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摘要：对神经活动的高保真测量可以使我们对诸如交流，听觉和语言之类的

复杂行为的神经基础的理解有所进步，对于开发能够解决由于疾病或伤害而导致

这些能力受损的神经假体至关重要。我们开发了一种新颖的高分辨率薄膜微电皮

层照相术（micro-ECoG）阵列，该阵列可对鸣禽的神经活动进行高保真表面测

量，而鸣禽是研究语音行为的成熟动物模型。使用此设备，我们提供了表面记录

的单个单元响应的感官诱发调制的第一个演示。我们建立了在麻醉的欧洲

starlings的感觉运动核 HVC（专有名称）表面上的微型 ECoG电极，其能够始终

感测到单个单位的活动，并验证了在表面和深度同时记录的单个单位中的相关发

放。结果为从皮质下结构表面进行高保真记录提供了平台，这将加速神经生理学

研究以及新型电极阵列和神经假体的开发。
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1、引言

鸣鸟（Oscines）是研究言语和听觉过程的神经基础的重要动物模型，因为

它们的歌曲与人类的言语和语言具有许多共同的特征（Brainard和 Doupe，2002；

Nottebohm，2005；Bolhuis和 Gahr，2006；Pfenning等人，2014）。像人类的语

音一样，鸟鸣是一种博学的行为，可以具有复杂的时间和成分结构。此外，鸣鸟

的声音产生和声音解剖学的生物力学与人类和一些非人类的灵长类动物相似

（Titze，1988；Gardner等，2001；Takahashi等，2015）。高分辨率和高保真的

神经活动观察使我们对神经回路如何引起这些复杂的声音行为的理解取得了进

展。这种对神经活动的看法还可以对鸣鸟进行脑机接口研究，从而为患有言语和

运动障碍的个体快速开发和验证皮质驱动的言语假体原型提供了一条途径。

最近，微米级皮层照相技术（micro-ECoG）成为记录和刺激大脑的有前途

的工具。考虑到这些电极不需要穿透大脑，它们提供了实现广泛空间覆盖的能力，

同时又将脑组织的扰动降至最低。电极制造中的技术创新催生了薄膜电极，该薄

膜电极进一步减少了这些电极阵列所占据的体积，并导致电极紧密贴合大脑表面

（Khodagholy等人，2011，2015，2016；Ganji等人，2018）。用于构建这些设

备的平面制造工艺允许以任意配置和微米级任意接触几何形状排列的高密度电

极阵列。随着接触直径减小到 10s微米，这些阵列可以进行焦点记录，但也会导

致更大的阻抗，因此，增加的测量噪声可能会降低感知神经信号的能力

（Lempkaetal，2011）。幸运的是，电极材料和涂层的进步改善了这些设备的电

性能，从而可以在不影响记录生理信号的能力的情况下缩小触点尺寸。一种很有

前途的涂层是聚（3,4-乙二氧基噻吩）——聚（苯乙烯磺酸盐）（PEDOT：PSS），

一种有机聚合物，可以旋铸到电极上以大大降低阻抗，增强电极记录神经活动和

增强神经活动的能力。刺激大脑（Khodagholy等人，2011；Ganji等人，2017a，

b，2018）。

微型脑皮层造影术可以补充其他神经接口技术，例如穿透电极阵列（PEA）。

例如，穿透性的层状小腿型探针提供了出色的分辨率，并通常用于神经生理学研

究中（例如 Fukushima等人，2015；Kozlov和 Gentner，2016；Vyssotski等人，

2016），但缺乏广泛的空间覆盖范围。这些 PEA可以在不同深度进行空间采样，

可以与微 ECoG电极阵列结合使用，该电极阵列在大脑表面具有广泛的覆盖范

围，从而获得对神经动力学以及在该区域感应到的局部场电位的生理起源的新见

解。表面（Suzuki和 Larkum，2017年；Konerding等人，2018年）。Micro-ECoG

