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溶血磷脂酸受体亚型１在溶血磷脂酸所致小鼠瘙痒中的作用
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　　［摘要］　目的　探明介导疼痛的溶血磷脂酸（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄ，ＬＰＡ）受体亚型１（ＬＰＡ１）与ＬＰＡ致痒的关系。

方法　应用荧光定量ＰＣＲ对犔犘犃１!犔犘犃６ 受体ｍＲＮＡ水平进行定量，用免疫荧光染色观察小鼠背根神经节（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔ

ｇａｎｇｌｉａ，ＤＲＧ）神经元中ＬＰＡ１受体及胃泌素释放肽（ｇａｓｔｒｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ，ＧＲＰ）的共表达，用区分痛和痒的“面颊模型”观察面

颊部皮内注射ＬＰＡ１和ＬＰＡ３受体拮抗剂Ｋｉ１６４２５后再注射ＬＰＡ在正常小鼠瘙痒发生中的作用。结果　犔犘犃１受体ｍＲＮＡ在外

周感觉神经元表达丰富；ＬＰＡ１受体在代表痒神经元的ＧＲＰ阳性神经元表达；正常小鼠皮内注射ＬＰＡ诱发疼痛反应，抑制ＬＰＡ１

受体后疼痛反应明显降低（犘＜０．０１），搔抓反应（犘＜０．０５）明显增加。结论　ＬＰＡ１受体参与了ＬＰＡ的致痒效应。

［关键词］　溶血磷脂酸；溶血磷脂酸受体１；疼痛；瘙痒症
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（４）：４０１４０４］

　　慢性瘙痒正成为影响生命质量的健康问题。一

项大型流行病学的调查表明，人群中大约有８％～

１２％的人遭受慢性瘙痒的痛苦
［１］。其中，一些患者

出现难以忍受的顽固性瘙痒症状，引起严重的睡眠

剥夺，导致疲倦、疲劳、压抑甚至自杀倾向［２］。Ｓｕｎ

等［３］的研究显示，背根神经节（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉａ，

ＤＲＧ）内表达胃泌素释放肽 （ｇａｓｔｒｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇ

ｐｅｐｔｉｄｅ，ＧＲＰ）的中、小神经元的中枢突起投射到脊

髓后角Ⅰ层，与Ⅰ层特异表达ＧＲＰ受体的神经元形

成突触联系，将来自外周的痒信号向中枢传递，因此

可将ＤＲＧ中ＧＲＰ表达阳性神经元视作痒神经元。

到２０１０年为止，虽然对痒的神经通路、致痒介质和

受体等的研究取得了显著进展［４］，但对全身性疾病

引起的顽固性瘙痒的发病机制仍不清楚，如何治疗

慢性瘙痒已成为临床医生面临的难题。

溶血磷脂酸（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄ，ＬＰＡ）是一

种磷脂代谢产物。到目前为止，已发现６种对ＬＰＡ

敏感的受体亚型ＬＰＡ１～ＬＰＡ６，它们都属于Ｇ蛋白

·１０４·
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偶联受体。研究表明，ＬＰＡ与神经病理性疼痛的启

动有关，主要通过ＬＰＡ１受体介导
［５］。ＬＰＡ与慢性

胆汁性瘙痒、Ｈｏｄｇｋｉｎ淋巴瘤瘙痒
［６］以及皮肤损伤

或术后皮肤切口愈合过程产生的局部瘙痒有关［７］。

但ＬＰＡ引起瘙痒的机制还不清楚，ＬＰＡ的致痛与

致痒是否存在关联尚待探索。

１　材料和方法

１．１　主要材料　兔抗ＬＰＡ１受体抗体购自Ａｂｃａｍ

公司；山羊抗ＧＲＰ抗体和Ｋｉ１６４２５（ＬＰＡ１和ＬＰＡ３

受体拮抗剂）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＦＩＴＣ标记的驴

抗兔ＩｇＧ和ＴＲＩＴＣ标记的驴抗山羊ＩｇＧ均购自

Ｊａｃｋｓｏｎ公司；１８∶１溶血磷脂酸（ＬＰＡ１ｏｌｅｏｙｌ狊狀

ｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。

１．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测犔犘犃１～犔犘犃６ｍＲＮＡ的

表达　用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取ＤＲＧ组织的ｍＲＮＡ，用

紫外分光光度仪进行纯度鉴定和定量。从ＧｅｎＢａｎｋ

中检索小鼠β犪犮狋犻狀、小鼠犔犘犃１～犔犘犃６ 型受体基

因序列，应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物如

下。β犪犮狋犻狀 引物序列：上游５′ＣＣＴ ＣＴＡ ＴＧＣ

ＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３′，下游５′ＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣ

