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采用膜片钳技术记录小鼠脑动脉平滑肌细胞上的大电导钙激活钾通道"

6Z

(+

%和自发瞬时外向电流
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%!研究了其基本特性以及钙离子对通道动力学的调控&方法
!

采用两步法急性酶分离小鼠脑动脉!得到单个平滑肌细

胞&使用
#''

#

3

'

45

两性霉素
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为穿孔剂进行穿孔全细胞膜片钳实验!包括全细胞宏观电流记录和
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记录!采用
;2-;9@>:HA

和
:HA-;9@>:HA

构型进行单通道电流记录&结果
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的特异性阻断剂
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单通道具有明显电压依赖性"半数最大激活电压
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e选择性和钙敏感性"
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#e解离常数
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能够被胞外
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阻断&胞内
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#e调控通道动力学特性主要表现为减少了开放时间常数!促进了通道由关闭向开放的转变&结

论
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宏观电流和
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非常容易记录!单通道活性好!具有
6Z
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的电生理学特性&小鼠脑动脉平滑肌是研究
6Z
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功能活

动和血管活性药物作用机制的良好实验标本&

关键词"血管平滑肌$大电导钙激活钾通道$动力学$钙调控
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大电导钙激活钾通道 $
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&在血管平滑肌等多种组织中表达#并且在

许多病理和生理过程中起重要作用#是一些内源性和外源性血

管活性物质发挥作用的重要靶点(

!

)

'
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在血管平滑肌细胞

上分布极为丰富#携带约
='1

!

/'1

的外向电流#

6Z
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的激活

引起膜的超极化#从而调节细胞的兴奋性(

#

)

'近年来#细胞内

局部自发性的
(+

#e释放事件日益引起了人们的关注'平滑肌

细胞内肌质网$
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&上钠诺定钙释放通

道的协调开放产生的钙火花引起细胞内局部*瞬时的
(+

#e浓

度升高激活邻近细胞膜上的
6Z

(+

#使其开放概率显著增加#产

生自发瞬时外向电流$
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可进一步引起细胞膜超极化#抑制经
5

型

钙通道的
(+

#e内流#促使平滑肌舒张'本研究通过应用两性

霉素
6

穿孔的全细胞膜片钳技术#在前期工作基础上#研究急

性酶分离的小鼠脑动脉平滑肌细胞
R?U(-

的基本特性#并利

用单通道膜片钳技术进行通道动力学调控研究'
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材料与方法
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材料
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正常小鼠
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只#体质量
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#雌雄不拘#由泸

州医学院动物房提供'
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型胶原酶*

$

型胶原酶*二硫苏糖醇

$

?̂?

&*二巯基赤藓醇$

?̂)

&*木瓜蛋白酶*清蛋白*两性霉素
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均购自
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公司#其余试剂为国产分析纯'采用微

管电极拉制仪$
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&进行玻璃微管电极的

拉制#电极在充灌电极液后尖端阻抗为
#

!

$7

%

#电流信号经

膜片钳放大器$
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&放大#
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低通滤波#经
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位
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转换器$
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&转换后在专用软件系统

K

(B+4

K

$

d@D-;:20%'

#

*N:282-ADH4@2A-

#

aR*

&控制下记录并

储存于计算机硬盘内#采样频率为
!'QW]

#适当补偿串阻后的

入口阻抗小于或等于
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单个脑动脉平滑肌细胞的分离
!

小鼠断头处理#迅速取

出大脑置于冰的生理盐溶液$

VRR

&中#小心分离出大脑底部动

脉$包括
O;BB;-

环及其分支&#置于
$T

低钙
VRR

液$

'%!44:B
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&中#去除血管周围组织及筋膜#将血管组织置于盛有

酶
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木瓜蛋白酶和
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管中#
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恒温水浴箱中消化
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%再加入酶
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型胶原酶#
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型胶原酶和
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&消化
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#轻轻吹打#得到单个脑动脉平滑肌

细胞#置于
$T

冰箱备用'
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全细胞电流的记录
!

全细胞电流记录采用两性霉素
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&穿孔膜片钳进行'浴液为!
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两性霉素
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'对于宏观电流记录采用阶跃刺激方案$保

持电位
S.'4d

#从
S.'

!

e.'4d

#时程
$''4d

&和斜坡刺激

方案$保持电位
S.'4d

#从
S/'

!

e='4d

#斜率
'%"=&d
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#

时程
$''4-

&#刺激频率
!W]

#采样频率
!'QW]

'
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记录

采用固定某一电位进行记录#时程
"'-

'
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单通道电流的记录
!

