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摘  要 

目的：本研究旨在观察富血小板血浆(PRP)对单碘乙酸钠(MIA)诱导的膝骨关节炎(KOA)神经病理性疼痛

大鼠镇痛疗效，并对其镇痛机制进行初步探讨。方法：向大鼠左膝关节注射60 µL MIA (80 mg/mL)诱导

关节退变，造模前1天及造模后第1、3、7、14天对大鼠机械痛撤足阈值、热痛撤足阈值进行测定，在

造模后15、17、19天MIA + PRP组连续3天予以膝关节PRP注射治疗，MIA + NS组予以等量生理盐水注

射治疗，造模后21、28天对大鼠机械痛撤足阈值、热痛撤足阈值再次进行测定，使用免疫组化染色测定

背根神经节激活转录因子3 (ATF3)表达。结果：MIA造模后大鼠机械痛撤足阈值、热痛撤足阈值显著降

低，予以PRP注射治疗后，MIA + PRP组机械痛撤足阈值、热痛撤足阈值显著高于MIA + NS组。造模后

28天，MIA + PRP组背根神经节中ATF3蛋白表达较MIA + NS组显著降低。结论：PRP可以减轻膝骨性关

节炎大鼠神经病理性痛，这一作用可能是通过减轻神经损伤实现的。 
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Abstract 
Objective: To observe the analgesic effect of platelet-rich plasma (PRP) on neuropathic pain in rats 
with knee osteoarthritis (KOA) induced by monosodium iodoacetate (MIA), and to explore its anal-
gesic mechanism. Methods: 60 µl MIA (80 mg/mL) was injected into the left knee joint of rats to 
induce joint degeneration. Mechanical and thermal pain thresholds were measured at 1 day before 
modeling and 1, 3, 7, and 14 days after modeling. At 15, 17 and 19 days after modeling, the knee 
joints in MIA + PRP group were injected with PRP, and the knee joints in MIA + NS group were in-
jected with the same amount of normal saline. The paw withdrawal threshold (PWT) and paw with-
drawal latency (PWL) were measured again 21 and 28 days after modeling, and the expression of 
activating transcription factor 3 (ATF3) in dorsal root ganglion (DRG) was detected by immuno-
histochemical staining. Results: The mechanical pain threshold and thermal pain threshold of MIA 
rats were significantly decreased after modeling. After PRP injection, the PWT and PWL of MIA + 
PRP group were significantly higher than those of MIA + NS group. 28 days after modeling, the ex-
pression of ATF3 in the dorsal root ganglia of the MIA + PRP group was significantly lower than 
that of the MIA + NS group. Conclusion: PRP can alleviate NP in rats with knee OA possibly by re-
ducing nerve injury. 
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1. 引言 

膝关节骨性关节炎(KOA)是一种常见的慢性退行性疾病，可导致关节疼痛、活动受限。膝关节骨性

关节炎在所有类型关节炎中患病率最高，影响着全球约 15%的人口[1]，其发病随着年龄增加，膝关节疼

痛是患者就医的重要原因，因此疼痛管理在膝关节炎的治疗中是至关重要的[2] [3]。 
目前，能够阻碍膝关节炎损伤进展的治疗方法有限。保守治疗方法包括口服药物(非甾体类抗炎、麻

