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体外癫痫模型中低温阻断神经元细胞过度同步放电的机制研究
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　　摘　要：目的　观察低温在治疗癫痫发生过程中的细胞学机制。方法　使用单双膜片钳技术，对４氨基吡啶诱导的癫痫小

鼠模型的海马和皮层神经元细胞进行穿孔，分别记录不同温度下细胞的电生理变化。结果　持续低温能阻断４氨基吡啶诱导的

海马神经元的持续性放电并增加输入电阻。通过双膜片钳记录显示相距较远的ＣＡ１和ＣＡ３区域的锥体神经元有显著的同步

性，但锥体神经元和中间神经元间的同步性较弱。在ＣＡ１和ＣＡ３神经元中，低温可以阻断节律性动作电位的放电行为，并能破

坏其同步性；但在中间神经元中低温阻断节律性放电时并不会破坏动作电位。结论　低温对γ氨基丁酸传导和分泌影响程度不

同，干扰了神经网络的同步放电，从而阻断癫痫样放电。另外，γ氨基丁酸释放导致的中间神经元动作电位持续放电，也增强了低

温的抗癫痫作用。
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　　低温疗法作为治疗婴儿围生期缺氧、缺血脑病的标准疗

法，在难治性癫痫中也得到了初步研究。治疗性低温不仅可以

减少脑细胞凋亡和早期坏死的风险，降低脑细胞的代谢速率，

减少一氧化碳和氧自由基的释放，同时低温疗法可减少阵发性

癫痫发作，但不会引起大脑的急性或延迟损伤［１］。这些试验表

明低温是一种除手术切除外治疗难治性局部癫痫的替代性疗

法，同时还可以避免手术切除带来的神经功能缺陷。但目前低

温对癫痫样放电的细胞机制尚不清楚。Ｙａｎｇ等
［２］指出快速低

温可以减少突触前神经递质释放，其中在海马培养物中，瞬时

受体电位通道Ｖ（ＴＲＰＶ）４起着重要作用，但目前国内研究较

少，也缺乏相关数据，限制了低温疗法在治疗创伤性脑损伤、脑

卒中和癫痫中的应用。为此本文研究了低温对体外癫痫模型

的阻断机制，检测了可能涉及到的ＴＲＰＶ通道，传导或接受γ

氨基丁酸（ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ）中间神经元的选择性效应以及海马和

海马外脑区域的网络同步性，为临床低温治疗癫痫提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　海马切片的制备　从产后１４～２７ｄ的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠

中制备包含海马和邻近皮层部分的皮层脑切片（２５０～３００

μｍ），切片包含了海马、丘脑、内嗅皮质和新皮质，在３７℃恢复

３０ｍｉｎ并持续灌注卡波金（５ｍＬ／ｍｉｎ）人工脑脊液（ａＣＳＦ）［内

含ＮａＣｌ（１２０ｍｍｏｌ）、ＫＣｌ（３．１ｍｍｏｌ）、Ｎａ２ＨＰＯ４（１．２５ｍｍｏｌ）、

ＮａＨＣＯ３（２６ｍｍｏｌ）、葡萄糖（５．０ｍｍｏｌ）、ＭｇＣｌ２（１．０ｍｍｏｌ）和

ＣａＣｌ２（２．０ｍｍｏｌ），渗透压３０５ｍＯｓｍ，ｐＨ７．４］。开始试验后，

在不同温度下将切片浸入ａＣＳＦ中。使用红外线微分干涉差

垂直显微镜（Ｅ６００ＦＮＮｉｋｏｎ，ＴｏｋｙｏＪａｐａｎ）观察细胞。使用以

下试剂填充膜片钳：Ｋ葡萄糖酸盐 （１４５）、ＥＧＴＡ（１．１）、

ＭｇＡＴＰ（５．０μｍｏｌ），用 ＨＥＰＥＳＫＯＨ（１０）调至ｐＨ７．２，渗透

压２９５ｍＯｓｍ。海马细胞的原代培养按参考文献［２］描述的方

法制备。
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１．２　膜片钳记录　从扁平玻璃毛细管（ＰＡ）中拉出膜片电极

