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颈椎脱臼法和戊巴比妥钠麻醉对小鼠膜片钳记录的影响
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摘 要:目的 通过记录雄性C57BL/6JNifdc小鼠各项电生理指标的变化,探究不同前处理方式对脑片膜片钳实验的影

响,为脑片膜片钳实验的结果分析提供参考依据。方法 选取2~3月龄的C57BL/6JNifdc小鼠,分为颈椎脱臼组和戊

巴比妥钠组,每组各5只。记录其内侧前额叶皮层(mPFC)神经元的动作电位和自发性兴奋性突触电流(sEPSCs),分析

动作电位的阈值、半幅宽、去极化程度、电流的幅度和频率。结果 与颈椎脱臼组相比,戊巴比妥钠组的动作电位的阈值

明显降低(P<0.05),但半幅宽和去极化程度无差异(P>0.05);sEPSCs的幅度明显增加(P<0.05),频率比较差异

无统计学意义(P>0.05)。结论 在脑片膜片钳实验中,腹腔注射戊巴比妥钠的处理后小鼠 mPFC神经元的动作电位

的阈值降低,sEPSCs幅度增大。这一结果说明麻醉药对膜片钳电生理记录信号产生重大影响,在相关实验结果分析中

需要纳入考虑。
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anesthesiaonpatch-clamprecordingsinmice
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CervicalandCerebralVascularUltrasonography,theFirstAffiliated
HospitalofSoochowUniversity,Suzhou215006,Jiangsu,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofdifferentpretreatmentmethodsonpatch-clamprecord-
ingsfrombrainslicesbymonitoringchangesinelectrophysiologicalindicesinmaleC57BL/6JNifdcmice,there-
byprovidingareferenceforanalyzingresultsfromsuchexperiments. Methods C57BL/6JNifdcmiceaged2
to3monthswereselectedanddividedintoacervicaldislocationgroupandapentobarbitalsodiumgroup,with
5miceineachgroup.Actionpotentials(APs)andspontaneousexcitatorypostsynapticcurrents(sEPSCs)of
neuronsinthemedialprefrontalcortex(mPFC)wererecorded.Thethreshold,half-width,anddepolarization
amplitudeofAPs,aswellastheamplitudeandfrequencyofsEPSCs,wereanalyzed. Results Compared
withthecervicaldislocationgroup,theAPthresholdinthepentobarbitalsodiumgroupwassignificantlylower
(P<0.05),whilenosignificantdifferenceswereobservedinAPhalf-widthordepolarizationamplitude(P>
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0.05).ThesEPSCamplitudewassignificantlyincreased(P<0.05),whilethefrequencyshowednostatisti-
calsignificance(P>0.05). Conclusion Inbrainslicepatch-clampexperiments,intraperitonealinjectionof
pentobarbitalsodiumreducestheAPthresholdandincreasesthesEPSCamplitudeinmPFCneuronsofmice.
Thesefindingsindicatethatanestheticssignificantlyinfluenceelectrophysiologicalsignalsrecordedviathe
patch-clamptechnique,afactorthatshouldbeconsideredintheanalysisofrelatedexperimentalresults.
  Keywords: patch-clamptechnique;synaptictransmission;mice;actionpotential;brainslice

  膜片钳技术是利用1~2μm直径玻璃电极对细

胞表面进行吸附,形成高阻封接状态,随即给与负压打

破细胞膜形成全细胞模式,在电极尖端和细胞膜表面

仅有少量离子通道开放,以此记录细胞与细胞间的电

信号传递的技术,是进行脑科学与神经科学、生理学研

究的有效手段[1-2]。在50年的发展间,膜片钳技术的

样本扩大至啮齿动物的脑和脊髓组织、心脏组织、甚至

是单细胞,其中大、小鼠的脑切片样本应用最为广泛。
实验小鼠因与人类基因同源性高,繁殖率高等特点,成
为疾病研究的动物。内侧前额叶皮层(medialfrontal
cortex,mPFC)的神经元具有个体较大、胞体清晰和容

