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去卵巢大鼠雌激素替代后背根神经节Ｐ２Ｙ１受体表达增加

杜　狄，王立鹏，马　蓓

第二军医大学基础部生理学教研室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　考察痛觉敏感性与体内雌孕激素水平的可能关系。方法　将大鼠分为去卵巢组（８只）和去卵巢后雌激素
替代组（８只），去卵巢组通过去卵巢手术降低大鼠体内卵巢激素水平，去卵巢后雌激素替代组在去卵巢手术后１周给予外源性雌

激素替代。分别在两组大鼠足底注射Ｐ２Ｙ１选择性激动剂２ＭｅＳＡＤＰ，通过行为学实验观察对大鼠足底机械痛阈的影响，并通过

实时定量ＰＣＲ研究２组大鼠背根神经节（ＤＲＧ）中Ｐ２Ｙ１受体ｍＲＮＡ表达的差别。结果　与去卵巢组大鼠相比，雌激素替代组
大鼠机械痛阈增高（Ｐ＝０．０１４）；足底注射Ｐ２Ｙ１选择性激动剂２ＭｅＳＡＤＰ后，去卵巢组大鼠在注射药物前后痛阈无统计学差异，

而雌激素替代组大鼠出现痛觉增敏。实时定量ＰＣＲ结果表明雌激素替代组大鼠ＤＲＧＰ２Ｙ１受体ｍＲＮＡ的表达高于去卵巢组大

鼠（Ｐ＜０．０５）。结论　雌激素可能通过促进ＤＲＧ上Ｐ２Ｙ１受体的表达从而影响外周机械痛阈。
　　［关键词］　卵巢切除术；雌激素替代疗法；脊神经节；Ｐ２Ｙ１ 受体；痛觉过敏
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　　文献报道卵巢激素与疼痛的调节有关。如，女性
的痛觉在月经周期中有波动，黄体期比卵泡期痛觉加
重，而在月经期进一步加重［１］。怀孕时，增高的雌激
素和孕激素水平也同样能对抗伤害反应［２３］。动情前
期的大鼠因有高浓度的雌激素和孕激素水平，和雌孕
激素水平较低的动情间期大鼠相比，对热辐射的甩尾
和舔足反应潜伏期延长［４５］。在去卵巢大鼠注射雌二
醇或孕酮可以减少伤害性反应［６］。注射雌二醇可以

增加动物对热刺激和阴道膨胀反应的潜伏期［７］。这
提示雌激素对痛觉的转导或传递有抑制作用。然而，
另一些研究表明雌激素对痛觉的转导或传递有正向

的调制作用。如女性比男性更容易患肠激惹综合征、
间质性膀胱炎、偏头痛、颞下颌关节紊乱等疾病［８１０］，
研究发现，啮齿类动物对伤害性刺激的反应也有显著
的性别差异，雌性比雄性的反应更强烈［１１］。

　　ＡＴＰ作为细胞外信号分子，可以调节神经元之
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间的联系。ＡＴＰ的效应是由门控型阳离子通道

Ｐ２Ｘ和Ｇ蛋白偶联型受体Ｐ２Ｙ介导的，近年来发现

Ｐ２Ｙ１受体的激活与痛觉的产生及调节有关［１２１３］。

Ｐ２Ｙ１受体广泛表达于神经系统，在初级感觉神经节
（ＤＲＧ）的大、中、小各类神经元中均有表达［１４］，提示
其可能参与了外周感觉的转导和传递。有报道发
现，细胞外的 ＡＴＰ可以通过激活 Ｐ２Ｙ１受体加强

ＶＲ１的反应，由于ＶＲ１受体是伤害性感受的特异性
靶点，提示Ｐ２Ｙ１受体与外周感觉神经元末梢的疼痛
信号的产生和调节有关［１５］。此外，在大鼠外周神经
的轴突切断而致神经性疼痛的模型中，ＤＲＧ 上

Ｐ２Ｙ１受体的表达显著上调，提示Ｐ２Ｙ１受体在调节神
经病理性疼痛方面也起作用［１６］。

　　因而，我们通过痛觉行为学实验，观察大鼠去卵
巢组（ＯＶＸ）和去卵巢后雌激素替代组（ＯＶＸ＋Ｅ２）
大鼠足底皮肤痛觉的差别，并对２组大鼠注射特异
性的Ｐ２Ｙ１激动剂，以及分离提取背根神经节进行实
时定量反转录聚合酶链式反应（ＱＴＲＴＰＣＲ）实验，
进一步观察Ｐ２Ｙ１受体是否参与了雌激素对大鼠疼
痛的外周调节。

