
生物化学与生物物理进展 !"#$% &’()*+,% &’(-*./% !""#$ 01 %#&

大电导的电压和钙激活的钾通道 !"# 通道$%在
膜去极化或胞内 &’()%升高时通道的活性增加! 抑

制了由于胞内 &’()%浓度升高和 * 或膜去极化所引起

的兴奋性事件+%在轴突末梢! "# 通道和电压依赖

的 &’()%通道耦联! 因此! 在调节神经递质释放方面

起着重要作用+%尽管 "# 通道在各种组织和细胞中

广泛存在 ,-./0! 但是却很少展现失活的性质! 尤其

是在神经元中+%
背根神经节 12345’674338%9’:96;’! <=>$7从外周

组织传递躯体和内脏的感觉信息到脊髓 ,?0! 中小直

径的 <=> 神经元胞体和轴突主要传递疼痛和温度

信息! 而大直径的神经元主要传递机械性刺激的信

息+7先前 <=> 神经元上 "# 通道的研究主要是关于

"# 通道对动作电位的影响! 激活 "# 通道使 <=>
神 经 元 动 作 电 位 的 时 程 1’@8;3:7A38B:8;’672C4’8;3:!
DE<$缩短! 动作电位的爆发频率1F;4;:97F4BGCB:@HI
降低,-J.-(0+7

我 们 发 现 在 大 鼠 小 直 径 <=>7!KLMKNI%神 经 元

中! 失活的 "# 电流普遍存在! 表现快速和完全的

失活特性+%失活的 "# 电流成分确是 &’()%敏感的!
大电导的 "# 通道特异阻断剂 &OPQ 能够阻断失活

的 "# 电流成分+%木瓜蛋白酶可以从胞外改变 "#
通道这种失活的特性+%

2 材料与方法

2%2 试剂

<RSR 和 胎 牛 血 清 TU"VI%购 自 >;W@3 公 司 !
其 余 试 剂 均 购 自 V;9X’ 公 司 + %纯 化 的 木 瓜 蛋 白 酶

TA’A’;:! 8Y;@B%@4H58’66;ZB2" V;9X’! @’8%:3+ %E[-(\I %
使 用 浓 度 为 -N%]*X6! 用 正 常 外 液 稀 释 ! 加 入

\%XX36*K%KM@H58B;:B 激活+%在外液中加入 -J%XX36*K%
LM’X;:3AH4;2;:B%TLMDEI%以阻断电压依赖的 #)%通道

T#^I,-[0+7&O’4HW2383_;:7T&OPQ‘7V;9X’‘7@’87:3+7&7a/J(I7
配 制 成 \J7!X36*K 的 储 液! 加 入 J+\b%T质 量 体 积

比I%牛血清白蛋白 TW3c;:B%5B4CX%’6WCX;:! "VDI%防
止 非 特 异 性 的 结 合 ! 使 用 前 用 正 常 外 液 稀 释 至

-JJ%:X36*K+%
2%1 345 单细胞的分离

取 [.\ 周的雄性 d;58’4 大鼠! 迅速断头处死!
从脊椎外将两侧 KL! K\ 和 KN 神经节连同附着的

神经一同取出! 置于预先冰孵的 <RSR 外液中!
在解剖镜下用虹膜剪仔细剪净神经节附着的背根和

腹根神经后! 将神经节剪碎+%将神经节转移到 [ae
预孵的酶液中,-%X6%&366’9B:5B%T(%9*KI! \J%!6%<:’5B
TL%9*KI! -%X6%P4HA5;:%TJ+\%9*KI0! 水 浴 摇 床 T[af!
-aJ%4*X;:$%中消化约 [\%X;:! 间或轻轻吹打! 使细

胞分散+%加入 /%X6%[ag含胎牛血清的 <RSR 培养

基终止消化+%-%JJJ%4*X;: 离心 N%X;:! 去上清! 加入

LJJ%!6%<RSR 培养基轻轻吹打均匀分散+%滴片! 每

片约 (J%!6! [ah静置沉降 (J%X;:+%每 皿 加 入 (%X6%
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摘要 大电导的电压和 &’()%激活的 #)%通道 T"# 通道$%在哺乳动物的组织中广泛表达! 起着多种多样的作用+%目前

