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摘要：小脑通过小脑核输出的自适应控制在毫秒时间尺度上驱动运动协调和

动作顺序。小脑核整合了来自小脑皮层和小脑两个主要兴奋性输入的高频信息：

苔藓纤维和攀爬纤维侧枝。然而，核细胞如何处理这些输入携带的输入的速率和

时间仍然存在争议。在这里，我们研究了小脑皮质输出（浦肯野细胞）对雄性小

鼠体内已识别的小脑核神经元的影响。使用在浦肯野细胞中特异性表达 

Channelrhodopsin2 的转基因小鼠和内侧核中的四极体记录，我们根据其动作电

位的波形确定了两个主要的神经元组。这两组神经元分别与 VGLUT2-cre 和 

GAD-cre 小鼠中 Chrimson 表达后通过光标记鉴定的谷氨酸能和 GABA 能神

经元相吻合。类谷氨酸能神经元以高频率发射，并对浦肯野细胞群输入的速率和

时间作出反应，而 GABA 能样神经元仅对浦肯野细胞的平均群体发射率高频率

作出反应。此外，浦肯野细胞的同步激活可以在很宽的频率范围内夹带谷氨酸样

细胞，而不是 GABAergic 样细胞。我们的研究结果表明，同步和有节奏的浦肯

野细胞放电的下游效应取决于目标小脑核神经元的类型。 
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意义声明：运动协调和熟练动作是由小脑核神经元的永久放电驱动的，这些神经

元将小脑计算传递到其他大脑区域。 在这里，我们着手研究内侧核小脑核神经

元的特定亚型是如何由浦肯野细胞控制的，浦肯野细胞是小脑皮层的唯一输出。 

我们可以分离出不同亚型的核细胞，它们差异编码浦肯野细胞抑制。 浦肯野细

胞刺激以其放电频率夹带谷氨酸能投射细胞，而 GABA 能神经元仅被抑制。 这

些差异编码策略可能有利于与运动控制的特定特征相关的小脑兴奋性输出的时

间精度，同时通过速率编码机制的抑制来设置小脑活动的全局水平 

1、引言 

小脑通过与大脑皮层的持续对话（Allen 和 Tsukahara，1974 年；Schmahmann 

和 Pandya，1997 年；Kelly 和 Strick，2003 年；Glickstein 等人，2011 年；Proville 

等人，2014 年）。小脑核通过将来自抑制性 Pur-kinje 细胞 (PC) 的输入与小脑

的两个主要输入的苔藓和攀缘纤维侧枝的输入相结合，产生小脑的最终输出

（Gauck 和 Jaeger，2000；Rowland 和 Jaeger，2005 年；Bengtsson 等人，2011 

年；Steuber 和 Jaeger，2013 年；Bengtsson 和 Jo¨rntell，2014 年）（见图 1A）。 

CN 神经元似乎对来自 PC 的输入速率求和，并将运动的某些部分编码为速率

代码（Thach，1968；Arm-strong 和 Edgley，1984；Brooks 和 Thach，2011；Abbasi 

等，2017）或遵循时间同步 PC 放电 (Heck et al., 2007; De Zeeuw et al., 2008, 2011; 

