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严重烫伤后大鼠海马 NMDA受体通道特性的变化
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　　提　要:目的　研究严重创伤对海马 NMDA 受体功能的影响 ,为控制创伤后的过度应激反应提供实验依据。方法　

以大鼠背部 30%TBSA Ⅲ度烫伤作为严重创伤过度应激模型 ,利用细胞贴附式膜片钳技术 ,观察严重烫伤后 0.5、1、2 、4、8、

24 、48 h 海马NMDA受体单通道电流的变化。结果　在 35 pS 电导水平的开放中 , 各烫伤组海马 NMDA受体的电流幅度与

对照组相比无显著差异 ,但开放概率增加非常显著 ,烫伤后 0.5、1 、2、4 、8 h 组开放时间常数τ1和τ2 均比对照组显著增加 ,

各烫伤组关闭时间无明显变化。在 100 pS 电导水平的开放中 , 各烫伤组电流幅度与对照组相比无显著改变 ,但通道开放

概率增加非常显著。2 h烫伤组开放时间常数τ1 和τ2也比对照组显著增加 , 通道的关闭时间无明显差异。结论　严重烫

伤主要引起海马 NMDA受体通道开放概率显著增加 , 导致 NMDA受体通道显著激活。
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Changes of kinetic properties of hippocampal NMDA receptor in rats after severe scald

burn
LU Jian-hua , LI Hai-di , GAO Jing-sheng , WAN Zi-bing , ZhAO Bang-yun , XIONG Jia-xiang(Department of Physiology , Third

Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the changes of kinetic properties of hippocampal NMDA receptor in rat

following scald burn stress.Methods　Adult male Wistar rats were inflicted with 30%TBSA full thickness scald-

ing , which was applied as severe trauma stress model.Kinetic properties of hippocampal NMDA receptor channel

were detected by cell-attached patch clamp technique.Results　Open-state probability of 35pS and 100 pS NMDA-

receptor channels increased markedly at 0.5 h , 1 h , 2 h , 4 h , 8 h , 24 h , and 48 h after burn.Significant change

was found at 2 h.Open time of these channels also increased in some burn groups.No significant changes of NMDA

receptor current amplitude and close time were found in each burn group.Conclusion　Scald burn induces signifi-

cant changes of kinetic properties of hippocampal NMDA receptor , resulting in hyperactivation of hippocampal NMDA

receptor.
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　　严重创伤往往导致过度的应激反应 ,其主要表现

形式之一就是下丘脑-垂体-肾上腺轴(Hypothalamic-pi-

tuitary-adrenal axis , HPA轴)的亢进 。HPA 轴的亢进可

导致机体免疫麻痹 ,诱发系统性炎性反应综合症(Sys-

temic inflammatory response syndrome , SIRS)。近年的研

究表明 ,海马是控制应激时 HPA 轴兴奋性的主要脑

区
[ 1 ,2]
,因此 ,海马功能的改变可能会影响其神经冲动

的传导从而影响 HPA 轴 。海马功能的改变尤其是
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海马的损伤又往往与NMDA受体(N-methyl-D-aspartate

receptor)密切相关 ,提示严重创伤时海马 NMDA 受体

的变化可能会影响HPA轴的兴奋程度。然而 ,严重创

伤应激状态下海马 NMDA 受体通道的变化及规律如

何? 有关内容迄今国内外鲜见报道 。本研究以大鼠背

部30%TBSA Ⅲ度烫伤作为严重创伤过度应激模型 ,

利用膜片钳技术 ,观察严重烫伤早期 NMDA 受体通道

特性的变化特点 ,为进一步探讨海马 NMDA 受体在严

重创伤HPA轴中作用打下基础。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器
　　NMDA、胰蛋白酶为 Sigma 公司产品 , 膜片钳放大器(CEZ-
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2200)为日本光电公司产品 , pClamp 6.02 软件为美国 Axon 公司

产品。

1.2　动物模型及分组
　　本校实验动物中心提供的Wistar 大鼠64 只 ,随机分为对照

组(n=8)和烫伤组(n=8), 烫伤组又分为烫伤后 0.5、1、2 、4、8、

24 、48 h 组共 7个时相点 ,每个时相点 8 只动物。烫伤组动物背

部剃毛 ,以剃毛区浸入 90℃水10 s 造成 30%TBSA Ⅲ度烫伤;对

照组动物背部剃毛后浸入 37℃温水 10 s作为对照。

1.3　海马神经元急性分离
[ 3]

