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汉防己碱对大鼠皮层 神经元钙通道的阻滞作用 
薛春生 ，周岐新 

(1 中国科学院．卜海生理研究所 200030 2．重庆医科大学基础医学院生化药理研究室 400016) 

摘 要 在急性分离的大鼠大脑皮层神经元上．用膜片钳单通道记录技术研究汉防己碱 (Tet)对电压依赖性钙通道的影 

响。结果表明．Tet 7．5 mol／L、15p mol／L~30 m0l几可浓度依赖性抑制大鼠皮层神经元膜L·和N．型电压依赖性钙通道- 

使其开放时间缩短，关闭时间延长．开放概率降低．从而降低钙内流．其对L·型钙通道的作用与钙通道阻滞剂 釉 mil相似 

但较弱 Tet的多种药理作用可能与其阻滞钙通道有关 
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Effects of tetrandrine on calcium channels in rat COrticaI neurons 
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Abstract：The effects of tetrandrine (Tet) on calcium channels in acutely isolated rat cortical neurons were 

studied usingthepatchclamp single channel recordingtechnique．The resultsindicated thatTet(7．5 mol／L-15 

u mol／L and 3O u rnol／L)inhibited the L-and N·type calcium channels in a manT r 

The open times of L·and N·type calcium channels decreased． the closed times increased,and open·st e 

probability decreased． 111e effects ofTet on L-type calcium channel were consistent with vcrapamil，a typical 

calcium  channel antagonist，but were weaker than those of verapamil． On the other hands，the N·type calcium 

channel blocking effects ofTet were much stronger than  those ofverapamil． The multifunctions ofT_et’might be 

related to its antagonist effeet on the calcium channels． 
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汉防己碱(Tet)是中药汉防己的主要有效活性 

成分，有实验证明，Te耐 心肌细胞钙通道有阻滞作 

用，也可抑制垂体前叶细胞、神经垂体末梢细胞的 

钙通道电流 ，认为Tet是中药来源的钙通道阻滞 

剂。我室以前的结果也表明，Tet可降低由兴奋性氨 

基酸所致的大鼠脑突触体内钙浓度增高，对脑缺血 

有保护作用。但有关Tet对脑细胞钙通道的作用则未 

见报道。本实验用膜片钳单通道记录技术研究了Tet 

对大鼠皮层神经元钙通道的影响。 

1 材料与方法 

1．1 仪嚣设备 

微电极拉制器(PP·83，Narishige公司，日本)；摄相监控倒 

置显微镜(XSJ-D，重庆光学仪器厂)；微推进器(NO-202， 

Narishi~e公司。日本){膜片钳放大器(cEZ-2200 日本电)： 

作者介蝈 王中锕 1968斯 月出生lI男 ，博士生 

ADBBA转换板fDigdata 1200，美国Ax∞公司)；~tamp6．02 

软件(美国Ax∞公司)；微机(IBM-486D 。 

I,Z 药品试剂 

T州浙江金华制药厂)；胰蛋白酶(sigma)：多聚赣氨酸( 

Sigma)；天冬氨酸钾(si~ma)；N-lrimethylsilyldiethylamine( 

Sigma)； 口aIrIil(sigma)；其它试剂均为国产分析纯。 

1j 溶液配恻 

人工脑脊液(retool／L)：Nac】126；KCI 5{NaFhPO~1．25； 

NaHC 26；CaCI22 MgS 0．2；葡萄糖10；pH7．2(NaOH~ 

制)．临用时再~nCaCh和糖。 

细胞浴液(mmol／L)：天冬氨酸钾130；HEPES 10；EGTA 

10；M窖ck5；葡萄糖 10{pH7．3(用KOHill制)。 

电极渣(rnrnoI／L)：BaChI10 HEPES 10；pH7．3 

Tet用1 nurtol／L盐酸溶解，调pH_~6．5。 

1．4 大鼠皮层神经元分离 

参照文献 ‘分离大鼠大脑皮层神经元。取2～4周龄的 

Wistar大鼠断头取脑．将皮层切成厚约4OO um~500 m的冠 

状脑片．在通95％ +5％C02的人工脑脊液内孵育30min 

后。用0．I％胰蛋白酶消化30mln，将脑片剪碎后用尖端火抛 

光的pasteur吸管吹打成细胞悬液，将上清液滴加于事先涂有 

0 1％多聚赣氨酸的盖玻片上使细胞贴壁。分离过程在室温r 
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囊l 汉随己碱(Tet， moVL)和V~~pamit{Ver 

开放时间(ms) 

对照组 0．50±0．20 

Tet(7．5) 0．49士0．16 

Tet(15) 0．40士0 11 

T~t001 0,31士0．14‘ 

Vet(20) 0．29±0．10”‘ 

n=tO, ‘P<O．05, P<O．OI 

对照组 

Tet(7．5) 

T州 15) 

Tet(30) 

2．47士 0．32 

me~L) 

关闭时间(ms) 

T l 

1．69±0 27 

电流幅度 

f 2 

50．74士 4 66 

2．08±0．25 2．11±0 22 78．78士1 86“ 

(PA) 

1．52±0．19 

1．53±0．14 

开放概率 

0．061±0．017 

0 048±0．019” 

1．65±0．21 3 19±0．29⋯ 84．09士1．39̈ ‘ 1．52±0．15 0．035士0．016̈  

lI34±0 26 3．28±0．13 92．04士L83 1 53±0．16 0．016士0．013̈  

I．02士0．12⋯  3．49±0 17 98．36±ll76 1．51±0．13 0．012±0．007̈ ‘ 

囊2 汉防己In('ret,pmol／L)~  

开放时间(ms) 

