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据基因鉴定结果袁选取 TRPA1基因敲除组渊TRPA1-KO-DBTC组冤7只和 TRPV1基因敲除组渊TRPV1-KO-DBTC组冤10
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DBTC组和 TRPV1-KO-DBTC组按体重给予 8 mg/kg二丁基二氯化锡渊DBTC冤进行造模袁每日监控体重变化遥 造模结束后
第 7天再次测定四组小鼠腹部机械痛阈和热痛阈袁比较造模前和造模后各组小鼠机械痛阈和热痛阈遥 结果 造模结束 7天后袁
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Abstract：Objective To observe the regulation effect of TRPA1/TRPV1 channel on chronic pancreatitis pain.Methods Fourteen C57 wild-type mice
were selected and divided into a blank control group (WT-Vehicle group) and a chronic pancreatitis model group (WT-DBTC group) using a random
number table method, with 7 mice in each group. Another selected laboratory to breed C57 transgenic mice, according to the results of gene
identification, select 7 TRPA1 knockout group (TRPA1-KO-DBTC group) and 10 TRPV1 knockout group (TRPV1-KO-DBTC group). The basic
values of abdominal mechanical pain threshold and thermal pain threshold were measured in four groups without modeling. On day 1,7 and 14, WT-
DBTC group, TRPA1-KO-DBTC group and TRPV1-KO-DBTC group were given 8 mg/kg dibutyltin dichloride (DBTC) according to body weight to
monitor body weight changes daily. On the 7th day after modeling, the mechanical pain threshold and thermal pain threshold of the four groups of
mice were measured again, and the mechanical pain threshold and thermal pain threshold of each group were compared before and after modeling.
Results 7 days after modeling, the abdominal mechanical pain threshold and thermal pain threshold of the WT-DBTC group were lower than those of
the WT-Vehicle group ( 约0.05); while the TRPA1-KO-DBTC group and TRPV1-KO-DBTC group mice the abdominal mechanical pain threshold
and thermal pain threshold were higher than those in the WT-DBTC group ( 约0.05).Conclusion Systemic knockout of TRPA1 and TRPV1 channels
can inhibit the mechanical and thermal hyperalgesia induced by chronic pancreatitis. TRPA1 and TRPV1 channels play an important role in chronic
pancreatitis pain.
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慢性胰腺炎（CP）是一种慢性炎症性疾病，胰腺
组织和功能受各种病因影响形成不可逆改变，其病
理特征表现为胰腺实质慢性炎症损害和间质纤维
化、胰腺实质钙化、胰管扩张及胰管结石等改变 [1]。
CP的发病机制可能与多种免疫细胞和炎症因子相
关 [2]，炎症造成的长期慢性疼痛往往极大的影响患
者的生活质量。瞬时受体电位（TRP）通道是一类通
道蛋白，广泛分布于外周和中枢神经系统[3]。TRP通

道均是六次跨膜蛋白，其 N末端和 C末端在细胞内
部，第五和第六个跨膜结构域共同形成非选择性阳
离子孔道 [4]，其中疼痛感受方面的动物实验显示，
TRPA1和 TRPV1通道参与炎性反应，并在炎性疼
痛中发挥重要作用[5]。虽然急性胰腺炎疼痛的机制
已经被深入研究 [6]，但在 CP疼痛模型中，TRPA1 和
TRPV1通道的作用还未被证实。本实验通过检测敲
除编码 TRPA1和 TRPV1通道蛋白基因的小鼠与正
常小鼠造模前后腹部机械痛阈和热痛阈的变化，旨
在为 CP引起的疼痛提供新的治疗方向。
1材料和方法
1.1 主要试剂及设备 琼脂（Biofroxx 公司），三羟甲
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基氨基甲烷、乙二胺四乙酸二钠、蔗糖（分析纯）、磷
酸二氢钾（分析纯）、氯化钠（分析纯）（上海生工），
95%乙醇溶液、甘油、Taq 酶（Novoprotein 公司），引物
（上海生工），二丁基二氯化锡（DBTC），Von Frey纤维
丝（Von Frey hair，Stoelting，Wood Dale，美国）细丝，
热辐射刺激仪、显微照相系统 （日本 Olympus 公
司）、PCR 仪（Bio-Rad 公司）、分析天平（上海精天电
子仪器有限公司），微量加样枪（Eppendorf 公司），
GelDocXR凝胶成像仪（Bio-Rad公司）。
1.2实验动物及分组 健康成年清洁级 C57小鼠 14
只，体重 24~28 g，由徐州医科大学实验动物中心提
供；采用随机数字表法分为空白对照组（WT-Vehi原
cle组）和 CP模型组（WT-DBTC组），每组 7只。另
选实验室培育繁殖的 C57转基因小鼠，自由进食饮
水，昼夜节律根据基因鉴定结果，选取 TRPA1基因
敲除组（TRPA1-KO-DBTC组）7只和 TRPV1基因
敲除组（TRPV1-KO-DBTC组）10只，体重 24~28 g。
所有动物饲养及实验操作程序皆符合动物实验伦理
委员会的有关规定，并经徐州医科大学动物伦理委

