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瞬时感受器电位离子通道4在大鼠背根神经节
持续受压后异位放电中的作用*

范真真1 曲玉娟1 魏 慧1 王永慧1 马剑锋2 岳寿伟1,3

摘要

目的：利用在体神经纤维电生理技术记录大鼠背根神经节(DRG)持续受压(CCD)后的异位放电情况，明确瞬时感受器

电位离子通道4(TRPV4)是否参与了CCD后受损DRG的异位放电。

方法：共采用35只Wistar大鼠。制备大鼠DRG的CCD模型，分别于术前和术后测量损伤侧的机械痛阈和热辐射刺

激缩爪反应潜伏期。利用在体神经纤维电生理技术分别记录正常组大鼠DRG及CCD组、CCD+钌红（RR）组、CCD+

佛波醇（4α-PDD）组受损DRG神经元的异位放电情况。

结果：持续压迫明显降低大鼠损伤侧的机械痛阈和热辐射刺激缩爪反应潜伏期(n=30, P＜0.05)；CCD组可以记录到

受损DRG神经元的异位放电，放电率约为67%，而正常组DRG的异位放电率约为4.5%；以TRP家族阻断剂钌红

(RR)100μm孵育受损DRG，较CCD组受损DRG神经元异位放电的频率和波幅均明显下降(n=10, P＜0.05)；以

TRPV4特异性激动剂佛波醇(4α-PDD)10μm孵育受损DRG，较CCD组受损DRG异位放电频率和波幅均明显增加

(n=10, P＜0.05)。

结论：CCD后受损DRG可出现异位放电，TRPV4参与了CCD后受损DRG的异位放电。
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Abstract
Objective: To investigate the role of transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) in mediating the ectopic dis-

charges of the injured dorsal root ganglion（DRG）with chronic compression.

Method: A total of 35 Wistar rats were used. Chronic compression of dorsal root ganglion（CCD）model was es-

tablished. Mechanical withdrawal threshold and thermal withdrawal latency were administered before and after oper-

ation. The ectopic discharges of normal DRG and injured DRG were recorded by nerve fibers electrophysiological

technique in vivo.

Result: Mechanical withdrawal threshold and thermal withdrawal latency reduced significantly after CCD (n=30,

P＜0.05); The ectopic discharges were present in 67% of the fibers recorded from DRG neurons injured with

chronic compression in contrast to 4.5% from uninjured DRG neurons; Compared with CCD group the frequency

and amplitude of ectopic discharges decreased significantly after incubating the injured DRG with TRPs inhibitor

100μm RR(n=10, P＜0.05); Compared with CCD group frequency and amplitude of ectopic discharges increased

significantly after incubating the injured DRG with TRPV4 specific activator 10μm 4α-PDD(n=10, P＜0.05).
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腰背痛主要源于脊柱及其周围结构的异常，由

小关节痛、椎间盘突出、椎管狭窄、肿瘤、感染、血管

畸形及坐骨神经痛等引起[1]。背根神经节(dorsal

root ganglion, DRG)在腰背痛的发病过程中起重要

作用，各种损伤因素导致背根神经节持续受压

(chronic compression of dorsal root ganglion, CCD)

