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脑缺氧诱导的大鼠大脑皮层神经元大电导 N M D A 受体通道开放
’

王 中峰
. ’

黎海蒂 万子兵 罗全生 (第三军医 大学基础医学部生理学教研室 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

研究 缺氧对大 鼠大脑皮层神经元 N M D A 受体通道 的影 响
。

方法
:

细胞 贴附膜片籍记录

法
。

结果
:

缺氧 除显著增加 35 p s 和 l o o p S N M D A 受 体通道 的开放概 率外
,

记录 到一种 电导达 2 58 p s 的

N M D A 受体通道亚型开放
.

该通道至少有 3 种开放状 态
:

长时 间开放
、

短暂开 放
、

长 时间和短暂 开放在 同一

膜 片上出现
。

通道在整个记录过程 中开放概率较低
。

结论
:

缺载可诱导大鼠大脑皮层神经元出现一大电导

N M D A 受体通道 开放
,

它可能在缺氧病理过程 中起重要作 用
。
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.

3 ;
R 8 4 5
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2 2

兴奋性氨基酸是哺乳类动物中枢神经系统 内的主

要 兴奋性神经递 质
,

N
一

甲基
一

D
一

天 冬氨酸 ( N
一

m et h y l
-

D
一 a s

aP
r at t e

,

N M D A ) 受体是重要的兴奋性氨基酸受

体
,

它形成阳离子选择性离子通道
,

即 N M D A 受体通

道
,

介导广泛的生理和病理过程
,

包括兴奋性突触传

递
,

突触可塑性和兴奋毒等〔 ,一 3〕。

N M D A 通道 复合体

在结合了两分子的谷氨酸和两分子的甘氨酸后通道开

放
,

产生阳离子的跨膜流动
,

其 中以 C a Z + 为主 〔` 一 `〕
。

通

道开放呈多电导状态
,

其电导一般分为小电导 和大电

导两组川
。

作者在用膜片籍细胞贴附结构研究缺氧状状

态下大鼠大脑皮层 神经元 N M D A 受体通道特性时
,

发现缺氧诱 导的大电导 N M D A 受体通道亚型开放
,

并对其单通道特性进行了初步分析
。

1 材料与方法

1
.

1 大鼠大脑皮层神经 元分 离

参 照文献〔8 ]进行
,

将 2一 4 周龄的 W is at
r
大 鼠断头取脑

,

分离脑 皮层
,

并切成 4 0 0~ 5 0 0 拌m 的冠状脑 片
,

在通 混合氧气

( 9 5 % O : + 5% C O Z ) 的 人 工 脑脊 液 (成分 m m
o l

·
L 一 ’ :

N
a
C I

1 2 6
,

K C 1 5
,

N a
H

Z P O
; 1

.

2 5
,

N a H C O : 2 6
,

C
a
C I

: 2
,

M g S O 。 2
,

葡

萄搪 1 0
,

p H 7
.

2 )中孵育 5 0 m i n
,

后在含 0
.

1%胰 蛋白酶的 2 m l

人工脑脊液中消化 30 m in
。

用尖端火抛光的 P as t eu
r
吸管吹打

,

使组织分散
。

静置 10 m in 后吸取上清液
,

滴加于事先涂有多聚

赖氛酸的盖玻片上使细胞贴壁
。

加人浴液即可进行记录
。

分离

过程在室温 (2 3 士 1 )
。

C 下进行
。

1
.

2 试剂

胰 蛋白醉
,

多聚赖氨酸
,

N M D A 和 L
一

甘氨酸均为 S ig m a
公

司产 品
,

其余均为国产分析纯
。

1
.

3 溶液及缺氧模 型

细 胞 浴液 ( m m
o
l

·

L
一 ’

)
:
N a

C I 1 4 0
,

C
s
C I

: 5
,

C
a
C I

: 1
.

8
,

H E P E S 1 0
,

T T X 0
.

0 0 1
,

葡萄糖 1 0
,

p H 7
.

2
.

电极液
:

N M D A 2 0

拌m ol
·

L
一 ’ ,

L
一

甘氨 酸 l 拜m ol
·

L 一 ’ ,

不含葡萄糖
,

其余同正常

浴液
,

将贴附有细胞的盖玻 片放人培养皿中
,

加人 细胞 浴液
,

记

录通道 的电活动作为对照
。

去除 细胞浴液中的葡 萄糖
,

通混合

氮气 ( 9 5 % N
Z+ 5% CO Z )饱和 l h 以 上 (氧分压 9

.

