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摘要!目的 观察大鼠海马 4H# 区神经元锥体细胞及其周围星形胶质细胞!H(K"的分布#重塑两者之间的三维构象% 方

法 采用脑片膜片钳全细胞记录&细胞内荧光黄!LM"染色&免疫荧光和激光共聚焦显微镜检查!L(4N"相结合的技术%

结果 根据放电形式的不同把海马锥体细胞分为位相型和非位相型放电神经元% L(4N 下单层光学图像和三维立体重

建显示许多 H(K 紧密围绕在 LM 染色锥体细胞周围并形成紧密接触%! 类神经元与 H(K 形成接触的部位存在区别%非

位相型放电神经元的树突和胞体周围都有许多 H(K 形成接触的部位在#而位相型放电神经元则仅位于树突% 结论 不

同特性海马神经元周围 H(K 的空间分布可能存在差异%

关键词!海马’星形胶质细胞’荧光黄’细胞内染色’膜片钳’激光共聚焦显微镜技术
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在脊椎动物的中枢神经系统中#海马是脑内的一

个重要结构机能区#与学习和记忆等活动密切相关#对

大鼠海马神经元的形态学已经有比较详细的认识(%c#)%
近年研究发现星形胶质细胞!79-,+:2-.#H(K"并非是

惰性细胞#而是能积极参与脑内的神经活动&与神经

元之间存在相互信息交流的细胞(&)% 本研究旨在初步

利用电生理膜片钳结合免疫荧光黄 !;):5F.,02.;;+bT0
LM"染色#通过激光共聚焦显微镜=L(4N>技术重塑

海马内神经元和 H(K 的三维图象# 为今后进一步研

究海马内 H(K 的空间分布与其功能的关系提供一些

启示%

%00材料和方法

%G%00实验动物

出生 #"0/ 的 (] 雄性大鼠#体质量约 I"0Y#由第

四军医大学实验动物中心提供% 饲养于调温&调湿动

物室#自由进食饮水%
%G!00实验溶液的配制

人 工 脑 脊 液 !H4(<"的 成 分 为 =BB+;dL>$ P74;0
%!I#e4;0##474;!0!#NY(U&0!#P7^!8U&0%G!I#P7^4U#0
!I#葡 萄 糖 %"’蔗 糖 H4(<0=BB+;dL>$蔗 糖 !I"#e4;0
!GI#474;!0 !#NY(U&0 !#P7^!8U&0 %G!I#P7^4U#0 !I’电

极 内 液 =BB+;dL>$葡 糖 酸 钾 %&"#NY4;!0!#^.*.90%"#
HK80!% 用 eU^ 将 *^ 调至 @G!%

第一军医大学学报!\0<5,9-0N5;0N./0W65_" !""&‘!&=&>&!’* *



!"#$$实验方法

!"#"!$大鼠离体海马脑片的制备 大鼠经氯胺酮 !%%$
&’()’!*"+"麻醉后"迅速打开胸腔"剪开右心房"左心

室 灌 以 %,-$!的 充 以 ./0$12 和 /3$412 的 蔗 糖

54678/%$&9" 以冷却脑组织和冲去脑组织中的血液#
心脏灌流完成后" 迅速取脑置于充以 ./3$12 和 /3$
412 的冰冷蔗糖 5467 中几分钟# 待脑完全冷却和变

硬后"取出修块$含有海马%# 用胶将修好的脑组织块

粘好后"再用振动切片机 $美国 4:&;<=> 公司%水平

切 #/%8!& 左右的脑薄片# 取含有海马的脑薄片置于

充以 ./3812 和 /38412 的 5467 中"室温下放置 28?
以上备用#
!"#"288海马神经元脑片膜片钳全细胞记录方式的建立

取含有海马的脑薄片"置于记录槽"以 !,28&9(&@>
的流速灌以恒温的$2A8!%的 5467# 用微电极拉制仪

把外径为 !"A8&& 的玻璃毛坯$上海脑所%经 2 次拉

制成尖端开口约 !,28!& 的微电极# 用注射器经细针

头向微电极充以经过滤含 BC8$!%8&&D9(B%的电极内

液后"把电极夹在电极柄上#体视镜下辨别海马 45#区

锥体细胞层所在区域"先用微电极操纵器的粗调把微

电极尖端对准海马"并把微电极置于海马上方约 !8&&"
然后用操纵器细调调节电极位置# 打开放大器"并由

计算机通过 E(5 采样板给予一个幅度为!!8&F&持续

2%%8&G 的探测方波# 调节微操纵器使电极逐渐下降"
并进入灌流的液体" 此时测得电极的阻抗为 -,A8H"#
继续下降电极使其插入海马"此时电极的阻抗会逐渐

