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TÓM TẮT: Kênh Na là protein xuyên màng thuộc loại lớn, giữ vai trò quan trọng trong sự phát sinh và dẫn truyền xung động thần kinh và có liên quan đến cảm giác đau. Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy điều kiện nồng độ oxy thấp và đường cao trong môi trường nuôi cấy đã làm tăng tính hưng phấn của nơron hạch rễ lưng thông qua sự tăng biên độ và giảm thời gian của điện thế hoạt động. Đồng thời, độ dẫn của kênh Na TTX-S tăng lên trong điều kiện thí nghiệm làm cho kênh Na mở và đóng nhanh hơn khi có kích thích. Tuy nhiên, mức độ biểu hiện của các gen quy định các kênh không thay đổi. Những dữ liệu này gợi ý rằng kênh Na TTX-S bị ảnh hưởng dưới điều kiện oxy thấp và đường cao, và điều này có thể liên quan đến các biến chứng về thần kinh ở bệnh nhân đái tháo đường và các bệnh có liên quan đến sự giảm oxy và nồng độ đường trong máu.
Từ khóa: Đái tháo đường, đau thần kinh, giảm oxy, hạch rễ lưng, kênh Na TTX-S, tăng đường huyết.
MỞ ĐẦU 
Giảm oxy và tăng đường huyết được xem là những yếu tố nguy cơ dẫn đầu ở bệnh nhân đái tháo đường, ảnh hưởng đến nhiều quá trình trao đổi chất và gây nên những thay đổi nghiêm trọng khác [10]. Đau thần kinh là một trong những biến chứng về hệ thần kinh ngoại vi do đái tháo đường có liên quan đến các tế bào thần kinh cảm giác chứa trong hạch rễ lưng (dorsal root ganglia-DRG). Tuy nhiên, sự giảm oxy và tăng đường huyết đã tác động như thế nào đến tế bào thần kinh để gây nên cảm giác đau, yếu tố nào tác động đầu tiên và chúng tác động theo con đường nào thì vẫn chưa được nghiên cứu đầy đủ. 
Nghiên cứu trước đây của chúng tôi đã cho thấy sự giảm oxy ảnh hưởng đến kênh TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) mạnh hơn so với sự tăng đường huyết [12]. Kênh Na là protein xuyên màng thuộc loại lớn, giữ vai trò quan trọng trong phát sinh và dẫn truyền các xung động thần kinh liên quan đến cảm giác đau [3]. Dựa vào mức độ nhạy cảm với tetrodoxin (TTX), kênh Na được chia làm hai loại, đó là TTX-S (TTX-sensitive) và TTX-R (TTX- resistant). Nghiên cứu trước đây của chúng tôi cho thấy sự giảm oxy và tăng đường huyết ảnh hưởng đến kênh Na TTX-R thông qua PKC và PKA (protein kinase C và A) [1]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tìm hiểu ảnh hưởng của hai yếu tố này đến kênh Na TTX-S trên màng nơron hạch rễ lưng trong điều kiện in vitro.
PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

