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七氟醚对基底前脑区抑制性中间神经元
电活动的影响

宋歌 张昊鹏 李慧明 李文 郝海智 董海龙

  【摘要】 目的 观察七氟醚对基底前脑区抑制性中间神经元电活动的影响,为吸入全麻药物的

作用机制提供实验依据。方法  2~3周龄C57BL/6小鼠,切取脑片,运用全细胞膜片钳技术钳制

基底前脑区神经元,灌流混合七氟醚的人工脑脊液,记录动作电位和抑制性突触后电流。结果 七

氟醚可使基底前脑区抑制性中间神经元自发放电频率增加 (P<0.001),增加去极化电流引起的动

作电位频率 (P<0.05),并且增加锥体神经元抑制性突触后电流频率 (sIPSC)(P<0.05),而动作

电位依赖的抑制性突触后电流 (mIPSC)没有明显变化。结论 基底前脑区抑制性中间神经元参与

了七氟醚的麻醉效应。
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【Abstract】 Objective Toprovidenewexperimentalevidencesassociatedwiththemechanisms
ofinhaledanesthetics,theeffectsofsevofluraneontheelectricactivitiesofinhibitoryinterneuronsin
basalforebrainarea(BF)wereobserved.Methods C57BL/6mice,aged2-3weeks,wereusedand
BFsectionswerecutforwholepatch-clamprecording.Artificialcerebrospinalfluidcontainingsevoflu-
ranewasgivenandactionpotential,inhibitorypostsynapticpotentialwererecorded.Results Sevoflu-
ranecouldincreasethefrequencyoffiringrateofinhibitoryinterneuronsinbasalforebrainarea(P<
0.001),whichcouldincreasethefrequencyofactionpotentialcausedbydepolarizationcurrent(P<
0.05),andincreasethefrequencyofspontaneousinhibitorypostsynapticcurrentsofpyramidalneu-
rons(P<0.05),whileAP-dependedminiatureinhibitorypostsynapticcurrentswerenotsignificantly
changed.Conclusion Thebasalforebraininhibitoryinterneuronsareinvolvedintheanestheticeffect
ofsevoflurane.
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  全身麻醉问世至今已170余年,每年全世界都

有数以千万计的患者接受全身麻醉,而至今其机制

尚未阐明[1]。有研究表明全身麻醉药物可以通过作

用在脑内睡眠觉醒相关系统而发挥作用[2]。基底前

脑区 (basalforebrainarea,BF)在睡眠觉醒行为中

扮演着重要的角色,该区域神经元类型多样,主要

有胆 碱 能 (5%)、GABA 能 (35%)、谷 氨 酸 能

(60%)细胞。七氟醚是临床上常用的吸入性全身

麻醉药物,以往研究表明氟烷、安氟醚和异氟醚均

可增加GABA能神经元GABA递质从神经末梢的

释放[3],表明GABA能神经元可能是吸入麻醉药的

作用靶点之一,但全身麻醉药物对抑制性神经元放

电活动的影响还少有研究。本研究采用膜片钳技

术观察离体条件下七氟醚对基底前脑区抑制性中

间神经元-GABA能神经元电活动的作用,为基底前

脑区参与麻醉觉醒的机制提供新证据。

材料与方法

基底前脑区脑片制备 选择雄性C57BL/6小

鼠 (第四军医大学实验动物中心提供),2~3周龄,
断颈处死后取脑,迅速暴露颅骨、剥离硬脑膜后完

整将全脑置于冰水混合的NMDG人工脑脊液中约

60s以降低脑部温度,缩短“热缺血”时间,随后将全
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脑取出,放入冷却的脑槽中,将脑组织快速沾干水

分后用快速粘合剂固定在预冷的切片机置物盘上,
灌入NMDG人工脑脊液开始进行切片操作,脑片

厚度为400μm,将切得的脑片使用吸管小心放入已

经36℃温浴的低钙人工脑脊液中孵育1h并持续通

以95% O2+5% CO2 混合气体,孵育结束后将放

置脑片的烧杯从水浴箱中取出,进行电生理记录,
脑片持续通气。

试剂及溶液 七氟醚 (批号:A020C518),人工

脑脊液及电极内液配方试剂均来自Sigma公司。

NMDG人工脑脊液配制 (mM):130NMDG-Cl,24
NaHCO3,3.5KCl,1.25NaH2PO4,1.0CaCl2,5.0
MgCl2,10Glucose,调节pH=7.35,渗透压=295~
305mosmol。低 钙 人 工 脑 脊 液 配 制 (mM):130
NaCl,24NaHCO3,3.5KCl,1.25NaH2PO4,0.5
CaCl2,5.0MgCl2,10Glucose,调节pH=7.35,渗

