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快速低温对癫痫患者致痫灶锥体神经元
和中间神经元的差异性影响

任国平 遇涛 邢悦 程莉鹏 王娇阳 闫晓明 王群 张国君 杨小枫

【摘要】 目的 探讨快速低温对癫痫患者锥体神经元和中间神经元电生理学特性的影响。方法

选择 2016年 6-12月在首都医科大学宣武医院功能神经外科行手术切除的局灶性耐药性癫痫患者皮质

致痫灶组织标本共 13份（13例），经人工脑脊液灌注使其温度呈阶梯式快速降至 20 ℃，随后阶梯式复温

至 30 ℃并维持 10 min（每 10 min目标温度改变 5 ℃）；应用膜片钳技术记录温度变化过程中锥体神经元

（18 个）和中间神经元（6 个）静息膜电位、突触活动和动作电位变化。结果 （1）静息膜电位：当温度降

至 20 ℃时，两种神经元静息膜电位呈轻微去极化，但不同温度以及同一温度下二者变化差异未达到统

计学意义（均 P > 0.05）。（2）突触活动：随着温度降低，中间神经元兴奋性突触后电流（EPSC）波幅更小

（F = 5.332，P = 0.034）；且两种神经元 EPSC（F = 8.811，P = 0.000）和抑制性突触后电流（IPSC；F = 9.843，
P = 0.000）波幅、EPSC事件间隔时间（F = 7.065，P = 0.001）、EPSC（F = 6.281，P = 0.002）和 IPSC（F = 8.266，
P = 0.000）峰面积标准化百分比差异均有统计学意义。（3）动作电位：温度变化对两种神经元动作电位阈

值、频率、波幅、半宽时间标准化百分比的影响差异无统计学意义（均 P > 0.05）；但不同温度下神经元动

作电位频率（F = 4.801，P = 0.008）、波幅（F = 3.680，P = 0.015）、半宽时间（F = 28.951，P = 0.000）标准化百

分比差异具有统计学意义。结论 当温度降至 20 ℃时，锥体神经元和中间神经元电生理活动被明显抑

制，且对中间神经元突触活动 EPSC波幅的抑制作用更强，提示快速低温对中间神经元电活动的强抑制

作用可能是其预防癫痫发生、终止癫痫发作的机制之一。
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大量实验研究业已证实，快速低温可以抑制癫

