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TRPM4通道抑制剂9-菲酚对胰岛β细胞 INS-1电活动的抑制作用

刘慧芳#, 张从晓*#, 王克威*

(青岛大学药学院, 山东 青岛 266071)

摘要: 细胞内钙激活通透单价阳离子的瞬时受体电位M4 (transient receptor potential melastatin 4, TRPM4) 通道

在胰岛 β细胞表达, 但是调节TRPM4的功能是否影响胰岛细胞的电活动尚需研究。本研究通过电生理方法, 探讨

了TRPM4通道抑制剂 9-菲酚对胰岛 β细胞动作电位发放的影响。采用全细胞电流钳技术, 记录了不同浓度 9-菲酚

对胰岛 β细胞放电频率、电位峰值及振幅的影响。结果显示, 9-菲酚对甲苯磺丁脲刺激胰岛 β细胞产生的动作电位

发放频率有显著的抑制作用, 且呈剂量依赖性, IC50值为 14.99 ± 7.93 μmol·L-1。此外, 9-菲酚对电刺激胰岛 β细胞产

生的动作电位发放频率也有相似的剂量依赖性抑制作用; 对甲苯磺丁脲刺激胰岛 β细胞产生的动作电位峰值和振

幅也均有显著的抑制作用。本研究结果表明, TRPM4通道的功能能够影响胰岛 β细胞动作电位的放电模式, 为

TRPM4通道在胰岛β细胞的研究提供了药理学实验方法和理论依据。
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Abstract: The Ca2+-activated monovalent cation selective transient receptor potential melastatin 4 (TRPM4) 

channel expressed in pancreatic β -cells is implicated in the β -cell function and insulin secretion, but how 

pharmacological function of TRPM4 channel affects membrane excitability of β -cells remains largely unknown. 

Here, we report that pharmacological inhibition of TRPM4 by specific inhibitor 9-phenanthrol attenuates electrical 

activities of pancreatic β-cells. In whole-cell current clamp recordings, 9-phenanthrol results in inhibition of action 

potential frequency induced by tolbutamide of the INS-1 pancreatic β -cells in a dose-dependent manner with an 

IC50 value of 14.99 ± 7.93 μmol·L-1. Similarly, 9-phenanthrol also inhibited action potential firing in INS-1 cells 

stimulated by current injection. Further recordings of β-cells demonstrate the significant inhibitory effects on action 

potential peak and action potential amplitude by 9-phenanthrol. Taken together, our results show the involvement 

of TRPM4 channel function in pancreatic β-cells depolarization and action potential, it provides pharmacological 

experimental methods and theoretical support for the study of TRPM4 channel in pancreatic β-cells.
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瞬 时 受 体 电 位 M4 (transient receptor potential 

melastatin 4, TRPM4) 通道是存在于细胞膜上的胞内

钙激活的非选择性单价阳离子通道蛋白[1], 在人 β细

胞、啮齿类动物胰岛及多种啮齿类动物胰岛素瘤细胞

中广泛表达[2,3], 并参与介导胰岛 β细胞的生理功能[4,5]。

TRPM4通道激活使得细胞膜电位发生改变, 膜上电压

依赖性钙离子通道打开, 使 β细胞以钙离子依赖性的

方式去极化[6]。胞内钙离子浓度的升高促进含胰岛素

的分泌囊泡与质膜的融合 , 从而促进胰岛素分泌[7]。

抑制TRPM4通道功能可使钙信号幅度降低, 并使葡萄

糖刺激产生的胰岛素量减少[8]。

近年来有文献[9,10]报道, GLP-1通过激活蛋白激酶

C (protein kinase C, PKC) 从而激活TRPM4通道, 导致

钠离子依赖性的膜去极化, 并刺激胰岛素分泌。胰岛

β细胞电活动在介导胰岛素分泌中发挥着关键作用[11], 

细胞膜电位的快速振荡导致细胞内钙信号的振荡, 电

活动伴随着胞质内游离钙离子浓度的变化, 进而驱动

胰岛素的搏动性分泌[12]。并且只有在膜电位持续波动

的情况下, 胰岛素才能不断释放[13]。动作电位的发放

依赖于电压门控钙离子通道的开放[12], 胰岛 β细胞电

活动的启动导致动作电位的快速爆发, 在动作电位的

峰值达到−20 mV及以上时, P/Q型钙离子通道 (CaP/Q) 

