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摘! 要：膜片钳技术产生于 "’&) 年，自 %# 世纪 ’# 年代以来，

这一技术被应用于角膜各层细胞的研究中/ 研究结果显示，

在角膜上皮细胞、内皮细胞上存在着多种离子通道，它们对于

维持角膜的透明性具有重要意义/ 在研究中，多种模式的膜

片钳技术被应用其中/ 研究者不仅记录了角膜多种细胞的离

子通道活动，还对细胞的静息膜电位和膜电容进行了测量，同

时对于通道的表达调控进行了初步研究/
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89 引言9 角膜的透明性是维持视觉器官正常视功能的重要

条件/ 各种炎症、外伤、年龄因素以及代谢水平的变化，可以

使角膜水肿、混浊，影响角膜的透明性，导致视力下降，严重者

可致盲/ 以前对于角膜的研究大多集中于病理学、形态学等

方面/ 近年来随着膜片钳技术的日臻完善，国外许多学者将

这一新技术应用于角膜生理功能、病理状态的研究，以及药物

疗效的评价，取得了较大的进展/ 研究结果表明，在角膜的上

皮细胞、基质细胞和内皮细胞中，均存在很多不同类型的离子

通道，这些离子通道与细胞间的缝隙连接一同参与角膜与外

部环境及房水间的离子转运，以维持角膜的透明性/ 当缝隙

连接与离子通道的功能发生紊乱时，则会导致角膜的透明性

下降，影响视觉功能/ 我们将膜片钳在角膜研究中的应用进

行简要综述/

:9 概述 9 S1:1G 等［"］于 "’&) 年建立了膜片钳技术（ F5=@:
@254F G1@DGT67; =1@:76UB1）/ 该技术以记录通过离子通道的离