Nuôi cấy nơron hạch rễ lưng

Chuột đực dòng Wistar cân nặng từ 150-200 gam đã được sử dụng trong nghiên cứu này, kỹ thuật chăm sóc và sử dụng chuột thí nghiệm tuân thủ theo quy định của trường đại học Bucharest. Sau khi gây mê bằng khí CO2, cột sống của chuột được tách ra, hạch rễ lưng chứa tế bào thần kinh cảm giác vùng thắt lưng 1 đến 5 được lấy ra và cho vào dung dịch Incmix chứa NaCl 155; KH2 PO4 1,5; HEPES 5,6; NaHEPES 4,8, đường glucose 5 (đơn vị mM) và gentamicin 50 μg/ml. Để tách các tế bào thần kinh, các hạch rễ lưng được ủ với enzyme colagenase (1 mg/ml) và dispase (1 mg/ml) trong 1 h và sau đó dùng pipet Pasteur để tán nhỏ. Dung dịch chứa tế bào thần kinh được cho vào đĩa petri đã bọc poly-D-lysine (0,1 mg/ml) trong 1 h và được ủ trong hỗn hợp môi trường: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) và F10 (tỉ lệ 1:1), 10% huyết thanh ngựa và 50 μg/ml gentamicin. Để tạo ra điều kiện oxy thấp và đường glucose cao, chúng tôi sử dụng tủ nuôi cấy tế bào với nồng độ oxy là 4% và tăng nồng độ glucose trong môi trường nuôi cấy lên đến 25 mM trong 18-24 h, so với điều kiện bình thường là 7% oxy và 7,4 mM glucose [10].
Ghi điện thế hoạt động và dòng ion qua kênh Na TTX-S
Điện thế hoạt động và dòng ion qua kênh Na được ghi lại bằng thiết bị khuyếch đại WPC-100 và phương pháp kẹp miếng (patch-clamp). Nơron hạch rễ lưng sau khi nuôi cấy được đưa vào dung dịch ngoại bào có pH 7,4 chứa (đơn vị mM): NaCl 140, KCl 4, CaCl2 2, MgCl2 1, HEPES 10, NaOH 4,54 (để ghi điện thế hoạt động) hoặc NaCl 35, MgCl2 5, CaCl2 0,1, Choline Cl 65, TEA 30, HEPES 10 (ghi dòng ion qua kênh Na). Để phá vỡ màng nơron, chúng tôi đã sử dụng pipet nhỏ có chứa vi điện cực và dung dịch nội bào có pH 7,2 chứa (đơn vị mM): NaCl 10, KCl 120, CaCl2 1, MgCl2 3.45, EGTA/NaOH 10, HEPES 10 (ghi điện thế hoạt động) hoặc CsCl 80, MgCl2 2, CaCl2 1, TEA 30, EGTA/NaOH 3/6, HEPES 10, Mg2ATP 2, Li2GTP 1 (ghi dòng ion qua kênh Na). Ngoài ra, để ghi được dòng kênh Na, TEA (tetraethylammonium) nồng độ 30 mM đã được thêm vào môi trường nội bào lẫn ngoại bào để bất hoạt kênh K trong khi vẫn bảo toàn được hoạt động chức năng của kênh Na [8].
Điện thế hoạt động và dòng ion qua kênh Na TTX-S đã được ghi lại theo phương pháp của Flake et al. (2004) và Lopez-Santiago et al. (2006) [6, 8], số liệu được phân tích trên phần mềm pClamp 8.1, Origin 6.0 (Microcal Software Inc., USA) và GraphPad Prism version 5.01.
Xác định mức độ biểu hiện gen 
Mức độ biểu hiện gen của các kênh Na TTX-S kích hoạt bằng điện thế đã được xác định bằng phương pháp Real-time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). ARN tổng số được tách chiết bằng GenElute Mammaliam Total RNA MiniPrep Kit (RTN70, Sigma) dựa trên hướng dẫn của nhà sản xuất. Xác định nồng độ ARN tổng số bằng phương pháp quang phổ. Sự sao mã ngược tạo ra cDNA được thực hiện bằng enzyme MultiScribe™ Reverse Transcriptase với mồi ngẫu nhiên (dùng High-Capacity cDNA Archieve Kit). Sau đó, lượng ARNm của các gen quy định các protein kênh Na TTX-S ở chuột được xác định dùng tổ hợp mồi và mẫu dò (Rn00578439_ml, Rn00565438_m1, Rn00570506_m1 và Rn00591020_m1 tương ứng với kênh Nav 1.1, Nav 1.3, Nav 1.6 và Nav 1.7) và gen tham khảo GAPDH (4352338E). Phản ứng được thực hiện trên hệ thống ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems) dùng TaqMan probe. Mức độ biểu hiện gen của kênh Nav 1.1, Nav 1.3, Nav 1.6 và Nav 1.7 được tiêu chuẩn hóa với mức độ biểu hiện của gen tham khảo (GAPDH) và biểu diễn trong quan hệ với mẫu đối chứng  sử dụng phương pháp so sánh chu kỳ ngưỡng. 

Phân tích thống kê
Các kết quả thí nghiệm được trình bày là giá trị trung bình và sai số tiêu chuẩn (mean ± SE). T-test được dùng để so sánh giá trị trung bình của hai nhóm với p < 0,05 được xem là có ý nghĩa. Các phân tích được thực hiện trên phần mềm GraphPad Prism version 5.01.
KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