打开, 细胞内钙离子浓度的增加会触发含胰岛素的分

泌颗粒发生胞吐作用, 从而增加胰岛素分泌[14]。

到目前为止, 仍没有研究发现特异性的TRPM4通

道激动剂, 而TRPM4通道抑制剂 9-菲酚由于良好的选

择性 , 是目前 TRPM4 通道功能实验中常用的效应

剂[15-17]。研究报道, 9-菲酚能够使葡萄糖刺激大鼠胰岛

分泌的胰岛素含量降低[18], 然而其对胰岛 β细胞动作

电位的具体作用还未见报道。因此, 本研究采用全细

胞电流钳技术, 探索TRPM4通道抑制剂 9-菲酚对胰岛

β细胞电活动的影响。

材料与方法

试剂 IMDM (Iscove's Modified Dulbecco Medium) 

基础培养基 (美国Gibco公司); 胎牛血清 (fetal bovine 

serum, FBS, 美国Pan公司); 甲苯磺丁脲 (美国MCE公

司); 9-菲酚 (美国 Sigma 公司); 大鼠胰岛细胞瘤细胞 

(INS-1) 细胞株 (北京协和细胞库)。

仪器 ECLIPSE Ti 型显微镜 (日本 Nikon 公司); 

HEKA EPC10放大器 (德国HEKA公司); MDZ电极拉

制仪 (德国 Zeitz 公司); 重力灌流系统 (美国 ALA 公

司); 微量移液器 (德国Eppendorf公司); pH计 (北京屹

源电子仪器科技公司); 实验室水纯化系统 (PALL过滤

器北京有限公司); 细胞培养箱 (美国Thermo公司); 超

净工作台 (中国海尔公司); BSA124S 型电子天平 (德

国Sartorius公司)。

细胞培养 将 INS-1 细胞置于含有体积分数为

15% FBS的 IMDM培养基中, 在 37 ℃、5% CO2的培养

环境中进行培养。细胞每 3～4天传代一次, 膜片钳实

验前一天将 INS-1细胞进行铺片培养。

甲苯磺丁脲刺激胰岛 β细胞的全细胞电流钳记

录 根据文献[9]配制电极内外液, 并用电极外液配制

不同浓度的 9-菲酚。将细胞爬片置于含有电极外液的

浴槽中, 在显微镜下挑选形态饱满、边界清晰发亮的细

胞置于视野中央。给予玻璃电极正气压后, 通过定向

推进器将玻璃电极移入浴槽中, 玻璃电极入液后阻值

为 4～6 MΩ。将电极靠近细胞后释放正气压, 进行细

胞封接。如果封接良好, 当电极与胞膜之间的阻值达

到GΩ水平后, 将膜电压设置为−60 mV, 再给予细胞适

当负气压后对细胞进行破膜, 将膜电流设置为 0 pA后

开始记录动作电位。先加入 100 μmol·L-1甲苯磺丁脲

刺激胰岛 β细胞产生动作电位, 当动作电位稳定即动

作电位发放频率在 2 min内未出现明显衰减的趋势时, 

然后再加入不同浓度的 9-菲酚 (含 100 μmol·L-1甲苯磺

丁脲)。

电刺激胰岛 β细胞的全细胞电流钳记录 细胞完

成封接破膜后, 给予细胞电流刺激, 采样频率20 kHz, 采

样时间为50 s, 前100 ms为0 pA, 之后注入20 pA电流。

统计学分析 采用 Patchmaster 进行全细胞膜片

钳数据记录 , Origin 8.6 进行 IC50曲线拟合。Clampfit 

10.6 统计动作电位发放个数 , 统计数据经 GraphPad 

Prism 5采用one-way ANOVA和 t test统计分析方法处理

获得, 实验结果均以平均值mean ± SEM的方法表示。

结果

1 9-菲酚对甲苯磺丁脲刺激胰岛 β细胞产生的动作

电位的影响

与 100 μmol·L-1甲苯磺丁脲刺激 INS-1 细胞产生

的动作电位频率相比, 不同浓度 (0.01、0.1、1、10、30、

50、100和 1 000 μmol·L-1) 的 9-菲酚对动作电位频率的