Person and Raman, 2011, 2012; Sarnaik and Raman, 2018) 或停顿 (Shin and De 

Schutter, 2006; Steuber 等人，2007 年；Hong 等人，2016 年）在延迟眨眼条件反

射中观察到（McCormick 和 Thompson，1984 年；Yeo 等人，1997 年；Rasmussen 

等人，2015 年；Ten Brinke 等人，2015 年， 2017）。事实上，破坏 PC 或 CN 

神经元放电的时间模式会强烈影响运动协调并导致共济失调（Hoebeek 等人，

2005；Walter 和 Khodakhah，2006；Walter 等人，2006；Chen 等人，2010；White 

等人）等人，2014 年；White 和 Sillitoe，2017 年）。然而，基于速率或时间编

码策略是否与特定任务或 CN 神经元亚型的特定生理特性相关尚未确定，因为 

CN 中细胞类型之间的区别仍然很困难。 

CN 神经元被细分为 6 个亚组，其中 5 个存在于内侧核中：谷氨酸能、

GABA 能核橄榄核和甘氨酸能投射神经元，以及局部 GABA 能和/或甘氨酸能

细胞（Czubayko 等，2001；Uusisaari 等。 , 2007; Alvina et al., 2008; Uusisaari and 

Kno¨pfel, 2008, 2011; Bagnall et al., 2009; Tadayonnejad et al., 2010; Zheng and 

Raman, 2010; Blenkinsop and Lang, 2011; Bengtsson and Jo¨rntell，2014 年；Husson 

等人，2014 年；Ankri 等人，2015 年；Najac 和 Raman，2015 年；Canto 等人，

2016 年；Yarden-Rabinowitz 和 Yarom，2017 年）。已经使用细胞内记录描述了

至少 4 种不同 CN 神经元亚型的特定内在生物物理特性（例如，尖峰宽度、后



超极化形状和持续时间、放电率）（Uusisaari 等，2007；Uusisaari 和 Kno¨pfel，

2008、2011； Bagnall 等人，2009；Ankri 等人，2015；Najac 和 Raman，2015；

Canto 等人，2016；Yarden-Rabinowitz 和 Yarom，2017）。然而，在最近对清醒

动物的体内研究中（Bengtsson 等人，2011；Bengtsson 和 Jo¨rntell，2014；Brown 

和 Raman，2018；Sarnaik 和 Raman，2018），只能可靠地记录谷氨酸能投射神

经元。这说明了使用细胞外记录区分神经元亚型的困难，而不是大脑皮层，其中 

GABA 能神经元与谷氨酸能神经元通过其尖峰波形可靠地区分（参见，例如，

Bartho´ 等人，2004）。因此，我们着手确定简单的标准，使我们能够区分兴奋

性（谷氨酸能 [GLUT]）投射神经元和抑制性（GABAergic [GABA]）中间神经

元，并描述这些细胞类型如何响应 PC 输入。 

我们记录了麻醉和清醒动物的内侧核中的 CN 神经元，它们分别在 CN 的 

GLUT 或 GABA 细胞中表达 PCs（Chaumont 等人，2013）或 Chrimson 中的

通道视紫红质 2 (ChR2)。我们发现 GLUT 与 GABA 神经元可以通过它们的平

均尖峰波形来区分，并且它们的放电率存在显着差异。虽然两组都受到 PC 输入

的抑制，但只有 GLUT 样神经元紧跟 PC 的同步尖峰。也就是说，只有 GLUT 

样神经元将 PC 抑制与尖峰放电结合起来，这是时间锁定到 PC 群体输入的，

而 GABA 样细胞对 PC 高频放电的时间不敏感。总之，我们的研究结果表明，

几种编码策略在 CN 神经元中被多路复用，这取决于目标细胞类型，允许同时

控制放电率和时间放电。 

2、材料和方法 

动物。所有程序均符合国家和欧洲社区指南 (2010/63/EU)。动物实验事先得

到了斯特拉斯堡大学当地法国伦理委员会的批准（C.R.E.M.E.A.S.；CEEA35；协

议编号/参考协议：A67-2018-38）。将小鼠饲养和饲养在 12 小时的光照/黑暗循

环中，自由获取食物和水。我们使用了 13 只 L7-ChR2(H134R)-YFP CD1 雄性

小鼠  (Chaumont et al., 2013) 或成年  C57BL/6 GAD2-IRES-Cre (n 6; stock 

#010802) 和 VGLUT2-IRES-Cre (n 4；股票#016963) 小鼠（杰克逊实验室；

RRID:SCR_004633）。 

病毒注射。使用 AAV 2/1-GFP（PENN Vec-tor Core；RRID：SCR_010038）

或 DiI（亲脂性阳离子吲哚羰基 - 九染料；Thermo Fisher Scientific）从小脑蚓部

的小叶  IV 和  V 追踪  PC 连接到内侧  CN。通过腹膜内注射氯胺酮  (100 

mg/kg)、medeto-midine (1 mg/kg) 和乙酰丙嗪 (3 mg/kg) 的混合物来麻醉小鼠，

并将其放置在立体定位框架上。将示踪剂装入配有手动注射活塞的刻度移液管

（Wiretrol II，Drummond Scientific）。通过施加温和的压力，以大约 250 nl/min 

的速度将 0.5 l 的最终体积输送到组织中。注射后将移液管留在原处至少 10 分



钟以进行扩散。 2 周 (AAV2/1-GFP) 或 2-3 天 (DiI) 后，通过经心脏灌注 4% 

的 PFA 杀死注射的小鼠，并制备小脑切片 (50 m) 用于后续分析。在小脑切片

的连续切片上进行连续共聚焦采集（Leica Microsystems，SP5）。使用 ImageJ（美

国国立卫生研究院）插件“简单神经突示踪剂”（RRID：SCR_016566）单独追

踪一些浦肯野细胞，并获得小脑皮层和内侧 CN 连接区域的立体定位坐标。 

 

