
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2019, 39(4)    http://lcbl.amegroups.com

721

收稿日期 (Date of reception)：2018–11–12

通信作者 (Corresponding author)：冯丹，Email: fengdanvipvd@163.com

基金项目 (Foundation item)：武汉市卫生和计划生育委员会科研项目 (WX17D04)。This work was supported by the Health and Family Planning 

Commission of Wuhan Municipality, China (WX17D04).

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2019.04.005
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2019.04.005

MiR-124 靶向调控CX3CR1 影响骨癌痛小鼠痛觉

胡焓，冯丹，李少军

(武汉市第一医院疼痛科，武汉 430022)

[摘　要]	 目的：探讨 m i c r o R N A - 1 2 4 (m i R - 1 2 4 ) 与趋化因子受体 C X 3 C R 1 的调控机制及其对骨癌痛 ( b o n e 

c a n c e r  p a i n ， B C P) 小鼠痛觉行为的影响。方法：将 L i e s 肺癌细胞注入小鼠左侧胫骨的骨髓腔

内 ， 构 建 B C P 模 型 ； 将 健 康 雄 性 小 鼠 6 4 只 随 机 分 为 8 组 ( n = 8 ) ： B C P 组 、 S h a n 组 、 S h a m + Ve h

组、B CP+Veh组、B CP+miR-NC组、B CP+miR-124 mimic s组、B CP+CX3CR1in组、B CP+miR-

124+CX3CR1组；分别检测各组小鼠的热缩足潜伏期(thermal  w ithdrawal  latenc y，T WL)和机械

性缩足反射阈值(mechanical  w ithdrawal threshold，MW T)；RT-qPCR和Western印迹法分别检测

BCP小鼠中miR-124和CX3CR1的表达；双荧光素报告基因实验和Western印迹法验证miR-124和

CX 3 CR 1之间的靶向调控关系。结果：Mi R-124在B CP小鼠中表达下调；过表达mi R-124能提高

其T WL和MW T值；CX3CR1是miR-124的靶基因；敲低CX3CR1可显著提高T WL和MW T值；过

表达C X3CR 1能够显著逆转miR -124上调对B CP小鼠痛觉行为的影响。结论：Mi R-124通过抑制

CX3CR1参与调控BCP小鼠的痛觉。

[关键词]	 骨癌痛；miR-124；CX3CR1；MW T；TWL

MiR-124 participates in pain in mice with bone cancer pain 
by targeting CX3CR1

HU Han, FENG Dan, LI Shaojun

(Department of Pain, First Hospital of Wuhan, Wuhan 430022, China)

Abstract Objective: To investigate the regulatory mechanism of microRNA-124 (miR-124) and CX3C chemokine receptor 

1 (CX3CR1) and their effects on pain behaviors in mice with bone cancer pain (BCP). Methods: The Lies lung 

cancer cells were injected into the bone marrow cavity of the left tibia of the mouse to establish a BCP model. 

Sixty-four healthy male mice were divided into eight groups (n=8): BCP group, Sham group, Sham+Veh group, 

BCP+Veh group, BCP+miR-NC group, BCP+miR-124 group, BCP+CX3CR1in group, BCP+miR-124+CX3CR1 

group. RT-qPCR and Western blot were performed to measure the levels of miR-124 and CX3CR1 in BCP mice. 

Thermal withdrawal latency (TWL) and mechanical withdrawal threshold (MWT) assays were conducted to 

determine heat pain threshold and mechanical withdrawal threshold, respectively. The relationship between miR-
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肿 瘤 引 起 的 疼 痛 严 重 破 坏 了 患 者 的 生 存 质

