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摘要 目的  研究慢性孵育 Β2淀粉样肽   Β2°  对海马神经元上瞬时外向钾电流 Ι 和延迟整流钾电流

Ι的影响 ∀方法  在培养的大鼠海马神经元上用膜片钳全细胞记录钾通道电流 ∀结果  Β2°    Λ#
孵育细

胞  Ι电流幅度增加1 ? 1  电流密度由1 ? 1 #°ƒ增加至1 ? 1 #°ƒ 
Β2°   

Λ#
孵育  Ι电流幅度增加1 ? 1  电流密度增加至1 ? 1 #°ƒ 

呈浓度依赖性 Β2°  引起

的 Ι增加对 ×∞  #敏感 Β2°  上调 Ι的作用主要发生在 Β2°  用药后  内 ∀Β2°  对 Ι 无显著性

影响 ∀结论  Β2°  选择性地增加海马神经元上 Ι这一作用可能与 Β2°的神经毒性有关 ∀

关键词 Β2淀粉样肽   钾通道 膜片钳技术 海马神经元
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  Β2淀粉样肽Β2°的纤维化沉积是老年痴呆

⁄患者的主要病理特征之一 ∀

研究表明 Β2°不仅对神经元有直接的毒性 而且能

增加神经元对神经毒性物质的敏感性 ∀所以 Β2°

在 ⁄的发生和发展中起重要作用 但其作用机制

目前仍不清楚 ∀学习和记忆障碍是临床诊断 ⁄的

主要指标 ∀等≈首先报道钾通道参与与老

年化有关认知功能的损伤 并且认为钾通道在学习

和记忆过程中起重要作用 ∀目前关于 Β2°对钾通

道作用的报道很少且有争论 ∀ ⁄的病理损伤是否

涉及钾通道的活性尚属未知 ∀因此 为进一步探讨

钾通道在 Β2°神经毒性中的作用 本研究用培养海

马神经元与 Β2淀粉样肽  Β2° 慢性孵育 用

全细胞膜片钳的方法观察 Β2° 对电压依赖性外

向钾电流 Κ∂ 的影响 ∀
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先用多聚赖氨酸铺底的  培养皿≤每皿 

放入   ≤     的 ≤ 培养箱中培养 ∀

 后 加入阿糖胞苷  Λ#


抑制胶质细胞生

长 ∀细胞培养至    进行电生理实验 ∀

  全细胞膜片钳实验  将培养皿放置于倒置显微

镜×2型 ≠ °≥上 将培养皿内的培养液换

成人工脑脊液  ≤  #
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#
 1 选取海马锥体神经元细胞进行实

验 ∀微电极中国科学院上海脑研究所由 °°2型

拉制仪 ≤分两步拉制 充灌电极
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≤ 1 #

 ×°#  1

#用 调至  1后 电阻为     8 

采用高阻抗封接技术 负压打孔 形成全细胞钳制 ∀

≤ 1 程序  ÷ 通过 ⁄Π⁄ 转换板

⁄ ¬支持 ∞°≤2放大器进行刺激发

放和信号采集 并存储于 2°≤计算机中 ∀

  数据分析与统计  所有电流的测量 拟和等分

析均在 ≤1 ≤°ƒ× 1等软件上完

成 数据均以平均数 ? 标准差表示 采用 τ检验进行
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统计学处理 Π 1为差异有显著性 ∀

结 果

1  大鼠海马神经元钾通道亚型

当海马神经元给予保持电位在   ∂ 去极化

至   ∂ 波宽为  的刺激后 正常细胞上可

引出延迟整流钾电流Ι 其稳态电流峰值为

?   电流密度为 ?  #ƒ
 ν   ∀

该电流对 ×∞  #敏感图  当保持电位

变为   ∂ 去极化至   ∂ 波宽为  的

刺激后 此时可记录到的电流至少含有两种成分 即

瞬时外向钾电流Ι和 Ι在这两种钳制电位下记

录到的电流借助 ≤°ƒ×软件相减 即可得到 Ι 

最大峰电流值为 ?   电流密度为 ?

 #ƒ
 ν  该电流对  #的 2°敏

感图  ∀

2  慢性孵育 Β2ΑΠ25 − 35对延迟整流钾电流的影响

Β2°   Λ#
与细胞孵育  后 使去

极化至   ∂ 时的 Ι电流幅度增加 ?   

