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［摘要］　目的：探讨缺氧对Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶活性的影响，以及高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶和低亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶在缺

氧损伤中的不同作用。方法：通过切换低氧灌流液模拟大鼠脑片和原代培养的皮质神经元缺氧环境，以脑片膜片钳全细胞模式

记录Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流和膜电流，以可视化动缘探测系统测定培养的皮质神经元内钙离子浓度（［Ｃａ２＋］ｉ），观察缺氧４ｍｉｎ时

脑片皮质神经元Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流的变化，以及缺氧２、４、６、８和１０ｍｉｎ时在有、无哇巴因（Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶阻断剂）存在情

况下皮质神经元膜电流密度和［Ｃａ２＋］ｉ的变化。结果：缺氧４ｍｉｎ总Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流密度（０．１６０±０．０４６ｐＡ／ｐＦ）较缺氧前

（０．２６５±０．０６８ｐＡ／ｐＦ）显著降低（Ｐ＜０．０１），但１０ｍｉｎ缺氧可时间依赖性显著升高皮质神经元的膜电流密度（ｒ＝０．９８０３，Ｐ＜
０．０１）和［Ｃａ２＋］ｉ（ｒ＝０．９７３４，Ｐ＜０．０１）；１０μｍｏｌ／Ｌ哇巴因可通过抑制低亲和力Ｎａ

＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶进一步增强此种缺氧所致的膜

电流密度和［Ｃａ２＋］ｉ增大作用（Ｐ＜０．０５或０．０１），但１０ｎｍｏｌ／Ｌ哇巴因则通过抑制高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶显著降低缺氧对二

者的增大作用（Ｐ＜０．０５或０．０１）。结论：Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶活性改变参与了皮质神经元的缺氧性损伤，其中高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋

ＡＴＰ酶与皮质神经元缺氧性损伤保护作用有关，而低亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶则与其缺氧性损伤有关。
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　　缺血性脑血管病是威胁人类健康的主要疾病之
一，脑缺血后无氧代谢代替有氧代谢，ＡＴＰ生成减
少，其生成效率仅为后者的１／１８［１］，致使一些 ＡＴＰ
依赖性的酶活性因能量衰竭而降低［２］，如Ｎａ＋，Ｋ＋
ＡＴＰ酶。Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶是目前所知强心苷类
药物（ｃａｒｄｉｏｔｏｎｉｃｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ，ＣＧ）的唯一受体，由细
胞内ＡＴＰ分解供给能量，控制 Ｎａ＋和 Ｋ＋跨膜转
运，因而它不仅起着维持细胞容量及膜电位离子平
衡的作用，而且参与体内水和电解质调节［３］。根据
对ＣＧ亲和力的不同，可将 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶区分
为高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶和低亲和力 Ｎａ＋，

Ｋ＋ＡＴＰ酶，生理条件下低亲和力 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ
酶主要维持神经元内外的离子梯度，而高亲和力

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶主要参与神经元静息电位的恢复
过程［４］。有研究表明，昆虫运动神经元细胞膜在缺
氧早期可快速瞬间去极化１０～２５ｍＶ，而完全抑制

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶功能则可阻断这种膜去极化［５］，
此外，这种缺氧去极化和细胞外Ｎａ＋和Ｃａ２＋减少同
步出现［６８］，进而造成细胞内 Ｎａ＋和Ｃａ２＋蓄积引起
神经元缺氧性损伤。我们以前的研究证实，大鼠和
沙土鼠全脑缺血后的Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶活性明显降
低［７８］，且Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制是缺氧所致大鼠皮
质神经元细胞内钙离子浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）升高的机制
之一［９］，但是到底是高亲和力泵、还是低亲和力泵、
或者二者共同参与此机制，目前尚不清楚。因此本
实验采用脑片膜片钳记录Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流和
膜电流，以及可视化动缘探测系统测定原代培养皮
质神经元测定［Ｃａ２＋］ｉ，以神经元的膜电流改变和
［Ｃａ２＋］ｉ升高作为缺氧损伤指标，探讨高亲和力

