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无镁诱导仓鼠原代皮质神经元电生理学特性☆

沈丘月* 刘娜娜*△ 刘黎黎* 姜玉武*△ 侯新琳*○☆

【摘要】 目的　无镁细胞外液建立癫痫放电模型，利用全细胞膜片钳技术，检测仓鼠原代皮质神经元的电生理

学特性。方法　采用生后 1~2 d 新生叙利亚仓鼠，分离大脑皮质培养原代神经元培养至第 12 天，分别予有镁细胞外

液（有镁组）和无镁细胞外液（无镁组）孵育 3 h，3 h 后均更换为正常孵育液继续培养 24 h。利用全细胞膜片钳技

术，电压钳模式下记录神经元兴奋性突触后电流（excitatory postsynaptic currents，EPSC），电流钳模式下记录神经元

兴奋性突触后电位（excitatory postsynaptic potentials，EPSP）。结果　与有镁组相比，无镁组仓鼠原代皮质神经元

EPSC[（124.38±75.15）Hz vs.（33.93±22.32）Hz，P<0.001]及 EPSP [（37.05±38.37）Hz vs.（5.63±9.52）Hz，P<0.01]的频率

升高，且差异有统计学意义；而两组之间 EPSC 及 EPSP 的振幅、曲线下面积和半宽度的差异无统计学意义（P>
0.05）。结论　无镁处理后仓鼠原代皮质神经元兴奋性升高，仓鼠原代皮质神经元可用于构建癫痫细胞模型。
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【Abstract】 Objective　To investigate the electrophysiological characteristics of hamster primary cortical neurons 
by using the whole-cell patch-clamp recordings in a Mg2+-free cell model of epilepsy.  Methods  The cerebral cortex were 
isolated for primary neuron culture from neonatal Syrian hamsters 1-2 days after birth. After 12 days, primary neurons 
were exposed to normal external (Mg2+ group) or Mg2+-free external (Mg2+-free group) respectively for 3 hours, followed by 
a 24-hour incubation in normal culture medium. Excitatory postsynaptic currents (EPSC) and excitatory postsynaptic 
potentials (EPSP) were recorded in voltage clamp mode and current clamp mode using whole-cell patch-clamp recordings, 
respectively.  Results  Compared to Mg2+ group, the frequency of EPSC [(124.38±75.15) Hz vs. (33.93±22.32) Hz, P<
0.001] (P<0.001) and EPSP [(37.05±38.37) Hz vs. (5.63±9.52) Hz, P<0.01] in primary cortical neurons from the Mg2+-free 
group increased significantly. Meanwhile, there were no statistically significant differences in the amplitude, area under 
the curve and half-width of EPSC and EPSP between the two groups (P>0.05).  Conclusion  The present study 
demonstrates an increase in excitability of primary hamsters cortical neurons after Mg2+ depletion, suggesting that these 
neurons can be utilized to use to create cell models of epilepsy.
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无镁细胞外液处理原代培养神经元是诱导神

经元体外癫痫样放电常用的一种模型。原代培养

神经元经无镁细胞外液处理可形成癫痫样放电，当

恢复正常细胞外液培养后仍可检测到自发性癫痫

样放电[1-2]。现有研究多利用海马神经元来构建体

外癫痫模型，而大脑皮质是婴儿及儿童常见癫痫起

· 论 著 ·

doi: 10.3969/j.issn.1002-0152.2024.03.003
☆ 国家自然科学基金项目（编号：82101806）；国家重点研发计划生

育健康及妇女儿童健康保障重点专项（编号：2021YFC2700700）
* 北京大学第一医院儿科（北京 100034）
△ 儿科遗传性疾病分子诊断与研究北京市重点实验室

通信作者（E-mail：houxinlin66@163.com）

140



中国神经精神疾病杂志 2024 年 第 50 卷 第 3 期

源部位。此外，仓鼠是较为少用的实验动物物种，

但其脂代谢特点与人类似，可为研究脂质与癫痫等

神经系统疾病提供更接近人体的生理环境。本研

究予无镁细胞外液处理仓鼠原代皮质神经元，利用

全细胞膜片钳技术检测神经元兴奋性突触后电流

和兴奋性突触后电位，探讨仓鼠原代皮质神经元电

生 理 特 性 ，为 无 镁 癫 痫 细 胞 模 型 的 建 立 提 供 新

思路。

1 材料与方法

1.1  实验动物 生后 1~2 d 新生叙利亚仓鼠（Me⁃
socricetus）10 只，购于北京维通利华实验动物技术

有限公司。饲养温度控制于 22~24 ℃，湿度控制于

50%~60%，每日维持 14 h 光照/10 h 黑暗。本研究

实验方案均得到北京大学医学部动物保护委员会

批准（LA2022-001）。

1.2  仓鼠原代皮质神经元培养 准备 0.2% 多聚赖

氨酸用以包备直径约 5 mm×5 mm 玻片，并将包备

好的玻片放置于六孔板中。

取生后 1~2 d 新生叙利亚仓鼠，75% 乙醇消毒

后 断 头 ，于 预 冷 的 杜 氏 改 良 Eagle 培 养 基（Dul⁃
becco’s modified eagle medium，DMEM；Gibco）中依

