
!实验研究!

小鼠视觉发育前关键期视皮层神经元反应

特性与突触可塑性

史学锋!赵堪兴
6###0# 天津市眼科医院!天津市眼科学与视觉科学重点实验室!天津市眼科研究所!天津
医科大学眼科临床学院

通信作者"赵堪兴#&'()*"QTP"0%#/O)G1$%612,'
345"$#167%#82'(191)::;10#.<=#$%#10#$%1#"1##6

!!$摘要%!背景!人类及哺乳动物的视觉发育主要是在生后关键期内完成的#但此期并非是哺乳动物接

受视觉经验刺激的最早期( 小鼠等哺乳动物视觉发育的关键期前还存在前关键期( 目前#前关键期视皮层神
经元的反应特性及突触可塑性研究仍处于探索阶段(!目的!探讨小鼠前关键期视皮层神经元的反应特性

及突触可塑性特点(!方法!选择生后 $6 ]$7 L 的 W<7cb8%Y小鼠 "F 只#分别采用在体膜片钳全细胞记录及
离体脑片膜片钳全细胞记录法记录小鼠视皮层第&层神经元的电生理反应( 在体记录在小鼠麻醉下进行#在
电流钳模式下给予步阶电流刺激#测量其在体膜反应特性( 给予最优刺激参数的移动光棒刺激#测量其视觉

诱发反应特性( 完成在体实验后行离体实验#分别测量神经元离体膜反应特性及白质[第&层通路刺激条件
下的诱发反应特性( 采用随机数字表法将实验动物随机分成 " 个组#各组雌雄比例分配均匀( 每组测定 $0

个细胞#按照刺激频率的不同分别行低频刺激&bBD'和高频刺激+ * 波脉冲刺激&EcD',模式训练#按照刺激

时序的不同进行突触前[后&GJ-=G,:H'模式和突触后[前& G,:H=GJ-'模式训练#在[7# 'V电压钳制下分别记录
训练前后兴奋性突触后电流&&@DW:'( 采用 GW*'(G $# 软件对原始数据进行预处理#采用 _(H*(+ 0##F(软件
进行统计分析(!结果!在体成功记录的细胞数为 6. 个#离体记录 "F 个( 在体和离体条件下视皮层第&层

神经元稳态平均发放动作电位&Z@'个数分别为 $\#$j#\#6 和 $\#$j#\#<#Z@阈值分别为 &["#\0j6\0''V

和&[6.\%j0\#''V#阈电流水平分别为&$0%\7j$7\"' GZ和&$0.\%j$7\<' GZ#差异均无统计学意义&Z@数"

*d#\<$0#Ld#\%$#*Z@阈值"*d[$\#7"#Ld#\0F%*阈电流"*d[#\77%#Ld#\""#'( 在体最优视觉刺激条件下
平均膜电位峰值幅度为&7\6j"\6''V#鲜见 Z@*离体最强通路刺激条件下平均膜电位峰值反应幅度为&%\"j
0\F''V#未见 Z@#在体与离体记录的平均膜电位峰值幅度差异无统计学意义&*d$\06"#Ld#\00$'( 离体条

件下#bBD 训练前后 &@DW:幅度分别为 &$6F\$j<$\.' GZ和 &7%\$j6"\F' GZ#差异有统计学意义 &*d"\"67#
Ld#\##$'#而 EcD 训练前后 &@DW:幅度差异无统计学意义&*d[#\7<%#Ld#\"%%'#GJ-=G,:H训练前后 &@DW:

幅度分别为&$00\"j%0\0'GZ和&7F\<j"%\7' GZ#G,:H=GJ-训练前后分别为&$6$\.j"F\#' GZ和&7"\6j6#\7' GZ#

差异均有统计学意义&GJ-=G,:H"*d6\<<F#Ld#\##"*G,:H=GJ-"*d"\0F6#Ld#\##$'(!结论!前关键期小鼠视皮
层第&层已完成神经回路的基本构建#但神经元的膜反应性以及突触连接仍未成熟( 在低频或高频突触前后
时序差异性输入条件下#突触功能受到抑制#而在高频输入条件下突触功能得到继续保持( 前关键期小鼠视

觉神经系统的发育具有不同于关键期的特征(!
$关键词%!视皮层8生长和发育* 神经可塑性8生理* 突触传递8生理* 动作电位* 兴奋性突触后电位*

近交系 W<7cb小鼠* 膜片钳技术
基金项目! 国家自然科学基金重点项目 &6#76##..'* 国家自然科学基金面上项目 &F$67$#".'* 天津

市自然科学基金项目 &$$YWfcYW$07##'
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'(''(*:1R,S-O-J#HC-2J)H)2(*G-J),L ):;,HHC-);)H)(*,NJ-2-)O);MO):K(*-PG-J)-;2-15H):T;,S; HC(H+-N,J-HC-,;:-H

