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摘要 目的 探讨丰富环境干预下的小鼠梨状皮层锥体神

经元兴奋性的变化特点。方法 选用 15 日龄的 C57BL /6 小

鼠 30 只，随机分为丰富环境组( EE 组) 15 只和常规环境组

( SE 组) 15 只，EE 组采用丰富环境刺激饲养 3 周，SE 组则在

正常实验室环境下饲养 3 周。全细胞电流钳模式下记录小

鼠梨状皮层锥体神经元的各电生理指标，锥体神经元的兴奋

性指标包括动作电位间距( ISI) 、能障( Vts-Vr) 和绝对不应

期( AＲP) 。结果 与常规环境组比较，丰富环境干预下的小

鼠梨状皮层神经元的 ISI 减小( P ＜ 0． 05 ) ，Vts-Vr 降低( P ＜
0. 05) ，AＲP 缩短( P ＜ 0. 05) 。结论 丰富环境干预可提高

梨状皮层锥体神经元的兴奋性，提示丰富环境可能有助于梨

状皮层锥体神经元的发育成熟。
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丰富环境( enriched environment，EE) 是多种外

环境有益刺激和多信息交流的综合体，与常规环境

( standard environment，SE) 相比，前者拥有更为宽大

的活动场所和多样的生活场景以提供丰富的各类有

益刺激，同类动物数量的增加可提供更多的动物之

间的信息交流。丰富环境作为一种经典的实验干预

方法，主要研究复杂多样的外环境刺激对神经元发

育的影响以及对疾病的治疗效果等，已有研究［1］提

示丰富环境对老年痴呆、脑卒中和自闭症等动物模

型具有一定的治疗效果。丰富环境所产生的良性应

激刺激对哺乳类动物大脑的结构和功能有重要影

响，外环境的复杂感觉刺激对脑内神经元的生长和

发育也至关重要。
小鼠等多数啮齿类动物属夜行动物，主要通过

嗅觉和触觉探索周围环境，嗅觉功能在小鼠的整个

生命活动中显得尤为重要，梨状皮层是小鼠嗅觉的

脑部投射区，小鼠生长发育过程中各种外环境刺激

对小鼠梨状皮层的生长和发育都有着重要作用。以

往的研究［2 － 3］主要集中在丰富环境对视皮层和听觉

皮层的影响，梨状皮层作为啮齿类动物重要的感觉

皮层却鲜有报道，同时锥体神经元是哺乳类动物大

脑皮层重要的兴奋性神经元，其电生理特性的变化

对梨状皮层的功能可能产生重要影响。该实验运用

离体脑片电生理的实验方法，通过全细胞模式记录

锥体神经元电生理指标，以期阐明丰富环境干预下，

小鼠梨状皮层锥体神经元兴奋性的变化特点。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实 验 动 物 实 验 选 用 出 生 后 15 d 的

C57BL /6 小鼠 30 只，雌雄不限，体重( 8. 0 ± 5 ) g，

随机分成两组: 丰富环境组( EE 组) 和常规环境组

( SE 组) 各 15 只。
1． 1． 2 药品与试剂 NaH2PO4 购自天津大茂化学

试剂厂; dextrose 购自国药集团化学试剂有限公司;

MgSO4、HEPES 和 Tris-GTP 均购自美国 Sigma 公司;

切脑 液 ( mmol /L ) : NaH2PO4 1. 2、HEPES 5、CaCl2
0. 5、NaCl 124、MgSO4 5、KCl 3、NaHCO4 26 和 dex-
trose 10，pH 7. 4; 人 工 脑 脊 液 ( 灌 流 液，mmol /L ) :

NaH2PO4 1. 25、CaCl2 2、NaHCO4 26、MgSO4 2、NaCl
126、dextrose 25、KCl 2. 5 和 HEPES 5，pH 7. 4; 全细

