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雌激素对直肠炎大鼠背根神经节Ｐ２Ｘ３受体ｍＲＮＡ表达的影响
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［摘要］　目的：观察结直肠三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）致炎条件下，改变大鼠体内雌激素和孕激素水平对背根神经节（ＤＲＧ）中

Ｐ２Ｘ３和Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ表达的影响。方法：ＳＤ大鼠分为４组：假手术组、去卵巢组、去卵巢加雌激素替代组、去卵巢加雌孕激素

替代组，每组手术完成后饲养５周，再行ＴＮＢＳ致炎，５～７ｄ后用于实验。实时定量ＲＴＰＣＲ法检测各组Ｐ２Ｘ３和Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ

的表达。结果：去卵巢组大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ表达明显低于假手术组，差异有统计学意义（１．０８±０．３５ｖｓ１．６６±０．６６，

Ｐ＜０．０５，ｎ＝４），雌激素替代组有明显上升（２．０６±０．５８），明显高于去卵巢组（Ｐ＜０．０１，ｎ＝５），而雌孕激素同时替代组明显低

于单独添加雌激素组（２．０６±０．５８ｖｓ０．８７±０．２８，Ｐ＜０．０１，ｎ＝５）。各组大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ２ ｍＲＮＡ表达无统计学差异。结

论：结直肠ＴＮＢＳ致炎条件下，雌激素可促进大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ表达，但对Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ无明显影响；孕激素的作用可

能与雌激素正好相反。炎性条件下，雌孕激素可能通过影响Ｐ２Ｘ３受体的表达发挥调节炎性痛作用。
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　　ＡＴＰ不仅是一种能量物质，而且是细胞间信息传递物

质，几乎存在于全身各个器官系统，参与机体的多种功能［１］。

ＡＴＰ受体包括Ｐ２Ｘ和Ｐ２Ｙ受体，前者为配基门控阳离子通

道受体，包括 Ｐ２Ｘ１７亚型；后者为 Ｇ 蛋白偶联受体，包括

Ｐ２Ｙ１７亚型［２］。其中，Ｐ２Ｘ２／３异聚体和Ｐ２Ｘ３同聚体在外周疼

痛的形成中起到重要作用［３］。ＡＴＰ作为炎性递质，可以与

ＡＴＰ受体结合，参与炎性痛觉的信号转导与传递［４］，在Ｐ２Ｘ２
和Ｐ２Ｘ３基因敲除小鼠，炎症性躯体痛觉明显低于对照小鼠，

表明Ｐ２Ｘ２和Ｐ２Ｘ３亚基组合成的受体参与了炎症性痛觉的

信号转导和传递［５］。

　　疼痛的性别差异近年来引起较多的关注。流行病学资

料［６］显示，女性相对于男性而言，痛阈低，疼痛发生频率高，

对疼痛刺激耐受差，需要使用更多的镇痛药物。我们前期研

究［７］也发现卵巢激素可能抑制大鼠外周机械性痛敏的形成。

临床观察也发现，女性比男性更容易患肠激惹综合征、间质

性膀胱炎等病症，提示雌激素与炎性痛的产生可能有着内在

的联系。但雌激素与Ｐ２Ｘ受体介导的炎症性痛觉之间有什

么样的联系尚不清楚。因此，本研究以三硝基苯磺酸

（ＴＮＢＳ）灌注大鼠直肠，制备结肠炎大鼠模型；应用实时定量

ＲＴＰＣＲ法观察，ＴＮＢＳ致炎条件下，不同雌孕激素水平对大

鼠体内背根神经节（ＤＲＧ）细胞上Ｐ２Ｘ３和Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ表达

的影响，进一步探讨炎症条件下雌孕激素对 ＡＴＰ介导的内

脏感觉信号转导的调节作用。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　雌性大鼠来源于上海西普儿毕凯

