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膜片钳技术应用于精子离子通道研究的进展
张伟伟  张  晗  樊国达  曹  芳  康现江*

(河北大学生命科学学院, 保定 071000)

摘要      精子发生是个复杂的细胞事件, 为了使这一事件有序的进行, 生精细胞分裂和分化必

须在信号调控下精确地进行。精子的离子通道在调节其离子平衡和重要的生理过程(精子能动性、

顶体反应、对卵子的趋向性等)中都起了关键性的作用。离子通道表达水平或功能的改变都直接

影响人类及其他动物的雄性生育能力。对离子通道的研究最直接的方法是膜片钳技术, 但由于精

子直径小, 又是末端分化细胞, 关于其电生理学的研究报道较少。该文介绍了精子离子通道的重要

生理功能和电生理特征, 同时分析了膜片钳技术在精子离子通道研究中的重要价值。
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Advances in Ion Channels of Sperm with Patch Clamp Technical
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(College of Life Science, Hebei University, Baoding 071000, China)

Abstract       Spermatogenesis is a complex cellular event. Sperm ion channels play a central role in the 
regulation of spermatozoaion homeostasis and vital cellular processes such as motility, chemotaxis toward the egg 
and the acrosome reaction. Changes on the expression or function of some ion channels in spermatozoa directly 
affect male fertility of human and other animals. The most direct method for the study of ion channels is patch 
clamp technique, which appeared extremely difficult because of the size of spermatozoa and its motility. This 
review summarizes the function and electrophysiological character of sperm ion channels. We also discuss the 
pivotal usage of patch clamp technique in the study of sperm ion channel.
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受精过程对于有性生殖的物种来说是必不可

少的, 也是产生新个体不可或缺的。当精子进入生

殖环境或者通过射精进入雌性生殖道内, 随之而来

的就是精子一系列细胞生理过程, 比如精子能动性

的获得、对卵子的趋向运动、顶体反应等。细胞内

外离子浓度的变化均会对这些生理过程产生影响, 
因此离子通道在控制精子发生以及使精子具有受精

能力等方面起了非常重要的作用。例如体内受精物

种(爬行动物、鸟类和哺乳动物)的精子通过附睾时, 

离子浓度的变化均会使精子获得能动性[1]。精子可

以在短时间内完成各种构型变化, 使得这个小细胞

成为细胞生理学最有吸引力的模型[2]。目前研究表

明, 许多物种精子中, 顶体位于精子头部, 是介于质

膜和细胞核之间的囊状细胞器, 发生顶体反应时会

将精子的顶体膜暴露出来, 侵入卵子表面, 随后与卵

子的细胞膜进行融合[3]。而体外受精的物种, 例如中

华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)精子顶体反应需要依赖

海水中的Ca2+[4]。这种外部离子的组成对精子能动
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性和顶体反应的影响, 使人们认识到精子膜的离子

