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Mg2+抑制表达在爪蟾卵母细胞上P2X4受体介导的ATP-激活电流

彭 芳，张玉芹*，曾 燕，周艳玲

武汉科技大学医学院生理学教研室，武汉 430065

摘  要：本文旨在研究Mg2+对表达在非洲爪蟾卵母细胞上P2X4受体介导的ATP-激活电流(ATP-activated current, IATP)的调制

及机理。大鼠P2X4受体野生型及突变体型cDNA在体外转录成cRNA，通过显微注射技术将该cRNA注入非洲爪蟾卵母细胞

中进行表达。应用全细胞双电极电压钳技术研究Mg2+对IATP的影响。结果显示，细胞外液加MgCl2对IATP的影响如下：(1) 
Mg2+在0.5~10 mmol/L范围内，浓度依赖性地抑制IATP，半效抑制浓度(IC50)为(1.24 ± 0.07) mmol/L，冲洗10 min后，IATP可恢

复；(2) 1 mmol/L的Mg2+使IATP量-效曲线右下移，最大效应电流(Emax)降低了(42.0 ± 2.1)%，但半数有效浓度(EC50)不变；(3) 
预加Mg2+ 80 s后再加ATP，Mg2+对IATP抑制效应可达最大；(4) Mg2+对IATP的抑制不受膜电位的影响；(5)以100 μmol/L ATP激活

的电流为对照，将P2X4受体280位的天冬氨酸突变成不带电荷的谷氨酰胺后，相同浓度的ATP诱发的IATP幅值仅为对照值的

(4.12 ± 0.15)%；将280位的天冬氨酸突变成带负电荷的谷氨酸，IATP幅值和对照值相比没有显著性差异；(6) 当P2X4受体280
位的天冬氨酸缺失后，100 μmol/L ATP诱发的IATP的幅值几乎为对照值的两倍，且0.5~10 mmol/L的Mg2+对相应的IATP无明显影

响。以上结果提示：Mg2+抑制P2X4受体介导的IATP是非竞争性的、可逆的、具有浓度依赖性、时间依赖性、无电压依赖性；

Mg2+的这种抑制效应可能是通过作用于P2X4受体280位的天冬氨酸而实现的。
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Mg2+ inhibits ATP-activated current mediated by rat P2X4 receptors expressed in 
Xenopus oocytes

PENG Fang, ZHANG Yu-Qin*, ZENG Yan, ZHOU Yan-Ling
Department of Physiology, Medical College, Wuhan University of Science and Technology, Wuhan 430065, China

Abstract: To investigate the modulation of Mg2+ on rat P2X4 receptors and its underlying mechanism, we transcribed cDNA coding 
for wild-type and mutant P2X4 receptors to cRNA in vitro, injected the cRNA to oocytes of Xenopus laevis using the microinjection 
technique and revealed the effect of Mg2+ on ATP-activated currents (IATP) mediated by P2X4 receptors using the two-electrode whole-
cell voltage clamp technique. The effects of extracellular Mg2+ on IATP were as follows: (1) In oocytes expressing P2X4 receptors, Mg2+ 
with concentration ranging from 0.5–10 mmol/L inhibited the amplitude of IATP in a concentration-dependent and reversible manner, 
with a 50% inhibitory concentration value (IC50) of (1.24 ± 0.07) mmol/L for current activated by 100 μmol/L ATP. (2) Mg2+ (1 mmol/L) 
shifted the dose-response curve for IATP right-downward without changing the EC50, but reduced the maximal current (Emax) by (42.0 ± 
2.1)%. (3) After being preincubated with Mg2+ for 80 s, the inhibitory effect of the Mg2+ on IATP reached the maximum. (4) The inhibi-
tion of Mg2+ on IATP was independent of membrane potential from −120 mV to +60 mV. (5) Compared with the current activated by 100 
μmol/L ATP in the wild-type P2X4 receptors, mutant P2X4 D280Q responded to the application of 100 μmol/L ATP with a smaller 
current. The peak current was only (4.12 ± 0.15)% of that seen in wild-type receptors. Mutant P2X4 D280E responded to ATP stimu-
lation with a current similar to that observed in cells expressing wild-type receptors. (6) When Asp280 was removed from P2X4,  the 
current amplitude of IATP was increased almost one-fold, and Mg2+ with concentration ranging from 0.5–10 mmol/L did not affect the 
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IATP significantly. The results suggest that Mg2+ inhibits IATP mediated by P2X4 receptors non-competitively, reversibly, concentration-
dependently, time-dependently and voltage-independently. The inhibitory effect of Mg2+ might be realized by acting on the site 
Asp280 of the P2X4 receptors.

