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闰细胞去极化激活电流的发现与鉴定

史文森，丁 政，孙 琪，段新鹏，张成标*

徐州医科大学生理学教研室，徐州 221000

摘  要：本实验室首次在肾脏远端肾单位闰细胞记录到去极化激活电流，并根据电生理学和药理学特征鉴定其离子通道的类

型。用Axon MultiClamp 700B膜片钳系统记录C57BL/6J小鼠肾脏远端肾单位肾小管细胞全细胞电流，并观察钾通道抑制剂

对闰细胞去极化激活电流的影响。此外，应用免疫荧光技术研究介导该电流的离子通道的具体定位。结果显示，当细胞外

液为等钾溶液时，可在闰细胞记录到去极化激活电流，但该去极化激活电流未在主细胞观察到。在远端肾单位闰细胞记录

到的去极化激活电流能被电压门控钾通道Kv4.1抑制剂阻断。Kv4.1蛋白免疫荧光只存在于闰细胞，未在主细胞观察到。

Kv4.1蛋白免疫荧光可见于闰细胞的管腔膜和管周膜，但管腔膜的荧光强度高于管周膜。由此得出结论，闰细胞去极化激活

电流由Kv4.1钾通道介导，该通道主要表达在闰细胞的管腔膜上。
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Recording and identification of depolarization-activated current in intercalated 
cells
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Abstract: The depolarization-activated current of intercalated cells in the distal nephron was detected for the first time, and the type 
of ion channel mediating the current was identified based on electrophysiological and pharmacological properties. The whole-cell 
current of distal nephron in kidney of C57BL/6J mice was recorded by Axon MultiClamp 700B patch-clamp system, and the effects of 
several K+ channel inhibitors on the depolarization-activated current in intercalated cells were observed. In addition, the immunofluo-
rescence technique was used to investigate the localization of the channel in intercalated cells. The results showed that when K+ 
concentration of the bath solution was equal to intracellular fluid (140 mmol/L K+), the depolarization-activated current could be recorded 
in intercalated cells, but this current was not observed in the principal cells. The depolarization-activated current detected in the inter-
calated cells could be blocked by Kv4.1 inhibitors. The immunofluorescence experiment showed that the fluorescence of Kv4.1 
protein was only present in intercalated cells and not observed in principal cells. Kv4.1 protein immunofluorescence was observed in 
the luminal and basolateral membrane of intercalated cells, but the fluorescence intensity of luminal membrane was higher than that of 
basolateral membrane. We conclude that the depolarization-activated current detected in intercalated cells is mediated by Kv4.1 and 
this channel is mainly expressed in the luminal membrane of intercalated cells. 
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研究论文

肾脏远端肾单位 (distal nephron) 是指致密斑远

端部分的肾小管，包括远曲小管 (distal convoluted 
tubule, DCT)、连接小管 (connecting tubule, CNT) 和

集合管 (collecting duct, CD) [1, 2]。远端肾单位有两类

细胞，即主细胞和闰细胞。主细胞的功能是重吸

收 Na+ 和水，并对醛固酮和抗利尿激素 (antidiuretic 
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hormone, ADH) 高度敏感，在调节肾脏对水和 NaCl
的重吸收以及 K+ 的分泌中发挥关键作用 [1, 3]。而闰

细胞的作用主要是分泌 H+ 和 HCO3
–，是肾脏调节

机体酸碱平衡的功能细胞 [4]。此外，闰细胞还涉及

高钾饮食时 K+ 的排泄以及机体缺钾时对 K+ 的重吸

收 [5]。本研究在肾脏远端肾单位膜片钳实验中记录

到一种去极化激活电流，由于这种电流只见于闰细

胞，未在主细胞记录到，因而推测这种电流可能与

闰细胞的某种功能有关。在深入研究其功能之前，

我们对介导该电流的通道类型进行了电生理学和药

理学鉴定。

1  材料与方法

1.1  远端肾单位肾小管的制备　　C57BL/6J 小鼠，

清洁级，3~4 周龄，由徐州医科大学实验动物中心

提供 ( 伦理审批号：2022095059)。小鼠在甲氧氟烷

吸入麻醉后，立即打开腹腔取出肾脏，先剥离包膜，

再用刀片切出厚约 0.5~1 mm 的组织切片，放入含

胶原酶 (1 mg/mL)的Leibovitz’s L-15培养基 (Gibco，
美国 ) 中，移至 37 °C 恒温水浴箱消化 45~60 min。
在解剖显微镜下分离出远端肾单位肾小管，放在涂