醉药等)、关节内注射、物理治疗等，但这些治疗方法只能暂时缓解症状，且长期应用存在药物不良反应

等问题[4]。对于较严重的 KOA，只能采取关节置换手术治疗，尽管关节置换手术临床疗效较好，但是关

节置换术后部分患者仍有膝关节疼痛[5]，并且术后需要复杂的维护，再加上有一定的使用年限，不适合

活动量较大的年轻患者。因此，在科学研究和临床实践中，寻找更有效和更安全的治疗 KOA 神经病理性

痛的方法都仍然是当务之急。 
近年膝关节疼痛特征及其病理生理机制已成为研究的热点领域并取得一定进展。Orita S 等人发现向

大鼠膝关节内注射 ≥ 2 mg 单碘乙酸钠(MIA)可逐渐引起局部炎症和神经损伤，最终诱发神经病理性疼痛

状态[6]；Morgan M 等人研究表明在 MIA 诱发的 OA 中，早期疼痛涉及支配关节囊神经的激活和敏化，

而在 MIA 诱发的膝关节炎晚期的疼痛涉及支配软骨下骨的神经损伤[7]；以上研究表明，膝关节内注射高

剂量 MIA (≥2 mg)可诱导神经病理性疼痛[8]。激活转录因子 3 (ATF3)是神经损伤后细胞损伤的选择性标

志物。其中神经损伤被认为是主要周围神经损伤后，三磷酸腺苷(ATP)在脊髓中的表达显著增加[9]，然

后通过 P2X4 和 P2X7 受体促进脊髓小胶质细胞活化[10]，小胶质细胞活化后可上调促炎细胞因子[11]，
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导致神经炎症进一步扩大和神经病理性痛加重。 
在过去的十年中，人们对使用自体生长因子，如关节内注射富血小板血浆(PRP)治疗膝关节骨性关节

炎越来越感兴趣[12]。PRP 是含有浓缩血小板、生长因子和细胞因子的自体血清，PRP 具有治疗效果较

好、来源自体、安全性较好的优点；因此，其在治疗 KOA 方面具有广阔的应用前景。此前大量研究证实

了 PRP 在 KOA 治疗中的有益作用，一项纳入 14 项随机对照实验的 meta 分析表明，与其他注射疗法(包
括生理盐水、透明质酸、臭氧和皮质类固醇)相比，关节内 PRP 注射治疗膝关节骨性关节炎在疼痛缓解和

功能改善方面可能更有效[13]。基础研究表明，关节内注射 PRP 可减轻疼痛相关行为，抑制滑膜炎症，

促进软骨修复[14]。Bohren Y 等人研究表明，当 PRP 应用于软组织和神经损伤部位时，可促进组织愈合

并消除糖尿病神经痛或腕管综合征的神经病理性痛，其机制可能与促进雪旺细胞迁移和轴突生长、促进

髓鞘形成，从而促进神经修复有关[15]。 
但目前为止，尚未见探讨 PRP 对伴神经病理性痛的膝关节炎疗效的相关研究。本研究通过建立伴有

神经病理性痛的膝骨性关节炎大鼠模型，研究 PRP 对膝关节所致神经病理性疼痛的镇痛效果观察，并对

其机制进行初步探讨。 

2. 方法 

2.1. 实验动物 

选取清洁健康雄性Sprague Dawley (SD)大鼠17只体质量(180 ± 20) g，由青岛大学实验动物中心提供。

大鼠分笼饲养，饲养环境温度保持在(23 ± 1)℃，白天(12 h)~黑夜(12 h)循环照明，大鼠自由摄食、饮水。

实验前对大鼠进行适应性饲养 7 天，本研究经青岛大学动物保护和使用委员会批准(批准号：No. 
20210924SD6420211112099)，所有手术均在异氟烷气体麻醉下进行，并尽一切努力最大限度地减少实验

动物的疼痛、痛苦和死亡。 

2.2. PRP 制备及保存 

术前经腹主动脉穿刺抽取 2 只雄性 SD 大鼠全血，注入含 3.8%枸橼酸钠的导管。在 25℃下以 800 rpm
离心 15 min，从抗凝血液中获得 PRP。采用全自动血细胞分析仪计数全血和 PRP 中的血小板；PRP 达到

的血小板浓度是基线水平的 3~4 倍。PRP 在−80℃冷冻 24 h 活化，37℃孵育 1 h。在孵育后，将活化的 PRPs
在 12,000 g 下离心 2 分钟以分离碎片。收集上清液−80℃保存直至使用。 

2.3. 膝骨性关节炎的诱导和治疗 

本实验随机选取 10 只雄性 SD 大鼠在左膝关节注射 60 µL 80 mg/mL 碘乙酸单钠(MIA, Sigma, I2512)
诱导大鼠关节退变，按随机数字表法随机分为 MIA + PRP 组和 MIA + NS 组(n = 5)，另选 5 只 SD 大鼠在

