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［摘 要］ 目的：探究人源骨骼肌电压门控钠通道hNav1.4 I1363T突变体导致患者

出现先天性副肌强直症状的机制。方法：利用氨基酸序列比对，检测hNav1.4 I1363
位点的保守性；将hNav1.4蛋白的羧基端融合荧光蛋白mCherry，利用共聚焦显微镜

观察hNav1.4野生型与 I1363T突变体蛋白的表达量与分布情况；通过全细胞电生理

技术记录野生型与 I1363T突变体的稳态激活及快失活参数，并进一步分析野生型与

I1363T突变体的窗电流。结果：hNav1.4 I1363位点在各类钠通道中高度保守。野生

型与 I1363T突变体均能正常上膜，且表达量无明显差异。野生型与 I1363T突变体

的 50%激活电压V0.5分别为（-29.08±0.24）mV和（-28.79±0.21）mV，斜率因子 k分别

为5.06±0.21和4.73±0.18（均P＞0.05）；野生型与 I1363T突变体的50%失活电压V0.5
分别为（-68.03±0.34）mV和（-59.01±0.26）mV，斜率因子 k分别为4.55±0.21和5.24±
0.23（均 P＜0.05），I1363T突变体的失活电压向去极化方向移动，且更为平缓。

I1363T突变体形成的窗电流大于野生型的窗电流。结论：I1363T突变会导致

hNav1.4慢失活受损，增加肌肉细胞兴奋性，导致肌强直的发生；而增大的窗电流使

得钠离子在细胞内缓慢聚集，最终导致细胞兴奋性下降，引发肌无力。
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［Abstract］ Objective：To investigate the mechanism of congenital paramyotonia caused
by human skeletal muscle voltage-gated sodium channel hNav1. 4 mutant I1363T.
Methods：The conservation of the mutant site were detecled by using amino acid sequence
alignment; the C-terminal mCherry fusion hNav1. 4 was constructed, and the expression and
distribution of wild type and hNav1. 4 mutant I1363T were determined by confocal
microscopy; the steady-state activation, fast inactivation and window current of wild type and
hNav1. 4 mutant I1363T were examined by whole-cell patch clamp. Results：Alignment of
the amino acid sequences revealed that Ile1363 is highly conserved in human sodium
channels. There was no significant difference in expression level and distribution
between wild type and I1363T. Although no significant differences were observed
between I1363T mutant and wild type in the activation upon channel gating, the V0. 5 of
voltage-dependence of fast inactivation of I1363T mutant [(-59. 01±0. 26) mV] shifted
9 mV towards depolarization as compared with wild type [(-68. 03±0. 34) mV], and the
slope factor of voltage-dependence curve increased to (5. 24±0. 23) mV, compared with
(4. 55±0. 21) mV of the wild type. Moreover, I1363T showed the larger window current
than that of the wild type. Conclusions：I1363T causes the defect in fast inactivation of
hNav1. 4, which may increase the excitability of muscle cells and be responsible for
myotonia. The increased window current of I1363T may result in an increase of inward
Na+ current, could subsequently inactivate the channels and lead to loss of excitability
and paralysis.
［Key words］ Muscle, skeletal / physiopathology; Myotonia congenita / genetics; Gene
expression; Voltage-gated sodium channels/genetics; Mutation; Transfection

