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新生大鼠海马神经元癫痫样放电模型的初步研究 

徐祖才，刘 华，李雨芹，薛 涛，陈阳关 

(重庆医科大学附属第二医院神经内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究“无镁细胞外液”诱导海马神经元产生癫痫样放电形式，建立离体癫痫模型。方法：采用 24h新生 Wistar大 

鼠，取海马神经元原代培养，神经元特异性烯醇化酶(Neuron specific enolase，NSE)免疫荧光鉴定神经元。体外培养至第 9d时， 

用“无镁细胞外液”处理 3h，使用全细胞膜片钳技术记录神经元在相应时间点的放电情况。结果：通过鉴定可见，所培养的海马 

神经元纯度接近100％。在“无镁细胞外液”处理 3h后致恢复正常细胞培养液培养24h，神经元仍存在自发的“癫痫样放电”。结 

论 ：采用本方法体外培养的海马神经元在“无镁细胞外液”的作用下可形成稳定的癫痫样放电，为今后进行癫痫发病机制的研究 

提供了一种的理想模型。 
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【Abstract】Objective：To establish an ex-vivo epileptic model by investigating hippocampal neurons epileptiform discharge 

induced by magnesium—free ex~aceHular fluid．Methods：Neonatal Wistar rats(<24h old)were adopted to draw hippocampal 

neurons for primary culture，and the neurons were identified by immunofluorescence of NSE，On day 9，neurons were treated 

with magnesium-free ex~acenular fluid for 3h，then，the discharge activity at certain time points were recorded by whole—cell 

patch clamp，Resu／ts：Through identification，the purity of cultured neurons was high to 100％，After treated with magnesium—free 

extracellular fluid for 3h，the neuronal epileptiform activity Was observed，which continued to exist until the culture fluid returned 

to be normal for 24h．Conclusion：Epileptiform discharges of neurons exposed to magnesium-free extracelhlar fluid for 3h were 

stabile，hich provided a new epileptic model for pathogenetic research of epilepsy． 
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目前，学者们运用动物模型进行癫痫各方向的 

研究方兴未艾，普遍认为致痫灶中神经元丢失是癫 

痫的主要发病机制fl】。但癫痫患者的病灶内不仅有 

神经元的缺失，还存在大量的异常放电的神经元 ， 

且最近“细胞离子通道功能异常导致癫痫发作”，即 

“癫痫神经元”学说又引起了大家的关注f2’3】。此外， 

海马是神经元高度集中的部位，在癫痫的发病中具 

有重要的地位 ，近年来海马脑片以及神经元培养在 

癫痫的研究中越来越受到重视，我们将体外培养的 

海马神经元用“无镁细胞外液”处理 3h，建立海马神 

经元癫痫样放电模型，为癫痫发病机制的研究提供 
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一 种理想的离体模型。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪 器 

细胞培养板(Costar，USA)；SW—CJ一2FD型超净工作台 

(苏净集团安泰公 司)；细胞培养箱 (Thenno Fonna，USA)； 

TE2000一U倒置相差显微镜(Nikon，Japan)；TDZ5一WS多管架 

自动平衡离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司)；TCS—SP2 

型激光共聚焦扫描显微镜 (Leica，Gemany)，膜片钳(Nanion 

Technologies，Germany)。 

1．2 动物与试剂 

新生Wistar乳鼠(重庆医科大学实验动物中心提供)； 

NB培养基 、B一27、L_谷胺酰胺(Gibco，USA)；特级胎牛血清 

(杭州四季青)．D—Hanks液、多聚一L一赖氨酸 (Sigma，USA)； 
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擘无 镬 处 J=f11 孙 ， 换 成 I l
。。耵维 ” 培 养居 2 4 h 后 放 电情 M

图 2 膜 片 钳 记 录 海 马 神 经 元 放 电情 况

图 1 N s b：标 记 的神 经 元 ( 比 例 尺 = 3 7 ． 5 LL f l l )