有多聚赖氨酸的载玻片上并移送至倒置显微镜的浴

槽 ( 含 1 mL 浴液 ) 中。

1.2  玻璃微电极的拉制　　选用外径 1.50 mm、内

径 1.10 mm 的玻璃毛细管，用 PC-100 型微电极拉

制仪 (Sharinge，日本 ) 拉制成合适锥度、尖端口径

约 0.5~1.0 μm 的玻璃微电极。

1.3  实验溶液及药品　　电极内液 (mmol/L) ：K- 
Gluconate 130，KCl 10，EGTA 1，MgATP 2，
HEPES 10 (pH = 7.4)。 细 胞 外 液 (mmol/L) ：Na- 
Gluconate 133，NaCl 5，K-Gluconate 5，CaCl2 1.5，
MgCl2 1.5，HEPES 10 (pH = 7.4)。等钾细胞外液：

K-Gluconate 133, KCl 7, CaCl2 1.5, MgCl2 1.5,  
HEPES 10 (pH = 7.4)。用于消化肾小管的胶原酶溶

液在实验时临时配制，每次称取 1~2 mg，用

Leibovitz’s L-15 培养基稀释成浓度为 1 mg/mL 的

酶溶液。甲氧氟烷、氯胺酮、甲苯噻嗪、胶原酶、

两性霉素、肝素、多聚甲醛以及用于膜片钳实验

的所有试剂均购于 Sigma。Kv4.1 钾通道抑制剂

flecainide、heteropodatoxin-2 购于 Sigma，抗 Kv4.1
抗体 ( 货号：APC-119) 购于 Alomone Labs，抗 H+

泵 (H+-ATPase) (ATP6V1A，货号：MA5-27730) 和
抗水通道蛋白 2 (Aquaporin 2, AQP2) 抗体 ( 货号：

PA5-22865) 购于 ThermoFisher Scientific，二抗 FITC 
( 货号：GB22403)、Cy3 ( 货号：GB21303) 和 Cy5 ( 货
号：GB27303) 购于 Servicebio。
1.4  全细胞膜片钳实验　　选取光滑、结构清晰的

肾小管进行膜片钳实验。本实验所用仪器为 Axon 
MultiClamp 700B 膜片钳系统，用穿孔膜片钳技术

记录全细胞电流。用于穿孔膜片钳实验的含有两性

霉素 B (200 μg/1 mL) 的电极内液临时配制。内充电

极内液后的电极入液电阻为 3~5 MΩ。在形成高电

阻密封 (> 1 GΩ) 后，实时监测膜电容，直至形成稳

定的全细胞记录模式。记录和数据分析软件为

Patch Clamp 11.7 (Molecular Devices，美国 )。在形

成全细胞记录模式后，用预先设置的 Protocol 记录

去极化激活电流。随后加入特异性的钾通道抑制

剂，5 min 后用同样的 Protocol 再次记录去极化电流。

1.5  免疫荧光实验　　用氯胺酮 (100 mg/kg) 和甲苯

噻嗪 (10 mg/kg) 麻醉小鼠，打开腹腔，暴露其肾脏。

先用 2 mL 含肝素 (40 unit/mL) PBS 溶液灌注肾脏，

然后再灌注 20 mL 4% (V/V)多聚甲醛。灌注结束后，

将肾脏取出并用 4% (V/V) 多聚甲醛进行后固定

(12 h)。肾脏脱水后用 Leica 1900 冰冻切片机切成

8~10 μm 厚的组织切片，并贴于载玻片上，42 °C 干

燥 1 h。载玻片用 1 × PBS 洗片 15 min，并用 0.3%
的 Triton X-100 溶液透化 15 min。Triton X-100 溶

液用含有 1% BSA 和 0.1% 赖氨酸的 1 × PBS (pH = 
7.4)缓冲液配制。肾组织切片先在室温下用2% (V/V)
马血清封片 30 min，再在 4 °C 下与一抗 (1:500 抗

H+-ATPase、1:200 抗 Kv4.1 和 1:1 000 抗 AQP2 抗体 )
孵育 12 h。然后用 1 × PBS 溶液彻底洗片，随后加

入二抗混合物 ( 二抗溶解于含 0.4% Triton X-100 的

1 × PBS 缓冲液中，FITC 稀释 1 000 倍，Cy3 稀释

500 倍，Cy5 稀释 400 倍 )，在室温下孵育 2 h。
1.6  统计学分析　　采用 SPSS 22.0 软件进行统计

分析。实验数据用 mean ± SEM 表示。给药前后数

据的比较采用自身配对 t 检验，P < 0.05 表示差异

有统计学意义。

2  结果

2.1  闰细胞与主细胞的电生理学鉴别

在主要成分为 138 mmol/L Na+ + 5 mmol/L K+

的浴液 ( 模拟正常细胞外液 ) 中记录远端肾单位上

皮细胞全细胞电流。结果如图 1 所示，闰细胞的稳

态电流表现出极强的外向整流性，而主细胞的电流
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特征为较强的内向整流，两者之间存在巨大差异，

