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摘 要 目的：探讨乙酰肝素酶 (heparanase, HPSE) 抑制剂 OGT2115 对骨癌痛 (bone cancer pain, BCP) 
模型小鼠疼痛行为及肿瘤行为的影响。方法：建立 Lewis 肺癌细胞 (Lewis lung carcinoma, LLC) 股骨

接种的 BCP 小鼠模型。将小鼠采用随机数字表法分为假手术组 (Sham)、假手术 + OGT2115 治疗组

(Sham + OGT2115)、模型组 (BCP)、模型 + OGT2115 治疗组 (BCP + OGT2115)。动态监测各组小鼠患

侧后足的机械刺激缩足反射阈值与热缩足潜伏期；采用 Western blot 和免疫荧光检测 HPSE 在肿瘤组织

及背根神经节 (dorsal root ganglion, DRG) 中的表达变化；通过 qPCR 检测肿瘤组织中炎症因子的 mRNA
水平，包括白细胞介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)、白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)、肿瘤坏死因子-α 
(tumor necrosis factor-α, TNF-α)；通过 X 线影像及患/健侧腿围比评估肿瘤所致骨破坏及软组织肿胀。细

胞实验部分分为 LLC 组、LLC + Veh 组和 LLC + OGT2115 组，通过体外 Transwell 实验和 EdU 增殖实

验检测 OGT2115 对 LLC 细胞迁移与增殖能力的影响。结果：与 Sham 组相比，BCP 组小鼠出现进行

性机械痛觉过敏与热痛觉过敏，且肿瘤组织和 DRG 中 HPSE 表达随时间显著上调。OGT2115 干预可

显著提高 BCP 模型小鼠的痛阈，减轻痛觉过敏行为，抑制肿瘤组织中 HPSE 的异常高表达及 IL-1β、
IL-6 和 TNF-α 的 mRNA 水平，同时显著降低骨破坏程度及患肢腿围比，表明其能抑制肿瘤生长并改善

微环境炎症。体外实验证实，OGT2115 可直接抑制 LLC 细胞的迁移和增殖能力。结论：HPSE 抑制剂

OGT2115 能够有效缓解 BCP 模型小鼠的痛觉过敏，其镇痛机制可能与其抑制肿瘤细胞在骨内的增殖与

迁移、改善肿瘤微环境炎症反应，从而减轻肿瘤负荷和对骨组织/神经的侵害有关。
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骨癌痛 (bone cancer pain, BCP) 是晚期恶性肿

