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论著

缺氧对乳鼠耳蜗螺旋神经节神经元外向电流的影响
及其环磷酸腺苷、环磷酸鸟苷含量变化的研究鄢

王艳萍，朱贺，刘欢，马克涛，司军强，李丽
[石河子大学医学院 生理学教研室（新疆地方与民族高发病教育部重点实验室），新疆 石河子 832000]

摘要：目的 观察缺氧时间对体外培养的耳蜗螺旋神经节神经元（SGNs）外向电流的影响及其细胞内第二

信使环磷酸腺苷（cAMP）、环磷酸鸟苷（cGMP）含量变化。方法 体外原代培养新生 1～3 d SD大鼠 SGNs并进

行免疫荧光鉴定。用膜片钳全细胞记录模式观察缺氧外液灌流 SGNs时，外向电流的变化趋势和特点。用酶联

免疫吸附实验检测缺氧 5、15和 20 min时 SGNs内 cAMP和 cGMP的浓度变化。结果 ①酶解分离可获得生

存状态良好的神经元，经免疫荧光鉴定为 SGNs。②当电压钳制在 -60 mV时，急性缺氧增强 SGNs外向电流，

主要增强 0～+60 mV电压区间的激活电流幅度。缺氧 5 min时，+60 mV激活电流幅度从（971.2±50.3）pA增强

到（2361.0±207.4）pA，差异有统计学意义（ <0.01）。随后出现下降趋势，11～15 min时，增强的电流幅度与对

照组基础电流比较，差异无统计学意义（ >0.05）。③分别检测缺氧 5、15和 20 min后 SGNs中 cAMP和 cGMP

的含量变化。缺氧 5 min组与正常对照组比较，cAMP浓度升高，差异有统计学意义（ <0.01）。缺氧 15 min组与

正常对照组比较，cAMP浓度变化差异无统计学意义；缺氧 20 min组与正常组对照组比较，cAMP浓度水平下降

（ <0.01）。cGMP浓度随着缺氧时间的延长，总体呈下降趋势，但在 20 min后有部分回升（缺氧 15 min vs缺氧

20 min， <0.01）。结论 在 SGNs急性缺氧损伤过程中，外向电流增强，增强幅度随缺氧时间变化先升后降，推

测在短期缺氧时细胞通过降低兴奋性，影响听觉信息的传导，且该过程与胞内第二信使 cAMP和 cGMP浓度

的改变相关。
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Effect of hypoxia on outward current and change in content of
cAMP and cGMP in cochlear spiral ganglion neurons鄢

Yan-ping Wang, He Zhu, Huan Liu, Ke-tao Ma, Jun-qiang Si, Li Li
[Department of Physiology, Medical College of Shihezi University (the Key Laboratory

of Xinjiang Endemic and Ethnic Diseases), Shihezi, Xinjiang 832000, China]

Abstract: Objective To observe the effect of hypoxia time on outward current in spiral ganglion neurons
(SGNs) cultured and changes in the intracellular second messenger systems. Methods SGNs of 1-3 d
neonatal Sprague Dawley rats were cultivated and identified by immunofluorescence. Whole-cell patch
clamp technique was used to record the variation trends and characteristics of outward current in SGNs per原
fused with hypoxic external solution. The changes in concentrations of cAMP and cGMP in SGNs were de原
tected by enzyme-linked immunosorbent assay at 5, 15 and 20 min of hypoxia. Results Good neurons could
be isolated by enzyme which were identified by immunofluorescence to be SGNs. Acute hypoxia mainly en原
hanced outward current at 0-(+60) mV with the holding potential of -60 mV. At 5 min of hypoxia, the ampli原
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听觉障碍是指听觉系统中的传音、感音、听神经

