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慢性痛大鼠背根节神经元自发放电对脊髓背角广动力神经元

的影响
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摘  要：本文旨在研究慢性背根节压迫(chronic compression of dorsal root ganglion, CCD)模型大鼠背根节(dorsal root ganglion, 
DRG)神经元自发放电活动对脊髓背角广动力(wide dynamic range, WDR)神经元兴奋性的影响。以大鼠为实验对象，随机分

为正常对照组和CCD组，在体情况下对DRG和脊髓背角WDR神经元分别进行细胞内和细胞外记录。结果显示，CCD术后，

WDR神经元自发放电发生率及放电频率与正常对照组比较均增加(P < 0.05)，分别为59.46%和(4.30 ± 0.69) Hz。在CCD大鼠

DRG局部给予50 nmol/L河豚毒素(tetrodotoxin, TTX)，WDR神经元自发放电活动从加药前的(191.97 ± 45.20)/min降至(92.50 ± 
30.32)/min，差异有统计学意义(P < 0.05)；而正常对照组没有自发放电活动的WDR神经元在DRG局部给予100 mmol/L氯化

钾后出现高频放电，洗脱后恢复(n = 5)。给予坐骨神经非痛电刺激在正常对照组WDR神经元没有记录到后放电，在CCD组

可以在36.36% (12/33)WDR神经元记录到后放电，L4、L5 DRG局部表面直接给予TTX (50 nmol/L)，后放电频率从加药前的

(263 ± 56.5) Hz降至(117 ± 30) Hz，差异有统计学意义(P < 0.05)。研究结果提示外周神经损伤后，DRG神经元的异位自发放

电活动对脊髓WDR神经元兴奋性改变有重要的作用。
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Abstract: The aim of the paper is to study the effect of spontaneous firing of injured dorsal root ganglion (DRG) neuron in chronic 
compression of DRG (CCD) model on excitability of wide dynamic range (WDR) neuron in rat spinal dorsal horn. In vivo intracellu-
lar recording was done in DRG neurons and in vivo extracellular recording was done in spinal WDR neurons. After CCD, incidence of 
spontaneous discharge and firing frequency enhanced to 59.46% and (4.30 ± 0.69) Hz respectively from 22.81% and (0.60 ± 0.08) Hz 
in normal control group (P < 0.05). Local administration of 50 nmol/L tetrodotoxin (TTX) on DRG neuron in CCD rats decreased the 
spontaneous activities of WDR neurons from (191.97 ± 45.20)/min to (92.50 ± 30.32)/min (P < 0.05). On the other side, local admin-
istration of 100 mmol/L KCl on DRG neuron evoked spontaneous firing in a reversible way (n = 5) in silent WDR neurons of normal 
rats. There was 36.36% (12/33) WDR neuron showing after-discharge in response to innocuous mechanical stimuli on cutaneous 
receptive field in CCD rats, while after-discharge was not seen in control rats. Local administration of TTX on DRG with a concentra-
tion of 50 nmol/L attenuated innocuous electric stimuli-evoked after-discharge of WDR neurons in CCD rats in a reversible manner,  
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and the frequency was decreased from (263 ± 56.5) Hz to (117 ± 30) Hz (P < 0.05). The study suggests that the excitability of WDR 
neurons is influenced by spontaneous firings of DRG neurons after CCD.

Key words: dorsal root ganglion (DRG) neuron; chronic compression of DRG; wide dynamic range neuron; spontaneous firing; after-
discharge