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶和低亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶在
缺氧损伤中的不同作用。

１　材料和方法

１．１　溶液　人工脑脊液（ＡＣＳＦ）（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ
１２３．８，ＫＣｌ３，ＭｇＣｌ２１．２，ＮａＨ２ＰＯ４１．２，ＣａＣｌ２２，Ｄ
葡萄糖１０，ＮａＨＣＯ３２５，调节渗透压为３１０ｍｍｏｌ／

Ｌ。使用前通以体积分数９５％Ｏ２和５％ＣＯ２混合气
饱和１ｈ，ｐＨ值在７．４左右，记录时持续通氧。脑片
灌流液：以ＣｄＣｌ２０．１ｍｍｏｌ／Ｌ和ＢａＣｌ２０．２ｍｍｏｌ／Ｌ
替换２ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２的氧饱和的 ＡＣＳＦ；低氧脑片
灌流液：以相同摩尔数的蔗糖代替正常灌流液中的
葡萄糖，其他成分不变，使用前通以体积分数９５％
Ｎ２和５％ＣＯ２混合气饱和１ｈ，ｐＨ值在７．４左右，其
氧分压（１６．９ｋＰａ）明显低于正常的 ＡＣＳＦ（１１９
ｋＰａ），但主要的离子如 Ｎａ＋和 Ｋ＋浓度及ｐＨ 值不

变，缺氧记录时持续通 Ｎ２。电极内液成分（ｍｍｏｌ／

Ｌ）：Ｇｌｕｃｏｎａｔｉｃａｃｉｄ１２５，ＴＥＡＣｌ１０，ＣｓＯＨ １２５，

ＭｇＣｌ２２，ＮａＣｌ８，ＨＥＰＥＳ１０，ＥＧＴＡ０．２，用ＣｓＯＨ
调节ｐＨ值至７．２。培养神经元灌流液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：

ＮａＣｌ１４２．６、ＫＣｌ５．４、ＨＥＰＥＳ１０、ＭｇＣｌ２２、Ｄ葡萄
糖８、ＣａＣｌ２３，用 ＮａＯＨ调节ｐＨ 值到７．４；培养神
经元低氧灌流液：将培养神经元灌流液中的葡萄糖
以相同摩尔数的蔗糖代替，灌流前以１００％Ｎ２饱和１
ｈ，细胞缺氧时液体持续通Ｎ２以保证气体分压不变。

１．２　脑片制备及固定　出生１１～１４ｄＳＤ大鼠（由
河北医科大学实验动物中心提供），２％戊巴比妥钠
麻醉（每只０．１ｍｌ），将大鼠断头，快速取脑置于４℃
ＡＣＳＦ中切取额叶，采用振动切片机（Ｓｕｔｔｅｒ，美国）
在４℃和氧混合气条件下，切成３００μｍ厚的冠状切
片，在室温［（２５±２）℃］条件下用氧饱和充分的

ＡＣＳＦ中孵育１ｈ后用于实验。

１．３　脑片全细胞膜片钳记录　采用盖网法将脑片
固定在灌流槽中，灌流液流速约２ｍｌ／ｍｉｎ，通过红
外线成像系统（Ｈａｍｍａｔｓｕｐｈｏｔｏ，日本）选择合适的
神经元，微电极操纵器（ＭＰ２８５，Ｓｕｔｔｅｒ，美国）调整
带有正压的电极入水，电阻在５～７ＭΩ，到达前脑内
侧皮质Ⅴ和Ⅵ层的大锥体细胞。负压吸引形成（＞１
ＧΩ）封接，再以负压吸破细胞膜，随即补偿慢电容以
及局部串联电阻，形成全细胞记录模式。整个实验
在室温下进行，设置钳制电压为－６５ｍＶ。电极由
四步玻璃微电极拉制仪（Ｐ９７，Ｓｕｔｔｅｒ，美国）拉制，并
经热抛光。电流信号经Ａｇ／ＡｇＣｌ电极引导，由膜片
钳放大器（ＥＰＣ１０，ＨＥＫＡ，德国）放大，滤波（频率２
ｋＨｚ）后储存在计算机，刺激信号的控制、数据的采
集和分析均由Ｐｕｌｓｅ和ＰｕｌｓｅＦｉｔ（ＨＥＫＡ，德国）完
成。

