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总结

双膜片钳记录和 Ca2+未展开的 Ca2+-依赖性 ACh 和 GABA 的共释放，以

及围产期兔视网膜中星爆细胞之间存在的相互烟碱和 GABA 能突触。随着成熟，

星爆细胞之间的烟碱突触急剧减少，而 GABA能突触保留并从兴奋性转变为抑

制性，表明星爆网络兴奋性从早期过度兴奋性到成熟的非兴奋性状态的协调转换。

我们表明，这种转变允许星爆细胞使用它们的神经递质来实现两种完全不同的功

能。在早期发育过程中，星爆网络介导了反复激发和自发视网膜波，这对视觉系

统的发展很重要。在视觉开始后，星爆细胞在长时间释放 GABA和 Ca2+-依赖性

方式并通过直接 GABA能突触横向抑制彼此，这对于视觉整合可能很重要，例

如运动方向的检测。

介绍

在开发过程中，由于 GABA和甘氨酸的早期兴奋作用，许多神经网络具有

高度兴奋性(Ben-Ari，2002)。这些早期的网络经常产生自发的兴奋爆发，这对活

动依赖性神经发育很重要(Katz和 Shatz，1996)。随着开发的进行，GABA和甘

氨酸的电离作用从激发转变为氯化物出口剂延迟表达的抑制作用(Rivera等人，1
999年)，从而为网络提供稳定性，以便成熟形式的网络处理可以在没有癫痫发作

的情况下发生。

在发育中的哺乳动物视网膜中，早期的自发激发波依赖于烟碱神经传递(Fel
ler等人，1996)。有人提出，由星爆 amacrine细胞形成的胆碱能网络负责这种复

发性视网膜激发的产生和传播(Feller等人，1997)。然而，尽管星爆细胞已被证

明直接参与视网膜波(Zhou，1998)，但两个基本和令人困惑的问题仍未解决。首

先，我们不知道是什么驱使星爆细胞网络在视网膜波期间爆发，更重要的是，没

有直接证据表明星爆细胞形成能够支持反复激发的相互兴奋网络。其次，目前尚

不清楚这种本质不稳定的网络(如果存在)如何与成熟的视觉功能兼容，因为迄今

为止在 CNS中研究的烟碱突触总是随着网络的成熟而保持兴奋性。

星爆细胞是神经系统中唯一已知合成 ACh和 GABA Brecha等人的神经元，

1988年，Kosaka等人，1988年，Vaney和 Young 1988年。放射自显影显示它

们通过释放 ACh和 GABA。Ca2+-依赖性囊泡和 Ca2+-独立转运体机制，分别为 O
'Malley和Masland 1989，O'Malley等人，1992年。然而，星爆细胞释放 ACh
和 GABA的功能作用知之甚少，部分原因是 ACh和 GABA的共释放和释放机制

都没有在细胞或突触水平上进行研究。与大多数视网膜神经元不同，它们在同一
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细胞群Wassle和 Boycott 1991中用树突重叠平铺视视网膜，MacNeil等人 1999，
Rockhill等人 2000，Rockhill等人 2002，星爆细胞重叠多达 70倍，它们的树突

精确地共质化形成蜂窝状网络 Tauchi and Masland 1984，Vaney 1984， Famigli
etti 1985，提出了由单个神经元群体形成的网络内大规模相互突触相互作用的有

趣可能性。这样的网络不仅可以介导发育过程中自发的视网膜波，还可以介导成

熟的视觉处理过程中的重要网络计算，特别是运动方向的检测，因为星爆细胞被

认为为方向选择性(DS)神经节细胞提供必要的抑制 Yoshida等人 2001，Amthor
等人，2002，Euler等人，2002，Fried等人，2002，泰勒和瓦尼 2003。关于成

熟星爆细胞的功能和 DS机制的一个关键问题是，在 DS神经节细胞的突触前水

平上，特别是在星爆细胞中，是否也存在基本的 GABA能突触抑制。

本研究的目的是确定(1)ACh和 GABA是否以及如何由单个星爆细胞突触共释放，

(2)发育中的星爆细胞是否形成相互兴奋的网络来介导视网膜波，(3)如果存在这

样的网络，如何在成熟视网膜中保持稳定(非瞳孔)，以及(4)在视觉处理过程中是

否在星爆网络内发生 GABA能性侧向抑制。

结果

图 1 |来自E30视网膜中一对星爆细胞的双膜片钳记录(A)用DIC光学(左上)和落射荧光(左下

角)观察的 Lucifer黄色填充贴片移液器记录的一对星爆细胞的显微照片。(右)取出移液器后

同一细胞对的荧光图像。比例尺，50 μm。(B) 成对电压钳位记录，显示倒数突触反应(Vh=
−70mV，突触后)，由突触前去极化脉冲(从−70至 0 mV，底部迹线)引起。(C)来自另一个

E30星爆对的电压钳位记录，显示倒数突触响应(Vh= +45 mV，突触后)，由相同的突触前去

极化脉冲(从−70到 0 mV，底部迹线)引起。

星爆细胞对 ACh 和 GABA 的互斥突触共释放

双全细胞膜片钳记录由全坐骑兔视网膜神经节细胞层(GCL)中的星爆细胞

对组成。最初的记录集中在围产期兔的胚胎第 29天到出生后的第 1天(E29-P1;
妊娠期，31天)。在这个年龄，星爆细胞已经达到了独特的“星爆”形态(图 1A)。
成对的电压钳记录揭示了星爆细胞(n = 120对)之间的突触传输。如图 1B所示，

