
变化 ,以其等电点为界 ,在酸性条件下带正电荷 ,在碱

性条件下带负电荷。等电点处于极端 ( pI < 5或 pl> 8)

位置的基因工程产物首选离子交换色谱方法 ,往往一

步即可去除几乎全部的杂质。

　　根据以上理论 ,我们进行了纯化条件的优化。

rh TN F-α以可溶性蛋白的形式存在于胞浆中 ,故可通

过菌体破碎、离心去除不溶性杂质 ,通过分步盐析去除

部分可溶性杂质。由于 rh TN F-α的等电点为 pI= 5. 3,

本实验采用阴离子交换层析 , NaCl梯度洗脱 ,

rh TN F-α的纯度达到 95%以上 ,回收率也达到了 47.

4% ,比活性 3. 44× 10
7
U /mg ,并且具有良好的重复

性 ,见附表。与 Sigma公司的产品相比 ,各项指标均达

到其公布的参数 (比活性 2× 107 U /mg ,纯度> 95% ,

Mr 17× 103 u) ,说明本实验建立的方法是可行的。

　　本方法中使用的 DEAE-8HR柱 ,其填料直径为 8

μm,有良好的分辨率 ,并且可以耐受较高的柱压 ,清洗

方便。预实验中我们曾使用直径为 40μm的填料 ,发现

在低分子段 (约 M r 14× 10
3
u)有一条带 ,影响了 rh T-

N F-α的纯度。将 DEAE-8HR柱与 P650蛋白纯化系统

一起使用 ,分离过程时间较短 ( 30 min左右 )。

　　国外报道的 rh TN F-α纯化方法 ,皆以 HPLC作为

一必行的重要步骤
[2 ]
,此方法要求较高的设备条件和

技术条件 ,且成本高 ,制备量有限。本实验利用现有的

实验条件 ,将 rh TN F-α的粗制品经盐析、离心、透析、

DEAE-HR阴离子交换层析 ,得到高纯度、高比活、高

回收率的 rh TN F-α, M r 17× 10
3
u,与文献报道一致

[6 ]
。

进一步的 N-端氨基酸序列分析表明 ,我们制备的

rh TN F-α其 N-端序列符合天然人 TN F-α的一级结

构 [7 ]。

　　关键词　肺瘤坏死因子 ;层析 ;纯化

　　中图法分类号　 R730. 3
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大鼠皮层神经元膜片钳单通道记录模型

Single channel recording model in rat cortical neurons

王中峰
 
　薛春生

  
　 肖家思　 闫淑枝　 万子兵　　 (第三军医大学基础部生理学教研室 )重庆 , 630038

　　提　要　目的:介绍我室建立的大鼠大脑皮层神经元膜片钳单通道记录模型。方法: 大鼠大脑皮层神经

元急性分离和膜片钳单通道记录技术。结果: 急性分离的皮层神经元经鉴定成活良好 ,记录的 L-, N-和 T-型

钙通道的单通道电活动与文献报道基本一致。结论:我室建立的膜片钳实验方法是可靠的。

　　细胞的电活动是生命活动的基础 ,而这些电活动

则是通过细胞膜离子通道而实现的 ,因此 ,探讨细胞膜

离子通道的活动规律 ,对揭示生命现象本质、探讨疾病

的发病机理等具有重要的意义。随着膜片钳实验技术

的建立和推广 [1 ] ,使得我们能够在单个的细胞上观察

单个的离子通道电活动 ,对离子通道的认识向前跨进
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到了分子水平。目前 ,膜片钳技术已广泛应用于生理、