图 1。 PCs 的光遗传学刺激抑制内侧核中的 CN 神经元。A，橄榄小脑网络图和实验

协议四极记录。记录（深蓝色）同时在 PC 层和内侧核中进行，而光纤（浅蓝色）位于小

脑皮层上方。MLI，分子中间神经元; GoC，高尔基细胞； GrC，颗粒细胞。 B, Tetrode 

位置在实验后重建。左图，DAPI 染色的小脑切片中由 DiI 荧光（红色）监测的 Tetrode 

轨迹。右图，记录点坐标的 3D 散点图。 C，PC 层和内侧 CN 中的多单元记录示例。 

D，40、65 和 115 Hz 光刺激下 PC 放电的刺激间尖峰直方图 (ISI) 示例。 E，从 40、

65 和 115 Hz 刺激开始的尖峰潜伏期直方图计算的瑞利测试中每个细胞的 p 值箱线图。 

p 0.01 表示分布不均匀（红色虚线）。白线表示中位数。方框限制表示第一 (Q1) 和第三 

(Q3) 四分位数。晶须代表距离盒子边缘的 1.5 x (Q3-Q1)。 



对于 GAD2-cre 和 VGLUT2-cre 小鼠颅内注射，术中吸入 4%异氟醚诱导麻

醉，术中维持 2.5%。动物被固定在立体定位框架上。监测直肠温度并保持在 36°

C–37.5°C。在顶核（AP 2.6 mm，ML 0.8 mm，DL 2.4 mm，距 λ）的坐标处

应用小颅骨切开术（直径 1.5 mm），除了中间核中记录的 1 个细胞（AP 2.4 mm， 

ML 2.1 毫米，DL 2.3 毫米（来自  lambda）。将含有  AAV9-hSyn-FLEX-

ChrimsonR-tdTomato（UNC 矢量核心；RRID：SCR_002448）的毛细管（尖端直

径 80 m）垂直插入开颅手术中，将 60 nl 体积的病毒缓慢注入 CN。毛细管在

注射后至少保留 10 分钟以进行扩散。术后注射丁丙诺平 (4 mg/kg, i.p.)。实验

前让动物至少恢复 4 周。 

麻醉动物的光遗传学刺激 (L7-ChR2(H134R)-YFP)。使用多模光纤（直径 

100 m）进行光刺激，该光纤通过手动显微操作器定位在小脑皮层表面上方，并

安装有 460 nm 波长的蓝色 LED（UHP-T-LED 460，Prizmatix）。光强度设置为 

25 mW/mm2 以避免 PC 中的去极化阻滞 (Chaumont et al., 2013)。每集（10 秒

持续时间，包括 7 次刺激）由一系列脉冲（5 毫秒脉冲持续时间）组成，要么

以 40、65 和 115 Hz 的频率定期发送，要么以 40 Hz 的不规则发送（遵循泊松

分布）。对于每个刺激频率，对每个记录的细胞进行至少 10 次试验。使用单板

计算机 (Raspberry Pi) 执行照明协议。 

清醒动物的光遗传学刺激（GAD2-IRES-Cre 和 VGLUT2-IRES-Cre）。对于 

GABA 和 GLUT 神经元光标记，在 CN 上方的小脑皮质中通过手术将 2 mm 

长的光纤（Ø 105 m，ThorLabs）植入动物。由 DC2100 控制器（M595F2，ThorLabs）

驱动的 595 nm 波长 LED 连接到光纤。每次刺激（2 秒持续时间）由一系列脉

冲（5 毫秒脉冲持续时间）组成，频率为 100 赫兹，持续 125 毫秒，每 5-10 秒

重复至少 10 次。我们只包括对光遗传学刺激有短延迟（20 ms）反应的神经元

（Klapoetke et al., 2014; Mardinly et al., 2018）。光遗传学刺激的潜伏期被定义为

第一个时期超过基线发射率 SD 的 3 倍。发射率变化的评估基于周刺激时间直

方图（由至少 10 次试验构建）。 

麻醉 L7-ChR2(H134R)-YFP 小鼠的四极管记录。在聚氨酯 (1.9 g/kg i.p.) 下

深度麻醉小鼠。进行气管切开术以促进呼吸。将小鼠置于立体定向框架（Narashige）

中。使用加热毯 (CWE, TC-1000) 维持体温并通过直肠探针监测。然后进行开颅

手术以发现小脑皮质的背侧蚓部和旁侧。切开硬脑膜后，用盐水溶液（NaCl 9 g/L）

不断润湿组织。使用带有机械手 (Luigs and Neuman, SM5) 的定制设计的硅探针

（2 16 通道，Atlas Neuroengineering）记录 PC 和 CN 细胞。每个探头（四极

管）由 4 个柄（柄之间 150 m）组成，带有 4 个圆形氧化铱记录位点（直径 15 

m），间隔 20 m，呈菱形。一个探针被降低到蚓部的小叶 IV 和 V 以记录 PC。



第二个是通过副虫中的小叶 VI 降低以记录 CN 神经元。两个探针都使用电动

显微操作器（Luigs 和 Neumann）定位。使用便携式 32 通道采集放大器（ME32-

FAI-PA，MultiChannel Systems）以 20 kHz 采样率和 5 kHz 低通滤波进行数据

采集。探针涂有 DiI，用于记录位点的事后重建。 

 

图 2. Tetrode 记录识别出两组不同的 CN 神经元。 A，单位隔离示例：单个四极管的 4 

个记录位点上的原始信号。橙色和蓝色点表示来自 PCA（材料和方法）分离的 2 个单元

的尖峰。 B，2 个单位的尖峰对前 2 个主成分的投影。 C，4 个记录点上 2 个单元的平

均尖峰波形。 D，使用 PCA 对所有记录单元的平均波形进行分类，然后对主成分 

(HCPC) 进行层次聚类。 PCA 测量参数的描述和前两个主成分的投影（右上）。起始时

间，尖峰波形达到其正峰值的 5%的时间点； P. 上升斜率，正 10%–90% 上升时间； P. 

半峰宽，50% 正峰处的尖峰持续时间； N. 峰值幅度，负峰值；负峰时间，负峰时间； 

N. 下降坡度，10%–90% 下降时间； N. 半峰宽，负峰 50% 处的尖峰持续时间； N.衰

减时间，从负峰到负峰 10%的尖峰持续时间；结束时间，在其负峰值的 5% 处的时间点。 

E，升序分层树突出显示 2 组动作电位波形。 F，归一化到最大幅度的所有单元的叠加平

均尖峰波形（左）；确定的 2 组（第 1 组，红色，n 22；第 2 组，蓝色，n 17）（右）

的平均尖峰波形的平均值。阴影区域代表 SD。 G，两组的放电率、CV 和 CV2 箱线

图。 Wilcoxon 秩检验，触发率：***p 1.4 10 7； CV：p 0.37； CV2：p 0.36。 

清醒 GAD2-IRES-Cre 和 VGLUT2-IRES-Cre 小鼠的近细胞和多通道记录。

应用垂直皮肤切割以暴露颅骨。头骨用 Optibond All-in-one (Kerr) 预处理，并用 

Charisma (Heraeus Kulzer) 将 5.5 4.0 mm 定制基座连接到头骨上。允许小鼠在手

术后和记录前至少恢复 2 周。在进行电生理学实验之前，在记录目标上的颅骨



上进行了小开颅术（2.0 毫米）。小鼠头部固定但允许在圆柱跑步机上移动。用

玻璃毛细管（A 2 mm，尖端 2 m，填充 2 M 盐水；n 15 个细胞）电极记录 GABA 

和 GLUT 细胞，如前所述（Ten Brinke 等人，2017）或使用 64 通道硅探针（ASSY 

77H-H2，Cambridge NeuroTech；n 2 个细胞）。电极由机械手 (Luigs and Neu-

man, SM7) 驱动，并以与垂直轴成 35° 的角度穿透小脑核。对于玻璃毛细管记

录，神经元电生理信号被放大（Axon Instruments CNS，MultiClamp 700B，Au-

toMate Scientific US）并使用 Axon Instruments Digidata 采集系统在 20 kHz 下

进行数字化。对于硅探针记录，使用 Intan 评估系统（RHD2000，Intan Technology）

在 20 kHz 下放大和数字化信号。 

 