增加"当其上升至初值的约 2 倍时"通过细管给予正

压"使其恢复原来的阻值#继续下降电极"当发现有胞

外的放电"且电极阻值增加时"先给予一个正压"若阻

值能回复初值"且放电仍然存在"则给予一个轻轻的

负压吸引#此后电极阻值会不断增加"当其超过 28I"
后"先加上钳制电压$!J%8&F%"再给予 ! 个短促的负

压吸引"吸破电极尖端的膜片"形成膜片钳全细胞记

录模式"在计算机上可以观察到刺激方波起始和结束

处有充放电电容电流#在全细胞电流钳模式下引出膜

静 息 电 位 和 自 发 动 作 电 位 # 全 细 胞 记 录 信 号 由

5KD;:LM?82%%5 放大器$5N1O 公司%放大";49:&;/"
/ 软件采集"采样由 5(E 转换器转化为数字信号存储

于计算机# 记录 !$? 后拔除电极#
!"#"#$免疫荧光组织化学染色 记录结束后立即将海

马脑片浸入 -3多聚甲醛固定 -$?$室温%"然后放入

2%3蔗糖中$-!!%直至组织沉底"用冰冻切片机连续

冠状切片$片厚 !%$!&%并贴片# 在 19P&;QG$RNA% 显

微镜下找出 BC 阳性染色细胞的所有切片"继续进行

免疫荧光染色# 切片经 SR6 中漂洗后" 入含 %"#$3$
TU@LD>$NV!%% 的 SR6 中浸泡 #%$&@>$室温%# 然后入兔

抗 胶 质 原 纤 维 酸 性 蛋 白 $I9@:9$ 7@*U@99:UP$ 5M@<@M$
SUDL=@>"I75S%多克隆抗体$!"!$%%%"E:)D%孵育 -W$?
$-!!%和 T=K:G$X=< 标记羊抗兔 Y’I$!"2%%"HD9=MQ9:U$
SUD*=G%孵育 2$?$#J$!%"SR6 充分洗涤后用FZ4T56V$
[YZBE$HDQ>L@>’$H=<@Q&$\F=MLDU]$封片#
!"#"-$$结 果 观 察 和 图 象 采 集 采 用 79QD^@=+87F8#%%
$19P&;QG 公司%B64H 观察"通过 79QD^@=+ 软件操作

双通道系统" 用氦氖 ( 氩激光分别连续扫描细胞内

BC 和 I75S 染色的海马细胞# 选用的参数为’BC 和

T=K:G8X=< 的激发波长分别为 -WW8>& 和 /AW8>&(用

于图像采集的显微镜物镜为 _SB5S182%#和 -%#(数

值孔径$O5%分别为 %"/% 和 %"W/(‘DD& 设为 !"%(每个

光扫描切片的厚度$6L=;%为 !"%(图象存为 !8%2-!!8%2-
像素类型# 经过 79QD^@=+ 应用软件进行单层光学图

像合并&系列光学图像三维立体重建#

288结果

2"!88脑片膜片钳全细胞记录模式的建立及正常大鼠

海马神经元的电生理特点

采用)盲插*的方法"成功建立脑片膜片钳全细胞

记录模式"此种方法的成功率较高"在 A%3以上"同

时膜封接阻抗也多在 #8H" 以上#在全细胞电流钳记

录方式下共记录 !A 个海马锥体神经元" 测得其平均

静息膜电位为!$J%$2"/% &F"在给予 2%8;5 直 流 电

流刺激使膜电位至!A%8&F 后可观察到去极化引发的

动作电位发放#根据放电形式的不同把神经元主要分

为 2 类’位相型和非位相型放电神经元# 其中记录位

相型神经元 . 个"非位相型神经元 J 个# 位相型放电

动作电位发放规律"动作电位之间间距较大$图 !%(
非位相型放电动作电位发放不规律"动作电位之间间

距小$图 2%#

图 !882%8;5 直流电流刺激荧光黄!BC"染色神经元!膜电

位!J%8&F"#使膜电位去极化至!A%8&F 后引发的位相型动

作电位发放

!"#$% &’()* +’,-". /0)-*- (1 23*"(4 +(*54*",6- (7 80."75)
9566(: ;8<=V6,/565> 450)(4 ;?5?/),45 +(*54*",6 @AB ?C =

56"3"*5> D9 >5+(6,)"E"4F +6,*5,0 +(*54*",6-

!8G

!%
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F
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图 !"荧光显微镜下海马锥体层内 #$ 阳性染色的神经元!标尺 %&’("!)"
!"#$% &’()*+,-./-. 0"-*)12)3)4*5126 ,2)7"/4 89*1),"3":. /.(*)/, "/ 32. 16*50";5’ ’56.* )< *53 2"11)-501(, +,-.%&((/!)0