量，骨癌痛(bone cancer pain，BCP)是常见也是最

严重的一种癌症痛，如原发性骨肿瘤、肺癌、乳

腺癌、前列腺癌等继发的骨转移都会引起患者剧

痛。BCP的机制复杂 [1]。因此，深入研究BCP发生

机制及探讨更有效的缓解BCP的方法和途径，对癌

症患者的日常生活和提高其生存质量具有重要意

义。研究[2-4]表明：miRNAs在疼痛的发生和维持中

起重要的调控作用，miRNA s不仅广泛表达于背根

神经节(dorsal  root ganglion，DRG)，同时表达于

与疼痛转导通路相关的脊髓及脊髓以上的中枢，

与疼痛的发生或调节密切相关。有报道 [ 5 ]称：在

BCP发展过程中，miR-212在脊髓中表达量升高，

连续鞘内注射LNA-anti-miR-212可以缓解骨癌小鼠

疼痛行为。已经有研究 [4]表明脊髓水平的miR-124
能够调节BCP，在骨癌小鼠中鞘内注射miR-124模

拟物，可在早期减轻癌症疼痛。CX3CR1是一种趋

化因子受体，在神经损伤或周围炎症与疼痛相关

的小胶质细胞上表达增加，可能参与大鼠B CP的

发生与维持 [6-7]，阻断C X 3 CR 1的表达，可减轻疼

痛[8-9]，但CX3CR1在小鼠BCP模型中的研究较少，

CX3CR1参与小鼠BCP的分子机制仍有待研究。本

项工作拟通过研究miR-124与CX3CR1之间的靶向

调控关系，探讨二者在小鼠BCP中的作用。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  主要试剂和仪器

R P M I 1 6 4 0培养液、D M E M培养液、 α - M E M
培 养 液 胎 牛 血 清 、 T R I z o l 试 剂 、 胰 蛋 白 酶 、

L i p o f ec tam i n eTM2 0 0 0均购于美国赛默飞公司；组

织 / 细胞 m i R N A 提取试剂盒购于哈尔滨新海基因

检测有限公司； m i R - 1 2 4 反转录试剂盒及荧光定

量试剂盒均购于大连宝生物公司；miR-NC，miR-
124 mimics，CX3CR1抑制物和CX3CR1过表达载体

分别于上海拓然生物科技有限公司合成和构建；

Western印记实验相关试剂、试剂耗材购于广州豪

凯生物科技有限公司；G APDH抗体、CX3CR1抗

体、辣根过氧化酶(HRP)标记的二抗均购于上海碧

云天生物技术公司；荧光素酶报告基因检测试剂

盒购于美国Promega公司；VonFrey针刺痛觉测试套

件购于美国Danmic公司，足底痛觉测量仪购于上

海玉研科学仪器有限公司。

1.1.2  动物

6 4 只健康 S P F 级昆明种小鼠由凯学生物科技

(上海)有限公司提供，体重18~22 g，6~8周龄，雄

性。小鼠自由饮水，进食；室温控制在(25±2) ℃，

昼夜节律交替，所有动物至少适应相应的饲养环

境 1 周。本实验按照国际疼痛学会 ( In t e r n a t i o n a l 
Association for the Study Pain，IASP)关于应用清醒

动物进行疼痛实验研究纲要的要求来实施和完成，

并获武汉大学实验动物伦理委员会批准。

1.2  方法

1.2.1  细胞制备

L e w i s 肺 癌 细 胞 、 H E K - 2 9 3 细 胞 均 购 自 中

科 院 上 海 细 胞 库 ， 分 别 培 养 于 1 0 % 胎 牛 血 清 的

RPMI1640培养基和DMEM培养基中，培养条件：

含有5%CO2的37 ℃恒温培养箱。

1.2.2  BCP 小鼠模型建立和蛛网膜下腔置管

参考相关文献[10]建立小鼠骨癌模型。将小鼠

麻醉后仰卧定位，左侧后肢剃毛，切开其关节，

1 mL注射器针头按股骨长轴方向钻孔入股骨骨髓

腔 ， 然 后 用 微 量 进 样 器 往 骨 髓 腔 内 接 2 0  μ L 含 有

2 × 1 0 5个L ew i s肺癌细胞的α -M E M，制作B CP组模

型，Sham组接种不含Lewis肺癌细胞的α-MEM，留

针片刻后退出针头，骨蜡封针孔，生理盐水清晰

伤口，缝合，青霉素软膏覆盖伤口，待小鼠苏醒

后放回鼠笼。参考相关文献[11]，于模型建立完成

后即刻进行小鼠蛛网膜下腔置管，剔除运动功能

出现障碍的小鼠，以小鼠后肢出现麻痹现象说明

置管成功，实验时每次给药后用生理盐水清理。

建模成功率为25%。

1.2.3  动物分组及给药

将 小 鼠 分 为 8 组 ， 每 组 8 只 ： B C P 组 、

124 and CX3CR1 was confirmed by luciferase reporter and western blot assays. Results: The level of miR-124 

was downregulated in BCP mice. Moreover, overexpression of miR-124 increased the values of TWL and MWT. 

