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罗哌卡因对ＣＣＩ模型鼠ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ激活膜电流的影响
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　　摘　要：目的　观察罗哌卡因对坐骨神经慢性压榨损伤（ＣＣＩ）模型大鼠的背根神经节（ＤＲＧ）神经元γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）激

活膜电流的影响，探讨罗哌卡因可能存在的镇痛机制。方法　运用全细胞膜片钳技术，分３组记录ＣＣＩ模型大鼠手术侧、手术对

侧及假手术组急性新鲜分离的ＤＲＧ神经元在预灌流罗哌卡因３０ｓ后，ＧＡＢＡ受体激活电流（ＩＧＡＢＡ）的变化。结果　（１）与手术对

侧、假手术组及对照组比较，ＣＣＩ模型大鼠手术侧组的热缩足潜伏期显著缩短（犘＜０．０５）；（２）ＣＣＩ手术对侧组ＤＲＧ神经元上不同

浓度（０．１～１０００μｍｏｌ／Ｌ）ＧＡＢＡ激活电流幅值显著大于手术侧组和假手术组；（３）预灌流罗哌卡因（０．１～１０００μｍｏｌ／Ｌ）后ＣＣＩ

模型大鼠手术侧组、手术对侧及假手术组ＤＲＧ神经元对１００μｍｏｌ／ＬＧＡＢＡ激活电流均表现为不同程度的增强作用，并且ＣＣＩ

手术对侧组的增强幅度显著大于手术侧组和假手术；（４）预灌流１００μｍｏｌ／Ｌ的罗哌卡因后ＣＣＩ模型大鼠手术侧组ＤＲＧ神经元

ＧＡＢＡ（０．１～１０００μｍｏｌ／Ｌ）激活电流的量效曲线左移，两ＥＣ５０之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　罗哌卡因对ＣＣＩ模型

大鼠ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ激活电流具有增强作用，可能是罗哌卡因产生麻醉和镇痛作用的原因之一。
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　　罗哌卡因作为一种新型、长效酰胺类局麻药和镇痛药，因

其中枢神经系统和心血管系统低毒性，及低浓度时出现感觉

运动神经阻滞分离的特点而广泛应用于临床麻醉和术后镇痛

等领域［１５］。但对于罗哌卡因产生镇痛作用的药理学机制，国

内外迄今仍存在多种不同观点。γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）是脊髓

中重要的抑制性神经递质，在脊髓背角，ＧＡＢＡ通过突触前抑

制作用减少初级传入神经元兴奋性神经递质的释放，参与疼痛

的作用机制。本研究选取神经病理性痛大鼠（ＣＣＩ模型鼠）的

ＤＲＧ神经元作为反映痛觉初级传入终末的动物模型，应用全

细胞膜片钳技术观察 ＧＡＢＡ激活电流的变化及罗哌卡因对

ＧＡＢＡ激活电流的影响，探讨罗哌卡因发挥镇痛作用的机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　选用新疆维吾尔自治区疾病控制中心动物饲

养科提供的ＳＤ大鼠，体质量１５０～２００ｇ，分在３组：Ａ组（假

手术组）、Ｂ组（ＣＣＩ手术侧组）、Ｃ组（ＣＣＩ手术对侧组）。

１．２　试剂　罗哌卡因、ＧＡＢＡ、胶原酶、胰蛋白酶、ＥＧＴＡ、
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ＨＥＰＥＳ均为Ｓｉｇｍａ公司产品，其余均为国产分析纯试剂。

１．３　液体配制　玻璃微电极内液成分为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ１４０；

ＭｇＣｌ２２；ＣａＣｌ２１ ；ＨＥＰＥＳ１０ ；ＥＧＴＡ１１，电极电阻３～１０

ＭΩ。灌流外液成分为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ５；ＭｇＣｌ２１；ＣａＣｌ２２．５；

