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摘要:目的 基于膝骨关节炎大鼠冷缩足潜伏期和冷刺激敏感通道蛋白TRPA1和TRPM8在患膝滑膜组织的表达变化,阐

述膝骨关节炎虚寒冷痛的形成原理。方法 健康4月龄SD雄性大鼠45只,体质量440~470g,随机分成KOA模型组(仅造

模,无药物干预)、拮抗剂干预组(造模2周后应用 TRPA1、TRPM8拮抗剂干预的大鼠);正常组(正常健康大鼠,无药物干

预)。分别于造模前3d、造模后2、4、6、8周,在3组中随机选择5只大鼠,测定冷缩足潜伏期;并于造模后第8周测定痛阈值

结束后处死大鼠(CO2窒息法),取患膝滑膜、软骨组织样本,观察软骨组织病理切片形态,并检测滑膜组织TRPA1、TRPM8基

因量及蛋白表达水平。结果 造模后2周KOA大鼠出现明显的冷刺激痛敏,至造模后4周其冷刺激痛阈仍处于非正常低水

平,应用TRPA1、TRPM8抑制剂能够提高KOA大鼠的冷刺激痛阈。结论 TRPA1、TRPM8表达上调参与构建膝骨关节炎

冷刺激痛敏,是膝骨关节炎虚寒冷痛形成的重要基础。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToobservebothTRPA1andTRPM8expressionsinsynovialtissuesofratswithcoldhyperalgesia
inducedbyexperimentalkneeosteoarthritis KOA  METHODS 45SpragueDawleymalerats weightrangingfrom440gto
470gwererandomlyindividedintothemodelgroup model-antagonistandnormalgroup Pawwithdrawallatency PWL of
fiveratsfromeachgroupwasdeterminedoneweekbeforemodeling 2 4 6and8weeksaftermodeling respectively 8
weeksaftermodeling theratswerekilledandsynovialandcartilagetissuesfromdiseasedkneewerecollected toobserve
pathologicalmorphologyatcartilagetissuesandtodeterminetheproteinandgeneexpressionsofTRPA1andTRPM8atsyno-
vialtissues RESULTS KOAratsshowedobviouscoldhyperalgesiafromtwoweeksaftermodelingtothelatestfollow-up 8
weeksaftermodeling TheabnormallylowlevelofPWLcouldbeincreasedbyTRPA1andTRPM8ionchannelblocker CON-
CLUSION Up-regulatingexpressionsofTRPA1andTRPM8participateintheoccurrencemechanismofKOAcoldhyperalge-
sia 
KEYWORDS kneeosteoarthritis deficiencycold coldhyperalgesia TRPionchannel occurrencemechanism

  膝骨关节炎(Kneeosteoarthritis,KOA)是中

老年常见骨关节退变。据报道,我国60岁以上人群

KOA发病率已超过50%,75岁以上人群中发病率

高达80%,总致残率超过53%[1]。且伴随着人口老

年化进程加剧,危害性尚在进一步扩大[2]。KOA
病理机制至今不明,尚无特异性治疗药物[34]。美国

矫形外科协会和风湿病学会2015年联合推出的《膝
骨关节炎治疗的循证医学指南》中,达到Ⅰ级证据级

别的防治方法只有“合理功能锻炼、控制体质量指

数”,其它包括非甾体类抗炎药物、局部注射用玻璃

酸钠等,均被认为疗效不明确[5]。硫酸软骨素一度

被认为能够抑制软骨破坏和促软骨再生修复,但各

方证据并不一致。
因此,目前针对 KOA的治疗仍然集中在如何

缓解临床症状,尤其是疼痛。超过65%的KOA患

者以疼痛为最主要表现[6]。疼痛贯穿 KOA全程,
是其最主要和顽固的症状。疼痛得不到有效控制,
是KOA患者最终放弃保守治疗、选择手术的最主
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要原因。而术后根据报道仍然有高达60%~75%
的患者残留顽固性疼痛,所以疼痛也是制约手术疗

