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王丽娟，陶　璨，张光伟，周　畅，闫素梅，熊　鹰，周　艺　　（４０００３８重庆，第三军医大学基础医学部神经生物
学教研室，重庆市神经生物学重点实验室，重庆市神经科学研究所）

　　［摘要］　目的　研究小鼠初级听皮层ＳＯＭ＋神经元接受刺激后突触输入的时空特性。方法　通
过局部场电位记录方法对初级听皮层进行定位后，采用电压钳全细胞记录方法在离体脑片上分别记录

ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元在接受刺激后诱发的兴奋后突触后电流和抑制性突触后电流。通过对两类
神经元的兴奋性突触后电流和抑制性突触后电流时间特性以及幅度上的比较，从而分析 ＳＯＭ＋神经元
突触输入的时空特性。结果　ＳＯＭ＋神经元与锥体神经元的突触输入在时间特性上表现出相似的起始
潜伏期。ＳＯＭ＋神经元的兴奋性突触后电流和抑制性突触后电流的峰值潜伏期［（１４．３５±２．７４）ｍｓ，
（１８．２６±３．２４）ｍｓ］明显要短于锥体神经元的兴奋性突触后电流和抑制性突触后电流的峰值潜伏期
［（１８．８１±３．７６）ｍｓ，（２１．０８±３．９３）ｍｓ］，差异具有统计学意义（ＥＰＳＣＰ＜０．０５，ＩＰＳＣＰ＜０．０１）。在突
触后电流的幅度上两类神经元差异没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＳＯＭ＋中间神经元接受的突触
输入与锥体神经元接受的突触输入在基本电生理特性上类似，但时间特性上的差异提示两者接受的突

触输入在皮层内环路来源上可能存在一定差异。
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　　抑制性中间神经元是感觉皮层中一类重要的调节
性神经元，可通过释放抑制性神经递质从而减弱后一

级神经元的反应。通过前馈和反馈的介导，抑制性中

间神经元能够在皮层网络中起到平衡调控的作用［１］。

虽然抑制性神经元的数量在皮层中仅占总数的１／５左
右［２－３］，但研究证实其在皮层的信息处理过程中扮演

着至关重要的角色。抑制性神经元根据形态学、分子

结构以及生理特征的不同，可以将神经元分为小清蛋

白（ｐａｒｖａｌｂｕｍｉｎ，ＰＶ）表达的神经元，生长抑素（ｓｏｍａ
ｔｏｓｔａｔｉｎ，ＳＯＭ）表达的神经元和血管活性肠肽（ｖａｓｏａｃ
ｔｉｖｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＶＩＰ）表达的神经元等［４－５］。

其中ＳＯＭ＋神经元是皮层中一类重要的抑制性神经
元，虽然数量稀少，但是在皮层网络中却发挥着独特的

作用。有研究显示，ＳＯＭ＋神经元在皮层环路中具有
去抑制的作用，即通过抑制其他抑制性神经元的反应

从而提高兴奋性神经元的发放率［６］。以往的工作对

于ＳＯＭ＋神经元的研究主要集中于对神经元自身动
作电位发放和膜电位特性的研究［７］，然而皮层神经元

的功能不仅取决于神经元本身的特性，也与皮层神经

元接受的突触输入特性有关［８－９］，研究显示在感觉皮

层中神经元的功能在很大程度上取决于所接受的不同

类型的突触输入，但是目前对于 ＳＯＭ＋神经元在皮层
环路中接受的突触输入的特性研究尚不清楚［１０］。与

锥体细胞类似，中间神经元同样需要接受来自于其他

神经元的传入才能发挥功能。这种突触传入，既包括

源于前级神经元的输入，也包括源于邻近微环路的输

入。两者共同组成突触输入，进而决定中间神经元的

功能特性。

　　为了研究ＳＯＭ＋神经元所接受的突触输入特性，
我们需要尽可能完整保留为其提供突触输入的丘脑
皮层环路结构。然而现有的主流实验方法对此存在着

一些困难。一方面，传统的脑片制备方法，通常会严重

破坏从丘脑的内侧膝状体（ｍｅｄｉａｌｇｅｎｉｃｕｌａｔｅｂｏｄｙ，
ＭＧＢ）到初级听皮层（ｐｒｉｍａｒｙａｕｄｉｔｏｒｙｃｏｒｔｅｘ，Ａ１）的纤
维投射，记录到的突触输入无法反映神经元在完整神