公司，体质量２７５ｇ，随机分为４组：假手术组、去卵巢组、去

卵巢加雌激素替代组、去卵巢加雌孕激素替代组，每组１０
只。假手术组：大鼠乙醚麻醉，仰卧位，剃毛，打开腹腔，沿下

腹部中央侧脂肪剪掉一小块，搅动肠道，缝合腹腔及皮肤。

术后１周，每日皮下注射生理盐水０．４ｍｌ，正常饲养，持续５
周。去卵巢组大鼠：大鼠乙醚麻醉，仰卧位，剃毛，打开腹腔，

沿下腹部中央侧脂肪分别向上寻找卵巢，找到后分别在上下

侧结扎、剪离卵巢，缝合腹腔及皮肤。术后１周，每日皮下注

射生理盐水０．４ｍｌ，正常饲养，持续５周。去卵巢加雌激素

替代组大鼠：去卵巢大鼠饲养１周后，每日皮下注射雌激素

３０μｇ／ｋｇ，溶液体积０．４ｍｌ，持续５周。正常饲养。去卵巢

加雌孕激素替代组：去卵巢大鼠饲养１周后，每日皮下注射

雌激素３０μｇ／ｋｇ，孕激素５０μｇ／ｋｇ，溶液体积０．４ｍｌ，持续５
周。正常饲养。

　　所有大鼠饲养６周前５～７ｄ行大鼠直肠致炎，方法如下：

乙醚麻醉，俯卧位，经肛门插入导管约６～８ｃｍ，缓缓注入３０％

ＴＮＢＳ（溶于乙醇，按８０ｍｇ／ｋｇ体质量），５～７ｄ后用于实验。

１．２　实时定量ＲＴＰＣＲ检测Ｐ２Ｘ３和Ｐ２Ｘ２ ｍＲＮＡ表达　

Ｐ２Ｘ３基因正义引物：５′ＴＧＧＣＧＴＴＣＴ ＧＧＧＴＡＴＴＡＡ

ＧＡＴＣＧＧ３′；反义引物５′ＣＡＧＴＧＧＣＣＴＧＧＴＣＡＣＴＧＧ

ＣＧＡ３′，反应条件为：９５℃，２ｍｉｎ，９５℃，２５ｓ；６５℃，２５ｓ；
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７２℃，２５ｓ。Ｐ２Ｘ２基因正义引物：５′ＧＡＡＴＣＡＧＡＧＴＧＣ