ＮａＣｌ１５０；ＨＥＰＥＳ１０；Ｄｇｌｕｃｏｓｅ１０。

１．４　ＣＣＩ模型制备　大鼠腹腔注射１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／

ｋｇ）麻醉，固定于手术台上，手术区备皮消毒。下肢背侧沿肌肉

纹理走行做斜行切口，经股二头肌肌间行钝性分离至暴露坐骨

神经主干，用铬制羊肠线做间距为１ｍｍ的４道结扎，结扎线

松紧度以不影响神经外膜的血运为宜，然后逐层缝合，手术野

消毒。假手术组不做铬肠线结扎，其余方法同上。术毕单独饲

养，笼底铺锯末，１２ｈ明暗交替光照，保证充足的水源和饲料。

１．５　热板实验　对ＣＣＩ模型大鼠和假手术大鼠行热板实验

测其热缩足潜伏期的变化。将白色手术托盘置于预设温度为

６０℃的恒温水浴锅里，上置顶部敞开的透明有机玻璃罩，构成

２０×２０×１５ｃｍ的透明观测盒。自大鼠后肢与托盘低接触起

秒表开始计时，至ＣＣＩ模型鼠手术侧、手术对侧和假手术组术

侧出现踮脚、回缩、舔足、挣扎计为大鼠热缩足反射潜伏期

（ＰＷＴＬ），作为后肢痛阈检测的指标。为避免组织损伤，检测

时间不得超过３０ｓ。每次测量３次，取平均值。所有测试在上

午１０：００～１３：００间取术前１ｄ、术后１、３、７、１２、１４ｄ进行。

１．６　膜片钳记录　取术后１２ｄ大鼠，断头后迅速分别取出术

侧及手术对侧Ｌ４～Ｌ６段ＤＲＧ，在镜下剪除多余纤维组织后剪

碎清除干净的ＤＲＧ，以胶原酶１．５ｍｇ／ｍＬ，胰蛋白酶０．６ｍｇ／

ｍＬ在３７℃恒温箱内消化１２ｍｉｎ，每４ｍｉｎ吹打３０下后以适

量大豆胰蛋白酶抑制剂终止酶消化。离心，静置３０ｍｉｎ待细

胞贴壁后行膜片钳记录。

１．７　统计学处理　应用Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０．２和ＳＰＳＳ１７．０软件进行

数据分析，两组间数据采用狋检验，多组间比较采用单因素方

差分析进行数据处理，计量资料用狓±狊表示。以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　热痛敏测定结果　手术前１ｄ行热板实验，剔除对热感

