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疼痛的相关性研究
"

郑明星#刘孝东##范世成#余新龙#朱!波#沈!洁
昆明医科大学第一附属医院 泌尿外一科 !昆明$W%%-""

!!'摘要(!目的!探讨神经生长因子!3DY"-三型酸敏感离子通道!4+*.-"在实验性大鼠6型前列腺炎的前列

腺组织中表达的意义)方法!选取性成熟雄性+V大鼠-%只#分为对照组!%#UZ 3K.<于盆腔区域皮下-双侧肩胛

皮下多点注射"-6型前列腺炎模型组1实验性自发免疫性前列腺炎!L4/"组#完全弗氏佐剂与前列腺组织混悬液

于盆腔区域皮下-双侧肩胛皮下多点注射2#每组!W只)建立L4/模型过程中#于建模第%-W-!%-"%--%-&%天予

f=:,Y96N测痛纤维进行骨盆区域痛觉测试)建模成功后取大鼠的前列腺组织#进行 BL染色观察病理学改变&通

过免疫组化和 567869:;<=8方法检测3DY及4+*.-的蛋白表达)结果!f=:,Y96N测痛结果显示$L4/组大鼠骨

盆疼痛表现较对照组明显)BL染色结果显示$L4/组大鼠前列腺间质内淋巴细胞和中性粒细胞浸润#腺体周围

充血&对照组未见明显炎症细胞浸润)免疫组化染色和 567869:;<=8结果显示$L4/组大鼠的前列腺组织中#3DY

及4+*.-蛋白表达!主要表达于细胞核与细胞浆中"较对照组增加!L%%#%!")结论!L4/大鼠前列腺组织中

3DY及4+*.-表达增加#3DY及4+*.-可能是导致6型前列腺炎骨盆区域疼痛的重要介质#有望作为干预及治

疗6型前列腺炎的靶向指标)

'关键词(!6型前列腺炎.慢性前列腺炎!慢性骨盆疼痛!神经生长因子!三型酸敏感离子通道!f=:,Y96N

.@AB,??#C(CRT,B*,WBCL>%U'$>CB'(-DKA,;CRG$#-",(?#>#*,9C(:%'((,=?#(8'>+C-,=CRDKA," OBC?>'>#>#?!

5'(:;J*+,-Q*+,#0&1=*/7-I7+,
##M9:!6*-G6A+,#<1=*+-K7+,#5'1$7#!'(:)*A?M*CHD@AB/CDEA+D

7F1C7K7,.#M*CHD9FF*K*/DAI7FS3+E*+,JAI*G/K1+*NACH*D.#GE:2J:H$W%%-"#.@J:K

#.=9967C=:IJ:HKE8@=9#L,2KJ<$!W%-&%!T"-!00#M=2

'GH?>B'$>(!7HI,$>#*,!1=J:S678JHK868@66QC9677J=:7=O:69S6H9=R8@OKM8=9!3DY"K:IKMJI,76:7J:HJ=:

M@K::6<-!4+*.-"J:C9=78K8JM8J77E6=O6QC69J26:8K<9K87RJ8@8NC66C9=78K8J8J7#+,>%C-?!1@J98N+V9K87R696

9K:I=2<NK<<=MK86IJ:8=M=:89=<H9=ECK:I6QC69J26:8K<H9=EC#1@69K87J:M=:89=<H9=ECR6967E;h6M86I8=C6<SJMK:I

;J<K869K<7MKCE<K97E;ME8K:6=E7J:h6M8J=:7=O%#UZ7=IJE2M@<=9JI6#R@J<68@69K87J:6QC69J26:8K<H9=ECR696HJS6:

C6<SJMK:I;J<K869K<7MKCE<K97E;ME8K:6=E7J:h6M8J=:7=O2JQ6I7E7C6:7J=:=OM=2C<686Y96E:I/7KIhESK:8K:I

C9=78K8JM8J77E68=J:IEM6KE8=J22E:6C9=78K8J8J7 !L4/"#1KM8J<6K<<=IN:JKRK70EK:8JOJ6IE7J:Hf=:,Y96NK7K

26K7E96=OC6<SJMCKJ:;6@KSJ=9#1@J726K7E9626:8RK7C69O=926I=:%8@#W8@#!%8@#"%8@#-%8@K:I&%8@IKNJ:8@6

8R=H9=EC7#4O8698@K8#8@6C9=78K867K2C<67R696M=<<6M86IK:IC9=M6776IO=9BL78KJ:J:H#R@J<68@66QC9677J=:7=O

3DYK:I 4+*.- R696 26K7E96I ;NJ22E:=@J78=M@62J789NK:I 567869: ;<=8#8,?&=>?! f=:,Y96NOJ<K26:87

26K7E9626:87@=R6I8@K8C6<SJ7CKJ:J:L4/H9=ECRK77JH:JOJMK:8<N2=96=;SJ=E78@K:8@K8J:M=:89=<H9=EC#BL

78KJ:J:HO=E:I<N2C@=MN867K:I:6E89=C@J<7J:OJ<89K86IJ:8@6C9=78K86=OL4/9K87#;E8:=J:O<K22K8=9NM6<<7J:8@6

C9=78K86=OM=:89=<H9=EC9K87#1@66QC9677J=:7=O3DYK:I4+*.-R6967JH:JOJMK:8<NJ:M96K76IJ:L4/H9=ECR@6:

M=2CK96IRJ8@M=:89=<H9=EC!L%%#%!"#:C($=&?#C(!1@66QC9677J=:7=O3DYK:I4+*.-J:8@6C9=78K86RJ8@L4/

R6967JH:JOJMK:8<NJ:M96K76I#R@JM@2KN;68@6J2C=98K:826IJK8=97=OM@9=:JMC6<SJMCKJ:#

'J,KLCB-?(!!1NC66C9=78K8J8J7.M@9=:JMC9=78K8J8J7!!.@9=:JMC6<SJMCKJ:!!3DY!!4+*.-!!f=:,

Y96N

!!6型前列腺炎#又称为慢性前列腺炎!./".慢

性盆腔疼痛综合征!.//+"#是泌尿外科常见的疾

病#其病因复杂#引发疼痛的机制不明确)中国患有

" 云南省应用基础研究基金!3=#"%!&Y'%&""资助

# 通信作者#L,2KJ<$!W%-&%!T"-!00#M=2

./..//+的患者约占男性人群的!"Z
+!,#主要表

现为骨盆区域的慢性疼痛及不适#疼痛常伴有下尿

路症状-性功能障碍及精神神经症状#严重影响患者

的生活质量)

正常生理情况下#神经生长因子!3DY"属于交

感神经元-感觉神经元和中枢部分胆碱能神经元的
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营养因子#参与神经营养功能)炎症性反应中#

3DY水平升高可致疼痛加剧)近年来#3DY致中

枢神经细胞痛觉过敏的作用引起了更多重视#它被

认为是联系炎症和痛觉过敏的重要纽带#是疼痛持

续状态的重要炎症介质
+",)人体内环境的CB受到

精密的调节而达到稳定#细胞可以通过直接门控的

离子通道#如酸敏感的离子通道!4+*.7"去感受CB

值变化)机体处于如炎症-缺血或肿瘤组织等病理

环境下#组织酸化可使CB 值降低)三型酸敏感离

子通道!4+*.-"是对CB 值改变最敏感的酸受体#

与痛觉过敏及深部组织炎症的关系密切
+-,)

目前./..//+发病机制的研究#大多从原来

研究炎症反应中的细胞功能过渡到研究炎症反应应

答的调节#这些调节机制中最重要的是细胞因子)

目前尚无公认的./..//+动物模型#本研究通过

建立大鼠实验性自发免疫性前列腺炎!L4/"模型#

检测大鼠前列腺组织中 3DY-4+*.-表达的变化#

分析3DY-4+*.-与6型前列腺炎慢性骨盆疼痛之

间的关系#为6型前列腺炎治疗提供新的思路与方

法)

