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!!&摘要'!!目的!探讨胞外酸中毒对小鼠大脑皮层//氨基丁酸!̂ T[T"能神经元动作电位发放和突触传递

功能的影响(方法!选择出生后.U'Q#=的小鼠.#只#做大脑冠状切片#随后分为正常对照组和细胞外酸中毒

组$大脑冠状切片灌流,;值为UF$的人工脑脊液#采用膜片钳全细胞电流钳模式记录动作电位阈电位*绝对不应

期和动作电位峰间距#电压钳模式记录自发性兴奋性突触后电流#为正常对照组+随后将灌流人工脑脊液的,;值

调为!FG#模拟胞外酸中毒#为细胞外酸中毒组(再次记录神经元动作电位和自发性兴奋性突触后电流#比较两组

间以上各项指标的差异(结果!与正常对照组对比#胞外酸中毒使 T̂[T能神经元动作电位峰间距和绝对不应期

延长!3$#F#""#阈电位升高!3$#F#""#自发性兴奋性突触后电流幅度和频率增加!3$#F#""(结论!胞外酸中

毒损伤大脑皮层 T̂[T能神经元动作电位的发放和突触传递#这可能是酸中毒诱导脑功能损伤的机制之一(

&关键词'! 酸中毒! T̂[T能神经元! 动作电位! 突触传递! 膜片钳全细胞记录
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!!脑是机体最重要的器官之一#大脑神经元通过

突触信号的整合和编码来维持机体良好的认知和行

为
,"-#这些编码过程受多种神经系统疾病影响#如癫

" 国家自然科学基金!D7FR"!UQUS""#安徽省科技厅自然科学

基金!D7F"Q#R#RGi;"$U*D7F"$#R#RG(;"RG"和安徽省蚌埠医学

院自然科学基金重点项目!D7F[hWh"!..OV*D7F[hWh"!QGOV"

资助

# 通信作者#I/'C<6$\B&=<!".!F?7'

痫
,.-*脑缺血,Q $-

等(同时#脑部疾病也会引发细胞

代谢损伤#如脑缺血时酸性代谢产物增多引起的细

胞酸中毒会使脑细胞功能紊乱#导致焦虑*癫痫等症

状
,G-(大脑各种生化反应和细胞代谢依赖于稳定的

酸碱平衡环境#同时#各种膜受体和离子通道的激活

也受,;影响#研究表明,! U-#大脑严重缺血可致缺

血区周围,;值明显降低#出现酸中毒(酸中毒是

一种常见的临床现象#患者常会有严重代谢紊乱*肾
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脏和肺损伤#并可表现出一定程度的认知障碍#例如

焦虑*惊厥和昏迷等,R-#这可能是酸中毒诱导神经元

功能损伤的结果(因此#阐明酸中毒时神经功能损

伤的机制对保护其功能至关重要#然而既往对酸中

毒时神经元功能损伤的文献报道主要侧重于代谢障

碍方面#包括细胞内酶活性的改变*质子的聚集*酸

敏感性离子通道的研究等
,S ""-#但对特定类型的神

经元及其动作电位发放和突触传递活动的损伤机制

知之甚少#需要进行系统的研究(本实验选择大脑

皮层//氨基丁酸!̂ T[T"能神经元#通过改变人工

脑脊液,; 值#模拟胞外酸中毒#进行大脑皮层

T̂[T能神经元全细胞记录#观察其动作电位发放

和突触传递功能的变化#探讨胞外酸中毒时中枢抑

制性神经元功能的变化(

1!材料与方法

1F1!实验动物

健康.U'Q#=8-[/:H!̂ TV/̂ 8*"$GU#)J4.