还可以提供高空间分辨率。例如，从人皮层植入的亚毫米间距微型 ECoG设备记

录的 70-110Hz频带内的集成信号功率比来自更粗间隔的网格的记录提供了更多

有关大脑状态的信息（Hermiz等人，2018）。临床和啮齿动物实验的演示提供



了概念证明，即微型 ECoG设备具有从皮质表面记录单个单位活性的潜力

（Khodagholy等人，2015，2016）。

图 1 实验范式和示例峰值活动。（A）听觉刺激被呈现给麻醉的 Starlings，同时从表面

（红色）和深度（蓝色）探针同时记录细胞外电压波形。（B）将微型 ECoG表面阵列放置

在 HVC上，并将 PEA深度探头插入 HVC。如鸣禽电路示意图所示，HVC在人声产生途径

的顶部（HVC，用作专有名称; RA，是前健壮核; lMAN，是前鼻窦顶外侧核细胞核; X区，

用作专有名称；DLM，背外侧内侧丘脑；nXIIts第 12颅神经的气管囊膜分割）。 （C）放

置在 HVC顶部的表面网格的图片，以及通过表面网格渗透到大脑中的深度探针。粉色矩形

突出显示的是可插入深度探头的两个孔。比例尺为 200 μm。（D）刺激声谱图，显示了鸟

鸣歌曲的一小部分。（E）来自 4个表面（红色）和 4个深度（蓝色）电极的八个高通滤波

时间序列，显示了同时记录的尖峰活动。振幅比例尺为 250 μV，位于图的右下方。听觉刺

激的发作。

在这里，我们将PEDOT：PSS涂层的微ECoG阵列植入麻醉的欧洲鸟（Sturnus

vulgaris，图 1A））的运动前核 HVC（用作专有名称）上，并观察到强烈，可靠

的尖峰反应，大概与单个神经元有关。为了验证我们正在从 HVC的表面感觉到

单个单位的活动（SUA），我们向受试对象展示了强大的听觉刺激，即鸟叫声

（BOS），已知它会引起许多 HVC神经元的强烈反应（George等等人，2005a，

b），同时从层状 PEAs植入同时在微型 ECoG阵列下方的 HVC中进行记录（图

1B，C）。该记录配置使得能够对距表面记录部位约 150μm至 2mm的神经单

元进行常规深度记录。通过 BOS的显示，可以可靠地并以相关的方式同时驱动

同时记录表面和深度的 SUA（图 1D，E）。



2、材料和方法

2.1探针

micro-ECoG电极阵列是在 UC San Diego的 nano3设施中使用与 Ganji等人

所述（2018）相似的微细加工技术制造的。并总结在补充图 S3中。该阵列由一

个 2.9μm薄的 ParyleneC衬底，金互连和涂有 PEDOT：PSS的电极组成，总厚

度约为 4.2-5μm。电极的直径为 20μm，并排列在由 32个电极组成的网格中，

间距为 200μm，如图 1C和补充图 S3B所示。如在盐水浴中测得，功能电极通

常在 1kHz时具有约 75kQ的阻抗。阻抗大于 500kQ的电极被认为不起作用。表

面探针有两个方孔，可将穿透深度的探针插入表面电极之间（图 1C）。

深度探针是由 NeuroNexus（美国密歇根州安阿伯市）制造的可商购的硅柄。

在整个实验中使用以下三种形式之一：间距为 50im的 16位探针（A1x16-5mm

-50-177-A16）（鸟形 b114，b1061），带有三列电极的 32位探针与电极交错排

列间距为 25im（A1x32-Poly3-5mm-25s-177-A32）（鸟 b1047）和 32位探针，电

极线性阵列间隔为 20im（A1x32-Edge-5mm-20_177-A32）（鸟类 b1107、1067、

1159）。16和 32位探针的接触面积为 177im2。如在盐水浴中测量的，功能电极

阻抗通常为 1-2MQ。

2.2受试者选择和刺激产生

外科手术和行为程序已由 UCSD机构动物护理和使用委员会（IACUC）审

查和批准。在麻醉的欧洲 starlings上进行了急性实验，这些八哥通常重 55-102