将一个星爆细胞(细胞 2)从−70至 0 mV去极化，在同一细胞中产生电压门控电

流，在另一个细胞中产生向内突触后电流(细胞 1，保持在−70 mV)。
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图 2 | E30兔中星爆细胞对 ACh 和 GABA的共释放(A) 同时记录突触前电压门控电流(I前)
由 600 ms长去极化脉冲(55 mV初始振幅，15 mV增量)和突触后电流(I)激活发布)来自一对

E30星爆细胞，显示 V处的向内突触后电流 h= −70 mV 和 V 处的向外突触后电流 h= +45
mV。(插图)突触后电流的扩展视图，用箭头标记。(B)来自两对不同星爆细胞的记录，显示

V处突触后电流的完全阻断 h= −70 mV，六甲基鎓(十六进制，100 μM)(左)和 Vh= +45 mV 通

过皮旋毒素(Pic，100 μM)(右图)。(C)在 0.5 mM Cd存在下星爆细胞对 ACh(1 mM)喷出的电

流响应 2+，显示完全向内整流的电流-电压关系。(D)ACh 诱发的电流(从另一个细胞记录的

−70 mV)对 Hex(100μM)敏感，α-bungarotoxin(200 nM)不敏感。(E) 在存在 0.5 mM Cd 的情

况下膨化 GABA (1 mM)2+在 ∼ E 时引发的鲁棒电流反转氯(−69毫伏)。(F)对 GABA(来自另

一个细胞，在+45 mV时)的反应被 SR95531(50μM)阻断。
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突触传递通常是相互的(图 1B)，表明星爆网络内的相互突触通信。为简单起见，

我们将被诱导释放递质的细胞称为“突触前”，而对中的另一个细胞称为“突触后”。
图 1C显示，当突触后星爆细胞保持在+45 mV时，也以倒易的方式检测到强大

的向外突触电流。

为了确定 ACh和 GABA是否由突触水平的单个星爆细胞共生，我们首先检

查了突触后反应的生物物理和药理学性质。图 2A给出了一对 E30星爆细胞的双

电压钳位记录示例，显示了来自同一细胞的保持电位为−70 mV的向内突触后电

流和+45 mV的向外突触后电流。−70 mV时向内的突触后电流(E氯)可以被烟

碱拮抗剂六甲基铵(Hex，100μM，n = 5)完全阻断(图 2B)，但不受微旋毒素(Pic，
100μM，n = 4，数据未显示)的影响，这表明它们是由烟碱受体介导的。另一方

面，在+45 mV下记录的向外突触后电流被 Pic(100 μM，n = 3，图 2B)或 GAB
A完全阻断。一个拮抗剂 SR95531 (50 μM， n = 3)，但不是十六进制 (100 μ
M， n = 3)，表明 GABA一个受体介导的电流。

 确认烟碱和 GABA 均存在一个星爆细胞之间突触传递的成分，在

0.3-1mM Cd存在下，我们直接在围产期视网膜的电压钳夹星爆细胞上喷出 ACh
和 GABA。它阻止了 Ca2+-依赖性突触传递。Puffing ACh(1 mM)唤起了强大的向

内整流电流(n = 12)，这些电流可能被 Hex(100μM，n = 3，图 2C和 2D)阻挡，但

不能被α-银环蛇毒素(α-BgTX，200 nM，n = 2)(图 2C)阻断，表明这些星爆细胞

上存在功能性，α - 银环蛇毒素不敏感的烟碱受体。在星爆细胞(n = 8)上喷出

GABA(1 mM)也引发了强大的电流响应(图2E和2F)，这些响应被SR-95531(50μM，

n = 4)或 Pic(100μM，n = 2)完全阻断，并且具有接近衬里 I-V的关系，其反转电

位接近计算的 E氯(−70 毫伏)(图 2E和 2F)，表明存在功能性 GABA一个受体。

综上所述，上述结果确定，在−70 mV左右记录的向内突触后电流是烟碱电流，

而+45 mV时向外突触后电流是由 GABA介导的。一个受体。因此，这些数据表

明，单个星爆细胞在突触水平上释放 ACh和 GABA，并且早期发育的星爆细胞

形成了由互惠烟碱和 GABA能突触连接的网络。

由星爆细胞间烟突触通讯急剧减少引起的网络兴奋性的发育性开关

为了确定星爆网络如何在视网膜成熟时获得视觉处理所需的稳定性，我们通

过测量星爆细胞在不同发育阶段的突触传递和功能性烟碱受体表达来检查星爆

细胞之间烟突触的发育特征。值得注意的是，我们发现星爆细胞之间的烟碱突触

相互作用只能在早期发育期间检测到，并且在出生后的第一周迅速减少。如图 3
A1-3A3所示，从星爆细胞对的记录中检测到烟碱(在-70 mV时)和 GABA一个 E
30处的突触电流(在+45 mV时)，但只有 GABA在 P21处响应。事实上，在 P1
1(n = 60)之后的星爆细胞之间从未检测到烟碱突触后反应，而 GABA一个受体

介导的突触后电流在整个发育过程中持续存在(E29–P31，n = 70)。同样，将 A
Ch(1 mM)喷到星爆细胞上在 E30处引起强大的烟碱电流，但在 P21处几乎没有

反应(图 3C)。相反，随着视网膜的成熟，星爆细胞对 GABA泡芙的反应持续存

在(图 3C)。对 ACh泡芙(1mM)的星爆反应的定量评估显示，出生后峰值烟碱反

应幅度急剧下降，从 E29时的平均值 1450±210 pA下降到开眼时的 97±14 pA，
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图 3 | 星爆细胞兴奋性和树突结构的发育转变(A1)来自一对 E30 星爆细胞的双膜片钳记录，

