
听觉中枢始于低位脑干的耳蜗核，几乎所有的听神

经纤维都在耳蜗核转换神经元，然后投射到高位中枢［1］。

传统将耳蜗核分成 3个亚核：即背核、前腹核和后腹

核。在耳蜗前腹侧核中，存在两种类型主细胞，即丛细

胞（BC）和星形细胞（SC）。在啮齿类动物的研究中发

现，从斜方体内侧核（MNTB）到外上橄榄核（LSO）的抑

制性输入的功能修饰在动物出生1周期间就已经广泛

存在了［2］。AVCN到LSO兴奋性输入的功能优化，也被

证实出现在一个类似的时期。该时期功能优化主要表现

在兴奋性输入中N-甲基-D-天门冬氨酸（NMDA）成分

减少，α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙酸（α-amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid, AMPA）

成分增加［3］。但是，就耳蜗前腹侧核中两种主细胞之一

的丛细胞自身在出生后发育过程中细胞反应特性有何

种变化，还没有一个详尽的研究。AVCN作为听神经输

入的初级站点，其自身在发育过程中的变化对于整个听

觉通路的发育变化及信息处理有着重大影响。因此，本研

究有助于阐明听觉传导通路在发育过程中可塑性的机

制，为研究听觉上行通路发育过程中可塑性提供基础。

1 材料和方法

1.1 脑片制备

实验采用5~21 d的SD新生大鼠，乙醚麻醉后快速

断头，剥取脑组织置于0~4 ℃冰水混合物中急速冷却

2 min。迅速修饰脑组织后固定，移入人工脑脊液

（ACSF，pH=7.4）的4 ℃冰水混合物中做脑干冠状切片，

脑片厚度 250 μm（切片机：Vibratome 1200 Series，

Leica，德国）。选取含AVCN的脑片，迅速将其移入含
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摘要：目的 通过全细胞膜片钳技术研究新生SD乳鼠耳蜗核前腹核（AVCN）中丛细胞在发育过程中的电生理特性变化。方法

运用全细胞膜片钳记录出生后 5~21 d的SD乳鼠耳蜗核前腹核中丛细胞的动作电位（AP）反应及微小兴奋性突触后电流

（mEPSC），再通过相关数据采集及分析软件分析动作电位半峰宽和mEPSC的10%~90%上升时间（10%~90% Risetime）及时间

常数，并对此做进一步统计分析处理，进而比较不同年龄段新生SD乳鼠的耳蜗核前腹核中丛细胞的电生理反应特性。结果 在

丛细胞动作电位半峰宽的统计分析中发现，丛细胞动作电位的时间精确性随着出生后年龄的增加而增加，在听觉建立（出生后

12 d）附近变化停止。丛细胞mEPSC的时间精确性也随着出生后年龄的增加而增加，在听觉建立附近变化停止。结论 耳蜗核

前腹核中丛细胞功能的修饰先于听觉的建立。
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Abstract: Objective To investigate the development of the electrophysiological property of bushy cells in the anterior ventral
cochlear nucleus (AVCN) of neonatal Sprague Dawley (SD) rats. Methods The development of action potential and
spontaneous miniature excitatory postsynaptic currents (mEPSCs) in AVCN bushy cells were investigated by whole-cell
patch-clamp technique in SD rats during the postnatal days 5-21 (P5-21). The half band width of the action potential (AP),
10%-90% risetime and decay tau of the mEPSCs were analyzed. Results The AP of the bushy cells became faster with age from
P5 to P21 and stopped changing around the period of hearing onset, as evidenced by the alteration of half band width of the
AP. The time accuracy of mEPSCs of the bushy cells also increased with age and stabilized around hearing onset as shown by
briefer 10%-90% rise time and decay tau of mEPSCs in P14/P21 than in P7. Conclusion The functional refinement of the bushy
cells in the AVCN precedes hearing onset in neonatal rats.
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37 ℃人工脑脊液孵育槽中孵育30 min。孵育完成后，

