
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１６，４７（５）：６０９－６１３

　收稿日期　２０１５０９３０　　通信作者　Ｔｅｌ：１３９５１６１３２９８　Ｅｍａｉｌ：ｎｊｚｈａｎｇｇｑ＠１６３ｃｏｍ

和厚朴酚对小鼠背根神经节河豚毒素敏感型钠电流的影响
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（中国药科大学临床药学教研室，南京 ２１０００９）

摘　要　采用全细胞膜片钳技术，观察和厚朴酚（ｈｏｎｏｋｉｏｌ，Ｈｎｋ）对急性分离的小鼠背根神经节上河豚毒素敏感型（ＴＴＸＳ）
钠电流及其通道动力学的影响，探讨Ｈｎｋ可能的镇痛机制及作用靶点。结果显示：和厚朴酚浓度依赖性地抑制ＴＴＸＳ钠电
流，３０μｍｏｌ／Ｌ和厚朴酚可以使稳态激活曲线向较正电压方向偏移达１０２ｍＶ，通道失活后恢复时间明显延长，但对稳态失
活动力学特征无明显的影响。
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ｇｅｔｉｃｓ

　　厚朴为木兰科植物厚朴或者凹叶厚朴地干燥
的表皮、枝皮或者根皮［１］，其被《神农本草经》列为

上品，中医临床用作化湿药，具有燥湿消痰、下气除

满之功效［２］。和厚朴酚（ＨｎＫ，图１）作为中药厚朴
两个最主要的活性成分之一，具有抗菌、抗氧化、抗

炎、抗肿瘤、抑制中枢神经和松弛中枢性肌肉，降低

胆固醇等药理作用［３］。近来研究报道，和厚朴酚

具有明显的镇痛作用，其作用机制还不清楚［３］。

疼痛是最常见的临床症状之一，根据疼痛的持

续时间不同可将其分为急性疼痛和慢性疼痛［４］。

神经病理性疼痛是一种严重威胁人类健康的慢性

疼痛，主要是由于外周或者中枢神经系统结构损伤

或功能紊乱导致［５－６］。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｏｎｏｋｉｏｌ（Ｈｎｋ）

背根神经节（ＤＲＧ）是痛觉传入的第一级神经
元，在痛觉的外周机制中起着极为重要的作用［７］，
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这不仅与多种痛觉传递受体有关，更与离子通道关

系密切。对ＤＲＧ上离子通道的认识，对寻找疼痛
治疗的新靶点有重要意义。电压门控钠离子通道

（ＶＧＳＣ）是可兴奋细胞产生电冲动的特异性蛋白
分子，位于心肌、骨骼肌和神经元等可兴奋细胞的

细胞膜上［８］，在疼痛产生的机制中起到举足轻重

的作用［９］。根据对河豚毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）的
敏感性不同，可分为 ＴＴＸ敏感（ＴＴＸＳ）和不敏感
（ＴＴＸＲ）两类［１０］。ＴＴＸＳ钠通道电流主要由
Ｎａｖ１１、Ｎａｖ１６和 Ｎａｖ１７介导［１１］。在成熟的神

经元细胞中，ＴＴＸＳ钠通道（如Ｎａｖ１７）优先表达，
并与生理和病理性疼痛有着密切联系［１２］。本研究

在小鼠急性分离的ＤＲＧ细胞上观察Ｈｎｋ对ＴＴＸＳ
钠电流变化特征，从而探讨 Ｈｎｋ可能的镇痛机制，
为将来开发新药提供理论依据。

!

　材　料

１１　溶液和试剂
胶原酶Ⅱ、Ｈｅｐｅｓ、胰蛋白酶、ＥＧＴＡ、尼非地平

均购自美国Ｓｉｇｍａ公司，其他试剂均为市售分析纯。
Ｈｎｋ溶于ＤＭＳＯ中配成母液，实验时细胞外液

中ＤＭＳＯ的最终浓度小于０１％，对钠电流无明显
影响。

１２　仪　器
ＢＳ１１０ｓ电子天平、ＰＢ２１ｐＨ计（美国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ

公司）；ＴＥ２０００Ｕ倒置显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司）；
ＥＰＣ１０膜片钳放大器（德国 Ｈｅｋａ公司）；ＰＣＳ
５０００三维操作手（美国 Ｂｅｒｌｅｉｇｈ公司）；Ｐ９７微电
极拉制仪（美国 Ｓｕｔｔｅｒ公司）；ＭＦ９００电极抛光仪
（日本ＭｉｃｒｏＦｏｒｇｅ公司）。
１３　动　物