瘤病人最常见且最为棘手的症状之一，尤其好发于

乳腺癌、前列腺癌和肺癌等易发生骨转移的肿瘤病

人 [1]。约 75% 的骨转移病人经历中到重度疼痛，严

重影响其生活质量与生存意志 [2]。BCP 发生机制复

杂，兼具伤害性与神经病理性疼痛的双重特征 [3]。

肿瘤细胞在骨微环境中的异常增殖、迁移及诱导的

骨破坏，对感觉神经末梢产生持续的直接刺激；同

时，肿瘤及其微环境释放的大量致痛介质（如质子、

ATP、生长因子）可敏化外周伤害性感受器 [4]，并

促进疼痛相关神经肽的释放 [5]，驱动外周与中枢敏

化，最终导致顽固的痛觉过敏与异常性疼痛 [6]。目

前以阿片类药物和双膦酸盐为主的治疗方案，存在

药物依赖、耐受等风险，或对疼痛疗效有限 [7,8]。

并且这些治疗策略多聚焦于疼痛传导通路的下游环

节，对驱动疼痛产生的源头—肿瘤细胞在骨微环

境的靶点探究不足 [9]。因此，寻找从源头干预肿瘤

行为以缓解疼痛的新策略具有重大意义。

乙酰肝素酶 (heparanase, HPSE) 是哺乳动物体

内唯一能切割硫酸乙酰肝素蛋白多糖侧链的内源性

糖苷酶 [10]。自 1999 年被克隆以来，已被证实在乳

腺癌、肺癌、多发性骨髓瘤等多种恶性肿瘤中高表

达，且其表达水平与病人的不良预后、肿瘤转移风

险及治疗抵抗性密切相关 [10,11]。HPSE 通过降解细

胞外基质和基底膜为肿瘤细胞迁移创造条件 [12]，

同时，其酶切作用能释放并激活基质中储存的多种

生长因子，激活下游促增殖和促血管生成信号通路，

驱动肿瘤生长与骨内定植 [13,14]。在骨髓微环境中，

HPSE 可来源于肿瘤细胞、单核细胞及破骨细胞等

多种细胞类型，且肿瘤细胞释放的 HPSE 可被邻近

细胞摄取并发挥旁分泌效应 [15]。上述证据提示，

HPSE 可能是连接肿瘤恶性行为与疼痛发生的关键

节点分子。HPSE 通过释放多种促敏化因子，不仅

促进肿瘤局部进展，也可能直接参与并加剧疼痛的

发生与发展。

然而，HPSE 在肿瘤微环境中的高表达，除促

进了肿瘤的局部进展外，是否还直接参与并加剧

了疼痛的发生与发展尚未可知。迄今为止，关于

HPSE 特异性抑制剂在 BCP 模型中的镇痛疗效及其

作用机制，尚缺乏直接的实验证据。本研究系统评

价 HPSE 抑制剂 OGT2115 对 BCP 的镇痛效应及其

对肿瘤增殖、骨破坏的影响，并结合体内外实验初

and tumor progression in a mouse model of bone cancer pain (BCP). Methods: A BCP mouse model was 
established by inoculating Lewis lung carcinoma (LLC) cells into the femur. Animals were randomly divided 
into the sham group (Sham), sham + OGT2115 treatment group (Sham + OGT2115), model group (BCP), and 
model + OGT2115 treatment group (BCP + OGT2115). The mechanical withdrawal threshold (MWT) and thermal
withdrawal latency (TWL) of the affected hind paw were dynamically monitored. The expression changes of 
HPSE in tumor tissues and dorsal root ganglia (DRG) were detected by Western blot and immunofluorescence. 
The mRNA levels of inflammatory cytokines, including interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), and tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) in tumor tissues were measured by qPCR. Tumor-induced bone destruction and soft 
tissue swelling were assessed via X-ray imaging and the ratio of affected-to-contralateral leg circumference. For 
the in vitro experiments, LLC cells were divided into three groups: LLC, LLC + Veh, and LLC + OGT2115. 
The effects of OGT2115 on LLC cell migration and proliferation were evaluated using Transwell migration 
assays and EdU proliferation assays, respectively. Results: Compared with the Sham group, mice in the BCP 
group developed progressive mechanical and thermal hypersensitivity, accompanied by significantly upregu-
lated HPSE expression in tumor tissues and DRG over time. OGT2115 intervention significantly increased the 
pain threshold, alleviated pain hypersensitivity, inhibited aberrant HPSE overexpression and the mRNA levels 
of IL-1β, IL-6, and TNF-α in tumor tissues, and reduced bone destruction score and leg circumference ratio in 
BCP mice, indicating inhibition of tumor growth and amelioration of microenvironmental inflammation. In vitro
experiments confirmed that OGT2115 directly inhibited the migration and proliferation of LLC cells. 
Conclusion: The HPSE inhibitor OGT2115 effectively alleviates pain hypersensitivity in a BCP model. Its 
analgesic mechanism may be related to the inhibition of tumor cell proliferation and migration within the bone 
and the amelioration of inflammatory responses in the tumor microenvironment, thereby reducing tumor burden 
and associated damage to bone tissue and nerves.
Keywords bone cancer pain; heparanase; OGT2115; tumor migration; cell proliferation
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步阐明 OGT2115 通过抑制肿瘤增殖迁移、改善微