１．４　缺氧对脑片皮质神经元 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电
流（Ｉｐ）的影响　待膜电流稳定后，施以从－６０ｍＶ→
０ｍＶ→－６０ｍＶ（共３０ｍｓ）的去极化刺激，若能记
录到钠电流，则表明此细胞为神经元，区分神经元和
角质细胞。此时通过切换含有１ｍｍｏｌ／Ｌ哇巴因
（ｏｕａｂａｉｎ，Ｏｕａ；Ｓｉｇｍａ；是一种Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶阻
断剂）的正常灌流液或含有 Ｏｕａ１ｍｍｏｌ／Ｌ的低氧
灌流液，并于灌流后４ｍｉｎ时记录膜电流的内向移
动，此Ｏｕａ引起的电流内向移动幅度即为Ｉｐ。由于

Ｉｐ大小与细胞的体积成正比，故常用细胞本身的电
容（Ｃｍ）将Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流标化为电流密度
（Ｉｐ／Ｃｍ），比较正常和缺氧神经元 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ
酶电流密度的变化。

１．５　脑片皮质神经元 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶在缺氧损
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伤中的作用　Ｏｕａ浓度的选择：根据生理条件下

Ｏｕａ对Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制的量效关系［９］，我们
选择了两个浓度，１０ｎｍｏｌ／Ｌ可抑制高亲和力Ｎａ＋，

Ｋ＋ＡＴＰ酶，以及１０μｍｏｌ／Ｌ可部分抑制低亲和力

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶。

　　选择脑片皮质神经元形成全细胞记录模式后，
设置钳制电压为－６５ｍＶ，在正常灌流液中测量膜
电流值（Ｉ０），一部分神经元换为低氧灌流液１０ｍｉｎ，
并分别测量该细胞缺氧２、４、６、８或１０ｍｉｎ后的膜
电流值（Ｉｎ），另部分神经元分别灌以含有河豚毒素
（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ，Ｓｉｇｍａ，１μｍｏｌ／Ｌ）正常或低氧
灌流液，重复以上步骤。其他神经元分别给予含

Ｏｕａ１０ｎｍｏｌ／Ｌ或者１０μｍｏｌ／Ｌ的正常灌流液，待
膜电流重新稳定后再更换为含同样浓度 Ｏｕａ的低
氧灌流液１０ｍｉｎ，并分别测量该细胞缺氧０、２、４、６、

８和１０ｍｉｎ后的Ｉｎ。按公式ΔＩ＝Ｉｎ－Ｉ０计算膜电流
变化值（ΔＩ），比较不同缺氧时间的ΔＩ／Ｃｍ差异。

１．６　前脑皮质神经元培养　取２４ｈ以内新生的

ＳＤ大鼠脑，分离额叶皮质置于ＤＨａｎｋｓ液中，剪成
体积为１ｍｍ３的小块，０．１２５％胰蛋白酶消化（３７℃、

２５ｍｉｎ）分散后，用种植培养液（１０％马血清、１０％胎
牛血清、８０％ＤＭＥＭ）稀释成５×１０５／ｍｌ密度的细胞
悬液，接种于涂有多聚赖氨酸（０．１ｍｇ／ｍｌ，Ｓｉｇｍａ）
细胞培养板中，于３７℃、１０％ ＣＯ２的培养箱（Ｓａｎｙｏ）
内培养。２４ｈ后改用饲养培养液（９８％ Ｎｅｕｒｏｂａｓ
ａｌ、２％Ｂ２７、谷氨酰胺１００μｇ／ｍｌ）。以后每周换液２
次，每次半量换液，细胞培养至１４ｄ后用于实验。