　　各时相点大鼠快速断头取海马 , 切成 0.5 mm 厚的冠状脑

片 ,置入含 0.1%胰蛋白酶的 2 ml人工脑脊液内消化 , 消化约

30 min后将脑片移至不含酶的人工脑脊液内的反复冲洗 ,剪碎

脑片 ,移入 2 ml人工脑脊液中重复吹打 , 至悬液中看不见明显

的组织块为止 ,将此液静置 7～ 10 min , 吸取上清液 , 滴加于事先

涂有 0.1%多聚赖氨酸的盖玻片上 , 静置 10～ 15 min 使细胞充

分贴壁。加入 2～ 3 ml浴液即可开始膜片钳记录。

1.4　单通道电流的记录
　　本实验主要采用细胞贴附式膜片钳方法记录 NMDA 受体

的单通道电流。将贴有细胞的盖玻片放入培养皿中 ,加入 2 ml

浴液 , 在倒置显微镜下选择贴壁良好 、细胞膜完整 、有立体感 、

突起明显的细胞 ,用微推进器驱动电极接近细胞 , 当微电极尖

端刚刚碰到细胞时 , 稍加负压 , 高阻封接即可形成。以 pClamp

6.02软件中的 Fetchex 程序连续采样 , 采样频率 20 kHz , 放大器

低通滤波为 1 kHz。

1.5　资料分析
　　以 pClamp 6.0 软件的 Fetchan 分析程序进行开关事件的测

量 ,测量的结果用 pS TAT程序进行分析处理 ,以 Gaussion 和 Ex-

ponential方式对通道的电流幅值及通道的开关时间分布直方图

进行拟合。对各拟合分别在 Marquardt-LSQ(最小平方法 , The

least aquares method), Simplex-LSQ及 Simple-MLE(最大或然率检

验 ,Maximum likelihood)的不同指数水平进行比较 ,用 Viewresidu-

als 进行拟合优度检验。

1.6　统计学处理
　　实验数据以 x±s表示 , 利用SPSS 10.0 统计软件对组间数

据进行单因素方差分析和χ2 检验。

2　结果

2.1　各组 NMDA受体的单通道电流波形的记录

　　利用在电极内液内加入微量的 NMDA 和甘氨酸 , 采用细胞

贴附法记录到了对照组及烫伤后 0.5、1 、2 、4 、8 、24 、48 h 大鼠

海马NMDA受体通道的电流 , 见图 1。 不含激动剂的电极形成

高阻封接后 ,细胞没有出现单通道电流 ,在电极液中加入 NM-

DA受体的非竞争性拮抗剂 MK-801 后也未记录到这类通道的

电流。

2.2　利用相关软件分析NMDA受体单通道的电特性
　　对照组及烫伤后大鼠 NMDA受体通道的开放一般有 35 pS

及100 pS 两个电导水平 ,以 35 pS 电导水平的通道开放为主。

在 35 pS 电导水平的开放中 , 各烫伤组的电流幅度与对照组相

比无显著差异 ,但开放概率增加非常显著(P<0.01), 通过双指

数拟合 ,烫伤后 0.5、1 、2、4 、8 h 组开放时间常数τ1和τ2 均比对

照组显著增加 ,而 24 h 及 48 h 组虽比对照组有所增加 , 但无统

计学意义 ,见表 1。在 100 pS 电导水平的开放中 ,各烫伤组电流

幅度与对照组相比无显著改变 , 通道开放呈簇状 , 但通道开放

概率增加非常显著 ,通过双指数拟合 , 2 h 烫伤组开放时间常数

τ1和τ2 分别比对照组增加 21.5%、30.1%(P<0.05), 其余各

组均无明显改变 ,见表 2。两个电导水平的关闭时间常数有一

个 ,且各组关闭时间无明显变化 , 见表 1。在烫伤组中偶然可以

记录到 135 pS 电导通道的开放。

1～ 2:Control group;3～ 4 , 5～ 6 , 7～ 8 , 9～ 10 , 11～ 12:1 , 2 ,

8 , 24 , 48 h post-burn group , respectively

图 1　各组海马NMDA受体单通道电流波形

Fig 1　Single channel current recording of hippocampal NMDA receptor

in rats after burn

表 1　烫伤对海马 NMDA受体 35pS电导水平通道特性的影响( x±s)

Tab 1　The changes of 35pS NMDA receptor channel open time , cur-

rent amplitude , open-state probability and close time in each

group( x±s)

Open time(t ms)
Group

Current

amplitude

Open-state

probability
Close time

τ1 τ2

Control 0.516±0.092 3.41±0.381 -2.81±0.19 0.086±0.006 99.5±35.8

0.5 h 0.645±0.106＊ 3.96±0.394＊ -2.90±0.18 0.346±0.005＊＊ 96.3±28.6

1h 0.648±0.113＊ 3.85±0.379＊ -2.87±0.11 0.325±0.009＊＊ 93.9±23.7

2h 0.713±0.098＊＊ 5.01±0.731＊＊ -2.79±0.21 0.498±0.009＊＊ 93.1±42.1

4h 0.657±0.102＊ 3.92±0.354＊ -2.85±0.15 0.332±0.012＊＊ 97.5±24.5

8h 0.628±0.101＊ 4.53±0.464＊ -2.81±0.19 0.212±0.008＊＊ 98.9±21.2

24 h 0.557±0.012 3.81±0.479 -2.84±0.13 0.325±0.007＊＊ 95.1±28.7

48 h 0.545±0.021 3.72±0.631 -2.88±0.20 0.213±0.005＊＊ 94.2±35.6

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs Control
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表 2　烫伤对海马 NMDA受体 100 pS电导水平通道特性的影响( x±s)