易辨识的特点,也是精神分裂症、抑郁症、自闭症的受

累脑区[3],也是脑科学研究应用膜片钳技术较多的脑

区[4]。脑片膜片钳记录的脑片需要对小鼠新鲜脑组织

进行切片获得。实验中大多使用颈椎脱臼处死动物,
使用各种麻醉剂以期降低实验动物的痛苦取出脑组织

的方法也常用。虽然现有使用实验中的麻醉剂多样,
但是其对脑片电信号的记录结果鲜有人关注。因此,
本研究使用2%戊巴比妥钠和颈椎脱臼方式分别处理

小鼠,探究不同处理方式对小鼠电生理信号的影响,以
提高实验效率,减少对实验动物的刺激,为膜片钳实验

中电流和电压的记录提供指导。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料 本次实验随机选取SPF级雄

性C57BL/6JNifdc小鼠10只,2~3月龄,体质量22~
30g,购 自 北 京 维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司

[SYXK(京)2022-0052],质 量 合 格 证 批 号 (NO.
110011241105141858)。饲养于山东中医药大学实验

动物中心[SYXK(鲁)20220009],温度20~23℃,相
对湿度40%~60%,12h明暗昼夜交替,自由进食普

通饲料和饮水。实验严格遵循山东中医药大学对动物

伦理要求,实验方案经山东中医药大学伦理委员会审

批通过(伦理审批号:SDUTCM20240624004)。

1.2 实验分组及处理 10只雄性小鼠在实验前均经

过健康检查并进行编号,通过随机数字表法分为颈椎

脱臼组和戊巴比妥钠组,每组5只。戊巴比妥钠组(浓
度为2%,50mg/kg)采用腹腔注射,颈椎脱臼组小鼠

脊髓与脑干断离确认死亡后立即取出脑组织。

1.3 主要试剂及仪器 切片液(inmM):70Sucrose,

80 NaCl,2.5KCl,26 NaHCO3,15 D-glucose,7
MgCl2,1CaCl2,1.25NaH2PO4;人工脑脊液(Artifi-
cialcerebrospinalfluid,ACSF,inmM):125NaCl,2.5
KCl,25NaHCO3,1.25NaH2PO4,2CaCl2,1MgCl2,

25D-glucose;电极内液(inmM):141K-gluconate,4
KCl,2MgCl2,2Mg-ATP,0.3Na-GTP,0.2EGTA,

10HEPES,KOH 调节至pH7.25,均购自美国SIG-
MA 公 司 生 产 的 分 析 纯。戊 巴 比 妥 钠 (货 号:

P3761201912),膜片钳系统放大器(AXON700B,购
自美国 MolecularDevices公司),数据转换器(AXON
1550B,购自美国 MolecularDevices公司),全自动振

动切片机(Campden7000smz-2,购自英国 Campden
Instruments公司),显微镜(OlympusBW50WI,购自

日本奥林巴斯公司),微电极拉制仪(SUTTERP-
1000,购自美国Sutter公司)。切片机参数:Frequen-
cy80Hz,Amplitude1.00mm,厚度300μm,advance
0.12mm/s。

1.4 内侧前额叶皮层的定位 依据小鼠脑立体定位

图谱标注的位置,mPFC位于前囱前(AP)1.34~
3.08mm,中线旁开(ML)±0.8mm,脑表面下(DV)1
~4mm,切片厚度300μm,最多连续切5张脑片即可

完全将此部位切下[5]。

1.5 膜片钳实验程序的设置 兴奋性突触后电流的

记录:细胞钳制在-70mV,在GAP-Free模式下记录

3min。动作电位的记录:细胞钳制在-70mV,20mV
步阶,持续500ms。

1.6 膜片钳实验的检测 使用颈椎脱臼或2%戊巴

比妥钠50mg/kg腹腔注射C57BL/6JNifdc小鼠,翻
正反射消失,捏小鼠后肢无异动。打开小鼠腹腔,暴露

心包,使用冰冻过的切片液进行心脏灌注,快速断头取

脑,将完整脑组织置于切片液中约30s,切除嗅球及小

脑以下部位,保留前额叶皮层区,样品托粘贴胶水,将
鼠脑粘贴于样品托并置于切片液中,执行切片程序,将
切下的脑片置于33℃ ACSF中恢复30min,再移置

室温30min以上,所有液体使用混合气体(95%的O2
+5%CO2)通氧。孵育结束后,使用 ACSF进行恒流

泵灌流,灌流速度保持在1~2mL/min。拉针仪执行

程序使入液电阻保持在4~6MΩ,使用1mL注射器

给与玻璃电极0.3mL左右的正压。选取边缘光滑、
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透亮、有光泽的细胞,缓慢靠近目标细胞,直至细胞表