经环路下的功能特点；另一方面，由于 ＳＯＭ＋中间神
经元数量特别稀少，使得在体条件下很难去进行定位

并进行全细胞记录。因此，基于以往文献［１１］报道，
我们在本课题中采用了一种特殊的切片方法，制备能

够完整保存 ＭＧＢ到 Ａ１纤维投射的离体脑片。我们
利用在脑内特异性标记ＳＯＭ＋神经元的转基因鼠，结
合离体电生理技术，在 Ａ１区域的 ＳＯＭ阳性细胞中记
录到由电刺激 ＭＧＢ所诱发的兴奋性突触后电流
（ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｃｕｒｒｅｎｔｓ，ＥＰＳＣ）和抑制性突触
后电流（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｃｕｒｒｅｎｔｓ，ＩＰＳＣ）。本实验
的研究结果能够为全面理解 ＳＯＭ＋神经元在皮层中
的特殊功能提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　２周左右 ＳＰＦ级绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）标记ＳＯＭ＋神经元的转基因 ＦＶＢ小鼠，
体质量１５～２０ｇ，雌雄不限，由中国科学院上海神经科
学研究所提供，并由第三军医大学实验动物中心繁育

饲养。

１．２　实验标本的制备
　　取２周左右的转基因小鼠，按住颈部，立即断头取
脑，迅速置于０～４℃的人工脑脊液（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ
ｆｌｕｉｄ，ＡＣＳＦ）中冷冻 １ｍｉｎ左右。ＡＣＳＦ成分为 ＮａＣｌ
１２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＨ２ＰＯ４１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，
ＮａＨＣＯ３２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２２ｍｍｏｌ／Ｌ，
葡萄糖 １０ｍｍｏｌ／Ｌ。ＡＣＳＦ中预先通入９５％ Ｏ２＋５％
ＣＯ２至饱和。后将全脑置于冰上修块，第一刀垂直头
尾方向切去小脑，第二刀垂直头尾方向切去额叶部分，

以此切面为底将组织块立起，第三刀垂直切面同时与

脑的水平面呈１５°夹角切去皮层的一部分，再以此切
面为底，将组织块固定在振动切片机上，切片厚度为

３００μｍ［１１］。切片时组织始终浸浴在 ＡＣＳＦ的冰水混
合物中。将脑片孵育槽提前放在３２℃的水浴锅中加
热，切下的脑片迅速放进脑片孵育槽中，这样做的目的

是为了使脑片保持正常的生理状态，方便接下来的实

验。另外小鼠脑在放进孵育槽前要一直保存在 ０～
４℃饱和氧的 ＡＣＳＦ中，目的是为了降低脑组织的代
谢水平，避免神经元在离体后由于缺氧而死亡。

１．３　细胞膜荧光探针（ＤｉⅠ）染色
　　传统的脑片制备过程中 ＭＧＢ到 Ａ１的投射纤维
环路很容易受到外力的破坏，无法记录到突触后电流，

所以在离体条件下如何保持完整的信息传导通路是实

８１４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



验成功的关键。为了验证制备脑片的完整性，我们利

用免疫组化染色的方法对 ＭＧＢ到初级听皮层的纤维
投射环路进行了形态学染色。在离体条件下，利用体式

显微镜在丘脑的ＭＧＢ区域埋置ＤｉⅠ染料，然后将脑片
放置在４％的多聚甲醛溶液固定３～５ｄ，最后在激光共
聚焦显微镜下成像［１１］。通过ＤｉⅠ染色，我们观察到染
料从埋置区域ＭＧＢ扩散到初级听皮层区域，从形态学
上验证纤维投射在ＭＧＢ和Ａ１之间通路的完整性。
１．４　局部场电位的记录
　　根据小鼠初级听皮层的解剖学定位，结合离体场
电位的记录方法，对小鼠初级听皮层进行功能性定位。

玻璃电极（ＢＦ１５０１１０１０型，美国 Ｓｕｔｔｅｒ公司）由
Ｐ１０００（美国Ｓｕｔｔｅｒ公司）电极拉制仪拉制而成，尖端
阻抗４～７ＭΩ。参考电极置入记录槽中，膜片钳放大
器将神经元传来的电生理信号放大后输出。记录电极