图 3. 在谷氨酸能或 GABA 能神经元中表达 Chrimson 的转基因小鼠的近细胞记录识别出

相同的两组 CN 神经元。 A，玻璃吸管记录的实验方案图。在注射 AAV9-hSyn-FLEX-

ChrimsonR-tdTomato 后，分别在 VGLUT2-cre 或 GAD2-cre 小鼠中记录的神经元中的 

Chrimson 激活可识别 GLUT 和 GABA 神经元。从光照开始的第一个峰值延迟的箱线图

（右下）。 B，GABA 和 GLUT 神经元识别。红色代表 Chrimson-tdTomato。绿色代表 

Gad65/67*。蓝色代表 DAPI。左图，GABA 能神经元可以被识别为具有 Chrimson-

tdTomato 和 Gad65/67* 表达的较小细胞。对，谷氨酸能神经元是 Chrimson-tdTomato。 

C，使用玻璃移液管近细胞记录记录的 GLUT 和 GABA 神经元的平均尖峰波形的平均

值。请注意与使用四极管记录的波形的相似性。 D，2 组的放电率、CV 和 CV2 箱线

图：GLUT (n 6) 与 GABA (n 11)。 Wilcoxon 秩检验发射率：*p 0.012； CV：p 0.28； 

CV2：p 0.42。 



数据分析。使用开源软件 OpenElectrophy (RRID:SCR_000819) (Garcia and 

Fourcaud-Trocme´ , 2009) 进行尖峰排序。在尖峰分类之前，如  Rowland 和 

Jaeger (2008) 所述，去除了刺激伪影。使用巴特沃斯滤波器对每个四极管的原始

数据进行高通滤波（200 Hz）。通过目视检查信号来确定手动阈值，然后检测到

跨越阈值的峰值。使用 scikit-learn 包（Pedregosa 等人，2011），使用主成分分

析 (PCA) 收集尖峰波形（峰值周围 1 ms）并在正峰值时间和幅度处归一化后进

行分类。基于期望最大化算法（Python scikit-learn 包），使用高斯混合模型将尖

峰波形分类为独立单元。单个单元总是通过目视检查来确认，我们采取了保守的

方法，只保留了分离良好的集群。 

基于从平均峰值提取的参数，使用 PCA 对来自所有记录单元（细胞）的平

均峰值波形进行分类，然后在 R 统计软件（R Core Team，2015）中对主要成分

进行层次聚类（Leˆ 等人，2008）波形（见图 2D）。其他分析是使用 Python 编

写的自定义例程进行的。瞬时放电率 (IFR) 计算为连续峰值之间的间隔的倒数。 

免疫荧光。杀死动物并用 50 ml 盐水经心灌注，然后用 100 ml 4% PFA/0.01 

M PBS，pH 7.4。然后，立即取出大脑并在室温下固定。固定的大脑在 4°C 下

在 10% 蔗糖中脱水过夜，然后嵌入 10% 蔗糖/12% 明胶中，并在 30% 蔗糖溶

液中进一步脱水。接下来，用切片机（Leica Microsystems，CM1950）切割横截

面（40 m）。将切片与兔抗 Gad65/67*（1:1000，Millipore AB1511；RRID：AB_90715）

一起孵育 24 小时。接下来，切片在 5% 正常驴血清 - 0.4% Triton X-100 – 0.01 

M PBS 和 A488 偶联驴抗兔 IgG（1:200，Jackson ImmunoResearch Laboratories，

批次 #711-545-152）中孵育 12 小时）。所有孵育均在 4°C 下进行，持续温和

搅拌，然后在 PBS 中洗涤 3 次 10 分钟。最终，切片用 DAPI 染色并用 

VECTASHIELD 封固培养基（Vector Laboratories，批次 #H-1000）封固。 

统计分析。通过使用 Rayleigh 测试（使用 Scipy Python 包）检测周期性脉

冲序列期间连续刺激之间的间隔中尖峰的不均匀分布来评估尖峰时间锁定

（Millman 和 Aivazis，2011；另见 Najac 和 Raman，2015）。对 IFR 分布的 

Kolmogorov-Smirnov 检验（见图 6）使用 5 Hz 的 bin 进行。结果中描述了组

间的统计检验。 

3、结果 

3.1 小叶 IV-V 中 PC 的光遗传学激发抑制内侧核中的 CN 神经元 

使用其中 ChR2 在 PC 中特异性表达的小鼠 L7-ChR2(H134R)-YFP 品系，

我们记录了内侧核中麻醉小鼠的 CN 神经元的活动，同时光学刺激了小叶 IV 

和 V 中的 PC。在没有完整立体图集的 CD1 小鼠的内侧 CN 中探针定位，使



用 AAV1/2-GFP 或 DiI 注射（N 2 动物）追踪 PC 束。我们确定，在 CD1 小

鼠中，可以通过在小叶 IV 和 V 后 600 m 处以 2.8-3.3 mm 深度插入硅探针来

靶向尾背内侧核（图 1B，底部；n 25 个记录位点，N 13 只动物）。通过同时记

录 PC 和 CN 神经元中的多单元活动，对电极定位和蓝光功率进行生理评估

（图 1C）。 

使用照明区域 PC 层中的多单元记录，在一组 PC（n 10）中评估光诱导（40、

65 和 115 Hz 的 5 ms 脉冲）PC 放电（图 1D，E；见材料和方法）。未观察到

去极化阻滞，平均放电率与基线相比增加（平均 SD，基线：46.5 33.8 Hz；40 Hz：

65.6 40.1 Hz；65 Hz：65.2 36.9 Hz；115 Hz：57.1 34.3 Hz ）。尽管单个 PC 没

有遵循最高频率的刺激，但通过构建峰值间隔 (ISI) 直方图（图 1D）和 2 个光

脉冲之间的尖峰时间直方图，我们观察到 10 个 PC 中有 8 个是时间-锁定（即

同步）到高频 PC 照明（图 1E）。因此，考虑到照明会激活数十个 PC（参见 

Chaumont 等人，2013 年），我们估计 PC 群体可以在所有测试频率下跟随照

明。然后我们使用四极记录并根据它们在尾背内侧核中的平均尖峰波形分离出 

39 个单独的细胞（N 13 只动物；图 2A-C）。 

 