克，长 21.6厘米。为了诱发唱歌，将睾丸激素植入皮下。通过用丙酸睾丸酮固

体（Sigma Aldrich T1875-5G）填充一部分硅胶管（硅橡胶管 508-009）并在其末

端用厚的强力胶密封，来制备 1-3mm的小球。用异氟烷麻醉动物，并将小球通

过剪刀和钝器通过小孔植入皮肤下。然后通过缝线将孔关闭。

将动物单独安置在隔声室中，在该隔声室中通过连接到前置放大器（ART

Tube MP）的麦克风（Earthworks M30）连续记录音频，以 48kHZ采样并通过 PC

声卡使用内置的自定义软件将其数字化 ALSA库。使用 Python编写的自定义软

件，从一天的录制开始，每晚都会自动监视歌曲回响的存在。选择了在植入后的

10天内，每天会开始唱歌数十次至数百次的鸟类。

对于选择的每只鸟，都会选择几回合自己的歌曲（BOS），每只鸟大约 40-60s。

提出的刺激包括以下内容：（1）BOS；（2）BOS反向播放（REV），其中单

个音节的时间结构和整体音节顺序颠倒了，但总体频谱与 BOS相同；（3）来自

特定成人（CON）的歌曲。每个选择刺激的几次（30-60）演示以从 7-15s之间

的伪随机均匀分布中选取的间隔进行呈现，在会话中以伪随机顺序进行。



2.3手术准备

在电生理记录的前一天或当天进行准备手术。用异氟烷麻醉动物（Baxter

Healthcare）。将鸟固定在立体定位设备中，并沿中线解剖头皮。然后用牙胶将

定制的金属固定销钉固定在鸟头骨的尾部。

在记录的那天，用 20至 30μl等分试样以 20％的剂量将 20％氨基甲酸酯（总

量为 60-100升；Sigma，圣路易斯，密苏里州，美国）麻醉动物。最小间隔。将

该鸟放在一个消音室中，并通过头部固定销固定其头部。

2.4电生理学

根据立体定向坐标，在 HVC上进行开颅和硬膜切开术。窗口的中心在横向

2.5毫米处，并且足够大以适合表面微 ECoG阵列。吸除 HVC顶部的海马。为

了确保表面阵列和组织之间的紧密接触，通过抽吸从脑表面去除脑脊髓液。然后

使用微操纵器（NarishigeMO-10）将表面阵列放置在大脑顶部，然后将深度探针

通过两个通孔之一缓慢降低到大脑中。使用了大脑的两个半球；只要该程序明显

损伤了脑组织，该部位就不再用于实验。

使用相同的数据采集系统（来自美国加利福尼亚州洛杉矶的 Intan

Technologies的 Intan RHD 2000）同时进行了来自表面阵列和深度探头的电生理

记录。Intan RHD 2000 USB控制器已连接到与深度探头相连的 RHD 2116或 RHD

2132探头；将一个单独的 RHD 2164探头连接到表面探头上。以下适配器板用

于将探头连接到 Intan探头上：用于表面探头的定制 Flex适配器（Hermiz等人，

2016）和 Plexon（达拉斯，德克萨斯州，美国）用于深度探头的 N2TA32-HST/32V

适配器。记录以 20kHz或 30kHz采样，并使用 OpenEphysGUI（Siegle等人，2017）

或 Intan提供的 RHD2000软件获取数据。使用默认的 Intan滤波器设置，并将截

止频率设置为 0.01Hz和 7.5kHz进行数据采集。

可以使用在单板计算机（SBC）（BeagleboneBlack）上运行的 Python编写

的软件来播放刺激音。通过在 SBC和 OpenEphys记录软件之间使用 ZMQ库传

递数字触发针和/或消息，可以实现与记录系统的同步以及以后对刺激的元数据

的识别。为了在记录中实现高精度的刺激发作检测，刺激是立体声的，其中一个

通道包含 1-5kHz的波形，该波形由 Intan系统以与神经数据相同的采样率记录。

（该软件可从 https://github.com/zekearneodo/ephysflow/tree/master/rig_tools获

得）。