g转基因小鼠 !gC?M&74 ZC5#[C3 ;C3573#(I

#$!#S#9)T".#只#雄性(该小鼠A6N 基因下游

插入了绿色荧光蛋白基因!AJ3"#实验中使用荧光

显微镜$RR4'蓝光激发#可使其大脑皮层 T̂[T

能神经元发出绿色荧光#为 T̂[T能神经元的准确

选择提供了保障(

1F/!溶液配置

!!参考文献
,S "G-#人工脑脊液!T%)8"$组成$

".$''76.Z DC%6#G ''76.Z ;1,1&#"#''76.Z

=1@237&1#.!''76.ZDC;%EQ#$''76.Z(H)E$#

Q''76.Z W%6# "F Q ''76.Z DC;.*E$#

#FG''76.Z%C%6.#,; !UF$e#F#G"(T%)80组

成$".$ ''76.Z DC%6#.! ''76.Z DC;%EQ#

"#''76.Z=1@237&1#G''76.Z ;1,1&#Q''76.Z

W%6#.F$''76.Z%C%6.#"FQ''76.ZDC;.*E$#

"FQ''76.Z (H)E$#,;UF$#T%)8$和 T%)80

使用"'76.ZDCE; 调节,;(标准电极液组成$

"G#''76.Z W/H6>?74C21#G ''76.Z DC%6#

G''76.Z;1,1&#G''76.Z磷酸肌酸#$''76.Z

(H/T:*##FG ''76.Z :3<&/̂ :*##F$''76.Z

Î :T#,;UF$#使用.'76.ZWE;调节,;(

1F5!试剂与设备

!!所有试剂均购自)<H'C公司(D<M74I!##8D

N+/VN%光学显微镜!日本D<M74公司"#T@7?6C',/

.##[膜片钳放大器!美国T@74公司"#*/SU微电极

管拉制仪!美国)99::I+公司"#振荡切片机!美

国-N[+T:E(I公司"(

1F3!实验方法

1F3F1!大脑脑片制备
,S "G-

!选取.#只出生后

.U'Q#=小鼠的大脑#放入充分氧合冰水混合的

T%)8$中#将大脑沿冠状面切成$##&'脑片#放

入充分氧合的T%)80中.G_孵育"'.B(

1F3F/!大脑皮层 T̂[T能神经元的选择!将孵育

好的脑片转移至记录槽内#以充分氧合Q"_ T%)8

0灌流#速度为.'Z.'<4#用于全细胞记录,S "G-(

显微镜下选择大脑皮层 T̂[T能神经元#其在荧光

显微镜蓝光激发下可发出绿色荧光(

1F3F5!实验分组和体外酸中毒模型制备!将脑片

分为两组$正常对照组和细胞外酸中毒组(+正常

对照组$脑片T%)80灌流速度为.'Z.'<4#,;为

UF$#测量 T̂[T能神经元动作电位内在特性和接

收外来神经元突触兴奋性突触信号产生的自发性兴

奋性突触后电流!&I*)%",S#"! ."-(,细胞外酸中毒

组$细胞外酸中毒模型通过改变脑片灌流的 T%)8

0的,;值来实现!将T%)80的,;值由UF$调到

!FG"( T̂[T能神经元首先使用正常 T%)80灌

流#记录动作电位内在特性和&I*)%#"G'<4后#灌

流酸性 T%)80再次记录动作电位内在特性和

&I*)%
,S#"S-(

1F3F3!全细胞记录和指标测定
,S .G#"S ..-

!利用

T@7?6C',/.##[放 大 器 电 流 钳 模 式 记 录 皮 层

T̂[T能神经元动作电位#电压钳模式记录兴奋性

突触反应#采集的电信号输入,%6C',"#F#!T@74

N4&23>'142N4?F#87&213%T#9)T"分析处理软件(

电流钳模式按照实验要求设置去极化电流脉冲的强

度和持续时间#诱发动作电位#膜片钳放大器的高频

滤波!5C4=J<=2B"为QM;\(电压钳模式中将神经

元膜电位钳制在一定水平记录&I*)%(

神经元动作电位内在特性包括动作电位峰间距

!N)N"*绝对不应期!T+*"和激发动作电位的能

障777阈电位与静息膜电位的差值!)-"+突触反应

指标包括&I*)%的间距和幅度(N)N表示动作电位

的发放能力#是在阈刺激下序列动作电位中相邻两

个动作电位峰顶点之间的距离+T+*是向记录神经

元输入两个连续去极化电流脉冲诱发动作电位#调

整脉冲的间距#使后一个动作电位的发放概率为

G#̀ 时两个动作电位之间的时程+)-表示神经元

受到去极化电流刺激跨越能级障碍发放动作电位的

难易程度#是阈电位与静息膜电位间的差值#阈电位

指动作电位上升的起点+&I*)%幅度和频率反映神

Q$Q
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经元接收外来兴奋性突触信号并产生兴奋性突触后

电流的能力(

1FM!统计学方法

!!数据以&Me-表示(组间比较采用'检验#3$

#F#G为差异有统计学意义(

/!结果

/K1!酸中毒对大脑皮层XFVF能神经元8"8的影

响

见图"(测量 T̂[T能神经元相同编号动作

电位N)N值#细胞外酸中毒组较正常对照组高#差异

有统计学意义!3$#F#""(可见酸中毒使 T̂[T

能神经元动作电位发放能力降低#兴奋性降低(

40

20

0

－20

－40

－60

Control group

Acidosis group

20

15

10

5

0

IS
I/

m
s

40

20

0

－20

－40

－60

M
e
m

b
ra

n
e 

p
o

te
n

ti
a
ls

/m
V

100 150 200 250 300 350 400
t/ms ISI1-2 ISI2-3 ISI3-4 ISI4-5

A B

ISI3-4

Control group

Acidosis group

**

**

**

**

－80

图1!酸中毒对XFVF能神经元动作电位8"8的影响

S#T1!P%,#(>D&,($,;<>#(=,A:;@#Z,#(=,A*'D!8"8"<>;,]&,(=#'D;@#Z,;