ＡＣＡＣＡＧ３′。犔犘犃１～犔犘犃６引物序列：犔犘犃１，上

游５′ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＴＧＴＡＧＴ３′，下

游５′ＡＴＡＧＴＣＣＴＣＴＧＧＣＧＡＡＣＡＴＡＧ３′；

犔犘犃２，上游５′ＣＣＧＴＣＴＧＧＴＴＣＴＣＡＡＴＣＡＴ

３′，下游５′ＣＡＣＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＣＣＡＡＴＡＧ３′；

犔犘犃３，上游５′ＡＣＡＧＡＣＡＣＡＧＣＧＧＡＣＧＡＧＴ

３′，下游５′ＣＡＧＣＡＡＴＧＡＣＣＡＧＧＧＡＧＴＴＡＧ

３′；犔犘犃４，上游５′ＴＧＡ ＡＡＡ ＴＧＡ ＧＡＡ ＧＴＧ

ＡＧＡＣＧＧ３′，下游５′ＣＧＧＡＡＧＧＧＡＴＡＧＡＣＡ

ＡＴＧＧ３′；犔犘犃５，上游５′ＧＧＧＴＧＣＴＧＡＴＧＡ

ＴＡＡＴＧＧＴＧ３′，下游５′ＡＧＧＴＴＧＣＧＡＡＧＧ

ＧＴＧＴＴＡＣ３′；犔犘犃６，上游５′ＴＧＴＴＴＣＴＧＴ

ＴＴＴＧＴＧＣＣＣＴＡＣ３′，下游５′ＡＧＴＣＡＣＴＴＣ

ＴＴＣＴＡＡＣＣＧＡＣＣＡ３′。取上述抽提的ｍＲＮＡ

为模板，利用ＲＮＡ反转录试剂盒（碧云天）按以下

体系进行反转录反应：４２℃６０ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ，合

成的ｃＤＮＡ４℃保存。取适量ｃＤＮＡ为模板进行

ＰＣＲ反应。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６～

６２℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，４０个循环。利用其Ｃｔ值进

行相对定量，然后通过公式２－ΔΔＣｔ计算后，比较不同

样本中犔犘犃１～犔犘犃６ｍＲＮＡ的表达量。

１．３　免疫荧光染色观察ＬＰＡ１在ＤＲＧ内痒神经元

的表达　小鼠灌流后取出Ｌ４、Ｌ５ 背根神经节，用

４％ 多 聚 甲 醛 （ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ）固 定

４～６ｈ，然后用２０％蔗糖ＰＢＳ、３０％蔗糖ＰＢＳ溶液

梯度脱水２ｄ。冰冻切片厚度１０μｍ，将其放入柠檬

酸钠抗原修复液中，９２．５℃水浴１０ｍｉｎ，取出后冷却

至常温。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ。

加二抗来源的封闭血清室温封闭１ｈ。吸去封闭血

清，加入一抗ＬＰＡ１受体抗体（１∶１０００）及ＧＲＰ抗

体（１∶１０００），４℃孵育１６～１８ｈ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

漂洗３次，每次５ｍｉｎ。加入二抗：ＦＩＴＣ偶联的驴抗

兔ＩｇＧ（１∶１００）、ＴＲＩＴＣ偶联的驴抗山羊ＩｇＧ

（１∶２００），在二抗中加入Ｈｏｅｃｈｓｔ（Ｓｉｇｍａ），避光，室

温孵育１ｈ。封片后荧光显微镜下观察。

１．４　区分痛和痒的“面颊模型”实验　按照Ｓｈｉｍａｄａ

和ＬａＭｏｔｔｅ
［８］报道的方法操作，该方法已得到公认。

实验前２ｄ，在乙醚快速麻醉下，将小鼠面颊处剃毛

（面积约５ｍｍ×８ｍｍ），然后将小鼠置于测试笼中

适应４０ｍｉｎ，之后每天均在测试笼中适应４０ｍｉｎ。

实验当天，小鼠放置测试笼中适应４０ｍｉｎ，待其安静

后观察并记录４０ｍｉｎ基础行为。然后根据小鼠体

质量腹腔注射３０ｍｇ／ｋｇＫｉ１６４２５，观察并记录３０

ｍｉｎ内小鼠行为。３０ｍｉｎ后，实验小鼠于剃毛处皮

内注射ＬＰＡ（４ｍｍｏｌ／Ｌ，２５μＬ／只），立即放回笼中，

