
书书书

·２５４　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ｍａｒ；２８（３）

·论　著·
活性氧族对延髓面神经后核内侧区呼吸节律的调控作用
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［摘要］　目的：探讨活性氧族（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）在延髓面神经后核内侧区（ｔｈｅｍｅｄｉａｌａｒｅａｏｆｎｕｃｌｅｕｓｒｅｔｒｏｆａｃｉａ

ｌｉｓ，ｍＮＲＦ）对呼吸节律调控的作用。方法：仿Ｓｕｚｕｅ方法制作新生大鼠含有舌下神经根及 ｍＮＲＦ的离体延髓脑片标本，以吸

附电极记录舌下神经根呼吸节律性放电活动（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｒｈｙｔｈｍｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ，ＲＲＡ）作为呼吸活动的指标，采用全细胞膜片钳记

录模式在ｍＮＲＦ同步记录呼吸神经元。分别观察特丁基氢过氧化物（ｔｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅ，ｔＢＨＰ）、α硫辛酸 （αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ，α

ＬＡ）对ｍＮＲＦ呼吸起步神经元及ＲＲＡ的影响。结果：ｔＢＨＰ可显著使呼吸周期缩短、幅度增加，αＬＡ使呼吸周期延长、幅度

降低；同时αＬＡ可使Ｃｄ２＋非敏感性呼吸起步神经元动作电位周期显著延长，幅度降低，对Ｃｄ２＋敏感性呼吸起步神经元无显

著影响；ｖｏｌｔａｇｅｓｔｅｐｓ和ｒａｍｐｓ表明αＬＡ可抑制Ｃｄ２＋非敏感性起步神经元的短暂性和持久性的钠电流。结论：ＲＯＳ对

ＲＲＡ、Ｃｄ２＋非敏感性起步神经元具有兴奋性作用，是通过调节钠电流而起作用的。
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　　节律性呼吸是维持生命的基本条件，大量研究
表明基本呼吸节律产生于延髓，但对于基本呼吸中
枢的确切位置仍有一定的争议［１４］。１９９１年，Ｓｍｉｔｈ
等提出，产生基本呼吸节律的关键部位为位于延髓
头段和中段腹侧呼吸组之间的前包氏复合体（ｐｒｅ
Ｂｔｚｉｎｇｅｒｃｏｍｐｌｅｘ，ｐｒｅＢｔＣ）［２］。本实验室以往的
研究表明，在延髓面神经后核内侧区（ｔｈｅｍｅｄｉａｌａｒ
ｅａｏｆｎｕｃｌｅｕｓｒｅｔｒｏｆａｃｉａｌｉｓ，ｍＮＲＦ）被阻滞或电毁损
以后，呼吸节律性电活动消除，提示 ｍＮＲＦ可能是
基本节律性呼吸发生的部位［３，５８］。

　　活性氧族（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓＲＯＳ），包括

Ｈ２Ｏ２、Ｏ２－，是有毒性作用的小分子，能够导致多种
退行性疾病［９］。然而，近来发现微量的ＲＯＳ对细胞
是有益的，能够通过氧化还原通路调节生长因子和
细胞因子的生理功能［１０］。Ｇｒｅｅｎｅ等［１１］在肾小球膜
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细胞中发现，５ＨＴ２Ａ受体的激活可以使 ＲＯＳ及细
胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）表达增加，蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）抑制剂、抗氧化剂可消除上述作用，
认为ＲＯＳ为ＰＫＣ下游产物，５ＨＴ２Ａ受体通过产生
氧化产物传递信号起作用。Ｂｒａｎｄｅｓ等［１２］通过狗的

在体研究发现：５ＨＴ可以使吸气性舌下运动神经
元（ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙｈｙｐｏｇｌｏｓｓａｌｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓ，ＩＨＭＮｓ）
放电频率显著增加，而５ＨＴ２Ａ受体阻断剂ｋｅｔａｎ
ｓｅｒｉｎ可显著抑制５ＨＴ的作用，认为５ＨＴ 调节

ＩＨＭＮｓ活动是通过 ５ＨＴ２Ａ受体作用的。Ｐｅｎａ
等［１３］发现内源性的５ＨＴ２Ａ受体激动剂盐酸２，５二
甲氧基４碘苯基丙烷（Ｒ［２］２，５ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ４ｉｏ
ｄｏａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＯＩ）增加呼吸频率，
阻断５ＨＴ２Ａ受体可以使呼吸频率、幅度下降，呼吸
节律不规则，在细胞水平上发现，阻断５ＨＴ２Ａ受体
使所有依赖于Ｎａ＋电流的起步神经元动作电位释放
减少，依赖于 Ｃａ２＋ 电流的起步神经元不受影响，

