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大鼠发育过程中视皮层神经元电学特性的研究
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　　提　要:目的　研究大鼠发育过程中视皮层神经元的电生理学特性 ,探讨相邻神经元之间的相互作用和局部神经元

网络的整合功能。方法　应用脑片膜片钳全细胞记录技术(盲法)获得 4～ 28 d龄 SD大鼠视皮层神经元的全细胞记录 , 在

电压钳下应用强度为 0.1～ 1.0 mA刺激来引起神经元的突触后电流(Post synaptic currents , PSCs)。 结果　156 个大鼠视皮

层神经元的 PSCs 可分为无反应型 、单突触反应型和多突触反应型 3种类型。大鼠睁眼后多突触反应型细胞所占的百分率

显著增加。某些细胞在不同的刺激强度下有不同的突触反应;个别细胞在相同刺激强度下 , 多突触反应的曲线不同。 双

脉冲刺激视皮层神经元引起的时间整合作用的形式表现为突触反应增强型 、压抑型和无影响型 3 种类型。结论　多突触

反应的神经元可接受两个或多个延时不同的突触输入。视皮层神经元在出生后发育过程中 , 其功能的成熟表现为在视觉

刺激下 ,视觉依赖性突触的重新分布 , 表明了相邻神经元之间的相互作用和局部神经元网络的整合功能。
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The electrophysiological properties of neurons in the developing visual cortex in rats
TU Ya-li , LIU Ying-bing , ZHANG Li , ZHAO Yan-jun (Department of Ophthalmology , Southwest Hospital , Third Military Medical Uni-

versity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the electrophysiological characteristics of neurons in developing visual cor-

tex and to observe the reciprocal connection and the function of integration between adjacent neurons.Methods　

Whole cell recordings of the visual cortex from SD rats(4 ～ 28 d old)were obtained by using “ blind” whole cell

patch-clamp recording technique.Bipolar stimulating electrodes were placed in the white border under the visual cor-

tex.Postsynaptic currents(PSCs)were evoked by using stimulation of 0.1 Hz.Results　There were three types of

PSCs recorded in 156 cells in the first developmental month:irresponse , monosynaptic response and polysynaptic re-

sponse.The incidence of polysynaptic PSCs increased from 12.36%before eye opening to 31.34% after eye opening

(P <0.05).There were different synaptic responses evoked by different stimulus intensities.Some neurons showed

different polysynaptic responses evoked by the same stimulus intensity.There were three types of the paired-pulse in-

tegration of neurons in the visual cortex:synaptic facilitation , synaptic suppression and non-effective synaptic re-

sponse.Conclusion　The polysynaptic neurons can receive two or more than two synaptic inputs with different de-

layed time.The functional maturity of neurons in visual cortex during the developmental course is presented as the re-

distribution of activity-dependent synapses , showing the reciprocal connection between adjacent neurons and the inte-

gration in local neuronal networks.

　　Key words:whole cell recording;patch clamp;brain slice;visual cortex;polysynaptic response

　　研究表明哺乳动物出生后 ,视觉系统有相当大的

可塑性 ,能根据环境调整和改变与生俱有的神经联系

和突触结构 。在视皮层的发育过程中 ,视觉经验起了

非常重要的作用 ,但视觉经验在大鼠视皮层神经元突

触的形成和修饰中所发挥的作用尚不清楚。膜片钳技
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术使在分子水平了解细胞膜上离子通道的生理特性和

病理改变成为可能
[ 1 , 2]
。本研究应用脑片膜片钳技术

方法 ,研究大鼠不同发育阶段视皮层神经元的电生理

学特性 ,探讨视觉经验在视皮层发育过程中对神经元

突触的修饰作用以及相邻神经元之间的相互作用 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　主要试剂　　EGTA 、HEPES 、葡萄糖酸钾购于美国 Sig-
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ma公司 , ATP 购于上海华生公司 , 玻璃微电极(tw150F-4 型微玻