Key words: Mg2+; ATP-activated current; Xenopus oocytes; two-electrode voltage clamp technique

镁是维持机体正常所必需的矿物质之一，其正

常人体血清浓度为 0.83~1.25 mmol/L。有大量研究

显示，镁离子 (Mg2+) 对癫痫、急性重型颅外伤、血

管内皮细胞缺氧再复氧损伤、缺血缺氧性脑病等都

有治疗作用，而且无论是人体还是实验诱导的大鼠，

注射 Mg2+ 都可以使得各种形式的疼痛缓解，相反，

Mg2+ 缺乏可以导致痛觉增敏 [1–4]。一般认为 Mg2+ 作

为生理性钙通道阻滞剂及 NMDA 受体拮抗剂，通

过阻止钙离子内流、拮抗 NMDA 受体达到保护神

经及镇痛效应 [5–7]，然而有关 Mg2+ 的确切作用机制

还存在争议。

P2X4 是离子通道型 ATP 受体的亚型之一，广

泛分布于中枢及外周神经系统 [8,9]。有研究表明，

脑外伤后 P2X4 受体表达水平迅速升高，并在损伤

后长时间内维持较高的水平 [10] ；之后有研究进一步

证实了 P2X4 受体在疼痛信号转导中的作用 [11]。因

此，我们推测 Mg2+ 和 P2X4 受体之间存在某种联系，

这种联系可能是 Mg2+ 保护神经、缓解疼痛等的原

因之一。有研究指出，Mg2+ 能降低 PC12 细胞及神

经元的 ATP- 激活电流 (ATP-activated current, IATP) [12]。

之后又有研究显示，Mg2+ 通过降低激动剂与受体的

亲和力，从而抑制大鼠结状神经节上 IATP
[13]。目前，

国内外有关 Mg2+ 对 P2X4 受体调制的研究很少。有

研究将人 P2X4 受体表达在人胚肾细胞上，应用膜

片钳技术证明 Mg2+ 可阻断人 P2X4 受体或通道 [14]。

本文对大鼠 P2X4 受体介导的 IATP 的调制、调制特

征以及 Mg2+ 的作用位点进行研究，旨在探讨 Mg2+

治疗相关疾病的作用机制，并为合理应用 Mg2+ 提

供电生理依据。

1  材料和方法

1.1  动物、重组质粒　　成熟雌性非洲爪蟾 ( 中国

科学院遗传与发育研究所提供 )。大鼠颈上神经节

重组质粒 pcDNA3-P2X4 由 Dr. G. Buell (Glaxo Insti-
tute for Molecular Biology, Geneva, Switzerland) 构建

并惠赠。

1.2  药品、试剂及主要仪器设备　　质粒小量快速

提取试剂盒 (Axygen 公司 )；内切酶 XhoI (Fermentas
公司 ) ；体外转录试剂盒 (Mmessage Mmachine T7 RNA 
Transcription Kit，Ambion 公司 ) ；ATPNa2、PPADS、
suramin (Sigma 公司 )；Fast-Pfu 酶 (TransGen 公司 )；
DpnI 酶 (TaKaRa 公司 )；PCR 试剂盒 (TaKaRa 公司 )；
MgCl2·6H2O (Merk 公司，德国 )；Ringers’ 液 (mmol/L)：
NaCl 95，KCl 1.0，MgCl2·6H2O 1.0，CaCl2 1.0，
HEPES 5.0 ；卵母细胞孵育液 (mmol/L) ：NaCl 96.0，
KCl 2.0，MgCl2·6H2O 1.0，CaCl2 1.8，HEPES 5.0 ；不

