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摘要!目的 探讨产前应激对子代大鼠海马 =L% 神经元高电压激活NOPL@钙通道动力学特征的影响% 方法 给予孕鼠束

缚应激#急性分离子代海马 =L% 神经元#应用全细胞膜片钳技术#研究产前应激对子代大鼠海马 =L% 区神经元高电压

激活 =6!M 通道的影响%结果 产前应激增加了子代海马 =L% 神经元高电压激活钙电流幅值&电流面积#而未改变其电导

$ 电压关系&稳态失活动力学&时间到峰等指标%对照组和产前应激组子代海马 =L% 神经元高电压激活最大钙电流幅值

分 别 为!$("HBA!"H%&" ,LQ,;R和!$(AH((!"H%’" ,LQ,;N"S"H"&@% 最 大 电 流 面 积 分 别 为!&"#HB&!(H!"" 8LTDU2和!&%%H(A!
!H)A" 8LTDU2N"S"H"&@% 结论 在胎儿发育的关键时期#给予母体应激#对子代海马神经元离子通道产生持续的影响%
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大量的实验研究表明#生命早期环境因素影响着

机体发育#永久性地改变着子代结构和功能%产前应激

可引起子代出现$发育迟滞 (&)&增加情感反应 (!)&减少

探究行为 (%)&损伤对应激的适应能力 (()&学习受损 ())&
损伤了下丘脑 $ 垂体 $ 肾上腺!OdL"轴的负反馈调

节(#)%g6::6.7 等(’)研究证实#产前应激引起子代OdL 轴

过度反应与母体分泌的皮质酮水平升高有关 %
过度皮质酮暴露可损伤海马的功能#可能是通过

干扰钙稳态实现的% 选择性的占据盐皮质激素受体

NgVU@和盐皮质激素受体&糖皮质激素受体NbVU@同时

占据产生了相反的结果(BZRA)% 皮质酮通过胞内分子机

制调节海马神经元钙离子的内流(&")%
电压门控钙通道NPb==U@是钙离子内流的主要

途经#神经元 Pb==U 涉及多种功能#包括递质释放&
突触可塑性和基因表达 (&&)% 经这些通道的过多 =6!M

内流有助于神经元的破坏(&!)% 神经元 Pb==UR根据电

压依赖性区分为两类# 一类可被较小去极化电位激

活# 且 失 活 较 快 称 为 低 电 位 激 活 =6!M 通 道 或 j 型

=6!M 通道%另一类可被较强去极化电位激活称为高电

位激活 =6!M 通道(&%)% 我们实验室以往研究表明#产前

应激引起子代大鼠海马 =L% 神经元胞内 =6!M 和反应

性氧化产物增多NVa*@(&()% O!a! 这种 Va*#可选择性

地调制培养的齿状回神经元 ‘$ 型 =6!MR通道(&))% 已有
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图 !""急性分离的海马 #$% 锥体神经元
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研究报告! 急性应激增加了海马神经元高电压激活

"78$#钙通道电流幅值 $!9%& 所以!本研究选择 78$
钙通道进行膜片钳记录!探讨产前应激对子代大鼠海

马 #$% 神经元 78$ 钙通道电流的影响&

!""材料和方法

!:!"材料与仪器

蔗糖 ; 人工脑脊液组成 &..2-<=6">4? 蔗糖’!:>@"
A,7>B’4’>"C#-’!"#,#->’>"D*E’4’!"D*#->’>9"A,7#’%’
!5葡萄糖! 用盐酸调 F7"为 G:4& 标准细胞外液组成

&..2-<=6"!@5"A,#-’@"C#-’!"D*#-’>"#,#->’!5"7HBHE’
!5 葡萄糖!用 I()J;K,JL 调 F7"为 G:4& 氯化四乙胺’4;
氨 基 吡 啶 ’ 氢 氧 化 铯 ’ 氯 化 铯 ’HMI$’D*$IB’
A,>MIB’7HBHE 等 购 自 E)*., &美 国 6! 河 豚 毒 素