CX3CR1 is a direct target gene of miR-124. CX3CR1 knockdown significantly elevated values of TWL and MWT. 

Interestingly, upregulation of CX3CR1 undermined the effects of miR-124 overexpression on pain in BCP mice. 

Conclusion: MiR-124 was involved in pain of BCP mice via inhibiting CX3CR1. 

Keywords bone cancer pain; miR-124; CX3CR1; mechanical withdrawal threshold; thermal withdrawal latency
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Sh a n组、Sh a m小鼠+ P B S (Sh a m + Ve h组)、B CP小 
鼠 + P B S ( B C P + V e h 组 ) 、 B C P 小 鼠 + m i R -
N C ( B C P + m i R - N C 组 ) 、 B C P 小 鼠 + m i R - 1 2 4 
mimics(BCP+miR-124 mimics组)、BCP小鼠+CX3CR1
抑 制 物 ( B C P + C X 3 C R 1 i n 组 ) 、 B C P 小 鼠 + m i R -
1 2 4  m i m i c s + C X 3 C R 1 过 表 达 载 体 ( B C P + m i R -
124+CX3CR1组)。按照分组要求进行鞘内给药处

理，miR-NC，miR-124 mimics，CX3CR1抑制剂和

pcDNA3.0CX3CR1剂量均为5 μg，Veh组则注入5 μL 
PBS，小鼠出现甩尾动作表明注射成功。

1.2.4  行为学测定

用VonFrey细丝测定小鼠的机械性缩足反射阈

值(mechanical withdrawal threshold，MW T)，用热

辐射法测定小鼠热缩足潜伏期(thermal w ithdrawal 
latency，T WL)。手术前测定BCP组和Sham组的基

础阈值，并在手术后1，3，5，7，10，14 d分别测

定MW T和TWL。

将 1 个 有 机 玻 璃 箱 放 在 金 属 筛 网 上 ， 保 持 实

验环境安静，待小鼠在玻璃箱内适应2 0  m i n后，

用VonFrey纤维丝垂直刺激小鼠足底，持续时间不

超过4 s，当出现明显的抬足或舔足行为则市委阳

性反应，否则视为阴性反应。测定从2 g开始，当

该力度的刺激不能引起阳性反应，则给予相邻大

一级力度的刺激；出现阳性反应则给予相邻小一

级力度的刺激，连续进行，直至出现第1次阳性和

阴 性 反 应 的 跨 越 ， 再 连 续 测 定 4 次 。 最 大 力 度 不

超过15 g，>15 g记为15 g。每次刺激间隔为15 s。

用热辐射刺激仪照射小鼠足底，照射开始至小鼠

出现抬腿回避时记为T WL。热刺激强度在整个实

验过程中维持一致，设置自动切断时间为 3 0  s，

以免造成热辐射损伤。为避免前一次刺激对下一

次刺激造成的影响，同一部位刺激的间隔时间为 
5 min，连续测定5次，计算平均值为小鼠TWL。计

算MW T和TWL值[12-13]。

1.2.5  细胞转染

待 H E K - 2 9 3 细胞长至 8 0 % 融合度，以适当密

度接种至6孔细胞板中，按照LipofectamineTM2000
转染试剂说明书，将miR-NC，miR-124 mimics，

p c D N A 3 . 0  v e c t o r ， C X 3 C R 1 过表达载体 p c D N A 
CX3CR1转染至细胞，并设置空白细胞作为对照。