通道积极参与精子的这些基本生理过程。

在过去的十几年中, 对离子通道机制的研究主

要采用电压和离子敏感的荧光染料技术、双分子层

调整技术、DNA重组技术、免疫细胞化学技术等。

这对精子离子通道及其相关机制的研究提供了重要

的理论依据[5]。但是, 这些方法缺乏对离子通道和精

子质膜转运蛋白的直接研究, 阻碍了对调节精子活

动和雄性生育能力分子机制的理解。1976年, 德国

马普生物物理化学研究所Hamill等[6]通过研究青蛙

肌细胞创建了膜片钳技术(patch clamp techniques)。
随后, 这项技术广泛应用于心肌、骨骼肌、神经系统、

内分泌等各类细胞中[7]。这使得人们对于相关疾病

及药代动力学的发生机制有了进一步的认识。目前, 
膜片钳技术研究对象主要为可兴奋性细胞, 对非兴

奋性细胞研究报道较少, 但对非兴奋性细胞的离子

通道(如精子离子通道)的研究同样具有非常重要的

意义。本文主要介绍了精子离子通道的特征与功能, 
以及膜片钳技术应用于生殖细胞方面的研究进展。

1   精子的离子通道组成
精子形成是一个复杂的细胞事件, 在形态上经

历了增殖、分裂、变形等一系列过程。为使这一

过程井然有序, 曲细精管内外信号需对这些步骤进

行严格精确的调控, 使精子具有受精能力, 因此, 生
殖细胞膜电位的变化可能是其信号机制的重要组

成部分。精子获得受精能力, 也需要经历多种生理

上的变化, 例如精子膜蛋白的变化、精子活性的转

变、[pH]i的改变、膜电位(Em)和膜结构的改变等[2,8]。

精子的这些生理反应是通过多种因素进行调节的, 
而其中离子通道起了非常关键的作用。

Lee等[9]研究表明, 特定离子通道阻断剂和离子

条件的改变会抑制精子的成熟、精子能动性的获得

和顶体反应。精子离子通道在调节其离子平衡和受

精过程(精子能动性、趋化性和顶体反应)等方面也

起了关键性的作用。目前发现, 离子通道的改变或

缺乏都直接影响人类或小鼠的雄性生育能力[10-12]。

在精子发生的不同阶段, 把存在的各种离子通道和

细胞分布与其功能状态联系起来进行研究, 将有助

于更好地理解它们参与精子分化和生理功能的分子

机制。在精子细胞膜上, 已鉴定出多种离子通道, 其
中Ca2+、K+、Na+和一些阴离子通道广泛分布于头

部和鞭毛上, 在调节精子的生理功能方面具有非常

重要的作用。

1.1   精子的Ca2+通道

受精过程是一个复杂的、高度协调的过程。这

一成熟的生理过程主要是通过信号级联反应和作为

细胞内第二信使的钙离子进行调节。大量研究表明, 
提高精子内钙离子浓度或者增加钙的内流均可调节

精子的能动性、超活化、趋向性顶体反应, 促进精

子与卵子结合并完成受精[12]。因此, 了解精子钙离

子通道的结构与分类是研究生物受精过程的关键。

Ca2+进入精子主要通过钙通道, 这类通道主要

包括电压依赖性钙通道(voltage-dependent calcium 
channel, VDCC)、瞬时感受器电位通道(transient 
receptor potential, TRP)、Ca2+释放通道、环核苷酸

门控通道(cyclic nucleotide-gated, CNG)以及精子阳

离子通道 (cationchannel of sperm, CatSper)[13]。表1
为精子含有的部分钙通道。

1.1.1   VDCC      VDCC的主要功能为通过膜电位的

改变调节钙通道的开放与关闭。它是由4个结构域

组成的蛋白质复合体, 分别为α1、α2δ、β和γ。其

中, α1是钙离子通过的孔道, 由4个重复结构域(I~IV)
形成亲水性通道, 每个重复结构域都是由6个跨膜螺

旋结构组成, α1的N-端和C-端都位于细胞内侧, 而且

C-端含有很多重要的调节区域, 其他4个为辅助型亚

基, 对通道的电压感受、电生理变化及细胞的定位

起着重要作用[14]。VDCC主要有两种类型, 一种是高

电压激活(high voltage-activated, HVA)钙通道, 这类

通道在高电位的去极化刺激下, 会被缓慢激活, HVA
通道根据生理特性进一步细分, 可以分为L-型钙通

道、N-型钙通道、P/Q-型钙通道和R-型钙通道[13]; 
另一种为低电压激活(low voltage-activated, LVA)钙
通道。这种通道在较低电位的去极化刺激下, 会被

瞬时激活且快速失活, 命名为T-型钙通道。α1亚基是

由10个基因家族编码, 所以可分为3个亚族: Cav1有
4个成员, Cav1.1~Cav1.4, 均属于L-型钙通道; Cav2有
3个成员, Cav2.1属于P/Q-型钙通道, Cav2.2属于N-型
钙通道, Cav2.3属于R-型钙通道。Cohen等[15]在小鼠

精子中发现了Cav2.3通道的激活机制, 在精子将要

发生顶体反应时, 需要Ca2+进一步内流, 促进顶体外

排, 此时, Cav2.3起主要作用, 而该通道的激活与精子

膜上固醇类物质的去除以及外环境中的GM1糖脂的

局部浓缩密切相关。Cav3有3个成员, Cav3.1~Cav3.3, 
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均属于T-型钙通道。T-型钙通道相关的mRNAs和蛋

