
　　常用制备 T-载体的方法有两种:(1)将载体用平

端内切酶切出平端 ,在缺乏 dATP 及存在过量 dTTP 的

情况下 ,用 Taq DNA聚合酶催化 ,在 3' 末端加上dT[ 3] 。

(2)用脱氧核苷酸末端转移酶(TDT)在线性化载体的

3'末端加上双脱氧胸腺嘧啶核苷酸(ddTTP)[ 4] 。这两

种方法存在明显缺点:一是不能保证 100%的载体分

子末端都能加上 dT ,二是难以控制加上去的正好是 1

个dT。本研究根据文献报道采用 Xcm Ⅰ接头盒构建

T-载体 ,有以下明显的优越性:(1)通过构建重组质粒 ,

转化宿主菌 ,纯化质粒 , Xcm Ⅰ酶切获得 T-载体分子 ,

制备十分快捷 、成本低 、且可大量获得 、易于商品化。

(2)“间隔DNA”的插入作为制备 T-载体分子的质量控

制指标:只需电泳显示间隔 DNA 片段已切出来 ,即表

明载体分子两端都具有悬垂 dT ,而且只有 1个 dT ,这
保证了所制备 T-载体分子的质量 。(3)pSK Ⅱ(+)载

体是一个功能性很强的载体 ,它的多克隆位点上含有

较多的限制性酶切位点 ,而且它在大肠杆菌中具有很

高的拷贝数 ,易于分离制备 ,故而本研究选用 pSK Ⅱ

(+)作为构建 T-载体的基础载体。所构建 T-载体保

留了原载体的一切功能:①可用于直接克隆 PCR扩增

产物 。同时 ,由于接头盒插在 pSK多克隆位点的 EcoR

Ⅴ位置 ,其插入使得原多克隆位点仅仅丢失了 EcoR Ⅴ

酶切位点 ,因此可以方便地利用接头盒两侧的酶切位

点对插入片段进行亚克隆。 ②插入的接头盒含 42个

碱基 ,为 3的整数倍 ,从而保留了原载体的兰/白菌落

筛选功能 。③利用 T3或 T7启动子可通过试管内转录

(In vitro transcription)制备 RNA ,利用丝状噬菌体复制

原点可以制备供测序用的单链 DNA。 ④有学者采用

不同的 PCR产物来检测其可用性 ,数据显示其连接效

率为常规方法的 3 ～ 5倍 ,并能成功地用于长度为数百

至数千bp的 PCR产物的直接克隆[ 1 ,5 , 6] 。
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建立大白鼠视皮层脑片膜片钳全细胞记录技术

Establishment of patch-clamp whole-cell recording technique in rat visual cortex

涂娅莉1 ,阴正勤1 ,刘应兵2　　(1 第三军医大学附属西南医院眼科 ,重庆 400038;2 华西医科大学生理学教研室 ,成都 610041)

　　提　要:目的　建立大白鼠视皮层脑片膜片钳全细胞记录技术。方法　利用盲法获得膜片记录 ,即根据电极进入溶液中到获

得全细胞膜片的过程中 ,测试方波脉冲的变化来寻找细胞。结果　能成功地进行视皮层全细胞记录。结论　本法操作简便 ,所需

仪器简单 ,易于推广应用。

　　由于中枢神经系统的网络特性 ,并由此产生的极

为复杂的调控功能 ,脑片膜片钳法逐渐由对单个分离

细胞的研究转为在具有简单网络系统的脑片(Brain
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slice)上进行。目前 ,视皮层脑片膜片钳全细胞记录技

