
人参二醇组皂甙对正常和“缺血”诱导的大鼠大脑皮层神经元 L-型钙通道

的影响
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　　提　要　目的: 研究人参二醇组皂甙 ( PDS)对正常和“缺血”状态下大鼠大脑皮层神经元 L-型钙通道的

影响。方法: 急性分离大鼠大脑皮层神经元建立体外“缺血”模型 ,用细胞贴附膜片钳单通道记录方法。结果:

在“缺血”过程中 ,大鼠大脑皮层神经元 L-型钙通道平均开放时间明显增加 ,并出现长达 20 ms的长时程开

放 ,平均关闭时间缩短 ,开放概率增加。 PDS 1. 5 mg /ml可显著抑制正常和 “缺血”诱导的 L-型钙通道的开

放 ,使其平均开放时间缩短 ,平均关闭时间延长 ,开放概率降低 ,此作用与经典钙通道阻断剂 Verapamil相

似 , 但作用稍弱。结论: PDS可抑制正常和“缺血”诱导的大鼠大脑皮层神经元 L-型钙通道开放 ,从而减少钙

内流 ,对缺血脑细胞可能有保护作用。
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　　脑缺血时脑细胞内钙浓度急剧增加 ,此增加与缺

血性细胞损伤 ,以及缺血后迟发性神经元死亡等密切

相关 [1, 2 ]。 应用钙通道阻断剂可明显减轻脑损伤 ,降低

脑梗塞体积 ,说明细胞膜钙通道在脑内钙超载中起重

要作用 [3, 4 ]。人参单体皂甙 Rb1和 Rg1可减少缺血所

致的脑细胞内钙聚集 ,从而保护缺血性脑损伤 [5, 6 ]。 本

实验拟用膜片钳单通道记录技术 ,研究“缺血”对大鼠

大脑皮层神经元 L-型钙通道的影响 ,并观察人参二醇

组皂甙 ( PDS)对正常和“缺血”状态下的 L-型钙通道

作用。

1　材料与方法

1. 1　药品
　　 PDS(购自白求恩医科大学有机化学教研室 ,经高效液相

色谱和薄层扫描法测定纯度为 92% ,含 Rb1, Rb2, Rb3, Rc,

Rd );胰蛋白酶 ( Sigma );多聚赖氨酸 ( Sigma );天门冬酸钾 ( Sig-

ma ); N-t rime thy lsily ldiethy lamine ( Sigma ); HEPES ( Fluka ) ;

Verapamil( Sigma )。

1. 2　大鼠大脑皮层神经元急性分离
　　将生后 2周～ 4周的 Wistar大鼠断头取脑 ,分离大脑皮

层 ,将其切成 400 μm～ 500μm的冠状脑片 ,在通混合氧气

( 95% O2+ 5% CO2 )的人工脑脊液 ( ACSF ,成分 mmol /L: NaCl

126; KCl 5; NaH2 PO4 1. 25; NaHCO3 26; CaCl2 2; M g SO4 2;