Đặc điểm điện thế hoạt động của nơron trong điều kiện thí nghiệm 
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Hình 1. Hình dạng và sự thay đổi của điện thế hoạt động. Hình dạng của điện thế hoạt động ghi được trong điều kiện kẹp dòng, không điều chỉnh điện thế sau khi phá vỡ màng tế bào. Biện độ của điện thế hoạt động trong điều kiện oxy thấp và đường cao của tế bào thần kinh hạch rễ lưng cao hơn và điện thế hoạt động xảy ra nhanh hơn so với trong điều kiện bình thường.
Trong nghiên cứu này, chúng tôi chọn những nơron có đường kính trung bình bằng 30,42 ± 1,37 μm (n = 9 đối với điện thế hoạt động và n = 18 đối với ghi dòng kênh Na) trong điều kiện bình thường và 29,32 ± 1,10 μm (n = 11 đối với điện thế hoạt động và n = 23 đối với dòng kênh Na) trong điều kiện oxy thấp và đường cao vì những nơron có kích thước nhỏ chứa nhiều kênh Na TTX-S hơn những nơron có kích thước vừa và lớn [11]. Hình 1 và bảng 1 trình bày sự thay đổi của điện thế hoạt động của tế bào trong điều kiện thực nghiệm so với đối chứng. Kết quả cho thấy, trong điều kiện oxy thấp và đường cao, biên độ của điện thế hoạt động tăng 6,9 mV (p < 0,05) và thời gian điện thế hoạt động giảm xuống, đặc biệt là thời gian tái phân cực giảm 6,95 ms (từ 18,37 ± 2,02 xuống 11,42 ± 2,29 ms) có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
Bảng 1. Đặc điểm điện thế hoạt động của nơron dưới điều kiện thực nghiệm so với điều kiện 
bình thường

	Đặc điểm 
của điện thế hoạt động
	Điều kiện bình thường
	Điều kiện oxy thấp và đường cao
	p

	Biên độ (mV)
	40,77 ± 2,61
	46,96 ± 2,64
	< 0,05

	Thời gian (ms)
	37,31 ± 9,59
	32,88 ± 8,59
	> 0,05

	Điện thế nghỉ (mV)
	-60,63 ± 4,302
	-59,16 ± 3,81
	> 0,05

	Thời gian pha tăng (ms)
	5,53 ± 0,21
	6,24 ± 0,53
	> 0,05

	Thời gian pha giảm (ms)
	18,37 ± 2,02
	11,42 ± 2,29
	< 0,05


Ghi chú: Số liệu được trình bày là giá trị trung bình và sai số tiêu chuẩn (mean ± SE); n = 9 đối với điều kiện bình thường và n = 11 đối với điều kiện oxy thấp và đường cao (mV: millivolt; ms: millisecond).
Độ dẫn của kênh Na TTX-S
Kênh Na thuộc loại kênh đóng mở theo điện áp màng (voltage-gated channel), vì vậy, độ dẫn và mật độ dòng của kênh phụ thuộc vào điện thế của màng, chúng tôi đã xây dựng đường cong biểu diễn mối tương quan giữa mật độ dòng với điện thế (hình 2A) và giữa độ dẫn với điện thế (hình 2B) để đánh giá sự thay đổi về hoạt động chức năng của kênh.
Kết quả cho thấy, mật độ dòng của TTX-S đạt đỉnh tại -38,20 ± 4,11 pA/pF (n = 18) trong điều kiện bình thường và -47,09 ± 7,14 pA/pF (n = 23) trong điều kiện oxy thấp và đường cao (hình 2A). Tuy sự khác nhau này không có ý nghĩa thống kê, nhưng chúng tôi nhận thấy có sự dịch chuyển của đồ thị về phía bên trái theo hướng tăng phân cực trong điều kiện oxy thấp và nồng độ đường cao trong môi trường nuôi cấy. Từ đó, chúng tôi xây dựng đường cong biểu diễn mối liên hệ giữa độ dẫn (G) và điện thế màng theo phương trình Boltmann. Kết quả cho thấy, điểm giữa của đường cong G-V đạt -28,32 ± 0,30 mV trong điều kiện oxy thấp và đường cao, 
thấp hơn so với nơron được nuôi cấy ở điều kiện bình thường (-24,79 ± 0,25 mV) (p < 0,001) 
(hình 2B).
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Hình 2. Những thay đổi hoạt động của kênh Na TTX-S trên màng tế bào nơron hạch rễ lưng trong điều kiện oxy thấp và đường cao. Mật độ dòng với điện thế (A) và độ dẫn Na với điện thế (B)
Mức độ biểu hiện gen của các kênh Na TTX-S