次去除头皮和颅骨，取出脑组织，分离大脑皮质并

去除脑膜及血管组织，将分离的皮质放入 0.25% 胰

酶中，37 ℃孵箱中消化 30 min，弃去消化液并加入

含 10% 胎牛血清（fetal bovine serum，FBS；Gibco）、

1% 青 霉 素 - 链 霉 素 双 抗 溶 液（penicillin-
streptomycin，PS；Gibco）的 DMEM 溶液，反复吹打以

终止消化，将细胞悬液通过孔径为 40 μm 的 Spec⁃
tra/Mesh 尼龙滤膜，形成单细胞悬液，使用细胞计数

仪（瑞沃德，C100-SE）计数后以 5×109/L 的密度接

种于准备好的上述六孔板中，放入 37 ℃孵箱（CO2
浓度为 5%，相对湿度为 95%）中培养 4 h，将细胞培

养 液 更 换 为 正 常 孵 育 液 [ 含 2% B27（Gibco）、1% 
GlutaMax（Gibco）、1% PS 的 Neurobasal 培 养 基

（Gibco）]，每 3~4 d 换液一次。

1.3  有镁和无镁细胞外液处理 仓鼠原代皮质神经

元用正常孵育液培养至第 12 天 ，更换为有镁细

胞外液（140 mmol/L NaCl，5 mmol/L KCl，10 mmol/L 
D- 葡 萄 糖 ，2 mmol/L CaCl2 ，0.2 mmol/L MgCl2 ，

10 mmol/L 4-羟乙基哌嗪乙磺酸；pH 值 7.3~7.4，渗

透压 310~320 mOsm）或无镁细胞外液（上述有镁细

胞外液中去除 MgCl2）孵育 3 h，3 h 后均更换回正常

孵育液，继续培养 24 h。采用倒置光学显微镜观察

两组神经元形态，评估无镁处理对神经元的形态学

影响。利用全细胞膜片钳技术记录两组神经元电

生理学特性，评估无镁处理对神经元的功能影响。

1.4  全细胞膜片钳记录 将接种有原代皮质神经元

的玻片移入记录槽中，并以 3~4 mL/min 速度予有镁

细胞外液持续灌流。

用垂直电极拉制仪（PC-10，Tritech Research，

美国）将玻璃微电极（Sutter，America）拉制成记录

用玻璃微电极，第一步温度为 69.7 ℃，第二步温度

为 58.8 ℃。玻璃电极充灌电极内液（135 mmol/L 葡
萄糖酸钾，5 mmol/L KCl，10 mmol/L 4-羟乙基哌嗪

乙磺酸，5 mmol/L EGTA，3 mmol/L CaCl2，4 mmol/L 
MgCl2，5 mmol/L Mg-ATP，0.3 mmol/L Na-GTP；pH
为7.3~7.4，渗透压300~310 mOsm）后阻抗为5~7 MΩ。

选取胞体饱满、折光性良好、突起明显并形成

网络连接的神经元，利用全细胞膜片钳（EPC-10 膜

片钳放大器及 Patchmaster 记录软件）技术依次进行

封接及破膜，同期进行快电容及慢电容补偿，且破

膜成功后对 70% 串联电阻进行补偿。破膜稳定

5 min 后开始记录，在电压钳模式下记录兴奋性突

触 后 电 流（excitatory postsynaptic currents，EPSC），

在电流钳模式下记录兴奋性突触后电位（excitatory 
postsynaptic potentials，EPSP），均记录至少 5 min，分

别对 5 min 内记录的 EPSC 和 EPSP 进行统计分析。

同时记录神经元膜电容、输入电阻以及静息膜电

位，当输入电阻大于 40 MΩ 时舍弃该神经元（本研

究舍弃约 40 个）。

1.5  统计学方法 全部数据用均数±标准差（
-x±s）描

述。n 为实验中各组所记录的仓鼠原代皮质神经元

个数。使用 Mini Analysis 6.0.3 软件分析 EPSC 及
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EPSP。GraphPad Prism 9.0 软件进行统计学检验。