神经病理性疼痛为创伤或疾病累及躯体感觉系

统后直接导致的疼痛，以触诱发痛、痛觉过敏及自

发痛为主要表现，其产生机制还不是非常清楚，临

床缺乏有效治疗方法。脊髓背角是痛觉传递的初级

中枢，伤害性信号由初级感觉神经元传入，在此经

过初步整合后通过脊髓上行通路传递，经丘脑到达

大脑皮层引起痛觉。广动力 (wide dynamic range, 
WDR) 神经元是脊髓背角非特异性伤害感受神经

元，在痛觉强度的分辨中有重要作用 [1]。研究显示，

外周神经损伤后，WDR 神经元的电生理学特性发

生改变，包括感受野扩大、自发放电增多、放电阈

值降低等表现 [2] 及对轻刷等非痛机械刺激的反应性

增强 [3]，可能参与神经病理痛的发生。

大量研究显示外周神经损伤后，损伤区域及相

应的背根节 (dorsal root ganglion, DRG) 神经元胞体

兴奋性增高，产生大量异位自发放电活动 [4]。这些

异位放电在外周神经损伤后 24 h 就可发生 [5]，而且

在损伤早期药物干扰异位自发放电活动，可有效抑

制 DRG 卫星细胞及脊髓胶质细胞激活 [6]、交感神

经出芽 [4]、中枢敏化 [7] 等病理改变。此外，研究显

示外周神经损伤后，损伤区域及相应 DRG 神经元

胞体产生的异位自发放电活动与神经病理性痛行为

密切相关 [8]，提示起源于外周神经的异位放电可能

是传递神经病理性痛信息的痛信号。动物实验研究

结果显示，外周神经损伤后早期的异位自发放电主

要起源于有髓鞘的 A 类纤维，主要为 Aβ 纤维 [7,9]，

而且此异位放电活动与触诱发痛行为的发生在时间

进程上有直接关联 [9]，那么 Aβ 神经元的异位自发

放电活动是否是引起脊髓 WDR 神经元兴奋性改变

的直接原因呢？

本实验以大鼠背根节慢性压迫损伤 (chronic 
compression of DRG, CCD) 模型为实验对象，应用

在体细胞内及细胞外记录方法，观察 DRG 神经元

自发放电活动对脊髓 WDR 神经元兴奋性的影响。

1  材料和方法

1.1  实验动物与试剂　　本研究选用 SD 大鼠，性

别不限，体重 180~250 g，由徐州医学院实验动物

中心提供。12 h 亮、暗间隔，适应性喂养 1 周后，

开始进行实验。河豚毒素 (tetrodotoxin, TTX) 购买

于 Sigma 公司 ( 美国 )，其余试剂为国产分析纯。

1.2  CCD 模型制备　　SD 大鼠用 1% 戊巴比妥钠

40 mg/kg 腹腔麻醉，常规手术暴露 L4 和 L5 的横突

和椎间孔，将直径 0.4 mm、长 4 mm 的 L 型不锈钢

柱插入左侧 L4 和 L5 椎间孔，对相应 DRG 形成稳

定压迫 [10]。术毕切口处撒少量青霉素粉末抗炎，然

后逐层缝合肌肉和皮肤。

1.3  机械痛敏行为学测试　　术前对大鼠进行基础

值检测，术后 24 h 开始机械痛敏行为测试。大鼠放

置于底部为金属网格的半透明有机玻璃笼中适应

30 min，室温控制在 (20 ± 2) °C，然后按刺激强度

递增顺序依次施加 Von Frey 纤维细丝至大鼠足底中

心，以细丝稍稍弯曲作为完全受力标准，测量 5 次，

每次间隔 15 s，5 次检查过程中抬腿次数大于或者

等于 3 次，此纤维细丝的克数被定义为机械缩足反

射阈值 (paw withdrawal threshold, PWT)[11]。

1.4  在体细胞内记录　　正常对照组及 CCD 组大鼠

术后 2~8 d，在 17.0% 乌来糖及 1.0% α- 氯醛糖复合

麻醉药 (0.5 mL/100 g, i.p.) 麻醉下，常规手术暴露

L4 和 L5 DRG，用脊柱固定器将大鼠固定，提起切

口周围皮肤做一灌流槽，槽内充灌 95% O2 和 5% 
CO2 饱和的人工脑脊液 (artificial cerebrospinal fluid, 
ACSF)，温度控制在 (33 ± 1) °C。撕除 DRG 表面被

膜，将尖端电阻 40~60 MΩ、内充 3 mol/L 乙酸钾

的玻璃微电极刺入细胞内。记录信号经 AxoClamp-
700A 放大器在电流钳模式下采集，经 1322 A/D 板

采集输入计算机存储，以备分析。

切开记录同侧后肢处皮肤，纵向钝性分离肌肉

组织，游离出坐骨神经股骨后段并悬挂于刺激电极。

将皮肤提起做液槽，内充灌石蜡油。根据神经传导

速度将 DRG 神经元分为三类：C (< 1.2 m/s)、Aδ 
(1.2~7.5 m/s)、Aβ/α (> 7.5 m/s)。也可以根据细胞最

大和最小直径的平均值对细胞进行分类 ：C (< 30 
μm)、Aδ (30~45 μm)、Aβ/α (> 45 μm)。此外 Aβ 神

经元对外周皮肤感受野触摸刺激有反应，本研究仅

对 Aβ 神经元进行探讨。
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1.5  在体细胞外记录　　正常对照组及 CCD 组大鼠