1 6 k P a ,

美 国

LI
一
1 6 2 0 血气分析仪 )

。

将此液加人 放置有细胞 的培养皿中
,

建

立细胞缺氧模型图
.

1
.

4 单通道记录

采用膜片籍细胞贴附式结构记 录通道 电流 l0[ ]
。

用微 电极拉

制器 ( P P
一
5 3

,

N
a r i s h i g

e ,

J a p a n )两步拉制微 电极
,

电极尖端直径

1 ~ 1
.

5 拜m
,

经 涂胶
,

热 抛光 和充灌电极 液后
,

电极 电 阻 4 ~ 6

M O
。

单通道 电流经膜 片籍放大器 ( C E Z
一
2 2 0 0

,

N ih o n
K o h e

d
n ,

Ja p a n ) 放大
,
1 k H

z
低 频 滤 波 后

,

用 D i g i d
a t a 1 2 0 0 采集板 和

p C l a m p 软件 ( 6
.

0 2 版
,

A
x o n I n s t r u m e n t ,

U S A )将信号采人微

机
,

用 F et c
h

e x
程序不间断采样

,

采样频率 20 k H
z 。

细胞籍制电

位 一 8 0 m V
。

所有实验在室温 下进行 ( 2 3~ 2 5
O

C )
。

2 结果

重庆市中青年科技专家基金资助项 目

王 中
.

峰
,

男
,

34 岁
,

讲师
,

博士
,

现为中国科学 院上海

生理研究所博士后 上海
,

2 0 0 0 31

在急性分离 的大 鼠大脑皮层神经元膜 上
,

用 细胞 贴附式膜

片 籍记 录结构
,

以 N M D A 和 L
一

甘氨 酸 为激动剂
,

记 录 到的

N M D A 受体通道如 图 l 所示
,

细胞籍制电位在 一 80 m V 时
,

通

道开放的电导 值分别为 1 0 p s (图 I A
, n = 6 )

,
2 0 p s (图 I B

, n 二

8 )
,
3 5

、
5 0 p s (图 I C

, n
= 6 )和 1 0 0 p s (图 I D

, n = 8 )等
。

相应的电

流水平分别 为
:

( 0
.

7 8士 0
.

0 9 ) p A
,

( 1
.

6 3士 0
.

1 6 ) p A
,

( 2
.

7 9士

0
.

1 4 ) p A
,

( 4
.

1 2士 0
.

7 1 ) p A
,

( 7
.

9 7 士 0
.

0 5 ) p A
。

各种 电导水平

” 开放 以短

趣
放模式为主

,

其中 ` 0 p s 通道 既有短暂开放
,

也有长时间簇状 ( uB sr )t 开放
,

在簇状 开放中有短暂的关闭状态
。

在缺氧状 态下
,

N M D A 受体通道 被显著激 活
,

在所记录的

21 个细胞膜 片上
,

35 p s 和 l o o p s 通道最常见
,

其开放概率比

正 常情况下显著增加 (见 图 2
,

四条曲线为不间断记 录
,

另文分

析 )
。

有趣的是在 9 个膜片上记 录 出一种开放 电流达 ( 2 0
.

7士
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1
.

5) p A
,

通道电导达 ( 25 8 士 18 ) p s 的亚 型
,

该通 道 的开放 有 3

种状态
:

①长时间开放状态
,

可被短暂的关闭所 中断
,

其开放可

与 50 p s 之间相互转换
,

见图 3A
;

②短暂的开放状态
,

通道呈高

频率短暂开放
,

即开关状态快速转化
,

见 图 3 B 和 3C ;③长时间

开放和短暂开放在 同一细胞上相继 出现
,

见 图 3D
。

分析通道的

开关状态发现
,

大多数情 况下
,

该通 道开放 直接由关 闭状态转

换而来
,

在簇状开放 的过程 中
,

可与其它 电导水平 转化后关 闭
。

长时间开放状态的出现并不是连续不断 的
.

而是在开放一次经

历较长时间后 才会再次出现
,

短暂开放则可重复出现
。 卿删卿啊哪种

, C

节. , , 湘沪触 . 甲阳 . 侧肠娜肉阳 A

一
脚柳脚州内丫麟喇

娜 ”

图 1 大 鼠大脑皮层神经元 N M D A 受体通道 单通道

记录图 籍制电位一 80 m V

A
: 1 0 P S ; B : 2 0 P S

;
C

:
3 5 a n

d 5 0 P S ; D
:
1 0 0 p s

一 Fi g 1 S i n g le e h a n n e l r e e o r d i n g o f N M D A r e c e p r o r

e h a n n e ls o n c e r e b r a l e o r t ic a l n e u r o n s o r r a ts

H
o l d in g p o t e n t i a l w a s s e t a t 一 8 0 m V

A : 1 0 p s ; B
:

2 0 p s ; C
:
3 5 a n

d 5 0 p s ; D
:
1 0 0 p s

图 3 缺权状态 下大鼠大脑皮层神经 元 N M D A 受体通

道 2 58 p s 单通道记录 图 籍制 电位 一 80 m V

F ig 3 S i
n g le e h a n n e l r e e o r d i n g o f 2 58 p s N M D A r e -

c e P t o r e h a n n e ls o n e e r e b r a l e o r t i e a l n e u r o n s o f

r a ts i n a n o x ie e o n d i t i o n H o ld i n g P o t e n t i a l

w a s s e t a t 一 8 0 m V

此外
,

在 实验过程 中还记 录到一 例更大 电导的 N M D A 受

体通道开放
,

电流达 4 2
.

5 p A
,

电导值为 5 32 p s
。

在此细胞膜片

上
,

缺氧诱导 的其它 电导开放显著减少
,

仅见 到 10 0 p s 通道 的

短暂少量开放
。

因仅此一例
,

故没有作进一步分析
,

见 图 4
。

网
1

0PA

围 2 缺权状态下大鼠大脑 皮层神经元 N M D A 受体

通道 35 沁 和 10 0 p s 单通道记录 图 籍 制 电

位 一 80 m V
,

四条 曲线为不 间断记 录

F i g 2 S i
n g le e h a n n e l r e c o r d i n g o f 3 5 PS a n d 1 0 0 沁

N M D A r e e e P to r e h a n n e ls o n e e r e b r a l c o r t i e a l

n e u or
n s o f r a t s i n a n o x i e e o n d i t io n H

o l d i n g

P o t e n t ia l w a s s e t a t 一 8 0 m V
, t h e 4 t r a e e s

w e r e r e e o r e d i
n g a p

一

f
r e e

缺权状态下大 鼠大脑皮层 神经元 N M D A 受体通

道 53 2 p s 单通道记录 图 籍制 电位一 80 m V

S i n g l e e h a n n e l r e e o r d in g o f 5 32 P S N M D A r e -

e e P t o r e h a n n e l s o n e e r e b r a l e o r t ie a l n e u r o n s o f

r a ts i n a n o x i e e o n d it i o n H
o l d i

n g P o t e n t i
a l w a s

s e t a t 一 8 0 mV

本研究在急性分离 的大鼠大脑皮层神经元膜上
,

用膜片籍单通道记录技术
,

研究缺氧对 N M D A 受体

通道 的影响
,

用 2 0 拌m o l
·

I
碑 一 ’
的 N M D A 和 l 拌m o l

·

I
J 一 `
的甘氨酸来激动 N M D A 受体

,

记录到多个电导水

平的通道开放
,

包括小电导和大电导两大类
,

此与文献
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[ 7〕报道的在海马神经元上记录结果基本一致
。

在缺氧

状态下
,

N M D A 受体通道开放概率显著增加
,

其 中以

大电导类 的 35 p s 和 10 0 p s 为主
,

而非小电导通道亚

型
,

由于 大电导 N M D A 受体通道对 C a “ +

有选择性通
’

透
,

故 可 导 致 C a +2 内 流 增 加
,

参 与 胞 内 C a +2 聚

集 l1[ 一 ` 3」
。

本实验记录到的电导达 2 58 p s 的 N M D A 受

体 通道亚型
,

是 由缺氧诱导的
,

因为在正 常浴液情况

下
,

没有记录到此亚型的通道开放
。

在缺氧的过程中
,

其开放的概率不高
,

往往和其它亚型在同一膜片上诱

发开放
,

而且可以和其它电导水平之间相互转换
,

但更

多的是直接 由关闭状态转化开放
。

出现此大电导开放

的可能原 因有
:

一是封接的膜片上有 2 个或更多的通

道开放叠加所致 ; 另一是新的亚型通道
,

而前一种可能

性较小
,

因为所用的电极尖端直径较小
,

而且在正常情

况下
,

没有观察到此电导水平的开放
,

因此
,

作者认为
,

这是 由缺氧诱导的 N M D A 受体通道亚型 开放
,

这种

亚型通道的开放可能是加速胞 内 C a +2 增高的因素之

一
。

由于在缺氧状态下胞 内 C a +2 聚集是导致细胞损伤

的启动 因素之一
,

因此
,

大电导 N M D A 受体通道的开

放在缺氧细胞病理损伤中可能起有重要作用
。

但这还

需要更多的实验来进一步证实
。
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