左膝关节注射等体积生理盐水作为 Sham 组，并分别于建模前 1 天及建模后第 1、3、7、14 天对大鼠进

行机械痛撤足阈值、热痛撤足阈值进行测定，评估 MIA 造模情况。在造模后第 15、17 和 19 天将 PRP (每
次 60 µL)注射至 MIA + PRP 组大鼠左膝关节，Sham 组和 MIA + NS 组注射等体积生理盐水，所有注射均

在异氟烷麻醉下进行。于 MIA 造模后 21、28 天行疼痛行为学测试，并于 MIA 注射后 28 天处死大鼠，

取左侧背根神经节。 

2.4. 行为学测试 

分别于造模前 1 天及造模后第 1、3、7、14、21、28 天从各组中随机抽取 5 只大鼠进行行为学测定，采

用 Von Frey 细丝实验检测大鼠机械痛撤足阈值，采用 Hargreaves 实验检测大鼠热痛撤足阈值，测试均采用
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盲法，即测试者对测试组具体干预措施不清楚。在进行任何疼痛行为学测定之前，大鼠需适应环境 15 分钟。 

2.4.1. 机械痛撤足阈值(PWT)的测定 
采用 Von Frey 纤维(North Coast, USA)按 up-down 法测定机械痛撤足阈值，以评估机械性痛觉过敏

(25)。在 Von Frey 纤维丝行为学测试前，将大鼠置于特制的有机玻璃网格平台上，使其适应测试环境 20 
min。将一系列 Von Frey 纤维丝(0.16、0.4、0.6、1.4、2.0、4.0、6.0、8.0、15.0、26 g)，均以 2.0 g 纤维

丝为起点，将其垂直刺激大鼠造模侧的足底皮肤，持续刺激 5 秒左右，记录下大鼠的缩足反应(“O”为

阳性：出现缩足、舔足反应，“X”为阴性：无反应)，有缩足反应则换用相邻的小一级纤维丝重复上述

测试，无反应则更换相邻大一级的纤维丝重复上述测试，直至出现一次“OX”或“XO”。按上述原则

再测 4 次，每次测试间隔 5 分钟，最终得到一串以“X”和“O”组成的序列，按以下公式代入相应数据

最终得到大鼠的机械痛 PWT： 

( )&10
50% g threshold

10,000
fX K + =  

2.4.2. 热痛撤足阈值(PWL)的测定 
采用热平台评估大鼠的热痛撤足阈值，测试前为了避免大鼠的探索行为影响最终的测定结果，遂将

其置于热板仪器上适应环境，等待大鼠适应环境后再测试，热板测试温度为 55℃，对大鼠出现舔足及跳

跃的时间进行记录，共记录 3 次，每次测试时间之间停歇 5 min，将 3 次测试的结果取平均值，计算大鼠

的热痛撤足阈值。 

2.5. 免疫组织化学染色 

大鼠(n = 5/组)深度麻醉后，依次灌注生理盐水和 4%多聚甲醛，取 L3-L5 节段背根神经节立即置于

4%多聚甲醛中浸泡固定 24 小时，将浸泡后的组织逐级乙醇梯度脱水，随后依次放入二甲苯中洗去酒精，

再放在石蜡和二甲苯混合液中浸泡 1 h，石蜡融化液浸泡 2 h 进行包埋，将脊髓的石蜡包埋切片切成 5 μm
厚度。用 0.3% Triton X-100 和 3%过氧化氢磷酸盐缓冲液(PBS)处理 1 h，在 5%正常山羊血清中处理 2 h，
然后在室温下用一抗——兔抗活化转录因子 3 (ATF3)抗体(1:100，Immunoway，中国)染色过夜。第二天