向外显示两者(Vh= +45 mV)和向内(Vh= −70 mV)突触后电流响应于施加到突触前星爆细

胞的电压阶跃(−70至 0 mV，顶部迹线)。(A2)来自一对 P21星爆细胞的类似记录检测到突

触后向外电流(Vh= +45 mV)，但没有向内电流(Vh = −70 mV)。在 40μM CNQX存在下进

行记录以阻断自发谷氨酸流。(A3)来自 P17星爆对(40 μM CNQX)的配对记录，显示由−70

mV至+10 mV(顶部迹线)的电压阶跃和 V处的向外突触后电流引起的电压门控电流(在突触

前细胞中)h= +45 mV(中间迹线)，被GABA完全阻挡一个-选择性拮抗剂 SR95531 (50 μM，

底部痕量， n = 5)。(B)在存在 0.5-1mM Cd时，星爆细胞对 ACh泡芙(1mM)的峰值电流

反应的年龄依赖性下降 2+.测试的细胞数量显示在直方图上方。误差线，标准偏差。(C) 代表

性的答复(Vh= −70 mV)的 E30和 P26星爆细胞在对照溶液中和新斯的明(NS，4μM)存在下

进行 ACh(1mM)喷浦。代表性的答复(在 V处)h显示 E30和 P21星爆细胞到 GABA(1 mM)

泡芙的+ 40 mV)进行比较。控制溶液含有 1–2 mM Cd2+.(D)在存在 1 mM Cd的情况下记

录的 E30，P25和成体星爆细胞对 DMPP泡芙(1 mM)的代表性反应 2+在 −70 mV 时。(E)P

0的树突形态(仅显示树突树的一个象限)与 P17星爆细胞在用路西法黄色填充移液管进行全

细胞膜片钳后的比较，在 P0处显示突出的树突状丝状体，在 P17处显示远端树突中有许多

静脉曲张。比例尺，50 μm。

并且在 P28(n = 3)时几乎无法检测到(5±5 pA)(图 3B)。对 ACh泡芙的反应幅度

的急剧降低不能用哺乳动物视网膜中胆碱酯酶活性的发育增强来解释(Hutchins
等人，1995年)，因为当胆碱酯酶被新斯的明(NS，4μM)抑制时，也发现了类似
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的降低，即使 NS确实将 ACh反应幅度从 1140±180 pA增加到 1280±E30(n = 3)
和从 11±5 pA增加到 41±7pA 在 P25 处(n = 4)。同样，对不可水解烟碱激动剂

1.1-二甲基-4-苯基碘化哌嗪(DMPP)(1mM)的喷出的反应幅度也从 E29的 2070±1
6 pA(n = 3)急剧下降到 P26(n = 3)的 47±8 pA和成人的 29±9 pA(n = 3，图 3
D)。星爆细胞之间烟碱突触传递的这种显着发育下降表明程序性地消除了星爆细

胞之间大量胆碱能连接的早期形式，这表明星爆网络兴奋性的重要开关。

正如引言中所描述的，为了证明 Feller等人 1997，Feller 1999，O'Donovan
1999的假设，即星爆系统中的反复激发介导了早期自发的视网膜波，需要回答

两个关键问题。首先，星爆细胞真的会形成一个相互兴奋的网络吗？其次，是什

么驱动了波浪期间的星爆细胞？通过双膜片钳记录，我们现在直接证明了围产期

星爆细胞之间的倒数烟碱相互作用(图 4A1)，从而证明了复发性胆碱能网络的存

在。为了确定星爆细胞在波期间接收的突触输入，我们检查了早期视网膜波期间

星爆细胞中突触电流的生理和药理特性。图 4A2显示一对星爆细胞电压中的突

触电流爆发，分别钳位在+45 mV和−70 mV。Pic (100 μM) 完全阻断了 +45
mV 时的向外电流，但未影响 −70 mV 时的节律性向内电流(图 4A2，n = 6)
或 Ca2+ 下的视网膜波成像(n = 12，数据未显示)，表明电离性 GABA输入虽然

重要，但不是负责波的突触驱动的重要组成部分。然而，单独应用(n = 5，数据

未显示)或与 Pic(n = 3，图 4A2)一起应用的 Hex(100μM)完全可逆地阻挡了星爆

细胞中的所有节律电流，表明烟碱输入与波有关。因此，在早期自发的视网膜波

中，星爆网络是由星爆细胞本身之间的相互激发在突触上驱动的，而不是由外部

系统驱动的。这一结果通过发现谷氨酸受体拮抗剂 CNQX(40μM)和 AP7(200μM)
在波期间对星爆细胞中的突触电流(向内或向外)没有任何影响(图 4A3，n = 4)
来证实这一结果。总之，这些数据为星爆网络内的反复激发介导早期自发视网膜

波的理论提供了强有力的生理证据。

对 P4-8星爆细胞的类似药理学分析表明，晚期视网膜波期间对星爆细胞的

输入对烟碱拮抗剂不敏感(图 4B1，n = 4)，但可能被 CNQX和 AP7可逆阻断(图
4B2，n = 5)，与 Ca2+测量的视网膜波的药理学一致现阶段的成像(Zhou和 Zhao，
2000)。Pic(100μM)大大增强了星爆细胞中的自发爆发(图 4B1)和 Ca2+视网膜中的