,N2J)H)2(*G-J),L ); '(''(*:#:K2C (:',K:-#HC-J-):(; -(J*)-J:H(M-N,JO):K(*L-O-*,G'-;H#HC-GJ-=2J)H)2(*G-J),L1

EC-J-:-(J2C ,NJ-:G,;:-2C(J(2H-J):H)2:,NHC-O):K(*2,JH)2(*;-KJ,;:(;L HC-:I;(GH)2G*(:H)2)HI); HC-GJ-=2J)H)2(*

G-J),L )::H)**); HC--PG*,J(H,JI:H(M-1! A()*+,-.*! EC-:HKLI()'-L H,GJ-*)');(J)*I);O-:H)M(H-HC-J-:G,;:-

GJ,G-JH)-:,N;-KJ,;:(;L :I;(GH)2G*(:H)2)HI); ',K:-O):K(*2,JH-PLKJ);MHC-GJ-=2J)H)2(*G-J),L1!M*,2"&'!B,JHI=

-)MCHG,:H;(H(*L(I$6[$7 W<7cb8%Y')2-S-J-K:-L N,J%, >%>"SC,*-=2-**J-2,JL);M:(;L %, >%*)"+J(); :*)2-SC,*-=

2-**J-2,JL);M:1B, >%>"SC,*-=2-**J-2,JL);M:S-J-L,;-); (;-:HC-H)Q-L ')2-1_,O);M+(J:); L)NN-J-;HL)J-2H),;:S-J-

GJ,LK2-L (;L 2,;HJ,**-L +I(_(H*(+ GJ,MJ('1W-**J-2,JL);M:S-J-,+H();-L (HHC-L-GHC ,N*(I-J& ,NO):K(*2,JH-P1

DH-G 2KJJ-;H:H)'K*)K;L-J2KJJ-;H2*('G S-J-M)O-; H,'-(:KJ-HC-'-'+J(;-J-:G,;:-GJ,G-JH)-:,N;-KJ,;:14GH)'(*

O):K(*:H)'K*)S-J-M)O-; H,'-(:KJ-HC-%, >%>"*(JM-:HJ-:G,;:-:,N'-'+J(;-G,H-;H)(*:1B, >%*)"-PG-J)'-;H:S-J-

G-JN,J'-L (NH-J%, >%>"-PG-J)'-;H:1Z**2-**:S-J-M)O-; 2KJJ-;H:H-G :H)'K*)H,'-(:KJ-HC-'-'+J(;-J-:G,;:-

GJ,G-JH)-:,N;-KJ,;:13)NN-J-;H);H-;:)H)-:,NSC)H-='(HH-J=H,=*(I-J=&G(HCS(I:H)'K*(H),; S-J-M)O-; H,'-(:KJ-HC-

-O,T-L J-:G,;:-GJ,G-JH)-:1Z**2-**:NJ,'"F ')2-S-J-J(;L,')Q-L );H," MJ,KG:(22,JL);MH,L)NN-J-;H:H)'K*K:

HJ(););M',L-:#);2*KL);M*,SNJ-UK-;2I:H)'K*(H),; &bBD'#C)MC NJ-UK-;2IHC-H(=+KJ:H:H)'K*(H),; &EcD'#GJ-=G,:H

:I;(GH)2H)');M:H)'K*(H),; &GJ-=G,:HED' (;L G,:H=GJ-:I;(GH)2H)');M:H)'K*(H),; & G,:H=GJ-ED'1g;L-JHC-O,*H(M-

2*('G ,N[7# 'V#-P2)H(H,JIG,:H:I;(GH)22KJJ-;H:&&@DW:' +-N,J-(;L (NH-JHJ(););MS-J-J-2,JL-L H,'-(:KJ-HC-

G*(:H)22C(;M-:,N-P2)H(H,JI:I;(GH)22,;;-2H),;:1GW*('G $# S(:K:-L N,JHC-GJ-=(;(*I:):,NL(H((;L _(H*(+ 0##F(

S(:K:-L N,J:H(H):H)2(*(;(*I:):1EC-K:-(;L 2(J-,NHC-(;)'(*:N,**,S-L HC-DH(H-'-;HN,JHC-g:-,NZ;)'(*:);

4GCHC(*')2(;L V):),; >-:-(J2C1!>*'43,'!EC)JHI=;);-2-**:(;L "F 2-**:S-J-:K22-::NK**IJ-2,JL-L ); HC-%, >%>"