抑制率分别为 16.4% ± 6.2%、31.6% ± 3.8%、25.9% ± 

9.7%、57.0% ± 15.2%、69.9% ± 19.8%、80.0% ± 8.0%、

89.6% ± 13.4% 和 84.8% ± 12.0% (图 1A)。结果表明 , 

100 μmol·L-1甲苯磺丁脲诱导 INS-1 细胞产生的动作

电位被不同浓度的 9-菲酚呈剂量依赖性的抑制 , 

使用希尔方程拟合后得到 9-菲酚的 IC50值为 14.99 ± 

7.93 μmol·L-1 (图1B), Hill系数为1.70。

在同一个 INS-1细胞上依次加入不同浓度 (1、10

和 50 μmol·L-1) 的 9-菲酚 (含 100 μmol·L-1 甲苯磺丁
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脲), 其对动作电位频率的抑制率分别为 17.8% ± 

5.0%、51.3% ± 9.0% 和 81.5% ± 10.8% (图 2A)。由图

2B可见, 与不同浓度 9-菲酚在单个细胞上测得的动作

电位抑制率相比, 其结果一致。当不同浓度的 9-菲酚

相继作用在同一个 INS-1细胞时, 9-菲酚对甲苯磺丁脲

诱导胰岛 β细胞产生的动作电位也能够呈剂量依赖性

的抑制。

2 9-菲酚对电刺激胰岛β细胞产生的动作电位的影响

将 10～50 pA的电流脉冲依次作用在 INS-1细胞

200 ms。结果显示, 在 10 pA 的电流刺激下细胞不会

产生动作电位 , 在 20 pA 的电流钳制条件下会诱导

INS-1 细胞产生动作电位 , 使细胞膜电位去极化

至−50 mV左右 (图 3A)。动作电位频率随 9-菲酚浓度

的增加而降低。20 pA电流作用在 INS-1细胞产生的

动作电位频率为 2.1 ± 0.5 Hz (图 3B)。1 μmol·L-1 9-菲

酚组动作电位频率为 1.8 ± 0.6 Hz (图 3C), 抑制率为 

16.6% ± 6.4%; 10 μmol·L-1的9-菲酚组动作电位频率为

0.8 ± 0.3 Hz (图3D), 抑制率为65.1% ± 7.2%; 50 μmol·L-1

的 9-菲酚组动作电位频率为 0.2 ± 0.1 Hz (图 3E), 抑制

率为 92.0% ± 5.3%。与对照组进行比较, 不同浓度的

9-菲酚对胰岛 β细胞动作电位发放均有一定的抑制作

用, 并且具有剂量依赖的关系 (图3F)。

3 9-菲酚对胰岛 β细胞动作电位峰值和动作电位振

幅的影响

100 μmol·L-1 甲苯磺丁脲刺激 INS-1 细胞产生的

动作电位如图 4A 所示 , 之后加入 10 μmol·L-1 9-菲酚 

(图 4B)。与 100 μmol·L-1甲苯磺丁脲刺激 INS-1 细胞

产生的动作电位振幅和动作电位峰值相比, 10 μmol·L-1 

9-菲酚使得动作电位的振幅由 58.7 ± 8.1 mV 降低至

43.7 ± 11.0 mV (图 4C), 平均降低了 15.4 ± 5.0 mV, 抑

Figure 2　Effect of different concentrations of 9-phenanthrol on the AP frequency of the single pancreatic β-cells. A: Representative AP in 

response to 100 μmol·L-1 tolbutamide were inhibited by increasing concentrations of 9-phenanthrol from 1 to 50 μmol·L-1; B: Effect of 