固定后由微电极操纵器控制，缓缓下移至脑片初级听

皮层位置，尽量不要碰到细胞。采集的电生理信号由

模数转换器传回电脑并保存。细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）成
分：ＮａＣｌ１２５，ＫＣｌ２．５，ＮａＨ２ＰＯ４１．２５，ＮａＨＣＯ３２５，
ＭｇＣｌ２１．２，ＣａＣｌ２２。初级听皮层通过从丘脑到皮层的
白质纤维投射定位，并通过刺激丘脑的 ＭＧＢ或丘脑
皮层投射纤维在皮层引发强的场电位确定位置。

１．５　电刺激
　　刺激强度，刺激间隔：刺激强度为阈上反应的２００
μＡ，每次记录的 ２０ｍｓ处给予 １个单脉冲的电流刺
激，记录 １次的时间为 １ｓ，重复记录 １０次，刺激由
Ｍａｓｔｅｒ８触发及编程。
１．６　全细胞膜片钳记录
　　玻璃电极均由Ｐ１０００玻璃电极拉制仪制成，尖端
阻抗４～７ＭΩ。选出４～５个符合条件的脑片（３００μｍ）
于恒温水浴锅（３２℃）中孵育１～２ｈ后，将脑片小心
的转移到膜片钳记录槽中开始实验。膜片钳记录系统

置于屏蔽屋中，微操纵器将双轴同心圆电极插入内侧

膝状体到初级听皮层投射环路的突触前纤维丛中，随

后又缓缓地将记录电极下移到初级听皮层区域

（图１Ａ），参考电极置于记录槽溶液中。选择记录细
胞时，应挑选轮廓明显，折光度高的细胞。当记录电极

贴附到细胞时（图１Ｂ），给予电极负压吸引，细胞膜与
电极尖端形成ＧΩ的高阻封接，待高阻封接稳定后，再
给予电极轻微的负压，使细胞破膜，形成全细胞记录。

此时串联阻抗应不超过３０ＭΩ，若记录过程中串联电
阻超过这个数值，立即撤出电极，更换细胞。电极内液

缓缓地流入细胞内，引起细胞内外电位的波动。形成

全细胞记录后，分别记录 ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元
电压被钳制在 －７０ｍＶ和 ０ｍＶ时的 ＥＰＳＣ和 ＩＰＳＣ
（图１Ｃ）。胞内电极充灌电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）ＣｓＯＨ

１２５，ｇｌｕｃｏｎｉｃａｃｉｄ１２５，ＴＥＡＣｌ５，ＭｇＡＴＰ４，ＧＴＰ０．３，
ｐｈｏｓｐｈｏｃｒｅａｔｉｎｅ１０，ＨＥＰＥＳ１０，ＥＧＴＡ１０，ＣｓＣｌ２，ＱＸ
３１４１．５。电生理记录结束后，将脑片置于４％多聚甲
醛（４℃）溶液中固定７２ｈ以上，在体视镜下操作，于
ＭＧＢ处包埋ＤｉⅠ颗粒，再次置于４％多聚甲醛（３７℃）
溶液中１个月以上。完成的标本在激光共聚焦显微镜
下观察并拍摄照片，以再次确定纤维结构的完整性。
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Ａ：刺激内侧膝状体（ＭＧＢ）在初级听皮层（Ａ１）记录神经元
由刺激诱发产生的突触后电流；Ｂ：显微镜下观察记录电极
贴附细胞；Ｃ：全细胞电压钳模式下记录到的两类神经元诱
发的ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ
图１　实验设计模式图和刺激诱发突触电流反应的示例

１．７　统计学分析
　　采集的神经元反应通过膜片钳放大器（ＡＸＯＮ
７００Ｂ）进行放大，并用 Ｃｌａｍｐｅｘ１０．４软件进行实时监
控和记录。数据采集全程由计算机程序控制，并进行