波(Zhou，2001)，表明 GABA输入在这个年龄段具有抑制作用。确定何时进行

GABA 的步骤一个星爆细胞的输入从兴奋性变为抑制性，我们膨胀了 GABA一

个在 Hex(200μM)，CNQX(40μM)和 AP7(100μM)存在的情况下，Fura-2AM负载

的星爆细胞上的激动剂麝香酚(1mM)，这将阻断烟碱和谷氨酸受体介导的间接效

应。麝香粉扑唤起了一个 Ca2+E29星爆细胞上升，这种效应被 40μM SR95531
阻断(n = 4，数据未显示)。然而，在相同条件下的麝香粉扑没有引起任何可检

测到的 Ca2+P5星爆细胞升高(n = 5)，表明 GABA一个星爆细胞的输入在 E29
和 P5之间从兴奋性变为抑制性，可能是由于 KCC2表达增加(Vu等人，2000)。
总之，这些结果表明，星爆细胞的烟碱反应急剧下降(图 3B)与视网膜波从烟碱到

谷氨酸能机制的转变具有相同的时间过程(Zhou和 Zhao，2000)，并且还伴随着
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波上强抑制性电离性 GABA作用的出现(图 4B1)(Zhou和 Zhao， 重要的是，这

一发现解决了一个长期存在的难题，即为什么烟碱相互作用不再参与晚期视网膜

波。

图 4 | 星爆网络功能的发展转变(A1–A3)星爆细胞之间的烟碱突触介导早期视网膜波。(A1)

视网膜波(星号)期间的自发突触输入与 E30星爆细胞对(V)的电压脉冲(以 10 mV为增量，顶

部和底部迹线)引起的倒数突触电流的比较 h= −70 mV)。(A2)一对 E30星爆细胞中的节律性

自发电流(Vh = −70 和 +45 mV)。Picrotoxin(Pic，100 μM)阻断了+45 mV时的向外电流，

但在−70 mV时则阻断了向内电流。添加六甲基铵(六角，100μM)完全可逆地阻挡了自发电

流。(A3)E30星爆细胞的连续电压钳位记录(在四个不同电位下)，显示 40μM CNQX + 200μ

M AP7的无效应。(B1 和 B2)从烟碱到视网膜波的谷氨酸能驱动过渡。(B1)来自一对 P8星

爆细胞的自发节律电流(Vh= +45 和 −70 mV)，显示 Pic (100 μM) 增强电流，缺乏十六进

制 (100 μM) 效应。(B2)另一个 P8星爆细胞对中的节律电流被 Pic(100μM)增强，并被 CN
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QX(25μM)可逆阻挡。(C 和 D)GABA能抑制睁眼后星爆细胞光反应。(C1)往复 GABA能电

流(Vh= +45 mV)来自一对 P29星爆细胞，响应于突触前去极化(−70至 0 mV)。(突触前细

胞中的振荡电流对 TEA和 Cd敏感 2+，则未显示数据。(C2)(左)对来自与(C1)(上)(V)相同的

星爆细胞的全场光刺激的反应 h= −5 mV)在 2μM马钱子碱存在下，在光开始时显示出短暂

的向内电流，然后是重复的向外突触电流。(右)SR95531(50 μM)消除了向外电流，增加了初

始向内响应分量的幅度和持续时间，揭示了光诱发的 GABA能抑制。(D1)来自星爆对的双

重记录，显示单元 1(V)中向外的突触后电流 h= −15 mV)，响应于施加到单元 2的电压脉冲

(−70至 0 mV，顶部迹线)。(D2)同一星爆对中心照明(直径 100μm，顶部迹线)的响应。细胞

2 (Vh= −70 mV)以延迟的向内电流响应，可能由谷氨酸介导，而细胞 1(V)的响应 h= −15

mV)由初始向内电流(可能是谷氨酸能)组成，然后是向外电流，可能由 GABA和甘氨酸介导。

(D3)同时对细胞 2进行光刺激和步骤去极化导致细胞 1的光响应向外移动，表明细胞 2对细

胞 1中的光响应有 GABA能抑制作用。虚线表示无刺激的保持电流水平。

睁开眼睛(>P11)后，星爆细胞被认为介导视网膜中重要的视觉处理，特别是

方向选择性;然而，基本上对星爆细胞之间的任何生理相互作用一无所知。使用

双膜片钳，我们发现在 P11-P29兔子中，星爆细胞通过倒数 GABA直接相互通

信一个突触(图 4C1)。在显示 GABA能突触传递的 40对星爆细胞(>P15)中，发

现 30对具有倒数突触相互作用(预计倒数对的实际数量高于 30，因为有时 Ca2+

通道和其他细胞内因子可能在对中的第二个细胞进行突触释放测试之前已经耗

尽)。因此，我们相信大多数成熟的星爆细胞都是通过 GABA相互连接的。一个

突 触。我们还在存在 2μM马钱子碱的情况下，在星爆细胞中检测到光诱发的突

触电流(Vh= −5 mV， E阳离子，图 4C2，n = 20)，它们是向外的和 SR95531
敏感的，表明 GABA一个星爆细胞上的受体介导的光诱发抑制。由于星爆细胞

之间存在直接的 GABA能突触(图 3A2，3A3和 4C1)，这种光诱发 GABA能抑

制的很大一部分必须来自邻近的星爆细胞，即使其他 GABA能性无乳细胞类型

也可能有贡献。为了直接证明这一想法，我们研究了单个星爆细胞(细胞 2，电压

钳位为−70 mV，图 4D1-4D3)对相邻星爆细胞(细胞 1，电压钳位为−15 mV，图

4D1-4D3)的光响应的贡献。我们首先确定，具有电压阶跃(−70至 0 mV)的去极

化细胞 2在细胞 1中产生抑制(向外)电流(图 4D1)。然后，我们使用直径为 100μ
m的中心光照来刺激两个细胞，在细胞 1中唤起初始的向内兴奋电流(可能由谷

