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摘要 目的 探索缝隙连接蛋白 1( Panx 1) 在三叉神经痛中
的作用。方法 对雄性 SD 大鼠行左侧眶下神经慢性压迫
术( ION-CCI) 建立三叉神经痛大鼠模型。将 ION-CCI 大鼠
随机分为两组，CCI + Panx 1-siＲNA组: 对 ION-CCI大鼠左侧
三叉神经节区域局部注射 Panx 1 特异性 siＲNA; CCI + Ctl-
siＲNA组:注射阴性对照 siＲNA。采用蛋白免疫印迹和 qＲT-
PCＲ比较两组大鼠左侧三叉神经节中 Panx 1 的表达水平。

采用 Von Frey Hairs纤维丝对两组大鼠左侧触须垫的机械刺
激反应进行评估。结果 qＲT-PCＲ 和蛋白质印迹的结果均
表明 CCI + Panx 1-siＲNA 组大鼠左侧三叉神经节中 Panx 1

表达量明显低于 CCI + Ctl-siＲNA组。此外，CCI + Panx 1-siＲ-
NA组大鼠机械刺激阈值明显高于 CCI + Ctl-siＲNA 组大鼠。

结论 抑制三叉神经节中 Panx 1 表达可以缓解三叉神经痛
的痛敏反应。
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三叉神经痛( trigeminal neuralgia，TN) 是一种常
见的临床疾病，是发生在三叉神经分支的分布区域
中的复发性阵发性剧烈疼痛，疼痛表现为针刺样、烧
灼样、刀割样或电击样［1］。TN严重影响了患者的生
活质量，但目前临床上仍然不能彻底有效地治疗
TN。因此对 TN 的病因和发病机制的研究尤为重
要。

间隙连接通道( gap junction channels，GJCs) 是
两个相邻细胞互相交流的重要通道之一，是哺乳动
物的细胞膜上普遍存在的膜通路，在细胞间的信号
传导、细胞增殖与分化、免疫炎症及病理性疼痛等生
理和病理状态下起到了关键的作用［2］。Pannexins
是 2000 年发现的缝隙连接蛋白家族的新成员，包括

Panx 1、Panx 2 和 Panx 3 三种同种型［3］。Panx 1 蛋
白在神经系统的各类细胞中广泛表达，如小胶质细
胞、星形胶质细胞、少突胶质细胞和神经元［4］。激
活 Panx 1 可以促进 ATP［5］和各种细胞因子的释放，
包括高迁移率族蛋白 1 和白细胞介素-1，这些炎症
介质也可以介导脊髓中的急性和慢性疼痛信号［6］。
研究表明，大脑中 Panx 1 的激活在癫痫［7］和头痛［8］

