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  [摘要] 目的 探讨瞬时受体电位(TRPM)7离子通道在布比卡因(BPV)诱导的神经毒性损伤中的作用

机制。方法 体外培养SH-SY5Y细胞分为4组,给予BPV和TRPM7阻断剂2-APB预处理30
 

min,采用An-
nexin

 

V和碘化丙啶染色和细胞计数的方法研究BPV的细胞毒性作用,全细胞膜片钳技术记录TRPM7样电

流,研究电流峰值改变。结果 BPV对细胞毒性具有浓度依赖特性(细胞凋亡半数有效浓度为7.6
 

mmol/L,细
胞死亡半数有效浓度为111.4

 

mmol/L)。1
 

mmol/L
 

BPV可增强细胞TRPM7样的通道电流,其增强电流可

被2-APB抵消。BPV处理组TRPM7样的通道电流峰值明显大于对照组(P<0.05)。500
 

μmol/L
 

2-APB处

理组与对照组比较,峰值电流明显下降(P<0.05)。TRPM7样峰值电流对不同浓度BPV和2-APB具有一定

的时间反应性和浓度反应性,100
 

μmol/L
 

2-APB即可有效抑制BPV诱导的电流增高。2-APB可明显抑制

BPV诱导的细胞凋亡(P<0.05)。结论 BPV的神经毒性机制与TRPM7通道的激活有关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

transient
 

receptor
 

potential
 

melastatin
 

7
 

(TRPM7)
 

ion
 

channel
 

underlying
 

the
 

neurotoxicity
 

induced
 

by
 

bupivacaine
 

(BPV).Methods In-vitro
 

cultured
 

SH-SY5Y
 

cells
 

were
 

allocated
 

to
 

4
 

groups,in
 

which
 

cells
 

were
 

pretreated
 

with
 

BPV
 

and/or
 

TRPM7
 

selective
 

blocker
 

2-
aminoethyl

 

diphenylborinate
 

(2-APB).The
 

cytotoxic
 

effect
 

of
 

BPV
 

was
 

studied
 

by
 

Annexin
 

V
 

and
 

propiridine
 

iodide
 

staining
 

and
 

cell
 

counting.TRPM7-like
 

current
 

was
 

recorded
 

by
 

whole-cell
 

patch
 

clamp
 

technique,and
 

the
 

peak
 

current
 

change
 

was
 

studied.Results BPV
 

is
 

concentration-dependent
 

on
 

cytotoxicity
 

(EC50=7.6
 

mmol/L
 

for
 

apoptosis,EC50=111.4
 

mmol/L
 

for
 

cell
 

death).Cells
 

that
 

pretreated
 

with
 

1
 

mM
 

BPV
 

signifi-
cantly

 

increased
 

TRPM7-like
 

current,and
 

the
 

current
 

could
 

be
 

abolished
 

by
 

2-APB.The
 

peak
 

current
 

of
 

TR-
PM7-like

 

current
 

in
 

the
 

BPV
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

peak
 

current
 

of
 

2-APB
 

(500
 

μmol/L)
 

treatment
 

group
 

decreased
 

significantly
 

(P<0.05).TRPM7-
like

 

current
 

showed
 

a
 

rapid
 

response
 

of
 

current
 

amplitude
 

to
 

different
 

concentrations
 

of
 

BPV
 

and
 

2-APB.100
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μmol/L
 

2-APB
 

effectively
 

inhibit
 

the
 

current
 

increase
 

induced
 

by
 

BPV.2-APB
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

apop-
tosis

 

induced
 

by
 

BPV.Conclusion The
 

neurotoxic
 

mechanism
 

of
 

BPV
 

is
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

TRPM7
 

channel.
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  局部麻醉药是一类局部应用于神经末梢或神经

