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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 Ａ 型肉毒毒素(ＢｏＮＴ / Ａ)对神经病理性疼痛大鼠背根神经节(ＤＲＧ)神经元中钠通

道 Ｎａｖ１.３ 和功能性钠电流的影响ꎮ 方法　 建立保留性神经损伤(ＳＮＩ)病理性疼痛模型ꎬ将造模成功大鼠根据

注射溶液的不同按随机数字表法分为生理盐水注射组(注射生理盐水)和 ＢｏＮＴ / Ａ 注射组(注射 ＢｏＮＴ / Ａ)ꎬ每
组 ９ 只ꎻ另取 ９ 只大鼠设为假手术组ꎬ只分离暴露坐骨神经分支ꎬ但不做神经结扎手术ꎮ 术后第 ５ 天在一侧足

底皮下注射 ＢｏＮＴ / Ａ(７ Ｕ / ｋｇ 和 １５ Ｕ / ｋｇ)或等量的生理盐水ꎬ检测注射后不同时间点(给药后第 ３ 天、第 ７ 天

和第 １４ 天)大鼠机械撤足阈值的变化ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测观察给药后第 ７ 天和第 １４ 天 ＢｏＮＴ / Ａ 对各组

大鼠 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 蛋白表达的影响ꎬ用电生理膜片钳检测 ＢｏＮＴ / Ａ 对各组大鼠功能性河豚毒素敏感

型(ＴＴＸ￣Ｓ)钠电流的影响ꎮ 结果　 足底皮下注射 ＢｏＮＴ / Ａ 可显著升高外周神经损伤后下降的机械触痛阈(Ｐ<
０.００１)ꎬ缓解神经病理性疼痛ꎮ ＳＮＩ 术后 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 蛋白表达明显上调(Ｐ<０.００１)ꎬＢｏＮＴ / Ａ 干预

后第 ７ 天和第 １４ 天的 Ｎａｖ１.３ 蛋白表达显著下调(Ｐ<０.０１)ꎻＢｏＮＴ / Ａ 可降低 ＳＮＩ 术后增大的 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流

(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＢｏＮＴ / Ａ 可调控 Ｎａｖ１.３ 钠通道蛋白表达ꎬ影响功能性 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流ꎬ发挥改善神经病理性

疼痛的作用ꎮ
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　 　 外周神经损伤可引起神经病理性疼痛ꎬ表现为顽
固的自发性疼痛(无任何刺激下感觉疼痛)、痛超敏
(痛阈下降ꎬ非伤害性刺激即引起疼痛)和痛觉过敏
(轻微疼痛刺激可引起强烈痛反应)ꎬ发作时痛感明
显ꎬ且在损伤愈合后仍长时间存在ꎬ严重影响患者的生
活质量ꎬ目前尚无满意的治疗方案[１]ꎮ 因此ꎬ探究神
经病理性疼痛的发病机制和寻找新的治疗靶点是多年
来疼痛研究和康复的热点ꎮ

神经病理性疼痛的发病机制较为复杂ꎬ研究发现
外周神经或组织损伤后可促进炎症因子和介质释放ꎬ
使疼痛传入神经的兴奋性增高ꎬ痛觉感受器发生敏化ꎻ
作为初级感觉传入的背根神经节(ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎꎬ
ＤＲＧ)神经元在外周神经损伤后可产生异常的自发放
电ꎬ参与慢性疼痛的产生[２]ꎻＤＲＧ 神经元中电压依赖
性钠离子通道( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬＶＧＳＣｓ)
在神经损伤后异常放电中发挥着重要作用[３]ꎮ ＶＧＳＣｓ
有多达 １０ 种亚型ꎬ其中 Ｎａｖ１.３ 亚型因在病理性疼痛
过程中的异常表达与痛敏行为关系密切而受到显著关
注[４]ꎬ观察神经病理性疼痛过程中钠离子通道结构或
功能的可塑性改变ꎬ对研究其发病机制有重要意义ꎮ

