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　　提　要　目的:研究在缺氧缺糖状态下 ,大鼠大脑皮层神经元膜电压依赖性钾通道的开关动力学变化。

方法: 急性分离大鼠大脑皮层神经元和细胞贴附膜片钳技术。结果: 与对照组相比 ,在缺氧缺糖状态下 ,电压

依赖性钾通道开放时间常数τ1和 τ2分别由对照组的 0. 429 ms和 8. 209 ms增加至 1. 855 ms和 17. 464 ms

(P < 0. 01) ,关闭时间常数τ和通道的电流幅度无明显变化。结论: 缺氧缺糖可导致大鼠皮层神经元电压依

赖性钾通道开放显著增加 ,对胞外钾离子聚集起重要作用 ,从而提高细胞的兴奋性 ,参与神经元的损伤。
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　　钾通道是维持细胞静息电位及细胞电活动所必需

的一类离子通道。脑缺血时 ,在细胞内钙聚集的同时 ,

发现胞外 K
+ 堆集 ,从而使胞内外钾离子的浓度梯度

减小 ,细胞膜的静息电位降低 ,导致细胞兴奋性提高 ,

细胞过度去极化 [ 1, 2]。钾通道的亚型较多 ,对缺血时该

类通道的研究较少。本研究用缺氧缺糖来模拟缺血 ,用

膜片钳技术研究缺氧缺糖对大鼠大脑皮层神经元电压

依赖性钾通道开关动力学的影响。

1　材料与方法

1. 1　药品
　　胰蛋白酶 ( Sigma );多聚赖氨酸 ( Sigma ) ;四乙胺 ( Sigma) ;

N-t rime thy lsily ldiethy lamine( Sigma)

1. 2　大鼠皮层神经元分离
　　按文献 [ 3, 4]的方法分离 Wista r大鼠大脑皮层神经元。

1. 3　单个脑细胞缺氧缺糖模型的建立
　　以 95% N2+ 5% CO2混合气饱和无糖浴液 ,通气时间大于 1

h。血气分析 (美国 IL-1620血气分析仪 )结果表明: 正常浴液经

混合氧气饱和后氧分压为 105. 2 kPa,无糖浴液在通混合氮气 1

h后其氧分压为 9. 16 kPa。细胞分离后 ,加入此液体 20 min后开

始实验记录。

1. 4　通道电活动记录
　　采用细胞贴附式膜片钳技术记录通道电活动 [4 ] ,采样频率

10 k Hz,放大器低频滤波 1 kHz,用 pClamp软件的 Fetchex进

行不间断记录 ,细胞钳制电位 - 80 mV。细胞浴液成分为

( mmol /L): NaCl 140, KCl 10. 8, CaCl2 1. 8, Mg Cl2 1, HEPES 5,

葡萄糖 10, NaO H调制 p H到 7. 4;无糖浴液除不含葡萄糖外 ,其

余同正常浴液 ;电极液成分为 ( mmo l / L): KCl 120, EGTA 10,

HEPES 10, KO H调制 p H到 7. 4;电极电阻 2～ 4 MΨ。

　　对照组细胞加入正常浴液 ,缺氧缺糖组细胞加入经混合氮

气饱和的无糖浴液 ,每组细胞记录 10个膜片。

1. 5　结果分析处理
　　用 pClamp软件的 Fe tchan程序对曲线理想化 ,忽略水平

0. 01 ms,滤波 1 k Hz。用 p Stat程序对通道的开放时间、关闭时

间进行指数拟合 ,并求出通道的开放概率。用 t检验进行统计学

处理 ,实验结果用 x-± s表示。

2　实验结果

2. 1　正常钾通道的记录
　　 I-V曲线: 从 - 80 mV的钳制电位开始 ,以 20 mV为单位 ,

使细胞逐步去极化到+ 80 mV ,记录到的通道电活动如图 1所

示 ,以此作出通道电活动的 I-V曲线。从 I-V曲线看 ,此通道有

明显的电压依赖性 ,在负的钳制电位时 ,通道为外向电流 ,电流

幅度随膜的超极化而增加 ;在正的钳制电位时 ,通道的电流方

向发生翻转 ,变为内向电流 ,其翻转电位约为 0 mV。在浴液中

加入 20μmo l /L的四乙胺后 ,该通道被明显抑制 ,部分细胞记

录时 ,在电极液中加入 ATP,通道电活动无明显改变。

　　在 - 80 mV的钳制电位下 ,该通道的开放有两个状态 ,其

时间常数 τ1和τ2分别为 0. 429 ms和 8. 209 ms,只有一个关闭状

态 ,其时间常数 τ为 24. 427 ms,通道开放的电流幅度为 4. 69±

0. 29 pA ,开放概率为 0. 114± 0. 065,见图 2。

2. 2　缺氧缺糖对钾通道的影响
　　缺氧缺糖组细胞 ,钾通道的开放时间显著增加 ,其开放的

时间常数 τ1和 τ2分别为 1. 855± 0. 033 ms和 17. 464± 0. 734

ms,与对照组相比差异均显著 ( P < 0. 01) ,通道的关闭时间为

23. 631± 13. 035 ms,与对照组相比差异不显著 ,说明缺血对钾

通道的关闭状态无影响。通道的开放概率明显增加 ,达到 0. 151

± 0. 019,与对照组差异显著 ( P < 0. 01) ,通道的电流幅度变化

不明显 ,见图 2。
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图 1　大鼠大脑皮层神经元电压依赖性钾通道的 I-V曲线

