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偏头痛发病机制中 ASICs通道及 P/Q钙通道交互影响的电生理研究 *
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摘要 目的：ASICs通道及 P/Q钙通道均参与偏头痛发生，分析 ASICs通道及 P/Q钙通道的电生理相互作用，评价二者的在偏头

痛发生中的交互影响。方法：健康 SPF级野生型 C57BL/6鼠婴，分离培养双侧三叉神经节神经元，采用全细胞膜片钳技术记录三

叉神经节神经元的钙电流变化及动作电位变化。结果：酸性外液及阿米洛利对钙通道无直接影响，酸性外液及 P/Q通道阻断剂

Aga-IVA均增加三叉神经元兴奋性（P<0.05），而阿米洛利可阻断这种增加效应（P<0.05）。结论：阿米洛利能够抑制 Aga-IVA对三叉

神经节神经元兴奋性的增加，可能与其阻断 ASICs通道有关，提示 ASICs通道可能为 P/Q通道突变引发偏头痛的下游机制之一。
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Electrophysiological Study on Interaction of ASICs Channels and P/Q
Calcium Channels in the Pathogenesis of Migraine*

To evaluate the electrophysiological effects of Acid-sensing cation channels (ASICs) and P/Q-type channel

which were all involved in migraine. Trigeminal ganglion (TG) tissues were collected from healthy SPF wild-type C57BL/6

mice, whole-cell patch clamp technique was used to record the calcium currents of TG neurons and the changes of action potentials.

Acid and amiloride had no effect on Calcium channel directly, the acid and Aga-IVA increased the excitability of trigeminal neurons, (P

<0.05), and Amiloride blocked this increments (P<0.05). Amiloride can inhibit the increase of excitability of TG neurons in-

duced by Aga-IVA, which may be related to the blockage of ASICs channels, indicating that ASICs channels may involve in the mecha-

nisms of migraine caused by P/Q channel mutations.
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前言

P/Q- 型电压门控钙离子通道 （P/Q-type voltage-gated-

Ca2+channels，简称 P/Q通道）是一类由 CACNA1A基因编码的

电压门控钙离子通道，被证实与多种神经系统疾病如共济失

调，偏头痛和阿尔茨海默病等有关[1-4]。P/Q通道的 T666M突变

可增加三叉神经元的兴奋性，增加疼痛诱发的风险[5]。

酸敏感离子通道（Acid-sensing cation channels，简称 ASICs

通道）是一类由氢离子（H+）激活的配体门控阳离子通道，在神

经系统中分布广泛[6]，与疼痛和机械感觉密切相关，近年来也有

文献报道 ASICs通道通过组织酸化被激活而参与偏头痛的病

理生理过程[7]。

与偏头痛发生相关的 P/Q通道与 ASICs通道，均可通透

Ca2+，且在三叉神经节上存在共同位点。三叉神经元（Trigemi-

nal ganglion，TG）接受来自头面部皮肤和肌肉的传入信息，其

兴奋性的增加会引起痛觉过敏[8]。ASICs通道与 P/Q通道之间

是否存在交互作用目前尚未见报道，本文以三叉神经节神经元

细胞为研究对象，从电生理角度探讨 ASICs通道和 P/Q通道间

的相互作用。

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.19.001
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1 材料和方法