肉毒毒素是肉毒杆菌产生的一种神经毒素ꎬ其中
毒力最强的 Ａ 型肉毒毒素( ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ
Ａꎬ ＢｏＮＴ / Ａ)被最早批准应用于实验和临床研究ꎮ 早
期在临床主要用于抑制肌肉收缩ꎬ治疗斜视、肌张力障
碍、痉挛状态等ꎻ之后大量临床研究证实ꎬＢｏＮＴ / Ａ 对
各种疼痛也有较好疗效[５￣６]ꎻＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛机制可能
不依赖于其放松肌肉的作用ꎬ在肌张力恢复正常后或
非肌痉挛引起的疼痛中 ＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛作用依然存
在[７]ꎬ所以 ＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛作用可能存在其他的机制ꎮ
近期国外部分研究[９￣１０] 发现ꎬＢｏＮＴ / Ａ 可能通过调控
ＤＲＧ 神经元中一些离子通道[８]及炎症因子(白介素、Ｐ
物质等) 发挥镇痛作用ꎬ 但钠离子通道是否参与
ＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛机制目前研究甚少见报道ꎮ 本课题组
前期研究[１１]发现ꎬＢｏＮＴ / Ａ 调控钠通道亚型 Ｎａｖ１.８ 对
缓解腰 ５ 脊神经前根切断所致的神经病理性疼痛有重
要意义ꎬ但 ＢｏＮＴ / Ａ 是否还能调控其它亚型钠通道尚
未见有报道ꎮ 本研究通过观察 ＢｏＮＴ / Ａ 对外周保留性
神经损伤( ｓｐａｒｅｄ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙꎬ ＳＮＩ)模型大鼠神经病
理性疼痛的镇痛效果及其对 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 蛋
白表达和功能性钠电流的影响ꎬ旨在探讨和了解
ＢｏＮＴ / Ａ 镇痛作用的可能机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物
选取由中山大学实验动物中心提供的 ２００ ｇ 左右

的成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠ꎬ分笼饲养ꎬ安静

环境ꎬ室温保持在(２５±１)℃和 ５０％ ~ ６０％的湿度ꎬ白
天黑夜循环照明ꎮ 神经元分离培养和电生理实验所用
化合物购自美国 ＳＩＧＭＡ 公司ꎻＡ 型肉毒毒素(保妥适)
由美国艾尔建公司生产ꎻ河豚毒素( ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎꎬＴＴＸ)
购自江苏泰州康特生物科技有限公司ꎮ

二、大鼠 ＳＮＩ 造模及分组
ＳＮＩ 模型大鼠的制作方法和标准均参照已发表文

献[１２]的方法ꎬ用 ２％氟烷麻醉大鼠ꎬ剪掉大鼠一侧大腿
毛发ꎬ消毒手术部位后剪开大腿外侧皮肤后分离肌肉ꎬ
暴露坐骨神经及其三个分支(腓肠神经、腓总神经和
胫神经)ꎮ 丝线紧紧结扎腓总神经和胫神经ꎬ并从结
扎远端剪掉 ２ ~ ４ ｍｍꎬ注意不要损伤腓肠神经ꎮ 术后
动物在无外界刺激情况下出现自发撤足反应且持续性
后爪屈曲收缩视为造模成功[１２]ꎮ

将造模成功大鼠根据注射溶液的不同按随机数字
表法分为生理盐水注射组(注射生理盐水)和 ＢｏＮＴ / Ａ
注射组(注射 ＢｏＮＴ / Ａ)ꎬ每组 ９ 只ꎻ另取 ９ 只大鼠设为
假手术组ꎬ只分离暴露坐骨神经分支ꎬ但不做神经结扎
手术ꎮ 所有术后大鼠伤口均经无菌盐水冲洗后分层缝
合ꎬ避免不必要的出血和感染等因素对实验的影响ꎮ
本研究方案由中山大学实验动物伦理委员会批准
(ＳＹＳＵ￣ＩＡＣＵＣ￣２０２０￣Ｂ１１１２)ꎬ所有实验都尽量减轻动
物的痛苦并按照有关实验原则操作ꎮ