［J Zhejiang Univ (Med Sci)，2019，48（1）:12-18.］

先天性副肌强直是一类与电压门控离子通道

相关的家族遗传疾病，其主要特点是幼年发病，且

寒冷或运动等易引发患者肌强直或肌无力症

状［1-2］。先天性副肌强直最常见的病因是编码人骨

骼肌电压门控钠通道 4型 α亚基（hNav1. 4）的

SCN4A基因发生突变，使得通道功能变化，最终导

致肌肉细胞功能异常［3-5］。

电压门控钠通道是一类主要存在于神经和肌

肉细胞上的膜蛋白，发挥起始与传递动作电位的

作用［6］。当细胞膜电位达阈电位时，电压门控钠通

道从静息变为开放状态，导致细胞膜电位去极化，

在持续去极化过程中，通道又从开放转变为关闭

的失活状态。电压门控钠通道功能的变化可能影

响细胞动作电位的产生与传递，继而影响细胞的

兴奋性［7-9］。

已有报道表明，当 hNav1. 4的 1363位异亮氨

酸突变成苏氨酸后（I1363T），患者会产生副肌强直

症状［10］。本研究利用细胞培养体外表达 hNav1. 4
通道蛋白，结合全细胞电生理技术，从蛋白质水平

检测 I1363T突变对 hNav1. 4激活、失活等功能的

影响，并进一步探究该突变的致病机制。

1 材料与方法

1. 1 试剂与仪器

无缝克隆试剂盒、点突变试剂盒为南京诺唯

赞生物科技有限公司产品；pIRES2-EGFP载体、

N1-mCherry载体为美国 Clontech公司产品；人源

SCN4A和 SCN1B基因为美国 Vigene公司产品；

DMEM培养液、FBS、青霉素和链霉素混合液（P/
S）、胰蛋白酶为美国Gibco公司产品；多聚赖氨酸

为美国 Sigma-Aldrich公司产品；生物安全柜为海

尔公司产品；二氧化碳培养箱为美国 Thermo
Fisher Scientific公司产品；FV1000激光共聚焦显

微镜为日本Olympus公司产品；玻璃微电极、P97
电极拉制仪、微操仪为美国 Sutter公司产品；

MultiClamp 700B放大器、DigiData 1440数模转换

器、pClamp 10. 2数据采集分析软件为荷兰 Axon
公司产品。
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1. 2 载体构建与定点突变

利用无缝克隆试剂盒将人源 SCN4A的野生

型 cDNA克隆到 N1 -mCherry载体上，mCherry的
DNA序列位于 SCN4A cDNA序列的 3′之后，且两

段序列之间无终止密码子，使得该载体能够表达

hNav1. 4的羧基端融合 mCherry蛋白。将人源

SCN1B基因克隆到 pIRES2-EGFP载体上。利用

点突变试剂盒，将 SCN4A的 4087至 4089位碱基

突变为ACG，使表达的 hNav1. 4第 1363位的异亮

氨酸突变成苏氨酸（I1363T）。对野生型质粒与

I1363T突变体质粒进行全长测序，确保没有额外

的突变位点。

1. 3 细胞培养与转染

HEK293细胞种植于60 mm的培养皿中，并置

于 37 ℃ 5% 二氧化碳培养箱中培养，使用含 10%

FBS和1% P/S的DMEM培养基。当细胞生长至铺

满培养皿底部时进行传代处理。取出培养皿，弃

上清液，并用PBS缓冲液清洗残余培养液。取已预

热的 0. 25%胰蛋白酶 1 mL消化细胞 1～2 min后，

加入 2 mL培养液中和胰蛋白酶的消化作用，用移

液器轻柔吹打底层细胞使其悬浮，并转移至离心

管中，200×g离心 5 min。离心完成后弃上清液，

用培养液重悬浮细胞。取适当密度的细胞种植于

多聚赖氨酸包被过的 8 mm × 8 mm方玻片上，

37 ℃、5% 二氧化碳恒温培养箱中培养。培养24 h
后，用脂质体转染法分别将野生型质粒和 I1363T
突 变 体 质 粒 与 pIRES2-SCN1B - EGFP 共 转 染