环境炎症进而缓解痛觉过敏的机制。

方    法

1. 实验材料

（1）实验动物：选用 30 只 SPF 级雄性 C57BL/6
小鼠，周龄 8～10 周，体重 18～22 g，饲养于徐

州医科大学实验动物中心，实验动物使用许可证

号：SYSK（苏）2023-0011。动物饲养环境保持室

温 20±2℃，采用 12 h 光照/12 h 黑暗循环，所有

小鼠均可自由获取饲料及饮用水。实验前先进行 3
天的适应性饲养。本研究所有动物操作均经徐州医

科大学动物伦理委员会审查批准（伦理审批号：

202404T016）。

（2）主要实验试剂与仪器：Lewis 肺癌细胞系

（海星生物，TCM-C742）；OGT2115 (MCE, HY-
100898)；RPMI-1640 培养基 (sigma, R8758)；胎牛

血清 (sigma, F8318)；结晶紫染液（碧云天，C0121）；

Transwell 小室（洁特生物，TCS020024）；EdU 增

殖试剂盒（碧云天，C0071S）；激光共聚焦显微镜 
(Olympus, FV1000)；von Frey 纤维丝 (North Coast)。

2. 方法

（1）BCP 小鼠模型建立和分组：BCP 模型的

建立参照文献方法 [16] 进行：小鼠经七氟醚吸入麻醉

后取仰卧位固定，左后肢膝关节区域剃毛备皮，沿

股骨纵轴切开皮肤（约 0.5 cm），显露髌韧带。于

左股骨髁间切迹处，沿股骨长轴方向使用 10 μL 微

量注射器缓慢注入 5 μL Lewis 肺癌细胞 (Lewis lung 
carcinoma, LLC) 悬液（细胞密度 2×105 个/μL），

退针后以无菌骨蜡封闭注射孔。假手术组于相同部

位注射等体积无菌磷酸缓冲盐溶液 (phosphate buffer 
saline, PBS) 作为对照。OGT2115 使用 90% 玉米油 + 
10% DMSO 为溶剂稀释，每只小鼠每次注射 0.2 mL，
自造模后第 7 天起连续给药 7 天，对假手术或 BCP
小鼠每日腹腔注射 OGT2115 (20 mg·kg-1·d-1) [17] 进行

干预。采用随机数字表法分组：① HPSE 在 BCP 模

型表达部分分组：模型组（BCP 组）0、3、5、7、
10、14 天，每个时间点 4 只；HPSE 抑制剂治疗效

应部分：假手术组（Sham组，n  = 10）、模型组（BCP
组，n  = 10）、假手术 + OGT2115 治疗组（Sham + 
OGT2115 组，n  = 10）和模型 + OGT2115 治疗组

（BCP + OGT2115 组，n  = 10）；②细胞实验部

分分组：肺癌细胞组（LLC 组，n  = 3）、肺癌细

胞 + 溶剂组（LLC + Veh 组，n  = 3）、肺癌细胞 + 

OGT2115 治疗组（LLC + OGT2115 组，n  = 3）。

（2）免疫蛋白印迹实验：取适量小鼠肿瘤组织，

加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，匀浆后冰上

裂解 30 min，4℃、12,000 rpm 离心 15 min，收集

上清液。BCA 法测定蛋白浓度，调整至等浓度后加

入上样缓冲液，100℃煮沸 5 min 使蛋白变性。每孔

上样 30 μg 蛋白，经 SDS-PAGE 凝胶电泳分离后转

移至 PVDF 膜。5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入相

应 一 抗 兔 源 Anti-HPSE (Abclonal, A8248, 1:1000) 
(Proteintech, 24529-1-AP, 1:1000)，鼠源 Anti-GAPDH
(Proteintech, 60004-1-Ig, 1:5000) 4℃孵育过夜。TBST
洗膜后加入 HRP 标记二抗 (Servicebio, GB23303/
GB23301; 1:5000) 室温孵育 1 h，ECL 化学发光法显

影，使用 ImageJ 软件进行灰度分析，以 GAPDH 为

内参计算目的蛋白相对表达量。

（3）机械刺激缩足反射阈值 (mechanical with-
drawal threshold, MWT)：将小鼠分别放置于有机玻

璃观察箱（底部为透明玻璃板）中，适应 30 min。
采用一系列不同强度的 von Frey 纤维丝 (0.16、
0.40、0.60、1.00、1.40、2.00 g) 垂直刺激小鼠左后