1.1 实验动物

健康 SPF级野生型 C57BL/6小鼠出生 5-7天鼠婴，购于武

汉大学实验动物中心。

1.2 主要试剂

PcTx1（Smartox）、APETx2（Smartox）、Aga-IVA（Smartox）、

阿米洛利（Sigma）、细胞种植液：DMEM培养基 100 mL，Glu-

cose 0.5 g，NaHCO3 20 mg，转铁蛋白 10 mg，胰岛素（12.5

mg/mL）20 滋L，FBS 10 mL [5]；细胞培养液：DMEM培养基 100

mL，Glucose 0.5 g，NaHCO3 20 mg，转铁蛋白 10 mg，B-27 2

mL，FBS 5 mL[5]；记录 ASICs电流的电极外液(mM)：NaCl 150，

KCl 5，MgCl2·6H2O 1，CaCl2 2，Glucose 10，HEPES 10，根据需

要用 NaOH 调 pH 至 7.4 和 6.0，并调整渗透压为 310

mosmol/kg H2O[9]；记录 ASICs电流的电极内液(mM)：KCl 140，

NaCl 10，MgCl2·6H2O 1，EGTA 5，Na-ATP 2，HEPES 10，用

KOH调 pH至 7.4，并调整渗透压为 290 mosmol/kg H2O[9]；记录

钙电流的含钡外液 (mM)：CsCl 20，TEA-Cl 140，BaCl 25，HEP-

ES 10，Glucose 25，用 CsOH调增 pH至 7.3，并调整渗透压为

310 mosmol/kg H2O[5]；记录钙电流细胞内液（mM）：CsCl 110，

EGTA 10，Na-ATP 8，HEPES 25，用 CsOH调增 pH至 7.3，并调

整渗透压为 290 mosmol/kgH2O[5]。

1.3 三叉神经节神经元细胞的分离和培养

分离和原代培养三叉神经节神经元的步骤依据相关文献
[5]，将健康 C57BL/6鼠婴断头处死，取出三叉神经节后剪碎，用

10 mg/mL胶原酶和 5 mg/mL胰酶分别在 37℃水浴锅中消化

10 min左右，待消化完全后，加入含胎牛血清的种植液终止消

化，离心（100 g× 10 min）后弃上清，加入细胞种植液，吹打形成

细胞悬液，接种于放置玻片的培养板中，于 CO2培养箱中培养

6 h后，补充种植液至每孔 600 滋L，24 h后置换一半细胞维持液，
培养 3-6天后选择细胞状态较好的细胞进行膜片钳实验[5]。

1.4 全细胞膜片钳记录

膜片钳实验所所用的玻璃微管为硬质玻璃管，采用 PC-97

型微电极拉制仪（Sutter Instrument，美国）制备，玻璃微电极尖

端拉制直径为 1-2滋m，充灌电极内液后入水电阻为 2-4M赘[5]。

采用 EPC-9膜片钳放大器（HEKA公司，德国）进行全细胞

膜片钳记录，参考电极为 Ag-AgCl电极，电流测量和记录使用

Pulse+pulsefit软件（HEKA），用数模转换器采集信号数据。将充

灌电极内液的微电极固定于放大器前端，将其移至细胞正上方

后补偿液接电位，微调使电极轻轻压在细胞上，将细胞钳制在

-80 mV，施以负压进行封接，待封接电阻至 G赘以上后破膜，形
成全细胞记录模式，补偿慢电容和漏电流，采集和滤波频率分

别为 10 kHz和 1 kHz在电流钳模式下记录动作电位，实验过

程中细胞始终钳制在 -80 mV，采用微量给药系统给予细胞外

液[9]。整个实验过程中温度控制在 25℃。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件进行统计学分析，计量资料以均数±

标准差(x± s)表示，给药前后比较采用配对 t检验，不同组间比

较采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。Graph-

Pad Prism5软件作图。

2 结果

2.1 激活 /抑制酸敏感通道（ASICs）不影响钙通道电流

图 1 分别给予酸性外液和阿米洛利后钙电流的变化

Fig.1 Current densities of calcium channel subtypes after acid or amiloride

A: Current densities of calcium channel subtypes after acid; B: Current densities of calcium channel subtypes after amiloride

将细胞外液由 7.4迅速降低到 6.0后，TG神经元钙电流无

明显变化（图 1A）。pH7.4 组（n=5）21.31± 12.58 pA/pF，pH6.0

组（n=5）23.63± 15.28 pA/pF，P值 = 0.2341，两组间比较无统计

学差异；给予阿米洛利（AMI）后，TG神经元钙电流无明显变化

（图 1B），对照组 （n=7）61.04 ± 40.19 pA/pF，AMI 组（n=7）

64.78± 38.76 pA/pF，P值 = 0.2091，两组间比较无统计学差异；

提示激活或阻断酸敏感离子通道对 P/Q型钙通道无直接影响。

2.2 激活 ASICs增加 TG细胞兴奋性

为研究细胞兴奋性，将神经元钳制在静息电位并注入 1 s

的 25 pA的去极化电流，逐步增加注入的电流值，直到有 1个

动作电位（action potential, AP）产生为止，此时注入的电流值即

为基强度[5]（n=22，236.14± 58.43 pA）测量得到的第一个动作电

位即为阈电位（即 dV/dt 超过 10V/s时的膜电位的值，n=22，

-31.51± 7.59 mV），振幅（n=22，110.72± 15.17 mV）及后电位振

幅（n=22，-12.35± 6.38 mV）。如表 1所示，即为三叉神经元动作

电位的特性。
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Note: *P<0.05 ** P<0.01.