1!材料和方法

1#1!实验动物

健康"月龄雄性性成熟+V大鼠W%只!其中-%

只用于实验分组#"%只用于制备大鼠前列腺蛋白提

纯液"#体质量!"%%d"%"H#由昆明医科大学实验动

物中心提供)

1#/!主要试剂及仪器

弗氏 完 全 佐 剂-19J8=:g,!%%-戊 巴 比 妥 钠

!+JH2K公司"#百白破疫苗!昆明市五华区卫生防疫

站"#兔抗3DY一抗-兔抗4+*.-一抗-Y*1.标记

羊抗兔二抗-4:8J,%,KM8J:!4;MK2公司"#f=:,Y96N

痛觉测试纤维!?D(公司"#相关手术器械-BL染

色-免疫组化及 567869:;<=8相关仪器由中国科学

院昆明动物研究所提供)

1#;!实验方法

1#;#1!实验分组及建立L4/模型!-%只大鼠随

机分成"组#分别为对照组-L4/组#每组!W只)

L4/组按文献
+& W,

并予改进建立大鼠./..//+模

型$另取"%只+V大鼠予&Z戊巴比妥钠麻醉后#脱

颈处死#取出前列腺组织#加入与前列腺等重的生理

盐水溶液!含%#WZ19J8=:g,!%%"#冰浴下研磨成悬

液#!W%%%9.2J:-&a离心-%2J:#离心后取上清液

予/'+溶液稀释#制成质量浓度为$%2H.2F的大

鼠前列腺蛋白提纯液)以!c!体积比与弗氏完全

佐剂充分混合研磨#形成油包水状态#取!#%2F于

L4/组大鼠盆腔区域皮下-双侧肩胛皮下多点注

射#同时腹腔注射百白破疫苗%#W2F#对照组大鼠

于相同区域注射等量%#UZ生理盐水)每组均分别

于建模第%-A-!&-"T天注射)

1#;#/!痛觉测试!予 f=:,Y96N测痛纤维分别于

建模第%-W-!%-"%--%-&%天对两组大鼠进行痛觉测

试)具体方法为$将大鼠分别置于透明塑料箱中

!!WM2[!WM2[!WM2"#其底板为不锈钢丝格栅#

让其适应半小时后#予 f=:,Y96N纤维丝!H-"H-

&H-TH-!WH-"$H依次垂直刺激其骨盆区域#每次

刺激时间持续"7#间隔W7后相同力度重复刺激#

每种力度均刺激!%%次)f=:,Y96N纤维丝刺激阳

性反应
+$,$腹部急剧收缩&立即舔或刮擦细丝刺激的

区域&跳跃)计数在相同时间点及相同刺激力度下#

每组大鼠!%%次刺激中呈阳性反应的次数#所得数

据用$QdH表示#以!$QdH".!%%[!%%Z为疼痛反应

频率)

1#;#;!BL染色!于建模第&%天痛觉测试完成

后#将两组大鼠麻醉下脱颈处死#取出前列腺组织#

洗涤干净后#分别装入无菌容器中#体积分数为&Z

的中性甲醛固定#常规石蜡包埋-切片-BL染色-脱

水-透明-中性树胶封片)显微镜下观察前列腺组织

及细胞变化)

1#;#3!免疫组化检测大鼠前列腺组织 3DY-

4+*.-蛋白的表达!常规取出前列腺组织#予体积

分数为&Z的中性甲醛固定-石蜡包埋#切片-脱蜡-

入水-抗原修复#切片上滴加正常山羊血清封闭液#

室温"%2J:)滴加一抗!K:8J,3DY抗体浓度!c

"W%#K:8J,4+*.-抗体浓度!c"%%"#& a过夜)滴

加生物素化二抗!*HD"#-Aa维持"%2J:)滴加辣

根酶标记链霉卵白素工作液!+,4.B)/"#-A a维

持"%2J:)最后予V4'显色#苏木素复染#封片#

显微镜下观察)每张切片在&%%倍光镜下拍!%个

视野#经*2KH6,/9=C<E7$#%软件转化为灰度值后

进行分析#取!%个视野灰度值的平均值)