昆明种小鼠，雌雄不限，体重（２５～３０）ｇ，清洁
级，由南京市青龙物动物中心提供，合格证号：

ＳＣＸＫ（苏）２０１２０００８。

&

　方　法

２１　ＤＲＧ细胞分离
根据参考文献［７］，使用 ４％的水合氯醛

（００３ｍＬ／ｇ）给小鼠腹腔注射麻醉后，分离脊柱，放
入４℃生理盐水中。沿锥孔将脊柱从正中央分为两
半，去除脊髓，从椎间孔中取出 ＤＲＧ，剪去 ＤＲＧ两
端的神经干，并将 ＤＲＧ放入 １ｍｇ／ｍＬ胶原酶Ⅱ

中，尽量剪碎，恒温振荡（３７℃，８０ｒ／ｍｉｎ），孵育
４５～５０ｍｉｎ。离心，去上清液，再加入 ２５ｍｇ／ｍＬ
胰蛋白酶在相同条件下孵育３～５ｍｉｎ。酶解结束
后，离心，弃上清液，加入台式液洗２～３遍，再加入
细胞外液反复吹打成细胞悬液，用２００目筛网过
滤，去除多余的组织，最后将过滤的细胞悬液分装

于事先准备好的培养皿中，静置１～１５ｈ，待细胞
贴壁后即可进行膜片钳实验。

２２　全细胞膜片钳记录
细胞贴壁后，小心吸出培养皿中的台式液，加

入细胞外液 ２ｍＬ静置 １５ｍｉｎ，在显微镜下观察
ＤＲＧ细胞的大小、形态、状态等特征。选取细胞膜
完整、透光性好的ＤＲＧ细胞进行记录，采用全细胞
膜片钳技术记录ＤＲＧ细胞钠电流。玻璃微电极经
水平微电极拉制仪拉制，充灌电极内液后入水电阻

为３～５ＭΩ。电极尖端与细胞表面形成大于１ＧΩ
的高阻封接后，补偿快电容，并给予－７０ｍＶ钳制电
压，以较大负压吸破细胞膜，补偿慢电容及串联电

阻，形成全细胞记录模式，此时即可进行电压钳记

录。信号经Ａｇ／ＡｇＣｌ电极引导，由膜片钳放大器放
大，通过Ｐｕｌｓｅ软件收集并存储产生的电流信号于计
算机中。室温保持２３～２５℃。观察 Ｈｎｋ对小鼠
ＤＲＧ细胞上ＴＴＸＳ钠电流的影响。大直径ＤＲＧ细
胞中表达的大部分是ＴＴＸＳ钠电流，因此本研究选
取大直径细胞（３９～５０μｍ）作为实验标本。

$

　结　果

３１　Ｈｎｋ对ＴＴＸＳ钠电流的影响
在－７０ｍＶ的钳制电压下，从 －５０ｍＶ开始，

以５ｍＶ步阶去极化，持续２００ｍｓ，激活 ＴＴＸＳ钠
电流。结果显示：此电流能被０５μｍｏｌ／ＬＴＴＸ明
显抑制，表明所激发电流为ＴＴＸＳ钠电流 （图２），
且Ｈｎｋ对 ＴＴＸＳ钠电流呈现浓度依赖性的抑制
作用（图３）。采用 Ｈｉｌｌ方程进行数据拟合：ｙ＝
１＋［１＋（ＩＣ５０／ｃ）

ｎ］，其中 ｃ是药物浓度，ｙ和 ｎ分
别是最大抑制率和 Ｈｉｌｌ系数。拟合曲线显示
ＩＣ５０＝３２０１μｍｏｌ／Ｌ，Ｈｉｌｌ系数为１３４。Ｈｎｋ浓度
为１，３，１０，３０，１００μｍｏｌ／Ｌ时对ＴＴＸＳ钠电流的最
大抑制率（％）分别为（２５８±００１０）、（４３７±
０００４）、（１４８３±３５７）、（５０２１±３０８）和（８０３８±
１２６）。为进一步研究 Ｈｎｋ对 ＴＴＸＳ钠电流的作
用，选择３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ进行实验。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｅｔｒｏｄｏｘｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ（ＴＴＸＳ）ｓｏｄｉｕｍｃｕｒ
ｒｅｎｔｓｉｎｍｏｕｓｅＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓＴｈｅｃｕｒｒｅｎｔｗａｓｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙ２００ｍｓｄｅｐｏ
ｌａｒｉｚａｔｉｏｎｆｒｏｍｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ－７０ｍＶｔｏ－１０ｍＶ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｕｒｖｅｏｆＨｎｋｏｎＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍ
ｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎｍｏｕｓｅＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）