效的最主要因素[7]。另外,“合理功能锻炼、控制体

质量指数”也要以有效控制疼痛为前提。国内外指

南的药物推荐首选非甾体类消炎药(NSAIDS),无
效者可选用曲马多、阿片类药物。但阿片类药物存

在药物依赖,NSAIDs长期应用所导致消化道溃疡、
出血等不良反应,严重困扰临床。

近年来随着神经生物学慢性疼痛领域研究的深

入,人们开始关注 KOA病理机制中痛敏状态的角

色[89]。KOA具有显著“遇寒则痛、得温则舒”的冷

刺激痛敏特点,冷刺激敏感特异性通道蛋白(TR-
PA1和TRPM8)在其中作用非常关键。目前国内

外KOA领域这方面的研究非常少。我们构建了

SD大鼠KOA模型,在此基础上观察大鼠冷缩足潜

伏期和冷刺激敏感通道蛋白TRPA1和TRPM8在

患膝滑膜组织的表达变化,试图阐明 KOA虚寒冷

痛的形成原理。

1 材料与方法

1.1 动物与试药

选取4月龄SD雄性大鼠45只,体质量440~
470g(北京维通利华实验动物技术有限公司);冷板

痛 阈 测 量 仪;热 板 痛 阈 测 量 仪;TRPA1 一 抗

(ab58844,美 国 Abcam 公 司);TRPM8 一 抗

(ab3243,美国 Abcam 公司);选择性 TRPA1通道

阻滞剂(TCS5861528,美国 AlphaAppliedBiosci-
ence公司);选择性 TRPM8通道阻滞剂(lcilin,美
国Abcam公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 实验分组 由SPSS软件生成随机数,将45
只SD雄性大鼠随机分成3组,KOA模型组(仅造

模,无药物干预)、拮抗剂干预组(造模2周后应用

TRPM8、TRPA1拮抗剂干预的大鼠);正常组(正常

健康大鼠,无药物干预)。

1.2.2 模型制备 采用改良Hulth法手术造模[10],
术前12h禁食,腹腔注射3%戊巴比妥纳(30mg/

kg)麻醉。膝前正中切口直视下切断前交叉韧带,
前抽屉试验检验手术结果,逐层缝合。术后丁胺卡

纳霉素连续注射4d预防感染(南京赛博生物科技

公司,批号:CA0015,药品规格:1×105 U/mL/支,
注射剂量:10mg/kg)。术后大鼠分笼饲养,自由饮

水和进食,关节不固定。动物房室温(25±2)℃,相
对湿度(60±5)%,每日照明12h。术后第15天开

始,模型拮抗剂组隔天给予TCS5861528+lcilin8
nmol,模型组和空白组继续标准饮食,无药物干预。

1.3 测量指标

①冷缩足潜伏期:将冷板痛觉测试仪温度设定

为0℃,将大鼠放置入玻璃方盒内,记录从接触冷板

至大鼠首次出现快速缩足、舔足、跺足或跳跃时间,
而身体活动引起的缩足反应不记做阳性反应。自动

切断时间为60s(防止皮肤冻伤),每侧足测量3次,
每次间隔10min,取其均值,作为该侧足的冷缩足

潜伏期。测量间期清除冷板上积冰,保持冷板的清

洁。

②HE染色:造模后第8周,末次痛阈测定结束

后,处死大鼠(CO2窒息法安乐死)提取软骨组织,

10%中性甲醛固定,石蜡包埋,切片,常规HE染色。
参考OARSI推荐的滑膜 H/E染色评分标准对各

组滑膜染色切片进行评分[11],并记录各组分值。

③组织免疫荧光:处死大鼠提取滑膜组织,10%
中性甲醛固定;EDTA 浸泡、自来水充分冲洗、切
片、石蜡包埋;常规脱蜡到水化;用0.5%的过氧化氢

溶液孵育切片10min,自来水冲洗切片;将抗原修

复液放入不锈钢高压锅中,让切片完全浸没在修复

液中。当高压锅温度达到喷气温度和压力时开始计

时,大约1~2min。打开锅盖,取出切片,立即放入

PBS中;用最佳稀释浓度的一抗孵育切片,4℃过

夜,PBS冲洗;加入二抗孵育,约20min,PBS冲洗;

DAB显色;自来水充分冲洗;苏木素复染,透明和封

片。

④Westernblot检测TRPA1、TRPM8蛋白表

达:组织总蛋白提取:滑膜组织称质量,按说明书要

求比例加入RIPA裂解液研磨10~15min,冰上静

置30min后离心取上清,按BCA蛋白测定试剂盒

说明测定蛋白浓度,将配平的蛋白置98℃变性5
min。

Westernblot具体步骤:取样,制胶,电泳后转

膜至PVDF膜,5%脱脂奶粉室温封闭2h,加入一

抗,4℃孵育过夜,次日1×TBST 洗涤3次,10
min/次,二抗室温孵育2h,ECL显色曝光。以β
actin作为内参,分析灰度值,计算灰度系数=(目标

蛋白的面积×灰度值)/(βactin的面积×灰度值)。

⑤RealtimePCR检测TRPA1、TRPM8基因

量:总RNA的提取:严格按 TRIzol法提取滑膜组

织总RNA,应用分光光度计测定RNA吸光度,即

A260/A280比值,在1.8~2.0之间即可用于逆转
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录。
逆转 录 反 应:将 提 取 的 总 RNA 加 入 Prime