(;L %, >%*)"-PG-J)'-;H:#J-:G-2H)O-*I1EC-:H-(LI=:H(H-(O-J(M-;K'+-J,N(2H),; G,H-;H)(*:&Z@:' S-J-& $\#$ j

#\#6' 8:S--G (;L &$\#$j#\#<' 8:S--G#HC-Z@HCJ-:C,*L:S-J-&["#\0j6\0''V(;L &[6.\%j0\#''V#(;L HC-

HCJ-:C,*L :H-G 2KJJ-;H*-O-*:S-J-&$0%\7j$7\"' GZ(;L &$0.\%j$7\<' GZ); HC-%, >%>"(;L %, >%*)"J-2,JL);M:#

J-:G-2H)O-*I#S)HC ;,:)M;)N)2(;HL)NN-J-;2-:+-HS--; HC-' &Z@:"*d#\<$0#Ld#\%$#*Z@HCJ-:C,*L:"*d[$\#7"#Ld

#\0F%*2KJJ-;H*-O-*:" *d[#\77%#Ld#\""# '1g;L-JHC-,GH)'(*O):K(*,JG(HCS(I:H)'K*(H),;#HC-(O-J(M-G-(T

J-:G,;:-,N'-'+J(;-G,H-;H)(*:S(:&7\6j"\6''V(;L &%\"j0\F''VS)HC J(J-*I-O,T-L Z@:); HC-%, >%>"(;L %,

>%*)"-PG-J)'-;H:#J-:G-2H)O-*I#S)HC ;,:)M;)N)2(;HL)NN-J-;2-+-HS--; HC-' &*d$\06"#Ld#\00$'1g;L-JHC-%, >%*)"

J-2,JL);M#HC-&@DW:+-N,J-bBD S-J-+&$6F\$j<$\.'GZ,#SC)2C S(::)M;)N)2(;H*IC)MC-JHC(; HC(H(NH-JbBD +&7%\$j

6"\F'GZ, &*d"\"67#Ld#\##$'#+KH;,:)M;)N)2(;HL)NN-J-;2-:S-J-:--; ); &@DW:+-N,J-(;L (NH-JEcD &*d[#\7<%#

Ld#\"%%'1EC-&@DW:+-N,J-(;L (NH-JGJ-=G,:HED S-J-&$00\"j%0\0'GZ(;L &7F\<j"%\7'GZ#(;L HC,:-+-N,J-

(;L (NH-JG,:H=GJ-ED S-J-&$6$\.j"F\#' GZ(;L &7"\6j6#\7' GZ#:C,S);M:)M;)N)2(;HL)NN-J-;2-:+-HS--; HC-'

& GJ-=G,:HED"*d6\<<F#Ld#\##"* G,:H=GJ-ED"*d"\0F6#Ld#\##$ '1! N"0+34'-"0'! EC-2,;:HJK2H),; ,N

NK;L('-;H(*;-KJ(*2)J2K)H:); *(I-J& ,N',K:-O):K(*2,JH-P):2,'G*-H-L LKJ);MGJ-=2J)H)2(*G-J),L1R,S-O-J#HC-

'-'+J(;-J-:G,;:)O-2(G(+)*)HI,N;-KJ,;:(;L HC-:I;(GH)22,;;-2H),;:(J-); (; )''(HKJ-:H(H-#(;L HC--O,T-L

J-:G,;:-:H,O):K(*G(HCS(I);GKH:(J-+(:)2(**I:K+HCJ-:C,*L1EC-:HJ-;MHC ,N:I;(GH)22,;;-2H),;:):L-GJ-::-L S)HC

*,SNJ-UK-;2I:H)'K*(H),; ,JGJ-=G,:H8G,:H=GJ-:I;(GH)2H)');M:H)'K*(H),;#(;L T-GHK;2C(;M-L S)HC C)MC NJ-UK-;2I

:H)'K*(H),;1EC-L-O-*,G'-;H,NO):K(*;-KJ(*:I:H-',N@D@); ',K:-GJ-:-;H:L)NN-J-;H2C(J(2H-J):H)2:NJ,'W@1!

"7*8 #"%&'#6V):K(*2,JH-P8MJ,SHC l L-O-*,G'-;H* A-KJ,;(*G*(:H)2)HI8GCI:),*,MI* DI;(GH)2HJ(;:')::),;8

GCI:),*,MI* Z2H),; G,H-;H)(*:* &P2)H(H,JIG,:H:I;(GH)2G,H-;H)(*:* _)2-# );+J-L W<7cb* @(H2C=2*('G H-2C;)UK-:

940&:%";%$/" X-I@J,9-2H,NA(H),;(*A(HKJ(*D2)-;2-B,K;L(H),; ,NWC);(&6#76##..'* ?-;-J(*@J,9-2H,N

A(H),;(*A(HKJ(*D2)-;2-B,K;L(H),; ,NWC);(&F$67$#".'* ?-;-J(*@J,9-2H,NE)(;9); _K;)2)G(*A(HKJ(*D2)-;2-

B,K;L(H),; &$$YWfcYW$07##'

