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　　［摘要］　目的　探讨活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）对Ｐ２Ｘ３受体介导的神经病理性疼痛作用的影响。方

法　用成年雌性ＳＤ大鼠建立背根神经节慢性压迫（ＣＣＤ）神经病理性疼痛模型，建模成功后随机分为４组（每组１０只），经腹
腔分别注射生理盐水（ＮＳ）、ＰＢＮ１００ｍｇ／ｋｇ、ＰＢＮ３０ｍｇ／ｋｇ、ＰＢＮ１０ｍｇ／ｋｇ，给药３０ｍｉｎ后，经足底注射Ｐ２Ｘ３受体特异性激

动剂α，βｍｅＡＴＰ５０ｎｍｏｌ，体积为５０μＬ，持续观察注射后１５ｍｉｎ内的自发缩足次数和主动悬足时间，并整合计算每２ｍｉｎ内

的综合悬足时间（ＰＬＴＰＭ）。结果　ＰＢＮ能够剂量依赖性抑制由α，βｍｅＡＴＰ引发的自发性痛行为，与ＮＳ组比较，ＰＢＮ１００
ｍｇ／ｋｇ组在前６ｍｉｎ内能明显抑制自发性疼痛，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而ＰＢＮ３０ｍｇ／ｋｇ组大鼠仅在２至４ｍｉｎ时

间单位表现出差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　氧自由基清除剂可以有效缓解由ＣＣＤ模型引发的神经病理性疼痛及

Ｐ２Ｘ３受体激动剂诱发的自发痛，ＲＯＳ可能作为信号分子参与了Ｐ２Ｘ３受体介导的痛觉信息的传递。

　　［关键词］　活性氧；Ｐ２Ｘ３受体；背根神经节慢性压迫；神经病理性疼痛；自由基清除剂
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　　慢性腰背痛是一种临床上常见的疾病，椎间盘