痫发作［1⁃6］，随着低温技术的迅速发展［7⁃11］，用于治疗

耐药性癫痫指日可待。虽然快速低温技术可通过

调控与癫痫发生发展密切相关的锥体神经元和中

间神经元电生理学特性进而控制癫痫发作，但具体

机制尚未阐明［4，12⁃13］，且低温对两种神经元的影响是

否一致亦未取得明确结论。低温可破坏锥体神经

元间的同步活动、减少动作电位的产生，但仅减弱

中间神经元的节律性放电活动，难以对动作电位产

生影响［1］；低温还具有导致神经元去极化的作用，使

细胞静息膜电位更接近动作电位阈值，增加动作电

位宽度和总面积，诱导大脑兴奋性增加［1］。但目前

大部分研究结果均源于对啮齿类动物脑组织切片

的研究，所选择的神经元均处于正常生理状态而非

致痫状态。基于此，本研究拟借助膜片钳技术，采

用癫痫患者手术切除标本制备离体脑组织切片，探

索快速低温对锥体神经元和中间神经元电生理学

特性的影响，明确两种神经元在快速低温预防和终

止癫痫发作过程中所起的作用及其相关机制，为快

速低温技术的临床应用提供实验依据和理论基础。

材料与方法

一、实验材料

1.人脑组织来源 选择 2016年 6-12月在首都

医科大学宣武医院功能神经外科行致痫灶切除的

13例局灶性耐药性癫痫患者的脑组织样本共 13份，

所有患者术前均经合理用药且能够耐受两种抗癫

痫发作药物（ASM）单药或多药联合治疗后仍未能达

到持续无发作，并经术中经颅内皮质电极检测到和

术后经组织病理证实为皮质致痫灶组织；排除因严
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【Abstract】 Objective To explore the different effects of rapid hypothermia on the
electrophysiological characteristics of pyramidal neurons and interneurons in epileptic patients. Methods
A total of 13 brain tissue samples were selected from patients with focal drug ⁃ resistant epilepsy who
underwent epileptogenic lesion resection in Department of Functional Neurosurgery, Xuanwu Hospital,
Capital Medical University from June to December 2016. Using perfusion method, the brain tissue slice
temperature was quickly reduced to 20 ℃ in a step manner, then rewarmed to 30 ℃ , and maintained at
30 ℃ for 10 min (the target temperature was changed by 5 ℃ every 10 min). Patch clamping technique was
used to record the resting membrane potential, synaptic activity and action potential of pyramidal neurons
(n = 18) and interneurons (n = 6) in epileptic cerebral cortex. Results 1) Resting membrane potential:
when the temperature dropped to 20 ℃, the resting membrane potential of the two kinds of neurons showed
slight depolarization, but there was no statistical significance in the changes of resting membrane potential
at different temperatures and the changes of resting membrane potential of the two kinds of neurons at the
same temperature (P > 0.05, for all). 2) Synaptic activity: after cooling, the amplitude of excitatory
postsynaptic current (EPSC) of interneuron was smaller (F = 5.332, P = 0.034). The normalized percentages
of EPSC (F = 8.811, P = 0.000) and inhibitory postsynaptic current (IPSC; F = 9.843, P = 0.000) amplitude,
EPSC event interval (F = 7.065, P = 0.001), EPSC (F = 6.281, P = 0.002) and IPSC (F = 8.266, P = 0.000)
peak area were statistically significant. 3) Action potential: there were no significant differences in the
effects of temperature change on the normalized percentages of the threshold, frequency, amplitude and half⁃
width time of the action potential of the two kinds of neurons (P > 0.05, for all). However, the differences of
normalized percentages of action potential frequency (F = 4.801, P = 0.008), amplitude (F = 3.680, P = 0.015)
and half ⁃ width time (F = 28.951, P = 0.000) of neuronal action potentials at different temperatures were
statistically significant. Conclusions When the temperature was reduced to 20 ℃, the electrophysiological
activities of the two kinds of neurons were significantly inhibited. The inhibition of EPSC amplitude of
synaptic activity in interneurons was stronger than that in pyramidal neurons. Inhibition of interneuron
activity may be one of the reasons for hypothermia prevention and termination of epilepsy.

【Key words】 Epilepsy; Hypothermia, induced; Pyramidal cells; Interneurons;
Electrophysiological phenomena
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重纤维化或神经胶质增生所致可用性较低的脑组

