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大鼠前额叶锥体神经元的 NMDA受体的单通道特性
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摘　要:【目的】探讨大鼠前额叶皮层神经元 N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)受体通道的特性 , 为研究人脑前额叶锥体神

经元的 NMDA 通道提供动物实验依据。【方法】对急性分离的大鼠前额叶的神经元进行细胞贴附式单通道膜片钳记录。【结

果】前额叶神经元 NM DA 受体通道的开放呈现多电导状态 , 表现为 55.1 , 36.5 , 18.6 pS 3 种状态 , 以18.6 pS 为优势电导。开

放时间主要表现为快时程和慢时程两种状态 ,时间常数均值分别为:(0.55±0.38)ms 和(13.59±3.26)ms , 以短时程为主。

关闭时间常数为(0.34±0.27)ms 和(19.73±2.41)ms。开放概率为(0.25±0.09)。【结论】前额叶神经元 NMDA 受体通道

呈多电导 ,以低电导 18.6 pS 为优势。开放时程短者占优势 ,关闭时间短暂 , 开放概率高 ,表明前额叶锥体神经元 NMDA 受体

通道的活动以快速短暂样开放为主。
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Single Channel Properties of NMDA Receptors in Pre-Frontal Cortex Neurons of the Rats　WANG Fu-shun ,

FENG J ian-qiang , GUO R ui-x ian , WANG Yan , CHEN Pei-xi.(Department of Physiology , Zhongshan Medical College , Sun

Yat-sen University , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】To investigate the single channel properties of N-methy l-D-aspartate(NMDA)receptors in prefrontal co r-

tex neurons of the rats.【Methods】Single channel currents were recorded from new ly dissociated pre-frontal cortex neurons w ith cell-

a ttached configuration of patch clamp.【Results】Three conductances were observed from the frontal cortex neurons , w hich are re-

ferred as large , medium , and small conductance channels.The mean sing le conductances were 55.1 , 36.5 , 18.6 pS respectively ,

w ith 18.6 pS as the predominant one.The mean open time histog rams w ere adequately fitted with two-exponentials.The mean open

time constant w ere(0.55±0.38)ms and(13.59±3.26)ms.The open probability w as(0.25±0.09).【Conclusion】The low con-

ductance and short opening s are predominant in prefrontal co rtex , but the opening probability is high.

Key words:prefrontal cortex/ physiology;N-methyl-D-aspartate;signal transduction/physiology;pa tch clamp techniques

　　前额叶(prefrontal cortex)是大脑皮层中功能

最复杂的部位 。人的各种高等心理活动 ,如意识 、

思维 、想象 、运动的组织和计划 、注意等等都和前额

叶皮层的功能有关
[ 1]
。该部位的功能损伤和许多

精神疾病有关
[ 2]
。近年发现前额叶最主要的功能

就是工作记忆(working memory),也就是暂时储存

信息并进行在线(on-line)处理的过程[ 3 ,4] 。谷氨酸

能神经元对前额叶的投射在工作记忆中起到十分

重要的作用[ 5 ,6] 。谷氨酸神经元和皮层锥体神经

元形成突触联系 ,其中 N-甲基-D-天冬氨酸(NM-

DA)受体通道起着重要的作用[ 5] 。上世纪 80年代

以来 ,大量的实验证明 NMDA 受体和突触可塑性

及学习记忆等功能密切相关 ,这在海马中已经研究

得比较透彻[ 7 ,8] ,可是前额叶中 NMDA 通道的特

性并不明确 。本实验室高天明[ 9 ,10]曾报道大脑皮

层(不分前后部)神经元 NMDA受体的多电导单通

道 ,但未能代表前额叶神经元的特性 。因此 ,本实

验用出生后 14 ～ 18 d 发育比较完善大鼠 ,取前额

叶部位锥体神经元进行膜片钳研究 ,以探讨前额叶

锥体神经元 NMDA受体通道的特性。

1　材料与方法

1.1　试　剂

HEPES , TRIZMA Base , Dopamine , N-Methyl-D-

Aspartic Acid , Glycine , Cesium Chloride , Pro tease ,

TTX 均为美国 Sigma 公司生产 ,其余试剂均为国

产市售分析纯。HEPES 人工脑脊液(mmol/L):氯

化钠 126 , 氯化钾 5 , 氯化钙 2 , 硫酸镁 2 , HEPES
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10 ,葡萄糖 10。细胞外液(mmol/L):氯化钠 140 ,