!!人类及哺乳动物的视觉发育主要是在出生后一定
时期即视觉发育关键期内完成的( 目前的研究表明#

该时期是出生后早期视觉神经系统的发育受到视觉经

验影响最敏感的时期
+$[", ( 然而#视觉发育关键期的

开始不代表视觉发育的开始#而且经典的关键期的定
义源于 a)-:-*等 +<,

在单眼形觉剥夺动物模型上进行

的关于视皮层神经元眼优势实验#仅能代表眼优势可
塑性的关键期#并非视觉相关神经系统所有生理功能
发育的关键期

+%[7, ( 关于视觉发育究竟从何开始和如
何开始#先天性或后天性因素以及遗传因素或环境因
素对最早期阶段视觉神经系统发育产生何种影响及如

何预防#其他与临床密切相关的基础问题等目前尚未

!..0!中华实验眼科杂志 0#$% 年 " 月第 6" 卷第 " 期!WC); Y&PG 4GCHC(*',*#ZGJ)*0#$%#V,*16"#A,1"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



阐明( 目前已证实#小鼠等哺乳动物视觉发育关键期
之前还存在一个视觉发育早期阶段#即前关键期 +6, #
但前关键期视皮层细胞的反应特性及其突触可塑性尚

未详尽描述( 就视觉通路的发育而言#视皮层第&层
神经元与外侧膝状体联系的建立及重构是整个视皮层

功能发育的基础( 本研究中分别采用在体和离体脑片
膜片钳全细胞记录法研究小鼠视觉发育前关键期视皮

层第&层神经元的反应特性和突触可塑性#探讨出生
后最早期视觉神经系统的发育过程(

<6材料与方法

<1<6材料
<1<1<6实验动物及分组6由同笼饲养的 $ 只雄鼠与
0 只母鼠&D@B级'先后交配繁殖的健康 W<7cb8%Y小
鼠 "F 只&北京通利华实验动物技术有限公司'( 饲养
环境符合医学实验动物环境设施要求( 母鼠孕期及围
产期加强巡视与护理#准确记录幼鼠的出生日期和时
间#于出生后 $6 ]$7 L&睁眼后 $ ]< L'开始实验#小鼠
体质量 < ]. M( 应用随机数字表法将动物随机分成 "
个组#每组 $0 只#各组雌雄比例分配均匀( 本研究经
天津市眼科医院医学伦理委员会批准#遵守视觉与眼
科研究协会&EC-Z::,2)(H),; N,J>-:-(J2C ); V):),; (;L
4GCHC(*',*,MI'关于眼科与视觉研究动物使用的声明
& DH(H-'-;HN,JHC-g:-,NZ;)'(*:); 4GCHC(*')2(;L
V):),; >-:-(J2C'(
<1<1@ 6 主 要 仪 器 6 7##c膜 片 钳 放 大 器 &美 国
_,*-2K*(J3-O)2-:公司 '*_(:H-J=F=V@程控电刺激器
&以色列 Z_@5公司 '*VE$###D 振动切片机 &德国
b-)2(公司'*@=.7 电极拉制器&美国 DKHH-J公司'*BA=
D0A高级脑片红外荧光显微镜 &日本 A)T,; 公司 '*
V)D(?-视觉刺激发生器 &英国 W('+J)LM->-:-(J2C
DI:H-':公司'(
<1@6方法
<1@1<6 试剂配制 6 & $ ' 人工脑脊液的配制" 含
$0%\# '',*8b A(W*) 0\< '',*8b XW*) 0\# '',*8b
W(W*0)0\# '',*8b_MD4"!7R04)$\0< '',*8bA(R0@4"!
0R04)$\0< '',*8bA(0R@4"!$0R04)$#\# '',*8b葡
萄糖)0%\# '',*8bA(RW46#调节 GR值至 7\"#渗透压为
6## '4:',*8b( &0'电极内液的配制"含 $6#\# '',*8b葡
萄糖酸钾) 0#\# '',*8bXW*) $#\# '',*8b依他酸)
$#\# '',*8b"=羟乙基哌嗪乙磺酸+"=&0=CILJ,PI-HCI*'
G)G-J(Q);-=$=-HC(;-:K*N,;)2(2)L#R&@&D ,) 0\# '',*8b
ZE@)#\0< '',*8b?E@和 $## "',*8bZ*-P(B*K,J"FF#
调节 GR值至 7\0< ]7\6##渗透压为 0.< '4:',*8b(