取出，切片用 PBS 冲洗后，再将二抗(HRP 标记山羊抗兔 IgG，1:1000，Bioss，中国)滴加在组织切片上

37℃烘箱孵育 1 h。孵育结束后同样用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。最后使用尼康正向荧光显微镜拍摄图像。 

2.6. 统计 

采用 GraphPad Prism 8.0 软件(GraphPad software, CA, USA)进行数据分析。采用两因素重复测量方差

分析(RMANOVA)评价疼痛阈值，免疫组织化学染色采用单因素方差分析组间差异。以 P < 0.05 为差异有

统计学意义。 

3. 结果 

3.1. PRP 对 MIA 大鼠机械痛撤足阈值及热痛撤足阈值的影响 

造模前各组大鼠机械痛 PWT 和热痛 PWL 组间差异无统计学意义(P > 0.05)；与 Sham 组相比，MIA + 
NS 组、MIA + PRP 组造模后 1 天 PWT 和 PWL 明显降低，持续至造模后 14 天(****P < 0.0001)，表明疼痛

模型制备成功；在造模后 15，17，19 天予以 PRP 注射治疗后，造模后 21 天(即治疗后 2 天)与 MIA + NS
组相比 MIA + PRP 组 PWT 和 PWL 提高，至造模后 28 天 MIA + PRP 组 PWT 和 PWL 仍高于 MIA + NS
组(图 1、图 2)。上述结果表明 PRP 能提高大鼠的机械痛撤足阈值、热痛撤足阈值。 
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注：****P < 0.0001 代表 MIA + NS 组、MIA + PRP 组与 Sham 组相比，####P 
< 0.0001 代表 MIA + NS 组与 MIA + PRP 组相比。 

Figure 1. Mechanical allodynia presented by PWT 
图 1. 机械痛撤足阈值 

 

 
注：****P < 0.0001 代表 MIA + NS 组、MIA + PRP 组与 Sham 组相比，##P 
< 0.01，###P < 0.001，代表 MIA + NS 组与 MIA + PRP 组相比。 

Figure 2. Thermal allodynia presented by PWL 
图 2. 热痛撤足阈值 

3.2. PRP 膝关节注射治疗降低 ATF3 表达 

与 Sham 组相比，MIA + NS 组的大鼠背根神经节中 ATF3 表达量在第 28 天显著上调(P < 0.0001)，
此外，与 MIA + NS 组相比，MIA + PRP 组背根神经节 ATF3 表达量显著降低(P < 0.05)。详见图 3。 

4. 讨论 

疼痛是膝关节骨性关节炎的主要症状，也是患者寻求诊疗的主要原因。膝关节炎的疼痛通常在使用

关节时加重，休息时缓解，在疾病的早期阶段，包括疼痛在内的症状通常是间歇性的，随着疾病的进展

变得更加频繁和严重。Hochman 等人调查研究发现，34%的 KOA 患者有神经病理性痛表现，然而迄今为

止，对于膝关节炎所致神经病理性痛仍缺乏有效的治疗方法[16]。本研究通过建立大鼠膝关节炎模型，对

大鼠患侧膝关节机械痛撤足阈值、热痛撤足阈值以及患侧背根神经节 ATF3 测定，来观察 PRP 对膝关节

炎所致神经病理疼痛的镇痛作用并对其机制进行初步探讨。 
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Figure 3. The expression level of ATF3 in dorsal root ganglion of rats in each group after treatment 
图 3. 治疗后各组大鼠背根神经节内 ATF3 蛋白表达 

