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硫化氢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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摘　要　研究硫化氢（Ｈ２Ｓ）对小鼠背根神经节（ＤＲＧ）细胞河豚毒素敏感型（ＴＴＸＳ）钠电流的影响。急性分离小鼠
ＤＲＧ细胞，应用全细胞膜片钳技术，观察 Ｈ２Ｓ供体 ＮａＨＳ对 ＴＴＸＳ钠电流的影响。结果显示，ＮａＨＳ浓度依赖性地增加
ＴＴＸＳ钠电流，其半数最大激活浓度（ＥＣ５０）为１１９μｍｏｌ／Ｌ，Ｈｉｌｌ系数为１１０５；１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ可使 ＴＴＸＳ钠电流激活曲
线向去极化移动约９８ｍＶ，稳态失活曲线向去级化方向移动约１０４ｍＶ，但对恢复曲线无明显影响。因此，Ｈ２Ｓ能增加
ＴＴＸＳ钠通道电流，并改变ＴＴＸＳ钠通道稳态激活和失活动力学特征，这可能是Ｈ２Ｓ参与疼痛发生发展的机制之一。
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　　在哺乳动物体内，胱硫醚β合成酶（ＣＢＳ）和
胱硫醚γ裂解酶 （ＣＳＥ）裂解半胱氨酸产生硫化氢
（Ｈ２Ｓ）

［１］，其生物活性无论是在生理条件还是病理

条件下已越来越受到重视。Ｈ２Ｓ作用于不同的离
子通道和受体，调节神经递质传递、免疫反应、细胞

凋亡、炎症反应、疼痛等过程［２］。对于 Ｈ２Ｓ在炎症
和疼痛中发挥的生理作用目前还存在争议。有研

究表明 Ｈ２Ｓ对内脏疼痛有增敏作用
［３］；也有研究

证明 Ｈ２Ｓ有镇痛的作用
［４］，在病理条件下甚至会

有双向调节（镇痛和增敏）作用［５］。

背根神经节（ＤＲＧ）细胞是周围神经系统中重

要的初级感觉神经元，其兴奋性的改变与疼痛的发

生发展密切相关［６］。根据对河豚毒素（ＴＴＸ）敏感
性的不同，将ＤＲＧ细胞上的钠通道分为两种：ＴＴＸ
不敏感型（ＴＴＸＲ）和 ＴＴＸ敏感型（ＴＴＸＳ）［７］。
ＴＴＸＲ钠通道电流主要由两种钠通道亚型 Ｎａｖ１８
和Ｎａｖ１９介导，而 ＴＴＸＳ钠通道电流则主要由
Ｎａｖ１１、Ｎａｖ１６和 Ｎａｖ１７介导［８］。有研究表明，

在成熟的神经元细胞中，ＴＴＸ敏感型钠通道（如
Ｎａｖ１７）优先表达，并且与生理和病理性疼痛有着
密切联系［９］。本文旨在研究 Ｈ２Ｓ供体 ＮａＨＳ对
ＴＴＸＳ钠通道电流的影响，探讨Ｈ２Ｓ在疼痛中的作
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用机制。

１　材　料

１１　试　剂
胶原酶Ⅱ、胰蛋白酶、Ｎ（２羟乙基）哌嗪Ｎ′

２乙烷磺酸（ＨＥＰＥＳ）、乙二醇双（２氨基乙基醚）四
乙酸（ＥＧＴＡ）、ＮａＨＳ、牛磺酸、Ｌ谷氨酸和硝苯地平
均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，其他试剂均为市售分
析纯。

