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七氟醚对初级感觉神经元突触前抑制的作用
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　　摘　要：目的　观察七氟醚在大鼠急性分离的背根神经节（ＤＲＧ）神经元上对γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）激活膜电流（ＩＧＡＢＡ）的影

响，探讨七氟醚在脊髓水平的作用。方法　采用全细胞膜片钳技术记录七氟醚对ＩＧＡＢＡ的调制作用。结果　（１）ＧＡＢＡ（１～

１０００μｍｏｌ／Ｌ）可以使８６．８％（９２／１０６）的ＤＲＧ神经元产生浓度依赖性的内向电流。（２）七氟醚（３０～３０００μｍｏｌ／Ｌ）非浓度依赖

性地增强ＧＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ）激活的电流，在３００μｍｏｌ／Ｌ时增强作用最明显（犘＜０．０５，狀＝６）。（３）七氟醚（１００、３００、１０００

μｍｏｌ／Ｌ）对ＧＡＢＡ激活电流的增强作用与ＧＡＢＡ呈浓度依赖性，七氟醚对较小浓度的ＧＡＢＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）激活电流的增强率最

大（犘＜０．０５，狀＝６）。结论　七氟醚通过增强ＧＡＢＡ激活的电流，增强初级感觉突触前抑制。
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　　七氟醚是一种较新的卤族吸入麻醉剂，与其他麻醉药物相

比，其优点是诱导迅速、刺激性小、溶解度低及较好的血流动力

学稳定性，并且吸收和清除迅速，并发症少，这些特性使其成为

一种理想的吸入性麻醉药物广泛应用于临床。但是，吸入性麻

醉药物对中枢神经系统的作用机制尚未完全阐明［１］。以往的

研究证明吸入性麻醉药物如氟烷、异氟烷、七氟烷在脊髓水平

有明显的抗伤害感受作用［２］。近年来，越来越多的证据支持麻

醉药物通过加强抑制性突触功能而发挥作用［３］。γ氨基丁酸

（ＧＡＢＡ）存在于中枢神经系统中，作为最重要的抑制性神经递

质之一，在伤害性信息处理或痛觉调制中发挥重要作用，目前

已经证实 ＧＡＢＡ受体主要参与痛觉的传递
［４］。背根神经节

（ＤＲＧ）细胞是躯体感觉信息的初级传入神经元，在疼痛的发

生和维持中起着重要的作用［５］。本实验拟用膜片钳技术在

ＤＲＧ细胞上检测七氟醚对ＧＡＢＡ激活电流的影响，探讨七氟

醚在初级感觉突触前（脊髓）发挥作用的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料　选用４周龄ＳＤ大鼠（１５０～２００ｇ），雌雄不限，由

新疆医科大学实验动物中心提供，动物质量符合一级标准。胶

原酶、胰蛋白酶、胰蛋白酶抑制剂、ＧＡＢＡ、ＨＥＰＥＳ为Ｓｉｇｍａ公

司产品。其余试剂均为国产分析纯试剂。Ａｘｏｎ７００Ｂ放大器

（美国Ａｘｏｎ公司）、Ｐ９７拉制仪（美国Ｓｕｔｔｅｒ公司）、生物电信

号记录计算机（Ａｘｏｓｃｏｐｅ１０．２软件，美国Ａｘｏｎ公司）。

１．２　方法　将大鼠击昏、断头后迅速切开背部皮肤，沿脊柱两

侧剪断与之相连的肋骨及软组织，取出颈、胸、腰段脊柱。由脊

柱正中纵向剖成两半，置于细胞外液中，外液成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）：

ＮａＣｌ１５０、ＫＣｌ５、ＣａＣｌ２２．５、ＭｇＣｌ２１、ＨＥＰＥＳ１０、Ｄｇｌｕｃｏｓｅ

１０，ＮａＯＨ调节ｐＨ 为７．３～７．４，溶液渗透压为３３０ｍＯｓｍ。

由剖开的椎管内侧弃去脊髓，逐个取出神经节及相连的神经

根，在显微镜下用精细角膜剪和游丝镊子剪除相连的神经根和

周围的结缔组织被膜，将修剪干净的ＤＲＧ剪碎成２～３块，转
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移到加有胰蛋白酶０．２５ｍｇ／ｍＬ、胶原酶０．５ｍｇ／ｍＬ的ＥＰ管