单通道电流记录主要采用
;2-;9@:HA

构型 进 行'电 极 内 液 成 分!
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'分别记录不同电压和不同

游离
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#e浓度$
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&下
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的活

性#选取膜电位
e$'4d

时的电流作为统计值#分析
6Z

(+

的电

压依赖性*

(+

#e敏感性和通道动力学特征'
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!

统计学处理
!

采用
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-:EAO+D@
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#

bX

&分析
R?U(-

$钳制电位
\S"'4d

#记录

"'-

&的幅度和频率#设定
R?U(-

的阈值为
!'

K

*

#其余膜片钳

数据采用
(B+4

K

L;A!'%!

进行分析'采用
RVRR!$%'

软件单因

素方差进行统计学分析#计量资料采用
F[C

表示#以
H

%

'%'&

为差异有统计学意义'药物浓度与标准化的总开放概率

$

bV:

&关系用
W;BB

方程
/\23

"$

@3e23

&$

2

!胞内游离
(+

#e

浓度%

@

!
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#e解离常数$
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&%

3

!希氏常数$
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&'
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!

结
!!

果
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!
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全细胞基本特性
!

本实验采用全细胞穿孔膜片钳

技术记录
6Z

(+

宏观电流和
R?U(-

#保持电位为
S.'4d

#接近

平滑肌细胞的静息电位'结果显示#

6Z

(+

激活呈明显电压依

赖性#随着去极化电压的增加#

6Z

(+

宏观电流密度明显地增加

$图
!

&'进一步分析宏观电流特征可以看出#

R?U(-

随机叠加

于
6Z

(+

宏观电流之上#呈大噪声样$图
!

&'而对于
R?U(-

的

记录则在持续稳定的膜电位下进行长时程采样分析$

S&'

!

'

4d

#共
.

个电位水平#持续时间
"'-

&'多个膜电位水平均可

记录到
R?U(-

#随着膜去极化电位的增加#

R?U(-

的频率和幅

度均增加#表现出明显的电压依赖性'

6Z
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宏观电流和

R?U(-

都能被
6Z
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的特异性阻断剂
8,?c

$
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&抑制

$图
!

&#表明
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电流主要为
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所携带'
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单通道基本特性
!

采用
;2-;9@>:HA

和
:HA-;9@>:HA

膜

片记录
6Z
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的单通道特性$图
#

&'在
;2-;9@>:HA

构型下#本实

验还采用了内面向外单通道膜片钳技术对
6Z

(+

进行研究'在

浴液和电极液呈对称性高钾$

!$'44:B

"

5

&状态下#钳制电位

从
S$'4d

去极化到
e$'4d

#每次记录时间为
"'-

#可见随

着钳制电位的增加#通道开放频率明显增加'将不同电压下的

通道开放概率作图并经过
6:BA]4+22

方程拟合#得到通道的电

压依赖性曲线和半数最大激活电压$

d
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#
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通过改变细胞膜内外
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#分别在以上几种情况下记录不同钳制电位下的电流#然后

做
8>d

曲线#经
M:B94+2>W:9

3

Q;2>Z+A]

方程拟合#得到反转电

位与伦斯特方程
)Z\

$
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"

L

&
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(
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e

)
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)
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计算得到的理

论值基本一致#在对称性高钾溶液中#

6Z

(+

的反转电位为零#

结果表明
6Z

(+

具有明显的
Z

e选择性$图
#

&'在对称性高钾

溶液中#通过计算得到单个
6Z
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电导值为$

#'&%$[$"%.

&

K

R

$

#

\#&

&#表明
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具有大电导特性'
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*
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通道全细胞宏观电流图%

6

!

R?U(-

的电压依赖性图'

图
!

!!

小鼠脑动脉平滑肌
6Z

(+

宏观电流和

R?U(-

基本特性

!!

*

!

;2-;9@>:HA

构型下#
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通道具有明显的电压依赖性%

6

!不同钾

离子浓度梯度下
6Z
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通道的
8>d

曲线$用
b+

e替代
Z

e

&%

(

!

6Z

(+

通道

钙离子依赖性的典型电流记录图$

;2-;9@>:HA

构型下#

e$'4d

膜电

位&%

^

!

6Z
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通道
8,?c

敏感性%

)

!不同(
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#e

)

ED@@

时的量效曲线%

L

!

6Z

(+

开放概率的电压依赖性'

图
#

!!

小鼠脑动脉平滑肌
6Z
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单通道电流基本特性
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*
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(+

#e

)

ED@@

\'%!

#

4:B

"

5

和
'%&

#

4:B

"

5

对
6Z

(+

单通道开放和

关闭时间常数的影响%

6

!胞内钙对通道动力学影响的模式图%+

(

,和

+

U

,代表
6Z

(+

通道+关闭,和+开放,的两个状态'

图
"

!!

