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背根神经节!;"4’R. 6""( 7R$9.-"$";67#神经元是一类具
有假单极结构特征的初级感觉神经元"外周感觉信息起始于
它的外周末梢并从外周向中枢传导至脊髓背角"借中枢末梢
释放的神经递质作用于突触后靶细胞"对感觉信息进行初步
加工"完成初级感觉信息的传递 def$ 由于 ;67 神经元在痛觉
信息传递中起着特别重要作用" 所以在 ;67 细胞膜上促使
动作电位产生传导痛觉信息的主要离子流%%%电压门控性
钠通道的研究正受到国内外研究者越来越多的追捧 dXf$ 因此"
分离好的 ;67神经元" 认知 ;67神经元的好坏状态" 区分
;67神经元的电生理特性就显得尤其重要$本文首次系统介
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在获取大鼠背根神经节神经元后!全细胞膜片钳技术记录动作电位和钠电流!探讨大鼠背根神经节细胞的分离方法和细胞

形态以及电生理特征"结果显示!本实验能得到完整圆形或椭圆长条形的大鼠背根神经节体"正常的单个背根神经节神经元呈圆形

或椭圆形!大小不等!胞膜清晰!折光性好!隐约可见细胞核"在背根神经节细胞上记录的动作电位呈正立锐角三角形!静息电位小!

动作电位时程短" 背根神经节神经元的钠通道最大电流密度为#230456!6467$ 89:8;!几乎能被河豚毒素#<<=$完全抑制% 本实验
分离方法简单易行!背根神经节神经元容易获得和辨认!电生理特征明确!适用于神经系统疾病的电生理特征研究和治疗药物观

察"

膜片钳技术&背根神经节神经元&大鼠&电生理特征
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绍了 !"# 神经元的急性分离方法及认知活的神经元好坏形
态! 采用全细胞膜片钳技术记录 !"$ 神经元离子通道电生
理特征! 目的是使借助 %"$ 神经元从事膜片钳技术实验者
能够正确判断和认知 !"$神经元及其特征"

! 材料与方法
!"! 实验动物与溶液试剂
实验动物均选为出生后 &’ ( 左右的雄性成年 )*+,-. 大

鼠#武汉大学医学院实验动物养殖中心提供$!体重 /’’!01’
2%实验使用 34.5(6 液成分&7-89 0&1 ::59;<!=89 1>? ::59;<!
8-89@ 0>A ::59;<! B289@ 0::59;<! 7-C@DE? ’>&& ::59;<!
CFDFG 0H ::59;<! 葡萄糖 0’ ::59;<!IC 值用 7-EC 调至
J>&1% 无 8-@K 34.5(6 液和含有 H>@ ::59;< 8-@K的 34.5(6 液分
别为 34.5(6 液中无 8-89@ 和仅加 H>@ ::59;< 8-89@% 记录 !7-
的电极内液成分 &8+89 /@H ::59;<!8-89@ / ::59;<!B289@ 1
::59;<!7-@L3D 1 ::59;<!M$3L // ::59;<!CMDMG /H ::59;<!
葡萄糖 /H ::59;<!IC 值用 8+EC 调至 J>&’记录 !7-的电极外
液 成 分 &7-89 &1 ::59;<!氯 化 胆 碱 /HH ::59;<!=89 1>?
::59;<!8-89@ H>/ ::59;<!B289@ / ::59;<!7-C@DE? H>&& ::59;
<!CMDMG /H ::59;<! 葡萄糖 /H ::59;<!IC 值用 7-EC 调至
J>&% 记录动作电位的电极外液和内液分别采用记录 !7-的电
极外液和内液% 胶原酶 NN(胰蛋白酶#,4I6 NNN$(胰蛋白酶抑制
剂 #,4I6 NNOG$(CMDMG(8+89(8+EC(7-@L3D(氯化胆碱 (M$3L
均为 G*2:- 公司产品!河豚毒素#36,.5(5,5P*Q!33R$购自河北
省水产研究所!%BMB#%ST6UU5V+ B5(*W*6( F-296V+ B6(*S:$培
养液为 $*TU5公司产品!其他试剂为国产分析纯%
!"# 分离单个 $%&神经元
参考文献X&Y!先阿托品#H>H? :2;Z2$皮下注射!1 :*Q后腹

