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实验研究
·

海马神经元乙酞胆碱受体

通道的动力学特性
①

邹 飞② 高天明 陈培熹

(中山医科大学生理学教研室 ,广州
,

51。。 89)

提 耍 用膜片钳技术研究了新生大鼠海马神经元乙欧胆孩受体通道的特性
。

通道有 3种电

导状态
。

本文分析 3 1P S 通道有以下特性
:

①随超极化程度增加
,

内向电流幅度增加
,

反转电位为 O

m V
。

②通道开放以单个事件为主
,

簇状开放不常见
。

③该通道对钠钾离子无选择性
.

④开放时间分

布直方图擂双指数拟合
,

两个时间常数分别为 0
.

31 ms 和 1
.

51 ms
,

分别占“ %和 34 纬
.

平均关闭时

间也偏双指数拟合
,

两个时间常数为。
.

3 m :
和 86 ms

,

各占71 %和 29 %
。

⑤开放概率为 。
.

0 085
,

无电

压依位性
。

提示神经元上存在着不同的乙阶胆碱受体通道
.

关锐词 乙酞胆碱受体 ,离子通道 ;海马

中图号 R s s s
.

8

乙阮胆碱 ( A C h )是脑内重要的兴奋性递

质烟碱型 A C h 受体 ( n A C h R ) 在介导学 习
、

记忆和神经发育等功能方 面起着重要 的作

用 L̀
·

幻
。

生理学与分子生物学的 进展 已证实

n A C h R 有多种亚 型
。

肌 肉与神经节 上 的
n A C h R 有很大的差异

,

而肌肉胚胎期和成年

期的 n A C h R 也不同闭
。

重组 D N A 已证实脑

内存在两类以上的
n A C h R 、

由此看来
,

即使

在 一种动物上也至少有 5种 (2 种肌肉型的
, 3

种 神经型的 )n A C h R
。

已往单通道研究多集

中在肌肉和神经节的
n A C h R[

毛〕 ,

涉及脑内神

经元的研究尚不多 见
。

本研究 旨在用膜片钳

技术
,

从功能上分析海马神经元
n A C h R 通

道的特征
,

并与我们已往的工作 5j[ 和文献报

道比较
,

探讨异同点
。

1 材料与方法

L l 海马神经元培养

实验动物用出生后 l一 3 d 的 S D 大 鼠
,

雌雄不 限 ( 由中山医科大学实验动物中心提

供 )
.

在无菌条件下
,

取出海马并切成碎片
,

移

到盛有约 5m l( 改良伊格培养基 ) ( D M E M )的

离心管中
,

先后用火刨光的直径为 50 。 科m 和

1 5 0 ~ 2 0 0 科m 的 P a s t e u r 吸管吹打
,

使细胞

游离
.

将离心管静立约 3 m in
,

用吸管取中部

细胞悬液
,

移入另一事先放 入 s m l DM E M

的 l o m l 离心管中 1 o o o r / m i n 离心 3一 5 m i n
。

去除上清液
,

加入 Zm l 的培养液
,

培养液成分

是 4 0% DM E M
,

4 0% F
l : ,

2 0写胎牛血清
,

葡萄

糖 3m g /m l
,

青霉素 l o o U /m l
,

链霉素 10 0 科g /

m l
,

K C I 2 5 m m o l / L
.

用吸管将细胞打散
,

使

之成为细胞悬液
,

吸取此液加到培养皿 内的

盖玻片上
,

盖玻片事 先涂有 0
.

1%多 聚赖氨

酸
。

5 % CO
: ,

95 %空气
,

饱和湿度
,

37 ℃孵箱

中培养
,

s h 后
,

部分细胞开始生 长出突起
.

实验通常选用 2~ 3 d 培养的神经元
.

1
.

2 单通道记录

本实验采用膜片钳技术 6j[ 的细胞贴附

式
。

细胞外液 成分 为 ( m m o l / L )
,
N a C l l 4 o

,

C s C I
、 ,

C a C I
:
1

.

8
,

H E P E S 10
,

葡萄糖 10
,

T T

又 0
.

0 0 1
.

电极 内 液 无糖 加 入 1
.

0拜m o l / L

① 国家教委博士点荃金资助项 目
② 第一作者 35 岁
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男
,

博士研究生
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l8事件数劝

A C h
,

其余成分与细胞外液相同
,

p H 7
.