和 /或其各级听觉中枢发生病变，导致听功能出现障

碍，而发生不同程度的听力下降[1]。围生期窒息缺氧

导致脑的缺氧缺血性损害是影响新生儿听力的高危

因素[2]。耳蜗及听觉中枢对缺氧极为敏感，当缺氧、

缺血时首先累及耳蜗组织，使耳蜗产生类似于脑缺

氧时兴奋性氨基酸受体过度激动而引起的神经中

毒。有研究表明，缺氧、缺血可造成耳蜗内毛细胞下

传入神经树突末梢肿胀、变性、空泡样变[3]。另外听

觉中枢因缺氧引起损伤可压迫血管，从而影响耳蜗

的供血，造成耳蜗功能异常[4]。在感觉神经性听力障

碍发生过程中，听觉传导通路中各级神经元的损害

是其重要因素。螺旋神经节神经元（spiral ganglion

neurons，SGNs）是位于蜗轴螺旋管内、听觉传导通路

的第一级神经元，起着将声音的机械信号转变成化

学冲动传送到神经节，再由中枢轴突组成的听觉神

经束将信号进一步向上一级的听觉中枢传递的作

用。本实验的前期研究发现，急性缺氧可增强 SGNs

的外向电流，且该电流可能主要为大电导钙激活钾

(large conductance Ca2+-activated K+-channel，BKCa)

电流。本实验通过建立体外 SGNs缺氧模型[5]，进一

步研究缺氧时电流的变化特点及造成电流变化的胞

内机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选用出生 1～3 d的新生 Sprague Dawley乳鼠，