图 1"图 & 中位相型 #$ 阳性染色神经元!黄色"和 2345 染色阳性星形胶质细胞!红色"激光共聚焦显微镜图6星形胶质细胞与神经

元紧密接触点!!"#锥体细胞层!"""#标尺 %7(/!)8
&"4$= >)/<)?5’ ’5,.* ,?5//"/4 0"?*)12)3)4*512 ,2)7"/4 89@1),"3":+ 125,"- /+(*)/ A6.’’)7B "/ &"4$C 5/; 4’"5’ <"D*"’’5*6 5-";"-

1*)3."/ AE&FGH*1),"3":. I,3*)?63., A*.;H
9:;/<=>?-<?"@A?;@"B;?C;;>"?:;">;D.=>@"->E"-@?.=<F?;@/-.;/A>EA<-?;E/BF/!G//?:;/HF.-)AE-I/I-F;./BF/""G/,-.%7(/!)J

图 7//图 K 中非位相型 #$ 阳性染色神经元!黄色"和 2345 染色阳性星形胶质细胞!红色"激光共聚焦显微镜图6星形胶质细胞与

神经元紧密接触点!!"#锥体细胞层!"""#标尺 %K(/!)8
!"4$J >)/<)?I’ ’I,.* ,?I//"/4 0"?*)12)3)4*I126 )< KL*1),"3":. /)/*12I,"? /.(*)/, A6.’’)7H "/ &"4$M I/; N&FO*1),"3":. I,3*)?63., P*.;H

9:;/<=>?-<?/@A?;@/B;?C;;>/?:;/>;D.=>@/->E/-@?.=<F?;@/-.;/A>EA<-?;E/BF/!G/?:;/HF.-)AE-I/I-F;./BF/""G/,-.%K(/!)J

图 K//K(/H4 直流电流刺激 #$ 染色神经元!膜电位!L&/)M"#

使膜电位去极化至!N(/)M 后引发的非位相型动作电位发放

&"4$M Q2)*3 /)/*12I,"? R(*,3, )< I?3")/ 1)3./3"I’, )<
KL*’IR.’.; /.(*)/ A0.0R*I/. 1)3./3"I’ !SC 0T H .’"?"3.; R6

;.1)’I*"U"/4 1’I3.I( 1)3./3"I’,

&/@

&(
/)