<1@1@6在体膜片钳全细胞记录法记录视皮层第"层
神经元反应6&$'动物准备!动物称体质量后#腹腔
内注射乌拉坦 $\# M8TM#肌内注射氯丙硫蒽 $# 'M8TM#
皮下注射阿托品 #\6 'M8TM和地塞米松 0 'M8TM( 随
即将动物放置到已经预热的恒温电热毯上#维持动物
体温&67\0j0\#'m( 将动物固定于立体定位仪上#打
开供氧装置持续供氧( 剪去小鼠头皮表面毛发#碘伏
消毒后用利多卡因凝胶行表面麻醉#剪开头皮#暴露颅
骨#于 +点前 #\< ]$\# '')中线外侧约 0\< ''处用
颅钻磨开一直径 #\< ]$\# ''的颅孔( &0'视皮层第
&层神经元反应的全细胞记录方法参考文献+F[.,(
本研究中所用膜片钳记录电极尖端直径为 0\# ]0\< "'#
电阻为 < ]F _'( 实验中首先将电极快速下行至接近
视皮层第&层位置#随后在视皮层第&层深度范围内
在电压钳模式下采用盲法寻找细胞( 如若获取全细胞
记录失败#则立刻退出电极#更换电极#再次尝试( 全
细胞记录过程中静息膜电位保持在[<< 'V以下#串联
电阻k6# _'#完成所有测试程序的细胞视为有效细
胞( 每只动物尝试记录次数不超过 F 次#尝试记录位
置间距约为 $## "'( &6'步阶电流刺激和视觉刺激!
在电流钳模式下给予步阶电流刺激#测量其在体膜反
应特性#测量参数包括达到稳态时每次步阶电流刺激
诱发的动作电位&(2H),; G,H-;H)(*#Z@'平均发放个数#
诱发 Z@的阈电流水平以及 Z@阈值( 视觉刺激通过
放置于动物眼前 0< 2'处的显示屏)视觉刺激发生器
以及自编的程序来实现#刺激图形为一个移动的
$##i对比度的光棒&图 $Z'( 参照文献+$#[$0,的方
法首先通过测试获得光棒的最优刺激参数#随后在最
优方向)最优宽度和最优运动速度的光棒刺激下记录
细胞的膜电位反应#测量其视觉诱发反应特性(
<1@1D6离体脑组织切片膜片钳全细胞记录法记录视
皮层第"层神经元反应6离体脑组织切片膜片钳记录
方法参考文献+$6[$",( 本研究中#切取后部 08< 包
含视皮层的脑组织#行厚度 "## "'的冠状切片( 膜片
钳记录电极位于初级视皮层第&层#双极刺激电极位
于与之对应的白质&图 $c'( 在红外微分干涉相差显
微镜及电耦合式摄像机辅助下#优先寻找有荧光标记
的神经元进行记录&图 $W#3'( 如不成功则在同一脑
片上再选取其他细胞进行尝试( 实验过程中细胞静息
膜电位保持在[<< 'V以下#串联电阻k0# _'#刺激训
练实验过程中膜输入阻抗变化k$<i#完成所有实验
程序的细胞视为有效细胞( 膜反应特性的测试方法同
$1010 在体膜片钳记录方法( 给予不同强度的白质=
&层通路刺激#测量离体条件下通路刺激诱发反应特

!##6! 中华实验眼科杂志 0#$% 年 " 月第 6" 卷第 " 期!WC); Y&PG 4GCHC(*',*#ZGJ)*0#$%#V,*16"#A,1"
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性( 按照动物组别的不同给予不同模式的通路刺激训
练( 低频刺激 &*,SNJ-UK-;2I:H)'K*(H),;#bBD'模式为
$ RQ通路刺激#高频刺激模式为 * 波脉冲刺激 &HC-H(
+KJ:H:H)'K*(H),;#EcD' +$", #突触前[后模式时序刺激
&GJ-=G,:HH)');M:H)'K*(H),;#GJ-=G,:HED'为先通路刺激
后细胞膜注入电流刺激的配对刺激#间隔时间为
$# ':#刺激频率为 $ RQ*突触后[前模式时序刺激
&G,:H=GJ-H)');M:H)'K*(H),;#G,:H=GJ-ED'为先细胞膜注
入电流刺激后通路刺激的配对刺激#间隔时间为
$# ':#刺激频率为 $ RQ( 双极刺激电极均输出可诱发
最大突触后反应的最低刺激强度( 在[7# 'V电压钳
制下#分别记录训练前及训练后 6# '); 兴奋性突触后
电流 &-P2)H(H,JIG,:H:I;(GH)22KJJ-;H:#&@DW:'#测量其
兴奋性突触联系功能的变化( 每张脑组织切片只尝试
行一个细胞的刺激训练实验(

A B

C D20μm 20μm

图 <6视皮层神经元反应的在体及离体膜片钳记录示意图!Zm视皮
层神经元反应的在体膜片钳记录示意图!cm视皮层神经元反应的
离体脑组织切片膜片钳记录示意图!Wm红外微分干涉相差显微镜
及电耦合式摄像机辅助下行可视化膜片钳记录!虚线示记录电极
&标尺d0# "''!3m优先寻找经在体记录荧光标记的细胞!虚线示
记录电极&标尺d0# "''

<1D6统计学方法
采用 GW*'(G $# 软件 &美国 _,*-2K*(J3-O)2-:公

司'对原始数据进行预处理#采用 _(H*(+ 0##F(统计学
软件 &美国 _(HCa,JT:公司 ' 进行统计分析#采用
ZL,+-5**K:HJ(H,JWD% 软件 &美国 ZL,+-公司'进行绘
图( 本研究中测量指标的数据资料经 X,*',M,J,O=
D')J;,O检验呈正态分布#以 Uj5表示( 小鼠在体实验
和离体实验之间测量的相关参数的差异比较采用独立

