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摘要：目的 铅对神经系统有损害作用，钠通道是

神经元产生和传递电信号的重要枢纽，故研究铅对

大鼠海马ＣＡ１区神经元钠电流（ＩＮａ）的影响。方法
全细胞膜片钳技术。结果 醋酸铅可浓度依赖地抑

制 ＩＮａ，１，１０，５０和１００μｍｏｌ·Ｌ
－１醋酸铅对 ＩＮａ的抑制

率分别为（８．２±０．８）％，（２０．９±２．６）％，（５１．８±
４．８）％和（６６．４±５．７）％。此外，它还与电压呈依赖
关系，５０μｍｏｌ·Ｌ

－１醋酸铅可使 ＩＮａ的激活曲线显著
右移，但不改变斜率因子，还可使 ＩＮａ的失活曲线显
著左移。结论 铅可抑制 ＩＮａ的激活过程，可促进
ＩＮａ的失活过程。铅改变了细胞膜的电压感应，这可
能是铅损伤海马神经元的作用机制之一。
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铅是环境中的一种有毒重金属，可通过多种途

径进入人体，对人体造成多系统、多功能的损害。大

量的研究表明，铅可对神经系统产生损害作用［１］。

阮迪云等［２］研究发现，低浓度铅处理组大鼠海马齿

状回兴奋性突触后电位和群峰电位诱导的长时程突

触后电位增强的幅度均明显低于对照组，同时齿状

回的双脉冲易化反应也受到损伤。研究还发现，铅

可对心脏产生损伤作用。王桂兰等［３］报道，ＳＤ雄性
大鼠每天用１０，３０，９０ｍｇ·ｋｇ－１醋酸铅 ｉｇ９周，结果
心脏细胞膜Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶、超氧化物歧化酶活性
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降低，丙二醛含量、Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性升高，血铅和尿
铅含量也增高。铅能抑制机体的体液免疫和细胞免

疫功能［４］。戴晓青等［５］报道了铅对背根神经元钠通

道和钾通道的影响，然而铅对海马神经元钠通道的

影响还未见报道。为此，本文利用全细胞膜片钳技

术研究了铅对大鼠海马 ＣＡ１区神经元钠离子通道
的影响，以探讨铅对神经细胞毒性作用的机制。

１ 材料与方法

１．１ 动物

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，鼠龄５～１０ｄ，♀♂不限，中国辐射
防护研究院动物房提供。

１．２ 试剂

蛋白酶，ＨＥＰＥＳ，ＥＧＴＡ，Ｎａ２ＡＴＰ和醋酸铅
〔Ｐｂ（Ａｃ）２·３Ｈ２Ｏ〕均为Ｓｉｇｍａ公司产品。

标准细胞外液（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：ＮａＣｌ１５０，ＫＣｌ５，
ＭｇＣｌ２１．１，ＣａＣｌ２２．６，ＨＥＰＥＳ１０，葡萄糖 １０，ｐＨ

７．４，记录前加入ＣｄＣｌ２０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
电极内液（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：ＣｓＣｌ７５，ＮａＦ７５，ＭｇＣｌ２

２，ＨＥＰＥＳ１０，ＥＧＴＡ２．５，Ｎａ２ＡＴＰ３，ｐＨ７．５。
１．３ 大鼠海马神经元锥体细胞的急性分离

大鼠断头取脑，置于 ０～４℃孵育液中分出海
马，切成 ４００～５００μｍ厚的脑片，置于 ３２℃孵育液
中，连续通入Ｏ２，孵育３０ｍｉｎ。而后加入蛋白酶，使
其终浓度为０．５ｇ·Ｌ－１，３２℃下消化３５ｍｉｎ。消化毕
用孵育液洗脑片 ３次，投入盛有氧饱和标准细胞外
液的离心管内，用 Ｐａｓｔｅｕｒ吸管轻轻吹打，制成单细
胞悬液，静置 ５ｍｉｎ。取上部细胞悬液，加入盛有氧
饱和标准细胞外液的培养皿内，１５ｍｉｎ后细胞贴壁，
即可进入全细胞膜片钳记录［６］。