将细胞外液迅速变为酸性，记录动作电位相关参数，在可

以记录出 ASICs电流的细胞上，静息电位明显升高（表 2）：

pH7.4组（n=10）-59.20± 8.8 mV，pH6.0组（n=10）-46.84± 12.99

mV，P值 =0.000，两组间比较有统计学差异；而基强度明显降

低，pH7.4组（n=10）为 286.5± 96.96 pA，pH6.0组（n=10）为

216± 112.12 pA，P值 =0.001，两组间相比有统计学差异，表明

酸性环境可提高神经元兴奋性，使神经元更容易被兴奋。

而对于未记录到 ASICs电流的细胞上，则无此变化（表3），

说明酸性环境使神经元兴奋性升高可能与 ASICs通道相关。

Note: Vrest, resting membrane potential; AP, action potential; AHP, after hyperpolarization. t-test.

表 1 三叉神经元细胞动作电位特性（x± s）

Table 1 Intrinsic properties of TG neurons

Capacitance, pF Vrest, mV Threshold, mV Rheobase, pA AP Amplitude, mV
AHP Amplitude,

mV
Cell Number

23.64± 6.68 -57.41± 10.31 -31.51± 7.59 236.14± 58.43 110.72± 15.17 -12.35± 6.38 22

表 2 改变外液 pH值对记录到 ASICs电流的 TG细胞 AP的影响

Table 2 Intrinsic properties of TG neurons with ASICs current after change the pH of extracellular solution

pH Capacitance, pF Vrest, mV Threshold, mV Rheobase, pA
AP Amplitude,

mV

AHP Amplitude,

mV
Cell Number

7.4
24.07± 6.56

-57.96± 8.09 -33.82± 7.27 252.22± 107.5 107.91± 11.72 -15.05± 5.58 9

6.0 -62.67± 10.99 -36.38± 10.16 281.67± 85.84 106.61± 12.63 -13.16± 6.19 9

Note: * P<0.05; ** P<0.01.

图 2 降低细胞外液 pH值前后 AP的静息电位（A）、阈电位（B）、基强度（C）、振幅（D）、后电位振幅（E）的变化

Fig.2 Changes of Vrest(A), Threshold(B), Rheobase(C), AP Amplitude(D) and AHP Amplitude(E) of TG neurons after change the pH of extracellular

solution

Note: Data are expressed as x± SD, n=10. *P< 0.05, compared with group 7.4; ** P< 0.01, compared with group 7.4.

表 3 改变外液 pH值对未记录到 ASICs电流的 TG细胞上 AP的影响

Table 3 Intrinsic properties of TG neurons without ASICs current after change the pH of extracellular solution

pH Capacitance, pF Vrest, mV Threshold, mV Rheobase, pA
AP Amplitude,

mV

AHP Amplitude,

mV
Cell Number

7.4
22.98± 5.43

-59.20± 8.8 -31.87± 7.95 286.5± 96.96 112.62± 19.94 -11.31± 6.51 10

6.0 -46.84± 12.99** -22.21± 19.71 216± 112.12** 88.57± 22.56** -15.68± 7.99* 10

表 4 给予 Aga-IVA时 AP的变化

Table 4 Intrinsic properties of TG neurons after given Aga-IVA

Vrest, mV Threshold,mV Rheobase,pA AP Amplitude, mV AHP Amplitude, mV Cell Number

No blocker -56.24± 5.45 -34.21± 6.72 265.00± 94.19 101.54± 10.55 -14.47± 1.97 10

Aga-IVA -44.66± 7.59** -28.61± 6.66* 200.50± 96.74** 83.04± 12.66** -13.60± 4.51 10
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2.3 阻断 P/Q型钙通道增加 TG细胞兴奋性