样本 *检验*不同刺激训练模式刺激训练前后 &@DW:
幅度的差异比较采用配对 *检验*将刺激训练前后

&@DW:幅度的总变化比率 &训练后 &@DW:幅度8训练
前 &@DW:幅度'设定为 $ 作为参照&即设定无突触功
能改变'#不同刺激训练模式刺激训练前后 &@DW:幅
度实际变化比率与总变化比率为 $ 的差异比较采用配
对 *检验( Lk#\#< 为差异有统计学意义(

@6结果

@1<6小鼠视觉发育 @W@期视皮层神经元在体与离体
膜反应特性

在体和离体条件下分别成功记录了 6. 个和 "F 个
细胞的反应( 第&层神经元接受步阶电流刺激均未见
簇发式 Z@的发放#所有细胞稳态 Z@平均发放个数为
$ 个&图 0'( 在体和离体条件下测得对注入电流的膜
反应相关参数 &稳态平均 Z@数)Z@阈值)阈电流水
平'比较差异均无统计学意义 &*d#\<$0#Ld#\%$#*
*d[$\#7"#Ld#\0F%**d[#\77%#Ld#\""# ' &表 $ '(
离体记录的 "F 个细胞中 $< 个为获得在体记录与荧光
标记的细胞#获得和未获得在体记录的细胞稳态 Z@
平均发放个数分别为 $\#0j#\#" 和 $\##j#\#<#Z@阈
值分别为&[6.\.j$\.''V和&[6.\<j0\$''V#阈电
流水平分别为&$6#\7j$"\.' GZ和&$0.\$j$F\F' GZ#
二者比较差异均无统计学意义&*d$\0#F#Ld#\066*
*d[#\<"6#Ld#\<.#**d#\0F%#Ld#\77%'(

B

D

40
20
0

-20
-40
-60

膜
电

位
(m

V)

0 50 100
t/ms

180pA

在体 在体

离体 离体

0pA
40
20
0

-20
-40
-60

膜
电

位
(m

V)

0 50 100

0pA

t/ms
180pA

C

A
0 50 100 150 200

平
均

AP
数

/扫
描

1.0

0.5

0

0 50 100 150 200

1.0

0.5

0

注入电流(pA)

注入电流(pA)

平
均

AP
数

/扫
描

图 @6在体和离体条件下视皮层第"层神经元对注入步阶电流的反
应!Z)Wm在体&Z'和离体&W'条件下记录到的视皮层第&层神经元
对不同强度的步阶电流刺激的膜电位反应!红线示诱发的 Z@#箭头
示阈值电流水平!c)3m在体&c'和离体&3'条件下分别记录到的所
有细胞在步阶电流刺激下的 Z@平均发放个数!Z@m动作电位

@1@6小鼠视觉发育前关键期视皮层神经元对视觉刺
激及离体通路刺激的反应特性
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前关键期小鼠视皮层第&层神经元对各个方向
的移动光棒刺激显示出明显的调制特性&图 6Z#c' #
最优视觉刺激条件下#平均膜电位峰值幅度为&7\6j
"\6''V( 多数细胞只记录到阈下反应#仅在 " 只小
鼠的 " 个细胞中偶见诱发的 Z@&图 6W' #其中出生后
第 $7 天的小鼠 6 只#出生后第 $% 天的小鼠 $ 只( 离
体条件下#最强通路刺激诱发的平均膜电位峰值幅
度为&%\"j0\F''V#均为阈下反应#未见 Z@的诱发
&图 "' ( 在体与离体最大膜电位诱发反应幅度比较
差异无统计学意义&*d$\06"#Ld#\00$' &表 $' ( 离
体记录的 "F 个细胞中获得和未获得在体记录的细
胞最大膜电位反应幅度分别为 & %\6 j0\7 ' 'V和
&%\" j0\. ' 'V# 二 者 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义
&*d[#\#77#Ld#\.6.' (
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图 D6视皮层第"层神经元视觉诱发反应!Zs一个视皮层第&层神
经元对不同方向的移动光棒刺激的膜电位反应#可见其反应具有方
位调制特性#此细胞对水平方向运动的垂直光棒最为敏感#但所有
方向上的反应均为阈下反应#未见 Z@发放!csZ中所示细胞的膜
电位反应峰值的方向调制曲线图!Ws另一个细胞在最优方位刺激
条件下的多次测试结果#分别以不同颜色波形曲线表示#内插小图
为将虚线框内原始记录放大后的各次记录曲线#可见仅记录到 $ 次
Z@发放&蓝线' #其余均为阈下反应
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图 F6离体条件下视
皮层第"层神经元对
通路刺激的反应!曲
线示一个视皮层第&
层神经元对不同强度

的通路刺激的膜电位

峰值反应#内插小图
为该曲线的原始记录

&@D@s兴奋性突触后
电位)(1K1s任意单位

表 <6小鼠视觉发育前关键期视皮层第"层神经元
在体和离体反应特性参数&!U"'

