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摘要 目的 鉴定腹外侧视前区( VLPO) 的神经元，记录神
经元在昼夜的动作电位( AP) 的发放频率，揭示不同 VLPO

神经元昼夜发放的规律。方法 4 ～ 6 周龄野生型小鼠新鲜
脑片，根据形态、对药物去甲肾上腺素的响应及电特性对
VLPO的神经元进行鉴定; 膜片钳方式记录 VLPO 区域的神
经元在白天的 11: 00 ～ 16: 00 以及夜间的 22: 00 ～ 02: 00 动
作电位的发放; 采用 t检验对神经元动作电位的发放频率进
行统计学分析。结果 成功在 VLPO鉴定出两类神经元，一
类为多极三角形、去甲肾上腺素抑制性神经元，其阈值有低
阈值发放( LTS) 特性; 一类呈两极梭形、去甲肾上腺素兴奋
性神经元，其阈值无 LTS 特性。在记录的 59 个 VLPO 区域
的神经元中，LTS特性的神经元有 44 个，非 LTS特性的有 15

个; t检验分析显示去甲肾上腺素抑制的、有 LTS特性的神经
元在白天动作电位的发放频率明显高于夜间神经元动作电

位的发放频率( P ＜ 0. 01) ; 去甲肾上腺素兴奋的、非 LTS 特
性的神经元白天动作电位的发放频率也明显高于夜晚动作

电位的发放频率( P ＜ 0. 05 ) 。结论 VLPO 存在两类神经
元，这两类神经元的白天动作电位发放频率皆高于夜间动作

电位发放频率，提示两类神经元都参与了昼夜节律的调控。
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2000 年，Saper et al［1］成功地在下丘脑前部分离
出一个促睡眠的脑区—腹外侧视前区( ventrolateral
preoptic nucleus，VLPO) ，实验数据显示 VLPO 是体
内重要的促睡眠调节中枢之一［2］。Gallopin et al［3］

根据神经元的形态、大小、对药物的响应、递质的组
成在 VLPO区域成功的区分出两类神经元，并将它

们命名为促睡眠神经元与中间神经元。但 VLPO区
域的神经元与昼夜节律的内在联系却鲜有报道。该
研究试图通过单细胞脑片膜片钳记录的方式，对

VLPO 区域神经元进行鉴定，并试图通过比较神经
元在昼夜的发放频率，探讨其在昼夜节律调节中的

功能。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 雄性纯种健康成年 C57BL /6 小鼠
30 只，4 ～ 6 周龄，20 ～ 25 g，由中国科学技术大学生
命科学学院脑功能与脑疾病重点实验室薛天研究组

提供。小鼠置于透明有机玻璃鼠笼( 长 37 cm，宽 15
cm，高 17 cm) 内单独饲养，12 h: 12 h 明暗交替( 光
照 08: 00 ～ 20: 00) ，室温( 22 ± 2) ℃。
1． 2 电生理溶液配制 切片液( mmol /L) : NMDG
92、HCl 92、KCl 1. 2、KH2PO4 1. 2、NaHCO3 30、Glu-
cose 25、HEPES 20、L-corbic 5、Na-pyruvate 3、Thiou-
rea 2、MgSO4 10、CaCl2 0. 5，渗透压( 310 ± 5) mOsm，
pH为( 7. 4 ± 0. 1) ，4 ℃保存。内液( mmol /L) : Kglu-
conate 135、KCl 10、HEPES 10、EGTA 0. 1、ATP-Mg
5、GTP-Na 0. 5，渗透压( 310 ± 5 ) mOsm，pH 为( 7. 2
± 0. 1) ，－ 20 ℃保存。外液( mmol /L) : NaCl2 125、
KCl 1. 25、KH2PO4 1. 25、NaHCO3 25、Glucose 25，渗
透压( 310 ± 5) mOsm，pH为( 7. 2 ± 0. 1) ，4 ℃保存。
所有试剂购自西格玛奥德里奇( 上海) 贸易有限公

