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摘要：目的 研究大鼠脊髓背角胶状质（SG）神经元的去极化反跳及调控机制，以期对去极化反跳相关疾病的临床治疗提供参

考。方法 选取3~5周龄SD大鼠，制作离体脊髓纵切片，应用全细胞膜片钳技术记录SG神经元的电生理学特点及接受超极化

刺激后的反应，并观察超极化激活环核苷酸门控阳离子（HCN）通道阻断剂和T型钙（Cav3）通道阻断剂对去极化反跳的作用。

结果 共记录了63个SG神经元的电活动，其中23个无去极化反跳，19个为去极化反跳无放电，21个为去极化反跳伴放电。无

去极化反跳组SG神经元的动作电位阈值（-28.7±1.6 mV）明显高于去极化反跳伴放电组（-36.0±2.0 mV）（P<0.05）。HCN通道

阻断剂氯化铯和ZD7288可显著延长去极化反跳伴放电的潜伏期，分别从45.9±11.6 ms增加到121.6±51.3 ms（P<0.05）和从

36.2±10.3 ms增加到 73.6±13.6 ms（P<0.05）；ZD7288也能显著延长去极化反跳不伴放电的潜伏期，从 71.9±35.1 ms增加到

267.0±68.8 ms（P<0.05），而T型钙通道阻断剂氯化镍和米贝地尔可显著降低去极化反跳伴放电的振幅，分别从19.9±6.3 mV降

到9.5±4.5 mV（P<0.05）和从26.1±9.4 mV降到15.5±5.0 mV（P<0.05），米贝地尔同样能显著降低去极化反跳不伴放电的振幅，从

14.3±3.0 mV降低至7.9±2.0 mV（P<0.05）。结论 近2/3的SG神经元有去极化反跳，其潜伏期和振幅分别受HCN通道和T型钙

通道调控。

关键词：去极化反跳；脊髓背角胶状质神经元；超极化激活环核苷酸门控阳离子通道；T型钙通道；全细胞膜片钳记录

Abstract: Objective To investigate the rebound depolarization of substantia gelatinosa (SG) neurons in rat spinal dorsal horn
and explore its modulatory mechanisms to provide better insights into rebound depolarization-related diseases. Methods
Parasagittal slices of the spinal cord were prepared from 3- to 5-week-old Sprague-Dawley rats. The electrophysiologic
characteristics and responses to hyperpolarization stimulation were recorded using whole-cell patch-clamp technique. The
effects of hyperpolarization-activated cyclic nucleotide gated cation (HCN) channel blockers and T-type calcium channel
blockers on rebound depolarization of the neurons were studied. Results A total of 63 SG neurons were recorded. Among
them, 23 neurons showed no rebound depolarization, 19 neurons showed rebound depolarization without spikes, and 21
neurons showed rebound depolarization with spikes. The action potential thresholds of the neurons without rebound
depolarization were significantly higher than those of the neurons with rebound depolarization and spikes (-28.7 ± 1.6 mV
vs -36.0 ± 2.0 mV, P<0.05). The two HCN channel blockers CsCl and ZD7288 significantly delayed the latency of rebound
depolarization with spike from 45.9 ± 11.6 ms to 121.6 ± 51.3 ms (P<0.05) and from 36.2 ± 10.3 ms to 73.6 ± 13.6 ms (P<0.05),
respectively. ZD7288 also significantly prolonged the latency of rebound depolarization without spike from 71.9±35.1 ms to
267.0 ± 68.8 ms (P<0.05). The T-type calcium channel blockers NiCl2 and mibefradil strongly decreased the amplitude of

rebound depolarization with spike from 19.9 ± 6.3 mV to
9.5±4.5 mV (P<0.05) and from 26.1±9.4 mV to 15.5±5.0 mV
(P<0.05), respectively. Mibefradil also significantly
decreased the amplitude of rebound depolarization
without spike from 14.3 ± 3.0 mV to 7.9 ± 2.0 mV (P<0.05).
Conclusion Nearly two-thirds of the SG neurons have
rebound depolarizations modulated by HCN channel and
T-type calcium channel.
Keywords: rebound depolarization; spinal dorsal substan-
tia gelatinosa neurons; hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide gated cation channel; T-type calcium channel;
whole-cell patch-clamp recording
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位于脊髓背角Ⅱ层的胶状质（SG）区，是从外周向

