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摘要：[目的]研究旨在评价高效氯氟氰菊酯对哺乳动物的神经毒性作用。[方法]实验利用全细胞膜片钳技术研究

高效氯氟氰菊酯对大鼠皮层神经元电压门控钠通道的影响。[结果]高效氯氟氰菊酯使钠电流的峰电压、稳态激

活和失活曲线都产生超极化向移动，对最大峰电流和通道恢复没有显著性影响。[结论]高效氯氟氰菊酯与离子

通道的开放状态结合力更强，从而影响其失活过程，但对钠通道动力学效应的影响却具有Ⅰ型菊酯特征。
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Actions of Lambda-cyhalothrin on Sodium Channel
in Rat Cerebral Cortical Neurons

YANG Lin, SHI Kai-wei, LI Li
(State Key Laboratory of Integrated Pest Management, Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract: [Aims] Voltage-gated sodium channel is important sites for the neurotoxic actions of pyrethroid insecticides
in mammals. The aim was to evaluate the neurotoxic effects of lambda-cyhalothrin. [Methods] We studied the mode of
action of lambda-cyhalothrin on the native sodium channel in cerebral cortical neurons prepared from newborn rat
brain, where the toxic effects are largely generated. [Results] Lambda-cyhalothrin caused a hyperpolarizing shift in
steady-state activation and inactivation. No significant lambda-cyhalothrin-induced effect was observed at the peak
current and the recovery from channel inactivation. [Conclusions] These results suggest that lambda-cyhalothrin binds
to and modifies sodium channel in open state and exhibits the behavior of type I pyrethroids.
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拟除虫菊酯(pyrethroids)因其具有高效、广谱等特性

