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TRPV1受体基因敲除雌性小鼠背根神经节P2X3受体表达升高
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摘  要：本文旨在考察瞬时受体电位香草酸亚型1 (transient receptor potential vanilloid 1, TRPV1受体)基因敲除后小鼠慢性炎症

条件下机械痛阈的改变。通过足底注射给予完全弗氏佐剂(20 μL)介导雌性小鼠慢性炎症痛的形成，利用弗莱毛测痛法测量

TRPV1受体基因敲除型及野生型雌性小鼠在给药前1天和给药后8天内的机械痛阈。给药后第9天处死小鼠，利用蛋白质免疫

印迹技术研究两组小鼠脊髓背根神经节(dorsal root ganglion, DRG)和脊髓背角中c-Fos蛋白和P2X3受体表达的差别。结果显

示，与野生型小鼠相比，TRPV1受体基因敲除型小鼠基础机械痛阈明显增高(P < 0.05)；足底注射CFA后第3天起，TRPV1受
体基因敲除型小鼠机械痛阈高于野生型小鼠(P < 0.05)；蛋白质免疫印迹结果表明TRPV1受体基因敲除型小鼠DRG和脊髓背

角中c-Fos蛋白的表达明显低于野生型小鼠(P < 0.01, P < 0.05)，TRPV1受体基因敲除型小鼠DRG中P2X3受体的表达明显高于

野生型小鼠(P < 0.05)。以上结果证明TRPV1受体可能通过调节DRG和背角中的c-Fos蛋白的表达以及影响P2X3受体在DRG中

的表达从而影响外周机械痛阈。
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female mice

FANG Xiao1,**, SHI Xiao-Han1,**, HUANG Li-Bin 1,**, RONG Wei-Fang2, MA Bei1,*

1Department of Physiology, Secondary Military Medical University, Shanghai 200433, China; 2Department of Physiology, Shanghai 
Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200025, China

Abstract: The study was aimed to investigate the changes in mechanical pain threshold in the condition of chronic inflammatory pain 
after transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) gene was knockout. Hind-paw intraplantar injection of complete freund’s adju-
vant (CFA, 20 μL) produced peripheral inflammation in wild-type and TRPV1 knockout female mice. The mechanical pain thresholds 
were measured during the 8 days after injection and pre-injection by using Von-Frey hair. Nine days after injection, mice were killed 
and the differences of expression of c-Fos and P2X3 receptor in the dorsal root ganglia (DRG) and spinal cord dorsal horn were exam-
ined by Western blotting between the two groups. Compared with that in wild-type mice, the mechanical pain threshold was increased 
significantly in TRPV1 knockout mice (P < 0.05); 3 days after CFA injection, the baseline mechanical pain threshold in the TRPV1 
knockout mice group was significantly higher than that in the wild-type mice group (P < 0.05); The result of Western blotting showed 
that the expression of c-Fos protein both in DRG and spinal cord dorsal horn of TRPV1 knockout mice group was decreased signifi-
cantly compared with that in wild-type mice group (P < 0.01, P < 0.05), while the expression of P2X3 receptor in DRG of TRPV1 
knockout mice group was increased significantly compared with that in wild-type mice group (P < 0.05). Our findings indicate that 
TRPV1 may influence the peripheral mechanical pain threshold by mediating the expression of c-Fos protein both in DRG and spinal 
cord dorsal horn and changing the expression of P2X3 receptor in DRG.
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疼痛与人们的生活息息相关，它无时无刻不在

影响着人们日常生活的质量。然而对病人疼痛的治

疗仍是临床上难以解决的问题。目前对于疼痛传递

机制研究的不断深入，许多参与痛觉传导的特异性

受体被相继发现，其中瞬时受体电位香草酸亚型 1 
(transient receptor potential vanilloid 1，TRPV1 受体 )
和 P2X3 受体在痛觉传导中发挥着重要作用 [1]。