给予 P/Q型钙离子通道阻断剂 Aga-IVA后，记录动作电

位相关参数，在可以记录出 ASICs电流的细胞上，静息电位明

显升高（表 4，图 3A）：对照组（n=10）-56.24± 5.45 mV，Aga-IVA

组（n=10）-44.66± 7.59 mV，P值 =0.002，两组间比较有统计学

差异；而阈值明显降低（图 3B），对照组（n=10）为 -34.21± 6.72

mV，Aga-IVA 组（n=10）-28.61± 6.66 mV，P 值 =0.019，基强度

也明显降低（图 3C），对照组（n=10）为 265.00± 94.19pA，Aga-I-

VA组（n=10）200.50± 96.74 pA，P值 =0.000，振幅也有所降低

（图 3D），对照组（n=10）为 101.54± 10.55 mV，Aga-IVA 组

（n=10）83.04± 12.66 mV，P值 =0.001，两组间比较有统计学差

异，说明阻断 P/Q通道可提高神经元兴奋性。

图 3 给予 Aga-IVA前后 AP的静息电位（A）、阈电位（B）、基强度（C）、振幅（D）、后电位振幅（E）的变化

Fig.3 Changes of Vrest(A), Threshold(B), Rheobase(C), AP Amplitude(D) and AHP Amplitude(E) of TG neurons after given Aga-IVA

Note: Data are expressed as x± SD, n=10. *P< 0.05, compared with group control; **P< 0.01, compared with group control.

Note: #P<0.05; **P<0.01.

表 5 给予 Aga-IVA后再给予 AMI的 AP的变化

Table 5 Intrinsic properties of TG neurons which have been given Aga-IVA after given AMI

Vrest, mV Threshold,mV Rheobase,pA AP Amplitude, mV
AHP Amplitude,

mV
Cell Number

Control -61.87± 6.40 -37.66± 5.39 286.25± 191.89 101.87± 17.80 -13.15± 2.35 4

Aga-IVA -46.72± 11.52 -30.62± 3.71 186.25± 178.30** 85.51± 14.51 -17.00± 3.32 4

AMI+Aga-IVA -41.64± 14.44 -23.14± 9.99 253.75± 186.61# 67.21± 15.61 -11.74± 3.75# 4

图 4 给予 Aga-IVA后再给予 AMI的 AP的静息电位（A）、阈电位（B）、基强度（C）、振幅（D）、后电位振幅（E）的变化

Fig.4 Changes of Vrest(A), Threshold(B), Rheobase(C), AP Amplitude(D) and AHP Amplitude(E) of TG neurons which have been given Aga-IVA after

given AMI

Note: Data are expressed as x± SD, n=4. # P< 0.05, compared with group Aga-IVA; **P< 0.01, compared with group control.
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2.4 AMI阻断 Aga-IVA对神经兴奋性的增加