司。
1． 3 小鼠脑切片 小鼠经异氟烷( 0. 04% ) 气体麻
醉后断头取脑，在冰盒上用吉利刀片修整脑片，并将

修整好的脑片用 502 胶水固定在 Leica VT-1200S 切
片机的底座上，加入切片液的冰水混合物，以 300
μm的厚度开始水平切片，对照小鼠脑图谱［4］，将含
有 VLPO的脑片转移到 36. 5 ℃恒温外液中，通 95%
O2、5% CO2 混合气，孵育 30 ～ 45 min。
1． 4 玻璃电极的拉制 用 SUTTEＲ INSTＲUMENT
P-1000 电极拉制仪拉制尖端为 1 μm、入液电阻为 5
～ 7 MΩ的玻璃电极。
1． 5 膜片钳记录及数据分析 将孵育完成的脑片
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放在记录槽中，转移到 Scientifica SS600 电生理台
上，用通 95% O2、5% CO2 混合气的新鲜外液对记

录槽中的脑片进行灌流。40 倍镜下找到 VLPO 神
经元。判断神经元的形态，随后用玻璃电极 patch
细胞，进入全细胞记录模式。电流钳模式下记录神
经元动作电位的发放，用气压给药的方式给予 1 ～ 3
s、300 μmol /L重酒石酸去甲肾上腺素( 上海禾丰有
限公司) ，观察神经元对药物的响应; 静息膜电位水

平下向神经元注入 1 s、－ 60 pA 电流，观察神经元
从超极化膜电位恢复到静息膜电位时是否产生动作

电位; 分别在白天的 11: 00 ～ 16: 00 以及夜晚的 22:
00 ～ 02: 00 记录神经元的自发放电，比较白天与夜
晚神经元动作电位发放频率的差异。
1． 6 统计学处理 实验数据以 珋x ± s 表示，采用
ANOVAs方差分析和 Dunnett's-t检验进行显著性比
较。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 VLPO 区域神经元的不同形状及对去甲肾上
腺素的不同响应 显微镜下观察显示，在 VLPO 脑
区中有两种不同形态的神经元，一类呈多极三角形

( 图 1A) ，正常状态下该神经元的发放是连续的，给
予去甲肾上腺素( 300 μmol /L) 后神经元的发放受
到抑制，药物撤掉以后神经元又恢复到正常的发放

频率( 图 2A) ; 一类呈两极梭形( 图 1B) ，正常状态
下该神经元的发放是连续的，给予去甲肾上腺素

( 300 μmol /L) 后神经元的发放频率进一步增加，药
物撤掉以后该神经元又恢复到正常的发放频率( 图

2B) 。

图 1 小鼠脑片上 VLPO区域不同神经元的形态
A: 神经元的形态呈多级三角形; B: 神经元的形态呈两极梭形

2． 2 VLPO 区域神经元的不同电特性 电流钳模
式下，在神经元静息膜电位水平的基础上向神经元

注入 － 60 pA的超极化刺激，注入时间为 1 s，观察
神经元从超极化膜电位水平恢复到静息膜电位水平

时是否产生动作电位。去甲肾上腺素抑制性神经元
从超极化膜电位水平恢复到静息膜电位水平时能产

生动作电位，且阈值比静息膜电位水平下产生动作

电位的阈值低，红色星号表示神经元从超极化膜电

位水平恢复到静息膜电位水平时产生动作电位的位

置( 图 3A) ，这种电特性称作低阈值发放( LTS) 。而
去甲肾上腺素兴奋性神经元无 LTS 特性( 图 3B) 。
黑线表示没有给任何刺激的情况下神经元的自发放

电，蓝线显示注入电流( － 60 pA，1 s) 使神经元超极
化。在记录的 59 个 VLPO 区域的神经元中，有 LTS
特性的神经元有 44 个，非 LTS神经元有 15 个。

图 2 VLPO区域神经元对去甲肾上腺素的不同响应
A: 去甲肾上腺素抑制性神经元; B: 去甲肾上腺素兴奋性神经元

图 3 小鼠脑片上 VLPO区域两类神经元的不同电特性
A: VLPO区域去甲肾上腺素抑制的神经元有 LTS特性; B: VLPO

区域去甲肾上腺素兴奋性神经元无 LTS特性

2． 3 VLPO 区域神经元在白天和夜晚呈现出不同
动作电位发放频率 分别在白天的 11: 00 ～ 16: 00
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以及夜间的 22: 00 ～ 02: 00 记录 VLPO 区域神经元
的发放。通过比较显示，有 LTS 特性的神经元在白
天的动作电位发放的频率( 5. 36 ± 0. 09，n = 21 ) 明
显高于夜间动作电位发放的频率( 1. 86 ± 0. 05，n =
23; P ＜ 0. 01) ; 同时，非 LTS特性神经元白天动作电
位发放的频率( 8. 08 ± 1. 85，n = 9) 也高于夜间动作
电位发放的频率( 1. 16 ± 0. 58，n = 6; P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