溶液配制参考文献［７］，并根据实验要求改
进。无钙台式液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１３７，ＫＣｌ５４，
ＭｇＣｌ２１ＮａＨ２ＰＯ４０３３，葡萄糖 １０，ＨＥＰＥＳ１０，用
ＮａＯＨ调 ｐＨ至 ７４。台式液：无钙台式液中加
１ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２。记录钠电流电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：
ＣｓＣｌ１４０，ＣａＣｌ２１，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ５，Ｎａ２ＡＴＰ２，ＥＧＴＡ
５，ＨＥＰＥＳ１０，用 ＣｓＯＨ调 ｐＨ至 ７４；细胞外液
（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ５５，ＣｈｏｌｉｎｅＣｌ８０，ＫＣｌ５４，ＣａＣｌ２
１，ＭｇＣｌ２１，Ｇｌｕｃｏｓｅ１０，ＨＥＰＥＳ１０，硝苯地平０００５，
用ＮａＯＨ调ｐＨ至７４０，溶液均用纯氧饱和。
１２　仪　器

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 Ｂｕｒｌｅｉｇｈ公司）；Ｐ９７微电
极拉制仪（美国 Ｓｕｔｔｅｒ公司）；ＭＦ８３０电极抛光仪
（日本 ＭｉｃｒｏＦｏｒｇｅ公司）；Ｍｏｄｅｌ３３０ｐＨ计（美国
ＴｈｅｒｍｏＯｒｉｏｎ公司）；ＢＳ１１０ｓ电子天平（美国Ｓａｒｔｏ
ｒｉｕｓ公司）。
１３　动　物

昆明种小鼠，雌雄不限，体重（２０～２５ｇ），清洁
级，由南京市青龙山动物中心提供，合格证号：

ＳＣＸＫ（苏）２０１２０００８。

&

　方　法

２１　分离单个ＤＲＧ细胞
参考文献［１０］并加以改进，小鼠后颈椎脱臼

断离脊髓处死，分离脊柱，放入４℃生理盐水中。
沿锥孔正中央剪开，暴露脊髓，从椎间孔中取出

ＤＲＧ，小心去除 ＤＲＧ两端的脊神经干，将 ＤＲＧ放
入１ｍｇ／ｍＬ胶原酶Ⅱ中，剪碎，恒温振荡（３７℃，每
分钟８０次），孵育５０～６０ｍｉｎ。离心，弃上清，再加
入２５ｍｇ／ｍＬ胰蛋白酶在相同条件下孵育 ５～
１０ｍｉｎ。显微镜下出现单个 ＤＲＧ细胞后，立即停

止酶解，用台式液洗２～３遍。反复吹打成细胞悬
液，将细胞悬液加入到细胞池中，静置１～１５ｈ，待
细胞贴壁后进行膜片钳实验。

２２　全细胞膜片钳记录
保持室温２２～２５℃，待细胞贴壁后，吸出细胞

池中的台式液，加入细胞外液，将细胞池置于倒置

显微镜载物台上，观察 ＤＲＧ神经元的形态、大小、
状态的特征。选取胞膜完整、胞质清晰的 ＤＲＧ细
胞进行记录。采用全细胞膜片钳技术记录细胞钠

电流。Ｐｕｌｓｅ软件收集并存储产生的电流信号于计
算机中。玻璃微电极（１０ｍｍ内径）经水平微电
极拉制仪拉制，充灌电极内液后电阻为 ２～３ＭΩ，
封接电阻达 １×１０９Ω以上，补偿快电容，以 －６０
ｍＶ钳制电压钳制细胞，破膜，慢电容补偿，形成全
细胞模式，串联电阻补偿７０％～８０％。

在全细胞电压钳模式形成后，记录小鼠 ＤＲＧ
细胞钠电流［１１］。观察给予 ＮａＨＳ（Ｈ２Ｓ外源性供
体）后，对 ＴＴＸＳ钠电流及其通道动力学的影响。
ＴＴＸＳ电流在大直径 ＤＲＧ细胞中表达较多，因此
本研究选择大直径细胞（≥３５μｍ）作为实验标本。
加入 ０５μｍｏｌ／ＬＴＴＸ以验证电流对 ＴＴＸ的敏
感性。