肢足底中心区域，每次刺激持续 6～8 s，两次刺激

间隔 15 s。若小鼠出现快速缩足或舔舐足底动作，

则记为阳性反应。每根纤维丝重复测试 5 次，以能

引起至少 3 次阳性反应的最小刺激强度作为该鼠的

MWT。
（4）热缩足潜伏期 (thermal withdrawal latency,

TWL)：热痛行为检测在小鼠适应环境后进行。使

用热辐射刺激仪照射小鼠左后肢足底中心区域，记

录从照射开始至小鼠出现缩足回避反应的时间，即

为 TWL。为保护组织，仪器自动切断时间设定为

20 s。辐射强度预先调节，使正常小鼠的基线潜伏

期维持在 9～12 s 之间。每只小鼠连续测定 6 次，

每次间隔 5～6 min，剔除最高值与最低值后，取剩

余 4 次结果的平均值作为最终 TWL。
（5）实时荧光定量 PCR (quantitative real-time 

PCR, qPCR)：取各组小鼠肿瘤组织及 Sham 组相应

部位软组织，Trizol 法提取总 RNA，逆转录合成

cDNA。以 GAPDH 作为内参，SYBR Green 法进行

qPCR 检测，反应条件为：预变性 95℃ 3 min；随

后 40 个循环：95℃ 5 s，60℃退火 30 s；循环结束

后进行熔解曲线分析，程序按 QuantStudio 7 Flex 仪

器默认设置运行。引物序列如下：白细胞介素-1β 
(interleukin-1β, IL-1β) 上游 5'-CAGCTTCAAATCTC-
GCAGCA-3'，下游 5'-CTCATGTCCTCATCCTGGA-
AGG-3'；白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6) 上游 5'-
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ACAACCACGGCCTTCCCTA-3'，下游 5'-TCATTT-
CCACGATTTCCCAGA-3'；肿瘤坏死因子-α (tumor
necrosis factor-α, TNF-α)上游5'-ACTCCCAGGTTCT-
CTTCAAGG-3'，下游 5'-GGCAGAGAGGAGGTTGA-
CTTTC-3'；甘油醛-3-磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, GAPDH)上游5'-GCCACA-
GACGTCACTTTCCTAC-3'，下游 5'-CGGGAACAC-
AGTCACATACCA-3'。采用 2-ΔΔCt 法计算目的基因

相对表达量。

（6）X 线影像学：小鼠经七氟醚吸入麻醉后取

俯卧位固定，实验终点（第 14 天）拍摄小鼠下肢

X 线片，根据 0～5 分制进行评分 [18]：0 分：骨骼

正常，无破坏迹象；1 分：出现少量射线可透性病

变（1～3 处），提示骨质破坏；2 分：病变数量增

加（3～6 处）并伴随髓质骨流失；3 分：髓质骨流

失兼皮质骨侵蚀；4 分：全层单皮质骨缺损；5 分：

全层双皮质骨缺损并伴有病理性骨折。

（7）腿围比测定：将小鼠轻柔固定，使用柔

性测量尺分别于双侧后肢垂直于股骨长轴的最大

周长处进行测量，以患侧腿围值与对侧腿围值的

比值作为腿围比，作为肿瘤所致软组织肿胀的量

化指标。

（8）Transwell 迁移实验：将含有 2 ×104 个

LLC 细胞的 200 μL 无血清培养基接种至 Transwell
小室（8 μm 孔径，广州洁特生物）上室，下室加入

600 μL 含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基作为

趋化源。于细胞培养箱中孵育 24 h 后，取出小室，

用 4% 多聚甲醛固定，0.1% 结晶紫染色。随机选择

3～5 个视野，在显微镜下计数穿膜细胞数，取平均

值作为迁移能力的评价指标。

（9）EdU 细胞增殖实验：将 LLC 细胞于 37℃、

5% CO2、饱和湿度培养箱中培养，复苏后经 3 次

传代以恢复生长状态后用于实验，2×104 个/孔接

种于放置细胞爬片的 24 孔板中，培养 24 h。参照

细胞增殖检测试剂盒 (Beyotime, C0071S) 说明书，

加入 EdU 工作液孵育 2 h 后用 4% 多聚甲醛室温固

定 15 min，再加入 Click 反应液 0.5 mL，室温避光

孵育 30 min。反应结束后洗涤 3 次，加入 Hoechst 
33342 核染液，避光孵育 10 min。最后在共聚焦显

微镜 (Olympus, FluoView1000) 下观察并拍照，使用

ImageJ 软件对 EdU 阳性细胞比例进行定量分析。

3. 统计学分析

本研究所有数据均通过 GraphPad Prism 9.0 软件

进行处理与分析。计量资料以均数 ± 标准误 ( x±
SEM) 表示。组间比较根据实验设计选用相应统计方

法：两组间比较采用独立样本 t 检验；单时间点多组

间比较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA)；涉

及多组别、多时间点的数据比较则采用双因素方差

分析 (two-way ANOVA)，并辅以 Bonferroni 法进行

事后检验。以P < 0.05 为差异有统计学意义。 

结    果

1. HPSE 在 BCP 模型中的表达

为探究 HPSE 在 BCP 发生发展过程中的表达

动态，于造模后第 0、3、5、7、10、14 天分别取

肿瘤组织，采用 Western blot 检测 HPSE 蛋白表达

水平（见图 1A）。结果显示，与造模前（0 天）相比，

HPSE 蛋白表达自造模后第 3 天起呈上升趋势，并于

第 5 天开始显著升高 (P < 0.05)，在第 7 天至第 14 天

期间维持在较高水平（P < 0.001，见图 1B）。DRG
免疫荧光显示，BCP 小鼠的 HPSE 荧光强度在第 14
天显著高于第 0 天（P < 0.01，见图 1C, 1D）。以