员会批准。
1.3药物的配制 淤DNA 裂解液（A 液，pH=12）：取
1.25 ml 浓度为 1 mol/L的 NaOH 和 20 滋l 浓度为
0.5 mol/L 的乙二胺四乙酸二钠，总体积配到接近
50 ml，调节 pH 值到 12，再定容至 50 ml；于DNA
中和液（B 液，pH=5）：取 2 ml 浓度为 1 mol/L，pH
值为 8.0 的三羟甲基氨基甲烷加入双蒸水，配到总
体积接近 50 ml，调节 pH 值到 5，再定容至 50 ml；
盂使用分析天平按每只小鼠大约需要 240 滋g称量
DBTC并溶于 95%乙醇溶液和甘油按 2颐3比例配置
的溶剂，稀释配成 1 mg/ml的溶液，实验中使用的
DBTC依据小鼠体重按 8 mg/kg吸取所需的剂量。
1.4基因敲除和模型建立
1.4.1组织 DNA提取 用耳标钳取微量小鼠组织，每

管加入 45 滋l 的 A 液，100 益加热 45 min后低速离
心（1000 rpm），每管加入 45 滋l 的 B 液，充分混匀
后低速离心（1000 rpm），于 4 益保存。
1.4.2 引物序列 淤TRPA1 -/-引物序列：Mutant
Forward:CCTCGAATCGTGGATCCACTAGTTCTAGA-
T，Mutant Reverse:GAGCATTACTTACTAGCATCCT -
GCCGTGCC，Wild type Forward：TCCTGCAAGGGT
GATTGCGTTGTCTA；Wild type Reverse：TCATCTG -
GGCAACAATGTCACCTGCT；于TRPV1-/-引物序列：
Wild type Forward：TGGCTCATATTTGCCTTCAG，
Common：CAGCCCTAGGAGTTGATGGA，Mutant For-
ward：TAAAGCGCATGCTCCAGACT。
1.4.3 PCR 过程及结果判定 2 x Taq 酶 5.0 滋l，上游
引物 0.5 滋l，下游引物 0.5 滋l，DNA 提取液 1.0 滋l，双
蒸水 3.0 滋l，总体系为 10 滋l。上述液体振荡混匀并短

暂离心将管壁上的液体收到管底。将样品放在 PCR
仪中并启动反应：94 益 4 min；94 益 30 s，55 益 30 s，
72 益 50 s，30 个循环；72 益 10 min延伸，完成后取
出，琼脂糖凝胶电泳后检测信号，每个基因对应的两
个目的条带分别显示阴性和阳性为基因完全敲除。
1.5建立 CP模型 按前述分组，于未造模时将动物
下腹部备皮，使用 Von Frey纤维丝和热辐射刺激仪
测定四组小鼠腹部机械痛阈和热痛阈得到基础值。

按 Helieh SOz等 [8]的方法，WT-Vehicle 组小鼠按体
重灌注乙醇和甘油混合液（8 ml/kg）。分别在第 1、7、
14 天对第 WT -DBTC 组、TRPA1 -KO -DBTC 组、
TRPV1-KO-DBTC组小鼠经口灌注配制好的 DBTC
溶液（8 mg/kg），体重明显下降视为造模成功。造模
成功后第 7天，再次测定四组小鼠腹部机械痛阈和
热痛阈，两次检测实验室条件相同，均为室温 20 益~
23 益和相对湿度 50%~60%测定记录数据。
1.6 统计学分析 统计分析与作图采用软件 Graph
PAD 7.0，计量资料使用（ 依）表示，比较采用 检
验，约0.05为差异有统计学意义，约0.01为统计学
意义显著，约0.001为统计学意义极显著。
2结果
2.1两种转基因小鼠的鉴定结果 幼鼠基因组 DNA
琼脂糖凝胶电泳显示，TRPA1-KO-DBTC组小鼠的
TRPA1-Mutant基因为阳性，目的条带为 184 bp，见
图 1A；同时 TRPA1-KO-DBTC组小鼠 TRPA1-WT
基因为阴性，目的条带为 317，见图 1B，证明该组小
鼠为全身 TRPA1基因敲除的纯合子小鼠。 同理，
TRPV1-KO-DBTC 组小鼠对应的两个目的条带分
别显示为阴性和阳性，见图 1C、图 D，证明该组小鼠
为全身 TRPV1基因敲除的纯合子小鼠。
2.2 各组小鼠造模前后体重变化情况 造模后第 7
天，与 WT-Vehicle组相比，WT-DBTC组、TRPA1-
KO-DBTC 组、TRPV1-KO-DBTC 组小鼠体重下降
（ 约0.001），见图 2，表明 CP模型建立成功。
2.3全身敲除 TRPA1和 TRPV1通道对 CP诱发的机
械痛敏和热痛敏的影响 WT-Vehicle组相比，WT-
DBTC 组小鼠腹部机械痛阈下降 [（0.82依0.26）g vs
（0.12依0.05）g]（ 约0.001），见图 3A；造模成功后第 7
天，与 WT-DBTC 组相比，TRPA1-KO-DBTC 组和
TRPV1-KO-DBTC组小鼠腹部机械痛阈升高（0.12依
0.05）g vs（0.48依0.14）g vs（0.47依0.17）g]（ 约0.01）；造
模成功后第 7天，与 WT-Vehicle组相比，WT-DBTC
组小鼠腹部热痛阈显著下降 [（9.91 依1.68）s vs
（3.87依0.35）s]（ 约0.001），见图 3B；与 WT-DBTC 组
相比，TRPA1-KO-DBTC 组小鼠腹部热痛阈升高
[（3.87依0.35）s vs（6.82依1.42）s]（ 约0.05），TRPV1 -
KO-DBTC组小鼠腹部热痛阈升高 [（3.87依0.35）s vs
（10.32依2.30）]s（ 约0.001），见图 3B。
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3讨论
CP作为一种发病机制尚不明确的慢性炎症，其