离线分析。采集的数据使用 Ｃｌａｍｐｆｉｔ、Ｍａｔｌａｂ、Ｅｘｃｅｌ进
行统计分析，组间分析使用两样本 ｔ检验，并且用
Ｏｒｉｇｉｎ９进行作图，统计数据用 珋ｘ±ｓ表示。检验水准：
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　初级听皮层的功能性定位
　　依据所介绍的局部场电位记录方法，在完整保留
ＭＧＢＡ１投射的离体脑片上，根据小鼠脑解剖图谱，我
们将皮层初步分为 ６个区域（图 ２Ａ）。通过电刺激
ＭＧＢ区域，通常可以在皮层的第２区域记录到稳定出
现的反应最强的局部场电位（ｌｏｃａｌｆｉｅｌｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，
ＬＦＰ），从而在功能上证明第２区域就是初级听皮层，
接受来自于ＭＧＢ的直接投射（图２Ｂ）。

９１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）



! "

!# !$

! " % & ' (

!"#$

)
*
+
%
&

"

#

Ａ：将皮层分为６个区域，刺激电极放置于内侧膝状体区
域；Ｂ：在ＭＧＢ给予电流刺激，在皮层的各个位点记录局部
场电位

图２　场电位确定初级听皮层的位置

２．２　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元突触后电流的起始
潜伏期比较

　　在完成初级听皮层定位之后，我们利用全细胞记
录技术将电压分别钳制在－７０ｍＶ和０ｍＶ，记录ＳＯＭ＋
神经元和锥体神经元由刺激所诱发的稳定的 ＥＰＳＣ和
ＩＰＳＣ。图３表示的是 ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元
ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ起始潜伏期的分布情况。从图３Ａ和３Ｃ
中可以看出这两类神经元ＥＰＳＣ的起始潜伏期都集中
在１０ｍｓ附近，并呈现正态分布，其中锥体神经元
ＥＰＳＣ的起始潜伏期分布范围更广。图３Ｂ和３Ｄ中两
类神经元ＩＰＳＣ的起始潜伏期集中在１２～１６ｍｓ，其中
ＳＯＭ＋神经元ＩＰＳＣ的起始潜伏期要略大于锥体神经
元ＩＰＳＣ的起始潜伏期。但图４的统计结果表明，两类
神经元ＥＰＳＣ和 ＩＰＳＣ的起始潜伏期差异不存在统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。
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Ａ：电刺激诱发的 ＳＯＭ＋神经元 ＥＰＳＣ起始潜伏期的分布
（ｎ＝１８）；Ｂ：电刺激诱发的 ＳＯＭ＋神经元 ＩＰＳＣ起始潜伏
期的分布（ｎ＝１８）；Ｃ：电刺激诱发的锥体神经元 ＥＰＳＣ起
始潜伏期的分布（ｎ＝２８）；Ｄ：电刺激诱发的锥体神经元
ＩＰＳＣ起始潜伏期的分布（ｎ＝２８）
图３　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元的ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ起始

潜伏期的分布
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图４　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元的ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ起始
潜伏期均值的比较

２．３　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元突触后电流的峰值
潜伏期比较

　　从图５Ａ～Ｄ可以看出 ＳＯＭ＋神经元和锥体神经
元ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ的峰值潜伏期都是比较集中的，其中
ＳＯＭ＋神经元 ＥＰＳＣ的峰值潜伏期主要集中在 １０～
２０ｍｓ，同时ＳＯＭ＋神经元ＥＰＳＣ的峰值潜伏期要小于
锥体神经元的峰值潜伏期。统计结果显示两类神经元

ＥＰＳＣ的峰值潜伏期差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＳＯＭ＋神经元的ＥＰＳＣ到达峰值的时间小于锥体神经
元；与之类似，ＳＯＭ＋神经元 ＩＰＳＣ的峰值潜伏期也要
小于锥体神经元ＩＰＳＣ的峰值潜伏期，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０１，图６）。两类神经元 ＥＰＳＣ和 ＩＰＳＣ峰
值潜伏期的结果提示 ＳＯＭ＋神经元所接受的突触输
入与锥体神经元相比在局部皮层环路上有所不同。
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Ａ：电刺激诱发的 ＳＯＭ＋神经元 ＥＰＳＣ峰值潜伏期的分布
（ｎ＝３３）；Ｂ：电刺激诱发的 ＳＯＭ＋神经元 ＩＰＳＣ峰值潜伏
期的分布（ｎ＝３３）；Ｃ：电刺激诱发的锥体神经元 ＥＰＳＣ峰
值潜伏期的分布（ｎ＝３４）；Ｄ：电刺激诱发的锥体神经元
ＩＰＳＣ峰值潜伏期的分布（ｎ＝３４）
图５　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ峰值