三、给药方法
ＢｏＮＴ / Ａ 组在 ＳＮＩ 造模成功后第 ５ 天行一侧的足

底皮下注射ꎬ分别于给药后第 ３ 天、第 ７ 天和第 １４ 天ꎬ
测试大鼠机械触痛阈的变化情况ꎮ 因过小剂量
(<３.５ Ｕ / ｋｇ)的 ＢｏＮＴ / Ａ 短时间内无明显作用ꎬ而过大
剂量(>３０ Ｕ / ｋｇ)的 ＢｏＮＴ / Ａ 可能会松弛肌肉干扰实
验ꎬ故选择 ＢｏＮＴ / Ａ 的注射剂量为 ７ Ｕ / ｋｇ 和 １５ Ｕ / ｋｇꎮ
大鼠麻醉后暴露一侧足底ꎬ用微量注射器吸取按大鼠
体重计算好剂量的 ＢｏＮＴ / Ａ 小心注射于足底ꎬ注意避
免损伤血管及穿破皮下导致药物渗漏ꎮ

四、痛觉行为学测试
机械刺激撤足阈值测试采用“ｕｐ￣ｄｏｗｎ”方法[１３]ꎬ

每组测试大鼠数量为 ９ 只ꎮ 选用 ８ 根强度对数递增的
ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝ꎬ将大鼠置于底部为金属网的透明玻
璃箱内安静 １０~ １５ ｍｉｎ 后ꎬ用不同强度 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维
丝刺激大鼠足底部皮肤ꎮ 每次刺激持续 ２ ~ ３ ｓꎬ每一
个强度应用 １０ 次ꎬ间隔时间 ５ ｍｉｎꎮ 大鼠出现舔舐后
爪行为或快速抬起后爪表示为阳性反应ꎮ 计算 ５０％
的阳性反应阈值为大鼠的撤足反射阈值ꎮ

五、分离和培养 ＤＲＧ 神经元
用酶消化法分离和培养 ＤＲＧ 神经元[１１]ꎬ将大鼠

置于冰袋上ꎬ取出椎间孔中腰４￣５背根神经节ꎬ分离剪碎
后转移到含有胰酶(０.４ ｍｇ / ｍｌ)和胶原酶(０.６ ｍｇ / ｍｌ)
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的细胞培养基 ( Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ /
Ｈａｍ′ｓ Ｆ１２ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ / Ｆ１２)中ꎬ３５ ℃振荡
消化 ３０ ｍｉｎꎬ用巴氏吸管吹打以分散细胞后离心 ５ ｍｉｎ
(离心半径 １５ ｃｍꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ加入含 １０％胎牛血清
的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基终止消化ꎬ分离上清液后再次离
心ꎬ然后种在包被多聚赖氨酸的小玻片上ꎬ放置于温箱
内(５％ ＣＯ２ꎬ ３７ ℃)ꎮ

六、免疫蛋白印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测
参考前期已发表文献[１４]用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组