（５～７ＭΩ）（ＰＰ８３；Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）。膜片钳放大器

（Ａｘｏｐａｔｃｈ１Ｄ；ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓＣｏ．，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）使用２

ｋＨｚ低通量贝赛尔滤波器过滤当前和电压信号并外接Ｄｉｇｉｄａ

ｔａ１３２２Ａ数据获取系统和ｐＣＬＡＭＰ１０软件（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅ

ｖｉｃｅｓ）。同时使用两个膜片钳放大器（Ａｘｏｐａｔｃｈ１Ｄ）对整个细

胞的电压和电流钳进行双重记录。通过解剖学定位和测定动

作电位鉴定锥体神经元或ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ中间神经元。在细胞外

通过填充了ａＣＳＦ的玻璃微喷嘴（端电阻，２～５ＭΩ）记录自发

癫痫样放电。时域响应包括时域兴奋性突触后电势和群体峰

电位。记录海马ＣＡ１３区域锥体层的自发放电，比较基础水

平和不同低温下ＣＡ１／２和ＣＡ３区的细胞和不同亚区的中间

神经元的膜片钳数据。

１．３　多电极微阵记录　在海马和皮层中通过６０通道穿孔多

电极微阵（ＭＥＡ）（ＭｕｌｔｉｃｈａｎｎｅｌＳｙｓｔｅｍｓ，Ｒｅｕｔｌｉｎｇｅｎ，Ｇｅｒｍａ

ｎｙ）进行同时时域记录
［４］。使用 ＭＣＲａｃｋ（多通道系统，Ｒｅｕｔ

ｌｉｎｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）和 ＭＥＡ工具进行离线数据分析和绘图。使

用Ｓｐｉｋｅ２ｖｅｒｓｉｏｎ７．０４软件（ＣａｍｂｒｉｄｇｅＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＤｅｓｉｇｎＬｔｄ，

Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）分析每个通道的峰电位。根据峰度曲线分析

放电，根据定量分析结果考察不同细胞类型的低温效应。

１．４　体外模型癫痫发作的诱导　将海马区域ＣＡ３或ＣＡ１／２

细胞转移到５０μＭ４ＡＰ的细胞灌注培养基中培养，观察用药

后的细胞自发癫痫样放电。主要试验药物为荷苞牡丹碱（２５

μＭ），钠离子通道阻断剂河豚毒素（ＴＴＸ，０．５～１．０μｍｏｌ），２

氨基３（５甲基３氧１，２恶唑４ｙｌ）丙酸（ＡＭＰＡ）受体拮抗剂

ＮＢＱＸ（５μｍｏｌ），甘氨酸受体拮抗剂士的宁（５μｍｏｌ），γ氨基丁

酸（ＧＡＢＡ）类似物和选择性ＧＡＢＡＡ受体激动剂加波沙朵（１０

μｍｏｌ），瞬时受体电位（ＴＲＰ）通道激动剂薄荷脑和辣椒素（１２．５

μｍｏｌ），以及拮抗剂抗辣椒碱（１０μｍｏｌ）和钉红（ＲＲ，０．１、１．０、

１０．０μｍｏｌ）；使用乙醇溶解 ＴＲＰＶ４拮抗剂４α佛波酯１２，１３

二奎酸（４αＰＤＤ，２０μｍｏｌ，Ｓｉｇｍａ）稀释比例为１∶１０００。所有

药物均购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．５　统计学处理　应用Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０软件进行数据分析并制

