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P2X3受体对大鼠海马 CA1区锥体神经元兴奋性的影响 

周 鑫 ，陈阳美 

(重庆医科大学附属第--N院神经内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究P2X3受体(P2X3 receptor，P2X3R)在海马CA1区的定位及对 CA1区锥体细胞兴奋性的影响。方法：免疫荧 

光技术对P2X3R在海马CA1区表达进行定位，sD鼠麻醉后断头取脑，修块后应用振动切片机切出350 Ixm脑片并用正常人工 

脑脊液 26℃恒温孵育 1 h，通过膜片钳全细胞记录技术，给予P2X3R选择性拮抗剂 AF一353和非选择性激动剂 ，p—MeATP干 

预，记录锥体细胞动作电位发放频率的改变。结果：P2X3R在海马区主要表达于神经元上，在星形胶质细胞不表达。P2X3R拮抗 

剂AF一353减慢锥体细胞动作电位发放频率减小其兴奋性【(O．788±0．163)Hz vs．(0．352±0．079)Hz,t=7．32，P=0．0021．仅，B— 

MeATP则加快动作电位发放频率【(0．715±0．186)Hz VS．(1．61o±0．454)Hz，拄一4．97，P=0．008】，增加兴奋性。结论：P2X3R在海 

马区主要表达于神经元树突及胞质并且影响神经元兴奋性，可能参与了兴奋性增高有关疾病的发生发展过程。 
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Effects of P2X3 receptor on neuronaI excitability 

in hippocampal CA1 pyramidal cells of rats 

Zhou Xin，Chen Yan~nei 

(Department ofNeurology，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of P2X3 receptor(P2X3R)on neuronal excitability in hippocampal CA1 pyramidal 

cells of rats．Methods：The localization of P2X3R was detected by immunofluorescenee．Sprague-Dawle rats were euthanized via de— 

capitation after anesthetization and the brain tissues were trimmed and placed in a vibratome to obtain a slice thickness of 350 LLm． 

The slices then were incubated in normal artificial cerebrospinal fluid at 26 oC for 1 h．Intervention of AF-353 and ，13-MeATP was 

performed and the action potentials(APs)frequency was recorded via whole cell patch-clamp technique．Results：The P2X3R was lo- 

cated at the neuron instead of the astrocyte in hippocampal CA1 region．The antagonist of AF一353 decelerated the APs frequency and 

reduced cellular excitability[(0．788±0．163)Hz VS．(0．352 4-0．079)Hz，t=7．32，P=0．0021 whereas仪，13-MeATP agonist had the re— 

verse effects[(0．715±0．186)Hz VS．(1．6104-0．454)Hz，t=一4．97，P=0．0081．Conclusion：P2X3R effect neuronal excitability and may 

participate in the process and development of diseases related to hyperexcitability． 

【Key words]P2X3R receptor；excitability；epilepsy；Alzheimer’S disease 

P2X3受体(P2X3 receptor，P2X3R)是P2X受体 

家族中的一员．P2X受体广泛分布于中枢和外周神 

经系统，为 ATP激活的配体门控通道并介导着阳离 

子，尤其是钙离子内流。脑内ATP被认为是一种具 

有广泛作用的神经递质，参与了神经元兴旮眭毒性， 
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炎症形成等病理生理过程【 。研究显示P2X受体亚 

型P2X7受体促进癫痫的发生，而P2X7受体拮抗剂， 

可控制癫痫发作／31。同时 P2X3R引起脊髓背根神经 

元钙离子内流。在疼痛的传导方面起着至关重要的 

作用，目前 P2X3R阻断剂已用于疼痛相关疾病的 

治疗【 。然而，P2X3R对海马区神经元兴奋性的影 

响尚不明确．为研究 P2X3R对海马神经元兴奋性的 

影响，本实验运用免疫荧光定位和膜片钳全细胞记 

录技术。通过选择性抑制剂 AF一353和非选择性激动 

剂 仪，B—MeATP对大鼠海马CA1区锥体神经元进 
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行干预，Clampfit 10．3软件观察锥体神经元动作电 

位发放频率的变化。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 脑组织 实验所用动物均来源于重庆医科大学实验 

动物中心。所有动物实验程序遵守国际伦理准则并取得重庆 

医科大学附属第二医院伦理委员会同意。选取成年 SD鼠 2 

只，体重 180～200 g，在标准温度(20 oc)和湿度(5O％～60％) 