胞记录电极内液( mmol /L) : 葡萄糖酸钾 155、EGTA
0. 5、Mg-ATP 4、NaCl 4、HEPES 10 和 Tris-GTP 1，pH
7. 35。
1． 1． 3 器材 Axoclamp-200B 放大器( 美国 Axon
公司) ; 震荡切片机( 德国 Leica 公司) ，Sutter P-97
电极拉制仪和玻璃微电极( 美国 SUTTEＲ 公司) 等。
1． 2 方法

1． 2． 1 不同饲养范式的干预方法 EE 组小鼠在丰

富环境箱中饲养，丰富环境饲养箱的规格是 70 cm
×40 cm × 35 cm，内部包含管道、小屋、木质玩物以

及小鼠筑巢的一些材料如棉花等，除常规垫料外，额

外添加一些碎纸、卷纸以及布块等其他一些不同触
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感的材料。每天固定时间调整饲养箱内各物体的位

置一次，每天更换垫料一次，每个箱内饲养小鼠 10
只。SE 组小鼠按照实验室标准饲养环境进行喂养，

普通饲养箱，箱内无其他物品，常规垫料，每个箱内

饲养 4 只小鼠。动物房内保持正常的昼夜节律，温

度适宜，无杂音干扰。所有小鼠给予充足的水和食

物。
1． 2． 2 脑片的制备方法 不同饲养范式干预结束

后，取小鼠麻醉，断头取脑，剪开头部皮肤，暴露颅

骨，将颅骨沿中间剪开，左右分开颅骨，使脑组织充

分暴露，用挖脑勺迅速将小鼠脑组织取出置于冰水

混合的切脑液中，切脑液应预先通氧 ( 95% O2 +
5% CO2 ) 。将取下的脑组织稍作修整，用胶水将小

鼠脑固定在振荡切片机的平台上，切片机的槽内应

预先放入切脑液的冰水混合物，进行冠状切片，切片

厚度为 350 ～ 450 μm，切好的脑片放入充分氧合的

人工脑脊液中，25 ℃条件下持续通氧孵育 1 h。
1． 2． 3 细胞电生理实验方法 孵育结束后将脑片

置于显微镜平台的浴槽内，辅以 U 形盖网固定，人

工脑脊液持续通氧灌流。根据小鼠脑图谱提示的皮

层位置关系，在显微镜下找到梨状皮层区。根据锥

体神经元的形态呈现锥形这一特点，且与其他神经

元相比锥体神经元的顶树突比较容易观察到，同时

结合记录到的神经元动作电位发放规律来确定锥体

神经元。玻璃电极内充灌电极内液，手指轻弹排空

气泡，入液前给予一定正压，以防灌流液中杂质堵塞

玻璃电极尖端，利用显微操作系统将玻璃电极尖端

贴住神经元，释放正压的同时给予负压吸引，待形成

兆欧封接后，用嘴给予负压破膜，利用 Axonclamp-
200B 放大器，在电流钳模式下对梨状皮层锥体神经

元进行全细胞纪录，玻璃微电极的入液电阻是 5 ～ 7
MΩ。实验数据选用的标准是锥体神经元的静息电

位负值超 过 － 60 mV 且 动 作 电 位 的 振 幅 超 过 90
mV。
1． 3 统计学处理 实验运用 Clampex 10. 0 对电生

理数据进行采集，采用 Clampfit 10. 0 和 SigmaPlot
10. 0 软件进行数据分析。实验数据以 珋x ± s 表示，数

据比较采用单因素方差分析和独立样本 t 检验，P ＜
0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 锥体神经元动作电位间距( inter-spike inter-
vals，ISI) 的变化 在全细胞记录模式下，通过电极

给予细胞一段去极化脉冲刺激，调整该刺激脉冲大

小，使其达细胞阈刺激，诱发细胞产生动作电位，动

作间距即为阈刺激下相邻动作电位峰值之间的时间

间隔，其值的大小表示细胞将兴奋性信号输入转换

为编码动作电位的能力的大小。EE 组记录的数值

分别是 ISI1 － 2 ～ ISI4 － 5 ( ms) : ( 14. 28 ± 1. 1 ) 、( 22. 34
± 2. 3) 、( 28. 2 ± 1. 73 ) 和( 31. 83 ± 1. 82 ) ，SE 组的

