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【摘要】  神经元单位放电的记录与分析是基础医学综合实验的重要内容之一，但传统实验并不能很好使学生理解神经元动作电位的产生机制。结合八年制医学生综合素质高、培养要求高等特点，授课教师将前沿技术——光遗传学技术融合到该实验中，开设了“光遗传诱发神经元单位放电”实验。在此，对“光遗传诱发神经元单位放电”的教学设计作了详细介绍，并总结教学经验、提出自身思考。
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【Abstract】  The recording and analysis for the neurons’ single unit discharge is one of the important content among the comprehensive experiments in basic medicine. However, the traditional experiments are not very good for students to understand the mechanism underlying the neuronal action potentials. According to the high comprehensive quality and high requirements of training in eight-year medical students, in the past two years, we have entrained the optogenetics into the single unit recording experiment and set up a "neuronal discharge evoked by the optogenetics” experiment. In this article, we summarized the teaching design and experience of this experiment.
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光遗传学技术是把光学和遗传学的手段有机结合后产生的一门新兴技术，近年来发展迅速，在神经科学中已得到广泛的应用[1-3]。
八年制医学教育是以培养综合型高素质医学博士为目标的新型教育模式，针对八年制医学生的自身综合素质高、培养要求高等特点[4,5]。近两年来。我们针对我校八年制医学生开设了“光遗传诱发神经元单位放电”实验，旨在通过该实验加深学生对最新和经典理论和技术的掌握与理解，提高八年制医学生的综合能力，并对该实验的具体教学设计和实施方案的合理性以及内容的可操作性进行探讨，为将来在五年制本科生开展该实验提供理论和实践指导。本文将“光遗传诱发神经元单位放电”实验的实验教学设计与教学体会进行了总结。
1 教学设计
1.1 设计理念
在传统的神经元单位放电记录与分析的实验中，学生只需简单地记录大鼠海马锥体神经元的细胞外放电。实验内容过于简单、单一，无法使学生对神经元动作电位的产生和记录形成系统的理解，也不能有效地调动学生的创造性和积极性，教学效果有待提高。因此，我们在传统的神经元单位放电记录与分析实验的基础上对实验内容进行了延伸和拓展，把最新的科学技术融入进去，使学生对神经元动作电位产生的机制和记录方法有深入浅出的理解。
1.2 授课对象与教学目的
本课程的授课对象为临床医学八年制的五年级学生，之前已经学习了3年基础公共课程以及解剖学、生理学、病理学以及药理学等医学基础专业课程，具备良好的专业知识基础。但是在医学基础实验技能方面，临床医学八年制学生只参加过少量操作简单的验证性实验，还没有经过系统性的实验培训，个人实验操作和团队合作的能力有待进一步提高。本次实验课的教学目标是使临床医学八年制学生深刻理解和掌握光遗传学技术特征、神经元动作电位产生的机制以及记录方法，了解光遗传学技术和神经元单位放电记录在科学研究中的应用。
1.3 实验原理
光遗传学实验可以基本上分为两部分，即在特定神经元上的表达光敏感蛋白以及光刺激与信号记录。先通过病毒载体将光敏感通道蛋白（如Channerlhodopsin2，ChR2）基因运载至特定脑区的神经元中，待有效地表达一定数量的光敏感蛋白后，再通过特定波长（如473 nm）的激光照射，能使光敏感通道蛋白ChR2在几个微秒内打开。ChR2是非选择性阳离子通道，大量的阳离子（如Ca2+）进入神经元内，使神经元去极化，进一步打开神经元上的电压门控Na+通道，神经元产生动作电位[1-3]。神经元的动作电位则可通过细胞外记录进行监测。