３２　Ｈｎｋ对ＴＴＸＳ钠电流电流电压的影响
在－７０ｍＶ的钳制电压下，从－５０ｍＶ开始，以

５ｍＶ步阶去极化，持续２００ｍｓ，激活ＴＴＸＳ钠电流。
以电压（ｍＶ）为横轴，ＴＴＸＳ钠电流密度（ｐＡ／ｐＦ）为

纵轴，绘制给药前后ＩＶ曲线。结果显示：３０μｍｏｌ／Ｌ
Ｈｎｋ明显抑制钠电流的幅度（图４Ａ）。由ＩＶ曲线
可见（图４Ｂ），ＴＴＸＳ钠通道在－３５ｍＶ左右开始激
活，在 －１０ｍＶ达到最大激活，反转电位大约在
＋６５ｍＶ。给予３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ后，在－３０ｍＶ开始
激活，最大激活电压右移到０ｍＶ（Ｐ＜００５，ｎ＝７），
反转电位左移至 ＋６０ｍＶ左右（无统计学差异）。
Ｈｎｋ能显著降低ＴＴＸＳ钠通道的电流密度，对照组
的最大电流密度为－（９６３±７７）ｐＡ／ｐＦ，给予Ｈｎｋ
后最大电流密度减小到－（４４９±１１０６）ｐＡ／ｐＦ，抑
制幅度达（５１３±３５）％（Ｐ＜００５，ｎ＝７）。因此，
Ｈｎｋ能明显抑制 ＴＴＸＳ钠电流的电流密度，改变
ＴＴＸＳ钠电流的ＩＶ曲线。
３３　Ｈｎｋ对ＴＴＸＳ钠电流稳态激活动力学的影响

稳态激活曲线由 ＩＶ曲线数据中获得，采用
Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程对数据进行拟合：Ｇ／Ｇｍａｘ＝１／｛１＋
ｅｘｐ［（Ｖ１／２－Ｖ）／ｋ］｝，Ｇ为去极化电压Ｖ时的电导，
Ｇｍａｘ为最大电导，Ｖ１／２为半激活电压，ｋ为斜率因子，
Ｉ为去极化电流。３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ使ＴＴＸＳ钠电流
的稳态激活曲线明显右移，给药前后ＴＴＸＳ钠电流
的Ｖ１／２分别为 －（１９４±１５）和 －（９２±１２）ｍＶ
（Ｐ＜００５），但斜率因子无明显变化，分别为
（６３±０６）和（６８±０４）（图５）。因此，Ｈｎｋ能
明显影响 ＴＴＸＳ钠通道的激活。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋｏｎｔｈｅＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔＴｈｅｃｕｒｒｅｎｔｓｗｅｒｅａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙ２００ｍｓｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｐｕｌｓｅｓｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ－５０ｍＶ
ｔｏ＋７０ｍＶｉｎ５ｍＶｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｔ０２５Ｈｚ，ｗｉｔｈａｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ－７０ｍＶ
Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｔｒａｃｅｓｒｅｃｏｒｄｅｄｉｎＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓ；Ｂ：ＩＶｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ
３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋｏｎｔｈｅｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ
ＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎｍｏｕｓｅＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３４　Ｈｎｋ对ＴＴＸＳ钠电流稳态失活动力学的影响
采用双脉冲刺激，在 －７０ｍＶ钳制电压下，先

给予条件脉冲从 －９０ｍＶ每隔１０ｍＶ连续去极化
至＋２０ｍＶ，持续时间１００ｍｓ，每一条件脉冲后给
予一固定的去极化至－１０ｍＶ，持续时间１００ｍｓ的
测试脉冲。

采用Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程对数据进行拟合：Ｉ／Ｉｍａｘ＝
１／｛１＋ｅｘｐ［（Ｖ－Ｖ１／２）／ｋ］｝，Ｉ为去极化电压 Ｖ时
的电流，Ｉｍａｘ为最大电流，Ｖ和 Ｖ１／２分别为不同的条
件脉冲电压和通道失活５０％时的条件脉冲电压，ｋ
为斜率因子。

如图６所示，给３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ前后ＴＴＸＳ钠
电流的Ｖ１／２分别为－（３９４±１２）和－（４１４±１３）
ｍＶ（Ｐ＞００５）；ｋ分别为（８６±１３）和（９３±１１）
（Ｐ＞００５）。结果显示，３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ对ＴＴＸＳ钠
通道的稳态失活动力学特征无明显影响。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋｏｎｔｈｅｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ
ＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎｍｏｕｓｅＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓＴｈｅｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｉｎａｃｔｉ
ｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｍｅａｎｓｏｆｄｏｕｂｌｅｐｕｌｓｅ
ｐｒｏｔｏｃｏｌ，ａ１００ｍｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｐｒｅｐｕｌｓｅｄｅｐｏｌａｒｉｚｅｄｔｏｖａｒｉｏｕｓｐｏｔｅｎ
ｔｉａｌｓ（ｆｒｏｍ －９０ｍＶｔｏ＋２０ｍＶ，ｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌａｔ－７０ｍＶ）ｗａｓ
ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａ１００ｍｓｔｅｓｔｐｕｌｓｅｔｏ－１０ｍＶ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）

