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摘要 目的：探讨离子型谷氨酸受体中的 AMPA受体(琢-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate receptor, AMPA受体)和

NMDA受体(N-methyl-D-aspartic acid receptor)对抑制性中间神经元以及兴奋性神经元的形态发育的影响。方法：采用原代培养皮

层神经元，通过药物干预 AMPA受体和 /或 NMDA受体的方法阻断神经元的离子型谷氨酸受体，并采用 GAD67-GFP鼠的绿色

荧光来显示混合细胞群中抑制性神经元、CaMKII免疫荧光染色显示兴奋性神经元。结果：当阻断 AMPA和 /或 NMDA受体时，

光镜下显示神经元网络的密度降低，且随着药物浓度的增加，神经元网络的变化更明显。对于 GFP阳性的抑制性神经元，当阻断

AMPA受体时，神经元突起分支数降低至对照组的约 65%(低浓度)和 55%(高浓度)，突起长度缩短至对照组的大约 43%(低浓度)

和 36%(高浓度)；当阻断 NMDA受体时，分支数降低至约 70%(低浓度)和 45%(高浓度)，长度缩短至约 43%(低浓度)和 31%(高浓

度)；联合用药时，分支数和长度分别为对照的约 42%和 38%。对于 CaMKII阳性的兴奋性神经元，尽管变化程度稍弱，但其形态也

出现类似变化。当阻断 AMPA受体时，神经元的分支数降低至对照组的 64%(高浓度)，突起长度变化不大；当阻断 NMDA受体

时，分支数降低至约 50%(高浓度)，长度缩短至约 77%(低浓度)和 71%(高浓度)；联合用药时，分支数和长度分别为对照的约 69%

和 62%。结论：在神经元发育的过程中，离子型谷氨酸受体介导的兴奋性突触传入可影响抑制性神经元和兴奋性神经元的形态发

育，最终对神经环路的形成发挥重要的调控作用。
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Effect of Excitatory Synaptic Afferent Signal on the Morphological
Development of Cortical Neurons *

To detect the effects of AMPA receptor (琢-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate receptor) and
NMDA receptor (N-methyl-D-aspartic acid receptor), two of ionotropic glutamate receptors, on the morphological development of in-

hibitory interneurons and excitatory neurons. Primary cultured cortical neurons were treated with drugs to interfere with AMPA

receptors and/or NMDA receptors, to block neuronal ionotropic glutamate receptors. Neurons of each group were observed, and the in-

hibitory neurons were displayed by green fluorescence in GAD67-GFP transgenic mice while the excitatory neurons were showed by

CaMKII immunofluorescence staining. When AMPA and/or NMDA receptors were blocked, the density of the neural network

decreased when observed under light microscope, and the degree of decreasing became even more obvious with the increase of drug con-

centration. For GFP-positive inhibitory interneurons, when AMPA receptors were blocked, the number of neuronal branches decreased to

65% (low concentration) and 55% (high concentration) of the control group, and the length of processes was shortened to 43% (low con-

centration) and 36% (high concentration) of the control. When NMDA receptors were blocked, the number of branches decreased to 70%

(low concentration) and 45% (high concentration), and the length decreased to 43% (low concentration) and 31% (high concentration).

And when AMPA and NMDA receptors were blocked together, the number of branches decreased to 42% and the length decreased to

38%. For CaMKII-positive excitatory neurons, although the degree was weaker, the neurons showed similar changes in morphology, with
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reduced number of branches and shortened length of processes. When AMPA receptors were blocked, the number of branches decreased

to 64% (high concentration), and the length didn't vary too much. When NMDA receptors were blocked, the number of branches de-

creased to 50% (high concentration), and the length decreased to 77% (low concentration) and 71% (high concentration). And when AM-

PA and NMDA receptors were blocked together, the number of branches decreased to 69% and the length decreased to 62%.

During neuronal development, the excitatory synaptic afferent signal mediated by ionic glutamate receptors showed effects on the mor-

phological development of inhibitory interneurons and excitatory neurons, and finally plays an important regulatory role in the formation

of neural circuits.