氨酸介导)，然后是向外的抑制电流(图 4D2)。接下来，我们让光闪烁与电压阶跃

(−70至 0 mV，仅对细胞 2)同时闪光。如图 4D3所示，由于电压阶跃引起的抑

制性输入从细胞 2到细胞 1，细胞 1的光响应向外移动。在这种记录条件下，抑

制非常有效(几乎完全抵消了细胞 1中唤起的光向内电流)，因为从细胞 2到细胞

1的抑制输入比细胞 1中唤起的光向内(兴奋性)电流更早到达(图 4D3)。该实验虽

然在特殊的刺激条件下进行，以揭示其他无法检测到的电流成分，但直接证明了

单个星爆细胞对其邻近星爆细胞的光响应特性的抑制作用。这种抑制也可能在星

爆细胞的静息膜电位附近产生分流电压。
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星爆细胞之间的直接侧向抑制可能在方向选择性中起重要作用(见讨论)。由

于 P21兔的视网膜光响应特性与成兔的视网膜光反应性质基本相同(Masland，19
77)，因此我们在 P21-P29星爆细胞中表征的突触生理学预计将与成体非常相似。

来自 ON-OFF DS神经节细胞的膜片钳记录还揭示了强烈的定向选择性光反应

以及开眼时对DS神经节细胞的定向选择性GABA能和谷氨酸能输入(S.L.和 Z.J.
Z.，未发表的数据)，表明存在功能性 DS网络，包括 P21之前涉及星爆细胞的前

节性 DS抑制电路。

星爆细胞释放 ACh 和 GABA 的机制

接下来，我们研究了星爆过程中 ACh和 GABA的突触释放是否由 Ca2+-依赖

性囊泡机制或 Ca2+- 独立转运蛋白。500 μM Cd2+的应用在配对记录期间完全阻

止了两个突触前电压门控 Ca2+电流和 Ca2+-激活电流和突触后烟碱(n = 3对，E2
9–P0，图 5A1)和 GABA一个围产期星爆细胞中的电流(n = 3对，E30，图 5A2)，
表明 ACh和 GABA释放对 Ca2+的依赖性通过电压门控 Ca2+ 进入渠道。Cd2+(50
0 μM) 也阻断了 GABA一个-介导的 P18-P29兔星爆细胞之间的突触传递(n =
3)(图 5B)。图 5C显示了突触前去极化与突触后 ACh(E29)和 GABA(P21)电流之

间的关系。ACh(E29–P1)和 GABA(E29–P29)释放的阈值都是可变的(在−50至−20
mV之间)，可能是由于可检测突触后电流的大小，突触接触的数量和位置以及

其他实验条件的可变性。

为了进一步证明一个 Ca2+单独增加，没有突触前去极化(可能激活 GABA转

运蛋白)，足以触发星爆细胞 ACh和 GABA的突触释放，我们使用闪光光解来解

开 Ca2+来自 DM-硝基酚，通过全细胞贴片移液器引入突触前细胞。当突触前星

爆细胞电压恒定钳位在−70 mV时，UV闪光(1 ms长)在钳位在+45 mV的突触

后星爆细胞电压中引起向外突触电流，表明直接 Ca2+-从突触前星爆细胞中诱发

GABA释放(图 6A1)。类似的紫外线闪光也诱发了−70 mV(E)的向内突触后电流

氯)，确认 Ca2+ACh 释放的依赖关系(图 6A2)。作为对照，没有 DM-硝基酚的紫

外线闪光对星爆细胞没有显示出任何影响(图 6A3)(还请注意，围产期兔的光感受

器太不成熟，无法对光做出反应)。重要的是，当我们重复上述 Ca2+时，在存在

Cd2+的情况下进行未冷冻实验，我们仍然发现突触后星爆细胞在−70 mV时以向

内的烟突触电流和在+45 mV(n = 3)时向外的 GABA能突触电流响应(图 6B)。
因为 Cd2+应该已经阻止了 Ca2+-视网膜中所有细胞的依赖性释放，除了装有 DM-
硝基酚的突触前星爆细胞外，这一结果清楚地表明了星爆细胞之间存在单突触神

经传递，并明确证实了上述结论的 Ca2+-从单个星爆细胞中依赖性 ACh和 GABA
的共释放。
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图 5 | Ca2+-星爆细胞对 ACh和 GABA的依赖性释放(A1)来自 E30星爆细胞对的双电压钳位

记录。突触前去极化从−70到 0 mV(左)和从−70到 15 mV(右)在突触前细胞中引发一系列电

压和 Ca2+-激活电流(I前)，包括 Na 电流，Ca+2+电流， Ca2+-激活电流、小剩余 K 电流和

泄漏电流。突触后星爆细胞(电压钳位在−70 mV)响应向内突触电流(I+发布).Cd2+(0.5 mM)