早在 1930 年，Economo［5］就发现损毁下丘脑后
部会引起睡眠量的增加，这一现象提示下丘脑后部

有参与觉醒调控的机制。与此相类似，临床检查显
示一些失眠症患者的下丘脑前部与基底前脑都有不

同程度的损伤，这一现象表明，下丘脑前部与基底前

脑存在促睡眠机制。这些猜想在随后的研究中都得
到了大力的证实［6］。目前，基与“跷跷板”假说［7］是
睡眠 －觉醒发生机制假说中较为主流的假说之一，
该假说认为大脑中存在有促睡眠脑区和促觉醒脑

区，并且这两种脑区有相互抑制的作用，实现睡眠与

觉醒的快速转换，以减少中间状态存在的概率。
“跷跷板”模型的一端是与觉醒相关的脑区，包括蓝
斑、基底前脑［8］、腹侧髓质［9］、中缝核、视结节乳头，
另外一端是与睡眠相关的脑区 VLPO。Gallopin et
al［3］研究表明，本实验中所记录到的去甲肾上腺素
抑制的、有 LTS 特性的神经元就是促睡眠神经元，
这类神经元有 LTS 特性的原因与钙离子通道有关，
而与钠离子通道无关，然而并没有证据可以证明此

类具有 LTS 特性的神经元会激发神经元本身的某
种固有的节律。早在 19 世纪 40 年代中期，研究者
就用 3 种行为特征定义了动物的睡眠，即对外界环
境刺激响应的减少，对强烈刺激的快速响应，以及觉

醒阈值的增加。促睡眠神经元之所以有 LTS 的电
特性，从生理功能上来说可能是有助于神经元对外

界刺激作出快速响应，从而实现睡眠与觉醒的快速

切换。
鼠类是夜行性动物，本实验结果显示促睡眠神

经元在小鼠觉醒时( 晚间) 的发放频率明显低于睡

眠时( 白天) 的发放频率，这与相关研究［3］一致，表

明 VLPO中促睡眠神经元的活跃程度与其觉醒 －睡
眠功能活动相一致。另外，本实验结果也显示 VL-
PO中非 LTS特性神经元的发放频率也呈现出觉醒
时低、睡眠时高的现象，提示 VLPO区域其他神经元
可能也参与了小鼠昼夜节律的调控。这一发现为研
究 VLPO的睡眠调控作用提供了新的思路。
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Identification of ventrolateral preoptic nucleus
and their different firing rate within day and night

Ding Zhengxia1，Xue Tian2，Bao Jin2，et al
( 1Dept of Physiology，School of Basic Medical Science，Anhui Medical Univesity，Hefei 230032;

2CAS Key Laboratory of Brain Function and Disease，School of Life Science，
University of Science and Technology of China，Hefei 230027)

Abstract Objective To identificate the types of ventrolateral preoptic nucleus( VLPO) and recorde the action po-
tential( AP) of this neurons within day and night for investigating their firing roles during day and light． Methods
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The fresh slices were made from WT mice aged 4 ～ 6 weeks，and the neurons were identified by their shape，differ-
ent reaction to noradrenaline( NA) and electrical characteristics． AP firings of neurons were recorded during 11: 00
～ 16: 00 and 22: 00 ～ 02: 00 with patch-clamp recording． The firing rates of these neurons were analyzed using t-
test． Ｒesults The neurons in VLPO were successfully identified into two types． One type neurons with triangular
and multipolar shape could be hyperpolarized by NA and had the electrical property of low-threshold spike( LTS) ．
The other type neurons with fusiform and bipolar shape could be depolarized by NA and lacked the electrical prop-
erty of LTS( non-LTS) ． Of 59 recorded neurons in VLPO，44 neurons had the character of LTS，and 15 neurons
were non-LTS． Using t-test of statistics，AP firing rate of LTS neurons which were hyperpolarized by NA showed
higher at day time than that at night( P ＜ 0. 01) ． Non-LTS neurons which were depolarized by NA showed the simi-
lar tendency，that AP firing rate at day time was higher than that at night( P ＜ 0. 05) ． Conclusion There are two
types of neurons in VLPO． Both of them show high firing rate at day time and low firing rate at night time，which
indicates they participate in regulating circadian rhythem．
Key words ventrolateral preoptic nucleus; action potential; LTS; non-LTS
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肿瘤坏死因子 -α增强血管紧张素Ⅱ对人成纤维样
滑膜细胞的增殖、迁移与侵袭的作用及机制

