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摘要 目的：通过冰冻切片和脑片培养方式比较获得更适合脑片实验研究的方法。方法：分别运用急性切片和脑片培养方法，结合

全细胞膜片钳技术比较两种脑片处理方法对小鼠海马神经元细胞形态、细胞膜封接难易程度、细胞电生理特性等的差异，获得更

适合细胞研究的脑片获取方法。结果：冰冻切片方法切断部分神经纤维，脑片表层出现肿胀或坏死细胞，2-3层细胞可用于膜片钳

记录，但不易封接破膜。脑片培养后可使纤维再生，整个脑片细胞形态清晰可见，容易封接破膜，电生理记录波形及基本特性与冰

冻切片一致，但脑片培养方法的细胞突触后电流幅度更大、频率更高。结论：脑片培养可修复受损纤维和细胞膜柔韧性，且不改变

膜特性，但脑片培养重建了一定数量的细胞间信号连接，使细胞反应性增强，脑片培养方法更适合脑片神经元研究。
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Comparison of Methods for Frozen Section and Cultivate Slices of
Hippocampal Pyramidal Neurons of Mouse*

To obtain the more suitable method of brain slice experiment through comparing the methods of frozen

sections and brain slice culture. Frozen section and brain slice culture were used respectively. The differences in mouse

hippocampal neurons cell morphology, difficulty of cell membrane sealing degree, the electrophysiological properties of cells of two

kinds of brain slice processing methods were compared using whole cell patch clamp technique to find out which way is more suitable for

brain slice research. Frozen section cut off part of the nerve fibers, leading to surface slices of cells swelling or necrosis. 2-3

layers of cells could be used for patch clamp recording, but it was not easy to break the sealing. Brain slice culture could make fiber

regeneration. The cell morphology was clearly visible, and the membranes were easily ruptured. The electrophysiological recording

waveform and the basic characteristics were consistent with those of frozen section, but brain slice culture has more larger on

postsynaptic cell current amplitude and higher on frequency. Brain slice culture can repair the damaged cell membrane and

fiber flexibility, and does not change the membrane properties. However, it can reconstruct a certain number of intercellular signal

connection to enhance cell reactivity. Therefore, cultivate slices are more suitable for the study of neurons.
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前言