2
。

实

验前
,

所有溶液均用孔径为 0
.

15 拌m 的纤维

滤膜过滤
,

以除去灰尘颗粒和细菌
。

实验在室

温下进行 ( 20 ~ 27 ℃ )
。

部分实验用内面 向外

式
。

记录用火刨光的玻璃微 电极
,

尖端直径约

为 0
.

5一 l拼m
,

电阻 s~ 1 IM 见
,

内插乏极化氧

化银电极与 C E Z
一
2 2 0 0片膜放大器相连

,

反馈

电 阻 l o G 皿
,

低 通 滤 波 ( 4 p o l e s b e s s e l

f i t t e r )
,

3 k H : ,

用 PC M 录像机记录资料
。

1
.

3 资料分析

用 12 5 k H : L a b m a s t e r DM A 数据采集

系统和 5
.

5版 p C L A M P 软件 (美国 A xo
n I n

-

s tr u m e n t )
,

将记录在录像带上的原始资料输

入 BI M P C / A T 计算机
,

并用 p C L A M P 分析

程序自动测量通道 电流幅度及通道开放
、

关

闭时间
,

而后进行统计处理
,

如幅度直方图
,

开放
、

关闭直方图
,

曲线拟合等
。

数字化水平

2 0 0 拜 s ,

忽视水平 1 5 0 杯s ,

簇状开放 ( b u r s t )忽

视水平 3 0 0 0 产5 0

部膜片的百分比分别为 58 %
、

33 %和 9%
.

目前仍不能肯定这 3种不同幅度的通道

活动究竟是意味着存在 3种不同类型的通道
,

还是一种通道的 3种不同开放形式
。

本文着重

分析 31 p s 通道的动力学特性
。

一
一一一一一一一训刁` ~ 曰从一和

脚` . , 相目州阳 , 侧瞬 , . 晰洲曰

一

一
以书副` 曰卜曰脚~ 栩闷川曰侧

一
` ~ 山 , . 一利 . 脚脸~

一
一灿 - . 曰目` ~ ~ ~ “ 动卜 . . ~

一浏` 沪` -~ 一~ 曰札` ~ 以~ ~ }
s p A

一一

-
~ -脚帅州触 , ~ ~ 认~ 一~ f布晶

图 1 A Ch 激活的单通道电流

细胞贴附式记录
,

钳制电压为一 1 00 m V 时
,

有 3种不

同电导的电流活动
。

簇状开放嗓音明显增大
,

其中有闪烁样

关闭和亚电导状态

A B 膜电位 ( nr v )

1 0 0
一

8 0
一

6 0
一

4 0 忍 0

电流幅度

2 结 果

2
.

1 多电导状态

当含有 1
.

0 拌m ol / L A C h 的记录电极与

神经元胞体接触后
,

轻轻负压吸引
,

高阻密封

形成后
,

立即出现 内向单通道电流 ( 30 例膜

片 )
。

实验选用的神经元容易从背景细胞中分

辨出来
,

主要依据它们的大小
、

形态
、

突起以

及对激动剂的反应性
。

在对照的 10 例中
,

电极

内液不含激动剂
,

无 1例出现内向电流活动
。

而有激动剂时约有 95 %膜片有 电流活动
。

电

流幅度在同一钳位电压下变异较大
,

不仅在

不同膜片上有差异
,

常常在同一膜片上就可

同时记录到 3种不同电导通道活动 (图 1 )
。

从图 1中还可见有些通道开放时噪音明

显大 于关 闭时
,

电极 内给予 + 40 m V 电压
,

这意味着跨膜电压为一 100 m V (静息膜电位

约 为一 6 0 m V I ’ 丑)
。

随着超极化程度增加
,

内

向电流不断加大
,

根据电流
一

电压曲线算出斜

率电导分别是 20
、

31 和 52 p s
。

各类通道占全

0 2 4

电流幅度 ( p A )

图2 电流幅度和电流
一

电压曲线图

左图 A 为通道开放电流幅度分布 ! 方 图
,

膜电位为
-

60 m v
,

实线为高斯拟合
。

右图 B 为不同钳制电压下电流
一

电

压关系曲线
。

图中各点为 5 0个事件以上的均数
,

从曲线斜率

中得出电导为 3l p s

3 1p s 通道电流幅度基本相同
,

呈时程不

等的矩形波或尖波
,

其幅度分布直方图呈对

称的单峰状
,

并能很好地进行高斯拟合
。

如图

2所示
,

( A ) 当膜电位为 一 60 m V 时
,

单通道

电流幅度 为 2
.

