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AMPA受体参与的出生后大鼠海马发育早期的电生理学特点
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摘  要：本研究旨在探讨α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙酸(AMPA)受体参与的出生后大鼠海马发育早期的电生理学特点。

选择出生后0.5月龄、1月龄、2月龄和3月龄Wistar大鼠共计48只(每组各12只)。应用全细胞膜片钳技术及MED64平面微电极

阵列技术检测海马CA1区锥体神经元的被动膜特性及AMPA受体参与的自发兴奋性突触后电流(spontaneous exctitatory post-
synaptic current, sEPSC)和场兴奋性突触后电位(field excitatory postsynaptic potential, fEPSP)。结果显示，海马CA1区锥体神经

元在出生后0.5~3月龄期间，在被动膜特性方面表现为：膜电容与静息膜电位无显著性变化；膜输入电阻与时间常数均显著

下降。在主动膜特性方面，呈现出阶段性变化：0.5~1月龄期间，sEPSC的反应表现为：振幅显著升高，频率明显增大，上

升时间及下降时间显著增加；1~3月龄期间，sEPSC的反应特性与0.5~1月龄期间相反。此外，0.5~3月龄期间，海马CA1区诱

发出的fEPSP范围明显扩大，而幅值显著减小；各月龄海马CA1区诱发出的fEPSP幅值均可被AMPA受体竞争性拮抗剂6-氰
基-7-硝基喹喔啉-2,3-二酮(CNQX)明显降低。以上结果提示，在出生后大鼠海马发育早期过程中，AMPA受体作为调节突触

传递和突触联系的主要兴奋性受体，可以促进海马的发育及功能成熟。

关键词：AMPA受体；出生后发育早期；全细胞膜片钳技术；MED64平面微电极阵列记录技术
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Abstract: The present study was aimed to investigate the electrophysiological characteristics of hippocampal postnatal early develop-
ment mediated by α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors in rats. Forty-eight Wistar rats were 
divided into postnatal 0.5-, 1-, 2- and 3-month groups (n = 12). Spontaneous excitatory postsynaptic currents (sEPSCs) and field excit-
atory postsynaptic potentials (fEPSPs) mediated by AMPA receptors were recorded to evaluate the changes in the intrinsic membrane 
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properties of hippocampal CA1 pyramidal neurons by using patch-clamp and MED64 planar microelectrode array technique respec-
tively. The results showed that, during the period of postnatal 0.5–3 months, some of the intrinsic membrane properties of hippocampal 
CA1 pyramidal neurons, such as the membrane capacitance (Cm) and the resting membrane potential (RMP), showed no significant 
changes, while the membrane input resistance (Rin) and the time constant (τ) of the cells were decreased significantly. The amplitude, 
frequency and kinetics (both rise and decay times) of sEPSCs were significantly increased during the period of postnatal 0.5–1 month, 
but they were all decreased during the period of postnatal 1–3 months. In addition, the range of evoked fEPSPs in hippocamal CA1 
region was significantly expanded, but the fEPSP amplitudes were decreased significantly during the period of postnatal 0.5–3 months. 
Furthermore, the evoked fEPSPs could be significantly inhibited by extracellular application of the AMPA receptor antagonist 6-cyano- 
7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX). These results suggest that AMPA receptor may act as a major type of excitatory receptor to 
regulate synaptic transmission and connections during the early stage of hippocampal postnatal development, which promotes the 
development and functional maturation of hippocampus in rats.

