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蛋白激酶Ａ和蛋白激酶Ｃ对大鼠背根神经节神经元Ｐ２Ｘ３受体介导的内
向电流的调节作用
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　　［摘要］　目的　探讨蛋白激酶Ａ（ＰＫＡ）和蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）对分离培养的背根神经节（ＤＲＧ）神经元ＡＴＰ受体Ｐ２Ｘ３ 功
能的调节作用。方法　分离培养大鼠ＤＲＧ神经元，给予外源性ＡＴＰ诱导出瞬时型内向电流，通过全细胞膜片钳记录的方法
观察Ｐ２Ｘ３ 和Ｐ２Ｘ２／３受体特异性阻断剂ＴＮＰＡＴＰ对这一电流的影响，在此基础上观察ＰＫＡ和ＰＫＣ激动剂对ＡＴＰ诱导的瞬时

型内向电流的调节作用。结果　在分离培养的ＤＲＧ神经元上，ＡＴＰ诱导的瞬时型电流可以被ＴＮＰＡＴＰ抑制，其抑制效应呈
剂量依赖性，半数有效剂量（ＩＣ５０）为（２１．７±７．６）ｎｍｏｌ／Ｌ。ＰＫＡ激动剂ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）和ＰＫＣ激动剂ＰＭＡ（１μｍｏｌ／Ｌ）均可

以快速、可逆地抑制ＡＴＰ诱导的瞬时型电流。结论　在大鼠分离培养的ＤＲＧ神经元，ＰＫＡ和ＰＫＣ可能通过磷酸化调节抑制
Ｐ２Ｘ３ 受体的功能，从而抑制ＡＴＰ诱导的瞬时型内向电流，提示蛋白激酶对Ｐ２Ｘ３ 受体的调节作用可能参与痛觉的形成。

　　［关键词］　背根神经节；Ｐ２Ｘ３ 受体；蛋白激酶Ａ；蛋白激酶Ｃ；腺苷三磷酸
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　　痛觉的产生牵涉到刺激信号在感觉神经末梢部
位的换能（信号转导）、在初级传入神经元纤维上的
传导、向脊髓背角神经元的传递，以及感觉信号在中
枢神经系统内的上行传递与大脑皮质对感觉信号的

处理等过程。在外周组织，伤害性刺激可直接激活
感觉神经末梢上的离子通道，从而诱发感受器电位；
也可以通过引起上皮及免疫内分泌细胞释放介质而

间接地激活传入神经末梢。三磷酸腺苷（ＡＴＰ）即是
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这类细胞释放的炎性介质之一，通过激活Ｐ２Ｘ（配基
门控性非选择性阳离子通道）受体而引起痛觉［１４］。

ＡＴＰ受体家族包括配基门控的Ｐ２Ｘ受体和Ｇ蛋白
偶联的Ｐ２Ｙ受体两大类［５６］，特别是Ｐ２Ｘ３ 受体特异
性高表达于与伤害性感受相关的小直径背根神经节

（ＤＲＧ）神经元上［７］。在急性分离和培养的ＤＲＧ细
胞上，ＡＴＰ可诱发出３种电流（ＩＡＴＰ）：瞬时型、缓慢
型以及双相型（包含快速和缓慢两种成分）［８］。有研
究者采用Ｐ２Ｘ２ 和Ｐ２Ｘ３ 基因敲除小鼠及药理学方
法，证明Ｐ２Ｘ２ 或Ｐ２Ｘ２／３受体介导缓慢型ＩＡＴＰ，Ｐ２Ｘ３
受体介导瞬时型ＩＡＴＰ，双相型ＩＡＴＰ与Ｐ２Ｘ３ 和Ｐ２Ｘ２／３
受体同时存在有关［９］。其中，瞬时型ＩＡＴＰ主要存在
于ＤＲＧ的中小细胞中，免疫组化研究也显示Ｐ２Ｘ３
亚型选择性地表达于辣椒素敏感的ＤＲＧ中小细胞
中［７］，这些都表明Ｐ２Ｘ３受体特异性地参与痛觉的信
号转导，在机体的痛觉形成和调节中起到重要作用。