中枢传递伤害性信息的中继站，研究SG神经元的基本

电生理特性及其离子基础，对探讨伤害性信息的产生、

传递及调控机制具有非常重要的意义［1］。研究表明，许

多区域的神经元在接受抑制性的信号输入（超极化刺

激）后，可将其转化为兴奋性的信号输出（去极化反跳）［2］。

去极化反跳通常在超极化刺激结束时出现，表现为神经

元的一个瞬时去极化反应，在不同脑区具有不同的生理

功能。例如，脑干听觉中枢的上橄榄旁核神经元的去极

化反跳可编码声音的终止信号［3］；小脑深部核团的去极

化反跳参与运动学习过程［4］。调控去极化反跳的离子

通道主要是T型钙通道（Cav3），有时包括超极化激活环

核苷酸门控阳离子（HCN）通道［5］。脊髓背角Ⅰ~Ⅳ层神

经元中均发现有Cav3 mRNA的表达［6］，有研究探讨了

Ⅳ~Ⅵ层神经元去极化反跳的特点［7］，但Ⅱ层中具有去

极化反跳SG神经元的特点及调控机制目前尚无报道。

因此，本研究应用红外可视法全细胞膜片钳技术，观察

离体脊髓薄片中表达去极化反跳的SG神经元的基本电

生理特点及离子基础，为进一步揭示SG神经元兴奋性

调控机制和寻求临床疼痛治疗新靶点提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物和脊髓薄片制备

本研究的动物实验严格按照《南昌大学实验动物管

理办法》和《南昌大学动物实验伦理审查》原则进行。健

康3~5周龄Sprague Dawley（SD）大鼠，雌雄不拘，体质

量80~150 g（江西中医药大学动物中心提供）。动物以

乌拉坦（1.2 g/kg）腹腔注射深部麻醉后，用0~4 ℃通有

混合气（95% O2+5% CO2）的解剖液100 mL行心脏灌

流，灌流同时迅速分离脊柱旁肌肉、离断两侧肋骨，取出

脊柱并完全浸入解剖液中；以腹侧入路切除椎板，以腰

骶膨大部为中心取出脊髓（腰1~骶3），在实体解剖显微

镜下，剥离脊髓表面的硬脊膜、软脊膜及附着神经根后，

放置于3%的琼脂块切槽中，用振动切片机（VT1000S,

Leica）切取300 μm厚的脊髓纵切片，并移至通有混合

气的人工脑脊液（artificial cerebrospinal fluid, ACSF）

中，32 ℃孵育30 min以上。

1.2 溶液和试剂

解 剖 液 组 成 成 分 为（mmol/L）：sucrose 240，

NaHCO3 25，KCl 2.5，NaH2PO4·2H2O 1.25，CaCl2·2H2O

0.5，MgCl2·6H2O 3.5，ascorbic acid 0.4，sodium pyruvate

2（pH=7.4，310 mOsm）；ACSF组成成分为（mmol/L）：

NaCl 117，KCl 3.6，NaH2PO4·2H2O 1.2，CaCl2·2H2O 2.5，

MgCl2·6H2O 1.2，NaHCO3 25，glucose 11，ascorbic acid

0.4，sodium pyruvate 2（pH=7.4，310 mOsm）；电极内液

成份为（mmol/L）：K-gluconate 130，KCl 5，EGTA 0.5，

HEPES 10，Mg-ATP 4，Li-GTP 0.3，phosphocreatine di

（tris）salt 10（pH=7.2，300 mOsm）；河豚毒素（TTX）、氯

化铯（CsCl）、ZD7288，氯化镍（NiCl2）及米贝地尔

（mibefradil）分别用去离子水配置成1000倍的母液，分

装后-20 ℃保存，实验当天用 ACSF配置成终浓度。

TTX购自Tocris，K-gluconate购自Wako，余试剂均购自

Sigma。药物以重力的作用灌流至记录槽，药物之间的

更换通过三方活栓进行。

1.3 全细胞膜片钳记录

参照我们之前的方法［8-9］，将孵育后的脊髓薄片移

入记录槽（体积约为0.5 mL），以通有混合气的ACSF持

续灌流，速度约 2~4 mL/min。电生理记录在室温下

（22~25 ℃）进行。记录用玻璃微电极（TW150F-4，WPI）

由电极拉制仪（P-97，Sutter）拉制而成，充灌电极内液后

电极阻抗为3~5 MΩ。使用红外微分干涉相差显微镜

（IR-DIC）对脊髓薄片进行观察（图1），SG区在低倍镜

（×10）下呈半透明状，高倍镜（×40）下选取状态良好的

SG神经元（胞体有立体感、轮廓清晰、表面光滑，常可见

与胞体相连的较为完整的突起）进行记录，封接成功后

电极阻抗可上升至2~5 GΩ。采用EPC-10膜片钳放大

器进行电信号的放大，记录软件为Patchmaster。电压

钳模式下测量SG神经元的膜电容和膜电阻，电流钳模

式下测量静息电位、动作电位阈值、振幅和半宽度。参

照以往的报道，纳入本研究中进行分析的神经元静息电

位均较-40 mV更负［10］。

1.4 统计学分析

所有数据均以均数±标准误表示，n为神经元的数

目，给药前后比较采用 t检验进行分析，多组样本比较采

用方差分析，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 脊髓背角SG神经元的基本电生理特性

如图 1 所示，脊髓背角 SG 区在低倍显微镜

（BX51WI, Olympus）下为半透明区（图1A）；高倍红外

微分干涉相差镜（IR-1000, Dage-MIT）下可清晰的看到

神经元形态（图1B），所有实验结果的记录均在全细胞

膜片钳封接后5~10 min，电流稳定之后进行。本研究共