Tab 2　The changes of 100 pS NMDA receptor channel open time , current

amplitude , open-state probabil ity in each group( x±s)

Open time
Group

Current

amplitude

Open-state

probabilityτ1 τ2

Control 1.534±0.121 43.67±11.81 -5.98±1.06 0.076±0.006

0.5 h 1.532±0.281 41.26±23.45 -5.90±1.18 0.385±0.005＊＊

1 h 1.587±0.365 49.73±19.29 -5.87±1.11 0.425±0.019＊＊

2 h 1.698±0.121＊ 56.81±8.39＊ -5.86±1.22 0.498±0.021＊＊

4 h 1.557±0.302 47.27±11.38 -5.69±1.15 0.372±0.112＊＊

8 h 1.601±0.201 49.13±12.99 -5.91±1.17 0.253±0.018＊＊

24 h 1.557±0.122 49.91±10.62 -6.01±2.03 0.363±0.011＊＊

48 h 1.505±0.229 45.77±18.65 -5.88±1.20 0.209±0.009＊＊

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs Control

3　讨论

　　谷氨酸是哺乳动物中枢神经系统中的一种主要兴

奋性神经递质 ,其受体分为离子型和代谢型两类。离

子型受体进一步分成 NMDA 受体和非 NMDA 受体。

NMDA受体是一种具有许多不同变构调控位点的配体

门控性离子通道
[ 4]
。NMDA受体通道开放时 ,主要介

导阳离子内流 ,尤其是 Ca
2+
的内流 。由于 NMDA受体

是一种离子通道 ,因此 ,膜片钳可以较理想地记录其通

道电特性的变化 。

　　膜片钳是一种测量膜结构中单通道离子电流和电

导的技术 ,至今已发展了多种记录模式 , 如全细胞模

式 、细胞贴附式 、内面向外 、外面向外模式 、穿孔膜片钳

等。我们通过细胞贴附式膜片钳实验发现:在电极内

液内加入微量的 NMDA(20 μmol L)和甘氨酸(1 μmol 

L),以激动 NMDA 受体 ,记录到 NMDA受体通道的开

放一般有 35 pS 及100 pS两个电导水平 ,以 35 pS 电导

水平的通道开放为主 。开放时电流幅度 、开放概率 、开

放时间常数及关闭时间与文献[ 5] 报道基本一致。而

不含激动剂的电极形成高阻封接后 ,细胞没有出现单

通道电流 ,在电极液中加入NMDA受体的拮抗剂后也

未记录到这类通道的电流 ,这些证明我们实验所记录

到的通道是典型的NMDA受体通道 。

　　NMDA受体参与兴奋性突触传递 、神经递质释放 、

突触长时程增强等生理活动 ,其过度激活还参与一系

列病理过程
[ 6]
。最近的一些研究表明 ,脑创伤 、脑缺血

等直接导致脑损伤的因素可激活 NMDA 受体。那么 ,

作为一种不直接导致脑损害的严重烫伤对脑尤其是海

马NMDA受体活性影响如何仍不清楚 。我们的研究

发现 ,大鼠严重烫伤后 NMDA 受体通道的开放也呈现

35 pS和 100 pS两个电导水平 ,以 35 pS 电导水平的通

道开放为主 ,在 35 pS电导水平的开放中 ,各烫伤组的

开放概率比对照组增加 , 且增加非常显著 , 烫伤后

0.5 、1 、2 、4 、8 h组开放时间常数τ1和τ2也比对照组显

著增加 。在 100 pS电导水平的开放中 ,通道开放呈簇

状 ,各烫伤组通道开放概率亦增加非常显著。2 h烫伤

组开放时间常数τ1和τ2分别比对照组增加 21.5%、

30.1%,这些结果说明严重烫伤主要导致了 NMDA受

体通道开放概率的显著增加 ,开放时间常数有不同程

度的增加;同时说明严重烫伤可显著激活 NMDA受体

通道 ,即NMDA受体通道活性的显著增加 。

　　研究表明 ,激活 NMDA 受体可兴奋 HPA 轴
[ 7]
,因

此严重烫伤导致的 NMDA 受体的激活可能会增强烫

伤HPA轴的兴奋性 ,从而参与烫伤后HPA轴的亢进。

　　严重烫伤为什么主要引起 NMDA 受体通道开放

概率的显著增加仍不清楚。Bickler 等
[ 8]
发现:NMDA

受体的开放概率往往与 NMDA受体胞内 C-末端磷酸

化的变化有关 ,因此严重烫伤导致的 NMDA 受体通道

开放概率的显著增加可能与其磷酸化水平的变化有

关。此有待于进一步证明 。
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