１．４ 全细胞膜片钳记录及数据分析

在２０～２５℃室温下，利用 Ａｘｏｐａｔｃｈ２００Ｂ膜片钳
放大器（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，ＵＳＡ）进行全细胞膜片钳记
录，记录电极由玻璃毛细管径 ＰＰ８３０型微电极拉制
仪（Ｎａｒｒｉｓｈａｇｅ，Ｊａｐａｎ）拉制，充灌电极内液后阻抗为
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８～１３ＭΩ。当电极尖端与细胞膜之间形成高阻抗
封接（＞１ＧΩ）后，负压破膜，使电极内液与细胞内
液相通，立即进行电容和电阻补偿。电流信号经 ２
ｋＨｚ滤波及Ｄｉｇｉｄａｔａ１２００Ｂ型 Ａ／Ｄ，Ｄ／Ａ转换器进行
数模转换后存于计算机硬盘。采样频率１０ｋＨｚ。实
验过程中保持电位及钳制测试脉冲程序的设定、信

号采集与储存均借助微机运行 ＰＣＬＡＭＰ６．０．４软件
（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）完成。

结果分析使用 ＰＣＬＡＭＰＣＬＡＭＰＦＩＴ程序（Ａｘｏｎ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）和 Ｏｒｉｇｉｎ５．０软件（ＭｉｃｒｏｃａｌＳｏｆｔｗａｒｅ，
ＵＳＡ）完成。结果以珋ｘ±ｓ表示，给药前后差异的显
著性用配对 ｔ检验进行分析。

２ 结果

２．１ 铅对钠电流（ＩＮａ）的作用
置保持电位于－１００ｍＶ，记录从－１００ｍＶ去极

化至０ｍＶ时激活的内向电流。由于该电流可被外
液中加入的 １μｍｏｌ·Ｌ

－１河豚毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ）所阻
断，故判断为 ＩＮａ。实验在 ５０个活性良好的细胞上
观察了醋酸铅对 ＩＮａ的抑制效应。１，１０，２５，５０，

１００μｍｏｌ·Ｌ
－１醋酸铅对 ＩＮａ的抑制率分别为（８．２±

０．８）％，（２０．９±２．６）％，（３４．８±３．６）％，（５１．８±
４．８）％和（６６．４±５．７）％。用标准细胞外液洗脱 ５０

μｍｏｌ·Ｌ
－１醋酸铅后 ＩＮａ可部分恢复（图１）。

２．２ 铅对 ＩＮａ电压（ＩＶ）曲线的影响
置保持电位于－１００ｍＶ，给予－１００ｍＶ至０ｍＶ

的阶梯去极化脉冲刺激，步幅１０ｍＶ，波宽１２ｍｓ，频

Ｆｉｇ１． ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＰｂ（Ａｃ）２ｏｎＩＮａ．Ａ：ｗｈｏｌｅ
ｃｅｌｌＩＮａｗａｓｒｅｃｏｒｄｅｄｉｎａｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｂｅｆｏｒｅｄｒｕｇａｐｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎ．Ｂ：ａｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｐｂ（Ａｃ）２，ＩＮａｗａｓｒｅ
ｄｕｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｃ：ｏｎｗａｓｈｏｕｔ，８０％ｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓｓｅｅｎ，ｓｕｇ
ｇｅｓｔｉｎｇｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰｂ（Ａｃ）２ｗａｓｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ．

率０．２５Ｈｚ，可激活一系列快速激活与失活的内向
ＩＮａ，此电流在 －８０ｍＶ激活，－４０ｍＶ达到峰值。
向培养皿中加入醋酸铅溶液，使其终浓渡为 ５０

μｍｏｌ·Ｌ
－１。结果表明，５０μｍｏｌ·Ｌ

－１醋酸铅可使 ＩＮａ的
ＩＶ曲线显著上移，即减小 ＩＮａ，在不同膜电位下的
减小幅度不同。这说明醋酸铅对 ＩＮａ的抑制作用具
有电压依赖性，但给药前后 ＩＮａ的激活电位和到达电
流峰值的电位基本未发生变化（图２）。

Ｆｉｇ２． Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｐｂ（Ａｃ）２ｏｎＩＶ
ｃｕｒｖｅｓｏｆＩＮａ．ＮｏｒｍａｌｉｚｅｄｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｃｕｒｒｅｎｔＩＶｃｕｒｖｅｓｆｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＩＮａｗｅｒｅｓｈｏｗｎ．ＩＮａｗａｓｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙ１２ｍｓｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇ
ｐｕｌｓｅｓｆｒｏｍｈｏｌｄｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ＨＰ）ｏｆ－１００ｍＶｔｏ０ｍＶｉｎ１０ｍＶ
ｓｔｅｐｓａｐｐｌｉｅｄａｔａｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ０．２５Ｈｚ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．