两组神经元 EPSC 和 EPSP 特点比较采用独立样本 t

检验。检验水准 α=0.05，双侧检验。

2 结果

2.1  仓鼠原代皮质神经元形态学特点  新生仓鼠大

脑皮质来源的原代神经元，可以较好地贴壁生长，

有镁组和无镁组仓鼠原代皮质神经元均有良好折

光性，胞体饱满，突起明显且相互之间形成网络连

接（图 1）。

2.2  仓鼠原代皮质神经元基本特性  与有镁组相

比，无镁组仓鼠原代皮质神经元的静息膜电位（t＝

0.479，P=0.317）、膜电容（t＝0.479，P=0.300）和膜电

阻（t＝0.479，P=0.814）上调，但差异无统计学意义

（表 1）。

2.3 仓鼠原代皮质神经元兴奋性突触后电流特点 
与有镁组相比，无镁组原代皮质神经元 EPSC 频率

升高，差异有统计学意义（t＝4.337，P<0.001），而两

组之间 EPSC 振幅（t＝1.518，P=0.140）、曲线下面积

（t＝0.479，P=0.635）和 半 宽 度（t＝1.675，P=0.105）
的差异均无统计学意义（表 2、图 2）。

2.4 仓鼠原代皮质神经元兴奋性突触后电位特点 
与有镁组相比，无镁组原代皮质神经元 EPSP 频率

Fig.2 　Functional characterization of EPSC in the primary cortical neurons from neonatal hamster
图2 　新生仓鼠原代皮质神经元的兴奋性突触后电流（EPSC）特性 　A. 有镁组原代皮质神经元 EPSC；B. 无镁组原代皮质神经元 EPSC。

C、D、E、F 分别为有镁组和无镁组原代皮质神经元 EPSC 频率、振幅、曲线下面积、半宽度组间比较。注：☆☆☆，P<0.001；ns，无统计学意义。

Fig. 1 　Morphology of primary cortical neurons from neonatal 
hamster (Inverted optical microscope, ×10)

图1 　新生仓鼠原代皮质神经元形态学特征（倒置光学显微镜，×10）
A. 有镁细组新生仓鼠原代皮质神经元；B. 无镁组新生仓鼠原代皮

质神经元。标尺=50 μm。

Tab.1　Basic features of primary cortical neurons
表1　两组仓鼠原代皮质神经元的基本特性

组别

有镁组

无镁组

n

16
17

静息膜电位

（mV）

-45.69±1.99
-48.24±1.55

膜电容（pF）

20.42±1.34
22.71±1.69

膜电阻（MΩ）

24.67±2.40
25.37±1.74

Tab.2　Features of EPSC in primary cortical neurons
表2　两组仓鼠原代皮质神经元EPSC特性

组别

有镁组

无镁组

n

14
17

频率（Hz）
33.93±22.32

124.38±75.151)

振幅（pA）

22.76±9.55
28.86±12.26

曲线下面积

99.93±45.12
93.35±31.09

半宽度

（ms）
3.38±1.11
2.80±0.78

1）与有镁组比较，经独立样本 t 检验，P<0.01。
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升高，差异有统计学意义（t＝3.179，P=0.003），而两

