A型肉毒毒素；膝骨性关节炎；钠离子通道1.8；热痛阈；镇痛
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Abstract
Objective: To evaluate the analgesic effect of botulinum toxin type A (BTX-A) in osteoarthritis model and the

changes of Nav1.8 protein expression in spinal ganglia changes.

Method: Animal model of knee osteoarthritis (KOA) was established by intra-articular injection of 4% papain

solution 0.3ml into SD rat right knee. After the formation of arthritis,they were randomly divided into two

groups at the 2nd day: BTX-A group (n=10): intra-articular injection of 5μl BTX-A 0.1IU; WFI group (n=10):

intra-articular injection of 5μl water. No papain or BXT-A was given to the sham group (n=10). At the 1st，

3rd，5th day after injection,we tested the pain behavior, thermal pain threshold, and sodium channel 1.8

(Nav1.8) protein expression in spinal ganglion by using immunohistochemistry.

Result: Analysis of spontaneous pain behavior showed abnormal gait caused by rat osteoarthritis. Comparing

with the WFI group, abnormal gait caused by osteoarthritis improved significantly in BTX-A group. At day 5

it improved more significantly than day 1 and day 3. Thermal pain threshold of BTX-A group increased more

than that of WFI group (P<0.05) at any time point. Abnormal high Nav1.8 protein in model rats decreased in

spinal ganglia for BTX-A group.
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膝骨性关节炎(knee osteoarthritis，KOA)是以滑