子电流来反映细胞膜上单一的（ 或多个的）离子通道分子活

动/ 以后由于吉欧姆阻抗封接（;6;5D:4 C152，"#’ !）方法的确

立和几种方法的创建，使其测量电流分辨率可达到 " FR，其电

极尖端直径仅有几个微米，故对于体积较小、脆性较大的细胞

亦可进行电压钳制，从而可用于多种细胞系的研究/ 膜片钳

的出现，为细胞电生理的研究带来了革命性的变化，此技术被

认为与基因克隆并驾齐驱，给生命科学研究带来了巨大的推

动力，这一伟大的贡献使 S1:1G 和 V5W4577 获得了 "’’" 年度

的诺贝尔生理学与医学奖/ 膜片钳技术被广泛应用于细胞电

生理的研究中/ 自 %# 世纪 ’# 年代以来，研究者们利用膜片钳

技术从不同方面对角膜上皮细胞、角膜内皮细胞、角膜基质细

胞以及角膜缘干细胞进行研究，证实了多种离子通道在这些

细胞中的存在/

;9 角膜上皮细胞

%/ "! 正常角膜上皮细胞的研究

%/ "/ "! 大电导 X Y 离子选择性通道 ! "’’% 年 Q51 等［%］利用

膜片钳技术研究发现，在兔的角膜上皮细胞基底部存在一个

大电导的 X Y 离子选择性通道，该通道可被细胞膜内外的奎尼

丁所阻断/ 而后 J5GGB;65 等［,］进一步证实这一通道是角膜上

皮细胞全细胞电流的主要来源，通过改变细胞的渗透压可以

对 X Y 通道进行调控：当以低渗液取代常规灌注液时，细胞水

肿，可选择性激活 X Y 离子通道；而高渗液使细胞脱水时，则可

使 X Y 离子通道失活；灌注液中 P2$离子浓度增高时，穿孔性膜

片钳可检测到类似低渗液灌注时的电流变化/ 这些电流变化

与细胞的静息膜电位的变化一致，说明大电导的 X Y 离子选择

性通道在细胞渗透压改变时发生相应变化，同时影响细胞的

全细胞电流和静息电位/ 近年来研究者们对于 X Y 离子通道

的调控表达进行了进一步的研究/ 05 X5:6G5 等［(］采用常规全

细胞和穿孔膜片钳技术记录牛角膜上皮细胞的全细胞电流，

结果证实角膜上皮细胞上存在两种不同的 X Y 离子通道，一种

是不活泼的、电压门控性 X Y 离子通道，可被细胞膜的去极化

完全阻断；另一种是活泼的、恒定性 X Y 离子通道，不能被阻

断，与以上研究中的大电导 X Y 离子通道类似/ 细胞外的脂肪

酸如花生四烯酸（RR）等可抑制不活泼、电压门控性 X Y 离子

通道，并增加活泼、恒定性 X Y 离子通道电流/ 这一研究首次

证实角膜上皮细胞中存在不活泼、电压门控性 X Y 离子通道，

RR 及其代谢产物可调节 X Y 离子的转运，直接激活大电导

X Y 离子通道，并增加其在角膜上皮细胞中的管家功能，调节
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上皮细胞的移植及移行! "#$ 等［%］利用膜片钳结合 &’" 技术

在上皮细胞中测得内向性整流性 ( ) 离子通道的 *"+,，并将

这一通道命名为 (-./! 0，再次证实这一通道的存在对于维持

细胞的静息电位具有重要作用!
/! 0! /1 非电压门控性 ’#/ ) 离子通道1 "-23 等［4］使用 ’#/ ) 离

子敏感性荧光色素 56.#/，利用膜片钳技术检测兔角膜上皮细

胞内 ’#/ ) 离子浓度（［’#/ ) ］-）! 在以下几方面结果与非电压

门控性 ’#/ ) 离子内流途径一致：! 灌注液中加入 (’7 造成

细胞膜去极化后，［’#/ ) ］- 增加；" 借助氟灭酸（5768$9#*-2
#2-:）等物质对 ( ) 离子通道进行刺激，使细胞膜超极化，从而

使［’#/ ) ］- 降低；# ’#/ ) 离子通道可被 +-/ ) 离子所阻断；$
常规 ’#/ ) 通道阻断剂如 ;#<=(=>4?? 等不影响［’#/ ) ］-!
/! 0! @1 紧张性激活通道1 A#B#9#C$ 等［D］利用膜片钳技术发

现角膜上皮细胞存在紧张性激活通道，即选择性 ( ) 离子大电

导 E 通道和非选择性小电导 F 通道! 研究采用细胞吸附或内

面向外膜片钳记录法，分别测定离子的选择性、电压依赖性和

紧张依赖性! 细胞吸附模式记录到 E 通道和 F 通道的出现概

率为 /G0，前者呈现选择性 ( ) 离子的单通道电流，后者呈现

+# ) ，( ) 通透性单通道电流，二者均可被吸附管的负压吸附作

用诱发、激活，通道的开放概率和平均电流与细胞膜的紧张程

度成正比!
/! /1 培养角膜上皮细胞的研究

/! /! 01 电压依赖性的外向整流性通道 1 0HH0 年，I#.J3#77
等［>］在对原代培养的鼠和兔的角膜上皮细胞的研究中，使用

巨阻抗封接膜片钳技术，测得在离体培养的最初 0 K ? :，细胞

上存在电压依赖性的外向整流性通道，并证实该通道具有阴

离子选择性，而温度的升高可使其通道的电导增加但整流性

降低!
/! /! /1 多种离子通道类型1 0HH> 年，;L2M*#9 等［H］对于培养

的人角膜上皮细胞的全细胞离子电流的特征进行了研究! 他

们利用两性霉素 ; 与穿透性膜片钳技术，对融合的单层细胞

的全细胞电流进行测定，结果发现，无论细胞处于原代或传代

期，均表现为几乎相同的多种离子通道类型，即呈现非选择性

阳离子电流活性，且对 ;#/ ) 和 ’:@ ) 不敏感；细胞膜去极化时，

可被 氟 灭 酸 激 活，产 生 外 向 性 整 流 ( ) 电 流，并 被 四 乙 铵

（NO,）所抑制，同时呈现电压门控性内向 +# ) 电流；细胞膜超

极化时，可测得外向整流 ( ) 电流，可为氟灭酸激活，为 ;#/ )