上结果表明，HPSE 在 BCP 进展过程中表达持续上

调，提示其可能参与 BCP 的病理进程。

2. OGT2115 抑制 HPSE 的表达

为明确 OGT2115 对 HPSE 表达的调控作用，

分别检测了 Sham 组、BCP 组、Sham + OGT2115
组及 BCP + OGT2115 组小鼠肿瘤组织或股骨周围

软组织中 HPSE 的蛋白表达水平。Western blot 蛋
白条带结果（见图 2A）及蛋白灰度定量分析（见

图 2B）显示，与 Sham 组相比，BCP 组 HPSE 表

达显著升高 (P < 0.001)，进一步证实 HPSE 参与

BCP 病理进程。与 Sham 组相比，Sham + OGT2115
组 HPSE 表达差异无统计学意义 (P > 0.05)，表明

OGT2115 在生理状态下对基础 HPSE 水平无明显影

响。与 BCP 组相比，BCP + OGT2115 组 HPSE 表

达显著降低 (P < 0.01)，提示 OGT2115 可有效抑制

BCP 小鼠中 HPSE 上调。以上结果表明，OGT2115
在 BCP 病理条件下对 HPSE 有抑制作用。

3. OGT2115 抑制 BCP 模型肿瘤组织中炎症因

子的表达

为探究 OGT2115 对肿瘤微环境炎症状态的影

响，采用 qPCR 检测各组小鼠肿瘤组织中促炎因

子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的 mRNA 表达水平（见图

3A-3C）。结果显示，与 Sham 组相比，BCP 组三

种炎症因子的 mRNA 水平均显著升高 (P < 0.001)。
OGT2115 干预后，BCP + OGT2115 组上述因子的

mRNA 水平较 BCP 组显著降低 (P < 0.01)。该结果

表明，OGT2115 可有效抑制 BCP 肿瘤微环境中关
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图 1 HPSE 在 BCP 小鼠组织中的表达变化 ( x±SEM )
 (A) HPSE 在造模前 0 天和造模后第 3、5、7、10、14 天表达的蛋白印迹代表图；(B) GAPDH 标准化后的 HPSE

蛋白表达统计图 (n  = 4)；(C) 免疫荧光染色显示造模后 0 天和造模后 14 天小鼠 DRG 中 HPSE（绿色）与 DAPI（蓝

色）的代表性图像，标尺 = 100 μm；(D) BCP 小鼠 0 天和 14 天 DRG 中 HPSE 荧光强度定量统计图 (n  = 3)
 *P < 0.05，**P < 0.001，***P < 0.0001，与 0 天相比

Fig. 1 Expression changes of HPSE in tumor tissue of BCP mice ( x±SEM )
 (A) Representative Western blot bands of HPSE expression at day 0 (before modeling) and on days 3, 5, 7, 10, and 

14 after modeling; (B) Quantification of HPSE protein expression normalized to GAPDH (n  = 4); (C) Representative 
immunofluorescence images of HPSE (green) and DAPI (blue) in DRG sections of BCP mice at 0 d and 14 d after 
modeling. Scale bar = 100 μm; (D) Quantification of HPSE fluorescence intensity in DRG of BCP mice at 0 d and 14 d (n  = 3).

 *P < 0.05, **P < 0.001, ***P < 0.0001, compared with day 0.
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键致炎致痛因子的转录表达。

