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NMDA对 GABAA受体的抑制作用由钙-钙调素

依赖性蛋白激酶 介导*

王殿仕   吕  辉   徐天乐 **

(  中国科学技术大学生命科学学院, 合肥 230027;  第四军医大学基础部, 西安 710032)

摘要    应用制霉菌素(nystatin)穿孔全细胞记录方法 , 研究了 N-甲基-D-门冬氨酸
(NMDA)对新鲜分离的大鼠骶髓后连合核(SDCN)神经元γ-氨基丁酸(GABA)激活的全细

胞电流的调控. 实验结果如下: ( ) 在无Mg2+及含 1 µmol/L甘氨酸的标准细胞外液中,

当钳制电位为−40 mV时, NMDA(100 µmol/L)可抑制GABA和muscimol (Mus)在SDCN

神经元激活的全细胞电流 IGABA和 IMus), 且 NMDA受体的竞争性拮抗剂 D-2-amino-5-

phosphonovalerate(APV, 100 µmol/L)可完全阻断 NMDA激活的电流, 并可消除 NMDA

对 IGABA的抑制作用. ( ) 当细胞外液中无 Ca2+及待测神经元被 Ca2+螯合剂 BAPTA AM

预处理 2 h后, NMDA对 IGABA的抑制作用消失; 而用电压依赖性钙通道阻断剂 Cd2+(10

µmol/L)或 La3+ 30 µmol/L 预处理后, NMDA对 IGABA的抑制作用仍然存在. ( ) NMDA

对 IGABA的抑制作用可被钙-钙调素依赖性蛋白激酶 (CaMK )的抑制剂 KN-62 所阻

断. 提示在大鼠 SDCN神经元, NMDA对 IGABA的抑制作用为一 Ca2+依赖性的过程, 这
一过程的“下游”机制与细胞内 CaMK 有关. 揭示了 Ca2+和 CaMK 分别作为细胞内

第二信使和第三信使将 NMDA受体和 GABAA受体的功能联系起来.

关键词    骶髓后连合核  N-甲基-D-门冬氨酸受体  γ-氨基丁酸受体  钙-钙调素依赖性的

蛋白激酶   交互作用

谷氨酸是哺乳动物中枢神经系统(CNS)中一种主要的神经递质 . 谷氨酸受体介导大多数

脑区的兴奋性突触传递, 且在参与脊髓感觉信息的传递中起重要作用 . 谷氨酸受体分为离子

型受体(iGluRs)和代谢型受体(mGluR)两大类, 其中 iGluRs 又包括α-氨基-3-羧基-5-甲基异口恶唑-4-

丙酸(AMPA) 红藻氨酸(KA)和 N-甲基-D-门冬氨酸(NMDA)受体. 最近几年, 应用分子生物学

和膜片钳技术, 人们对包括 NMDA, AMPA 和 KA受体在内的 Glu受体亚型的分子结构和 Ca2+

通透性做了全面分析[1, 2]. 研究表明, 激活 NMDA 受体以及 Ca2+可通透性的 AMPA 和 KA 受

体, 可引起细胞内游离 Ca2+浓度([Ca2+]i)的升高. Ca2+内流可触发或/和增强细胞内的许多 Ca2+

依赖性过程, 对神经元信号传递产生深刻影响.

γ−氨基丁酸(GABA)是哺乳动物 CNS 中一种重要的抑制性神经递质. GABA 受体有 3 类:

GABAA, GABAB和 GABAC. 在这几类受体中, GABAA受体的突触后激活已被认为是大多数脑
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区中抑制性突触后电位的基础, 具有重要的生理功能. 自从 1986 年 Akaike 研究组报道[Ca2+]i

的变化可调节 GABAA 受体的功能以来, 对 GABAA 受体的细胞内调控机制已进行了大量研

究[3]. 到目前为止, 有关细胞内 Ca2+对 GABAA 受体是具有正性还是负性调控作用的问题, 还

存在着争议. 如在小脑 Parkinje细胞[4]及小鼠皮层神经元[5], [Ca2+]i可增强 GABAA受体介导的

电流; 而在小脑颗粒细胞 , [Ca2+]i 则降低 GABAA 受体介导的电流
[6]. 另有研究表明低浓度

的[Ca2+]i 增强 GABAA 受体介导的反应 , 而高浓度的 [Ca2+]i 则使其抑制
[7]. 此外, Ca2+调控

GABAA受体的机制仍不清楚.