ＰＫＣ激活可抑制５ＨＴ２Ａ受体阻断剂的作用，认为
内源性激活５ＨＴ２Ａ受体调节呼吸和ＰＫＣ通路调节
钠电导有关。

　　目前国内外尚无关于ＲＯＳ对呼吸节律、呼吸起
步神经元作用（如自发放电、兴奋性、离子通道等）的
研究报道。基于以上的研究，我们推测：ＲＯＳ对呼
吸节律、依赖于Ｎａ＋电流的起步神经元具有兴奋性
作用，可能是通过调节 Ｎａ＋电流而起作用的。为证
明上述推测，我们在ｍＮＲＦ进行了下述工作。

１　材料和方法

１．１　脑片制备　实验用新生ＳＤ大鼠（Ｐ１～３ｄ），雌
雄不拘，仿Ｓｕｚｕｅ方法［１４］首先制作离体延髓脊髓标
本，经乙醚深麻醉后，迅速在延髓脑桥之间横断脑
干，去除颅骨及脑桥以上的脑组织，剪开延髓背侧颅
骨，小心分离至Ｃ１～Ｃ２段颈髓，完整保留舌下神经。
整个过程均在持续充以９５％Ｏ２和５％ＣＯ２的改良

Ｋｒｅｂ液（ｍｍｏｌ／Ｌ：ＮａＣｌ１２４，ＫＣｌ５，ＣａＣｌ２２，ＭｇＳＯ４
１．３，ＮａＨＣＯ３２６，葡萄糖３０；通以９５％Ｏ２和５％ＣＯ２
平衡１ｈ以上）中进行，３ｍｉｎ内完成标本制作。迅
速将标本移至切片槽内，头端向上，背面倾斜２０°朝
向刀刃，自闩前７００μｍ至闩后１００μｍ切下延髓脑
片（约８００μｍ，含舌下神经根）。该脑片结构中主要
包含面神经后核内侧区，腹侧呼吸组以及背侧呼吸
组的一部分。迅速将脑片移至灌流槽内，以改良的

Ｋｒｅｂ液４～６ｍｌ／ｍｉｎ持续灌流，ｐＨ值７．３５～７．４５，

温度２７～２９℃。

１．２　 使 用 试 剂 　 ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＭｇＳＯ４、

ＮａＨＣＯ３、ｇｌｕｃｏｓｅ、ＣｓＣｌ、氯化四乙铵（ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌａｍ
ｍｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＥＡＣｌ，钾通道阻断剂）、乙二醇
二乙醚二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｔｅｔｒａａｃｅｔａｔｅ，

ＥＧＴＡ）、ＭｇＣｌ２、Ｎａ２ＡＴＰ、ＨＥＰＥＳ、ＭＫ８０１（ＮＭＤＡ
受体阻断剂）、ＣＮＱＸ （６ｃｙａｎｏ７ｎｉｔｒｏｑｕｉｎｏｘａｌｉｎｅ
２，３ｄｉｏｎｅ，非 ＮＭＤＡ 受体阻断剂）、ｓｔｒｙｃｈｎｉｎｅ（甘
氨酸受体阻断剂）、荷包牡丹碱（ｂｉｃｕｃｕｌｌｉｎｅｆｒｅｅ
ｂａｓｅ，ＧＡＢＡＡ受体阻断剂）、镉（ｃａｄｍｉｕｍ，Ｃｄ）、河豚
毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ，用以溶ＣＮＱＸ）、特丁基氢过氧化
物（ｔｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅ，ｔＢＨＰ，氧化剂）、α硫辛酸
（αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ，αＬＡ，抗氧化剂）。除 ＴＴＸ（来自中
国河北水产研究所）外，其余试剂均来源于Ｓｉｇｍａ公
司，实验用双蒸水由南方医科大学中心实验室提
供。　　　　　　　
１．３　主要仪器　微电极拉制器（美国ＳＵＴＥＲＰ
９７，ＳｕｔｔｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ），倒置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ），
微操纵器（ＳＤＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ），Ａｘｏｐａｔｃｈ２００Ｂ膜片钳
放大器（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ），ＦＺＧ８１型直流前置放
大器（上海嘉龙教学仪器厂），ＤＩＧＩＴＡ１３２０实验数
据采集系统（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ），ｐＣｌａｍｐ９．２软件
（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）。