4. OGT2115 缓解 BCP 模型小鼠的痛觉过敏

为评估 OGT2115 对 BCP 模型小鼠疼痛行为

的影响，分别在造模前（0 天）和造模后第 3、7、
10、14 天小鼠进行行为学测试（见图 4A）。行为

学结果显示，与 Sham 组相比，BCP 组小鼠自造

模后 MWT 与 TWL 均呈进行性下降 (P < 0.05)，
提示 BCP 模型造模成功。自造模后第 7 天起，

对 BCP + OGT2115 组小鼠每日腹腔注射 OGT2115 
(20 mg·kg-1·d-1) 进行干预。与 Sham 组相比，Sham + 

OGT2115 组 MWT（见图 4B）和 TWL（见图 4C）
差异无统计学意义 (P > 0.05)，BCP 组小鼠痛阈自造

模后显著下降 (P < 0.05)，而 OGT2115 干预能显著

逆转这一趋势，从给药后开始，BCP + OGT2115 组

的痛阈显著高于同期 BCP 组 (P < 0.05)，上述结果表

明，OGT2115 能有效缓解 BCP 模型小鼠的机械及热

痛觉过敏。

5. OGT2115 抑制 BCP 模型中的肿瘤生长

为明确OGT2115对小鼠体内肿瘤生长的影响，

于实验终点（第 14 天）通过 X 线影像观察肿瘤细
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图 2 OGT2115 对小鼠体内 HPSE 表达的影响 (n  = 4, x±SEM )
 (A) Sham 组、BCP 组、Sham + OGT2115 组和 BCP + OGT2115 组 HPSE 表达的蛋白印迹代表图；(B) GAPDH 标

准化后四组 HPSE 蛋白表达灰度定量统计图
 **P < 0.01，***P < 0.001，与 Sham 组相比；##P < 0.01, 与 BCP 组相比

Fig. 2  Effect of OGT2115 on HPSE expression in mice (n  = 4, x±SEM )
 (A) Representative Western blot bands of HPSE expression in the Sham, BCP, Sham + OGT2115, and BCP + OGT2115 

groups; (B) Quantification of HPSE protein expression normalized to GAPDH in the four groups.
 **P < 0.01, ***P < 0.001, compared with the Sham group; ##P < 0.01,  compared with the BCP group.

图 3 OGT2115 对 BCP 小鼠肿瘤组织中炎症因子 mRNA 表达的影响 (n  = 6, x±SEM )
 (A) Sham 组、BCP 组和 BCP + OGT2115 组 IL-1β mRNA 相对表达量；(B) 三组小鼠 IL-6 mRNA 相对表达量；(C) 

三组小鼠 TNF-α mRNA 相对表达量
 ***P < 0.001，与 Sham 组相比；##P < 0.01, ###P < 0.001，与 BCP 组相比

Fig. 3 Effects of OGT2115 on the mRNA expression of inflammatory cytokines in tumor tissues of BCP mice (n  = 6, x±SEM )
 (A) Relative mRNA expression of IL-1β in the Sham, BCP, and BCP + OGT2115 groups; (B) Relative mRNA expression 

of IL-6 in the three groups; (C) Relative mRNA expression of TNF-α in the three groups.
 ***P < 0.001, compared with the Sham group; ##P < 0.01, ###P < 0.001, compared with the BCP group.
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胞在骨髓腔中的生长情况。X 线图像显示，Sham 组

股骨结构完整，BCP 组出现明显骨溶解破坏并伴骨

外软组织肿块影；而 BCP + OGT2115 组的骨破坏范

围及软组织肿块较 BCP 组显著减轻（见图 5A）。

进一步采用半定量骨破坏评分进行统计分析（见图

5B），结果显示 BCP + OGT2115 组的评分显著低于

BCP 组 (P < 0.01)。此外，通过测量并计算患侧与对

侧后肢最大腿围比值以量化肿瘤所致软组织肿胀，

结果显示（见图 5C），BCP 组的腿围比显著高于

Sham 组 (P < 0.001)；而 BCP + OGT2115 组的腿围

比显著低于 BCP 组 (P < 0.01)，以上结果共同提示，

OGT2115 可有效抑制肿瘤生长及伴随的局部肿胀。

6. OGT2115 抑制 LLC 细胞的迁移与增殖能力

为进一步在离体水平验证 OGT2115 对肿瘤细

胞的作用，在体外培养 LLC 细胞，并设置 LLC 组、

LLC + Veh (Vehicle) 及 LLC + OGT2115 组。Transwell
迁移实验结果显示（见图 6A），与 LLC 组和 LLC + 
Veh 组相比，LLC + OGT2115 组穿膜的细胞数量

显著减少（P < 0.01，见图 6B）。通过 EdU 标记

处于 DNA 合成期的细胞，检测细胞增殖活性发

现，LLC + OGT2115 组的 EdU 阳性细胞率显著

低于 LLC 组和 LLC+Veh 组（P < 0.01，见图 6C, 
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图 4 OGT2115 对 BCP 小鼠机械痛阈和热痛阈的影响 (n  = 6, x±SEM )
 (A) 实验时间流程图，包括造模、行为学测试及药物干预时间点；(B) Sham 组、BCP 组、Sham + OGT2115 组及