Key words: AMPA receptor; early postnatal development; patch clamp technique; planar microelectrode array recording technique

中枢神经系统损伤后修复被认为是二十一世纪

神经科学中发展最为活跃的研究领域之一。创伤性

脑损伤 (traumatic brain injury, TBI) 已造成全球众多

患者残疾甚至死亡，但目前对其的治疗主要集中在

减少继发损伤的程度，而不是对原发损伤的修复 [1]。

本研究组前期应用神经营养因子 3 与天然可降解的

高分子材料壳聚糖耦合形成的组织工程学支架已取

得了突破性进展，显示神经营养因子 3- 壳聚糖载

体可有效改善 TBI 后的认知缺陷 [2]，但其潜在机制

仍不明确。

在出生后，中枢神经系统的发育过程是发育神

经生物学的重要研究内容。依照功能学标准，可将

大鼠的出生后发育过程分为发育早期 (3 月龄以前 )、
成年期 (3~12 月龄 ) 以及发育晚期 (12 月龄以上 )[3]。

海马内介导兴奋性突触传递的主要神经递质为谷

氨酸，谷氨酸主要作用于 N- 甲基 -D- 天冬氨酸

(N-methyl-D-aspartic acid, NMDA) 受体和 α- 氨基 -3-
羟基 -5- 甲基 -4- 异恶唑丙酸 (α-amino-3-hydroxy-5- 
methyl-4-isoxazolepropionic acid, AMPA) 受体 [4]，二

者均为离子型谷氨酸受体，具有促进神经元分化、

调节神经元发育、参与神经环路及突触可塑性形成

等功能 [5]。

以往的研究显示，在出生后 1 周内，谷氨酸能

的兴奋性反应以 NMDA 受体介导为主。从出生后

第 2 周起，NMDA 受体介导的反应逐渐下降，AMPA
受体介导的反应则逐渐增强 [6]。免疫细胞化学和定

量细胞 ELISA 实验表明，在出生后 2 周，AMPA
受体在突触募集的数量增加 [7, 8]。早期研究主要致

力于探讨 AMPA 受体在正常脑内的作用机制及生理

特性 [9, 10]。然而，在出生后发育早期 AMPA 受体在

转变过程中如何影响海马内 CA1 区锥体神经元的

突触传递，及其在神经网络形成及成熟过程中作用

机制尚不明了。

神经元及其构成的神经网络在不同发育阶段具

有差异性。因此，本研究应用全细胞膜片钳技术，

检测海马 CA1 区锥体神经元的被动膜特性及

AMPA 受体参与的自发兴奋性活动；利用 MED64
技术，通过刺激谢弗侧支 -CA1 (Schaffer collateral- 
CA1, SC-CA1) 通路，检测海马 CA1 区 AMPA 受体

介导的网络活动特征，并且结合药理学试验评估

AMPA 受体在兴奋性作用中的成分组成，以探讨

AMPA 受体参与出生后大鼠海马早期发育中的电生

理学特点。

1  材料和方法

1.1  实验动物及分组　　正常发育早期雌性 Wistar
大鼠 48 只，SPF 级，由首都医科大学动物部提供，

许可证号：SCXK( 京 ) 2016-0006。大鼠按照年龄

分为 4 组，分别为出生后 0.5 月龄 (n = 12)、1 月龄

(n = 12)、2 月龄 (n = 12)、3 月龄 (n = 12) 组。动物

实验方案获得首都医科大学动物伦理委员会批准，

伦理编号为 AEEI-2016-166，实验动物的使用均按

照首都医科大学实验动物中心和北京实验动物协会

的标准执行。

1.2  主要试剂及仪器　　主要试剂：荷包牡丹碱

(bicuculline, BIC)、D-2-氨基 -5-磷酸基戊酸 (D-2-Amino- 
5-phosphonopentanoic acid, D-APV)、6- 氰基 -7- 硝基

喹喔啉 -2,3-二酮 (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione, 
CNQX) 购自 Sigma 公司。

MED64 相关仪器 ：MED64 平面微电极阵列

系统、P515A (8×8) MED64 平面微电极购自日本

Alpha MED Scientific 公司；SHA-22L 盖网及锚购
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自美国 Harvard 公司；DTK-1000 振动切片机购自