"IIN(为河北水产研究所产品!其他药品均为国产分

析纯级产品& 膜片钳放大器为 $O20-,.F">55P&$O2+"
Q+J1(R.L+1JS"#$STE$6&
!:>""动物模型!>"!4#

实验用 EF(,*RL;U,V-LW 大鼠! 由西安交通大学

医学院实验动物中心提供&成年雌性大鼠&>%5X>@5"*6
与成年有性经历雄性大鼠&>?5X%@5"*6晚 Y"55"合笼!
次日晨 ?"55"进行阴道涂片S 精子阳性定为妊娠第 5
天!受孕雌鼠单笼喂养& 所有动物饲养在温度 >>"#’
湿度 95"Z’!>"["!>"[ 光 ; 暗循环的动物房中&早 ?"55X
晚 >5"556!整个实验期间自由饮水’进食& 实验分 >
组"对照组&02+1(2-S"#’A6!孕期不给任何处理)应激组

&F(L+,1,-"J1(LJJS"BAE6!孕第 !4X>5"天 给 予 束 缚 应 激&
束缚应激每天 %"次!每次 4@".)+& 束缚是在一个透明

的塑料质地圆柱形装置&直径 9:?"0.6中进行!装置两

端留有通风口!一端固定!另一端根据动物的大小适

当调节长短&为防止动物的习惯化!每天在 ?"55X"!!"55’
!>"55X!@"55’!9"55X!Y"55 区间随机给予束缚应激!每

次间隔不少于 >"[&
!:%""制备海马脑片和分离海马神经元

按文献描述制备海马脑片和分离海马神经元并

略作改进 $!G%!!5X!@"\ 子鼠经乙醚麻醉’断头!迅速将

脑剥出!置于氧饱和的’冰冻的高蔗糖 ; 人工脑脊液

中! 碳 钢 刀 片 修 整 脑 块& 在 震 动 切 片 机 &D$G@>S"
#,.F\L+"Q+J1(R.L+1J6上!切出 455"!. 脑片!将脑 片

转移至盛有氧饱和的标准细胞外液的孵育槽中!温度

保持在 !?X>>"# 孵育至少 !"[& 然后!将脑片置于酶

解 液 内 &F(21L,JL"IWFL"#!>".*<9".- 标 准 细 胞 外

液6!%>"# 酶解 %5".)+!并持续通纯氧& 酶解后!清洗

脑片 % 次!置于氧饱和的标准细胞外液中孵育 !:@"[&
记录前!解剖镜下用火抛光过的针头扎取 #$% 区!将

收集的几个 #$% 区组织块用不同口径的 B,J1LR( 管

小心’缓慢吹打& 静置 >".)+!吸取细胞悬液!滴于干

净的盖玻片上& !@".)+ 后!用氧饱和的标准细胞外液

冲洗两次!去除盖玻片上未贴壁的残渣&
!:4""电生理记录

应用常规全细胞电压钳记录模式记录电流&使用

薄 壁 硼 酸 玻 璃 管 ! 在 电 极 拉 制 仪 *B;YG!ER11L("
Q+J1(R.L+1S"A2],12S"#$(上经三步拉制电极!并 抛 光

处理& 玻璃电极充灌电极内液后! 于浴液中电阻为

%X9"D^& 电信号经 >"_7‘ 滤波!采样频率为 !5"_7‘&
串联电阻*!>X!?"D$(’全细胞膜电容通常补偿 @5Z
XG5Z& 数据采集和处理数据应用 !%>>$ 数模转换器

连接装配有 F#-,.F?:> 软件包 &$O2+"Q+J1(R.L+1"S美
国6的 BL+1)R."4 电脑&在排除其他电压门控电流前提

下!应用 !5"..2-<="#,>a 做为载流子!记录电压门控

钙电流& 电极外液加入 5:@"!.2-<="IIN"阻断 A,a 通

道电流! 电极内液 #Ja"代替 Ca’ 电极外液应用 4;$B
及 IH$a 阻断 Ca 通道电流& 电极外液组成&"..2-<=63
!45"IL,#-’!5"#,#->’!5"7HBHE’!5 葡 萄 糖! 用 I()J;