因此能够根据电流曲线的形态特征识别其细胞

类型。

2.2  闰细胞去极化激活电流的记录

当细胞外液为等钾溶液时 ( 即与细胞内 K+ 浓度

相同的高钾浴液 )，可排除细胞内外 K+ 浓度梯度对

钾电流的影响，这时钾电流的幅度只受电位梯度的

影响。实验结果显示，当细胞外液为等钾溶液时，

可在闰细胞记录到较大的去极化激活电流，从 −80 
mV 去极化至 40 mV，能够激发产生约 (2 758 ± 326) 
pA (n = 8) 的瞬时外向电流，但该去极化激活电流

未在主细胞观察到 ( 图 2)。
2.3  远端肾单位闰细胞去极化激活电流的电生理学

和药理学鉴定

在远端肾单位闰细胞记录到的去极化激活电流

的特征和时程与 Kv4.1 通道激活时产生的瞬时外向

电流很相似。为了确定通道的类型，我们观察了闰

细胞去极化激活电流分别对 Kv4.1 钾通道特异性抑

制剂 flecainide、heteropodatoxin-2的反应。结果显示，

这种去极化激活电流能被 flecainide 显著抑制，在

加入 flecainide 5 min 后，去极化 ( 从 −80 mV 至 40 
mV) 激发的瞬时外向钾电流的幅度降至 (530 ± 122) 
pA (n = 8，P < 0.01，图 3A、3C)，flecainide 敏感电

流幅度为 (2 228 ± 285) pA (n = 8)。这种去极化激活

电流也能被 Kv4.1 特异性阻断剂 heteropodatoxin-2
强烈抑制 ( 图 3B、D)，表明该电流主要由钾通道

Kv4.1 介导。

2.4  Kv4.1钾通道在远端肾单位的表达和定位 
本研究进一步应用免疫荧光技术研究 Kv4.1 钾

通道在远端肾单位上皮细胞的表达及其具体定位。

AQP2 和 H+-ATPase 分别表达于主细胞和闰细胞，

可将两者作为主细胞和闰细胞的特异性标记物 [7]。

用抗 AQP2 抗体、抗 H+-ATPase 抗体和抗 Kv4.1 钾

通道抗体进行三重免疫荧光标记，红、绿、粉三种

不同颜色荧光分别指示 AQP2、H+-ATPase 和 Kv4.1
通道蛋白。结果显示 ( 图 4)，Kv4.1 蛋白荧光只见

图   1. 闰细胞和主细胞的全细胞电流

Fig. 1. Whole-cell currents in intercalated cells and principal cells. A: Whole-cell current recorded in an intercalated cell (IC). 
B: Whole-cell current recorded in a principal cell (PC). C: The steady-state current I-V curves of the two types of cells. The cells were 
initially clamped at 0 mV, and then pulse potential was set from −120 mV to 80 mV with 20 mV increments. Bath solution (mmol/L): 
133 Na-Gluconate, 5 NaCl, 5 K-Gluconate, 1.5 CaCl2, 1.5 MgCl2, 10 HEPES (pH = 7.4). Pipette solution (mmol/L): 130 K-Gluconate, 
10 KCl, 1 EGTA, 10 HEPES, 2 MgATP (pH = 7.4).



史文森等：闰细胞去极化激活电流的发现与鉴定 55

图   2. 浴液为等钾细胞外液时，可在闰细胞记录到较大的去极化激活电流

Fig. 2. Large depolarization-activated currents were detected in intercalated cells when the K+ concentration of bath solution was equal 
to the intracellular. The cells were initially clamped at 0 mV, and then pulse potential was set from −80 mV to 40 mV with 20 mV 
increments. A: Depolarization-activated currents were recorded in an intercalated cell (IC). B: No depolarization-activated currents 
were recorded in a principal cell (PC). Bath solution (mmol/L): 133 K-Gluconate, 7 KCl, 1.5 CaCl2, 1.5 MgCl2, 10 HEPES (pH = 7.4).