腔注射 1[异戊巴比妥钠#1H :2;Z2$麻醉%将大鼠取俯卧势固
定在小动物实验台上!备皮(消毒(铺无菌手术巾!按无菌操
作要求钝性分离带有棘突和横突的胸腰段脊柱! 置于 0HH[
E@ 饱和的 !BFB 液内 \ 溶液 IC 值为 J>?! 渗透压为 &?H
:E+:;Z2% 然后!在显微外科镜下用显微外科剪和显微外科镊
仔细剪除与脊柱相连神经和周围的结缔组织被膜(棘突和横
突!暴露椎间脊髓!牵起脊髓!咬开椎管处的椎间孔!露出膨
大附着后根的 !"$!大小约 0 ::!表面光滑!小心用显微外
科剪剪去 !"$ 两端的脊神经干! 保留膨大部分! 就是 !"$
体% 后用塑料滴管吸取 !"$体!移到另一个盛有无菌 !BFB
培养液的 &1 :: 培养皿中!尽可能地剪碎 !"$ 体!后加入胰
蛋白酶 N 型#H>1 :2;:<$!胶原蛋白酶 NN 型#0>H :2;:<$!并将
培养皿置于恒温振荡水浴器 #&1"!AH 次;:*Q$中振荡(孵育

?1 :*Q!显微镜下观察出现单个 !"$ 神经元后!加入胰蛋白
酶抑制剂#0>@1 :2;:<$终止酶的消化作用!再将 !"$ 细胞悬
液转移到容积为 0!0>1 :< 经过改进的适合膜片钳记录的细
胞记录槽中 X?Y!静置 &H :*Q!待细胞贴壁后!用记录 !7-的细胞
外液更换 !BFB 培养液 @ 次! 高倍镜下观察单个 !"$ 神经
元形态!根据目镜测微标尺所测定的细胞长轴和短轴计算得

出受检细胞直径的平均值!并开始全细胞膜片钳记录过程如
下%

!"’ 全细胞膜片钳记录
保持室温 @@!@]"!将盛有单个 %"# 神经元的细胞记录

槽置于倒置显微镜 #日本 E94:IS+ 公司!NR JHO0@@$ 载物台
上!观察 %"# 神经元的形态(大小(状态的优劣度!选取直径
@H^?H !:(胞膜完整(胞质清晰的优质 !"$ 细胞作为记录对
象% 分别用记录动作电位和 !7-的细胞外液#0HH[氧饱和$冲
灌预先加入到细胞记录槽中的静止贴壁单个 !"$ 神经元 0H
:*Q!用全细胞膜片钳记录方法对细胞进行钳制!脉冲信号由
DS9+6KDS9+6W*, 软件 #_6.+*5Q A>&0!德国 CF=L 公司 $控制 !经

FD8O‘ 放大器#德国 CM=L 公司$放大后通过 L2OL289 电极
丝和被填充记录动作电位或 !7-电极内液的玻璃微电极导入
细胞!产生的电流信号经 MD8O‘ 放大器转换!信号为 DS9+6 软
件收集并存储于计算机的硬盘中% 采用 N25. D.5 分析软件
#_6.+*5Q &>&0!美国$对实验图形进行拟合分析处理并应用到
论文中% 玻璃微电极是用玻璃管毛胚#中国科学院上海生理
研究所!##O0J$经微电极拉制器#7-.*+a*26 公司!DDOA&$二步
拉制尖端为 0!0>1 !: 而成!电极冲灌电极内液!入细胞外液
后电阻为 @>1!&>1 B"% 补偿液接电位!调节三维操纵器#7-.#
*+a*26公司!B7O&和 BEO@H&$ 使电极尖端移向细胞表面!对
单个 %"# 神经元进行封接% 当封接电阻达 0 HHH B" 以上
后!补偿快电容!并施加负压吸破细胞膜!后给予慢电容和漏
电容补偿!形成全细胞记录模式%