TRPV1 受体是 TRP 超家族的成员之一，是一

种非选择性的阳离子通道。TRPV1 受体广泛分布于

伤害性感受器上，譬如，其可高表达于背根神经节

(dorsal root ganglion, DRG) 的小、中神经元以及背

根神经节的感觉神经细胞中，在伤害性感受的转导

中起重要作用。TRPV1 受体可被热、酸和辣椒素激

活，在热和炎性痛的信号转导和传递中发挥重要作

用 [2,3]。此外，TRPV1 受体在内脏痛、偏头痛和癌

症疼痛形成中也发挥重要的作用 [4–6]。由于 TRPV1
受体在伤害性感受中有重要作用，对于其生理和病

理研究具有十分重要的意义。

P2X3 受体克隆自感觉神经细胞的 cDNA，并被

发现主要表达在小、中感觉神经细胞上，可被 ATP
所激活，是一种配体门控离子型受体。目前的动物

实验表明，P2X3 受体基因敲除之后，小鼠的痛觉

发生明显的改变 [7]，这说明 P2X3 在痛觉信号的产

生和传导过程中起到重要作用。

原癌基因 c-fos 被刺激后能够快速在脊髓背角

部分神经元兴奋表达，产生 c-Fos 蛋白，故 c-Fos
蛋白的表达常被认为是中枢神经细胞兴奋的标志

物 [8]，近年来被广泛用于研究痛觉的产生或调节机

制，尤其是脊髓水平的伤害性信息在中枢的传递以

及调控等方面的研究。采用免疫印迹法观察脊髓背

角 c-Fos 蛋白的表达，可以了解 TRPV1 受体基因敲

除型小鼠在慢性炎症条件下行为学改变的可能机制

和中枢神经系统对伤害性刺激的反应方式。

因此，我们通过建立小鼠慢性炎症痛模型，观

察 TRPV1 受体基因敲除型小鼠和野生型小鼠足底

皮肤痛阈的差别；并进一步分离提取 DRG 和脊髓

背角进行蛋白免疫印迹实验检测 c-Fos 蛋白的表达，

观察探讨 TRPV1 受体对小鼠疼痛的外周调节情况。

1  材料和方法

1.1  实验动物　　雌性小鼠 (8~12周，C57/BL6来源，

购于 GlaxoSmithKline, Harlow, UK [9]) 由英国谢菲

尔德大学的 David Grundy 教授赠送，分别为 TRPV1

受体基因敲除型和野生型小鼠，各 6 只。

1.2  慢性炎症痛小鼠模型的建立　　对每组小鼠左

后肢足底注射 20 μL 完全弗氏佐剂来引发炎症痛觉

增敏，并发展为持续性的慢性痛觉增敏，其致炎的

典型标记包括注射后 1~3 d 局部出现激烈的发红、

水肿、发热现象，并且持续 4 周以上。注射 24 h 后，

对其进行行为学实验。给药后 8 d 内每天观察并记

录两组小鼠足底肿胀厚度，以此作为炎症反应的量

化指标。

1.3  行为学实验

1.3.1  热板测痛仪测痛　　小鼠在室内适应 30 min
后放置于恒温热板上，热板周围有上方开放的透明

有机玻璃，热板温度设定保持在 55.0 ℃。以小鼠舔

后足、原地跳跃、明显缩腿为反应阳性，记录反应

潜伏期 (latency)。每只小鼠测试时间间隔至少 5 
min，共测 5 次。

1.3.2  机械痛阈的测定　　采用弗莱毛 (Von Frey 
Hair，英国伦敦大学自主神经科学研究所 ) 测痛法。

即将测试的小鼠置于特制笼中，熟悉环境 30 min 后，

用弗莱毛刺激小鼠后足部，以小鼠抬起后肢为反应

阳性。弗莱毛的强度分别为 1 (0.09 g)、2 (0.18 g)、
3 (0.27 g)、4 (0.51 g)、5 (1.08 g)、6 (3.85 g)、7 (5.50 
g)、8 (7.05 g)。由细到粗，逐个进行左足部刺激，