通过离体方法研究中枢神经元的技术手段有细胞原代培

养、急性单细胞分离、冰冻切片等[1,2]。其中细胞原代培养和急性

单细胞分离可获得单个独立的神经元细胞，而在正常生物体内

部，神经元与周围组织细胞存在信号联系并相互作用，所以不

适于离体方法研究中枢神经系统的功能特性。而冰冻切片方法

通过对脑组织急性处理能有效保留部分神经网络联系，及时记

录也可以保留细胞原有的电生理特性，适于离体中枢神经元的

研究[3,4]。目前，新型技术脑片培养在逐渐开展，该方法是通过冰

冻切片急性分离脑片后，再通过微孔膜插件[5]方法培养一段时

间后，再进行脑片神经元特性研究，国内外已有研究证实通过

微孔膜插件的方法可保留包含在体脑组织中的各种神经元，且

能保持完整的细胞间三维空间结构，同时在保证长期神经元存

5416窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.28 OCT.2017

活的条件下，可保留完善的神经传递回路和受体分布[6-8]。那么

该方法是否改变了细胞某些基本电生理特性呢？不得而知。海

马是大脑研究最多最广泛的区域，所以本实验通过冰冻切片和

脑片培养方法首次对海马脑片进行细胞形态、基本模特性、神

经突触电生理特性来比较两种方法的优劣程度，为神经科学领

域的方法修饰和选取上提供实验和理论依据。

1 材料与方法

1.1 冰冻切片

实验取健康的且体重在 16-22 g成年 C57小鼠 17只（由

南方医科大学动物中心提供），异氟烷麻醉后断头取脑，迅速移

入冰冻脑脊液（ACSF）中使组织变硬，在用徕卡切片机制备成

300 滋m的冠状切片。制备好的脑片转移入 ACSF液孵育（37

℃；30 min）后常温观察记录。实验用 ACSF[9]成分（mmol /L）：

125 NaCl，3.3 KCl，1.4 MgSO4，1.3 NaH2PO4，26 NaHCO3，1.2Mg-

SO4，10 glucose，2.4 CaCl2（ pH 7.3）。所有化学试剂均购自

Sigma。

1.2 脑片培养

实验用 2~3周的健康 C57小鼠 10只，切片过程（如上）在

细胞间超净台内完成，参照文献[1]消毒切好的脑片用吸管迅速

转移至六孔板的膜插件上，去除六孔板中的液体，再加入 1ML

培养液培养，脑片培养 1~2周观察并进行电生理。培养液成分

为（mmol /L）：0.05MEM，0.018EBSS，0.001S-P(双抗)，0.005Glu-

cose，0.025 Horse scrum。培养液及所有实验器械需高温灭菌，

动物乙醇消毒。

1.3 脑片观察和电生理记录

在红外光差显微镜的低、高倍镜下分别观察小鼠海马区域

脑片状态和单个细胞细胞膜凹凸程度、膜表面颗粒等，然后在

全细胞膜片钳电流钳模式下，由数模转换器通过玻璃电极

注入电流刺激（步阶：50 pA，时程：100 ms，强度从 -50 pA 到

300 pA），并记录神经元动作电位发放。记录用玻璃微电极由

P-97（SUTTER，美国）拉制，且保证电阻为 3~6 MΩ。电极内液
[10-12]（mmol） 成 分 为 ：142K-gluconate，10EGTA，9 HEPE，

