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摘要 # 应用全细胞膜片钳技术研究了铅对大鼠海马神经细胞 & ’电流特性的影响。结果表明：铅抑制了 & ’电
流表达；降低了 & ’通道电压敏感性和升高了 & ’通道的激活电压。铅对 & ’电流的压抑效应及其对 & ’通道电
压敏感性的改变 ! 是铅损伤神经活动的一个因素之一。
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铅是一种重要的环境毒物。人们已从分子、细

胞、形态和功能上较广泛研究了铅的神经毒理机

制。低铅暴露对神经系统的毒性表现为慢性和广泛

两大特征。铅在突触传递可塑性方面的损伤表现

为：铅降低了建立在突触可塑性基础上的 EFG 和
EF H 表达 I, J；抑制了 F FK 敏感突触自发放和加强
了 F FK 不敏感突触自发放 I" !# J。铅还抑制了钠、钾、

钙等离子型通道和谷氨酸等配体门控类通道所介导

的电流 I, !* J。但是关于铅对控制细胞膜电位之一的超

极化电流（& ’电流 ! EC3L ’电流和 M ’电流）影
响的研究却很少。

海马是学习记忆关键部位。慢性铅暴露影响了

学习记忆，本文采用了急性分离的大鼠海马神经细

胞，研究了铅对超极化诱导的主要通透 N3 O和 P O

的 & ’电流的影响。

2 材料与方法
2 1 2 大鼠海马神经元的分离
取出生后 % ’ ,*天Q4@A3R 大鼠断头取脑，置于

人工脑脊液中冰浴，后取出海马，切成约 S$$ !2
厚的海马脑片，室温下置入人工脑脊液中，并连续

通以 0STU" O STVU"；#$ 249 后取出海马脑片，
先置入 ,$ 25含 $ > ,% : W E 链霉菌蛋白酶的人工脑
脊液（#,XV）中孵育 "$ 249；然后再移入 ,$ 25含
$ > ,% : W E 嗜热菌蛋白酶的人工脑脊液中孵育
"$ 249；最后用不含酶液的人工脑脊液将脑片冲
洗三次。 小心取出 V+,区脑块，放入含 " 25 标
准细胞外液培养皿中，分别用大小不同、直径逐渐

减小的尖端被热处理过的 H3@AC?R 吸管轻轻吹打，
便可得到所需的分离细胞。 静置约 S 249 后 ! 即

可进行全细胞膜片钳记录。

2 1 4 实验所需溶液
人工脑脊液成分 .2285 W E /： ,"- N3V5 !

"S N3&VU# ! , > S N3&"HU* ! S PV5 ! " V3V5" !
" M :YU* ! ,$ G ’ :5?B8@C ! 以 . STVU" O 0STU" /
混合气调节 Z& 值至 % > *。
普通细胞外液成分 .2285 W E /：,"S N3V5 !

S PV5 ! " V3V5" ! , M :V5" ! ,$ &1H1Y ! ,$ G ’
:5?B8@C ! 用 F R4@碱调 Z& 至 % > *。
电极内液 .2285 W E /：PV5 ,*$ ! M :V5" , !

&1H1Y ,$! 1[F+ ,$! N3"+F H S! 用 F R4@碱调
Z& 至 % > "S。
实验用化学试剂均为 Y4:23 公司产品。

2 1 9 电生理实验
玻璃微电极 .上海科达医学科技公司 /经过二次

拉制后抛光，尖端直径为 " \ # !2，充灌电极内液
后阻抗为 " \ S M"。
在室温下进行实验，当电极尖端与细胞膜之间

形成高阻抗封接（ ] , ["）后，负压破膜，使电极内
液与细胞内液相通，可测到膜电容为 ,$ ’ "$ Z^ !
_@ 为 ,$ ’ "$ M"。电流或电压信号经膜片钳放大
器 .HV ’ ‘‘a ! 华中理工大学 / 放大后与微机相连，
经 # L&b 滤波，采样频率为 "$ L&b。测试和记录软
件为 ‘ccB532Z（华中理工大学，,000），结果分析在
‘:8R 软件上完成。归一化后的数据以!! d " 表示。#



生 物 物 理 学 报!"# $%%$年

!"# $ % & ’ ()**+,-. / +*+ +01(1-+2 / 1-3 -3+ 4*5-5(50 1,
67 8 7,2 -3+ *+4*+.+,-7- 19+ *+(5*21,:. / +*+ 70.5
.35/ , ; < 3+ & ’ ()**+,- *+07=7- 15, 7>401-)2+ / 7.
(70()07-+2 7. -3+ 21??+*+,(+ @+-/ ++, -3+ 1,.-7,-7,+5).
6)44+* 27.3+2 01,+ 8 7,2 .-+72A ’ .-7-+ 6@5- -5>
27.3+2 01,+ 8 ()**+,- 970)+. 6@ 8

!"# $ & B??+(- 5? C. D 5, & ’ ()**+,- ; C)**+,-. +95E+2
@A 3A4+*4507*1F+2 950-7:+ .-+4. ?*5> ’ G% -5 !H% >I
1, (5,-*50 67 8 7,2 7?-+* 7221- 15, 5? $ >>50 J K C. D 6@ 8