葡萄糖 10, pH7. 2)中孵育 ,后将 2片脑片移入含 0. 1%胰蛋白

酶的 ACSF中消化 30 min,将脑片剪碎后 ,用尖端火抛光的

Pasteur吸管顺序吹打 ,使组织块分散 ,静置后将上清液滴于事

先涂有 0. 1%多聚赖氨酸的盖玻片上 , 8 min～ 10 min细胞贴

壁 ,分离细胞完成。

1. 3　实验分组
　　共分四组: ①正常组 ;② PDS组:细胞分离完成后加入正常

细胞浴液 (成分 mmol /L: 天门冬酸钾 130; HEPES 10; EGTA

10; M gCl2 5;葡萄糖 10; pH 7. 3,用 KO H调制 ) ,在实验前该

溶液通混合氧 1 h以上 ;记录到正常电活动后 ,在浴液中加入

PDS 1. 5 mg /ml或 Verapamil(V er) , 5 min后再次记录同一膜

片的通道电活动 ;③“缺血”组:按文献 [2 ]所介绍的方法 ,加入

的细胞浴液成分除不含葡萄糖外 ,其余成分同正常浴液 ,在实

验前 ,该溶液通混合氮气 ( 95% N2+ 5% CO2 ) 1 h以上 ,实验时

加入此浴液 , 20 min后开始实验记录 ;④“缺血”+ PDS组: 浴

液成分及处理同“缺血”组 ,实验前在浴液中加入 PDS 1. 5 mg /

ml,实验记录同”缺血”组 ;⑤“缺血”+ Ver组: 浴液成分及处理

同“缺血”组 ,实验前在浴液中加入 Ver 20μmo l /L ,实验记录同

“缺血”组。 每种药物每组记录 10个膜片 ,共 60个膜片。

1. 4　单通道记录
　　用膜片钳微电极专用拉制器 (日本 )分两步将 GG-17玻璃

毛坯 (外径 1. 6 mm,中科院上海脑研究所 ) 拉制成微电极 ,在

其尖端涂布 N- trimethylsilyldiethylamine后进行热抛光 ,充

灌电极液 (成分 mM: BaCl2 110; HEPES 10; pH7. 3)后电极电

阻 2-4 MΨ。

　　细胞分离后 ,用正常浴液冲洗盖玻片 2～ 3次后 ,加入 2 ml

浴液即可开始记录。 采用细胞贴附 ( Cell-at ta ched)的膜片钳记

录方式 ,当封接完成后 ,用 pClamp 6. 02软件 (美国 Axon公司 )

的 Clampex程序发出去极化脉冲 ,电流信号经膜片钳放大器

( CEZ-2200,日本 ) 放大 ,由 Clampex同步采集数据信号 ,放大

器的低通滤波设置 1KHz。 记录 L-型钙通道时 ,钳制电位 -40

mV ,去极化到 0 mV ,持续时间 150 ms,采样间隔 5 s,以保证钙

通道从失活状态中恢复。一次采集 50条曲线存入磁盘 ,以备进

一步分析。

　　所用细胞浴液和电极液在使用前均经孔径 0. 2μm的微孔

滤膜滤过。 实验均在室温 ( 20℃～ 24℃ )下进行。

1. 5数据处理

　　用 pClamp的 Fetchan和 Pstat程序处理。线性漏电流和电

容性电流用叠加无通道开放的曲线删去。用高斯曲线拟合采样
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点电流序列密度直方图法拟合通道开放电流 ;用指数曲线拟合

平均开放时间、平均关闭时间 ;开放概率由每条曲线的开放总

时间除以总采样时间求得。 计算出各组的通道电流大小 ,平均

开放和关闭时间 ,开放概率 ,用 t检验和单因素方差分析进行统

计学处理。

2　实验结果
　　实验记录选用封接电阻大于 5 GΨ的膜片 ,小于 5 GΨ的

膜片弃之不用。图 -1A为正常大鼠皮层神经元 L-型钙通道的单

通道电活动 ,该通道开放时 ,通道电流 1. 5 pA左右 ,平均开放

时间 2. 85 ms,平均关闭时间 39. 18 ms,开放概率 0. 047, PDS

可明显抑制其开放 ,延长其平均关闭时间 ,减少开放概率 ;“缺

血”组在加入无糖无氧浴液后 20 min, 记录到的结果表明: 与

对照组相比 ,通道平均开放时间明显增加 ,达 9. 11 m s( P < 0.

001) ,其中突出的特点是出现了长时程的开放状态 ,个别达

20ms以上 ,通道的平均关闭时间明显缩短 ( P < 0. 001) ,而通

道电流大小变化不明显 ;“缺血”+ PDS组 , PDS 1. 5 mg /ml可

显著抑制“缺血”诱导的 L-型钙通道的长时程开放 ,其平均开放

时间与 “缺血”组相比 ,由 9. 11 ms缩短到 2. 14 ms( P < 0.