!"( 动作电位和钠电流的记录过程
在全细胞记录模式形成后!分别进行记录动作电位和钠

电流 !7-过程% 首先是记录动作电位的钳制方案!在电流钳制
条件下!注入 ]HH IL 电流钳制!持续 0H :+!引出动作电位!
稳定 1 :*Q后!再一次记录动作电位!作为最后的分析数据储
存于计算机% 动作电位观察指标&动作电位时程复极化 1H[
#LD%1H$和复极化 ‘H[#LD%‘H$!静息电位#"D$!动作电位幅度
#LDL$% 记录 !7-的钳制过程采用电压钳制#_59,-26 U9-:I$方
案!具体要求是在细胞外液中加入 8(89@#0HH !:59;<$以阻断
8-@K电流! 电极内液中用 8+89 代替 =89 以消除 =K电流的干

扰!钳制电位OAH :b!指令电位OJH^K&H :b!阶跃 0H :b!钳
制时间 ?H :+!刺激频率 H>1 Cc!可以记录到一组非常明显的
快速内向性电流%

!") 统计学处理
数据以 "!# 表示! 组间比较采用 $ 检验! 用 E.*2*Q ]>H

#B*U.5U-9公司!dGL$ 统计软件进行方差分析各组实验数据!
以 %eH>H1为差异有显著性%

# 结果与分析
#"! 单个 $%&神经元的形态特征
大鼠 !"$ 呈圆形或椭圆形长条形!大小为 0^0>1 ::!颜

色呈发亮的黄白色!边缘光滑!可完整地从椎间孔的附着处
分离下来% 高倍镜下#?H$0H$单个 !"$神经元呈圆形或椭圆
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!!"

形!大小不等!小细胞直径 !"#$" !%!中细胞直径 $"#&" !%!
大细胞直径 &"#’" !%" 状态好的 ()* 神经元胞膜清晰#透
明#完整!折光性好!边缘清脆!有光晕!隐约可见细胞核$图 +
$,%%" 状态差的 ()* 神经元!胞内有颗粒!颗粒分散!没有折
光性!胞膜薄!胞浆呈碎裂状!看不见细胞核$图 !$-%%"

"#" $%&神经元的动作电位特征
在 ()* 细胞上记录的动作电位都是典型的!均具有从 .

期到 & 期!呈正立锐角三角形态$!/0%$图 1$,%%!与记录正常
心室肌细胞动作电位的形态相比 2"3!()* 细胞的动作电位没
有心肌细胞动作电位所特有的 1 相平台期$图 1$-%%"

()* 细胞的 )4明显变小!54(6.和 54(".显著变窄 $"7
.8.+!!#0%!但 545没有显著差异$"9.8."!!/0%$表 +%"

"#’ $%& 神经元的钠电流特征
当对 ()* 细胞进行 $:,记录时! 可见内向性电流在;’.