48 h后，参照Western印迹法分别检测CX3CR1蛋白

表达水平。

1.2.6  双荧光素酶报告基因检测 miR-124 与 CX3CR1
基因的靶向关系

通过Targetscan在线分析预测库预测miR-124与

CX3CR1 3'-UTR的结合位点。将长至80%融合度的

HEK-293细胞，胰蛋白酶消化后以适当密度接种至

6孔细胞培养板中，参照LipofectamineTM2000转染试

剂说明书将构建好的野生型CX3CR1-3'-UTR-W T和

突变型CX3CR1-3'-UTR-MUT的荧光素酶报告质粒

及miR-NC，miR-124 mimics共转染至细胞，按照双

试剂盒操作步骤检测各组细胞荧光素酶活性。

1.2.7  RT-qPCR 检测脊髓水平 miR-124 表达

分别将 S h a m 组和 B C P 组小鼠取 3 只处死，取

L 3~L 5节段脊髓组织、液氮冻存。将脊髓组织在液

氮中研磨，采用TRIzol试剂提取组织总RNA，采取

组织/细胞miRNA提取试剂盒分离出miR-124，参照

对应的反转录试剂盒说明书步骤合成cDNA，以U6
为参照，计算miR-124的相对表达量。MiR-124引物

为miR-124-F，5'-GGGCGTGTTCACAGCGGAC-3'，
miR-124-R，5' - C AGTG CGTGTCGTG G AGT-3'；
U6-F，5'- ATTGGAACGATACAGAGAAGATT-3'，
U6-R，5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3'。
1.2.8  Western 印迹法检测 CX3CR1 表达

用 碧 云 天 快 速 蛋 白 提 取 试 剂 盒 提 取 1 . 2 . 5 中

转染H EK-293细胞和1.2 .7中脊髓组织的总蛋白，

并参照B C A蛋白检测试剂盒检测总蛋白的浓度。

经沸水浴变性后，取 2 0  μ g 变性蛋白上样至 S D S -
PA G E 凝胶孔中进行电泳。经 8 0  V 电压电泳 0 . 5  h
后，换成1 2 0  V电压电泳1  h。采用湿转法将蛋白

凝胶转至P V D F膜后，置于含有5 %去脂奶粉的封

闭液中 4  ℃下孵育过夜。以 P B ST 洗膜 3 次后，再

在 4  ℃下将 P V D F 膜转入 1 : 2  0 0 0 稀释的一抗中反

应过夜，经 P B ST 洗膜 3 次后，加入 1 : 1 0  0 0 0 稀释

的二抗于 3 7  ℃下孵育 1  h 。化学发光显影，以凝

胶成像系统采集图像， Im age J分析目的条带的灰

度 值 ， 以 G A P D H 为 内 参 ， 计 算 目 的 蛋 白 的 相 对

表达情况。

1.3  统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行数据分析。数据以均

数±标准差(x±s)表示，两组间的比较采用独立样本
t检验，多组间比较采用单因素方差分析。P<0.05
表示差异有统计学意义。

2  结果

2.1  BCP 小鼠模型的建立

与Sham组比较，BCP组的T WL和MW T从第1
天开始降低，且在第1 4天降低最为显著，差异具

有统计学意义(P<0.001，图1)，表明成功构建小鼠

BCP模型。
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2.2  正常小鼠和 BCP 小鼠中 miR-124 的表达水平

RT- qPCR检测Sham组和BCP组小鼠脊髓水平

miR-124的表达，检测结果显示：第3天，与Sham
组相比， m i R - 1 2 4 在 B C P 组小鼠的表达开始下降

(P<0.001)，第5~14天miR-124表达显著下降，且差

异具有统计学意义(P=0.001；图2)。

2.3  miR-124 对 BCP 小鼠痛觉的影响

与BCP+miR-NC组比较，BCP+miR-124 mimics
组小鼠的 T W L 和 M W T 值均在第 1 4 天显著升高，

且 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P = 0 . 0 0 2 ) ， 但 仍 比 与

Sham+Veh组低(P=0.001；图3)。

2.4  CX3CR1 是 miR-124 的靶基因

Targetscan在线预测分析库预测发现miR-124与

CX3CR1 3'-U TR存在结合位点(图4A)；双荧光素

酶报告基因实验结果显示：miR-124能够明显降低

CX3CR1-3'-U TR-W T的荧光素酶活性(P<0.001)，

而不影响C X 3 CR 1 - 3 ' -U T R - M U T的荧光素酶活性 
(图4B)，表明CX3CR1是miR-214的靶基因。在第 
14天检测BCP小鼠CX3CR1的表达，Western印迹法