１．４　实验方法

１．４．１　呼吸节律放电记录　用内含银丝的吸附电
极通以负压吸引舌下神经根，信号放大２０００倍，滤
波：低频１．５ｋＨｚ、高频２５０Ｈｚ，将神经电信号（ＲＲ
ＤＡ）经由ＦＺＧ８１型直流前置放大器直接输入ＤＩＧ
ＩＴＡ１３２０实验数据采集系统。用以作记录呼吸神经
元监测指标（图１）。

１．４．２　膜片钳细胞内记录　记录方式为全细胞膜
片钳记录模式，呼吸神经元的依据是根据其所在解
剖位置（ｍＮＲＦ在延髓脑片中线外１／２和２／３及中
线的１／２水平横线腹侧所形成的区域）和放电是否
与舌下神经根一致所确定（图１Ａ）。玻璃微电极电
阻为２～３ＭΩ，电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）为：ＣｓＣｌ１１０，

ＴＥＡＣｌ３０，ＣａＣｌ２１，ＥＧＴＡ１０，ＭｇＣｌ２２，Ｎａ２ＡＴＰ４，

ＨＥＰＥＳ１０（ｐＨ７．２）。信号经１～２ｋＨｚ低通滤波，
减除漏电流。低倍镜下确定 ｍＮＲＦ后，转到高倍镜
下可视状态下，在电压钳状态下封接破膜后，钳制电
压为－６０ｍＶ，进行ｖｏｌｔａｇｅｒａｍｐｓ（－８０～２０ｍＶ，
速率９０ｍＶ／ｓ）和ｓｔｅｐｓ（－８０～＋２０ｍＶ）。继而转
到电流钳状态下记录（钳制电流为０ｐＡ）。
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图１　突触传递的阻断及呼吸起步神经元的确证

Ｆｉｇ１　Ｐｒｅｓｅｎｃｅａｎｄｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｐａｃｅｍａｋｅｒ

ｎｅｕｒｏｎｓｉｎｍｅｄｉａｌｏｆｎｅｕｃｌｅｕｓｒｅｔｒｏｆａｃｉａｌｉｓ（ｍＮＲＦ）

Ａ：Ａｎａｔｏｍｉｃａｌｌａｎｄｍａｒｋｓｏｆａｓｌｉｃｅｏｆｎｅｏｎａｔａｌｍｏｕｓｅｍｅｄｕｌｌａａｎｄｒｅ

ｃｏｒｄｉｎｇｓｉｔｅｓｆｏｒｂｏｔｈｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ（ｈｙｐｏｇｌｏｓｓａｌｎｅｒｖｅ，Ⅻｎ）

ａｎｄｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐａｔｃｈｃｌａｍｐｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓ（Ｖｍ）；Ｂ：Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｒｅ

ｃｏｒｄｉｎｇｓⅫｎａｎｄｔｗｏｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙｎｅｕｒｏｎｓｂｅｆｏｒｅ（ｌｅｆｔ）ａｎｄａｆｔｅｒ

ｂｌｏｃｋａｄｅｏｆｆａｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ（“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”；ｒｉｇｈｔ）．Ｔｈｅｐａｃｅ

ｍａｋｅｒ（Ｃｅｌｌ１）ｂｕｒｓｔｓｅｖｅｎ ｗｈｅｎｆａｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｉｓ

ｂｌｏｃｋｅｄ．Ｔｈｅｎｏｎｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓ（Ｃｅｌｌ２）ｆａｌｌｓｓｉｌｅｎｔ．ＶＭ：ｍｅｍ

ｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｅｃｏｒｄｉｎｇ；Ｉｈ：ｈｏｌｄｉｎｇｃｕｒｒｅｎｔ．Ｖｏｌｔａｇｅａｎｄｔｉｍｅｃａｌｉ

ｂｒａｔｉｏｎｂａｒｓａｐｐｌｙｔｏａｌｌｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓ

　　所有实验记录储存到装有Ｃｌａｍｐｅｘ８．２软件的
电脑，进行统计和分析。

１．５　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，结果采用

ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分析，采用配对ｔ检验、方
差分析。采用Ｏｒｉｇｉｎ７．５软件进行作图。检验标准
为α＝０．０５，Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１为有差异和有显
著性差异。