１．７　缺氧对Ｏｕａ所致培养皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ变化
的影响 　 培养的皮质神经元以 Ｆｕｒａ２ＡＭ １０

μｍｏｌ／Ｌ（Ｓｉｇｍａ）３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，挑选体积较
大的大锥体神经元为实验细胞，采用双激发荧光光
电倍增系统（ＩＯＮＯＰＴＩＸ，美国），通过３４０和３８０
ｎｍ激发光交替扫描，采集荧光信号（Ｆ３４０、Ｆ３８０）。持
续灌流正常灌流液使细胞荧光信号稳定后，切换含
有Ｏｕａ１０ｎｍｏｌ／Ｌ或１０μｍｏｌ／Ｌ正常灌流液，待荧
光信号重新稳定后，再切换为含有同样浓度Ｏｕａ的
低氧灌流液，连续记录１０ｍｉｎ，计算缺氧前后２、４、

６、８和１０ｍｉｎ时神经元的荧光强度比值（Ｒａｔｉｏ＝
Ｆ３４０／Ｆ３８０），比较不同时间点比值的变化（ΔＲａｔｉｏ），以
反映相对的［Ｃａ２＋］ｉ。或者在没有 Ｏｕａ存在的情况
下，记录缺氧０、２、４、６、８或１０ｍｉｎ时神经元［Ｃａ２＋］ｉ
荧光值，比较 ΔＲａｔｉｏ。每部分实验记录３片细胞
（ｎ＝３），每片细胞记录３个细胞的荧光强度，以其平
均值作为每片细胞的测定值。

１．８　统计学处理　所有数据均采用珔ｘ±ｓ表示，组间

差异采用双因素方差分析，两组间比较使用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ
ｔ检验，检验水准在０．０５的基础上进行校正。

２　结　果

２．１　脑片皮质神经元的鉴别　本实验中选用Ⅴ和

Ⅵ层较大的神经元，属于运动神经元范畴，体积均匀
且形态一致，这些细胞成像清晰。在红外微分干涉
相差技术下，可以清楚地看到神经元胞体形态和树
突走行（图１Ａ）。鉴于神经元为可兴奋细胞能够产
生动作电位，所以可记录到明显的内向钠离子通道
电流（图１Ｂ），胶质细胞不能产生动作电位，则无内
向钠电流，确保记录的细胞是神经元。

图１　区分胶质细胞和神经元

Ｆｉｇ１　Ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｍｅｎｔｏｆｎｅｕｒｏｎｓｆｒｏｍｇｌａｉｌｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｌｉｇｈｔｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆａｐｙｒａｍｉｄａｌｎｅｕｒｏｎ （ａｒｒｏｗ，ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）ｉｎｃｏｒｔｉｃａｌｓｌｉｃｅｌａｙｅｒⅤｕｓｉｎｇｉｎｆｒａｒｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎ

ｔｉａｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｃｏｎｔｒａｓｔ（ＤＩＣ）ｏｐｔｉｃｓ；Ｂ：Ｎａ＋ｃｈａｎｎｅｌｃｕｒｒｅｎｔｏｆｔｈｅ

ｐｙｒａｍｉｄａｌｎｅｕｒｏｎｓ

２．２　缺氧对脑片皮质神经元 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电
流的影响　离体皮质脑片缺氧４ｍｉｎ后，Ｎａ＋，Ｋ＋
ＡＴＰ酶电流降低（图２）。缺氧前（０ｍｉｎ）Ｎａ＋，Ｋ＋
ＡＴＰ酶电流为０．２６５±０．０６８ｐＡ／ｐＦ，而在缺氧４
ｍｉｎ后Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流显著降低，为０．１６０±
０．０４６ｐＡ／ｐＦ，显著低于缺氧前（Ｐ＜０．０１）。