动物标准为清洁级，雌雄不拘，新疆自治区疾病控制

中心动物饲养科提供，许可证编号：SCXK新 2003-

0001。动物使用遵守医院伦理委员会要求。

1.2 主要实验材料及仪器

达尔伯克必需基本培养基（dulbecco's minimum

essential medium，DMEM）/F12 培养基、0.25%胰酶、

Ⅰ型胶原酶、胎牛血清、青链霉素、B27神经细胞生

长添加剂（B27 NeuroMix）购自美国 Gibco 公司，环

磷酸腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）

和环磷酸鸟苷（cyclic guanosine monophosphate，

cGMP）的酶联免疫吸附剂测定（enzyme linked im-

munosorbent assay，ELISA）试剂盒为美国 BioVison

公司产品，其余试剂均为国产分析纯试剂。Axon

700B放大器购自美国 Axon公司，P-97拉制仪购自

美国 Sutter公司，生物电信号记录计算机（Axoscope

10.2软件）购自美国 Axon公司。

1.3 SGNs的分离与培养

取出生 0～3 d 的新生 Sprague Dawley 乳鼠，

75%酒精浸泡消毒 3～5 min，麻醉后断头处死，沿正

中线矢状剪开皮肤及颅骨，去除顶骨及脑组织，分离

双侧颞骨，浸入预冷（4℃）的 D-Hanks液（含 100 u/ml

青霉素 +100 u/ml链霉素）中。从耳蜗底部开始，用

显微镊轻轻拨开蜗底还未骨化的组织，充分暴露听

泡。取出膜迷路，仔细剥除螺旋韧带及基底膜后，将

含有螺旋神经节的蜗轴螺旋管组织迅速移入1 ml

含有 0.125%Ⅰ型胶原酶和 0.125%胰酶的已高压的

Eppendorf离心管中。在 37℃温箱内温育 17 min，超

净台上用移液枪移除部分消化液上清，加入 300μl种

植培养液（90% DMEM/F12，10%胎牛血清，100 u/ml

青霉素，已复温）3 min终止消化。将终止消化的细胞

悬液轻轻吹打 20次，放入离心机，1 000 r/min离心

8 min。弃上清液，加入 1 ml细胞种植培养液轻轻吹

打 50次制成细胞混悬液。取一小滴 SGNs混悬液，

tude of outward current was increased from (971.2 依 50.3) pA to (2361.0 依 207.4) pA at +60 mV ( < 0.01); then
tended to decline. From 11 to 15 min of hypoxia, the increasing amplitude of outward current had no signifi原
cant difference from the base current in the control group ( > 0.05). Compared with the control group, the
concentration of cAMP in SGNs significantly increased in the 5-min hypoxia group ( < 0.01), but was not
statistically different in the 15-min hypoxia group ( > 0.05); however, the concentration of cAMP decreased in
the 20-min hypoxia group ( < 0.01). The concentration of cGMP was totally in a downward trend with pro原
longed hypoxia time, but partially went up after 20 min (15-min hypoxia group vs 20-min hypoxia group, <
0.01). Conclusions In the process of acute hypoxia injury in SGNs, outward current increases and the
enhancing amplitude increases at first and then decreases along with hypoxia time. So we deduced the
conduction of auditory information is influenced by reduced excitability in short-term hypoxia of SGNs, which
is related to the change in the concentrations of intracellular second messengers cAMP and cGMP.

Keywords: acute hypoxia; SGN; cyclic adenosine monophosphate; cyclic guanosine monophosphate
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B

A：培养 8 h 后光镜下可见边缘清晰光滑、折光度好的 SGNs；

B：TUJ1免疫荧光染色后，荧光显微镜下可见着绿色 SGNs

图１ SGNs培养与鉴定 （×400）

A

用细胞计数板在光学显微镜下进行单位面积内神经

元计数。以密度为 1×106/ml种植在预先用 0.05%多

聚赖氨酸包被过爬片的 6 孔板中。将培养皿置于

37℃、5%二氧化碳 CO2细胞培养箱中培养。实验时

选取培养 8 h的 SGNs，此时细胞活性最好。用神经

Ⅲ类 β- 微管蛋白单克隆抗体（neuronal class Ⅲ

β-tubulin，TUJ1）为特异性标记物鉴别神经元。

1.4 急性缺氧模型制备

在室温条件下（22～25℃）对培养的 SGNs标本，

使用多管灌流给药系统持续灌注无糖低氧的生理

盐溶液（physiological saline solution，PSS）（20%CO2

和 80%氮气 N2混合气体充分饱和，pH值 =6.5）5～

15 min。

1.5 全细胞膜片钳记录

在室温条件下（22～25℃）使用 Axon 700B 放

大器进行全细胞膜片钳实验。记录电极尖端直径约

为 1μm，电极阻抗约为 3～5 MΩ。电极内液成分是：

氯化钾 KCl 140.0 mmol/L，二水氯化镁 MgCl2·2H2O

2.0 mmol/L，氯化钙 CaCl2 1.2 mmol/L，乙二醇双（2-

氨基乙基醚）四乙酸 10.0 mmol/L，4-羟乙基哌嗪乙

磺酸 10.0 mmol/L，以氢氧化钾（KOH）将 pH值调至

7.3，渗透压 300 mOsm/L。细胞外液成分：氯化钠 NaCl

137.0 mmol/L，磷酸氢二钠 Na2HPO4 0.2 mmol/L，氯化

钾 KCl 5.4 mmol/L，磷酸二氢钾 KH2PO4 0.4 mmol/L，

氯化镁 MgCl2 1.0 mmol/L，氯化钙 CaCl2 1.2 mmol/L，

4-羟乙基哌嗪乙磺酸 10.0 mmol/L。通过微操纵器

使记录电极的尖端接触到神经元后，给予负压形成

G欧封接。补偿电极电容后，给予瞬时较强负压或者

电刺激击破细胞膜形成全细胞膜片钳记录模式。待

电流稳定 5 min后开始记录。膜电流用 5或 10 kHz

（3 dB）低频滤过。生物电信号通过 PC计算机记录。

采样间隔为 10、20或 100μs。

1.6 酶联免疫吸附法

用缺氧外液灌流培养细胞造成缺氧模型，在不

同时间点，用胰酶消化，离心收集细胞。取适量磷酸

缓冲盐溶液重悬细胞，超声波处理细胞悬液，使细胞

急剧震荡破裂，再将细胞置入 -20℃冰箱冷冻，反复

3次，使细胞进一步破碎。将标本置于 2～8℃温度下

1 500 r/min离心 10 min，收集上清液备用。按照

cAMP和 cGMP的 ELISA试剂盒说明书进行测定。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较用方差

