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利用波长为 &%$ )*、功率为 ’ *+的半导体激光器照射急性分离的大鼠海马 ,-#区锥体神经元，应用全细胞膜
片钳技术研究其瞬时外向钾离子通道特性 .实验发现：弱激光对瞬时外向钾电流具有抑制作用，并且该抑制作用呈
现电压依赖性和可逆性 .激光作用可显著影响通道稳态激活和失活过程，激光照射组和对照组比较，电流稳态激活
曲线向去极化方向移动，半数激活电压升高，曲线斜率因子改变；而失活曲线向超极化方向移动，半数失活电压降

低，曲线斜率因子不变 .结果表明，弱激光作用海马神经细胞可以改变其瞬时外向钾离子通道特性，从而影响动作
电位的形成和发放，调节神经元生理功能，有利于受损神经元的恢复和再生 .
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!2 引 言

随着激光技术的发展，激光在生物医学领域的

应用范围不断扩大，其中弱激光生物刺激效应的临

床应用越来越广泛［!］.所谓弱激光生物刺激效应是
指低强度激光作用于生物体后，不引起生物组织的

不可逆损伤，而是产生某种与超声波、针灸等物理因

子所获得的生物刺激相类似的效应，引起一系列的

生理生化改变，从而调节机体功能［"］.基础研究和大
量临床应用表明，弱激光对生物组织有多方面的刺

激作用，能促进免疫反应，增强巨噬细胞吞噬功能，

改善全身状况［!，#］，能对神经电生理活动和神经损

伤后恢复及再生过程发生影响［(，’］.使用氦氖激光
穴位照射可促进脑神经元恢复，促进脑电活动和神

经递质的分泌，调节神经系统的兴奋和抑制过程，激

活处于抑制状态的脑细胞，加速受损脑组织康复［&］.
动物实验证实，弱激光照射能促进坐骨神经再生，刺

激中枢和外周神经系统，引起神经传导波形的变

化［%］.实验还表明，弱激光可促进各种酶活性增强，
改善系统血流变状态，进而激发总的代谢方面的变

化［/，3］.目前临床应用的弱激光治疗仪主要有氦氖
激光器和半导体激光器，波长范围多在可见和近红

外区范围内，输出功率一般在 !—&$ *+［!$］.虽然弱

激光的临床应用已经很多，但其作用机制尚不清

楚［!!］，这给进一步的临床应用和防护带来了困难 .
另一方面，深入到细胞分子水平的研究很少，这也是

制约其发展的一个因素 .此外，现已发现许多脑部疾
病与钾离子通道及神经元放电特性改变有关［!"］，研

究弱激光对中枢神经细胞膜钾离子通道特性的影

响，可为激光探针直接作用于脑组织治疗某些脑部

疾患起指导作用 .鉴于电压门控钾离子通道在调节
神经细胞膜兴奋性及神经可塑性中起着关键作用，

本文利用膜片钳实验技术，研究弱激光对大鼠海马

神经细胞膜瞬时外向钾通道特性的影响，为从细胞

分子水平上探索弱激光生物刺激效应开辟一条新的

道路 .

" 2 材料与方法

$%&% 材 料

实验动物为 +45678大鼠，鼠龄 !$—!( 9，雌雄不
限，由天津药物研究院实验动物中心提供 .实验试剂
有 :;8<=公司生产的链霉蛋白酶（>8?)75;），@4A*7公
司生产的河豚毒素（BBC）、氯化镉、氯化四乙胺
（B0-D,E）、(D氨基吡啶（(D-F）、GD"D羟乙基哌嗪DGD"D
乙磺酸（H0F0@）、已二醇 I双（" I氨基乙基）四乙酸
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（!"#$）、%&’$#()其余试剂均为国产分析纯 )
（*）孵育液（$+,-，成分单位为 ../012）：%&+0