Inhibitory interneuron; Excitatory neuron; AMPA receptor; NMDA receptor; Morphological development

前言

抑制性中间神经元仅占皮质和海马神经元总数的 15%，但

发挥着重要的作用，其通过神经递质 酌-氨基丁酸(aminobutyric

acid，GABA)介导向下游靶标的抑制性神经传递，对于神经系

统功能的正常行使非常重要[1]。皮质和海马的抑制性中间神经

元起源于端脑腹侧，并通过切向迁移到达新皮质和原始海马

区，然后再以放射状移动到达特定的皮层或海马层[2]。随后形成

广泛的轴突分支(arborization)与靶细胞连接，精细地有选择性

地调节着局部和远程的神经元回路。中间神经元迁移至皮层

后，椎体神经元通过各种分子对中间神经元发挥调控作用，例

如离子型谷氨酸受体 (ionotropic glutamate receptors，iGluRs)。

iGluRs包括 N-甲基 -D-天冬氨酸 (NMDA) 受体、海人藻酸

(KA)受体和 琢-氨基 -3-羟基 -5-甲基 -4-异恶唑(AMPA)受体

等。AMPA和 NMDA等受体的亚基在胚胎期就有表达，提示

iGluRs参与中间神经元的发育[3]。

为了检测 AMPA和 NMDA 受体在中间神经元形态发育

过程中的作用，我们采用 GAD67-GFP转基因小鼠，培养其皮

层神经元，加入 AMPA 或 / 和 NMDA 受体的阻断剂 [4]，观察

GFP阳性神经元的形态改变，以反映 GABA能抑制性中间神

经元的形态变化。结果表明当阻断 AMPA或 NMDA受体的阻

断剂时，GFP阳性的抑制性中间神经元的突起分支数降低，突

起长度缩短；当同时加入 AMPA和 NMDA受体的阻断剂时，

中间神经元的形态变化同上，没有出现更严重的变化。进一步

检查发现 GFP阴性 CaMKⅡ阳性的兴奋性神经元的形态也发

生了变化，分支数降低，突起长度缩短。这些结果提示 iGluRs中

AMPA和 NMDA受体的正常功能对 GABA能抑制性中间神

经元的形态发育非常重要，同时对兴奋性椎体神经元自身的形

态发育也很重要，最终对神经环路的形成发挥重要的调控作用。

1 材料与方法

1.1 材料

实验动物、仪器与试剂。

1.1.1 主要试剂和仪器 Neurobasal-A(美国 Gibco公司)，B27

(50X，美国 Gibco公司)。一抗主要包括山羊抗 GFP多克隆抗体

(Rockland公司)，兔抗 CaMKII单克隆抗体(Abcam公司)。二抗

包括抗山羊绿色荧光二抗 (Donkey anti-Goat lgG(H+L)Highly

Cross-Adsorbed Secondary Antibody Alexa Fluor488，invitrogen

by Thermo Fisher Scientific, A21206)，抗兔红色荧光二抗(Alexa

Fluor 594 donkey anti-Rabbit lgG(H+L)，molecular probes by lifc

technologies, A21203)。主要仪器包括：Olympus BX51，Olym-

pus Confocal DP72。

1.1.2 实验动物 GAD67-GFP转基因小鼠，饲养于 SPF动物

房内，24度恒温，正常给水与喂食，12 h明暗交替光照。

1.2 方法

1.2.1 原代皮层神经元培养 新生 1天的 GFP乳鼠，酒精全

身消毒，无菌条件下断头取脑，将脑组织放入预先盛有预冷

HBSS液的培养皿中，于解剖显微镜下分离皮层，去除血管、被

膜等组织，用预冷的 HBSS洗涤，移入 0.25%胰蛋白酶中，于

37℃消化约 15 min。加入含有 10%胎牛血清的 DMEM终止消

化。用尖端钝化的巴氏滴管反复吹打成细胞悬液，过 100目不

锈钢筛，收集细胞悬液，1000 rpm离心 5 min，去上清。加入适量

的 Neurobasal-A(2%的 B27)培养基，反复吹打成细胞悬液。取

少量细胞悬液台朌蓝染色计数，以 1~5× 104细胞密度接种于

预先多聚赖氨酸包被的盖玻片上，置于 37℃，5% CO2培养箱。

1.2.2 药物干预 将培养 48小时的神经元分为对照组和实验

组，实验组再分为 5组。实验组加入用 Neurobasal-A (2%的

B27)培养基配制的药物，使其终浓度分别为 10 滋 MNBQX、

50 滋MNBQX、50 滋 MAP5、250 滋MAP5、50 滋 MNBQX+250 滋
MAP5，对照组则加入等量的 Neurobasal-A (2%的 B27)培养基。