数值分别是 ISI1 － 2 ～ ISI4 － 5 ( ms ) : ( 18. 3 ± 1. 33 ) 、
( 28. 52 ± 2. 67 ) 、( 33. 83 ± 2. 43 ) 和( 38. 23 ± 2. 31 )

( 图 1A、B 和 C) 。EE 组的动作电位间距与 SE 组相

比均减小，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
2． 2 锥体神经元能障( energybarrier，Vts-Vr) 的

变化 细胞的兴奋性受阈电位和静息电位的影响。
如图 1A 所示，阈电位( threshold potentials，Vts) 是

动作电位的起始点，其与静息电位 ( resting poten-
tials，Vr) 之间的差值( Vts-Vr) 记为神经元的能障，

其含义表示神经元受到兴奋性刺激越过能级障碍产

生动作电位的能力。EE 组各能障值分别是 Vts-Vr1
～ Vts-Vr5 ( mV) : ( 26. 52 ± 1. 34 ) 、( 31. 34 ± 1. 54 ) 、

( 32. 51 ± 1. 2) 、( 31. 73 ± 1. 76 ) 和( 33. 53 ± 1. 62 ) ，

SE 组 各 能 障 值 分 别 是 Vts-Vr1 ～ Vts-Vr5 ( mV ) :

( 30. 93 ± 1. 15 ) 、( 36. 92 ± 1. 98 ) 、( 37. 3 ± 2. 16 ) 、
( 38. 81 ± 1. 21) 和( 38. 34 ± 1. 33 ) ( 图 1A、B 和 D) 。
EE 组与 SE 组相比能障均降低，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) 。
2． 3 锥体神经元绝对不应期( absolute refractory
periods，AＲP ) 的 测 定 实 验 通 过 软 件 Clampex
10. 0 连续向神经元输入 2 个相同的去极化脉冲刺

激，通过调整这两个脉冲刺激之间的间隔时间，使第

2 个脉冲刺激诱导神经元产生动作电位的几率正好

是 50%，此时产生第 2 个动作电位的时间点即为第

1 个动作电位绝对不应期的临界点，定义此时 2 个

脉冲刺激的时间间隔为绝对不应期，其值的大小表

示细胞的兴奋程度。图 2 A 显示的是 EE 组与 SE
组锥体神经元的 AＲP 的轨迹图，由图 2B 得知 EE
组的 AＲP 要小于 EE 组，EE 组 AＲP 数值是: ( 3. 682
± 0. 583) ms，SE 组数值是: ( 4. 45 ± 0. 862) ms，两

组之间差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

丰富环境除了包含了新奇多样的饲养元素，同

时为了模拟同类的社交活动在同一环境中还增加了

共同饲养的动物数目。丰富环境中所布置的物品会

定期进行位置重设和更新，以增加环境新奇性，激发

小鼠的探索行为，模拟小鼠的自然生活习性。已有
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图 1 不同饲养环境对小鼠梨状皮层锥体神经元 ISI 和 Vts-Vr 的影响

A: 全细胞模式下记录的 EE 组 ISI 的轨迹图; B: 全细胞模式下记录的 SE 组 ISI 的轨迹图; C: ISI 的统计图; D: Vts-Vr 的统计图; 与 SE 组相