管)购于美国 WPI公司。

1.1.2　主要仪器　　膜片钳放大器为中国科学院上海生理所

产品 ,微操作器 、定向推进器为日本 Taiyo Koeki 公司产品 ,振动

切片机1000为美国 Ted Pella公司产品 , 电极拉制器为日本 Nar-

ishige 公司产品。

1.1.3　实验动物　　采用第三军医大学实验动物中心提供 ,

出生后 4～ 30 d 的 SD大鼠 ,雌雄不拘。

1.2　方法
　　依年龄将 57只 SD 大鼠分为两个组:睁眼前组(4～ 7 d , 13

只;8～ 14 d , 15只);睁眼后组(15～ 21 d , 12 只;22 ～ 28 d , 17 只)。

1.2.1　视皮层脑片及电极的制备　　参见文献[ 3]介绍的方法。

1.2.2　视皮层脑片膜片钳全细胞记录　　用双极刺激电极插

入脑片皮层下方的白质中 ,将记录微电极插入脑片的Ⅱ ～ Ⅵ 层

中 ,利用特定的测试方波电脉冲以盲法寻找细胞 , 获得视皮层

脑片全细胞记录[ 3] 后 , 再将细胞膜两侧电位差固定在钳制电

压 ,应用单脉冲刺激(幅度 0.1～ 1.0 mA , 时程 100 μs)引起并记

录神经元 PSCs的变化。应用间隔为 100 ms的双脉冲刺激白质

纤维 ,记录视皮层神经元的反应。应用 Axon 公司的 pClamp6 软

件中的 Clampfit进行数据分析。

1.3　统计学处理
　　采用 SPSS 计算机统计软件进行数据处理 , 计数资料采用

χ2 检验。

2　结果

2.1　PSCs的反应类型

　　用 0.6 mA 的强度来刺激视皮层白质 , 在视皮层Ⅱ ～ Ⅵ 层

记录到 156个神经元的 PSCs。根据其反应波形的特点 , 可以大

致分为 3 种类型:无反应型 、单突触反应型和多突触反应型。

给予刺激后没有引起反应的为无反应型细胞 , 见图 1A , 给予刺

激后引起了单个突触反应的细胞属单突触反应型 ,见图 1B , 而

多突触反应则是在刺激引起的第一个突触反应尚未结束时 , 紧

接着又出现了一个或多个突触反应。多突触反应型细胞的突

触时间间隔为两个突触反应波峰之间的时间间隔。不同的多

突触反应型细胞之间的突触时间间隔差异很大 , 最长达

198.9 ms , 最短为 9.704 ms ,见图 1 C1 、C2。

2.2　各发育阶段多突触反应型细胞数量的变化规律
　　睁眼前组中多突触反应型细胞所占的百分率为 12.36%,

睁眼后组中则升高为31.34%。两组间比较差异显著(P<0.05)。

2.3　同一多突触反应型细胞中 ,刺激强度与多突触反

应之间的关系
2.3.1　同一细胞不同刺激强度与多突触反应的关系　　有 2

例细胞多突触反应型细胞 ,在刺激强度较小时表现为无反应或

只有单突触反应 ,强度增大时则出现多突触反应 , 图 2 a。 1 例

19 d龄细胞在不同的刺激强度下 , 所记录的多突触反应曲线不

同 ,主要表现在两条曲线的波峰时间间隔不一致 , 其中的一条

的 PSCs 曲线波峰时间间隔为 23.045 ms;另一条 PSCs 曲线的波

峰时间间隔则为 31.535 ms。

2.3.2　同一细胞在相同刺激强度下 , 多突触反应的曲线不同

　　同一细胞在相同的刺激强度下 , PSCs 曲线的特征不同 , 其

中 1例 22 d 龄细胞在刺激强度为 0.6 mA 时PSCs既可表现为单

突触反应 ,也可表现为多突触反应。另 1 例 22 d 龄细胞在刺激

强度为 0.6 mA时 , 表现出不同的多突触反应曲线 , 两条曲线的

波峰时间间隔分别为 22.1、55.9 ms , 图 2 b1、 b2。

A:Irresponsive cell from a 5-day animal in layer Ⅲ , showing no response

to the st imulus;B:Monosynaptic responsive cell from a 17-day animal in