2.5尖峰排序和单位表征



所有记录都转换为 KWD格式，这是基于 HDF5的神经数据数据模型。使用

以 Python编写的自定义软件（可从 https：//github。com/zekearneodo/intan2kwik

获得的软件）将以 Intan记录软件 RHD格式记录的数据转换为 KWD。OpenEphys

软件直接提供 KWD支持。为了可视化高频活动，使用截止频率为 300Hz的三阶

Butterworth滤波器对原始记录进行高通滤波，以实现向前和向后的高通滤波，以

创建无相位失真的清晰截止，并存储为单独的 KWD文件。使用 KiloSort

（Pachitariuetal，2016）进行穗分类。在主要 KiloSort算法将峰值分配给群集之

后，使用了 KiloSort软件中包括的事后合并算法。通过使用 Phy（Rossant等人，

2016）和自定义Matlab脚本检查尖峰片段，相关图和主成分空间来手动验证聚

类。穗状花序簇被标记为单个单元（SUA），多单元（MUA），噪声或伪影-对

于所有分析，均剔除了噪声和伪影簇。如果尖峰波形的子采样显示的是动作电位

波形的典型特征，并且该集群中的所有尖峰都没有大量的不应期违反（例如，从

0到 0几乎没有尖峰），则认为该群集为 SUA。尖峰后 2毫秒）。如果峰值波形

类似于动作电位波形，但具有大量的不应期违反，则将群集视为MUA。补充图

S4中提供了每个群集标签的示例。

表 1单个单元表征和统计

在所有单个单元上计算了总计尖峰波形和时序统计数据（表 1）。每个统计

信息的定义如下：“持续时间”是峰谷间隔；“峰值率”是发生的峰值数除以秒

数；“幅度”是最大值减去最小值平均波形；“波谷/峰值”是波谷与峰值之比；

“对称”是表征波形中心附近波形形状的相似性；“爆裂或否”表征单元是否倾

向于在时间是由时间间隔参数决定的，如先前研究的“材料和方法”部分所述，

该参数专注于刻划尖峰间隔和神经元活动的爆发（Selinger等，2007）。准确地

讲，void参数的定义为1-g(minimum) / ( ( 1))*( ( 2))sqrt g peak g peak ,其中 g（.）是

对数 ISI的分布。

2.6互相关分析



计算深度和表面峰值之间的交叉相关图。交叉相关图是通过计算在 5毫秒仓

中神经元 X（深度单位）之后或之前从神经元 Y（表面单位）发射的次数（从

100到 100毫秒的滞后时间）来计算的。交叉相关图仅针对基线期（无听觉刺激）

或针对基线和听觉刺激期进行计算。

通过使用 SPIKE距离来表征 SUA之间的穗活动相似性（Kreuz等人，2013）。

SPIKE距离是一种无参数方法，它使用来自两个峰值序列的峰值之间的相对定时

来确定它们的相似性。此距离度量范围为 0到 1。零表示相同或同步的尖峰序列，

而较大的距离表示不相似或越来越不同步的尖峰序列。该方法使用了比较尖峰序

列之间的长时和短时关系，因此适用于包括基线和听觉刺激周期在内的连续时间

段。

2.7刺激诱发反应的分析

对于基于刺激的分析，尖峰计数是在 5ms区间内计算的。通过获取所有试

验的平均值，然后使用 5阶移动平均值滤波器进行平滑，可以计算出平均峰值计

数的平滑估计值。通过使用希尔伯特（Hilbert）变换，低通滤波，然后下采样至

200Hz以匹配 5ms合并峰值活动的采样率，估计听觉刺激的幅度包络。

通过使用互相关估计听觉刺激和神经反应之间的延迟。也就是说，对于小于

200ms的延迟，计算了平均平滑后的尖峰计数与听觉刺激的幅度包络之间的互相

关性-假定大于 200ms的延迟在生理上的相关性较小。确定峰值（绝对值）滞后

为延迟，并且听觉刺激向前移动此量，以使神经反应和听觉刺激一致。

我们决定将分析重点放在对刺激的初始反应上，因为它产生了最大，最可靠

的神经反应。通过手动检查刺激声谱图可以发现第一个声音的开始。在发病之前