图左侧标志表示细胞的钳制电位 ,在负的钳制电位下 ,为外向电流 ,在正的钳制电位下 ,为内向电流 ,翻

转电位约为 0 mV。左图为单通道电流记录 ,右图为其 I-V曲线。

Fig 1　 I-V curve of voltage-dependent potassium channels in rat cerebral cortical neurons

Holding po tential w as indica ted in the lef t. A t nega tive holding po tential, cur rcnts w ere outw ard, and a t

positiv e ho lding po tontia l, curr ents w ere inwa rd. The turnove r potentia l w as about 0 mV. Left: single

channel curr ent reco rding. Right: I-V curve

图 2　缺氧缺糖对大鼠大脑皮层神经元电压依赖性钾通道的影响

钳制电位 - 80 mV　 A: 对照组 ; B:缺氧缺糖组

Fig 2　 Ef fects of anoxia and lacking glucose on voltage-dependent potassium channels in rat cerebral cortical neurons

Holding potentia l - 80 mV　 A: Contro l g roup; B: Anoxia and lacking g luco se g roups

3　讨论

　　钾通道是一类分布较广 ,亚型较多的离子通道 ,在

可兴奋细胞它参与了细胞静息电位的维持和动作电位

的形成 ,其亚型至少包括:电压依赖性钾通道、 AT P敏

感钾通道、钙激活钾通道等
[5～ 9 ]
。本实验选择电压依赖

性钾通道进行研究 ,所用细胞浴液为稍作修正的 Ty-

rode液 ,使细胞处于一种生理状态 ,电极液用高钾溶

液 ,使封接的膜片膜电位为零 ,便于进行电位钳制。在

电极液中加入 ATP,通道电活动无明显改变 ,排除了

A TP敏感通道 ,从 I-V关系曲线看 ,实验记录到的离

136　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 20卷



子通道有明显的电压依赖性 ,在膜去极化时 ,电流幅度

渐减少 ,钳制电位为正电位时 ,电流方向发生翻转 ,变

为内向电流 ,其翻转电位约为 0 mV ,在浴液中加入 20

μmo l /L的四乙胺可完全阻断该通道 ,因此本实验记录

到的离子通道电活动是典型的电压依赖性钾通道 [ 5]。

　　Xie等 [10 ]研究证明 ,缺氧导致细胞去极化 ,影响细

胞内外的离子平衡 ,从而造成细胞的损伤 ,在此过程

中 , AT P-敏感钾通道的开放所致的钾外流增多发挥有

一定作用。本实验结果发现 ,在缺氧缺糖状态下 ,电压

依赖性钾通道开放时间明显延长 ,且以爆发开放为主 ,

开放时间需双指数拟合 ,其时间常数 τ1和τ2与对照组

相比均明显延长 ,开放概率增大 ,表明缺氧缺糖使大鼠

大脑皮层神经元膜电压依赖性钾通道开放增加 , K
+
外

流增多 ,参与胞外钾聚集 ,结果胞内外的钾离子浓度梯

度降低 ,细胞膜静息电位降低 ,细胞易去极化 ,兴奋性

提高 ,和其它因素一起使细胞过度兴奋 ,从而产生细胞

损伤。是否有其它类型的钾通道参与缺氧缺糖细胞膜

外钾离子的聚集还有待进一步的研究。
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Effects of anoxia and def iciency of glucose on potassium channel in cere-

bral cortical neurons in rats
Wang Zhongfeng , Xue Chunsheng , Xiao Jiasi ( Depar tment o f Ph ysio lo gy , Third M ilitar y Medica l Univ ersity , Chongqing ,

400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the effects o f anoxia and deficiency o f glucose on potassium channel in

cor tical neurons in ra ts. Methods: The rat co r tical neur ons w ere acutely isolated and the single channel

r eco rding of pa tch clamp w as conduc ted. Resul ts: Under the condition of anoxia and deficiency of gluco se,

the opening time constants τ1 and τ2 o f po tassium channel in th e experimental g r oup we re incr ea sed fr om

0. 429 ms and 8. 209 ms to 1. 855 ms and 17. 464 ms respec tively ( P < 0. 01) but no changes of closing time

constant and cur rent amplitude w ere found in it as compa red w ith the contro l. Conclusion: The prolonged

opening o f potassium channel under th e condition of anoxia and deficiency of g lucose migh t result in ex tracel-

lular K+ assembling to enhance th e excitability o f the neurons, which pla ys an impo rtant role in cer ebral in-

jur y.

　　 Key words　 anoxia; co rtica l neuron; pa tch clamp; po ta ssium; ion channel; ra t
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