面出现凹陷,此时记录软件伴随少量电极电阻上升,撤
去正压,少量细胞 会 自 动 形 成 高 阻 封 接(Gigaohm
seal),大部分细胞需进行负压吸引,直至破膜,形成全

细胞模式(whole-cell),进行细胞膜电容补偿和串联电

阻补偿。最后,电流钳模式下记录动作电位,电压钳模

式下记录自发兴奋性突触电流(spontaneousexcitato-
rypostsynapticcurrents,sEPSCs)。实验过程如图1
所示。

注:A为脑立体图谱中内侧前额叶皮层代表图;B为将小鼠脑组织置于切片液中进行切片;C为将切好的脑组织

置于人工脑脊液中孵育;D为膜片钳实验选中的细胞;E为记录软件记录信号的关键步骤。

图1 实验操作过程示意图

1.7 统 计 与 分 析 采 用 Clampfit10.7、Graphpad
Prism8.0软件、SPSS26.0软件进行统计分析,使用

SPSS软件进行正态性检验和方差齐性检验。正态分

布计量资料以(췍x±s)表示;两组之间比较采用独立样

本t检验。P<0.05表示组间差异有统计学意义。

2 结果

2.1 实验动物状态观察 本实验过程顺利,实验前未

出现实验动物死亡的情况,所有分组小鼠进食、饮水和

排泄正常,均未观察到明显的体重下降或增长、异常粪

便和尿液变化。

2.2 颈椎脱臼和戊巴比妥钠麻醉对小鼠 mPFC动作

电位的影响 分别使用颈椎脱臼和2%戊巴比妥钠腹

腔注射处理小鼠后进行动作电位的记录,分析相关参

数(见表1),结果显示,与颈椎脱臼组相比,戊巴比妥

钠组的细胞动作电位的阈值更低(P <0.05)。动作

电位的半幅宽虽然增加,但差异无统计学意义(P >
0.05),去极化程度增加,但差异无统计学意义(P >
0.05)。

表1 颈椎脱臼组和2%戊巴比妥钠组动作电位参数比较

分组 阈值/mv 半幅宽/ms Δ去极化/mv

颈椎脱臼组 -35.73±3.61 1.69±0.47 75.04±9.93
戊巴比妥钠组 -41.29±4.99a 1.93±0.33 79.98±11.39

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与颈椎脱臼组相

比,a:P<0.05。

2.3 颈椎脱臼和戊巴比妥钠麻醉对小鼠 mPFC兴奋

性传递的影响 sEPSCs是检测突触电流传递的常用

参数,其指标通常为频率和幅度。分别使用颈椎脱臼

和2%戊巴比妥钠腹腔注射处理小鼠,记录其sEP-
SCs,分析相关参数(见表2),结果显示,与颈椎脱臼组

相比,戊巴比妥钠组的细胞电流频率无变化(P >
0.05),幅度相对增加(P<0.05)。

表2 颈椎脱臼组和2%戊巴比妥钠组sEPSCs参数比较

分组 频率/HZ 幅度/pA

颈椎脱臼组 3.29±0.93 5.51±0.99
戊巴比妥钠组 3.00±2.62 9.62±3.85a

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与颈椎脱臼组相

比,a:P<0.05。

3 讨论

mPFC与杏仁核、伏隔核、丘脑、海马等存在神经

元联系,负责调控情绪、认知、记忆、社交等行为[6-9]。
它的功能异常被认为参与多种精神类疾病的发生和发

展,因此记录其神经元的电活动成为破解这些疾病发

病机制的一个关键。
脑片膜片钳实验是基础研究中使用频率较高的实

验技术,应用于可兴奋细胞的突触可塑性、神经病理性

疼痛、认知障碍等方面[10-12]。样本多为大小鼠的脑组

织或急性分离的神经细胞[13],切片后的脑组织经人工

脑脊液孵育后仍然具有生物活性,镜下细胞边缘透亮

饱满,适合进行全细胞记录。膜片钳系统分为电压钳

和电流钳,电流钳记录到的为电压信号,如动作电位,
通过分析动作电位的阈值、频率、半幅宽等参数比较不

同组间细胞兴奋性的不同,电压钳记录到的为电流信

号,如兴奋性或抑制性突触电流,用于比较突触前后神

经递质的传递情况。
进行膜片钳实验的实验动物需处于昏迷状态以保

证神经元活性,但对实验动物的前处理通常会导致动

物应激,进而影响电生理信号的获得。目前主要施行

的动物处理方法有颈椎脱臼、戊巴比妥类药物注射等。
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不同的安乐死方法对小鼠的生物信息影响不同。小鼠