一 定 的 fjfl 抗 当 i 已求 [ff 极 f lj 细 胞 之 问 形 成稳 定 的 高阻 抗 封 接

j ．

’

i 慷 ¨孔 破 膜 ， 形 成 全 钏 J】包钳 制 ， ⋯ 形 成 幔 片钳 全 细 胞 法

已录状 态

2 结 果

2 ． 1 神 经 元 鉴 定

利 刚 N S E 免 疫 荧 光 染 色 ， 激 )匕扫 捕 共 聚 焦 渺 微

镜 下 可 见 神 经 冗 胞 浆 卡̈ 突 起 着 绿 色 ， 胞 核 不 着 色 ，

通 过 攀 定 ¨ 见 ， 利 用 N B 培 芥基 加 R 一 2 7 培 养 至 第 9

r I 的 神 经 厂L纯 度接 近 1()0 ％ ( 陶 1 ) 。、

2 ． 2 海 马 神 经 元 癫 痫 样 放 电 的 记 录

住 州 尢 镁 细 胞 外 液 处 理 之 前 ， 丁̈以 i 已录 到神 经

元 ( ，F 8 ) I 卜常 的 动 作 电 似 ( 冈 2 ， A ) ， 经 尢 镁 细 胞 外

液 处 理 3 }1( 图 2 ． B ) ， _}Ilf经 兀 ( 扎 = 8 )阵 发 性 f {1现 连 续

的稳 定 的 10 ～ 3 5 m V 动 作 电 位 ， 放 电 频 率 5 ～ 1 7 H z ；

绛 尤 镁 处 珲 3 h ， 换 成 正 常维 持 培 养 綦 2 4 h ( 图 2 ， C )

后 ， 9 0 ％ ( n = 8 ) 以 上 的 神 经 元 仍 簪癫 痫 样 放 电 形 式

( 频 率稍 低 ) ， 从 而 确 认 神经 无 癫 痫 样 放 电模 型 建 立

成 功 、

3 讨 论

目 的有 天神 经 无 原 代 培 养 的 研 究 M 很 多 ， 本 方

法 和 神 经 元 培 养 过 程 巾 ， 加 川 N B 培 养 荩 及 B 一 2 7 ，

避 免 了 lj lI』糖 胞 苷 等 有 细 胞 毒 性 物 质 埘 神 绛 元 的 {=fJi

伤 ， 昕 培 养 神 经 元 住 数 量 、 纯 度 以 及 存 活 时 间 都 较

优 ， 贴 壁 后 变 形 伸 K f “芽 ， 突 起 川 形 成 网 络 结 构 ， 表

明体 外 神经 ，L 之 n』J 仍 能 形 成 突 触 联 系 ， 具 有 传递 信

息 的 形 态 学 基 础 。．
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膜片钳记录技术是近来神经电生理研究的重 

要平台，广泛用于神经生理学研究中。细胞制备是 

膜片钳电生理研究的重要一环，其中细胞形态及功 

能活性是影响封接的十分重要因素，因此 ，制备表 

面光滑、轮廓清楚 、活性好的神经细胞是膜片钳记 

录的前提。本方法体外培养海马神经元具备适用膜 

片钳研究的前提条件。 

近年来，大多有关癫痫的研究采用病理标本和 

动物模型闻，但是，神经系统结构复杂，在体研究时， 

存在诸多因素制约，且像膜片钳等电生理检测手段 

不易实施。M 在维持中枢神经系统正常电活动时 

起着重要作用 。有研究表明，无镁诱发的神经元反复 

自发的动作电位与癫痫发作时电生理活动类似，并 

且，抗癫痫药物可以阻滞这类动作电位 Ⅷ。Khalilov 

在其研究中Ill】说明，阻断海马间的联系时，对侧海马 

不能形成“镜像癫痫灶”，说明“癫痫波”在神经元之 

间的传递是“癫痫微环境”的重要组成部分。在此基 

础上，本研究利用无镁细胞外液模拟“癫痫微环境”， 

诱导海马神经元癫痫样放电的可能性与有效性。结 

果表明，经无镁细胞外液作用 3h后，100％的神经元 

进行 5～17Hz频率放电。恢复正常维持液培养后 

24h后 ，90％以上的神经元依然存在 自发癫痫样放 

电，从而证实我们建立的癫痫神经元模型稳定。 

虽然神经元经无镁细胞外液处理后有一定程 

度的兴奋性毒性损害，但仍然可以被膜片钳记录电 

活动 ，说明处理后的神经元无明显凋亡迹象 ，由此 

可见，本方法体外培养的海马神经元癫痫样放电模 

型可用于细胞水平上研究癫痫发生发展的病理机 

(上接第693页) 

用尚待进一步深入研究。 
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