突出是常见病因之一，但至今尚无明确机制解释这

种神经病理性疼痛的形成和发展。椎间盘突出诱发

外周背根神经节及邻近神经根敏感性增强，促使机

体发生外周敏化。Ｐ２Ｘ３受体选择性表达于背根神

经节和三叉神经节的中小直径感觉神经元之上，与

痛觉信号的传递密切相关，在神经病理性疼痛时表

达上调［１］。近年来研究表明，活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ

ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）在神经病理性疼痛中发挥重要作

用，参与活化多种疼痛相关受体［２１１］，而应用非特异

性的氧自由基清除剂苯亚甲基叔丁基氮氧化物

（ＰＢＮ）可产生镇痛作用［１２１３］。本研究将 ＲＯＳ与

Ｐ２Ｘ３受体功能相联系，观察 ＲＯＳ是否参与Ｐ２Ｘ３

受体介导的痛信号传递。

１　材料和方法

１．１　实验动物　健康雌性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大

鼠，平均体质量（１３０±１０）ｇ，由第二军医大学实验

动物中心提供，并在安静、温暖（２０℃）、避强光的环

境下饲养，自由饮水、摄食。

１．２　主要试剂及仪器　ＰＢＮ（货号Ｂ７２６３，Ｓｉｇｍａ公

司，美国），Ｐ２Ｘ３受体特异性激动剂α，βｍｅＡＴＰ（货

号 Ｍ６５１７，Ｓｉｇｍａ公司，美国），ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝

（Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司，美国）。

１．３　建立背根神经节慢性压迫（ＣＣＤ）模型及实验

分组　１％戊巴比妥钠（５ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大

鼠后，沿Ｌ４～Ｌ６脊椎右缘切开皮肤，钝性分离肌肉

并暴露右侧Ｌ４、Ｌ５椎间孔，用弯成直角的４＃针头试

行探入椎间孔后退出。再将２根长４ｍｍ、直径０．６３

ｍｍ的“Ｌ”形不锈钢柱沿针道各插入右侧Ｌ４及Ｌ５椎

间孔，以形成对Ｌ４、Ｌ５背根神经节及邻近神经根的

固定压迫。分层缝合肌肉及皮肤，大鼠恢复知觉后

送回动物房饲养。用 ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝测试大鼠术

后１～７ｄ的机械痛缩足阈值（ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｍｅ

ｃｈａｎｉｃａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＷＭＴ）［１］，若ＰＷＭＴ下降超

过２０ｍＮ，表明建模成功。若达不到此标准，则剔除

此只大鼠。将建模成功的大鼠随机分为４组（每组

１０只）：生理盐水（ＮＳ）组、ＰＢＮ１００ｍｇ／ｋｇ组、ＰＢＮ

３０ｍｇ／ｋｇ组、ＰＢＮ１０ｍｇ／ｋｇ组。

１．４　自发痛行为学测试　将建模后第７天的大鼠

单个放在有机玻璃盒中，适应环境２０ｍｉｎ。按照５

ｍＬ／ｋｇ体积标准经腹腔给予各组相应剂量后０．５

ｈ，在大鼠背根神经节压迫侧足底注射α，βｍｅＡＴＰ

５０μＬ（浓度１ｎｍｏｌ／μＬ）。注射后立即将大鼠放回

原先所在的盒子中继续观察，记录大鼠脚掌每分钟

悬在空中的总时间（单次悬空时间大于２ｓ）及自发

性缩足次数。计算每２ｍｉｎ的综合悬足时间（ｐａｗ

ｌｉｆｔｔｉｍｅｐｅｒｍｉｎｕｔｅ，ＰＬＴＰＭ），计算公式为：主动

悬足时间＋１／３自发缩足次数，作为评价 α，β

ｍｅＡＴＰ引起自发痛行为强度的主要指标。

１．５　统计学处理　所得计量数据用珚ｘ±ｓ表示，使

用ＳｉｇｍａＳｔａｔ３．５统计软件包进行分析，组间比较、

各不同时点间比较采用重复测量的方差分析，两两

比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

　　ＣＣＤ大鼠在足底注射α，βｍｅＡＴＰ后，ＰＬＴＰＭ

显示缩足反应的最高点出现在注射后第一个２ｍｉｎ，

在注射后１０ｍｉｎ时反应几乎消失；注射后第一个２

ｍｉｎ，ＮＳ组大鼠 ＰＬＴＰＭ 峰值明显高于 ＰＢＮ１００

ｍｇ／ｋｇ组（Ｐ＜０．０５），同时２倍高于ＰＢＮ３０ｍｇ／ｋｇ
组（Ｐ＜０．０５），与ＰＢＮ１０ｍｇ／ｋｇ组差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）；在注射后第二个和第三个２ｍｉｎ时间

段，ＰＢＮ１００ｍｇ／ｋｇ组与ＮＳ组相比，差异仍然具有

统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。

３　讨　论

　　临床上很多患者的腰背痛是由于突出的椎间盘

压迫到脊神经根而引起的。利用不锈钢钢丝穿过椎

间孔来固定压迫背根神经节（即ＣＣＤ模型），模仿临

床椎间盘突出患者的发病机制，可引起躯体感觉神

经元兴奋性升高、自发性动作电位生成增多，导致痛
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觉过敏、自发痛或机械性痛觉异常。

图１　腹腔注射ＰＢＮ对α，βｍｅＡＴＰ诱发痛行为的影响

ＰＢＮ：苯亚甲基叔丁基氮氧化物；ＰＬＴＰＭ：综合悬足时间．
Ｐ＜０．０５与ＮＳ组比较．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

　　近年来研究表明，ＲＯＳ在神经病理性疼痛中发

挥重要作用。脊神经结扎、辣椒素注射、吗啡耐受［２］

和化疗药物［３４］引起的机械性痛觉异常等多种动物

疼痛模型中，ＲＯＳ生成量明显增多，与热痛觉过敏程

度一致，而抗氧化剂如ＰＢＮ、ＴＥＭＰＯＬ、ＤＭＰＯ以及

维生素Ｅ等，均能缓解机械性痛觉过敏程度。病理

状态下ＲＯＳ生成量增加，不可逆地损害神经元细胞

膜，造成脂质过磷酸化，改变细胞兴奋性［５］，最后诱

发疼痛相关受体活性增强，促使伤害性刺激的传入，

促使机体产生痛觉过敏。例如，ＲＯＳ触发宽动力范

围神经元释放兴奋性递质谷氨酸，继而激活离子型

谷氨酸受体 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸 （ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓ

ｐａｒｔａｔｅ，ＮＭＤＡ），ＲＯＳ也可以直接通过 ＰＫＡ 和

ＰＫＣ途径激活ＮＭＤＡ受体［６７］；增加瞬时受体电位

香草酸受体１（ＴＲＰＶ１受体）活性［８］，或调控ＴＲＰＶ１
受体释放多种致炎因子［９１０］；除此之外氧化应激产物

还可刺激瞬间受体电位离子通道类 Ａ成员１受体

（ＴＲＰＡ１）提高神经元兴奋性［１１］。

　　ＰＢＮ是一种非特异性ＲＯＳ清除剂，文献报道经

鞘内、侧脑室注射通过抑制中枢敏化环节［１２］，经腹腔

注射抑制外周敏化达到镇痛效果［１３］，这一系列作用

减弱了痛觉的中枢敏感化和外周伤害性刺激的传递

扩散，使原发痛及继发痛在一定程度上得以缓解。

本研究中ＣＣＤ手术后第７天已达模型稳定期，腹腔

注射ＰＢＮ不会对实验大鼠产生镇静作用，与既往文

献报道一致［６，１４］。前期研究中我们曾选用１００ｍｇ／

ｋｇ和３０ｍｇ／ｋｇ两种剂量来探索ＰＢＮ的镇痛效果，

观察压迫侧后足ＰＷＭＴ在给药后２４ｈ各时间点的

变化，证实１００ｍｇ／ｋｇＰＢＮ注射后大鼠压迫侧后足

ＰＷＭＴ明显升高，结合低剂量组数据表明，ＰＢＮ在

给药后０．５ｈ镇痛效果最佳，作用时间至少为

２ｈ［１５］。在大鼠患侧足底皮下注射５０ｎｍｏｌ的外源性

α，βｍｅＡＴＰ 能够引起假手术组和 ＣＣＤ 组大鼠

ＰＬＴＰＭ值均出现增加，但ＣＣＤ组显著高于假手术

组，并且其ＰＬＴＰＭ的峰值大约是假手术组的两倍。

因此本实验将足底注射的α，βｍｅＡＴＰ固定为５０

ｎｍｏｌ，足底注射α，βｍｅＡＴＰ前０．５ｈ通过腹腔给予

不同剂量ＰＢＮ进行预干预，在体行为学发现高剂量

ＰＢＮ （１００ｍｇ／ｋｇ）能明显抑制由外周足底注射

Ｐ２Ｘ３受体特异性激动剂α，βｍｅＡＴＰ诱发出的自

发痛程度。

　　Ｐ２Ｘ３受体是嘌呤能受体家族一员，属于配体门

控非选择性阳离子通道受体，选择性表达在伤害性

信息传递相关的初级传入感觉神经元的胞体、中枢

端和外周端，被ＡＴＰ等激活后产生去极化动作电位

引起疼痛，参与多种急慢性疼痛的发生机制，我们前

期研究证实在ＣＣＤ模型大鼠背根神经节神经元上

Ｐ２Ｘ３受体数量表达上调、功能增强［１］，而胞体中

Ｐ２Ｘ３受体上调可导致其两端的神经突触表面上的

Ｐ２Ｘ３受体表达的增加，结果造成外周神经末梢

Ｐ２Ｘ３受体表达增加，从而增强机体对外源性α，β

ｍｅＡＴＰ引起的痛反应，目前国内外的实验结果表明

ＰＧＥ２、ＮＧＦ、ＳＰ和谷氨酸都能增强Ｐ２Ｘ３受体激动

剂激发的内向电流，上调Ｐ２Ｘ３受体功能［１６］。但关

于ＲＯＳ是否参与Ｐ２Ｘ３受体的痛信号过程，目前尚

无文献报道。

　　本研究结果显示，在背根神经节受到慢性压迫

的大鼠，足底给予Ｐ２Ｘ３受体激动剂α，βｍｅＡＴＰ可
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诱发出显著的自发性疼痛，提示可能存在Ｐ２Ｘ３受体

介导的痛信号增强，而提前全身应用 ＲＯＳ清除剂

ＰＢＮ，可剂量依赖性地减弱这一痛信号。因此推测

ＲＯＳ可能作为信号分子参与了Ｐ２Ｘ３受体介导的痛

觉信息的传递。但本研究仅为动物在体实验，下一

步我们将在细胞学层面上深入探讨ＲＯＳ与Ｐ２Ｘ３痛

信号通路之间的关系。
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