200毫秒和发病之后 300毫秒被视为感兴趣的窗口，在该窗口上计算后续指标。

皮尔逊相关性是在平均峰值计数和听觉刺激包络之间计算的。由于每次跑步

最多对受试者播放 2个听觉刺激，因此考虑产生较高相关性的听觉刺激。ap>0.01

（经 Bonferroni校正）的相关被认为是虚假的，不包括在所提供的分析中。同样，

仅考虑与听觉刺激显着相关的效应大小和神经反应滞后。

为了量化响应的大小，我们计算了一个称为效应大小的度量。效应大小的定

义为：（μpeak-μbase）/δbase，其中μpea是关于峰值响应的 50ms窗口中 5ms仓中

的平均尖峰计数。基本段是刺激显示之前持续 1s的基线窗口中 5ms仓中的平均

尖峰计数。最后，μbase是基线窗口中尖峰计数的标准偏差。

除非另有说明，否则所有分析均使用定制的Matlab软件（美国马萨诸塞州

纳提克市）进行。

3、结果



我们记录了研究的所有六个受试者中表面探针的神经活动。具体而言，在六

名受试者中的五名中，检测到单单位活性（SUA），而在所有受试者中均检测到

多单位活性（MUA）（有关 SUA和MUA的定义，请参见“材料和方法”一节

和补充材料，以及例子）。为了验证假定的表面记录 SUA，对波形形状和峰值

统计进行了评估，证明了与 SUA一致的特性。显示表面记录的 SUA与深度记录

的 SUA相关。表面记录的 SUA还可以通过听觉刺激的存在来持续进行调制，其

方式与深度记录的 SUA相似。

图 2 单位特征。四个深度记录（A）和四个表面记录（B）单位电压波形以及各自的峰

值间间隔（ISI）直方图的示例。波形是对 50个均匀采样的尖峰事件求平均的。y刻度条指

示幅度为 40μV。（C）深度（C）和表面（D）阵列的单位产量，以触点总数的百分比表示。

堆叠的条形图显示了每个受试者的单单位（SUA）和多单位（MUA）的百分比。（E）散点

图显示了分别从表面（红色）和深度数组（蓝色）记录的所有假定神经元（单位）的谷峰比

与峰谷间隔。红色箭头表示从表面 SUA沿箭头指向的偏远样本。（F）以W为单位的表面

（红色）和深度（蓝色）单个单位幅度的直方图

3.1深度和表面记录的单位波形特性比较

在深度和表面探针上检测到的 SUA的示例以及它们各自的峰值间间隔（ISI）

显示在图 2A，B中。请注意，ISI直方图与不应期的存在是一致的，正如我们期

望的单个神经元隔离一样。单位产量定义为存在 SUA（或MUA）的通道数除以



功能电极的总数（图 2C，D）；表面和深度单位的平均 SUA产量分别为 13.7和

28.7％。深度和表面尖峰波形趋于相对于基于形状的特征（例如持续时间以及相

对谷值和峰值幅度）有所不同。在分析中，峰定义为波形中的最小点（初始去极

化），波谷为出现在峰之后的最大点。此外，持续时间或峰谷延迟时间被定义为

峰谷之间的时间。通常，相对于波谷，深度尖峰比表面尖峰具有更长的持续时间

和更大的峰。如图 2E所示，这在整个深度和表面 SUA数据集中都是一致的。

在图形的左下部，有一个清晰的表面 SUA簇，而深度 SUA则在图形的上部。此

外，深度单位比表面单位更可能具有更大的振幅（图 2F）。计算深度和表面 SUA

的其他峰值统计量，并将其汇总在表 1中。尽管深度和表面 SUA的持续时间不

同，但深度和表面 SUA之间的波形特征（持续时间，幅度，波谷/峰值，对称性）

明显不同（p<0.01）。深度单位与先前报道的深度 SUA的持续时间范围为

0.18-0.85ms一致（George等，2005b）。相比之下，在这种麻醉的实验环境中，

深度和表面单位之间的峰状特征（峰状速率和爆发）没有显着差异。

图 3 互相关图。（A）电极位置的图示：表面（S），浅层深度电极（DI）和深层深度

电极（D2）。在这些电极上检测到 SUA，并在（B）和（C）中计算其相关图。（B）S和