　　已有研究证实Ｐ２Ｘ受体上有蛋白激酶Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＡ，ＰＫＡ）和蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）
结合位点［１０１４］，并有实验表明离子通道型ＡＴＰ受体
的功能可以被细胞内磷酸化调节［１４］，但是ＰＫＡ和

ＰＫＣ是否可以调节分离培养的ＤＲＧ神经元Ｐ２Ｘ３ 受
体的功能尚不清楚。本研究拟通过全细胞膜片钳方
法记录电流，在大鼠分离培养的ＤＲＧ神经元上，观察
外源性ＡＴＰ诱导出的瞬时型内向电流，并确认这一
电流为Ｐ２Ｘ３受体介导，在此基础上观察ＰＫＡ和ＰＫＣ
对Ｐ２Ｘ３受体介导的内向电流的调节作用，从而为痛
觉调节的外周机制研究提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　ＤＲＧ神经元分离和培养　ＳＤ大鼠（８周，购自
中国科学院上海实验动物中心），体质量２００ｇ左右，
快速断头处死，取出Ｌ４５ＤＲＧ，置于Ｌ１５培养液中
（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｐａｉｓｌｅｙ，ＵＫ），将神经节置于４
ｍｌ含有１．５ｍｇ／ｍｌ胶原酶（ｃｌａｓｓⅡ，Ｓｉｇｍａ）和６
ｍｇ／ｍｌ牛血清白蛋白（ＢＳＡ；Ｓｉｇｍａ，Ｐｏｏｌｅ，ＵＫ）的
无钙无镁 Ｈａｎｋ平衡盐溶液（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中。
在３７℃的恒温下孵育４５ｍｉｎ，然后将神经节置于４
ｍｌ含１ｍｇ／ｍｌ的胰酶（Ｓｉｇｍａ）中，在３７℃下孵育１５
ｍｉｎ。用１ｍｌ培养液［由含有１０％胎牛血清（Ｇｉｂ
ｃｏ）、５０ｎｇ／ｍｌ神经生长因子（Ｓｉｇｍａ）、２ ｍｇ／ｍｌ
ＮａＨＣＯ３、５．５ｍｇ／ｍｌ葡萄糖、２００μｇ／ｍｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
和２００μｇ／ｍｌｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ的Ｌ１５培养液组成］轻
轻吹打直至将神经节分离成单个细胞。将这些细胞
铺在用１０μｇ／ｍｌ层黏蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ；Ｓｉｇｍａ）预先涂
过的３５ｍｍ的平皿上。在含有５％ＣＯ２（体积分数）

３７℃恒温箱中孵育，６～３０ｈ内选择直径在２５μｍ以

下的细胞用于实验。

１．２　全细胞膜片钳记录　采用常规高阻抗封接的
全细胞记录方式。在电极进入液面前，通过１ｍｌ注
射器向记录电极施加一轻的正压（约１０ｃｍＨ２Ｏ，

１ｃｍＨ２Ｏ＝０．０９８ｋＰａ），防止气液界面上积聚的灰
尘或溶液中的粒子附着在电极尖端而妨碍紧密封接

的形成。当记录电极接触细胞表面时，迅速通过记
录电极内部用注射器施加一负压 （约 ２０～３０
ｃｍＨ２Ｏ），使电极和细胞膜表面形成紧密封接，封接
阻抗于几秒内升至ＧΩ级。此时向电极施加较大负
压（约１００ｃｍＨ２Ｏ）则可吸破电极腔正下方的膜片，
形成全细胞记录模式，即可观察全细胞电流。全细
胞电流记录通常可维持约 ４０ ｍｉｎ，实验温度为