分析，若方差齐则两两比较用配对 检验， <0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SGNs培养与免疫荧光鉴定

大约在接种 8 h后耳蜗 SGNs贴壁。镜下可见形

态不一的细胞，贴壁的 SGNs细胞胞体多呈椭圆形，

有的呈球形，边缘清晰光滑，折光性好，周边可见明

显光晕，胞体两侧未见突起生长。培养至 24 h后，大

部分细胞长出突起，背景细胞中可见神经胶质细胞

和成纤维细胞等。但是其形态却大不一样，SGNs由

之前的椭圆形延伸出突起，突起长度仅有胞体的

1～2倍。神经胶质细胞的突起伸出较短一些，胞体

呈梭形，突起伸出后靠近胞体部分稍宽，进而逐渐

变细。另一些为成纤维细胞，胞体稍大，多呈不规则

形，多边形或者星型，且分裂速度较快，光泽度不高。

TUJ1免疫荧光染色后，荧光显微镜下可见神经元胞

体和突起均呈绿色，背景下可见少许非特异性染色，

未见其他背景细胞着色（见图 1）。

2.2 SGNs外向电流随缺氧时间的变化

钳制电压 -60 mV，随着缺氧时间的延长，激活

的 SGNs外向电流先增强后逐渐减弱。其中缺氧致

5 min时，外向电流幅度增强最大，+60 mV电流幅度

与对照组基础电流比较由（971.2±50.3）pA增加到
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（2361.0±207.4）pA，差异有统计学意义（ =6， =

4.430， =0.007）。5 min以后增强幅度呈下降趋势，缺

氧 11～15 min，缺氧对外向电流的增强作用基本消

失。+60 mV电流幅度为（1024.6±232.2）pA，与正常

对照组比较差异无统计学意义（ =6，=1.030， =

0.350）。随着缺氧时间的延长，SGNs外向电流逐渐

增大，5 min时外向电流最大。（见图 2）。

2.3 酶联免疫吸附法

使用自制灌流系统，将预充 20% CO2和 80% N2

混合气体充分饱和的 PSS 持续灌流培养的 SGNs。

缺氧 5、15和 20 min时，SGNs中 cAMP的浓度分别

为（278.39±0.69）、（220.37±1.05）和（174.40±

0.26）pg/ml（见表 1）。缺氧 5 min时，SGNs内 cAMP浓

度明显升高，20 min后明显下降（见图 3）。缺氧 5、15

和20 min 时 cGMP 的浓度分别为（2.49±0.05）、

（2.30±0.09）和（3.83±0.15）pmol/ml（见表 2）；缺氧

后 SGNs内 cGMP浓度总体呈下降趋势，20 min时，

其浓度有部分回升（见图 4）。缺氧 5 min时，cAMP浓

度出现增加（缺氧 5 min vs 对照组，=57.533， =

0.000），15 min 时 cAMP 浓度与对照组水平比较，

差异无统计学意义（ =0.441， =0.865），20 min后继

续下降（缺氧20 min vs对照组，=44.584， =0.000）。

5和 15 min时，cGMP浓度下降（缺氧 5和 15 min vs

对照组，=21.698和 23.302， =0.000），20 min 时又

出现升高现象（缺氧 15 min vs 缺氧 20 min，=17.816，

=0.000）。
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表 1 不同缺氧时间下 SGNs内 cAMP浓度的变化