给予 P/Q型钙离子通道阻断剂 Aga-IVA后再给予 AMI，

记录动作电位相关参数，在可以记录出 ASICs电流的细胞上，

两两组间对比（表 5）：基强度 Aga-IVA 组（n=4，186.25±

178.30pA）较对照组（n=4，286.25± 191.89 pA）明显降低，P 值

=0.002，而 AMI 组（n=4，253.75± 186.61 pA）较 Aga-IVA 组明

显回升，P值 =0.016，两组对比均有统计学差异，对照组和 AMI

组之间并无显著差异；静息电位、阈电位、振幅上 AMI组较 A-

ga-IVA组有降低趋势，尚无统计学差异；后电位振幅仅 AMI组

（n=4，-11.74± 3.75 mV）和 Aga-IVA组（n=4，-17.00± 3.32 mV）

相比有降低趋势，P值 =0.003。说明 AMI参与了 Aga-IVA增加

细胞兴奋性的过程，而在未记录出 ASICs电流的细胞上则得不

到此种变化，说明是 AMI抑制 ASICs通道而影响了 Aga-IVA

对细胞兴奋性的作用。

3 讨论

偏头痛是最常见的神经科疾病之一，因其严重影响患者社

会功能，与卒中等同，被誉为全球疾病负担最重的疾病之一[10,11]，

其病因复杂，人们对其发病机制尚无清楚的认知，近年来，随着

一些头痛模型的建立，信号转导机制成为近年的研究趋势。

家族性偏瘫性偏头痛（familial hemiplegic migranine, FHM）

是一种单基因常染色体显性遗传疾病，因其遗传特性近年被广

泛研究。目前公认的 FHM 致病基因为编码 P/Q 通道的

CANA1A基因，其 T666M与 R1347Q突变是最常见的两种突

变[12,13]。T666M突变可降低三叉神经元的 P/Q型钙电流，增加

三叉神经元的兴奋性[5]，从而参与偏头痛的发生过程。Tottene

等人的研究表明，R1347Q突变可增加神经元的 P/Q型钙电流，

增加皮质扩散性抑制（cortical spreading depression, CSD）的易

感性[14]，被认为是偏头痛先兆发生的病理生理学机制之一。因

此，P/Q通道阻断剂的开发成为治疗偏头痛的重要研究方向，

但是，Isope P等人发现，给大鼠直接鞘内注射 P/Q阻断剂 棕-a-
gatoxin IVA不能抑制机械刺激引起的疼痛[15]。由于选择性 P/Q

通道阻断剂难以获得及效果不佳，而相关的小分子肽难以通过

血脑屏障[1]，寻找 P/Q通道的下游机制有了新的诉求。本实验直

接对体外培养的三叉神经节细胞使用 P/Q阻断剂 棕-agatoxin I-
VA，发现 棕-agatoxin IVA 可以引起细胞的静息电位的升高
（P=0.002）及基强度的降低（P=0.000），说明 TG细胞在 棕-aga-
toxin IVA的直接作用下更容易被兴奋，但是具体通过什么机

制尚待进一步研究。

酸敏感离子通道(ASICs)是一类由氢离子(H+)激活的配体

门控阳离子通道，在组织酸化时被激活，引起细胞内 Ca2+释放
[16]。目前已成功克隆了 6种 ASICs亚基蛋白：ASIC1a、ASIC1b、

ASIC2a、ASIC2b、ASIC3和 ASIC4[17]，其中 ASIC1a和 ASIC3被

普遍认为是一种伤害性感觉的受体，与偏头痛有很大联系[18,19]，

并在炎症、缺血和组织酸中毒等病理变化中起作用[20]。Goadsby

等研究发现，ASICs通道阻断剂阿米洛利可阻断 CSD，说明 A-

SICs通道参与偏头痛的发生[7]。P/Q通道及 ASICs通道在三叉

神经节神经元上均有表达，均参与偏头痛的病理生理过程，且

均通过 Ca2+，ASICs通道激活可能是 P/Q通道突变致 FHM的

下游机制，ASICs可能成为有先兆偏头痛治疗的新靶点。本实

验也证明，在能记录到 ASICs电流的 TG细胞上，给予酸刺激

激活 ASICs通道后，细胞的静息电位升高（P=0.000）而基强度

降低（P=0.001），说明 ASICs 通道的激活可以使 TG 细胞兴奋

性增加。

酸性刺激激活 ASICs通道及阻断 P/Q通道均能增加细胞

兴奋性，但是阻断 P/Q通道对 ASICs电流并没有直接影响，阻

断 ASICs电流对 P/Q电流也没有直接影响。为进一步探讨 P/Q

通道和 ASICs通道之间的交互作用，我们在对 TG细胞使用

棕-agatoxin IVA后再给予阿米洛利，发现原本明显降低的细胞
基强度（P=0.002）回到了之前的水平（P=0.015），P/Q通道阻断

剂无法再增加细胞兴奋性，表明 ASICs通道的激活确有可能是

P/Q通道突变导致偏头痛的下游机制之一，在 P/Q通道突变和

ASICs通道激活之间可能还存在着尚未知的通路机制。

综上所述，激活 ASICs通道及阻断 P/Q通道均能增加细胞

兴奋性，ASICs通道的激活可以阻断 P/Q通道对细胞兴奋性的

影响。ASICs通道的激活确有可能是 P/Q通道突变导致偏头痛

的下游机制之一。

本实验的创新之处在于将 ASICs通道和 P/Q通道联系起

来，探讨两者之间的交互作用，对于深入理解 ASICs激活对偏

头痛的诱发机制，及 P/Q通道突变的信号转导通路均有重要意

义，国内外尚未见类似报道。本实验的不足之处，在于未能进一

步探究 ASICs通道的哪一种亚型参与了 P/Q通道突变引起偏

头痛的过程。故后续研究中可以通过增加 ASICs亚基的特异性

阻断剂进行完善以探究 P/Q通道及 ASICs通道交互作用的机

制，为偏头痛治疗提供新的靶点。
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