２．３ 铅对 ＩＮａ激活和失活动力学的影响
图１中的 ＩＶ曲线经归一化处理，利用公式

Ｇ＝Ｉ／（Ｖ－ＶＮａ），将图中的 ＩＮａ峰值转换为电导值，
其中，Ｇ为电导，Ｖ为膜电位，ＶＮａ为翻转电位。以电
导值与最大电导值的比值对应膜电位分别绘制出给

药前后 ＩＮａ的激活曲线。所得曲线可以用 Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ
方程 Ｇ／Ｇｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ〔（Ｖ－Ｖｈ）／ｋ〕｝进行拟合，
式中 Ｇ为电导，Ｖ为膜电位，Ｖｈ为半数激活电压，ｋ
为曲线的斜率因子（图３Ａ）。结果表明，加５０μｍｏｌ·
Ｌ－１醋酸铅前后 ＩＮａ的 Ｖｈ分别为－（４２．０±０．６）ｍＶ
和－（３６．１±０．５）ｍＶ（ｎ＝１０，Ｐ＜０．０５），ｋ分别为
９．０±０．６和７．２±０．５（ｎ＝１０，Ｐ＞０．０５）。由此可
见醋酸铅可使 ＩＮａ的激活曲线显著右移，但不改变其
曲线的斜率因子。

ＩＮａ的失活曲线归一化后，经 Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程

Ｉ／Ｉｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ［（Ｖ－Ｖｈ）／ｋ］｝拟合，式中 Ｉ为电
流峰值，Ｖ为膜电位，Ｖｈ为半数失活电压，ｋ为曲线
的斜率因子（图 ３Ｂ）。结果表明，加 ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１

醋酸铅前后ＩＮａ的Ｖｈ分别为 －（５４．１±０．３）ｍＶ和
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Ｆｉｇ３． Ｅｆｆｅｃｔｏｆ５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｐｂ（Ａｃ）２ｏｎｔｈｅａｃｔｉ
ｖａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆ
ＩＮａｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｏｆｒａｔｓ．（Ａ）ＩＮａｗａｓｅｖｏｋｅｄ
ｂｙ１２ｍｓｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｐｕｌｓｅｓｆｒｏｍＨＰｏｆ－１００ｍＶｔｏ０ｍＶｉｎ１０
ｍＶｓｔｅｐｓａｐｐｌｉｅｄａｔａｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ０．２５Ｈｚ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅ
ｆｉｔｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＢｏｌｔｚｍａｎｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｏｒｍ：Ｇ／Ｇｍａｘ＝１／｛１＋
ｅｘｐ〔（Ｖ－Ｖｈ）／ｋ〕｝，ｗｈｅｒｅＧｍａｘｉｓｔｈｅｍａｘｉｍａｌｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ，Ｖｈ，
ｔｈｅｖｏｌｔａｇｅａｔｗｈｉｃｈｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｉｓｈａｌｆａｃｔｉｖａｔｅｄ，ａｎｄｋｉｓｔｈｅｓｌｏｐｅ
ｆａｃｔｏｒｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇｔｈｅｓｌｏｐｅｏｆｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ．ＢｅｆｏｒｅＰｂ（Ａｃ）２
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｖｈａｎｄｋｗｅｒｅ－（４２．０±０．６）ｍＶａｎｄ９．０±０．６，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｄｕｒｉｎｇ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｐｂ（Ａｃ）２ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｖｈａｎｄｋ
ｗｅｒｅ－（３６．１±０．５）ｍＶａｎｄ７．２±０．５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．（Ｂ）Ｃｕｒ
ｒｅｎｔｓｗｅｒｅｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙａｔｗｏｐｕｌｓｅｐｒｏｔｏｃｏｌ，ａ５００ｍｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ
ｐｒｅｐｕｌｓｅｔｏｖａｒｉｏｕｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ（ｆｒｏｍ －１２０ｍＶｔｏ０ｍＶ）ｗａｓｆｏｌ
ｌｏｗｅｄｂｙａ１２ｍｓｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｐｕｌｓｅｆｒｏｍ－１００ｍｓｔｏ－３０ｍＶａｐ
ｐｌｉｅｄａｔａｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ０．２５Ｈｚ．ＨＰ＝－１００ｍＶ．Ｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｉｎ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅｆｉｔｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＢｏｌｔｚｍａｎｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｆｏｒｍ：Ｉ／Ｉｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ〔（Ｖ－Ｖｈ）／ｋ〕｝，ｗｈｅｒｅＩｍａｘｉｓｔｈｅｍａｘ
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ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ．ＢｅｆｏｒｅＰｂ（Ａｃ）２ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｖｈａｎｄｋｗｅｒｅ
－（５４．１±０．３）ｍＶａｎｄ６．８±０．２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｄｕｒｉｎｇ５０
μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｐｂ（Ａｃ）２ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｖｈａｎｄｋｗｅｒｅ－（５８．３±０．５）ｍＶ
ａｎｄ９．８±０．５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．