每一强度的弗莱毛刺激左脚 10 次，记录反应率 (10
次刺激中发生缩腿反应的次数，用百分数表示 )，
根据公式拟合出强度 - 反应率曲线，并且计算反应

率为 50% 时弗莱毛的强度为 50% 机械缩足阈值

(50% paw withdrawal threshold, PWT50)。拟合公式为：

Y = A/[1 + (K/X)nH]，A 是最大反应值，K 是 PWT50，

nH 为拟合系数。    
本实验将两组小鼠置于笼中适应 30 min 后测基

础机械痛阈，完成后向小鼠左足皮下注射完全弗氏

佐剂，测出给药后 8 d 内每天两组小鼠的 PWT50。

1.4  蛋白免疫印迹实验检测 DRG 和脊髓背角上

c-Fos 蛋白和 P2X3 受体的表达　　两组小鼠左足

皮下给药后第 9 天，经断头处死后迅速取出 DRG
和脊髓背角组织，将组织块剪碎并立即放入 4 ℃裂

解缓冲液中，经匀浆器匀浆后，10 000 r/min，4 ℃
离心 10 min。取上清液，用紫外分光光度计确定蛋

白质纯度；按所测浓度稀释样品。取适量稀释后样

品加入电泳槽进行电泳，转膜，5% 脱脂奶粉封闭后，

分别加入一抗 ( 兔抗，1:800，Santa Cruz，CA) 4 ℃
过夜 ；TBST 缓冲液洗脱后加入辣根过氧化物酶
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标记的羊抗兔 IgG 抗体 (1:1 000, Proteintech, USA) 
孵育 1 h，TBST 缓冲液室温下洗脱 3 次，每次 10 
min ；ECL 发光显色。采用 β-actin 作为内参，扫

描电泳条带，采用 UVP 软件测定蛋白目的条带的灰

度值。待测蛋白含量=目的条带灰度 /内参条带灰度。

1.5  统计学处理　　实验数据为计量资料结果，均

为 mean ± SEM，数据分析使用 SPSS 13.0 软件，作

图采用 Origin 8。TRPV1 受体基因敲除型和野生型

小鼠的基础机械痛阈和慢性炎症条件下机械痛阈值

的比较中，采用非配对 t 检验方法统计分析。在蛋

白免疫印迹实验结果统计中采用非配对 t 检验方法

进行统计学处理。检验水平 (α) 为 0.05。

2  结果

2.1  TRPV1基因敲除鼠足底机械痛阈和热痛阈的

变化

弗莱毛测试结果显示，TRPV1 受体基因敲除型

小鼠 PWT50 值为 (3.68 ± 1.86) g，野生型小鼠 PWT50

为 (1.77 ± 1.11) g，两组间差异有统计学意义 (P < 
0.05，图 1A) ；热板测痛法结果显示，TRPV1 受体

基因敲除型小鼠足底热痛反应潜伏期为 (9.79 ± 
0.60) s，野生型小鼠足底热痛反应潜伏期为 (5.54 ± 
0.27) s，两组间差异有统计学意义 (P < 0.05，图 1B)。
表明 TRPV1 受体基因敲除后小鼠的基础机械痛阈