药理、生物学等研究领域 ,对推动生命科学的发展起到

了重要的作用。现介绍我室建立的大鼠皮层神经元膜

片钳单通道记录模型。

1　材料与方法

1. 1　仪器设备
　　微电极拉制器 ( PP-83, Narishige公司 ,日本 ) ;微电极抛光

仪 (自制 );摄像监控倒置显微镜 ( XS J-D,重庆光学仪器厂 ) ;微

推进器 ( NO-202, Na rishig e公司 ,日本 );膜片钳放大器 ( CEZ-

2200,日本光电 ) ;记忆示波器 ( DSS-6522,中国 ); AD / DA转换

板 ( Digida ta 1200,美国 Axon公司 ) ; pClamp 6. 02软件 (美国

Axon公司 ) ;微机 ( IBM-486DX )。

1. 2　药品试剂
　　胰蛋白酶 ( Sigma );多聚赖氨酸 ( ( Sigma ) ;天门冬酸钾

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

( Fluka ); Verapamil( Sigma) ;其它试剂均为国产分析纯。

1. 3　溶液配制
　　人工脑脊液 ( mmo l /L ): NaCl 126; KCl 5; Na H2PO4 1. 25;

NaHCO3 26; CaCl2 2; MgSO4 2;葡萄糖 10, p H 7. 2 ( NaO H调

制 ) ,暂不加 CaCl2和糖 ,用时再加。

　　浸浴液 ( mmol /L):天门冬酸钾 130; HEPES 10; EDT A 10;