对63个SG神经元进行了全细胞膜片钳记录，给予SG

神经元时程1 s，大小为-120 pA的超极化刺激，可观察

到细胞受超极化刺激（图1C紫色框内部分）后产生的去

极化反应（图1C、D、E黑色箭头所指）。根据有或无去

极化反跳及是否伴有放电，我们将SG神经元分为3组：

无去极化反跳、有去极化反跳不伴放电和有去极化反跳

伴放电，以下分别简称为无反跳（图1C）、反跳不伴放电

（图1D）和反跳伴放电（图1E）。各组神经元的电生理学

特点如表1所示：无反跳组和反跳伴放电组的动作电位

阈值有显著差异（P<0.05），而各组的静息电位、膜电容、

动作电位振幅和半宽度之间均无显著差异。

·· 205



J South Med Univ, 2017, 37(2): 204-209 http://www.j-smu.com

2.2 SG神经元去极化反跳的调控机制

为研究SG神经元去极化反跳的离子机制，我们分

别测试了HCN通道阻断剂氯化铯和ZD7288，以及T型

钙通道阻断剂氯化镍和米贝地尔对去极化反跳的作

用。部分SG神经元在接受超极化刺激后产生去极化反

跳（图2A），去极化反跳具有两个重要的参数：潜伏期和

振幅，前者是指从超极化刺激结束到去极化反跳最高处

的时间，后者是指静息电位与去极化反跳最高处的振幅

差值（图2C）。为测量去极化反跳参数，我们在部分实

验中加入 TTX（0.5 mol/L）以消除钠离子动作电位

（图2B、图3B）。

ACSF中加入氯化铯（1 mmol/L）后（图2C、D），反跳

伴放电的潜伏期从45.9±11.6 ms增加到121.6±51.3 ms

（n=5，P<0.05），是用药前的 2.57倍；而振幅变化不明

显，用药前后的振幅分别为9.5±3.5 mV和9.8±3.4 mV

（n=5，P>0.05）。部分研究认为，氯化铯是一种非选择性

HCN通道阻断剂，为进一步验证HCN通道与反跳伴放

电潜伏期的关系，我们观察了选择性HCN通道阻断剂

ZD7288（0.01 mmol/L）的作用。与氯化铯的结果类似，

ZD7288 显著延长了反跳伴放电的潜伏期，从 36.2±

10.3 ms延长至73.6±13.6 ms（n=5，P<0.05），而对振幅

无明显作用，用药前后的振幅分别为10.6±1.9 mV和

10.5±1.3 mV（n=5，P>0.05，图2E、F）。此外，氯化铯和

ZD7288显著减小了HCN通道电流（图2D、E，红色箭头）。

为观察T型钙通道的作用，我们在ACSF中加入氯

化镍（0.2 mmol/L）（图 3C、D），反跳伴放电的振幅从

19.9±6.3 mV降到9.5±4.5 mV（n=4，P<0.05），是用药前

的0.5倍；而潜伏期改变不明显，用药前后的潜伏期分别

为41.8±15.4 mV和34.0±11.2 mV（n=4，P>0.05）。高选

择性T型钙通道阻断剂米贝地尔（0.01 mmol/L）对反跳

伴放电的作用与氯化镍类似，能显著降低振幅，从26.1±

9.4 mV降到15.5±5.0 mV（n=4，P<0.05），而对潜伏期无

明显影响，用药前后的潜伏期分别为37.2±4.6 mV和

图1 脊髓背角SG神经元在显微镜下的形态及SG神经元接受超极化电流刺激后的代表性反应
Fig.1 Morphology and representative responses of SG neurons after hyperpolarization current stimulation. A, B:
Representation of the position of SG in a parasagittal spinal cord slice (A) and IR-DIC image (B); C: No rebound
depolarization; D: Rebound depolarization without spike; E: rebound depolarization with spike.

Recording electrode

SG neuron

Recording electrode

SG

0 pA
-120 pA

No rebound depolarization Rebound without spikeRebound with spike

10 mV

0.2 s

A B

C
D E

500 μm 20 μm

RMP: Resting membrane potential; Cm: Membrane capacitance;

AP-T: Threshold of action potential. AP-A: Amplitude of action

potential; AP-HF: Half width of action potential. The action potential

thresholds in no rebound depolarization group are significantly higher

than those in rebound depolarization with spike group (*P<0.05).

表1 SG神经元的基本电生理学特点
Tab.1 Electrophysiologic characteristics of SG neurons

Characteristics

n

RMP (mV)

Cm (pF)

AP-T (mV)

AP-A (mV)

AP-HF (ms)