环境下饲养。10％的水合氯醛 3 ml／kg麻醉大鼠后，用生理盐 

水和 4％多聚甲醛灌注，断头后取出脑组织浸泡于 4％多聚甲 

醛 24 h，利用冰冻切片机制作成 10 trm厚的冰冻切片备用。 

1．1．2 实验试剂 山羊血清 ，FITC标记的山羊抗兔二抗 ， 

TRITC标记的山羊抗小鼠二抗购于北京 中杉金桥生物技术 

有限公司；兔抗大鼠 P2X3抗体，小鼠抗大鼠 MAP2抗体购 

于英 国 Abcam公司 ：小 鼠抗大鼠 GFAP抗体购于美国 Cell 

Signaling Technology公 司 ；Triton X一100、KCI、NaH2PO4、CaCI2、 

MgC12 6H20、NaCI、NaHCO 、D-glucose K2SO 、NMG HEPES 

BAPTA、phosphocreatine、NA2ATP、NA3ATP、AF一353、(It，13一 

MeATP、二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxide，DMSO)购于美国Sigma 

公司：玻璃电极购于美国Sutter Instrument公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 免疫荧光检测 冰冻切片在室温中晾干后浸泡于丙 

酮30 min，随后用磷酸盐缓冲液(PBs)冲洗5 min。 6 Triton 

X一100 37℃孵育 20 min，随后 PBS冲洗 ，之后将切片浸入 

0．01 mol／L枸橼酸钠缓冲溶液(pH 6．0)并在微波炉中高火加 

热 5 min，低火加热 15 min，随后取出自然冷却。室温下将冷 

却后的切片浸入抗原修复液20 min．PBS冲洗后加山羊血清 

37℃封闭 1 h，随后去除血清，滴加配好的混合一抗 4℃过 

夜。混合一抗为兔抗大鼠P2X3抗体(1：120)分别与以下两种 

物质混合：小鼠抗大鼠MAlt2抗体(1：50)和小鼠抗大鼠GFAP 

抗体(1：300)。第2日，37℃下PBS冲洗多余液体，避光滴加 

F1TC标记的山羊抗兔二抗(1：100)和TRITC标记的山羊抗 

小鼠二抗(1：100)，并于 37℃下避光孵育 2h，随后加入DAPl， 

室温下避光孵育8 min，最后用PBS充分冲洗切片并用 50％ 

甘油封片，一20℃保存。 

1．2．2 脑片制作 选取出生 14d的健康SD鼠l0只．体质量 

30-40 g，由重庆医科大学实验动物中心提供。经10％7R合氯 

醛 3 ml／kg麻醉后，1 min内断头取脑 ，迅速置于含有标准气 

体的冰水混合物(95％02 and 5％CO )中。2 min后取出脑组 

织并修块，修好的脑组织用瞬间粘合剂固定于振动切片机的 

标本托上。在 0℃和标准气体环境下，修块的脑组织浸入切 

片液中，并被切成厚 350 m 的薄片 ，随后置于含有标准气 

体的正常人工脑脊液中，在 26℃恒温孵育槽中孵育 1 h备用。 

冰水混合物，切片液，人工脑脊液均采用同一配方，其成分 

(retool／L)为：2．5 KC!、1．6 NaH~"O4、2．0 CaCb、1．0 MgC12．6H20、 

119．0 NaCl、26．0 NaHCOh25．0 D—glucose(OH 7．4，osmolarity 

of295-305 mosmol／L)。 

1．2．3 全细胞记录 使用盖网固定法固定脑片，持续向脑片 

浴槽灌注含有标准气体的人工脑脊液 ，流速为 1-2 ml／min， 

室温保持在 25℃。在红外可视条件下，首先在低倍镜(X 5) 