透压=295~305mosmol。灌流液配置 (mM):135
NaCl,21NaHCO3,3KCl,1.25NaH2PO4,0.6
CaCl2,1.8MgCl2,15D-glucose,调节pH=7.35,
渗透压=295~305mosmol。记录抑制性突触后电

流(sIPSC)时,灌流液中加入 CNQX (10μM)+
AP5(50μM),记 录 抑 制 性 突 触 后 电 流 频 率

(mIPSC)时灌流液中加入CNQX(10μM)+AP5
(50μM)+TTX(1μM)。电极内液配制:Cs+电极

内液 (mM):100Cs+-gluconate,0.6EGTA,5
MgCl2,8 NaCl,2 ATPNa,0.3 GTPNa,40
HEPES,pH=7.4,渗透压=280~300mosmol。

K+ 电 极 内 液 (mM):130 K+-gluconate,0.5
EGTA,2 MgCl2,5 NaCl,2 ATPNa,0.4
GTPNa,10HEPES,pH=7.4,渗透压=280~
300mosmol。

七氟醚灌流液的制备 使用95%O2+5%CO2
混合气驱动七氟醚溶解于灌流液中,约半小时后达

到气液相平衡。灌流采用密闭玻璃容器灌注且麻

醉气体持续通入,以保持七氟醚在灌流液中含量的

相对稳定。
统计分析 记录的信号经过膜片钳放大器4

KHz进行滤波,采样频率为10KHz,数据采集和记

录使用Axonlaboratory的Clampex10.0软件,分
析软件使用 Minianalysis6.0.7(sIPSCs/mIPSCs
Events),检测结果以均数±标准差 (x±s)表示,自
发放电变化采用重复测量方差分析,P<0.001为

差异有统计学意义,其他同一细胞自身前后对照采

用t检验,P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

基底前脑区抑制性中间神经元的判定 形态

学方面,抑制性中间神经元的一般形态明显小于锥

体神经元,多为圆形或橄榄形,并且细胞长轴一般

与电极方向平行;电生理特性方面,抑制性中间神

经元动作电位形状较其他神经元更为“尖耸”,并且

伴有明显的“后超极 AHP (>10mV)和后除极

ADP(>0.25mV/ms)”的同时没有“频率适应”现
象 (图1)。

图1 神经元类型判定

七氟醚对中间神经元自发放电的影响 电流

钳模式下,采用 K+ 电极内液,记录神经元自发放

电,给药前动作电位频率为 (0.20±0.04)Hz,七氟

醚处理后动作频率为 (0.45±0.06)Hz,前后对照

表明:七氟醚可以使中间神经元自发放电频率明显

增加 (P<0.001)(图2)。

注:与前2min比较,aP<0.001

图2 七氟醚对中间神经元自发放电的影响 (n=6)

七氟醚对电流刺激下中间神经元电活动的影

响 电流钳模式下,给予中间神经元80pA恒定电

流,给药前动作电位的数量为27.1±2.8,七氟醚处
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理后动作电位的数量为38.2±0.9,前后对照表明:
七氟醚可以明显增加中间神经元去极化电流引起

的动作电位频率 (P<0.05)(图3)。

注:与对照值比较,aP<0.05

图3 七氟醚对电流刺激下中间神经元电活动的影响

(n=5)