记录方式 样本量
稳态

平均 Z@数&个'
Z@

阈值&'V'
阈电流

水平& GZ'
最大膜电位

反应幅度&'V'

在体 6. $\#$j#\#6 ["#\0j6\0 $0%\7j$7\" 7\6j"\6

离体 "F $\#$j#\#< [6.\%j0\# $0.\%j$7\< %\"j0\F

* #\<$0 [$\#7" [#\77% $\06"

L #\%$# #\0F% #\""# #\00$

!注sZ@s动作电位&独立样本 *检验'

@1D6小鼠视觉发育前关键期不同刺激频率及刺激时
序模式训练前后 &@DW:幅度变化

bBD 训练后小鼠视皮层第&层神经元 &@DW:幅
度明 显 低 于 刺 激 训 练 前# 差 异 有 统 计 学 意 义
&*d"\"67#Ld#\##$' #而 EcD 训练后小鼠视皮层第
&层神经元 &@DW:幅度稍高于刺激训练前#但差异
无统计学意义&*d[#\7<%#Ld#\"%%' ( 训练后与训
练前 &@DW:幅度比率为 #\<F< j#\0<7#显著低于
$\####差异有统计学意义 &*d[<\<F.#Ld#\### ' (
EcD 训练后与训练前 &@DW:幅度比率为 $\#06 j
#\$""#接近 $\####差异无统计学意义 &*d#\<6F#
Ld#\%#$' (与刺激训练前相比# GJ-=G,:HED 及 G,:H=
GJ-ED 训练后 &@DW:幅度均明显降低#差异均有统
计 学 意 义 &*d6\<<F# Ld#\##") *d"\0F6# Ld
#\##$' ( GJ-=G,:HED 训练后与训练前 &@DW:幅度比
率为 #\%FFj#\6"$#显著低于 $\####差异有统计学
意义&*d[6\$7<#Ld#\##.' (@,:H=GJ-ED 训练后与训
练前 &@DW:幅度比率为 #\%#6 j#\0F<#显著低于
$\####差异有统计学意义 &*d["\F$7#Ld#\###'
&图 <#表 0' (

A B C D

E F G H

50
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25ms 25ms

1s1s
LFS=1Hz TBS=100Hz

200ms200ms

Δt=10ms Δt=10ms

50
PA

图 G6视皮层第"层神经元对不同模式刺激训练的突触可塑性!

Z]3s记录到的视皮层第&层神经元在 bBD&Z' AEcD&c' AGJ-=G,:H

ED&W'和 G,:H=GJ-ED&3'刺激训练前&红线'后&黑线'的 &@DW:反应

&]RsbBD&&' AEcD&B' AGJ-=G,:HED&?'和 G,:H=GJ-ED&R'刺激模式

图!bBDs低频刺激)EcDs* 波脉冲刺激)GJ-=G,:HEDs突触前[后模式

时序刺激)G,:H=GJ-EDs突触后[前模式时序刺激
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表 @6不同模式的刺激训练前后视皮层第"层神经元
=EHN'的变化&!U"'

时间 样本量
不同模式刺激 &@DW:值

bBD EcD GJ-=G,:HED G,:H=GJ-ED

刺激前 $0 $6F\$j<$\. $07\%j6.\7 $00\"j%0\0 $6$\.j"F\#

刺激后 $0 7%\$j6"\F $60\#j"7\. 7F\<j"%\7 7"\6j6#\7
* "\"67 [#\7<% 6\<<F "\0F6
L #\##$ #\"%% #\##" #\##$

!注"&@DW:"兴奋性突触后电流*bBD"低频刺激*EcD"* 波高频脉冲刺

激*GJ-=G,:HED"突触前[后模式时序刺激*G,:H=GJ-ED"突触后[前模式时

序刺激&配对 *检验'

D6讨论

视觉发育关键期是指生后早期视觉神经系统的发

育受到视觉经验影响最敏感的时期
+0#", #在此时期内

若接受异常的视觉经验将引起弱视)斜视等视觉发育
相关性眼病

+$<[$7, ( 图形视觉诱发电位是临床和实验
研究中常用的视功能客观评估的主要指标

+$F[$., #就图
形视觉经验而言#无论是人类还是小鼠均从睁眼就开
始接受( 小鼠出生后 $6 ]$" L 开始睁眼#即在其关键
期开始前约 $ 周#视觉系统就已经开始接受图形视觉
经验( 无论视觉神经系统在睁眼后何时开始启动关键
期可塑性#关键期的开始都不能代表视觉发育的开始(

图形视觉经验的存在与关键期的开始也不一致#这就
意味着或许在关键期开始之前#视觉经验已对视觉神
经系统的发育产生影响( 美国眼科学会眼科临床指南
&@J-N-JJ-L @J(2H)2-@(HH-J;#@@@'提出#早产儿)低出生
体重儿或者一级亲属中有弱视的儿童弱视患病率至少