1#;#M!567869:;<=8检测大鼠前列腺组织 3DY-

4+*.-蛋白的表达!常规提取前列腺组织#于冰浴

中!%2J:#室温平衡)经!%%H.F+V+,/4DY膜转

印"@#以WZ脱脂奶粉封闭"@#加入一抗!K:8J,

3DY抗体浓度!c!%%%#K:8J,4+*.-抗体浓度!c

&%%"-K:8J,%,KM8J:!!c&%%%"&a反应过夜)加入

B)/羊抗兔二抗!!c$%%%"室温孵育"@#L.F化

%&
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学发光法显色#曝光#显影#定影)扫描仪扫描实验

结果#DLF,/9=&图像分析软件分析灰度值#以目的

条带与内参%,KM8J:灰度值的比值为目的蛋白的相

对表达量)

1#3!统计学方法

数据采用$QdH表示)组间比较采用单因素方

差分析和F+V检验#!i%#%W)

/!结果

两组大鼠在建模期间一般情况良好!进食饮水

正常#精神活跃#活动度好#体毛颜色光亮"#实验期

间大鼠未出现死亡现象)

/#1!各组大鼠痛觉测试

大鼠骨盆区域痛觉测试显示$建模第W-!%-"%-

-%-&%天#所有力度下L4/组骨盆疼痛表现较对照组

升高!L%%#%!"#提示大鼠L4/模型建模成功)见附

表)

/#/!病理学检查结果

结果见图!)前列腺组织 BL染色发现L4/

组大鼠前列腺出现局部炎症#表现为间质内淋巴细

胞和中性粒细胞浸润#腺体周围充血明显#未见明显

组织损伤)对照组大鼠前列腺间质未见明显炎症细

胞浸润)

/S;!大鼠前列腺组织中TWU和G"9:;蛋白的表

达

!!结果见图"-图-)免疫组化染色结果显示#正

附表!\C(PUB,K测试两组大鼠骨盆区域疼痛表现!̀ #0_1M

D'H=,!D%,RB,Q&,($KCRA,=*#$A'#(H,%'*#CB#(B'>?-,>,$>,-HK\C(PUB,KR#='E,(>?!̀ #0_1M

D9=EC +8J2E<E7 %I!;K76<J:6" WI !%I "%I -%I &%I

.=:89=< !H "#$Ad!#UW &#W-d-#"% &#%%d!#T! &#!-d!#$T &#--d!#$- &#$%d!#$&

"H W#A-d-#%- A#&Ad-#-! $#$Ad"#"U A#--d"#%U T#&%d"#$U T#W-d"#T%

&H T#$%d-#!T !%#A-d-#$A U#!-d"#AW !%#U-d"#&% !!#U-d"#A! !"#%Ad-#%T

TH !"#%%d-#$! !W#$%d"#W% !-#A-d"#W" !&#%%d"#%A !W#U-d!#$A !$#&Ad!#-%

!$H !&#&Ad-#UT !A#$%d"#T" !$#&%d"#-W !A#!-d!#&$ !A#!-d!#-$ !T#$Ad!#$T

"WH !A#--d&#%- !U#U-d"#A! !U#&%d"#!- !U#U-d"#-& "!#%Ad!#TA "!#T%d"#!T

L4/ !H -#--d"#WT !A#$%dW#-&" "!#&Ad&#&&" "&#U-d&#"T" "A#&Ad$#&A" "U#--dW#&""

"H W#&%d"#T% "-#U-d&#-%" "A#&AdW#A-" "U#&Ad&#-!" --#$%d$#--" -&#%%d$#-&"

&H T#!-d"#-U --#U-d-#T$" -A#--dW#--" -A#A-d&#A$" -U#$AdW#W&" &%#!-d$#A$"

TH !!#$%d-#%A &-#&%dA#A$" &W#"%d$#"$" &T#$%dA#$%" &T#%Ad$#-&" W%#--dA#W""

!$H !-#$%d-#TA W%#T%dU#%%" W"#%%dT#-W" W&#W-dA#U%" WT#%%d$#TW" WU#%AdU#"T"

"WH !$#U-d&#TW W$#&%d!!#%U" WA#"Ad!%#AW" $!#TAd!!#WW" $W#!-dU#!"" $W#--d!!#!A"