0．44士0．15 1．767士0．23 

关闭时间(埘s】 

I 96士0．3I 

电流幅度 
(PA) T 2 开放概率 

58．17士4．55 1．03±0．16 0．053±0．017 

0．4O士0．16 1．35±0．17 2．29±1．24 62．09士3．82 l_03±0．11 0．041±0．011 

0．35±0．10̈  1．10±0．14 2．68±l 23 71．14士2．35 0．95±0．19 0．032±0．018 ‘ 

0．315：0-09” 0-78+_0．20“‘ 3．33±1．28” 86．19~3．97⋯  1．025：2_0．16 0．021 5：0．014 

=̂t0, 士 ’P<O 05． P<O．01 ‘̈ P<O 00／， 廊 鲳 

2O电5℃)下进行。 

1．5 钙通道单通道记录 

采用细胞贴附膜片钳单通道记录技术 l。由微机发出去 

极化脉冲，同步采集通道开放电流．一次采集50条曲线并存 

入硬盘，以各进 步分析．脉冲发放间隔为5s，以便使钙通 

道从失活状态中恢复。各型钙通道记录的参数设置为：L型 

钙通道，钳制电压-40mV，阶跃至0mV；N-型钙通道为． 

60mV~10mV，持续时间均为150ms。电极电阻2～4M0。 

封接电阻大于5Go。先记录正常 和N-型钙通道．然后在浴 

渣中分别加入vt粗p岫il和Tet，Ve~ il的终浓度为20 mol 

几，Tet为7．5 nIo儿 、15 mo儿 和30 mo儿 。5rain后再次 

记录同～膜片上的通道电活动，每型通道每一药物浓度记录 

lo个膜片 

1．6 结果分析 

线性漏电流和电容性脉冲用无通道开放的电流曲线叠加 

消除。用paaIll口软件的Felr,,han程序对曲线理想化，忽略水平 

0．01ms，滤渡IK}‰ 用口st日t程序对通道的开放时间、关闭时 

间进行指数拟台，对通道开放的电流幅度进行高斯拟台．用 

通道开放的总时间除以记录总时间求出通道开放的概率。用t 

检验分析进行统计学处理．实验结果用 ±壕 示。 

2 结 果 

双指数分布，其时间常数 ，和 分别为1．69ms和 

50．74ms，开放概率0．061 在浴液中加入Tet7-5、15 

和30 mol／L 5min后，发现Tet浓度依赖性抑制L．型 

钙通道的开放，使其开放时间缩短，关闭时间延 

长．开放概率降低 在浴液中加入钙通道阻滞剂 

Veravmnil20umol／L也可抑制L型钙通道的开放。结 

果见表1。 

记录到的N．型钙通道如图2所示，该通道的开 

放电流比L型小，约．1．03oV，开放时间短．其开放 

时间呈双指数分布，时间常数，和2分别为0．44ms和1． 

76ms．关闭时间常数 T l和 T 2分别为1．96ms和58． 

17ms．通道的开放概率0．053。在浴液中加入Tet7． 

5、15和30 rlloI／L．Tet可呈浓度依赖性抑制N．型钙 

通道的开放．而Veravarail对N．型钙通道无明显影 

响。结果见表2。 

3 讨 论 

应用膜片钳技术，己成功地在中枢神经系统的 

记录到的L一型钙通道如图l所示·该通道在去 海马
、 纹状体、基底神经节等部位神经元膜上记录 

极化的整个过程均可开放·通道电流一1．5DV左右， 了钙通道单通道电流‘ 
。 从本实验结果可见，建 

电导值约28Ds，其开放时间呈双指数分布，其时间 立的单个皮层神经元分离方法是成功的，细胞成活 

常数 ，和 扮 别为0．50ms平口2．47ms。关闭时间也呈 (下转第3面) 

l， 

． 
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I 4基困修饰K 62细胞促进CTL杀伤活性的机制 

尚小 }一分清楚。由于IL．4基因修饰 诱导的CTL杀 

伤活性增强伴有T细胞增殖活性增强；另已证实IL4 

基因修饰可促进K， 细胞死亡，此过程可能伴有肿 

瘤抗原暴露增多。故我们推测1L．4基因修饰 细胞 

后所诱导的瘤细胞死亡及T细胞功能的增强可能是 

lL．4基冈修饰促进K ∞诱导CTL杀伤活性的主要原 

冈，但其细节尚需进一步研究。 
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较好，因消化用酶量较小，减少了胰蛋向酶对细胞 

的损伤。保证了通道电活动的记录 实验记录到的 

钙通道，其开关特征与在海马、纹状体 等神经元膜 

上记录到的结果基本一致，说明记录到的是典型的 

L．和N．型钙通道。 

Tet是中药来源的钙通道阻滞剂，这已在心肌细 

胞、垂体前叶细胞、神经垂体末梢细胞上证实 。 

。 奉室以前的工作表明，Ten'J脑缺血有较好的保护 

作用，其机制可能与其阻滞钙通道有关” 。本实验 

结果发现，Tet可浓度依赖性阻滞大鼠皮层神经元L． 

和N．型电压依赖性钙通道，缩短其开放时间，延长 

关闭时间，降低开放概率，从而减少钙内流。其对 

L．型钙通道的作用与经典的钙通道阻滞剂Veraoamil 

相似，但稍弱，而VeraDamil对N．型钙通道则无明显 

影响，此点与Tet不同。结果表明，Tet对L．和N．型 

钙通道的阻滞作用可能是其对缺血所致脑细胞损伤 

保护作用的机制之一。 
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