*34，5+0 6，%&7’(84 *96，:;,84 ’，+&+0’ ’，%&7+83

’6，葡萄糖 *<，7!(!, *<，=7 >94 )
（’）钾离子通道标准细胞外液（成分单位为

../012）：%&+0 *3<，5+0 694，+&+0’ ’，:;+0’ *，葡萄糖

*<，7!(!, *<，=7 >93 )使用前经 <9’’!.滤膜过滤
并通氧气饱和 )
（3）钾离子通道电极内液（成分单位为 ../012）：

5+0 *’<，+&+0’ *，7!(!, *<，!"#$ *<，%&’$#( 3，

:;+0’ ’，=7 >9’，使用前经 <9’’!.滤膜过滤 )

!"!" 大鼠海马 #$%区锥体神经元急性分离

大鼠断头取脑，置于 <—4 ?孵育液中迅速取出
海马组织，分离出 +$3区，手工切成 4<<—6<<!.厚
的脑片，移入连续通 @6A8’ B 6A+8’ 混合气体的孵

育液中，孵育 6< .CD)之后加入链霉蛋白酶，其终浓
度为 <96 ;12，3’ ?下消化 ’< .CD)消化结束用孵育
液洗脑片 3次，加入盛有标准细胞外液的离心管
中，用不同口径的 (&EFGHI 吸管轻轻吹打，制成细
胞悬液，静置 6 .CD 后取上部细胞悬液，放入带有
盖玻片的培养皿内，约 *6—’< .CD 后细胞贴壁 )
显微镜下观察分离完整的海马神经细胞，形态呈

锥体或椭圆形，顶树突和轴突完整，细胞表面光

滑，颗粒均匀细腻，可在 4—J K 内保持良好的生理
状态［*3］)

!"%" 全细胞膜片钳记录和数据分析

在 ’’—’6 ?室温下，利用德国 7!5$公司生产
的 !(+L*<型膜片钳放大器进行全细胞膜片钳记录，
实验参数设置、数据采集和刺激方式施加均通过软

件来控制，采样频率为 ’< M7N)记录用玻璃微电极由
中国科学院电子学研究所生产，经 ((LO3<型电极拉
制仪两步拉制而成，充灌电极内液后，电极阻抗为

’—4 "#)当电极与细胞膜之间形成高阻（大于 *
"#）封接后，立即进行快电容补偿，然后稍加负压破
膜，使电极液与细胞内液相通，再进行慢电容和串联

电阻补偿 )串联电阻补偿为 O<A )
实验所用半导体激光器波长为 J>< D.，输出功

率为 6 .P，光斑直径为 3 ..，功率密度为 ><9O
.P1Q.’，激光照射距离为 *6 Q.，照射角度为 >6R，光
束从侧面入射 )照射装置自行改制而成，如图 * 所
示 )实验过程中能够在倒置显微镜下观察到激光器

发射出的红光照射于目标细胞上 )

图 * 激光照射装置示意图

实验结果分析采用 S;/I49<4软件和 8IC;CDJ9<统
计软件完成，数据经 ! 1" 漏减处理后（! 表示步
阶脉冲数，" 表示漏减脉冲数）进行统计分析，分
析结果用平均值标准差来表示，激光照射前后差

异的显著性用单因数方差分析和 # 检验进行统计
分析 )

3 9 实验结果

%"&" 瞬时外向钾离子通道电流 !$ 的记录

采用上述标准细胞外液和电极内液，且在外液

中加入 *!./012的 ##T和 <9* ../012的 +U+0’，记录
海马 +$3区锥体神经细胞膜上外向钾电流 )置钳制
电位于 V O< .W，给予脉冲幅度为 V J<— B 6< .W、脉
冲宽度为 *J< .E、步幅为 B *< .W的去极化脉冲电
压刺激，刺激频率为 <96 7N，记录得到一组外向电
流，如图 ’（&），（X）所示 )该激活的外向电流包括两
种成分，即快速激活和失活的瞬时外向钾离子电流

$$（峰值部分）和缓慢激活且几乎不失活的延迟整流
钾离子电流 $5（平台部分）)向外液中加入 ’< ../012
的 #!$L+0后，仅得到瞬时外向钾离子电流 $$，如图

’（Q）所示 )用 ’ ../012的 4L$(可绝大部分阻断之，
如图 ’（U）所示，证实所记录到的外向电流为瞬时外
向钾离子电流 )由于电流 $$ 具有激活和失活迅速的
特点，在以下实验中，刺激脉冲宽度选择 J< .E的刺
激时程 )

%"!" 激光照射对 !$ 时间依赖性影响

首先，需考察正常海马神经细胞瞬时外向钾离
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图 ! 记录得到的外向钾离子通道电流 （"）刺激脉冲信号，（#）记录得到的电流 !$ 和 !%，（&）!’