记录小鼠的ｗｉｐｉｎｇ（擦拭）及ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ（搔抓）行为。

按照Ｓｈｉｍａｄａ和ＬａＭｏｔｔｅ
［８］报道的标准，前肢擦拭

面颊为痛，后爪搔抓面颊为痒。分别记录４０ｍｉｎ内

前肢擦拭次数和后爪搔抓次数，进行统计分析。计

数标准：擦拭为小鼠一侧的前肢由面颊后部向嘴部

轻轻擦拭面颊部注射部位，擦１次计数１次（由耳后

向面颊部的擦拭行为及两前臂同时或交替的擦拭行

为不计入擦拭次数）；搔抓为从小鼠后爪抬起开始搔

抓剃毛处到搔抓完毕后爪落回笼底或放至嘴前舔

舐，计数搔抓１次。

１．５　统计学处理　数据以珔狓±狊珔狓表示，采用

ＳＰＳＳ１６．０软件对数据进行处理。行为数据采用单

因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）比较组间差别。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　犔犘犃１ｍＲＮＡ在ＤＲＧ的表达　结果如图１所

示，虽然犔犘犃１～犔犘犃６ 型受体ｍＲＮＡ在正常小鼠

ＤＲＧ上均有表达，但犔犘犃１受体ｍＲＮＡ表达量较多，

其余５种亚型受体表达量较少。

２．２　ＬＰＡ１在ＤＲＧ痒神经元的表达　结果如图２

所示，ＬＰＡ１受体在ＤＲＧ内的表达丰富，且ＬＰＡ１受

体在一些ＧＲＰ阳性神经元表达，提示ＬＰＡ１受体可

能与瘙痒的发生有关。

·２０４·
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图１　正常小鼠犔犘犃１～犔犘犃６型受体犿犚犖犃表达

犉犻犵１　犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犔犘犃１犔犘犃６狉犲犮犲狆狋狅狉狊犻狀狀狅狉犿犪犾犿犻犮犲

ＬＰＡ１６：Ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１６．狀＝６，珔狓±狊珔狓

图２　正常小鼠犔犘犃１受体在犌犚犘阳性神经元表达

犉犻犵２　犆狅犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犔犘犃１狉犲犮犲狆狋狅狉犪狀犱

犌犚犘狆狅狊犻狋犻狏犲狀犲狌狉狅狀狊犻狀犿犻犮犲

ＬＰＡ１：Ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１；ＧＲＰ：Ｇａｓｔｒｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ

２．３　“面颊模型”实验结果　小鼠面颊皮内注射

ＬＰＡ，产生明显的疼痛行为（擦拭）。应用ＬＰＡ１ 和

ＬＰＡ３受体特异性阻断剂Ｋｉ１６４２５腹腔注射后，小

鼠面颊皮内注射ＬＰＡ产生的疼痛行为被抑制（犘＜

０．０１），搔抓行为增加（犘＜０．０５，图３），提示抑制

ＬＰＡ１介导的疼痛行为后导致痒行为的增加。

图３　“面颊模型”实验结果显示抑制犔犘犃１受体诱发瘙痒

犉犻犵３　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犔犘犃１狉犲犮犲狆狋狅狉狆狉狅犱狌犮犲犱

狊犮狉犪狋犮犺犻狀犵犻狀犿狅狌狊犲“犆犺犲犲犽犿狅犱犲犾”

ＬＰＡ：Ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄ；ＬＰＡ１：Ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１．

犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓＬＰＡｇｒｏｕｐ．珔狓±狊珔狓

３　讨　论

本研究结果表明，在外周感觉神经元中，ＬＰＡ

的６个亚型受体都有表达，其中ＬＰＡ１受体表达最

丰富。研究者发现在神经损伤的早期阶段，神经损

伤可能会导致ＬＰＡ的产生，ＬＰＡ通过激活ＬＰＡ１

受体从而产生神经病理性痛，提示ＬＰＡ１ 受体主要

与慢性痛的发生有关［４５］。

ＬＰＡ除了启动神经病理性疼痛外，还可能参与瘙

痒的产生。研究发现小鼠皮内注射ＬＰＡ会产生显著

的而且是剂量依赖性的搔抓行为［９］。在过敏性皮肤

炎症出现瘙痒的小鼠，给予ＬＰＡ１和ＬＰＡ３的拮抗剂

Ｋｉ１６４２５可减轻搔抓行为
［１０］，提示ＬＰＡ１在过敏性皮

炎瘙痒中可能发挥作用。最近，Ｋｒｅｍｅｒ等
［１１］在胆汁

淤积并出现慢性瘙痒症状的患者中发现，其血清能升

高神经细胞株细胞内的游离Ｃａ２＋水平，而没有出现瘙

痒症状的患者的血清则无此作用。血清中引起细胞

内Ｃａ２＋升高的成分被确定为ＬＰＡ，与无瘙痒患者相

比，瘙痒患者血清的ＬＰＡ水平升高，且ＬＰＡ升高的

程度与瘙痒的程度正相关。此外，出现瘙痒的胆汁淤

积患者的血清中，一种能将血清中的溶血磷脂酰胆碱

水解成ＬＰＡ和胆碱的水解酶ａｕｔｏｔａｘｉｎ（ＡＴＸ）的活

性升高，而且与瘙痒的程度正相关［１１］。提示慢性胆汁

性瘙痒的患者血清中ＡＴＸ 酶活性升高引起的血清

ＬＰＡ水平的升高，是慢性胆汁性瘙痒的关键因素。但

ＬＰＡ在慢性胆汁性瘙痒中的致痒作用是否通过ＬＰＡ１

受体产生尚无研究报道。

近几年来，痒觉研究的一个重要进展是，在

ＤＲＧ或三叉神经节内的伤害性初级感觉神经元中，

存在一小部分对各种致痒物质刺激产生反应的痒神

经元，它们特异性地表达 ＭｒｇｐｒＡ３
［１２］以及ＧＲＰ

［３］，

其周围突起仅支配皮肤的表皮层，中枢突起在脊髓

后角与表达ＧＲＰ受体ＧＲＰＲ）的神经元形成突触联

系。仅是这一小部分痒神经元兴奋，则产生痒信号

传向中枢，产生痒觉；如果包括痒神经元在内的多数

伤害性感觉神经元兴奋，则产生痛信号传向中枢。

本研究发现，ＬＰＡ１ 在ＧＲＰ阳性的神经元有表达，

这一结果提示了激活ＬＰＡ１产生瘙痒的可能性。但

在正常小鼠皮内注射ＬＰＡ产生的是疼痛反应，并未

诱发小鼠产生瘙痒反应。令人感兴趣的是，小鼠被

给予ＬＰＡ１和ＬＰＡ３受体拮抗剂Ｋｉ１６４２５腹腔注射

后，皮内注射ＬＰＡ诱发的疼痛反应被抑制，同时出

现了明显的搔抓反应，提示了ＬＰＡ１受体激活与瘙

痒产生的相关性。

在正常小鼠，ＬＰＡ激活ＬＰＡ１后产生的是疼痛

反应，ＬＰＡ１产生的疼痛反应被抑制后出现瘙痒反

应的可能机制之一是在正常情况下外周痛信号在脊

髓对痒信号的抑制被解除，而出现了搔抓反应。

Ｒｏｓｓ等
［１３］的研究表明，来自外周的痛信号在脊髓通

·３０４·
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过一种表达Ｂｈｌｈｂ５的中间神经元抑制痒信号的传

递，但若痛信号的传导被阻止，痒信号可传向中枢。

例如，正常小鼠皮内注射辣椒素产生痛反应，但若敲

除ＤＲＧ神经元的谷氨酸囊泡转运体基因犞犌犔犝犜２

后，痛信号在脊髓的传递被阻止，皮内注射辣椒素则

产生明显的瘙痒反应［１４］。

在伤害性感觉神经元内可能存在特异性的区分

痛和痒的细胞内信号通路［１５１６］。例如对诱发瘙痒的

组胺产生反应的感觉神经元对致痛物质辣椒素也产

生反应［１７］，致痒介质氯喹敏感的神经元也对致痛物质

辣椒素和芥末油敏感［１８］。多数有害化学物质既能诱

发疼痛又能产生瘙痒，如致痒物质组胺、５羟色胺、内

皮素１及ＬＰＡ等均能产生疼痛，提示同一个伤害性

感觉神经元内分别存在痛和痒的不同信号通路。研

究发现，合成肽ＳｅｒＬｅｕＩｌｅＧｌｙＡｒｇＬｅｕ（ＳＬＩＧＲＬ）激

活神经元ＭｒｇｐｒＣ１１受体则产生痒，激活蛋白裂解酶

激活受体２（ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＰＡＲ２）可诱

导疼痛的产生［１６，１９］。这一研究提示，既能致痛又能致

痒的化学物质所携带的痛信号和痒信号可选择性地

被同一个神经元不同的膜受体识别，并通过不同的细

胞内信号通路转导。本研究中免疫荧光染色结果显

示，ＬＰＡ１在ＧＲＰ阳性的神经元表达。因此，抑制

ＬＰＡ１后出现瘙痒反应的另一可能机制是，外周痒神

经元内存在ＬＰＡ１激活的痛信号通路和痒信号通路，

在正常情况下ＬＰＡ１介导的痛信号通路抑制了痒信

号通路，注射ＬＰＡ产生痛而不产生瘙痒，当ＬＰＡ１受

体介导的痛信号通路被抑制后，痒神经元输出的是痒

信号而产生搔抓反应。
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