%< 开始激活!;=. %< 达到最大值!然后开始减小!最大电流
密度为$;’18.&!&8&"% >5?>@$图 =$,%%" 给予 AAB$=. !%CD?E%作
用细胞 " %FG!可见各钳制电压下的电流均显著减小!最大电
流密度为$;H8=1!181=%>5?>@$与对照组相比 "7.8.+!!/0I$图
=$-%%!证明本实验所记录的内向性电流为 $:,"在 AAB 作用之
后!改用记录钠通道的细胞外液冲灌细胞!发现最大电流密
度又恢复到接近用药前的水平!变为$;"&8J=!J80H%>5?>@$与
对照组相比!"9.8."!!/+J%$图 =$K%%!表明 AAB 对 ()* 神经
元细胞的 $:,的抑制作用是可逆的"

’ 讨论
在利用膜片钳技术探讨神经系统疾病发生的电生理特

征及其药物作用时!作为研究对象的 ()*神经元要求具有呼
吸活性#细胞膜完整#平滑#清洁度好!大小适中!利于玻璃微
电极对细胞进行高阻抗封接等特性" 从本研究得到的经验
是&在显微外科条件下解剖大鼠 ()*!实验需要解剖显微镜!
显微外科钳#镊和显微外科剪!要尽量在无菌环境下进行每
一个步骤" 在夹持 ()*时!千万不要夹持 ()* 膨大部分!应
夹持 ()* 两端! 以免损伤 ()* 神经元的分离成果" 由于

()* 所处的节段不同!大小#形态略有差异!颈膨大和腰膨大
处神经节长约 +8&#+8’ %%!厚约 .80 %%2’3!容易辨认!如果对
神经节所在节段没有特别要求!多选择此处!便于实验者掌
握和控制"
对急性分离单个 ()*神经元!实验者应注意掌握胶原酶

和胰蛋白酶的量和消化时间!一般采用双酶消化!时间为 &"
%FG!但要根据具体情况而定!酶量加大时!缩短消化时间" 胶
原酶 LL 型较 L 型活性温和! 笔者主张采用胶原酶 LL 型为佳!
另外!消化过程应严格在 ="#=H"水浴振荡摇床中低速振荡!
通上小量的 +..M NJ!在孵育到 J" %FG 后!每隔约 = %FG 吸培
养液 + 滴到显微镜下观看是否有细胞出现! 一旦出现单个

()* 细胞!应立即用胰蛋白酶的抑制剂终止酶的消化!不能

图 ( 没有活性的 $%& 神经元细胞!!"和有活性的
$%&神经元细胞!)"!*+!,-"

./01 , 2)3456!7 $%& 389543 :!; !3< 3456!7 $%&
389543 :); :*-!,-;

!!" !)"

图 " $%& 神经元的动作电位!!"和心室肌细胞动作电位!)"
./01 " 2=>/43 ?4>83>/!7 4@ $%& 389543 :!; !3< !=>/43

?4>83>/!7 4@ =!5</46A4=A>8 :);

表 , $%& 细胞与心室肌细胞动作电位各参数
大小的比较!!!"##BC"

D!)78 , E46?!5/F43 4@ G!5/49F ?!5!68>85F )8>H883 $%&
389543 !3< =!5</46A4=A>8 :!!"I #BC;

!)"

类 别 54(".?%O 54(6.?%O )4?%< 545?%<
()* 神经元
心室肌细胞

+.8"!+86P
0=8’!&8=

H08+!=81P
+’08H!&8+

;&H81!18"P
0H8+!18’

+."8=!"80Q

!!’8’!=8!

注! P 为与心室肌细胞动作电位相比""7.8.!#Q 为与心室肌细胞动作
电位相比""9.8."$

:CRSOT P %S,GO "7.8.+ ,O KC%>,USV WFRX 54O FG K,UVFC%YCKYRSOZ Q %S,GO
"9.8." ,O KC%>,USV WFRX 54O FG K,UVFC%YCKYRSO8

图 ’ 正常 $%& 神经元细胞!!"$DDJ 作用后!)"
和冲洗后!="的 $K!

./01 ’ $K! 4@ =43>547 0549? :!;I DDJ 8@@8=>:);
!3< H!FL49> :=;

!)"