我们最近的研究证明, 大鼠骶髓后连合核(sacral dorsal commissural nucleus, SDCN)神经

元表达功能性 GABAA
[8]和高 Ca2+通透性 NMDA受体[9]. NMDA 受体引起的[Ca2+]i的升高是否

影响 SDCN 神经元 GABAA受体的功能? 为此, 本实验采用制霉菌素穿孔全细胞记录方法, 在

新鲜分离的大鼠 SDCN 神经元上研究了 NMDA 对 GABAA受体间的交互作用(cross talk)及其

细胞内途径. 初步结果已经作过报告[10].

1  材料与方法

1.1  标本
两周龄 SD 大鼠在腹腔内注射戊巴比妥钠 50 mg/kg 的深麻醉下, 快速取出脊髓 L5-S3节

段. 振动切片机(DTK-1000; Dosaka, 日本)横切脊髓, 制成 400 µm厚的脊髓片, 并在充氧饱和

的标准细胞外液中孵育 50 min (22 ~ 25 ). 然后, 在链霉蛋白酶和嗜热菌蛋白酶中分别消化

20和 15 min (31 ), 两酶均由充氧饱和的标准细胞外液配制而成, 终浓度为 1~1.2 mg /5 mL. 酶

处理后,脊髓片在标准细胞外液中继续孵育 1 h. 然后用电抛光的注射针头穿出 SDCN区, 并移

入充满标准细胞外液的培养皿中(Falcon). 使用热抛光的 Pasteur 系列微玻管(直径 100 ~ 700

µm) 机械分离神经元, 新鲜分离的神经元在 20 min 内即可贴壁. 选取形态学特征保持完好的

神经元(如具有树突 胞体无肿胀等)进行膜片钳记录.

1.2  溶液

标准细胞外液的离子组成为(mmol/L): NaCl 150, KCl 5, CaCl2 2, MgCl2 1, HEPES 10及

glucose 10, 用 Tris-base调 pH值至 7.4. 电极内液的离子组成为(mmol /L): CsCl 150, HEPES 10,

用 Tris-base 调 pH 值至 7.2. 制霉菌素(nystatin)储备液以酸化甲醇配制, 浓度为 10 g/L, 保存

在−20 . 使用前将储备液加入到电极内, 使电极内制霉菌素浓度为 0.4 g/L.

1.3  全细胞记录

在室温下(22~25 ), 使用制霉菌素穿孔全细胞记录的方法[11]. 微玻管电极是用两步电极

拉制仪(PB-7; Narishige, 日本)由玻璃毛细管(Narishige, 日本)两次拉制而成. 记录电极的阻抗

为4 ~ 6 MΩ. 采用水压式微操纵器(WR-3; Narishige)和CEZ-2300膜片钳放大器(Nihon Kohden, 日

本)记录. 电流 电压变化以笔式记录仪(Omniace RT 3100; San-ei, 日本)监测, 1 kHz 低通滤波

后用 Digidata 1200A及 PCLAMP 6.0.2软件(Axon Instruments, USA)进行数据采集和分析. 细

胞膜钳制电位为− 40 mV.

1.4  药物及给药方法

链霉蛋白酶购自 Calbiochem, 其余药物均购自 Sigma. NMDA 在使用前以无 Mg2+液及含

1 µmol/L甘氨酸的细胞外液配制成终浓度, 其余药物均用标准细胞外液配制. 应用“Y”管系统
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给药[9], “Y”管尖端距记录细胞约 100 µm, 故可使神经元周围的药液在 20 ms内彻底换掉.