阻断；而内向整流 ( ) 电流和非选择性阳离子电流均可被氟灭

酸阻断! 这一研究结果在测定角膜上皮细胞的生理作用、评

价损伤修复及药理、毒理等方面提供了有力的细胞模型基础!
/! /! @ 1 2,I& 依赖性 ’7=离子通道 1 ,7=+#MM#J3 等［0P］在对

FQ?P 永生化兔角膜上皮细胞系的研究中发现，利用全细胞模

式及细胞吸附模式膜片钳技术，可见一种 2,I& 依赖性 ’7=离
子通道电流，该通道具有电压依赖性，并可被跨膜转导调节蛋

白（’5N"）的激活剂———染料木黄酮激活，其激活机制可能是

通过增加通道开放时间及减少通道关闭时间实现；此外，非特

异性磷酸二酯酶抑制剂 R;IS 可增加 ’7=离子电流，提示细胞

内的 2,I& 在角膜上皮细胞的信号转导过程中具有重要作

用! 这一研究结果对于研究角膜上皮性疾病，尤其是上皮转运、

分泌功能下降或水代谢转运异常导致的疾病，具有重要意义!

!" 角膜内皮细胞

@! 01 阴离子选择性 ( ) 离子通道1 "#$ 等［00，0/］对兔角膜内皮

细胞进行膜片钳检测发现，其上存在 ( ) 选择性离子通道，该

通道的开放概率取决于灌注液中的 T’U@
V 和 ’7 V 的存在，二

者浓度的 增 加 可 使 ( ) 离 子 通 道 开 放 增 加，+# ) W T ) 交 换、

+# ) W T’U@
V 共同转运、+# ) =( ) =,N& 酶及碳酸酐酶抑制剂均

不能阻断 T’U@
V 对 ( ) 离子通道的作用! 在利用内面向外膜

片钳记录模式时，可发现这一通道可被内源性的 ’#/ ) 激活，

同时被 ,N& 及 ,I&，,X& 所抑制，但 ’#/ ) 离子和 ,N& 均不能

进入健康的内皮细胞；奎尼丁对于此通道具有一种微弱的、不

稳定的电压依赖性阻断作用! A#BJM< 等［0@］在测量兔角膜内

皮细胞静息电位时，发现在内皮细胞上还存在着另外一种 ( )