药物作用 6天后终止。

1.2.3 免疫荧光细胞染色 取皮层神经元，4%多聚甲醛室温

固定 15 min，吸除后用 0.01 mol/L PBS清洗 3次，每次 10 min，

1%牛血清白蛋白(BSA)+0.03%Triton+PBS室温封闭 1 h。山羊

抗 GFP抗体(1：10000)和兔抗 CaMKII 抗体(1：10000)(一抗稀

释液：1% BSA+PBS)4℃过夜，0.01 mol / L的 PBS清洗，驴抗山

羊 488(1：2000)(二抗稀释液：PBS)和驴抗兔 594(1：2000)室温

避光孵育 1.5 h，PBS清洗，Hoechest(1：1000)(稀释液：PBS)孵育

2~3 min，PBS清洗，50%甘油封片，观察。阴性对照用 PBS代替

一抗，其余步骤相同。

1.2.4 神经元突起和长度检测 用 Image J分别计数两种神经

元突起数，同时记录最长突起的长度。

1.3 统计学处理

实验数据采用 SPSS16.0软件进行统计学分析，计量资料

以均数± 标准差(x± SD)表示，多组间差异显著性采用单因素

方差分析，两样本均数间的多重比较采用 Newman-Keuls检

验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果
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2.1 光镜下细胞形态和网络的观察

以对照组为参照 (见图 1A)，加入 AMPA 受体阻断剂

NBQX低浓度组和高浓度组、加入 NMDA受体阻断剂 AP5低

浓度组和高浓度组以及两种药物联合添加组 N+A组的神经元

胞体没有明显的变化，但神经元的突起变得稀疏 (见图 1B1、

B2、C1、C2、D)，并且增加药物浓度时，变化更加明显(见图 1B2,

C2, D)。

图 1 皮层原代培养神经元药物干预后的形态变化

Fig.1 Morphological changes of primary cultured cortical neurons after drug intervention

Note: A: control group treated with normal Neurobasal-A. B-D: groups treated with different antagonists. B1: group treated with NBQX at 10 滋M. B2:

group treated with NBQX at 50 滋M. C1: group treated with AP5 at 50 滋M. C2: group treated with AP5 at 250 滋M. D: group treated with both NBQX at

50 滋M and AP5 at 250 滋M. The scale bar is 50 滋m.

2.2 不同受体阻断剂对中间神经元形态的影响

为了定量分析 iGluRs中 AMPA或 /和 NMDA 受体阻断

剂对抑制性中间神经元形态变化的影响，我们采用

GAD67-GFP转基因小鼠，培养其皮层神经元，通过 GFP抗体

染色来显示出抑制性神经元的形态。结果显示(见图 2，表 1)相

比于对照组，各加药组的中间神经元分支数减少，突起缩短。对

照组中间神经元的分支数为 3.27± 1.35，突起长度为 39.48±

12.3 滋M。NBQX低浓度 10 滋M组细胞分支降低至 2.14± 1.03，

为对照组的 65.53± 31.41%，长度降低至 17.32± 7.01 滋M，是对
照组的 43.86± 17.77 %。NBQX高浓度 50 滋M组细胞形态变
化加剧，细胞分支数降低至对照组的 55.05± 45.15%，长度降低