HEK293 细胞。转染 24 h 后用于电生理记录

实验。

1. 4 激光共聚焦显微镜成像检测 I1363T突变体

的蛋白表达量与分布情况

野生型质粒和 I1363T突变体质粒分别转染

HEK293细胞24 h后，通过激光共聚焦显微镜检测

红色荧光蛋白的分布。取出种植于方玻片表面的

细胞，用细胞外液清洗2次后浸泡于盛有细胞外液

的35 mm小平皿中，镜下观察。

1. 5 全细胞电生理技术检测 I1363T突变体的稳

态激活及快失活参数

质粒转染细胞18～24 h后，在荧光显微镜下选

取有表达红色荧光蛋白（mCherry）与绿色荧光蛋白

（EGFP）的细胞，即共表达了hNav1. 4和SCN1B两种

蛋白的细胞来进行电生理实验。全细胞记录在室温

（25 ℃）条件下进行。利用电极拉制仪将玻璃微电极

拉制成电阻1～1. 5 Ω开口大小。细胞放置于细胞

外液中（含 145 mmol/L氯化钠、4 mmol/L氯化钾、

1. 8 mmol/L氯化钙、1 mmol/L氯化镁、10 mmol/L葡
萄糖、10 mmol/L HEPES），用氢氧化钠调节酸碱度

至7. 35，用蔗糖将渗透浓度调至 310 mmol/L；玻璃

微电极灌注电极内液（含 10 mmol / L氟化钠、

110 mmol/L氟化铯、20 mmol/L 氯化铯、2 mmol/L
EGTA、10 mmol/L HEPES），用氢氧化铯调节酸碱

度至 7. 35，用蔗糖将渗透浓度调至 310 mmol/L。
数据的采样量为 20 kHz，过滤值为 5 kHz。串联电

阻 补 偿 为 80%～90%，以 减 少 电 压 差 。 使 用

pClamp 10. 2软件进行电流曲线分析。

记录通道激活特征的具体步骤为：将细胞钳

制在-120 mV电压下，然后给予 100 ms从-80 mV
至+90 mV、步阶5 mV的去极化刺激来诱发通道开

放。不同电压下的电流值需除以该次记录中的最

大电流值来进行标化处理。以标化过后的数据作

图，可得到电流-电压曲线，通过该曲线中的数值，

带入方程G=I/（V-Vrev），获得不同电压下的电导值，

进一步获得电导-电压曲线。将电导-电压曲线进

行标准玻尔兹曼（Boltzmann）分布拟合G（V）/Gmax=
1/｛1+exp［-（V-V0. 5）/k］｝，可得 50% 开放电压（V0. 5
值）及斜率因子（k值）。

记录通道快失活特征的具体步骤为：将细胞

钳制在-120 mV电压下，给予 500 ms从-150 mV
至-10 mV、步阶为10 mV的预刺激，再给予40 ms、
-10 mV的测试电压，记录不同预刺激情况下仍未

失活的通道电流，将数据经玻尔兹曼方程 I/Imax= 1/
｛1+exp［（V-V0.5）/k］｝拟合后，可得50%失活电压V0.5
值及斜率因子k值。

1. 6 统计学方法

使用Prism 6. 0软件进行统计学分析。计量资

料用均数±标准差（x̄ ± s）表示，组间比较采用 t检
验，P＜0. 05为差异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 hNav1. 4的 I1363位点具有高度保守性

如图1A所示，hNav1. 4蛋白是由一条肽链上4
个同源结构域组成的通道蛋白，每个结构域包含6
个跨膜区，而 I1363T突变发生在第四结构域的第

一跨膜区。与其他高等生物（如猕猴、大鼠、小鼠、

犬类、鸡）的Nav1. 4通道序列比对结果显示，I1363
位点高度保守（图 1B）；与人源Nav家族其他通道
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（hNav1. 1～1. 9）进行序列比对，I1363位点也十分

保守（图1C）。
2. 2 I1363T突变体在HEK293细胞上的表达及定

位与野生型相似

野生型与突变体 hNav1. 4蛋白（红色荧光）在

HEK293上表达类似，且能够在膜上定位（图2），提
示 I1363T突变并未对蛋白的定位产生影响。

2. 3 I1363T突变体的稳态激活和快失活

2. 3. 1 I1363T突变体的稳态激活特征无明显改

变 野生型和 I1363T突变体通道开放的电流-电

压曲线如图 3A所示，将该曲线带入方程G= I/（V-
Vrev），可获得电导-电压曲线（图3B）。将电导-电压

曲线进行标准玻尔兹曼分布拟合，所得野生型通

道和 I1363T突变体通道的V0. 5值分别为（-29. 08±

0. 24）mV和（-28. 79±0. 21）mV，k
值分别为 5. 06 ± 0. 21 和 4. 73 ±
0. 18，差异无统计学意义（均 P＞
0. 05）。结果提示，I1363T突变并

