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　　摘　要：目的　构建稳定表达人血管平滑肌大电导钙激活钾通道（ＢＫＣａ）的２９３细胞系，并研究其基本电生理学特征和动力学

模型。方法　通过脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）转染法转染ＢＫＣａ表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＢＫα和（或）ｐＩＲＥＳＢＫβ１，筛选稳定表达的

单克隆细胞系。使用膜片钳多种记录方式研究其基本电生理学特性，同时建立ＢＫＣａ动力学研究模型。结果　构建稳定转染

ＢＫＣａ通道α和（或）β１亚单位的 ＨＥＫ２９３细胞系，通过膜片钳能够记录到具有与天然细胞ＢＫＣａ电生理学特性相似的电流，包括大

电导特性［内面向外式构型下单通道电导为（２１６．３８±３．５５）ｐＳ］、电压依赖性、Ｃａ
２＋依赖性、钾离子选择性和２００ｎｍｏｌ／ＬＩｂＴＸ

（ＢＫＣａ特异性阻断剂）阻断；联合表达β１亚单位能够明显增加通道的开放时程。采用ｉｎｓｉｄｅｏｕｔ宏观电流记录方式可以记录到明

显的尾电流。可以用于分析通道激活、去激活等动力学模型及药物动力学作用机制。结论　成功构建稳定转染ＢＫＣａ通道α和

（或）β１亚单位的 ＨＥＫ２９３细胞系。膜片钳实验证明具有典型的ＢＫＣａ电生理学特性，同时建立的细胞系可以很好的用于ＢＫＣａ通

道功能调控研究和动力学参数分析。
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２００ｎｍｏｌ／ＬＩｂＴＸ，ａｓｐｅｃｉｆｉｃｂｌｏｃｋｅｒｏｆＢＫＣａ．β１ｓｕｂｕｎｉｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｏｐｅｎｄｕｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｔａｉｌｃｕｒｒｅｎｔｓｗｅｒｅｒｅｃｏｒｄｅｄｂｙｍａｃｒｏｉｎ
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　　大电导钙激活钾通道（ｌａｒｇｅｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓ，ＢＫＣａ）是血管平滑肌重要的钾离子通道之

一，携带了７０％～８０％的外向电流，在调节血管张力、血流量

和血压活动中起重要作用。了解作为调节血管张力的靶点及

内源性活性物质配体的ＢＫＣａ通道的特性，对于深入研究通道

调控机制及临床治疗药物筛选等有重要意义［１４］。ＢＫＣａ通道

受细胞内Ｃａ２＋浓度和膜电位二者的调节
［５］。当肌紧张性增高

时，Ｃａ２＋内流激活肌浆网释放细胞内钙，再加上膜的去极化共

同激活ＢＫＣａ通道，使Ｋ
＋外流，膜电位向超极化方向变化而使

血管舒张，从而对抗张力增高引起的去极化及收缩作用，使细

胞恢复到下一次兴奋前的备用状态。ＢＫＣａ通道就是通过环形

负反馈机制来控制平滑肌细胞肌源性张力和静息膜电位去极

化的程度。而ＢＫＣａ通道的高电导性及在平滑肌细胞上的高密

度表达决定了它对血管张力的调节尤显重要［６９］。目前对于

ＢＫＣａ通道的研究更是深入基因和分析水平，而离子通道药物

作用的动力学调控更是研究的热点之一［４，６］。但是天然细胞

由于通道不单一、表达密度不确定等特点，在研究动力学调控

方面，异源表达越来越受人们青睐。本研究以 ＨＥＫ２９３细胞

系为载体，构建稳定表达人ＢＫＣａ通道细胞系，研究其基本电生

理学特征和建立动力学调控模型，为进一步广泛深入的研究药

物动力学作用机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　含有人血管平滑肌ＢＫＣａ通道α亚单位的表达质

粒ｐｃＤＮＡ３．１ＢＫα由丹麦 ＮｅｕｒｏＳｅａｒｃｈ公司ＰｈｉｌｉｐＫ．Ａｈｒｉｎｇ
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教授馈赠，β１亚单位的表达质粒ｐＩＲＥＳβ１由本实验室构建。