D1的互相关，显示高共现率。峰值距离 C和物理距离 P相对较低。（C）S和 D2的互相关，

显示较低的共现率。峰值距离 C和物理距离 P相对较高。（D）所有表面和深度 SUA对的

总体分析，比较尖峰距离与物理距离。皮尔逊相关系数为 r=0.29（p=6e-4，n=131，Studentst

分布）。（E）峰值滞后的直方图似乎呈正偏；但是，分布没有明显偏离 0，表明表面和深

度单位之间没有显着的正或负滞后（p=0.23，n=131，秩和检验）。

3.2表面 SUA与深度 SUA的相关性

在图 3中总结了跨深度图和表面记录的单个单元对之间的互相关图的基线

和听觉刺激周期的分析。图 3A说明了如何在深度电极和表面电极之间形成对。

在图 3B，C中示出了单个表面电极与两个不同深度的电极之间的示例互相关图。



在图 3D中，将计算出的深度和表面尖峰光栅对的 SPIKE距离与记录相应单元的

电极之间的物理距离作图。从该图可以看出，从中检测到 SUA的最近表面和深

度电极至少相距 600μm。因此，极不可能从同一神经元记录任何一对表面和深

度电极。SPIKE距离度量（Kreuz等人，2013）与物理距离之间在统计上具有显

着正相关。对于相同的尖峰列，SPIKE距离为 0，并且该度量增加到值 1，表示

两个完整的同步尖峰列。因此，正相关关系表明，随着深度和表面单位所在的电

极之间的距离增加，其栅格趋向于变得不那么同步（另请参见补充图 S2C中仅

在基线期间的补充分析）。峰值滞后值的直方图似乎呈正偏，表明深度单位可能

倾向于先于表面单位。但是，分布没有明显偏离 0ms，表明在表面和深度单位之

间没有显着的平均滞后（图 3E，对于仅在基线期间的分析，也请参见补充图

S2D）。

3.3听觉刺激驱动的假定表面 SUA和深度 SUA的调制

从深度和表面阵列记录的 SUA受听觉刺激的调节。从深度和表面单个单元

进行的这种调制的示例可以在图 4A-D中看到。在图 4A-C中，将单个听觉刺激

表示的频谱图（在该示例中为鸟自己的歌曲）与每个单元的时间平滑的试验平均

尖峰频率一起绘制。深度和表面记录单位的尖峰速率似乎都受到刺激特征的调

节，特别是在刺激开始时。图 4C，D放大以突出显示刺激的前 4.5s。面板 C是

刺激的频谱图，其刺激幅度包络线绘制在频谱图的顶部。面板 D显示了尖峰光

栅图，顶部是平均尖峰率。在这里，可以观察到由于初始声音而产生的强烈响应，

以及在 3s处与鸟鸣声中较复杂的声音元素对齐的较小响应。当这种复杂的声音

元素的变体在 4s左右再次出现时，它会引起较小的响应。HVC神经元对自然听

觉刺激特别是 BOS的反应在多种鸣禽物种中得到了很好的记录（George等，

2005a；Hermiz等，2016；Siegle等，2017）。以前有关八哥的报道表明，来自

BOS的单个音节和同种歌曲会引起听觉反应，且特异性不同（George等，2005a，

b）。众所周知，至少在其他物种中，HVC听觉反应可以长期整合，并且对歌曲

元素的特定时间（和和声）组合敏感（Margoliash，1986；Margoliash和 Fortune，

1992）。

作为确定所记录的 SUA是否受听觉刺激调节的简单测试，我们表征了在较

长的刺激间间隔（7-12s）之后，在没有刺激出现的情况下，每种刺激在初始发

作时的反应。通过首先计算平均峰值计数与以刺激发作为中心的 500ms窗口内

刺激幅度振幅包络之间的皮尔逊相关性，可以量化初始 SUA反应（校正神经反

应的延迟后，请参见“材料和方法”一节）。方法”）。如果相关性的关联 p>0.01

（Bonferroni校正），则认为它们是虚假的。为了量化响应的幅度，计算 SUA

的效应大小度量，其响应与刺激显着相关。效应大小量度捕获峰响应窗口和基线



窗口之间的峰活动差异，并通过基线峰活动的变化进行归一化（有关详细定义，