检测结果发现：与miR-NC组相比，miR-124 mimics
组小鼠的CX3CR1的表达显著下调，且差异具有统

计学意义(P=0.001；图4C，4D)，表明过表达miR-
124可负调控BCP小鼠中CX3CR1蛋白表达。

2.5  CX3CR1 对 BCP 小鼠痛觉的影响

与 B C P + Ve h 组 小 鼠 比 较 ， 注 射 了 C X 3 C R 1 
i n h i b i t o r 的 B C P + C X 3 C R 1 i n 组 小 鼠 的 T W L 值 和

MW T升高(P<0.001；图5)，表明敲低CX3CR1可降

低骨痛癌小鼠的疼痛。

2.6  MiR-124 靶向调控 CX3CR1 影响小鼠痛觉

与BCP+miR-NC组小鼠比较，注射了miR-124 
mimics的BCP+miR-124组小鼠的热痛阈值和机械缩

退阈值都显著升高(P<0.001)，而与BCP+miR-124
组小鼠相比，同时注射miR-124 mimics和CX3CR1
过表达载体的 B C P + m i R - 1 2 4 + C X 3 C R 1 组小鼠的

热痛阈值和机械缩退阈值都显著降低( P = 0 . 0 0 1； 
图6)，表明CX3CR1可部分逆转miR-124对BCP小鼠

痛行为的调控。

图1 小鼠BCP模型的建立(n=8)

Figure 1 Establishment BCP mice model(n=8)

(A)TWL法检测Sham组和BCP组小鼠热痛阈值；(B)MW T法检测Sham组和BCP组小鼠机械缩退阈值。与Sham组比较，

**P<0.01。

(A) TWL method was used to detect the thermal pain threshold in the Sham group and BCP group; (B) MWT method was performed to 

measure the mechanical shrinkage threshold in the Sham group and BCP group. Compared with the Sham group, **P<0.01.

图2 MiR-124 在BCP小鼠中的表达(n=8)

Figure 2 Expression of miR-124 in BCP mice(n=8)

与Sham组比较，*P<0.05。

Compared with sham group, *P<0.05. 
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图3 MiR-124对BCP小鼠痛觉的影响(n=8)

Figure 3 Effect of miR-124 on pain in BCP mice (n=8)

(A)TWL检测小鼠的热痛阈值；(B)MWT检测小鼠的机械缩退阈值。与Sham+Veh组比较，*P<0.05。

(A) TWL was conducted to detect the thermal pain threshold in mice; (B) MWT was employed to evaluate the mechanical shrinkage 

threshold in mice. Compared with the Sham + Veh group, *P<0.05.

图4 CX3CR1是miR-124的靶基因

Figure 4 CX3CR1 is the target gene of miR-124 

(A)MiR-124 与CX3CR1的结合位点的预测；(B)miR-NC或miR-124 mimics与报告质粒共转染后HEK293细胞的双荧光素酶活性

检测结果；(C，D)Western 印迹法检测CX3CR1蛋白表达。与Sham组比较，*P<0.05；与BCP+miR-NC组比较，**P<0.01。

(A) Binding sites between miR-124 and CX3CR1; (B) miR-NC or miR-124 mimics and CX3CR1-3'UTR-WT or CX3CR1-3'UTR-MUT 

were co-transfected into HEK293 cells; (C, D) Western blot were introduced to detect the protein level of CX3CR1. Compared with the 

Sham group, *P<0.05; compared with the BCP+miR-NC group, **P<0.01. 
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图5 CX3CR1对骨癌痛小鼠痛觉的影响(n=8)

Figure 5 Effect of CX3CR1 on pain in BCP mice(n=8) 

(A)TWL检测小鼠的热痛阈值；(B)MWT检测小鼠的机械缩退阈值。与Sham+Veh组比较，*P<0.05。

(A) TWL was detected in BCP mice; (B) MWT was measured in BCP mice. Compared with the Sham + Veh group, *P<0.05.
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3  讨论

