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［［摘 要］］   目的目的：：探讨冷暴露对大鼠痛觉的影响及其对感觉神经元中瞬时受体电位 （TRP） 离子通

道的调控机制，为阐明冷敏感性疼痛的生物学机制提供依据。方法方法：：16 只雌性 SD 大鼠分为对照组

（n=8） 和寒冷组 （n=8）。对照组大鼠置于 （24±2） ℃环境中，寒冷组大鼠每日置于人工智能气候室

内进行低温 （4 ℃±1 ℃） 刺激 4 h，连续 1 周。采 用 Von Frey 纤 维 丝 检 测 2 组 大 鼠 机 械 缩 足 反 射 阈 值

（MWT）， 采 用 组 织 免 疫 荧 光 染 色 法 观 察 2 组 大 鼠 背 根 神 经 节 （DRG） 组 织 中 TRPA1、 TRPM8、

TRPV1 和 TRPV4 表达水平，大鼠 DRG 组织中降钙素基因相关肽 （CGRP） 和 P 物质 （SP） 表达水

平以及大鼠滑膜组织中 TRPA1、TRPM8、TRPV1 和 TRPV4 表达水平。结果结果：：与对照组比较，寒冷

组大鼠 MWT 明显降低 （P<0. 05），DRG 组织中 TRPA1 和 TRPM8 表达水平明显升高 （P<0. 05），

TRPV1 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）， TRPV4 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）， CGRP 和

SP 表达水平明显升高 （P<0. 05）。与对照组比较，寒冷组大鼠滑膜组织中 TRPA1 表达水平明显升高

（P<0. 05），TRPM8、TRPV1 和 TRPV4 表达水平明显降低 （P<0. 05）。结论结论：：短期冷暴露可引起

大鼠痛觉过敏，其机制可能与 DRG 和滑膜组织中 TRP 离子通道表达变化有关联。TRPA1 感觉神经元

在关节局部冷痛中起重要作用。

［［关键词］］   冷暴露； 背根神经节； 滑膜组织； 瞬时受体电位离子通道； 痛觉过敏
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of cold exposure on nociception in the rats and its regulatory 
mechanism on transient receptor potential （TRP） ion channels in the sensory neurons， and to provide the 
basis for clarifying the biological mechanism of cold-sensitive pain.  Methods：Sixteen female SD rats were 
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divided into control group （n=8） and cold group （n=8）.  The rats in control group were exposed to the 
environment of （24±2） ℃，  and the rats in cold group were exposed to low temperature （4 ℃±1 ℃） in an 
artificial intelligence climate chamber for 4 h daily， for one week.  Von Frey filaments were used to detect 
the mechanical withdrawal threshold （MWT） of the rats in two groups； immunofluorescence staining was 
used to observe the expression levels of TRPA1， TRPM8， TRPV1， and TRPV4 in dorsal root ganglion 

（DRG） tissue of the rats in two groups， the expression levels of calcitonin gene-related peptide （CGRP） 
and substance P （SP） in DRG tissue of the rats in two groups， and the expression levels of TRPA1， 
TRPM8， TRPV1， and TRPV4 in synovial tissue of the rats in two groups.  Results：Compared with 
control group， the MWT of the rats in cold group was significantly decreased （P< 0. 05）， the expression 
levels of TRPA1 and TRPM8 in DRG tissue were significantly increased （P< 0. 05）， the expression level 
of TRPV1 was significantly decreased （P<0. 05）， there was no significant difference in the expression 
level of TRPV4 （P>0. 05）， and the expression levels of CGRP and SP were significantly increased 

（P<0. 05）.  Compared with control group， the expression level of TRPA1 in synovial tissue of the rats 
in cold group was significantly increased （P<0. 05）， while the expression levels of TRPM8， TRPV1， 
and TRPV4 were significantly decreased （P<0. 05）.  Conclusion：Short-term cold exposure can induce 
the hyperalgesia of the rats， and its mechanism may be associated with the changes in the expression of 
TRP ion channels in DRG and synovial tissues.  TRPA1 sensory neurons play an important role in local 
joint cold pain.
KEYWORDS Cold exposure； Dorsal root ganglion； Synovial tissue； Transient recptor potential ion 
channel；Hyperalgesia