１　材料和方法

１．１　实验动物　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雌性大鼠购
自上海西普尔必凯实验动物有限公司。实验开始
前动物饲养４周，动物每个笼子放３～４只，提供充
足的水和食物。大鼠随机分为２组，去卵巢组和去
卵巢后雌激素替代组，每组８只。

１．２　去卵巢大鼠模型制备　用戊巴比妥（３５ｍｇ／

ｋｇ）腹腔注射进行麻醉。去卵巢手术采用双侧、皮肤
切口到达腹腔。输卵管用４０棉线结扎来固定卵
巢，切除卵巢。确定腹腔内无出血后，按层关闭伤
口。大鼠手术后没有出现并发症。

１．３　雌激素替代　去卵巢手术后１周，去卵巢后雌
激素替代组大鼠每日皮下注射雌二醇（Ｅ２，剂量３０

μｇ／ｋｇ，溶解在０．１ｍｌ芝麻油中），去卵巢组去卵巢
大鼠仅每日注射０．１ｍｌ芝麻油 （Ｓｉｇｍａ）。５周后用
于以下实验。

１．４　行为学实验　机械性痛阈的测定：采用弗莱毛
（ＶｏｎＦｒｅｙＨａｉｒ，英国伦敦大学自主神经科学研究所）
测痛法。即将测试大鼠置于特制笼中，熟悉环境３０
ｍｉｎ后，以弗莱毛刺激大鼠后足部，以大鼠抬起后肢为
反应阳性。弗莱毛的强度分别为４（０．０７９４ｇ）、

５（０．１３２ｇ）、６（０．２１９ｇ）、８（０．６０３ｇ）、１０（１．６６ｇ）、１１
（２．７５ｇ）、１２（４．５７ｇ）、１３（７．５８ｇ）、１４（１２．６ｇ）、１５
（２０．９ｇ）、１６（３４．７ｇ）、１７（５７．５ｇ）。从细到粗，逐个进
行左右足部刺激，每一强度的弗莱毛刺激左脚和右脚

各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
（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。

　　向大鼠施用２种药物２ＭｅＳＡＤＰ（Ｓｉｇｍａ）以及
生理盐水，间隔时间为１周，给大鼠充分的恢复时
间。试验者试验前不被告知使用药物次序（双盲）。
将２组大鼠置于笼中适应３０ｍｉｎ后测基础痛阈，完
成后向大鼠左足底皮下注射药物，测出２０、４０、６０、８０
ｍｉｎ时大鼠ＰＷＴ５０。

１．５　ＱＴＲＴＰＣＲ检测ＤＲＧ上Ｐ２Ｙ１受体的表达

１．５．１　 ＲＮＡ分离和ｃＤＮＡ的合成　分别从２组
大鼠分离出ＤＲＧ，其中的总 ＲＮＡ用 ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ
Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ；ＣｌｉｆｔｏｎＨｉｌｌ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）抽提。用紫
外分光光度计确定纯度（Ｄ２６０／Ｄ２８０）。２μｇＲＮＡ于

２５μｌ体系中［ｄＮＴＰ１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＲＮａｓｅ抑制剂１６
Ｕ，ＭＬＶＲＴａｓｅ２Ｕ，Ｏｌｉｇｏ（Ｄｔ）ｐｒｉｍｅｒ２０ｐｍｏｌ］反
转录为ｃＤＮＡ，反应条件７２℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ，４２℃
６０ｍｉｎ，７２℃ １０ｍｉｎ，４℃ ５ｍｉｎ。反转录产物于

－２０℃冰箱中保存。

１．５．２　实时定量ＰＣＲ　用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实现实时
定量ＰＣＲ的放大，在２０μｌ反应液中使用Ｒｏｔｏｇｅｎｅ
ＲＧ３０００。溶液包括１．０ｍｌ稀释 ＲＴＰＣＲ 产物，

０．２５μｍｏｌ／Ｌ 各自的配对引物和１０ｍｌｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ。Ｐ２Ｙ１受体的引物对
序列是：５′ＣＧＧＴＣＣＧＧＧＴＴＣＧＴＣＣＴ３′（正义
链）；５′ＴＡＧ ＴＡＡ ＡＡＣ ＴＧＧ ＡＡＧ ＣＣＣ ＧＴＣ
ＴＴＧ３′（反义链）序列从 ＧｅｎＢａｎｋ下载 （ＧｅｎＢａｎｋ
号码是 Ｕ４２０３０）；ＰＣＲ 条件：将反应体系加热到

９５℃，持续２ｍｉｎ；进行４０次扩增，９５℃下进行２０ｓ；

６５℃下进行２５ｓ；７２℃下进行２５ｓ。βａｃｔｉｎ的引物
对序列是：５′ＡＴＧ ＧＴＧ ＧＧＴ ＡＴＧ ＧＧＴ ＣＡＧ
ＡＡＧ Ｇ３′（正义链）；５′ＴＧＧ ＣＴＧ ＧＧＧ ＴＧＴ
ＴＧＡＡＧＧＴＣ３′（反义链）。βａｃｔｉｎ（对照基因）的