织。本研究实验方案和人脑组织样本操作流程遵

照首都医科大学宣武医院道德伦理委员会审核批

准（审批号：临研审［2018］067），患者对实验内容知

情并签署知情同意书。

2.主要试剂与仪器 （1）主要试剂（每升去离子

水中的摩尔浓度）：蔗糖切片溶液［包含碳酸氢钠

（26 mmol）、磷酸二氢钠单水合物（1.25 mmol）、氯化

钾（3 mmol）、硫酸镁（2 mmol）、葡萄糖（10 mmol）、氯

化钙（2 mmol）和蔗糖（220 mmol）］以 95%氧气（O2）

和 5%二氧化碳（CO2）混合气体进行充分氧和；人工

脑脊液［含氯化钠（124 mmol）、碳酸氢钠（22 mmol）、

氯化钾（5 mmol）、硫酸镁（2 mmol）、磷酸二氢钠单

水合物（1.25 mmol）、葡萄糖（10 mmol），以及氯化钙

（2 mmol）］用 95%O2和 5%CO2混合气体充分氧和，

pH值 7.2、渗透压 300 ~ 310 mOsm；电极内液［成分

为氯化钾（3 mmol）、葡萄糖酸钾（130 mmol），氯化钠

（1.50 mmol）、Mg⁃ATP（4 mmol）、羟乙基哌嗪乙硫磺

酸（10 mmol）、磷酸肌酸酐二钠盐（4 mmol）、乙二醇

二乙醚二胺四乙酸（0.20 mmol）和 5'⁃三磷酸鸟苷三

钠盐（0.30 mmol）］，pH值 7.3、渗透压 296 mOsm。上

述所有试剂均购于美国 Sigma公司。（2）主要仪器：

VT⁃1000S振动切片机购自德国 Leica公司；P⁃1000
微电极拉制仪购自美国 Sutter公司；FN⁃S2N红外微

分干涉相衬显微镜购自日本 Nikon公司；IR⁃1000E
红外电荷耦合器件摄像机为美国 DAGE⁃MTI公司产

品；Multiclamp 700B膜片钳放大器（采样率 20 kHz）
和 Digidata 1550数模转换器为美国 Axon公司产品；

TC⁃344C温度控制器购于美国Warner公司；VAPRO
5600渗透压仪购于美国Wescor公司；B15014F玻璃

管电极由武汉微探科学仪器有限公司提供。

3.一般资料 13例患者中男性 6例，女性 7例；

年龄 19 ~ 44岁，平均（26.54 ± 9.73）岁；首次癫痫发

作年龄 3 ~ 34岁，中位值 11.00（8.00，15.50）岁。手

术切除部位包括中前颞叶 +海马（3例）、颞顶枕叶

（2例）、额叶（1例）、顶叶（1例）、颞叶 +海马 +额叶

（2例）、颞叶内侧 +海马 +岛叶（1例）或颞叶内侧 +
海马（3例），术后病理诊断分别为局灶性皮质发育

不良（包括 FCDⅠ型 3例、FCDⅢa型 4例、FCDⅢb型
2例）、节细胞胶质瘤（2例）、多小脑回畸形（1例）和

少量胶质瘢痕形成（1例）。

二、实验方法

1.脑组织切片制备 将手术切除的皮质致痫灶

即刻切成 0.50 ~ 1.00 mm3大小的组织块，低温（4 ℃）

保存于氧饱和蔗糖切片溶液，5 min内取回实验室，

于低温氧饱和蔗糖切片溶液中通过振动切片机制

备 400 μm冠状切片；然后移至含氧饱和人工脑脊液

孵育槽，室温孵育至少 1 h后进行电生理实验。

2.电生理实验 （1）实验准备：应用微电极拉制

仪将玻璃管电极拉制成用于封接细胞膜的微电极，

电阻为 3 ~ 6 MΩ；实验前于微电极内灌注细胞内液

5 μl。孵育后的皮质组织切片移至浸没式灌流槽

中，人工脑脊液通过加热棒进入灌流槽并持续灌流

（2 ml/min），通过热电偶（距记录部位 2 ~ 3 mm）监测

组织切片温度并反馈至中心温控系统使槽内温度

维持在 30 ℃。利用红外微分干涉相衬显微镜 40倍
水浸物镜放大、红外电荷耦合器件摄像机采集组织

切片中单个神经元影像，于显示屏上初步判断神经

元形态，确认记录电极和神经元的相对位置和距

离。（2）选择神经元：选择致痫灶中间位置，分别记

录锥体神经元和中间神经元实验过程中的电生理

变化。根据神经元形态特点选择锥体神经元（兴奋

性神经元）或中间神经元（抑制性神经元），经动作

电位发放频率进一步确认神经元类型。锥体神经

元胞体呈三角形、轴突相对简单，电生理记录显示

较长的动作电位半宽时间和较低的动作电位峰值

频率；中间神经元胞体体积较小、呈圆形或椭圆形，

高倍镜下无明显轴突和树突，呈较短的动作电位半

宽时间和较高的动作电位峰值频率［14⁃15］。（3）电生理

实验：微电极尖端与神经元接触，先行细胞膜高阻

封接，破膜后即形成全细胞膜片钳记录模式，参照

文献［2］标准逐一记录两种神经元 30 ℃、25 ℃、

20 ℃、复温 25 ℃、复温 30 ℃和复温 30 ℃ 10 min时
各项电生理学指标，每一温度点记录时长为 10 min，
通过调节灌流人工脑脊液温度控制组织切片温度。

3.观察指标 （1）静息膜电位：为未施加刺激时

细胞膜外正⁃内负的电位差，反映神经元静息状态的

电生理学特征。（2）突触活动：主要观察不同温度条

件下锥体神经元和中间神经元自发性兴奋性突触

后电流（EPSC）和自发性抑制性突触后电流（IPSC）
的波幅、事件间隔时间、峰面积，其中波幅反映电流

强度、峰面积综合反映电流强度和时间、事件间隔

时间则代表电流频率。（3）动作电位：通过输入电流

的方式（current step）观察神经元在电刺激时于静息

电位基础上产生的可扩布的电位变化过程；电流阶

（强度）设置⁃ 300 ~ 1100 pA，每个电流阶相差 100 pA
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并持续 600 ms。观察指标包括，不同温度条件下锥

体神经元和中间神经元动作电位阈值、产生频率、

波幅和半宽时间，其中阈值反映动作电位产生的难

易度、频率反映动作电位单位时间内出现频次、波

幅反映动作电位强度、半宽时间反映动作电位持续

时间。

4.数据处理 电生理实验记录到的数据采用

Clampfit 10.4软件（美国 Axon公司）进行 2 kHz低通

滤波和 50 Hz去工频滤波，再行标准化和统计分析。

（1）标准化：鉴于不同病灶组织和不同类型神经元

电生理学特征之间的差异，统计分析前需对所得数

据进行标准化，均以低温前（30 ℃）为标准进行百分

比计算［观察指标值/低温前（30 ℃）观察指标值 ×
100%］。（2）统计学分析：采用 SPSS 26.0统计软件进

行数据处理与分析，正态性检验采用 Shapiro⁃Wilke
检验，不符合正态分布的数据均以近似正态分布数

据进行分析，以均数 ±标准差（x ± s）表示，重复测量

设计的方差分析比较温度变化对两种神经元电生

理学特性影响的差异和不同温度下电生理活动的

改变。如果不同温度下两种神经元电生理活动差

异具有统计学意义，则进一步行 Bonferroni法组内两

两比较。以 P ≤ 0.05为差异具有统计学意义。

结 果

本研究共记录到 18 个锥体神经元、6 个中间神

经元。经低温灌注系统降温处理，实验中所有皮质

组 织 切 片 温 度 均 成 功 降 至 20 ℃，降 温 速 度 为

1.25 ℃/min、复温速度 1 ℃/min。当温度降至 20 ℃
时，两种神经元静息膜电位增高，提示出现轻微去

极化，但不同温度下静息膜电位变化以及同一温度

下两种神经元静息膜电位变化的差异无统计学意

义（均 P > 0.05；表 1，2）。

对锥体神经元和中间神经元不同温度下 EPSC
和 IPSC波幅、事件间隔时间、峰面积标准化百分比

的比较发现，快速低温后中间神经元 EPSC波幅更

小（F = 5.332，P = 0.034），提示温度变化对中间神经

元 EPSC波幅的影响大于锥体神经元，两种神经元

EPSC（F = 8.811，P = 0.000）和 IPSC（F = 9.843，P =
0.000）波 幅 、EPSC 事 件 间 隔 时 间（F = 7.065，P =
0.001）、EPSC（F = 6.281，P = 0.002）和 IPSC（F =
8.266，P = 0.000）峰面积标准化百分比差异均具有