３５　Ｈｎｋ对ＴＴＸＳ钠电流稳态失活后恢复动力学
的影响

采用双脉冲刺激，在 －７０ｍＶ钳制电压下，先
给予去极化至－１０ｍＶ，持续时间１００ｍｓ的条件脉
冲，再给一同样的刺激脉冲，两脉冲的间隔时间以

０５ｍｓ步阶增加，共１５次脉冲。
通道失活后恢复，采用单指数方程对实验数据

进行拟合：Ｉ／Ｉｍａｘ＝Ａ＋Ｂｅｘｐ（－ｔ／τ），Ｉ／Ｉｍａｘ为第二
个脉冲电流与第一个脉冲电流比值，ｔ为两次脉冲
之间的间隔时间，τ为灭活后再激活的时间常数。

如图７所示，给药前后恢复的时间常数τ分别
为（１２±０１０）和（１８±０１２）ｍｓ（Ｐ＜００５，ｎ＝
７）。因此，给予３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ后明显延长钠电流
的恢复时间常数。

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｆｒｏｍｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎｍｏｕｓｅＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓＴｈｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｗａｓｓｔｕｄｉｅｄｂｙｕｓｉｎｇａｄｏｕｂｌｅｐｕｌｓｅｐｒｏｔｏ
ｃｏｌＡ１００ｍｓｐｒｅｐｕｌｓｅｔｏ－１０ｍＶｆｒｏｍｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ－７０ｍＶ
ｗａｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｖａｒｉｏｕｓｒｅｃｏｖｅｒｙｄｕｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｎａｔｅｓｔｐｕｌｓｅｔｏ
－１０ｍＶｆｏｒ１００ｍｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

+

　讨　论

ＤＲＧ受损导致相应的感觉神经元胞体大量持
久地产生放电，引起脊髓和高位中枢的敏化，进而

出现自发疼痛、痛觉过敏及感觉异常等慢性神经病

理性疼痛症状，成为神经病理性疼痛的信号源［１４］。

钠通道在神经损伤过程中对神经兴奋性起着重要

的调控作用。钠通道的开放能够使钠离子内流进

入细胞内，引起神经细胞的去极化从而触发动作电

位。神经损伤增加钠离子内流导致异常动作电位

引起神经病理性疼痛［１５］。

本研究结果显示，Ｈｎｋ能够有效地抑制背根神
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经节细胞 ＴＴＸＳ钠电流，并且具有明显的浓度依
赖性，且最大激活电压也由－１０ｍＶ右移为０ｍＶ，
稳态激活曲线明显右移，表明 ＴＴＸＳ钠通道在较
正的膜电压下才能被激活，使通道不易开放，从而

抑制电流幅度［１６］。３０μｍｏｌ／ＬＨｎｋ可以显著影响
ＴＴＸＳ钠通道的稳态激活动力学特征和失活后恢
复动力学特征，但不影响 ＴＴＸＳ钠通道的稳态失
活动力学特征。因此，Ｈｎｋ主要通过改变 ＴＴＸＳ
钠通道的激活和失活后恢复特征，降低动作电位的

幅度和频率，抑制神经的兴奋性来缓解疼痛［１７］。

众多的研究结果都表明，Ｈｎｋ具有缓解炎性疼痛的
作用［１８］，但是目前对于其机制还没有完全阐明。

因此推测，Ｈｎｋ对于炎症性疼痛的治疗作用可能是
通过抑制背根神经节细胞的 ＴＴＸＳ钠电流，降低
背根神经节细胞的兴奋性，从而达到镇痛的作用。

一些经典的 ＴＴＸＳ钠通道阻断剂（如局麻药、
抗惊厥药及抗心律失常药）已广泛应用于治疗神

经性疼痛，特别在与传统的镇痛药合用后产生较好

的临床疗效［１９］。近年来，不同亚型的钠通道特异

选择性阻断剂不断出现，这些药物具有通道选择性

高、作用强、不良反应小等特点，具备开发为新药的

潜力［２０］。因此，本实验研究了 Ｈｎｋ对 ＴＴＸＳ钠电
流的影响，为开发治疗神经病理性疼痛药物提供了

新的靶点，也为钠通道阻断剂的临床应用提供了理

论依据。
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