BCP + OGT2115 组小鼠在不同时间点的机械刺激缩足反射阈值；(C) 四组小鼠在不同时间点的热缩足潜伏期
 *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，与 Sham 组相比；#P < 0.05，##P < 0.01, ###P < 0.001，与 BCP 组相比

Fig. 4 Effects of OGT2115 on mechanical and thermal pain thresholds in BCP mice (n  = 6, x±SEM )
 (A) Experimental timeline showing the schedule of model, behavioral tests, and drug administration; (B) Mechanical 

withdrawal threshold (MWT) of mice in the Sham, BCP, Sham + OGT2115, and BCP + OGT2115 groups at different time 
points; (C) Thermal withdrawal latency (TWL) of mice in the four groups at different time points.

 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, compared with the Sham group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, compared with 
the BCP group.

图 5 OGT2115 对 BCP 小鼠骨髓腔内肿瘤生长及大腿围比的影响 (n  = 6, x±SEM )
 (A) 三组小鼠造模侧股骨的代表性 X 线图像；(B) 基于 X 线图像的股骨破坏程度评分统计；(C) 小鼠患侧与健侧

后肢最大腿围比值统计
 ***P < 0.001，与 Sham 组相比；##P < 0.01，与 BCP 组相比

Fig. 5 Effects of OGT2115 on tumor growth and bone destruction in BCP model mice (n  = 6, x±SEM )
 (A) Representative X-ray images of the ipsilateral femur from the Sham, BCP, and BCP + OGT2115 groups; (B) 

Quantitative analysis of the bone destruction score based on X-ray images; (C) Ratio of the maximum leg circumference 
(ipsilateral/contralateral).

 ***P < 0.001, compared with the Sham group; ##P < 0.01, compared with the BCP group.
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6D），以上体外实验结果表明，OGT2115 可直接

抑制 LLC 细胞的迁移与增殖能力。

讨    论

骨癌痛 (BCP) 的机制复杂，涉及外周敏化与中

枢敏化的共同作用 [19]。外周敏化主要源于肿瘤对骨

组织和感觉神经末梢的直接侵害，以及肿瘤微环境

中释放的大量致痛介质（如 ATP、H+、炎症因子）

对伤害性感受器的持续激活 [20,21]。既往大量研究集

中于疼痛下游的中枢或外周机制 [22]，但对驱动疼痛

产生的源头，即肿瘤细胞在骨微环境中的动态行为

关注相对不足。因此，探索能够同时靶向肿瘤生长

与疼痛信号的治疗策略，具有重要临床意义。

本研究发现，HPSE 在 BCP 小鼠肿瘤组织和

DRG 中呈时间依赖性高表达，OGT2115 干预后小

图 6 HPSE 抑制剂对离体 LLC 细胞迁移和增殖的影响

 (A) Transwell 小室中 LLC 细胞迁移的代表性图像，标尺 = 100 μm；(B) 迁移的细胞数量统计 (n  = 3, x±SEM )；(C) 
EdU 染色显示 LLC 细胞增殖的代表性图像，标尺 = 100 μm；(D) EdU 阳性的细胞比例统计 (n  = 3, x±SEM )

 **P < 0.01，与 LLC 组相比；##P < 0.01，与 LLC + Veh 组相比

Fig. 6 Effects of HPSE inhibitor on the migration and proliferation of LLC cells 
 (A) Representative images of migrated LLC cells in a Transwell chamber, Scale bar = 100 μm; (B) Quantitative analysis 

of migrated cell numbers (n  = 3, x±SEM ); (C) Representative images of LLC cell proliferation as indicated  by EdU 
staining, Scale bar =100 μm; (D) Quantification of the percentage of EdU-positive cells (n  = 3, x±SEM )

 **P < 0.01, compared with the LLC group; ##P < 0.01, compared with the LLC + Vehicle group.
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鼠 MWT 与 TWL 均显著升高，同时肿瘤体积缩小、

骨破坏减轻，提示 OGT2115 的镇痛效应与其抗肿

瘤作用密切相关。通过抑制肿瘤细胞增殖与迁移，

OGT2115 从源头减少肿瘤负荷，降低对骨内感觉神

经的物理压迫，这可能是其缓解外周敏化的关键机

制之一。

OGT2115 的镇痛效应可能还涉及对肿瘤微环

境炎症的调控。HPSE 通过切割细胞外基质释放血

管内皮生长因子 (vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、脑源性神经营养因子 (brain-derived neuro-
trophic factor, BDNF）等生长因子与炎症介质，这些