２２～２４℃。所记录的信号输入 Ａｘｏｐａｔｃｈ２００Ｂ膜片
钳放大器（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，

ＵＳＡ），放大器所采集的信号以并联方式同时输向和
模数转换仪相连的计算机，记录信号的监测、存储与
分析处理以及通过记录电极给予细胞的指令电压由

Ａｘｏｎ公司ｐＣｌａｍｐ９．２软件完成。

１．３　给药方法及途径　Ｐ２Ｘ１、Ｐ２Ｘ３ 和Ｐ２Ｘ２／３受体
特异性阻断剂 ＴＮＰＡＴＰ［７］、ＰＫＡ激动剂ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ
和ＰＫＣ激动剂佛波酯（ＰＭＡ）均购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司。实验中采用细胞外给药，通过记录程序控制
八道灌流系统（ＤＡＤ１２ＳｕｐｅｒｆｕｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）的不同
通道，从而选择所给的药物，给药系统出口的尖端为
石英毛细微孔，内径为１００μｍ，距离细胞２５０μｍ。
其中有一管中充入细胞外液（Ｋｒｅｂ液）用于药物终止
和冲洗。使用恒流泵（ＨＬ２型）进行细胞外灌流，换
药时间＜４ｓ，给药时间为４ｓ，给药间隔至少４ｍｉｎ，使
细胞对药物的反应恢复。本实验室以Ｎ２提供正压，压
力选择为２００ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ），开启电
磁阀的电压选择５ｍＶ。

１．４　统计学处理　本实验所有数据均以珔ｘ±ｓ珔ｘ表示。
由ｐＣｌａｍｐ９．２软件采样系统获得的图形，直接进入

Ｃｌａｍｆｉｔ９．２软件数据处理系统进行测量、分析、作图。
剂量效应曲线按照下列公式由Ｏｒｉｇｉｎ４１软件非线性
回归拟合绘制：Ｙ＝Ａ／［１＋（Ｋ／Ｘ）ｎＨ］，式中Ａ为标准
化后的激活电流最大值，Ｋ为产生最大效应的半效浓
度，ｎＨ为Ｈｉｌｌ系数（由Ｈｉｌｌ图求出）。全细胞膜片钳
实验采用配对ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡＴＰ诱发的瞬时型电流主要由Ｐ２Ｘ３ 受体介
导　ＤＲＧ神经元分离培养后６～３０ｈ内用于实验，
当给予 ＡＴＰ （１０～１００μｍｏｌ／Ｌ，４ｓ）时，４６．４％
（６５／１４０）的ＤＲＧ细胞出现一个快速激活和失活的
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瞬时型内向电流（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｉｎｗａｒｄｃｕｒｒｅｎｔ），幅值为
（０．４８±０．２１）ｎＡ；８．６％ （１２／１４０）的ＤＲＧ细胞出
现一个快速激活和缓慢失活的缓慢型内向电流

（ｓｕｓｔａｉｎｅｄｉｎｗａｒｄｃｕｒｒｅｎｔ），幅值为（０．３７±０．１３）

ｎＡ；３４．３％ （４８／１４０）的ＤＲＧ细胞出现一个双相的
内向电流（ｂｉｐｈａｓｉｃｉｎｗａｒｄｃｕｒｒｅｎｔ），即分别有一部
分缓慢成分和一部分快速成分，幅值为（０．５３±
０．１８）ｎＡ。另外在１５个（１０．７％）ＤＲＧ神经元上，