２　结　果

２．１　突触的分离及ｍＮＲＦ区呼吸起步神经元的确
证　用内含银丝的吸附电极通以负压吸引舌下神经
根（图１Ａ）以记录 ｍＮＲＦＲＲＡ，同时作为全细胞膜
片钳技术记录单个吸气神经元的依据。呼吸起步神
经元的特征是给予去极化电流时会产生异位发放

（ｅｃｔｏｐｉｃｂｕｒｓｔ），我们把这种异位发放作为在ｍＮＲＦ
记录到的呼吸神经元为起步神经元标准之一［１５］（图

１Ａ）。为了进一步证明是否是起步神经元，我们给
予了多种受体阻断剂（Ｃｏｃｋｔａｉｌ）［１６１７］：ＮＭＤＡ受体

ＭＫ８０１１０μｍｏｌ／Ｌ、非 ＮＭＤＡ 受 体 ＣＮＱＸ ２０

μｍｏｌ／Ｌ、甘氨酸受体士的宁１μｍｏｌ／Ｌ、ＧＡＢＡＡ受体

荷包牡丹碱２０μｍｏｌ／Ｌ以阻断突触间的传递（图

１Ｂ），当突触间的传递被Ｃｏｃｋｔａｉｌ阻断后，起步神经
元仍节律性放电（图１ＢＣｅｌｌ１），而非起步神经元则
停止节律性放电（图１ＢＣｅｌｌ２）。在实验中我们共
记录到３６２个呼吸神经元，其中起步神经元１１８个，
非起步神经元２４４个。

２．２　呼吸起步神经元的不同分类　在Ｃｏｃｋｔａｉｌ灌
流下，呼吸起步神经元根据２００μｍｏｌ／ＬＣｄ

２＋能否

阻断其放电分为两类，即Ｃｄ敏感性和Ｃｄ非敏感性
呼吸起步神经元（图２Ａ）。这两类神经元通过给予
去极化（图１Ａ）和（或）超极化电流证明有电压依赖
性发放反应（图２Ｂ）。实验中，我们在记录到的１１８
个呼吸起步神经元中，具有Ｃｄ敏感性呼吸起步神经
元特征的仅有４个，占３．３９％。

图２　起步神经元的不同分类

Ｆｉｇ２　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆ

ｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｍＮＲＦ
Ａ：Ｕｐｐｅｒａｎｄｍｉｄｄｌｅｔｒａｃｅｓ：ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓｏｆｔｗｏｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙｐａｃｅｍａｋ

ｅｒｎｅｕｒｏｎｓｔｈａｔｃｏｎｔｉｎｕｅｄｂｕｒｓｔｉｎｇｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｏｃｋｔａｉｌ；Ａ：

Ｌｏｗｅｒｔｒａｃｅｓ：ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ２００μｍｏｌ／Ｌｃａｄｍｉｕｍ （Ｃｄ２＋）ｒｅｖｅａｌｅｄ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓ：Ｃｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅ（Ｃｅｌｌ１）ａｎｄＣｄｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ（Ｃｅｌｌ

２）；Ｂ：Ｂｏｔｈｔｙｐｅｓｏｆｐａｃｅｍａｋｅｒｓｈａｄｖｏｌｔａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，

ｗｈｉｃｈｗａｓｒｅｖｅａｌｅｄｂｙａｐｐｌｙｉｎｇｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇｃｕｒｒｅｎｔｔｏａＣｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎ．Ｖｏｌｔａｇｅａｎｄｔｉｍｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｂａｒｓａｐｐｌｙｔｏａｌｌｒｅ

ｃｏｒｄｉｎｇｓ

２．３　对舌下神经吸气性放电的影响（ｂｕｒｓｔｆｒｅ
ｑｕｅｎｃｙ）　在新生 ＳＤ 大鼠离体延髓脑薄片上，

ｔＢＨＰ对呼吸节律具有兴奋性作用，而αＬＡ为抑制
性作用（图３Ａ）。灌流５００μｍｏｌ／ＬｔＢＨＰ时，呼吸
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周期（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｙｃｌｅ，ＲＣ）从（１２．６７±２．４７）ｓ减
少到（７．８７±１．２１）ｓ（ｎ＝５，ｔ＝５．５４６，Ｐ＝０．００５），
放电峰值（ｐｅａｋｖａｌｕｅｏｆｄｉｓｃｈａｒｇｅ）从（３４５．１０±
２１．３９）μＶ增加到（３８５．１７±２１．３９）μＶ（ｎ＝５；ｔ＝
６．６５９，Ｐ＝０．００３）；给予２５０μｍｏｌ／ＬαＬＡ 时，ＲＣ
从（１２．６７±２．４７）ｓ增加到（２８．９９±４．９９）ｓ（ｎ＝５；