在寒冷环境中，人体可能承受寒冷应激，从而

触发一系列病理变化，包括关节疼痛 ［1］。研究 ［2-3］

显示：暴露于寒冷环境与关节炎、滑膜炎和关节软

骨病变等疾病的发生发展有密切关联。其中，膝关

节作为一个神经支配密集的结构，其内部的外周感

觉神经元自由神经末梢对温度变化尤为敏感。背根

神 经 节 （dorsal root ganglion， DRG） 位 于 脊 椎 侧

面，作为四肢的初级感觉神经元，是外周神经系统

与 中 枢 神 经 系 统 之 间 的 关 键 连 接 点 。 DRG 含 有 大

量感觉神经元，负责传递来自身体各部位的感觉信

息 ， 如 痛 觉 、 触 觉 和 温 度 觉 等 ［4］。 近 年 来 ， 研 究

者 ［5］ 日 益 关 注 关 节 痛 觉 过 敏 与 DRG 之 间 的 联 系 。

关节病变患者的疼痛加剧可能与 DRG 的生理和生

化反应有密切关联。当神经元的动作电位和电流阈

值降低时，自发性放电相应增加，可能导致痛觉感

受器对刺激更为敏感，进而加剧关节疼痛 ［6］。

在冷暴露引发和加剧关节疼痛的过程中，位于

DRG 上 的 瞬 时 受 体 电 位 （transient receptor 
potential，TRP） 离子通道家族起关键作用。TRP
离子通道是一类对温度变化高度敏感的蛋白，该家

族包括 50 多名成员。TRP 家族编码神经元对于一

系列温度变化的敏感性，覆盖了从有害冷感到有害

热 感 的 广 阔 范 围 。 TRP 离 子 通 道 在 人 体 多 种 器 官

和组织中广泛分布，其在低温环境中发挥关键的温

度感应器作用，能感知低温刺激和寒冷环境中的化

学 物 质 。 多 数 TRP 通 道 具 有 钙 离 子 通 透 性 ［7］， 在

寒冷环境下激活的 TRP 离子通道可以促使 DRG 神

经 元 释 放 促 炎 肽，进 而 影 响 关 节 疼 痛 的 发 生

发展 ［8］。

既 往 研 究 ［5-6，9-10］ 已 经 揭 示 了 TRP 离 子 通 道 在

特定疾病模型中的作用，如 TRPM8 通道参与神经

性 疼 痛 大 鼠 痛 觉 过 敏 的 发 病 机 制 ， TRPM8 或

TRPA1 的 基 因 敲 除 会 影 响 小 鼠 整 体 冷 感 知 能 力 。

但对于在非病理性条件下，冷暴露如何影响疼痛感

知 以 及 关 节 局 部 TRP 通 道 表 达 尚 未 明 确 。 本 研 究

探 讨 在 非 病 理 性 条 件 下，冷 暴 露 对 大 鼠 痛 觉 、

DRG 和 膝 关 节 滑 膜 中 TRP 离 子 通 道 表 达 的 影 响 ，

为 探 讨 TRP 离 子 通 道 在 关 节 局 部 疼 痛 条 件 下 的 调

控作用提供新的依据。

1 材料与方法  

1. 1　　动物动物、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　

健 康 雌 性 SD 大 鼠 16 只 ， 体 质 量 180~220 g，

购于上海西普尔 -必凯实验动物有限公司，饲养于

同 济 大 学 实 验 动 物 中 心 （ 动 物 伦 理 审 批 号 ：

TJBII00423201；    动     物     合     格     证     编     号 ：

20180006043685）， 饲 养 笼 光/暗 周 期 为 12 h。
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TRPM8 （NBP1-97311，   美   国   Novus  公   司），