２３　实验数据处理
实验数据经过 ＩｇｏｒＰｒｏ３３１及 Ｏｒｉｇｉｎ８０软

件分析处理，分析结果用 珋ｘ±ｓ表示。各组数据分
别进行 ｔ检验，以 Ｐ＜００５作为显著性检验的
标准。

'

　结　果

３１　小鼠单个ＤＲＧ细胞的形态特征
显微镜下单个 ＤＲＧ细胞呈圆形，大小不一。

状态好的ＤＲＧ神经元，胞膜清晰边缘光滑，折光性
好，透明，完整，隐约可见细胞核（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ（ＤＲＧ）ｎｅｕｒｏｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ
Ａ：ＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓ（×４０）；Ｂ：ＤＲＧｎｅｕｒｏｎｓ（×４００）
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３２　ＮａＨＳ对ＴＴＸＳ钠电流浓度依赖性的影响
在－６０ｍＶ的钳制电压下，从 －５０ｍＶ开始，

每隔５ｍＶ连续去极化至 ＋５０ｍＶ，持续时间为
２００ｍｓ，激活钠电流。如图２所示，给予０５μｍｏｌ／Ｌ
ＴＴＸ能明显抑制该电流，证明所激发的电流为ＴＴＸ
Ｓ通道钠电流。分别取给药前后实验中由去极化脉
冲刺激所诱发的最大电流，计算不同浓度 ＮａＨＳ对
ＴＴＸＳ电流的影响。实验结果表明，给予ＮａＨＳ３０，
５０，１００，３００μｍｏｌ／Ｌ浓度依赖性的增加ＴＴＸＳ电流
（ｎ＝７）。用Ｈｉｌｌ方程拟合，得公式（１）：

（Ｉｔ－Ｉｃ）／Ｉｃ＝１／［１＋（［Ａ］／ＥＣ５０）
Ｈ］ （１）

式中，Ｉｃ为对照组电流，Ｉｔ为 ＮａＨＳ给药组电
流，［Ａ］为 ＮａＨＳ浓度，Ｈ为 Ｈｉｌｌ系数，得到 ＮａＨＳ
对ＴＴＸＳ钠电流的半最大激活浓度（ＥＣ５０）为１１９
μｍｏｌ／Ｌ，Ｈｉｌｌ系数为１１０５（图３）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎｍｏｕｓｅＤＲＧｎｅｕ
ｒｏｎｓＴｈｅｃｕｒｒｅｎｔｗａｓｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙ２００ｍｓｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｆｒｏｍｈｏｌｄｉｎｇｐｏ
ｔｅｎｔｉａｌｏｆ－６０ｍＶｔｏ＋１０ｍＶ

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

３３　ＮａＨＳ对 ＴＴＸＳ钠电流电流电压（ＩＶ）曲线
的影响

在－６０ｍＶ的钳制电位下，从 －５０ｍＶ开始，
以５ｍＶ步阶去极化，持续时间为 ２００ｍｓ，激活
ＴＴＸＳ电流。以电压（ｍＶ）为横轴，ＴＴＸＳ钠通道

电流密度（ｐＡ／ｐＦ）为纵轴，绘制给药前后 ＩＶ曲
线。结果显示，１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ明显增加钠电流
的幅度（图４Ａ）。ＩＶ曲线可见 （图４Ｂ），ＴＴＸＳ
钠通道在－２５ｍＶ开始激活，在＋１５ｍＶ达到最大
激活，反转电位大约在＋７５ｍＶ。给予１００μｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨＳ后，在 －２５ｍＶ时 ＴＴＸＳ钠通道开始激活，
最大激活电压右移到 ＋２０ｍＶ（Ｐ＜００５，ｎ＝８），
反转电位右移至大约 ＋８０ｍＶ左右（无统计学差
异）。ＮａＨＳ能显著增加 ＴＴＸＳ钠通道的电流密
度，对照组的最大电流密度为（１７２３７±１０２９）
ｐＡ／ｐＦ，给予 ＮａＨＳ之最大电流密度增加到
（２３８４０±１６４１）ｐＡ／ｐＦ，增加幅度达（４３１８±
４５１）％（Ｐ＜００５，ｎ＝７）。因此，ＮａＨＳ明显增
加 ＴＴＸＳ钠电流的电流密度，改变 ＴＴＸＳ钠电流
的 ＩＶ曲线。
３４　ＮａＨＳ对 ＴＴＸＳ钠电流稳态激活动力学的
影响