伴发的疼痛症状极大影响病人的生活质量。目前，
CP的动物模型主要有外科手术经胆管灌注三硝基
苯磺酸[8]，尾静脉注射 DBTC[9]等方式，均有明显的副

作用。本实验通过 DBTC灌胃的方式，对动物伤害较
小，造模成功率较高，较为简便易行。

在本实验中，野生组小鼠在 CP过程中均不同
程度出现了机械痛觉过敏和热痛觉过敏的现象，即
在正常的机械刺激或热刺激条件下即可出现疼痛反

图 1 两种转基因小鼠的鉴定

A B

C D

注：* 约0.05，** 约0.01，*** 约0.001
图 3 各组小鼠造模前后机械痛阈和热痛阈变化情况

A

B

图 2 各组小鼠造模前与造模后第 7天体重

WT-Vehicle
WT-DBTC
TRPA1-KO-DBTC
TRPV1-KO-DBTC

WT-Vehicle
WT-DBTC
TRPA1-KO-DBTC
TRPV1-KO-DBTC

WT-Vehicle
WT-DBTC
TRPA1-KO-DBTC
TRPV1-KO-DBTC
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应行为，这可能与长期慢性疼痛导致的中枢敏化机
制有关，该机制包含了多种蛋白乃至突触层面的改
变[10]。本实验中 TRPA1或 TRPV1基因缺失的小鼠
在患 CP后触诱发痛现象相比于正常小鼠不明显，
说明在正常小鼠中，TRPA1 和 TRPV1 通道参与慢
性炎症疼痛的传导，TRPA1 或 TRPV1 基因缺失对
CP引起的疼痛具有一定的抑制作用，可以减轻慢性
炎症疼痛的刺激。但较造模前相比，TRPA1或 TR原
PV1基因缺失的小鼠机械痛阈仍有所下降，说明可
能还存在其他参与 CP疼痛传导的通路，TRPA1 或
TRPV1基因缺失只能导致疼痛的减轻而不导致疼
痛完全消失。同时，TRPV1基因缺失的小鼠在患 CP
后对热刺激的敏感性并未升高，而正常小鼠患 CP
后对热刺激的敏感性明显升高，说明 TRPV1基因缺
失能够在 CP条件下改变热痛觉的传导。由于 TR原
PV1通道在炎性疼痛和热痛的传导中都具有重要作
用，因此，TRPV1通道缺失在 CP疼痛中的具体作用
仍需要进一步研究。

TRPA1和 TRPV1通道作为 TRP通道家族的成
员，高表达在伤害性感受相关的中小直径触及感觉
神经元中[11]。在组织炎症或神经损伤时，可在局部炎
症介质如缓激肽、前列腺素、神经生长因子和 ATP
等刺激下发生功能敏化，并且导致背根神经节中降
钙素基因相关肽等疼痛相关物质表达量增加 [12，13]。
同时，在炎症中被激活的蛋白激酶 A（protein kinase
A，PKA）等也可激活 TRPA1和 TRPV1通道[14]。目前
已有多项研究通过基因敲除的方式研究 TRPA1和
TRPV1通道在不同疾病中的作用[15，16]，同时，有研究
表明基因敲除和受体阻滞两种方法各有优势，在很
多情况下实验结果并不相同，甚至相差甚远[17]。在本
实验中以转基因动物作为实验对象，最大限度的消
除 TRPA1和 TRPV1通道的作用。在今后的实验中，
可以通过特异性在外周神经系统敲除 TRPA1 和
TRPV1两种基因的表达，更好地证明这两种通道在
痛觉传导方面的作用。

综上所述，CP引起的疼痛会引起小鼠对机械刺
激和热刺激的反应阈值降低，出现痛觉过敏现象。

TRPA1和 TRPV1通道在 CP疼痛中具有调控作用，
TRPA1通道缺失可以引起慢性炎症小鼠对机械刺
激的痛觉过敏减弱，TRPV1通道缺失可以引起慢性
炎症小鼠对机械刺激和热刺激的痛觉过敏减弱。
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