15 p A
,

( B ) 电流
一

电压关系 曲

线
,

此线的延长线与 x 轴相交处 电流值为。
,

其横坐标值即为该通道的反转电位 ( r ve er sa l

p o t e n t ia l )
,

约为 0 m V
。

.2 2 31 p s 通道的动力学特性

2
.

2
.

1 通道开放时间 开放时程长短不一
,

其分布直方图呈指数分布
,

符合双指数拟 合

( 图 3 A )
。

当超极化到 一 l o o m V 时
,

两个时间

常数分别为 0
.

3 1士 0
.

2 m s 和 1
.

5 1士 0
.

3 9 m s

(n ~ 7 )
。

其中快成分占“ %
,

慢成分占 34 %
。
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电位无统计学差异
,

表 明 31 p s 通道对 N a 十 、

K 十
离子的通透无选择性

。

事
件
盆

2 3

开放时间 ( . )

3 讨 论

关闭时间 ( m 。 )

图 3 通道开放和关闭特性

左图 A 为通道开放时 间分布直方 图
.

右图 B 为通道关

闭时间分布直方图
.

A C卜浓度为 1
.

。 拌m ol / L
,

膜电位一 100

m V
。

图中曲线为双指数拟合曲线

.2 .2 2 通道关闭时间 在同一钳位电压下
,

通道关闭时间也长短不一
,

有快的闪动样关

闭
,

也有长时间的关闭
,

其分布直方图需双指

数拟合
,

两个时间常数分别为 3
.

3 土 0
.

49 m s

和 8 6土 1 8m s ( n = 7 )
,

其中快成分占 7 1%
,

慢

成分占 29 %
。

2
.

2
.

3 通道 开放概率 通道开放概率是指

通道开放 时间与总超极化时间的 比值
。

在膜

电位钳制在一 l o o m V 时
,

开放概率为 0
.

0 0 8 5

士 0
.

0 0 1 6
。

从膜电位 一 s o m V 到
一

1 2 o m V 开放

概率基本不变
,

提示开放概率不依赖于电压
。

r.

se
..LF.
.

.Lwe..L犯08040000000

开放概率

0 名 0 一 12 0

腆电位 ( zn V )

图4 通道开放概率与膜电位的关系

2
.

2
.

4
1

簇状开放 ( b u r s t ) 3 l p s 通道 有时

出现 b盯 st 样开放
,

但出现频率 比20 p s 通道

少
,

难以进一步作统计学分析
。

b t , r s t 是一组

开放
,

其中被极短的闪烁样关闭所间隔
。

开放

时噪音增大并伴有亚电导状态 (图 1 )
。

2
.

3 对 N a + 、

K ,
离子的选择性

在 4例膜 片上 自身对照了 内面向外式与

细 胞贴附式的 电导和反转 电位
。

内面向外式

膜片两侧离子浓度完全相同
,

而细胞贴附式

为膜 内高 K + ,

膜外高 N a 十 。

两者电导和反转

A C h R 分 为
n A C h R 和 m A C h R 两 类

,

m A c h R 主要参与慢突触反应
,

当激动剂与

之结合后并不直接引起通道开放
【8j

,

而需通

过一些酶促反应才可激活通道
。

而
n A C h R

的激动剂结合位点与离子通道同为一个蛋白

大分子
,

故 A C h 可直接激活通道
。

本实验用

膜片钳技术在培养的大鼠海马神经元膜上记

录到的通道是超极化内向流
。

因电极液 内无

K 十 ,

且存在 C s 十
阻断 K +

通道
,

又有 T T X 阻

断 N +a 通道
,

表明该通道不是 K +
和 N +a 通

道
。

再根据反转电位
、

电压依赖性和激动剂的

反应特点证实了 31 p s 通道为 A C h 门控性
n A C h R 离子通道

。

近年来分子生物学的研究已证实外周肌

细胞与神经元
n A C h R 有结构上的差 异

,

前

者 由4种不同的亚基组装成五聚体
。 :