只有少数组织中 "# 通道的性质被深入地研究! 而且鲜见有失活的 "# 通道 T"#;$%的报道! 尤其是在神经元中+%发
现在大鼠小直径的背根神经节 T<=>$%神经元中! 普遍存在失活的 "# 通道 +%失活的 "# 电流成分是 &’()%敏感的!
可以被大电导的 "# 通道特异阻断剂 &OPQ 所阻断! 而且木瓜蛋白酶可以从胞外改变通道失活的特性+%
关键词 背根神经节! "# 通道! 失活
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2’$%3 45678’9:8’5$ :5; 5(5’5:78’9:8’5$ <:1 =!;>->5;>58 ? =

7@"">58/ ’5 ABC 5>@"(5/
!"#$%&’%$$( ’)**%+,( ,*-’%( *%’#*.%.( /0,"( ,"%( 101%,,%( ’#+,-0+0+2( 345( 67(
/%*%(8"#/+9(:"%(’%$$(/-8(8,%11%.(;*#<(-("#$.0+2(1#,%+,0-$(#;(!=5(<>(,#(
%0,"%*(!=5(<>(#*(5(<>(;#*(355(<8(-+.(,"%+(,#(?5(<>(;#*(@55(<89(:"%(
A#$,-2%( 1*#,#’#$(/-8( 8"#/+( -,( ,"%( B#,,#<9 ( C+( -$$( ,"%(/"#$%&’%$$( ’-8%8(
/0,"#),(81%’0;0’(%D1$-+-,0#+E(’%$$8(/%*%(B-,"%.(0+(,"%(+#*<-$(8-$0+%9(:"%(
’)**%+,( ,*-’%( -,( ?5(<>(BF( 5(<>(1*%1)$8%( 08( 8)11#8%.( ,#( ’#+,-0+( B#,"(
G-H7&.%1%+.%+,(67(-+.(6>(’)**%+,8(-+.(,"%(,*-’%(BF(!=5(<>(1*%1)$8%(08(
#+$F(’#<1#8%.(#;(6>(’)**%+,9 (:"%*%;#*%E ( -(.0;;%*%+’%(B%,/%%+( ,"%( ,/#(
,*-’%8(20A%8(-(+%,(G-H7&.%1%+.%+,(67(’)**%+,(8"#/+(#+(,"%(*02",9 (I-J(,"%(
.0;;%*%+’%( B%,/%%+( ,"%( ,/#( ,*-’%8( 8"#/+( #+( ,"%( $%;,( 2-A%( -( 1)*%(
0+-’,0A-,0+2( 6G-( ’)**%+,E ( -( 80+2$%&%D1#+%+,0-$( ;0,,%.( ,#( ,"%( 0+-’,0A-,0+2(
6G-( ’)**%+,( 2-A%( ,"%( ,0<%( ’#+8,-+,( #;( 0+-’,0A-,0#+( !K?5( <89 ( LBJ ( ,"%(
.0;;%*%+’%( B%,/%%+( ,"%( ,/#( ,*-’%8( 8"#/+( #+( ,"%( $%;,( 2-A%( -( 1)*%

(+#+0+-’,0A-,0+2(8<-$$(#),/-*.(’)**%+,9(

35(+M

H(+M

?5(<>
5(<>

!=5(<>

!K?5(<8

L-J

LBJ

含血清 NOPO 培养基! 于 QRS二氧化碳培养箱中

培养 HT" 后待用9(
3DE 电生理实验

全细胞记录使用 PUG(V 膜片钳放大器 LWP6M!
X-<B*%’",! 德 国 J! UYXZP[UYXZP\C:(?9=R 软 件

LWP6M( P$%’,*#+0’8! 德 国 J9 ( 全 细 胞 记 录 增 益 为

594]H(<>^1M! 膜电位钳制在!=5T<>! 电极入水电

阻 H]@TO_! V5‘]V4a(b8 补偿 9(灌流及加药采用

OUZ&3 多通道快速微量加药系统 L华中科技大学仪

博生命科学仪器有限公司J9(
膜片钳实验在室温下 LH5]H4cJ(进行! 全细胞

记录电极内液的成分为" 6G$(345(<<#$^X! O2G$H(
H94( <<#$^X! WPUPZ((((( 35( <<#$^X! Pd:M(((((((((((((((
59H( <<#$^X! O2M:U((( H( <<#$^X! e-Hd:U((((((((((((((
59Q(<<#$^X! 用 6fW 调 1W 值 到 R9@9(细 胞 外 液 的