术后 2~8 d，常规麻醉、手术暴露脊髓，将皮肤提

起做一液槽，内充灌 37 °C 2% 琼脂液，待凝固后

在腰膨大上方去除琼脂，撕除硬脊膜，用 ACSF 覆

盖暴露脊髓组织。手术侧 L4、L5 DRG 暴露后撕除

表面结缔组织和被膜，并提起其周围皮肤另做一液

槽以备局部加药用。用脊髓固定器固定大鼠。玻璃

微电极尖端电阻 8~10 MΩ，内充灌 2 mol/L NaCl 溶
液。在脊髓中动脉旁垂直进针，电极下行过程中，

给予同侧后肢皮肤轻刷及钳夹等刺激，WDR 神经

元放电特点是反应程度随刺激强度增加呈递增改

变。用前述方法游离出坐骨神经股骨后段并悬挂于

刺激电极。本实验欲观察 L4 和 L5 DRG 神经元的

自发放电与 WDR 神经元电活动的关系，确认 L4、
L5 DRG 神经元和所记录的 WDR 神经元在同一传

导通路的方法：1、根据坐骨神经支配区域图谱 [12]，

筛选接受 L4 或 L5 DRG 传入的 WDR 神经元；2、
每次实验结束后，在 DRG 局部表面给予 2% 利多

卡因阻断神经传导，再给予外周刺激，如果仍能够

诱发 WDR 神经元的反应，说明二者不在同一通路，

这样的结果弃之不用。

1.6  刺激方式　　实验中对 WDR 神经元外周刺激

方式：1、刷刺激 (1 Hz，10 s) 及钳夹刺激 ( 静脉夹

及动脉夹钳夹，持续 3 s) ；2、电刺激坐骨神经，兴

奋 Aβ 神经元的刺激参数为 0.1 mA，0.05 ms，
1 Hz，10 s。
1.7  数据处理　　放电频率抑制百分数按下列公式

计算：放电频率抑制百分数 = ( 基础频率 − 加药后

放电频率 ) ／基础频率 × 100%。实验数据采用

SPSS 16.0 软件进行统计处理，以 mean ± SD 表示，

多组比较用单因素重复测量方差分析 (one-way 
repeated-measures ANOVA)，组间比较用 t 检验，率

的比较用 χ2 检验。P < 0.05 时认为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  行为学结果

CCD 术后大鼠 PWT 降低。如图 1 所示，正常

对照组 (n = 12) 左后足 PWT 为 (14.17 ± 0.56) g，在

持续的监测过程中没有明显变化。CCD 组大鼠 (n = 
12) 术侧术后 24 h 出现触诱发痛，术后第一天 PWT
从术前 (14.18 ± 1.44) g 降至 (2.80 ± 0.52) g，此敏化

状态持续至术后 20 d，与正常对照组相比差异有统

图    1. 正常对照组和CCD组机械缩足反射阈值检测

Fig. 1. Paw withdrawal threshold (PWT) was measured by Von 
Frey filaments test in normal and CCD groups. Each data point 
represents the mean PWT value on the selected day. Tactile allo-
dynia appeared rapidly (~24 h) following CCD (squares, n = 12) 
and lasted for a long time comparing to those in normal group 
(circles, n = 12). **P < 0.01 vs normal group.