加 CaCl2 的 Ringers’ 液即为无钙 ND96 溶液。三种溶

液均用 1 mol/L 的 NaOH 调节 pH 至 7.4~7.6，使用

前高压灭菌，孵育液高压后加青霉素至 100 U/L、
丙酮酸钠至 2 mmol/ L 以及胎牛血清 ( 每 500 mL 孵

育液加 1 mL 胎牛血清 ) ；双电极电压钳放大器

(OC-725C，美国 Warner 公司 ) ；微量注射仪 (Mi-
cro4TM Nanoliter2000，美国 WPI 公司 ) ；微电极拉

制仪 ( 德国 HEKA 公司 )；8 道灌流系统 (ALA-VM8, 
Scientific Instruments, NY) ；微操纵器 ( 美国 WPI) ；
Biophotometer 核酸测定仪 (Eppendorf 公司 ) ；凝

胶成像分析系统 (Gene 公司 ) ；PCR 仪 (Thermal 公
司 )。
1.3  P2X4 受体定点突变　　应用 PCR 技术分别将

表 1. PCR定点突变的引物

Table. 1 Primers for PCR site directed mutagenesis
Parameter Sense primer (5’–3’) Antisense primer (5’ –3’)
D280Q CTATAAggAAggCCgCggACgTCTgggCCCTggACCTTg CAAggTCCAgggCCCAgACgTCCgCggCCTTCCTTATAg
D280E gAAggCCgCggACCTTTgggCCCTggACCTTg CAAggTCCAgggCCCAAAggTCCgCggCCTTC
Asp280   
deletion gAAggCCgCggACTgggCCCTggACC ggTCCAgggCCCAgTCCgCggCCTTC
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P2X4 受体 280 位的天冬氨酸突变成谷氨酰胺