1.5  统计处理

实验数据以 X ± s表示. 用配对 t检验比较两组数据之间的差异性.

2  结果

2.1  NMDA受体的激活抑制 GABAA受体

新鲜分离 SDCN神经元的形态学和电生理学特性与以往报道一致[8, 9]. 当钳制电压为−40 mV

时, 在所有被检测的 SDCN 神经元上给予 NMDA 或 GABA 分别可引起内向电流(INMDA和 IGABA).

在较高浓度 GABA 作用下, IGABA有脱敏(desensitization)[8]. 为方便观察和分析 NMDA 对 IGABA

的作用, 我们选用 3 µmol / L的 GABA作为对照刺激, 该浓度 IGABA脱敏较小(图 1). 此外, 本

研究采用了制霉菌素穿孔膜片钳记录技术, 有效地防止了GABA作用期间 IGABA的 run-down[8].

在这样的实验条件下, 对照 IGABA的幅值不随记录时间而变化(未显示). 图 1(a)中的 1 显示给

予 100 µmol / L的 NMDA之后, 4~6 s内给予 3 µmol / L GABA, 则 IGABA减小, 为对照的(65  ±

9)%(图 1(b)). 在给予 NMDA 20~30 s 后, 其抑制效应逐渐消失 . 因此, 本实验中 , 在给予

NMDA 之后, 待测神经元均在 4~6 s 内给予 GABA. 以往的电生理学和药理学研究已经证明,

大鼠SDCN神经元不表达功能性GABAC和GABAB受体
[8]. 图 1(a)中的 3显示 IGABA可被GABAA

受体阻断剂荷包牡丹碱(bicuculline, BIC)阻断, 且 NMDA也可抑制 GABAA受体特异性激动剂

muscimol(Mus)所激活的电流(IMus)(图 1(a)中的 2, (b)  ), 表明在大鼠 SDCN神经元上, NMDA可

图 1  NMDA对 IGABA的可逆性抑制作用
(a)中 1 示 NMDA(100 µmol/L)可逆地抑制 3 µmol/L GABA诱导的电流(IGABA). 2 示 NMDA对 1 µmol/L muscimol

(Mus) 诱导的电流(IMus)有同样的作用. 在本图及随后的实验中 , NMDA与 GABA施药的间期为 4~6 s. 3示 IGABA几

乎被 10 µmol/L 荷包牡丹碱(BIC)完全阻断. 1~3 的记录分别取自不同的细胞. 最右边的记录显示洗脱 NMDA 3 min

后得到的结果. (b)示 NMDA抑制 IGABA和 IMus的统计结果. 纵轴代表 IGABA或 IMus的相对值, 以给予 NMDA之前的

电流值作为对照. 在本图及随后的图中, (a)中的水平条带表示给药期间, (b)中的垂直线代表平均标准差. 实验组和

对照组之间的比较采用配对 t 检验(*P<0.01), 实验例数标在图旁
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抑制 GABAA受体介导的反应. NMDA受体的特异性拮抗剂 D-2-amino-5-phosphonoval-

erate(AP-V, 100 µmol/L)在阻断 INMDA的同时, 亦使 NMDA 对 IGABA的抑制作用消失(图 2(a)中

的 1, (b)). 上述结果表明, 在大鼠 SDCN神经元激活 NMDA受体可抑制 GABAA受体的反应.