（ =6，pg/ml，x±s）

组别 cAMP浓度 值 值

对照组 219.92±0.59

缺氧 5 min 278.39±0.69 57.533 0.000

缺氧 15 min 220.37±1.05 0.441 0.865

缺氧 20 min 174.40±0.26 44.584 0.000

注：方差分析 =1 249.126， =0.000；、 值：与对照组比较

表 2 不同缺氧时间下 SGNs内 cGMP浓度的变化

（ =6，pmol/ml，x±s）

组别 cGMP浓度 值 值

对照组 5.76±0.18

缺氧 5 min 2.49±0.03 21.6981） 0.0001）

缺氧 15 min 2.29±0.06 23.3021） 0.0001）

缺氧 20 min 3.83±0.09 20.6151），17.8162） 0.0001），0.0002）

注：方差分析 =210.937， =0.000；1）与对照组比较；2）与缺氧

15 min比较

1）与对照组比较， <0.01；2）与缺氧 15 min比较， <0.01

图 4 不同缺氧时间对 SGNs内 cGMP浓度的影响

对照组 缺氧 5 min 缺氧 15 min 缺氧 20 min

6

5

4

3

2

1

0

1） 1）

1）2）

覮与对照组比较， <0.01

图 3 不同缺氧时间对 SGNs内 cAMP浓度的影响

覮

覮

300

250

200

150

100

50

0

对照组 缺氧 5 min 缺氧 15 min 缺氧 20 min

1：对照组；2：1 min组；3：3 min组；4：5 min组；5：7 min组；6：9

min组；7：11 min组；8：13 min组；9：15 min组。1）与对照组比较， <

0.05；2）与对照组比较， <0.01

图 2 SGNs外向电流随缺氧时间的变化

缺氧 5 min

缺氧 15 min对照组

500 ms

400 pA

-60 mV
60 mV

-80 mV

1 2 3 4 5 6 7 8 9

2.5

2.0

1.5

1.0
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0

1）

2）
1）

1）
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3 讨论

在听觉系统中，很多听力丧失都与缺血、缺氧有

关。新生儿缺氧，包括新生儿窒息、呼吸暂停、难产、

持续机械通气史等，子宫内缺氧和分娩时间过长都

会影响新生儿的听觉器官，引起耳蜗，脑干或者皮质

可逆或不可逆的变化[6]。研究表明，缺氧是导致听力

障碍的一个相当明确的危险因素[7]。本研究利用免

疫荧光技术、电生理膜片钳全细胞记录技术、酶联免

疫吸附法等研究缺氧对耳蜗 SGNs电流的影响。研

究结果显示，本实验中分离培养的 SGNs生长状态良

好，经免疫荧光检测确定为 SGNs，能满足后续实验

要求。膜片钳实验证实急性缺氧增加 SGNs的外向

电流，且该外向电流的增强作用随缺氧时间变化而

改变。胞内第二信使 cAMP和 cGMP水平在急性缺

氧过程中发生变化，cAMP的浓度随着缺氧时间的

延长，出现先升高后降低的趋势。cGMP浓度随着

缺氧时间的延长，总体呈下降趋势，但在 20 min后

有部分回升，可能与钾离子通道的开放有关，从离子

通道方面进一步阐释缺氧对听力的影响。

由于耳蜗特殊的生理结构和位置，SGNs位于耳

蜗骨螺旋板与蜗轴相接处的 Rosenthal隧道中，位置

较深，分离难度较大。因此，笔者选用出生后 1～3 d

的乳鼠进行培养。此时的乳鼠颞骨尚未骨化，在镜下

用显微镊即可从分离出的基底膜上剥离 SGNs。如果

大鼠 >5 d，其颞骨开始部分骨化，在分离 SGNs时可