成分为 " e-G$(345(<<#$^X! 6G$(4(<<#$^X! G-G$H(
H(<<#$^X! O2G$H( 3( <<#$^X! WPUPZ( 35(<<#$^X!
d$)’#8%( 35( <<#$^X! 用 e-fW 调 1W 值 到 R9@9 (((((((((
5(G-H7(外 液 用 H(<<#$^X(O2G$H(替 换 正 常 外 液 中 的

G-G$H! 并 加 入 3(<<#$^X(的 Pd:M9 (渗 透 压 使 用

!%8’#* 蒸汽压力渗透压仪测量! 内液的渗透压调

至 HV5]Q55( <f8<! 外 液 的 渗 透 压 调 至 Q54]((((((((((((
Q34(<f8<9(
3%F 数据分析

数 据 分 析 使 用 C2#*( U*#( @95V( L!-A%O%,*0%8!
X-g%(f8/%2#! fb! YZMJ(软件9(实验结果用L! ""J
表示9(

1 结 果

1G3 大鼠小 ABC 神经元上普遍存在着失活的 &?
通道

全细胞模式下! 在 Nbd 神经元上给予标准的

检测 h6 电流刺激i3@j! 即先给予双刺激 L从!=5(<>
钳制电位给予 355(<8(5(<> 的去极化电压刺激J(使
G-H7(通 过 电 压 门 控 的 G-H7(通 道 内 流 ! 接 着 给 予

@55(<8(去极化到 ?5(<> 的电压刺激! 激活电压和

G-H7(依 赖 的 67(电 流 L6G-J (和 电 压 依 赖 的 67(电 流

L6>J! 如图 3 中实线所示的电流和刺激波9(然后从

!=5(<> 钳制电位直接去极化到 ?5(<>! 这时由于

没有 G-H7(内流 #G- 通道几乎不开放! 去极化激活的

仅是电压依赖的 67(电流 L6>J9(两者相减得到的电流

即纯的 6G- 电流L图 3 的右图J9(所有细胞上电流的检

测 电 压 均 为 ?5(<>! 并 且 给 予 V5a]V4a的 b8 补

偿 9 (我 们 发 现 小 的 Nbd 神 经 元 中 L细 胞 直 径k

LH=9H"494J(!<# $K?HJ! V=9Qa(LRV^?HJ(的 神 经 元 上

存在典型的快速且完全失活的 6G- 电流L图 3- 的右

图J! 单指数拟合得到失活时间常数为 ! K(?5(<89(仅
有 Q9Ra(LQ^?HJ(的神经元上表现为很小的不失活外

向电流 L图 3B 的右图J9(

((((((((结果表明! 小 Nbd 神经元上普遍存在着失活

的 G-H7(激活的 67(通道 L6G- 通道J9(然而之前! Nbd
神经元上 h6 通道的研究却没有关于失活电流的报

道i35]3Hj9(
1%1 失活的 <:1= 激活的 ?= 电流的成分确是 <:1=

敏感的

用 5(G-H7(外液置换正常外液后! 失活的电流成

分完全阻断 L$K3VJ9(再给予正常外液! 失活的电流

又 随 即 恢 复 L图 H-J9 (两 者 的 相 差 的 部 分 即 为 完 全

G-H7(敏感的电流成分Lh6 电流JL图 H(BJ! 表明 Nbd

@5V$ $
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神经元上的 !" 电流的确是 #$%&’依赖性的(’