Total

63

-53.5±0.8

61.2±7.2

-31.6±1.0

71.7±1.7

1.2±0.1

No rebound

23

-55.3±1.6

53.2±5.1

-28.7±1.6*

66.9±2.3

1.5±0.2

Rebound
without spike

19

-52.8±1.0

56.5±4.9

-30.3±1.0

72.6±1.6

1.0±0.1

Rebound
with spike

21

-52.1±1.5

74.2±20.8

-36.0±2.0*

76.3±4.1

1.0±0.1
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图3 T型钙通道阻断剂对SG神经元去极化反跳伴放电的振幅和潜伏期的作用
Fig.3 Effects of T-type calcium channel blockers on amplitude and latency of rebound depolarization with spike in SG neurons. A:
Response of a SG neuron to -120 pA hyperpolarization current; B: Response of a SG neuron to TTX; C: Response of a SG neuron to TTX
and NiCl2; D: Superimposed traces of control, TTX, and NiCl2 shown in (A-C), which are from the same neuron; E: Rebound
depolarization before and after mibefradil treatment; F: NiCl2 and mibefradil significantly decreased the amplitude (*P<0.05 vs control)
but did not affect the latency of rebound depolarization with spike (P>0.05 vs control).
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图2 HCN通道阻断剂对SG神经元去极化反跳伴放电的振幅和潜伏期的作用
Fig.2 Effects of HCN channel blockers on amplitude and latency of rebound depolarization with spike in SG neurons. A: Response
of a SG neuron to -120 pA hyperpolarization current; B: Response of a SG neuron to TTX; C: Response of a SG neuron to TTX and
CsCl; D: Superimposed traces of control, TTX, and CsCl shown in (A-C), which are from the same neuron; E: Rebound
depolarization before and after ZD7288 treatment; F: CsCl and ZD7288 significantly delayed the latency of rebound depolarization
with spike vs control (*P<0.05) but had no effect on the amplitude (P>0.05).
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41.2±8.2 mV（n=4，P>0.05，图3E、F）。