计学意义 (P < 0.01)。还有 3 例大鼠在术后第一天

对棉絮的轻触刺激表现出舔足和抬足，此结果与

Song 等的报道结果 [11] 相似。

2.2  受损DRG神经元放电特性

本研究共对 15 例正常对照组大鼠及 25 例 CCD
组大鼠 DRG Aβ 神经元进行在体细胞内记录。正常

对照组 DRG 神经元自发放电出现频率低，仅占

15.15% (5/33)，CCD 组术后第一天开始，自发放电

率显著升高，达 52.94% (36/68)，两组间有显著差

异 (χ2 = 13.16, P < 0.01)，和以往文献报道结果 [5] 一

致，在损伤早期 Aβ 神经元异位放电以簇放电模式

为主 ( 图 2a)，占 72.22% (26/36)。此外，结果显示

在灌流液中加入 50 nmol/L TTX 有效阻断 DRG 神

经元的自发放电活动和阈下膜电位振荡 (subthresh-
old membrane potential oscillation, SMPO) 发生 ( 图
2b)，但对动作电位的传导没有显著影响 ( 图 2c)，
洗脱后可恢复 ( 图 2d)。
2.3  WDR神经元自发放电活动与DRG的关系

实验共记录 94 个 WDR 神经元，正常对照组

WDR 神经元自发放电发生率为 22.81% (13/57)，
CCD 术 后 WDR 神 经 元 自 发 放 电 率 增 加， 达

59.46% (22/37)，组间差异有统计学意义 (χ2 = 12.9, 
P < 0.01)。而且放电频率也明显改变，正常对照组

基础放电频率是 (0.60 ± 0.08) Hz，CCD 组平均放电

频率为 (4.30 ± 0.69) Hz，差异有统计学意义 (P < 
0.05)。
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图   3. DRG局部给予TTX和氯化钾对WDR神经元自发放电的影响

Fig. 3. Effects of TTX and KCl on the spontaneous activity of WDR neurons applied on DRG. A: The ratemeter record showed the 
suppression of WDR spontaneous firing induced by local application of TTX on DRG neuron in CCD rats. Expanded sweeps in right 
panel showed firing patterns before (a) and during (b) the drug application. B: Histogram summarized the inhibiting effect of TTX 
administered at DRG level on the magnitude of the spontaneous firing of WDR neurons in CCD rats, from (191.97 ± 45.20)/min to (92.50 ± 
30.32)/min, n = 10. *P < 0.05. C: Upper showed original recording of a WDR neuron in normal rats. There was no spontaneous fir-
ing at first, after local application of KCl (100 mmol/L) on DRG, spontaneous firing was evoked on WDR neuron in a reversible way. 
Lower showed the ratemeter record of the same neuron.

图  2. DRG局部给予TTX对CCD大鼠Aβ神经元自发放电活动和阈下膜电位振荡(subthreshold membrane potential oscillation, 
SMPO)的作用

Fig. 2. The effect of TTX applied on DRG on spontaneous activity and subthreshold membrane potential oscillation (SMPO) of an 
Aβ neuron in CCD group. In vivo intracellullar recording from an Aβ DRG neuron showed spontaneous activity (bursting firing) and 
SMPO under control conditions (a), after local application of TTX (50 nmol/L; b, c), the spontaneous activity and SMPO were abol-
ished, however, a single action potential was still evoked immediately after application of electrical stimulation on sciatic nerve (b, 
c), and during washout, the spontaneous activity and SMPO reappeared (d). The spikes were truncated. Expanded sweeps (a–d, lower 
panel) showed the original traces at the time indicated and details of the spikes and SMPO.
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为观察 DRG 神经元自发放电对 WDR 神经元

放电的影响，在 CCD 大鼠 DRG 局部给予 50 nmol/L 
TTX ( 前述研究结果显示此浓度 TTX 只抑制

SMPO，进而影响自发放电的发生，但对动作电位

的传导没有影响 )，5 min 后 WDR 神经元自发放电

活动减少 ( 图 3A)，从加药前的 (191.97 ± 45.20)/min

降至 (92.50 ± 30.32)/min，平均抑制了 (52.90 ± 6.81)% 
(n = 10)( 图 3B)。此外，5 例正常对照组大鼠 WDR
神经元没有自发放电活动情况下，在 DRG 局部给