 
目前有许多的动物模型被开发应用于骨关节炎的基础研究中，本研究采用建模方法是在啮齿类动物

的膝关节内注射 MIA，MIA 是一种甘油醛-3-磷酸酶抑制剂，能不可逆的抑制软骨细胞的糖酵解，最终导

致细胞死亡，引起软骨变性和随后的软骨下骨改变，已被证明可以诱发类似于 OA 的病理改变[8]和显著

的疼痛相关行为[7]。既往研究报道，向膝关节内注射高剂量 MIA (≥2.0 mg/关节)会引起不可逆的结构改

变、神经损伤和持续性疼痛，而低剂量 MIA (<1.0 mg/关节)则不会引起这些改变[17]，Orita，S.等人将

MIA 及 FG 逆行神经示踪剂注入大鼠右侧膝关节，左膝注入生理盐水及 FG 作为对照，发现右侧膝关节

出现痛觉过敏的行为学表现，DRG 中 FG 标记的 ATF3-ir 显著升高，且呈时间依赖性[6]。在我们的研究

中，通过在膝关节内注射 4.8 mg MIA 至 2 周建立稳定的 NP 模型，使用 von Frey 纤维丝试验和 Hargreaves
试验[18]测定了关节炎疼痛的症状，包括痛觉过敏、痛觉超敏和自发痛。我们的行为学测试结果显示，与

Sham 组相比较，关节腔内注射高剂量 MIA 后可引起大鼠持续性机械痛觉过敏和热痛觉过敏，表明膝关

节炎所致神经病理性疼痛模型造模成功，这与既往研究的结果一致[9]。经治疗后，在 MIA 造模后 21 天，

MIA + PRP 治疗组的机械痛阈和热痛阈显著高于 MIA + NS 组，并且这种作用持续到造模后 28 天，提示

PRP 注射对膝骨性关节炎所致神经病理性痛有治疗作用。 
膝关节由滑膜、外半月板、软骨下骨和副韧带中的感觉神经高度支配[19]。这些关节传入神经包括传

递伤害性信息的小直径有髓神经 Αδ 和无髓神经 C 纤维，以及负责编码非伤害性感觉信息的大直径 Αβ
纤维。随着膝骨性关节炎疾病进展、病期延长，关节损伤导致软骨下骨逐渐暴露，而软骨下骨内含有丰

富的感觉神经末梢，逐渐暴露的神经元末梢可能会因此受损，此外，长时间的炎症也可引起神经元损伤

和凋亡[9]。已有研究表明，在组织和神经损伤持续存在的情况下，外周感觉传入神经长时间兴奋会导致
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脊髓突触后神经元的过度兴奋，进而引起中枢敏化和慢性神经病理性疼痛状态[20]。 
ATF3 是一种转录因子，外周神经损伤后在背根神经节中表达升高，且在炎症过程中不表达，被认为

是神经元损伤的标志[21]。既往研究表明，在 MIA 诱导的大鼠 OA 模型中，DRG 神经元的 ATF3 表达增

加和免疫反应性增强。Joana 等人使用 2 mg MIA 进行膝关节炎造模后，免疫荧光检测发现神经元损伤标

志物 ATF-3 和 NPY 的表达以及 GAP-43 表达的上调，提示该 OA 模型中可能发生轴突损伤[17]。为了评

估背根神经节中 ATF3 蛋白表达，我们应用免疫组化染色进行观察，我们的实验观察到在造模后 28 天，

MIA + PRP 组背根神经节 ATF3 蛋白表达量较 MIA + NS 组降低(P < 0.05)。提示 PRP 应用于伴神经病理

性疼痛 KOA 的大鼠时，可减轻大鼠神经损伤，这可能是其缓解 KOA 所致神经病理性疼痛的机制。 
本实验的有限性在于使用了 MIA 来诱发关节炎疼痛，虽然注射 MIA 的关节表现出稳定的、可复制

的伤害性行为和病理改变，但 MIA 膝关节炎模型并不能完全重现 KOA 的所有临床特征，因而需要进一

步的临床试验来具体观察 PRP 对 KOA 所致神经病理性痛的镇痛作用，不过尽管如此，这项研究还是加

深了我们对膝关节炎病理机制的认识，丰富了 PRP 应用于临床的理论依据。 

5. 总结 

综上所述，在本研究中，我们发现关节内注射 PRP 可以降低大鼠膝关节炎所致神经病理性痛，此外，

注射 PRP 的大鼠 DRG 中 ATF3 蛋白表达显著减少，提示 PRP 可能通过减轻感觉系统神经损伤来减轻神

经病理性疼痛。 
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