未明显改变通道的稳态激活参数。

2. 3. 2 I1363T突变体的稳态快

失活受损 如图 3所示，I1363T的
快失活曲线较野生型通道偏向去极

化方向，野生型通道的V0. 5值为（-

68. 03±0. 34）mV，I1363T突变体通

道为（-59. 01±0. 26）mV（P＜0. 05）；
野生型通道的快失活曲线比I1363T
突变体通道更陡，野生型通道的k值
为 4. 55±0. 21，I1363T突变体通道

为5. 24±0. 23（P＜0. 05）。
2. 3. 3 I1363T突变体的窗电流增加 当膜电位

处于钠通道尚未完全失活且能够激活通道开放

时，产生的电流就是窗电流。窗电流的大小意味

细胞钠电流的流入情况，可以通过激活曲线和失

活曲线直观描述。如图 4所示，野生型通道与

I1363T突变体通道各自的激活曲线与失活曲线重

叠的部分，即各自的窗电流。由于 I1363T突变体

的快失活曲线向去极化方向偏移，其产生的窗电

流大于野生型hNav1. 4。
3 讨 论

肌肉电压门控钠通道 hNav1. 4的许多突变体

都会改变通道本身的活性，继而影响肌肉细胞的

兴奋性，产生各种肌肉异常的疾病，如肌强直、副

肌强直、高血钾周期性麻痹、低血钾周期性麻痹及

肌无力等［11-14］。产生副肌强直的 hNav1. 4突变体

中，大多数为功能获得型突变，或通道的失活受

损，或通道的激活增强，或两者皆有之［15-17］。本研

究检测了 hNav1. 4突变体 I1363T的电生理特性，

并与野生型通道的通道特性进行比较。结果发

现，I1363T突变后通道的稳态快失活受损，曲线向

去极化方向移动。这一现象会导致通道失活延迟

或者失活不完全，增加肌纤维细胞的兴奋性，让更

多通道处于能够开放的状态，使动作电位的不应

期缩短，更易于产生动作电位，最终导致肌肉发生

强直［1，18-19］。另一方面，快失活的右移也使得

I1363T突变体的窗电流明显增加，从而导致额外

的钠离子电流进入肌纤维细胞［20］。持续电流会使

A：野生型；B：I1363T突变体 .与红色荧光蛋白mCherry融合

的 hNav1.4野生型和 I1363T蛋白表达量均正常，且主要定位于细

胞膜上 .标尺=10 µm.
图2 共聚焦显微镜下观察野生型和 I1363T突变体在

HEK293细胞中的表达及定位

Figure 2 The expression and location of hNav1.4-mCherry
in HEK293 cell

A：hNav1.4拓扑学结构图，I1363T突变位于第四结构域第一跨膜区；B：高等动物

中Nav1.4的 I1363位点序列比对；C：人源各钠通道的 I1363位点序列比对 .
图1 I1363T突变体序列分析

Figure 1 Sequence analysis of I1363T mutantion
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细胞的膜电位趋向于去极化，钠通道逐渐进入缓