ScriptRTreagentKit10μL反转录反应体系,按37
℃(15min)、85℃(5s)的反应条件在PCR仪上行

逆转录反应后,4℃保存。

引物设计:采用Oligov6.6软件,根据GenBank
中的基因序列设计引物并交由上海生物工程技术服

务有限公司合成;目的基因 TRPA1、TRPM8及内

参照基因GAPDH序列见表1。

表1 基因GAPDH序列

基因 上游引物 下游引物

TRPA1 5'GCAGCATTTTCAGGTGCCAA3' 5'CGCTGTCCAGGCACATCTTA3'
TRPM8 5'CCCTTGAGAGCCGTACCTTG3' 5'AGGCTGGGATTGAGCAAACA3'
GAPDH 5'ACAGCAACAGGGTGGGTGGTGGAC3'5'TTTGAGGGTGCAGCGAACTT3'

  荧光定量PCR:取2μLcDNA,加入无RNA酶

水8μL,2.5RealMasterMix8μL,20sybgreen1μL,
引物对0.5/0.5μL。反应条件:94℃预变性4min,1
个循环;94℃变性30s;60℃退火30s;72℃延伸20
s,40个循环,上述PCR产物进行95℃1min,降至

55℃,在55~95℃之间梯度升温,0.2℃/s,绘制溶

解曲线。PCR结果以GAPDH 为内参进行半定量

计算,采用2-△△CT计算法(△CT=样本CT 值-内

参CT 值)对目的基因的相对表达量进行数据分析。

1.4 数据处理与统计学分析

采用SPSS11.0软件进行数据处理,数据以x
±s表示,相关阈值测定的数据用TwowayANO-
VA及Dunnettt后检验进行统计分析。组间差异

比较采用单因素方差分析,方差齐者组间比较用

LSD检验,方差不齐者用Tamhane'sT2检验,P<
0.05为统计学上具有显著性差异。

2 结果

2.1 冷、热刺激疼痛敏感阈值

膝骨关节炎大鼠的冷缩足潜伏期显著短于空白

对照组大鼠,并且这种情况一直持续到造模后第8
周的末次观察。造模后2周应用选择性 TRPA1、

TRPM8拮抗剂能够显著延长KOA大鼠的冷缩足

潜伏期,但对比空白对照组仍有降低趋势。而膝骨

关节炎大鼠的热刺激缩足阈值对比空白组大鼠并无

显著差异,且其波动趋势也未受到拮抗剂应用的影

响。提示经改良Hulth法造模后的经典KOA大鼠

模型,其疼痛阈值改变具有冷刺激疼痛敏感的趋向。

图1 各组冷、热刺激缩足反应时间阈值

2.2 HE染色结果

KOA模型组:软骨表面缺损,部分区域软骨全

层缺损,较多裂隙形成,向下延伸达辐射层,分层不

清晰,结构不规则,潮线破坏,钙化层明显增厚。空

白对照组:软骨表面平滑整齐,无裂隙或缺损,软骨

细胞整齐排列,4层结构分层规则,染色分布均匀、
潮线清晰完整,如图2。Mankin's评分结果如表2。

 KOA模型组      正常组  

图2 2组大鼠膝关节软骨光镜图(HE,×400)

表2 软骨 Mankin评分(x±s)

组别 n Mankin's评分

正常组 15 4.7±0.95
KOA模型组 15 0.5±0.71*

     注:与正常组比较,P<0.05。

2.3 组织免疫荧光实验

KOA模型组大鼠的滑膜组织存在明显炎性浸

润。TRPA1和TRPM8免疫反应阳性着色细胞在

所有活检标本中均可见到,其中 KOA模型组大鼠

滑膜组织的TRPA1和TRPM8表达较空白对照组

明显丰富。见图3。

2.4 Westernblot实验

KOA模型组大鼠患膝滑膜组织 TRPA1和

TRPM8蛋白表达量均高于空白对照组(P<0.05)。
见图4。

2.5 RealtimePCR实验

KOA模型组大鼠滑膜组织中TRPA1和TRP
M8的mRNA表达量均显著高于空白对照组(P<
0.05)。见图5。
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A          B

C          D
注:A.正常组大鼠膝关节滑膜组织TRPA1免疫荧光检测;

B.KOA组大鼠患侧膝关节滑膜组织TRPA1免疫荧光检测;

C.正常组大鼠膝关节滑膜组织TRPM8免疫荧光检测;