至对照组的 36.76± 24.70%。AP5组的变化与 NBQX组的变化

相似，低浓度 50 滋M组细胞分支数降低至对照组的 70.72±

39.82%，长度降低至对照组的 43.47± 18.90%；高浓度 250 滋M
组细胞分支数降低至对照组的 45.14± 25.69%，长度降低至对

照组的 31.71± 18.60%。两种药物联合用药 N+A组则分别降低

至对照组的 42.81± 21.38%和 38.50± 16.62%。

2.3 不同受体阻断剂对兴奋性椎体神经元形态的影响

为了检测抑制性中间神经元发生变化时，兴奋性神经元自

身是否有变化，我们通过 CaMKII标记物的免疫荧光染色来进

行观察。结果显示(见图 3，表 2)各个加药组兴奋性神经元的形

态也有变化。NBQX低浓度 10 滋M组细胞分支数降低至对照

组的 81.97± 30.27%，突起长度降低至对照组的 95.78 ±

29.84%。NBQX高浓度 50 滋M组细胞分支数降低至对照组的
64.89 ± 24.46%，长度降低至对照组的 82.04± 42.44%。AP5浓

度 50 滋M组细胞分支数降低至对照组的 93.68± 10.52%，突起

长度降低至对照组的 77.10± 27.65%；高浓度 250 滋M组，细胞
分支数降低至对照组的 50.44± 13.53%，突起长度降低至对照

组的 71.35± 24.35%。两种药物联合用药 N+A组细胞分支数和

突起长度分别降低至对照组的 69.36 ± 28.42%和 62.42±

38.25%。

3 讨论

抑制性神经元以 酌-氨基丁酸(GABA)作为主要的神经递

质，通过释放 GABA作用于 GABAA受体或 GABAB受体，进

而使突触后膜上的 Cl-内流或 K+外流，导致膜电位的超极化，

降低突触后神经元的膜兴奋性。抑制性中间神经元数量虽少，

但作用却不容小觑，其通过高度的时空精确性调节神经元的兴

奋性，从而控制神经环路的电活动和节奏性。同时，中间神经元

因其结构和功能的多样性使其在神经环路的功能和调节中起

着关键的作用。在皮层 GABA能神经元中，有 40~50%是 par-

valbumin(PV)阳性的中间神经元，20~30%为 somatostatin(SST)

阳性的中间神经元[5]，还有很多其他类型的中间神经元等。多种

抑制性中间神经元在不同的脑区参与不同的大脑神经功能，发

挥着重要的作用[6,7]。
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图 2 皮层抑制性神经元药物干预 6天后 GFP免疫荧光染色观察形态变化

Fig.2 Morphological changes of cortical inhibitory interneurons observed through anti-GFP immunofluorescence staining after 6-day of drug treatment

Note: A: control group treated with normal Neurobasal-A. B-D: groups treated with different antagonists. B1: group treated with NBQX at 10 滋M. B2:

group treated with NBQX at 50 滋M. C1: group treated with AP5 at 50 滋M. C2: group treated with AP5 at 250 滋M. D: group treated with both NBQX at

50滋Mand AP5 at 250滋M. E-F: Statistical analysis of the number of branches (E) and the length of branch (F) of interneurons. The scale bar is 50滋m.

Note: *Ration=Drug-treated group / control group.

表 1 GFP+中间神经元的形态变化分析

Table 1 Analysis of the morphological changes of GFP+ interneuron

NBQX AP5 NBQX+AP5

10 滋M 50 滋M 50 滋M 250 滋M 50 滋M + 250 滋M

No. of branches*

Mean ± SD (%)
65.53± 31.41 55.05± 45.15 70.72± 39.82 45.14± 25.69 42.81± 21.38

Length of branch*

Mean ± SD (%)
43.86± 17.77 36.76± 24.70 43.47± 18.90 31.71± 18.60 38.50± 16.62

上述复杂的中间神经元网络是精巧的神经发育的结果[8]。

神经发育过程中，皮层和海马的抑制性神经元都起源于神经节

隆起(ganglionic eminence，GE)。GE位于端脑腹侧，根据解剖位

置分三部分：外侧隆起(lateral ganglionic eminence，LGE),中间

隆起(medial ganglionic eminence，MGE)和尾部隆起(caudal gan-

glionic eminence，CGE)。首先，新生的抑制性神经元必须历经长

时程的从腹侧到背侧的切线性迁移才能到达目标脑区[9]。其次，

中间神经元到达皮层或海马后开始进行放射状迁移，到达合适
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Note: *Ration=Drug-treated group / control group.

图 3 皮层神经元药物干预 6天后 CaMKII免疫荧光染色观察

Fig.3 Morphological changes of cortical excitatory neurons observed through anti-CaMKII immunofluorescence staining after 6-day of drug treatment

Note: A: control group treated with normal Neurobasal-A. B-D: groups treated with different antagonists. B1: group treated with NBQX at 10 滋M. B2:

group treated with NBQX at 50 滋M. C1: group treated with AP5 at 50 滋M. C2: group treated with AP5 at 250 滋M. D: group treated with both NBQX at

50滋Mand AP5 at 250滋M. E-F: Statistical analysis of the number of branches (E) and the length of branch (F) of excitatory neurons. The scale bar is 50滋m.