图。每５ｓ检测１次当前脉冲，检测重复注射２４０ｍｓ２５ｐＡ的

膜输入电阻。对１７只小鼠的２０ＣＡ３和１７ＣＡ１／ＣＡ２细胞进

行膜片钳记录，使用配对或独立样本狋检验进行统计学比较。

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　低温终止癫痫样放电的细胞机制　在使用４ＡＰ时记录

小鼠海马切片膜片钳信号，包括了ＣＡ１／ＣＡ２、ＣＡ３锥体神经

元和定位到接近锥体层的视觉识别中间神经元。低温阻断了

４ＡＰ诱导的锥体神经元自发动作电位放电的发生（图１Ａ）。

在所有类型的细胞中，低温可以通过去极化（ＣＡ１／ＣＡ２中狀＝

９／１２）或超极化（ＣＡ３中狀＝４／６）诱导动作电位的阻断。多数

ＣＡ１／ＣＡ２神经元中记录的电压钳膜去极化与内向电流有关，

而多数ＣＡ３神经元中超极化与外向电流有关（图１Ｂ）。ＴＴＸ

能抑制ＣＡ１／ＣＡ２和ＣＡ３神经元快速低温诱导的去极化。但

ＣＡ３神经元中常出现的去极化是 ＴＴＸ非敏感的（狀＝４）（图

２Ａ）。研究ＴＴＸ及相应超极化和去极化电流注入，由于电压

更高，因此通过显著提高膜输入电阻获得低温效应（８５％±

１５％，狀＝５）（图２Ｂ）。输入电阻升高，提示低温能阻断高温时

（＞３０℃）活化的热敏ＴＲＰＶ４离子通道。

２．２　ＴＲＰＶ４拮抗剂对海马神经元细胞电流的作用　在３４℃

（４０±７）ｐＡ时比在２２℃（２４０±５５）ｐＡ时，４αＰＤＤ（２０μｍｏｌ）

诱导海马神经元细胞培养物产生的内向电流显著减小（图

３Ａ），在３２℃和２０℃时４αＰＤＤ（２０μＭ）均不能诱导ＣＡ３锥

体神经元切片（狀＝３）产生电流（图３Ｂ）。在ＣＡ３神经元的记

录得到相似的结果，薄荷脑（ＴＲＰＭ８通道选择性拮抗剂）无法

改变静息膜电位，输入电阻和低温去极化效应存在的情况下，

３２℃时电压钳位为－６０ｍＶ（狀＝３）。在试验中，本研究使用

突触后通道阻断剂混合物（ＮＢＱＸ、荷苞牡丹碱、和士的宁）。

使用这些混合物后，３个浓度的ＲＲ（０．１、１．０和１０．０μｍｏｌ）都

不能在电压－６０ｍＶ，３２℃改变ＣＡ３神经元膜电阻或阻断低

温作用（图３Ｃ）。

　　Ａ：快速低温对ＣＡ１／ＣＡ２和ＣＡ３海马神经细胞静息电位的效应

使其去极化受阻；Ｂ：ＣＡ１和ＣＡ２内向电流去极化，ＣＡ３外向电流超级

化。

图１　　４ＡＰ诱导的海马ＣＡ１／ＣＡ２与ＣＡ３Ａ神经元细胞

在快速低温状态下自发电位放电电流图

　　Ａ：河豚毒素可以阻断ＣＡ１／ＣＡ２细胞的低温效果，但对ＣＡ３细胞

无影响，Ｂ：ＣＡ３细胞在低温时膜电阻升高，使超级化电压升高。

图２　　ＴＴＸ诱导的海马ＣＡ１／ＣＡ２与ＣＡ３Ａ神经元细胞在

快速低温状态下自发电位放电电流图

２．３　温度对海马网络同步性的影响　利用双重膜片钳对切片

进行细胞内和细胞外同步海马神经元记录和时域记录（狀＝

１８）。使用４ＡＰ后的显示锥体细胞和同时记录的 ＣＡ１和

ＣＡ３细胞的细胞内（图４Ａ）和细胞外（图４Ｂ）发现记录数据的

同步性等级存在差异（狀＝５）。如图４Ｂ所示，低温能可逆地阻

断这种同步性，而快速低温会抑制ＣＡ３锥体细胞自发放电，位

于ＣＡ３锥体层边缘的中间神经元只表现出活性降低却没有完
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全阻断放电活性。在１０个相似的配对中都出现了这种对于低