慢失活状态。当失活的钠通道积累到一定程度

后，便难以引发动作电位的产生，使细胞兴奋性下

降，产生肌肉麻痹的症状［17，21］。

I1363T突变位于 hNav1. 4通道蛋白第四结构

域 的 第 一 跨 膜 区 ，已 有 研 究 表 明 ，M1360V、
N1366S、M1370V等处于该区域的突变大多会导致

副肌强直症状的产生［13，22-24］。对这些突变的功能分

析显示，大多在激活与快失活参数上发生了变化，

而慢失活则很少受到影响。已有晶体学数据表明

该区域氨基酸与第四跨膜区上电压敏感区的精氨

酸通过氢键形成相互作用；而最新的文献报道，氢

键的形成与断裂能够在一定程度上改变电压门控

钠通道的电压依赖性及离子选择性等特性［25-28］。

当氢键一端的氨基酸发生改变，如异亮氨酸突变

成苏氨酸，则氢键的强弱、角度等都有可能发生变

化，继而可能影响通道的激活、失活等，从而使整

个通道的功能发生变化［29-30］。

在临床上，副肌强直和钾恶化性肌强直患者

常服用一种具有局部麻醉功能的Ⅰb类抗心律失

常药物美西律来治疗肌强直症状［31］。已有文献报

道，美西律可以有效增强hNav1. 4的快失活电压依

赖性，使快失活向超极化方向偏移，从而在一定程

度上延长骨骼肌细胞的绝对不应期，降低其兴奋

性，舒缓肌强直症状［32］。在 I1363T突变中，快失活

的电压依赖性呈现去极化方向的偏移。这一结果

提示美西律对于因 I1363T突变引起的肌强直症状

可能有一定的治疗效果。

综上所述，hNav1. 4的 I1363T突变会导致通道

的电压依赖性快失活受损，使快失活向去极化方

向偏移，更难以进入慢失活，使细胞过度兴奋，继

而引起肌强直症状；窗电流的长时间增加又使细

A：野生型通道与 I1363T突变体通道的激活和快失活拟合曲

线绘制在一起，两条曲线重合部分即为窗电流；B：激活与快失活

拟合曲线重叠部分放大图 .
图4 I1363T突变体的窗电流

Figure 4 Window current of I1363T mutation

A：野生型通道与 I1363T突变体通道的电流-电压曲线；B：野
生型通道与 I1363T突变体通道的激活玻尔兹曼拟合曲线；C：野
生型通道与 I1363T突变体通道的快失活玻尔兹曼拟合曲线 .
图3 I1363T突变体的电压依赖性

Figure 3 The voltage-dependence of I1363T mutation

·· 16



唐思阳，等 . I1363T突变致人骨骼肌电压门控钠通道快失活受损的机制

胞膜电位升高，最终导致 hNav1. 4失活，呈现肌无

力症状。
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2019年本刊常用专业词汇缩写

世界卫生组织World Health Organization，WHO
加强监护病房 intensive care unit，ICU
磁共振成像magnetic resonance imaging，MRI
计算机体层摄影computed tomography，CT
正电子发射计算机体层摄影positron emission tomography
CT，PET-CT

自然杀伤细胞natural killer cell，NK细胞

人类免疫缺陷病毒human immunodeficiency virus，HIV
信使核糖核酸messenger RNA，mRNA
无特定病原体 specific pathogen free，SPF
链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶 streptavidin-perosidase，
SP

苏木精（素）-伊红染色 hematoxylin-eosin staining，
HE染色

聚合酶链反应polymerase chain reaction，PCR
逆转录聚合酶链反应 reverse transcription polymerase chain
reaction，RT-PCR

酶联免疫吸附测定enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA

二辛可宁酸法bicinchoninic acid method，BCA法

放射免疫沉淀法 radio immunoprecipitation assay，RIPA
四甲基偶氮唑盐3-（4，5-dimethyl-2-thiazolyl）-2，5-

diphenyltetrazolium bromide，MTT
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gelelectrophoresis，SDS-PAGE

小牛血清 bovine calf serum，BCS

胎牛血清 fetal bovine serum，FBS
磷酸盐缓冲液 phosphate buffered saline，PBS
含吐温20的磷酸盐缓冲液phosphate buffered saline with
Tween-20，PBST

吐温20三乙醇胺缓冲盐水溶液 tris buffered saline with
Tween-20，TBST

辣根过氧化物酶horseradish peroxidase，HRP
腺苷三磷酸adenosine triphosphate，ATP
二甲基亚砜dimethyl sulfoxide，DMSO
乙二胺四乙酸ethylenediaminetetraacetic acid，EDTA
异硫氰酸荧光素 fluorescein isothiocyanate，FITC
碘化丙啶propidium iodide，PI
焦碳酸二乙酯diethy pyrocarbonate，DEPC
苯甲基磺酰氟phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF
聚偏二氟乙烯polyvinylidenefluoride，PVDF
肿瘤坏死因子 tumor necrosis factor，TNF
转化生长因子 transforming growth factor，TGF
白细胞介素 interleukin，IL
白细胞分化抗原cluster of differentiation，CD
人类白细胞抗原human leukocyte antigen，HLA
核因子κB nuclear factor-κB，NF-κB
辅助性T细胞helper T cell，Th细胞

受试者工作特征曲线 receiver operating characteristic curve，
ROC曲线

曲线下面积area under the curve，AUC
可信区间confidence interval，CI
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