碱调 F7 为 G:4& 电极内液 &"..2-<=63 "!%5"#J#-’!5"
HMI$’%"D*$IB’5:%"A,>MIB’!5"7HBHE’!5 葡萄糖!
用氢氧化铯调 F7 为 G:>&
!:@""数据分析

F#=$DB?:> 软 件 记 录 的 原 始 数 据 文 件 经

F#=$DBbQI?:>"软件进行测量分析!再将文件转换后

输入 ’()*)+9:5 软件&D)0(2,-J2/1V,(LS"TE$6’E)*.,B-21"
?:5&EBEE"Q+0:S"#[)0,*2SQ=6进行作图和 ! 检验分析&

>""结果

>:!""电生理记录的形态学标准

实 验 用 装 备 相 差 和 不 同 物 镜 的 倒 置 显 微 镜

&UDQcP!=L)0,!德国6观察急性分离的神经元& 状态

好的神经元具有+光滑’透亮的表面)立体感强)胞体

呈锥体形)有一个较长的顶树突和几个基树突!如图

! 所示& 外形为圆形’胞体肿胀’没有突起的细胞是损

伤严重的神经元!对这些神经元没有必要进行封接&
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图 !""电流密度 # 电压关系曲线
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图 N,,海马 ;<= 神经元 WS< 钙电流稳态失活曲线

@"3$A B+)CD.$-+C+) "*CE+"/C+"0* E’(/) 05 FG8 &C%H

E’(()*+- "* +6) 055-<("*3 (C+ &89 *)’(0*- "* +6)
E0*+(01 C*D =>B 3(0’<-
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!F! 产前应激对子代大鼠海马 ;<= 神经元高电压门

控钙通道电流的影响

!F!FI,产前应激对子代大鼠海马 ;<= 神经元 WS< 钙

通道电流 $ 电压关系的影响 根据文献描述记录电

压门控钙电流!IL"#;J@ 和 ?@A 组 ;<= 神经元最大钙

电流密度分别为$$NEFLX!EF=I% -<U-V$$YIE%和$ $NXFNN!
EF=Z% -<,U-V,R$YLH,%DEFEIT& 在去极化脉冲刺激 $!E,
:S 至 [!E,:S 之间’?@A 组 ;<= 神经元钙电流密度

显著大于对照组$!DEFEGH,!DEFEI%& 结果表明’?@A 使

电流密度 $ 电压关系曲线显著下移$图 !%&

!F!F!,,产前应激对子代大鼠海马 ;<= 神经元 WS< 钙

通道电导 $ 电压关系的影响 ?@A 和 ;J@ 组 ;<=,
神 经 元 WS< 钙 通 道 半 数 激 活 电 压 平 均 值 分 别 为

R$!=F!Z!EFMNT,:S,和R$!EF!N!IFEMT,:S$!\EFEG%& 曲线

的斜率因子分别为 NFXI!EFNG,和 MFNM!EFGX,R!\EFEGT&
?@A 使电导 $ 电压曲线略向负电位方向偏移’ 激活

曲线的斜率略有增加’ 但这种变化两组间没有显著

性差异$图 =%&

!F!F=,,产前应激对子代大鼠海马 ;<= 神经元 WS< 钙

通道稳态失活动力学的影响 ?@A 和 ;J@ 组 ;<=,
神经元钙电流半数失活电压平均值分别为 R$ZIFMX!
ZF!MT,:S 和R$Z!FME!GFMXT,:S$!\EFEG%& 曲线的斜率

因子分别为 !ZFI!!=FNX 和 !MFIE!!FZ!,R!\EFEGT& 产前

应激对子代大鼠海马 ;<= 神经元 WS< 钙通道稳态

失活动力学的影响不显著$图 N%&

!F!FN,,产前应激对子代大鼠海马 ;<= 神经元 WS< 时

间到峰和钙通道电流面积的影响 由 -;]<P?V^%LF!O
软 件 测 量 原 始 钙 通 道 电 流 数 据 可 得 到 钙 通 道 电 流

面积’;J@$$YIE%和 ?@AB$YLT组 ;<=O神经元最大钙

通道电流面积平均值分别 BIEMFLI!NF!ET O1<C:4 和

BI==FNX!!FGXTO1<C:4OB!DEFEIT& 图 G 示意了不同测试

电压下子代大鼠海马 ;<= 神经元 WS< 钙通道电流

面积’在去极化脉冲刺激 $!EO:S 至 EO:S 之间’?@A
组 ;<= 神经元钙通道电流面积显著大于对照组$C!DO
EFEG’CC!DEFEI%&图 M 示意了不同的膜电位对应的激活