温的应答，并且通过ｐＭＥＡ记录数据对其进行比较。如图４Ｂ

所示，基础记录数据显示出在４０％的配对（ＣＡ１锥体神经元和

定位在辐射层中间神经元同时记录数据）中锥体细胞和中间神

经元表现出显著的动作电位放电的同步性。所有病例中，低温

均能对锥体细胞和中间神经元产生明显的差异效应。在锥体

神经元中，低温会在静息后产生动作电位放电的提高，但在中

间神经元中动作电位始终保持不变（图４Ｂｂ）。在复温后一段

时间动作电位保持去同步性（图４Ｂｃ）。最终两种细胞动作电

位完全恢复（图４Ｂｄ）。

　　Ａ：海马神经元膜片电位为－６０ｍＶ，使用２０μｍｏｌ的４αＰＤＤ后引

导出内向电流；Ｂ：对海马切片４αＰＤＤ无法诱导出电流；Ｃ：薄荷脑对

ＣＡ３神经元的静息电位，输入电阻和低温效果无影响。

图３　　ＴＲＰＶ４诱导的海马ＣＡ１／ＣＡ２与ＣＡ３Ａ神经元

细胞快速低温状态自发电位放电电流图

　　Ａ：左右二侧的双膜片钳；Ｂ：同时对细胞外进行刺激发现ＣＡ１和

ＣＡ３细胞同步变化；Ｃ：低温可破坏这种同步性变化。

图４　　快速低温状态下海马ＣＡ１／ＣＡ２与ＣＡ３Ａ神经元

细胞内外同步自发电位放电电流图

　　使用重复去极化脉冲，结果发现中间神经元的基础放电率

显著高于锥体细胞［（３２．０±３．４）Ｈｚ，（６．０±１．０）Ｈｚ，犘＝

０．００３）］；在未使用４ＡＰ时，低温能显著降低锥体细胞的放电

速率（犘＝０．０１３），但不会显著降低中间神经元的放电速率。

使用ｐＭＥＡ同时记录定位在不同海马核外皮层区域（８个切

片，４只小鼠）的电极测得的局部时域电位。这些记录数据提

示使用４ＡＰ过程中发作期间放电同步进行。相反，皮层电极

显示海马区域并不会出现发作样持续放电。而且，单个电极记

录了皮层和海马多单位放电（与４ＡＰ诱导的癫痫样放电不同

步）的长脉冲。低温对于皮层和海马癫痫样和单位放电的作用

不同。低温会阻断海马和发作样皮层活性，但不会影响持续放

电的多单位活性。

３　讨　　论

本研究观察了低温对神经元活性及其细胞核网络机制的

影响，结果发现在ＣＡ１和ＣＡ３锥体细胞内电流钳记录数据显

示低温可诱导去极化或超极化，阻断动作电位放电。而阻断海

马锥体神经元的动作电位可以引起去极化或超极化，在存在

ＴＴＸ的情况下，降温只能引起超极化导致外向电流，增加了由

神经元复温引起的内向电流的可能性。应答超极化和去极化

电流注入能显著提高膜输入电阻，这也进一步证实了这一结

论。由于ＴＲＰＶ４能在原代培养的海马神经元中表达并被较

高温度（＞３０℃）所激活，因此这种阳离子通道能够作为一种

介导低温效应的理想候选物。但其选择性激动剂４αＰＤＤ无

法在低温切片中诱导电流，这就提示ＴＲＰＶ４通道的表达受到

培养温度的限制。试验中辣椒素激动剂或辣椒碱拮抗剂无法

在３２℃时使ＣＡ３神经元产生电流，因此本研究的结果排除了

其ＴＲＰＶ１激活的可能性。同样，ＴＲＰＭ８通道涉及到此过程

的可能性也被排除，因为该通道低温激活的阈值为２５℃。钉

红的结果进一步提供证据推翻了热敏ＴＲＰ通道参与癫痫样放

电的可能性，因为钉红不能改变海马神经元中的低温效应。在

所有检测神经元中常见的低温效应是膜输入电阻升高。而关

于温度改变膜结构的问题还有待阐明。在使用４ＡＰ时双重

膜片钳记录数据的结果显示远距离的ＣＡ１和ＣＡ３锥体神经