layer Ⅲ , showing a single synaptic response to the stimulus;C1:Polysyn-

aptic responsive cell f rom a 22-day animal , showing the time interval be-

tween two synaptic responses i s 198.9ms;C2:Polysynaptic responsive cell

from a 12-day animal , showing the time interval between two synaptic re-

sponses is only 9.704 ms

图 1　视皮层神经元 3种类型的 PSCs曲线

Fig 1　Stimulus response curves for postsynaptic currents (PSCs)

recorded from irresponsive cell , monosynaptic responsive cell

and polysynaptic responsive cell at holding potential -70 mV

A:A 23 day-old neuron at -70 mV holding potential in the visual cortex

showing monosynaptic response when stimulated by 0.2 mA stimulus inten-

sity(a1), poly-synaptic response when st imulated by 0.6 mA st imulus in-

tensity(a2);B:Different polysynaptic responses of a 22 day-old neuron

stimulated by 0.6mA stimulus intensity in the visual cortex.The time inter-

vals between two synaptic responses are 22.1 ms(b1)and 55.9 ms(b2),

respectively

图 2　同一多突触反应型细胞中 ,刺激强度与多突触反应之间的关系

Fig 2　Effect of stimuli of different intensities on polysynaptic

responses in the same polysynaptic responsive cell

1633第 18 期　　　　　　　　　　　　涂娅莉 , 等.大鼠发育过程中视皮层神经元电学特性的研究　　　　　　　　　　　　　



2.4　时间整合的类型及其与发育的关系
2.4.1　时间整合的类型　　在双脉冲刺激下记录视皮层神经

元对前后两次刺激的反应。视皮层神经元对白质电刺激的时

间整合作用的形式较复杂 , 前一反应(条件反应)对后一反应

(测试反应)的影响 ,可表现在后者 PSCs 的幅度 , 反应时程及潜

伏期的变化上 。我们对 45 个视皮层神经元进行了双脉冲刺

激 ,时间整合作用的形式表现为以下 3 种类型:①突触反应增

强(增强型):在图 3A 中 ,当条件刺激脉冲引起的 PSCs 恢复到

静止水平后 ,给予第二个刺激脉冲 ,该脉冲引起的 PSCs 幅度增

大。这种类型神经元所占的百分率为 20%。 ②突触反应减弱

(压抑型):图 3B 中与前一类正好相反 , 前一个反应对后一个反

应起压抑作用。这种类型神经元所占的百分率为 24.44%。 ③

突触反应无变化(无影响型):图 3C 中 , 前一个反应对后一个反

应无影响。这种类型神经元所占的百分率为 55.56%。

A:Synaptic facilitation type;B:Synaptic suppression type;C:Noneffective synaptic response type