2.2  细胞内 Ca2+参与 NMDA对 IGABA的抑制作用

最近的研究证明, SDCN 神经元表达高 Ca2+通透性 NMDA 受体[9]. 本实验研究了 NMDA

受体介导的 Ca2+内流对 IGABA的作用. 图 2(a)中的 2,3和(b)显示, 当标准细胞外液中无 Ca2+, 或

当待测神经元被可通透胞膜的 Ca2+螯合剂 BAPTA AM预处理 2 h后, NMDA(100 µmol/L)对 IGABA

的抑制作用消失. 该结果表明胞外 Ca2+可能通过 NMDA 受体通道进入胞内, 并参与了抑制

IGABA 的作用. 为确定电压依赖性 Ca2+通道是否也参与了胞外 Ca2+的进入, 在胞外液含有电压

依赖性 Ca2+通道的阻断剂 CdCl2(10 µmol/L)或 LaCl3(30 µmol/L)的条件下, 再做类似于图 1(a)

的实验. 结果是, 施加 NMDA之后的 IGABA为对照组 IGABA的(67 ± 8)%(图 2(a)中的 4,(b)), 或 64

±7 % (图 2(b)), 这与无 CdCl2或 LaCl3的图 1 的结果相似. 上述结果表明胞外 Ca2+主要是通

过 NMDA 受体通道进入胞内, 从而引

起[Ca2+]i的升高, 介导 NMDA 对 IGABA

的抑制作用.

2.3  NMDA抑制 IGABA的可能机制

以上结果表明, NMDA 对 IGABA 的

抑制作用依赖于 [Ca2+]i. 最近的研究表

明, 在新鲜分离的大鼠 SDCN神经元上,

钙-钙调素依赖性的蛋白激酶 (CaMK

)参与介导了 [Ca2+]i 对甘氨酸激活电

流的增强作用 [12], 因此本文进一步研究

了 CaMK 在 NMDA对 IGABA抑制过程

中的作用. 图 3 显示未经 CaMK 抑制

图 2  细胞内 Ca2+介导 NMDA对 IGABA的抑制作用
(a) 原始记录结果显示 APV(100 µmol/L)(1), Ca2+外液(2)或 BAPTA AM(10 µmol/L)(3)取消 NMDA对 IGABA

的抑制作用, 但 CdCl2(10 µmol/L)不影响 NMDA的作用(4); (b) 在图示的各种条件下, NMDA (100 µmol/L)

抑制 3 µmol/L IGABA的百分比

图 3  CaMK 参与了介导 NMDA对 IGABA的抑制作

用
(a) CaMK 抑制剂 KN-62 (1 µmol/L)阻断 NMDA对 IGABA的抑制

I
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剂 KN-62 预处理的神经元, NMDA(100 µmol/L)可抑制 IGABA大约 35%(图 3(a)中的 1,(b)). 用

1 µmol/L KN-62预处理神经元 8~10 min后, NMDA对 IGABA的抑制作用基本消失(图 3(a)中的

2, (b)); 在 KN-62洗脱后 8~12 min, NMDA(100 µmol/L)对 IGABA的抑制作用可完全恢复. 此结

果表明 CaMK 参与了介导 NMDA对 IGABA的抑制.

3  讨论

本研究发现, 在新鲜分离的大鼠 SDCN 神经元, NMDA 可抑制 GABAA 受体介导的全细

胞电流, 且此作用可被 NMDA 受体的特异性拮抗剂 APV 所阻断, 这表明激活 NMDA 受体可

下调 GABAA受体的功能. 这一作用是由于胞外 Ca2+通过 NMDA 受体通道内流, 使[Ca2+]i升

高, 从而激活了 CaMK . CaMK 则通过某些未知位点的磷酸化过程抑制 IGABA. 因此, 本文

揭示了 Ca2+和 CaMK 分别作为细胞内第二信使和第三信使将 NMDA 受体和 GABAA受体的

功能联系起来.