001) ,平均关闭时间延长 ,说明 PDS可阻止“缺血”诱导的 L-

型钙通道开放 ,减少 “缺血”时的钙内流 ,但对通道电流大小无

明显影响 ;“缺血”+ Ver组 , V er 20μmol / L也可抑制“缺血”所

致的 L-型钙通道开放 ,其作用要强于 PDS。结果见图 1、表 1和

表 2。

图 1　人参二醇组皂甙 ( PDS)和 Verapamil对“缺血”诱导的大鼠皮层神经元 L-型钙通道的影响

A: 对照组　 B: 缺血组　 C: PDS 1. 5 mg /ml组　 D:维拉帕米 20μmo l /L组

Fig 1　Ef fects of PDS and verapamil on L-type calcium channel induced by ischemia-like condit ion in cortical neurons of rats.

A: Contro l;　 B: Ischemia;　 C: PDS 1. 5 mg /ml;　 D: Verapamil 20μmo l /L
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表 1　人参二醇组皂甙 (PDS)和 verapamil(Ver)对大鼠皮层神经元 L-型钙通道的影响

Tab 1　 The ef fects of panaxadiol saponins(PDS) and verapamil(Ver) on L-type calcuim channel

in cortical neurons of rats (n= 10)

Open t ime ( L /ms ) Clos e time ( L /ms ) Cu rrent am pli tude(p A) Open-s tate probabi lit y

Cont rol 2. 23± 0. 47 38. 44± 9. 84 1. 58± 0. 05 0. 043± 0. 006

PDS 1. 03± 0. 25*** 74. 15± 16. 14*** 1. 55± 0. 07 0. 012± 0. 004***

Cont rol 2. 40± 0. 65 37. 54± 8. 89 1. 57± 0. 06 0. 046± 0. 004

V erapami l 0. 61± 0. 18*** 120. 14± 19. 25*** 1. 55± 0. 06 0. 008± 0. 001***

*** P < 0. 001 vs cont ro l

表 2　人参二醇组皂甙 (PDS)和 Verapamil对“缺血”诱导的大鼠
大脑皮层神经元 L-型钙通道的影响

Tab 2　 Ef fects of PDS and verapamil on L-type calcium channel induced by ischemia-like condit ion

in cortical neurons of rats (n= 10)

Open t ime ( L /ms ) Clos e time ( L /ms ) Cu rrent am pli tude(p A) Open-s tate probabi lit y

Cont rol 2. 85± 0. 21 38. 18± 8. 24 1. 56± 0. 05 0. 047± 0. 008

Is chemia 9. 11± 1. 04*** 10. 13± 3. 36*** 1. 57± 0. 07 0. 165± 0. 029***

PDS 2. 14± 0. 35* # # # 46. 34± 9. 55** # # # 1. 56± 0. 09 0. 021± 0. 009** # # #

V erapami l 0. 86± 0. 11*** # # # 75. 32± 11. 54*** # # # 1. 56± 0. 06 0. 014± 0. 009*** # # #

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01,*** : P < 0. 001v s contr ol; # # # : P < 0. 001 vs ischemia