白质在精子发生到成熟精子中都被检测到, 但该通

道的电流只在睾丸的精子中被记录, 在附睾中的精

子尚未记录到该通道电流[16]。记录VDCC通道电流

主要采用单通道记录的方法。这些通道位于精子的

不同部位, 分别起着不同的作用[10]。有研究发现, 在
精子发生和类固醇生成中, VDCC具有重要的生理

功能, 其活性可以通过蛋白质酪氨酸磷酸化[17-18]或

细胞内的[pH]i
[19]值进行调整。在支持细胞和睾丸间

质细胞[20]内, 影响睾丸发育的刺激激素主要是促卵

泡激素(follicle stimulating hormone, FSH)或促黄体

激素(luteinizing hormone, LH), 这一过程可能涉及通

过VDCC的Ca2+内流。

在不育男性精子中经常会发现异常Ca2+电流

通过构象异常的二氢吡啶敏感的钙通道, 但在可育

的男性精子中并未发现, 这主要归因于不育男性精

子缺少钙通道。使用膜片钳技术研究精子VDCC电
生理特性发现, 细胞外基质的高钾或高[pH]o会引起

Ca2+通过VDCC流入成熟精子内[21], 这进一步证实

了VDCC是精子钙通道的重要组成部分。在人类精

子中使用L-型钙通道阻断剂会引起可逆转的男性

不育[22]。这表明, 钙通道在生殖系统内部具有重要

的生理功能。

1.1.2   TRP      TRP通道蛋白由6个跨膜区域(S1~S6)
组成, S5和S6形成亲水性通道, 负责运输离子。

N-端 包 含4个 重 复 锚 蛋 白 结 构(ankyrin repeats, 
AnkR)和一个螺旋结构域(coiled-coil, CC)[16]。C-
端含有CIRB(calmodulin IP3 receptor binding)、
PDZ(postsynaptic density zone)及TRP盒 (transient 
receptor potential box)区域。其中, CIRB是钙调蛋

白和IP3R的结合区域, PDZ则是与其他蛋白质结合

的区域; TRP有7个亚群, 目前在小鼠和人类的精子

内只发现了其中1个亚群TRPC(transient receptor 
potential canonical)。研究表明, 这些通道可能参与

精子与卵子的成功结合, 另外, 精子TRPC2通过与

卵子透明带的ZP3结合后激活, 可能参与精卵成功

识别, 但将该通道敲除后, 精卵仍能成功识别并结

合, 说明在识别过程中其他TRPC通道会形成补偿

机制[23]。

1.1.3   Ca2+释放通道      第三种类型的通道为钙离子

表1   与精子有关的钙通道(根据参考文献[13]修改)
Table 1   Calcium channels associated with sperm (modified from reference [13]) 

电流类型

Current type
通道名称

Channel name
物种

Species
分布

Distribution
功能

Function

VDCC

Cav1.2 (L type) Human, mouse, rat Head, flagellum
Cav2.1 (P/Q type) Human, mouse Head, flagellum Ca2+ influx
Cav2.2 (N type) Human, mouse, rat Head, flagellum Ca2+ influx
Cav2.3 (R type) Human, mouse, rat Head, flagellum Motility

Cav3.1 (T type) Human, mouse Head, flagellum Acrosome reaction

Cav3.2 (T type) Human, mouse Head, flagellum Acrosome reaction

Cav3.3 (T type) Human, mouse Flagellum

TRPC

TRPC1 Human, mouse Midpiece

TRPC2 Bull, mouse Head Acrosome reaction

TRPC3 Human, mouse Principal piece

TRPC4 Human, mouse Head, flagellum

TRPC5 Mouse Head, flagellum

TRPC6 Human, mouse Midpiece

TRPC7 Human, mouse Flagellum

Ca2+ release channel
RyR3 Mouse Head, flagellum

IP3R1 Bull, human, mouse Head,midpiece

CNG channel Bull Principal piece

CatSper

CatSper1 Human, mouse Principal piece

CatSper2 Human, mouse Principal piece

CatSper3 Mouse Principal piece Motility
CatSper4 Mouse Head Motility
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释放通道, 目前发现2种钙离子释放通道: Ryanodine
受体(ryanodine receptor, RyR)通道和三磷酸肌醇受