9-phenanthrol on AP inhibition rate from the single cell, in presence of 100 μmol·L-1 tolbutamide. n = 3, mean ± SEM. **P < 0.01, ***P < 

0.001 (one-way ANOVA)

Figure 1　 Effect of 9-phenanthrol on the action potential (AP) frequency of pancreatic β -cells with 100 μmol·L-1 tolbutamide. A: 

Tolbutamide (100 μmol·L-1) evoked the AP firing, the AP was inhibited by co-application of 100 μmol·L-1 9-phenanthrol (n = 3); B: Curve 

fitting analysis of dose-dependent inhibition of AP by 9-phenanthrol with an IC50 of 14.99 ± 7.93 μmol·L-1. n = 3−7, mean ± SEM
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Figure 4　Effect of 9-phenanthrol on the membrane potential of pancreatic β-cells stimulated with 100 μmol·L-1 tolbutamide. A: 100 μmol·L-1 

tolbutamide-stimulated; B: 100 μmol·L-1 tolbutamide-stimulated + 10 μmol·L-1 9-phenanthrol; C: Effect of 9-phenanthrol on AP amplitude, 

in presence of tolbutamide; D: Effect of 9-phenanthrol on AP peak, in presence of tolbutamide. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05 (paired 

student′s t tests)

Figure 3　Current-clamp recordings in pancreatic β -cells. A: Electrical activity induced by electrical stimulation (10 pA and 20 pA as 

indicated) in the different experiments (n = 20); B: AP evoked by electrical-stimulation (20 pA); C: AP evoked by electrical-stimulation 

(20 pA) + 1 μmol·L-1 9-phenanthrol; D: AP evoked by electrical-stimulation (20 pA) + 10 μmol·L-1 9-phenanthrol; E: AP evoked by 

electrical-stimulation (20 pA) + 50 μmol·L-1 9-phenanthrol; F: Effect of different concentrations of 9-phenanthrol on AP firing frequency, in 

the presence of electrical stimulation (20 pA). n = 3, mean ± SEM. **P < 0.01 (one-way ANOVA)
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制率为 26.2% ± 9.7%。9-菲酚还引起动作电位峰值由