氯化铯 5 ,氯化钙 1.1 , HEPES 10 ,葡萄糖 10 ,河豚

毒 0.001。电极内液(mmol/L):氯化钠 140 ,氯化

铯5 ,氯化钙 1.8 ,HEPES 10 ,河豚毒 0.001 , N-甲

基-D-天冬氨酸 0.02 ,甘氨酸 0.001 。以上溶液均

用 Tris调 pH 至 7.2 ～ 7.4。每次实验前电极内液

和细胞外液均用孔径为 0.22μm 的纤维滤膜过滤 ,

以除去灰尘颗粒和细菌。

1.2　脑片的制备和神经元的急性分离

实验动物选用出生后 14 ～ 18 d 的 Sprague-

Daw ley(SD)大鼠 ,雌雄不限。断头取脑 ,置 0 ～ 4

℃的高蔗糖溶液中冰冻约 2 min ,再用振动切片机

切取前额叶皮层为约 400 μm 厚的脑片。将切好的

脑片置于通以体积分数 95%O2 +5%CO2 混合气

的Hepes人工脑脊液中孵育 1 ～ 6 h(室温)。然后

将脑片放入 32 ℃的通以体积分数 95%O2 +5%

CO2 混合气的 Hepes人工脑脊液中 ,用细菌蛋白酶

(protease ,1.1 ～ 1.4 g/L)消化 20 ～ 35 min 。取出

脑片 ,于 4 ℃的人工脑脊液中冲洗 3次。移入到盛

有约 3 ～ 4 mL 的人工脑脊液的离心管中 ,用尖端经

火抛光处理的口径依次为 500 ,300 ,150μm 的吸管

将之轻轻吹打 ,使组织分散 ,细胞游离。待充分打

散后 ,将离心管竖直静止 2 min ,使大块组织下沉 ,

取上部悬液 ,加于预先涂有多聚赖氨酸的盖玻片 ,

静止 10 ～ 20 min ,待细胞贴壁后 ,吸去孵育液 ,使用

细胞外液清洗 1 ～ 2遍。然后把清洗干净的盖玻片

放入浴槽内 ,加入适量的细胞外液 ,进行实验 。

1.3　通道电流记录

实验采用膜片钳技术中的细胞贴附式记录单

通道电流 。记录用玻璃微电极的制作 ,是采用硬质

厚壁无心玻璃毛细管(直径 1.5 mm ,中国科学院上

海生理所生产)经微电极拉制仪(Narishige , Japan)