ＡＴＰ不能引起明显的反应。上述结果提示ＡＴＰ诱
发的瞬时型电流主要由Ｐ２Ｘ３受体介导。

　　为了进一步证实 ＡＴＰ 诱发的瞬时型电流是由

Ｐ２Ｘ３受体介导的，本研究用ＴＮＰＡＴＰ来阻断这一效
应。由图１可见，当细胞外分别给予不同浓度的

ＴＮＰＡＴＰ（１～１００ｎｍｏｌ／Ｌ）４ ｍｉｎ，ＴＮＰＡＴＰ 对

ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）诱发的瞬时型电流均具有抑制作
用。当细胞外持续给予 ＴＮＰＡＴＰ（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）４
ｍｉｎ，ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）诱导的瞬时型电流降低至对
照的（６６．５±９．７）％，洗去ＴＮＰＡＴＰ后，ＡＴＰ诱发的
瞬时型电流可恢复；当细胞外持续给予 ＴＮＰＡＴＰ
（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）４ｍｉｎ，ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）诱发的瞬时
型电流可降低至对照的（２２．７±４．２）％。ＴＮＰＡＴＰ
的作用呈剂量依赖性，ＩＣ５０为（２１．７±７．６）ｎｍｏｌ／Ｌ。

图１　不同浓度ＴＮＰＡＴＰ对ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）

诱导的瞬时型电流的抑制作用

Ｆｉｇ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＴＮＰＡＴＰｏｎＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔ
Ａ：ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＮＰＡＴＰｏｎ

ＡＴＰｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔｉｎｏｎｅＤＲＧ （ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ）

ｎｅｕｒｏｎ；Ｂ：Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｆｏｒｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＮＰＡＴＰｏｎＡＴＰｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔ

ｃｕｒｒｅｎｔ．Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｂｙｔｈｅａｍｐｌｉｔｕｄｅｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰｉｎｄｕｃｅｄ

ｃｕｒｒｅｎｔ，ｅａｃｈｐｏｉｎｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍｅａｎａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆ５７

ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅＩＣ５０ｉｓ（２１．７±７．６）ｎｍｏｌ／Ｌ

２．２　激动ＰＫＡ和ＰＫＣ可抑制ＡＴＰ诱导的瞬时型
电流　为研究ＰＫＣ对瞬时型电流的调节作用，本研
究观察了ＰＫＣ激动剂ＰＭＡ的作用。在钳制电压
为－６０ｍＶ时，细 胞 外 预 给 ＰＭＡ （１ μｍｏｌ／Ｌ，

４ｍｉｎ），在结束前５ｓ给予ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ），其诱
导的瞬时型电流被 ＰＭＡ 明显抑制，为对照的
（７１．２％±１０．４）％（Ｐ＜０．０１）；洗去ＰＭＡ后，ＡＴＰ
（１００μｍｏｌ／Ｌ）诱发的瞬时型电流可恢复（图２）。

图２　ＰＫＣ激动剂ＰＭＡ对ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）

诱导的瞬时型电流的快速抑制作用

Ｆｉｇ２　ＲａｐｉｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＫＣａｇｏｎｉｓｔ

ＰＭＡａｇａｉｎｓｔＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔ
Ａ：ＩｎａＤＲＧ（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ）ｎｅｕｒｏｎ，ｔｈｅＰＫＣａｇｏｎｉｓｔＰＭＡ
（１μｍｏｌ／Ｌ）ｅｘｅｒｔｒａｐｉｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔＰ２Ｘ３ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎ

ｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔ；Ｂ：ＤｉａｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｒａｐｉｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰＫＣａｇｏ

ｎｉｓｔＰＭＡ （１μｍｏｌ／Ｌ）ｏｎＰ２Ｘ３ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝６，珔ｘ±ｓ珔ｘ

　　由于ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ是 ＡＣ酶的激动剂，其通过激动

ＡＣ酶使ＡＴＰ生成ｃＡＭＰ，继而激活ＰＫＡ，所以，为
了研究ＰＫＡ对瞬时型电流的调节作用，本研究观察
了ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ的作用。在钳制电压为－６０ｍＶ时，细
胞外预给ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ，４ｍｉｎ），在结束前５ｓ
给予ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ），其诱导的瞬时型电流被

ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ明显抑制，为对照的 （６３±１９）％ （Ｐ＜
０．０１），洗去ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ后，ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）诱导的
瞬时型电流可恢复（图３）。