图 3　双脉冲电刺激对视皮层神经元的整合作用

Fig 3　Integration of paired-pulse stimulation of neurons in the visual cortex

2.4.2　时间整合的类型与发育的关系　　将 45 例不同发育阶

段的视皮层神经元各种时间整合类型所占的比例进行比较 , 1

周龄中所有的神经元均为无影响型 , 2 周龄中增强型神经元所

占的百分率最高 ,为 83.33%, 3周龄和 4 周龄中压抑型神经元

所占的百分率最高 ,分别为 55.56%和 46.15%。

3　讨论

　　视觉系统的突触环路是由上百万个神经元在发育

期间所形成的突触联系形成的 。文献[ 5] 报道单突触

和多突触兴奋性突触后电位(Excitory post synaptic cur-

rents ,EPSCs)是兴奋反应的两大形式 。单突触 EPSCs

是由于锥体细胞之间的直接联系引起;而多突触的

EPSCs则是由彼此间局部轴突侧枝联系的锥体细胞链

引起
[ 6]
,它很可能是中间神经元激活后与锥体细胞形

成突触和 或锥体细胞轴突侧支激活中间神经元所造

成的。PSCs的双重或多重突触成分主要通过Ⅳ和 Ⅵ

层神经末梢来传递
[ 7]
。在本实验中 ,刺激视皮层白质 ,

在各层中都能记录到多突触反应 ,提示这些多突触反

应的神经元可接受两个或多个延时不同的突触输入 ,

因此在第一个 PSCs尚未结束时 ,第二个甚至多个神经

元的轴突末梢释放递质 ,再次引起该靶细胞的 PSCs。

多突触反应型的视皮层神经元的百分比在睁眼后显著

增加 ,提示视皮层神经元在出生后发育过程中 ,其功能

和形态的成熟表现为在视觉刺激下 ,视觉依赖性突触

的重新分布 ,表明了相邻神经元之间的相互作用和局

部神经元网络的整合功能 。

　　在本研究中 ,对同一个细胞给予一定强度的刺激 ,

可以得到一条单突触和一条多突触反应曲线 ,或两次

都记录到多突触反应 ,但两次反应的到达第二个波峰

与到达第一个波峰所需的时间差并不相同 ,提示该神

经元可能与不同的神经元建立了广泛的侧枝联系 。由

于兴奋路径的改变 ,传入纤维可以到达不同的神经元 ,

从而对靶神经元产生不同的突出作用 。另外 ,对同一

个细胞给予不同强度的刺激 ,我们发现在较小强度时

细胞表现为无反应或只有单突触反应 ,当刺激强度增

大时可诱导多突触反应 ,推测当刺激强度达到一定的

阈强度时 ,传入纤维才会兴奋另一与之有突触联系的

神经元 ,从而影响所记录的神经元 。

　　大鼠视皮层神经元对双脉冲电刺激的反应在时程

上大致与海马锥体神经元的相似
[ 8]
,但其反应形式却

比海马锥体细胞要复杂得多。本研究结果表明视皮层

神经元对双脉冲刺激具有增强 、抑制和无影响 3种不

同的形式 ,推测不同的时间整合类型可能与突触前靶

细胞释放递质的频率有关。形态学研究表明 ,与被记

录的神经元相联系的神经回路的性质可能是构成增强

型和压抑型时间整合的基础
[ 9]
。在本研究中 ,突触反

应无影响型所占的百分比最高 ,可能是由于所有 1周

龄细胞都表现为突触反应无影响型 ,使总体动物中无

影响型的例数较多所致。
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文章编号:1000-5404(2003)18-1635-01　 个案与短篇

重度阻塞性睡眠呼吸暂停综合征表现为扩张型心肌病 1例

A case of severe obstructive sleep apnea presented as dilated cardiomyopathy

胡厚源
1
,周　林

2
,周沪明

3
　　(第三军医大学:1 附属西南医院心血管内科 , 2 科研部 , 3 附属西南医院呼吸内科 , 重庆 400038)