日本 DSK 公司；DP73 CCD 显微照相机、IX71 倒

置显微镜购自日本 Olympus 公司。

膜片钳相关仪器：Digidata-1332 数模转换器、

Axonpatch-200B 放大器、SHID-22CKIT 压力锚均

购自美国 Warner Instr 公司；MP-285 电动微操作器

购自美国 Sutter 公司；玻璃微电极购自中国武汉微

探公司；PC-10 垂直电极拉制仪、MF-900 电极抛光

仪购自日本 Narishige 公司。

1.3  海马脑片制备　　6% 水合氯醛腹腔注射麻醉

大鼠，迅速断头取脑后，置于冰水混合态的标准人

工脑脊液 (artificial cerebrospinal fluid, ACSF) 中。ACSF
成分如下：NaCl 119 mmol/L，KCl 2.5 mmol/L，NaH2PO4 
1 mmol/L，NaHCO3 26.2 mmol/L，MgSO4

.7H2O 1.3 
mmol/L，D- 葡萄糖 11 mmol/L，CaCl2 2.5 mmol/L[11]。

振动切片机制备 400 μm 厚的海马矢状切片，用于

膜片钳记录或 MED64 平面微电极阵列记录。切片

后迅速转移至氧饱和 (95% O2 + 5% CO2) 的 ACSF
中，32 °C 水浴锅中孵育 30 min 后转移至室温 (21 °C)，
至少孵育 1 h 后记录。记录时持续灌流氧饱和的

ACSF，流速控制在 2~5 mL/min。电生理记录在断

头后 6 h 内进行，以保证细胞及组织活性。

1.4  膜片钳全细胞记录　　海马脑片室温孵育 1 h
后，转移至记录槽内，利用红外倒置显微镜确定

CA1 区锥体细胞层位置，并用锚固定脑片。在硼硅

膜片钳电极内填充电极内液，电极电阻 3~5 MΩ。

记录 CA1 区锥体神经元被动膜特性时，电极内液

成分如下：K-gluconate 130 mmol/L，NaCl 15 mmol/L，
EGTA 1 mmol/L，HEPES 5 mmol/L，Mg2+-ATP 
4 mmol/L，Na+-GTP 0.3 mmol/L，CaCl2 0.2 mmol/L，
用 KOH 调节 pH 至 7.3~7.4，渗透压测定为 285 
mOsm/L [12]，其中 Mg2+-ATP 及 Na+-GTP 可保证在

检测时神经元在较长时间内维持细胞活性 [13]。在

−70 mV 的钳制电位下，记录膜电容 (membrane 
capacitance, Cm) 和膜电阻 (membrane resistance, Rm)，
并通过 Cm 与 Rm 的乘积计算时间常数 (time con-
stant, τ)[12]。在电流钳模式下，记录稳态阈下电压对

1 s 直流电刺激在 −100~0 pA 范围内的响应，而膜

输入电阻 (membrane input resistance, Rin) 表示为电

压反应幅值与注入电流之间斜率的线性关系 [14]。在

I = 0 电流钳模式下，记录静息膜电位 (resting mem-
brane potential, RMP)，在实验全程中监测并评估细

胞活性 [12]。记录 CA1 区锥体神经元主动膜特性时，

电极内液成分如下：CsOH 135 mmol/L，葡萄糖酸

135 mmol/L，MgCl2 10 mmol/L，EGTA 1 mmol/L，
HEPES 10 mmol/L，Mg2+-ATP 2 mmol/L，Na+-GTP 0.2 
mmol/L，CaCl2 0.1 mmol/L，QX-314 2 mmol/L，其

中 CsOH 与葡萄糖酸结合后的产物及 QX-314 可避

免在记录过程中动作电位的爆发 [12]。实验数据使用

Axonpatch-200B 放大器、Digidata-1332 数模转换器

及 Clampex 10.0 软件采集记录，使用 Clampfit10.0
软件分析处理。数据采集使用 1 kHz 低通滤波，采

样时设置为 10 kHz。在 gap-free 电压钳模式下，将

钳制电位设定为 −70 mV，ACSF 灌流 10 min 检测

噪声，调整噪声不超过 2 pA 后，在 ACSF 灌流液

中添加 γ- 氨基丁酸 (gamma-aminobutyric acid, GABA) 
A 型受体阻滞剂 BIC (10 μmol/L) 及 NMDA 受体竞

争性拮抗剂 D-APV (50 μmol/L)，记录自发兴奋性

突触后电流 (spontaneous excitatory postsynaptic current, 
sEPSC) 10 min，并分析 sEPSC 的振幅、频率、上