和热痛阈都有明显提高。

2.2  TRPV1敲除鼠慢性炎症时足底厚度和机械痛阈

的变化

慢性炎症条件下足底厚度变化结果见图 2A，
TRPV1 受体基因敲除型小鼠组给药前左足厚度为

(2.44 ± 0.40) μm，给药后第 2 天左足厚度为 (3.00 ± 
0.68) μm，左足厚度明显增加 (P < 0.05)，之后保持

稳定。野生型小鼠组给药前左足厚度为 (2.13 ± 0.51) 
μm，给药后第 2 天左足底厚度为 (3.24 ± 0.34) μm，

左足厚度明显增加 (P < 0.01)，之后保持稳定。但

两组小鼠左足厚度间差异无显著性差异 (P > 0.05)。
慢性炎症条件下小鼠基础机械痛阈变化结果见图

2B，给药后第 3 天，TRPV1 受体基因敲除型小鼠

组 PWT50 为 (0.70 ± 0.20) g，野生型小鼠组 PWT50

为 (0.30 ± 0.10) g，两组间差异有统计学意义 (P < 
0.05)，并在之后保持稳定。可以看出，相比野生型

小鼠，TRPV1 受体基因敲除型小鼠在慢性炎症条件

下机械痛阈明显较高。

2.3  TRPV1敲除鼠慢性炎症时DRG和脊髓背角中

c-Fos蛋白表达降低

蛋白免疫印迹实验表明，TRPV1 受体基因敲除

型小鼠组 DRG 上 c-Fos 蛋白的表达显著低于野生

型小鼠组，两组间差异具有统计学意义 ( 图 3A，P < 
0.01)。TRPV1 受体基因敲除型小鼠组在脊髓背角

上 c-Fos 蛋白的表达也明显低于野生型小鼠组，两

组间差异具有统计学意义 ( 图 3B，P < 0.05)。
2.4  TRPV1敲除鼠慢性炎症时DRG中P2X3受体表

达升高

蛋白免疫印迹实验表明，TRPV1 受体基因敲除

型小鼠组 DRG 上 P2X3 受体的表达显著高于野生

型小鼠组，两组间差异具有统计学意义 ( 图 4A，P < 
0.05)。而 TRPV1 受体敲除小鼠组脊髓背角中 P2X3
受体的表达与野生型小鼠相比无明显差别 ( 图 4B，
P > 0.05)。

图   1. 生理条件下小鼠足底机械痛阈和热痛阈的比较

Fig. 1. Comparison of paw withdrawal threshold (PWT) and thermal latency between wild-type (WT) and TRPV1 knockout (KO) 
female mice. A: Von-Frey hair force-response comparison between WT and KO female mice. PWT50, 50% paw withdrawal threshold. B: 
Thermal latency comparison between WT and KO female mice. Mean ± SEM, n = 6 for each group, *P < 0.05 vs WT.
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3  讨论

辣椒素敏感型受体 TRPV1 受体在慢性痛治疗

的研究中发挥着越来越重要的作用，其广泛表达于

神经系统，特别是 DRG 伤害性感受神经元和脊髓

背角初级传入末梢上 [10]。利用辣椒素刺激皮肤可产

生温感、烧灼感、及疼痛感，TRPV1 受体在此发挥

着重要作用 [11]。TRPV1 受体作为非选择性阳离子

通道，受各种刺激激活后引起 Ca2+ 内流，有助于引

发动作电位，传导疼痛。这是伤害性感受信息形成

和传递的第一步 [12]。既往实验表明，敲除小鼠的

图   2. 左后足注射完全弗氏佐剂后小鼠左后足厚度和左后足机械痛阈改变的比较

Fig. 2. Changes in the thickness of left hind-paw and paw withdrawal threshold (PWT) in wild-type (WT) and TRPV1 knockout (KO) 
female mice after injection of complete freund’s adjuvant (CFA) in the left hind-paw. A: Two days after injection of CFA, the thickness 
of the left hind-paw in both the WT and KO groups was increased significantly compared with that of pre-injection (Mean ± SEM, n = 6 
for each group, P < 0.01, P < 0.05), while there was no difference between the two groups. B: PWT of both the WT and KO groups 
were significantly decreased compared with that of pre-injection (Mean ± SEM, n = 6 for each group, P < 0.05, P < 0.05). And 3 days 
after CFA injection, the PWT in the KO group was significantly higher than that in the WT group (Mean ± SEM, n = 6 for each group, 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs WT), which was maintained during at least the next 5 days. PWT50, 50% paw withdrawal threshold.