(()*+,的 -.$/0*基本阻断了 !% 之后的 !$，（1）! (()*+,的 2/$3阻断了 !$ 之后剩余的 !%

子电流 !$ 何时达到稳定，激光照射应在通道电流稳

定的时间区段开始施加 4给予脉冲幅度为 5 6’ (7，
脉冲宽度为 8’ (9的去极化刺激，分别在 !，2，8，:，
;’ (<=记录不同时间的 !$，可知 !$ 在 2 (<=基本达

到稳定，激光照射应从该时刻开始施加 4其次，考察
激光照射细胞后，!$ 达到稳定的时间区段，通道特

性应选择该时间区段的电流进行统计分析 4图 >为
给予不同阶梯去极化脉冲刺激，激光作用 >，6，;’
(<=时 !$ 的电流/电压（ !/"）关系曲线 4由实验结果

可知：激光作用 > (<=时，!$ 有明显下降，去极化至

5 6’ (7时，电流抑制比为（!>?:: @ 8?’!）A 4激光作
用 6 (<=时，抑制作用达到平衡，抑制比为（2’?;> @
6?;B）A 4激光作用 ;’ (<=时，电流抑制百分比与激
光作用 6 (<=时无显著差异 4

!"!" 激光照射对瞬时外向钾离子电流 !#" 曲线的
影响

给予以上相同的刺激方式，激活并记录 !$ 作为
对照组 4然后打开激光器，以上述方式照射海马锥体
神经细胞，待激光作用稳定后，以相同去极化刺激脉

冲激活并记录 !$ 作为激光照射组 4关闭激光器停止
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图 ! 激光照射对 !" 的时间依赖性影响

照射，细胞恢复 ! #$%后，再次以同样方式激活并记
录 !" 作为恢复组，记录得到的电流 !" 变化曲线如
图 &所示 ’以不同膜电位（去极化刺激电位）为横轴，
该膜电位下激活的峰电流密度值（由于膜电容与细

胞膜表面积成正比，故用电流峰值与膜电容之比表

示峰电流密度）为纵轴，绘制通道电流的 !(" 曲线如
图 )所示 ’由 !(" 曲线可知，激光照射可以明显抑制
!"，且抑制作用随着膜电位的增加而增大，即呈现出
电压依赖特性 ’对照组、照射组和恢复组的最大激活
电流密度分别为（!*+,)) - !.,&*），（/!+,./ - !0,1+）
和（!)&,0+ - !),2.）3"435’经 # 检验，对照组和激光
照射组 !" 在统计学上有显著性差异（ $ 6 20，% 7
0,02，$ 表示统计样本数，% 表示假设检验概率），对
照组与恢复组 !" 无统计学差异（ $ 6 20，% 8 0,0)）’
由此可知，激光作用可抑制瞬时外向钾离子通道电

流 !"，而且这种抑制作用具有电压依赖性并呈现出
可逆性 ’

!"#" 激光照射对 !$ 稳态激活特性的影响

给予以上相同的刺激方式，引出一系列瞬时外

向钾离子电流作为对照 ’以上述方法激光照射细胞，
照射时间为 ) #$%，再次记录上述电流，然后利用下
式将电流值转换成电导值：

& 6 !
" 9 " :;<
，

其中 & 为电导，" 为测试膜电位，" :;<为翻转电位，!
为不同膜电位下测定的电流峰值 ’以电导值与最大
电导值之比 & 4&#=>对应膜电位分别绘制激光作用

前后 !" 的稳态激活曲线（图 .）’所得曲线可以用下
列 ?@ABC#=%%方程拟合：

& 4&#=> 6 2 D ;>3（" 9 "24/）( )’

