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大鼠皮层神经元 N M D A 受体通道动力学特性的发育变化
’

熊 鹰
’ .

蔡文琴
.
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,
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提 要 目的
:

探讨大鼠发育过程 中皮层神经元 N M D A 受体通道动力学特性 的变化
.

方法
:
采用细胞

贴 附式记录急性分离神经元 N M D A 受体的单通道电流
。

结果
:

新生大 鼠皮层神经元 N M D A 受体通道 以 20

p s 通道开 放最常见
,

而且 多数是 以短开放为主
,

碎发样开放 ( b ur st )为主的长开放通道少见
;
成年大鼠 20 p s

通 道明显减少
,

35 p s 通道明显增多
,

并且出现 35 p s 长开放通道
,

2 0
、

35 p s 通道的开放时间和开放概率均明

显 高于新生大鼠
。

结论
:

大鼠皮层神经元 N M D A 受体通道动力学特性有明显的发育变化
.

关健词 皮层神经元
;
N M D A 受体通道 ;发育

中图法分类号 R 3 3 8
.

l ; R 3 9 2
.

1 1

兴奋性氨基酸受体与突触的快速传递
、

神经递质

释放
、

突触的可塑性发育以及学习记忆等生理过程有

关
。

N M D A 受体是兴奋性氨基酸受体中重要的一种亚

型
,

也是 目前研究最充分的亚型
,

它是一种具有许多不

同变构调控位点并对 C a +2 高度通透 的配体门控性离

子通道 1j[
。

以往研究 N M D A 受体通道动力学特性多

在分离膜片以 及培养的神经细胞进行图
,

采用急性分

离皮层神经元的方法较少
。

本实验在成功地建立这一

方法 的基础上
,

对发育过程 中 N M D A 受体通道动力

学特性的变化进行探讨
。

材料和方法

1
.

1 动物

W i
s t a r

大鼠
,

年龄分别为 1~ 7 d
、
2~ 3 月

。

由本校实验动

物中心提供
。

1
.

2 神经元急性分离

根据文献【3」报道 方法进行
。

将 吹打后 的液体静置 5~ 10

m in
,

吸取上清液
,

滴于涂有多聚赖氨 酸的盖 玻片上
,

静置 10 ~

1 5m in 使细胞充分贴壁
。

1
.

3 玻璃微电极的拉制及充灌

将外径 1
.

5 m m 的玻璃 管在微 电极拉制器上经 2 次拉制成

尖端直径 1 产m 的微 电极
,

以 0
.

2 拜m 的微孔滤膜过滤电极充灌

液
,

用负压充灌微 电极的尖端
,

再用微量注射器充灌电极 尾部
,

用手指将电极尖端的气泡轻轻弹出
。

充灌后 的微电极电阻为 8

~ 1 5M n
。

1
.

4 液体与药品

人工脑脊 液 ( m m o
l / L )

:

N
a C I 1 2 6

,

N
a
H

Z P O ; 1
.

5
,

N
a
H C O 3

2 5
,

K C 1 5
,

C a
C I

: 4
,

M g S O ; 2
,

G l
u e o s e 2 0 (配时暂 不加 糖 )

,

p H

7
.

4 ;
浴液 ( m m o l /L ) :

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
,

G l
u e o s e 1 0

,

T T X .0 00 1
,
p H 7

.

2 ;电极 内液
:
无 G l

u e o s e ,

含 2 0

” m ol L/ N M D A 和 1 料m ol / L 甘 氛酸
,

其余成分同浴液
。

腆蛋白

醉
、

多聚赖 氛酸
、

H E P E S
、

N M D A
、

L
一

甘氛酸均为 S ig m a
公 司产

品 ; T T X 为河北水产研究所产品
。

1
.

5 单通道电活动的记录

本实验主要采用细胞贴附式 (eC !卜at t ac h e d )记录单通 道电

流
.

将贴附有细胞的盖玻片放人培养皿中
,

加人 2 m l 俗液
。

在

倒里显徽镜下选择贴壁良好
、

细胞膜完整
、

核明显
、

有立体感和

明显突起的细胞
,

用徽推进器 驭动电极接近细班
,

当徽电极尖

端刚刚碰到细胞时
,

稍加负压
,

高阻密封即刻形成 (阻抗大于 10

G Q )
。

以 F
e t e h e x 程序连续采样

,

采样预率 2 0 k H
: ,

低通滤波为

1 k H
z 。

实验室沮度 2 0 ~ 2 3OC
。

1
.

6 数据处理和资料分析

以 p C la m p 6
.