统计学意义（表 3，4）。当温度从 30 ℃降至 20 ℃时，

锥体神经元 EPSC（t = 28.561，P = 0.000）和 IPSC（t =
45.907，P = 0.000）波幅、EPSC（t = 39.236，P = 0.000）
和 IPSC（t = 62.820，P = 0.000）峰面积标准化百分比

降低，而 EPSC事件间隔时间标准化百分比延长（t =
⁃ 246.174，P = 0.014）；复温至 25 ℃时，IPSC峰面积标

准化百分比仍呈下降趋势（t = 29.156，P = 0.011），至

30 ℃时，上述各项指标逐一恢复至低温前水平（均

P > 0.05，表 5 ~ 7），并维持至复温 30 ℃后 10 min。当

温度从 30 ℃降至 20 ℃时，中间神经元 EPSC波幅标

准化百分比降低（t = 20.475，P = 0.002），复温至 30 ℃
时恢复至低温前水平（P > 0.05，表 5 ~ 7），并维持至

复温 30 ℃后 10 min。提示温度变化对两种神经元

突触活动均具有显著影响，从 30 ℃降至 20 ℃时神

经元突触活动被抑制，并一直持续至复温至 25 ℃，

快速低温对中间神经元 EPSC的抑制作用强于锥体

神经元。

对锥体神经元和中间神经元不同温度下动作

电位阈值、频率、波幅、半宽时间标准化百分比的比

较显示，温度变化对两种神经元各项动作电位指标

的影响差异无统计学意义（均 P > 0.05）；但不同温度

表 1 不同温度下锥体神经元和中间神经元静息膜电位
的比较（x ± s，mV）
Table 1. Comparison of resting membrane potential ofpyramidal neurons and interneurons at differenttemperatures (x ± s, mV)
组别

锥体神经元

中间神经元

组别

锥体神经元

中间神经元

数目
（个）

18
6

数目
（个）

18
6

30 ℃
⁃ 73.29 ± 10.59
⁃ 72.41 ± 5.00
复温 25 ℃

⁃ 68.48 ± 10.21
⁃ 70.23 ± 7.36

25 ℃
⁃ 71.48 ± 9.02
⁃ 73.52 ± 3.67
复温 30 ℃

⁃ 69.79 ± 10.64
⁃ 71.46 ± 7.64

20 ℃
⁃ 68.71 ± 5.85
⁃ 69.74 ± 5.96
30 ℃ 10 min
⁃ 67.28 ± 12.02
⁃ 72.25 ± 5.92

变异来源

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

总变异

SS

61.482
194.570
72.026

7383.239
2026.291
9737.608

df
1.000
3.222
3.222
17.000
54.768
79.212

MS

61.482
60.395
22.357
434.308
36.998
615.540

F值

0.142
1.632
0.604

P值

0.711
0.189
0.626

表 2 不同温度下锥体神经元和中间神经元静息膜电位
的重复测量设计的方差分析

Table 2. ANOVA of repeated measurement design ofresting membrane potential of pyramidal neurons andinterneurons at different temperatures
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组别

EPSC波幅

锥体神经元

中间神经元

IPSC波幅

锥体神经元

中间神经元

EPSC事件间隔时间

锥体神经元

中间神经元

IPSC事件间隔时间

锥体神经元

中间神经元

EPSC峰面积

锥体神经元

中间神经元

IPSC峰面积

锥体神经元

中间神经元

数目（个）

18
6

18
6

18
6

18
6

18
6

18
6

30 ℃

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

25 ℃

93.26 ± 19.37
69.11 ± 13.12

83.11 ± 24.41
79.83 ± 22.67

108.41 ± 77.73
368.48 ± 523.79

172.23 ± 123.75
216.11 ± 45.35

94.42 ± 28.30
78.40 ± 10.47

83.91 ± 30.10
86.43 ± 30.26

20 ℃

64.70 ± 18.29
48.63 ± 12.73

37.21 ± 13.44
45.16 ± 9.25

346.17 ± 227.64
353.86 ± 188.09

451.15 ± 415.35
208.82 ± 28.85

60.76 ± 21.00
56.85 ± 12.34

37.18 ± 13.32
48.57 ± 9.12

复温 25 ℃

85.99 ± 24.97
63.12 ± 20.66

67.88 ± 23.58
72.01 ± 21.91

132.81 ± 128.09
178.61 ± 77.56

122.79 ± 46.18
132.95 ± 12.88

85.39 ± 32.67
74.01 ± 18.93

70.84 ± 24.92
79.33 ± 29.67

复温 30 ℃

104.48 ± 34.42
67.79 ± 10.53

82.75 ± 33.87
77.28 ± 26.78

97.02 ± 83.53
142.38 ± 83.72

103.13 ± 70.03
95.10 ± 9.33

105.53 ± 41.60
73.66 ± 9.18

80.60 ± 36.48
82.11 ± 29.54

30 ℃ 10 min

92.82 ± 29.60
68.98 ± 8.76

76.42 ± 30.16
73.39 ± 33.30

110.98 ± 104.12
107.48 ± 60.14

126.73 ± 74.70
114.07 ± 42.07

92.56 ± 35.72
76.61 ± 10.21

77.24 ± 30.83
80.82 ± 34.50

表 3 不同温度下锥体神经元和中间神经元突触活动的比较（x ± s，%）
Table 3. Comparison of synaptic activity indexes of pyramidal neurons and interneurons at different temperatures (x ± s, %)