术已成为当今国际上视觉系统电生理研究的主要技术

之一 ,但在我国尚未广泛开展 ,仅为极少数实验室所采

用。由于视皮层细胞对缺氧更为敏感 ,神经元较小 ,分

布较稀疏 ,进行全细胞记录的难度比海马回等皮层下

结构大 。为此 ,我们结合国内研究实际情况和在实验

工作中的体会 ,建立了视皮层脑片膜片钳技术 ,并使其

易于推广应用。
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1　材料和方法

1.1　实验动物
　　采用第三军医大学实验动物中心提供的正常 Sprague-Daw-

leg大白鼠 , 雌雄不限 ,年龄为出生后 4 ～ 30 d。

1.2　主要仪器
　　解剖显微镜 、膜片钳放大器 、微操作器 、定向推进器 、刺激

器 、隔离器 、振动切片机 、电极拉制器 、A/ D转换器。

1.3　试剂及溶液
　　人工脑脊液(Artificial cerebral spinal flind , ACSF)中各种成分

及其浓度(mmol/L)为:CaCl2 2.4 , NaCl 124 , KCl 3 , NaH2PO4 1.25 ,

MgSO4 1.3 , NaHCO3 26 , 葡萄糖 16.6。在 95% O2 和 5% CO2 的

充灌下 pH 值为 7.4。

　　电极内液成分及其浓度(mmol/ L)为:葡萄糖酸钾 232.4 ,

MgCl2 2 , HEPES 5 , EGTA 0.5 , ATP 2。

1.4　视皮层脑片的制备
　　乙醚麻醉动物 , 快速断头 , 打开颅骨 , 取出脑组织 , 切出一

侧大脑半球的枕叶 ,中间切面用瞬间粘合剂粘固到振动切片机

的平台上。浸入 0 ℃氧饱和的人工脑脊液 , 在冠状平面上将脑

块切成厚度为 300～ 500 μm 的薄片。切下的脑片移入氧饱和的

ACSF中 , 室温下(18～ 25 ℃)孵育 1 h 备用。

1.5　记录电极的制备
　　应用电极拉制器拉制玻璃毛细管微电极。 拉制好的电极

阻抗为 5～ 10MΨ,尖端直径约 1 ～ 2 μm , 尖端至开口形成一定

角度的渐细过程度。

1.6　视皮层脑片膜片钳全细胞电生理记录
　　取一片备用的脑片 , 放入脑片槽中。脑片槽为全浸式 , 用

室温下氧饱和的ACSF循环灌流(3～ 4 ml/min)。脑片上盖一片

尼龙网 ,以克服灌流液的流动对胞内记录稳定性的影响。用双

极刺激电极(尖端直径小于 10 μm , 两根电极尖端之间距离 100

μm)置于脑片皮层下方的白质中。 在解剖显微镜下 ,用微操纵

器将微电极插入脑片的Ⅱ ～ Ⅵ 层中 ,利用特定的测试方波电脉

冲以寻找细胞 ,进而获得膜片记录。细胞反应由膜片钳放大器

放大后通过 A/ D转换器转换成数据化数据 , 并送入计算机 , 应

用Axon公司的 pClamp 软件中的 Clampex采集数据。

2　结果

　　在电极接触脑片组织以前 ,给予电极内持续正压以阻止细

胞碎片沾染或阻塞电极尖端是十分重要的。当电极接近细胞

时 ,所给予的测试方波电脉冲会因电阻增大产生相应变化(见

图1“接近细胞”组)。此时再给予短暂负压吸引 , 如果细胞健

康 ,电极也好 , 电极与膜之间的电阻会迅速增大至 giga欧姆(109

Ψ)水平以上 , 膜与电极之间形成在机械和电学上都非常稳固的

紧密封闭(见图 1“封闭膜片”组)。此时的电极与膜形成了所谓

的“连接细胞的膜片”(Cell-attached patch),再给予负压吸引或/

和 0.5～ 5 ms 时程的电脉冲 , 则可打破电极尖端内的细胞膜 , 使

细胞内液与电极内液相通 ,形成所谓的“全细胞膜片” [ 1] 。

　　一般的膜片钳放大器具有的功能之一是电压钳(Voltage

clamp)。在得到全细胞膜片以后 , 通过放大器特定的反馈放大

环路 ,设置可调的钳位电压(Clamping voltage), 从而将细胞膜两

侧电位差固定在钳位电压 ,以记录跨膜电流的变化。

图 1　记录电极分别在溶液中 ,接近细胞 ,形成封闭膜片

时和建立全细胞膜片钳时的测试方波变化曲线

3　讨论

　　本实验中所建立的视皮层脑片膜片钳技术 ,是利

用盲法获得膜片记录 ,即根据电极进入溶液中到得到

全细胞膜片的过程中 ,测试方波脉冲的变化来寻找细

胞。其最大的优点是实验中不需要昂贵的特殊显微

镜 ,而且还避免了脑片受物理破坏或酶处理因素的影

响。在实验中 ,只需一套标准的细胞内记录装置和一

台适宜的膜片钳放大器 ,即使是用二步或三步法电极

拉制器和手动振片机也同样可以进行膜片钳记录 。我

们将全细胞记录与电压钳技术结合起来 ,可以研究哺

乳类视皮层神经元的突触特性和膜特性 ,还可以进行

多个脑区和不同发育阶段的神经元的记录。随着细胞

内标记物特别是生物素(Biocytin)的广泛应用 ,应用脑

片膜片钳技术研究同一细胞的生理学和形态学已成为

当今国际上普遍关注的课题[ 2] 。视皮层脑片膜片钳技

术的建立 ,为国内视皮层的相关研究开辟了一个新的

领域 。
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