(D280Q)、谷氨酸 (D280E) 或缺失 (Asp280 deletion)。
分别设计一条正义引物和一条反义引物 ( 表 1)。建

立 50 μL PCR 反应体系进行突变，在 PCR 产物中

加入 DpnI 酶作用 3 h 以去除质粒模板，之后进行转

化，转化成功后，挑克隆小量抽提并进行酶切鉴定，

然后取 3~5 个酶切鉴定正确的克隆测序，得到预期

的突变克隆。

1.4  P2X4 受体野生型和突变体 cRNA 的体外转录

及表达　　P2X4 受体 cRNA 的体外转录及表达方

法详见文献 [15]。简单的流程是：用转录试剂盒在体

外将线性的 cDNA 转录成 cRNA，将该 cRNA 注射

到用胶原酶处理过的非洲爪蟾卵母细胞中。线性

cDNA 的纯化由原来的胶回收法改为现在的酚 : 氯
仿 : 异戊醇 (25:24:1) 抽提法。

1.5  卵母细胞的制备及显微注射　　参照文献 [15] 进

行。设空白对照组和注射等量无酶水的对照组。卵

母细胞在 18 ℃培养箱中培养 48~72 h 后用于电生理

研究。

1.6  电生理记录与结果分析　　电生理记录方法详

见文献 [15]。实验所用到的液体均在使用前临时配制。

ATP 溶液、MgCl2 溶液等均用标准细胞外液配制，

并将 pH 调至 7.4~7.6。ATP 和 MgCl2 均通过 8 通道

加药系统给药，给药时间为 20 s，加药时间间隔为

6 min。用 CytoBench 软件对数据进行采样、存储

和分析。量 - 效关系曲线采用 Hill 方程进行拟合，

I/Imax= 1/[1+(EC50/C)n]，I/Imax 表示当前效应和最大效

应百分比，EC50 为半效能作用浓度，C 为激活物浓

度，n 为 Hill 系数。实验数据的处理、分析及图表

的绘制和拟合采用 Origin7.5 软件，实验所得的数

据均用 mean ± SD 表示，显著性检验采用 ANOVA
法，P < 0.05 时认为差别具有统计学意义。

2  结果

2.1  爪蟾卵母细胞表达的P2X4受体介导的IATP确认

将卵母细胞膜电位钳制在 −60 mV，在注射了

P2X4 受体 cRNA 的卵母细胞的细胞外液中加入不

同浓度的 ATP (1~300 μmol/L)，可记录到 IATP，并

且 IATP 的大小呈浓度依赖性。同时在细胞外液中分

别加入 10 μmol/L 的乙酰胆碱、谷氨酸、5-HT 等，

均未记录到电流 ；未注射 P2X4 受体 cRNA 和注射

了等量无酶水的卵母细胞，在其细胞外液加不同浓

度 (10~1 000 μmol/L) 的 ATP，未记录到电流 ；单

独加 2~10 mmol/L 的 Mg2+，也没有记录到电流。

分别用 100 μmol/L 的 PPADS、suramin 与 100 μmol/L
的 ATP 共同灌流卵母细胞，以 100 μmol/L 的 ATP 诱

发的 IATP 为对照，发现 PPADS 或 suramin 对 IATP 无

明显影响 (n = 8)。PPADS 和 suramin 是 P2X 受体的

非特异性阻断剂，但 P2X4 受体的药理特性不同于

P2X 家族的其它成员，其介导的 IATP 不能被 PPADS
和 suramin 阻断，与已有的报道结果一致 [16]，因此证

明本研究中显微注射后的卵母细胞表达 P2X4 受体。

2.2  不同浓度的Mg2+对IATP的影响

图1显示，以100 μmol/L ATP产生的 IATP为对照。

Mg2+ 在 0.5~10 mmol/L 的范围内，随着浓度的增大，

对 IATP 的抑制越明显，呈现出浓度依赖性。半效抑

制浓度 (IC50)为 (1.24 ± 0.07) mmol/L。冲洗10 min后，

再于细胞外液加入 100 μmol/L ATP，IATP 恢复为对

照水平 (n = 8)。
2.3  Mg2+对IATP量-效曲线的影响

图 2 显示 Mg2+ 分别为 0 mmol/L、1 mmol/L
时的 IATP 量 - 效曲线图。在 1 mmol/L Mg2+ 存在下，

IATP 量 - 效曲线右下移，最大效应电流 (Emax) 减小，

比单独加入 ATP 时减小 (42.0 ± 2.1)% ；EC50 无显

著性差异 [(16.02 ± 2.13) μmol/L vs (16.28 ± 1.76) 
μmol/L, n = 10]。
2.4  Mg2+对IATP的抑制与Mg2+孵育时间的关系

用 2 mmol/L 的 Mg2+ 分别孵育表达 P2X4 受体

卵母细胞 0、20、40、60、80、100、120 s，再加

ATP 观察 Mg2+ 的不同孵育时间对 IATP 的影响。以

Mg2+ 和 ATP 同时加入产生的 IATP 为对照，结果显

示，预孵育时间在 80 s 以后时，Mg2+ 对 IATP 的抑

制效应达到最大，此时的 IATP 小于对照电流 (P < 
0.01, n = 8)。80、100、120 s 三组中两两间比较

无显著性差异 (n = 8)( 图 3)。
2.5  Mg2+对IATP的抑制与钳制电位的关系

图 4 显示，当 ATP 浓度为 100 μmol/L 时，改

变钳制电位 (−120 mV~+60 mV)，2 mmol/L 的 Mg2+

对 IATP 的抑制无显著性差异 (n = 10)，说明这种抑

制作用不依赖于膜电位的改变。

2.6  P2X4受体突变对IATP的影响                                   
为了探索 Mg2+ 在 P2X4 受体上的作用位点，以

100 μmol/L ATP 激活的电流为对照 ( 图 5A)。将

P2X4 受体 280 位的天冬氨酸突变成不带电荷的谷

氨酰胺 (D280Q) 后，IATP 幅值明显下降，仅为对照

值的 (4.12 ± 0.15)% (P < 0.01，n = 5)，而突变体
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图   1. 不同浓度Mg2+对IATP的影响及Mg2+对IATP抑制效应的可逆性