'=XFVF,AT#$(,&A<(;&(-,A=%,$<(-#=#<(;<>$<(=A<D'(-

'$#-<;#;

T$0CL1K73'&<66>&23C21&1Y>142<C6&,<M1&<4=>?1=5A<=142<?C6

,3727?76<4C T̂[T13H<?41>374>4=132B1?74=<2<74&7K?742376

!&76<=6<41"C4=C?<=7&<&!&B732=C&B6<41"+[$:B1N)N7K&1Y>142<C6

&,<M1&>4=132B1?74=<2<74& 7K?742376C4= C?<=7&<&C2?732<?C6

T̂[T13H<?41>374&F"" 3$#F#"#L&F?742376H37>,

/K/!酸中毒对大脑皮层XFVF能神经元F79的

影响

见图.(测量 T̂[T能神经元相同编号动作

电位T+*值#细胞外酸中毒组较正常对照组延长#

差异有统计学意义!3$#F#""(

/K5!酸中毒对大脑皮层 XFVF能神经元阈电位

!#E"的影响

见图Q(测量 T̂[T能神经元相同编号动作

电位)-值#细胞外酸中毒组较正常对照组升高#差

异有统计学意义!3$#F#""(

/K3!酸中毒对自发性兴奋性突触反应!;.9"6"的

影响

见图$(测量 T̂[T能神经元&I*)%的幅度

和频率#细胞外酸中毒组较正常对照组增加#差异有

统计学意义!3$#F#""(

ARP1

Control group

Acidosis group

ARP1 ARP2 ARP3 ARP4

20

0

－20

－40

－60

－80

M
e
m

b
ra

n
e 

p
o

te
n

ti
a
ls

/m
V

Control group

Acidosis group

20

0

－20

－40

－60

－80

26 28 30 32 34 36 38 40
t/ms

8

6

4

2

0

A
R

P
/m

s

A B

**

**

**

**

图/!酸中毒时XFVF能神经元动作电位F79变化

S#T/! P%,#(>D&,($,;<>'B;<D&=,A,>A'$=<AC @,A#<- !F79"<>

;,]&,(=#'D;@#Z,;'=XFVF,AT#$(,&A<(;&(-,A=%,$<(-#=#<(;

<>$<(=A<D'(-'$#-<;#;

T$)>,13<',7&1= JCL1K73'&&B7J T+* '1C&>31'142& 5A

?BC4H<4H<4213/,>6&1<4213LC6&7K=1,76C3<\C2<74?>33142& !Q '&"

>4=132B1?742376!&76<=6<41"C4=C?<=7&<& !&B732=C&B6<41"C2

?732<?C6 T̂[T13H<?41>374&+[$:B1?7',C3<&74&7K&,<M1 T+*

>4=132B1?742376C4=C?<=7&<&C2?732<?C6 T̂[T13H<?41>374&F""
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图5!酸中毒时XFVF能神经元动作电位#E变化

S#T5!P%,#(>D&,($,;<>#E<>;,]&,(=#'D;@#Z,;'=XFVF,AT#$(,&A<(;

&(-,A=%,$<(-#=#<(;<>$<(=A<D'(-'$#-<;#;

T$0CL1K73'&&B7J )- >4=132B1?742376!&76<=6<41"C4=

C?<=7&<&!&B732=C&B6<41"C2?732<?C6 T̂[T13H<?41>374&+[$:B1

?7',C3<&74&7K )- >4=132B1 ?742376C4= C?<=7&<& C2?732<?C6

T̂[T13H<? 41>374&+ -2&$ :B31&B76= ,72142<C6&+ -3$ +1&2<4H

,72142<C6&F""3$#F#"#L&F?742376H37>,

$$Q
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图3!酸中毒时XFVF能神经元;.9"6变化

S#T3!P%,#(>D&,($,;<>;@<(='(,<&;,?$#='=<AC@<;=;C('@=#$$&AA,(=;!;.9"6"'=XFVF,AT#$(,&A<(;&(-,A=%,$<(-#=#<(;<>$<(=A<D'(-'$#-<;#;
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5!讨论