突触前钙阻塞和 Ca2+-激活电流和消除突触后电流。(A2)在与(A1)相同的条件下，来自另一

个 E30星爆细胞对的双重记录，除了突触后星爆细胞的电压钳位在+45 mV，向外显示(GA

BA一个)突触后电流，这些电流也被 Cd2+阻挡(0.5米)。(B) 来自 P18 星爆细胞对的双重记

录，显示响应电压阶跃(−70至-30 mV)和突触后响应(V)的突触前电压激活电流(上迹线)h=

+45 mV，更低的迹线)，在 P18星爆细胞对中存在 40μM CNQX。Cd2+(0.5 mM)有效阻断突

触前 Ca2+和 Ca2+-激活电流和突触后 GABA电流。(C) 突触前电压激活电流的双重记录(测

试电位显示在顶部，Vh= −70 mV)和突触后烟碱(上部，Vh= −70 mV) 和 GABA(下限，V

h= +45 mV)来自 P21星爆细胞的响应，显示突触前去极化水平与突触后响应之间的对应关

系。BC-SAC 共分层。a，在切向平面上，随着离 SAC 体距离的增加，SAC树突向 IPL(中深

度，红线)深入。BCs类型的分层剖面，定义为 IPL 深度上的表面积密度。b, BC-SAC接触

面积与离 SAC体距离的共分层预测。曲线在每个距离处都被 SAC面积归一化，因此可以直

接与图 4d的曲线进行比较。
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图 6 | 闪光光解和定量响应(A1)DM-硝基酚的闪光光解(持续时间为 1 ms，用箭头表示)，将

其透析到突触前星爆细胞(Vh= −70 mV)通过贴片移液器，从突触后星爆细胞(Vh= +45 mV)

在 E30 视网膜的双电压钳位下。(A2)来自另一对 E30 星爆细胞的类似记录(两个电压都钳位在

-70 mV)，显示紫外线诱发的向内突触后电流。(A3)相同的紫外线闪光在一对不含 DM 硝基

酚的星爆细胞中未引起任何突触反应(Vh= −70 mV)。紫外线闪光开始时的快速尖峰是电压

放电引起的刺激伪影。(B) 存在 0.5 mM 时的闪光光解 Cd2+诱发向内和向外的突触后反应

(记录在突触后 Vh 分别为 −70 mV 和 +45 mV)，来自 E30 星爆细胞对。装有 DM 硝基酚的

突触前细胞，电压钳位在−70 mV。

从突触后电流的量子性质中也明显表明了 GABA从星爆细胞释放的水泡机

制。图 7A1–7A3显示了在 E30星爆细胞成对记录期间由突触前电压阶跃引起的

突触后 GABA量子电流。虽然释放概率随突触前去极化水平而变化(图 7A1和 7
A2)，但突触后酉量子响应相似，在+45 mV和双指数衰减阶段(时间常数 6.3和
15.3 ms)下的平均振幅为 25 pA，半衰变时间为 11 ms(图 7A3)。这种平均的单

量子响应与自发视网膜波期间从同一细胞记录的微型突触电流(图 7A5)非常匹配

(图 7A4)。同样，酉量子事件也可以从>P21星爆细胞的一些成对记录中解析出来

(图 7B)。然而，在大多数情况下，突触后反应包含大量多量子事件，这使得详细

的量子分析变得困难。

相反，围产期星爆细胞中的烟碱突触后反应通常表现为叠加的较小事件的突

发，因此难以解析单个量子反应(图 8A)。虽然一些突触后烟碱反应在突触前电

压脉冲发作后不久出现(例如，图 2A)，但突触后烟碱反应的总体波形通常具有

缓慢的上升时间(图 8A)，这类似于早期视网膜波期间自发烟碱输入星爆细胞的
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波形(图 8B).星爆细胞之间烟碱突触传递的缓慢动力学似乎在很大程度上归因于

突触前 Ca的动力学 2+入口和卡 2+突触前释放位点的动力学，因为突触对闪光光

解的反应非常快(图 6A和 6B)。

图 7 | 星爆细胞中的量子 GABA 电流(A1)来自一对 E30 星爆细胞的双电压钳位记录，显示

突触后酉量子电流 (Vh= +45 mV)，响应于−70 至+40 mV 的突触前电压阶跃。(A2)来自(A1)中
同一细胞对的突触后电流响应于−70 至+10 mV 的突触前电压阶跃，显示出许多多量子事件

(Vh= +45 mV)和与(A1)相似的酉振幅。(A3)(A1)中五个酉量子事件的平均值(细线)。衰减时间

过程是双指数(粗线)，时间常数为 6.3 和 15.3 ms。半衰减时间为 11 ms。(A4)自发视网膜波

期间的突触电流记录自发性，来自与(A1)–(A3)(V)中相同的突触后细胞 h= +45 毫伏)。(A 5)将
来自(A4)(用箭头表示)的酉突触电流(细线)与(A3)中的平均量子事件(粗线)进行比较，显示出

接近的匹配。(B) 突触后电流 (Vh= +45 mV)，由 P29 视网膜中星爆细胞的配对记录期间从−70
到-20 mV(左)和从−70 到+10 mV(右)的突触前去极化引起的。
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图 8 | 烟碱和 GABA 的动力学一个星爆细胞中受体介导的突触传递(A)比较突触后星爆细胞

中的突触 GABA(记录在+45 mV，中间迹线)和 ACh(记录在-70 mV，底部迹线)电流，以响应施

加到 E30 视网膜中双膜片钳记录下的突触前星爆细胞的电压脉冲(从-70 到 0 mV，顶部迹线)。
GABA 响应由多个量子事件组成，并且在电压阶跃开始后迅速出现，而烟碱响应表现为更平

滑的电流，上升时间要慢得多。(B)自发突触输入到 E30 星爆细胞(Vh= −70mV)，在视网膜波

中，显示类似于(A)(底部迹线)中的烟碱突触后电流的波形。(C1)P29 星爆对的双重记录，显

示响应阶跃去极化(−70 至−10 mV)和长时间突触后 GABA 能反应(记录在+45 mV 时)的突触前

电压激活电流。(C2)与(C1)(V)中相同的突触后星爆细胞的响应 h= 0 mV)到全场光闪烁，存在

马钱子碱(2μM)。重复的向外突触电流表明长时间的光诱导 GABA 能输入。

从星爆细胞中释放 GABA的时间通常延长，在去极化电压阶跃终止后持续

长达几秒钟(图 8C1)，也许是由于 Ca2+延长的结果。发布站点上的高程。这种延

长的 GABA释放对于视觉处理过程中的横向抑制可能很重要，例如，通过提供

对随后的兴奋性输入的持续抑制，这种机制对于方向选择性至关重要 Borg-Grah
am 2001，Taylor和 Vaney 2003，特别是在对慢动作对慢动作 Oyster等人敏感的