17.5 ± 5.6 mV 降低至 8.5 ± 2.9 mV (图 4D), 平均降低

了 8.5 ± 3.1 mV, 抑制率为 50.1% ± 7.6%, 差异均有统

计学意义。

讨论

胰岛 β细胞是一种可兴奋性细胞, 葡萄糖诱导 β细

胞产生的膜电位周期性变化对胰岛素的持续释放至关

重要, 任何促进胞内钙离子浓度增加的方式都可能促

进胰岛素分泌[13]。到目前为止, 介导葡萄糖反应去极

化的内向电流成分尚不完全明确, 但越来越多的遗传

学和电生理实验证据表明TRP通道可能参与其中[12]。

TRPM4通道在许多器官包括兴奋性和非兴奋性细胞

细胞膜上广泛分布, 参与调节细胞膜电位和钙离子动

态平衡, 介导了胰岛素分泌过程中胰岛 β细胞膜的去

极化[19]。胰岛 β细胞动作电位频率的变化可以直观反

映胰岛素分泌的多少, 动作电位频率的急剧下降会严

重损害胰岛素分泌, 相反, 动作电位频率增加可以使胰

岛素分泌量上升[13]。本研究通过测定胰岛 β细胞动作

电位 , 利用 TRPM4 通道特异性抑制剂 9-菲酚验证

TRPM4通道在胰岛 β细胞电活动中的作用, 为研究胰

岛 β细胞的生理功能提供药理学实验模型。研究结果

表明, 100 μmol·L-1 9-菲酚几乎完全抑制了胰岛 β细胞

动作电位的发放, 动作电位频率显著降低, 因此推测

TRPM4 通道门控作用参与了 9-菲酚对 β细胞去极化

的抑制。

9-菲酚对 HEK-293细胞中异源表达的 TRPM4通

道电流的 IC50 值为 15～30 μmol·L-1[20]。本研究表明 , 

不同浓度的 9-菲酚能够剂量依赖性地抑制甲苯磺丁脲

诱导胰岛 β细胞产生的动作电位, 对胰岛 β细胞动作电

位抑制率的 IC50值为 14.99 μmol·L-1。此外在同一个胰

岛 β细胞中, 不同浓度的 9-菲酚对甲苯磺丁脲诱导胰

岛 β细胞产生的动作电位抑制率也显示出一致的抑制

作用。在全细胞电流钳模式下, 本研究采用 20 pA的

电刺激改变胰岛 β细胞膜内外电位差, 使得膜上钠离

子通道打开, 诱导胰岛 β细胞去极化产生动作电位, 而

TRPM4通道抑制剂 9-菲酚同样能够剂量依赖性抑制

电刺激诱导胰岛 β细胞产生的动作电位。基于以上的

研究结果推测, 9-菲酚通过对 TRPM4通道的关闭, 抑

制了胰岛β细胞的放电活动。

最新研究表明, 9-菲酚能够影响兔心室肌细胞钠

通道的失活状态, 抑制晚钠电流[21]。由于晚钠电流很

弱 , 仅为峰钠电流的 0.1%, 对动作电位的影响不

大[22,23]。在正常状态下的 β细胞中, 晚钠电流与动作电

位发放无关[24]。所以 9-菲酚虽然可能对钠通道的晚钠

电流有抑制作用, 但对胰岛 β细胞动作电位不会产生

实质的影响。另外, 有报道称 9-菲酚会对犬心室肌细

胞中的钾离子电流有抑制作用[25]。但现有研究表明, 

抑制钾离子通道电流会加快胰岛 β细胞电活动的进

行[26-30]。而本研究结果表明, 9-菲酚对胰岛 β细胞动作

电位发放仍显示出抑制作用。因此, 9-菲酚对胰岛 β

细胞电活动的抑制主要还是归因于对TRPM4通道的

抑制作用。

动作电位振幅和动作电位峰值的增加可促进钙离

子内流并驱动胰岛素分泌[31], 动作电位幅度降低会使

胰岛素分泌量减少[32]。本研究结果表明 9-菲酚能够在

降低胰岛 β细胞动作电位频率的同时, 也能够降低其

动作电位峰值并缩短动作电位振幅。基于之前的研究

报道[18], 本课题组推测 9-菲酚通过对动作电位频率、电

位峰值及振幅的抑制作用, 可能会对胰岛素分泌产生

潜在的影响, 其详细机制有待深入研究。

葡萄糖诱导的胰岛素分泌有赖于胰岛 β细胞的电

活动 , KATP通道关闭是其中关键一环[33], 然而单纯的

KATP通道关闭可能还不足以诱导 β细胞产生电活动 , 

尚需其他去极化途径的参与[34], 本研究结果提示这个

过程可能存在TRPM4通道的参与。

综上所述, 本研究确证了 9-菲酚对胰岛 β细胞动

作电位频率、动作电位峰值和动作电位振幅均有抑制

作用, 为 9-菲酚对胰岛素分泌的抑制作用提供了电生

理数据支持, 也为寻找靶向TRPM4通道的小分子化合

物提供了药理学方法和实验依据, 有助于胰岛 β细胞

在TRPM4家族促胰岛素分泌领域的深入研究。
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