D.KOA组大鼠患侧膝关节滑膜组织TRPM8免疫荧光检测。

图3 各组大鼠免疫荧光检测

注:与正常组比较,P<0.05。

图4 各组大鼠膝关节滑膜组织TRPA1、TRPM8的蛋白

表达量对比

注:与正常组比较,P<0.05。

图5 各组大鼠膝关节滑膜组织TRPA1、TRPM8mRNA
表达量对比

3 讨论

既往KOA疼痛的研究主要集中在滑膜炎症、
骨质破坏性疼痛、骨髓内血管神经暴露导致疼痛等

方面,对痛敏状态的关注相对较少[1213]。KOA存

在痛阈下降在临床已经获得部分证实,但机制不清

楚。根据外周伤害性感受器的不同激活条件,可分

为温度痛敏(冷痛敏、热痛敏)、机械痛敏等。KOA
疼痛“遇寒则剧、得温则舒”,具有典型的冷刺激痛敏

特点。这也被认为是中医学对 KOA证属“虚寒痹

痛”的认识基础。
瞬时感受器电位通道(Transientreceptorpo-

tential,TRP)是位于细胞膜上的非选择性阳离子

通道,对Ca2+ 具有高通透性。TRP离子通道既是

兴奋性(神经和肌肉)细胞的电压门控或依赖性

Ca2+通道,又是非兴奋性(上皮、内皮、黏膜、骨与软

骨和滑膜等)细胞的非电压门控或依赖性Ca2+ 通

道,可将温度、机械、化学等多种刺激转化、整合,形
成电信号传导,响应细胞和机体周围环境中温度、触
压、渗 透 压 等 多 种 刺 激,是 感 觉 系 统 的 前 沿 哨

兵[1415]。介导温度痛敏的 TRP离子通道被称作

thermoTRP,生理状态下的主要功能是参与机体温

度感知和体温调节,病理状态下则可介导温度刺激

所致痛敏,其中 TRPA1和 TRPM8是主要感受冷

刺激痛敏的成员[16]。
既往对TRPA1和TRPM8的研究揭示,①TR-

PA1除对冷刺激敏感外,同时参与炎性反应,是炎

症中 的“增 效 剂”,是 炎 性 疼 痛 发 生 的 重 要 参 与

者[1718]。②冷刺激激活TRPM8是一种从去极化电

位到生理负电位阶梯分明的电压敏感性的渐进性改

变,通道开放比关闭具有更低的温度依赖性,且冷刺

激引起通道开放的过程迅速且具类似瀑布样效

应[1920]。③炎性环境能对TRP离子通道的敏感性

产生影响:如低渗透压导致细胞肿胀产生5',6'EET
(Eicosanoid5',6'epoxyeicosatrienoicacid)直接激活

TRPV1、TRPM8、TRPV4等 TRP蛋白超家族成

员,前列腺素E2(PGE2)能显著增强这一过程,这可

以部分解释 NSAIDs类药物也能一定程度拮抗

KOA冷痛敏[21]。④近年来在骨科慢性疼痛的研究

中,TRP离子通道的作用也逐步受到关注。首先是

TRPV1被发现在 KOA关节滑膜的成纤维细胞中

呈高表达状态,随后又证实 TRPV1、TRPA1、TR-
PM8、TRPV4等通道 蛋 白 的 表 达 及 开 放 水 平 与

KOA疼痛存在关联[2223]。
本研究在既往研究的基础上,观察到模型组大

鼠在KOA造模后2周,出现冷刺激痛敏。主要表

现为冷缩足潜伏期缩短,并持续4周以上。改良

Hulth法的大鼠KOA模型存在典型的疼痛敏感现

象在既往研究中也见诸报道。我们也在研究中确认

了其存在冷刺激疼痛阈值的降低,契合中医学对虚

寒性疼痛的症状特征描述[2426]。应用 TRPA1和

TRPM8抑制剂能显著改善大鼠的冷刺激痛敏症

状。研究中所观察到KOA大鼠的冷缩足潜伏期均
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低于造模前和空白对照组,而经应用 TRPA1和

TRPM8抑制剂的KOA大鼠冷缩足潜伏期能够相

应获得提高。进一步应用免疫组织化学的方法,观
察到KOA大鼠患膝滑膜组织TRPA1、TRPM8蛋

白表达增加。以免疫荧光法检测滑膜组织TRPA1
和TRPM8表达水平的研究也得出类似结论。Re-
altimePCR检测TRPA1、TRPM8基因量,与前述

结果也是相符合的。
我们的研究表明:TRPA1、TRPM8离子通道表

达的上调,参与构建了 KOA冷刺激痛觉敏感。下

一步研究将根据大鼠行为学检测设立样本取材时间

点,以检测TRPA1、TRPM8水平,进一步明确TR-
PA1、TRPM8量与变化趋势之间的联系。
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