正常脑组织通过葡萄糖有氧氧化供能#由于脑

组织对缺血缺氧极其敏感#故急性缺血性脑卒中等

疾病后由于脑血液循环障碍引起脑组织急性缺氧#

无氧酵解加强#其无氧酵解产物乳酸和 T:*水解

产物质子蓄积#导致缺血周围,;值明显降低#严重

脑缺血组织周围的,;值可降至!FG以下
,! U-#引

起中枢酸中毒状态(酸中毒是由酸性代谢产物增多

而导致的机体内环境和功能紊乱#是临床常见的酸

碱平衡紊乱之一#容易导致人体生理功能和内环境

紊乱#甚至引发一系列疾病#患者常表现为严重的代

谢紊乱*多系统功能损伤#以及一定程度的认知障碍

等
,R-#这可能是酸中毒诱导中枢神经元功能损伤的

结果( T̂[T能神经元是中枢神经系统主要的抑

制性神经元之一#广泛存在于大脑皮层*小脑皮质*

下丘脑*纹状体和黑质等广泛区域#这些脑区的功能

与运动平衡*情感和认知等功能密切相关,.Q-#同时#

T̂[T能神经元更容易受到各种损伤因素的影

响
,S#.$-(本实验通过改变人工脑脊液,;值模拟细

胞外酸中毒环境#探讨细胞外酸中毒对大脑皮层

T̂[T能神经元动作电位发放和突触传递功能的

影响(

实验中我们发现酸中毒使大脑皮层 T̂[T能

神经元动作电位发放能力降低(动作电位发放能力

用N)N表示(N)N表示长时程去极化电流刺激细胞

产生序列动作电位#其中相邻两动作电位峰顶点的

间隔时间(相同刺激强度和时间下测量 T̂[T能

神经元相同编号动作电位N)N值#细胞外酸中毒组

高于正常对照组!3$#F#""#表明在同样的刺激条

件下#酸中毒使 T̂[T能神经元动作电位发放个数

减少#即神经元兴奋性降低(

动作电位发放的变化与细胞内在特性即动作电

位的T+*和)-有关
,!-(T+*和)-由电压门控

性钠通道动力学控制
,S "G#"S ..-(实验中我们检验

酸中毒是否通过升高 T̂[T能神经元动作电位)-

和延长其 T+*水平来导致其功能损伤(结果显

示#皮层 T̂[T 能神经元相同编号动作电位的

T+*值#细胞外酸中毒组较正常对照组延长!3$

#F#""+相同编号动作电位)-值#细胞外酸中毒组

较正常对照组升高!3$#F#""(T+*延长意味着

单位时间内神经元动作电位发放个数减少#即发放

频率降低#发放能力减弱()-升高即静息电位与

阈电位间的电位差增加#表明神经元接收电信号刺

激后由静息状态到产生动作电位的能障变大#即神

经元对兴奋性输入不敏感#兴奋性降低(除了动作

电位#实验中我们还检测了大脑皮层 T̂[T能神经

元对于接受来自皮层兴奋性突触信号输入的反应能

力
,"$-(通过测量 &I*)% 的幅度和频率来检测

T̂[T 能 神 经 元 接 收 外 来 有 效 反 应 的 强 弱(

&I)*%反映兴奋性突触在不受外界刺激影响下的

自发活动#其频率变化反映突触前兴奋性神经递质

谷氨酸的释放量#幅度变化与突触后膜受体特性有

关
,.G-(在对 T̂[T能神经元接收外来突触信号引

起的&I*)%结果分析中#我们发现大脑皮层 T̂[T

能神经元接收外来兴奋性突触信号引起的&I*)%

的幅度明显增加和反应间隔时间明显缩短#表明大

脑皮层中兴奋性神经递质释放增多#且 T̂[T能神

G$Q
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经元上谷氨酸受体功能活动增强#从而导致了兴奋

性神经毒的产生(

在动作电位发放和突触传递的性能方面#酸中

毒可能引起 T̂[T能神经元电压门控性钠通道和

谷氨酸受体通道的损伤#这表明细胞膜内外的钠离

子*钾离子和钙离子的变化都受,; 值的影响
,.!-(

通过分析酸中毒对皮层 T̂[T能神经元引起的损

伤反应#我们发现酸中毒引起大脑皮层 T̂[T能神

经元功能障碍#最根本的原因为脑功能自稳态失衡#

从而表明这些离子通道和.或胞内信号分子可能对

中枢神经元的功能有一定的影响(本实验结果为临

床上治疗酸中毒诱导大脑皮层 T̂[T能神经元动

能的功能障碍提供了一定的理论依据(酸中毒对中

枢神经网络中其他类型神经元和神经胶质细胞的影

响还有待进一步研究(
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