改良Ｅａｇｌｅ高糖培养基（ＤＭＥＭ）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＨＥＫ２９３细胞培养及转染和筛选　ＨＥＫ２９３细胞使用

ＤＭＥＭ高糖培养基（含１０％ＦＢＳ）在５％ＣＯ２ 的培养箱中进行

培养和传代。细胞密度８０％左右使用脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）转染法，将４μｇ的质粒转染到３．５ｍｍ的培

养皿中。使用０．８ｍｇ／ｍＬＧ４１８进行筛选，得到稳定表达

ｐｃＤＮＡ３．１ＢＫα和（或）β１的 ＨＥＫ２９３细胞系用于进一步

实验。

１．２．２　全细胞膜片钳实验　选取电极阻抗３～５ｍΩ进行。

浴液为：ＮａＣｌ１３７．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ５．９０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．２０

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２１．８ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖１４．００ｍｍｏｌ／Ｌ，４羟乙基

哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）１０．００ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ７．４）；电极液：ＫＣｌ

１２８．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ１２．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２４．００ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＨＥＰＥＳ１０．００ ｍｍｏｌ／Ｌ，乙 二 醇双（２氨 基 乙 醚）四 乙 酸

（ＥＧＴＡ）０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ７．２）。钳制电位为－８０ｍＶ，刺激

方案包括阶跃刺激方案：－８０ｍＶ～＋９０ｍＶ，时程４００ｍｓ。

１．２．３　单通道膜片钳实验　本实验采用的单通道膜片钳记录

方式包括细胞贴附式、内面向外式和外面向外式，浴液和电极

液使用对称性高钾溶液，电极阻抗１２～１５ｍΩ。电极液和浴液

根据细胞膜的方式选择，保持细胞内液：天门冬氨酸钾（Ｋ

Ａｓｐ）１００．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ４０．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０．００／Ｌ

ｍｍｏｌ（ｐＨ７．２），ＥＧＴＡ１．００ ｍｍｏｌ／Ｌ；细胞外液：ＫＡｓｐ

４０．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ１００．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳＫ１０．００ｍｍｏｌ／

Ｌ（ｐＨ７．４），ＥＧＴＡ２．００ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．２．４　内面向外式宏观电流（ｍａｃｒｏｉｎｓｉｄｅｏｕｔ）检测　选择离

子通道表达密度较高的细胞，使用电极阻抗为３～５ｍΩ，形成

内面向外式膜片，使用宏观电流记录方案，观察局部膜片电流，

研究其动力学调控。电极液：ＫＡｓｐ４０．００ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ

１００．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０．００ｍｍｏｌ／Ｌ （ｐＨ７．２），ＥＧＴＡ

２．００ｍｍｏｌ／Ｌ；浴液：ＫＡｓｐ１００．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ４０．００ｍｍｏｌ／

Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０．００ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ７．４），ＥＧＴＡ１．００ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０统计学软件进行统计学分