大鼠 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 蛋白表达量ꎬ每组实验数
量为 ４ 只大鼠ꎮ 将处死后的大鼠置于冰上ꎬ取出大鼠
Ｌ４￣Ｌ５ 段的 ＤＲＧꎬ修剪后剪碎并加入裂解液(ＳＤＳ Ｌｙｓｉｓ
Ｂｕｆｆｅｒ)ꎬ再按 １ ∶ １００ 比例加入蛋白酶 /磷酸酶抑制剂
(博士德ꎬ武汉)ꎬ将混合液置于冰上用细胞破碎仪破
碎细胞 ３ ｍｉｎ 得到蛋白液ꎮ ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ(离心半
径 ８.６ ｃｍꎬ１４０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ取上清液加入上样缓冲液沸
水中煮沸 １０ ｍｉｎꎮ 用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离至目的
蛋白到合适位置ꎬ取下凝胶湿法电转至聚偏氟乙烯
(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜ꎬ经过含 ５％脱脂奶
粉 ＴＢＳＴ 溶 液 室 温 封 闭 １ ｈ 后ꎬ 抗 Ｎａｖ１. ３ 抗 体
(１ ∶ ２００ꎬ兔来源多克隆抗体ꎬ以色列 Ａｌｏｍｏｎｅ Ｌａｂｓ)一
抗孵育 ４ ℃ 过夜ꎮ 次日ꎬ甲烷盐缓冲液( ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)清洗 ＰＶＤＦ 膜后用辣根过氧化
物 酶 ( ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＲＰ ) 标 记 的 二 抗
(１ ∶ ２０００ꎬ美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司) 孵育
１ ｈꎮ 漂洗后加入化学发光液ꎬ暗室曝光ꎬ显影ꎬ定影ꎬ
对灰度值进行定量分析ꎮ

七、电生理膜片钳实验
将分离培养的 ＤＲＧ 神经元细胞种植于小玻片上ꎬ

放入置于倒置显微镜上的固定灌流槽内ꎬ给氧并持续
灌流ꎮ 在安静环境下调节微操纵仪使电极贴附神经元

细胞后给予负压吸引ꎬ待达到稳定高阻封接后进行快
电容补偿ꎬ用负压或电击破膜并补偿慢电容ꎬ形成全细
胞记录模式ꎮ 实验各组选取 ９~１０ 个神经元进行电生
理记录ꎮ 使用德国 ＨＥＫＡ ＥＰＣ１０ 放大器和配套软件
采集并分析数据ꎮ 使用美国 Ｓｕｔｔｅｒ Ｐ８７ 拉制仪制作电
极电阻 １~ ３ ＭΩ 的玻璃微电极ꎮ 串联电阻和漏电流
均给予补偿以减少实验误差ꎮ 电流采样频率为５ ｋＨｚꎬ
滤过频率为 ２ ｋＨｚꎮ 电极内、外液及钠电流记录方法
参见前期文献[１５]ꎮ

八、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ ２０.０ 版统计软件对所得数据进行统计

学分析处理ꎬ实验结果以均数±标准误(ｍｅａｎ±ＳＥ)表
示ꎮ 不同组间的数据比较用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)处理ꎻ行为学 ５０％撤足阈值(ｇ)使用配对秩
和检验(Ｗｉｌｃｏｘｏｎ Ｓｉｇｎｅｄ Ｒａｎｋｓ Ｔｅｓｔ)ꎮ Ｐ<０.０５认为差
异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＢｏＮＴ / Ａ 可缓解 ＳＮＩ 引起的神经病理性疼痛
与假手术组比较ꎬＳＮＩ 术后第 １ 天ꎬＳＮＩ 模型大鼠的

机械刺激撤足阈值显著下降ꎬ至少可持续到术后第 １９
天(Ｐ < ０. ００１)ꎮ ＳＮＩ 术后第 ５ 天一侧足底皮下注射
ＢｏＮＴ / Ａ(７ Ｕ / ｋｇ)后第 ３ 天大鼠的机械刺激撤足阈值即
出现明显上升(Ｐ<０.０５ꎬ与生理盐水注射组比较)ꎬ且随
时间的延长其缓解疼痛效果逐渐明显ꎬ注射后第 ７ 天和
第 １４ 天机械撤足阈值均显著上升(Ｐ<０.００１ꎬ与生理盐
水注射组比较)ꎬ详见图 １Ａꎮ 注射 １５ Ｕ / ｋｇ 的 ＢｏＮＴ / Ａ
注射组与注射 ７ Ｕ / ｋｇ 的 ＢｏＮＴ / Ａ 作用效果类似且更为
明显ꎬ注射后第 ３ 天可见痛阈显著升高(Ｐ<０.０１ꎬ与生理
盐水注射组比较)ꎬ持续到给药后第 １４ 天作用仍十分明
显(Ｐ<０.００１ꎬ与生理盐水注射组比较)ꎬ详见图 １Ｂꎮ