而被广泛使用[1-2]，其对哺乳动物神经毒性的影响也引起

关注。拟除虫菊酯类杀虫剂的神经毒性主要是通过结合

电压敏感钠通道，影响其门控动力学过程，进而造成神

经系统的过度兴奋[3]。根据其化学结构和毒性表现分为

Ⅰ型和Ⅱ型：Ⅰ型不含α-氰基，中毒症状以震颤为主，称

为“T综合征”；Ⅱ型含α-氰基，中毒症状以痉挛、流涎为

主，称为“CS综合征”[4]。该分类法使用已久，但是不能全

面、准确地反应结构和毒性的关系，特别是一些拟除虫

菊酯类杀虫剂的毒性表现较为复杂，如甲氰菊酯的中毒

症状具有T和CS综合征的表征。因此，结合化合物对钠通

道的动力学效应进行更详细的研究、分类及毒性评价就

显得更为有必要[5-6]。

最简单的电压门控钠通道模型可以分为3个状态：

关闭或静息状态(可以被激活)、开放状态和失活状态(关

闭并且不能被激活)，这3个状态之间的变化可以通过电

压钳实验来实现。大量的电压钳实验表明拟除虫菊酯可

以和钠通道的开放状态或关闭状态结合，从而改变通道

的门控特性。不同类型的菊酯对通道的影响不同，Ⅰ型

菊酯使通道激活和失活速度要比Ⅱ型快[6-9]；同一类型的

菊酯也会有不同，Ⅰ型菊酯中顺式苄呋菊酯和关闭状态

结合，氯氰菊酯和溴氰菊酯却是影响通道的开放状态[10]。

因此，本实验以我国病虫害防治的重要农药之一的高效

氯氟氰菊酯(Lambda-cyhalothrin，又名三氟氯氟氰菊酯、

功夫菊酯)[11]为对象，使用膜片钳技术，以体外培养的大

鼠皮层神经元为研究对象，考察其对其电压门控钠通道

的动力学作用，为深入研究高效氯氟氰菊酯的毒性机制

奠定了基础。
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1 材料和方法

1.1 主要仪器和药剂

Muticlamp 700A放大器(美国Molecular Devices公司)，
P97电极拉制仪(美国Sutter公司)。

高效氯氟氰菊酯(纯度98.5％，Dr. Ehrensotrfer GmbH)；
胰蛋白酶、神经细胞培养液(美国Gibco公司)；PBS磷酸缓

冲液(日本TAKARA公司)；多聚赖氨酸、电极内外液(美国

Sigma公司)。
1.2 神经细胞的分离和培养

皮层神经元取自出生24 h的乳鼠皮层[12]。新生大鼠

迅速断头，无菌操作取出大脑的皮层部分(冰上操作)，将

皮层组织剪碎，用0.125%胰酶37 ℃消化10 min。胎牛血

清终止消化，1000 r/min离心5 min，弃上清液。加15 mL完

全培养基(DMEM/F12＋10%胎牛血清)重悬，将收集到的

细胞放入预先铺好的10 μg/L多聚赖氨酸培养皿中摇匀。
细胞于37 ℃、5% CO2孵箱中培养。4 h待细胞贴壁后，换

成含B27无血清培养液(DMEM/F12＋2% B27)，以后隔天

半量换液。正常培养7 d 后用于试验。
1.3 膜片钳实验

培养7~10 d的细胞用于膜片钳实验。将培养细胞的

爬片置于灌流槽中，连续细胞外液灌流。Multiclamp
700A放大器采用电压钳模式，Bessel滤波器滤波频率为

2 kHz，采样频率为20 kHz，串联电阻Ra＜20 Mohm的细胞

进行实验。细胞旁灌流给药，记录钠通道电流。膜片钳电

极为P97电极拉制仪拉制，入水电阻3~5 Mohm。实验在室

温(21±1) ℃下进行。
记录钠电流的电极外液(mmol/L)：CsCl 50，NaCl 10；

HEPES 10；CsF 60，EGTA 20，CsOH调至pH值7.2。电极内

液 (mmol/L)：NaCl 140，KCl 3.5，CaCl2 2，MgCl2 1，HEPES
10，葡萄糖10，NaH2PO4 1.25，NaOH调至pH值7.4。
1.4 高效氯氟氰菊酯检测

高效氯氟氰菊酯先用二甲基亚砜 (DMSO) 配制成

50 mmol/L的母液，试验时以细胞外液稀释至所需浓度。
当DMSO浓度小于10％时对实验结果无影响。
1.5 数据分析

数据使用pClamp 9.0软件采集存储于计算机中，使

用GraphPad Prism 5.0软件进行数据分析。所有数据以x ±
SEM，给药前后差异的显著性用t-检验分析，P<0.05为显

著性差异。

2 结果与讨论

2.1 高效氯氟氰菊酯对电压门控钠电流的影响

将细胞钳制在-90 mV超极化状态，研究高效氯氟氰

菊酯对电压门控钠通道静息状态的影响。如图1A所示，

10 μmol/L高效氯氟氰菊酯对钠电流的峰值几乎没有影

响。电流从峰值衰减到基线的时间未受影响，τinact大约为

0.7 ms，与对照基本一致，说明在去极化阶段电流失活没

有明显延长。10 μmol/L高效氯氟氰菊酯处理后，尾电流

持续时间长，τtail从对照的1.9 ms延长到2.3 ms。

2.2 高效氯氟氰菊酯对电压门控钠通道的I-V曲线影响

以全细胞电压钳方式记录电压门控钠电流。钳制电

位为-80 mV，系列去极化刺激脉冲-100~100 mV，步阶

10 mV，脉宽100 ms，以峰电流密度做I-V曲线。如图2A所

示，高效氯氟氰菊酯使I-V曲线向超极化方向移动，最大

电流膜电位从-20 mV偏移到-40 mV。如图2B所示，高效

氯氟氰菊酯对最大峰电流无显著影响(P=0.54，n=11)。

2.3 高效氯氟氰菊酯对电压门控钠通道的稳态激活、
失活和恢复的影响

按上述方法记录钠电流，利用公式G=I/(Vm－Vrev)将钠

电流值转化为电导值。式中：G为电导(nS)，Vm为膜电位

(mV)，Vrev为翻转电位(mV)。以电导值与最大电导值的比

值对应膜电位，绘制出给药前后钠电流的激活曲线，所

得曲线用Boltzmann方程G/Gmax=1/{1+exp[Vm-V0.5)/k]}进行

拟合(图3A)。式中：Gmax为最大电导值(nS)，Vm为膜电位

(mV)，V0.5为半数激活电压(mV)，k为曲线的斜率因子。高

效氯氟氰菊酯激活曲线向超极化方向移动大约7 mV，曲

线的斜率因子也增大。经过t-检验分析，只有半数激活

(A)加药前(Control)和加药后单细胞记录的电压门控钠电流；
(B)将同一细胞上记录到的加药后电流扣除加药前电流获得的净电流

图 1 高效氯氟氰菊酯对电压门控钠电流的影响
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电压V0.5有显著性差异(见表1)。