膜和关节软骨结构破坏为主要病理改变的慢性退行性

的关节疾病[1]，发病率高，临床表现为关节疼痛、活动受

限，严重影响生存质量。目前治疗骨性关节炎的方法

很多，如口服止痛剂、关节腔内注射皮质类固醇激素或

玻璃酸钠、关节镜清创术及关节置换，存在药物不良反

应[2]、效果持续时间不稳定，或高手术风险的代价[3]，因

此急需治疗关节炎的安全、有效的方法。

KOA伴随关节软骨的损害及膝关节炎性介质

的释放增加，这些外周伤害性刺激的不断的输入将

调控脊髓的痛觉传递神经元，通过痛觉过敏及中枢

敏化机制，导致神经元突触的兴奋性增加和痛阈下

降。脊神经节是疼痛信号传导的第一级神经元，且

Nav l.8特异性表达在脊神经节，激活其动作电位可

使痛觉上传。KOA突出表现为关节疼痛，其疼痛的

主要机制之一是脊髓中疼痛传导递质Nav l.8的过度

表达，使患者对疼痛的敏感度增高。研究表明，A型

肉毒毒素（botulinum toxix type A, BTX-A）对神经

病理性疼痛具有较好的止痛作用，但对膝骨性关节炎

的镇痛效果和镇痛机制，尤其脊髓水平镇痛机制的研

究尚缺乏相应的报道。目前已有临床研究观察到对

老年慢性KOA患者关节腔内注射A型肉毒毒素有减

轻疼痛的作用，延缓KOA的进展，但其镇痛机制尚不

明确，缺乏理论支持，故临床应用受到制约。本研究

拟在大鼠骨性关节炎模型中，通过关节腔注射A型肉

毒毒素，观察其对大鼠膝骨性关节炎的镇痛效果，并

观察脊髓背角中钠离子通道Nav l.8的表达的变化，

从中枢敏化角度部分阐明其镇痛机制，达到改善膝骨

性关节炎疼痛及治疗其安全有效方法的目的。

1 材料与方法

1.1 材料

SD大鼠，均为雄性，清洁级，体质量(150±30)g，

购自山西医科大学动物实验中心。木瓜蛋白酶，购自

天津药业集团新郑股份有限公司，试剂号 9001-73-

4。注射用BTX-A，购自兰州生物制品研究所，批号

20140609。兔抗大鼠 Nav1.8、FITC 标记山羊抗兔

IgG均购自太原市贝倍科贸有限公司；电动跑步机购

自北京东西仪科技有限公司；鼠爪热辐射刺激测痛仪

购自北京智鼠多宝生物科技有限责任公司。

1.2 方法

参照Panicker等[4]的建模方法建立实验模型，固

定大鼠使右膝关节屈曲90°，乙醇消毒并充分暴露，

于膑韧带外侧0.2cm凹陷处进针，出现落空感，回抽

无血液后注入 4%木瓜蛋白酶溶液 0.3ml，注射完毕

后再次消毒且反复活动膝关节。于第1、4、7天分别

进行注射。自注射之日起每日上、下午分别驱赶动

物活动两次，每次10min，以使大鼠于规定时限内运

动不停歇为标准，连续7日。

将SD大鼠随机分成3组，每组10只：其中两组

是骨性关节炎组，分别给予BTX-A和WFI。BTX-A

组：用 30 号针头穿刺 2.5mm，膝关节内注射 5μl 的

BTX-A 0.1 IU；WFI 组：膝关节内注射 5μl 注射用

水；Sham组为非关节炎大鼠。

1.3 检测指标

1.3.1 行为学测试：自发疼痛行为步态分析：肉眼步

态分析观察大鼠在 17cm/s 的电动跑步机上行走

20s。在0—4分之间半定量分析大鼠的步态。0分：

大鼠拒绝在跑步机上行走；1分：大鼠行走了规定时

间的 30%，步态表现为严重的不协调；2分：大鼠行

走了规定时间的 60%，步态表现为中等的不协调；3

分：大鼠行走了规定时间的90%，期间没有触碰间隔

物、跳跃、张腿或拖后腿，步态表现为轻微的不协调；

4 分：大鼠行走完了规定时间，期间没有触碰间隔

物、跳跃、张腿或拖后腿。

1.3.2 热刺激撤足阈值 (paw withdrawal latency

PWTL)的测定：利用鼠爪热辐射刺激测痛仪检测大

鼠后肢足跟部皮肤对热刺激的反应。测试前将大鼠

Conclusion:The intra- articular injection of BTX- A may play the analgesic effect in the model of KOA by

down-regulating of the expression of Nav1.8 protein in spinal ganglia and reduction in the central sensitization

to pain stimulation.
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放置于测痛仪的有机玻璃罩内自由活动约5min，测