体(inositol 1,4,5-triphate receptor, IP3R)通道。内质

网是细胞质的“钙库”, 可以将内部的钙离子释放到

细胞质中, 从而导致细胞内钙离子浓度瞬时增加, 
在RyR通道中, 负责将钙离子释放到胞质中的受体

为Ryanodine受体(RyR)。哺乳动物体内有3种RyRs
的亚型表达: RyR1、RyR2和RyR3。免疫细胞化学

研究表明, 目前只有RyR3在成熟的精子内有表达。

RyR通道由四个亚基构成, C-端构成了孔道, 而N-
端大部分位于细胞质一侧, 主要是配体结合区域。

RyR通道是阳离子选择通道, 对于单价和二价阳离

子具有高电导率。RyRs通道通过钙离子结合位点将

钙离子从内质网中释放到细胞质内[17]。ER的膜上

不仅有RyR通道, 而且具有IP3R受体。目前, 在海胆

及哺乳动物精子的顶体膜上发现IP3R通道, 这一通

道由4个亚基组成, 每个亚基均有一个IP3结合位点, 
控制Ca2+的流出。

1.1.4   CNG      CNG是从小鼠睾丸内克隆出的第一

个精子离子通道, CNG通道是非选择性阳离子通道, 
从蛋白质序列来看, 它们与电压门控通道类似, 也是

由6个跨膜区域构成, C-端具有1个环核苷酸结合位

点。有研究表明, 在牛和小鼠的精子膜上, CNG通道

可以诱导钙离子的内流[24]。目前发现, 此通道在海胆

精子的趋化性方面有一定的作用, 不仅如此, 它在感

觉传导过程(视觉和嗅觉)中的作用也得到了证实[18], 
CNG通道的开放依赖于与cAMP或cGMP的结合, 具
有较低的离子选择性和较弱的电压敏感性, CNG通

道与其他通道不同, 它们不会失活或者脱敏[19]。

1.1.5   CatSper      CatSper是一种弱电压依赖性、钙

离子选择性以及pH敏感的精子特有的离子通道。

这类通道调控钙离子进出, 对于精子的超活化和受

精能力有非常重要的影响[25]。CatSper由4个不同孔

道亚基(CatSper1~4)和至少3个辅基组成(CatSperβ、
CatSperγ和CatSperδ), 这是CatSper通道重要的组成

部分[26]。CatSper1~4的结构相似, 都具有6个跨膜区

域, 结构与电压依赖性钙通道相似。

CatSper通道基因家族中, CatSper1是第一个被

鉴定出来的, 在相关的基因敲除实验中, CatSper1
和CatSper2基因突变型会导致不育, CatSper3和
CatSper4的作用还未鉴定。CatSper1基因与电压依

赖性钙通道具有较高的同源性, 包含6个赖氨酸和精

氨酸组成的带电氨基酸残基, 调节CatSper1表达的

转录调控机制中, 临近的启动子区域有4个转录起始

点和3个Sox结合位点已被鉴定, 其中转录因子Sox5
和Sox9能显著提高CatSper1启动子的转录活性。这

些结果为研究控制CatSper通道表达的分子机制提

供了新的方向[26]。

CatSper主要的作用是提升细胞内钙离子的浓

度, 控制精子超活化, 并且参与精子其他钙离子依赖

性的生理活动, 如趋化运动和顶体反应[27]。CatSper
的激活是依靠精子内部的碱化作用(小鼠和人类)和
黄体酮(人类), 若小鼠和人类缺乏CatSper通道则表

现为不育[28]。在人类精子中, 纳摩尔级的黄体酮足

以激活CatSper通道。最近, Miller等[29]发现, 黄体酮

对CatSper的激活是间接的, 通过与精子鞭毛区的脂

质水解酶 (abhydrolase domain-containing protein 2, 
ABHD2)结合, 促使ABHD2水解精子膜上CatSper
通道内部的阻断物内源性大麻素2-花生四烯酸甘

油(2-arachidonoylglycero, 2AG), 从而进一步促进

CatSper的开放。该发现不仅有助于研究人员对黄

体酮信号通路进行深入研究, 而且有助于对不孕不

育的研究。

1.2   精子的K+通道

K+通道是一种跨膜蛋白质, 允许K+顺电化学

梯度进行被动扩散。最初在生理条件下, 采用膜片

钳技术, 从精子上直接记录到的pH依赖性钾离子

电流被命名KSper。目前研究表明, 不同的钾通道

在不同类型的生殖细胞内均有表达, 在精子发生

过程中扮演不同的角色。K+通道共同特点是, 由
Slo(slowpoke)基因家族编码, 成员有Slo1、Slo2以及

Slo3, 这些通道由4个相同的亚基组成电压敏感性通

道核心, 每个亚基均有7个跨膜螺旋区域S0~S6。S4
为电压敏感区域, 与电压敏感性有关。S5与S6为孔

道形成区, C-末端为配体结合区域, 参与功能的调

控, 这是一种典型的电压门控钾通道[30]。目前, 在哺

乳动物精子内已经发现了Slo1和Slo3通道, 而未见

Slo2通道的报道。此外, 在睾丸中还发现了许多其

他钾通道, 诸如内向整流K+通道、环腺苷酸门控通

道和pH敏感K+通道, 这些通道在精子发生和生殖过

程中均起着非常重要的作用。

Slo1通道由kcnma1基因编码, 该通道的C-端
有2个K+电导的调节区域, 具有Ca2+高亲和结合位

点[31]。这些结构使得Slo1通道能够感受到胞内电
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压和Ca2+浓度的变化。有研究发现, Slo1通道是人