析，数据采用Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０．１进行处理。计量资料采用狓±狊表

示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＥＫ２９３细胞上ＢＫＣａ的基本电生理学特性　转染在

ＨＥＫ２９３细胞系的ＢＫＣａ电流基本电生理学特性，全细胞构型

下，转染ＢＫＣａ通道α亚单位的 ＨＥＫ２９３细胞能够记录到一较

大外向电流，ＩＶ曲线呈现外向整流特性，能够被ＢＫＣａ特异性

阻断剂ＩｂＴＸ（２００ｎｍｏｌ／Ｌ）所阻断（图１），表明所记录到的外

向电流主要为ＢＫＣａ所携带。在单通道构型下，细胞贴附式和

内面向外式均能记录到电流幅度随着电压增加而增大的单通

道电流，开放概率呈现明显的电压依赖性。在ｃｅｌｌａｔｔａｃｈｅｄ和

ｉｎｓｉｄｅｏｕｔ构型下，ＢＫＣａ通道具有明显的电压依赖性（图２）；

ｃｅｌｌａｔｔａｃｈｅｄ和 ｉｎｓｉｄｅｏｕｔＢＫＣａ 单 通 道 斜 率 电 导 分 别 为

（２１２．６４±４．８６）ｐＳ（狀＝１２）和（２１６．３８±３．５５）ｐＳ（狀＝１０），二者

之间差异无统计学意义（图３）；在ｉｎｓｉｄｅｏｕｔ构型下（＋４０ｍＶ

膜电位）ＢＫＣａ通道钙离子依赖性的典型电流记录图，见图４；

ＢＫＣａ通道ＩｂＴＸ敏感性，在ｏｕｔｓｉｄｅｏｕｔ构型下，ＢＫＣａ通道能够

被２００ｎｍｏｌ／ＬＩｂＴＸ阻断（图５）。在外面向外式膜片构型下，

２００ｎｍｏｌ／ＬＩｂＴＸ几乎完全阻断该单通道电流，进一步证明该

电流为ＢＫＣａ电流。同时，通过图３的ＩＶ曲线可以看，ＩＶ曲

线通过０点，反转电位为０ｍＶ，这与对称性高钾时的平衡电位

一致，表明为钾离子选择性电流。

　　Ａ：２００ｎｍｏｌ／ＬＩｂＴＸ对ＢＫＣａ作用的全细胞原始记录图；Ｂ：２００

ｎｍｏｌ／ＬＩｂＴＸ作用的ＩＶ曲线。

图１　　表达在 ＨＥＫ２９３细胞系上的ＢＫ通道全细胞电流

图２　　ＢＫＣａ通道电压依赖性电流图

图３　　ＢＫＣａ单通道斜率电导比较电流图

图４　　ＢＫＣａ通道钙离子依赖性的典型电流图
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图５　　ＢＫＣａ通道被ｂＴＸ阻断电流图