七氟醚对锥体神经元抑制性突触后电流的影

响 电压钳模式下,膜电位钳制在+30mV,采用

Cs+电极内液,记录神经元sIPSC,给药前sIPSC频

率为 (2.0±0.2)Hz,七氟醚处理后sIPSC频率为

(2.8±0.4)Hz,前后对照表明:七氟醚可以增加锥

体神经元抑制性突触后电流频率 (P<0.05)(图
4)。

七氟醚对锥体神经元微小抑制性突触后电流

的影响 电压钳模式下,膜电位钳制在+30mV,采
用Cs+ 电 极 内 液,记 录 神 经 元 mIPSC,给 药 前

mIPSC频 率 为 (0.8±0.5)Hz,七 氟 醚 处 理 后

mIPSC频率为 (1.1±0.4)Hz,前后对照表明:七氟

醚对锥体神经元微小抑制性突触后电流频率无明

显影响 (图5)。

讨  论

睡眠和麻醉虽是两种不同的状态,但又有很多

相似之处,例如脑电和行为特征[4,5],多数全身麻醉

药物引起麻醉效应的脑电变化首先是出现纺锤波

直至意识消失出现δ 波,与睡眠的过程基本相似。
以往研究发现,吸入麻醉药异氟醚可以直接兴奋促

睡眠神经元,而损毁这类神经元后动物会对麻醉剂

注:与对照值比较,aP<0.05

图4 七氟醚对锥体神经元抑制性突触后电流的影响

(n=6)

图5 七氟醚对锥体神经元微小抑制性突触后电流的影响

(n=6)

产生耐药[2]。本研究结果显示,七氟醚同样可以兴

奋基底前脑区抑制性中间神经元。
在大鼠海马中,全身麻醉药物可阻断CA1区锥

体细胞和齿状回颗粒神经元的放电活动,可使CA1
区神经元超级化,这种超级化可能是直接作用于神

经元细胞膜的结果[6]。而氟醚、咪达唑仑和丙泊酚

等全身麻醉药物可直接增强神经末梢的GABA释

放,并可增加sIPSC的频率[7]。本实验中,七氟醚

处理后,抑制性突触后电流频率增加,但是动作电

位依赖的mIPSC未有明显变化,证明突触前抑制性

递质释放增多是由动作电位介导的即GABA能中

间神经元兴奋引起的,间接说明突触前GABA能抑
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制性神经元兴奋性增加。哺乳动物大脑中 GABA
能神经元是主要的释放抑制性神经递质的一类神

经元,脑内广泛分布GABA能神经元,而哪些部位

的GABA神经元对吸入麻醉药敏感,不同麻醉药物

作用的核团是否有所不同目前尚不清楚。
基底前脑是调节睡眠觉醒行为重要的核团,以

往研究结果显示:该区域内一部分GABA能神经元

与动物的觉醒正相关;而又有一部分的GABA能神

经元与NREM 睡眠正相关[8],这说明了GABA能

神经元在其中发挥着不同的作用。在麻醉状态下,
大部分神经元是处于被抑制的状态,本研究结果显

示七氟醚可以使基底前脑区一部分抑制性中间神

经元兴奋性增加 (n=14/48)。以往有研究发现,基
底前脑区中间神经元主要分为两类,分别是神经元

表面表达小清蛋白 (parvalbumin,PV)和生长激素

抑制素 (somatostatin,SOM)[9]。光遗传学技术的

运用证实激活小鼠基底前脑区PV+ 神经元可引起

小鼠觉醒量增多和NREM睡眠减少,而激活基底前

脑SOM+神经元则引起小鼠觉醒量减少和 NREM
睡眠增多[10],提示:这两种神经元在睡眠觉醒的调

控中发挥了不同的作用。而在麻醉状态下,很可能

这两种神经元之间与其周围的胆碱能、谷氨酸能神

经元相互作用,共同参与了麻醉效应产生的过程。
本实验中同时记录到抑制性中间神经元在通入七

氟醚后出现抑制性变化 (n=25/48),基底前脑区的

GABA能中间神经元在麻醉状态下既有被兴奋也

有被抑制的,据此推测,这种被兴奋的神经元很可

能与促 NREM 睡眠神经元是同一类型,即SOM+

GABA能神经元,而被抑制的神经元可能是促觉醒

类型,即PV+GABA能神经元。由此可以推断,在
麻醉状态下,除了基底前脑胆碱能及谷氨酸能神经

元被抑制之外,基底前脑部分GABA能神经元兴奋

释放GABA,协同发挥麻醉效应。这些推论还需要

进一步实验来证实。

综上所述,本实验通过运用膜片钳技术证实基

底前脑区抑制性中间神经元参与了七氟醚引起的

麻醉效应,为七氟醚麻醉机制的研究提供参考。
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