３　讨　论

　　本实验表明，在分离培养的 ＤＲＧ 神经元上，

ＡＴＰ诱导的瞬时型电流主要为 Ｐ２Ｘ３ 受体介导，

ＰＫＣ激动剂ＰＭＡ和ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ均可逆地抑制 ＡＴＰ
诱导的瞬时型电流，说明在分离培养的 ＤＲＧ神经
元，ＰＫＡ和ＰＫＣ均可以快速抑制Ｐ２Ｘ３ 受体的功
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能，提示蛋白激酶对Ｐ２Ｘ３受体的调节作用可能参与
了痛觉的形成。

图３　Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ对ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）诱导的

瞬时型电流的快速抑制作用

Ｆｉｇ３　Ｒａｐｉｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｆｏｒｓｋｏｌｉｎｏｎ

ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔ
Ａ：ＩｎａＤＲＧ （ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ）ｎｅｕｒｏｎ，ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）

ｅｘｅｒｔｒａｐｉｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎＰ２Ｘ３ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔ；Ｂ：

Ｄｉａｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｒａｐｉｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）ｏｎｔｈｅ

ｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｕｒｒｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＴＰ （１００μｍｏｌ／Ｌ）．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ珔ｘ

　　ＡＴＰ可以存在于各种细胞，由细胞外吐或细胞
溶解后释放［３，１５］。伤害性刺激可以使组织细胞释放

ＡＴＰ，通过激活 ＡＴＰ受体而引起痛觉，因此，ＡＴＰ
在外周伤害性感受的转导中起重要作用［１６］。ＴＮＰ
ＡＴＰ是 Ｐ２Ｘ１、Ｐ２Ｘ３ 和 Ｐ２Ｘ２／３受体特异性的阻断
剂［７］，其中对Ｐ２Ｘ３和Ｐ２Ｘ１ 受体最为敏感。本研究
发现，在ＤＲＧ神经元上，ＡＴＰ诱导的瞬时型电流可
以被 ＴＮＰＡＴＰ所拮抗，半数有效剂量为（２１．７±
７．６）ｎｍｏｌ／Ｌ。已有文献报道，ＴＮＰＡＴＰ 对重组

Ｐ２Ｘ３ 受体的拮抗的半数有效剂量为１～１０ｎｍｏｌ／

Ｌ［７］，与本实验结果接近。此外，由于ＤＲＧ神经元中

Ｐ２Ｘ１ 受体的表达量非常少［７］，可以认为分离培养的

ＤＲＧ神经元上 ＡＴＰ介导的瞬时型电流主要由

Ｐ２Ｘ３ 受体介导。

　　有实验表明ＰＫＡ可以调节Ｐ２Ｘ受体的功能。
在转染Ｐ２Ｘ２ 受体的 ＨＥＫ２９３细胞上，磷酸化Ｐ２Ｘ２
受体Ｃ端的Ｓｅｒ４３１可以抑制Ｐ２Ｘ２ 诱导的电流［１３］。
在转染Ｐ２Ｘ４ 受体的 ＨＥＫ２９３细胞上，腺苷酸环化
酶和ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ可以增大 ＡＴＰ电流［１７］。此外，有报
道认为ＤＲＧ 神经元上ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路激活可以
显著增强Ｐ２Ｘ３ 介导的 ＡＴＰ反应［１８］。这些实验提
示Ｐ２Ｘ 受体上可能存在 ＰＫＡ 结合位点，一旦被