产生的根性神经痛是最常见致病原因[2]。DRG持续

受压后可产生自发性疼痛、机械性的异常疼痛和热

痛觉过敏，而且伴随着神经元的自发性放电增加，动

作电位和电流阈值降低。受压的DRG成为异位放

电的来源，即使无交感神经活动或者内源性化学激

活物质，仍存在自发放电[3—5]。

背根神经节上的瞬时感受器电位离子通道

(transient receptor potential vanilloid，TRPV)家族中

的TRPV2及TRPV4都被认为与机械性疼痛有关[6—7]，

其中TRPV4的作用越来越受到关注。TRPV4是一

种非选择性的外向整流阳离子通道，可以被温度、低

渗透压、佛波醇酯（4α phobol 12, β-didecanoate,

4α-PDD）、低 pH 等激活，被钌红（ratheniumred,

RR）及 反 义 寡 脱 氧 核 苷 酸 (oligodeoxynucleotide,

ODN)、SiRNA等抑制或阻断[8—9]。TRPV4对钙离子和

钠离子都有通透性，钙钠的通透比值为5∶7，TRPV4

受体激活后引起细胞内钠离子和钙离子浓度增加，

异位放电增加[10]。TRPV4基因敲除的小鼠对伤害性

压力刺激的回避反应降低，但对非伤害性触觉的反

应正常[11]，同时这类小鼠对热刺激不敏感[12]。以上

文献报道提示在神经性疼痛和炎症性疼痛等不同的

病理状态下，TRPV4可以介导多种原因引起的机械

和热痛敏。

有报道称，通过膜片钳技术可以记录到离体的

持续受压的DRG细胞出现异位放电，DRG细胞经

(phorbol 12, 13-dibutyrate, PDBu)孵育后，在 DRG

细胞上可以记录到一显著增强的TRPV4放电[13]。因

此，我们推测TRPV4可能与CCD后受损DRG的异

位放电有关。本实验拟采用在体神经纤维电生理技

术观察 CCD 后受损 DRG 异位放电情况及 RR 和

4α-PDD对放电的影响，明确TRPV4是否参与了

CCD后受损DRG的异位放电。

1 材料与方法

1.1 试剂与主要仪器

健康雄性Wistar大鼠35只，体重180—220g，由

山东大学实验动物中心提供，随机分为正常组5

只，CCD组、RR组和4α-PDD组各10只。常规试

剂：氯化钠(NaCl)、氯化钾(KCl)、氯化钙(CaCl2)、氯化

镁(MgCl2)、氢氧化钠(NaOH)、葡萄糖(Glucose)、戊巴

比妥钠、液体石蜡等购自山东试剂厂；三羟甲基氨基

甲烷 (Tris)、4α-PDD、RR 购自美国 Sigma 公司；

BME-403型Von Frey机械痛刺激仪和BME-410A

型热痛刺激仪由中国医学科学院生物医学工程研究

所生产；BL-420E+生物机能实验系统购自成都泰盟

科技有限公司。

1.2 模型的制备与行为学测量

1.2.1 背根神经节持续受压模型的制备：腹腔注射

戊巴比妥钠(50mg/kg)麻醉动物，消毒后进行手术。

沿L4—S1脊柱右侧切开皮肤，钝性分离脊柱右侧肌

肉至横突，暴露右侧L5—L6横突及其间的L5椎间

孔。将一根L型钢棒（每侧长约4mm，直径0.63mm）

插入椎间孔，以对右侧L5背根神经节及邻近神经根

形成持续的压迫[3]。

1.2.2 机械痛阈和热痛痛阈的测量：①机械刺激缩

爪反应痛阈(mechanical withdrawal threshold)的测

量：每次测试前让大鼠在铺有金属网格的透明玻璃

箱里适应 30min，然后采用一套标有固定刻度的

Von Frey针丝刺激足心，刺激强度由小到大，逐渐增

加。同一强度的Von Frey针丝对同一个足底刺激5

次，每次刺激间隔为5min。如大鼠出现快速缩足或

舔足，即为阳性反应。5次中有3次以上出现阳性反

应(＞60%)的最小刺激强度为该侧后足的机械痛

阈。②热辐射刺激缩爪反应潜伏期(thermal with-

Conclusion: TRPV4 plays a crucial role in mediating ectopic discharges of injured DRG after CCD.

Author's address Department of Physical Medicine and Rehabilitation, Qilu Hospital of Shandong University,
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图1 机械痛阈和热辐射刺激缩爪反应潜伏期的
时间变化曲线
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drawal latency)的测量：每次测试前让大鼠在铺有