干周围的药物,包括利多卡因、布比卡因(Bupiva-
caine,BPV)等,它们能暂时、完全和可逆地阻断神经

冲动的产生和传导,被广泛用于临床和术后镇痛。然

而,局部麻醉药能引起神经毒性,如短暂性神经综合

征(TNS)和马尾综合征[1-2],这引起临床上对其使用

的担忧。有研究显示细胞凋亡是局部麻醉药神经毒

性损伤的重要机制之一,与细胞内钙超载密切相

关[3]。细胞内钙的调节具有复杂的机制,其中一类重

要的阳离子通道超家族———瞬时受体电位
 

(transient
 

receptor
 

potential
 

melastatin,TRPM)通道被认为与

细胞内的钙稳态具有密切的联系[4]。TRPM 通道是

非选择性阳离子通道,它能允许大部分的二价阳离子

通过,包括镁离子、钙离子、锌离子等,这些离子通道

都能表达于可兴奋性细胞[5]。其中神经细胞膜的

TRPM7激活被认为对细胞内钙超载具有启动作用,
导致神经毒性的发生[4,6]。然而,BPV对TRPM7通

道功能的影响目前仍不清楚。本研究通过体外细胞

实验探究TRPM7离子通道在BPV诱导的神经毒性

损伤中的作用机制,为局部麻醉药神经毒性防治提供

新的思路和实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人未分化神经母细胞瘤细胞株SH-SY5Y细胞系

购自中国科学院上海生命科学院研究院细胞资源中

心;布 比 卡 因 盐 酸 盐、抑 制 剂2-APB、Annexin
 

V-
FITC和碘化丙啶均购自美国Sigma公司;培养试剂

DMEM/F12培养基、胎牛血清均购自美国 Gibco公

司;其他常规生化试剂均来自国产供应商分析纯

试剂。

1.2 方法

1.2.1 SH-SY5Y细胞培养

SH-SY5Y细 胞 接 种 在 含 有 15% 胎 牛 血 清、

100
 

U/mL青霉素和100
 

μg/mL链霉素的DMEM/

F12培养基。培养3
 

d后用不同浓度BPV(0.01、0.1、

1、10、100、1
 

000
 

mmol/L)
 

处理细胞,随后在培养皿中

进行细胞毒性的培养,置于5%的CO2 培养箱37
 

℃培

养,每2天换液1次,细胞铺满70%后给予不同的

处理。
 

1.2.2 细胞凋亡检测

用不同浓度BPV(0.1、1、10、100、1
 

000
 

mmol/

L)在37
 

℃培养箱中预处理低糖培养(5.6
 

mmol/L
 

Glucose)SH-SY5Y 细胞30
 

min。冲洗后利用 An-
nexin

 

V-FITC 和 碘 化 丙 啶 凋 亡 检 测 试 剂 盒 染 色

5
 

min后置于共聚焦显微镜(Leica
 

SP8)下扫描。在

20倍物镜下随机获取3个视野图像,计算视野内细胞

总数、Annexin
 

V阳性细胞和碘化丙啶阳性细胞数。
将阳性细胞数除以细胞总数获得阳性细胞比例,并平

均3个视野的数据以进一步进行统计分析。

1.2.3 TRPM7样电流记录

将细胞置于膜片钳电生理记录系统(Axon
 

200B,
美国)中,利用全细胞膜片钳技术记录。玻璃电极电

阻2~5
 

MΩ,电极内液:20
 

mmol/L
 

NaCl、100
 

mmol/

L
 

Na-D-gluconate、1
 

mmol/L
 

CaCl2、10
 

mmol/L
 

HEPES、11
 

mmol/L
 

EGTA(pH
 

7.3),细胞外液:135
 

mmol/L
 

NaCl、2
 

mmol/L
 

CaCl2、1
 

mmol/L
 

MgCl2、

10
 

mmol/L
 

HEPES、10
 

mmol/L
 

D-glucose(pH
 

7.4)。串联电阻小于10
 

MΩ,并补偿90%以上,钳制

电压误差小于5
 

mV。根据TRPM7样电流激活和失

活不具有电压依赖性的特点,建立-100~100
 

mV的

ramp刺激,研究电流的整流特性。采用两种方案分

别研究BPV对TRPM7样电流的影响:(1)在培养细

胞中加入药物[1
 

mmol/L
 

BPV和(或)500
 

μmol/L
 

2-
APB],分为BPV组、2-APB组、BPV+2-APB组及正

常细胞外液灌流的对照组,在37
 

℃培养箱预处理

30
 

min后,记录电流以研究药物的稳态效应。(2)采用

快速灌流的方法在室温中给予0.1
 

mmol/L
 

BPV灌流,
灌流4

 

min后,浓度增加至1
 

mmol/L,再灌流4
 

min
后,加入浓度梯度递增的

 