92

，

其中 "24/为半数激活电压，’ 为曲线斜率因子 ’由图

.可以看出，对照组与激光照射组激活曲线均呈 E
形，并由此计算出对照组和激光照射组瞬时外向钾

通道的半数激活电压 "24/分别为（ 9 /1,0) - &,)!）和
（ 9 /,20 - !,2&）#F（ $ 6 20，% 7 0,02），斜率因子分
别为（ 9 /.,12 - .,2)）和（ 9 /0,10 - &,!+）#F（ $ 6
20，% 7 0,0)）’由此可知，激光作用可明显改变 !" 的
稳态激活特性，使激活曲线向去极化方向移动，并改

变其斜率因子 ’

!"%" 激光照射对 !$ 稳态失活特性的影响

置钳制电位为 9 +0 #F，先给予 9 2/0— 9 20
#F，步幅 D 20 #F，刺激脉冲宽度 +0 #G的阶梯钳制
预脉冲刺激，然后再给予 D )0 #F的测试脉冲刺激，
脉冲宽度为 200 #G，刺激频率为 0,) HC，记录得到电
流作为对照 ’然后激光照射细胞，照射时间为 ) #$%，
再次记录上述电流，如图 1所示 ’以电流峰值与最大
电流峰值之比 ! 4 !#=>对应预脉冲刺激电位，分别绘
制激光作用前后 !" 的稳态失活曲线，如图 +所示 ’
所得曲线可以用下列 ?@ABC#=%%方程拟合：

!
!#=>

6 2 D ;>3（" 9 "24/）( )’

92

，

其中 ! 为电流峰值，" 为膜电位，"24/为半数失活电

压，’ 为曲线斜率因子 ’由图 + 可知，对照组与激光
照射组失活曲线均呈反 E形，并由此计算出对照组
和激光照射组瞬时外向钾离子通道的半数失活电压

"24/分别为（ 9 10,&* - 1,/2）和（ 9 +2,/1 - .,/.）#F
（$ 6 20，% 7 0,02），斜率因子分别为（*,&1 - !,)&）
和（*,)+ - !,0/）#F（$ 6 20，% 8 0,0)）’由此可知，激
光作用可明显改变 !" 的失活特性，使失活曲线向超
极化方向移动，但不改变其斜率因子 ’

& , 讨 论

电压门控离子通道是神经元电活动的分子基

础，它参与初级生物信息传导，并在神经动作电位的

产生、突触传递和其他重要的生理功能中起着重要

作用 ’电压门控钠离子通道决定了动作电位的产生，
钙离子通道是再生电位产生的基础，而钾离子通道

在调节神经细胞膜兴奋性、神经可塑性及在神经元

的信号调控过程中起主要作用，同时也是某些神经
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图 ! 记录得到的 !" 变化曲线 （#）刺激脉冲，（$）对照组，（%）激光作用 & ’()，

（*）恢复组

毒素和药物作用的靶点 +通过抑制瞬时外向钾通道
激活，使细胞内钾离子外流减少，对受损神经元起保

护作用［,!］+瞬时外向钾离子电流 !" 是动作电位复

极化早期外向电流的主要成分，主要调节静息膜电

位，减慢去极化的速度，决定动作电位产生的频率 +

弱激光作用改变大鼠海马神经元瞬时外向钾离子通

道的稳态激活和失活动力学特征，从而会影响神经

元动作电位的形成和发放，最终调节神经元的生理

功能 +
弱激光的生物刺激作用机制和作用靶点目前尚
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图 ! 对照组、激光照射组和恢复组瞬时外向钾离子电流的