图  3. Kv4.1钾通道抑制剂对闰细胞去极化激活电流的影响

Fig. 3. Effects of Kv4.1 potassium channel inhibitors on the depolarization-activated currents recorded in the intercalated 
cells. A: Inhibitory effect of flecainide on depolarization-activated current. B: Inhibitory effect of heteropodatoxin-2 on depolarization- 
activated current. C: I-V curves before and after addition of flecainide. D: I-V curves before and after addition of heteropodatoxin-2. *P < 
0.01 compared with values after addition.
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于闰细胞，未在主细胞观察到。Kv4.1 免疫荧光分

布于闰细胞的管腔膜和管周膜，但管腔膜的荧光强

度明显高于管周膜。

3  讨论

肾脏远端肾单位 ( 包括 DCT、CNT 和 CD) 在

调节水盐代谢和酸碱平衡等方面发挥关键作用。远

端肾单位有主细胞和闰细胞两种细胞。主细胞是醛

固酮和 ADH 作用的靶细胞，在调节肾脏对 NaCl 的
重吸收以及 K+ 的分泌中起重要作用。闰细胞通过

分泌 H+ 和 HCO3
– 参与机体酸碱平衡的维持。 

高钾饮食条件下，机体主要依靠主细胞的泌钾

图  4  Kv4.1钾通道在远端肾单位(髓质部集合管)的定位 
Fig. 4. Localization of Kv4.1 in the distal nephron (medullary collecting duct) of the kidney. Triple immunofluorescence staining 
of C57BL/6J mouse kidney medulla: AQP2 (red), H+-ATPase (green), and Kv4.1 channel proteins (pink). A, B and C respectively 
showed the immunostaining of AQP2, H+-ATPase and Kv4.1 channel protein. D: The merged staining image of AQP2 and Kv4.1. E: 
The merged staining image of H+-ATPase and Kv4.1. F: The fluorescence image showing the merged staining of AQP2 and H+-ATP-
ase. G: Fluorescence microscope image showing the merged staining of AQP2, H+-ATPase and Kv4.1. H: The enlargement of the area 
enclosed by a rectangle in image G. PC: principal cell. IC: intercalated cell. Scale bar, 40 or 10 μm.
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活动将多余的 K+ 排出体外 [8]。体钾过多时，闰细

胞也参与 K+ 的排泄。闰细胞的管腔膜上存在钙激

活大电导钾通道 (Ca2+-activated big conductance K+ 
channel, BK) [9]，它是一种外向整流钾通道，主要介

导细胞内 K+ 外流，在体钾过剩时与主细胞共同调

节 K+ 分泌 [10]。在机体缺钾时，主细胞没有重吸收

K+ 的功能，但其泌钾活动被抑制，此时主要依靠闰

细胞增加对 K+ 的重吸收以维持钾平衡 [10]。闰细胞

通过管腔膜 H+,K+-ATPase 介导的 H+-K+ 交换将细胞

内的 H+ 分泌到小管腔，同时将小管液中的 K+ 重吸

收到细胞内。

肾脏远端肾单位闰细胞和主细胞的全细胞电流

存在很大差异，能够根据电流曲线的形态特征识别

其细胞类型。在 140 mmol/L 高钾浴液 ( 与细胞内液

K+ 浓度相等 ) 中，本研究采用全细胞膜片钳技术在

远端肾单位细胞记录到了一种去极化激活电流，但

该电流只见于闰细胞，并未在主细胞记录到。这种

去极化激活电流类似瞬时外向钾电流，能被 Kv4.1
钾通道特异性阻断剂 flecainide、heteropodatoxin-2
阻断，表明该电流由 Kv4.1 钾通道介导。闰细胞和

主细胞的功能不同，其表达的钾通道也存在极大的

差异。Kir4.1/Kir5.1 是内向整流钾通道，在主细胞

的管周膜大量表达 [11, 13]，但闰细胞的内向电流极小，

表明 Kir4.1/Kir5.1 在闰细胞管周膜不表达或很少表

达。本研究膜片钳实验表明，Kv4.1 钾通道只存在

于闰细胞，提示该通道可能与闰细胞的某种功能密

切有关。 
闰细胞除了在酸碱平衡调节方面发挥重要作

用，在机体缺钾时，也通过重吸收 K+ 参与钾平衡

的 调 节 [14]。 闰 细 胞 对 K+ 的 重 吸 收 由 管 腔 膜

H+,K+-ATPase 介导，低钾时 H+,K+-ATPase 活动增强，

H+-K+ 交换增加，促进 K+ 进入细胞内。在缺钾条件

下，闰细胞管腔膜 H+,K+-ATPase 的持续活动将使细

胞去极化，因为在细胞内伴随 H+ 生成的 HCO3
− 通

过 Cl−-HCO3
− 共转运体 1 (anion exchanger 1, AE1)