图   3. 免疫印迹半定量分析慢性炎症条件下DRG和脊髓背角中c-Fos蛋白表达的水平

Fig. 3. Western blotting analysis showing the c-Fos protein changed in the DRG and the spinal cord dorsal horn from CFA mice. A: In 
CFA-induced chronic inflammatory pain models, the expression of c-Fos protein in the DRG of TRPV1 knockout mice (KO) group 
was decreased significantly compared with that in wild-type mice (WT) group (Mean ± SEM, n = 6 for each group, **P < 0.01 
vs WT). B: The expression of c-Fos protein in the spinal cord dorsal horn of KO group was decreased significantly compared with 
that in WT group (Mean ± SEM, n = 6 for each group, *P < 0.05 vs WT). 
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TRPV1 受体，会减少疼痛信号的传导，动物在行为

学上可表现为从接受刺激到出现疼痛反应的潜伏期

延长 ( 与野生型相比 ) [13]。之前的动物实验显示，

TRPV1 受体基因敲除型动物对伤害性或非伤害性

机械刺激在行为学上表现与野生型动物的应答无

明显差异 [10]。但我们实验中利用弗莱毛测痛法和热

板测痛仪进行行为学检测，结果显示 TRPV1 敲除

鼠足底机械痛阈和热痛阈较野生型均显著增高，提

示该小鼠痛觉敏感性下降。

近年研究表明，TRPV1 通道不仅在痛觉的产生，

而且在痛觉敏感性增强的病理发生过程中也扮演着

重要角色。在临床上观察到人皮肤受热损伤后对热

和机械刺激产生痛觉增敏。Bölcskei 等将蛋白激酶

C (PKC) 的激活剂——佛波醇 - 肉豆蔻酸酯 -13- 醋
酸盐 (PMA) 注入小鼠脚掌内致炎后，小鼠产生的

痛觉防御行为明显增强；而 TRPV1 基因敲除后，

小鼠的痛觉防御行为消失 [14]。本实验研究结果表明，

相比野生型小鼠，在 TRPV1 受体基因敲除型小鼠

足底皮下注射完全弗氏佐剂建立慢性炎症痛模型

后，该小鼠的足底机械痛阈依然高于野生型小鼠。

这些结果进一步证实，TRPV1 受体也参与了炎症条

件下痛觉信号的传导过程。

有研究表明，缺失 TRPV1 受体的小鼠在局部

致炎 ( 后足注射芥子油 ) 后，后足底机械痛阈相比

野生型小鼠明显提高 [15] ；在神经源性疼痛的模型大

鼠，发现 TRPV1 拮抗剂可减弱其机械痛觉过敏 [13]；

另外，反复多次对大鼠结肠给予扩张膨胀引起的

机械性结肠痛觉过敏，可被 TRPV1 受体拮抗剂抑

制 [16]。这些结果提示，TRPV1 受体对机械刺激的

介导可能需要通过炎症介质等物质的参与，或者说，

在炎症等病理条件情况下，TRPV1 受体介导机械刺

激的信号被放大了，故在 TRPV1 基因敲除后可观

察到显著差异。

c-Fos 蛋白是原癌基因 c-fos 基因的表达产物，

可作为神经功能活动的代谢性指标 [17]，神经干损伤

早期 c-Fos 表达增加参与冲动在轴突传导即对伤害

性刺激的反应 [18]。生理情况下，c-Fos 在中枢和外

周神经系统中可有基础水平的表达，例如在 DRG
和脊髓背根神经节中，但表达水平很低，难以检

测 [19]。但在许多伤害性刺激下都可以造成脊髓背角

中 c-fos基因表达的增强和 c-Fos神经元的增多 [20–22]，

其表达的强度与神经损伤程度明显相关 [22]。以往的

研究表明，伤害性刺激 ( 例如对小鼠用完全弗氏佐

剂进行足底皮下注射所形成的慢性炎症痛 ) 可以诱

发 c-fos 在中枢神经系统内表达 [17]。给予 TRPV1 激

动剂辣椒素，可伴随中枢脑干 [24,25] 和脊髓背角 [26] 