的发展中起着重要作用。该课题组前期实验验证了
在 TN大鼠的三叉神经节中，Panx 1 表达会升高［9］。
该研究进一步探讨降低 TN 大鼠模型三叉神经节中
Panx 1 的表达，TN 的发展变化，为探明 TN 的发病
机制及治疗靶点提供了新方向。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 清洁级成年雄性 Sprange-Dawley
( SD) 大鼠( 7 ～ 8 周龄，体质量 180 ～ 200 g) ，购自安
徽医科大学实验动物中心。将大鼠饲养于木屑垫底
的笼子中，在温度 ( 23 ± 2 ) ℃、湿度 40% ～ 50%的
环境温度饲养 1 周，12 h /12 h 交替照明。用 Von
Frey Hairs纤维丝刺激大鼠左侧触须垫区域，筛选出
机械刺激疼痛反应阈值≥0. 6 g 的大鼠作为实验大
鼠。将大鼠随机分成假手术组和眶下神经慢性压迫
损伤 ( ION-CCI) 组，ION-CCI 组大鼠就是该研究的
TN模型。将 10%水合氯醛按照 0. 35 ml /100 kg 对
大鼠进行腹腔注射全身麻醉。麻醉显效后，分离出
大鼠面部左侧的眶下神经，用 5-0 丝线结扎眶下神
经的近端和远端，然后用 3-0 丝线缝合常规缝合皮
肤伤口。假手术组仅暴露眶下神经，但不进行结扎。
1． 2 大鼠行为学测试 用 Von Frey Hairs纤维丝刺
激大鼠左侧触须垫区域来测量机械刺激疼痛反应阈
值。Von Frey Hairs 纤维丝的不同直径和长度代表
不同的刺激强度，分别为 0. 008、0. 02、0. 04、0. 07、
0. 16、0. 4、0. 6、1. 0、1. 4 和 2. 0 g。将一只大鼠放在
一个透明塑料笼中 10 min，待大鼠适应测试环境后，
进行行为学测试。测试者用 Von Frey Hairs 纤维丝
刺激大鼠术侧触须垫，从 0. 008 g 开始直到引起明
确的行为反应。每个纤维以 10 ～ 30 s 的随机间隔
施加 10 次以确定机械刺激反应阈值，该机械阈值是
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指在 10 次试验中发生不小于 6 次阳性反应的最小
力。阳性反应包括: ① 躲闪: 当 Von Frey Hairs 纤
维丝接触大鼠术侧触须垫时迅速收缩;② 逃避或攻
击性行为: 包括逃跑、挛缩、埋头、撕咬或抓住纤维
丝; ③ 不对称搔抓:表现为大鼠出现“洗脸状”或搔
抓术侧面部［10］。以 10 min 的间隔进行 3 次测量计
算平均值。测试者不知道大鼠的分组来源。
1． 3 siＲNA 注射 该实验采用阴性对照 siＲNA
( SIC001，广州 ＲiboBio ) 和 Panx 1 特异性 siＲNA
( GAACAUAAGUGAGCUCAAA，广州 ＲiboBio ) 。将
阴性对照 siＲNA 和 Panx 1 特异性 siＲNA 分别与 i-
FECT 混合用于药物注射［11］。在慢性压迫损伤
( chronic constriction injury，CCI) 手术 2 周后，神经性
疼痛完全建立，将大鼠随机分为 2 组，每组 8 只大
鼠: CCI + Panx 1-siＲNA 组，每天一次经大鼠左侧眶
下孔向三叉神经节区域注射 Panx 1-siＲNA( 5 μg) 持
续 4 d［12］; CCI + Ctl-siＲNA 组，以与 CCI + Panx 1-
siＲNA组相同的方法给 CCI 大鼠注射阴性对照 siＲ-
NA( 5 μg) 。
1． 4 qＲT-PCＲ检测 Panx 1 mＲNA 含量 大鼠连
续注射 siＲNA 4 d 后，行腹腔过量注射 10%水合氯
醛，麻醉致死取出左侧三叉神经节，称重后放入加了
1% TＲIzol预冷的 1 ml 匀浆器内充分研磨，提取三
叉神经节中的总 ＲNA。然后使用 PrimeScript ＲT 试
剂盒( Perfect Ｒeal Time，TaKaＲa-Bio，Dalian，China)
制备 cDNA进行 PCＲ 的扩增。反应参数为: 95 ℃、
30 s一个循环，95 ℃、5 s，60 ℃延伸 20 s，共 40 个
循环，65 ℃、15 s。以 GAPDH为内参，采用 2 － ΔΔCt法
比较各分组之间 Panx 1 mＲNA 的相对表达量，各基
因扩增的引物序列见表 1。

表 1 Panx 1 和 GAPDH引物序列

基因 引物序列
Panx 1 F: 5’-CTTCGCTCAGGAGATCTCCA-3’

Ｒ: 5’-GGTTTCCAGACTCACTCTGC-3’
GAPDH F: 5’-TGCCACTCAGAAGACTGTGG-3’

Ｒ: 5’-TTCAGCTCTGGGATGACCTT-3’

1． 5 Western blot检测 Panx 1 蛋白含量 大鼠连
续注射 siＲNA 4 d 后，行腹腔过量注射 10%水合氯
醛，麻醉致死后取出左侧三叉神经节。称重后置于
预冷的含有 1% ＲIPA 缓冲液的匀浆器中，充分研
磨，提取总蛋白。SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋
白质，然后转移到 PVDF 膜，用 5% BSA ( Sigma 公
司) 在室温下封闭 1 h，将膜与稀释抗体一起置于 4