3.2 区分 GLUT 与 GABA 神经元 

为了对 CN 细胞进行分类，对平均尖峰波形的参数进行 PCA（图 2D，E），

然后基于前两个主要成分进行层次聚类（参见材料和方法）。层次聚类确定了两

组平均波形（第 1 组：22 个细胞；第 2 组：17 个细胞；N 13 只动物）。两组

可以通过尖峰波形的衰减阶段来区分（例如，负半宽；图 2D，F；表 1），其中

第 1 组的动作电位比第 2 组神经元更快（动作电位宽度组 1：0.47 0.08 毫秒与

第 2 组：0.65 0.11 毫秒）。接下来，我们分别分析了属于这两组的单个细胞的

峰值统计数据，发现第 1 组和第 2 组细胞的放电率显着不同（图 2G；平均第 

1 组：63.9 23.3 Hz；平均第 2 组：23.2 19.4 Hz；Wilcoxon 秩检验，p 1.4 10 7），

而两组的尖峰序列规律相似（平均 CV 第 1 组：0.58 0.42 与第 2 组：0.59 0.35；

Wilcoxon 秩检验，p 0.37；平均 CV2 第 1 组：0.43 0.22 对比第 2 组：0.42 0.24；

Wilcoxon 秩检验，p = 0.36）。在同一个四极上只记录了属于不同组的 3 对细胞，

并且在这些对的细胞之间没有观察到成对的尖峰相关性。 

在清醒动物的另一系列实验中，我们评估了细胞的 GLUT 与 GABA 身份

是否可以解释两组中的这种分离。通过分别在 VGLUT2-cre 和 GAD2-cre 小鼠

的 CN 中注射 AAV9-hSyn-FLEX-ChrimsonR-tdTomato 病毒，获得 Chrimson 

在 GLUT 或 GABA CN 神经元中的特异性表达（图 3）。 CN 神经元在清醒

动物中进行细胞外记录和光学标记（参见材料和方法）。光标记（GLUT 与 GABA）



通过蓝光照射下发射率的瞬时增加得到证实（光开始 GLUT 后的平均 SD 延迟：

6.8 5.3 ms，n 6；GABA：5 4.2 ms，n 11 ; 图 3A)。我们确定了 GLUT 和 GABA 

神经元的平均尖峰波形，并测量了 PCA 在先前使用四极管记录的数据集中识别

的 5 个最相关参数（图 3C；表 1；n 15）。 GLUT 和 GABA 神经元通过相同

的一组动作电位波形参数来区分，这些参数早先将使用四极管在麻醉动物中记录

的神经元区分为两组（比较图 2F 和图 3C；表 1）。此外，我们证实 GLUT 细

胞具有更高的放电率，与第 1 组神经元（平均值：66.6 39.7 Hz；n 6）相比，GABA 

细胞（平均值：29.1 23 Hz；n 11；图 3D； p = 0.012，Wilcoxon 秩检验），对

应于第 2 组神经元。尖峰序列规律性没有观察到差异（图 3D；平均 CV 0.76 0.22 

vs 0.90 0.42；Wilcoxon 秩检验，p 0.28；平均 CV2，0.61 0.16 vs 0.64 0.15；Wilcoxon 

秩检验，p 0.42)。这些结果表明，GLUT 和 GABA 神经元可以仅通过它们在清

醒动物的细胞外记录中的尖峰波形来可靠地区分。由于这些原因，我们将在麻醉

的 L7-ChR2(H134R)-YFP 小鼠中记录的第 1 组神经元使用四极作为 GLUT 

样神经元，第 2 组神经元作为 GABA 样神经元。 

 

图 4. GLUT 样和 GABA 样神经元放电率同样受到 Purkinje 细胞的影响。A，一个示例 

GLUT 样细胞的光栅图在 40、65 和 115 的 PC 照明序列（5 ms 脉冲长度）下受到抑制 

赫兹。 B, GLUT-like 和 GABA-like 逐渐被 PC 光照抑制。 左，照明期间单个单元的平

均发射率。 对，GLUT 样和 GABA 样神经元群的平均归一化放电率。 误差线表示平均 

SEM。 

3.3 同步 PC 放电对 GLUT 样和 GABA 样神经元放电率的影响 

在 L7-ChR2(H134R)-YFP 小鼠中，我们将四极管记录与一组 PC 照明协议

相结合：40、65 和 115 Hz 的周期性脉冲序列（图 4A）。大多数 CN 神经元

（39 个中的 37 个）被 PC 的同步激活抑制（图 4B）。抑制量不取决于 CN 细

胞的基线放电率（GLUT 样：r 0.18，n 22，p 0.40；GABA 样：r 0.06，n 17，p 



0.83 ）。当刺激频率增加（以 40、65 和 115 Hz 训练）时，对于 GLUT 样和 

GABA 样细胞，CN 神经元的平均放电率单调下降（图 4B）。这些结果表明，

虽然单个 PC 不严格遵循高频（115 Hz，见上文）的光遗传学刺激，但 PC 群体

在所有测试频率下控制类似的 GLUT 样和 GABA 样神经元放电率。 

 