电流密度增至 ?  #ƒ
 ν   Π 1 

Β2°   Λ#
孵育  后 Ι电流幅度增加

达 ?   电流密度增至 ?  #ƒ
 ν 

 Π  1 呈浓度依赖性 图  ∀ ×∞ 

#对 Β2°   Λ#
孵育后的 Ι仍敏

感 抑制率达 ?   见图  ∀

ƒ∏  ∂2∏

∏∏∏ ∏

  Ι∏√    ∂    ∂   Ι

 #
×∞  Ι ∏ ∏  Ι 


∏ √

    ∂    ∂   Ι   #
2°

ƒ∏  ⁄∏ ∏Ι  ∏∏ ∏

  Ι    ∏  Ι   ∏ ¬  Λ#


2
   ≤  Ι ∏¬ Λ#


2   

ƒ∏  ∞  #
×∞  2

  ∏ ∏∏

3  Β2ΑΠ25 − 35孵育不同时间对钾电流的的影响

Β2°   Λ#
与海马神经元孵育  

后 Ι电流值显著增加  后达到高峰 ∀并持续

至  以上 而同样处理对 Ι无显著影响 至  

几乎未发生变化图  当 Β2° 浓度增至 

Λ#
时 Ι仍无显著改变图略 ∀这说明 Β2

° 选择性地影响延迟整流钾电流 ∀Β2°  孵

育  后 在相差显微镜下观察发现大量细胞出现
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胞体萎缩 晕光消失 突触变短等现象 全细胞钳制

很难进行 ∀

ƒ∏  × Ι ο ) ο  Ι π ) π 

¬∏2   Λ#


3
Π  1  3 3

Π  1 ϖσ   

  