阳占
,

后

者从
。 D N A 文库中推导出至少 4种

。 亚基和

3 种 p 亚 基
。

神 经 元
n A C h R 与 肌 细 胞

n A c h R 的药理学性质也有许多不同
,

特别是

对
a 一 B G T 的反 应不 同

。

后来又发 现 神经元
n A C h R 有许多不同的亚群

。

本文所述的 l3 p s n A C h R 通道与我们曾

报道的 20P S 通道的动力学有差异
,

主要表现

为开放概率较低
、

电流幅度较高
、

出现频率较

少及簇状开放较少见
。

与文献报道的肌细胞

膜上的
n A C h R 通道相 比

,

也有下列的 明显

差异
:

①电导低
,

同种属相 比肌细胞
n A C h R

通道为 50 一 70 p sl
’ 」 ;②开放时间短

,

胚胎肌

细胞和去神经肌
n A C h R 开放时间通常为 3

一 5 m s ,

成年肌细胞为 2
.

o m s
左右 汇̀ 。 二,

而我

们 发 现 的 神 经 元 n A C h R 短 成 分 仅 为

0
.

3 l m s ,

长成分 为 1
.

5 1 m s ; ③开 放概率与超

极化 水平无关
,

而肌 n A C h R 通道的开放概

率常依赖于膜 电位
; ①对 A C h 的反应性较

低
。
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以上提示
,

中枢神经元
n A C h R 的生理

特性与肌细胞的有 明显差异
。

中枢神经元存

在着不同特性的
n A C h R 通道

。

(叶江鸿副教授在技术方法上给予指导
,

特此致谢 )
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简 报

胃癌的间质反应与组织学类型及预后的关系

周慕琦① 薛 玲 叶玉玲

(中山医科大学病理学教研室 ,广州
,
5 1 0 0 8 9 )

关锐词 胃癌 ,层粘蛋白 ,纤维连接蛋白 , vI 型胶原 ,预后

中图号 R 7 s 5
.

2

作者共收集 了胃癌手术切除标本 86 例 (男 64

例
,

女 22 )
,

并随访患者 3 ~ 10 年
.

全部病例均进行层

粘连蛋白 ( L A M )
、

纤维粘连
.

蛋 白 ( F N )
、
N 型胶原

( oC U w )免疫组化染色
。

结果显示
:

在肿瘤组织中
,

L A M
、

F N
、

C ol l w 阳性反应的分布及表现有两种形

式
:

①墓膜型
:

在高分化腺癌的腺体周围及低分化腺

癌的癌巢周
,

阳性反应物形成墓膜样的结构
,

呈连续

的线状或断续的不完整线状分布
,

其染色强度不等
.

②间质型
:

在肿瘤间质内
,

可见呈网状或条索状的阳

性的反应
,

以 F N 染色最明显
.

基膜型的阳性物常与

周围间质的阳性物互相延续
,

其染色强度向周围逐

渐减弱
.

肌层内浸润的癌巢周的阳性反应有所减弱
。

统计学检验结果表明
: 3种抗体的基膜型阳性物在肿

瘤的各种组织学类型 间有统计学的显著差异 (尸 <

。
.

0 1 )
,

其中以高分化腺癌阳性率最高
,

低分化腺癌

较低
,

未分化癌为阴性
,

显示这 3种抗体的基膜型阳

性反性与 胃庙组织的分化程度有关
,

这与文献报道

相一致
.

而 3种抗体的荃膜型和间质型阳性率与肿瘤

的大体类型
,

临床分期
,

患者的生存期以及有否转移

间无统计学差异 (尸> .0 1 )
。

本组病例中随访 5年以上者共 78 例
,

统计学分析

表明
:

患者的预后与肿瘤的大体类型
、

组织学分型
、

临床分期及 3种墓底膜成分抗体的阳性检出率之间

无 明显关系
,

但与肿瘤的浸润深度密切相关 (尸 <

0
.

00 5 )
,

以浸润粘膜层者预后最好
,

而浸润肌层及全

层者死亡率 明显升高
。

本研究还发现肿瘤间或瘤周

组织有明显的浆细胞浸润及淋巴滤泡形成者
,

其 5年

生存率明显提高的现象
,

提示这种间质细胞反应可

能与机体的抗肿瘤的免疫反应有关
,

值得进一步探

讨
。
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