将细胞钳制在-80 mV，给一个从-120至+10 mV、
阶跃为10 mV的去极化方波，时程1000 ms，然后再给予

一个0 mV的测试脉冲，在50 ms去极化脉冲下，记录钠电

流。以电流峰值与最大电流值的比值对应预脉冲刺激电

压，绘制给药前后钠电流的失活曲线，所得曲线用

Boltzmann方程I/Imax=1/{1+exp [(Vm-V0.5)/k]} 进行拟合 (图
3B)。式中：I为电流值(pA)，Vm为膜电位(mV)，V0.5为半数失

活电压(mV)，k为曲线的斜率因子。经过t-检验分析，加药

前后V0.5和k的变化具有非常显著性差异。高效氯氟氰菊

酯还可以使通道中去极化不能被激活的部分增加(0 mV
处)，未加药处理时这部分所占比例是3.4％，加药后增加

为5.1％，但是没有显著性差异。
为了研究高效氯氟氰菊酯对通道失活后重新开放

的速率的影响，将细胞钳制在-80 mV，条件脉冲-80 mV，

去极化测试脉冲-10 mV，时间5 ms，条件脉冲和测试脉

冲时间间隔为5、10、15 ms至145 ms。以测试脉冲电流I和
条件脉冲电流Imax之比为纵坐标、相应时间间隔为横坐

标，绘制恢复曲线(见图3 C)，用单指数方程拟合：I/Imax=
A0[1-exp(1-t/Tau)]，式中：A0为截距，t为时间间隔(ms)，Tau
为恢复时间常数(ms)。经过t-检验分析，加药前后Tau的

变化没有显著性差异。

3 结论

拟除虫菊酯是一类化学合成杀虫剂。具有杀虫效能

高、在环境低滞留等特点，被广泛用于农、林和卫生害虫

的防治。然而拟除虫菊酯的大量使用，使得人类对拟除

虫菊酯的暴露问题日益严重。拟除虫菊酯对人类神经毒

性的主要靶点是电压门控钠通道，但是不同类型的菊酯

对其影响不同，本实验研究了高效氯氟氰菊酯对大鼠皮

层神经元的作用。
电压门控钠通道负责神经元上的动作电位在中枢

神经系统中的发生和传导，对电压门控钠通道特性的调

节是改变神经元电活性的基本要素。从激活曲线和失活

曲线的参数比较看出，高效氯氟氰菊酯使激发最大钠电

流的电压(图2A)和稳态激活和失活曲线(图3A、B)都向超

极化方向的移动。钠电流峰电压、稳态激活以及失活曲

线的负向移动意味着钠通道从一个关闭的构象转变成

一个开放的构象变得更加容易，这也意味着钠通道更容

易被激活。

将同一神经元上加药后的电流扣除加药前的电流，

获得只由高效氯氟氰菊酯作用的通道电流。从这个电流

可以看出，高效氯氟氰菊酯对钠电流的峰值几乎没有影

响，也没有使去极化阶段电流失活明显延长(晚钠电流，

late current)，只使尾电流(tail current)失活延长。而比较高

效氯氟氰菊酯对激活和失活曲线的影响，发现其对失活

曲线影响更大，加药前后V0.5和k的变化具有非常显著性差

异。因此可以推断高效氯氟氰菊酯很有可能与离子通道

的开放状态结合力更强，从而影响其失活过程。
鉴于高效氯氟氰菊酯对电压门控钠通道动力学影

响，其特点更符合Ⅰ型菊酯的对钠通道影响的电生理特

点：适度减慢的激活和恢复，快速失活的尾电流[9]。因此，

高效氯氟氰菊酯虽然在结构上具有α-氰基，但是在对钠

通道动力学效应的影响上却具有Ⅰ型菊酯特征。
综上所述，实验结果首次揭示了高效氯氟氰菊酯对

电压门控钠通道动力学影响，也说明利用膜片钳实验研

究通道动力学影响是拟除虫菊酯分类的一个有利补充[13]。
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3 结论

国内外文献报道中未见将碱性乙腈提取和PSA固相

吸附剂净化结合高效液相色谱法应用于同时检测ETU和

PTU残留量的工作中。本研究建立了简便、快速、省时的

番茄中ETU和PTU残留检测方法，与现有文献[1-7]方法

相比，水平振荡提取减少了番茄共提物对ETU和PTU的

影响，PSA分散固相萃取替代固相萃取或基质固相分散

萃取，减少了净化过程中溶剂夹带的损失，方法的灵敏

度、准确度和精密度均符合农药残留分析的要求，适用

于监测检测工作中ETU和PTU在番茄上的残留量测定。
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