图２　缺氧对脑片大锥体细胞Ｉｐ的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｏｎＩｐｏｆ

ｐｙｒａｍｉｄａｌｎｅｕｒｏｎｓｆｒｏｍｃｏｒｔｉｃａｌｓｌｉｃｅｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ；Ｂ：４ｍｉｎａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ
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２．３　Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶在缺氧损伤中的作用　皮
质脑片在正常灌流液条件下，其神经元膜电流水平
在１０ｍｉｎ内几乎维持不变，但缺氧１０ｍｉｎ，则神经
元膜电流的内向移动逐渐增大，呈时间依赖性（ｒ＝
０．９８０３，Ｐ＜０．０１）。然而，若以含ＴＴＸ的正常灌
流液灌流神经元后再灌流含ＴＴＸ的低氧灌流液，则
可完全阻断缺氧所致的膜电流内向移动增大（图

３），说明缺氧刺激所改变的皮质神经元膜电流为钠
离子通道的异常开放所致，提示钠电流增大可能是
神经元缺氧性损伤指标之一。

图３　缺氧对皮质大锥体细胞膜电流的影响

Ｆｉｇ３　Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅ

ｃｕｒｒｅｎｔｉｎｐｙｒａｍｉｄａｌｎｅｕｒｏｎｓｆｒｏｍｃｏｒｔｉｃａｌｓｌｉｃｅｓ
Ａ：Ｓａｍｐｌｅｃｕｒｒｅｎｔｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｏｃｏｌｏｆｈｙｐｏｘｉａａｎｄ ＴＴＸ；

Ｂ：ＡｖｅｒａｇｅｓｏｆΔＩ／ＣｍａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａａｎｄＴＴＸ．Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｍｉｎ

　　给予Ｏｕａ１０μｍｏｌ／Ｌ后可使膜电流有一个明显
的下降（Ｐ＜０．０１），此时再缺氧１０ｍｉｎ可使膜电流
进一步呈时间依赖性逐渐增大（ｒ＝０．９０８２，Ｐ＜
０．０１），于缺氧２、４、６、８和１０ｍｉｎ时ΔＩ／Ｃｍ较缺氧
前（０ｍｉｎ）明显增大（Ｐ＜０．０５或０．０１），与单纯缺氧
各时间点的值比较均明显增大（Ｐ＜０．０５或０．０１）。
但在给予 Ｏｕａ１０ｎｍｏｌ／Ｌ后缺氧２、４、６、８和１０
ｍｉｎ，ΔＩ／Ｃｍ分别较缺氧前（０ｍｉｎ）无明显改变，与
单纯缺氧各时间点比较，缺氧６、８和１０ｍｉｎ时其

ΔＩ／Ｃｍ增加的程度明显减小（Ｐ＜０．０５或０．０１），表
明低浓度Ｏｕａ，即抑制高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶，
可保护皮质神经元对抗缺氧性损伤，而高浓度 Ｏｕａ
部分阻断低亲和力 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶，加重了皮质
神经元的缺氧损伤（图４）。

图４　高浓度和低浓度Ｏｕａ对缺氧所致

皮质大锥体细胞膜电流增加的不同作用

Ｆｉｇ４　Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｃｕｒｒｅｎｔ

ｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｈｉｇｈｏｒｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＯｕａ
Ａ：Ｓａｍｐｌｅｃｕｒｒｅｎｔｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｏｃｏｌｓｏｆｈｙｐｏｘｉａａｎｄ Ｏｕａ；

Ｂ：ＣｈａｎｇｅｓｏｆΔＩ／ＣｍａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａｗｉｔｈＯｕａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｍｉｎ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｈｙｐｏｘｉａ

２．４　Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶对缺氧所致培养皮质神经
元［Ｃａ２＋］ｉ升高的影响　单纯缺氧可明显升高大锥
体细胞［Ｃａ２＋］ｉ，且呈时间依赖性（ｒ＝０．９７３４，Ｐ＜
０．０１），与缺氧０ｍｉｎ比较，４、６、８和１０ｍｉｎ有明显
差异（Ｐ＜０．０５或０．０１）。在１０ｎｍｏｌ／ＬＯｕａ存在
的情况下，缺氧４、６、８和１０ｍｉｎ较缺氧前（０ｍｉｎ）