0 软件 的 F
e t e h a n 分析 程 序进 行开关事件

( Eve nt
s )的侧量

,

侧量的结果用 p S T A T 程序进行分析处理
,

以

高斯和指数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 最 小平方法 ( M ar q au
r dt

-

L S Q )
,

S im p l e x 一L SQ 及最 大或然率检验 ( S im p l e
一

M L E )的不 同

指数水平进行 比较
。

实验数据用单因素方差分析进行统计学处

理
,

结果用 王士 s
表示

。

2 结果

国家 自然科学基金资助项 目
,

N
。 ,

3 9 6 7 0 2 4 9

二 熊 鹰
,

男
,

3 3 岁
,

讲师
,

博士

. , ,
组织学与胚胎学教研室

2
.

1 新生大鼠皮层神经元 N M D A 受体通道特性

电极液含 N M D A ( 20 “ m o l / L )和甘氨酸 ( 1 拌m o l / L )
,

采用

细胞贴附式方法 可记 录到单通道 电流 (n ~ 3 5 )
,

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

中加人 N M D A 受体的特 异阻断剂 A P V ( 300 拜m ol / L )也未记

录到这类通道的活动 (n = 1 1 )
。

在新生 大 鼠 (l ~ 3 d) 的皮层神

经元
,

观察 到多数膜 片的 N M D A 受体通道 的开 放有两个电导

水平
,

电导分别为 2 0
、

35 p s
,

见 图 1
,

其 中以 20 p s 通道开放最

常见
,

而且 多数是 以短开放 为主
,

摔发样开放 (b 盯 st ) 为主的长

开放通道少见
。

从表 1 可见
,

在膜电位为一 80 m V 时
,

ZO p S 短

开 放的 两个 时 间 常数 d 和 论 分别 为 0
.

39 士 0
.

26
,

1
.

98 士

1
.

0 3
,

3 5 p s 通道
r l 和 r Z 分别 为 0

.

4 1士 0
.

2 7 和 1
.

6 5士 0
.

5 1
,
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两 者差异不显著
。

3 5 p s 无 b u r s t 开放
。

2 0 p s b u r s t 开放通道的

开放时间和开放概率明显大于短开放通道 ( P < 0
.

0 1 )
。

2
.

2 成年大鼠 N M D A 受体通道特性的 变化

在成年大 鼠 (2 ~ 3 m )皮层神经元上
,

以 细胞贴附式记录到

的 N M D A 受体通道也有 35 p s 和 20 p s 两 种电导状 态
,

见图

1
,

以 3 5 p s 通道为主
,

该 电流活 动可被 3 0 0 产m ol / L 的 A P V 完

全 阻断
。

与新生 大鼠相 比
,

Z m 大 鼠 2 0 p s 通道 明显减少
.
3 5 p s

通 道明显增 多
,

而且 出现 35 p s 长开放通道
.

通道的开放和关

闭时间分布直方 图需用双指数拟合
。

从表 l 可见
,

20
、

35 p s 通

道 的开放时 间和 开放概率均 明显高于新生大鼠 ( P < 。
.

0 5)
。

A 1

A 2

5
.

0 p A

图 1 以细胞贴附的方式记录大鼠急性分离皮层神经元 N M D A 受体单通道电流

柑制 电位
:

一 SOm V
;
A l ~ A Z :

析生大民 ; B l ~ B 3 :

成年 大民

F ig 1 S in g l e e h a n n e l e u r r e n t s r e e o r d in g o f N M D A r e c e P t o r i n th e e e ll
一 a t切 e h e d e o n f i g u r a t io n f

r o m

t h e a e u t e ly d i s s o e ia t e d c o r t i e a l n e u r o n o f r a st

一 8 0m V
;

A I~ A Z
: n e o n a t a l r a t s :

B l ~ B 3
: a d u lt r a t s

表 l 成年大鼠与新生大鼠急性分离皮层神经元 N M D A 受体通道开放和关闭状态的动力学特性的比较 。 士 s)

T a b 1 C o m P a r i s o n o f t h e k i n e ti e P r o P e r t ie s o f t h e o P e n a n d e l os e d s t a t e o f N M D A e h a n n e l i n a e u t e ly d i s s o e i a t e d

e o r t i e a l n e u r o n s b e t w e e n a d u l t r a t s a n d n e o n a ta l ar ts (了士 s )

O p e n t im e ( m s ) C l o s e t im e ( m s )

C h a n n e l s

— —
P ( o P e n )

r l r Z t l r Z

N e o n a t a l r a t s

2 0 p s e h a n n e l

S i n g l e o p e n i n g 0
.

3 9士 0
.

2 6 1
.

9 8土 1
.

0 3 4
.

2 2士 2
.

0 9 1 0 3
.

2士 4 2
.

9 0
.

0 1 5士 0
.

0 1 1

B u r s t o p e n i n g 2
.

11士 1
.

3 7 2 9
.

3士 7
.

3 2 1
.

8 8士 0
.

2 2 8 9
.

3士 2 8
.

1 0
.

0 9 2士 0
.

0 7 6

3 5 p s e h a n n e l 0
.

4 1士 0
.

2 7 1
.

6 5士 0
.

5 1 3
.

7 6士 1
.