3.8Mg-ATP，4.1MgCl2，0.2GTP。

1.3.1 I-V值 在电压钳模式下，向神经元内注入电流为 -100

pA到 +100 pA，步阶为 10pA，刺激时程为 200 ms的阈下电流

刺激，分别记录两组脑片的锥体神经元阈下电压值，用 clampfit

软件将 100 ms的平台期对应电流电压值进行分析并绘制 I-V

曲线图。

1.3.2 微小突触后电流（mEPSCs） 在全细胞电压钳模式下，

两组脑片均在灌流液中加入 gabazine（10 滋mol/L）和 strychnine

（1 滋mol/L）分别阻断氨基丁酸能和甘氨酸能反应，再将海马椎
体神经元钳制在 -60 mv，待细胞稳定 10 min左右记录细胞自

发 mEPSCs反应。

1.4 统计分析

SPSS13.0软件进行数据统计分析，用均数± 标准差表示计

量资料。方法采用两个独立样本 t检验，以 P < 0.05表示有统计

学意义。作图软件包括 SPSS13.0、origin8.0、cavas、CorelDRAW

等。

2 结果

2.1 脑片和细胞状态比较

在红外光差显微镜的低倍镜下观察发现，由冰冻切片制备

的脑片形态轮廓清晰，切片表面平整，颜色偏淡黄色。高倍镜下

表面一至二层细胞肿胀破裂，或出现明显的细胞核，深层三至

四层细胞轮廓清晰，未见细胞肿胀，用电极封接破膜时，易封接

难破膜，或者难封接。而脑片培养方法获得的脑片低倍镜下边

缘不清晰，且有向外伸展的树突、轴突和结缔组织，切片表面厚

薄不一，颜色偏白。高倍镜下可见脑片从表面至深部均有活细

胞，轮廓清晰，用电极接触时以毫秒级的速度封接破膜。

2.2 冰冻切片和培养脑片细胞动作电位电生理特性比较

通过给予一定的电流刺激，两组记录所得的动作电位波形

一致，通过对最大电流刺激强度 300pA下细胞的电生理特性

参数如：动作电位发放数（action potential count，AP count）、第

一发放延时（first spike latency，FSL）、峰值时间差（interspike in-

terval at peak value，ISIp）、峰值电压（peak amplititude）进行数据

统计分析，发现均无统计学差异（如图 1）。说明脑片培养的方

法并未改变细胞的基本电生理特性。

2.3 冰冻切片和脑片培养对海马锥体神经元 I-V曲线影响

实验进一步研究两组脑片神经元 I-V曲线反应。将神经元

在电压钳模式下注入 -100 pA到 +100 pA，步阶间隔 10pA,刺

激时程为 200 ms的步阶电流。分别记录冰冻切片（n=17）和脑

片培养海马锥体神经元（n=19）电流反应（如图 2,A），并绘制

I-V曲线（如图 2,B）。从图 B展示的 IV曲线看出，当均值在

V=0 mV 时，两组电流分别为 699.83± 13.02pA 和 700.10±

10.45pA，无统计学差异（p=0.98），（如图 2C）。当 I=0pA时，两

组神经元细胞反转电位值分别为 61± 10mV和 57± 7mV，两

者间无统计学差异（p=0.78）,如图 2D。两组细胞最大电流反应

分别为 1581.03± 23.58pA和 1643.19± 19.49pA，两者间无统计

学差异（p=0.13）。说明脑片培养的方法并不影响细胞 I-V曲线

形状和基本膜参数。

2.4 冰冻切片和脑片培养对海马神经元 mEPSCs的差异比较

为探讨冰冻切片以及脑片培养对海马神经元突触连接的

影响差异，实验以全细胞电压钳模式的方法记录方式，分别对

冰冻切片组和脑片培养组椎体神经元微小突触后电流（mEP-

SCs）反应进行记录，实验分别记录细胞 18和 17个，每个细胞

记录时长为 10 min（如图 3A）。图 3B对两组间的电流幅度进行

统计比较，发现冰冻切片组（29.75± 6.78 pA）比脑片培养组

（33.58± 4.13 pA）电流幅度略低，具有统计学意义（P<0.05），说

明脑片培养提高了突触后细胞通道的反应性来提高电流幅度。

通过对突触后电流的半峰宽（half peak width；半峰宽 =AP下降

支半峰时间 -AP上升支半峰时间）进行统计学研究发现，冰冻

切片组（2.0± 0.8 ms）和脑片培养组（1.9± 1.0 ms）半峰宽差异

不明显，且无统计学差异（P>0.05）。说明脑片培养并未影响细

胞突触后介导通道的开放时间，（如图 3C）。在对 mEPSCs反应

频率分析时发现，冰冻切片组频率（31.82± 8.56 ms）明显低于

脑片培养组（40.83± 7.16 ms），且均具有显著统计学差异（P<0.

05）（如图 3D）。说明脑片培养的方式促使了突触前囊泡量子释

放，且该量子为非动作电位依赖的囊泡量子，突触前量子释放
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图 1冰冻切片和培养脑片细胞动作电位电生理特性

Fig.1 The recording of action potential of hippocampal pyramidal neurons in frozen section and cultivate slices

Note: A: The action potential waveform produced by injecting current for pyramidal cells and the current injection propofol. Fro: group of frozen section,

n=26; Cul: group of cultivate slices, n=28. B, C, D, E: the AP count, the mean first spike latency, the interspike interval at peak value and peak amplitude

from the group of frozen section and cultivate slices. Error bars are ± SE. **, p<0.01, *, p<0.05. Independent-sample T Test.

图 2冰冻切片和脑片培养对海马锥体神经元 I-V曲线

Fig.2 The I-V curves of hippocampal pyramidal neurons from frozen

section and cultivate slices

Note: A: Example of membrane current waveforms recorded from group of

frozen section and cultivate slices during propofol application. B: The

current-voltage functions (I-V curves) derived from the steady-state

responses in A. Open circles and open squares represent responses of

frozen section (n=17) and cultivate slices (n=19). Error bars are ± SE. C:

Comparison the current of group of frozen section and cultivate slices

when V=0mV. D: Comparison the reversal potential (Vrev) of group of

frozen section and cultivate slices when I=0mV. E: Comparison the max

current of group of frozen section and cultivate slices during 50 to 100mV

stimulus. Error bars are ± SE. **, p<0.01. Independent-sample T Test.