图 5. GLUT 样和 GABA 样神经元的差分时间编码。 在 40、65 和 115 Hz 的 PC 照明

列车期间核神经元放电。 A-D，GLUT 样神经元示例。 A，在 65 Hz 的照明（蓝色条）

期间来自 GLUT 样单元的原始轨迹。 B，刺激开始后尖峰潜伏期的直方图。 灰色条表示

减去的刺激伪影的位置。 C，40、65 和 115 Hz 的 ISI 直方图。 D，相同频率下单位自

相关图的功率谱。 E-H，对类似 GABA 的神经元进行相同的分析。 I，40、65 和 115 

Hz 时 GLUT 样和 GABA 样神经元的平均功率密度箱线图。 白线表示中位数。 方框限

制表示第一 (Q1) 和第三 (Q3) 四分位数。 晶须代表第 10 个和第 90 个百分位数。 

Wilcoxon 秩检验：***p 2.6 10 6，***p 3.7 10 5，***p 0.00076。 



3.4 GLUT 样神经元由同步 PC 输入同步和夹带 

我们观察到，一些 CN 细胞放电可以在刺激序列期间与 PC 输入时间锁定，

而另一些在刺激期间随机放电，尽管速率较低（参见图 5A-D 与图 5E-H 中的

两个示例细胞）。实际上，在照明期间估计的 ISI 直方图在照明频率处显示出峰

值（图 5C）。然后，我们通过在刺激脉冲序列期间构建 2 次照明之间的尖峰时

间直方图来计算尖峰时间锁定（图 5B，F）。直方图均匀性的瑞利检验表明，

GLUT 样神经元中的尖峰与 PC 照明是时间锁定的（即同步）（p = 0.01，表明 

22 个细胞中有 22 个在 40 Hz 时分布不均匀，22 个细胞中有 19 个在 65 Hz 

时分布不均匀 Hz 和 115 Hz 时 22 个单元中的 17 个）。相比之下，大多数 

GABA 样神经元在整个刺激间隔内都以均匀的概率尖峰，表明这些神经元与 40 

Hz 的 PC 尖峰输入不同步（40 Hz 时 17 个中的 13 个，65 Hz 时 17 个中的 

10 个，17 个中的 14 个115 赫兹）。为了进一步量化照明序列期间的尖峰活动，

我们计算了每个细胞的自相关图（受限于照明时间）的功率谱（图 5D，H）。 

CN 神经元的尖峰活动光谱显示，GLUT 样神经元输出遵循主要的输入频率（图 

5D，I），因为它们被同步 PC 活动夹带。相比之下，GABA 样神经元的光谱与

输入频率无关（图 5H），表明 GABA 样神经元没有被 PC 神经元夹带，至少

在我们实验中使用的三个不同频率下没有（比较图 5D，H）。与此一致，GLUT 

样神经元在刺激频率下的功率谱密度值明显大于 GABA 样神经元（图 5I；40、

65 和 115 Hz；p 2.6 10 6，p 3.7 10 5 和 p 0.00076，Wilcoxon 秩检验）。 

因为固定频率的刺激在生理上不太可能，我们还以不规则的方式照亮 PC

（根据平均频率为 40 Hz 的均匀泊松过程绘制的照明时间）。由于不规则的照

明，PCs 放电的瞬时速率从 5 到 210 Hz 不等（图 6A）。图 6B 显示了照明和

基线期间 GLUT 样和 GABA 样神经元的两个示例的 IFR 分布。为了测试 CN 

神经元是否也被 PC 的不规则活动所夹带，我们比较了（使用 Kolmogorov-

Smirnov 检验）CN 神经元在刺激期间的 IFR 分布和 PC 的瞬时照明率的分布。

如果 CN 细胞会被 PC 夹带，那么我们应该期望这两个分布在统计上是相似的。

在 22 个 GLUT 样神经元中的 14 个中，在照明期间的 IFR 直方图和瞬时刺

激频率的直方图之间没有观察到差异（p = 0.05），而在剩余的 8 个细胞中，p 

为 0.05（图 6B） ，C）。这表明大多数 GLUT 样细胞 (63%) 在刺激期间跟随 

PC 放电 (图 6C)。相反，在 17 个 GABA 样神经元中的 15 个中，光照期间的 

IFR 直方图与瞬时刺激频率的直方图显着不同（p = 0.05；对于 2 个 GABA 样

神经元，p = 0.05；图 6C），表明大多数这些神经元中的一个在刺激期间没有遵

循时间 PC 放电模式。总之，我们的研究结果表明，大多数 GLUT 样神经元能



够以时间上精确的方式跟随 PC 放电（固定频率：40 Hz 时为 100%，65 Hz 时

为 86%，115 Hz 时为 77%；63%在不规则刺激期间）。 

 