中，置于３７℃的恒温恒湿箱内１５ｍｉｎ。取出放入少量的胰蛋

白酶抑制剂终止其继续消化。将上述机械分离和酶处理的

ＤＲＧ神经元进行离心（１０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ），弃去上清液，

采用膜片钳实验将ＤＲＧ细胞外液移入沉淀中，吹打使其分散

后移入培养皿内，加入细胞外液，在室温静置至少３０ｍｉｎ，待细

胞贴壁后进行试验。

使用 Ａｘｏｎ７００Ｂ放大器进行全细胞膜片钳实验记录，记

录电极尖端直径约为１μｍ，电极阻抗约为３～５Ｍμ，由Ｐ９７

拉制仪二步拉制，电极充灌内液成分（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ１４０、

ＣａＣｌ２１、ＭｇＣｌ２２、ＨＥＰＥＳ１０、ＥＧＴＡ１１，ＫＯＨ 调节 ｐＨ 为

７．３～７．４。实验在倒置显微镜下，选用分离的单个细胞呈圆形

或椭圆形，贴壁良好、轮廓及形态清晰、胞膜完整有光晕、折光

性强且胞质均匀的中小细胞，细胞直径１５～４５μｍ。通过微操

纵器将玻璃微电极移至细胞表面后给予负压吸引，电极与细胞

膜形成高阻（＞１ＧΩ）封接后将膜吸破，然后调节电容和串联

电阻保持电压为－６０ｍＶ，膜电流应用低通滤波（１０Ｈｚ）。

药物均用无糖外液配制，七氟醚在实验前３０ｍｉｎ之内配

置，给药系统为密闭的，通过微操纵器移动快速换液装置的排

药管进行，排药管每管的直径为０．５ｍｍ，管口距所记录的细胞

１００μｍ，实验在室温２０～３０℃进行。细胞外灌流ＧＡＢＡ给药

顺序由低浓度到高浓度依次进行，给药时间为５～６ｓ，给药间

歇为４ｍｉｎ，给药间歇用细胞外液冲洗。给七氟醚混合液时，同

上先灌流相同浓度的ＧＡＢＡ引出电流作为前对照，待ＩＧＡＢＡ

稳定后，洗脱４ｍｉｎ后持续预灌流七氟醚１０ｓ，然后灌流５ｓ

ＧＡＢＡ和七氟醚的混合液，洗脱至ＩＧＡＢＡ恢复到前对照水平

后，灌流另一浓度的七氟醚。记录不同浓度七氟醚对ＩＧＡＢＡ

的增强作用，并计算七氟醚对ＩＧＡＢＡ的增强率＝（Ｉ混合－ＩＧＡＢＡ）÷

ＩＧＡＢＡ×１００％ 。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料采用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，给药前后

采用两均数的狋检验来分析数据。犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＤＲＧ细胞ＧＡＢＡ激活电流　实验共检测了１０６个细胞，