3　讨论

　　脑缺血是危害人类健康的重要疾病之一 ,国内外

对其损伤机制进行了广泛的研究 ,认为自由基产生、细

胞内钙超载、兴奋性氨基酸的神经毒以及一氧化氮的

毒性作用等起重要作用。在缺血过程中 ,细胞内钙的急

剧增高与缺血性细胞损伤、以及缺血后迟发性神经元

死亡等密切相关 ,而脑内钙增高可能与细胞膜电压依

赖性钙通道、 NM DA受体通道的开放有关。 因为应用

钙通道阻断剂和 NM DA受体阻断剂均可减少脑缺血

所致的胞内钙累集 ,从而减轻脑损伤、降低梗塞体积、

产生脑保护作用
[4, 7 ]
。但这些结果均是通过间接手段推

测膜通道的变化 ,而缺乏直接证据。本实验采用急性分

离大鼠大脑皮层神经元 ,用缺氧缺糖来模拟体内的“缺

血”状态 ,从而建立了体外“缺血”模型。应用膜片钳单

通道记录方法证明 ,在“缺血”过程中 ,大鼠大脑皮层神

经元 L-型钙通道开放明显增加 ,且出现了长达 20 ms

以上的长时程开放 ,而平均关闭时间明显缩短 ,开放概

率明显增加。 因此 , L-型钙通道的开放时间延长是导

致脑内钙急剧增高的重要原因之一。

　　人参皂甙是中药人参的主要活性成分之一。其总

皂甙可增加脑缺血再灌注脑血流量、减轻脑水肿、减少

胞内钙累集
[5 ]
。单体皂甙 Rb1、 Rg1可减少局灶性脑缺

血的钙累集和钾丢失 [6 ] ,说明人参皂甙对脑缺血有保

护作用 ,而其主要作用之一就是减少了脑内钙累集。从

本实验结果来看 , PDS 1. 5 mg /ml可显著抑制正常和

“缺血”诱导的大鼠大脑皮层神经元 L-型钙通道开放 ,

使其平均开放时间明显缩短 ,“缺血”所致的长时程开

放消失 ,平均关闭时间延长 ,降低“缺血”所致的开放概

率增加 ,说明 PDS可抑制正常和“缺血”诱导的 L-型

钙通道的开放 ,从而减少了“缺血”时胞内的钙累集 ,可

能对脑缺血有保护作用。本研究证实了其作用与经典

的钙通道阻断剂 Ver作用相似 ,但稍弱。

　　本研究应用膜片钳技术证实了“缺血”过程中大鼠

大脑皮层神经元 L-型钙通道开放时间延长、钙内流量

增加 , PDS可以抑制正常和“缺血”状态下的开放 ,这

可能是其脑缺血保护作用的机制之一 ,为研究中药来

源的脑缺血保护剂提供了有力的证据。
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Effects of panaxadiol saponins on the L-type calcium channel of cortical

neurons of rats in normal and“ ischemia”
Kai Li, Wang Zhong feng* , Xiao Jia si* ( Depa rtment o f Pha rmacolog y , Third M ilita ry M edica l Univ er sity , Chongqing ,

630038)

　　 Abstract　Objective: To study the effects o f panaxadiol saponins( PDS) on the L-type calcium channel of

cor tical neur ons of rats in no rmal and “ ischemia” . Methods: U sing acutely isolated co rtica l neurons o f W ista r

ra ts to estabilish the in v itro cerebra l“ isch emic model” and patch clamp technique o f cell-attached configula-

tion. Resul ts: The results indicated that the open time of L-t ype calcium channel of ra t cor tical neur ons was

increased, at th e same time, the clo se time decreased and the open-state probability increased significantly

during “ ischemia” . The par ticula r change was long-la sting open ( th e open time was mo re than 20 ms) . PDS

( 1. 5 mg /ml) shor ten the open time, pr olong the clo se time and decrease the open-state probablity in no rma l

and “ isch emia” -like condition ( P a ll < 0. 001) . These results we re consistent with calcium antagonist v er a-

pamil, but w er e less than that o f v erapamil. Conclusion: The experiment suggested that PDS inhibited the

open of L-type ca lcium channel in co rtical neurons o f rats in no rmal and“ isch emia” , r educed the calcium in-

flow , and may pro tect brain f rom the ischemic injury .

　　 Key Words　 patch clamp; calcium channel; co rtical neurons; ischemia-like condition; panaxadio l

saponins; rats

　　* 　 Department of Ph ysiolog y
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