ＰＫＡ结合后通过某些途径可以抑制Ｐ２Ｘ受体的功
能。我们前期的研究发现，孕酮可以通过激活ＰＫＡ
从而对Ｐ２Ｘ３受体的功能起到抑制作用［１９］。本实验
中还发现，ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ可以显著抑制Ｐ２Ｘ３受体介导的
瞬时型电流，这一作用可逆，提示ＰＫＡ对Ｐ２Ｘ３受体
也存在着抑制作用。ＰＫＡ对Ｐ２Ｘ受体的调节主要
通过磷酸化来实现，但具体机制不清楚，有研究表
明，ＰＫＡ对Ｐ２Ｘ４ 受体的调节可能通过某种辅助蛋
白对其Ｃ端磷酸化来实现［２０］。

　　关于ＰＫＣ与Ｐ２Ｘ３受体之间的关系已有不少报
道，但结果并不一致。Ｐ２Ｘ受体（Ｐ２Ｘ１７）为二次跨膜

结构，包括胞内的Ｎ端、Ｃ端和胞外环［２１］，胞内Ｎ端
通过改变膜内孔腔直接参与调节Ｐ２Ｘ受体离子转
导，所有 Ｐ２Ｘ受体亚型 Ｎ 端都有 ＰＫＣ磷酸化位
点［１７］，但有研究发现胞内Ｃ端也有ＰＫＣ磷酸化位
点［１４］，同时，Ｐ２Ｘ３受体胞外环结构也存在ＰＫＣ磷酸
化位点［２１］，从而提示，Ｐ２Ｘ受体胞内外结构域都参
与受体磷酸化。此外，有研究发现ＰＭＡ处理后基因
重组的Ｐ２Ｘ３受体功能明显增强，从而提示ＰＫＣ诱
导的磷酸化增强了Ｐ２Ｘ３ 受体的活性［２２］。并且在炎
症形成时，ｃＡＭＰ还可通过激活Ｅｐａｃ（鸟嘌呤核苷酸
交换因子）继而激活ＰＫＣ，从而增强ＰＧＥ２对Ｐ２Ｘ３
受体的促进作用［２３］。然而，也有研究显示，ＰＫＣ的
激活可以抑制大鼠ＤＲＧ神经元中Ｐ２Ｘ受体介导的
电流［２４］。本实验也发现，ＰＫＣ激动剂ＰＭＡ可以对

Ｐ２Ｘ３受体介导的瞬时型电流起抑制作用，提示ＰＫＣ
激活也可以抑制Ｐ２Ｘ３受体的功能，从而参与痛觉调
节。由于ＰＭＡ可激活ＰＫＣ所有亚型［２３，２５２６］，因此
我们尚不知ＰＫＣ的哪一种亚型参与了对Ｐ２Ｘ３受体
的调节作用，需要进一步的研究。对于以上不一致
的情况，我们认为，可能与不同的细胞、细胞的不同
状态以及胞内可能存在多种ＰＫＣ亚型影响Ｐ２Ｘ３受
体功能的机制有关。以上证据表明，ＰＫＣ的激活对

Ｐ２Ｘ３受体的功能有重要的调节作用，但具体的分子
机制还不是很清楚。有研究发现，Ｐ２Ｘ受体的胞内

Ｎ端ＰＫＣ磷酸化位点ＴＸＲ／Ｋ在Ｐ２Ｘ受体功能中
发挥重要作用，且 ＰＫＣ激动剂 ＰＭＡ 能调节一些

Ｐ２Ｘ受体的亚型，但其中的机制可能不是直接磷酸
化Ｐ２Ｘ受体，而是通过某种辅助蛋白对其磷酸化，从
而影响其功能［２７］。也有研究发现，ＰＫＣ激活能显著
增强不同细胞系中Ｃａ２＋信号以及通过Ｐ２Ｘ３受体的
阳离子电流，且这种作用不是通过直接磷酸化Ｐ２Ｘ３
受体来实现的［１４］。

　　本实验结果说明，在分离培养的ＤＲＧ神经元，

ＰＫＡ和ＰＫＣ均可以快速抑制Ｐ２Ｘ３受体的功能，提
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示蛋白激酶对Ｐ２Ｘ３ 受体的调节作用可能参与了痛
觉的形成。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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