类精子的主要钾通道。由于Slo1具有较大的单通道

电导(60~270 pS), 因此, Slo1通道也被称为大电导

钙激活钾通道(large-conductance calcium-activated 
potassium channels, BK)[32]。对于人类精子KSper, 主
要由Slo1通道介导, Slo1通道由2个亚基组成, 分别

是成孔结构亚基和调节亚基, 成孔亚基由kcnma1基
因编码, 调节亚基由kcnmb1和kcnmb3基因编码。这

2种基因缺乏保守性, 不同物种会形成不同的基因转

录变异体。

对于小鼠精子KSper, 主要由Slo3通道介导。该

通道是由kcnu1基因编码, 该通道仅在睾丸中表达, 
与Slo1通道同属于Slo家族, 不同物种间Slo1氨基酸

序列具有较高的保守性。而在不同物种间Slo3氨基

酸序列缺乏保守性, 比如小鼠的Slo3通道具有胞内

碱化和电压依赖性, 将小鼠Slo3的cRNA注射至非洲

爪蟾卵母细胞, 使其在爪蟾卵母细胞中表达, 通过全

细胞膜片钳技术对其电生理特性进行验证, 发现该

通道对胞内碱化具有依赖性[33]。

人类Slo3通道结构与Slo1非常相似, 具有非常

保守的氨基酸序列, C-末端对膜内的pH比较敏感。

在小鼠精子膜上, Slo3通道受pH和膜电压调节, 精子

内碱性环境会激活小鼠Slo3通道。而在人类精子膜

上, Slo3则由Ca2+介导, 而非碱性环境。人类精子的

Slo3通道具有钙离子和电压依赖性。对于人类Slo3
通道的研究, 采用真核细胞转染技术, 将人类Slo3基
因与LRRC52(leucine rich repeat containing 52)基因共

转染至中国仓鼠卵巢细胞(chinese hamster ovary cell, 
CHO)中, 并在CHO膜上表达, 通过膜片钳技术检测

该通道的电生理特性[34]。Slo3对精子顶体反应的作

用机制目前尚不清楚, 有一种推测是, Slo3的激活

使精子膜呈现超极化状态, 从而激活电压依赖性的

Na+/H+交换体, 进一步促进精子内部pH的升高, 激活

CatSper, Ca2+内流, 精子膜去极化, 发生顶体反应[35]。

最近, Zeng等[36]在小鼠精子研究中发现, Slo3通道的

开放与一个潜在的辅基LRRC52密切相关, LRRC52
敲除的小鼠表现出较低的受精率, 在对其电生理研

究中发现, 若缺乏LRRC52时, KSper的激活需要更高

的电位刺激和更高的pH激活, 这些都说明LRRC52
对维持Slo3通道的正常生理功能至关重要。最近, 
在小鼠精子中发现了LRRC52亚基与Slo3共同表达, 
通过基因敲除LRRC52基因, 会影响小鼠精子Slo3的

活性水平, 说明该基因对小鼠精子的生理活动具有

重要作用。

1.3   精子的Na+通道

在精子内有大量Na+通道表达, Na+的跨膜梯度

在精子膜电位的调节中具有关键作用。伴随精子获

能的一个重要事件就是通过升高精子内[pH]i值使精

子质膜膜电位转变为超极化状态。这种超级化与细

胞膜K+通透性增加和Na+通透性降低有关。

以前人们从未在精子膜上检测到Na+通道, 传统

认为, 这些通道只存在于神经细胞、骨骼肌细胞以及

心肌细胞内, 因此对其他组织和细胞的Na+通道的功

能研究很少, 尤其是生殖系统内[37]。目前发现, 所有

编码Na+通道亚基的mRNAs中有3个亚基是在精细胞

内表达的。当精子发生开始有转录活性时, 从这些细

胞里分离的mRNAs可以反映出基因的表达过程, 这
一过程发生于精子发生的早期, 在人类睾丸的精子

膜上, 所有的电压门控Na+通道(voltage-gated sodium 
channel, VGSC)的mRNA均有表达。但其功能目前还

不清楚。最近研究发现, 通过改变鳗鲡精子外环境的

Na+浓度, 会影响精子的能动性, 在精子获能前后, 精
子内部的Na+会明显升高, 从静息状态的96.72 mmol/L
上升到获能后的152.21 mmol/L。随后, 通过添加Na+