根据ＩＶ曲线数据，ＴＴＸＳ钠电流的稳态激活
曲线可用Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程拟合获得公式（２）：

Ｇ／Ｇｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ［（Ｖ１／２－Ｖｍ）／ｋ］｝ （２）
式中，Ｇ为 Ｖｍ电压时的电导，Ｇｍａｘ为最大电

导，Ｖｍ为不同的去极化脉冲电压，Ｖ１／２为通道激活
５０％时的脉冲电压，ｋ为斜率因子。

如图５所示，１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ能使 ＴＴＸＳ钠
电流的稳态激活曲线明显右移，给药前后ＴＴＸＳ钠
电流的半激活电压（Ｖ１／２）分别为 －（４２±２０）ｍＶ
和＋（５６±１９）ｍＶ（Ｐ＜００５，ｎ＝８），但斜率因子
无明显变化，分别为（５２±０１８）和（５１±０４４）。
因此，ＮａＨＳ能明显影响ＴＴＸＳ钠通道的激活。
３５　ＮａＨＳ对 ＴＴＸＳ钠电流稳态失活动力学的
影响

稳态失活曲线应用双脉冲刺激参数获得。保

持电压 －６０ｍＶ，条件脉冲从 －９０ｍＶ，每隔５ｍＶ
连续去极化至 ＋３０ｍＶ，持续时间１００ｍｓ，然后再
给予去极化至＋１０ｍＶ，持续时间１００ｍｓ的测试脉
冲。以测试脉冲刺激所激活的电流相对值（ＩＮａ／
Ｉｍａｘ）对条件脉冲电压作图，用 Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程拟
合，得公式（３）：

ＩＮａ／Ｉｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ［（Ｖｍ－Ｖ１／２）／ｋ］｝ （３）
式中，ＩＮａ和Ｉｍａｘ分别为不同测试脉冲下电流和

最大电流，Ｖｍ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。

９９
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Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳｏｎｔｈｅＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔ
Ａ：Ｃｕｒｒｅｎｔｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙ２００ｍｓｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｐｕｌｓｅｓｆｒｏｍ－５０ｍＶｔｏ＋９０ｍＶｉｎ５ｍＶｉｎｃｒｅｍｅｎｔｓ，ｗｉｔｈａｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ－６０ｍＶ；Ｂ：
ＩＶｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳｏｎｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＴＴＸ
Ｓｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

如图 ６所示，１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳ能使 ＴＴＸＳ
钠电流稳态失活曲线向去极化方向偏移。给药

前后 ＴＴＸＳ钠电流的半失活电压（Ｖ１／２）和斜率因
子分别为 －（３５６±３２）ｍＶ，（６４±０３０）和
－（２５３±３０）ｍＶ，（９４±０３８）（Ｐ＜００５，
ｎ＝８）。结果显示，ＮａＨＳ明显影响 ＴＴＸＳ钠通道
的失活。