℃冰箱内孵育过夜。使用的一抗为兔抗 Panx 1 ( 1
∶ 1 000，Invitrogen公司) 和兔抗 GAPDH( 1 ∶ 10 000，
Cell Signaling Technology，Danvers，马萨诸塞州，美
国) 。稀释第二抗体( ZSGB-BIO，北京，中国) ，将膜
置于二抗中洗涤。使用 Millipore Western 印迹底物
显现免疫反应性蛋白质条带。ECL 曝光成像，采用
凝胶图像处理系统分析并计算出目的蛋白相对表达
水平。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计学软件进
行分析，数据以 珋x ± s 表示。大鼠机械刺激疼痛敏感
阈值采用两因素重复测定资料的方差分析，qＲT-
PCＲ结果、Western blot结果均采用两独立样本 t 检
验来比较两组的数据。P ＜ 0. 05 时为差异有统计学
意义。

2 结果

2． 1 大鼠机械刺激疼痛阈值检测 用 Von Frey
Hairs纤维丝检测大鼠术后第 1 天至第 7 周的机械
刺激疼痛阈值。结果显示 ION-CCI组大鼠的机械刺
激疼痛阈值明显低于 sham 组大鼠。术后第 2 周疼
痛阈值达到最低［sham 组: ( 1. 38 ± 0. 18 ) g，ION-
CCI 组: ( 0. 22 ± 0. 14 ) g，n = 8，F = 13. 11，P ＜
0. 001］。见图 1。

图 1 ION-CCI组和 sham组大鼠机械刺激疼痛阈值比较

与 sham组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 2 大鼠三叉神经节中 Panx 1 mＲNA 表达量
CCI术后第 2 周，疼痛超敏反应完全建立后，将 ION-
CCI大鼠随机分成 2 组: CCI + Panx 1-siＲNA 组，每
天一次经大鼠左侧眶下孔向三叉神经节区域注射
Panx 1-siＲNA( 5 μg) 持续 4 d; CCI + Ctl-siＲNA 组，
用与 CCI + Panx 1-siＲNA组相同的方法给 CCI 大鼠
注射阴性对照 siＲNA( 5 μg) 。给药后第 4 天将各组
大鼠麻醉并处死，取出左侧三叉神经节通过 qＲT-
PCＲ检测 Panx 1 的 mＲNA 水平。结果显示，CCI +
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Panx 1-siＲNA组大鼠三叉神经节中 Panx 1 mＲNA相
对表达量显著低于 CCI + Ctl-siＲNA 组( n = 4，t =
3. 068，P ＜ 0. 01) 。见图 2。

图 2 注射 siＲNA 4 d后三叉神经节中 Panx 1 mＲNA的表达量

与 CCI + Ctl-siＲNA组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 大鼠三叉神经节中 Panx 1 蛋白表达量 持续
注射 siＲNA后第 4 天将各组大鼠麻醉并处死，取出
左侧三叉神经节通过 Western blot检测 Panx 1 的蛋
白表达水平。结果显示，CCI + Panx 1-siＲNA组大鼠
三叉神经节中 Panx 1 蛋白表达量低于 CCI + Ctl-
siＲNA组( n = 4，t = 2. 46，P ＜ 0. 05) 。通过 qＲT-PCＲ
和 Western blot实验结果表明 Panx 1 特异性 siＲNA
降低了 ION-CCI大鼠三叉神经节中 Panx 1 的表达。
见图 3。

图 3 注射 siＲNA 4 d后三叉神经节中 Panx 1 蛋白的表达量

与 CCI + Ctl-siＲNA组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 三叉神经节中 Panx 1 对大鼠机械疼痛超敏反
应的影响 通过 Von Frey Hairs 纤维丝检测 ION-
CCI大鼠注射 siＲNA后的机械刺激疼痛阈值。结果
显示，与 CCI + Ctl-siＲNA 组比较，CCI + Panx 1-siＲ-
NA组大鼠的机械刺激疼痛阈值显著增加，第 4 天
差异最明显，CCI + Ctl-siＲNA组为( 0. 25 ± 0. 18) g，
CCI + Panx 1-siＲNA 为 ( 1. 05 ± 0. 26 ) g ( n = 8，F =

38. 16，P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 001 ) 。表明抑制三叉神经节
中 Panx 1 的表达可以缓解 ION-CCI 引起的疼痛超
敏反应。见图 4。