B C P 机制十分复杂，深入探讨 B C P 的发生机

制 ， 对 于 提 高 患 者 生 活 质 量 和 功 能 状 态 意 义 重

大。研究 [ 1 4 - 1 5 ]表明：B CP存在痛觉敏化现象，即

BCP模型中癌细胞和基质细胞导致的持续痛和爆发

痛都含有伤害感受性疼痛和神经病理性的成分，

可使骨质和神经纤维发生变化。MiRNAs可通过与

靶基因m R N A的碱基互补配对进而调控靶基因表

达。MiRNA在神经系统内表达丰富，影响神经系

统细胞分化和细胞周期，参与慢性疼痛病理生理

相关基因的调节机制。有研究 [ 1 6 ]发现小鼠B CP过

程中m i R - 9 3表达降低，进而激活RO CK 2 / L I M K /
Co f i l i n通路，鞘内注射R O CK抑制剂可抑制该通

路的活化，缓解小鼠B CP症状。Gan d la等 [ 1 7 ]报道

在骨转移性疼痛小鼠模型DRG神经元内miRNA调

节的全基因组筛选中，发现m i R - 3 4 c- 5 p具有促痛

性。MiR NA-124作为哺乳动物神经系统特异性的

miR NA，在神经系统的发育、肿瘤、损伤等过程

发挥重要作用[18]，但在小鼠BCP中的作用仍不够明

确。本研究揭示miR-214在小鼠BCP中发挥的功能

及其可能的分子机制。 
本研究成功构建了小鼠BCP模型，结果表明：

miR-124在BCP小鼠中表达显著下调，提示miR-124
可能影响B CP小鼠的痛行为。在后续实验中，将

miR-124 mimics注射至BCP小鼠中上调miR-124表

达，T WL和MW T检测结果显示上调miR-124表达

可提高BCP小鼠的热痛阈值和机械缩退阈值，表明

miR-124在BCP小鼠中可能发挥抑痛作用。

为 进 一 步 探 讨 m i R - 1 2 4 在 B C P 小 鼠 中 发 挥 抑

痛作用的分子机制。本研究通过 Ta r g e t s c a n 在线

预测分析库发现miR-124与CX3CR1之间存在结合

位 点 ， 提 示 C X 3 C R 1 可 能 是 m i R - 1 2 4 的 靶 基 因 。

CX3CR1主要表达于脊髓小胶质细胞的细胞膜[19]。 

H u 等 [ 8 ] 采 用 S D 大 鼠 ， 接 种 乳 腺 癌 细 胞 W a l k e r 
2 5 6 ， 发 现 脊 髓 中 C X 3 C R 1 的 表 达 水 平 升 高 ， 鞘

内注射 C X 3 C R 1 中和抗体不仅延缓 B C P 大鼠机械

性痛觉异常的发生，而且减弱B CP大鼠的痛敏反

应 ， C X 3 C R 1 通 过 激 活 p 3 8 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

(mitogen-activated protein kinase，MAPK)信号通

路参与BCP。Cheng等 [9]研究表明鞘内注射Walker 
256细胞建立的BCP模型中，脊髓CX3CR1表达上

调，胶质细胞活性增加，而白藜芦醇通过抑制脊

髓胶质细胞活化和降低 C X 3 C R 1 表达减轻 B C P 。

这些研究表明 C X 3 C R 1 在大鼠 B C P 中发挥重要作

用，而关于 C X 3 C R 1 在小鼠 B C P 中作用机制的研

究较少。本研究通过双荧光素报告基因实验证实

C X 3 CR 1是m i R - 1 2 4的靶基因，且过表达m i R - 1 2 4
可抑制CX3CR1表达，表明miR-124可靶向并负调

控 C X 3 C R 1 表达。这些数据提示 C X 3 C R 1 可能参

与B CP小鼠的痛觉行为。在后续研究中发现敲低

C X 3 C R 1 可显著提高 B C P 小鼠的热痛阈值和机械

缩退阈值，提示 C X 3 C R 1 在 B C P 小鼠中发挥促痛

作用。接着，在BCP大鼠中同时过表达miR-124和

CX3CR1。结果表明：CX3CR1可逆转miR-124上调

对BCP小鼠痛觉的影响，这些表明miR-124可通过

靶向调节CX3CR1参与BCP小鼠的痛觉调节。

综上所述，miR-124负调控CX3CR1表达参与

BCP的发生、发展和调制过程。MiR-124有望成为

B CP诊断和治疗的新靶点。本研究为进一步明确

BCP中的miRNA的功能提供了参考资料。
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