予 100 mmol/L 氯化钾，加药后 30 s，WDR 神经元

出现了高频放电，洗脱后恢复 ( 图 3C)。
2.4  WDR神经元对非痛刺激产生的后放电与DRG
神经元的关系

正常对照组大鼠给予坐骨神经非痛电刺激 (100 
μA, 50 μs, 1 Hz, 10 s)，文献报道此刺激强度仅引起

图  4. 正常对照组和CCD组大鼠给予坐骨神经非痛电刺激对

WDR神经元的影响

Fig. 4. Responses of WDR neurons to innocuous electrical stim-
uli on sciatic nerve in normal and CCD rats. A: In normal rat, 
sciatic nerve stimulation (ST) produced an initial high frequency 
discharge lasted for the duration of the stimulus. B: In CCD rat, 
the after-discharge induced by ST at Aβ strength was observed 
on a WDR neuron. The stimulation parameter was 0.1 mA, 0.05 
ms, 1 Hz, 10 s. The vertical axis showed the firing frequency 
(each bin represents the rate of discharge in spikes/s) and the 
horizontal axis represented time. C: Histogram summarized the 
after-discharge induced by ST in CCD (268 ± 65 spikes, n = 8) 
and normal groups (10 ± 18 spikes, n = 6). **P < 0.01.

图  5. DRG局部给予TTX抑制WDR神经元对Aβ 纤维兴奋引

起的后放电

Fig. 5. After-discharge of WDR neuron induced by Aβ stimulus 
was suppressed after application of TTX on DRG. A: The origi-
nal recording (upper) and ratemeter histogram of a WDR neuron 
showed that sciatic nerve stimulation (ST) produced an initial 
high frequency discharge lasted for the duration of the stimu-
lus, which followed with a long lasting slowly decaying after-
discharge in a CCD rat. The horizontal axis represented time and 
the vertical axis showed the firing frequency (each bin repre-
sented the rate of discharge in spikes/s). The duration of stimulus 
was shown by line marked by ST with 10 s. B: Original record-
ing (upper) and ratemeter histogram of the same WDR neuron in 
(A) 10 min after TTX application on DRG. It could be observed 
that the after-discharge and spontaneous activity were decreased. 
C: Histogram summarized the inhibiting effect of TTX adminis-
tered at DRG level on the magnitude of after-discharge of WDR 
neurons, from (263 ± 56.5) Hz to (117 ± 30) Hz, n = 5. *P < 0.05.
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Aβ 纤维兴奋 [13]，此时 WDR 神经元只出现高频、

潜伏期短的快反应放电，没有后放电，如图 4A 所示。

然而 CCD 后 2~8 d，在坐骨神经给予同样强度电刺

激，可以在 36.36% (12/33)WDR 神经元记录到后放

电，典型图见图 4B，这是外周神经损伤后 WDR 神

经元放电的特征性改变，据文献报道，这可能是触

诱发痛发生的脊髓机制 [14]。

那么 CCD 后 WDR 神经元对非痛刺激出现的后

放电是否和 DRG 神经元的放电活动有关系呢？我

们在 5 例出现后放电的 WDR 神经元大鼠的 L4、L5 
DRG 局部表面直接给予低浓度 TTX (50 nmol/L)，
10 min 后，后放电频率降低 ( 图 5A)，从加药前的