参数 $ 时间到峰& 在去极化脉冲刺激 $NEO:SO至 [IEO
:S 之间’ 子代大鼠海马 ;<= 神经元 WS< 钙通道电

流时间到峰平均值两组之间差异不显著B!\EFEGT&

=OO讨论

海马是与学习记忆密切相关的脑区’不同因素包

括应激引起海马颗粒细胞(锥体细胞突触结构和功能

的改变& 我们同样模型实验中’观察到 ?@A 子代海马

结构内神经型一氧化氮合酶阳性细胞增多’显示氧化

物的生成增多’从而对海马神经细胞造成了氧化损

伤 !IN"& 产前应激引起子代 W?< 轴过度反应与母体应

激期分泌的皮质酮水平升高有关!Z"& 母体应激后’其

子代皮质酮水平与母体成正相关!IX"&
在本研究中’我们探讨了产前应激对子代大鼠海

图 =OO海马 ;<= 神经元 WS< 钙通道电导 $ 电压关系曲
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图 !"不同的膜电位对应海马 #$% 神经元 &’$ 钙通道电流

面积
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图 57,不同的膜电位对应的激活参数 * 时间到峰
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马 #$% 神经元 &’$ 钙通道电流动力学特征的影响!
本研究结果显示" 产前应激对子代大鼠海马 #$% 神

经元 &’$ 钙通道电导 * 电压关系#稳态失活动力学#
时间到峰的影响不显著"而产前应激组子代大鼠海马

#$% 神经元 &’$ 钙通道电流密度#电流面积显著大

于对照组! 本研究支持了以往原位膜片钳研究结果$.5%!
神经元 ’8##9,涉及多种功能"包括递质释放#突触可

塑性和基因表达$-)%! 钙电流幅值#电压依赖性的任何变

化会引起神经元功能改变"甚至是整个神经系统功能

改变!本研究检测到由产前应激导致皮质酮受体活动

增强而引起钙电流幅值#电流面积增加"将会引起神

经元钙稳态改变"对神经元功能产生重要的影响$-.%!
钙通道活动可在多个水平上被调制"包括调制钙

通道基因表达#翻译后过程及生理水平! 已有研究证

实"慢性束缚应激引起海马神经元 :* 型 #;-< 通道密

度增加"束缚应激前给予 :* 型 #;-< 通道阻断剂 * 尼非

地平" 对抗了应激诱导的 :* 型 #;-< 通道密度增加$--%!
研究显示" 皮质酮调制 &’$,#;-< 通道需要糖皮质激

素受体与 =2$ 结合$6%!慢性高水平皮质酮暴露"可导

致 3>?* 型和 :* 型 #;-@ 通道 AB2$ 表达增加" 同时

:* 型 #;-@ 通道数目增加$.)%! 本研究结果显示"产前应

激导致皮质酮受体活动增强而引起子代海马钙电流

幅值#电流面积增加"这种持续的效应支持通过基因

机制发挥作用!产前应激导致皮质酮受体活动增强引

起 B14 增加" 后者可通过直接或间接磷酸化 :* 型

#;-@ 通道"从而提高了 &’$ 钙电流幅值$.!%!
本研究结果证明"产前应激导致皮质酮受体活动

增强而引起子代海马 #$% 神经元 &’$ 钙电流幅值#
电流面积增加"而未改变其电导 * 电压关系#稳态失

活动力学#时间到峰等指标!结果提示"在胎儿发育的

关键时期"给予母体应激"对子代海马神经元离子通

道产生持续的恶性的影响! 后续的研究工作"将应用

原位膜片钳技术"在海马神经元记录离子通道电流!
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