觉不敏感大鼠（ｔ＞３０ｓ）。行为学表现：ＣＣＩ模型制备术前１ｄ

至术后１４ｄ内观察大鼠无伤口感染，无伤体自噬现象。术侧

下肢不持重或轻微持重，跛行。热板实验结果，见表１，ＣＣＩ模

型鼠手术侧组术后１～１４ｄ热缩足反射潜伏期较手术对侧、假

手术组及正常对照组均缩短（犘＜０．０１）；假手术组热缩足反射

潜伏期差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＣＣＩ模型组手术侧热缩

足反射潜伏期术前１ｄ与术后１、３、７、１２、１４ｄ比较差异具有统

计学意义（犘＜０．０１）。

表１　　大鼠热缩足潜伏期数值（狓±狊，ｓ）

组别 手术前１ｄ

手术后

１ｄ ３ｄ ７ｄ １２ｄ １４ｄ

对照组 ２０．４±２．３８ ２１．５±１．２９ ２２．０±１．８２ ２０．５±２．０８ ２１．７±０．９６ ２１．１±１．８７

Ａ组 ２０．３±１．２６ １８．８±１．７１ １９．３±０．９５ ２０．３±１．７１ ２１．３±２．２２ ２２．０±０．８２

Ｂ组 ２２．０±１．８３ １３．５±２．３８＃ １３．３±１．７１ １２．８±１．５０＃ １５．０±０．８２＃ １４．０±１．８３＃

Ｃ组 ２３．８±１．７１ ２１．３±０．５ ２２．０±０．８２ ２１．８±１．７１ ２１．８±０．９６ ２０．３±１．５

　　＃：犘＜０．０１，与对照组、Ａ组、Ｃ组比较；：犘＜０．０１，手术前和手术后的Ｂ组比较。

图１　　ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ激活的量效反应曲线

２．２　膜片钳实验结果

２．２．１　ＧＡＢＡ激活电流特点　实验所检测大鼠分为 Ａ、Ｂ、Ｃ

组，各组新鲜分离的Ｌ４～Ｌ６段ＤＲＧ神经元均呈圆形或椭圆

形，直径在１７～３５μｍ之间。实验共检测了１２４个ＤＲＧ神经

元，其中７２．６％（９０／１２４）对外加ＧＡＢＡ敏感，产生具有浓度依

赖性和明显去敏感作用的内向电流。不同浓度（０．１～１０００

μｍｏｌ／Ｌ）ＧＡＢＡ激活电流的变化见图１。由图１量效曲线可

见，同一浓度ＧＡＢＡ激活电流幅值ＣＣＩ术侧组较假手术组明

显减小，而ＣＣＩ手术对侧组较假手术组明显增强，此结果与本

实验室以往结果一致［６７］。浓度为１０００μｍｏｌ／Ｌ的ＧＡＢＡ激

活膜电流的幅值在 Ｂ 组、Ｃ 组、Ａ 组分别为（７２０±１３５）、

（２０１５±３３０）、（１６９０±２１０）ｐＡ。３组之间的所产生的电流幅

值比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。３组的 ＥＣ５０分别是

（５．４１±３．６２）、（１４．１５±４．６０）μｍｏｌ／Ｌ及（８．３９±２．６５）μｍｏｌ／

Ｌ，３组间ＥＣ５０比较，ＣＣＩ手术对侧组与其他两组间差异有统计

学意义（犘＞０．０５）。

图２　　罗哌卡因对Ｂ组ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ

激活的量效反应曲线

２．２．２　罗哌卡因对 ＧＡＢＡ激活电流的增强作用　本研究选

取Ｂ组的 ＤＲＧ神经元进行膜片钳记录，预加罗哌卡因１０

μｍｏｌ／Ｌ（接近罗哌卡因临床用药浓度所达到的人体血药浓度

计量）后ＧＡＢＡ激活电流明显增强，这种增强作用可以被细胞

外液洗脱，预加罗哌卡因（１０μｍｏｌ／Ｌ）后ＧＡＢＡ激活电流与外

加ＧＡＢＡ本身激活电流的量效曲线比较，曲线明显上移，二者

ＧＡＢＡ幅值比较，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。其ＥＣ５０分

别为（１１．１８±４．０９）μｍｏｌ／Ｌ和（１６．３６±６．３９）μｍｏｌ／Ｌ，二者差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２。灌流罗哌卡因后ＧＡＢＡ
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激活电流的最大值较之对照增强约（１５３±４．１３）％。

２．２．３　不同浓度罗哌卡因对ＣＣＩ模型鼠同一浓度ＧＡＢＡ激

活电流的增强作用　对Ａ组、Ｂ组及Ｃ组的ＤＲＧ神经元分别

预灌流罗哌卡因（浓度为０．０１、０．１、１、１０、１００、１０００μｍｏｌ／Ｌ），

３０ｓ后１００μｍｏｌ／Ｌ的ＧＡＢＡ激活的膜电流与ＧＡＢＡ本身激

活电流幅值比较，见图３。罗哌卡因的增强作用表现出这样的

特点：Ｃ组明显高于Ａ组，而Ｂ组明显低于Ａ组。３组间差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。预灌流罗哌卡因在１０００μｍｏｌ／Ｌ

