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　　提　要:目的　探讨采用激光共聚焦扫描技术来测定海马脑片 LTP诱出过程中锥体细胞胞内游离钙的变化。方法　

海马脑片的常规孵育及 LTP的诱出 ,通过间隙灌流法负载荧光剂 Fluo-3AM 的海马脑片内游离钙的激光共聚焦测定。结果

　直接用 Fluo-3AM 孵育脑片 , 可得到轮廓清晰的神经元共聚焦图像 ,条件刺激诱出 LTP 之后 ,海马锥体细胞胞内游离钙显

著增高。结论　所述方法对实时测定 LTP诱出过程中海马锥体细胞胞内游离钙的动态变化具有较好的效果。 钙离子参

与了 LTP过程中的信号传递。

　　突触传递长时程增强(Long-term potentiation , LTP)

是学习记忆的重要细胞模式
[ 1]
,其中离体脑片 LTP 是

广泛采用的模型之一 ,钙离子在 LTP 和学习记忆的作

用历来受到特别的关注。大量文献报道钙离子在 LTP

中发挥了重要的作用 。为了更好测定各种处理因素后

的脑片钙离子变化 ,人们一直在不断寻找理想的测定

钙离子技术 。早期采用的是敏感钙离子电极等方法。

近年随着钙离子特异性荧光指示剂如 Fluo-3 等的出

现 ,钙离子的测定开始进入定量和定位阶段
[ 2]
。由于

脑片具有定位的特征 ,直接在脑片上观察钙离子的成

像的意义是不言而喻的。本实验拟介绍结合使用电生

理和激光共聚焦扫描技术(Confocal laser scanning micro-

scope , CLSM),观察海马脑片 LTP 中钙离子测定方法。

共聚焦显微镜在理论上使焦平面上的图像分辨率大大

提高(达到普通显微镜的 1.4倍)
[ 3]
。由于脑片具有一

定厚度(一般为 300 ～ 500μm),表面层次结构的观察普

通显微镜即可实现 ,但较深层次结构的观察则必须借

助激光共聚焦扫描显微镜以达到观察目的。脑片的钙

离子荧光标记方法国内已有报道
[ 4]
。但在需要进行

LTP电生理记录的条件下 ,选择何种标记方法尚未报

道。在对直接孵育方式进行改变之后 ,采用间歇灌流

标记法 ,我们观察了成年大鼠海马脑片 CA1区锥体神

经元在 LTP 诱出后胞内钙离子的共聚焦成像。
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1　材料和方法

1.1　动物标本
　　Wistar大鼠 22 只 ,鼠龄 2 个月左右 , 体重 150 g左右。

1.2　仪器装置
　　仪器装置:常规细胞外电生理记录装置一套(其中记忆示

波器和微电极放大器购自日本光电)。半浸式脑片浴槽(脑片

置于尼龙网之上)为自制。激光共聚焦扫描显微镜系统购自德

国 Leica公司 , 所用激光波长是 488 nm , 光电倍增管收集波长大

于 498 nm的发射荧光。

1.3　实验方法
1.3.1　大鼠断头处死后 , 取出一侧海马 , 顺海马槽纤维的走向

连续切片 , 片厚 400 ～ 500μm , 迅速将其移至浴槽尼龙网上 , 随

之保证持续的恒温人工脑脊液(Artificial cerebrospinal fluid ,

ACSF)灌流 , 脑片的供氧以界面式进行 , 即让 95%O2 与 5%CO2

的混合气体通过外室热水加热 、湿化再弥散于脑片的表面 , 供

氧量为 1 dl min。脑片在孵育 0.5 h 后 ,开始灌注含 Fluo-3(AM)

的ACSF。Fluo-3 的浓度为 40 μmol L。灌流 1 h , 灌流量约 1 ～

1.5 ml , 采用间歇灌流方式。标记完毕后用 ACSF 冲洗 0.5 h , 随

后开始电生理记录。

1.3.2　本实验刺激电极置于来自 CA3 区锥体细胞的 Schaffer

侧枝上 , 记录电极置于 CA1 区的放射层 , 所记录的电活动是

Schaffer侧枝 CA1 区锥体细胞的场兴奋性突触后电位(fEPSP)。

记录时 ,先行测试刺激(Test stimulation , TS),测试刺激每 5 ～ 10

min一次 , 以观察 fEPSP 是稳定 , 待其稳定 15 min 后 , 再行条件

刺激(Conditioning stimulation , CS)。 条件刺激 10 min 后 , 检测

LTP是否产生 。

1.3.3　检测 LTP后 ,取出脑片立即进行 CLSM观察。观察时注

意调整聚焦平面 ,以获取最佳效果。由于脑片是在 ACSF 灌流

不足和无氧供应条件下进行 ,观测最好在较短时间内完成。

1.4　激光共聚焦
　　在急性分离细胞悬液中加入荧光探针 Fluo-3 AM(终浓度 5
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μmol L)和 3 μl ml 25%助染剂 Pluronic F-127 , 在 37 ℃避光孵育