请参见“材料和方法”一节）。最后，针对深度和表面计算听觉刺激和尖峰活动

之间的滞后。深度和表面相关性的直方图在图 4E中。深度和表面单位的相关值

分布似乎相似。假设检验还表明，在这些数据点的约束范围内，相关值的分布没

有显着差异（nsur=11，ndep=23）。这些统计数据汇总在补充表 S1中。

4、讨论

提出了从鸣鸟的大脑感觉运动区域的表面记录的刺激调制的 SUA。推定的

表面记录神经元的平均尖峰速率在刺激表现期间显示出明显的增加，特别是在歌

曲刺激开始时。总体而言，大约一半的深度和表面单个单元与刺激初始阶段的幅

度包络显着相关。表面 SUA的刺激相关值与深度 SUA相当，并且未发现效果大

小的显着差异。

图 4刺激驱动的反应。（A）在电生理记录过程中呈现的刺激（BirdS 自己的歌曲）的

示例频谱图。（B）从表面（红色）和深度（蓝色）阵列记录的单个单位的平均平滑峰值速

率。平均尖峰率使用 5点高斯窗口进行平滑，标准偏差为 0.4。（C）放大（A）的前 4.5秒。

黑线显示了刺激的幅度包络线。（D）尖峰栅格图，显示了（B）中表面（红色）和深度（蓝

色）SUA的 54个连续刺激显示中每个单个尖峰事件的时间。红线和蓝线分别表示针对表面

和深度单位的，在刺激表示中平均的平滑峰值速率。使用 30点高斯窗口（标准偏差为 0.4）

对尖峰频率进行平滑处理。（E）深度（蓝色）和表面（红色）的相关值的分布，这些值与

听觉刺激的发作显着相关。

栅格互相关分析未指示表面和深度单位之间的特定相对时间偏差。但是，尖

峰栅格相似性分析表明，如果深度记录的 SUA和表面记录的 SUA如果记录在物

理上更靠近的电极上，则趋向于更加相似。由于此研究中的表面单位记录位置距



离最接近的深度位置至少 600μm，因此这种相似性不太可能是从深度电极和表

面电极记录相同神经单元的结果。总体而言，对刺激特性和非刺激特性的尖峰特

性分析表明，表面单位和深度单位的响应特性相似。

表面记录的 SUA波形特性似乎与深度记录的 SUA波形特性不同。特别是，

表面 SUA的峰谷潜伏期明显短于深度 SUA（图 2）。此外，表面和深度 SUA之

间的波峰幅度比和绝对幅度似乎有显着差异（图 2E，F和表 1）。一种可能是这

些差异是由于深度和表面记录之间的过滤特性不匹配所致。由于使用了相同的放

大器从表面和深度进行记录，因此，如果存在这种差异，则可能由物理电极-大

脑界面的电气特性来驱动。另一种可能性是表面和深度记录有偏差，以对不同的

细胞类型或细胞上的不同位置（或两者）进行采样。波形形状的差异可以用偏向

的细胞类型和位置假设来解释（Buzsaki等，2012）。HVC包含几种类型的神经

元，包括针对弓形（RA）和基底神经节核区域 X的健壮核的多类投射神经元，

以及在 HVC内局部投射的多个中间神经元（Rossant等人，2016）。这些不同的

神经元类型具有不同的形态（Benezraetal。，2018），但其空间分布的异质性（如

果有的话）仍大部分未被解析。先前的报道表明，一组具有更长或爆发反应趋势

的细胞集中在 HVC的腹侧部分（George等，2005a），这与我们对高破裂率的

测量结果一致。用穿透探针记录的细胞。对我们的表面电极中用于检测特定神经

元类型或其投影的偏压的更详细的了解仍然是未来工作的主题。在哺乳动物的大

脑中，皮层神经元的组织和形态已得到更好的表征，并且有可能设计出针对特定

细胞类别的电极。

低表面积和低阻抗电极接触，以及阵列与大脑表面的整合性，是从大脑表面

记录推定动作电位活动的重要特征，如本研究和先前的哺乳动物研究所证明

（Khodagholy等，2015、2016）。在一项模型研究（Hill等人，2018）中，评估

了用于记录大鼠皮质表面动作电位的关键特征，相对于较大的电极，较小的电极

表面积有助于保持动作电位振幅。然而，当给定材料的电极的表面积减小时，阻