6 7 8

!"# $ ’ B??+(- 5? L@$ D 5, & ’ ()**+,- ; 6 7 8 7,2 6@ 8 M
()**+,-. +95E+2 @A 3A4+*4507*1F+2 950-7:+ .-+4. ?*5>
’ G% -5 ’ !H% >I 1, (5,-*50 67 8 7,2 7?-+* 7221- 15,
5? N !>50 J K L@$ D 6 @ 8 ; 6 ( 8 -3+ 7>401-)2+ 5? & ’
()**+,- 1. 405- -+2 7:71,.- -3+ .- 1>)07- 1,: >+>@*7,+
45-+,- 170 1, (5,-*50 7,2 L@$ D (5,-71,1,: .50)- 15, ;
O5-+2 -37- M +**5* @7*. / +*+ *+>59+2

值用 POQIP 分析获得，! R %; %N表示有显著性差
异。

对照液和铅灌流液 6L@ 6PC 8 $ 溶于普通细胞外

液制得 8通过 S ’管加药系统加入。

& 实验结果
& $ % ( )电流的度量
在许多类可兴奋性细胞中 T 都有一类在超极化

条件下激活且不失活对 O7 D、U D等阳离子非选择性

通透的离子型通道，这一电流在快速内向电流后逐

渐展开，最后进入稳态阶段。此通道介导电流的分

析和度量方法如图 !所示。

& $ & 海马锥体细胞 ( )电流的诱导与分离
在急性分离的大鼠海马锥体细胞上，利用图 !

所示的刺激方波，在钳位值为 ’ G% >I 的条件下，
给细胞以阶跃为 ’ !% >I 的超极化刺激，诱导的电
流如图 $7。$ >>50 J K 的 C. D可以阻断这一电流的

表达（图 $@）T 而 $ >>50 J K 的 V7$ D对电流没有显

著性的作用（图未显示），这一结果进一步证明了此

电流为 & ’电流。
& $ ’ 铅压抑了 ( )电流的表达
在钳位为 ’ G% >I 的大鼠海马细胞上 T 给细

胞以阶跃为 ’ !% >I 的超极化刺激诱导出 & ’电
流。图 H7、@ 显示了这一超极化电流在对照组和
N !>50 J K 铅灌流组中诱导的 & ’电流曲线。实验
结果表明：铅压抑了这一电流的表达。图 H(描述了
以超极化电压脉冲值为 " 轴，以 & ’电流的绝对值
对最大值归一化后值为 # 轴绘制的曲线图。图形表
明铅使电压 ’ 电流曲线向左偏移 6 $ W #T !
R %; %N8，降低了 & ’电流的电压敏感性。

& $ * +,& -对 ( )通道激活特性的影响
为了观察 L@$ D对 & ’通道激活特性的影响。在
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以阶跃为 % "& ’( 第一个脉冲刺激的条件下，接着
给予 % ")& ’( 的第二个脉冲刺激，在对照组和
* !’+, - . /0! 1组中记录的电流图如图 23、0。当按
照 43’+567和 89759: 方法 ;* <分析第二个脉冲诱导

的在对照组和 * !’+, - . 电流时 =图 2> ?，以第一个
脉冲的电压值为 ! 轴，以第二个脉冲 = % ")& ’( ?

诱导电流的归一化值为 " 轴作图 =如图 26 ?。 结
果表明了铅升高了 $ %通道的激活电压 = # @ AB
$ C &D &*?。

! 讨 论
本文以急性分离的大鼠海马细胞为标本，研究

了铅对超极化诱导电流特性的影响。结果表明铅抑

制了 $ %电流的表达，降低了 $ %通道的电压敏感
性。

铅是一种重要神经毒物，铅损伤在分子、细胞水

平已被广泛的研究。以往在电生理水平的研究注重

于突触传递效率研究；并且在通道水平的研究很多

也是研究了去极化诱导的兴奋性通道，尚未研究超

极化激活的通道。而本文在大鼠海马细胞上研究了

铅对超极化通道激活的影响。超极化通道对静息状

态下细胞稳定性发挥着重要的作用。而铅离子抑制

了$ %电流的表达，降低了此通道电压敏感性，因此
铅可能通过改变$ %通道的激活特性来改变细胞兴
奋性。

$ %通道是一种内向非选择性的阳离子通道 B
其主要通透的有 E3 1、4 1等 ;A <。与 F 3,GH69: 和
$3::7I+5 在解释 /0! 1对 %& 的作用时提出的模型相
似 ;2 <，二价阳离子 /0! 1可能通过阻塞效应抑制在膜

电位超极化条件下主要通透 E3 1、4 1等的内向 $ %
电流表达，并且可能通过与其通道的电荷中心发生

相互作用改变 $ %通道的激活特性及电压敏感性。
总之 B 铅可能通过改变 $ %通道的电压敏感性

及抑制 $ %通道的表达 B 而降低细胞的兴奋性 B 进
而发挥其神经毒性。
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