能会将蜗轴螺旋管遗留在蜗轴螺旋管内，影响取材

的数量 [8]。所以原代培养耳蜗 SGNs是有一定难度

的。培养的 SGNs一般 4～6 h即可贴壁，8 h贴壁较

牢固。同时本实验中应用细胞免疫荧光技术进行细

胞的鉴定。鉴定结果表明，荧光显色可见胞体呈圆

形或者椭圆形，核着蓝色且较大。本实验成功培养

出原代 SGNs，且培养的神经元能满足后续细胞实验

的基本需要。

本研究中的电生理实验结果显示，急性缺氧时，

外向电流发生一个时间相关性变化，缺氧 5 min时，

外向电流增强幅度最大，10～15 min时逐渐回降至

基础水平。本实验前期研究结果初步分析该增强的

电流成分可能主要是 BKCa电流 [9]。有研究证实，

BKCa通道参与细胞的氧化应激过程[10]。缺氧对不同

种属、不同部位、不同种类细胞的 BKCa电流影响不

尽相同。在豚鼠耳蜗螺旋动脉[11]、大鼠大脑皮层神经

元 [12]中缺氧增强 BKCa电流，但是在小鼠前庭核神

经元 [13]、大鼠颈动脉体细胞 [14]及足细胞 [15]中抑制

BKCa电流。LIU等[16]应用内面向外式膜片钳技术，

证实缺氧引起 BKCa电流变化是通过胞内机制完成

的。BKCa通道除可以被胞内 Ca2+和去极化电压激

活以外，还可以通过胞内磷酸化调节。有研究显示，

围产期缺氧可增强成年小鼠肺动脉中 cAMP介导的

BKCa通道电流[17]。另外，腺苷可以增大海马神经元

BKCa电流幅值[18]。缺氧早期 Ca2+内流，随着缺氧的

时间增加，更多的 Ca2+流向细胞内，加上内质网内

钙的释放，造成钙离子超载[19]，一些兴奋性神经递质

产生，通过与神经元胞外 G蛋白偶联受体结合，激

活胞内第二信使通路，进而激活下游的蛋白激酶，使

BKCa通道发生磷酸化，通道开放。

实验结果表明，BKCa 通道受细胞内腺嘌呤核

苷三磷酸（adenosine triphosphate，ATP）、三磷酸鸟苷

调控[20-21]。本实验为从胞内机制进一步观察和解释

SGNs外向电流变化的原因，分别检测胞内第二信使

cAMP和 cGMP的含量。cAMP由 ATP经腺苷酸环化

酶（Adenylatecvclase，Ac）转化而来，又在磷酸二酯酶

（Phosphodiesterases，PDE） 的催化下不断水解成

AMP。其含量的稳定主要依靠 Ac与 PDE之间的平

衡。本实验中 cAMP浓度变化的可能机制为：糖氧剥

夺时，细胞产生应激反应，Ac等迅速合成 cAMP致

其增高，随后 ATP耗竭，酶系统受抑等因素使 Ac下

降[22]。另一方面，由于缺氧导致细胞内环境改变，使

ATP合成原料不足，影响 cAMP的浓度。随着 cAMP

浓度的下降，对 BKCa通道的磷酸化程度降低，出现

该电流先升后降的现象。有研究显示，缺氧时间可

影响神经元钾通道的开放频率，进而使神经元的兴

奋性产生变化[11]。通道开放频率的改变与第二信使

密切相关。cAMP与其他两种第二信使 cGMP、Ca2+

密切相关，其相互间错综复杂的关系有助于扩大细

胞内信号通路激活路径[23-24]。本实验结果中，cGMP

与 cAMP的浓度变化不尽相同，随着缺氧时间的延

长，先出现一个明显的下降，随后在缺氧 20 min 时

回升，虽然 cGMP也与 BKCa 通道的开放相关，但是

其浓度变化与 cAMP的浓度变化相反。有资料表明，

cAMP和 cGMP在细胞内的浓度常互相消长[25]，其引

起的生物学效应也常常相反[26]。该过程是胞内复杂的

信号通路的联系变化，需要笔者进一步研究。但是可

以推测，缺氧可以通过胞内第二信使影响通道的开

放，进而影响神经细胞的兴奋性。加快细胞受损凋亡

的过程，进一步使 SGNs损伤，造成永久性听力丧失。
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