EPSC，excitatory postsynaptic current，兴奋性突触后电流；IPSC，inhibitory postsynaptic current，抑制性突触后电流。The same for Table 4, 5

变异来源

EPSC波幅

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

IPSC波幅

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

EPSC事件间隔时间

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

SS

8 044.638
12 808.506
2 312.136
25 647.160
24 714.200

0.034
18 382.055
321.942

21 855.107
28 012.230

66 483.577
605 665.838
160 449.992
811 034.832
1 457 309.508

df

1.000
2.581
2.581
17.000
43.882

1.000
5.000
5.000
15.000
75.000

1.000
2.672
2.672
17.000
45.423

MS

8 044.638
4 962.094
895.736
1 508.656
563.202

0.034
3 676.411
64.388

1 457.007
373.496

66 483.577
226 675.973
60 049.875
47 707.931
32 083.023

F值

5.332
8.811
1.590

0.000
9.843
0.172

1.394
7.065
1.872

P值

0.034
0.000
0.210

0.996
0.000
0.972

0.254
0.001
0.154

变异来源

IPSC事件间隔时间

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

EPSC峰面积

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

IPSC峰面积

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

SS

17 980.694
394 773.047
132 667.343
748 216.665
1 867 339.768

3 297.401
11 907.051
1 982.853
44 624.086
32 228.462

308.748
17 648.761
241.470

22 446.588
32 024.965

df

1.000
1.219
1.219
15.000
18.283

1.000
2.683
2.683
17.000
45.609

1.000
5.000
5.000
15.000
75.000

MS

17 980.694
323 884.026
108 844.394
49 881.111
102 134.890

3 297.401
4 438.118
739.069
2 624.946
706.619

308.748
3 529.752
48.294

1 496.439
427.000

F值

0.360
3.171
1.066

1.256
6.281
1.046

0.206
8.266
0.113

P值

0.557
0.085
0.331

0.278
0.002
0.385

0.656
0.000
0.989

表 4 不同温度下锥体神经元和中间神经元突触活动的重复测量设计的方差分析

Table 4. ANOVA of repeated measurement design of synaptic activity indexes of pyramidal neurons and interneurons atdifferent temperatures
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下神经元动作电位频率（F = 4.801，P = 0.008）、波幅

（F = 3.680，P = 0.015）、半宽时间（F = 28.951，P =
0.000）标准化百分比差异具有统计学意义（表 8，9）。

当温度从 30 ℃降至 25 ℃时，锥体神经元动作电位

半 宽 时 间 标 准 化 百 分 比 延 长（t = ⁃ 94.510，P =
0.010）；降至 20 ℃时，频率标准化百分比降低（t =
83.299，P = 0.000），半宽时间标准化百分比继续延

长（t = ⁃ 231.738，P = 0.000）；复温至 25 ℃时，动作电

位频率标准化百分比仍持续降低（t = 53.564，P =
0.017）；复温至 30 ℃时，上述各项指标恢复至低温

前水平（均 P > 0.05），并维持至复温 30 ℃后 10 min
（表 10）。当温度从 30 ℃降至 20 ℃时，中间神经元

动作电位频率标准化百分比降低（t = 89.178，P =
0.011）；复温至 25 ℃时，动作电位半宽时间标准化

百分比延长（t = ⁃ 131.180，P = 0.002）；至 30 ℃时，上

述各项指标均恢复至低温前水平（均 P > 0.05），并维

持至复温 30 ℃后 10 min（表 10）。表明温度变化对

两种神经元动作电位均可产生显著影响，从 30 ℃降

至 25 ℃时神经元动作电位开始被抑制，并一直持续

到 30 ℃，但快速低温对两种神经元动作电位的影响

无差异。

讨 论

本研究通过记录快速低温过程中锥体神经元

和中间神经元静息膜电位、突触活动和动作电位的

变化，探索快速低温对两种神经元电生理学特性的

影响，结果显示，当皮质组织切片温度快速降至

20 ℃时，两种神经元 EPSC波幅降低，锥体神经元

EPSC事件间隔时间延长、EPSC峰面积、IPSC波幅和

峰面积减少，以及两种神经元动作电位频率降低，

锥体神经元半宽时间延长，提示快速低温对两种神

组内两两比

EPSC
30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min

IPSC
30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min

锥体神经元

t值

⁃ 6.740
28.561
7.273

⁃ 11.222
0.437

⁃ 16.886
45.907
15.237
0.360
6.690

P值

1.000
0.000
1.000
1.000
1.000

0.337
0.000
0.987
1.000
1.000

中间神经元

t值

⁃ 30.894
20.475
5.990
1.317
0.130

⁃ 20.174
34.664
7.819
2.545
6.439

P值

0.272
0.002
1.000
1.000
1.000

1.000
1.000
0.067
1.000
1.000

表 5 不同温度下锥体神经元和中间神经元 EPSC和 IPSC
波幅标准化百分比的两两比较

Table 5. Pairwise comparison of normalized percentagesof EPSC and IPSC amplitude of pyramidal neurons andinterneurons at different temperatures