2-APB(50、100、500
 

μmol/L),
以研究药物的快效应及动态变化。灌流总时间为

30
 

min,每隔2
 

min记录1次电流,总共记录16次。

1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,多重比较应用单因素方差分析和Bonfer-
roni检验;浓度反应曲线采用OriginPro

 

2017的浓度

剂量反应模型进行拟合,获得半数有效剂量(EC50);
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 BPV对SH-SY5Y细胞凋亡的影响

BPV对SH-SY5Y细胞株的细胞毒性具有浓度
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依赖特性,诱导细胞发生凋亡的半数有效浓度为

7.6
 

mmol/L,而引起细胞死亡的 半 数 有 效 浓 度 为

111.4
 

mmol/L,见图1。

图1  BPV对SH-SY5Y细胞凋亡的影响

图2  电压钳记录SH-SY5Y细胞TRPM7样电流

图3  不同处理组TRPM7样电流的IV曲线

2.2 BPV对细胞TRPM7样电流的影响

1
 

mmol/L
 

BPV预处理30
 

min可增强细胞TR-
PM7样的通道电流,见图2。其增强电流可被 TR-

PM7抑 制 剂2-APB
 

(500
 

μmol/L)抵 消,见 图 3。

1
 

mmol/L
 

BPV处理组 TRPM7样的通道电流峰值

明显大于对照组(t=2.95,P<0.05)。500
 

μmol/L
 

2-APB处理组与对照组比较,峰值电流明显下降(t=
-3.30,P<0.05),见图4。快速灌流BPV和2-APB
具有一定的时间反应性和浓度反应性,100

 

μmol/L
 

2-
APB即可有效抑制BPV诱导的电流增高,提示BPV
诱导的电流为TRPM7通道所介导,见图5。

  *:P<0.05,与对照组比较;#:P<0.05,与1
 

mmol/L
 

BPV处理

组比较。

图4  不同处理组峰值电流密度比较

  *:P<0.05,**:P<0.01,与对照组比较;##:P<0.01,与1
 

mmol/L
 

BPV处理组比较。

图5  2-APB对BPV诱导的TRPM7样电流影响

  **:P<0.01,与对照组比较;##:P<0.01,与1
 

mmol/L
 

BPV处

理组比较。

图6  BPV和2-APB处理对SH-SY5Y细胞凋亡的影响
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2.3 抑制TRPM7样电流对BPV细胞毒性影响

细胞给予1
 

mmol/L
 

BPV和500
 

μmol/L
 

2-APB
处理30

 

min,用Annexin
 

V标记凋亡细胞,在荧光显

微镜下计算凋亡细胞比例。结果显示2-APB并不诱

导SH-SY5Y细胞凋亡,而2-APB可明显抑制BPV
诱导的细胞凋亡,使凋亡细胞比例从(16.3±3.0)%
下降至(6.2±2.5)%(t=-4.32,P<0.05),见图6。