试时将热辐射光源通过透明玻璃板输出热刺激并聚

焦于大鼠后肢足掌部。调整好仪器刺激强度(IR=

72)，按下操作开始键，热源启动并缓慢施加热刺激，

在大鼠鼠爪撤足的瞬间手动记录大鼠反应时间，此

时间即为大鼠足底部的热刺激撤足潜伏期(精确度达

0.1s)，即热痛阈。为避免长时间热刺激造成组织损

伤不宜热刺激时间超过25s。以5min的间隔对双侧

后足各测3次，3次撤足潜伏期的均值为所得数据。

1.3.3 免疫荧光组织化学检测：用 10%水合氯醛(4

ml／kg)麻醉大鼠后，行 4%多聚甲醛经心脏灌流术

固定，取出 L5 背根神经节，4%多聚甲醛浸泡固定

24h(4℃)。组织经乙醇梯度脱水，石蜡包埋，厚 4μm

石蜡切片。切片晾干后，经二甲苯脱蜡，各级乙醇至

水洗，PBS 溶液冲洗，脊神经节滴加 Nav1.8 一抗后

4℃过夜；次日用 dH2O、磷酸盐缓冲液 (PBS)各洗

5min，滴加羊抗兔FITC，室温过夜(注意避光)，次日

荧光显微镜观察，在激发光波长为490nm、滤色光波

长为520nm条件下拍照。

1.4 统计学分析

全部数据应用 SPSS 20.0 统计软件进行处理，

行为学测试结果采用非参数秩和检验进行分析。同

一组大鼠不同测试时间点的数据用相关样本参数检

验分析；采用均数±标准差表示计量资料，用 t检验

及方差分析对计数资料进行分析，P<0.05为有显著

性意义。

2 结果

2.1 膝骨性关节炎模型

在大鼠右膝关节内注射 4%木瓜蛋白酶溶液

0.3ml，实验第 5天 80%大鼠已有不同程度出现关节

肿胀及活动受限，7d达到高峰。取20只自发疼痛行

为步态分析阳性(评分为1分）及关节肿胀的大鼠。

2.2 自发疼痛检测结果

自发疼痛检测阳性的20只大鼠分为两组，在右

侧膝关节内分别注射BTX-A组(n=10)：5μl的BTX-

A0.1 IU，WFI 组(n=10)：5μl 的注射用水，分别在注

射后1天、3天及5天进行自发痛检测。与WFI组相

比，BTX-A组的大鼠自发疼痛行为改善明显，差异

有显著性意义(P=0.002<0.05)。膝骨性关节炎大鼠

在注射BTX-A后 1天、3天及 5天，分别进行自发疼

痛步态分析的检测。注射BTX-A后时间不同，自发

疼痛行为改善也不同，差异有显著性意义（P<

0.05）。注射BTX-A后1、3、5天，三组中两两相比较

均有显著性差异（P<0.05），且随着注射后时间延长

(≤5天），自发疼痛步态改善越明显。

2.3 热痛阈检测结果

2.3.1 三组大鼠：Sham组、关节炎+WFI组、关节炎+

BTX-A组分别在注射后第1、3、5天测试大鼠右足热

痛阈值。在实验观察的时间内，关节炎+WFI 组与

Sham组比较，PWTL均有所降低（P<0.05，见表1)。

2.3.2 热痛阈结果显示：模型组大鼠第 1 天给予

BTX-A注射后24h大鼠的热痛阈值即明显上升（P<

0.05，见图1），且随时间的延长其缓解疼痛效果逐渐

明显，一直可持续到注射后第5天（P<0.05，见图1），

与注射用水组比较，BTX-A组热痛阈明显高于对照

组（P<0.05，见表 1）。实验结果表明注射BTX-A可

缓解疼痛，增加热痛阈值。

2.4 脊神经节Nav1.8的表达

免疫荧光组织化学结果显示 WFI 组可上调

DRG（背根神经节）神经元中Nav1.8蛋白表达水平

（见图2），与假手术组比较，有显著性意义（P<0.05，

见表 2）。BTX- A 注射 5 d 后大鼠 DRG 神经元中

Nav1.8蛋白表达上调现象被明显抑制（见图 2），与

注射用水组比较，具有显著性意义（P＜0.05，见表

2）。结果提示BTX-A干预后可下调大鼠DRG神经

元中原本表达增多的Nav1.8蛋白。

表1 非关节炎组、注射用水组及
A型肉毒毒素组热痛阈的比较 (x±s,n=10)

组别

假手术组
WFI组

BTX-A组
①与假手术组比较P＜0.05；②与WFI组比较P＜0.05

第0天

17.67±1.61
7.22±0.23①

7.43±0.52①②

第1天

17.77±1.46
7.18±0.35①

8.48±0.46①②

第3天

16.99±0.71
7.20±0.72①

12.91±0.65①②

第5天

15.65±0.59
7.24±0.59①

13.69±0.59①②

表2 非关节炎组、注射用水组及A型肉毒毒素组的
大鼠Nav 1.8蛋白阳性百分比的比较 (x±s)