M

KJK//海马内神经元和 4O9 的形态及其相互关系

荧光显微镜下可见 #$ 染色阳性的细胞出现在

海马锥体层内#为锥体细胞#胞体为纺锤形#胞体两端

发出树突#伸向相反的方向#有些树突上可见到树突

棘!图 !"$ 2345 染色阳性的 4O9 胞体较大%突起细

长#主要集中分布在海马的始层%辐射层和和网状层

内#锥体细胞层内较少!图 1%7"$ #OPQ 下单层光学

图象和三维立体重建都显示许多 4O9 可以紧密围绕

在锥体细胞周围并形成紧密接触$发生接触的部位有

细胞特异性# 位相型放电的锥体细胞与 4O9 发生接

触的部位主要位于基树突和顶树突部位#而胞体部位

则未发现 !图 1"& 非位相型放电神经元不仅在基树

突%顶树突可以见到与 4O9 发生接触#而且在胞体部

位也可见到与 4O9 发生接触!图 7"$

!//讨论

膜片钳技术结合脑片细胞内 #$ 染色技术被证

明是研究单个神经元电生理特性和形态的一种有效

的方法$ 在此基础上#本研究进一步结合免疫荧光组

化方法# 通过 #OPQ 同时扫描 K 种不同激发光和发

射光波长的荧光素#同时显示 #$ 染色的神经元胞体

和 树 突 构 筑 以 及 2345 染 色 阳 性 的 4O9 形 态 和 分

布#并通过单层光学图象和三维立体重塑 K 个步骤判

断它们之间的空间解剖学联系$这些技术的结合运用

具有许多优点$ 首先#与普通荧光显微镜相比##OPQ
通过光学断层扫描及伪彩色图像处理#明显减少了背

景荧光的干扰#并使图像反差更强%更为清晰#易于观

察$其次#与普通免疫组织化学双标记方法相比#通过

断层扫描可观察到更多%更明确的信息#而且结合立

体观察#K 种标记成分之间的空间关系个容易辨别$
第三#较电镜观察简便%快捷#且更容易全面了解神经

元与 4O9 的空间联系$
长期以来一直认为神经元是神经系统的基本结

构和功能单位#胶质细胞则是神经元的支持细胞或间

质细胞#其功能主要是支持%营养%保护和修复神经元

等$ 传统神经解剖学将 4O9 根据形态特征分为纤维

性和原浆性 K 类# 并笼统地认为前者主要见于白质#
后者主要分布于灰质$现在发现胶质细胞在脑的基本

信息处理中起着关键的作用#胶质细胞可对神经元行

使 重 要 的 调 控 功 能 # 胶 质 细 胞 不 是 一 类 同 质

!:=)=R;>;=D@"的细胞群#不同部位内的胶质细胞空

间构筑不同#功能也可能有所不同’7#N(#所以仅根据形

态把 4O9 分为 K 类是不足说明 4O9 功能的$ 根据对
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铯离子!!"#"的敏感性以及全细胞电位记录曲线的

不同#海马 $%& 可分为 ’ 种$复合型!!"# 高度敏感

型"%内流型!!"# 中度敏感型"和直线型!!"# 低度敏

感型"&其中#复合型和内流型主要见于 !(’ 区#而直

线型主要见于 !() 区& 同时认为胶质细胞的分隔与

功能密切相关#如 !(’ 区钾内向整流电流较多#细胞

外钾离子可迅速进入#!() 区钾外流更容易#通过合

胞体传来的钾离子#可迅速排出细胞外#从而维持了

脑 内 微 环 境 的 平 衡 ’*(& 有 证 据 显 示 成 年 大 鼠 海 马

!()+分子层中 ,-.以上的 (%& 为 /0(1 阴性 ’2#3(&
/0(1 表达的异质性!45657895:5;6<"可能与海马 !(=
区 内 (%& 的 > 个 不 同 电 生 理 类 型 相 关 $)被 动 型 *
(%&# 表达 /0(1+但缺乏电压依赖性膜电流+)复合型*
(%&# 缺乏 /0(1 表达但有电压依赖性膜电流’?#2#=@(#
这种差异反映了不同类型的 (%& 有不同的功能’))(或

生理状态’)>(&
(%& 可以包绕大量神经元突起和突触# 并且不

同类型 (%& 对神经元发挥影响的作用也有所差异&
例如# 在成年大鼠海马 !() 区# 突触的密度为 >)’A+
)--+!B’’)’(#一个 (%& 大约占据了 ??+@@@+!B’ 神经毡

并且 )监督*),@+@@@ 个突触# 大量的突触将在单一

(%& 影响之下& (%& 紧密包绕在突触前和突触后神

经终末周围# 海马内大约有 C*.+轴 D 棘突触可以与

(%&+发生接触’),(&而小脑内一个 1E7F;:G5 细胞周围有

2 个 H579BI:: 胶质细胞# 每一个 H579BI:: 细胞可

以包绕 >+),>J?+’C2 个突触 ’)C(& !() 区 (%& 多是沿

着神经元顶树突的方向纵向排列#这样的排列方式可

能 是 因 为 此 区 域 内 的 (%& 功 能 与 其 他 部 位 不 同 &
(%& 的生理学特性可能是可以发生动态变化的#(%&
的状态是与其局部的微环境密切相关的’?K)?(&

本研究利用膜片钳和 L%!M 技术# 初步发现大

鼠海马 !(’ 区内不同电生理特性的神经元周围 (%&
的分布存在区域上的差异# 这可能与 (%& 的不同功

能状态有关#但由于记录到的细胞数目有限#本研究

观察到的结果是否是海马内神经元和胶质细胞相互

联系的共性#很值得进一步从电生理学和形态学角度

对神经元和胶质细胞进行深入的研究&L%!M 在光镜

水平#能够较快地对神经细胞进行定性观察和初步的

定量分析# 尤其初步观察 (%& 在神经元胞体和树突

周围的特异性分布&但这一方法的缺点也是显而易见

的#它毕竟是光镜水平的观察#神经元和 (%& 之间的

这种突触样接触或紧密接触#只能提示二者之间有可

能形成突触#并不是电镜下的突触概念#其中可能包

括真正的突触和部分非突触性的接触#直接的证据仍

需电镜证明& 已经有报道把细胞内染色的 LN 经过简

单的光转化#使之转化成为电子密度较高的 O(H 产

物#再结合包埋前或包埋后免疫组化#在电镜下进一

步证实两者之间的联系&
了解不同状态下胶质细胞和神经元在脑内不同

部位的细胞构筑#有利于对胶质功能的认识#这方面

的工作才刚刚开始&
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