!!"L%%#%!#S7#M=:89=<H9=ECRJ8@8@67K2678J2E<K86J:86:7J8NK88@67K268J26

图1!对照组!G"和.GO组!6"大鼠前列腺F.染色)Z100

U#<1!F.?>'#(#(<CRABC?>'>,#(B'>?CR$C(>BC=!G"'(-.GO!6"

<BC&A?SZ100

常大鼠前列腺组织有少量 3DY-4+*.-蛋白表达#

L4/组大鼠前列腺组织 3DY!-A&e$%d&We$%"-

4+*.-!-%%e!%d&eU-"蛋白表达较对照组!3DY$

""$eT%d"TeA!#4+*.$!!%e"%dWeA$"升 高!L%

%e%!"#主要表达于细胞核及细胞浆)567869:;<=8结

果与免疫组化结果一致!3DY#对照组S7#L4/组$

%e-Wd%e%"S7#%eA-d%e%"&4+*.-#对照组S7#L4/

组$%e"$d%e%!S7#%eW-d%e%!&L均%%e%!")

图/!大鼠前列腺组织TWU和G"9:;免疫组化染色)"O!Z300

U#</!9EE&(C%#?>C$%,E#$'=?>'#(#(<CRABC?>'>,#(B'>?S"O!Z300

4$.=:89=<H9=EC!3DY"&'$L4/H9=EC!3DY"&.$.=:89=<

H9=EC!4+*.-"&V$L4/H9=EC!4+*.-"

!&
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图;! ,̂?>,B(H=C>检测大鼠前列腺组织TWU和G"9:;蛋白的表达

U#<;!D%,,@AB,??#C(?CRTWU'(-G"9:;ABC>,#(?CRABC?>'>,#(B'>?

!̂ ,?>,B(H=C>"

!$.=:89=<H9=EC&"$L4/H9=EC

;!讨论

美国国立卫生研究所!3*B"将./../++的特

征定义为慢性骨盆疼痛表现和没有尿路感染或可证

明的细菌感染情况下出现尿频-尿急等排尿症状#可

影响所有成年的男性
+A,)持续性-药物难以控制的

顽固性骨盆疼痛是影响./..//+患者生活质量最

主要的症状及就诊的主要原因)./..//+病因十

分复杂#存在广泛争议#中国泌尿外科疾病诊断治疗

指南明确把缓解疼痛作为./..//+治疗的首要目

标
+T,)

L4/的特征在于前列腺炎症与外周前列腺特

异性自身免疫应答相关#用前列腺抗原!/4H"加弗

氏佐剂在啮齿动物中免疫诱导后形成的L4/#与人

类 ./..//+相比具有相似的临床和免疫学特

征
+U,)目前#./..//+动物模型制作尚无公认的标

准方法#本实验按照文献+& W,
方法并稍予改进#选取

+V大鼠作为实验动物#取大鼠前列腺蛋白提纯液与

弗氏完全佐剂混悬液于大鼠盆腔-肩胛皮下等区域

注射#注射时间为L4/模型建立第%天-A天-!&

天-"T天#而国内外多采用第%天--%天"次或第%

天-!W天--%天-次注射#大鼠前列腺蛋白提纯液质

量浓度由!W2H.2F至$%2H.2F不等)本实验选

用$%2H.2F的大鼠前列腺蛋白提纯液与弗氏完全

佐剂混合#通过选配较高质量浓度的大鼠前列腺蛋

白提纯液及增加注射次数以增强大鼠的自身免疫反

应#建模期间未出现大鼠死亡现象)