增加进而使神经细胞兴奋性传递加快。以上结果显示，脑片培

养组的椎体神经元具有更高的细胞反应性，且发放频率显著增

加，说明冰冻切片急性损伤了神经纤维连接，而脑片培养的方

式修复了一定数量的纤维连接，重建了一定数量的细胞间信号

连接，从而使细胞反应性增加。

3 讨论

随着脑片培养技术的不断改进，国内外现已广泛运用微孔

膜插件方法培养新生鼠脑片，该方法既能使培养基中的营养物

质满足脑片细胞需要,又能事使脑片向空气中摄取足够的氧气
[13,14]。前期研究已经证实脑片培养技术既能保持组织固有结构

不变，保证细胞的三维空间结构不会改变、维持层与层间纤维

连接，保留了完整的突触回路、递质释放、受体分布、突触连接

和其他生理功能，更加接近体内的真实表现，同时又有利于实

验条件的控制和实验结果的观察[15,16]。本实验以海马脑片为研

究对象，通过全细胞膜片钳记录方结合海马椎体神经元的解剖

学特点，探索及验证脑片培养的方式获得的神经元状态与冰冻

切片方式获得的神经元状态异同点。

脑组织培养技术已经渗透到神经科学研究各个领域，然而

对于本实验的脑片培养技术并未得到普及，前期学者通过体视

学原理定量定时观察培养脑片中细胞细胞层、各层细胞密度、

细胞大小的变化过程，得出离体脑片培养的细胞发育模式与在

体细胞发育模式一致的结论[17,18]。为本实验的脑片培养技术给

予有力的佐证，加之本实验采用微孔膜插件方法进行培养，与

冰冻切片获得的脑片细胞比较，进一步保证脑片培养过程中细

胞营养吸取和提供更佳的生存发育环境。通过红外显微镜观

察，脑片培养的方式获得的脑片保留了完整的细胞种类和三维

空间结构，海马区域神经细胞规律分布、细胞胞体形态清晰，与

前期脑片培养结果一致。冰冻切片组的脑片细胞表层受损，二
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图 3冰冻切片和脑片培养对海马神经元 mEPSCs的差异

Fig.3 The recording of miniexcitatory postsynaptic currents of hippocampal neurons from group of frozen section and cultivate slices

Note: A: left: The recordings of mEPSCs of hippocampal neurons from group of frozen section and cultivate slices. right：Averaged traces from mEPSCs

of two individual cells, normalized to their peaks. B, C, D: Comparison the current, half peak width and frequency of mEPSCs in two groups. Fro: n=18;

Cul: n=17. Error bars are ± SE. **, p<0.01;*, p<0.05. Independent-sample T Test.

至三层可见细胞形态完整，说明脑片培养方法除了能保证与

在体相同的胞体结构与分布外，还能更好的筛除和修复受损

细胞。

动作电位的形成与细胞膜表面离子通道特性有密切关系，

当细胞受到一定刺激便能细胞膜上的各类离子通道产生相应

数量的开放和关闭，继而产生内外膜电流，改变细胞膜电位[19]。

实验对冰冻切片和脑片培养组分别给予相同强度和时程的电

流刺激并记录动作电位，经过统计研究发现无论是动作电位数

量，还是动作电位各个基本参数，均没有显著的统计学差异。说

明体外脑片培养的方式与在体冰冻切片获得的神经元具有相

同的膜细胞特性，脑片培养保存了正常的膜蛋白功能。

细胞膜基本特性除了动作电位这个衡量指标外，细胞反转

电位决定细胞处于静息状态的电位模式，实验进一步研究两种

脑片获得方式对细胞的 I-V曲线变化的影响，通过统计发现无

论是反转电位还是最大电流，均无显著统计学差异。并且当给

予 50mV以上的兴奋性刺激时，I-V曲线平台亦未改变，这进一

步说明脑片培养方式并未改变神经元膜参数，保留了与在体神

经元相同且完整的膜蛋白种类和数量。

前期实验通过形态学和检测细胞膜参数来比较脑片培养

和冰冻切片两种脑片获得方式对单个神经元细胞基本模特性

的异同，得出两种脑片获得方式并无差异。除了单个神经元本

身的特性外，也需要考虑神经元之间的突触回路、递质传递水

平的差异从，后续实验用能更微观精密地反应神经传导效应的

微小突触后电流 mEPSCs来检测神经元间连接关系，且 mEP-

SCs中的幅度、半峰宽和发放频率三个基本参数能有效精准的

反应和检测突触前囊泡释放速度、数量和突触后受体通道接受

信号的敏感性强弱[20]。统计学研究得出并冰冻切片组幅度低于

比脑片培养组，而冰冻切片组的半峰宽和脑片培养组半峰宽并

无差异，冰冻切片组的反应频率要低于脑片培养组。充分说明

脑片培养的方式仍旧保留了神经元之间的神经突触连接，突触

环路上密集分布相应递质受体并且同时保持递质传递的完整

性。脑片培养组神经元的基本连接完整的情况下，脑片培养方

式通过突触后受体通道数量增加来提高电流幅度，并且一定程

度上促使突触前非动作电位依赖的囊泡量子释放量增多从而

提高突触后神经细胞兴奋性传递和接收。这有利的说明脑片培

养的手段能有效的保证神经元保留与在体神经元相同的细胞

形态和膜细胞特性，经过一段时间的体外培养，不但保存了完

整的突触回路、受体分布、递质释放，且在一定程度上修复了急

性分离切片方式带来的细胞损伤和部分神经连接断裂损坏。从

长远的神经毒理学研究来看，体外脑片培养能更方便的改变神

经元生存外在条件，为中枢神经元药物毒理学研究、神经发育

研究、神经损伤及修复等提供更加有利控制、可靠、理想的环境

和条件。
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