ON DS神经节细胞中，1972，Amthor等人，1989，他和马斯兰 1998。为了表

明星爆细胞在光刺激期间确实接收了长时间的 GABA能抑制输入，图 8C1所示
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的相同突触后星爆细胞保持在阳离子逆转电位(0 mV)，并在 2μM马钱子碱存在

下用全场光刺激。该单元中重复的向外突触电流(图 8C2)表明在闪光后 GABA能

输入延长。鉴于星爆细胞之间强烈的 GABAeric相互作用(图 8C1)，可以想象，

这种光诱发抑制输入的很大一部分直接来自其他星爆细胞，尽管其他 GABA能

性 macrine细胞类型也可能有贡献。在视觉处理过程中星爆细胞之间突触相互作

用的详细机制仍在研究中。

讨论

本研究产生了四项新发现。(1)我们在突触水平上证明了 Ca2+-从单个星爆细

胞中依赖性 ACh和 GABA的共释放。(2)我们鉴定了一个相互兴奋的星爆细胞网

络，并证明该网络中的反复激发介导了早期自发视网膜波的传播。(3)我们发现

星爆细胞之间早期烟碱突触的发育性丧失伴随着从兴奋性 GABA到抑制性 GAB
A的转变。空调操作。(4)我们发现成熟星爆细胞之间存在相互 GABA能相互作

用，并检测到单个相邻星爆细胞对星爆细胞光响应的横向抑制。

复发性星爆网络激发在早期视网膜波中的作用

我们的结果表明，在早期发育过程中，星爆网络通过烟碱和 GABA能突触

连接在一起，并且在早期视网膜波期间星爆细胞的基本突触输入来自星爆网络本

身，而不是来自其他细胞类型。这两项发现，加上兔子视网膜中早期视网膜波严

重依赖烟碱神经传递的结果(Zhou和 Zhao，2000)为星爆网络内的反复激发介导

早期视网膜波的假设提供了强有力的证据。我们的数据表明，星爆细胞之间的相

互烟碱通讯功能是放大，同步和传播星爆网络内的自发活动，尽管启动节律性自

发活动的潜在机制仍有待阐明。由于大多数神经节细胞在早期视网膜波期间接受

有节奏的烟碱驱动(Feller等人，1996)，因此从星爆细胞中释放 ACh可能在内部

丛状层(IPL)中具有空间上广泛的作用，并驱动大多数(如果不是全部)将过程发送

到 IPL的其他细胞。这似乎是可能的，因为 IPL在这个早期阶段非常薄，并且年

轻的星爆细胞有许多指向远离主要星爆分支占据的地层的丝状体(图 3E)，正如兔

子(A. Ahmad和 Z.J.Z.，未发表的数据)，雪貂(Feller等人，1996)和大鼠(Kim等

人，2000)的扩散 ChAT免疫反应性所证实的那样。 ACh也有可能扩散一段距离

以作用于更远的靶细胞。

我们发现星爆细胞之间的大量烟碱相互作用是短暂的，并且在出生后的第一

周迅速减少。这一结果至少部分地解释了为什么随着发育的进行，介导视网膜波

的电路从兔子视网膜中的烟碱系统切换到谷氨酸能系统(Zhou和 Zhao，2000)。
伴随着星爆细胞之间烟碱突触的急剧丧失，IPL中的电离性 GABA能作用也从激

发转变为抑制。在晚期自发波期间的 GABA 能抑制被认为在兔子 (Syed 等人，

2004) 和( Sernagor 等人，2003) 的波的减弱和最终消失中起作用。

星爆网络兴奋性的发展
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在睁眼前星爆细胞上 nAChR的急剧损失表明，星爆细胞之间相互烟碱激发

的早期形式可能对视觉功能有害。虽然我们无法确定这些相互的兴奋性突触，如

果持续到成年期，将如何影响成熟的网络，但这些早期正反馈突触的拆除似乎有

可能在星爆网络兴奋性的转变中发挥重要作用。众所周知，许多神经网络在早期

发育过程中是过度兴奋(癫痫)，然后随着网络的成熟而转变为稳定(非癫痫)状态。

目前关于这种变换的理论主要基于 K-Cl共转运蛋白的延迟表达(Rivera等人，19
99年)，这导致 GABA和甘氨酸门控电流的反转电位的负偏移(Ben-Ari，2002)。
这个理论在几乎所有以前已知的情况下都非常有效，因为这些早期网络中的大多

数自发激发被认为是由 GABA或甘氨酸输入驱动的。然而，发育中的哺乳动物

视网膜中的早期自发波是不寻常的，因为它是由 ACh通过互惠烟碱突触网络介

导的，如本研究所示。内在不稳定的烟碱网络如何在发育过程中改变其兴奋性？

似乎有两种概念解决方案：(1)内在的烟碱不稳定性是允许的，并且可以通过成

熟视网膜中的星爆和其他非玛克林细胞中的GABA能和甘氨酸能抑制来抑制;(2)
这种不稳定性对视力有害，应在开发过程中消除。我们的研究结果清楚地表明，

第二种解决方案是视网膜发育所采用的解决方案，这表明成熟的视网膜回路是专

门为避免内在不稳定而设计的。因此，在发育过程中网络兴奋性转化的一般机制

可能包括 GABA和甘氨酸兴奋性的切换以及早期正反馈突触的拆除。除了这两

种情况之外，神经递质和突触后受体表型中的发育开关也被报道了 Guidry和 La
ndis 1998，Asmus等人 2000，Joshi和Wang 2002，提供了另一种调节(如果不