6mm厚的有机玻璃板的透明玻璃箱里适应30min，

当其安静且后爪接触玻璃板时，使热痛刺激仪的光

源聚焦照射动物后肢足底掌心，电子秒表记录从照

射开始到引起后肢回缩反应时的潜伏期作为热痛觉

观测指标。读数精确到0.01s，取每只大鼠5次测量

结果的均值为统计数据，测量间隔时间为5min。事

先调节光照强度，使平均潜伏期约10s，上限为20s，

以免造成组织损伤。

1.3 背根神经节异位放电的引导及记录

DRG持续受压后第3—8天的大鼠，腹腔注射戊

巴比妥钠(50mg/kg)将其麻醉，进行腰骶部椎板切开

术，在 L1—L2 和 L4—L5 分别制备 2 个浴槽。在

L4—L5浴槽内，充分暴露受压迫的L5背根神经节，

并在其外周端5—10mm处切断脊神经，以中断外周

感受器传入冲动，另外切断L5周围的交通支，以中

断其他节段感觉的传入，并在该浴槽内加入35—

37℃的人工脑脊液，其成分为：NaCl 150mmol/L，

KCl 5mmol/L，MgCl2 1mmol/L，CaCl2 2mmol/L，Glu-

cose 10mmol/L，Tris 5mmol/L，pH 7.4。在 L1—L2

浴槽内，分离与辨认连接受损DRG的L5背根神经，

并用35—37℃的液体石蜡覆盖[3]。在显微镜下用精

细制表镊从L5背根神经分离出直径约30—50μm

的神经细束，将中枢端悬挂在铂金丝(直径25μm)引

导电极上，参考电极插入附近的皮肤组织内，通过

BL-420E+生物机能实验系统记录来自损伤DRG的

异位放电[4]。

1.4 统计学分析

所测数据采用SPSS 17.0统计软件进行分析。

采用配对样本 t检验分析对照组与CCD组间机械痛

阈、热辐射刺激缩爪反应潜伏期的差异，以及用药前

后放电频率、放电波幅的变化。采用χ2检验分析对

照组与CCD组间放电率的差异，所有结果采用均

数±标准差表示。

2 结果

2.1 背根神经节持续受压后机械痛阈和热辐射刺

激缩爪反应潜伏期

CCD明显降低机械痛阈和缩短热辐射刺激缩

爪反应潜伏期(见图1, P＜0.05)。术后第1天机械

痛阈开始下降，到第5—7天达到最低值，然后逐渐

恢复，但直到术后第28天，CCD组大鼠的机械痛阈

仍明显低于正常对照组大鼠(见图1A, P＜0.05)。热

辐射刺激缩爪反应潜伏期的变化趋势与机械痛阈相

似，CCD组大鼠的热辐射刺激缩爪反应潜伏期明显

缩短(图1B, P＜0.05)。

2.2 背根神经节持续受压后受损背根神经节神经

元的异位放电

2.2.1 受损背根神经节的异位放电：大鼠背根神经

节持续受压后第3—8天，受损DRG异位放电的放电

率明显升高(P＜0.05)，与报道一致[4]。实验观察了

10例CCD模型大鼠，共记录到了42根神经束，其中

28根异位放电阳性，放电率约为67%，所记录的放

电波形波宽较窄，且峰峰间期比较稳定（见图2B）。

在相同条件下实验观察了5例正常大鼠的DRG放

电，共记录到了22根神经束，其中1根自发放电阳

性，放电率约为4.5%，放电波形与异位放电相似。

2.2.2 钌红对受损背根神经节异位放电的影响：实

验观察了10例CCD大鼠，共记录到了37根神经束，
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其中24根异位放电阳性的神经束对RR有反应。在