罗学霞，严尚学，王 颖，吴华勋，陈镜宇，魏 伟

摘要 目的 明确肿瘤坏死因子( TNF-α) 增强血管紧张素
Ⅱ( AngⅡ) 对人成纤维样滑膜细胞( FLS) 增殖、迁移与侵袭
的作用及其部分机制。方法 体外培养正常人 FLS，用 Ang
Ⅱ( 10 －9、10 －8、10 －7、10 －6、10 －5 mol /L) 、TNF-α ( 20 ng /ml)
单用或联合使用，刺激 48 h 后，采用 CCK8 试剂盒检测 FLS
增殖功能; Transwell小室法检测迁移与侵袭功能; 激光共聚
焦、免疫荧光或蛋白免疫印迹法检测 AngⅡ受体及 G蛋白偶
联受体激酶 2 ( GＲK2 ) 的表达。结果 AngⅡ ( 10 －7、10 －6、
10 －5 mol /L) 能促进人 FLS 的增殖 ( P ＜ 0. 05) ，最适浓度为
10 －7 mol /L; TNF-α( 20 ng /ml) 能显著增强 FLS 的增殖 ( P ＜
0. 05) ; AngⅡ( 10 －7 mol /L) 与 TNF-α( 20 ng /ml) 联合使用可
进一步促进 FLS 增殖 ( P ＜ 0. 05 ) ; 单用 AngⅡ ( 10 －7 mol /
L) 、TNF-α( 20 ng /ml) 或者联合使用都能显著促进 FLS的迁
移( P ＜ 0. 01) 与侵袭能力( P ＜ 0. 05) ; 单用 AngⅡ可显著升
高 FLS 血管紧张素Ⅱ 1 型受体( AT1Ｒ) 的表达水平( P ＜
0. 05) ，GＲK2 水平有上升趋势( P ＞ 0. 05) ; 单用 TNF-α 可显
著升高 FLS的 AT1Ｒ和 GＲK2 的蛋白表达水平( P ＜ 0. 05 ) ;
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AngⅡ与 TNF-α 联合使用，AT1Ｒ 与 GＲK2 的表达水平显著
升高( P ＜ 0. 05) ; GＲK2 抑制剂可以下调 AngⅡ与 TNF-α 联
合诱导的 FLS 迁移、侵袭功能( P ＜ 0. 01) 。结论 AngⅡ促
进 FLS增殖、迁移和侵袭，TNF-α可以促进 AngⅡ介导的 FLS

增殖、侵袭和转移，其机制可能与上调 FLS的 AT1Ｒ和 GＲK2
表达有关。
关键词 血管紧张素Ⅱ; 肿瘤坏死因子; 滑膜细胞; 迁移; 侵
袭
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类风湿关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一种
严重危害人类健康的进展性、慢性自身免疫性疾
病［1］。ＲA的成纤维样滑膜细胞( ＲA fibroblast-like
synoviocyte，ＲA-FLS) 在 ＲA 的发生、发展中发挥重
要作用［2］。ＲA-FLS 与免疫细胞共同作用，通过分
泌炎性因子如肿瘤坏死因子( tumor necrosis factor
α，TNF-α) 、促血管生成因子或基质金属蛋白酶进入
滑膜液中，导致炎症加剧、血管翳形成、基质降解，并
最终引起关节骨与软骨破坏［3］，抑制 ＲA-FLS 的增
殖、侵袭和迁移是 ＲA 治疗的重要策略。血管紧张
素Ⅱ( angiotensinⅡ，AngⅡ) 是血管紧张素 －醛固酮
系统中的重要组成部分，有两型受体包括 1 型受体

·8321· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Sep; 51( 9)


