
红藻氨酸对海马CA1区突触传递的作用  

    哺乳动物中枢神经系统中离子型谷氨酸受体有3种亚型：N-甲基-D-天门冬氨酸(NMDA)、α-氨基羟甲基恶

唑丙酸(AMPA)和红藻氨酸(KA)受体[1] ，目前对NMDA和AMPA的研究已经比较深入。虽然已经肯定KA通过激活

海马的KA 受体，可使神经元产生高度兴奋性而导致癫痫，然而KA 受体广泛分布于海马神经元的突触前和突

触后膜[2] ，由于缺乏高度选择性激动剂和拮抗剂阻碍了对KA受体的进一步研究，对其致痫的电生理机制尚

不清楚。本研究对海马CA1区神经元(锥体细胞)采用全细胞电压钳记录，旨在研究KA对兴奋性和抑制性突触递

质的作用。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  实验动物  6~7周龄SD大鼠(第一军医大学实验动物中心)8只，体质量140~180 g。 

    1.1.2  试剂  红藻氨酸、荷包牡丹碱、士的宁、AP-5、CNQX、EGTA、K-gluconate、Mg-ATP、HEPES

和四乙铵购自Sigma公司，余均为国内化工产品。 

    1.2  方法 

    大鼠在乌拉坦(1.5 g/kg·b.w.，静脉注射)麻醉下快速断头，并小心、轻柔地完整剥出大脑，迅速浸入

混合气(O
2
 95%+CO

2
 5%)饱和的4 ℃ Krebs溶液[成分(mmol/L)：NaCl 117，KCl 3.6，CaCl

2
 2.5，MgCl

2
 

1.2，NaH
2
PO

4
 1.2，NaHCO

3
 25.0，glucose 11.0]。解剖镜下去除残留的蛛网膜和软膜，振动切片机(DTK-

1000，Japan)切取厚度500 μm、包含海马CA1区的横断脑片。Krebs溶液[(36.0±0.5)℃，持续充以混合气

体]中平衡和恢复1 h，取结构清晰(活力好)的脑片移于记录槽中尼龙网上。将脑片透明带(神经元所在位置)

走向尽量调整到与记录电极长轴一致，以U形铂丝轻压固定，予上述Krebs溶液持续灌流，流速1~2 ml/min。

透射光照射标本，体视显微镜下辨别CA1、CA3区所在区域，二者之间以尖刀切割分隔。CA1传入纤维导入吸吮

电极，以备刺激用。尖端直径为1.0~1.5 μm的微电极(记录电极)，充以电极内液[成分(mmol/L)：K-

gluconate 130，NaCl 5，CaCl
2
 1，MgCl

2
 1，EGTA 11，HEPES 10，Mg-ATP 4，四乙铵20]。采用盲插法

与CA1区锥体细胞形成“高阻封接”，获得全细胞电压钳记录模式。所有实验药物均按预定浓度溶解于不同灌

流液中，通过三通道开关转换分别给予。为记录兴奋性突触后电流(EPSCs)，钳制电位为-70 mV，灌流液中含

荷包牡丹碱(10 μmol/L，GABA受体拮抗剂)、士的宁(1 μmol/L，甘氨酸受体拮抗剂)和AP-5(10 μmol/L，

NMDA 受体拮抗剂)，以分别封闭GABA能突触电流、甘氨酸突触电流和NMDA 受体介导突触电流；为记录抑制性

突触后电流(IPSCs)，钳制电位为0 mV，灌流液中含CNQX (10 μmol/L， 非NMDA受体拮抗剂)、士的宁(1 μ

mol/L)和AP-5(10 μmol/L)，其中CNQX用于封闭非NMDA受体介导突触电流。全细胞电压钳记录按照Blanton

[3] 所描述方法进行。全细胞记录电信号由Axopatch 200B放大器(Axon Instruments，USA)放大，

pCLamp5.5软件采集，5 kHz低频滤波，333 kHz采样，并由A/D 转化器(Digidata 1200，USA)转化为数字信

号储存于计算机上。 
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    1.3  统计学处理 

    采用自身对照，同一海马脑片药物作用前后分别测电流幅度，对两者均值进行比较。在Apple-7200微机

上由Axon Graph (Axon Instruments，USA) 软件分析。统计学方法采用student’s t检验。 

    

2  结果 

    2.1  KA对EPSCs的影响(图1) 

    图1  红藻氨酸抑制刺激引起的海马神经元谷氨酸能兴奋性突触后电流 
    Fig.1  Inhibition of kainate treatment on focally-evoked glutamatergic excitatory 

postsynaptic currents (EPSCs) in hippocampal neurons
    Glutamatergic EPSCs were obtained at the holding potential of -70 mV

    a: Control; b: Depressed amplitude of EPSCs by kainite treatment (10 μmol/L, 2 min); 
c: Reversion of the depression after washout; d: EPSCs weakened by CNQX(10 μmol/L, 

5  min), a non-NMDA receptor antagonist

    (1)正常灌流液中，通过刺激CA1传入纤维引出CA1区锥体细胞的EPSCs呈内向性。刺激强度为200 μA时，

EPSCs的平均幅度为(99.2±16.7) pA(图1a)；(2)同样刺激强度下，灌流液中加入KA(10 μmol/L) 2 min

后，电流平均幅度为(40.3±11.4) pA，下降至正常对照的(40.6±7.9)%，呈显著性抑制(P<0.01)(图1b)；

(3)正常灌流液将KA洗脱后，电流平均幅度为(76.9±15.1) pA，呈现逆转(P<0.01)(图1c)；(4)灌流液中加

入CNQX(10 μmol/L)5 min后，对EPSCs产生明显阻断作用(P<0.01)(图1d)。 

    2.2  KA对IPSCs的影响(图2) 

    图2  红藻氨酸抑制刺激引起的海马神经元GABA能抑制性突触后电流 
    Fig.2  Kainate inhibits focally-evoked GABAergic inhibitory postsynaptic currents 