比较: * P ＜ 0． 05

图 2 不同饲养环境对小鼠梨状皮层锥体神经元 AＲP 的影响

A: 全细胞模式下记录的 EE 组和 SE 组 AＲP 的轨迹图; B: AＲP 的统计图; 与 SE 组比较: * P ＜ 0. 05

的研究［4 － 5］显示，丰富环境可促进海马齿状回神经

元前体细胞的存活，并增加海马区神经元的数量，早

期的丰富环境干预还可增加海马区 GABA 能神经

元的传递效率，促进突触的发育成熟。近来的研

究［6］还表明，丰富环境可以促进视觉系统的发育，

可见丰富环境刺激在神经回路的形成和功能中起着

至关重要的作用，本实验则研究嗅觉系统在早期丰

富环境干预下的发育特点。
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小鼠嗅觉系统可对来自外环境的上万种不同气

味进行识别，这种识别过程主要由分布于嗅黏膜上

的气味受体、嗅小球和梨状皮层共同完成，嗅小球将

不同的气味信号处理后，传递到更高级的梨状皮层。
实验选取了能障、动作电位间距和绝对不应期作为

评价梨状皮层锥体神经元内在特性的指标［7 － 9］。实

验中，丰富环境对小鼠梨状皮层锥体神经元电生理

特性的影响主要表现在，丰富环境可使锥体神经元

的 Vts-Vr 降低、ISI 减小和 AＲP 的缩短。Vts-Vr 降

低表明锥体神经元在受到去极化刺激后由静息状态

到形成动作电位的能力增加，对兴奋性刺激更加敏

感，在受到相同去极化刺激下，丰富环境组锥体神经

元更容易爆发出动作电位。ISI 体现的是在神经元

输入一段兴奋性刺激后所爆发出的动作电位的密

度，ISI 减小表明相同的刺激输入能诱导出更多的动

作电位，即动作电位的发放频率增加。AＲP 的缩短

提示神经元在特定的刺激时间内爆发的动作电位数

量增加，即动作电位的发放容量增加，这与 ISI 的减

小是相符的，进一步证明了丰富环境组小鼠梨状皮

层锥体神经元兴奋性提高。
本实验研究主要集中在锥体神经元的电生理特

性的改变，从神经元的角度揭示了丰富环境对梨状

皮层的影响，可提高锥体神经元的兴奋性。以往的

研究［10］显示丰富环境刺激对小鼠大脑的影响可能

是多方面的，其中还包括神经元的树突棘密度及突

触形态的改变，甚至一些突触相关蛋白的表达都可

能受到影响。本实验选取了小鼠大脑发育的关键时

期进行差别化的干预饲养，但前人的研究［11］提示丰

富环境对小鼠大脑不同时期可能同样存在影响，这

些还有待于后续的进一步研究。
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Effects of enriched environment intervention on excitability
of pyramidal neurons in piriform cortex of mice

Chen Changfeng，Chen Lei，Jiang Qin，et al
( Functional Central Laboratory，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the changes of the excitability of pyramidal neurons in the piriform cortex in-
fluenced by enriched environment ( EE ) ． Methods Thirty C57 BL /6 mice of 15 day age were divided into 2
groups as follows: fifteen mice were reared in EE for 3 weeks ( EE group) and the others were reared in standard
environment ( SE) for 3 weeks ( SE group) randomly． Current-clamp recordings with whole-cell patch clamp were
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made in pyramidal neurons of the piriform cortex． The excitability indexes of pyramidal neurons include inter-spike
intervals ( ISI) ，energy barrier ( Vts-Vr) and absolute refractory periods ( AＲP) ． Ｒesults The pyramidal neurons
of the piriform cortex had lower Vts-Vr ( P ＜ 0. 05) and shorter AＲP in EE group compared with SE group ( P ＜
0. 05) ． Meanwhile，the ISI values significantly decreased in EE group compared with SE group ( P ＜ 0. 05) ． Con-
clusion Ｒearing in EE can enhance the pyramidal neuron sensitivity of the piriform cortex which indicates en-
riched environment may help to accelerate pyramidal neurons development and maturate．
Key words enriched environment; piriform cortex; pyramidal neurons; patch clamp
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利拉鲁肽对动脉硬化大鼠模型的疗效评价
郭晶晶1，李 娜1，霍琴琴2，钟 兴1，潘天荣1