颈椎脱臼5~10s后其脑电信号和视觉诱发电位明显

下降[14],但这种方法却有利于卵母细胞的提取[15]。戊

巴比妥钠和水合氯醛通过作用于γ-氨基丁酸(gamma-
aminobutyricacid,GABA)受体降低神经系统兴奋性,
水合氯醛对待动物不符合伦理要求弃用。本研究采用

两种不同的前处理方法分析两者差异,发现戊巴比妥

钠麻醉后的阈值更低,其他动作电位参数无显著差异,
电流幅度也相对较大。阈值和电流差异的出现可能是

由于样本数量过少,当样本量增加时,两组间的电生理

特征可能会无差异。戊巴比妥钠是常用的镇静催眠

剂,42mg/kg的剂量可诱发小鼠睡眠模型。市面上的

镇静剂、麻醉剂发挥作用大多针对增加GABAA受体

的活性,GABAA受体由19个亚基组成。人类的食品

中不乏具有助眠作用的,例如,莴苣提取物选择性作用

于GABA受体的不同亚基使戊巴比妥钠注射小鼠的

睡眠期延长[16]。草药提取物缬草酸都能够延长戊巴

比妥钠小鼠的睡眠时间,降低睡眠潜伏期,而缬草酸也

作用于GABAAR2受体[17]。早在多年前人们利用机

械分离的大鼠CA3神经元发现戊巴比妥钠通过多靶

点调控抑制性与兴奋性突触传递。低浓度戊巴比妥钠

(3~10μM)主要作用于突触前 GABA 受体,增加

GABA能神经元的自发释放频率,不影响振幅,高浓度

(30~300μM)则减少 GABA自发释放频率,增加振

幅,延长衰变时间,通过递质释放减少与突触后效应共

同降低兴奋性。对于兴奋性突触传递,戊巴比妥钠表

现出剂量依赖性,同时影响频率和振幅[18],在本研究

中,戊巴比妥钠通过腹腔注射,与直接作用于脑片上存

在剂量上的差异,可能是造成本文中幅度变化的原因。
因此戊巴比妥钠通过腹腔注射的形式发挥作用的方式

是未知的,可通过抑制动作电位的产生和记录抑制性

突触电流传递进行下一步的验证。
综上,本研究利用两种实验前处理方式,验证了不

同处理方式对小鼠电生理信号的影响,缺点是使用的

样本数量过少、未进行神经元种类的区分,推测当样本

量足够时两组间的差异可能消失或者因记录的脑区部

位的不同以及细胞接受到的药物浓度不同,实验结果

可能产生差异。本研究认为在膜片钳实验中记录小鼠

内侧前额叶皮层细胞时腹腔注射戊巴比妥钠的方式与

直接颈椎脱臼相比细胞的兴奋性更高,自发兴奋性突

触传递的电流幅度更大,因此,麻醉药的使用对膜片钳

电生理记录信号将会产生影响,在实验过程中应予以

考虑,可尝试从以下方法改进,孵育结束后利用人工脑

脊液延长灌流时间洗脱麻醉剂的作用或者实验开始前

30min注射荷包牡丹碱等药物拮抗戊巴比妥钠对

GABA受体的影响。另外,根据不同的实验目的选择

麻醉剂,设置麻醉剂处理的对照组观察麻醉剂对实验

结果的影响,吸入式麻醉异氟烷对多巴胺能神经元突

触前胞吐的抑制与钙通道有关,在对大鼠神经垂体的

研究中,异氟烷表现出多靶点的作用效果,对钾钠钙等

电压门控离子通道具有不同程度的抑制[19-20],涉及此

类研究应避免使用异氟烷麻醉。
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