TRPV4 （货  号  ab259361，  英  国  Abcam 公  司），

TRPA1、 TRPV1 原 癌 基 因 c-Fos 和 降 钙 素 基 因 相

关肽 （ calcitonin gene related peptide，CGRP）（货

号 分 别 为 AF8241、 AF8250、 AF6489 和 AF6495，

广 州 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ）， P 物 质

（substance P， SP） （ 货 号 MAB4375-SP， 美 国

R&D Systems 公 司）， 羊 抗 兔 二 抗 IgG （武 汉 赛 维

尔 生 物 科 技 有 限 公 司）。 光 学 显 微 镜 （日 本 Nikon
公司），Von Frey 纤维丝 （美国 Ugo basile 公司）。

1. 2　　动物分组和干预方式动物分组和干预方式　　

适应性饲养 1 周后，将 16 只大鼠随机分为对照

组和寒冷组，每组各 8 只。对照组大鼠环境温度为

（24±2） ℃，湿度 40%，光照昼夜 12 h 交替。寒冷组

大鼠在人工智能气候室内，刺激温度为 （4±1） ℃，

湿度 40%，每日冷暴露 4 h，连续刺激 1 周。

1. 3　　各组大鼠行为学表现各组大鼠行为学表现　　

行 为 学 测 试 环 境 温 度 维 持 在 22 ℃~24 ℃ ， 湿

度 50%~60%，测量时间为上午 9：00~11：00。采

用 Von Frey 纤 维 丝 在 大 鼠 后 足 底 表 面 检 测 机 械 缩

足 反 射 阈 值  （mechanical withdrawal threshold，

MWT）。 将 大 鼠 置 于 离 桌 面 高 50 cm 的 铁 丝 网 上 ，

罩上玻璃观察框，测试前让大鼠适应环境 30 min。

以 不 同 折 力 （依 次 为 0. 4、 0. 6、 1. 0、 2. 0、 4. 0、

6. 0、8. 0、10. 0、15. 0、26. 0和 60. 0 g） 的 Von Frey
纤维丝缓慢压迫大鼠后足底中部，每次持续时间≤
5 s， 若 大 鼠 出 现 快 速 反 应 ， 如 抓 、 举 或 舔 脚 ， 则