1%2 失活的 3415 激 活 的 65 电 流 成 分 可 以 被 &6
通道特异的阻断剂 3*78 所阻断

毒 素 #)$*+,-./.012’ 34)567 能 够 在 纳 摩 尔

328.9:;7<的浓度下特异地阻断大电导的 =" 通道!
在脊椎动物和哺乳动物的研究中通常被用来鉴定

!" 通道的生理作用>?@A(<由于它能够特异地阻断大电

导的 =" 通道! 所以用来鉴别 #$%&<激活的 "&<电流

成分是否是 =" 电流(<在外液中加入 ?BB<28.9:; 的

#)56 后! 失活的 #$%&<激活的 "&<电流成分被阻断

3?C:?C7! 这说明 DEF 细胞上这种失活的 4$%&<激活

的 "&<电流成分确是大电导的 !" 电流(<正常外液洗

脱约 ?@<812 后电流可以缓慢地不完全地恢复 3最多

恢 复 至 CBG左 右 73图 H7! 这 一 点 同 D12I 等 >HJ?KA在

L)*.8$MM12 细胞上关于失活的 =" 电流对 #)56 敏

感性的研究结论是一致的(<
1%9 木瓜蛋白酶可从胞外改变通道的失活特性

我们的结果表明! 小的 DEF 神经元上普遍存

在着失活的 =" 通道! 然而之前的 DEF 神经元上

=" 通 道 的 研 究 却 没 有 显 示 它 的 失 活 特 征 >?BN?%A( ’
O*8P/*.2I 等 >?QA报道在青蛙毛细胞上! 一种在原代

细胞分离中普遍使用的酶"""木瓜蛋白酶RS$S$127!

会使 =" 通道失去失活的性质(’我们猜测有可能在

分离单细胞的过程中我们采取了更为温和的酶消化

和机械分离相结合的方式! 避免 =" 通道蛋白受酶

消化作用的影响! 保护了通道的失活特性(’因此!
我 们 在 正 常 外 液 中 加 入 ?K’T:89’二 次 结 晶 的 纯

:’$%1 7*; 3415!<;-;=<;=> ?(,-(=;=> (@ A*(B;!?;BB ?C"";=>
R$7 ’OSS91L$/1.2’.M’ L$9L1U8VM*WW’ W0/W*2$9’ P.9U/1.2’ *WXW*P1,9+’ W91812$/W-’
/)W’ 12$L/1X$/12I’ #$%&V-WSW2-W2/’ "&’ LU**W2/’ $/’ CB’ 8Y( ’ 5)W’ X.9/$IW’
S*./.L.9’Z$P’12-1L$/W-’$/’/)W’,.//.8(’ R,7’5)W’4$%&VPW2P1/1XW’"&’LU**W2/’
Z$P’ .,/$12W-’ ,+’ PU,/*$L/12I’ /)W’ LU**W2/’ *WL.*-W-’ 12’ L$9L1U8VM*WW’
W0/W*2$9’ P.9U/1.2( ’5)W’,WP/’ P12I9WVW0S.2W2/1$9’ M1//W-’ /.’ /)W’ 12$L/1X$/12I

’LU**W2/’I$XW’$’P9.Z’/18W’L.2P/$2/’.M’12$L/1X$/1.2’! [’C@(\’8P(

#.2/*.9 EWL.XW*+

B’#$%&?B’2O
%BB’8P

?B’2O
?BB’8P

#$%&VPW2P1/1XW’LU**W2/

CB’8Y
B’8Y

!KB’8Y

! [’C@(\’8P

R$7

R,7

:’$D2 E*; 341 5!<;-;=<;=> 6 5 ?C"";=>/ ’<;=>’@’;< 4/ &6
?*4==;B/ F. &6 ?*G==;B FB(?H;" 3*EI

#$%&V-WSW2-W2/’"&’LU**W2/P’$L/1X$/W-’,+’$’X.9/$IW’P/WS’/.’?BB’8Y’,WM.*WJ’
-U*12I’ $2-’ $M/W*’ /)W’ $SS91L$/1.2’ .M’ ?BB’ 28.9:;’ #)56’ ZW*W’ P).Z2( ’
]U/Z$*-’ LU**W2/’ /*$LW’ ZW*W’ L9W$*9+’ *W-ULW-’ ,+’ $’ ="’ L)$22W9’ ,9.L^W*<
4)56J<Z)1L)<8W$2P</)$/<4$%&V-WSW2-W2/<"&<LU**W2/P<ZW*W<!"<LU**W2/P(
5)W<X.9/$IW<S*./.L.9<Z$P< P).Z2<,W9.Z< /*$LWP( <],X1.UP9+J < *WL.XW*+< .M