通道阻断剂氨氯吡咪(2 mmol/L), 发现精子内的Na+

浓度会发生下降, 说明在鳗鲡精子上存在Na+通道, 
但还无对该通道电生理特性的研究[38]。

1.4   精子的其他离子通道

睾丸内的精子没有或仅有较弱的运动能力, 在
射精前, 成熟哺乳动物的精子外液的pH变化根据物种

的不同在5.5~6.8之间[11], 明显低于正常体细胞内的pH
值, 这种环境有助于精子在射精前处于静止状态和积

存能量, 可存活数月[7]。在射精瞬间, 精子与精液暴露

于更高的细胞外的pH值([pH]o, 平均[pH]o≈7.0或者更

高), 使精子内的[pH]i也提升至6.5([H+]i≈0.3 mmol/L), 这
使得精子初步获能[11]。而雌性生殖道中的[pH]o为

7.4左右, 这会使精子内部的[pH]i继续升高, 并伴随

精子的超活化运动。这是受精必要的过程。这一过

程可提供给精子能量, 使其有能力穿过输卵管, 穿透

卵子外的透明带[11]。这说明, H+通道在精子获得受

精能力的过程中具有至关重要的作用。有研究表

明, 人类的精子质膜上有大量的电压依赖性H+通道

(HSper), 在人类精子膜上主要的HSper通道是Hv1, 
该通道似乎是可以使精子内部快速碱性化的离子通
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道, 这个通道可以通过膜去极化、减少细胞外的锌

离子以及被大麻素所激活。有趣的是, HSper电流在

小鼠的精子中未检测到, 表明在小鼠体内精子的碱

化可能有不同的机制[28]。

研究发现, 小鼠的精子膜上有ATP门控电流

(IATP), 它由P2X2(purinergic receptor P2X 2)嘌呤受体

通道介导, 该通道是一种非选择性阳离子ATP依赖

性P2X2通道, 这一通道仅限于精子中段[39]。Navarro
等[39]认为, P2X2受体在精子膜上的表达可以促进

Ca2+内流, 并可以促使线粒体ATP合成增加, 这样就

会提高精子的健康度, 为精子提供选择优势。

目前研究表明, 当精子在缺乏Cl–的培养基内

进行培养, 大部分与获能有关过程均被阻断[40]。尤

其是在无Cl–的培养基内, 发现精子无酪氨酸磷酸

化现象, 没有超极化现象的产生, 不会经历顶体反

应, 甚至在体外也不会与进入第二次减数分裂中期

的卵子结合。有趣的是, 尽管没有Cl–, cAMP激动

剂仍会诱导磷酸化作用, 但是cAMP途径的激活不

足以让精子体外受精。使用Cl–指示剂MQAE[N-
(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium 
bromide]发现, 在精子获能期间细胞内的Cl–浓度

([Cl–]i)会增加[40]。这一结果表明, 精子内Cl–平衡的

调节可使精子获能, 而且精子内存在一个或多个Cl–

运输系统。虽然已知Cl–在精子获能和顶体反应中具

有重要作用, 但相关通道的分子机制还不清楚。直

到后来, Orta等[41]在成熟人类精子的头部, 通过全细

胞膜片钳技术才记录到一种钙依赖性Cl–通道电流, 
并且该电流可以被Cl–通道阻断剂NFA(niflumic acid, 
35 μmol/L)和DIDIS(4,4-diisothiocyano-2,2-stilbene 
disulphonic acid, 20 μmol/L)阻断, 进一步验证了该通

道在精子质膜上的存在。

2   膜片钳技术在精子离子通道研究的应用
2.1   膜片钳实验中精子的选择

哺乳动物精子膜片钳实验研究过程中, 电极多

钳制于精子细胞质滴(cytoplasmic droplet, CD)部位

(图1)。CD是精子质膜与内部结构结合较松散的唯

一区域, 它是精子头部和尾部发展过程的过渡部分。

在功能上, 研究人员认为, 在射精时, CD可能帮助精

子适应细胞外渗透压的变化。射精后, CD的脱落通

常不影响精子质膜的完整性。除此之外, CD的存在

可能还与精子的不孕症有关, 至少在小鼠、公牛和

野猪中具有这种现象[42]。人类射出的新鲜精子由于

具有完整的形态学特征, 且功能上已经成熟, 所以是

符合膜片钳实验的最佳材料[43]。一些灵长类动物的

精子在射精期间, CD不会从精子上脱落下来[42], 所以

A B C

(F)