２．２　ＨＥＫ２９３细胞上ＢＫＣａ动力学调控模型研究　本研究采

用两种方式研究ＢＫＣａ动力学调控模型（图６），一种为内面向外

式单通道膜片钳，一种为内面向外式宏观电流（图６Ａ）。在内

面向外式单通道下，共转染ＢＫＣａ通道α和（或）β１亚单位发现，

β１的表达一方面增加了通道的开放该概率，另一方面可以明

显增加通道的开放时程（即平均开放时间，见图６Ａ彩色）。通

过增加通道表达密度，使用内面向外式宏观电流记录方式研究

通道电压依赖性、Ｃａ２＋敏感性和通道动力学。在内外向外式

宏观电流记录中可以分析通道从关闭向开放（Ｃ→Ｏ）和开放向

关闭（Ｏ→Ｃ）之间转变的动力学特征（图６Ｂ）。从－８０ｍＶ去

极化到＋１５０ｍＶ通道完全开放，通过拟合得到时间常数为

Ｔａｕ＝１．７６ｍｓ，而当通道由＋１５０ｍＶ超极化到－８０ｍＶ时，

通道关闭。在此过程中产生尾电流，可以反映通道从开放向关

闭转换的过程，通过拟合得到本例的时间常数Ｔａｕ＝０．２７ｍｓ。

通过在阶跃（ｓｔｅｐ）刺激方案得到的内面向外式宏观电流（图

６Ｃ），随着去极化电压的增加，电流幅度增加。计算得到不同

电压下的电导值（Ｇ），以Ｇ／ＧｍａｘＶｍ作图，曲线经Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ

方程拟合，得到通道的半数最大激活电压（Ｖ１／２），本实验在细

胞内游离钙浓度（［Ｃａ２＋］ｆｒｅｅ）为０．０１μｍｏｌ／Ｌ的是 Ｖ１／２为

（８６．０±９．９）ｍＶ，见图６Ｄ。

　　Ａ：ＢＫＣａ通道β１亚单位增加通道的开放时程；Ｂ：Ｍａｃｒｏｉｎｓｉｄｅｏｕｔ构型下去极化刺激方案电流动力学特征；Ｃ：Ｍａｃｒｏｉｎｓｉｄｅｏｕｔ构型下去极化阶

跃刺激方案记录到的原始电流图；Ｄ：Ｇ／ＧｍａｘＶｍ曲线图。

图６　　表达在 ＨＥＫ２９３细胞系上的ＢＫＣａ通道动力学特性

３　讨　　论

３．１　ＢＫＣａ通道在 ＨＥＫ２９３细胞中的表达　作为血管平滑肌

细胞膜上表达最为丰富的ＢＫＣａ通道，一直以来是从事血管活

动调控研究的热点和重点。ＢＫＣａ通道是很多临床降血压药物

中的作用靶点之一，包括一些常见的活血化淤中药也可以通过

激活该通道而发挥调控血压的作用［１０１３］。随着研究的深入，

仅仅利用急性酶分离的细胞从事ＢＫＣａ通道调控研究是远远不

够的，尤其是血管平滑肌细胞培养之后常常发生表型的改变，

ＢＫＣａ通道的表达和功能也发生变化。因此，将通道克隆到工

具细胞进行研究是常见的研究方法之一。尤其是一些针对

ＢＫＣａ通道功能结构域和位点突变以及动力学研究。本实验通

过构建和筛选稳定的单克隆细胞株并通过电生理学和分子生

物学的方法进行鉴定。表达在 ＨＥＫ２９３细胞上ＢＫＣａ通道电生

理学特性与文献和本研究报道的急性酶分离天然细胞是一致

的，主要包括大电导特性［本实验内面向外式构型下的电导值

为（２１６．３８±３．５５）ｐＳ］、电压依赖性、Ｃａ
２＋敏感性和ＩｂＴＸ敏感

性。通过多种技术和手段证明本实验构建的细胞株能够很好

的用于ＢＫＣａ通道功能调控研究。

３．２　ＢＫＣａ通道动力学调控　目前，对于ＢＫＣａ通道的功能调控

研究已比较的深入，但是从文献报道看不同药物表现出不同的

作用特点，主要表现在动力学的差异［１２］。所谓的通道动力学

主要是指通道开放和关闭状态相互转变过程中的机制。这是

一个非常复杂的过程。膜片钳技术是研究离子通道动力学调

控的最有效的技术，一方面可以通过单通道记录技术研究某一

单个的离子通道的开放和关闭的动力学特点（图６Ａ），另一方

面也可通过全细胞记录研究整个细胞的离子通道宏观动力学，

二者互为补充。ＢＫＣａ通道由α和β１亚单位组成，β１亚单位是

通道发挥正常功能的组成部分，研究表明β１亚单位的功能异

常与高血压的发生存在密切关系［１４１５］。本课题前期研究提

示，在高血压患者存在β１亚单位水平的下调
［１６］。本研究通过

共表达α和β１亚单位可以看出，β１亚单位通过增加通道的开

放时程而使通道的开放增加。另外，由于很多物质对ＢＫＣａ通

道的作用位点是在细胞内（如Ｃａ２＋），因此单通道记录上多采

用内面向外式膜片钳。由于传统全细胞膜片钳技术胞内换液

非常困难而且稳定性较差，因而全细胞膜片钳在研究ＢＫＣａ通

道胞内作用物质动力学机制上表现出一定的不足之处。本实

验通过增加ＢＫＣａ通道在 ＨＥＫ２９３细胞上的表达密度，同时实

验过程中增大记录电极的口径（本实验为３～５ｍΩ，而不是常

用的单通道阻抗１２～１５ｍΩ），这样在一个膜片上就有几十或

者上百个离子通道表达，从而记录到与全细胞类似的电流，称

之为ｍａｃｒｏｉｎｓｉｄｅｏｕｔｃｕｒｒｅｎｔ（图６Ｃ）。在此基础上，可以很方

便地进行细胞内物质作用研究，比如改变不同的钙离子浓度。

该记录方式还有一个有单通道记录相同的优点就是记录更加

稳定，对防震的要求比传统全细胞低。因此，该记录方式可以

很好的研究通道的开关动力学、电压依赖性和钙离子敏感性。

但是，该记录方式适用于一些直接作用于通道内侧的物质进行

研究，而对于直接细胞外作用或者与细胞膜上的受体结合而间

接作用于通道的物质不适宜选用此种方法。

综上所述，本实验构建的稳定表达ＢＫＣａ通道的 ＨＥＫ２９３

细胞系及在此基础上建立的动力学模型可以很好的用于部分

ＢＫＣａ通道功能研究。
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Ｃｈａｎｎｅｌ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０７（６８０６）：８７０８７６．
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