分两步拉制而成 ,电极尖端直径约 0.5 ～ 1 μm ,充

灌电极内液后电极阻抗约 10 MΨ,其内插入乏极化

氯化银电极 ,并与膜片钳放大器探头相连。实验

时 ,在倒置显微镜下 , 用微电极操纵器(Narishige

CX-4)驱动电极接近细胞。在微电极尖端刚刚与细

胞接触时 ,稍加负压 ,高阻密封可在瞬间形成 。实

验选用密封电阻大于 10 GΨ的膜片为研究对象。

高阻密封形成后 ,通过改变电极电位而控制电极下

的小片细胞膜的跨膜电位 ,从而观察此小片膜上的

离子通道电流随电压改变而产生的变化。单通道

电流用膜片钳放大器(日本光电 CEZ-2300)放大滤

波(3 kHz),经 DigiData 1200 数模转换板 ,将信号

输入计算机 , 采用 Pclamp 7.0 采集数据 , 使用

Pclamp 6.0的 Fetchan和 pS TAT 分析统计程序自

动测量通道电流幅度 、幅度分布直方图 、开放和关

闭时间 、开放时间和关闭时间分布直方图及曲线拟

合等 。实验数据用  x ±s表示 。

2　结　果

2.1　前额叶皮层神经元 NMDA受体的单通道特

性

实验记录选用胞体较大 、形态有突起的细胞。

当含有激动剂(20 μmol/ L NMDA)的记录电极与

神经元胞体形成高阻密封后 ,膜电位在 20 ～ 100

mV之间改变时 ,可记录到内向通道电流。在电极

内液不含激动剂的 15 个细胞上 ,均未记录到内向

电流活动 ,而在有激动剂时记录的 40个细胞中 ,有

36个记录到单通道电流 ,表明记录到的内向电流

为 NMDA激活的通道电流。

NMDA受体的单通道电流 ,在同一钳制电位

下 ,可见有几类幅度不等的通道电流 ,但同类幅度

的幅值基本相等 ,单通道电流曲线呈时间不等的矩

形波 。其幅度分布直方图呈对称的单峰状 ,可以很

好地进行高斯拟合。当膜电位极化程度加大时 ,单

通道电流的幅度也随之增大。以跨膜电位为横坐

标 ,相应的电流幅度为纵坐标画出电流-电压关系

斜线 。根据斜率可以算出单通道电导 ,其电导为

35.4 pS 。电流值为 0 pA 时 ,所对应的电压值也就

是通道的翻转电位 ,为-2 mV 。

2.2　前额叶皮层神经元 NMDA受体通道的多电

导状态

在我们所记录的 36 个细胞上 ,可以观察到 3

种不同电导开放的通道 ,分别称为大 、中和小电导

通道。其中大电导为主的有 4 例 , 平均电导为

(54.6±3.7)pS;中电导为主的有 8例 ,平均电导

为(34.5±3.1)pS;低电导为主的有 24例 ,平均电

导为(17.5±2.5)pS。在同一钳制电压下 ,在同一

膜片上就可以观察到不同幅度的电流 ,在膜电位为

-80 mV 时 ,在同一膜片上记录到的 3种不同电导

的通道活动(图 1)。使用三级高斯曲线拟合 ,它们

的高斯拟合值分别为:1.76 , 2.96 , 4.41 pA 。其中

大电导通道的电导为 55.1 pS ,中电导通道的电导

为36.5 pS ,小电导通道的电导为18.6 pS。分别占

全部开放事件数的 19%、36%和 45%。
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图 1　电压-80 mV , 3种不同 NMDA受体通道的