(263 ± 56.5) Hz 降至 (117 ± 30) Hz ( 图 5B)，加药前

后差异有统计学意义 (P < 0.05)，但是对短潜伏期

高频放电没有影响。ACSF 冲洗 15 min 后，后放电

可以部分恢复。

3  讨论

本研究结果显示，CCD 后脊髓背角 WDR 神经

元兴奋性增加，主要表现为自发放电发生率增高，

部分 WDR 神经元对作用于外周感受野或坐骨神经

的低于痛阈的刺激出现后放电现象；而且 DRG 局

部给予低浓度 (50 nmol/L)TTX 抑制 DRG 神经元异

位自发放电活动后，部分抑制了 WDR 神经元的自

发放电及对非痛刺激的后放电活动。提示外周神经

损伤后，DRG 神经元的异位自发放电活动对脊髓

中枢敏化的产生和维持具有重要的作用。

DRG 为脊髓后根在椎间孔处的膨大部位，由感

觉神经元胞体组成，自身兴奋性低，正常生理情况

下无自发放电产生，其发出的轴突忠实向脊髓背角

传递外周接收到的各类刺激信息。本研究结果显示

CCD 损伤后，相应 DRG 神经元胞体兴奋性增高，

产生大量异位自发放电活动，而且异位放电主要起

源于有髓鞘的 Aβ 神经元，与文献报道 [4,14] 一致。

已有研究显示，异位放电主要起源于外周损伤部

位和相应 DRG 胞体，是损伤后较早出现的病理改

变 [5, 6]，在损伤早期即阻断这些异位放电活动，有

抑制 DRG 卫星细胞及脊髓胶质细胞激活 [6]、交感

神经出芽 [4] 等作用。文献报道，低浓度 (50 nmol/L) 
TTX 通过抑制持续性钠电流，抑制 SMPO，从而抑

制自发放电的产生，不阻断动作电位的产生和传

导 [14]，本研究在 DRG 局部给予此浓度 TTX 能部分

抑制 WDR 神经元自发放电活动，而 DRG 局部给

予 100 mmol/L 氯化钾诱发了无自发放电 WDR 神经

元的放电活动，且洗脱后可恢复，结果提示 WDR
神经元的放电活动部分是由 DRG 神经元传入诱发

产生的。正常情况下外周有髓鞘 Aβ 神经元以谷氨

酸为神经递质，主要传导触、压、振动等非伤害性

刺激，Weissner 等 [15] 研究结果显示单侧 L5 神经切

断神经病理性痛模型，部分 Aβ 类神经元术后第二

天 P 物质表达阳性，术后第四天达到峰值，而 L4
和对侧 L5 DRG 的 Aβ 神经元没有 P 物质表达，提

示外周神经损伤术后部分 Aβ 类神经元合成的神经

递质出现表型改变。此外有研究显示，外周神经损

伤或者炎症等病理情况下，Aβ 神经元降钙素基因

相关肽 (calcitonin gene related peptide, CGRP)[16]、脑

源性神经生长因子 (brain-derived neurotrophic factor, 
BDNF)[17] 等表达增多，这些传递痛觉的神经递质在

自发放电时释放至脊髓背角，引起 WDR 神经元自

发放电的出现率和频率增加，从而参与自发痛的发

生，推测 DRG 神经元的自发放电活动参与自发痛

的发生。

WDR 神经元是脊髓背角非特异性伤害感受神

经元，主要分布在背角 V 层，它们对触、压、温度

及伤害性等刺激都发生反应，并且随刺激强度增加

反应程度呈递增改变，而且部分神经元对伤害性刺

激具有长时程高频率持续放电的特性，认为与 C 类

纤维激活有关，称为后放电 [18]。本研究结果显示，

外周神经损伤后，WDR 神经元的电生理学特性发

生改变，不但出现了高频自发放电活动，而且对非

痛的电刺激，即 Aβ 纤维兴奋时出现了后放电，而

正常对照组后放电只出现于 WDR 神经元对伤害性

刺激的反应，与 Pitcher 等的实验结果 [19] 一致，此

现象契合了外周感受野轻触刺激诱发长时程疼痛的

特征，认为是触诱发疼痛的脊髓机制 [19]。本研究结

果显示，DRG 局部给予低浓度 TTX (50 nmol/L) 在
不阻断动作电位传导的情况下能部分抑制后放电的

发生，提示 DRG 神经元的自发放电活动参与此过

程。1990 年 Devor 和 Wall[20] 观察到在同一 DRG 内，

神经元的电活动可增强相邻神经元的兴奋性，称为

“交互 - 兴奋”现象。发生兴奋反应的神经元 83.5%
是有髓鞘的 Aβ 神经元，且此现象具有频率依赖性，

100~200 Hz 高频刺激引起的去极化作用最强。此现

象提示 DRG 神经元间的信息有一定程度的相互影

响，尤其在损伤情况下，对外周刺激反应增强，从

而能调节感觉功能 [20]。通过“交互 - 兴奋”机制 [20,21]
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可引起更多神经元去极化，当到达阈电位出现自发

放电，这一正反馈过程持续下去可使更多的神经元

产生同步自发放电活动，大大增强外周感觉信息传

入，时断时续地轰击脊髓背角，推测可能是 WDR
神经元后放电发生的外周机制。在临床病例中有些

神经病理性疼痛患者皮肤受到轻触刺激后会有发作

性的、电击样的异常感觉 [22]，可能与此作用有关。

本研究结果提示 Aβ 传入纤维的异位自发活动在中

枢敏化形成中的作用不可小觑。
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