下找到海马 CAI区，标记相应位置后在高倍镜下观察 CAI 

区细胞形态和轴突方向，选择合适的锥体细胞。利用玻璃微 

电极拉制仪拉制玻璃电极，灌入电极内液后固定于微电极操 

纵器并调整到相应位置，施加正压后入水，保证人水电阻 3— 

5 MQ。切换高倍镜，利用图像采样使玻璃电极靠近CAI区细 

胞层 ．在选定的锥体细胞上再次给予正压并拍击锥体细胞 ， 

随后撤去正压并给予少许负压(图 1 o电压钳模式下观察电 

极阻抗 。上升至 100 Mft后换至 patch挡进行封接，高阻抗 

(大于 1 cat)封接后采用负压吸引或电击(Zap)破膜方式进 

行全细胞记录。记录时为得到自发放电，给予适当刺激电流 

使膜电位保持在_5 —60Ⅲv。实验所采用电极内液的成分为 

(咖 )：60 K~SO,，60 NMG，40 HEPES，4 MgCI2，0．5 BAPTA， 

12 phosphocreatine。2 N |ATP。0．2 NA3ATP。对脑片干预所 

采用 P2X3R拈抗剂为选择性拮抗剂 AF-353，由于 目前尚无 

P2X3R选择性激动剂，故本实验选用非选择性激动剂 ，13一 

MeATP进行干预。AF-353溶于 DMSO后 加入人工脑脊液进 

行灌流，DMSO的终浓度为0．2％，Ot，13-MeATP直接加入人工 

脑脊液灌流，为排除 DMSO对动作电位频率的影响，等量的 

DMSO也加入人工脑脊液进行灌流。研究表明AF-353和仅， 

13一MeATP浓度 10 ltmol／L为有效作用浓度16-71。本实验采取同 

一 细胞自身前后对照，给予适当刺激电流保持膜电位处于一 

5O一—6omv左右，所有脑片分为3组，分别为：正常人工脑脊 

液组+AF_353组，正常人工脑脊液组+DMSO组 ，正常人工脑 

脊液组 ，13一MeATP组 ，n=5。通过 Clam#it 10．3软件观察动 

作电位频率的变化。 

圈 1 红外可视下大鼠海马 CA1区锥体细胞全细胞记录(40×} 

F．叼．1 Whole cell recording of hippocarnpal CA1 pyramidal cells 

through infraredvideondcroscopy(4Ox) 
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时开放，促使膜电位倾向钠的平衡电位，随后钾离 

子通道开放，细胞内阳离子外流使膜电位恢复到静 

息水平从而完成一个动作电位周期。本实验细胞外 

液采用国际公认的正常脑脊液配方并成功模拟了 

大脑神经元的正常状态，为研究P2X3R对神经元兴 

奋性的影响．分别对锥体细胞进行 P2X3R激动和拈 

抗干预并观察动作电位频率变化。激活 P2X3R后动 

作电位发放频率增快而阻断P2X3R后电活动减慢， 

提示P2X3R能够影响神经元兴奋性。先前已有研究 

报道激活P2X3R引起胞外阳离子内流，尤其是钙内 

流【l2】。另外有研究表明 P2X3R激活后突触前膜谷氨 

酸释放增多和兴奋性突触后电流(EPSC)增强I ， 

生理状态下．谷氨酸作为神经系统主要的兴奋性神 

经递质与抑制性神经递质 ŷ一氨基丁酸处于动态平 

衡。维持大脑神经网络的正常联系和活动。P2X3R激 

活后 ，谷氨酸释放过多打破动态平衡，与离子型谷 

氨酸受体(NMDA受体，AMPA受体)结合后引起阳 

离子内流，若阳离子内流效应超过抑制性神经递质 

引起的阴离子内流效应，则突触后膜兴奋性增高。 

在人体中 P2X3R作为 ATP激活的配体门控通 

道，其作用的发挥需要 A11P参与。脑内细胞外 ATP 

是一种非常重要的神经递质。它与众多伴有兴奋性 

增高的神经系统疾病密切相关。早年 Wieraszko和 

SeyfriedI 】发现在有癫痫发作倾 向的小 鼠大脑 中 

ATP表达水平增高。Kl 等I 咄 发现 ATP可以直接 

引起神经元兴奋性增高但其代谢产物腺苷可通过 

其A 1受体降低兴奋性发挥神经保护作用，提示ATP 

对神经元兴奋性的影响具有双重性。由于脑内ATP 

对神经元兴奋性产生直接的增强效应。但同时也通 

过其代谢产物腺苷发挥间接抑制效应，因此ATP对 

神经元兴奋性的总效应仍不清楚。P2X3R作为ATP 

下游门控通道，激活或抑制后引起神经元单一的兴 

奋性增强或减弱。提示 P2X3R是神经元兴奋性形成 

的重要环节并可能成为伴有兴奋性增高的神经系 

统疾病(如癫痫，早期阿尔茨海默病)的治疗靶点。 

课题组对P2X3R进行了研究，免疫荧光结果显 

示 P2X3R表达于海马 CA1区神经元胞质和树突， 

膜片钳全细胞记录结果显示抑制 P2X3R后 CA1区 

锥体细胞动作电位发放频率减慢，激活P2X3R后频 

率加快，差异均具有统计学意义。P2X3R激活是神 

经元兴奋性形成的重要因素。抑制P2X3R活化可以 

降低神经元兴奋性并可能用于伴有神经元兴奋性 

增高的疾病的治疗。 
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