ＰＣＲ条件是：将反应体系加热到９５℃，持续２ｍｉｎ，
进行４０次扩增９５℃下进行２０ｓ；５８℃下进行２５ｓ；

７２℃下进行２５ｓ。产物的特异性通过熔解曲线以及
琼脂糖凝胶电泳检测。每个样本中 ｍＲＮＡ的绝对
水平用标准曲线来计算：连续稀释特殊的已知量样
本，它们分别对应每一轮扩增的初始剂量值，从而描
绘出标准曲线。

１．６　统计学处理　实验数据为计量资料结果，均以

珚ｘ±ｓ表示，数据分析使用ＳＰＳＳ１３．０软件，作图采用

Ｏｒｉｇｉｎ８。ＯＶＸ组和ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠在雌二醇替代

５周后机械痛阈比较以及在注射Ｐ２Ｙ１选择性激动剂
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２ＭｅＳＡＤＰ和生理盐水后２组大鼠机械痛阈值的比
较中，采用ｔｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ 以及ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ方法
统计分析。在ＱＴＲＴＰＣＲ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　雌激素对外周机械痛的影响　结果如图１所
示，ＯＶＸ组ＰＷＴ５０为（１２．０±１．５）ｇ，ＯＶＸ＋Ｅ２组

ＰＷＴ５０为（２０．８±４．７）ｇ。ＯＶＸ组的机械痛阈值低
于ＯＶＥ＋Ｅ２组的机械痛阈值（ｎ＝９，Ｐ＝０．０１４），Ｅ２
替代可以改变去卵巢大鼠的外周机械痛阈，使痛阈
值增高。

２．２　Ｐ２Ｙ１受体在雌激素调节大鼠外周痛觉中的作
用　结果见表１。ＯＶＸ组大鼠足底分别皮下注射２
ＭｅＳＡＤＰ及生理盐水后，机械痛阈没有统计学差异
（ｎ＝８，Ｐ＝５．０８）。而在ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠足底皮下
分别注射这２种药物后，机械痛阈有统计学差异
（ｎ＝６，Ｐ＝０．０２１），在４０ｍｉｎ时，注射２ＭｅＳＡＤＰ

后 ＰＷＴ５０为（３．４８±０．３９）ｇ，注射生理盐水后

ＰＷＴ５０为（５．２５±０．４３）ｇ（ｎ＝６，Ｐ＝０．０５７）。到

６０ｍｉｎ时，差异无统计学意义（ｎ＝６，Ｐ＝０．２０３）。

图１　大鼠在雌二醇替代５周后机械痛阈比较

Ｆｉｇ１　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｐａｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎＯＶＸｇｒｏｕｐａｎｄＯＶＸ＋Ｅ２ｇｒｏｕｐ
５ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒＥ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

表１　ＯＶＸ和ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠足底注射２ＭｅＳＡＤＰ与生理盐水后机械痛阈（５０％缩腿阈值）比较

Ｔａｂ１　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｐａｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（ＰＷＴ５０）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ２ＭｅＳＡＤＰｏｒｓａｌｉｎｅｉｎｔｏｈｉｎｄｐａｗｏｆＯＶＸｒａｔｓ
（ｍ／ｇ，珚ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｔ／ｍｉｎ

ＯＶＸ（ｎ＝８）

２ＭｅＳＡＤＰ Ｓａｌｉｎｅ
ＯＶＸ＋Ｅ２（ｎ＝６）

２ＭｅＳＡＤＰ Ｓａｌｉｎｅ
Ｂｅｆｏｒｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ３．９４±０．５０ ４．７２±０．４６ ６．０９±０．４８ ６．５９±０．６２

２０ ３．３１±０．２０ ３．９１±０．６２ ３．９４±０．４４ ５．２３±０．５５
４０ ３．１０±０．５５ ３．６８±０．４１ ３．４８±０．３９ ５．２５±０．４３
６０ ２．５２±０．６３ ３．１２±０．３８ ３．７６±０．２８ ４．９４±０．４２
８０ ２．７５±０．２２ ３．６７±０．５０ ３．５５±０．３５ ４．８７±０．６５

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐｏｆＯＶＸ＋Ｅ２ｇｒｏｕｐ

２．３　ＤＲＧ上Ｐ２Ｙ１受体的表达　结果表明，与去卵
巢大鼠比较，雌激素替代组大鼠 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｙ１
ｍＲＮＡ表达增高（图２，Ｐ＜０．０５）。结果提示雌二醇
可以促进ＤＲＧ上Ｐ２Ｙ１受体的表达。