比正常情况下高 " 倍#发育迟缓的婴儿中弱视患病率
升高 % 倍多#环境因素#包括母亲孕期吸烟)吸毒或饮
酒都与弱视或斜视患病率的增加相关联

+$7, ( 这提示
W@期前各种因素对人视觉发育具有举足轻重的影响#
并可能增加 W@期发生弱视)斜视)眼球震颤等发育性
疾病的易感性(

视觉发育前关键期的定义为从外侧膝状体轴突进

入视皮层第&层开始到 W@期开始前的一段时期( 小
鼠的 @W@期为出生后 0$ L 之前#包括睁眼前和睁眼后
0 个时期 +6, ( 研究认为#视皮层眼优势柱 & ,2K*(J
L,');(;2-2,*K';:#43W:')方位选择性等结构和功能
特性是在前关键期开始形成的#但这些特性是否同时
受到前关键期视网膜波和视觉经验的影响尚存在争

议
+6#0#[00, ( 显然#在前关键期视皮层神经回路即已发

生依赖和8或不依赖于视觉经验的构建#从而使视觉系
统具备基本的组织框架和功能反应特性( 但前关键
期#尤其是睁眼后阶段视皮层细胞的反应特性及其突

触可塑性的情况尚未见详尽描述(
本研究结果发现#在体和离体条件下小鼠视觉发

育前关键期视皮层第&层神经元 Z@阈值虽然接近于
一般神经元 Z@阈值水平#但均高于 &HC-J);MH,; 等 +06,

报道的关键期视皮层细胞 Z@阈值*本研究中还发现#
达到一定注入电流水平后#Z@平均发放个数达到稳
态#但无论在体还是离体状态均接近于 $#未见簇发放
电#说明前关键期视皮层第&层神经元膜自身的特性
决定了其难于诱发 Z@发放#特别是高频 Z@发放( 神
经元之间突触联系的建立及其联系的强弱是实现相关

功能的基础#视皮层与外侧膝状体之间神经通路的发
育对于视皮层发育尤为重要( 在细胞对通路刺激的反
应方面#本研究分别记录了小鼠在体条件下对视觉刺
激的反应以及离体条件下对白质[第&层通路刺激的
反应#发现在视觉发育前关键期小鼠视皮层第&层神
经元已有明显的方位选择性#这与以往研究者在其他
动物前关键期的研究结果类似

+0#[0$, ( 本研究还发现#
在最优视觉刺激条件下#平均膜电位峰值在绝大多数
情况下是阈下的#鲜见 Z@#在离体条件下给予最强刺
激也是同样的结果#此外在体最大膜电位诱发反应幅
度虽稍高于离体者#但差异无统计学意义( 这些结果
说明#虽然小鼠视觉发育前关键期视皮层第&层神经
元已经具备了 Z@发放的能力#但其与外侧膝状体的
突触联系尚未完全建立#即便是给予最强刺激#诱发突
触后阈上反应的概率也较低(

有效的突触传递是依赖于 Z@而发生的#同时足
够的膜电位反应也是激活一系列信号通路#从而诱发
突触可塑性的基础( 对于频率依赖的突触可塑性而
言#bBD 与 EcD 实际上是通过诱发突触后膜电位达到
不同的电压水平来分别实现突触可塑性的长时程抑制

&*,;M=H-J'L-GJ-::),;#bE3'或长时程增强的#对于脉
冲时序依赖的突触可塑性而言#典型的突触可塑性调
制依赖于突触后 Z@的发放 +0"[0<, ( 本研究中发现#对
于小鼠视觉发育 @W@期视皮层第&层神经元而言#Z@
发放能力和突触后反应水平均处于较低水平#bBD 训
练诱发突触联系的 bE3#EcD 训练则未诱发突触功能
变化#而 GJ-=G,:HED 或 G,:H=GJ-ED 模式的时序刺激训
练均可诱发突触联系的 bE3( 此结果表明#由于 @W@
期视皮层神经元的低电压反应特性#在低频或突触前
后时序差异性输入条件下#突触功能的变化表现为抑
制或消除#而在高频输入条件下突触功能则得到继续
保持#推测前关键期视皮层可塑性的这些特点对于消
除不适当的突触联系#维持正确的突触联系具有重要
作用#这可能有助于关键期开始前正确的 43W:的形

!6#6!中华实验眼科杂志 0#$% 年 " 月第 6" 卷第 " 期!WC); Y&PG 4GCHC(*',*#ZGJ)*0#$%#V,*16"#A,1"
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成
+6, (
综上所述#本研究结果表明前关键期小鼠视皮层

第&层神经元已经完成视觉通路联系的基本构建#但
神经元本身的膜反应能力以及突触联系尚未发育成

熟#对视觉通路信息输入主要产生阈下反应( 由于该
时期神经元的低电压反应特性#其可塑性主要表现为
对突触联系的抑制或保持 0 种方式( 关于前关键期异
常视觉经验及其他干扰因素对视皮层神经回路形成及

功能发育的影响有待今后进一步研究(
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