2 实验实施
本次实验课共5学时，实验流程为：在要求学生先期预习的基础上，教师集中理论讲解和实验方法介绍→学生分组实验→实验结果分析与小结。
实验前30天左右，由教师通过微量注射的方法将病毒pAAV 2/9-CaMKIIα-ChR2-mCherry注射到大鼠左侧海马区（前囱后3.8 mm，左侧旁开2.0 mm，深度3.1 mm），使病毒在海马锥体神经元上能表达足够多的光敏感通道蛋白ChR2。本次实验课具体的实验步骤如下：（1）称重、麻醉：称量大鼠体重、采用12.5%的乌拉坦麻醉（计量为10 ml/kg），麻醉后将大鼠头部固定在脑立体定位仪上。（2）沿大鼠颅顶正中切开头皮，暴露颅骨，找到大鼠前后囱，并将大鼠前后囱调至水平。（3）找到注射病毒时在左侧海马区上方颅骨留下的小孔，并用颅骨钻扩大小孔至直径2 mm左右。（4）将固定在微量推进器上的光电极放至在小孔上方，光电极的电极丝和光纤分别连接细胞外前置放大器和激光器。（5）使用微量推进器将光电极缓慢推送至海马病毒注射区，当记录到海马区神经元的自发放电时，先暂停推进，记录和分析海马区神经元自发放电的特征。然后继续推进，当不能记录到明显的自发放电时，打开激光器，采用20Hz，5ms波宽，30 mW/mm2的刺激参数刺激海马区神经元，看能否诱发海马区神经元的放电，如果不能诱发，继续缓慢推进，直至能记录到光遗传诱发海马区神经元的单位放电。（6）记录到诱发的单位放电后，学生自行改变刺激参数，观察、记录和分析不同刺激参数诱发的不同放电特征。（7）实验过程中认真做好实验记录，实验结束后，缓慢退出光电极，整理实验仪器、大鼠采用过量麻醉方法处死。


实验完成后以小组为单位开展实验结果分析与讨论，每个实验小组安排一名学生对本小组实验结果进行归纳、分析、讨论。最后由教师对整个实验教学的实施过程和效果进行总结，并对实验中出现的问题、实验结果和学生的疑问进行课堂讨论与分析。
3 教学体会

电生理学是一门研究生物组织或细胞的电学特性的一门科学，是生理学的一个重要分支。其主要研究对象包括离子通道的特性、细胞膜电势的变化、跨膜电流的变化以及动作电位等。以前仅单纯开展神经元单位放电记录与分析的实验，学生能够掌握细胞外记录的方法，并且能分析神经元动作电位的特点，但是不能很好地理解神经元动作电位产生的机制，无法有效地帮助理解和巩固所学的理论知识。在本实验教学中，将最新的科学技术—光遗传学技术融合进去，通过观察光遗传学干预的即时效应，使学生对神经元动作电位产生的机制有更加直观和深刻的理解，达到实验教学的根本目的。另外，将光遗传学技术运用到医学八年制的实验教学中，能有效地培养学生实验技能及科研思维，并且能帮助学生同步地掌握最新科研动态。
在本次

实验课前的一次实验课，教师先将本次实验课的内容提前告知了学生，要求学生提前复习神经元动作电位产生的机制，查阅光遗传学技术的基本原理，光照光敏感通道蛋白ChR2开放的机制，ChR2开放如何影响神经元的兴奋性以及光遗传学技术在神经科学领域的运用；在实验教学过程中，教员以提问式教学为指导，例如：光照光敏感通道蛋白ChR2到神经元动作电位的产生过程中离子机制是什么等；在实验操作过程中，教师只尽量去引导学生，讲解实验应该注意的事项和操作要领，使每位学生都能够独立自主地完成整个实验，尽量使实验成功率达到100%，这样不仅有利于学生动手能力的提高、也有利于培养学生提出问题、分析问题和解决问题的能力、增强团队合作意识等；在实验结束后，要求每组学生分别讨论得出的实验结果，并且解释可能的机制，提出实验过程中遇到的问题，以及得到与其它小组不一致结果的可能原因等情况，不同小组成员如有对其它小组的结果有独特见解的也可以进行讨论，这有利于提高学生的表达能力、逻辑思维和分析问题的能力。每小组学生实验结果汇报完毕后，教师针对每小组的结果进行总结，并分析原因，对学生提出的疑问逐一进行作答，最后对整个实验涉及到的知识进行系统性总结。在整个实验教学过程中，贯彻了以学生为中心、以问题为核心的宗旨，既注重培养学生的综合能力和对最新科学研究进展的了解，也利于促进教师不断拓展知识面，提高教学质量，真正达到“学有所获、教学相长”的教学目标。

神经元单位放电记录与分析是基础医学综合实验的重要实验内容之一[6,7]。在实验教学过程中，首次把光遗传前沿技术运用到实验教学中，能很好地弥补了传统实验教学不能很好的帮助学生理论动作电位产生的机制等方面的不足之处。光遗传诱发神经元单位放电的实验，不仅能使学生对神经元动作电位的产生机制有了更深刻的理解，为临床医学八年制学生今后的神经科学学习和科研工作奠定了坚实的基础。
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