元之间有较高的同步性，而锥体神经元和中间神经元间的同步

性较小。在低温时，会破坏ＣＡ１和ＣＡ３锥体神经元的动作电

位放电的同步性和节律性。同时，降温会阻断中间神经元的节

律性放电，但不会影响动作电位放电。在低温过程中这种去同

步效应不会持续，但在所有细胞类型中复温都不会使这种效应

逆转。由于在没有使用４ＡＰ时也会出现去极化电流输入，因

此低温对于锥体神经元和中间神经元间动作电位放电的差异

效应并非４ＡＰ所引起
［３５］。ｐＭＥＡ记录数据还揭示了低温可

逆地阻断４ＡＰ诱导的海马和皮层位点的癫痫样放电，许多放

电速率较高的细胞受到低温的不同影响。与应答低温终止癫

痫样放电的效应不同，本研究推测的快速峰值中间神经元的频

率没有明显降低［５］，与膜片钳记录结果一致，这就说明中间神

经元和锥体神经元存在不同的温度阈值。低温对于锥体细胞

和中间神经元的优势效应的机制可能与这些神经元中内源性

动作电位放电机制的差异、电压门控离子通道变化和这些细胞

的突触传入有关。试验中在自发突触活性下，即使没有使用４

ＡＰ，也会出现低温的差异效应，这表明中间神经元的独特峰值

特性可能是这其中的关键。国外一些新的数据也显示海马中

间神经元能大量表达电压门控钠离子通道 ＮａＶ１．１亚基变异

体，而锥体神经元表达 ＮａＶ１．６亚基
［６７］。对这些不同通道的

温度敏感性都有详细的生物物理学研究［８］。ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ神经

元在大脑不同的网络中通过同步化神经网络起到抗癫痫作用。

因此，这种现象提高低温快速中间神经元同步放电降低的可能
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性，可能是低温通过干扰海马中不同细胞和网络的正常同步性

起到抗癫痫活性的机制之一，而且中间神经元动作电位持续放

电可能通过ＧＡＢＡ的释放起到额外的抗癫痫作用，并且低温

能使阶段性抑制性突触电流的阻断作用延长。高温引起临床

条件下癫痫的效应已经明确。在一定程度上，ＧＡＢＡＡ介导的

抑制性突触电流对温度变化十分敏感［９］，低温通过降低突触电

荷转移在突触起惊厥剂的作用。虽然对于儿童发热性癫痫的

确切的机制尚未阐明［２］，但它与涉及 ＧＡＢＡＡγ２亚基的突变

引起的温度依赖的突触效应改变有关［１０］。本研究观察到的中

间神经元低温的不同效应提示低温的抗癫痫效应很可能是由

ＧＡＢＡ受体所介导的
［１１］。

低温治疗主要通过干扰海马中不同细胞和网络的正常同

步性起到抗癫痫活性，从而阻断体外模型的癫痫样放电。需要

指出的是，尽管目前有大量的体外和体内数据，但低温设备作

为癫痫和其他神经病变的治疗手段进入临床阶段仍受到诸多

技术问题的限制，今后的进一步研究还需要一种安全有效的传

热和散热方式，以探究人体内的低温治疗细胞机制，推动低温

疗法应用于临床试验。
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能否直接抑制 ＨＳＣ的活化，或者生姜醇提物能通过哪些间接

途径抑制 ＨＳＣ的活化？则有待后续进一步的研究。
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