组别

假手术组
WFI组

BTX-A组
①与假手术组比较P＜0.05，②与WFI组比较P＜0.05

例数

10
10
10

第5天

1.16±1.20
45.25±1.99①

21.40±0.72②
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3 讨论

KOA是一种以关节软骨的变性、破坏、滑膜增

生及骨质增生为特征的慢性全关节退行性疾病[1]。

本病多在中年后发病，是引起中老年人关节疼痛的

最常见的原因。临床主要表现为关节疼痛、肿胀、僵

硬，且导致不同程度的活动受限，甚至严重影响日常

生活。膝骨性关节炎临床治疗方法很多，口服止痛

剂不能很好的达到缓解疼痛的目的，而且有不良反

应和其他药物相互作用限制了其应用；关节腔内注

射糖皮质激素和透明质酸可以缓解疼痛，能在短期

内改善症状，但其疗效及持续时间尚不稳定；关节镜

图1 不同组在不同天的热痛阈值

图2 第5天非关节炎组、注射用水组和A型肉毒毒素组的脊神经后根上Nav1.8蛋白的表达 （免疫组化，×400）

非关节炎组

A CB

A型肉毒毒素组注射用水组

清创术后有出现关节腔内再次粘连及继发滑膜炎的

可能；关节置换有很高的手术风险[3]。因此急需治

疗慢性关节炎的安全、有效的方法。

BTX-A 的药理机制是与神经肌肉接头处突触

前膜的胆碱能神经末梢快速结合后，通过裂解相关

蛋白[5]，抑制乙酰胆碱的释放，阻断神经肌肉间的传

导，减少肌肉的痉挛和收缩，因此早期广泛用于治疗

肌肉过度活动性疾病，以及用于美容除皱等外科领

域[6]。近年，将BTX-A应用于偏头痛、带状疱疹后神

经痛[7]、糖尿病周围神经病变[8]、腰背痛等临床研究

中，均有明显的治疗效果。研究表明，BTX-A不仅

可以使肌肉松弛，还能缓解由肌痉挛引起的疼痛，而

且BTX-A的镇痛机制并不依赖对肌肉的松弛作用，

当肌张力恢复正常后，它的镇痛作用仍然很明显[9]，

可见BTX-A对由肌痉挛或非肌痉挛引起的疼痛均

有效果。表明肉毒毒素的镇痛作用尚存在其他的机

制。Weigand H[10—11]等在猫模型中用 125I标记的肉毒

毒素行肌肉注射，注射后48h镇痛效果出现，且同时

在猫背根神经节及脊髓中发现了标记的肉毒毒素。

说明肉毒毒素的作用与背根神经节和脊髓密切相

关，而背根神经节是疼痛信号传导的第一级神经元，

钠离子通道Nav l.8特异性表达在脊神经节，在炎症

性和神经病理性疼痛形成中起到有重要作用[12]。本

研究拟通过观察BTX-A是否能对骨性关节炎疼痛

模型动物产生镇痛作用，并进一步探究BTX-A对疼

痛行为学、热痛阈、背根脊神经神经元中Nav1.8蛋

白表达的影响，以便了解BTX-A在实验研究中治疗

疼痛的效果和作用机制。

在大鼠右膝关节腔内注射 4%木瓜蛋白酶溶液

后，其导致的炎症改变一般发生于5天左右，主要表

现为关节肿痛及活动受限，行走拖后腿等不协调步

态。模型成功后节腔内注射 BTX-A 及注射用水

（WFI），从自发疼痛步态分析可见，与WFI组相比，

BTX-A组的大鼠自发疼痛行为改善明显，随着注射

后时间延长(≤5天），自发疼痛步态改善越明显。从

热痛阈测定结果可分析到，模型组大鼠第 1天给予

BTX-A注射后 24h大鼠的热痛阈值即明显上升，且

随时间的延长其缓解疼痛效果逐渐明显，一直可持

续到注射后第 5 天且 BTX-A 组热痛阈明显高于

WFI 组。说明 BTX-A 的确对关节炎有镇痛作用。
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研究显示注射BTX-A1天后即可缓解疼痛，表明其

镇痛作用机制可能存在更多解释。研究显示当外周

收到伤害感受后，初级感觉传入神经元可产生异常

的自发电活动，这种异位冲动的产生可能在病理性

疼痛形成中起至关重要的作用[13—14]，而Matak等[15]研

究发现外周足部应用少量的BTX-A后，可经坐骨神

经传导至脊髓，因此推测BTX-A可能通过影响感觉

传入的异常兴奋而产生镇痛作用。DRG神经元是

感觉信号传导的第一级神经元，在痛觉感知和传导

过程中起着重要的作用。电压门控钠离子通道

Nav1.8 和 Nav1.9 特异性表达在脊神经节，其中

Nav1.8主要介导产生动作电位上升支的80%的内向

电流，激活其动作电位使痛觉上传[16]。在本实验中，

通过免疫组织化学法检测到BTX-A干预后脊神经

节Navl.8蛋白表达量下降。因此推测，BTX-A可能

通过影响 Nav1.8 蛋白的表达，减少神经递质的释

放，减少外周敏化，间接地减少中枢致敏从而起到镇

痛作用。本实验为BTX-A在关节炎的疼痛治疗提

供了实验依据。

4 结论

①在右膝骨性关节炎模型中，予关节腔注射

BTX-A，可改善其自发疼痛步态，在不同时间点（术

后1天、3天、5天)均有类似的镇痛效果，且随着注射

后时间延长(≤5天），自发疼痛步态改善愈明显。②
给予BTX-A注射后，模型组大鼠24h后热痛阈值即

明显上升，且随时间的延长其缓解疼痛效果逐渐明

显，说明BTX-A可缓解疼痛，提高热痛阈值。③在

大鼠骨性关节炎模型中，通过关节腔内注射 BTX-

A，可见脊神经节中钠离子通道Nav 1.8表达下降，

可能通过抑制DRG神经元中原本表达上调的Nav

1.8蛋白，减少中枢致敏，减轻关节疼痛，提高痛阈，

从而起到镇痛作用。
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