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　　提　要:目的　在视皮层脑片膜片钳全细胞记录的同时 ,建立神经元的生物胞素标记技术。 方法　利用盲法获得视

皮层脑片膜片钳全细胞记录 ,在电生理记录的同时 , Biocytin通过记录电极尖端灌注到所记录的细胞内 ,标记成功后再进行

组织学染色。结果　能观察视皮层同一细胞的电生理和形态学特性及神经元之间的染色耦合。结论　本法操作简便 , 细

胞标记成功率高 ,易于推广使用。

　　荧光黄(Lucifer yellow CH , LY)和辣根过氧化物酶
(Horseradish peroxidase ,HRP)是两种用于研究哺乳类神
经元的标记物 ,二者都具有细胞内标记物所需的特点 ,

包括水溶性 、稳定性 、扩散快及高度的可视性 ,但在应
用上仍有不少缺点 。随着生物胞素(Biocytin)的广泛

应用 ,应用脑片膜片钳研究同一细胞的生理和形态学
已成为当今国际上普遍关注的课题 。由于视皮层细胞

对缺氧更敏感 ,神经元较小 ,分布较稀疏 ,进行全细胞

记录的难度比海马回等皮层下结构大 ,在脑片膜片钳
全细胞记录的同时进行生物胞素标记则更为困难 。为

此 ,我们结合国内研究实际状况和在实验工作中的体
会 ,建立了视皮层脑片膜片钳全细胞记录下的生物胞
素标记技术 ,并使其易于推广使用 。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　实验动物　　采用第三军医大学实验动物中心提供的

正常Sprague-Dawleg大白鼠 57 只 ,雌雄不限 , 年龄为出生后 4 ～

30 d。

1.1.2　主要仪器　　解剖显微镜 、膜片钳放大器 、微操作器 、

定向推进器 、刺激器 、隔离器 、振动切片机 、电极拉制器 、A D 转

换器 、荧光显微镜 、恒温孵箱。

1.1.3　主要试剂　　Biocytin(美国 , Sigma 公司)、Triton(福州迈新

公司)、ABC 复合物(Avidin-biotin-HRP complex ,德国Vector公司)。

1.1.4　主要溶液　　人工脑脊液(Artificial cerebral spinal fluid ,

ACSF)中各种离子成分及其浓度(mmol L)为:CaCl2 2.4 , NaCl

124 , KCl 3 , NaH2PO4 1.25 ,MgSO4 1.3 , NaHCO3 26 , 葡萄糖 16.6。

在 95%氧气和 5%二氧化碳的充灌下 pH 值为 7.4。

　　电极内液成分及其浓度(mmol L)为:葡萄糖酸钾117.5 ,MgCl2 2 ,
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HEPES 5 , EGTA 0.5 , ATP 2 ,并灌入 0.5 %生物素(Biocytin)。