抗将增加，因此，热记录噪声也将增加。因此，至关重要的是要用允许与大脑表

面形成低阻抗电接口的材料制造小表面积的电极接触。我们注意到，在以前的哺

乳动物研究中，我们的电极表面积是电极表面积的三倍以上（Khodagholy等人，

2015，2016）。相对于大鼠先前的皮质记录，这可能导致我们具有单单位和/或

多单位活性的电极的较低可变的产量（图 2D）[如 Khodagholy等人的补充表 S1

所述，产量为 55-93％。（2015）]。但是，人类录音的收率（27-37％）（Khodagholy

等人，2015）更接近我们的收率。这些产量及其可变性可能是由于电极设计以外

的多种因素引起的，包括物种差异以及手术和记录程序的细节。例如，在动物醒



着和表现的时候进行啮齿动物的记录。而八哥录音及其人类录音是在麻醉下进行

的，可能会影响神经突增的可能性。

电极阵列的保形性对于记录质量也很重要。根据建模研究（Hill等人，2018），

神经元细胞体（在大鼠制备中）必须在 100[m2电极接触的 1im之内（我们的电

极具有 314im2的表面积），这应减少距离要求）。此外，如果电极距离皮层表

面较远，并且在电极接触下具有大脑脊髓液（CSF），则可能会导致分流，从而

使动作电位记录变得模糊。建模研究（Hilletal。，2018）还表明，电极周围电极

阵列基板的保形绝缘对于解决动作电位也可能很重要。表面绝缘有效地反射了自

然导电 CSF界面上不存在的电荷。因此，绝缘可以有效地增强相对于热噪声的

动作电位信号。先前的一项大鼠研究（Tsytsarev等人，2006）建议可以从大脑表

面记录多单位活性，但没有证明类似单单位的活性。在那项研究中，将 50毫米

直径的微丝阵列带到了皮层表面。在当前研究中，相对于电极而言，除了更大的

表面积之外，那些微线电极还具有更高的阻抗，并且缺乏薄膜电极阵列的平面绝

缘。微线束的这些设计特征可能导致信号质量降低，从而掩盖了单个单元的活动。

微米和纳米级的电极特性为将来提高记录质量提供了途径。例如，可以将用于体

外记录制剂的平面阵列中的电极修改为具有 3D蘑菇状形状，从而与细胞膜更紧

密地接触并获得更高的信噪比记录（例如 Spira等人，2018年）。用于体内表面

记录的电极阵列可以采用类似的设计策略来提高组织接触的质量和可重复性。

虽然目前的研究是急性的，但薄膜微 ECoG制剂已被用于多天清醒的慢性记

录，表现为小型动物模型（包括小鼠（例如，Jonak等人，2018））和大鼠（例

如，Insanally等，2016）。在当前的急性研究中使用电极阵列进行的慢性研究将

需要额外的设备和手术技术开发以及寿命测试。这种发展将允许对单元活动进行

更深入的研究，以评估自由行为和歌曲创作过程中的稳定性和响应特性。

总而言之，我们证明了在 4-5毫米薄的 ParyleneC基底上涂有 PEDOT：PSS

的微型 ECoG电极阵列在麻醉的欧洲八哥中可感知 HVC上方的单个单元的能

力。在六个受试者中有五个发现了这些单一单元，平均产率为 13.7％。对于表面

和深度单个单元，在听觉刺激开始时观察到刺突活性增加。对于表面和深度，大

约一半的单个单位与听觉刺激的发作显着相关。这些结果再现并扩展了一个重要

发现，那就是可以从大脑表面感知单个单元，并且可以通过感官相关刺激来调节

其活动。通过对表面记录单元的刺激驱动响应进行的首次展示，这项研究的结果

增强了人们的信心，即这些单元确实是单个神经元，而微 ECoG是观察高保真神

经活动的有效工具。此外，通过演示歌手中的这些功能，我们提供了一种新的范

例来研究语音和语言的神经基础，并为皮质驱动的语音假体提供了开发平台。
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稿。
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