升时间及下降时间。

1.5  MED64 平面微电极阵列记录　　实验前对于

新电极使用聚氮丙啶硫化物预处理，以增强电极探

针表面的附着力与亲和性。海马脑片室温孵育 1 h
后，置于 MED64 电极上，倒置显微镜下将切片移

动至适当位置，使海马 CA1 区域覆盖在 64 个电极

点上，并用盖网及锚固定脑片。使用 MED64 平面

微电极阵列系统中的 MED64 Mobius 0.5.0 软件采集

并分析实验数据。ACSF 持续灌流 20 min 检测系统

噪声，将噪声控制在 ±5 μV 后开始记录，记录时在

灌流液中添加 NMDA 受体竞争性拮抗剂 D-APV (50 
μmol/L) 。记录输入 / 输出 (I/O) 曲线，依次获取

0~200 μA 电流刺激下产生的兴奋性突触后场电位

(field excitatory postsynaptic potential, fEPSP)，选择

引起 50% 最大幅值的电流强度作为最适刺激强度

进行记录，刺激频率为 0.1 Hz。记录基线 20 min 后，

添加 10 μmol/L AMPA 受体阻断剂 CNQX，药物作

用 20 min，观察到 fEPSP 振幅明显被抑制后进行

洗脱。

1.6  统计学分析　　所有计量资料均表示为 mean ± 
SEM，采用 SPSS 17.0 软件进行统计分析，多组间

比较采用单因素方差分析，海马 CA1 区锥体神经

元在 0.5~3 月龄间被动膜特性及主动膜特性组间差

异的检验采用 Bonferroni 法，CNQX 给药前后 fEPSP
幅值差异的检验采用 LSD 法。P < 0. 05 时认为差异

具有显著性。
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2  结果

2.1  出生后发育早期海马CA1区锥体神经元被动膜

特性变化

采用全细胞电流钳模式研究出生后发育早期海

马 CA1 区锥体神经元被动膜特性，结果显示，在

0.5~3 月龄间，随着发育时间的延长，海马 CA1 区

锥体神经元 Cm ( 图 1A) 及 RMP ( 图 1B) 无显著性

变化，而 Rin (P < 0.01，图 1C) 与 τ (P < 0.001，图

1D) 均显著下降。

2.2  出生后发育早期海马CA1区锥体神经元主动膜

特性变化

采用全细胞电压钳模式，钳制电压 −70 mV，

在 ACSF 灌流液中添加 GABAA 受体阻滞剂 BIC 
(10 μmol/L)及NMDA受体竞争性拮抗剂D-APV (50 
μmol/L)，研究 AMPA 受体参与形成的出生后发育

早期海马 CA1 区锥体神经元的 sEPSC，结果显示，

0.5~3月龄具有明显的阶段性变化：(1) 0.5~1月龄间，

sEPSC 振幅显著升高 ( 图 2B，P < 0.001)，频率明

显增大 (图2C，P < 0.01)，上升时间 (图2D，P < 0.001)
及下降时间 ( 图 2E，P < 0.001) 显著增加；(2) 1~3
月龄间，sEPSC 振幅明显降低 ( 图 B，P < 0.001)，
频率显著减小 ( 图 2C，P < 0.001)，上升时间 ( 图
2D，P < 0.001) 及下降时间 ( 图 2E，P < 0.001) 显
著降低。特别地，0.5 月龄与 3 月龄 sEPSC 振幅之