　 　 注:Ａ 为 ＢｏＮＴ / Ａ(７ Ｕ / ｋｇ)给药后各组大鼠机械触痛阈比较ꎻＢ 为 ＢｏＮＴ / Ａ(１５ Ｕ / ｋｇ)给药后各组大鼠机械触痛阈比较ꎻ与假手术组比

较ꎬａＰ<０.００１ꎻ与生理盐水注射组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎬｃＰ<０.０１ꎬｄＰ<０.００１ꎬ虚线为给药时间点

图 １　 各组大鼠不同时间点的足底机械触痛阈比较
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　 　 二、ＢｏＮＴ / Ａ 对初级传入神经元中 Ｎａｖ１.３ 蛋白表
达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ假手术组大鼠 Ｌ４￣Ｌ５

ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 蛋白表达量很低(图 ２)ꎬＳＮＩ 显
著升高了神经元中 Ｎａｖ１.３ 的蛋白表达(Ｐ<０.００１ꎬ与假
手术组比较)ꎮ 行为学检测后ꎬ选用 ７ Ｕ / ｋｇ 的 ＢｏＮＴ /
Ａ 注射剂量ꎬ观察在 ＳＮＩ 大鼠注射后第 ７ 天和第 １４ 天
时间点的 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 钠通道蛋白表达变化
情况ꎬ结果显示ꎬＢｏＮＴ / Ａ 显著下调了 Ｎａｖ１.３ 蛋白表达
水平(Ｐ<０.０１ꎬ与生理盐水注射组比较)ꎬ详见图 ３ꎮ

图 ２　 各组大鼠 ＤＲＧ 神经元中的 Ｎａｖ１.３ 蛋白表达

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.００１ꎻ与生理盐水注射组比较ꎬｂＰ<
０.０１
图 ３　 各组大鼠 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 蛋白相对表达量的比较

三、ＢｏＮＴ / Ａ 对 ＤＲＧ 神经元中功能性河豚毒素敏
感型(ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎬＴＴＸ￣Ｓ)钠电流的影响

电生理方法检测 ＳＮＩ 术后 ＤＲＧ 神经元中 ＴＴＸ￣Ｓ
峰电流密度(ｐＡ / ｐＦ)的变化及 ＢｏＮＴ / Ａ(７ Ｕ / ｋｇ)注射
７ ｄ 和 １４ ｄ 后对 ＴＴＸ￣Ｓ 峰电流密度的影响(图 ４)ꎬ结
果显示ꎬＳＮＩ 术后 ＤＲＧ 神经元中 ＴＴＸ￣Ｓ 电流密度与假
手术组相比ꎬ显著增大(Ｐ<０.０１)ꎻＢｏＮＴ / Ａ 注射 ７ ｄ 和
１４ ｄ 后ꎬＤＲＧ 神经元中 ＴＴＸ￣Ｓ 的电流密度与生理盐水
注射组相比ꎬ显著减小(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ５ꎮ

讨　 　 论

基础研究和临床实践均发现 ＢｏＮＴ / Ａ 对各种疼痛
有较好的治疗效果ꎬ但其镇痛机制仍在不断探索中ꎮ
近期对 ＢｏＮＴ / Ａ 的机制研究发现ꎬＢｏＮＴ / Ａ 可能通过
调控离子通道、神经递质或疼痛相关因子改善由神经
损伤或炎症引起的病理性疼痛[８￣９ꎬ１６]ꎬ但与疼痛产生密