(IPSCs) in the hippocampal neurons
    GABAergic IPSCs were obtained at the holding potential of 0 mV

    a: Control; b: Depressed amplitude of IPSCs by kainate (10 μmol/L, 2 min); c: 
Reversion of the depression after washout



    (1)正常灌流液中，通过刺激CA1传入纤维引出CA1区锥体细胞的IPSCs呈外向性。刺激强度200 μA时，

IPSCs的平均幅度为(117.8±23.0) pA(图2a)；(2)同样刺激强度下，灌流液中加入KA(10 μmol/L)2 min

后，电流平均幅度为(66.3±11.7) pA，下降至正常对照的(56.3±13.2) %，呈显著性抑制(P<0.01)(图

2b)；(3)正常灌流液将KA洗脱后，电流的平均幅度为(127.2±31.7) pA，出现逆转(P<0.01)(图2c)。 

    

3  讨论 

    KA可对中枢神经元产生持续的兴奋性反应，引起动物急性癫痫发作[4] 。KA选择性作用于脑内兴奋性氨

基酸(谷氨酸、门冬氨酸)能神经轴突末梢的突触前膜的KA受体上，引起兴奋性氨基酸的释放，并抑制其再摄

取，从而提高细胞外液中兴奋性氨基酸水平，再通过激活突触后膜上的兴奋性氨基酸受体而发挥作用[5] 。

哺乳动物脑内大多数兴奋性传递是由谷氨酸受体介导的，已知在离子型谷氨酸受体3种亚型(NMDA、AMPA和KA

受体)中，前两者分别介导快和慢EPSCs[6] ，后者也直接参与突触传递过程[7][8]。脑内γ-aminobutyric 

acid(GABA)是最具代表性的一种抑制性神经递质，在脑组织中广泛分布，作用于突触后膜GABA受体，使抑制

性突触后电位增强，起到抑制神经元异常放电的作用，其功能状态与癫痫密切相关[9] 。已有海马脑片实验

证明，激动KA受体可以下调GABA受体介导的IPSCs[11][10]。既然致痫机制涉及到上述脑内神经元兴奋性的

增高和抑制性的降低，可假设KA作为离子型谷氨酸受体的激动剂，可能会导致在兴奋性突触传递的增强和抑

制性突触传递的抑制。 

    在正常人工脑脊液中，通过刺激CA1传入纤维可引出混合的EPSCs和IPSCs[12] 。本实验中，通过钳制电

位为-70 mV，灌流液中应用荷包牡丹碱、士的宁和AP-5，分别封闭了GABA、甘氨酸(抑制性氨基酸)能和NMDA

受体介导突触电流，以获得非NMDA受体介导EPSCs；通过钳制电位为0 mV，灌流液中予CNQX、士的宁和AP-

5，分别封闭了非NMDA、甘氨酸能和NMDA受体介导突触电流，获得了GABA能IPSCs。通过给予KA在这两种突触

后电流变化对比的结果可以观察到，作为AMPA之外的另一种接受谷氨酸能突触递质的非NMDA受体，KA受体的

激活同时直接对海马神经元兴奋性突触、抑制性突触的传递产生抑制性作用。由此，通过对兴奋性突触传递的

抑制减少了兴奋性的传入，结果表现为对海马神经元产生抑制性效应；通过对抑制性突触传递的抑制减少了抑

制性的传入，使得对神经元产生“脱抑制”，即兴奋性效应。作为兴奋性氨基酸谷氨酸受体亚型的一种，理论

上可假设KA受体的激活应该是增强兴奋性突触的传递。然而，从上述前一种效应结果来看，与之正好相反。

但是另一方面，后一种效应可能在这两者中占主导地位，掩盖(或强于)前者，两种效应的总和最终产生兴奋

性效应，因而其“净作用”是兴奋。因此，KA诱导癫痫的机制可能是：KA分别产生的这种突触前抑制和脱抑

制，打破了海马神经元兴奋和抑制的动力学平衡，呈高兴奋状态，因而促使海马癫痫的形成。据此可以推测，

KA诱发癫痫的核心机制可能是使海马GABA系统产生了脱抑制。因GABA能神经元数量减少或功能下降令所介导

的抑制性功能减弱，使得GABA的主要靶细胞(海马CA1、CA3区锥体细胞和齿状回颗粒细胞)产生脱抑制，可能

成为癫痫发作的首要因素。有几种可能来解释这种对兴奋性突触的抑制：(1)持续的外源性KA使兴奋性突触前

神经末端去极化后的相对不应期和绝对不应期延长，而在相对不应期发生动作电位的阈值升高；(2)持续的外

源性KA使兴奋性突触前神经末端产生后超极化；(3)持续的外源性KA使兴奋性突触前神经末端的后放电阈值增

高；(4)锥体细胞突触后膜的KA受体介导EPSCs，兴奋局部突触回路中的抑制性神经元(中间神经元)，中间神

经元转而抑制锥体细胞，形成负反馈。因此，KA受体的激活对动作电位向兴奋性神经末端的传入产生阻滞作

用。但本假说的具体机制，尚待进一步研究。 
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