离子通道电流，呈现一种温度敏感性，温度升高可增加其电

导，从而增加静息电位! 这一通道电流与上述的阴离子选择

性 ( ) 离子通道被认为是角膜内皮细胞静息电位的主要来源!
其后的研究中证实，在内皮细胞的 ( ) 离子通道亦具有内向性

整流性的 (-./! 0 *"+, 序列的存在，这一序列对于细胞静息

电位的维持具有重要作用［%］! 角膜内皮及基质的水肿可能与

( ) 离子通道的阻断有关，当相应的 +# ) =( ) =,N& 酶的功能异

常时，可导致 ( ) 的再循环通路受阻，从而导致水肿发生!
A#BJM< 等［0?］利用传统全细胞膜片钳和穿孔性膜片钳技术分

别检测新鲜分离的兔角膜内皮细胞的离子电流，记录到一种

与可兴奋细胞的 , 电流类似的电流，呈现外向性、整流性、非

选择性 ( ) 离子瞬时电流，这一电流可被奎尼丁和 ?=氨基吡啶

以剂量依赖性方式阻断，同时引起角膜内皮和基质的水肿，研

究证实这一通道对于内皮细胞及基质的容量调控具有重要作

用! 近期对于编码这一通道的氨基酸序列的研究正在进行，

现已初步得知编码 ( ) 离子通道 MY@! @ 的氨基酸序列，这一序

列是产生 , 电流样电流的结构基础［0%］! 在培养的牛角膜内

皮细胞中可见到 M-./! 0（ R"(0）内向性整流性 ( ) 离子通道的

表达，这一通道可被外源性的 ;#/ ) 和 ’J ) 阻断，并呈现电压和

浓度依赖性! 该通道可能与角膜内皮细胞膜电位的调节、内

皮细胞的跨膜转运以及其他生理功能有关［04，0D］!
@! /1 E 型 ’#/ ) 通道1 I$.Z7$. 等［0>］通过酪氨酸激酶受体配体

介导的细胞内 ’#/ ) 离子反应，在分析研究永生化 FQ?P 转化

的人角膜内皮细胞（T’O’=FQ?P）的电生理特性时发现，5[5
受体（5[5"）可使细胞内游离的 ’#/ ) 离子增多，从而激活 E
型 ’#/ ) 离子通道，这一通道可被 +-8$:-\-9$ 阻断，同时减少容

量型 ’#/ ) 离子通道的数量! 这一研究首次证实 E 型 ’#/ ) 通

道与 5[5 受体酪氨酸激酶的关联，对于研究活体及培养的人

角膜内皮细胞的功能具有重要价值!
@! @1 非选择性阳离子通道1 角膜内皮细胞在损伤时呈现的

离子通道状态与健康状态时是有差异的! A#BJM<［0H］利用两性

霉素 ; 穿孔性膜片钳技术对机械及热损伤的兔角膜内皮细胞

的研究中发现，在损伤的角膜内皮细胞中，正常状态下的 ( )

通道电流消失，而表现为一种非选择性的阳离子电流! 这一

损伤诱导的通道电流是一种外向性整流性电流，在细胞膜去
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极化时具有活性，可被奎尼丁、氟灭酸及醋酸盐抑制! 正常状

态下的内皮细胞则不表现这一特征电流!

!" 角膜缘干细胞" 人角膜缘干细胞在人的一生始终处于增

殖状态，实验证实该细胞来源于神经外胚层，并具有神经元的

特性! "#$%#& 等［’(］的研究结果表明，角膜缘干细胞中 存 在

)#*+$,，-./. 受体、氨基乙酸受体、血胺受体，同时其全细胞

膜片钳显示角膜缘干细胞的静息电位在 0 1 23 4 0 5( 23，

未见电压敏感性 )6 7 离子及 8 7 离子通道，但在某些细胞中

86$,$9 .9$: 和 -./. 可诱导出微弱的内向性电流，-./. 受

体拮抗剂和荷包牡丹碱等可阻断这一电流! 研究证实非胚胎

源性的人角膜缘干细胞具有神经元的特性!

#" 角膜基质细胞" 角膜基质细胞在角膜基质的损伤或感染

修复中起着重要作用! ;6+*<=［’>］对于兔冷冻损伤的角膜基质

的电压门控离子电流的检测结果显示，在损伤修复中的角膜

基质细胞具有延迟性整流性 8 7 离子通道电流和微弱 )6 7 离

子通道电流，前者多见于处于修复状态的细胞中，而后者多见

于损伤区域的细胞中!

$" 问题与展望" 膜片钳技术已经产生发展近 ?( 6! 近年来，

在角膜研究方面亦取得了一些成绩，从离子通道的角度，对角

膜上皮细胞、内皮细胞、基质细胞以及角膜缘干细胞的细胞电

生理特性进行了研究和探索，对于清晰认识角膜的生理、病理

过程以及药理学的研究，具有重要意义! 但是，目前的研究大

多集中于离子通道特征的描述，而对于各种通道的生理学意

义和调控机制尚有待进一步深入诠释阐明，各种离子在机体

复杂的病理过程中，其通透性改变的临床参数也较难测定，因

此需要将膜片钳技术同分子生物学等多学科技术进行结合、

渗透，在未来的研究中，必将为角膜疾病的病因学研究及药物

研制、筛选、疗效评价等提供新的研究思路和手段!
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