因子不仅促进肿瘤血管生成，也可直接敏化外周伤

害性感受器，加剧痛觉信号传导 [23,24]。本研究发现，

OGT2115 干预可显著下调肿瘤组织中 IL-1β、IL-6
和 TNF-α 的 mRNA 水平。其中 IL-1β 和 TNF-α 可直

接敏化外周伤害性感受器并降低其兴奋阈值，是驱

动外周敏化的关键分子；IL-6 则参与神经病理性疼

痛的维持和中枢敏化过程。该结果表明，OGT2115
可能通过抑制上述炎症因子的转录，改善肿瘤微环

境的炎症状态，减轻化学性致痛刺激，从而协同

缓解 BCP。此外，HPSE 在 DRG 神经元中的表达

随 BCP 进程显著上调，与疼痛行为学变化同步，

提示 HPSE 可能不仅作用于肿瘤局部，还可能在感

觉神经元层面参与疼痛过程。鉴于 DRG 神经元表

达 VEGFR2 和原肌球蛋白受体激酶 B (tropomyosin
receptor kinase B, TrkB) 等受体，而 HPSE 释放的 VEGF
和 BDNF 可直接敏化伤害性感受器并促进神经肽释

放 [23,24]，因此本研究推测全身给药的 OGT2115 除

在肿瘤局部发挥抗肿瘤和抗炎作用外，还可能直接

抑制 DRG 中的 HPSE 活性，减少局部促敏化因子

的产生，协同缓解疼痛。

HPSE 在肿瘤侵袭转移中的关键作用已得到广

泛证实。其通过降解细胞外基质促进肿瘤细胞迁

移 [25]，并释放多种生长因子驱动肿瘤增殖与血管生

成 [26]。本研究的体外实验表明，OGT2115 可直接

抑制 LLC 细胞的迁移与增殖能力，与体内肿瘤生长

受抑、腿围比下降的结果相互印证，提示 OGT2115
通过抑制 HPSE 活性直接阻断了肿瘤细胞的侵袭和

增殖。在骨转移微环境中，HPSE可来源于肿瘤细胞、

成骨细胞、肿瘤相关成纤维细胞及巨噬细胞等多种

细胞类型，共同参与细胞外基质降解和促炎因子的

释放 [15]，因此 OGT2115 在肿瘤局部可能通过抑制

多细胞来源的 HPSE 综合发挥抗肿瘤、抗炎和镇痛

效应。从临床转化角度而言，BCP 的治疗困境在于

现有镇痛手段无法遏制肿瘤局部进展，而单纯抗肿

瘤治疗对已建立疼痛的缓解有限。OGT2115 直接抑

制肿瘤细胞迁移与增殖的能力，提示其可在骨转移

早期进行干预，阻断“肿瘤增殖→骨破坏→微环境

致敏→疼痛敏化”的恶性循环，从源头实现镇痛。

此外，迁移实验的阳性结果还提示 OGT2115 可能

具有抑制肿瘤骨内播散的潜力，对延缓转移进展、

改善病人远期预后具有重要价值。

在安全性方面，HPSE 在正常组织中参与免疫

监视、细胞迁移和胚胎发育等生理过程，若药物对

生理性 HPSE 活性产生显著抑制，可能带来免疫抑

制或组织修复障碍等风险。本研究中，OGT2115 在

BCP 病理条件下可显著逆转 HPSE 的异常上调，而

在正常动物中未引起 HPSE 水平和小鼠行为学的明

显变化，提示 OGT2115 可能具有病理状态下的靶

向选择性，为其临床安全性提供了初步实验依据。

综上所述，OGT2115 通过直接抑制肿瘤细胞的

增殖与迁移、改善肿瘤微环境炎症反应，减轻了肿

瘤对骨组织和感觉神经的物理化学刺激，从而阻断

伤害性信号从外周传入，最终缓解痛觉过敏。同时，

本研究尚存在以下不足：动物单一性别（仅雄性）

限制结论向雌性个体的扩展；短期实验（14 天）无

法评估长期疗效与安全性；缺少基因敲除/过表达反

向验证，致无法完全排除药物脱靶效应；单一剂量

实验无法明确量效关系及最佳治疗窗；下游通路挖

掘不足，限制了对完整信号传导链的阐明。上述局

限将在后续研究中通过双性别实验、观察延长周期、

条件性基因敲除及多剂量梯度设计予以解决。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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