［Ｃａ２＋］ｉ显著升高（Ｐ＜０．０５或０．０１），但缺氧１０

ｍｉｎ时其［Ｃａ２＋］ｉ 升高的程度明显低于单纯缺氧
（Ｐ＜０．０５）。在Ｏｕａ１０μｍｏｌ／Ｌ存在的情况下，与
缺氧前（０ｍｉｎ）比较，缺氧后各时间点的［Ｃａ２＋］ｉ均
有明显增加（Ｐ＜０．０１），而且与单纯缺氧各相应时
间点比较，［Ｃａ２＋］ｉ 升高的程度也显著增加（Ｐ＜
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０．０１），表明低浓度 Ｏｕａ可保护皮质神经元对抗缺
氧所致的部分［Ｃａ２＋］ｉ升高，而部分阻断低亲和力

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶则加重了皮质神经元的缺氧损伤
（图５）。

图５　高浓度和低浓度Ｏｕａ对缺氧所致培养皮层神经元［Ｃａ２＋］ｉ升高的影响

Ｆｉｇ５　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆ［Ｃａ２＋］ｉｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＯｕａ
Ａ：Ｌｉｇｈｔｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｃｏｒｔｉｃａｌｐｙｒａｍｉｄａｌｎｅｕｒｏｎ（ａｒｒｏｗ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｂ：Ｔｉｍｅｒｅｓｐｏｎｓｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｆｏｒｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆ
［Ｃａ２＋］ｉ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｈｙｐｏｘｉａ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｍｉｎ

３　讨　论

　　离体脑片的电生理研究始于２０世纪５０年代，
兼有在体脑和离体培养细胞共有的某些特点，且在
某种程度上结合了二者的优点，因此本研究采用了
离体脑片技术研究神经元Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的电生
理特性。

　　脑片皮质神经元Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流在缺氧
早期４ｍｉｎ时即明显减小，提示快速的瞬间缺氧即
可抑制Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的离子转运功能。本实验
中，缺氧可使脑片皮质神经元膜电流呈时间依赖性
显著增大，但是此现象可被ＴＴＸ阻断，推测是由于
缺氧后能量耗竭，膜去极化，钠离子通道开放，细胞
内钠离子浓度急剧升高，加重 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的
转运负担，使ＡＴＰ的消耗速度加快，Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ
酶功能抑制程度加深，而缺氧的同时抑制钠离子通
道的开放，可阻断此恶性循环，在缺氧短时间内（１０
ｍｉｎ）维持细胞内正常的钠离子浓度，缓解了 ＡＴＰ
的过快消耗，使缺氧所致的 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶功能
降低表现的不明显。此外实验中消除了钾通道电流
和钙通道电流的影响（电极内液中加入了 ＴＥＡＣｌ，
并用Ｃｓ＋代替Ｋ＋，以阻断 Ｋ＋电流；在细胞外液中
加入了ＢａＣｌ２和ＣｄＣｌ２，以分别阻断Ｋ＋电流和Ｃａ２＋

电流），故可以认为此时改变的神经元膜电流由细胞
内外Ｎａ＋迁移造成的，这与目前普遍认为脑缺血、缺
氧等异常条件下神经元［Ｎａ＋］ｉ升高的理论相一
致［１０］。此外本研究表明缺氧使皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ
升高，提示缺氧早期细胞内离子比例开始改变。

　　现已发现Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的α亚基分为４个

亚型（α１α４），神经元上仅有α１和α３亚基，其中α１
为低亲和力结合亚基，可被１０μｍｏｌ／Ｌ的Ｏｕａ部分
抑制，而低浓度的Ｏｕａ１０ｎｍｏｌ／Ｌ仅抑制α３高亲和
力结合亚基。Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶通过水解一个分子