本研究在建模&%I过程中#分别于第%-W-!%-

"%--%-&%天对大鼠骨盆区域进行f=:,Y96N痛觉测

试#建模后第W天#L4/组大鼠骨盆疼痛表现迅速

增加#且维持至第&%天)对照组大鼠骨盆区域

f=:,Y96N痛觉测试并未见明显变化#维持于基线水

平)提示使用+V大鼠自身/4H免疫的方法建立

的+V大鼠./..//+模型可模仿./..//+慢性骨

盆疼痛表现及维持状态)&%I后将L4/组及对照

组大鼠处死#进行 BL染色观察大鼠前列腺组织病

理学改变$L4/组大鼠前列腺间质内淋巴细胞和中

性粒细胞浸润#腺体周围充血水肿#腺腔呈不规则改

变)对照组未见明显炎症细胞浸润#腺体及间质无

充血水肿-腺腔排列规律)两组大鼠病理学的改变#

更加证实了此方法可成功建立 ./..//+大鼠模

型)为今后的./..//+动物模型研究奠定了良好

的基础)

!!3DY最先被鉴定为对伤害性原发性神经元发

育至关重要的物质#在产生疼痛-痛觉过敏及慢性疼

痛的状态维持中有着重要的作用
+!%,)3DY在慢性

疼痛病症例如间质性膀胱炎-前列腺炎-关节炎-胰

腺炎-慢性头痛-癌症疼痛-糖尿病性神经病变和非

癌性疼痛中表达增加#表明 3DY介导的信号传导

在慢性伤害性过程中持续活跃#使得神经性疼痛的

状态持续
+!!,)同时#机体炎症期间#细胞内容物的

外排-缺氧代谢产物和乳酸生成#使得细胞外CB降

低)细胞外CB 降低可通过 4+*.7阳离子门控通

道去极化直接激活伤害感受器#引起痛觉过敏和异

常性 疼 痛
+!",)现 已 知 4+*.7 包 括 $ 种 亚 型

!4+*.!K-4+*.!;-4+*."K-4+*.";-4+*.- 和

4+*.&")其中#4+*.-作为一种广泛存在于痛觉传

导通路上的酸敏感阳离子通道#对炎症环境中痛觉

过敏的形成起着重要作用
+!-,)且 3DY与 4+*.-

有着密切相关的联系#3DY是控制 4+*.-在感觉

神经元中表达水平的主要促炎因子#神经元细胞的

研究显示 4+*.-的表达和启动子活性由 3DY诱

导
+!&,)

本研究发现 L4/组前列腺组织中 3DY 和

4+*.-蛋白的表达较对照组明显升高#3DY 及

4+*.-主要表达于细胞核及细胞浆)V(3L等
+!W,

发现3DY在./..//+患者前列腺液及L4/小鼠

模型前列腺中表达增加#L4/小鼠予 3DY拮抗剂

后#其骨盆疼痛症状表现可减轻)>4)1q3L],

)(X4+等
+!$,
建立由福尔马林诱导的大鼠继发性痛

觉过敏模型#发现4+*.-参与了继发性痛觉过敏的

发展和维持#4+*.-拮抗剂可减轻大鼠慢性疼痛症

状)另外#敲除9!&#-基因的小鼠!4+*.-b.b "可

减弱炎症反应中对机械性疼痛感的反应
+!A,)我们

之前的研究也发现膀胱过度活动综合征及脊髓损伤

后逼尿肌反射亢进所致的排尿刺激症状#分别与膀

胱内4+*.-及 3DY的异常表达相关
+!T !U,)根据

目前国内外研究基础及本课题组研究成果#结合

4+*.-及3DY的生理特性#我们推测./..//+骨

"&



第!期 郑明星等$3DY-4+*.-与实验性大鼠6型前列腺炎骨盆疼痛的相关性研究

盆疼痛表现与3DY-4+*.-的表达增加密切相关)

目前./..//+疼痛发病机制尚未明确)本研

究通过建立大鼠./..//+模型#检测3DY-4+*.-

在./..//+模型前列腺组织中的表达#发现3DY-

4+*.-表达水平的变化与./..//+大鼠模型的骨

盆疼痛程度可能有关#3DY-4+*.-在./..//+疼

痛的发生-发展中可能起到一定作用)3DY-4+*.-

有望作为新的生物标志物来评价./..//+的症状

和治疗的效果)下一步拟使用3DY-4+*.-拮抗剂

对大鼠 ./..//+模型进行干预#以进一步证实

3DY-4+*.-在./..//+疼痛机制中作用)
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