其中大多数（８６．８％，９２／１０６）对ＧＡＢＡ敏感。ＧＡＢＡ（１～１０００

μｍｏｌ／Ｌ）激活的内向电流具有明显去敏感性，且具有浓度依赖

性（犘＜０．０５，狀＝６），见图１。本实验室已经验证此反应可被

ＧＡＢＡＡ受体特异性激动剂蝇蕈醇（１００μｍｏｌ／Ｌ）模拟，被

ＧＡＢＡＡ受体选择性拮抗剂荷包牡丹碱（１００μｍｏｌ／Ｌ）阻断（图

２）
［６］。提示ＧＡＢＡ激活的内向电流由ＧＡＢＡＡ受体所介导。

２．２　七氟醚对ＧＡＢＡ激活电流的增强作用　预灌流七氟醚

（３０～３０００μｍｏｌ／Ｌ）１０ｓ后对 ＧＡＢＡ（１０～１００μｍｏｌ／Ｌ）激活

电流产生明显的调制作用，在９２个对ＧＡＢＡ反应敏感的神经

元中：七氟醚对其中８１个神经元（８８．０４％，８１／９２）膜上ＧＡＢＡ

激活电流产生增强效应；对２个神经元（２．１７％，２／９２）无明显

作用；对１１个神经元（１１．９６％，１１／９２）呈现抑制作用。其中还

发现在６１．９６％（５７／９２）的ＤＲＧ神经元膜上，当七氟醚的浓度

为３００～３０００μｍｏｌ／Ｌ时可引起一个外向电流（见图３）。

２．２．１　七氟醚非浓度依赖性的增强ＧＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ）激活

电流　预灌流七氟醚（３０～３０００μｍｏｌ／Ｌ）对 ＧＡＢＡ（１００

μｍｏｌ／Ｌ）激活电流的增强作用与七氟醚呈非浓度依赖性，七氟

醚的浓度为１００～３０００μｍｏｌ／Ｌ时对ＧＡＢＡ激活电流的增强

作用具有统计学意义（犘＜０．０５，狀＝６），当七氟醚的浓度分别

为１００、３００、１０００、３０００μｍｏｌ／Ｌ时对ＧＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ）激

活电流的增强率分别为３４．１７％±４．８５％、４４．２５％±９．４８％、

４１．４２％±７．２６％、１８．９８％±０．６７％，可以看出当七氟醚浓度

为３００μｍｏｌ／Ｌ时对ＧＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ）激活电流增强作用最

明显（犘＜０．０５，狀＝６），见图３。

图１　　ＧＡＢＡ激活的浓度依赖性的内向电流

图２　　荷包牡丹碱对ＧＡＢＡ激活内向电流的影响

　　Ａ：不同浓度七氟醚对１００μｍｏｌ／ＬＧＡＢＡ激活电流的增强率。与

３０μｍｏｌ／Ｌ组比较，
犘＜０．０５；与３００μｍｏｌ／Ｌ组比较，

＃犘＜０．０５；与

１０００μｍｏｌ／Ｌ组比较，
＆犘＜０．０５；与３００μｍｏｌ／Ｌ组比较，

＆犘＜０．０５。

Ｂ：不同浓度七氟醚对１００μｍｏｌ／ＬＧＡＢＡ激活电流的增强比值。与

ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，犘＜０．０５；与３０μｍｏｌ／Ｌ组比较，
＃犘＜０．０５；与１００

μｍｏｌ／Ｌ组比较，
△犘＜０．０５。

图３　　七氟醚对１００μｍｏｌ／ＬＧＡＢＡ激活电流的增强作用

２．２．２　七氟醚对ＧＡＢＡ激活电流的增强作用与ＧＡＢＡ呈浓

度依赖性　预灌流１００、３００、１０００μｍｏｌ／Ｌ七氟醚对ＧＡＢＡ激

活电流的增强作用与ＧＡＢＡ呈浓度依赖性（图４），七氟醚对较

小浓度的ＧＡＢＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）激活电流的增强率最大，即增强

作用最明显（犘＜０．０５，狀＝６），当七氟醚的浓度为１００、３００、１

０００μｍｏｌ／Ｌ时对ＧＡＢＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）激活电流的增强率分别
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达１２４．６３％ ±２２．８７％、１８６．８８％ ±３０．６９％、１５３．６５％±