组内两两比

30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min
组内两两比

30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min

锥体神经元

t值

⁃ 8.414
⁃ 246.174
⁃ 32.807
2.976

⁃ 10.980
中间神经元

t值

⁃ 268.483
⁃ 253.860
⁃ 78.610
⁃ 42.379
⁃ 7.480

P值

1.000
0.014
1.000
1.000
1.000

P值

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

表 6 不同温度下锥体神经元和中间神经元 EPSC事件间
隔时间标准化百分比的两两比较

Table 6. Pairwise comparison of normalized percentagesof EPSC event interval time of pyramidal neurons andinterneurons at different temperatures

组内两两比

EPSC
30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min

IPSC
30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min

锥体神经元

t值

5.578
39.236
14.605
⁃ 5.529
7.442

16.087
62.820
29.156
19.397
22.758

P值

1.000
0.000
1.000
1.000
1.000

1.000
0.000
0.011
0.498
0.242

中间神经元

t值

21.604
43.153
25.991
26.343
23.394

13.664
51.429
20.672
17.893
19.179

P值

0.387
0.090
1.000
0.158
0.293

1.000
0.155
1.000
1.000
1.000

表 7 不同温度下锥体神经元和中间神经元 EPSC和 IPSC
峰面积标准化百分比的两两比较

Table 7. Pairwise comparison of normalized percentagesof EPSC and IPSC peak area of pyramidal neurons andinterneurons at different temperatures

EPSC，excitatory postsynaptic current，兴奋性突触后电流；IPSC，
inhibitory postsynaptic current，抑制性突触后电流
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组别

阈值（mV）
锥体神经元

中间神经元

频率（%）
锥体神经元

中间神经元

波幅（%）
锥体神经元

中间神经元

半宽时间（%）
锥体神经元

中间神经元

数目（个）

18
6

18
6

18
6

18
6

30 ℃

⁃ 42.81 ± 4.15
⁃ 43.42 ± 5.36

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00

25 ℃

⁃ 44.06 ± 5.26
⁃ 35.52 ± 14.01

67.23 ± 47.57
44.52 ± 34.56

108.37 ± 27.42
75.49 ± 19.10

194.51 ± 88.38
217.83 ± 28.91

20 ℃

⁃ 44.48 ± 6.73
⁃ 26.44 ± 13.34

16.70 ± 10.10
10.82 ± 12.51

127.81 ± 65.33
71.37 ± 20.37

331.74 ± 108.84
418.31 ± 91.53

复温 25 ℃

⁃ 41.14 ± 16.20
⁃ 30.10 ± 18.89

46.44 ± 53.26
41.85 ± 31.08

92.02 ± 63.48
50.65 ± 19.14

176.69 ± 100.95
231.18 ± 9.61

复温 30 ℃

⁃ 43.74 ± 19.33
⁃ 31.77 ± 20.72

44.53 ± 73.20
81.98 ± 41.37

69.48 ± 65.37
53.30 ± 17.37

101.47 ± 97.66
125.59 ± 20.08

30 ℃ 10 min

⁃ 40.71 ± 16.67
⁃ 33.87 ± 20.55

60.57 ± 92.47
85.97 ± 49.01

53.57 ± 55.89
56.84 ± 24.16

92.61 ± 74.46
114.78 ± 19.85

表 8 不同温度下锥体神经元和中间神经元动作电位的比较（x ± s）
Table 8. Comparison of action potential indexes of pyramidal neurons and interneurons at different temperatures (x ± s)

变异来源

阈值

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

频率

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

SS

1 662.396
536.447
612.575
8 246.225
11 651.622

469.458
53 470.499
7 910.895

103 698.966
200 474.493

df

1.000
2.066
2.066
18.000
37.187

1.000
2.503
2.503
18.000
45.054

MS

1 662.396
259.660
296.509
458.124
313.323

469.458
21 362.470
3 160.551
5 761.054
4 449.629

F值

3.629
0.829
0.946

0.081
4.801
0.710

P值

0.073
0.448
0.400

0.779
0.008
0.527

变异来源

波幅

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

半宽时间

处理因素

测量时间

处理 ×测量时间

组间误差

组内误差

SS

10 998.489
25 118.340
9 003.911

129 949.512
122 857.045

23 671.208
714 901.446
14 990.450
259 741.237
444 477.488

df

1.000
3.254
3.254
18.000
58.581

1.000
3.276
3.276
18.000
58.968

MS

10 998.489
7 718.035
2 766.604
7 219.417
2 097.217

23 671.208
218 225.523
4 575.874
14 430.069
7 537.662

F值

1.523
3.680
1.319

1.640
28.951
0.607

P值

0.233
0.015
0.276

0.217
0.000
0.627

表 9 不同温度下锥体神经元和中间神经元动作电位的重复测量设计的方差分析

Table 9. ANOVA of repeated measurement design of action potential indexes of pyramidal neurons and interneurons atdifferent temperatures