ｔ＝８．９２４，Ｐ＝０．００１），放电峰值从（３４５．１０±２１．３９）

μＶ减少到（３０４．６１±２６．３４）μＶ（ｎ＝５；ｔ＝４．３２１，

Ｐ＝０．０１２）（图３Ｂ、３Ｃ）。

图３　ｔＢＨＰ、αＬＡ对呼吸节律的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔＢＨＰａｎｄαＬＡｏｎｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｒｈｙｔｈｍ
Ａ：Ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｒｈｙｔｈｍ ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ（ｔｈｅｆｉｒｓｔ

ｔｒａｃｅ），５００μｍｏｌ／ＬｔＢＨＰａｆｔｅｒ１０ｍｉｎ （ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｔｒａｃｅ），２５０

μｍｏｌ／ＬαＬＡａｆｔｅｒ１０ｍｉｎ（ｔｈｅｆｏｕｒｔｈｔｒａｃｅ），ｗａｓｈｏｕｔａｆｔｅｒ３０ｍｉｎ

（ｔｈｅｔｈｉｒｄａｎｄｆｉｆｔｈｔｒａｃｅｓ）；ＢａｎｄＣ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｙ

ｃｌｅａｎｄｐｅａｋｖａｌｕｅｏｆｄｉｓｃｈａｒｇｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

（ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ）．Ｖｏｌｔａｇｅａｎｄｔｉｍｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｂａｒｓａｐｐｌｙｔｏａｌｌｒｅ

ｃｏｒｄｉｎｇｓ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　对呼吸起步神经元的影响

２．４．１　ｔＢＨＰ对呼吸起步神经元作用　在新生ＳＤ
大鼠离体延髓脑薄片ｍＮＲＦ，我们灌流５００μｍｏｌ／Ｌ
ｔＢＨＰ时，发现ｔＢＨＰ可以使Ｃｄ２＋非敏感性呼吸起
步神经元动作电位的周期从（９．３９５±１．２１）ｓ减少
到（７．３３±１．４４）ｓ（ｎ＝４；ｔ＝９．３６２，Ｐ＝０．００３），幅
度从（５８．６８±４．９６）ｍＶ增加到（６４．５３±５．２０）ｍＶ
（ｎ＝４；ｔ＝７．８７１，Ｐ＝０．００４）；对Ｃｄ２＋非敏感性呼吸
起步神经元来说，动作电位的周期和幅度无显著性
变化（图 ４Ａ），周期从（８．８２±１．２７）ｓ增加到

（８．７３±１．２７）ｓ（ｎ＝４；ｔ＝０．２７３，Ｐ＝０．８０２），幅度
从（６０．８８±４．８８）ｍＶ增加到（６１．４１±５．７４）ｍＶ
（ｎ＝４；ｔ＝０．３８８，Ｐ＝０．７２４）（图４Ａ～４Ｃ）。

图４　ｔＢＨＰ对呼吸起步神经元作用

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔＢＨＰｏｎｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓ
Ａ：５００μｍｏｌ／ＬｔＢＨＰｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｂｕｒｓｔｃｙｃｌｅ（ｓ），ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅａｃ

ｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌａｍｐｌｉｔｕｄｅｏｎＣｄｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓ（Ｃｅｌｌ

１）ａｎｄｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎＣｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓ（Ｃｅｌｌ２）；Ｂ

ａｎｄＣ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｔｈｅｂｕｒｓｔｃｙｃｌｅ（ｓ）ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌａｍ

ｐｌｉｔｕｄｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｐａｃｅｍａｋｅｒｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ）．Ｖｏｌｔａｇｅａｎｄｔｉｍｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｂａｒｓ

ａｐｐｌｙｔｏａｌｌｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．４．２　αＬＡ对呼吸起步神经元作用　在新生ＳＤ
大鼠离体延髓脑薄片ｍＮＲＦ，我们灌流２５０μｍｏｌ／Ｌ
αＬＡ时，发现αＬＡ可以使Ｃｄ２＋非敏感性呼吸起步
神经元动作电位的周期从（９．２７±１．２１）ｓ增加到
（１２．６４±２．３０）ｓ（ｎ＝４；ｔ＝３．６６７，Ｐ＝０．０３５），幅度
从（５９．０５±５．４８）ｍＶ减少到（４６．５０±３．０６）ｍＶ
（ｎ＝４；ｔ＝７．４０１，Ｐ＝０．００５）；对Ｃｄ２＋非敏感性呼吸
起步神经元来说，动作电位的周期和幅度无显著性
变化（图 ５Ａ），周期从（８．８２±１．２７）ｓ增加到
（９．０２±１．２７）ｓ（ｎ＝４；ｔ＝０．７９６，Ｐ＝０．４８４），幅度

从（６０．８８±４．８８）ｍＶ增加到（６１．７６±４．４３）ｍＶ
（ｎ＝４；ｔ＝０．９１，Ｐ＝０．４３０，图５Ａ～５Ｃ）。
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图５　αＬＡ对起步神经元作用

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆαＬＡｏｎｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓ
Ａ：２５０μｍｏｌ／ＬαＬＡｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｂｕｒｓｔｃｙｃｌｅ，ｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅａｃｔｉｏｎ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌａｍｐｌｉｔｕｄｅｏｎＣｄｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓ（Ｃｅｌｌ１）ａｎｄ

ｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎＣｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｓ（Ｃｅｌｌ２）；ＢａｎｄＣ：

Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｔｈｅｂｕｒｓｔｃｙｃｌｅａｎｄｔｈｅａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌａｍｐｌｉｔｕｄｅｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｐａｃｅｍａｋｅｒｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎ

ｔｒｏｌ（ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ）．Ｖｏｌｔａｇｅａｎｄｔｉｍｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｂａｒｓａｐｐｌｙｔｏａｌｌ

ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．５　抗氧化剂抑制ＲＲＡ与瞬时性和持续性 Ｎａ＋

电流的改变　以上研究表明抗氧化剂αＬＡ可以使
呼吸周期变长，Ｃｄ２＋非敏感性呼吸起步神经元的动
作电位周期延长、幅度减少，而对Ｃｄ２＋敏感性呼吸
起步神经元的动作电位无类似作用。我们推测此作
用可能与瞬时性和持久性的Ｎａ＋电流相关。为了证
明这个推测，我们记录了５个Ｃｄ２＋非敏感性呼吸起
步神经元（图６Ａ）。在检测αＬＡ对Ｃｄ２＋非敏感性
呼吸起步神经元的瞬时性和持久性Ｎａ＋电流的影响
时，相应采用了ｖｏｌｔａｇｅｓｔｅｐｓ（－８０～＋２０ｍＶ，图

６Ｂ）和ｖｏｌｔａｇｅｒａｍｐ（－８０～＋２０ｍＶ，９０ｍＶ／ｓ，图

６Ｄ）。ＩＶ曲线表明αＬＡ可以抑制持久性 Ｎａ＋电
流（Ｆ＝３４．９０８，ｔ＝０．０００，图６Ｂ）；在长时程的ｖｏｌｔ
ａｇｅｓｔｅｐｓ（－８０～－２０ｍＶ）也可引出持久性Ｎａ＋电
流（图６Ｃ），它的慢失活归因于引起 Ｎａ＋电流的时

程；图６Ｄ显示了由ｖｏｌｔａｇｅｒａｍｐ（－８０～＋２０ｍＶ，

９０ｍＶ／ｓ）引出的持久性Ｎａ＋电流，而该电流能被α
ＬＡ阻断（图６Ｄ 上图）。而此两类电流可以被１

μｍｏｌ／ＬＴＴＸ完全抑制（图６Ｃ下图、６Ｄ中图）。

３　讨　论

　　我们的实验表明，在ＳＤ（Ｐ１～３ｄ）新生大鼠的
离体延髓脑薄片上，ＲＯＳ在呼吸中枢中的作用是与
调节Ｃｄ非敏感性呼吸起步神经元的 Ｎａ＋电流有
关。这种作用体现在：ｔＢＨＰ使呼吸周期显著缩短，
放电峰值显著增加，显著减少Ｃｄ非敏感性呼吸起步
神经元动作电位周期，增加其幅度；而αＬＡ具有相
反作用；Ｃｄ敏感性呼吸起步神经元则不受影响，进
一步研究发现αＬＡ可以减少瞬时性和持久性Ｎａ＋