1.2　方法
1.2.1　视皮层脑片的制备　　乙醚麻醉动物 ,快速断头 , 打开

颅骨 , 取出脑组织 ,切出一侧大脑半球的枕叶, 中间切面用瞬间

粘合剂粘固到振动切片机的平台上。浸入 0 ℃氧饱和的人工脑

脊液 , 在冠状平面上将脑块切成厚度为 400 μm 的薄片。切下的

脑片移入氧饱和的 ACSF 中, 室温下(18～ 25 ℃)孵育1 h 备用。

1.2.2　记录电极的制备　　应用电极拉制器拉制玻璃毛细管

微电极。拉制好的电极尖端直径约 1～ 2μm ,阻抗为 5～ 10 MΨ。

1.2.3　视皮层脑片膜片钳全细胞电生理记录[1] 　　取一片备

用的脑片 ,放入脑片槽中。 脑片槽为全浸式 , 用室温下氧饱和

的ACSF循环灌流(3～ 4 ml min)。脑片上盖一片尼龙网 , 以克

服灌流液的流动对胞内记录稳定性的影响。用双极刺激电极

(尖端直径小于 10 μm , 两根电极尖端之间距离 100 μm)插入脑

片皮层下方的白质中。在解剖显微镜下 , 将微电极用微操纵器

插入脑片的Ⅱ ～ Ⅵ 层中 ,利用特定的测试方波电脉冲以寻找细

胞 ,进而获得膜片记录。细胞反应由膜片钳放大器放大后通过

A D转换器转换成数据化数据 , 并送入计算机 , 应用 Axon 公司

的 pClamp6软件中的 Clampex采集数据。

1.2.4　视皮层神经元生物素染色　　在视皮层脑片膜片钳电

生理记录的同时 , Biocytin 通过记录电极尖端灌注所记录的细胞

内, 染色5～ 20 min 后, 极其缓慢地将记录电极旋出 ,即刻将脑片

转移至固定液中, 置于 4 ℃冰箱中过夜, 次日进行组织学染色。

1.2.5　组织学染色　　①0.01 mol L PBS 漂洗:5 min 次, 3 次;②

0.5 %Triton-X(PBS)中放置0.5～ 1 h;③0.01 mol L PBS 漂洗:5 min 

次, 3 次;④切片入 ABC 复合物(Aridin-biotin-HRP complex), 37 ℃

1 h;⑤0.01 mol L PBS漂洗:5 min 次, 3次;⑥显色:将切片浸入 0.05

%DAB 过氧化氢的 0.05 mol L Tris-HCl(pH 7.6)缓冲液中 1 ～ 10

min ,观察显色适宜 ,0.01 mol L PBS 漂洗,终止显色反应。 ⑦将切片

晾干 ,系列乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,DPX封片。

2　结果

2.1　对同一细胞进行电生理和形态学观察
　　刺激视皮层白质 ,在Ⅱ～ Ⅵ 层记录到 40 个神经元的突触后电
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流(Post synaptic currents , PSCs),成功染色 24 个神经元 ,成功率为

60%。图1为一个 12 天龄位于视皮层Ⅴ层的锥体细胞的生物素染

色照片,其树突分枝较分散,分布范围广 ,除主树突向浅层走行 ,与

浅层的神经元建立轴突联系外 ,水平方向的树突又与邻近细胞柱

的神经元之间形成广泛的侧枝联系。图上方为该细胞在刺激强度

为0.4 mA ,钳制电压为-70 mV时的 PSCs曲线。

2.2　视皮层神经元之间的染色耦合
　　在 24个染色成功的神经元中可观察到两个神经元的染色

耦合现象 ,如图 2 ,该细胞是从 13 天龄动物的脑片中获得。 耦

合细胞数为 2个 , 细胞均位于同一层次。

上:PSCs曲线;下:PSCs生物胞素染色　(ABC×200)

图 1　视皮层神经元　位于视皮层Ⅴ层的 12天龄成熟型细胞 , 其

轴突发出广泛的侧枝 ,与各层神经元建立突触联系

图 2　视皮层神经元染色耦合 , 箭头所指为两个染色耦合细胞

生物胞素染色　(ABC×140)

3　讨论

　　Biocytin分子量为372.5 ,结构为C16H28N4O4S ,具有

高度水溶性。其中 65%的成分为 Biotin ,它与蛋白分

子之间有高度亲和力。Biocytin用来作细胞内标记的

主要优点是小分子 、高水溶性 、与卵白素(Avidin)有亲

和力 。前两个优点使它能在微电极尖端作细胞内记录

期间易于注射 ,与卵白素之间的高亲和力使它成为利

用光吸收或光发送标记物进行观察的一种有效的标记

方法 。另外 ,用 Biocytin作标记也能满足其他细胞内标

记物
[ 2]
所需的普遍要求 ,如在细胞内快速扩散 、低毒

性 、低胞外漏及组织学过程的稳定性。与生物素相比 ,

HRP的主要优点是稳定 、在简单组化反应后在光电镜

下形成永久 、不透明的图像 ,很容易观察超微结构保存

得很好的神经元 ,但由于其分子量太大 ,不能通过突触

间隙 ,限制了它在染色耦合中的应用 。LY的分子量很

小(457),足以通过突触间隙 ,它不需要进一步的组化

过程 ,因而被广泛用于研究耦联现象 ,它所形成的荧光

素图像具有一过性。由于充有 LY的电极在注射期间

比充有Biocytin的电极更易堵塞 ,因而大大地限制了它

在膜片钳中的应用。

　　在本研究中 ,电极内液中含有0.5%Biocytin。在电

极尖端与视皮层神经细胞之间形成全细胞膜片时 ,含有
Biocytin的电极内液迅速置换胞内液 ,记录 5 ～ 15 min便

可染色成功 。充灌 Biocytin电极的性质研究表明:它并
不显著增加电极阻抗

[ 3]
,因此在用 Biocytin 作电极内液

成分时 ,不会影响应用膜片钳技术寻找细胞的成功率 。

在膜片钳电生理记录的同时进行生物素标记 ,可直观地
观察不同电生理学特性的细胞所具有的形态学特征 。

另外 ,由于染色耦合是一种比较可靠的观察神经元之间
是否存在电突触(缝隙连接)的间接方法 ,近年来神经科

学家利用生物素能够穿过缝隙连接的特性 ,用染色耦合
的方法来间接观察电突触的存在

[ 4]
。

　　在全细胞记录中电极尖端只是吸附起细胞 , Biocy-

tin不会漏到记录细胞以外而使背景染色 ,避免了细胞
的假阳性染色 ,在研究染色耦合时有很高的真实性 。
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