40 min。以记录液清洗 2 遍 , 再孵育 20 min。待 Fluo-3 AM 在胞

浆中水解为 Fluo-3 后 ,即可置激光共聚焦显微镜下观察。

　　以 488 nm 波长的激光作激发光在 515 nm 处探测荧光发

射 ,选择形态佳 、贴壁好 、在 3～ 5 min保持荧光值稳定的细胞进

行监测 ,以测得荧光绝对强度代表Ca2+相对强度。每隔 20 s 扫

描 1次 , 直接监测单个神经元胞内游离钙浓度([ Ca2+] i)在给药

前后的动态变化过程。在钙超载形成并稳定 1 min 后 , 加入用

人工脑脊液配置的MT ,使其在培养液中的终浓度分别达到 0.2

mg kg(1×MT)至 2 mg kg(10×MT), 荷包牡丹碱在 MT 前 30 s

加入孵育液 ,以不含 MT 的人工脑脊液作为对照组。

2　结果

　　采用自制的间歇灌流装置 , 得到了令人满意的实验结果:

LTP诱出率比荧光剂在体微量注射标记法得到了极大的提高;

而和荧光剂直接孵育标记法相比 , 在节省荧光剂的同时 , 两者

的诱出率基本一致 ,见图 1。

图 1　间歇灌流法诱导海马 CA1区的 LTP

　　未进行条件刺激的海马各区在 CLSM 下 , 可观察到较明显

的细胞带 ,但荧光强度低 , 神经元形态难于辨认。在诱出了 LTP

的脑片上 , 低倍镜下可见清晰 、排列整齐锥体细胞层 , 突起明

显;高倍镜下可见直径 、长度大小不一的突起从胞体顶部和基

底部发出 ,见图 2。诱出 LTP后 ,海马脑片CA1区钙离子荧光强

度较诱出前明显升高 ,而海马其它各区荧光强度变化不明显。

图 2　诱出了 LTP的海马各区在 CLSM下的图像

3　讨论

　　众所周知 ,在LTP和学习记忆机制中 ,钙离子是重

要的第二信使 ,阐明其中钙离子的定量和定位变化意

义深远。以往测定LTP中钙离子变化的方法存在不够

直接和直观形象的缺点。由于亲脂性 Fluo-3(AM)易

于透过细胞膜 ,激发光的波长恰好在可见光区范围内 ,

适于激光共聚焦扫描显微镜 ,使得此种标记方法可能

成为观察 LTP 中钙离子变化的理想手段之一
[ 5]
。但对

需要进行电生理观察的脑片负载 Fluo-3时 ,尚必须面

对以下几个问题:①如采用在体微量注射标记方法

(Fluo-3直接注入大鼠海马 ,进行在体荧光标记),则有

可能造成注射区域结构的破坏 ,不利于电生理实验。

同时 ,我们初步实验还发现 ,经过较长时间后(电生理

实验 2 h左右),Fluo-3的负载效果不够理想;②如采用

荧兴剂直接孵育标记(制备海马脑片 ,在含 Fluo-3的

ACSF 中孵育 30 ～ 45 min),由于不能进行 ACSF 的更

换 ,对于脑片良好状态的保持极为不利 。若进行常规

灌流 ,所需 Fluo-3大大增加 ,实验成本上升。为此 ,我

们采用了间歇灌流法直接孵育 ,在既不影响电生理实

验 ,又不增加实验成本的情况下 ,得到了较为理想脑片

钙离子成像 。图像上可观察到完整的海马锥体细胞

带 ,较清晰的单个神经元微细结构。说明此标记方法

可使 Fluo-3在整个脑片的三维空间上完成均匀一致的

胞内负载 ,方便对任一区域的观察 。

　　近来研究表明 ,钙离子参与了海马脑片尼古丁诱

导的 LTP 的形成
[ 6]
。对大鼠听觉皮层脑片 LTP的研究

也发现 ,钙离子内流通过影响镍离子敏感通道 ,参与了

听觉皮层的LTP的形成
[ 7]
。本实验将海马脑片 LTP和

钙离子的激光共聚焦结合起来 ,将功能和形态有机结

合 ,可以直观地观察到海马各区锥体细胞在 LTP 的引

出过程中的动态变化 ,引出 LTP 后海马 CA1区锥体性

细胞胞内游离钙明显升高 ,这和以前报道的结果基本

吻合
[ 6 , 7]
。
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文章编号:1000-5404(2003)03-0265-02 技术方法