ＡＡＣＣＣＣＡＡ３′；反义引物：５′ＴＣＡＣＡＧＧＣＣＡＴＣＴＡＣ

ＴＴＧＡＧ３′，反应条件为：９５℃，２ｍｉｎ，９５℃，２５ｓ；５８℃，２５ｓ；

７２℃，２５ｓ。为标化ＰＣＲ反应中各样本目的基因ｃＤＮＡ含

量，减少各样本间因个体差异对结果分析的影响，同时对各

样本的管家基因βａｃｔｉｎ进行了扩增，正义引物为：５′ＡＴＧ

ＧＴＧＧＧＴＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧ３′；反义引物为：５′ＴＧＧ

ＣＴＧＧＧＧ ＴＧＴ ＴＧＡ ＡＧＧ ＴＣ３′，反应条件为：９５℃，２

ｍｉｎ；９５℃，２５ｓ；６３℃，２５ｓ；７２℃，２５ｓ。

１．３　统计学处理　计量资料均以珚ｘ±ｓ表示，数据分析和作

图使用ＳＰＳＳ１１．０软件，参数分析采用单因素方差分析（ｏｎｅ

ｗａｙＡＮＯＶＡ）进行统计分析，显著性水平为０．０５。

２　结　果

２．１　炎性大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ的表达　结果显示，与

假手术组相比，去卵巢后 ＤＲＧ中 Ｐ２Ｘ３ ｍＲＮＡ 明显下降

（１．６６±０．６６ｖｓ１．０８±０．３５，Ｐ＜０．０５，ｎ＝４），而雌激素替代

以后Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ明显上升（２．０６±０．５８），与去卵巢组比较

有统计学差异（Ｐ＜０．０１，ｎ＝５）。雌孕激素同时替代组与单

独添加雌激素组也有统计学差异（２．０６±０．５８ｖｓ０．８７±

０．２８，Ｐ＜０．０１，ｎ＝５）。具体见图１。

图１　各组大鼠大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ的表达

Ｓｈａｍ：假手术组；ＯＶＸ：去卵巢组；ＯＶＸ＋Ｅ：去卵巢组加雌激素替代

组；ＯＶＸ＋Ｅ＋Ｐ：去卵巢组加雌孕激素替代组．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１

２．２　炎性大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ的表达　假手术组、去卵

巢组、去卵巢加雌激素替代组、去卵巢加雌孕激素替代组大鼠

ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ的表达分别为１．１４±０．１９、１．０２±０．３８、

１．２１±０．１８、１．０１±０．２３，组间均无统计学差异（图２）。

图２　各组大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ的表达

Ｓｈａｍ：假手术组；ＯＶＸ：去卵巢组；ＯＶＸ＋Ｅ：去卵巢组加雌激素替代

组；ＯＶＸ＋Ｅ＋Ｐ：去卵巢组加雌孕激素替代组

３　讨　论

　　ＴＮＢＳ是一种有机弱酸，属化学性半抗原，溶于乙醇后

与肠道组织蛋白结合，形成完全抗原，引起一系列免疫反应，

导致肠道的炎症［８］。虽然ＴＮＢＳ诱发肠道炎症的确切机制

尚未阐明，但由于其诱导的大鼠肠道炎症模型具有简便易

行、易于复制、与人类肠道激惹综合征（ＩＢＳ）相似等优点，因

而是目前制备ＩＢＳ模型的首选致炎方法。因此，本实验采用

ＴＮＢＳ进行大鼠结直肠致炎。

　　很多内脏传入神经都有感知伤害刺激的能力［９］，内脏感

觉信号传导过程中信号的放大或改变就会引起痛觉过敏。

由于传入神经致敏，结肠对刺激物的敏感性增高，微弱的刺

激在健康人不能引起明显反应，却使炎症患者的肠管剧烈收

缩而引起腹痛和排便异常。在ＴＮＢＳ诱发的大鼠炎症模型

上，结直肠传入神经的基础放电频率增加，结肠充盈所引起

的传入神经活动也较对照动物显著增加；同时结肠充盈引起

的ＡＴＰ释放增加，背根神经节（Ｌ１、Ｌ２、Ｓ１、Ｓ２）Ｐ２Ｘ３表达增

加，Ｐ２Ｘ受体拮抗剂如ＰＰＡＤＳ和ＴＮＰＡＴＰ可明显抑制结

肠充盈所引起的传入神经活动［１０］，提示Ｐ２Ｘ３和Ｐ２Ｘ２／３受体

参与了内脏炎症的伤害性感觉传导。在其他致炎模型中，如

弗氏佐剂（ＣＦＡ）致炎的大鼠，给予Ｐ２Ｘ３反义寡核甘酸［１１］可

以减轻 疼 痛 过 敏，给 予 Ｐ２Ｘ３ 和 Ｐ２Ｘ２／３ 的 阻 断 剂 ＴＮＰ

ＡＴＰ［１２］、Ａ３１７４９１［１３］而非ＩＰ５Ｉ会也有相似结果。ＣＦＡ致炎

后，神经元上Ｐ２Ｘ２和Ｐ２Ｘ３受体表达都上调，也证明了Ｐ２Ｘ