讨 论

海马神经元上主要有两种电压依赖性外向钾电

流 Κ∂  一种是瞬时外向钾电流 Ι 有快速激活 快

速失活 对 2°敏感等特性 另一种是延迟整流钾

电流 Ι衰减缓慢 对 ×∞敏感 ∀本研究表明 在培

养大鼠海马神经元   上同样观察到以上两

种钾电流 这与文献报道基本一致≈ ∀由于 Κ∂ 有

控制细胞静息膜电位 参与形成动作电位 调节神经

元重复放电以及神经递质的释放等作用≈
所以它

对于维持细胞正常生理功能有重要的作用 ∀神经元

上的钾通道的变化 可引起膜兴奋性的改变 最终导

致细胞死亡≈ ∀海马是学习记忆的加工场 在记忆

严重减退的 ⁄患者的海马区域内 人们发现淀粉

样蛋白的沉积极为严重 这表明海马是 Β2°毒性的

易损区域之一≈ ∀因此研究 Β2°对海马神经元上

Κ∂ 电流的影响对于阐述 Β2°的神经毒性以及 ⁄

患者认知功能衰退机制均具有重要意义 ∀

本研究首次报道了慢性孵育 Β2° 对培养新

生大鼠海马神经元上 Κ∂ 的影响 ∀结果表明慢性孵

育 Β2°   以上可浓度依赖地选择性增加 Ι

而对 Ι 无影响 ∀这与 Β2°对皮层和 ≥细胞株

上对 Κ∂ 影响的结果
≈ 基本一致 ∀目前越来越多

的证据表明 通过电压依赖性钾通道引起钾大量外

流可能是一些中枢神经元程序化死亡包括 Β2°毒

性所致的重要环节 ∀无血清培养 星形孢菌素以及

Β2°所造成的皮层神经元的凋亡 均选择性地增强

Ι电流
≈ 

另外在皮层星型胶质细胞上 Β2°也同

样可引起 Ι的增加
≈

在 ⁄病人的原发部位如神

经细胞上也可出现 Β2° 上调引起钾通道的改

变≈ ∀  等≈ 报道可溶性 Β2° 前体蛋白

°°可通过激活大电导 ≤×÷2敏感的钾通道 而

减慢动作电位 产生超极化 ∀因此 通过电压依赖性

钾通道增加钾离子的大量外流 产生超极化 导致神

经元膜电位的改变 最终引起细胞的死亡可能是 Β2

°产生神经毒性的原因之一 ∀

文献≈报道急性脉冲式应用 Β2°    可选

择性阻断 Ι 而对 Ι无明显作用 这与我们的实验

结果相反 ∀我们知道 ⁄是属于慢性神经退行性病

变 Β2°的蓄积也是一长期渐进的过程 因此 慢性

孵育 Β2°较急性脉冲式给药更能准确地反映 Β2°

神经毒性的全过程 我们的实验更接近这一病理过

程 ∀

本研究发现 Β2°上调 Ι的作用主要发生在 Β2

°应用后  内 因此 我们提出 在 Β2°最终导

致细胞功能损伤 甚至死亡的过程中 Β2°上调 Ι

的作用很可能是这种级联放大反应早期阶段中的一

个重要启动因素 ∀所以 进一步研究 Β2°上调作用

的机制及选择性 对治疗和预防 ⁄具有重要的指

导意义 ∀通过提高细胞外 
浓度或者应用 ×∞均

能明显降低 Β2°对原代培养的神经元以及 ≥细

胞株的神经毒性≈  ∀这进一步证实增强延迟整流

钾电流可导致细胞死亡 而抑制这些电流可有效地

防止细胞死亡 ∀ 等≈报道一些钾通道开放

剂¬和 √在高浓度下 

 Λ#

也能保护神经元对 Β2°的损伤 但

这种保护作用不是由于其激活钾通道而产生的 更

主要的可能是发挥其抗氧化的作用 ∀虽然目前尚不

清楚 Β2°与钾通道之间的作用关系 但是可以肯定

地讲这是一个多因素多途径参与的病理机制 ∀氧化

应激很可能参与 Β2°对钾通道的损伤作用 ∀例如 

Β2°可通过对膜产生脂质过氧化作用来损伤 
Π


 2×°的功能 从而触发 Ι途径钾的大量外

流 
Π≤交换的反向转运 造成胞内钙的超载和

钾的丢失 加速细胞死亡≈ ∀

钾通道阻断剂过去曾在短期临床实验中用来治

疗 ⁄这主要是依赖其增加乙酰胆碱释放的作用 

但由于其副作用较大 难以广泛使用≈ ∀目前一些

证据表明 临床上治疗 ⁄的药物如他克林 丙戊茶

碱待发表等均对 Ι有明显的抑制作用
≈ ∀因

此 本研究结果进一步提示 抑制外向钾电流 尤其

是 Ι可能是未来寻找治疗 ⁄药物的新途径 ∀
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√≈  Βραιν

Ρεσ 746      

≈ ∞ ∞ °   ⁄ ≥∏ 2
 ∏ .   ∏  ∏

∏∏≈  Λιφε Σχι  59 

    

≈ ƒ∏∏ ≥•   ∞  ετ αλ √ 



∏ ∏ √  

Β22∏ ≈  Νατυρε  379 

  

≈  ≠   °  


  

 ∏¬√∏ Β2
¬ ≈  Βραιν Ρεσ 706    

≈        ετ αλ Β2
∏¬√

Π 2×°
√∏  ∏∏

 2Β2 ≈  ϑ Νευροσχι Ρεσ 50

    

≈ √ ∞°  √ ƒ   ∏  ∏2
2 

 √ ≈  ϑ Χλιν Πσψχηοπηαρµαχολ 12

    

≈  ⁄≥≥ ≥√

∏ ∏ ≈  ϑ Νευροβιολ

 32    

ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ ΧΗΡΟΝΙΧ ΕΞΠΟΣΥΡΕ ΤΟ ΒΕΤΑ2ΑΜΨΛΟΙ∆ ΠΕΠΤΙ∆Ε25 − 35

ΟΝ ς ΟΛΤΑΓΕ2ΓΑΤΕ∆ ΠΟΤΑΣΣΙΥΜ ΟΥΤΩΑΡ∆ ΧΥΡΡΕΝΤ
ΙΝ ΧΥΛΤΥΡΕ∆ ΡΑΤ ΗΙΠΠΟΧΑΜΠΑΛ ΝΕΥΡΟΝΣ

2 •  ÷2

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδεµψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ Πεκινγ Υνιον
Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤΑΙΜ ×√¬∏2  Β2°    

∏Ι Ι∏∏∏∏ΜΕΤΗΟ∆Σ  ∂2
∏∏∏∏2∏∏∏

∏ΡΕΣΥΛΤΣ  ≤¬Β2°    Λ#


 × Ι∏∏

 ?  ν  Π1∏  ?  #°ƒ 
 ?  #°ƒ

ν 

 Π1  ∂  • Β2°    Λ#


 Ι   ?

 ν   Π 1∏  ?  #ƒ
ν   Π1×Β2

°   2× Ι∏ Β2°   √

#
×∞× Ι    ¬∏Β2°    Ι 

√∏¬∏Β2°  ν Π1ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  2Ι∏

√×Β2°∏∏¬∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ2  ∏∏∏

##药学学报 °∏≥    