组内两两比

锥体神经元

30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min

频率

t值

32.770
83.299
53.564
55.473
39.429

P值

0.221
0.000
0.017
0.126
1.000

波幅

t值

⁃ 8.369
⁃ 27.810
7.983
30.521
46.430

P值

1.000
1.000
1.000
1.000
0.070

半宽时间

t值

⁃ 94.510
⁃ 231.738
⁃ 76.694
⁃ 1.468
7.393

P值

0.010
0.000
0.124
1.000
1.000

组内两两比

中间神经元

30 ℃∶25 ℃
30 ℃∶20 ℃
30 ℃∶复温 25 ℃
30 ℃∶复温 30 ℃
30 ℃∶30 ℃ 10 min

频率

t值

55.482
89.178
58.149
18.024
14.032

P值

0.304
0.011
0.499
1.000
1.000

波幅

t值

24.510
28.632
49.353
46.702
43.162

P值

1.000
1.000
0.212
0.189
0.562

半宽时间

t值

⁃ 117.828
⁃ 318.317
⁃ 131.180
⁃ 25.589
⁃ 14.777

P值

0.058
0.091
0.002
1.000
1.000

表 10 不同温度下锥体神经元和中间神经元动作电位的两两比较

Table 10. Pairwise comparison of action potential indexes of pyramidal neurons and interneurons at different temperatures

经元的电生理活动存在明显的抑制作用；经比较发

现，低温对于中间神经元 EPSC波幅的抑制作用强

于锥体神经元，提示快速低温对于中间神经元电生

理活动的抑制作用更强。本研究为国内首次在癫

痫患者皮质致痫灶组织切片上针对快速低温对神

经元活动影响进行的探索性实验，由于致痫灶组织

与正常脑组织具有截然不同的电生理学特点，可以

更为直接地观察快速低温对致痫性神经元的影响。
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本研究结果显示，当温度降至 20 ℃时，锥体神