电流，而此种电流能被ＴＴＸ所阻断。

　　１９８８年我室吴中海等［１８］报道了 ｍＮＲＦ在节律
性呼吸发生中起关键作用，并提出 ｍＮＲＦ是呼吸发
生部位的假说；１９９１年Ｓｍｉｔｈ等［２］提出产生基本呼

吸节律的关键部位为位于延髓头段和中段腹侧呼吸

组之间的前包氏复合体。随之提出了呼吸起步神经
元学说，呼吸起步神经元根据对镉（Ｃｄ２＋）的敏感性
分为Ｃｄ２＋非敏感性起步神经元和Ｃｄ２＋敏感性起步
神经元两类，Ｃｄ２＋非敏感性起步神经元依赖于瞬时
性和持久性的钠电流，对Ｃｄ２＋无反应，ＴＴＸ能够阻
断该类电流；Ｃｄ２＋敏感性起步神经元依赖于钙电流，
能够被Ｃｄ２＋所阻断［１９２０］。所有的呼吸起步神经元
给予去极化和／或超级化电流证明有电压依赖性发
放反应，同时会产生异位发放［１５］。在本研究中，我
们观察到呼吸起步神经元给予去极化和／或超级化
电流有电压依赖性发放反应，同时产生异位发放。
实验中，我们在记录到的１１８个呼吸起步神经元中，
具有Ｃｄ敏感性呼吸起步神经元特征的仅仅有４个
（３．３９％），与Ｐｅｎａ等［２１］所报道的Ｐ１～５ｄ新生鼠的

２．９％基本接近。

　　ＲＯＳ是有毒性作用的小分子，能够导致多种退
行性疾病［９］。近年来研究发现微量的ＲＯＳ能通过
氧化还原通路调节生长因子和细胞因子的生理功

能［１０］。Ｗａｒｄ等［２２］发现在成年鼠离体心室肌细胞予

Ｈ２Ｏ２显著延长动作电位，Ｈ２Ｏ２对非钙依赖性瞬时
性外向 Ｋ＋ 电流（ｔｈｅＣａ２＋ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｏｕｔｗａｒｄＫ＋ｃｕｒｒｅｎｔ，Ｉｔｏ）及内向的整合 Ｋ＋电流

（ｔｈｅｉｎｗａｒｄｌｙｒｅｃｔｉｆｙｉｎｇＫ＋ｃｕｒｒｅｎｔ，ＩＫ１）无显著改
变，而ＴＴＸ可大部抑制 Ｈ２Ｏ２对动作电位的影响。

Ｍａ等［２３］在豚鼠离体心室肌细胞上研究发现，Ｈ２Ｏ２
（０．１，０．５，１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）呈浓度依赖性增加了持久性
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图６　αＬＡ减少了瞬时性及持久的钠电流

Ｆｉｇ６　αＬＡｒｅｄｕｃｅｄｔｒａｎｓｉｅｎｔａｎｄｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｓ
Ａ：Ｃｄｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐａｃｅｍａｋｅｒｎｅｕｒｏｎｗａｓｒｅｃｏｒｄｅｄｕｎｄｅｒｖｏｌｔａｇｅｃｌａｍｐｃｏｎｄｉｔｉｏｎ（ｂｏｔｔｏｍｔｒａｃｅ）ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｗｉｔｈｒｅｃｏｒｄｉｎｇｏｆⅫｎａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｂ：

ＩＶｃｕｒｖｅｆｏｒｔｈｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｏｂｔａｉｎｅｄｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆαＬＡ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｆｔｅｒａｎｄｂｅｆｏｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｗａｓ

ｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡａｎａｌｙｓｉｓ（Ｆ＝３４．９０８，ｔ＝０．０００，ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ）．Ｃ：Ｆａｓｔｔｒａｎｓｉｅｎｔｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｅｖｏｋｅｄｂｙｖｏｌｔａｇｅｓｔｅｐｓ
（ｆｒｏｍ－８０ｔｏ－２０ｍＶ）ｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆαＬＡ．Ｌｏｎｇｖｏｌｔａｇｅｓｔｅｐｃｏｕｌｄａｌｓｏｅｖｏｋｅｔｈｅｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔ．Ｄ：Ａｆｔｅｒｔｈｅ