Fig. 1. Mg2+ reversibly inhibits ATP-activated current mediated by P2X4 receptors expressed in Xenopus oocytes. A: Currents acti-
vated by 100 μmol/L ATP plus different concentrations of Mg2+ (1–10 mmol/L). Records are sequential current traces from a single 
oocyte. B: Dose-response curve for Mg2+ reduction of current activated by 100 μmol/L ATP. Each point represents mean ± SD of 8 
cells. The IC50 is (1.24 ± 0.07) mmol/L. On average, the inhibition rate of IATP by 1 mmol/L and 2 mmol/L Mg2+ is (42.0 ± 2.1)% 
and (60.0 ± 3.0)% respectively. C: At 10 min after being washed, the ATP-activated current which was previously inhibited by Mg2+ 
recovered.

图   2. Mg2+对IATP量-效曲线的影响

Fig. 2. Dose-response curves for IATP in the absence and presence 
of 1 mmol/L Mg2+. Each point represents mean ± SD of 10 cells. 
Invisible error bars are smaller than the size of symbols. Curves 
shown are the best fit of the data to the equation in the methods. 
Mg2+ (1 mmol/L) reduced the Emax by almost (42.0 ± 2.1)%. The 
EC50 was (16.02 ± 2.13) μmol/L and (16.28 ± 1.76) μmol/L re-
spectively in the absence and presence of 1 mmol/L Mg2+.

图    3. Mg2+预孵育时间对IATP的影响

Fig. 3. Bar graphs showing the current when the cells were pre-
incubated with Mg2+ for 0, 20, 40, 60, 80, 100 and 120 s. Data 
are means ± SD values of 8 oocytes. There was no significant 
difference among the last three groups. *P < 0.05, **P < 0.01 vs 
control.
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图    4. Mg2+对IATP的抑制与钳制电位的关系

Fig. 4. The inhibition of Mg2+ (2 mmol/L) on IATP at different 
holding potentials. Each point represents means ± SD of 10 cells.

D280E 的 IATP 和对照值相比没有显著性差异 (n = 5)，
P2X4 受体 280 位的天冬氨酸缺失时，IATP 幅值和对

照值相比明显增大，几乎为对照的两倍 (P < 0.01, 
n = 5)，细胞外液中加入 0.5~10 mmol/L 的 Mg2+ 对

IATP 无明显影响 (n = 5) ( 图 5F)。

3  讨论

非洲爪蟾卵母细胞是研究基因转录、蛋白质表

达及其功能调控等独特的异体表达系统，它不仅能

将外源性 cRNA 翻译成蛋白质，还能进行翻译后期

的加工 ( 如糖基化、乙酰化、蛋白裂解等 )、剪切、

并正确地组装到细胞膜中。用 1.0 mg/mL 的胶原酶

消化非洲爪蟾卵母细胞，以去除滤泡膜及血管膜，

然后通过显微注射技术将外源性 P2X4 受体注入细

图   5. Mg2+在P2X4受体上的作用位点

Fig. 5. Asp280 may be the binding site of Mg2+ on P2X4 receptors. A: Current recorded in response to 100 μmol/L ATP stimulation in 
wild-type receptors. B, C and D: P2X4 receptors function under replacement of Asp280 with the noncharged glutamine (B), negatively 
charged glutamate (C) residues, or removal of the Asp280 (D). The related currents were recorded in response to 100 μmol/L ATP 
stimulation. E: Applying Mg2+ (0.5–10 mmol/L) did not affect the current in the P2X4 receptors lacking of Asp280. F: Graph showed 
the currents which were representative of 5 experiments per channel. **P < 0.01 vs control (WT).
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胞胞浆表达，这样在研究过程中可以避免内源性嘌