8 5 1 1 9
.

3士 3 2
.

6 0
.

0 3 3士 0
.

0 0 6

A d u l t r a t s

2 0 p s e h a n n e l

S i n g l e o p e n in g 0
.

6 5士 0
.

4 2
’

3
.

7 5士 2
.

1 1
.

3
.

8 2士 2
.

3 2 9 2
.

2士 2 1
.

9 0
.

1 1 2士 0
.

0 3 1
.

B u r s t o p e n in g 2
.

5 3士 0
.

9 7 9 5
.

1士 1 9
.

6 # 1
.

2 1士 0
.

7 1 5 6
.

1士 3 8
.

3 0
.

3 5 1士 0
.

1 1 6 称

3 5 p s e h a n n e l

Si n g le o p e n i n g 0
.

9 5士 0
.

32 + 4
.

0 1士 2
.

8 1 1
.

6 2士 0
.

5 3 + 9 6
,

2士 2 1
.

3 0
.

1 0 8士 0
.

0 0 6 +

B u r s t o p e n i n g 1
.

8 7士 0
.

7 7 6 3
.

3士 1 1
.

2 1
.

8 8士 0
.

2 2 7 3
.

3士 4 5
.

3 0
.

4 3 5士 0
.

0 9 6

, :
p < 0

.

0 5 v s 2 0 p s
s i n g l

e o p e n i n g o
f

n e o n a t a l
r a t s ; # : P < 0

.

0 5 v s 2 0 p s b
u r s t o p e n i n g o f n e o n a t a l r a t s ;

+
:
P < 0

.

0 5 v s 3 5 p s
s i n g l

e o p e n in g o f n e o n a t a l r a t s

3 讨论

细胞 的电活动受跨膜离子通道控制
,

它们由具有

变构性质 的通道蛋白组成
,

通道蛋 白通过改变其构象

来影响配位体结合
,

膜内电场变化
,

某些构象允许离子

通过
,

某些构象阻止离子通过
,

因此
,

流过单通道的电
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流形式是一系列等幅矩形脉 冲
,

脉冲时间间隔是指数

分布的随机变量
,

其平均值与控制通道状态转换的分

子速率常数有关 〔`〕。

膜片钳 ( P a t e h 。 l a m p )是一种厕量

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
,

对于细胞膜特性的电生理研究有巨

大推动作用
。

实验在新生大 鼠的神经细胞
,

观察到多数膜片的

N M D A 受体通道为单一电导状态
,

少数有多电导开放

状态
,

电导分别为 3 5 p s
、

2 0 p s
,

其中以 2 0 p s 通道占

多数
,

而且以短开放为主
,

通道开放时间及开放概率具

有 电压依赖性
。

成年大鼠 N M D A 受体通道也有多电

导状态
,

但是 35 p s 通道明显增多
,

而 ZO p S 通道明显

减少
。

3 5 p s 通道与新生大鼠相 比除了数量上的差异

外
,

开放时间和开放概率增高
,

而且有 35 p s 长开放通

道
。

这些结果表明在发育过程中
,

N M D A 受体通道的

电导
,

开放时间和开放概率发生明显的变化
。

N M D A

受体是一种具有许多不同变构调控位点并对 C a +2 高

度通透的配体门控性离子通道
。

N M D A R I 的 m R N A

几乎分布于脑 内的所有神经元
,

其表达的部位和程度

与放射 自显影显示的图像基本吻合
。

而 N M D A R Z 则

在发育和 成年的脑 以及脊髓 中有不 同的时空表达模

式
,

N M D A 受体 可能是由 N M D A R I 与不 同的 N M
-

D A R Z 亚基组成的一个异寡聚体
,

不同亚基组成 的异

寡 聚体既具有 N M D A 受体 的许多共同特性
,

各 自又

有独特的性质
。

如 N M D A R I 与 N M D A R ZA 或 N M
-

D A R ZB 形成的通道的电导为 5 0 p s 和 4 0 p s
,

有时可

见 3 0 p s 通道开放 ;而 N M D A R I 和 N M D A R ZC 形成

的通道的电导为 3 6 p s 和 1 9 p s
,

3 6 p s 为优势电导
。

因

此
,

N M D A 受体亚基在解剖和功能上的差异
,

是 N M
-

D A 受体药理和生理特性 的多样性的基础 sj[
。

N M D A

受体通道开放时内流的阳离子中含 有 C a +2
,

但 N M
-

D A 受体通道并不是一种电压依赖性的钙通道
,

也不

象传统的钙通道那样对 C a +2 有较 大的选 择性
,

而是

N a + ,

K 十 等离子 占去了 N M D A 受体通道离子的相 当

部分
。

N M D A 受体的逆转电位在 0 m V 左右也显示 了

这一点
。

因此
,

N M D A 受体通道开放所引起 的 C a +2 内

流既是递质门控性的
,

又是电压依赖性的6j[
。
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