图２　ＤＲＧ上Ｐ２Ｙ１受体的表达

Ｆｉｇ２　Ｐ２Ｙ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＤＲＧ
Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　我们的结果显示，去卵巢大鼠雌激素替代后外周

机械痛阈增高，提示雌激素在维持外周机械痛阈敏感
性方面起到重要作用。Ｓｔｏｆｆｅｌ等［１７］的研究也表明，

ＯＶＸ大鼠的伤害性痛觉阈值比假手术对照组低，雌
二醇（低或高浓度）给药后疼痛阈值相比ＯＶＸ组显著
升高。Ｓａｎｏｊａ等［１８］研究发现，小鼠去卵巢后腹部、后
肢（不包括前肢）及远端尾部出现了机械性痛觉增敏
和内脏感觉增敏，雌激素替代后痛觉增敏消失。此结
果提示雌激素的调节作用可能局限在腰骶段脊髓或

抵达该区域的初级传入神经元或其末梢。

　　Ｐ２受体属于嘌呤受体的一种，广泛分布于全身
各组织和系统中，根据其分子结构和信号转导机制的
不同分为Ｐ２Ｘ和Ｐ２Ｙ受体，中枢神经系统神经元中
表达有对ＡＴＰ敏感的Ｐ２Ｘ受体（配体门控离子通道）
和Ｐ２Ｙ受体（Ｇ蛋白偶联受体）［１３］。与Ｐ２Ｘ受体介导
轴突上对于ＡＴＰ的快速反应相反，Ｐ２Ｙ受体不仅介
导由于非突触释放的 ＡＴＰ 引起的膜电位的缓慢变
化，还介导与其他递质的受体的相互作用［２１］。已有研
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究发现Ｐ２Ｙ１受体与痛觉存在一定联系，Ｐ２Ｙ１ｍＲＮＡ
集中表达于ＤＲＧ大神经元上，释放到细胞外的ＡＴＰ
会激活Ｐ２Ｙ１受体，并参与外周轻触觉（ｌｉｇｈｔｔｏｕｃｈ）的
产生［１４］。在切除大鼠外周神经轴突引起的神经性疼
痛的动物模型上发现，ＤＲＧ上Ｐ２Ｙ１受体表达上调，提
示Ｐ２Ｙ１受体可能参与神经性疼痛的形成［１６］。除此之
外，Ｐ２Ｙ１受体的选择性激动剂ＡＤＰβＳ能抑制大鼠
脊髓中Ｃ神经纤维介导的多突触的兴奋性突触后电
位，使大鼠甩尾实验的伤害性疼痛阈值升高。这些结
果进一步证实，Ｐ２Ｙ１受体参与从感觉神经中枢末梢到
脊髓神经元的兴奋性突触的传导［２２］，提示Ｐ２Ｙ１受体
在疼痛调节中发挥重要作用。

　　我们的实验发现，与生理盐水对比，ＯＶＸ组大鼠
注射２ＭｅＳＡＤＰ后外周机械痛阈无统计学差异；而

ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠注射２ＭｅＳＡＤＰ后外周机械痛阈下
降。结果提示，雌激素替代后Ｐ２Ｙ１的作用增强。分
子生物学结果进一步证实，与ＯＶＸ组大鼠相比，去卵
巢后雌激素替代的大鼠背根神经节上Ｐ２Ｙ１ ｍＲＮＡ
明显上调，提示体内雌激素水平可以影响外周背根神
经节中Ｐ２Ｙ１受体的表达，表明雌激素调节疼痛可能
与Ｐ２Ｙ１受体的表达或功能改变有关。

　　以往的研究发现，ＤＲＧ神经元上表达Ｐ２Ｙ１受
体［２３２４］，提示雌激素作用的靶点可能是ＤＲＧ神经
元上的Ｐ２Ｙ１受体。此外，有很多报道神经胶质细胞
也可表达Ｐ２Ｙ１受体，并且体外培养的大鼠脊髓背角
星形胶质细胞大多表达Ｐ２Ｙ１受体；Ｐ２Ｙ受体激动剂

ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＤＰβｓ剂量依赖性促进星形胶质细胞
［Ｃａ２＋］升高［２５］，我们尚不能排除背根神经节上神经
胶质细胞中Ｐ２Ｙ１受体的表达及参与痛觉行为的调
节，但根据注射Ｐ２Ｙ１受体选择性激动剂２ＭｅＳＡＤＰ
后２组大鼠之间的差异可以推测，ＤＲＧ中表达上调
的Ｐ２Ｙ１受体主要来源于神经元上的变化，而且这种
变化影响ＤＲＧ神经元的外周端，参与了雌激素替代
后外周机械痛阈的改变。
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