Để kiểm tra tính nhạy cảm hơn của kênh Na có phải do sự thay đổi về mức độ biểu hiện gen quy định chúng hay không, chúng tôi đã sử dụng phương pháp RT-PCR định lượng đối với các kênh Na TTX-S: Nav1.1, Nav1.3, Nav1.6 và Nav1.7 được phát hiện có trong nơron hạch rễ lưng  [5]. Kết quả phân tích cho thấy, mức độ biểu hiện tương đối ARNm của các kênh Na TTX-S không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05) giữa 2 điều kiện thí nghiệm (hình 3A). Bên cạnh đó, khi xem xét mức độ biểu hiện cơ bản ARNm đối các kênh Na TTX-S ở nơron hạch rễ lưng nhận thấy, Nav1.7 là kênh chiếm ưu thế, tiếp đến là Nav1.6 và Nav1.1, thấp nhất là Nav1.3 (hình 3B).
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Hình 3. Mức độ biểu hiện tương đối ARNm trong 2 điều kiện thí nghiệm (A) và mức độ biểu hiện cơ bản (B) được tiêu chuẩn hóa với mức độ biểu hiện của gen tham khảo (GAPDH) của các gen quy định các kênh Na TTX-S. Số liệu được trình bày là giá trị trung bình và sai số tiêu chuẩn (mean ± SE) của 3 mẫu trên mỗi điều kiện thí nghiệm (mỗi động vật/mẫu). Mỗi mẫu chứa đựng ARNm của nơron hạch rễ lưng từ vùng thắt lưng 1 đến 5 của một động vật và được phân tích 3 lần lặp lại
Như vậy, không có sự thay đổi về mức độ biểu hiện của ARNm giữa 2 điều kiện thí nghiệm. Kết hợp với sự không thay đổi về mật độ kênh trên màng tế bào gợi lên rằng sự thay đổi về tính nhạy cảm của kênh Na TTX-S trình bày ở trên không phải là do sự thay đổi về mức độ biểu hiện của gen, mà do sự thay đổi các quá trình sinh lý, sinh hóa diễn ra trong tế bào thần kinh. 
THẢO LUẬN 
Kênh Na giữ vai trò quan trọng trong sự phát sinh và dẫn truyền điện thế hoạt động cũng như tính hưng phấn của tế bào thần kinh [3]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã lặp lại mô hình các nghiên cứu trước để khảo sát xem khi điều kiện oxy thấp và đường cao trong môi trường nuôi cấy tế bào có ảnh hưởng như thế nào đến sự biểu hiện và hoạt động chức năng của kênh Na TTX-S. Kết quả cho thấy, sau 18-26 h ủ trong môi trường có nồng độ oxy thấp và đường cao (4% O2 và 25 mM glucose) so với môi trường bình thường (7% O2 và 7,4 mM glucose), nhận thấy xuất hiện sự thay đổi hoạt động chức năng của kênh Na mà không có sự thay đổi về mức độ biểu hiện của các ARNm quy định các protein xuyên màng này. Kết quả về sự thay đổi kênh Na TTX-S này cũng giống với kết quả về sự thay đổi của kênh Na TTX-R ở nghiên cứu trước [1]. Những dữ liệu này đã gợi lên rằng, chính sự thay đổi của kênh Na TTX-S lẫn kênh Na TTX-R đã dẫn đến sự thay đổi các đặc điểm của điện thế hoạt động đã quan sát được dưới cùng điều kiện thực nghiệm có liên quan đến bệnh đái tháo đường. Hơn nữa, những thay đổi này còn dẫn đến sự tăng tính hưng phấn của nơron và liên quan đến cảm giác đau thần kinh ở giai đoạn sớm của bệnh tiểu đường.
Sự dịch chuyển về phía bên trái của đường cong biểu diễn mối liên hệ giữa điện thế và độ dẫn Na của kênh (hình 2B) được cho rằng sẽ dẫn đến sự tăng tính kích ứng của tế bào thần kinh bằng cách giảm ngưỡng hoạt động và tăng biên độ cực đại của điện thế động (hình 1). Tính kích ứng này có thế xảy ra nhanh (trong vài phút) do sự điều hòa sau dịch mã thông qua quá trình phosphoryl hóa [14] hoặc xảy ra chậm (từ vài giờ đến vài ngày) qua sự điều hòa quá trình giải mã [4]. Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, trong điều kiện thí nghiệm, sự thay đổi về tính nhạy cảm của kênh Na không phải do sự thay đổi về mức độ biểu hiện của ARNm, như vậy, có thể do quá trình phosphoryl hóa.
Kênh Na được cấu thành bởi tiểu phần α tạo nên lỗ dẫn ion Na và tiểu phần β điều chỉnh đặc tính lý sinh của kênh [13]. Trong quá trình xuất hiện điện thế hoạt động, nó trải qua ít nhất 3 trạng thái: đóng, mở và bất hoạt [2]. Không giống như các họ của kênh K và Ca, đặc điểm chức năng đã được biết của các kênh trong họ kênh Na tương đối giống nhau.