图 4 注射 siＲNA后大鼠机械刺激疼痛阈值的变化

↓:开始注射 siＲNA; 与 CCI + Ctl-siＲNA 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01，
＊＊＊P ＜ 0. 001

3 讨论

三叉神经痛是一种反复发作的面部疼痛，常表
现为电击或针刺样。这种神经性疾病非常痛苦，严
重影响患者的生活质量。然而由于 TN 复杂的病因
和发病机制，目前为止，TN 仍然缺乏完全有效的治
疗方法。因此探索 TN病因的分子机制是研究更有
效治疗方法的关键条件。

血管压迫神经是 TN 的病因之一，该研究用结
扎大鼠眶下神经作为 TN 模型，即为模拟血管压迫
神经。该课题组先前的实验已证明 Panx 1 在三叉
神经节神经元中的表达，以及在三叉神经痛模型中
Panx 1 表达会显著增加［9］。Panx 1 构成细胞间相互
交流的半通道，在哺乳动物组织中广泛表达，尤其是
在神经系统中［4］。Panx 1 参与某些神经疾病的病
理和生理过程。有研究［13］表明，Panx 1 参与神经性
疼痛模型中腓肠神经的中枢致敏过程，抑制 Panx 1
表达可抑制神经病理学大鼠的脊髓 C 反射活动和
机械超敏反应。该研究通过注射 Panx 1 特异性 siＲ-
NA，抑制 TN 大鼠模型三叉神经节中 Panx 1 的表
达，采用 Von Frey Hairs纤维丝检测大鼠的机械刺激
疼痛阈值，结果表明，抑制 TN 大鼠模型三叉神经节
中 Panx 1 的增加，可以显著缓解三叉神经痛的痛敏
反应，确定了 Panx 1 在诱导 TN发展中的重要作用，
为研究三叉神经痛的有效治疗方法提供了新方向。

虽然确定了 Panx 1 在 TN 中的重要作用，但其
调控 TN的具体机制仍不清楚。参与调节神经元基
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因表达的两个主要表观遗传机制是 DNA 甲基化和
组蛋白修饰［14］。启动子区域中的 DNA甲基化水平
控制基因表达。Panx 1 的组蛋白修饰可能是一个独
立的影响因素，有助于 TN 的发展。有报道虽然脊
髓损伤对 Panx 1 启动子的 DNA 甲基化水平没有影
响，但它改变了 DＲG 中 Panx 1 启动子周围的组蛋
白修饰［15］。在后续的研究中，需要进一步探查 Panx
1 在 TN中的作用机制。
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Inhibition of Pannexin-1 expression in the trigeminal
ganglion can alleviate trigeminal neuralgia

Wen Yuhuan，Zhang Yue，Zhu Dawei，et al
( College of Stomatology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the role of Pannexin-1 ( Panx 1) in trigeminal neuralgia． Methods Ｒat models
of trigeminal neuralgia were established in male SD rats by chronic constriction of the left infraorbital nerve ( ION-
CCI) ． ION-CCI rats were randomly divided into two groups: CCI + Panx 1-siＲNA group which the ION-CCI rats
were received injection of Panx 1 specific siＲNA to the left trigeminal ganglion area; CCI + Ctl-siＲNA group which
the ION-CCI rats were received injection of negative control siＲNA to the left trigeminal ganglion area． The expres-
sion of Panx 1 in the left trigeminal ganglion of the two groups were compared by Western blot and quantitative ＲT-
PCＲ． The mechanical stimulation response of the left whisker pads of the two groups was evaluated by Von Frey
Hairs． Ｒesults The results of quantitative ＲT-PCＲ and Western blot both indicated that Panx 1 expression in the
left trigeminal ganglion of CCI + Panx 1-siＲNA group was significantly lower than that of CCI + Ctl-siＲNA group． In
addition，the mechanical stimulation threshold of the CCI + Panx 1-siＲNA group was significantly higher than that
of the CCI + Ctl-siＲNA group． Conclusion Inhibition of Panx 1 expression in the trigeminal ganglion can alleviate
the allodynia response of trigeminal neuralgia．
Key words Pannexin; neuropathic pain; trigeminal neuralgia; infraorbital nerve
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