间无显著性差异 ( 图 2B)。
2.3  出生后发育早期海马CA1区锥体神经元诱发放

电特性变化

利用 MED64 平面微电极阵列记录技术，在

ACSF 灌流液中添加 D-APV (50 μmol/L) 以研究

AMPA 受体参与形成的出生后发育早期海马 SC-
CA1 通路的 fEPSP。在同等强度的最适电流刺激下，

当刺激 SC 时，可在海马 CA1 区的多通道内记录到

fEPSP，随月龄增加，可记录到 fEPSP 位点的数目

明显增多 ( 图 3，P < 0.001)，而 fEPSP 幅值显著减

小 ( 图 4，P < 0.001)。在 ACSF 灌流液中添加 CNQX 
(10 μmol/L) 后，AMPA 受体介导的 fEPSP 反应基本

图   1. 出生后发育早期海马CA1区锥体神经元被动膜特性变化

Fig. 1. The changes of passive membrane properties in hippocampal CA1 pyramidal neurons during postnatal early development. 
During 0.5–3 months, there was no significant change in membrane capacitance (Cm, A) and resting membrane potential (RMP, B), 
while membrane input resistance (Rin, C) and time constant (τ, D) were both decreased significantly. Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs 0.5 month.
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图   2. 出生后发育早期海马CA1区锥体神经元主动膜特性变化

Fig. 2. The changes of active membrane properties in hippocampal CA1 pyramidal neurons during postnatal early development. A: 
Representative sEPSC traces (left) and amplification of a unitary sEPSC waveform (right). B: Amplitude; C: Frequency; D: Rise time; 
E: Decay time. Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 0.5 month; ###P < 0.001 vs 1 month; &&&P < 0.001 vs 2 months.