图   4. 免疫印迹半定量分析慢性炎症条件下DRG和脊髓背角中P2X3受体表达的水平

Fig. 4. Western blotting analysis showing the P2X3 receptor changed in the DRG and the spinal cord dorsal horn from CFA mice. 
A: In CFA-induced chronic inflammatory pain models, the expression of P2X3 receptor in the DRG of TRPV1 knockout mice (KO) 
group was increased significantly compared with that in wild-type mice (WT) group (Mean ± SEM, n = 6 for each group, *P < 0.05 
vs WT). B: The expression of P2X3 receptor in the spinal cord dorsal horn of KO and WT groups. There was no significant difference 
between two groups (Mean ± SEM, n = 6 for each group, P > 0.05). 
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c-Fos 蛋白表达阳性的神经元增多。在本实验中，

蛋白免疫印迹结果表明在慢性炎症持续 8 天后，

TRPV1 基因敲除鼠无论是在 DRG 还是脊髓背角中

c-Fos 蛋白的表达都有明显的降低 ( 相比野生型 )，
提示 c-Fos 蛋白参与 TRPV1 受体介导的痛觉信号传

导通路，可能是痛觉信号传入途径中的重要信号

分子。

P2X3 受体被发现高选择性地表达于处理伤害

性信息的小直径感觉神经元上，在 DRG 中含量较

高 [27]。在一些急、慢性疼痛模型中，如慢性前列腺

炎，坐骨神经慢性压迫性损伤，实验性大鼠正畸牙

移动和皮下注射福尔马林致痛等，多个实验结果表

明这些急、慢性疼痛的产生与维持均与 P2X3 受体

表达上调及活性增强有关 [28]。本实验中，蛋白免疫

印迹实验结果提示 TRPV1 受体基因敲除型小鼠

DRG 中 P2X3 受体含量明显升高，而在脊髓背角中

两组无明显差别。早期国外研究显示 P2X3 受体同

时高度表达在 TRPV1 受体敏感的细胞上，且许多

P2X3 受体阳性表达细胞同时表达 TRPV1 受体，提

示二者存在功能上的相互作用 [1]。本实验结果显示

TRPV1 受体敲除后，DRG 中 P2X3 受体表达含量

上升，说明 TRPV1 受体与 P2X3 受体介导的痛觉

传导通路是相互联系的，且更大的可能性是相互拮

抗，即当 TRPV1 受体表达量下降会促进 P2X3 受

体表达增高，其可能包括神经元 P2X3 受体表达的

增加或 / 和表达 P2X3 受体阳性的神经元数目的上

调。鉴于 TRPV1 基因敲除鼠 DRG 中 c-Fos 蛋白的

表达明显降低，提示 P2X3 受体表达的增高可能与

c-Fos 蛋白表达下降有关，其具体机制尚待进一步

研究明确。以往的报道中 P2X3 受体表达上调参与

痛觉敏感化过程 [7]，但本实验中 TRPV1 受体基因

敲除鼠背根神经节 P2X3 受体表达上调，行为学上

却表现为痛觉钝化，说明外周 P2X3 受体表达上调

未能弥补整体 TRPV1 受体缺失，因而行为上仍表

现为痛觉钝化。

综上所述，本实验结果表明，TRPV1 受体介导

机械刺激引发的痛觉信号传导通路和完全弗氏佐

剂致炎条件下引发的痛觉信号传导通路 ；TRPV1
受体基因敲除鼠在慢性炎症条件下 DRG 和脊髓背

根中 c-Fos 蛋白表达明显下降，提示 c-Fos 参与了

TRPV1 受体介导的痛觉信号传导。此外，TRPV1
受体敲除后 DRG 中的 P2X3 受体含量相应上升，

提示 TPPV1 受体对 P2X3 受体存在功能上的抑制作

用。TRPV1 受体与 P2X3 受体均为外周初级感觉传

入通路上的痛觉相关受体，因此，进一步研究

TRPV1 受体与 P2X3 受体之间的相互作用及其具体

机制，对研发新的药物作用靶点、开发临床新的镇

痛药物具有十分重要的价值与意义。
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