L4—L5孵育槽内加入100μm RR孵育受损DRG，较

加药前受损DRG异位放电频率和波幅均下降（P＜
0.05, 见表 1），30min后神经放电几乎被完全阻断

（见图3Ⅰ），用人工脑脊液冲洗后放电活动未恢复。

2.2.3 佛波醇对受损背根神经节异位放电的影响：

实验观察了10例CCD大鼠，共记录到了40根神经

束，其中26根异位放电阳性的神经束对4α-PDD有

反应。根据文献报道[13]，在 L4—L5孵育槽内加入

10μm的4α-PDD对受损DRG进行孵育，较加药前

受损DRG异位放电频率和波幅均升高（P＜0.05, 见

表 1），20min后异位放电达最大值且稳定（见图3

Ⅱ）。

3 讨论

DRG作为感觉传入的第一级神经元，它的主要

功能是对其支配的神经纤维起营养和支持作用，正

常情况下，DRG神经元胞体既不直接传递电活动，

也不直接产生自发放电[13]。当DRG及外周神经受

损后，该神经元的生理功能会产生明显的改变，表现

为兴奋性过高，体内微小的物理或化学变化的刺激

都可导致神经损伤区或相应的感觉神经胞体大量持

久地产生异位放电活动，进而出现自发疼痛、痛觉过

敏及感觉异常等慢性神经病理痛症状，成为神经病

理性痛的信号源[14]。

CCD模型中，椎间孔处插入的钢棒可对DRG产

生机械压迫，使其缺血、水肿以及促进炎性因子的释

放，进而提高受损DRG神经元的兴奋性，表现为电

流阈值和动作电位阈的降低及自发性放电增加[3,5]。

DRG神经元的高兴奋性导致脊髓背角高兴奋性，进

而产生痛敏和异常疼痛[15]。本实验通过建立CCD模

型，采用在体神经纤维电生理技术记录受损DRG的

放电的情况，发现受损DRG的异位放电率明显增

加，而且CCD大鼠的机械痛阈和热辐射刺激缩爪反

应潜伏期明显降低，与上述报道一致[3]。

本课题组前期研究结果显示，CCD可以明显增

加受损DRG中 TRPV4基因、蛋白的表达，并敏化

TRPV4通道的功能。另外，TRPV4既是大鼠DRG中

重要的机械感受器，又是DRG中重要的温度伤害性

感受器，能够介导CCD导致的机械和热痛敏[16]。对

大鼠海马神经元的研究显示，TRPV4是神经元兴奋

性的重要调节因素[17]。所以，增加的TRPV4可能是

CCD神经元高兴奋性的机制之一。许多试验已经

证明，CCD可以提高DRG神经细胞的兴奋性，产生

自发性放电和异位放电。所以，TRPV4可能是CCD

后受损DRG产生异位放电的机制之一。

钌红是TRP家族的阻断剂，能抑制TRP通道的

开放[18]。有报道称100μm钌红可以阻断89%的颈动

A：正常DRG无放电；B：CCD后受损DRG的异位放电，放电率较高，
受损DRG放电波形波宽较窄，且峰峰间期比较稳定。

图2 正常DRG和CCD后受损DRG的异位放电
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表1 CCD后加入RR及4α-PDD前后频率和
峰放电波幅的比较 (x±s)

组别

CCD+RR组
CCD+

4α-PDD组
与加RR前相比：①P＜0.05；②P＜0.05；与加4α-PDD前相比：
③P＜0.05；④P＜0.05

加药前
频率
(Hz)

139.53±6.93

134.48±1.61

峰放电波幅
(μV)

10.55±0.86

9.79±0.98

加药后
频率
(Hz)

122.16±4.53①

157.52±1.75③

峰放电波幅
(μV)

8.09±0.80②

14.66±2.14④

ⅠA：加RR前受损DRG的异位放电；ⅠB：以100μm RR孵育受损
DRG过程中的异位放电；ⅠC：以100μm RR孵育受损DRG 30min
后的异位放电，与加药前相比频率降低了(17.37±1.15)Hz，波幅降低
了(2.46±0.15)μV (n=24, P＜0.05)。
ⅡD：加4α-PDD前受损DRG的异位放电；ⅡE：以10μm 4α-PDD
孵育受损DRG过程中的异位放电；ⅡF：以10μm 4α-PDD孵育受损
DRG 20min后的异位放电，与加药前相比频率增加了(23.04±2.49)
Hz，波幅增加了(4.87±0.34)μV (n=26, P＜0.05)。两者加药前后放
电波形没有变化。

图3 100μm RR和10μm 4α-PDD对受损DRG
异位放电的影响
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低[9]。本研究以100μm钌红孵育受损DRG，发现受

损DRG异位放电频率和波幅均明显下降，用人工脑

脊液冲洗仍无恢复，与报道相一致。这提示TRP家

族可能参与了受损DRG的异位放电过程。4α-PDD

是一种非蛋白磷脂酶c途径激活通道的佛波酯类，

对TRPV4有强效的特异性激动作用[13]，激活TRPV4

受体，使异位放电增加。10μm的4α-PDD可以显著

升高受损DRG放电频率及波幅。以上两个结果提

示TRP4可能参与了受损DRG的异位放电过程。

4 结论

CCD后受损DRG出现异位放电，TRPV4参与了

CCD后受损DRG的异位放电过程。
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