受体在炎性反应中起重要作用［１４］。当外周组织处于炎性

时，活化的Ｐ２Ｘ受体会继而导致ＥＲＫ的激活［１２］。当大鼠后

肢处于炎性反应时，给予机械刺激，ＥＲＫ的激活水平显著增

强，而且它的增强需要Ｐ２Ｘ受体的激活，可能与外周内源性

ＡＴＰ释放有关［１５］。这些结果都提示，外周炎症导致了神经

元上Ｐ２Ｘ受体在数量和功能上的明显上调，而内源性 ＡＴＰ
的释放增强了Ｐ２Ｘ受体的反应，最终在内脏机械性感觉信

号转导和内脏感觉过敏中起到重要的作用。

　　ＩＢＳ患者女性居多，发病率随年龄增大而递减［１６］，绝经

后妇女接受雌激素替代疗法发病率增高［１７］，结合型雌激素

（倍美力）可特异性地引起结肠炎［１８］。这些结果提示雌激素

在女性ＩＢＳ患者中有重要意义。但也有报道结肠炎早期（２

ｈ），雌激素可以通过降低ＩＬβ和 ＴＮＦα的水平，进而抑制

ＭＩＦ水平，从而抑制结肠对炎症的敏感性［１９］，提示雌激素对

肠道炎症具有保护作用。雌激素影响内脏炎性痛上存在的

较大差异，可能与采用了不同的实验性炎症模型有关［２０］，如

有报道在二硝基苯磺酸（ＤＮＢＳ）和丁二酸二辛酯磺酸（ＤＳＳ）

诱导的结肠炎模型上，１７β雌二醇分别起到了抗炎和促炎的

作用［２１］。本实验在炎症条件下，对不同处理组大鼠的ＤＲＧ
中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ含量进行比较，结果表明ＯＶＸ组大鼠ＤＲＧ
中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ含量较对照组有显著降低，而在给予雌激素

替代后又恢复，提示炎性条件下，大鼠体内雌激素浓度是维

持Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ含量的重要因素，并且Ｐ２Ｘ３受体可能与雌激

素促进肠道对炎症的敏感性有关。

　　卵巢分泌的另一种激素孕激素在炎性反应中可能也起

着重要作用。孕激素可以减少促炎症因子的释放［２２２３］，从而
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能减低炎症导致的疼痛过敏［２４］，起到抗炎效果。本实验中，

与单独给予雌激素相比，同时注射孕激素和雌激素 Ｐ２Ｘ３
ｍＲＮＡ含量显著降低，提示孕激素对于Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ的调节

作用可能与雌激素相反，即孕激素（主要为孕酮）对炎症条件

下大鼠ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ的表达起抑制作用。Ｃｒｏｗｌｅｙ
等［２５］也发现孕激素可以逆转或阻断雌激素的部分作用，支

持我们的结果。本实验中还发现同时给予雌孕激素组和假

手术组也有统计学差异，这可能是由于给予雌激素和孕激素

的浓度均高于生理浓度所致，也可能与卵巢中其他一些激素

（如抑制素）的作用有关，具体机制尚待进一步研究。本实验

中由于采用了长期改变大鼠体内雌孕激素浓度的方法来研

究ＤＲＧ中Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ的表达，因而还不能排除在整个实

验过程中下丘脑垂体靶腺（ＨＰＡ）轴的作用，其中包括垂

体促性腺激素和下丘脑促性腺激素释放激素的可能作用，其

中的机制尚需进一步研究。

　　此外，本实验还发现各处理组中ＤＲＧＰ２Ｘ２ｍＲＮＡ的表

达都没有显著性差异，提示在炎性条件下雌激素和孕激素水

平的改变对Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ没有明显的调节作用，其对炎性条

件下内脏伤害性感觉信号传导的调节作用可能与Ｐ２Ｘ２无直

接的关系。

　　综上所述，我们的结果表明，在结直肠ＴＮＢＳ致炎时，雌

激素促进大鼠Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ的表达，但对Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ无明

显影响；孕激素的作用可能与雌激素正好相反。提示炎性条

件下雌孕激素可能通过调节Ｐ２Ｘ３受体的表达影响炎性痛。
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