MgCl25;葡萄糖 10; pH 7. 3 (用 KOH调制 )。

　　电极冲灌液 ( mmol /L): BaCl2 110; HEPES 10; p H 7. 3。

1. 4　大鼠皮层神经元分离
　　将 2周～ 4周的 Wistar大鼠快速断头取脑 ,将一侧脑用手

工切成厚约 400μm～ 500μm的冠状脑片 ,边切边置入通混合

气 ( 95% O2+ 5% CO2 )的 250 ml人工脑脊液内 , 30 min后用大

Pasteur吸管吸取 2片脑片置入含 0. 1%胰蛋白酶的 2 ml人工脑

脊液内消化 ,消化过程中仍通混合气 , 30 min后将脑片用大

Pasteur吸管移入含 HEPES( 10 mmo l /L )的人工脑脊液内 ,用

眼科剪将脑片稍加剪碎 ,移入 2 ml人工脑脊液内 ,用尖端火抛

光的 Pasteur吸管 (直径从大到小 )顺续吹打 ,直到看不到明显

的组织块为止。将此液静置 7 min～ 10 min,吸取上清液 ,滴加于

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

细胞便贴壁 ,用浴液冲洗盖玻片 3次～ 4次 ,以洗去细胞碎片和

未贴壁的细胞 ,加入 2 ml浴液即可开始膜片钳记录。分离过程

均在室温 ( 20℃～ 25℃ )下进行。

1. 5　玻璃微电极的制备
　　用两步拉制法将 GG-17硬质玻璃毛坯 (中科院上海脑研究

所 )拉制成电极 ,一拉加热电流 13. 0 A,将毛坯拉长 4 mm～ 5

mm,调节加热中心距 ,二热加热电流为 9. 5A。

　　在拉制好的电极尖端涂以 N-t rime thy lsily ldiethy lamine,

以减少电极入水后所产生的对地电容。

　　将白金丝弯成“ V”型 ,在其尖端涂上玻璃层 ,以减少加热时

散发出来的金属原子吹到电极尖端 ,微电极尖端热抛光时 ,加

热电流 1A左右 ,在 100×显微镜监视下 ,将微电极用推进器缓

慢推向加热丝的“ V”型尖端 ,加热数秒后 ,当观察到电极尖端略

变钝 ,缩短即可。

　　将电极冲灌液用孔径 0. 2μm的微孔滤膜滤过 ,用负压冲

灌微电极的尖端 ,然后用微量注射器冲灌电极尾部 ,用手指轻

弹电极 ,将气泡排出。此电极在冲灌电极液后电极电阻 2MΨ～

4MΨ。

1. 6　单通道记录
1. 6. 1　仪器连接如图 1

图 1　仪器连接框图

1. 6. 2　通道电活动记录

1. 6. 2. 1　高电阻封接形成　　用孔径 0. 2μm的微孔滤膜滤

过浴液 ,将贴附有细胞的盖玻片放入直径 30 mm的培养皿内 ,

加入 2 m l经滤过的浴液。膜片钳放大器的功能选择置 Seal状

态 ,增益 100mV /p A, ST IM IN 1 /10,滤波 1 K Hz。调用 pCelamp

软件的 Test脉冲 ,参数 50 ms, 0. 1 mV。选用贴壁良好、呈锥形

或星形、有较明显突起、细胞边界清楚、胞浆均匀一致、整个细

胞轮廓反光好的细胞 ,用微推进器推进电极使之尖端压向细胞

表面 ,稍加负压即可见示波器上的方波波幅渐降低 ,并变成一

直线 ,再增大脉冲 ,直到方波再成直线 ,即形成高电阻封接 (电

阻> 109Ψ) ,调节电容补偿 (一般 1-4p F) ,以消除电容性尖脉冲 ,

封接即完成。由此形成的结构即 cell-a ttached结构 ,可用于单

通道记录。

1. 6. 2. 2　钙通道的单通道记录　　将放大器的功能选择置

Vc, ST IM IN 1 /1000,调用 pClamp软件的 Clampex程序 ,由微

机发出去极化脉冲 ,同步采集通道开放电流 ,一次采集 50条曲

线并存入硬盘 ,以备进一步分析。各型钙通道记录的参数设置

为: L-型钙通道 ,钳制电位 -40 mV ,阶跃至 0 mV; N型钙通道为

-60 mV→ 10mV ; T型钙通道为 -80 mV→ 0 mV ,持续时间均为

150 m s。

　　所有实验均在室温 ( 20℃～ 25℃ )下进行。

2　结果与讨论

2. 1　细胞成活鉴定
　　在浴液中加入 0. 1%的台盼蓝作染色 ,贴壁细胞不着色 ,说

明分离的细胞是成活的。
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2. 2　封接效果评价
　　在操作熟练后 ,共封接 78个细胞 ,除个别细胞外 ,基本都可

形成高电阻封接 ,成功率较高 ,封接电阻一般在 5 GΨ～ 30 GΨ,

个别可达 90 GΨ～ 100 GΨ。在给予不同的钳制电位时 ,大部分

细胞不脱落 ,基本满足实验要求。

2. 3　钙通道的单通道电活动记录
　　记录到的 L型钙通道如图 2所示 ,该通道在去极化的整个

过程均可开放 ,通道电流 1. 5 pA左右 ,通道的开放时间较长 ,

在浴液中加入 Verapamil 20μmol /L, 5 min后再次记录 ,发现

L-型钙通道明显被抑制 ;记录到的 N-型钙通道如图 3所示 ,该

通道的电流比 L-型稍小 ,开放时间稍短 ;记录到的 T-型钙通道

如图 4所示 ,该通道电流更小 ,开放时间更短 ,且对 Verapamil

不敏感。

图 2　皮层神经元 L-型钙通道单通道电活动记录

图 3　皮层神经元 N-型钙通道单通道电活动记录

图 4　皮层神经元 T-型钙通道单通道电活动记录

　　应用膜片钳技术 ,已成功地在中枢神经系统的海马 ,纹状

体 ,基底神经节等部位神经元膜上记录出了钙通道单通道电

流 [2～ 4] ,但在皮层神经元膜上记录出钙通道单通道电流还未见

报道。从本实验结果可见 ,建立的单个皮层神经元分离方法是

成功的 ,细胞成活较好 ,因消化用酶量较小 ,减少了胰蛋白酶对

细胞的损伤 ,保证了通道电活动的记录 ;本实验记录到的三型

钙通道 ,与在海马、纹状体等神经元膜上记录的结果基本一致 ,

说明我室建立的大鼠皮层神经元膜片钳单通道记录方法是成

功的、可靠的 ,为进一步研究大鼠皮层神经元的膜通道生理、病

理变化奠定了基础。
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彩色多普勒超声检查在肾移植中应用的体会