３６　ＮａＨＳ对ＴＴＸＳ钠通道失活后恢复动力学的
影响

失活后恢复曲线应用双脉冲刺激参数获得，两

个相同的刺激脉冲在保持电压－８０ｍＶ基础上，去
极化至 ＋１０ｍＶ，持续时间１００ｍｓ，两个刺激脉冲
之间的时间间隔以０４ｍｓ的步阶递增，激发电流。

以条件脉冲的电流峰值为１，对测试脉冲电流峰值
进行标准化处理，得到 ＩＮａ／Ｉｍａｘ。以 ＩＮａ／Ｉｍａｘ为纵坐
标，通道恢复的时间为横坐标作图，数据经指数方

程ＩＮａ／Ｉｍａｘ＝１－ｅｘｐ（－τ／ｔ）（τ为通道恢复的时间
常数，ｔ为恢复时间）拟合。如图７所示，１００μｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨＳ对ＴＴＸＳ钠通道恢复曲线没有明显的影响。
给药前后恢复的时间常数 τ分别为（０８１±
００１４）ｍｓ和（０９４±００３７）ｍｓ（ｎ＝５）。因此，
ＮａＨＳ对ＴＴＸＳ钠通道恢复没有明显的影响。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳｏｎｔｈｅｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＴＴＸ
ＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔＴｈｅｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔ
ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｍｅａｎｓｏｆａｄｏｕｂｌｅｐｕｌｓｅｐｒｏｔｏｃｏｌ，ａ１００ｍｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ
ｐｒｅｐｕｌｓｅｄｅｐｏｌａｒｉｚｅｄｔｏｖａｒｉｏｕｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ（ｆｒｏｍ －９０ｍＶｔｏ＋３０ｍＶ，
ｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌａｔ－６０ｍＶ）ｗａｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａ１００ｍｓｔｅｓｔｐｕｌｓｅｔｏ
＋１０ｍＶ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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第１期 鲜文颖等：硫化氢对小鼠背根神经节河豚毒素敏感型钠电流的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＮａＨＳｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｆｒｏｍｉｎａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎｏｆＴＴＸＳｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔＴｈｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＮａ＋ｃｕｒ
ｒｅｎｔｗａｓｓｔｕｄｉｅｄｂｙｕｓｉｎｇａｄｏｕｂｌｅｐｕｌｓｅｐｒｏｔｏｃｏｌＡ１００ｍｓｐｒｅｐｕｌｓｅｔｏ
＋１０ｍＶｆｒｏｍａｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ－８０ｍＶｗａｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｖａｒｉｏｕｓ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｄｕｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｎｂｙａｔｅｓｔｐｕｌｓｅｔｏ＋１０ｍＶｆｏｒ１００ｍｓ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝５）

1

　讨　论

本文的实验结果表明，Ｈ２Ｓ能增加 ＤＲＧ细胞

ＴＴＸＳ钠电流，并且具有明显的浓度依赖性。给予
Ｈ２Ｓ供体ＮａＨＳ后，ＴＴＸＳ钠通道电流激活曲线右
移，半激活电压向去极化方向偏移，表明 Ｈ２Ｓ使
ＴＴＸＳ钠通道在膜电位相对较正时才被激活，但不
影响增加通道的开放数量，这与增加电流幅度有

关［１２］。此外，ＮａＨＳ使ＴＴＸＳ钠通道电流稳态失活
曲线向去极化方向偏移，表明 Ｈ２Ｓ引起钠通道失
活较慢，使通道开放时间延长，从而增加电流

幅度［１３］。

除了ＴＴＸＳ钠通道，ＤＲＧ上还存在 ＴＴＸＲ钠
通道，Ｑｉ等［１４］研究证明，外源性给予２５０μｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨＳ能显著增加 ＴＴＸＲ钠通道电流密度，增加
ＤＲＧ细胞的兴奋性。另外，在炎症条件下，ＣＢＳ
Ｈ２Ｓ信号通路在伤害性感受的激活和传导过程中
是非常必要的。结合本文的研究结果证实，Ｈ２Ｓ不
仅能影响ＴＴＸＲ钠通道电流，也能增加 ＴＴＸＳ钠
通道电流，因此 Ｈ２Ｓ在疼痛中的作用可能是通过
影响ＴＴＸＲ和 ＴＴＸＳ两种钠通道来发挥作用的，
为治疗疼痛找到了新的靶点，也为探讨 Ｈ２Ｓ在疼
痛中的调节作用提供了新的理论依据。
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