经元和中间神经元的静息膜电位均呈轻微去极化，

但与未降温时比较并无明显差异。Nomura等［16］也

观察到上述现象，当温度从 25 ℃降至 15 ℃时，癫痫

患者和正常大鼠脑组织切片痫样放电阈值未发生

改变，但由于复极化延迟，静息电位从 ⁃ 65.5 mV升

至 ⁃ 54.0 mV、波形从 1.85 ms扩宽至 6.55 ms，推测可

能与低温后钠+ ⁃钾+泵活动减少、双孔钾离子通道

（TREK⁃2和 TRAAK）温度敏感性有关。

Shen和 Schwartzkroin［17］将正常家兔海马组织切

片温度从 37 ℃降至 20 ℃，发现在 27 ~ 30 ℃之间可

获得最大的突触电位波幅，低于 27 ℃时突触电位波

幅降低、潜伏期延长，提示低温对场电位波幅具有

双相作用：当温度约为 30 ℃时，场电位波幅轻度升

高，随着温度的逐步降低，其波幅亦随之降低。本

研究结果显示，当温度降至 20 ℃时，锥体神经元和

中间神经元 EPSC波幅降低，锥体神经元 EPSC事件

间隔时间延长、EPSC峰面积、IPSC波幅和峰面积减

少，提示低温可以抑制神经元突触活动、降低神经

元兴奋性，为快速低温控制癫痫发作的机制提供理

论依据；而且温度降至 20 ℃时，两种神经元动作电

位频率降低，锥体神经元动作电位半宽时间明显延

长，但对阈值无明显影响。这与 Volgushev等［18］的

研究结果部分一致，该作者发现低温后锥体神经元

动作电位宽度和总面积增加，波幅在 12 ~ 20 ℃之间

达到最大。此现象可能与以下两项因素有关：第

一，低温后电压依赖性钾离子电流延迟、波幅显著

降低，此时动作电位波幅和波形主要由电压依赖性

钠离子电流决定；第二，低温后电压依赖性钠离子

电流变慢、持续时间变长、总放电量增加。这些改

变是由于单个钠离子通道激活与失活的动力学变

慢［19］，以及在产生动作电位时同步性开放的通道变

少所致［18］。

锥体神经元和中间神经元对癫痫的发生发展

具有不同的作用。对 4⁃氨基吡啶和低镁诱发的癫

痫大鼠模型的观察表明，中间神经元在发作间期电

活动增加，在发作期则转换为长时程去极化阻断，

以此来保证锥体神经元的持续放电［20］。同时，记录

海马 CA1区锥体神经元和腔隙分子层中间神经元

活动、观察癫痫发作不同阶段兴奋性突触和抑制性

突触的电导比值可以发现，在癫痫起始阶段，锥体

神经元活动受抑制，脑组织整体状态更趋向抑制；

在癫痫发作主体阶段，锥体神经元和中间神经元同

时达到兴奋最高点，整体倾向于兴奋；在癫痫发作

终止阶段，锥体神经元活动再次被抑制，而中间神

经元则出现持续性兴奋性突触活动［21］。Avoli等［22］

对内侧颞叶癫痫（mTLE）大鼠模型的研究显示，当中

间神经元电活动增强时，可对锥体神经元造成同步

性抑制或引起锥体神经元密集产生超极化抑制性

突触后电位，并因此而产生低幅快活动（LVF）癫痫

发作起始模式；若锥体神经元活动的抑制模式呈渐

进性减弱且兴奋性活动增强，则会产生高度同步化

（HYP）的癫痫发作起始模式。在 LVF发作起始模

式中，中间神经元活动增强较锥体神经元更早，而

且中间神经元活动的时相变化在强直期与场电位

一致［23］。

抑制中间神经元活动是否有利于预防癫痫发

作或有助于终止癫痫发作，目前尚无直接证据，但

其在癫痫的发生发展和终止过程中起重要作用是

毋庸置疑的。在癫痫发作前，小清蛋白或生长抑素

阳性的中间神经元被强烈激活，导致中间神经元放

电显著增强［24］，但其活动增强的意义尚存争议［25］。

对 4⁃氨基吡啶诱发的内嗅皮质癫痫小鼠模型的观

察发现，光刺激小清蛋白或生长抑素呈阳性反应的

中间神经元可以诱发与自发性癫痫类似的发作，并

且是以涟波频段（200 ~ 500 Hz）为主的 LVF发作起

始模式［26］。在 HYP发作起始模式中，中间神经元和

锥体神经元的相互作用是癫痫发作起始的关键因

素［27］，尤其是中间神经元在癫痫发作的维持中也起

到重要作用。癫痫发作早期出现的 γ ⁃氨基丁酸

（GABA）能神经元的同步性兴奋可引起钾离子大量

释放 ［28］，其机制可能是抑制性网络兴奋后释放

GABA，大量激活 GABA受体，导致细胞内氯离子堆

积，从而促进钾⁃氯离子共转运体 2（KCC2）排出钾离

子［29］，而钾离子的增加可使癫痫发作维持在强直状

态，可能与钾离子使锥体神经元异常放电［30］，以及

钾离子增加使氯离子流动的电化学驱动力降低继

而使中间神经元的抑制性作用降低有关。鉴于锥

体神经元异常放电增加和中间神经元抑制性减弱，

可使锥体神经元之间的兴奋性连接进一步加强，从

而募集到更多的神经元，形成强直模式［31］。在阵挛

发作阶段，中间神经元同样起到维持癫痫发作而非

终止癫痫发作的作用。Ellender等［32］在正常大鼠和

小鼠海马组织切片上均发现，阵挛期节律性放电时

同步化活动最强，维持这种放电需要完整的 GABA
能突触传递，此时，这种传递由于氯离子反转电位
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Cheng L, Xing Y, Zhang H, Liu R, Lai H, Piao Y, Wang W,
Yan X, Li X, Wang J, Li D, Loh HH, Yu T, Zhang G, Yang X.
Mechanistic analysis of micro ⁃ neurocircuits underlying the

的短暂性崩溃而起到兴奋锥体神经元的作用；应用

光遗传技术选择性激活小清蛋白表达阳性的中间

神经元可以成功地在锥体神经元记录到兴奋性反

应，并引起阵挛期节律性放电，然后再选择性抑制

其表达则节律性放电减少。锥体神经元在时间和

空间上同步出现高波幅放电，也说明同步性兴奋性

活动在癫痫发作终止过程中起到一定作用［33］。目

前已有研究在癫痫患者颅内电极上记录到癫痫发

作后期出现多通道电活动再同步现象［34⁃35］，提示癫

痫发作起始阶段癫痫网络呈零散状态，当异常脑电

活动呈扩散状态时，癫痫网络则呈整合状态，并在

癫痫发作终止前整合形成单一的成分［36］。也有研

究认为，中间神经元主要参与形成阵挛期的放电间

期，起到抑制放电作用［37］，防止癫痫网络被再度激

活。本研究结果显示，当温度从 30 ℃降至 20 ℃时

对中间神经元的抑制作用明显强于锥体神经元，提

示 20 ℃低温具有很强地抑制中间神经元电活动的

作用，包括抑制其触发癫痫发作、募集锥体神经元、

维持锥体神经元同步化活动，以及癫痫强直期和阵

挛期的作用，从而实现减少快速低温后癫痫发作的

产生。

由于脑组织标本纳入标准较高且标本稀少，加

之局灶性皮质发育不良患者致痫灶神经元数目较

少等原因，导致本研究纳入的神经元数目有限，特

别是中间神经元数目较少，使研究结论存在一定局

限性。未来我们将进一步扩大标本数目、收集更多

的中间神经元相关数据以验证本文结论；同时，制

备痫样放电及癫痫动物模型，通过模型更为直观地

研究快速低温在不同神经元抑制癫痫作用中的差

异；还将进一步改良降温系统，提高降温速度，调控

复温速度。

综上所述，本研究首次以癫痫患者手术切除的

皮质致痫灶组织切片作为观察标本，进行快速低温

（30 ℃降至 20 ℃）对不同神经元电生理学特征影响

的体外实验，通过膜片钳技术记录锥体神经元和中

间神经元静息膜电位、突触活动和动作电位的变

化，探索快速低温对两种神经元电生理特性的影

响，结果表明，温度降至 20 ℃后，两种神经元电生理

活动被明显抑制，而且对中间神经元突触活动 EPSC
波幅的抑制明显强于锥体神经元，提示对中间神经

元活动的抑制可能是快速低温预防癫痫发生、终止

癫痫发作的原因之一。
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