摘要 目的 根据血管张力、血管病理及血清学指标来评价

利拉鲁肽治疗高脂诱导动脉硬化大鼠模型的疗效。方法

32 只 SPF 级雄性大鼠，随机分为高脂组 20 只、对照组 12 只。
将造模成功的高脂组随机分为利拉鲁肽组和安慰剂组，并继

续给予高脂饲料喂养，同时分别皮下注射利拉鲁肽或生理盐

水，对照组继续给予普通饲料喂养。干预 16 周末，检测血清

三酰甘油( TG) 、总胆固醇( CHO) 、低密度脂蛋白( LDL) 、空
腹血糖( FBG) 、空腹胰岛素( FINS) 水平，检测血清一氧化氮

( NO) 和内皮素 1( ET-1 ) 水平评价血管内皮功能改变; 血管

组织 HE 染色及 Masson 染色观察血管壁改变; 血管张力检

测仪检测各组大鼠血管张力变化。采用方差齐性检验分析

实验数据。结果 与安慰剂组相比，利拉鲁肽组大鼠血清

TG、CHO、LDL、FINS、ET-1 水平均明显下降( P ＜ 0. 05 ) ，NO
水平升高( P ＜ 0. 05) ; 血管病理结果显示血管内皮损伤程度

显著减轻，血管平滑肌细胞增殖及迁移减少; 血管张力检测

结果显示利拉鲁肽组血管舒张功能显著改善 ( P ＜ 0. 05 ) 。
结论 利拉鲁肽能明显减轻高脂饮食诱导的动脉硬化大鼠

的血管内皮损伤，保护内皮细胞，抑制平滑肌细胞增殖及迁

移，有可能成为改善动脉硬化程度的新药物。
关键词 利拉鲁肽; 动脉硬化; 血管张力; 内皮素 1; 一氧化

氮
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长期高脂血症是动脉硬化发生发展的重要危险

因素，脂质沉积破坏内膜的平滑性和完整性，促进血

浆中自由基产生和炎症反应发生、平滑肌细胞增生

及迁移，而血管内皮损伤是动脉硬化的始动因素，保

护血管内皮细胞、减轻内皮损伤是防治动脉硬化的

重要环节。目前动脉硬化的防治措施，一方面是饮

食及生活方式干预; 另一方面是药物治疗，包括扩张

血管、调节血脂、抗血小板聚集、抗凝等。胰高血糖

素样肽-1 ( glucagon-like peptide-1，GLP-1 ) 是一种由

肠道 L 细胞合成和分泌的内源性肠促胰岛素激素，

呈葡萄糖依赖性的促进胰岛素的分泌，同时具有改

善血管内皮功能，保护心血管系统的效应［1］。利拉

鲁肽 ( Liraglutide ) 是 一 种 GLP-1 类 似 物，与 天 然

GLP-1 有 97% 的同源性，具有 GLP-1 的生理功能。
该研究建立高脂饮食诱导的动脉硬化大鼠模型，通

过比较血清学指标、血管病理及血管张力的变化，评

价利拉鲁肽对动脉硬化大鼠模型的治疗效果。

1 材料与方法

1． 1 实验动物及干预药物 清洁级雄性 SD 大鼠

32 只，约( 170 ± 10 ) g，购自安徽省实验动物中心。
随机分为高脂组 22 只、对照组 10 只。
1． 2 实验药物、试剂及仪器 利拉鲁肽( 诺和力)

购自丹麦诺和诺德公司( 批号: FP51752-2 ) ; 胰岛素

ELISA 试剂盒购自上海源叶生物科技有限公司; 大

鼠内皮素 1 ( endothelin 1，ET-1 ) ELISA 试剂盒购自

武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司; ADVIA2400
全自动生化分析仪购自德国西门子公司; 荧光正置

显微镜( 尼康 80i) 购自南京飞达光学仪器公司。
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