D E

5 µm 5 µm

5 µm 5 µm0.5µm

Principal piece+Midpiece (P+M) Head+Midpiece (H+M)

A: 人类精子CD与电极形成的高阻封接; B: 人类精子鞭毛与电极形成的高阻封接; C: 羊附睾尾精子CD; D: 小鼠附睾体精子, 红箭头标注为CD, 
蓝色三角为鞭毛中段与主段的连接处点; E: 人类射出的精子, 红箭头标注为CD, 蓝色三角为鞭毛中段与主段的连接处点; F: 精子分段的模式

图。

A: a tight gigaohm seal is formed with the CD of the human spermatozoon. B: seal formation is formed with human sperm flagellum. C: a ram 
spermatozoon isolated from cauda epididymis. D: mouse spermatozoon isolated from corpus epididymis. CD is indicated with the red arrow. Annulus 
(connection between the principal piece and the midpiece is indicated with the blue arrow. E: ejaculated human spermatozoa. The indication of red and 
blue arrows is as same as D. F: graph demonstrating fractionation of the spermatozoon.

图1   精子膜片钳记录的唯一途径—细胞质滴(根据参考文献[10]修改)
Fig.1   The only gateway for sperm patch clamp-cytoplasmic droplet (modified from reference [10]) 
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膜片钳技术可以应用于完整的成熟的射出精子[28]。