转运出细胞，Cl− 交换进细胞，管周膜上的氯通道

再将进入细胞内的 Cl− 转运出细胞，即通过管周膜

Cl− 再循环移走了细胞内带负电的 HCO3
−，在细胞

内集聚的 K+ 使细胞内负电位变小 ( 去极化 )。细胞

内 K+ 浓度升高和去极化显然不利于闰细胞重吸收

K+，因为 H+,K+-ATPase 重吸收 K+ 是耗能过程，受

到 K+ 浓度梯度和电位梯度的影响。因此，我们推

测 Kv4.1 钾通道可能与闰细胞重吸收 K+ 功能相关。

Kv4.1 钾通道在 H+,K+-ATPase 持续重吸收 K+ 引起

细胞去极化时被激活，促进细胞内的 K+ 转运至细

胞外从而被重吸收入血，从而达到电学平衡，稳定

膜电位，以维持 H+,K+-ATPase 持续重吸收 K+。闰

细胞的管周膜上存在 K+-Cl− 同向联合转运体 (K+-Cl− 
cotransporter, KCC) [12]，KCC 再将细胞内集聚的多

余 Cl− 和 K+ 及时转移出细胞，以维持细胞的渗透

压平衡。

本研究进一步应用免疫荧光技术对小鼠远端肾

单位 Kv4.1 钾通道进行定位，以明确 Kv4.1 钾通道

在远端肾单位主细胞和闰细胞的具体分布。我们用

AQP2 和 H+-ATPase 分别作为主细胞和闰细胞的特

异性标记物，用抗 AQP2 抗体、抗 H+-ATPase 抗体

和抗 Kv4.1 钾通道抗体进行三重免疫荧光标记，结

果发现，Kv4.1 钾通道分布于闰细胞的管腔膜及管

周膜上，管腔膜表达多于管周膜。该结果进一步提

示 Kv4.1 钾通道可能与闰细胞重吸收 K+ 功能密切

相关，因为 Kv4.1 钾通道与 H+-K+-ATPase 共表达于

闰细胞的管腔膜上，有利于实时纠正机体缺钾时

H+,K+-ATPase 持续活动引起的管腔膜侧跨膜电位的

变化，从而维持 H+,K+-ATPase 的正常持续重吸收

K+ 活动。

闰细胞的管腔膜表达大量 BK，但其管周膜存

在哪些钾通道迄今尚未阐明。在主细胞大量表达的

内向整流钾通道 Kir4.1/Kir5.1 在闰细胞管周膜不表

达或很少表达。Tang 等 [6] 曾在闰细胞记录到一种

与 H+,K+-ATPase 功能密切相关的 Ba2+ 敏感电流，

但难以确定这种通道的类型，因为能被 Ba2+ 阻断的

钾通道有很多。本研究结果表明，Kv4.1 钾通道也

表达于闰细胞的管周膜，除了稳定膜电位，可能也

介导了 K+ 从管周膜侧的跨膜转运 ( 重吸收 ) 过程。

电压门控型钾通道 (voltage-gated K+ channels, 
Kv) 是一类受膜电位变化调节的钾离子通道，在神

经、肌肉等组织细胞大量表达，其功能是调节细胞

内外的离子浓度，稳定膜电位，影响细胞的兴奋性

和传导速度 [15, 16]。Kv 通道根据其氨基酸序列同源

性分为 12 种亚型 (Kv1~Kv12) [17]。瞬时外向钾电流

多见于心肌细胞和神经细胞，主要由 Kv1.4 和 Kv4
介导 [18, 19]。这类钾通道在去极化时被激活，产生外

向钾离子流，对抗去极化、稳定膜电位或者使细胞

复极化。瞬时外向钾电流主要影响动作电位的发放

频率，在调节神经元兴奋性方面具有重要作用，也

是心肌动作电位快速复极初期的主要贡献者。介导
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瞬时外向钾电流的 Kv4.1 主要存在于神经、肌肉等

可兴奋组织，很少有表达于非可兴奋性细胞的报道。

本研究结果表明，Kv4.1 钾通道也在非可兴奋细胞

表达，并可能具有重要功能。

本研究已阐明 Kv4.1 钾通道在闰细胞特异性表

达，主要定位于管腔膜，并推测可能与闰细胞重吸

收 K+ 活动相关。后期我们拟建立低钾饮食动物模

型以及 Kv4.1 基因敲除小鼠模型，进一步研究

Kv4.1 钾通道是否在闰细胞重吸收 K+ 过程中发挥重

要作用。 
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