Experience of application of color Doppler f low image in renal transpla-

ntation

徐光辉
 
　王淑清　 周　毅　 李黔生　　 (第三军医大学附属大坪医院超声诊断科 )重庆 , 630042

　　提　要　目的: 研究彩色多普勒超声对移植肾的监测价值。方法:采用 ACUSON 128× P-10型彩色多普

勒超声诊断仪 ,对移植肾进行形态学和血流动力学监测。结果:移植肾在出现急性排斥反应时 ,其声像图有特

征性改变 ,四级动脉血流指数高于正常功能的肾脏。结论:彩色多普勒超声对移植肾的监测及愈合评估有较

高的临床价值。

　　彩色多普勒超声 ( CDFI)检查是肾移植术后监测

移植肾的一种新的有效的无创伤手段 ,特别是对移植

肾血流动力学的改变以及术后早期合并症的诊断与鉴

别诊断有重要意义。现报告应用 CDFI对移植肾术后

监测的初步经验如下。

1　资料和方法

　　 1994年 1月至 1996年 11月 ,共接受肾移植患者 69例 ,其中女

性 43例 ,男性 26例。年龄 23～ 63岁。均在术后 24 h内作首次 CD-

FI检查 ,以后每周复查 1次或根据病情需要随时检查 ,必要时在

超声引导下进行肾脏穿刺以辅助诊断。使用仪器为 ACU-

SON128× P-10型彩色多普勒超声诊断仪。探头频率为 3. 5

M Hz,凸阵式探头。穿刺活检细针 1套。

2　结果

　　 69例肾移植患者术后 24 h内 ,移植肾大小、实质回声、四级

动脉 RI值与正常位置的肾脏无明显差异。长径 9. 5 cm～ 11. 0

cm,厚径 3. 9 cm～ 4. 8 cm,宽径 5. 2 cm～ 6. 4 cm ,四级动脉阻力

指数 ( RI)值: 0. 52 cm～ 0. 69 cm。1周后 , 69例移植肾患者中 45

例呈正常的临床经过 , 17例出现急性排斥反应 , 7例出现急性肾

小管坏死。

　　 ( 1)术后经过正常 45例 ,首次 CDFI检查 ,移植肾形态、大

小、包膜、肾实质回声、四级动脉 RI值正常位置的肾脏无明显

差异 ,术后多次检查均无明显改变 , RI值平均在0. 65～ 0. 675之间。

　　 ( 2)急性排斥反应 17例 ,首次 CDFI检查移植肾脏体积较正

常略大 ,其余包膜紧绷感明显 ,肾实质回声减低呈斑片样的透

声区 ,肾锥体增大 ,四级动脉 RI值增高为 0. 865± 0. 025,临床

出现高热、血压升高。

　　 ( 3)急性肾小管坏死 7例 ,首次 CDFI检查 ,移植肾形态体积

与正常的肾脏无明显的差异 ,肾实质回声略减低 ;肾包膜欠光

滑 ,呈紧绷感 ,皮质与髓质较清晰可见 ,四级动脉显示欠清晰 ,

术后 3周～ 6周可探及四级动脉 ,其 RI值为 0. 705± 0. 055。

3　讨论

　　功能正常的移植肾与正常肾脏相似 ,灰阶超声可

以从移植肾大小、肾窦脂肪的显示 ,肾锥体情况以及集

合系统管壁厚度等方面进行判断 [1 ]。移植肾术后出现

的合并症如排斥反应、肾脏破裂、肾周积液、输尿管梗

阻等均可表现为肾功能异常、临床表现为少尿或者无

尿等 ,这时鉴别诊断有一定的困难。鉴于这些合并症的

治疗原则和方法不尽相同 ,因此明确判断病情 ,及时正

确诊断非常重要。CDFI是一种无创伤性的手段 ,它不

仅可以从移植肾的形态学上 ,还能从血流动力学角度

为移植肾术后合并症的早期诊断与鉴别诊断提供依

据 ,为临床上采取治疗措施提供重要依据。

　　移植肾术后出现排斥反应是最常见的合并症 ,大
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