图 6. GLUT 样神经元可以遵循广泛的频率。 A，一个 GLUT 样神经元和一个 GABA 样

神经元在一系列不规则 PC 照明（5 ms 脉冲长度；照明时间根据平均 40Hz 的均匀泊松

过程绘制）的光栅图示例。B，GLUT 样神经元（左）和 GABA 样神经元（右）在基线

期间的归一化 IFR 直方图（ 顶部，黑色）和在 PC 照明（底部，绿色）叠加到刺激的 

IFR 直方图（蓝色城市景观）的过程中。 注意 GLUT 样神经元的 IFR 直方图与刺激的 

IFR 直方图的重叠。 KS 检验 p，Kolmogorov-Smirnov 检验的 p 值。 C，PC 刺激期间

小脑神经元（对于 GLUT 样和 GABA 样神经元）的 IFR 直方图和刺激的 IFR 直方图之

间 Kolmogorov-Smirnov 检验的 p 值箱线图。 

4、讨论 

使用麻醉和清醒小鼠 CN 神经元活动的体内细胞外记录，我们发现推定的 

GLUT 和 GABA 神经元可以使用细胞外尖峰波形的简单特征进行区分，并对 

PC 输入做出不同的反应。 

4.1 CN 中 GLUT 与 GABA 神经元区分的证据 



在我们的第一个系列实验中，在麻醉小鼠中使用四极管并且没有关于细胞类

型身份的先验信息，我们采用了一种保守的方法，产生了一个包含 39 个已识别 

CN 细胞的数据集，在单个四极管上只记录了几个多个细胞。这种困难可能是电

极的空间组织与 CN 神经元密集排列的事实相结合的结果。硅探针的扁平柄不

允许记录位点的 3D 定位，而石英电极具有四面体结构 (Gao et al., 2012)，限制

了这种 te-trodes 的识别能力。然而，PCA 和层次聚类分析使我们能够识别两个

尖峰波形簇（第 1 组：窄动作电位宽度；第 2 组：更宽的动作电位），形成两

个具有不同平均放电率的神经元群。在清醒动物的第二系列实验中，我们在 

GLUT 和 GABA 神经元中专门表达了 Chrimson。并使用玻璃移液管和四极管，

我们确定了与上述第 1 组和第 2 组细胞相同的特性：GLUT 神经元具有窄的

尖峰宽度和较高的放电率，而 GABA 神经元具有较宽的尖峰宽度和较低的放电

率。到新皮质，其中锥体 GLUT 细胞有更宽的尖峰，而 GABA 细胞有窄尖峰

（Bartho´ et al., 2004）。这些发现与体外细胞内记录一致（Uusisaari 等，2007）。

在全细胞电流钳配置中，Uusisaari 等人。 (2007) 发现与 GABA 能细胞相比，

非 GABA 能大细胞（推测为谷氨酸能投射细胞）动作电位宽度较窄，放电率较

高，动作电位宽度较大，放电率较低。尽管甘氨酸能投射细胞也有狭窄的尖峰和

与谷氨酸能投射神经元相似的最大放电率 (Bagnall et al., 2009)，但它们是在喙内

侧核的腹侧发现的，而我们的记录主要位于尾部背侧细胞核的 eas（图 1B）。

然而，鉴于较小的谷氨酸能神经元通常以低频激发（Uusisaari 等，2007），并且

我们的 PCA 分析基于有限的数据集，我们不能排除使用四极管记录的一些细胞

可能属于到其他类别的 CN 神经元。尽管如此，由于对麻醉和清醒动物中记录

的两个不同数据集的独立分析根据生物物理参数（尖峰波形和放电率）确定了相

似的组，因此假设大多数第 1 组 GLUT 样细胞是最节俭的是小脑的谷氨酸能

投射神经元。然后我们注意到，在所有记录条件下，包括体外急性脑切片

（Uusisaari 和 Kno¨pfel，2011），麻醉和清醒的动物，GABA 和 GLUT 神经

元之间的生物物理分离（尖峰波形和平均放电率）相同已观察到。这表明这些特

性必须是 CN 生理学的标志，因为它们是在不同的生理条件下观察到的。 

非谷氨酸能细胞可分为 GABA 能核橄榄投射神经元、局部 GABA/甘氨酸

能神经元和核皮层甘氨酸能神经元（Uusisaari 和 Kno¨pfel，2011）。甘氨酸核

皮层细胞可能大部分是沉默的（Ankri 等人，2015 年），而核橄榄神经元最显着

地分布在小脑核的腹外侧部分（Fredette 和 Mugnaini，1991 年；De Zeeuw 等人，

1997 年；Najac 和 Raman , 2015)。因此，尽管我们不能排除某些细胞可能属于

其他类别的 CN 神经元，但我们假设大多数 GABA 样细胞属于局部 GABA 能

神经元组，并证明它们在体内被 PC 输入可靠地抑制. 