<!"<L)$22W9P<M*.8<,9.L^12I<Z$P<12L.8S9W/W(

CB<8Y

B<8Y

!KB<8Y

%B<2O

?BB<8P

?BB<28.9:;<456

4.2/*.9

_$P)

:’$J9 KL>;"?;BBCB4" 4--B’?4>’(= (@ MN OP,B -4-4’= ";,(Q;<
>*; ’=4?>’Q4>’(= (@ &6 ?C"";=>

_).9WVLW99<LU**W2/<M*.8<$<DEF<2WU*.2<,$/)W-<12</)W<2.*8$9<P$912W<Z1/)<
?B< 88.9:;< \VO‘< ZW*W< P).Z2< ,WM.*W< $2-< $M/W*< ,$/)< $SS91L$/1.2< .M<<<<<<<<<
?K<T:89<.M</Z1LW<L*+P/$991aW-<S$S$12<M.*<?<812(<5)W<X.9/$IW<S*./.L.9<Z$P<
/)W<P$8W<Z1/)<b1IU*W<?<$2-<P).Z2<$/</)W<,.//.8(<5)W<12$L/1X$/1.2<.M<="

<LU**W2/<Z$P<L9W$*9+<*W8.XW-<,+<S$S$12(
<

CB<8Y
B<8Y

!KB<8Y

%B<2O

?BB<8P

OM/W*<KB<P<W0S.PU*W</.<
?K<T:89<S$S$12

4.2/*.9

\?B# #
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!"!"#$% &避 免 粗 制 酶 里 其 他 组 分 可 能 的 干 扰 ’ %和
()%**+,-. 的 /012%&阻断电压依赖 34 通道’5(67(89! 发