3 讨  论

  局部麻醉剂广泛用于临床患者的硬膜外麻醉,神
经阻滞和术后镇痛。然而,这些局部麻醉剂包括利多

卡因、BPV、丁卡因、二丁卡因和普鲁卡因均具有一定

的神经毒性,可引起神经损伤,甚至可能导致神经系

统严重的并发症[1]。研究提示,这些神经毒性作用是

药物特异性的,并具有剂量和时间依赖性[7-8]。BPV
是一种酰胺型局部麻醉剂,已被证实可诱导细胞凋亡

和坏死[1,7],活性氧(ROS)和乳酸脱氢酶(LDH)的释

放[9-10]。与既往研究结果相符,本研究利用 Annexin
 

V和碘化丙啶做标记研究BPV对人神经母细胞瘤

SH-SY5Y细胞的细胞毒性作用,结果显示药物处理

30
 

min 诱 导 发 生 凋 亡 的 半 数 有 效 剂 量 为 7.6
 

mmol/L,死亡的半数有效剂量为111.4
 

mmol/L。既

往报道1
 

mmol/L
 

BPV处理SH-SY5Y细胞6
 

h可产

生50%细胞死亡,细胞死亡率随处理时间增加而增

加[11];而在小鼠来源神经瘤母细胞N2A细胞中,0.9
 

mmol/L
 

BPV处理9
 

h即可导致20%的细胞出现

LDH的释放[12]。由此可见,BPV 的细胞毒性与浓

度、处理时间、细胞特性有关。
既往研究提示BPV诱导的细胞凋亡可能涉及多

种机制,包括 MAPK的激活[2],ROS的产生[13-14],钙
稳态的破坏[3]和T型钙通道的过度开放及磷酸化激

酶的异常[11]。近年发现广泛分布于哺乳动物细胞膜

的阳离子通道成员TRPM7在细胞存活、增殖和发育

中起关键作用。TRPM7是双功能蛋白质,其包含蛋

白激酶结构域和瞬时感受器电位离子通道[5]。TR-
PM7的病理生理学意义影响广泛,许多疾病都与TR-
PM7的异常功能或过度表达相关,例如癌症、中风、高
血压、神经和心血管系统疾病等。在皮质、海马及周

围神经系统中,TRPM7通道表达丰富[15],其成为神

经元损伤研究的重要候选者。目前,TRPM7过度激

活已被证实在缺氧性神经元死亡起重要的作用。在

皮质神经元的氧葡萄糖剥夺(OGD)模型中,TRPM7
通道的激活介导了细胞内ROS水平和Ca2+ 内流增

加,从而引起神经元Ca2+过载导致细胞死亡[16-17]。在

脊髓损伤模型中,TRPM7通道可通过Mg2+依赖性机

制介导脊髓神经细胞死亡[18]。因此,TRMP7通道是

神经损伤的重要机制,但其是否参与BPV的神经毒

性作用仍然未知。本实验证实了在BPV处理的SH-
SY5Y细胞中TRPM7样的电流明显增加。TRPM7
样电流表现出在膜电位0

 

mV的逆转电位:在负极化

膜电位下介导较小的内向电流,而在去极化膜电位下

显示出 明 显 的 外 向 整 流 电 流。当 细 胞 膜 电 位 在

-80~-40
 

mV的生理范围内,TRPM7向内运输二

价阳离子(例如Ca2+和 Mg2+),从而产生小的内向电

流。在正膜电位下,TRPM7向外输送细胞内阳离子

(例如K+),尤其在超过+50
 

mV的电位下,外向单价

阳离子通量变得更加明显[19]。本实验所记录的电流

具有上述TRPM7通道的电流属性,称之为TRPM7
样电流。为了进一步阐明TRPM7通道的属性,采用

TRPM7通道抑制剂2-APB,结果显示2-APB可抑制

BPV诱导的TRPM7样电流。为了进一步证实BPV
和2-APB对细胞TRPM7样电流的影响,应用快速药

物灌流的方法,观察TRPM7样电流的药物反应性和

时间反应性,结果显示记录的TRPM7样电流对BPV
和2-APB均具有一定的浓度依赖性,反应时间大于

2
 

min,提示BPV促进TRPM7样电流的机制不是通

过直接开放TRPM7通道,而是可能通过通道的调节

作用,譬如蛋白修饰作用。因为,TRPM7除了具有依

赖膜电位的阳离子通道外,在其C-末端具有功能性激

酶。TRPM7可以通过代谢应激和细胞内钙的变化来

调节,甚至通过Src家族激酶,PIP2和其自身的α-激
酶结构域来调节[20]。因此,BPV促进 TRPM7样电

流的机制仍有待进一步的研究。此外,本研究显示

500
 

μmol/L
 

2-APB仍然无法完全抑制TRPM7样电

流,提示在SH-SY5Y 细胞中仍有其他通道可介导

TRPM7样 的 电 流。在 细 胞 凋 亡 实 验 中,发 现

500
 

μmol/L
 

2-APB可明显降低BPV诱导的凋亡细

胞比例,但并不能完全阻断凋亡的发生,提示TRPM7
通道的激活只是细胞毒性的部分机制。

综上所述,本研究首次证明了TRPM7样电流的

增加参与BPV的神经毒性机制,TRPM7将有可能成

为减轻局麻药神经毒性反应的药物靶标。
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