正常生理状态下, 大多数神经元[Ca2+]i维持在 100 nmol/L 左右, 而当细胞受到外界刺激

时, [Ca2+]i 可迅速增加. Ca2+的增加主要通过两个途径: 一是外界 Ca2+通过镶嵌于质膜上的钙

通道进入胞内; 二是来自胞内钙库贮存钙的释放 [13]. 大多数神经元质膜上主要表达至少两类

钙通道: 电压依赖性钙通道(voltage-dependent calcium channel, VDCC)和 NMDA受体通道. 本

实验中有 3 点提示 NMDA 对 IGABA的抑制作用是由通过 NMDA 受体通道内流的 Ca2+所引起

的. ( ) 当细胞外液中无 Ca2+时, 这两种受体间即不存在功能联系. ( ) 当待测神经元被 Ca2+

螯合剂前体 BAPTA AM预处理 2 h后, 激活 NMDA受体不再抑制 IGABA. 因为胞内 BAPTA可

螯合 Ca2+
i, 使[Ca2+]i 不受 Ca2+内流的显著影响[12], 从而避免了 CaMK 的激活 . ( ) 即使

VDCCs被 Cd2+或 La3+阻断后, NMDA仍然能抑制 IGABA (图 2). 已有证据表明, Ca2+内流途径不

同, 其生物学效应可能截然不同. 例如, Ca2+经 VDCC进入细胞有利于胚胎神经元的生长发育;

然而, NMDA受体介导的Ca2+内流产生兴奋性氨基酸毒性作用, 可导致新生动物神经元死亡[13].

最近 Wu 等人[14]报道, 即使同是经 VDCC进入细胞的, 但是如果介导 Ca2+内流的 VDCC 亚型

不同, 则产生的生物效应也不同. 因此, 在本实验中, 通过 NMDA 受体进入的 Ca2+有效, 而

通过 VDCC 进入的无效, 可能是由于 Ca2+内流途径的差异所造成的. 此外, 经 SDCN 神经元

NMDA 受体内流的 Ca2+分量很大[9]. 本实验条件下, 通过 VDCC 进入的 Ca2+分量可能较经

NMDA受体内流的小, 因此不足以激活 CaMK .

大量的研究表明 , 细胞内外的多种物质均可通过变构调控 磷酸化或脱磷酸化机制影响

GABAA受体的功能
[3, 15, 16]. 本研究表明激活 NMDA 受体引起[Ca2+]i升高, 进一步激活 CaMK ,

从而可能通过磷酸化过程抑制了 IGABA. 但是 Chen 等人[17]报道, 在急性分离的豚鼠海马神经

元 NMDA 对 IGABA 的抑制作用是通过胞内脱磷酸化过程实现的 . 本研究中, 我们注意到在

NMDA作用 20~30 s后, 其对 IGABA的抑制作用即消失. 据此我们推测, NMDA对 IGABA的抑制

作用可能是由 Ca2+引起的短暂的磷酸化过程所介导的, 而 Ca2+在激活 CaMK 的同时, 可能

也激活了胞内 Ca2+依赖性的蛋白磷酸酶, 从而通过脱磷酸化过程使 IGABA迅速恢复.

GABA 是脊髓中的一种重要抑制性神经递质. 细胞内 Ca2+对 SDCN 神经元 GABAA受体

的调控可能具有重要的生理意义. 首先, 最近的研究表明在发育过程中的某些脑区 GABAA受

体本身的激活可使[Ca2+]i升高
[18], 因此在 CNS 中可能存在 GABA 能神经传递的自调节机制.
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其次, NMDA 受体介导的 Ca2+内流可产生兴奋性毒性作用, 导致神经元的死亡. 由于 SDCN

神经元接受谷氨酸能初级传入和脊髓后角 GABA 能中间神经元的双重支配[8, 9], 一旦 NMDA

和 GABAA受体被同时激活, NMDA 受体介导的[Ca2+]i浓度升高, 可能进一步通过激活 CaMK

来抑制 GABA 能的抑制性传入, 导致突触后细胞的兴奋性过度升高. NMDA 对 GABAA受体

的抑制效应是否与谷氨酸引起的神经细胞死亡有关, 有待进一步研究.
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