将含有脑片的孵育槽转移至室温（25 ℃）恢复30 min。

整个制备和孵育过程，脑片所处的人工脑脊液都用混合

气（95% O2/5% CO2）持续供给。人工脑脊液成分（mmol）：

132 NaCl，2.5 KCl，1.4 MgSO4，1.2 NaH2PO4，20 NaHCO3，

15 D-glucose，3 HEPE，2 CaCl2。所有的化学试剂均来

自Sigma。

1.2 电生理鉴别AVCN中细胞类型

将脑片置于0.5 ml的记录槽内，室温下持续通氧

（95% O2/5% CO2），人工脑脊液灌流。记录槽内灌流液

采用温度自动控制器（TC-344B，WARNER）保持恒温

循环灌流。在红外光差显微镜下，通过微操纵器

MP225（SUTTER，USA）使玻璃微电极接触细胞并施加

负压形成高阻封接（大于1 GΩ），稳定后破膜形成全细

胞记录。形成全细胞记录后，在电流钳模式下向神经元

细胞内注入-100 pA到+500 pA的步阶电流刺激用以判

断细胞类型，步阶间隔10 pA，步阶间隔时长3 s。记录

玻璃微电极由P-97（SUTTER，美国）型拉制仪拉制，填

充电极内液后阻抗为4~8 MΩ。电极内液成分（mmol）：

140 K-gluconate，4.5 MgCl2，5EGTA，4 Mg-ATP，0.3 GTP，

4.4 Phosphocreatine disodium salt hydrate，9 HEPE。

所有配电极内液用的化学试剂均来自Sigma。刺激与

记录系统：EPC 10（HEKA，德国）。数据采集软件：

Patchmaster（HEKA，德国）。

1.3 动作电位半峰宽的分析

选取阈强度去极化电流刺激下的动作电位进行分

析。将动作电位阈值定义在膜电压变化速率大于或等

于50 V/s的膜电位点［4］。半峰宽的计算：半峰电位=（峰

值电位+阈值电位），半峰宽=AP下降支半峰时间-AP上

升支半峰时间（注：半峰时间对应半峰电位处记录时间）。

1.4 mEPSCs的记录和分析

判断细胞类型后，将 Patchmaster 的记录模式转

换至电压钳，并将钳制电压设定在-60 mv，稳定3 min

后持续记录自发放。我们在记录液中加入 strychnine

（1 μmol/L）和gabazine（10 μmol/L），用以阻断甘氨酸

能和伽马氨基丁酸能反应，目的是分离出mEPSCs。我

们通过mEPSCs的专用分析软件MiniAnalysis分析自

发放，mEPSCs的筛选模板参数设定是参照已有相关研

究的同类神经元mEPSCs的均值［5］，检测限设定在噪声标

准差的2.5~4倍。

1.5 细胞形态鉴别

1.5.1 biocytin 标记细胞 在记录电极内液中加入

0.25%的biocytin（sigma）标记AVCN神经元，形成全细

胞记录后，电极内液中的biocytin可自行扩散至整个细

胞。破膜后10~15 min即提起电极，再进行下一个神经

元的记录。为了获得更好的标记效果，保证标记细胞的

完整形态，从标记脑片开始到固定完成的时间限定在

30 min内。

1.5.2 CY3荧光染色 用0.4%多聚甲醛固定完成标记

脑片过夜，然后PBS清洗3次，每次3 min。清洗完毕，

加入500 μl的0.3% Triton X-100，室温孵育1.5 h后，用

PBS清洗（3×3 min）。加入CY3（使用稀释比例为1∶200）

500 μl，室温避光孵育4 h后，PBS清洗（3×3 min）。用吸

管将脑片移到载玻片上，待脑片自然风干用抗荧光衰减

封片剂封片。

1.6 统计学分析

采用SPSS 13.0统计软件，实验数据以均数±标准

差表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用Post hoc Fisher检验，P<0.05表示差异具有统计