呤受体及其它受体的干扰，内源性 ATP 受体存在于

滤泡膜上 [17,18]。由于人体血清镁低于 0.75 mmol/L
时即为低镁血症，高于 1.25 mmol/L 为高镁血症，

超过 12.5 mmol/L 可致死，因此本研究将 Mg2+ 浓

度范围设计为 0.5~10 mmol/L。本实验成功建立了

P2X4 受体异体表达模型，从实验结果可以看出，

0.5~10 mmol/L 的 Mg2+ 可明显抑制爪蟾卵母细胞表

达的 P2X4 受体介导的 IATP，这种抑制作用表现为

浓度依赖性、可逆性、非电压依赖性。在有一定浓

度的 Mg2+ 存在的情况下，IATP 量 - 效曲线向右下移，

Emax 减小，但 EC50 无显著性差异，提示 Mg2+ 的拮

抗效应属于非竞争性拮抗，因为竞争性拮抗的特点

是 EC50 降低，Emax 不变。开放性通道阻滞虽然属于

非竞争性拮抗常见的作用机制，但其常显现出明显

的电压依赖性，而 Mg2+ 对 IATP 的抑制不依赖于膜

电位。另外，Mg2+ 预孵育时间可影响其对 IATP 的抑

制效应，随着预孵育时间的增长，Mg2+ 对 IATP 的抑

制也越强，80 s 以后抑制作用达到最大。本实验结

果提示，Mg2+ 在 P2X4 受体的具体作用位点或结构

域应该位于离子通道的胞外部分，至少是有胞外部

分的参与，在不同的钳制电位下，Mg2+ 对 IATP 的抑

制作用没有明显的改变，不具有电压依赖性，说明

Mg2+ 在 P2X4 受体上的作用位点位于通道孔外面或

者接近通道外面的位置，而不是作用于通道里面。

Mg2+ 是一种天然的钙通道拮抗剂，这可能是它

抑制 P2X4 受体介导的 IATP 的原因之一，然而，通

过观察 Mg2+ 对 IATP 影响的特点，我们推测 Mg2+ 在

P2X4 受体胞外域可能有相应的作用位点，当 Mg2+

作用该位点后，使 ATP 与受体的亲和力下降，进而

抑制 IATP。Freist 等曾认为 Asp280 是 Mg2+ 在 P2X4
受体上的作用位点 [19]。为了确定 Mg2+ 在 P2X4 受

体上的作用位点，在本实验中，我们将 P2X4 受体

280 位的天冬氨酸分别突变成不带电荷的谷氨酰胺

(D280Q) 和带负电荷的谷氨酸 (D280E)，发现同样

带负电荷的 D280E 突变体对 ATP 的反应和野生型

受体相似，而 D280Q 介导的 IATP 幅值和野生型相比

明显降低。当去除 Asp280 后，受体介导的 IATP 幅

值显著增大，通道关闭时间延长。因此推测 Asp280
为 Mg2+ 在 P2X4 受体上的抑制位点，其作用机制可

能是 Mg2+ 改变了电荷平衡，从而降低了配体与受

体的亲和力或内在活性，当抑制位点不存在时，

ATP 能以更高的亲和力和受体结合，并更长时程地

激活 P2X4 受体。

本实验结果显示生理浓度的 Mg2+ 就能较大程

度地抑制 P2X4 受体介导的 IATP，因此，我们推测

Mg2+ 可能通过 P2X4 受体而发挥其镇痛作用。神经

病理性疼痛是神经系统损伤引起的一种慢性疼痛，

其发病机制复杂，至今尚缺乏有效的治疗药物。研

究显示小胶质细胞的活化在神经病理性疼痛发生中

具有重要的作用，而活化的小胶质细胞中 P2X4 受

体表达量显著增加 [11]，提示 P2X4 受体可能参与了

神经病理性疼痛。外周神经的损伤和炎症反应通过

一定的机制传递给脊髓中的小胶质细胞，而后小胶

质细胞发生聚集并激活，并且通过其上的 P2X4 受

体对 ATP 做出反应，最后由 ATP 激活的小胶质细

胞修正脊髓神经节间的信号转导。多种伤害性刺

激均可引起细胞内释放大量 ATP，ATP 过度兴奋

P2X4 受体导致神经毒性，从而引起疼痛，而 Mg2+

可能通过抑制 P2X4 受体介导的 IATP 而发挥其镇痛

效应。

本研究初步探讨了 Mg2+ 对 P2X4 受体介导的

IATP 的调制及特征，并应用定点突变技术深入探索

了 Mg2+ 作用于 P2X4 受体的位点，为某些神经系统

疾病提供可能的治疗靶点。
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