视为阳性，30 s 后施加低一级力度的刺激，若为阴

性 则 30 s 后 施 加 高 一 级 力 度 的 刺 激 。 如 此 连 续 进

行 ， 出 现 第 1 次 阳 性 反 应 后 继 续 记 录 4 次 力 度 ［11］。

MWT 可反映引起大鼠撤回反应所需的力度。

1. 4　　标本采集和处理标本采集和处理　　

大 鼠 深 麻 醉 ， 经 心 脏 灌 注 4% 多 聚 甲 醛 固 定 ，

取 L5 水平 DRG 和膝关节滑膜组织。标本采用 4%
多聚甲醛固定，经梯度乙醇脱水，二甲苯透明化处

理，石蜡浸蜡与包埋制作成连续切片。

1. 5　　免疫荧光染色免疫荧光染色　　

1. 5. 1　 免 疫 荧 光 染 色 检 测 各 组 大 鼠 DRG 组 织 中

TRP 离 子 通 道 表 达 水 平　 将 石 蜡 切 片 进 行 脱 蜡 ，

乙 二 胺 四 乙 酸 （ethylene diamine tetraacetic acid，

EDTA） 抗 原 修 复 缓 冲 液 （pH 8. 0） 微 波 修 复

15 min， 冷 却 至 室 温 ， 加 入 3% 血 清 工 作 液 封 闭

30 min 后，弃去封闭液，直接加入一抗，4 ℃孵育过

夜，滴加羊抗兔二抗 IgG 覆盖组织，避光室温孵育，

磷酸盐缓冲溶液洗涤 3 次，滴加 4'，6-二脒基 -2-苯

基  吲  哚 （4'， 6-diamidino-2-phenylindole， DAPI）
染核 10 min。抗荧光淬灭封片剂封片，光学显微镜

下拍照。采用 Image J 软件检测各组大鼠 DRG 组织

中 TRPA1、TRPM8、TRPV1 和 TRPV4 的荧光强

度，以荧光强度代表 DRG 组织中 TRPA1、TRPM8、

TRPV1 和 TRPV4 表达水平。

1. 5. 2　 免 疫 荧 光 染 色 检 测 各 组 大 鼠 DRG 组 织 中

CGRP 和 SP 表 达　 将 石 蜡 切 片 进 行 脱 蜡 ， 采 用

EDTA 抗 原 修 复 缓 冲 液 （pH 8. 0） 微 波 修 复

15 min，  冷 却 至 室 温。  加入  3% 血清工作液封闭

30 min 后，弃去封闭液，直接加入一抗，4 ℃ 孵育过

夜。然后滴加羊抗兔二抗 IgG 覆盖组织，避光室温

孵育。磷酸盐缓冲溶液洗涤 3 次，滴加 DAPI 染核

10 min。采用抗荧光淬灭封片剂封片，并在光学显

微镜下拍照。采用 Image J 软件检测各组大鼠 DRG
组织中 CGRP 和 SP 荧光强度，以 CGRP 和 SP 荧光

强 度 与 内 参 荧 光 强 度 的 比 值 代 表 DRG 组 织 中

CGRP 和 SP 表达水平。

1. 5. 3　 免 疫 荧 光 染 色 检 测 各 组 大 鼠 滑 膜 组 织 中

TRP 离 子 通 道 表 达 水 平　 将 石 蜡 切 片 进 行 脱 蜡 ，

采 用 EDTA 抗 原 修 复 缓 冲 液 （pH 8. 0） 微 波 修 复

15 min， 冷 却 至 室 温 。 加 入 3% 血 清 工 作 液 封 闭

30 min 后，弃去封闭液，直接加入一抗，4 ℃孵育

过 夜 。 滴 加 羊 抗 兔 二 抗 IgG 覆 盖 组 织 ， 避 光 室 温

孵 育。磷酸盐缓冲溶液洗涤 3 次，滴加 DAPI 染核

10 min。采用抗荧光淬灭封片剂封片，并在光学显

微镜下拍照。采用 Image J 软件检测各组大鼠滑膜

组织中 TRPA1、TRPM8、TRPV1 和 TRPV4 荧光

强 度 ， 以 荧 光 强 度 代 表 滑 膜 组 织 中 TRPA1、

TRPM8、TRPV1 和 TRPV4 表达水平。

1. 6　　统计学分析统计学分析　　

采用 SPSS 26. 0统计软件进行统计学分析。采用

Graphpad Prism 9. 0 软 件 绘 图 。 采 用 Shapiro-Wilk
法进行正态性检验，Levene’s 法确认方差齐性。2 组

数 据 均 呈 正 态 分 布 且 方 差 齐 性 ， 各 组 大 鼠 MWT，

大 鼠 DRG 组 织 中 TRPA1、 TRPM8、 TRPV1 和

TRPV4 表 达 水 平 ， 大 鼠 DRG 组 织 中 CGRP 和 SP
表 达 水 平 ， 大 鼠 滑 膜 组 织 中 TRPA1、 TRPM8、

TRPV1 和 TRPV4 表达水平均以 x±s 表示，2 组间

比较采用两独立样本 t 检验。以 P<0. 05 为差异有

统计学意义。
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2 结  果  

2. 1　　2 组大鼠组大鼠 MWT　　

与 对 照 组 （7. 7 g±2. 1 g） 比 较 ， 寒 冷 组 大 鼠

基线 MWT （7. 9 g±1. 8 g） 差异无统计学意义 （P>
0. 05）； 冷 暴 露 1 周 后 ， 与 对 照 组 （7. 6 g±2. 0 g）