!="

!!" !)"
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由中国通信学会主办!中国通信学会学术工作委员会承办!"通信学报#和 !"#$% !&’’($#)%*#&$+ 协办的$第 ! 届中
国通信学会学术年会%将于 "##$ 年 %% 月召开& 本届学术年会的主题是$信息通信技术创新发展与信息产业融合%!内容
涵盖通信类各专业领域& 本届年会将设多个分会场和青年科学家沙龙就通信领域热点话题和最新研究进展开展深入’广
泛的学术交流&
会议主要征文范围包括(但不限于)以下领域*信息通信网络技术!通信管理!光通信!无线和移动通信!卫星通信!&’

应用与增值业务!通信软件!通信理论与信号处理!通信专用集成电路!国防通信!通信安全!电磁兼容!通信设备制造!通
信建设工程!通信线路!通信电源!无线电应用与资源管理!多媒体通信!航天信息化!农业信息化!企业信息化&
本次会议论文集将出版两卷& 符合 &()’ 检索水平的中文和英文文章将由美国 (*+,-.+/+* 0,1,23*4 ’567+14+-8 公司

出版 &()’ 卷&其他收录的中文论文将由国防工业出版社正式出版论文集(普通卷)& 符合 9+ 检索水平的优秀中文文章可
推荐至"通信学报+正刊和增刊发表& 符合 (:&9 检索水平的优秀英文文章可推荐至 !"#$% !&’’($#)%*#&$+&
投稿电子信箱**+*-4;.<=>*<=!征文截止日期为 "##$ 年 $ 月 ? 日&
联系人*冯幼荣,电话*%@"!$%#@?"#,会议网址*AAA>7,2B,31.5B+<>*-!4..CDEF=,,.+-8>*4+-2G*+*H<38I*-&

!第 !届中国通信学会学术年会"征文

等到 !" #$%! 所用的 &’(’液应高压灭菌"调整好渗透压和
酸碱度! 正如笔者实验结果中所描述"只有控制好各步骤的
要求"分离出的单个神经元细胞才能胞膜清晰#表明光洁"胞
浆完整"具有很好的折光性"才能符合接下来的膜片钳钳制
要求! 另外"没有特别提示要求"选择细胞大小也很关键"钳
制时应选择中型细胞为佳! 一个好的细胞在高阻抗封接细胞
膜并打孔后"活性仍然可以保持很长时间"直到整个实验药
物观察顺利完成!
为了便于读者掌握 &)* 神经元的电生理特征"本文以心

肌细胞作为对比" 记录并描述了 &)* 神经元细胞电动作电
位特征" 通过经典的钠通道敏感阻滞剂 ++, 干预从 &)* 神
经元细胞上记录到的钠通道"说明钠通道的特性"可发现在
正常的 &)* 细胞上记录的动作电位都是典型呈正立锐角三
角形态"静息电位小" -.&/0和 -.&"0都短! 记录的 !12最大电
流密度为$34560!!!6!"% 7-879"几乎能被钠通道特异性阻滞
剂 ++,完全阻滞"同时在经过正常的钠通道细胞外液冲洗交
换后"被阻滞的 !12又能回到正常值附近"表明记录的电流为
典型的 &)* 神经元细胞的钠电流!

! 结论
根据本实验步骤和结果"笔者认为对于大鼠 &)*神经元

的分离和电生理特征认识" 首先应在实验前查看相关资料"
以无菌显微外科手术分离 &)* 体! 用严格实验条件和选择
双酶消化步骤分离形态适中#完整#活性好的 &)* 神经元"
给相关研究人员一个清晰感观轮廓"认识单个 &)* 神经元!
最后" 通过膜片钳记录 &)*神经元的动作电位和 !12的电生

理特性"对最终判断 &)* 神经元优和劣做出定性认识"学会
钳制 &)*神经元和记录 &)*神经元电流及其药物作用! 目
的是有效帮助研究神经系统疾病的科研人员正确及时分离

&)* 神经元"熟练掌控 &)* 神经元的电流活动的钳制技术"
确切判定 &)*神经元的电生理特性和药物作用!
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