学意义。

2 结果

采用全细胞电流钳记录耳蜗前腹侧核中的神经元，

共记录到76个丛细胞。

2.1 耳蜗前腹侧核中丛细胞和星形细胞的基本电生理

反应特性及鉴别

当向丛细胞注入持续的阈上去极化电流，其动作电

位主要发生在刺激的初始时间且只有一个或少数几

个。与之相对的是，当向星形细胞注入持续的阈上去极

化电流，细胞呈多个动作电位发放的基本模式。

2.2 AVCN中丛细胞和星形细胞的形态鉴别

在耳蜗核前腹核中，丛细胞有短的丛状树突，细胞

胞体较圆。星形细胞具有长的枝状树突,树突投射很宽

泛。图2中，左侧是两个典型的丛细胞，具有较短的树

突，其上部细胞电生理鉴别对应于图1左侧动作电位发

放模式。图2右侧是两个典型的星形细胞，其右侧细胞

电生理鉴别对应于图1右侧动作电位发放模式。由此，

以神经元的动作电位发放模式和形态特征把AVCN中

的神经元分为丛细胞和星形细胞。其中，丛细胞是本实

验研究的目标神经元。

2.3 AVCN中丛细胞在发育过程中动作电位半峰宽的

变化

全细胞电流钳记录了AVCN中76个丛细胞的动作

电位，分析统计了所有丛细胞的动作电位半峰宽。由图

3中A图我们可以发现，SD乳鼠丛细胞的动作电位半峰

宽从出生后5~12 d程大幅减小的趋势，而在出生后12~

21 d无明显变化趋势。将76个丛细胞的动作电位半峰

宽分为P5-7、P8-12、P13-15、P16-21四个年龄段进行统

计分析比较，其中 P5-7年龄段的动作电位半峰宽为

2.04±0.68 ms（n=14），P9-12为 1.10±0.41 ms（n=19），

P13-15为0.75±0.15 ms（n=16），P16-21为0.79±0.25 ms

（n=27）。各年龄组进行比较，除了P13-15与P16-21年
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龄组间无显著性差异（P=0.88），其他各年龄组间均存在

显著性差异（P<0.05）。

2.4 AVCN中丛细胞在发育过程中mEPSCs的变化

图 4 显示的是 AVCN 中丛细胞在发育过程中

mEPSCs的变化，每个细胞记录时长10 min。其中，P7

记录了5个丛细胞的mEPSCs，P14记录了7个丛细胞，

P21记录了5个丛细胞。图D和图E分别比较了不同年

龄SD乳鼠丛细胞mEPSCs 10%~90%上升时间均值和

时间常数。图D中P7年龄组的mEPSCs 10%~90%上

升时间显著大于P14和P21年龄组（P<0.05），P14和P21

年龄组间无显著性差异（P=0.85）。图E中P7年龄组

mEPSCs 时间常数显著大于 P14 和 P21 年龄组（P<

0.05），P14和P21年龄组间无显著性差异（P=0.94）。

该实验结果在一定程度上证明，听神经与丛细胞的

突触功能成熟也发生在听觉建立附近。
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图1 AVCN中两种主细胞的电生理鉴别
Fig.1 Electrophysiological identification of AVCN neurons. BC: Bushy cell；SC: Stellate cell.

图2 AVCN中丛细胞和星形细胞的形态鉴别
Fig.2 Morphological identification of bushy cells and
stellate cells in the AVCN.
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图3 AVCN中丛细胞的动作电位半峰宽随年龄的变化
Fig.3 Age-related changes in the half band width of action potentials of the bushy cells in the AVCN. A: one dot
represents one cell and some dots overlap because of the same value. B: Significant differences are found between
groups P5-7, P8-12, P13-15, and P16-21 (P<0.05), but not between P13-15 and P16-21 (P=0.88).
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图4 不同年龄SD大鼠AVCN中丛细胞mEPSCs的时间精确性比较
Fig.4 Comparison of the time accuracy of bushy cell mEPSCs in the AVCN of SD rats of different ages. A, left: Three oringinal chart
recordings of mEPSCs of AVCN bushy cells from rats at P7, P14 and P21. Right: Averaged traces from mEPSCs of 3 individual cells,
normalized to their peaks. B-D: Histogram distributions of mEPSC 10%-90% rise time (bin width of 50 μs) and decay time constant
of all events of all cells (5, 7, and 5 cells for P7, P14 and P21, respectively ) at the 3 different ages. D: mEPSCs of bushy cells recorded
from P21 rats became significantly faster than those from P7 rats shown by 10%-90% shorter rise time of mEPSCs. The difference
between P14 and P21 is not significant (P=0.94 ). E: Decay tau of mEPSCs became progressively smaller from P7 to P21. Significant
differences were detected by ANOVA (P<0.05), and post hoc Fisher's tests show that decay tau at P14 was significantly smaller than
that at P7, and that at P21 was also significant smaller than that at P7, but no significant difference was found between P14 and P21
(P=0.85).
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3 讨论