其他的物种, 例如小鼠、兔、狗, 它们的CD一般在

射精的时候就已经脱落。人类的精子在女性生殖系

统内也保存着CD, 这并不会影响整个受精过程[40]。

人类射出的精子也可以在体外获能, 膜片钳技术同

样能够应用于获能或未获能的射出精子。但是, 获
能的精子游动非常剧烈, 能黏附在盖玻片上的获能

精子比较少, 对其进行膜片钳实验较困难。

收集小鼠射出的精子非常困难[43], 精子CD在射

精过程中经常会脱落[30]。因此, 为了了解成熟小鼠

精子离子通道的生理学性质, 膜片钳实验需要从附

睾体或附睾尾分离出精子[28]。附睾尾精子的CD易

被破坏, 这使得膜片钳对精子的记录尤为困难。而

从小鼠附睾体内分离出精子的CD具有韧性, 不易脱

落, 比较容易进行膜片钳实验。可是, 从附睾体取出

的精子, 并不是完全成熟的, 大部分的精子不能与

卵子受精[37], 使用其作为模型来理解精子获能会有

一定的难度。然而对于膜片钳实验, 小鼠附睾体和

附睾尾的精子之间没有发现任何离子通道的显著差

异, 所以在进行膜片钳实验时, 根据情况选择附睾体

或者附睾尾部的精子均可。

传统的膜片钳记录主要是以可兴奋性细胞为

主, 例如神经细胞、肌细胞等。对于生精细胞和精

子的研究较少, 这主要是因为精子质膜与细胞内结

构紧密连接, 这使得应用于可兴奋性细胞的膜片钳

技术应用于精子被认为是很难实现的。因为膜片钳

实验过程中需要对细胞进行高阻封接, 需要穿透高

度黏性环境, 还需要质膜没有变形或损坏。精子的

这一特殊结构增加了精子膜片钳实验的困难。最近, 
这一技术难题在小鼠精子上解决了, 随着实验方法

的发展, 允许从精子质膜上进行可重复的膜片钳记

录。现在, 相似的方法已成功应用于人类精子细胞, 
这为研究雄性可育性的分子机制提供了新的机会, 
尤其是对人类的男性可育性的研究[28]。

2.2   精子的膜片钳记录

膜片钳记录电极一般使用硼硅酸盐玻璃拉制, 
电极进入细胞外液之前, 给电极施加正压, 确保电极

进入细胞外液后, 保持尖端清洁, 不带任何碎屑。电

极内外液根据记录离子通道不同会有所改变, 但是

电极内液的渗透压要比细胞外液的渗透压高出10%, 
这是因为电极内液较高的渗透压可以帮助保持在精

子膜片钳记录时尽可能低的电阻。将提取的精子

悬液静置在含有盖玻片的培养皿内。实验前, 将多

聚赖氨酸铺在盖玻片上, 以固定精子。目前主要是

通过全细胞膜片钳技术对精子进行记录。膜片钳全

细胞模式的先决条件是电极尖端和质膜之间形成紧

密封接[6]。为了提高封接稳定性, 精子经常要进行

低渗溶液处理, 细胞膜会发生膨胀, 鞭毛的轴丝陷入

内部, 与质膜松散的接触, 这时候就很容易自发地形

成GΩ封接。此外, 低渗处理也有利于破膜进入膨胀

的精子内, 形成全细胞模式, 记录全细胞电流。但在

低渗溶液内, 膨胀的精子会释放水解酶, 引起膜蛋白

的降解, 而且破坏质膜和内部结构的连接会改变精

子离子通道的性质。解决这一问题的关键就是对精

子的CD进行封接。CD质膜并没有像其他部分质膜

紧贴在细胞内结构上, 因此比较容易形成高阻封接。

虽然精子CD的生理功能还不清楚, 但其现实意义是

显而易见的。目前它是精子电生理实验中唯一的突

破口, 可以通过这部分连接膜片钳放大器。

当电极尖端接触到CD, 迅速给电极负压, 使CD
与电极尖端形成高阻封接。这一技术需要非常精细

的操作。许多电生理学家处理更大的细胞时, 通过

延长吸附时间, 从而建立封接的形成。这可能是由

于这些细胞的膜面积较大, 但它不适合人类精子, 因
为人类精子CD和电极高阻封接的形成, 是一个快速

的过程。而小鼠CD的封接, 要比人类精子CD的封

接要大一些, 因此需要长时间或者延长吸附时间会

更有利。在这种情况下, 在刚接触时, 电极的负压可

以保持1 min, 逐渐的形成封接。形成高阻封接后, 
转化成全细胞模式, 成功破膜后, 精子的全细胞实验

开始以与其他细胞类型完全相同的方式进行。如果

破膜不成功, 或者引起非特异性漏流, 就要选择另一

个合适的精子, 再次尝试形成全细胞模式。全细胞

模式成功后根据不同的研究目的进行不同的电生理

实验。

目前, 许多生殖细胞电生理实验的研究主要集

中在生精细胞或精子的尾部。研究生精细胞的原因

是由于生精细胞还未经过变形期, 尤其是精原细胞

还会有大量蛋白质的合成, 这样离子通道的作用就

会显得尤为重要。从膜片钳技术层面讲, 生精细胞

比成熟精子体积大, 这样就会降低膜片钳实验的难

度, 其次生精细胞的膜质比大, 这样容易形成高阻封

接。目前还有一部分电生理实验主要集中在研究精

子的尾部[11]。这种现象并不会令人感到惊奇, 因为
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精子尾部的质膜占整个精子的70%~75%。此外, 不
论是小鼠的精子还是人类的精子, 都可以将尾部(主
要的阶段和中段)从头部除去。记录时只记录全部

鞭毛质膜的电流[11]。因此, 精子的膜片钳技术可以

用于研究鞭毛的离子通道和调节通道活性的机制, 
这种技术可以使人们对鞭毛结构上膜的相关信号转

导有深刻的认识。

3   小结
在生殖系统内, 精子质膜离子通道的改变对于

精子生理状态以及受精过程有非常重要的作用。事

实上, 精子的离子通道可以调节精子的能动性。一

些物种离子通道动态可以调控精子向卵子运动的趋

向性, 而且还可以触发精子的顶体反应。直到最近, 
人们才通过膜片钳实验初步了解了精子离子通道的

分子机制, 而且可以直接通过膜片钳记录离子通道

的活动, 膜片钳技术打开了许多先前未知的精子生

理功能的分子机制。

精子离子通道的正常表达和受精过程密切相

关, 因此精子离子通道也可作为精子质量新的评价

指标, 可为精子质量分析提供参考依据。以前的实

验技术缺乏对离子通道和精子质膜转运蛋白的直接

研究, 阻碍了人们对调节精子活动和雄性生育能力

分子机制的理解。而膜片钳技术可以直观的去观察

细胞膜离子通道变化, 将这一技术用于研究生殖细

胞质膜或精子鞭毛的离子通道以及调节通道活性的

机制, 使人们对相关的信号转导有深刻的认识。生

殖细胞电生理的研究应用将开启人们对生殖系统质

量评价方面的研究方向, 对其人工授精和良种选育

提供基础理论资料, 具有一定的实践意义。
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