在反跳不伴放电的神经元中，ZD7288用药后的潜

伏期从71.9±35.1 ms增加到267.0±68.8 ms（n=5，P<0.05），

是用药前的5.34倍；而振幅变化不明显，用药前后的振

幅分别为4.5±1.7 mV和5.0±2.6 mV（n=5，P>0.05），是

用药前的0.94倍（图4B、C）。米贝地尔用药前后的潜伏

期分别为43.1±9.6 ms和46.2±6.6 ms，用药后是用药前

的1.17倍（n=5，P>0.05）；而振幅从14.3±3.0 mV降低至

7.9±2.0 mV，是用药前的0.55倍（n=5，P<0.05，图4E、F）。

与反跳伴放电组的结果类似，ZD7288显著延长了反跳不

伴放电的潜伏期而对振幅无明显作用，米贝地尔能显著

降低其振幅而对潜伏期无明显作用（图4G）。

以上结果表明，SG神经元的去极化反跳的潜伏期

与HCN通道相关，振幅与T型钙通道相关。

3 讨论

去极化反跳可由内在神经环路的抑制性突触后电

流（IPSC）或来自放大器的超极化电流刺激诱发，多见于

具有自发性节律发放的神经元，如丘脑皮层神经元［11］，

此外还见于无自发性节律发放的神经元，如海马CA1

区椎体神经元［12］、内膝体神经元［5］和脊髓背角深层神经

元［7］等。本研究发现约63%的脊髓背角SG神经元可记

录到去极化反跳现象，其中53%的去极化反跳伴有动作

电位的发放。

SG区神经元初步整合来自Aδ及C纤维传入的外

周伤害性信息，这些信息再经过脊髓丘脑束等上行通路

进入中枢神经系统高级部位，同时SG区还汇聚来自脑

干和大脑皮质的下行抑制性投射神经纤维，这些上行与

下行系统连同局部的中间神经元共同构成了复杂的神

经网络，是“闸门控制理论”的核心，尤其是该区域的长

时程增强（LTP）在慢性疼痛的发生与发展中具有关键

作用［13］。Yasaka等［10］发现成年SD大鼠中，具有去极化

反跳的SG神经元约占所记录神经元的30%~40%，而在

幼年C57Bl/6小鼠的背角浅层神经元中，该比例不到

30%［14］，均低于本研究中的比例。表明不同种属或脑区

的神经元，不仅静息电位等基本内在电生理特性存在差

异，超极化刺激诱发的去极化反跳也不完全相同。

动作电位阈值与神经元兴奋性有密切的关系，通常

情况下，动作电位阈值越负，神经元兴奋性越高。本研

究发现，反跳并放电组比无反跳组神经元的动作电位阈

值更负，提示前者与后者相比，在接受外来刺激信号时

更容易兴奋，从而在整个神经回路中发挥调制作用。

SG神经元按照末梢释放的递质不同，分为兴奋性和抑

制性两大类［10］。“反跳伴放电”多见于抑制性中间神经

元，表明其功能主要是接受下行抑制传入并将信息传递

给其他神经元，维持局部神经网络的平衡。“反跳不伴放

电”及“无反跳”在抑制性和兴奋性中间神经元中表达无

明显差异［15-16］，为明确这两种现象在SG神经元中的功

能需进行深入研究，如进行配对膜片钳或单细胞

RT-PCR实验。

HCN通道和T型钙通道通过调控SG神经元去极

化反跳的潜伏期和振幅，识别外周刺激强度及脊髓背角

的抑制-兴奋信息间的转换，对整合躯体感觉信息具有

重要的意义［7］。大量研究表明，去极化反跳的产生与T

图4 HCN通道阻断剂和T型钙通道阻断剂对SG神经元去极化反跳不伴放电的振幅和潜伏期的作用
Fig.4 Effects of HCN channel and T-type calcium channel blockers on amplitude and latency of rebound depolarization without spike