的皮质板层或海马层。整体上看抑制性神经元分散地迁移到整

个端脑区域，分散在兴奋性椎体神经元周围，然后形成突触，正

确地整合入合适的神经环路内[2,10,11]。

表 2 CaMKII+兴奋性神经元的形态变化分析

Table 2 Analysis of the morphological changes of CaMKII+ interneuron

NBQX AP5 NBQX+AP5

10 滋M 50 滋M 50 滋M 250 滋M 50 滋M+250滋M

No. of branches*

Mean ± SD (%)
81.97± 30.27 64.89± 24.46 93.68± 10.52 50.44± 13.53 69.36± 28.42

Length of branch*

Mean ± SD (%)
95.78 ± 29.84 82.04± 42.44 77.10± 27.65 71.35± 24.35 62.42± 38.25
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抑制性神经元发育异常往往与多种神经精神类疾病相关，

包括癫痫[12,13]、自闭症[14,15]和精神分裂症等[2,16-18]。皮层和海马的

GABA能神经元减少、GABA能神经元的迁移错误、GABA能

神经元板层的分布异常等发育异常都被认为与神经精神类疾

病的发生发展有密切的联系[19-21]。抑制性神经元延迟或者减少

进入皮质板，也能够引起癫痫发作[22]。GABA能神经元产生于

GE早期，但在迁移到皮层失败后，打破了兴奋性和抑制性神经

元的平衡，导致网络的过度兴奋和皮质发育不良[23,24]。PV阳性的

中间神经元的发育受到损害[25]与自闭症的发病相关。特发性自闭

症模型 BTBR小鼠可自发性的减少 GABA神经递质的传递，

通过突触后 GABAA受体正向变构调节增加抑制性神经递质

的传递，对自闭症行为有所改善[26]。因此，我们需要研究清楚正

常发育表达的调控，并为异常发育所导致的疾病研究打好基础。

在抑制性神经元发育的过程中，其中一个环节 --中间神经

元从切线迁移转向放射状迁移、并到达新皮质和海马的指定位

置这一过程，需要许多机制的共同参与，例如趋化因子、神经递

质调节的钙通路、神经元离子通道型受体的极化去极化[27]等。

兴奋性椎体神经元也作为其中一份子，影响中间神经元的迁

移、最终位置和突触联系的建立 [28]。兴奋性椎体神经元通过

iGluRs与中间神经元建立联系，并调节着中间神经元的发育。

多项研究表明 iGluRs在中间神经元发育的迁移、细胞存活和

形态等各个方面都有调控作用。在迁移方面，体外实验和体内

实验研究都提示 NMDA受体或 AMPA受体缺失会影响 GA-

BA能中间神经元的迁移。在细胞存活方面，iGluRs在不同脑

区对中间神经元的作用有所不同。NMDA受体敲除后，大脑皮

质躯体感觉区域的 PV阳性中间神经元的存活不受影响，但嗅

球部位的成年新生颗粒神经元的细胞死亡增加 [35]。在形态方

面，研究普遍认为电活动是中间神经元形态发育成熟的一个重

要因素。例如，通过过度表达内流钾通道使细胞膜的兴奋性减

弱，会阻碍神经元间形态的分化成熟。具体到 iGluR受体的作

用，一些研究揭示了其在中间神经元特定亚型中的作用。例如，

reelin 阳性中间神经元中敲除 NMDA 受体亚基 GluN1 和

GluN2B会导致细胞树突和轴突形态发育缺陷。此外，iGluRs中

的 AMPA受体或 /和 NMDA受体对中间神经元形态会产生什

么结果，这一影响对兴奋性神经元自身又会有怎样的反馈，都

还有待进一步的实验探讨。

本研究结果显示使用 NBQX阻断 AMPA受体时，细胞光

镜下即表现出突起减少变稀疏的表型；GAD67-GFP阳性的中

间神经元表现出突起分支数降低，突起长度缩短；这些变化反

过来对 CaMKII兴奋性神经元本身也造成影响，使得其也发生

突起分支数降低和长度缩短的结果；并且，当药物浓度增加时，

表型更加明显，呈现出一定的浓度依赖性。使用 AP5 阻断

NMDA受体时，抑制性中间神经元神经元和兴奋性神经元也

都表现出突起分支减少和长度缩短的表型，只是在 AP5高浓

度时，这种抑制作用比 NBQX高浓度时的抑制作用更强烈。当

将两种抑制剂合用时，两种神经元也都表现出了类似的表型，

但是表型变化没有比同样浓度的单个药物的作用更明显，提示

两种药物在一起没有叠加效应。这些结果提示当阻断 AMPA

受体或 /和 NMDA受体时，发育过程中神经元兴奋性 -抑制性

环路平衡被破坏，会造成抑制性中间神经元和兴奋性神经元的

形态发育异常。而单独一种受体的阻断效果就堪比对两种受体

同时阻断的效果，这表明即使只是在一个环节上对环路的破

坏，都可能会造成整个环路平衡的破坏，从而影响环路中各种

神经元的形态发育。这些结果为相关神经发育疾病的研究提供

了基础数据和进一步的研究方向。
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