4.2 内侧核 CN 神经元的不同编码策略 

CN 神经元整合来自苔藓和攀爬纤维的兴奋性输入，以及来自 PC 和局部

中间神经元的抑制性输入。最近证明，兴奋性传入神经负责 CN 细胞中一半的

动作电位（Yarden-Rabinowitz 和 Yarom，2017）；由于 CN 神经元是自发活跃

的，另一半是内在引发的（Thach，1968 年；Aizenman 和 Linden，1999 年；

Raman 等人，2000 年；Alvina 等人，2009 年；Sangrey 和 Jaeger，2010 年；

Tadayonnejad 等人， 2010；郑和拉曼，2010；Boehme 等人，2011；Engbers 等

人，2013）。尽管普遍认为存在对 CN 细胞的 PC 抑制控制（Ito 等人，1970；

Ito，1984；Gauck 和 Jaeger，2000；Czubayko 等人，2001；Telgkamp 和 Raman，

2002；Pe-droarena 和 Schwarz , 2003；Rowland 和 Jaeger，2005；Blenkin-sop 和 

Lang，2011；Person 和 Raman，2011；Chaumont 等人，2013），这种抑制是否

会逐渐降低 CN 神经元平均放电率（速率代码）的问题，界定神经元放电的时

间窗口（时间代码）或两者都存在争议（De Zeeuw et al., 2008, 2011）。 CN 神

经元可以跟随正在进行的运动运动学 (Thach, 1968, 1970a; Armstrong 和 Edgley, 

1984; Rowland 和 Jaeger, 2005) 并且可以被同步 PCs 进行训练，正如显示 PC 

和 CN 神经元相关放电的记录所表明的那样 (Thach , 1970a,b；Arm-strong 和 

Edgley，1984；McDevitt 等人，1987)。最近，一些研究还表明可以复用速率和

时间编码策略（Sudhakar 等人，2015；Abbasi 等人，2017；Brown 和 Raman，

2018）。我们的研究与之前的实验一致，表明大型 CN 神经元（可能是谷氨酸投

射细胞）被同步 PC 夹带，而在高频下，GABA 能神经元基本上被抑制（Person 

和 Raman，2011；Najac 和 Raman，2015 ；萨尔奈克和拉曼，2018）。然而，

在一些体内记录中，显示同步的 PC 会携带大型 CN 神经元而不影响其整体放

电率（Person 和 Raman，2011；Sarnaik 和 Raman，2018），除非涉及攀爬纤维

输入（Hoebeek 等人，2010 ；Bengtsson 等人，2011 年；Tang 等人，2016 年、

2019 年）。这种对 CN 神经元放电率没有影响的原因可能是 PC 中 ChR2 电

流的缓慢动力学，这将无法在高频下每次照明时引发尖峰，或者激活的 PC 数量

减少。值得注意的是，在一项体外研究中，已经观察到随着恒定同步增加 PC 放

电率的抑制作用（Wu 和 Raman，2017 年）。在我们的研究中，虽然单个 PC 

的平均发射率不跟随高频照明（即，在 115 Hz 时的平均发射率 57 Hz），但在

人口水平上，PC 在高达 115 Hz 的照明频率下被夹带（图 1）和 GLUT 样细胞

都受到蓝光激活的抑制和夹带。这些结果表明，PC 可以在 115 Hz 下触发，但

在高频振荡期间会跳过一些周期（de Solages 等，2008），并且将来自 30 到 50 

个 PC 的输入收敛到给定的 CN 神经元（Person 和 Raman，2011）确保其以 115 

Hz 的频率进行夹带。然而，正如 Person 和 Raman (2011) 所观察到的那样，在 



115 Hz 时缺乏严格的 PC 夹带可能导致 PC 放电的松散同步，这可能促进 CN 

神经元的伴随抑制（参见他们的 100 Hz 刺激图 2D）。最后，PC 对 CN 神经

元放电率的影响与一些体内记录的明显差异（Person 和 Raman，2011；Sarnaik 

和 Raman，2018）可能起源于不同的靶向核，内侧而不是插入的核。在内侧核中，

PC 轴突在核的广泛区域中展开（Sugihara 等人，2009），而不是在中间核中的 

PC 投射（Sarnaik 和 Raman，2018）。这种配置可能导致 PC 轴突上的动作电

位传导时间出现几毫秒（2-3 ms）的抖动，这与 PC 中 ChR2 激活介导的松散同

步一致（Chaumont 等，2013）。如 Person 和 Raman (2011) 所示，这些抖动可

能会使 PC 输入稍微不同步并导致 CN 神经元的轻度抑制 (De Zeeuw et al., 

2008)。虽然 PC 输入中的光诱导抖动不是生理性的，但当 PC 被激活的颗粒细

胞簇激发时，它可能会模仿 PC 同步中的生理抖动（Heck 等人，2007；Valera 

等人，2016）。由于 GLUT 样细胞逐渐被一群 PC 输入一起放电抑制和夹带（de 

Solages 等，2008），我们得出结论，它们复用了种群率和时间码策略。相反，

PC 输入会抑制局部 GABA 样细胞，但不会在高频下被夹带，这与 GABA 能核

橄榄核细胞的体外记录一致（Najac 和 Raman，2015）。随着 PC 频率的增加，

局部 GABA 中间神经元可能会被完全抑制，释放 PC 输入携带的投射 GLUT 

细胞上的局部抑制制动。 CN 神经元之间的这些差异编码策略可能有利于与内

侧核中运动控制的特定特征相关的小脑输出的时间精度。 
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synchronization of basal gan-glia neurons at 20Aˆ ˆA Hz slows movement in Parkinson’s disease. 

Experimental Neurology. 2007; 205 (1):214–221. https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2007.01.027 

PMID: 17335810 

[36] Gradinaru V, Mogri M, Thompson KR, Henderson JM, Deisseroth K. Optical 

deconstruction of parkinso-nian neural circuitry. Science (New York, NY). 2009; 324(5925):354–

9. https://doi.org/10.1126/science. 1167093 

[37] Wilson HR, Cowan JD. Excitatory and inhibitory interactions in localized populations of 

model neurons. Biophysical Journal. 1972; 12(1):1–24. https://doi.org/10.1016/S0006-

3495(72)86068-5 PMID: 4332108 

[38] Ledoux E, Brunel N. Dynamics of networks of excitatory and inhibitory neurons in 

response to time-dependent inputs. Frontiers in Computational Neuroscience. 2011; 5:25. 

https://doi.org/10.3389/fncom. 2011.00025 PMID: 21647353 

[39] Leblois A, Boraud T, Meissner W, Bergman H, Hansel D. Competition between 

feedback loops under-lies normal and pathological dynamics in the basal ganglia. Journal of 

Neuroscience. 2006; 26(13):3567–83. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5050-05.2006 PMID: 

16571765 

[40] Feingold J, Gibson DJ, Depasquale B, Graybiel AM. Bursts of beta oscillation 

differentiate postperfor-mance activity in the striatum and motor cortex of monkeys performing 

https://doi.org/10.1126/science.%201167093


movement tasks. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2015; 112(44):13687–13692. 

https://doi.org/10.1073/pnas. 1517629112 

[41] Shin H, Law R, Tsutsui S, Moore CI, Jones SR. The rate of transient beta frequency 

events predicts behavior across tasks and species. eLife. 2017; 6:1–31. 

https://doi.org/10.7554/eLife.29086 

[42] van Ede F, Quinn AJ, Woolrich MW, Nobre AC. Neural oscillations: sustained rhythms 

or transient burst-events? Trends in Neurosciences. 2018; 41(7):415–417. 

https://doi.org/10.1016/j.tins.2018.04. 004 PMID: 29739627 

[43] Leventhal DK, Gage GJ, Schmidt R, Pettibone JR, Case AC, Berke JD. Basal ganglia 

beta oscillations accompany cue utilization. Neuron. 2012; 73(3):523–536. 

https://doi.org/10.1016/j.neuron.2011.11.032 PMID: 22325204 

[44] Lofredi R, Tan H, Neumann WJ, Yeh CH, Schneider GH, Ku ḧn AA, et al. Beta bursts 
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