电导电流及其转换

Fig.1　Three conductances of NMDA receptor channel

currents and their switch at -80 mV

2.3　通道的动力学特性

2.3.1　通道的开放时间　通道的开放时间长短不

一 ,短的小于 1 ms ,长的为几十毫秒 。开放时间分

布直方图呈指数状 ,不能进行单指数拟合 ,只能用

双指数拟合 ,表明通道存在两个开放状态 。图 2所

示为膜电位在-80 mV 时通道的开放时间分布图 ,

通道的平均开放时间为(5.5±0.35)ms ,拟合的两

个时间常数分别为 0.77 ms和 9.58 ms ,各自占开

放时间的 70%和30%。对24例以19.5 pS 为优势

的膜片进行动力学分析发现 ,在膜电位为-80 mV

时 ,双指数拟合的两个时间常数的均值分别为

(0.58±0.38)ms和(13.59±3.26)ms。

图 2　NMDA受体通道的开放时间分布

Fig.2　Opening time distributions of NMDA channel currents

t d:dwell t ime

2.3.2　通道的关闭时间　通道的关闭时间差异也

很大 ,有短于 1 ms的闪烁样关闭 ,也有长达数百毫

秒的长时程关闭 。通道的关闭时间也可以使用二

级指数拟合(图 3),说明通道的关闭时间也呈现两

种状态:快速的短暂关闭和长时程的通道活动静息

期。对 24例以 19.5 pS为优势的膜片进行动力学

分析表明 ,在膜电位为-80 mV 时 ,双指数拟合的

两个时间常数平均值为:(0.34 ±0.27 )ms 和

(19.73±2.46)ms。

图 3　NMDA受体通道的关闭时间分布图

Fig.3　Closing time distributions of NMDA channel currents

t d:dw ell time

2.3.3　通道的开放概率　通道的开放概率是指在

某一钳位电压下 ,通道的总开放时间占通道持续去

极化或超极化过程的比值。以 19 pS 为优势电导

的通道中 ,在膜电位为-80 mV 时 ,通道的平均开

放概率为(0.25±0.09)。

2.3.4　通道的猝发样开放和簇状开放　通道的开

放常常被短暂的关闭所打断 , 呈猝发样开放

(burst)。这种开放有时又可以呈现簇状(cluster),

即彼此相隔一定的时间间隔的连续数个 burst样开

放串。在两串簇状开放之间有较长时间的关闭。

在簇状开放期间通道的开放概率非常大 ,通道在大

部分时间是处于开放状态。这种簇状开放的膜片

上有 4例见到二级开放。

3　讨　论

作者在新鲜分离大鼠前额叶锥体神经元上记

录到的单通道电流 ,是在膜超极化状态下的内向电

流。由于记录电极内无 K+ ,且存在 Cs+阻断 K+

通道 ,因此 ,所记录的电流不是 K+通道电流 。由

于电极液内存在 TTX 阻断 Na+通道 ,说明不是

Na+通道电流实验证明只有在电极液内含有 NM-

DA时才能记录到通道电流 ,说明电流是 NMDA 受

体通道电流。

3.1　NMDA受体通道呈多电导状态

本实验观察到大鼠前额叶皮层神经元 NMDA
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受体通道的电流呈现多电导状态 ,优势电导为 19

pS。NMDA受体通道电流的多电导状态在许多部

位的神经元中已有文献报道 ,但是 ,各个部位的优

势电导不同。小脑浦肯野神经元为 35 pS[ 11] ,海马

神经元为 50 pS[ 7 ,8] 。说明前额叶皮层低电导通道

出现的频率明显高于小脑和海马神经元。高天

明
[ 9 ,10]

报道的大脑皮层(不分前后区域)神经元的

优势电导为 35 pS ,比本文所观察到的前额叶神经

元的 NMDA受体通道的优势电导要高。表明在大

脑皮层不同部位神经元中前额叶神经元 NMDA 受

体通道的优势电导最低。Stem 等[ 12]报道 ,不同部

位的 NMDA受体含有不同的亚基 , NMDAR2A 主

要存在于大脑皮层和海马 ,NMDAR2B主要存在于

前脑 ,而 NMDAR2C 主要存在于小脑和间脑以及

低位脑干。可能由于不同的亚基组成导致了不同

部位神经元 NMDA通道的不同特性。优势电导还

可能与大脑的发育程度有关 ,高天明等[ 9 ,10]使用的

是出生后 1 ～ 3 d的大鼠 ,而我们使用的是 14 ～ 18

d的大鼠 ,大脑前额叶发育较为完善 ,低电导通道

出现的频率更高 ,提示工作记忆与低电导优势的关

系值得进一步探讨。

3.2　NMDA受体通道的开放动力学特性

本文在大鼠前额叶锥体神经元上所记录到的

NMDA受体通道 ,平均开放时间为 5.5 ms ,这和报

道的大鼠小脑浦肯野神经元的 NMDA通道平均开

放时间5.2 ～ 7.1 ms接近 ,比小脑颗粒细胞 NMDA

通道的开放时间 4.0 ～ 4.8 ms要长[ 10] ,但是比海

马神经元开放时间要短 ,比高天明记录的大脑皮层

(不分前后)神经元的 NMDA 受体通道平均开放时

间(12.45±2.87)ms要短。通道开放时间分布曲

线都可以使用双指数拟合 ,提示通道至少存在两种

开放状态 ,一种是几个毫秒的短开放 ,另一种为几

十个毫秒以上的长开放。从曲线拟合的两个时间

常数平均值分别是:0.58 ms和 13.59 ms。 Jahr 和

S tevens
[ 7]
对所观察到的新生大鼠海马神经元 NM-

DA 受体通道的开放时间使用双指数拟合 ,得到的

两个时间常数分别为 1 ～ 3 ms和 10 ～ 15 ms ,短时

程时间常数比本文观察到的要长 ,长时程时间常数

相近。高天明等
[ 9 , 10]

报道大脑皮层锥体神经元的

开放时间常数分别是(0.69±0.61)ms和(16.07

±1.58)ms ,比本文作者观察到的前额叶 NMDA

通道的开放时间常数稍大。本文报告通道的关闭

时间为:(0.34±0.27)ms和(19.59±2.41)ms ,明

显地比不分前后部位皮层神经元的关闭时间常数

4.72 ms 和 260.3 ms 要短 , 比海马的关闭时间

(2.82±0.63)ms和(50.34±20.42)ms要短。另

外 ,前额叶神经元的 NMDA 通道的开放概率为

0.25±0.09 ,而海马神经元的通道的开放概率为

0.05 ±0.04 , 大脑皮层(不分区域)为 0.098 ±

0.095要高。表明前额叶皮层神经元 NMDA 受体

通道的开放频率较高 。
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