时，３组的ＧＡＢＡ激活电流增强比率下降，但仍表现为增强作

用。各浓度点记录ＤＲＧ神经元个数均为５。

图３　　不同浓度罗哌卡因对３组ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ激活

及增强比率折线图

３　讨　　论

本研究运用全细胞膜片钳技术记录ＣＣＩ模型手术侧组、

手术对侧组及假手术组大鼠ＤＲＧ神经元 ＧＡＢＡ受体激活电

流，发现ＣＣＩ手术侧组ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ激活电流幅值明显

小于假手术组，而ＣＣＩ手术对侧组ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ激活电

流幅值明显大于假手术组ＤＲＧ神经元，提示坐骨神经慢性压

榨性损伤不仅改变了损伤侧 ＧＡＢＡ受体的功能，还导致了损

伤对侧ＧＡＢＡ受体功能的代偿性增强。而ＣＣＩ手术对侧组这

种代偿性作用在热板实验结果中并未显现出来。表明损伤对

侧ＤＲＧ神经元ＧＡＢＡ受体参与了ＣＣＩ大鼠痛敏的形成，而对

热痛敏影响不大。本实验室尚媛媛［８］等应用免疫荧光技术发

现这一现象与ＧＡＢＡＡ 受体α２ 亚基表达量有关，证明其参与

了ＣＣＩ模型鼠痛觉的传导。而不同浓度的罗哌卡因对以上３

组大鼠ＤＲＧ神经元ＩＧＡＢＡ均表现为显著的增强作用，由此表明

罗哌卡因发挥其增强ＧＡＢＡ受体介导的膜电流作用的位点可

能在ＧＡＢＡＡ 受体上。ＧＡＢＡＡ 受体是氯离子（Ｃｌ
－）通道的门

控受体，有ＧＡＢＡ结合位点及变构剂结合位点，罗哌卡因使神

经元膜上Ｃｌ－外流增加，提示罗哌卡因可能与 ＧＡＢＡ位点特

异性结合易化了 ＧＡＢＡ受体活性，或者参与了 ＧＡＢＡＡ 受体

的变构从而增加了氯离子通道的平均开放时间或开放频率而

增强了ＧＡＢＡ作用于受体的效能。由图３可以看到，随着预

灌流罗哌卡因浓度增加，其对 ＧＡＢＡ激活电流的增强作用也

加大，但在灌流高浓度（１０００μｍｏｌ／Ｌ）罗哌卡因时其增强ＧＡ

ＢＡ激活膜电流的作用强度下降，但仍表现为显著的增强作

用，故认为罗哌卡因发挥增强ＧＡＢＡＡ 介导膜电流的最大效应

大概出现在１００μｍｏｌ／Ｌ浓度时。

在脊髓水平ＧＡＢＡ能系统对伤害性信息的整合、传递和

调控的发挥有重要作用，ＧＡＢＡ转运体（ＧＡＴ）作为此体系的

一部分，参与了痛觉信息在脊髓水平的发生，发展及传递过程。

Ｍｉｌｅｔｉｃ等
［９］在大鼠慢性坐骨神经挤压伤模型上发现，在坐骨

神经结扎后第７天，脊髓背角ＧＡＴ１水平在模型鼠术侧及术

对侧均明显降低，说明脊髓背角双侧的ＧＡＴ１在神经病理性

疼痛的发生发展中都有参与。而Ｈｕ等
［１０］用２种ＧＡＴ１过表

达的转基因小鼠检测ＧＡＴ１在疼痛中的效应，结果显示小鼠

表现为明显痛觉过敏。本研究在ＣＣＩ大鼠ＤＲＧ神经元上的

实验结果证实，罗哌卡因对ＧＡＢＡ受体的功能具有增强作用，

其突触前抑制作用被增强，可能是在脊髓背角 ＧＡＢＡ神经元

数量不变的情况下，罗哌卡因使 ＧＡＴ功能增强，引起 ＧＡＢＡ

水平上调。

总之，罗哌卡因产生镇痛作用的机制之一可能是由于其增

强了ＧＡＢＡ受体介导的突触前抑制作用。其具体机制可能

是：（１）罗哌卡因通过参与 ＧＡＢＡＡ 受体的变构以增加Ｃｌ
－通

道的开放时间和（或）开放频率从而增加Ｃｌ－流量；（２）直接激

活Ｃｌ－通道引起Ｃｌ－外流；（３）增强ＧＡＢＡ转运体功能，使ＧＡ

ＢＡ水平上调，从而增强了 ＧＡＢＡ受体介导的突触前抑制效

应，使初级痛觉感觉信息传入神经末梢的动作电位减小，造成

相关神经递质在神经末梢的释放减少，脊髓背角的痛敏神经元

活动减弱从而产生镇痛作用。
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ｇａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒⅠｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｊ

ＮｅｕｒｏｓｃｉＲｅｓ，２００３，７３（３）：５６５５７２．

（收稿日期：２０１３０３１０　修回日期：２０１３０５２２）

０８２３ 重庆医学２０１３年９月第４２卷第２７期