图 ４　 各组大鼠 ＤＲＧ 神经元中 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流记录图

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与生理盐水注射组比较ꎬｂＰ<
０.０５

图 ５　 各组大鼠 ＤＲＧ 神经元中 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流密度的比较

切相关的钠离子通道是否参与了 ＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛机制
目前所知甚少ꎬ我们近期的研究发现 ＢｏＮＴ / Ａ 可调控
钠通道亚型 Ｎａｖ１.８ 缓解疼痛[１１]ꎬ但 ＢｏＮＴ / Ａ 是否还能
调控其他亚型钠通道的表达或功能还未见深入研究ꎮ
本研究在外周神经损伤所致神经病理性疼痛模型
(ＳＮＩ)大鼠上发现 ＢｏＮＴ / Ａ 可显著和迅速地缓解 ＳＮＩ
介导的神经病理性疼痛症状ꎬ通过分子生物学方法发
现 ＢｏＮＴ / Ａ 干预后可显著下调 ＳＮＩ 后表达上调的
Ｎａｖ１.３ 蛋白水平ꎬ最后利用膜片钳方法检测 ＢｏＮＴ / Ａ
可降低 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流密度ꎮ

Ａ 型肉毒毒素是最早被发现并批准应用于临床的
肉毒毒素ꎬ近年来被广泛用于治疗各种常见病理性疼
痛ꎬ如头痛、三叉神经痛、疱疹后神经痛、脑卒中后肩
痛、骨性关节炎、膀胱疼痛综合征等[５ꎬ６ꎬ１７￣１８]ꎬ且其镇痛
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机制不依赖于其放松肌肉的作用ꎮ 在疼痛模型动物上
的研究也发现ꎬＢｏＮＴ / Ａ 可缓解坐骨神经结扎引起的
机械痛敏和热痛敏症状[１９]ꎮ 本研究通过使用损伤腓
总神经和胫神经的 ＳＮＩ 疼痛模型复制了神经病理性疼
痛ꎬ发现 ＳＮＩ 术后不同时间点(第 １、３、８、１２、１９ 天)大
鼠机械触痛阈迅速下降ꎬ至术后 １９ 天的时间点仍较明
显ꎮ 由于过小剂量( <３.５ Ｕ / ｋｇ)的 ＢｏＮＴ / Ａ 短时间内
无明显作用ꎬ而过大剂量(>３０ Ｕ / ｋｇ)的 ＢｏＮＴ / Ａ 会出
现明显松弛肌肉作用ꎬ因此本研究选择 ７ Ｕ / ｋｇ 和
１５ Ｕ / ｋｇ的 ＢｏＮＴ / Ａ 在 ＳＮＩ 大鼠一侧足底皮下注射ꎬ发
现注射３ ｄ后大鼠机械触痛阈显著升高ꎬ在上述测试时
间点的镇痛效果持续ꎬ一直到给药后 １４ ｄ(即术后第
１９ 天)效果仍然显著ꎬ这与其它在慢性坐骨神经挤压
伤、脊神经结扎等所致病理性疼痛模型上发现局部注
射 ＢｏＮＴ / Ａ 可迅速缓解神经病理性疼痛症状ꎬ且持续
时间长达 ３ 周左右的研究发现相一致[２０￣２１]ꎮ

目前有关 ＢｏＮＴ / Ａ 影响 ＤＲＧ 神经元发挥镇痛作
用的机制研究主要有调控 ＴＲＰＶ１ 通道[２２]、影响白介
素水平[１０]、调节疼痛相关因子如 Ｐ 物质[９]和降钙素基
因相关肽(ＣＧＲＰ) [２３] 的表达等方面ꎬ但不可忽视的
是ꎬＤＲＧ 神经元中电压依赖性钠离子通道(ＶＧＳＣｓ)与
神经损伤后异常电活动和病理性疼痛的发生发展密切
相关ꎮ 在行为学实验明确了 ＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛效应基础
上ꎬＤＲＧ 神经元中 ＶＧＳＣｓ 的表达或功能调控是否参与
了 ＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛机制ꎬ是本研究关注的科学问题ꎮ