组之间 EPSP 振幅（t＝1.565，P=0.130）、曲线下面积

（t＝0.358，P=0.723）和 半 宽 度（t＝0.233，P=0.818）
的差异均无统计学意义（表 3、图 3）。

3 讨论

癫痫是常见的神经系统疾病[3]。目前癫痫的治

疗已取得巨大进步[4]，药物[5-8]和手术治疗[9-10]是癫痫

治疗的常用方法，但仍有部分患者不能达到完全无

发作状态。因此，针对癫痫的致病机制及治疗研究

非常重要。癫痫的主要特点为神经元异常放电。

原代神经元模拟正常生理状态神经元、无镁细胞外

液诱导神经元异常放电可构建癫痫模型。镁离子

可通过阻断离子型谷氨酸 N-甲基-D-天门冬氨酸

受体，使 Ca2+内流减少，抑制神经元兴奋性[11]。低镁

或无镁使神经元兴奋性升高，同时可以诱导神经元

突起结构及数目改变，降低神经元突触可塑性[12-14]，

从而影响神经元功能，引发神经元癫痫样放电[15]。

本研究选择仓鼠原代皮质神经元构建无镁诱

导的癫痫模型，运用全细胞膜片钳检测其电生理特

性，初步探讨仓鼠用于癫痫研究的可行性。仓鼠作

为实验动物较为少见，但仓鼠特有的生理特点，使

其可成为研究癫痫等多种神经系统疾病中神经元

生理功能改变的理想动物模型。仓鼠具有与人类

相似的脂代谢特点，如血浆内源性胆固醇酯转移蛋

白（cholesteryl ester transfer protein，CETP）高表达、

肝脏低密度脂蛋白受体低表达、以低密度脂蛋白为

主的脂蛋白谱[16-17]。而脂质与神经系统关系密切，

磷脂、脂肪酸都是参与脑发育、脑损伤等神经系统

疾病病理生理过程的重要物质[18-19]。大脑的能量供

应也依赖于脂质代谢。且有研究表明癫痫发作脑

区葡萄糖类物质处于低代谢水平，提示致痫脑区在

使用脂质等辅助燃料满足大量神经元同步放电的

能量消耗[20]。

Fig.3 　Functional characterization of EPSP in the primary cortical neurons from neonatal hamster
图3 　新生仓鼠原代皮质神经元的兴奋性突触后电位（EPSP）特性 　A. 有镁组原代皮质神经元 EPSP；B. 无镁组原代皮质神经元 EPSP。

C、D、E、F 分别为有镁组和无镁组原代皮质神经元 EPSP 频率、振幅、曲线下面积、半宽度组间比较。注：☆☆，P<0.01；ns，无统计学意义。

Tab.3　Features of EPSP in primary cortical neurons
表3　两组仓鼠原代皮质神经元EPSP特性

有镁组

无镁组

n

16
16

频率（Hz）
5.63±9.52

37.05±38.371)

振幅（mV）

67.19±13.37
58.87±14.31

曲线下面积

159.62±111.19
169.99±32.27

半宽度

（ms）
3.30±1.65
3.15±1.64

1）与有镁组比较，经独立样本 t 检验，P<0.01。
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临床上，生酮饮食治疗儿童及成人难治性癫痫

有效，其特点是高脂肪、低碳水化合物[21]，且长期生

酮饮食可使得癫痫患者维持更长时间不发作[22-24]。

生酮饮食的机制现未阐明，已有研究提示与酮体促

进抑制性神经递质释放，激活钾离子通道，改善能

量代谢等有关[25]。因此，脂质与神经系统相互作用

值得深入研究，而仓鼠的特殊脂代谢特点可提供与

人类更相似的生理研究背景[26-27]。除此之外，仓鼠

作为研究传染性疾病动物模型，具有显著优势，仓

鼠体内粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子、白介素-12
等多种细胞因子的功能相较于大小鼠与人类更相

近，是研究嗜神经性病毒如乙型脑炎病毒的理想动

物模型[28-29]。

多数研究聚焦于原代海马神经元癫痫模型，这

可能与成人癫痫多起源于海马硬化有关，但婴儿及

儿童存在脑皮质发育不成熟这一关键病理生理因

素，因此，针对皮质神经元模型的研究更贴近临床。

本研究以仓鼠来源的原代皮质神经元为研究对象，

采用无镁细胞外液构建癫痫细胞模型，实验结果提

示无镁细胞外液诱导仓鼠原代皮质神经元异常放

电，EPSC 及 EPSP 发放频率均高于正常有镁细胞外

液组。上述结果表明，在仓鼠来源的原代皮质神经

元中，无镁细胞外液处理可成功构建皮质癫痫模

型。目前不断有新型抗癫痫药物出现，神经调节和

电刺激疗法也越来越受到关注[22]。因此，无镁诱导

构建仓鼠皮质癫痫模型，可以为今后开展癫痫细胞

模型相关的功能研究提供研究基础。CHO 等[30]及

LV 等[2]的研究运用无镁细胞外液孵育大鼠原代海

马神经元 3 h 后立即检测 EPSP，发现 EPSP 发放呈

“楔形”，其频率比本研究中 EPSP 发放频率高[2,30]。

新生小鼠神经元经无镁细胞外液孵育 3 h 后换为无

血清培养基，培养 24 h 后检测 EPSP，与有镁细胞外

液组相比，无镁细胞外液组神经元 EPSP 发放频率

增加，EPSP 振幅无差异。本研究结果与上述研究

结果一致[1]。此外，本研究提示仓鼠原代皮质神经

元经无镁细胞外液处理后，神经元形态较有镁组无

明 显 差 异 ，表 明 短 时 间 无 镁 处 理 不 影 响 神 经 元

形态。

综上所述，无镁处理仓鼠原代皮质神经元可用

于构建皮质癫痫细胞模型，可以为今后癫痫相关的

功能研究提供便利。仓鼠原代皮质神经元可作为

研究脂质对神经元功能影响的细胞模型，这有助于

今后进一步探索脂代谢与神经系统疾病之间的功

能联系。
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