!""曲线

图 # 对照组和激光照射组瞬时外向钾离子电流稳态激活曲线

图 $ !% 失活的刺激波形和记录的电流曲线 （&）刺激脉冲，

（’）失活电流曲线

不明确，仅限于一些假设 (本实验从细胞膜电压门控
钾离子通道角度研究弱激光的生物刺激作用，电压

图 ) 对照组和激光照射组瞬时外向钾离子电流稳态失活曲线

门控钾离子通道由!亚基和"亚基组成，一个!亚
基包含六个!螺旋的跨膜片段（*+—*#），其中，*, 片

段是电压敏感区，含有较多的正电荷氨基酸，电压

感受器 *, 片段的变化对通道功能有很大影响，*, 片

段氨基酸残基点突变或化学修饰会影响到通道的激

活［+!］(此外 (通道电压依赖性激活和失活需要在磷
脂双层膜电场内有带电荷的氨基酸或强的双极离

子，这些闸门电荷的运动或电压感受器在电场力作

用下的运动引起通道蛋白构形的改变而导致通道激

活和失活 (由于弱激光光子能量与生物电场的能量
相近［+#，+$］，激光照射引起生物体对这种激光光子能

量的吸收，改变生物电场的分布，从而导致细胞膜离

子通道构象发生改变 (

! - 结 论

实验结果表明，波长为 #$. /0、功率为 ! 01的
弱激光照射，使大鼠海马神经细胞膜瞬时外向钾离

子通道电流 !% 受到抑制，且这种抑制作用呈现时间

依赖性、电压依赖性和可逆性 (结果还表明，弱激光
作用可使 !% 稳态激活曲线显著地右移，并改变曲线

的斜率因子；稳态失活曲线显著左移，且不改变其斜

率因子 (这说明弱激光作用海马神经元，引起神经细
胞膜瞬时外向钾离子通道 !% 的激活过程受到抑制，
使得动作电位复极化早期电压依赖性钾离子通道开

放延迟且关闭加快 (由此可见，弱激光作用是通过抑
制 !% 的激活过程并促进其失活过程而减小大鼠海
马神经元瞬时外向钾离子电流，使得钾离子外流减
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少，维持神经元细胞内正常的钾离子浓度，!"# $水平
以及 %"$ &’()（三磷酸腺苷）酶、*$ &’() 和 !"# $ &
’()酶的活性，调节神经系统功能，有利于受损神经
元恢复 +这一结果为临床上使用弱激光照射治疗神经

系统损伤提供了有力的试验依据 +同时，本实验结果
也提示弱激光生物刺激作用与细胞膜离子通道特性

及通道构象改变有关，但仍需进一步从分子生物学及

细胞信号转导方面进行分子层面的理论和实验验证 +

［,］ -"./012 3 4 ,556 !"#$%# &’%( + )$* + !" 77,
［#］ 89.:91 ;，89.:91 ’ <，89.:91 ’ ,5=6 !"#$%# &’%( + )$* + # 7,
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［6］ BHJ0&-9A":0 K，B9>A" C，4021HJ>9. ’ ! $/ "- #IID !"#$%# )$* +

&01 + !$ 6L
［M］ *"1> (，)N":HO1": P，*"@9A20 B ,556 2 + 34,/,04$5 + 34,/,61,- + -

%& #,5
［L］ 40EFGHA2 C，40>..0 8，%H.."A 8 ,5=5 !"#$%# &’%( + )$* + $ ,LD
［=］ 8H Q R，!9A S，TF0> T S $/ "- #IID 7418 + 2 + !"#$%# ’! ===（HA

!FHA9.9）［宓现强、岑 剡、周正谊等 #IID 中国激光 ’! ===］

［5］ P"A Q <，PH> Q 4，U"AJ S U $/ "- #III 7418 + 2 + !"#$%# %& DLL
（HA !FHA9.9）［兰秀凤、刘晓然、王亚伟等 #III 中国激光 %&

DLL］

［,I］ CHV0."A K B，P>G"E. ’ #II, 2 + 7-18 + !"#$% )$* + &’%( + !$ =5
［,,］ *"1> ( ,555 2 + 34,/,04$5 + 34,/,61,- + - ($ ,
［,#］ S"AJ T R，P> R C #IIM 7418 + 349# + !# 6,=
［,7］ T0> - K，W>N"AJ * <，!F9A S T #II, :%"18 .$# + )$& 6#
［,D］ !FH Q Q，Q> T ! #III 2 + +$’%,;49#1,- + )( #=7D
［,6］ ’>@2 X 3，B0@2HA ’ P，*1"/:9 K C ,55I 3%,0 + +"/ + <0"* + &01 +

=&< )& 7#7
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M##］
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