胞内
(+

#e对
6Z

(+

动力学的影响

另外#改变浴液
(+

#e浓度#可见通道具有明显的
(+

#e依

赖性#开放概率随着浴液游离
(+

#e 浓度的增加而增加#在

(+

#e浓度为
'%&

#

4:B

时#通道呈多个水平同时开放#见图
#

'

将不同(

(+

#e

)

ED@@

时通道的标准化开放概率进行拟合#得到

(

(+

#e

)

ED@@

的 量 效 曲 线 和 通 道
(+

#e 解 离 常 数 $
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#

4:B

"

5

$图
#

&'在外面向外式膜片下#

6Z

(+

的特异性阻

断剂
8,?c

$

#''24:B

&能明显抑制该电流$

8,?c

作用于通道外

口&'

?%@

!

(+

#e对
6Z

(+

的动力学调控
!

为研究
(+

#e对通道的动力

学调控#选择了(

(+

#e

)

ED@@

\'%!

#

4:B

"

5

和
'%&

#

4:B

"

5

进行分

析'从图
"

可以看出#(

(+

#e

)

ED@@

\'%&

#

4:B

"

5

时#

6Z

(+

的开放

时间常数明显降低($

#%&00'['%$&#.

&

G-

$

!%&0.'[

'%"&="

&

4-

#

H

%

'%'&

#

#\&

)#但是通道的关闭时间常数没有

明显改变($

!%'$!'['%#"!$

&

G-

$

'%0&#'['%!/."

&

4-

#

H

&

'%'&

#

#\&

)$图
"

&'进一步采用开放和关闭两个状态分析

通道的动力学#(

(+

#e

)

ED@@

由
'%!

#

4:B

"

5

增加到
'%&

#

4:B

"

5

时#通道的开放速率明显增加$由
"/$%=#-

S!增加到
.#.%=!

-

S!

&然而#通道的关闭速率没有明显影响#见图
"

'表明胞内

(+

#e通过促进了
6Z

(+

由关闭向开放状态的转变而激活
6Z

(+

#

但是没有改变通道从开放状态向关闭状态的转变'

@

!

讨
!!

论

钾通道及他们携带的
Z

e电流在血管张力的调节中十分

重要'血管平滑肌上的钾通道主要有钙激活钾通道$

Z

(+

&#

*?V

敏感钾通道$

Z

*?V

&#延迟整流钾通道和电压依赖性钾通

道'其中主要为大电导钙激活钾通道#携带约
='1

!

/'1

的

外向电流#其功能状态及变化对平滑肌的紧张性调节起重要作

用(

$

)

'本研究旨在研究小鼠脑动脉平滑肌细胞
6Z

(+

基本电生

理特性#包括钙敏感性*电压依赖性*

Z

e选择性*大电导特性*

8,?c

依赖性等#结果表明小鼠脑动脉平滑肌细胞
6Z

(+

具有与

人肠系膜动脉平滑肌*人奥迪括约肌*支气管平滑肌*猪冠状动

脉平滑肌*大鼠主动脉平滑肌等组织
6Z

(+

类似的电生理学特

性(

&>=

)

'平滑肌细胞全胞性胞内钙浓度的增加激活肌质网上的

纳诺定受体#引起胞内钙库释放钙$

(+

#e

>;29HF@9(+

#e

D@B@+-@

#

(8(P

&#产生钙火花#这种局部
(+

#e浓度升高激活邻近的
6Z

(+

通道产生
R?U(-

#引起细胞膜的超极化#导致细胞舒张'

R?U(-

是胞内钙火花事件在膜电流变化上的体现'因此#

R?U(-

是反应
6Z

(+

通道胞内钙敏感性的指标之一(

"

#

/>0

)

'

R?U(-

只在细胞功能活动正常时才能记录到'通过
R?U(-

电流的记录可以看出#通道电流非常容易记录#细胞具有较好

的活性#利于研究通道功能调控和血管活性药物的作用机制'

通道动力学调控机制是通道功能调控的重要组成部分'

随着研究的深入#探讨药物作用的门控动力学机制*分析药物

作用的离子通道靶点已成为目前药物研究的热点之一'研究

表明#不同药物对
6Z

(+

的门控动力学机制可能表现不一#不同

的动力学特征表明药物作用位点的不同'如中药厚朴则对

6Z

(+

的开放和关闭状态均起作用#一方面促进了通道由关闭

向开放状态的转变#另一方面抑制了通道由开放向关闭状态的

转变(

!'

)

'本研究得出
(+

#e对通道的门控动力学主要表现为

促进了通道由关闭状态向开放状态的转变#这与在其他标本的

研究结果一致'表明小鼠脑动脉血管平滑肌
6Z

(+

可以作为通

道门控动力学调控研究的理想标本之一'
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