小型动物清醒无肌松头颅固定方法的建立和应用

Establishment and application of the head fixation on awake animals without muscle re-
laxation

高　洁 ,隋建峰 ,熊　鹰 ,黎海蒂　　(第三军医大学基础医学部生理学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　建立一种小型动物清醒状态下不使用肌松剂的头颅固定方法。方法　设计和制作了前后桥型有孔

头颅支架 ,并安装于动物前囟及后囟周围 , 再以螺丝 、牙科水泥坚固。结果　运用该固定方法成功进行了听觉诱发电位 、

细胞外单位放电 、长时程增强等实验 , 效果满意。结论　该固定方法简便易行 ,稳定性好 , 可用于脑研究的急 、慢性实验 ,

尤其有利于进行动物清醒状态下的听觉认知功能研究。

　　在进行脑功能研究的在体动物实验中 ,常需要对

动物进行清醒状态下的头部固定 ,过去常用的方法是

使用肌松剂加气管插管和人工呼吸对动物进行清醒制

动 ,这虽可以实现动物清醒状态的在体研究 ,但对动物

损伤大 ,且利用率低 ,只能用于急性实验 。另外在应用

脑立体定位仪固定动物头部时 ,需用耳杆顶住外耳道 ,

这种固定方法显然不利于进行听觉相关研究 。

　　为保证动物清醒 、无肌松且不使用耳杆条件下的

头颅固定 ,我们设计和制作了用于小型动物的头颅固

定支架 ,实现了在体实验动物的清醒固定 。并用该法

进行了清醒豚鼠的听觉诱发电位 ,听觉分辨认知中豚

鼠海马神经元放电和清醒大鼠海马长时程增强(Long-

term potentiation ,LTP)的记录 ,均取得良好效果 。

1　材料与方法

1.1　桥形固定支架的制作
　　取日用金属片(硬度要大)于电热炉加热变软 , 弯成“ Ц”

形 ,再用电动钻头在桥身和桥臂处对称打孔。桥身孔和桥臂孔

的大小分别依照配套螺丝杆粗细和耳杆尖端粗细而定 ,两桥身

孔间距约 6 mm。桥身长短和宽窄可根据动物头颅大小加工 ,

将桥形支架表面打磨光滑 , 桥身应仿颅骨弧度弯成弧形 , 使其

可与颅骨表面可靠接触 ,见图 1。
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图 1　小型头颅固定支架

1.2　支架的安装
　　取动物(大鼠 、豚鼠或家兔均可), 例如豚鼠 , 体重 500 ～

600 g(由第三军大学实验动物中心提供),以 30 mg kg 戊巴比妥

钠腹腔注射麻醉 ,用脑立体定位仪固定。将豚鼠眼后到耳间区

域对应头皮剪掉(头皮损伤区域尽可能小), 在前囟前 4 mm 和

实验区域周围(如海马)5 mm , 中缝左右旁开 3 mm 处各钻两椭

圆小孔 ,将小型螺杆的帽端反旋入颅骨内 , 注意勿损伤皮层。

将支架从桥身孔处穿过螺杆并贴近颅骨面 , 将螺母旋紧螺丝即

可固定支架。根据实验区域和平衡原理以同法安装后支架 , 再

用牙科水泥强化固定。最后 ,对拟记录区的去颅骨部分注意覆

盖 ,抗菌保护 , 以备后用。动物休息 3 d 后进行实验。

1.3　动物清醒无肌松固定方法
　　动物安装支架 3 d 后进行实验。在动物清醒状态下将脑立

体定位仪(Narishige SN-1)前后两对耳杆分别插入前 、后桥臂的

左右孔 ,通过四点对顶使头颅稳妥固定。动物身体置于悬吊的

网兜或小盒内 ,以减小挣脱力。 为方便固定 , 后耳杆需进行加

工改进 ,使其头端与桥臂孔的相对位置可以调适 ,见图 2。
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