Cho đến nay, đã có một số nghiên cứu tập trung vào vai trò của từng kênh riêng rẽ trong họ kênh Na đối với cảm giác đau do thần kinh, cũng như đau do viêm dựa vào mô hình ở động vật. Chẳng hạn như mô hình thắt dây thần kinh hông đùi đã làm tăng dòng kênh Na TTX-S [7]. Kênh có vai trò quan trọng trong đau do viêm là kênh Nav1.7 [15] và điều này cũng được khẳng định trong nghiên cứu khác ở chuột nhắt [9]. Kết quả phân tích RT-PCR của chúng tôi cho thấy, kênh Nav1.7 chiếm ưu thế trong tế bào thần kinh chứa trong hạch rễ lưng (hình 3B). Như vậy, kênh Nav1.7 có đóng góp quan trọng trong sự thay đổi đã quan sát được ở kênh Na TTX-S và điện thế hoạt động trong mô hình của chúng tôi.
Trong các nghiên cứu trước, chúng tôi cũng đã sử dụng mô hình này để nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ oxy thấp và đường glucose cao trong môi trường nuôi cấy đến kênh TRPV1 và kênh Na TTX-R. Kết quả cho thấy, đối với kênh TRPV1 trong tế bào thần kinh hạch rễ lưng cũng như trong tế bào HEK (Human embryonic kidney cells) được chuyển gen, điều kiện oxy thấp có vai trò quyết định (chứ không phải điều kiện đường cao) đến sự thay đổi của kênh TRPV1 thông qua PKCε và Hif -1α [12]. Nhưng đối với kênh Na TTX-R thì oxy thấp và đường cao dường như có vai trò ngang nhau trong sự ảnh hưởng thông qua PKC và PKA [1]. Dữ liệu trong nghiên cứu này đến nay vẫn chưa thể hiện được mối liên quan giữa sự thay đổi của kênh Na TTX-S trong điều kiện thí nghiệm với quá trình phosphoryl hóa cụ thể nào cũng như vai trò riêng rẽ của oxy thấp và đường cao lên sự thay đổi đã quan sát được ở tế bào thần kinh hạch rễ lưng. Vì vậy, cần có các nghiên cứu và phân tích sâu hơn ở mức độ phân tử để
làm sáng tỏ vấn đề này.
KẾT LUẬN
Điều kiện oxy thấp và nồng độ đường cao trong môi trường nuôi cấy đã làm tăng tính hưng phấn của nơron hạch rễ lưng thông qua sự tăng biên độ và giảm thời gian của điện thế hoạt động. Đồng thời, độ dẫn của kênh Na TTX-S tăng lên trong điều kiện thí nghiệm làm cho kênh Na mở và đóng nhanh hơn khi có kích thích. Tuy nhiên, mức độ biểu hiện gen quy định các kênh không thay đổi. Những thay đổi này làm nơron có tính hưng phấn cao hơn, nhạy cảm hơn dưới các kích thích của môi trường. Cần nghiên cứu sâu hơn cơ chế phân tử đề làm cơ sở cho việc giải thích về đau thần kinh ở giai đoạn sớm cũng như muộn ở bệnh nhân đái tháo đường.
Lời cảm ơn: Chúng tôi xin chân thành cảm ơn sự giúp đỡ về kỹ thuật cũng như kinh phí của giáo sư Flonta Maria-Luzia và Ristoiu Violeta, Khoa Sinh học, trường đại học Tổng hợp Bucharest, Romania.
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EFFECT OF HYPOXIA AND HIGH GLUCOSE ON SODIUM CHANNELS 
IN DORSAL ROOT GANGLIA NEURONS

Ton Thi Bich Hoai, Hoang Van Mai, Phan Xuan Thieu
Vinh University

SUMMARY
Hypoxia and hyperglycemia are considered as the leading causative factors of diabetes and frequently associated with several complications. Voltage-gated sodium channels are large trans-membrane proteins that contribute to the initiation and propagation of neuronal excitability associated with pain. Here we show that hypoxic and high glucose cellular environment increases the excitability of DRG neurons by increasing amplitude and decreasing duration of action potentials. Na conductance of TTX-S sodium channels increased under the experimental condition that induces the Na gates close and open faster, without affecting the level of genes expression. These data indicate that TTX-S Na current is modulated under hypoxic and high glucose conditions, which might be relevant for diabetes-related complications or other diseases associated with acute hypoxia and hyperglicemia.
Keywords: Diabetes, dorsal root ganglia, hyperglycemia, hypoxia, neuropathic pain, TTX-S sodium channel.
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