－（５８．３±０．５）ｍＶ（ｎ＝１０，Ｐ＜０．０５），ｋ分别为６．８±
０．２和９．８±０．５（ｎ＝１０，Ｐ＜０．０５）。由此可见，醋

酸铅可使 ＩＮａ的失活曲线显著左移，且改变其斜率因
子。

３ 讨论

神经细胞膜电压门控性钠通道在神经元的信号

调控过程中具有十分重要的作用，同时它又是某些

神经毒素作用的靶点，这些毒素通过影响钠通道的

结构和功能而发挥其对中枢神经元的损伤效

应［５～７］。

当去极化刺激时，电压门控钠通道开启所形成

的内向 ＩＮａ是产生神经动作电位上升相的必要条件
和关键因素，因此，ＩＮａ的幅度是产生神经信号的关
键。本实验证实了铅降低 ＩＮａ的幅度，抑制 ＩＮａ的激
活过程，促进 ＩＮａ的失活化过程。说明了铅损伤了神
经信号的产生和传导过程，这一过程在铅抑制神经

细胞钙离子通道和钾离子通道，从而对神经细胞产

生损伤作用中起着一种辅助效应。另外，电压依赖

性 ＩＮａ的减小，会造成神经元胞内 Ｃａ２＋浓度降低，从
而抑制Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的活性，使得细胞难以超极
化，不利于恢复到静息电位。它会影响胞内 Ｋ＋浓
度，加速能量的消耗［８］。胞内正常水平的 Ｋ＋浓度
可抑制引起半胱天冬酶３效应的蛋白酶的激活和
凋亡的ＤＮＡ断裂；而胞内 Ｋ＋浓度的减小可激活半
胱天冬酶和核酸酶，进而诱导细胞凋亡［９］。另一方

面，能量消耗的加速导致能量供应不足，使 Ｃａ２＋
ＡＴＰ酶的活性降低，Ｃａ２＋外流减小，由此引起钙平衡
机制的破坏，造成胞内 Ｃａ２＋水平持续增高，导致蛋
白酶、磷脂酶和核酸内切酶活化，引起蛋白质、磷脂

和ＤＮＡ损伤，而且还会启动耗能代偿机制，导致与
功能有关的系统紊乱［１０］。本研究结果表明，铅可抑

制大鼠海马 ＣＡ１区神经元的 ＩＮａ的激活过程，促进
其失活过程，使胞内的钠离子浓度减小。分子的活

动是电压门控通道的基本特征，在膜去极化时，会有

快速激活的 ＩＮａ产生；ＩＮａ的激活推迟可能是铅快速
且具有高度选择性地进入离子通道，结合跨膜蛋白

氨基酸残基，在空间位置上关闭电压传感器来影响

门控电荷，从而诱导非正常状态下的离子通道构象，

从而影响钠内流。铅促使钠离子通道失活可能是铅

结合氨基末端的离子通道蛋白，通过另一条氨基酸

片段栓在通道的余留部分，进而使通道提前失活。

铅的这一影响会使膜 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶和 Ｃａ２＋ＡＴＰ
酶活性和功能改变，造成海马神经元损伤。这意味
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着铅对海马神经具有神经毒物的作用，它通过影响

ＩＮａ，从而改变胞内的Ｋ＋和Ｃａ２＋浓度，使神经系统出
现异常性质，破坏神经元细胞膜的电压感应。引起

钙平衡机制的破坏，使胞内 Ｃａ２＋浓度升高，造成中
枢神经系统损伤，从而提示铅污染可能与一些中枢

神经系统疾病和衰老有关，对此尚待进一步研究。
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