大量研究发现ꎬ神经损伤后 ＶＧＳＣｓ 是决定 ＤＲＧ
神经元中异位放电和高兴奋性的重要因素ꎬ其结构或
者功能的改变可直接调控中枢和外周神经系统神经元
的兴奋性ꎮ 研究发现在损伤的神经末端有钠通道的异
常集聚ꎬ应用钠通道阻断剂可抑制 ＤＲＧ 神经元的异位
放电ꎬ有效缓解疼痛症状[３]ꎮ ＴＴＸ￣Ｓ 钠通道是 ＶＧＳＣｓ
的主要类型之一ꎬ分布在 ＤＲＧ 神经元中与病理性疼痛
密切相关的 ＴＴＸ￣Ｓ 亚型主要是 Ｎａｖ１. ３ 和 Ｎａｖ１. ７ꎮ
Ｎａｖ１.３ 在大鼠胚胎神经系统中表达较高ꎬ但出生后表
达逐渐下降ꎬ至成年时的脊髓和 ＤＲＧ 细胞内几乎没有
或相对较少表达ꎬ但在神经损伤后成年大鼠 ＤＲＧ 神经
元中可出现 Ｎａｖ１.３ 的再表达[２４]ꎮ 本研究也发现ꎬＳＮＩ
术后 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３ 的蛋白表达水平显著上
调ꎬ而 ＢｏＮＴ / Ａ 注射后 ７ 天和 １４ 天 ＳＮＩ 大鼠 Ｎａｖ１.３ 蛋
白表达显著下调ꎬ表明 ＢｏＮＴ / Ａ 对神经损伤后再表达
的 Ｎａｖ１.３ 钠通道存在下调作用ꎮ 但改变了蛋白的表
达是否能影响功能性钠电流? 为解决这一问题ꎬ本研
究用电生理方法观察了 ＢｏＮＴ / Ａ 对钠电流的影响ꎮ 由
于 Ｎａｖ１.３ 是外周神经损伤后 ＴＴＸ￣Ｓ 中唯一上调的钠
通道[２５]ꎬ本身具备快速激活、失活和快速恢复的动力
学特征ꎬ且其表达增加与神经损伤引起的 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电

流失活后快速恢复的转化相平行ꎬ因此目前认为神经
损伤后 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流改变与 Ｎａｖ１.３ 表达增加相关ꎮ
本研究参照我们前期的膜片钳记录方法[１５] 记录 ＴＴＸ￣
Ｓ 钠电流ꎬ通过对 ＴＴＸ￣Ｓ 峰值电流密度分析发现ꎬＳＮＩ
术后 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流密度显著增大ꎬ这与发现 ＳＮＩ 上调
Ｎａｖ１.３ 蛋白表达的结果相平行ꎻＢｏＮＴ / Ａ 注射后 ７ 天
和 １４ 天均可显著减小 ＳＮＩ 术后增大的 ＴＴＸ￣Ｓ 电流ꎬ提
示对 Ｎａｖ１.３ 和 ＴＴＸ￣Ｓ 电流的调控可能是 ＢｏＮＴ / Ａ 发
挥镇痛效应的重要作用机制之一ꎮ 但钠通道包括很多
亚型ꎬＢｏＮＴ / Ａ 的镇痛机制中不能排除存在调控其他
亚型钠通道的可能ꎻ此外ꎬ由于尚未出现明确的特异性
钠通道亚型阻断剂ꎬ除 Ｎａｖ１.３ 之外是否有其他亚型
ＴＴＸ￣Ｓ 钠通道(如 Ｎａｖ１.７)参与了 ＢｏＮＴ / Ａ 对 ＴＴＸ￣Ｓ 钠
电流的影响ꎬ目前还不能明确ꎬ有待于今后更深入的
研究ꎮ

综上所述ꎬＢｏＮＴ / Ａ 可显著缓解 ＳＮＩ 介导的神经
病理性疼痛ꎬ其机制可能与调控 ＤＲＧ 神经元中 Ｎａｖ１.３
蛋白表达和功能性 ＴＴＸ￣Ｓ 钠电流有关ꎮ
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