比 较 ， 寒 冷 组 大 鼠 MWT （4. 0 g±0. 9 g） 明 显 降

低 （P<0. 05）。

2. 2　　 2 组 大 鼠组 大 鼠 DRG 组 织 中组 织 中 TRPA1、、TRPM8 、、

TRPV1 和和 TRPV4 表达水平表达水平　　

与 对 照 组 比 较 ， 寒 冷 组 大 鼠 DRG 组 织 中

TRPA1 和 TRPM8 表达水平明显升高 （P<0. 05），

TRPV1 表达水平明显降低 （P<0. 05），TRPV4 表

达水平差异无统计学意义 （P>0. 05）。见图 1 和 2。

2. 3　　2 组大鼠组大鼠 DRG 组织中组织中 CGRP 和和 SP 表达水平表达水平　　

与 对 照 组 比 较 ， 寒 冷 组 大 鼠 DRG 组 织 中

CGRP 和 SP 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）。

见 图 3 和 4。

2. 4　　 2 组 大 鼠 滑 膜 组 织 中组 大 鼠 滑 膜 组 织 中 TRPA1、、TRPM8、、

TRPV1 和和 TRPV4 表达水平表达水平

与 对 照 组 比 较 ， 寒 冷 组 大 鼠 滑 膜 组 织 中

TRPA1 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）， TRPM8、

TRPV1 和 TRPV4 表达水平明显降低 （P<0. 05）。

见图 5 和 6。

3 讨  论  

寒冷刺激对生物体构成危害，引发痛觉和一系

列保护性生理反应。为应对和避免低温的影响，生

物在进化过程中发展了一系列防护机制。冷感受器

在非伤害性的低温刺激下通常不活跃，但长时间低

温刺激可能导致这些感受器进入持续、低频且延迟

的激活模式，使本应无害的刺激被感知为疼痛，导

致 痛 觉 过 敏 ［12］。 正 常 的 SD 大 鼠 在 5 ℃~9 ℃ 环 境

中 会 出 现 冷 痛 性 撤 退 反 应 ， 在 完 全 弗 氏 佐 剂

（complete Freund’s adjuvant， CFA） 模 型 中 ， 温

TRPA1 TRPM8 TRPV1 TRPV4

Control

Cold

Arrows：Co-expression.
图图 1　免疫荧光法检测　免疫荧光法检测 2 组大鼠组大鼠 DRG 组织中组织中 TRPA1 、、TRPM8 、、TRPV1 和和 TRPV4 表达情况表达情况（（×200））

Fig. 1　　Expressions of TRPA1 ，， TRPM8 ，， TRPV1 ，， and TRPV4 in DRG tissue of rats in two groups detected by 

immunofluorescence assay（（×200））
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*P<0.05 vs control group.
图图 2　　2 组大鼠组大鼠 DRG 组织中组织中 TRPA1（（A）、）、TRPM8（（B）、）、TRPV1（（C））和和 TRPV4（（D））表达水平表达水平

Fig. 2　　Expression levels of TRPA1（（A），），TRPM8（（B），），TRPV1（（C），）， and TRPV4（（D）） in DRG tissue of rats in two groups
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度低于 5 ℃则会导致痛觉过敏 ［13］。本研究采用冷暴