　　患者 ,男 , 32 岁 ,教师。因咳嗽 4 个月余 , 加重伴活动后气

促 、双下肢浮肿 2 个月 ,于 2001 年 1 月10日入院。 2000 年 9 月

上旬因受凉后出现鼻塞 、咽痛和咳嗽 , 并逐渐出现心悸 、气促 、

双下肢浮肿等。X 线胸片示:“心影增大 ,肺淤血” ,但未住院诊

治 ,随后出现夜间阵发性呼吸困难 、腹胀 、下肢浮肿加重等。 既

往史:一贯体胖 , 23 岁时体质量已达 80 kg ;打鼾 16 年 , 夜间张

口呼吸 , 白天精神差;无胸闷 、晕厥 、高血压病史。查体:身高

162 cm , 体质量 96 kg , 体质量指数(BMI)=36.2;BP 120/86 mm-

Hg。24 h动态心电图(2001 年 1 月 12 日):总平均 HR 109 次 

min(87～ 131 次 min), 室性早搏 576 次 , 房性早搏 13 次 , 短阵

房性心动过速2 次;R-R间隙 >1.5 s 共 4 次 , 最长 1.61 s。 Ⅰ

度AVB;间歇性Ⅱ度及高度AVB伴交界性逸搏。 2001 年 1 月 9

日X线胸片:心影增大 , 心胸比例0.57 , 以 LV大为主;心脏超声

显示:全心增大 , LV收缩功能减退 ,二 、三尖瓣轻度反流。临床

诊断:扩张型心肌病 、心力衰竭Ⅱ度。经毒毛旋花子甙 、培哚普

利 、单硝酸异山梨醇 、双氢克尿噻 、氯沙坦等治疗症状改善不

满意 ,并出现交替脉。 2001 年 1月 18日行睡眠多导仪监测(美

国伟康公司 PolyWin-Junion):最长呼吸暂停 80 s , 睡眠时呼吸暂

停低通气指数78.25 次 h ,最低 SaO2 53%,诊断为重度阻塞性睡

眠呼吸暂停综合征。于夜间睡眠时选用呼吸机持续正压通气

(CPAP , SUNRISE LT 9 000 , 压力为 7.0 cmH2O), 2001 年 1 月 22

日出院随诊。继续 CPAP 治疗。 2003 年 2 月 12 日心脏超声正

常 ,体质量已降至 78 kg 、活动能力完全恢复正常。

讨论

　　目前认为阻塞性睡眠呼吸暂停综合征(Obstructive sleep ap-

nea syndrome , OSAS)是独立于年龄 、肥胖 、吸烟等因素外引起
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高血压的原因之一 , 在高血压患者中 OSAS 发生率为 20%～

45%,原来所谓的原发性高血压患者中可能有一部分是继发于

OSAS 的高血压。 OSAS 并发冠心病的可能原因是:缺氧使冠状

动脉内皮受损 ,脂质沉积于血管内膜;OSAS 患者红细胞增多 ,

血粘度增加 ,血流缓慢 , 血小板易在受损内膜表面聚集产生血

栓 ,引起冠状动脉狭窄或闭塞[ 1] 。OSAS 与高血压 、冠心病及心

力衰竭的加重密切相关 ,并可伴有多种心律失常[1 ,2] 。OSAS 患

者 ,尤其是老年人和婴幼儿易发生夜间突然死亡 , 其主要机制

可能是由于OSAS 易引起各种严重心律失常 、急性心肌梗死 、急

性心力衰竭 、脑卒中 、呼吸衰竭等。M alone 等[ 3] 报道 8 例原因

不明的扩张型心肌病患者均有阻塞性睡眠呼吸暂停综合征 ,

CPAP治疗四周后左室射血分数明显改善。

　　本例患者入院诊断为原发性扩张型心肌病 , 但一般纠正心

衰的措施疗效不佳。因同室病友反映其夜间睡眠时有明显的

身体扳动 , 并伴有鼾症 , 提醒我们关注到他的睡眠呼吸暂停综

合征 ,患者在治疗 OSAS 两年后 , 心脏大小及功能均恢复正常 ,

支持该患者系严重的 OSAS 所导致的扩张型心肌病。因此 , 对

于临床诊断为扩张型心肌病的患者 , 若伴有肥胖或鼾症 , 应该

做睡眠呼吸监测 ,避免误诊或漏诊。对发现有 OSAS 者一定要

积极治疗 ,才能实现对心衰的纠正 , 甚至达到从根治的目的。

　　关键词:心肌病 , 扩张型;心力衰竭;阻塞性睡眠呼吸暂停

综合征
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