ＡＴＰ将３个Ｎａ＋转运到细胞外，同时将２个Ｋ＋转

运到细胞内，产生一个外向的电流，是维持质膜内外

Ｎａ＋和Ｋ＋浓度梯度差的主动转运系统，这种梯度差
为多种基本的细胞功能（控制膜电位、细胞体积、ｐＨ
平衡等）提供能量，而缺氧所致的神经元快速瞬间去
极化可能来源于 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶功能的抑制［５］。
不同类型的α亚基在不同组织和不同发育阶段特异
表达，以适应不同的生理要求［１１］，因而不同亲和力

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的主要功能也存在差异。高亲和
力 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ 酶接受蛋白激酶调控［１２］，与

Ｎａ＋／Ｃａ２＋交换体偶联［１３１５］调节Ｃａ２＋信号，本实验
结果中低浓度Ｏｕａ（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）抑制高亲和力Ｎａ＋，

Ｋ＋ＡＴＰ酶，可以明显减弱缺氧所致的 Ｎａ＋内流
（膜电流增加）和［Ｃａ２＋］ｉ升高，提示低浓度Ｏｕａ对神
经元缺氧有保护作用，反过来也证明在缺氧刺激的
早期，即可使高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶功能改变，
加速了神经元的缺氧损伤。低亲和力 Ｎａ＋，Ｋ＋
ＡＴＰ酶作为“ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｅｒ”行使离子转运功能［１６］，
我们以前的研究表明高浓度 Ｏｕａ明显升高皮质神
经元［Ｎａ＋］ｉ和［Ｃａ２＋］ｉ，说明低亲和力 Ｎａ＋，Ｋ＋

ＡＴＰ酶维持细胞内外的 Ｎａ＋和 Ｋ＋梯度，有效调节
［Ｎａ＋］ｉ，进而精确调节胞内其他离子的浓度（如

Ｃａ２＋）［９］。本实验中部分阻断低亲和力 Ｎａ＋，Ｋ＋
ＡＴＰ酶（１０μｍｏｌ／ＬＯｕａ），加重缺氧所致的Ｎａ

＋进
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入神经元，且对缺氧所致的［Ｃａ２＋］ｉ升高作用明显，
提示缺氧早期低亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶并没有被
完全抑制，其抑制水平同样反映了缺氧性损伤的严
重程度。不同浓度 Ｏｕａ抑制高亲和力或低亲和力

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶，对神经元缺氧性损伤的作用极
不相同，这与心肌细胞对强心苷类药物的反应相似，
低浓度毒毛苷１～１０ｎｍｏｌ／Ｌ，即心衰的治疗浓度，
可增强心肌的收缩力产生强心作用，而高浓度１～
１００μｍｏｌ／Ｌ可导致心肌的不规律收缩，表现出毒性
作用［１７］。因此区分不同浓度强心苷类药物对高亲
和力和低亲和力 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的不同作用，具
有很实际的治疗意义，低浓度强心苷已经不仅仅是
心衰的治疗方法，而且应该是众多神经保护剂的发
展方向之一，参与脑血管疾病“鸡尾酒”疗法。

　　总之，本实验通过电生理的方法，对皮质大锥体
细胞缺氧早期 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶电流进行记录，发
现缺氧可抑制其离子转运功能，给予低浓度Ｏｕａ抑
制高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶，可减弱神经元缺氧
性Ｎａ＋内流和［Ｃａ２＋］ｉ升高，而给予高浓度Ｏｕａ部分
抑制低亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶，则加重了 Ｎａ＋内
流和［Ｃａ２＋］ｉ升高的程度，共同提示神经元缺氧早期
抑制高亲和力Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶功能对神经元有保
护作用，而抑制低亲和力 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶加重了
缺氧损伤，说明 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶活性改变参与了
皮质神经元的缺氧性损伤，以及高、低亲和力 Ｎａ＋，

Ｋ＋ＡＴＰ酶在其中发挥了不同作用。
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