in SG neurons. A: Response of a SG neuron to -120 pA hyperpolarization current; B: Response of a SG neuron to ZD7288; C:
Superimposed traces of control and ZD7288 shown in (A-B), which are from the same neuron; D: Response of a SG neuron to -120 pA
hyperpolarization current; E: Response of a SG neuron to mibefradil; F: Superimposed traces of control and mibefradil shown in (D-E)
which are from the same neuron; G: ZD7288 significantly delayed the latency (*P<0.05 vs control) but did not affect the amplitude (P>
0.05) of rebound depolarization without spike. Mibefradil significantly decreased the amplitude (*P<0.05 vs control) but did not affect
the latency (P>0.05) of rebound depolarization without spike.
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型钙通道的去失活有关。静息状态下，电压依赖的T型

钙通道处于失活状态，短暂的超极化刺激可解除T型钙

通道的失活状态（此时仍为关闭状态），当撤去超极化刺

激，细胞膜再次恢复到相对去极化的状态时，T型钙通

道被激活［17］。T型钙通道的激活具有时间和电压依赖

性，即超极化刺激强度越小，时间越长，诱发的T型钙通

道的电流越小［5］。本研究的结果说明，SG神经元的去极

化反跳的振幅受T型钙通道调控，阻断T型钙通道后，

钙电流明显减少，导致振幅显著降低。T型钙通道有3

种亚型：Cav3.1、Cav3.2和Cav3.3，基因敲除Cav3.1或

基因沉默Cav3.2可显著减轻动物的痛敏。研究表明：T

型钙通道与神经病理性疼痛相关，其阻断剂能减轻大鼠

痛觉过敏［18-20］。在不同疼痛模型中的T型钙通道表达比例

显著上升，阻断T型钙通道可有效缓解触诱发痛［21-22］。

另外，SD大鼠坐骨神经结扎导致超极化激活的阳离子

电流（Ih）表达增加，而且在疼痛期间神经兴奋性增高，

应用介导Ih的HCN通道特异性阻断剂ZD7288后疼痛

缓解［23-25］。以上研究表明HCN通道和T型钙通道在神

经病理性痛的发生发展中具有重要的作用。本研究结

果发现HCN通道和T型钙通道可调控脊髓背角SG神

经元的去极化反跳的潜伏期和振幅，表明去极化反跳与

慢性痛的发生机制密切相关。

本研究通过对急性分离脊髓切片的SG神经元进

行全细胞膜片钳记录，探讨了表达去极化反跳的SG神

经元的基本电生理特性，阐明了去极化反跳的离子机

制，为临床治疗疼痛的药物研发提供了理论基础。
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