潜伏期的比较
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＯＭ＋神经元比较
图６　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ峰值

潜伏期均值的比较

２．４　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元突触后电流幅度的
比较

　　通过比较３８个ＳＯＭ＋神经元和３５个锥体神经元
ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ的幅度大小（图７Ａ～Ｄ），发现两类神经
元的 ＥＰＳＣ和 ＩＰＳＣ在幅度上差异没有统计学意义
（Ｐ＞０．０５，图８），提示ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元在
接受突触输入的强度上是相似的。
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Ａ：电刺激诱发的ＳＯＭ＋神经元 ＥＰＳＣ幅度的分布（ｎ＝３８）；
Ｂ：电刺激诱发的 ＳＯＭ＋神经元 ＩＰＳＣ幅度的分布（ｎ＝３８）；
Ｃ：电刺激诱发的锥体神经元 ＥＰＳＣ幅度的分布（ｎ＝３５）；
Ｄ：电刺激诱发的锥体神经元ＩＰＳＣ幅度的分布（ｎ＝３５）
图７　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ幅度的分布
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图８　ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ幅度
均值的比较

３　讨论

　　神经元功能的实现主要依赖于其接受的不同类型
的突触输入。其中，已有文献［１２］报道抑制性通路的
失衡能够造成皮层功能的紊乱，进而影响大脑功能的

执行。帕金森综合征、神经性耳鸣、癫痫、抑郁症等疾

病的产生，都与抑制性通路的功能失衡密切相关［１３］。

以往的工作提示我们，初级听皮层第４层的锥体神经
元接受来自于丘脑的直接兴奋性输入，和源于皮层内

部环路的抑制性输入［１４－１５］。通过对 ＳＯＭ＋神经元和
邻近的锥体神经元时间特性以及幅度上的比较，我们

可以部分理解 ＳＯＭ＋神经元所接受的突触输入的特
点。本实验主要利用全细胞膜片钳记录方法，分别记

录由刺激诱发的ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元的 ＥＰＳＣ
和ＩＰＳＣ。本研究的结果提示，在初级听皮层中ＳＯＭ＋
中间神经元接受的突触输入与锥体神经元接受的突触

输入在基本电生理特性上类似，但时间特性上的差异

提示两者接受的突触输入在皮层内环路来源上可能存

在一定差异。

　　单个皮层神经元可能同时与数千个突触前神经元
存在突触连接，而起始潜伏期则主要是由神经元接受

的最快的突触输入所决定。由于皮层内锥体神经元接

受的是来自丘脑的直接突触输入［１４］，并且ＳＯＭ＋神经
元起始潜伏期与锥体神经元的起始潜伏期相接近，所

以我们推测 ＳＯＭ＋神经元可能也接受来自丘脑的突
触输入。此外我们观察到 ＳＯＭ＋神经元和锥体神经
元ＥＰＳＣ和ＩＰＳＣ的峰值潜伏期差异存在统计学意义，
并且ＳＯＭ＋神经元突触后电流的峰值潜伏期要小于
锥体神经元，提示ＳＯＭ＋神经元接受的突触输入在皮
层内环路来源上与锥体神经元不同。因此，我们推测

除了来源于丘脑的直接投射所产生的突触输入之外，

ＳＯＭ＋神经元还接受其他环路来源的突触输入，并且
与锥体神经元有所不同。在本实验中，我们还观察到

两类神经元 ＥＰＳＣ和 ＩＰＳＣ的幅度差异没有统计学意
义，提示ＳＯＭ＋神经元和锥体神经元在接受突触输入
的强度上是相似的。

　　另外，与传统的抑制性中间神经元不同，ＳＯＭ＋型
神经元具有独特的“去抑制”功能。这类神经元能够

通过抑制其他的中间神经元，进而起到兴奋锥体神经

元的作用［６，１６］。本研究表明，ＳＯＭ＋神经元自身也能
接受抑制性的突触输入，但突触输入的来源仍然有待

研究。未来如能采用光遗传与膜片钳相结合的实验技

术，则有可能更全面的阐明 ＳＯＭ＋神经元突触输入的
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机制，从而帮助回答不同类型的突触输入是如何决定

神经元功能的这一关键性科学问题。
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