ｂｌｏｃｋａｄｅｏｆｃａｌｃｉｕｍ（２００μｍｏｌ／ＬＣｄ２＋）ａｎｄｐｏｔａｓｓｉｕｍ（３０μｍｏｌ／Ｌｔｅｔｒａｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）ｃｕｒｒｅｎｔｓ，ｔｈｅｓａｍｅｎｅｕｒｏｎｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｐｅｒｓｉｓ

ｔｅｎｔｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｖｏｌｔａｇｅｒａｍｐ，ｗｈｉｃｈｗａｓｂｌｏｃｋｅｄａｆｔｅｒｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆαＬＡ．ＴｈｅｂｏｔｔｏｍｔｒａｃｅｓｉｎＣＤｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ

Ｎａ＋　ｃｕｒｒｅｎｔｓｒｅｃｏｒｄｅｄｗｅｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

钠电流的幅度，而谷胱甘肽（１ｍｍｏｌ／Ｌ）能逆转由

Ｈ２Ｏ２增加的持久性钠电流，认为可能为直接氧化细
胞膜所致。而在呼吸中枢中尚未见ＲＯＳ相关研究
报道。在实验中我们选用了ｔＢＨＰ作为氧化剂，α
ＬＡ为抗氧化剂，ｔＢＨＰ因有大量的残基，而能选择
与蛋白的蛋氨酸残基相互作用以产生 ＲＯＳ［２４］；α
ＬＡ的抗氧化作用主要是作为羟基、单态氧、次氯酸
的清除剂，以及通过螯合作用转变金属，另外可再循
环作用于其他抗氧化剂或增加细胞水平的谷胱甘肽

而发挥作用［２５］。在本研究中，ｔＢＨＰ使呼吸周期显
著缩短，放电峰值显著增加，显著减少Ｃｄ非敏感性

呼吸起步神经元动作电位周期，增加其幅度，而α
ＬＡ具有相反作用；进一步研究表明αＬＡ可以抑制
瞬时和持久性Ｎａ＋电流，而此两类电流可以被ＴＴＸ
完全抑制。至于ＲＯＳ对Ｃｄ非敏感性呼吸起步神经
元产生上述作用机制是什么，通过在心室肌细胞、肾
小球膜细胞等相关研究报道，我们做了如下推测：

Ｗａｒｄ等［２２］发现ＰＫＣ抑制剂显著延缓、减弱 Ｈ２Ｏ２
对成年鼠离体心室肌细胞的延长动作电位的发生，

ＰＫＣ可能是 Ｈ２Ｏ２产生作用的细胞内第二信使；在

晶状体上皮细胞［２６］、肾小球膜细胞［１１］中，ＰＫＣ的阻
断剂可消除ＲＯＳ的作用；Ｑｕ等［２７］在鼠心室肌细胞
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钠通道亚单位上发现并克隆了ＰＫＣ磷酸化位点：丝
氨酸１５０５，并发现ＰＫＣ激活可减慢钠通道的失活。

Ｐｅｎａ等［１３］发现内源性的５ＨＴ２Ａ受体激动剂 ＤＯＩ
增加呼吸频率，阻断５ＨＴ２Ａ受体可以使呼吸频率、
幅度下降，呼吸节律不规则，在细胞水平上发现，阻
断５ＨＴ２Ａ受体使所有依赖于Ｎａ＋电流的起步神经
元动作电位释放减少，依赖于Ｃａ２＋电流的起步神经
元不受影响，ＰＫＣ激活可抑制５ＨＴ２Ａ受体拮抗剂
的作用，认为内源性激活５ＨＴ２Ａ受体调节呼吸是经
过ＰＫＣ通路调节钠电导有关。上述研究结果提示：

Ｃｄ非敏感性呼吸起步神经元的钠通道可能存在

ＰＫＣ磷酸化位点，而ＲＯＳ可能是通过ＰＫＣ的作用
来调节钠通道，从而影响Ｃｄ非敏感性呼吸起步神经
元的放电活动。而这个推测有待于我们进一步的分
子生物学研究证实。

　　结论是：ＲＯＳ对ＲＲＡ、Ｃｄ２＋非敏感性起步神经
元具有兴奋性作用，是通过调节钠电流而起作用
的。　　　　　
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