耳蜗将声音信息转化为电信号，经听神经向听觉中

枢传递信息。在听觉脑干环路中，来自于听神经的信息

在AVCN转换后上行输入到听觉中枢脑干核团LSO。

与之相对应，来自于对侧的 AVCN 兴奋性信号在

MNTB转换成抑制性信号传递至同侧的LSO。在较早

的研究中发现，大鼠出生后12~14 d是其耳蜗发育的关

键期［6］。在已有的SD大鼠听觉研究中表明，从出生后

第3天到听觉建立（P12）这段时期，来自于耳蜗的自发

活动稳定增加［7-9］。在AVCN到LSO功能通路的研究中

发现，该通路的功能修饰发生在相似的时期［3］。也有研

究认为该自发活动指导着MNTB到LSO通路的功能修

饰［10］。在成年动物里，MNTB-LSO的输入是纯粹的甘

氨酸能输入。在新生动物的MNTB-LSO突触输入，既

有GABA能成分又有甘氨酸能成分［11］。而且，在非成熟

的大鼠MNTB-LSO通路突触中存在着短暂的谷氨酸递质

共释放时期，且共释放的最高峰发生在出生后第8天［12］。

在针对纯合子Circling小鼠的研究中发现，在其出生后

10 d就存在着耳蜗退化和外毛细胞静纤毛缺失的现

象［13］。在之后的研究中又发现，不同于正常动物，

Circling小鼠MNTB-LSO通路突触谷氨酸递质共释放

可持续到出生后第16天甚至更晚［14］。以上研究提示，
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听觉中枢脑干听觉通路的功能修饰在一定程度上依赖

于耳蜗的输入。这也启示我们，AVCN中神经元的功能

修饰具有耳蜗输入的依赖性，那么其功能修饰的关键期

与VCN到LSO、MNTB到LSO通路的功能修饰关键期

可能与耳蜗功能成熟的时间窗相契合。

在对小鼠的研究中发现，听觉建立前切除耳蜗可显

著改变AVCN丛细胞的突触连接，但是在听觉建立后切

断耳蜗输入却不能显著影响丛细胞突触功能的发育和

突触连接［15］。由此证明，小鼠中AVCN丛细胞的功能成

熟具有耳蜗依赖性，且这种依赖性在听觉建立前表现显

著。此前对大鼠AVCN丛细胞的功能发育还知之甚少，

在本实验研究中，我们选取出生后5~21 d的SD大鼠，

将含AVCN的离体脑片作为研究载体，分析了AVCN中

丛细胞的动作电位和mEPSCs。动作电位半峰宽的变

化可以很好地反应突触后神经元细胞膜上钾钠通道的

成熟过程，因此在研究中统计分析不同年龄和年龄段

AVCN中丛细胞的动作电位半峰宽来观察突触后神经

元的成熟过程。我们发现，出生后5 d到听觉建立（P12）

这一时期丛细胞的动作电位的时间精确性显著增加，且

在听觉建立时变化趋于停止。这一结果表明，AVCN中

丛细胞自身的功能修饰与VCN到LSO、MNTB到LSO

通路的功能修饰发生在相似的时间窗。不同年龄段大

鼠AVCN中丛细胞mEPSCs的时间精确性可以反应突

触前释放递质作用于突触后神经元这一信息传递过程

的成熟度。因此，我们统计比较了P7、P14、P21三个年

龄组SD大鼠AVCN中丛细胞的mEPSCs的10%~90%

上升时间和时间常数。分析比较中发现，P14、P21年龄

组mEPSCs的上升时间和时间常数均显著高于P7年龄

组（P<0.05），而P14与P21年龄组之间无显著性差异

（P>0.1）。该研究结果表明，AVCN中丛细胞突触前的

部分功能修饰在听觉建立时也已基本完成，听神经与丛

细胞的突触功能连接成熟发生在听觉建立附近。综上

所述，听神经到AVCN与VCN到LSO、MNTB到LSO

通路的功能修饰均发生在相似的时间窗，AVCN中主神

经元丛细胞的功能成熟发生在听觉建立附近。这提示，

上述3个功能通路的修饰可能运用了同一套机制或是同

一种物质，这将在后续的研究中有待进一步研究证实。
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