陈雪怡等：AMPA受体参与的出生后大鼠海马发育早期的电生理学特点 111

被抑制，并可在洗脱后恢复 ( 图 5)。对比基线水平，

在出生后发育早期各时间点，加药后 fEPSP 幅值

的抑制率分别为 (93.39 ± 0.92)%、(90.08 ± 1.58)%、

(86.56 ± 1.32)%、(81.57 ± 2.73)% ( 图 5，均 P < 0.001)。

3  讨论

在中枢神经系统内，AMPA 型谷氨酸受体介导

哺乳动物脑内大多数的快速兴奋性突触传递 [10]。本

研究结果表明，在出生后大鼠发育早期海马，AMPA
受体作为主要的兴奋性受体，可以调节突触传递过

程，并进一步促进海马的发育及功能成熟。

出生后发育早期海马 CA1 区锥体神经元膜特性

发生以下明显变化：随大鼠月龄增加，Rin 显著下降，

Rin 受细胞膜上电压门控型钾通道密度影响，可反映

神经元功能成熟度，并与其形态学成熟度平行 [15, 16]。

通常认为，神经元越成熟，树突分支越广泛，细胞

膜上钾通道密度越高，而随年龄增加低 Rin 神经元

逐渐增多 [14]。τ 是表征瞬态过程中响应变化快慢的

物理量，可用于衡量突触整合的时间窗 [14]。有研究

显示，从出生后3周起，突触前递质释放的概率增加，

使得突触前膜的兴奋性驱动力增强，并通过含

GluA1 亚基的 AMPA 受体上膜，使突触后 AMPA
受体数量增加，导致突触效能增强，由突触前激活

所引起的突触后放电过程效率增高 [17]。本研究结果

显示在出生后发育早期 τ 显著减小，提示随发育进

行神经元响应变化增快，从而可更灵敏地调控突触

可塑性变化。

sEPSC 是由突触前兴奋性神经递质释放介导的

自发突触后电流，其频率主要受突触前递质释放的

影响，其振幅主要与突触后膜兴奋性受体的功能及

数量有关 [18]，而上升及下降时间分别表示突触后神

经元反应的去极化及复极化阶段，这取决于递质与

受体分离或对受体失敏 [19]。在出生后发育早期，海

马 CA1 区锥体神经元的主动膜特性出现阶段性变

化：(1) 在 0.5~1 月龄，sEPSC 反应增强，提示单位

时间内谷氨酸释放的数目增加，这与此时突触前递

质释放的概率增加、突触后谷氨酸受体 (AMPA 受

体 ) 的数目增多和 / 或兴奋性增强的变化相一致 [12]。

此外 NMDA 受体 GluN2B 被 GluN2A 取代，促进

了兴奋性突触传递的成熟，并加速了在此期间

AMPA 受体的亚基转变 (GluA1 表达下降而 GluA3
表达增加 )，使得 AMPA 受体介导的突触反应时间

延长 [20, 21]。(2) 在 1~3 月龄，sEPSC 反应减弱，这

主要与神经元之间侧枝联系逐渐增多有关，并与神

经环路内由单突触反应向多突触反应转变增加的报

道相符 [21]。然而，由于 sEPSC 受突触前成分及突

触后成分的双重影响而发生上述变化的因素较多，

可能是由于 AMPA 受体的亚基组成改变 [22, 23]、不

同亚基的基因表达及选择性剪接 [24] 等原因导致

AMPA 受体类型及密度的差异所致。本研究结果显

示，在出生后大鼠海马发育早期过程中 AMPA 受体

介导 sEPSC 振幅、频率、上升时间及下降时间呈现

出阶段性变化，提示不同发育阶段海马 CA1 区突

触的功能特性，但在这一过程中突触前或突触后的

具体作用机制还需要进一步的研究。

fEPSP 信号反映记录电极附近局部区域内群体

图   3. 出生后发育早期海马CA1区fEPSP范围变化

Fig. 3. The changes of fEPSP range in hippocampal CA1 region 
during postnatal early development. During the period of 0.5–3 
months, the range of fEPSP evoked in hippocamal CA1 region 
significantly expanded. Mean ± SD, n = 6. ***P < 0.001 vs 0.5 
month; ###P < 0.001 vs 1 month; &&&P < 0.001 vs 2 months.

图    4. 出生后发育早期海马CA1区fEPSP幅值变化

Fig. 4. The changes of fEPSP amplitude in hippocampal 
CA1 region during postnatal early development. During 0.5–3 
months, the amplitude of fEPSP evoked in hippocamal CA1 
region decreased significantly. Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01, ***P < 
0.001 vs 0.5 month; ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs 1 month; &&P < 
0.01 vs 2 months.
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图   5. CNQX对出生后发育早期海马CA1区fEPSP的影响

Fig. 5. The effects of CNQX on fEPSP evoked in hippocampal CA1 region during postnatal early development. A: Representative 
curves of fEPSP. B: fEPSP amplitude. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.001 vs baseline.

神经元突触后电位的集合，fEPSP 的范围及幅值反

映了突触后纤维被激活程度及突触间基础传递情

况，可用于评价神经发育的成熟性 [25]。本研究结果

显示，在出生后发育早期，通过刺激海马 SC-CA1

通路，多通道内产生反应的电极数量明显上升，

fEPSP 范围明显扩大，而 fEPSP 幅值则显著减小，

这说明随发育月龄增加，功能性突触数量增多，突

触间联系更为复杂和广泛，神经网络更加成熟。而
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CNQX 对 AMPA 受体介导的 fEPSP 幅值有显著的

抑制作用，提示 AMPA 受体在出生后发育早期海马

CA1 区广泛存在，并参与主要的兴奋性神经传递。

综上所述，在出生后大鼠海马发育早期过程中，

AMPA 受体作为调节突触传递和参与突触联系的主

要兴奋性受体，对海马的发育及功能成熟可能具有

一定的促进作用，在今后的研究中还需结合其它技

术手段，从突触形态、AMPA 受体亚型的表达情况、

谷氨酸递质的释放等方面，进一步明确在出生后大

鼠海马发育早期过程中 AMPA 受体作用机制的变化

情况。而随着科学研究的进一步发展，再生医学及

干细胞移植为 TBI 的治疗带来了新的希望，借助发

育神经科学的相关知识探索 TBI 后内源性和 / 或外

源性移植细胞的生物学行为可以为干细胞疗法提供

重要依据。因此，在中枢神经系统发育过程中，

AMPA 受体在正常生理条件下的作用机制，及其与

其它兴奋性或抑制性受体之间相互作用的研究，将

有助于理解 TBI 后基于细胞疗法的神经再生过程。
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