２８．９４％。可以看出当七氟醚的浓度为３００μｍｏｌ／Ｌ时对ＧＡ

ＢＡ（１０～１００μｍｏｌ／Ｌ）激活电流的增强作用最明显（犘＜０．０５，狀

＝６），见图４。

　　：犘＜０．０５，与１００μｍｏｌ／Ｌ组比较，；
＃：犘＜０．０５，与５０μｍｏｌ／Ｌ

组比较。

图４　　不同浓度的七氟醚对不同浓度的ＧＡＢＡ激活

电流的增强作用

３　讨　　论

实验结果显示，不同浓度的七氟醚（１００～３０００μｍｏｌ／Ｌ）

均能增强大鼠背根神经节细胞 ＧＡＢＡ激活的电流，当七氟醚

浓度为３００μｍｏｌ／Ｌ时增强作用最明显，达４４．２５％±９．４８％。

七氟醚对 ＧＡＢＡ激活电流的增强作用与 ＧＡＢＡ呈浓度依赖

性，对较小浓度的ＧＡＢＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）激活电流的增强作用最

明显，其中３００μｍｏｌ／Ｌ的七氟醚对１０μｍｏｌ／ＬＧＡＢＡ激活电

流的增强率为１８６．８８％±３０．６９％。

ＧＡＢＡ是中枢神经系统中最重要的抑制性神经递质之

一，它在脊髓背角通过突触前抑制作用，减少初级传入神经末

梢兴奋性神经递质的释放，即“突触前抑制”［７］。当 ＧＡＢＡ的

浓度越低时，ＧＡＢＡ能系统在初级感觉传入终末产生的突触

前抑制作用越弱，而本实验中七氟醚对较低浓度 ＧＡＢＡ激活

电流的增强作用较明显，可能的原因是七氟醚可以通过增强

ＧＡＢＡ对ＧＡＢＡ受体的亲和力，来发挥抗伤害的作用。罗爱

林等［８］证明当七氟醚的浓度超过３０００μｍｏｌ／Ｌ时，ＧＡＢＡ激

活电流的峰值会下降，这可能与部分阻塞氯通道有关，因此，本

次试验采用七氟醚的浓度为３０～３０００μｍｏｌ／Ｌ。ＧＡＢＡＡ受

体复合物是一个多亚基配体门控的离子通道，一些药物可以作

用于ＧＡＢＡＡ受体复合物而产生类似ＧＡＢＡ反应发挥作用，

例如巴比妥类、苯二氮卓类、类固醇类和异丙酚类等药物。有

研究证明，七氟醚在海马神经元可引起一种内向电流，而且该

电流可被荷包牡丹碱阻断，这表明该电流和 ＧＡＢＡＡ受体有

关［９］。还有一些全身麻醉药物可通过增加该受体复合物中氯

通道的平均开放时间或开放频率而增强 ＧＡＢＡ作用
［１０］。并

且Ｊｏｎｅｓ等
［１０］还证明３种吸入性麻醉药物（氟烷、恩氟烷、异氟

烷）在培养的海马神经元上可加强ＧＡＢＡ激活的氯电流。Ｗｕ

等［１１］推断ＧＡＢＡＡ受体上似乎存在一个对于许多吸入麻醉药

的结合位点，而临床浓度的七氟醚所通过的结合位点和苯巴比

妥或地西泮是不同的。另外徐宏伟等［１２］采用放射配体结合分

析法，进行抑制实验及饱和实验，也进一步证实七氟醚可提高

ＧＡＢＡ与ＧＡＢＡＡ受体的亲和力，但不影响ＧＡＢＡ的结合位点。

在临床麻醉中根据患者的年龄和麻醉方法的不同，七氟醚

的最低肺泡有效浓度（ｍｉｎｉｍｕｍａｌｖｅｏｌａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＡＣ）

为１．４８％～２．０３％，相应的血药浓度是３４０～４７０μｍｏｌ／Ｌ，本

实验中接近这个浓度的七氟醚浓度是３００μｍｏｌ／Ｌ，临床上

ＭＡＣ的七氟醚（６８０～９４０μｍｏｌ／Ｌ）可以作为惟一使用的麻醉

药诱导后气管内插管，这和本次实验中应用的１０００μｍｏｌ／Ｌ

的七氟醚很接近，但由于在手术室中七氟醚很少单独使用，通

常七氟醚是混合着氧气一起使用，这会使七氟醚实际进入血液

的浓度降低，所以在临床中七氟醚经常使用的浓度和本次试验

中对ＧＡＢＡ激活电流的增强作用最明显的七氟醚浓度是十分

接近的。

本实验采用膜片钳技术在ＤＲＧ细胞上检测到七氟醚对

ＧＡＢＡ激活的电流有增强作用，当 ＧＡＢＡ浓度越低时 ＧＡＢＡ

能系统在初级感觉传入终末产生的突触前抑制作用越弱，而七

氟醚却对较低浓度的 ＧＡＢＡ激活电流的增强作用最明显，这

可以部分解释七氟醚在初级感觉突触前（脊髓）发挥麻醉作用

的可能机制。
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