露 （4 ℃±1 ℃） 刺激大鼠，结果显示：冷暴露前，

对 照 组 和 寒 冷 组 大 鼠 MWT 比 较 差 异 无 统 计 学 意

义 ， 冷 暴 露 1 周 后 ， 寒 冷 组 大 鼠 MWT 明 显 降 低 ，

提示冷暴露可能引起痛觉过敏。

DRG 负责将内外环境的变化转化为神经活动，

传 导 至 中 枢 神 经 系 统 ， 从 而 产 生 感 觉 ［14］。 在 该 系

统中，温度觉是一个关键的生理机制。与温度觉有

关 的 TRP 家 族 离 子 通 道 包 括 TRPV1、 TRPV2、

TRPV3、TRPV4、TRPM8 和 TRPA1，其对温度

刺 激 的 激 活 阈 值 各 不 相 同 ， 其 中 TRPA1 和

TRPM8 被 鉴 定 为 冷 敏 感 离 子 通 道 ［10，15］。 TRPM8
在 25 ℃~28 ℃时被激活，TRPA1 在约 17°C 时被激

活，这是人类能感知到的寒冷温度范围 ［16-17］。本研

究 结 果 显 示 ： 当 大 鼠 暴 露 在 4 °C 低 温 环 境 中 时 ，

TRPA1 和 TRPM8 感 觉 神 经 元 被 激 活 ， 与 其 冷 激

活 特 性 相 符 。 TRPV1 感 觉 神 经 元 受 到 抑 制 ， 而

TRPV4 感觉神经元无明显改变，可能与 TRPV4 作

为高阈值温度敏感通道，其激活受到多种因素影响

有关。

TRP 离 子 通 道 不 仅 感 知 多 种 刺 激 信 号 ， 还 参

与 各 类 生 理 过 程 ， 尤 其 在 慢 性 疼 痛 中 发 挥 关 键 作

用，近年来已成为新型镇痛药物的潜在靶标 ［18-19］。

TRP 离 子 通 道 不 仅 在 神 经 元 中 感 知 有 害 刺 激 ， 也

是外周神经末梢释放多种神经递质的主要位点，如

CGRP 和 SP ［20-21］。 上 述 神 经 递 质 的 释 放 会 触 发 神

经源性炎症生化级联反应，在各种慢性疼痛疾病的

发 病 中 起 关 键 作 用 ［22］。 本 研 究 观 察 低 温 条 件 下 大

鼠 DRG 组织中 CGRP 和 SP 表达水平，结果显示 ：

低温环境中大鼠 DRG 组织中 CGRP 和 SP 表达水平

升高，提示低温可能透过 TRPs 的温度感知诱导神

经肽的释放，进一步影响痛觉和炎症环境。早期对

于 TRP 在 疼 痛 领 域 的 研 究 主 要 集 中 于 牙 痛 、 偏 头

Control Cold

CGRP

SP

图图 3　免疫荧光法检测　免疫荧光法检测 2 组大鼠组大鼠 DRG 组织中组织中 CGRP 和和

SP 表达情况表达情况（（×200））

Fig. 3　　 Expressions of CGRP and SP in DRG tissue 

of rats in two groups detected by immunofluorescence 

assay（（×200））
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图图 4　　 2 组 大 鼠组 大 鼠 DRG 组 织 中组 织 中 CGRP（（A））和和 SP（（B））表 达表 达

水水平平

Fig. 4　　 Expression levels of CGRP（（A）） and SP（（B）） in 

DRG tissue of rats in two groups

TRPA1 TRPM8 TRPV1 TRPV4

Control

Cold

图图 5　免疫荧光法检测　免疫荧光法检测 2 组大鼠滑膜组织中组大鼠滑膜组织中 TRPA1、、TRPM8、、TRPV1 和和 TRPV4 表达情况表达情况（（×200））

Fig. 5　　 Expressions of TRPA1，， TRPM8，， TRPV1，， and TRPV4 in synovial tissue of rats in two groups detected by 

immunofluorescence assay（（×200））
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痛 和 癌 症 疼 痛 等 方 面 ， TRP 在 关 节 疼 痛 中 也 起 重

要作用。冷暴露不仅激活了 DRG 组织中的 TRPA1
感觉神经元，滑膜组织中的感觉神经元末梢也呈现

类似的模式。TRPA1 感觉神经元对低温 （<17℃）

敏 感 ， 可 能 在 关 节 中 充 当 伤 害 感 受 器 。 既 往 研

究 ［23］ 显示：在关节炎滑膜成纤维细胞中，TRPA1
通道激活可增加钙离子内流，从而导致细胞增殖减

少和坏死增加。在 CFA 模型小鼠中，TRPA1 在关

节疼痛过敏中发挥关键作用，而阻断 TRPA1 受体

可 减 轻 与 关 节 炎 相 关 的 慢 性 疼 痛 ［24］。 外 部 环 境 的

干预证实了冷暴露可以通过 TRPA1 引发原发性痛

觉过敏的机制。

尽管冷暴露激活了滑膜组织中 TRPA1 感觉神

经 元 ， 但 TRPV1 和 TRPV4 感 觉 神 经 元 却 受 到 抑

制。在本实验中，被视为“寒冷通道”的 TRPM8
感觉神经元在大鼠滑膜组织中未被激活，原因可能

是冷暴露在关节组织中对 TRPM8 感觉神经元的刺

激 不 够 明 显 ， 或 是 干 预 时 间 和 强 度 未 设 置 多 个 梯

度 。 与 TRPA1 比 较 ， TRPM8 是 阈 值 较 高 的 寒 冷

通道，未来应探索不同冷暴露条件以了解其反应。

此 外 ， 也 有 必 要 对 TRP 离 子 通 道 家 族 中 其 他 成 员

的表达和作用进行深入研究，以增进对痛觉机制的

认识。

综上所述，在冷暴露的条件下，大鼠疼痛阈值

降低，DRG 组织中 TRPA1 和 TRPM8 感觉神经元

活跃度增强，神经递质 CGRP 和 SP 释放增多。此

外，冷暴露还明显激活了关节滑膜组织中 TRPA1
感觉神经元。
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groups
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