现加入 !"!":$ 一段时间后 &;)%<’! 原先快速失活的

=3 电流 &失活时间常数 ! >%??@A%*<’%由于失活特征

的改变! 变成一个大的缓慢失活的外向电流 &;-;!
失活时间常数 ! >%B/;@C%*<’&图 /’@%这说明 !D!D#$ 的

确从细胞膜外作用于通道蛋白! 使之失去失活的

特性@%

2 讨 论

大电导的电压和 EDBF%激活的 3F%通道&=3 通道’
在哺乳动物的组织中普遍存在! 特别是存在于可兴

奋性细胞如胰岛 ! 细胞" 肾上腺嗜铬细胞" 脑垂

体细胞" 心肌细胞" 海马神经细胞" 平滑肌细胞和

耳毛细胞中5(G?9@%在许多生理过程中! 如神经递质释

放" 动 脉 平 滑 肌 的 收 缩" 耳 毛 细 胞 的 频 率 调 谐!
=3 通道都起到连通胞内自由钙离子信息和膜&动

作’电位之间的桥梁作用5(?9@%由于原代细胞中 =3 通

道电性质的复杂性和不确定性! 只有少数组织中的

=3 通道的性质被深入地研究@%原代细胞中失活的

=3 通道的报道比较少见! 尤其是在神经元中! 只

有少数神经元上存在少量失活的 =3 电流@%肾上腺

嗜铬细胞中失活的 =3 通道显示了快速的失活和慢

的去激活动力学@%由于 =3 通道更慢地去激活! 超

极化后电位被延长! 这有助于解除 HDF%通 道 的 失

活! 使得可以反复触发动作电位! 因此这种细胞是

重复放电 &I+$:JD,,K%L:M:$N’%细胞 5(/9@%但是 =3 通道的

失活在原代细胞尤其是可兴奋细胞中更多的生理意

义还不清楚! 有待于原代细胞中更多更深入的研

究@%激活 =3 通道能够使 OPQ 神经元动作电位的时

程 &DRI:+$%!+IS$I:D,%TUMDI:+$! 12O’%缩短! 动作电位

的爆发频率 &V:M:$N%VMSWUS$RK’%降低 5()G(B9@%由于它对动

作电位的影响和对流入细胞内的 EDBF%负反馈的调

节作用! 影响了神经细胞的递质分泌@%但是这种失

活的生理意义还有待于进一步的研究@%我们在大鼠

OPQ 神经元上的工作表明! 失活的 =3 通道普遍

地存在于小直径的 OPQ%&./G.;’%神经元中@%由于坐

骨神经 OPQ 神经元通常位于腰椎 .6%G%.; 背根神

经节! 并且 A?X%G%AAX的坐骨神经感觉纤维的胞体

位于 ./ 和 .C 背根神经节中5(A9! 失活的 =3 通道在

这一组织中的广泛存在! 提示 =3 通道很可能参与

外周神经系统 &!SM!YZMD,%$SM[+U<%<K<IS*! 2H\’中伤

害性感受信息的传递@%
先前 OPQ 神经元中 =3 通道的研究没有关于

失活电流的报道5()G(B9! 而我们发现失活的 =3 电流

却普遍存在于小直径的 OPQ 神经元中@%一种通常

用来分离原代细胞的酶! 木瓜蛋白酶 &!D!D:$’%可以

从细胞外作用于 OPQ 神经元上的 =3 通道! 改变

=3 电流快速的失活性质@%之前用 !D!D:$ 分离的青

蛙毛细胞上 =3 通道都不失活! 而 1M*<IM+$N%等 5(87

B)9用非酶法 &<S*:0:$IDRI%S!:IYS,:D,%!MS!DMDI:+$’%得到的

毛细胞上却有失活的 =3 电流! 说明在细胞分离的

过程中酶的消化会损伤通道蛋白@%在木瓜蛋白酶对

=3 通道失活特性影响的实验中! 我们在外液中加

入 ()%**+,-.%/012! 目的是阻断 OPQ 神经元上电

压依赖的 3F%通道&34’! 避免木瓜蛋白酶对 OPQ 神

经元上可能存在失活的 34 通道的影响! 只观察它

对失活的 =3 通道的作用@%/0D*:$+!KM:T:$S&/012’是
一种阻断剂! 它能够有效地阻断电压依赖的 3F%通
道&34’&包括失活的和不失活的 34 通道’! 而不影响

电 压 和 EDBF% 同 时 依 赖 的 3F% 通 道 &=3 通 道 ’ 5(69@ %
1M*<IM+$N 和 P+]SMI<5(89%报 道 了 ()%**+,-.%/012 存

在的情况下&阻断 34 通道’! 木瓜蛋白酶能够作用

于 非 哺 乳 动 物 毛 细 胞 的 =3 通 道 &对 ()%**+,-.%
/012 不敏感’! 使之失活的特性发生改变@%我们的

实验验证了 OPQ 神经元上! =3 通道的失活特性

能被胞外的木瓜蛋白酶所改变@%目的在于说明单细

胞分离的过程中! 酶的消化作用可能会导致通道失

活特性的改变! 这可能是之前 OPQ 神经元上没有

关于失活的 =3 电流报导的原因@%/012 在这里是作

为一种工具药! 排除 34 通道的干扰! 只观察木瓜

蛋白酶对失活的 =3 通道的作用@%我们已经验证了

高浓度的 /012%&大于 C%**+,-.’! 主要阻断 OPQ 神

经元上的 34 通道! 它对 =3 通道影响很小 @%加入

()%**+,-.% /012 后 ! 失 活 的 =3 通 道 仍 然 存 在

&图 /! R+$IM+,’! 而且可以被木瓜蛋白酶改变其失

活 特 性 @ %由 于 /012 的 作 用 已 经 在 1M*<IM+$N 和

P+]SMI<5(89! Q++T*D$ 和 1MI 等5(69的文章中阐明! 因

而我们没有在文中重复这一结果@%
木瓜蛋白酶的作用机制和位点目前还不明确 @%

=3 通道的失活是由它的 ! 亚基结合到 " 亚基所形

成的通道上造成的! 因而木瓜蛋白酶可能是从胞外

与 =3 通道 ! 亚基胞外的 .++! 环相互作用! 破坏

&解除’%=3 通道 ! 亚基与 " 亚基的相互作用从而使

通道失去失活的性质@%也可能通过孔道进入胞内!
切去胞内 ! 亚基的 H 端! 使通道不再失活@%这可能

是造成原代细胞上关于失活的 =3 通道报道较少的

原因@%采用较温和的消化方法! 也许可以在其他类

/((# $
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在神经元中的作用T&
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