是完全开关)网络兴奋性的方法。

视觉处理过程中的相互 GABA 能抑制和星爆细胞的功能

方向选择性研究的最新进展表明，不对称相互作用在星爆细胞水平上起着关

键作用，特别是关于离心优选的Ca2+单个星爆过程对移动刺激的反应(Euler等人，

2002)以及星爆和 DS神经节细胞之间的不对称 GABA能相互作用(Fried等人，2
002)。剩下的一个关键问题是，星爆过程中离心优选的反应是由星爆细胞固有的

特性、网络(突触)相互作用还是两者的组合产生的。理论模型以前已经提出了星

爆 - 星爆相互作用在 DS机制中的突出作用(Borg-Graham，2001)，但没有生理

证据证明这种突触相互作用。尽管在电子显微镜水平上已经看到了成年星爆过程

之间的突触接触 Brandon 1987，Millar和Morgan 1987，Mariani和 Hersh 1988，
Famiglietti 1991，Firth等人 2003，但这些接触的发生很少见(Famiglietti，1991)，
并且这些接触的神经化学身份仍然不清楚。我们的记录现在为成熟星爆细胞之间

的直接 GABA能突触相互作用提供了生理证据，表明星爆细胞之间的大多数突

触接触都是 GABA能的。我们还表明，星爆细胞在光刺激期间相互抑制。我们

对Ca2+-依赖性囊泡GABA的发现释放表明GABA释放位点仅限于突触囊泡定位

的远端静脉曲张区，这与远端区是星爆细胞的重要处理单元的概念一致。与先前

的观点不同，局部星爆处理单元主要向前馈给神经节细胞，我们的数据表明，这

些处理单元也在重叠的星爆细胞之间发挥相互侧向抑制作用，从而在 DS神经节
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细胞之前提供动态和复杂的横向相互作用。由于 DS是一种在广泛的刺激条件下

可以观察到的如此强大和基本的现象，因此可以想象 DS响应的形成可能涉及多

个级别的突触相互作用和几种协同网络机制。我们提出，星爆细胞之间的 GAB
A能抑制，特别是在局部远端过程中，可能为增强星爆细胞释放 GABA中的离

心向心不对称性提供新的网络计算水平。GABA能星爆-星爆相互作用也可能为

横向抑制提供重要机制。

我们对Ca的发现 2+星爆细胞释放GABA的依赖性对方向选择性机制有另一

个直接影响。以前，离心优选 Ca2+星爆远端过程的反应被认为是局部膜去极化的

迹象，这将触发转运蛋白介导的 GABA释放(Euler等人，2002)。给定的 Ca2+本
研究中发现的 GABA释放的依赖性，首选 Ca2+对离心运动的反应(Euler等人，2
002)现在表明不对称 GABA释放比以前认为的要强得多，因为囊泡释放对 Ca2+

的超线性依赖性(Ca2+合作)Dodge和 Rahamimoff 1967，Sakaba和 Neher 2001。

星爆细胞对 ACh 和 GABA 的重新释放

星爆细胞是 CNS中为数不多的已知神经元类型之一，它们共定位和释放两

种快速神经递质 Jonas等人 1998，Jo和 Schlichter 1999，Tsen等人，2000。我们

发现单个星爆细胞同时释放 ACh和 GABA，将以前的自显像结果(O'Malley和M
asland，1989)扩展到突触水平。通过结合双膜片钳和闪光光解，我们进一步证明

了发育中的星爆细胞之间的胆碱能和 GABA能通信都是单突触的。我们对星爆

细胞中 Ca2+-依赖性囊泡 GABA释放机制的结论基于三个结果：Cd2+阻止了发布;
开箱 Ca2+唤起了释放;和突触后量子电流。然而，我们的数据并不排除可能存在

低水平 Ca2+。GABA在突触外/非突触区域释放的独立成分。

由于星爆细胞在成人视网膜中释放 ACh已经确定(Masland和 Livingstone，1
976)，因此成熟的星爆细胞有望与其他细胞类型形成功能性烟突触。我们没有在

成熟的星爆细胞之间检测到任何烟碱突触电流(即使在新斯的明存在下，n = 2)。
鉴于星爆细胞对 1 mM DMPP泡芙的反应从成人E29时的∼ 2 nA急剧下降到∼

30 pA，成熟星爆细胞之间缺乏可检测的突触反应似乎是意料之中的，并且与先

前的成像研究一致，显示没有 Ca2+对来自成体星爆细胞的尼古丁的反应(Baldrid
ge，1996)。然而，由于成熟的星爆细胞仍然对 DMPP或 ACh的喷出(在 NS存在

的情况下)产生小的反应(图 3C和 3D)，因此在成熟星爆细胞之间的远端过程中

可能存在有限的烟碱相互作用或可能存在低水平的烟碱自身感受器的可能性。也

有可能由于在薄的远端突处缺乏足够的空间钳夹，对 DMPP扑气的远端反应在

体细胞处没有完全解决。另一方面，由于我们可以在远端过程中检测对 GABA
泡芙的星爆反应，并解决谷氨酸介导的对远端过程(S.L.和 Z.J.Z.，未发表的数据)
的斑点照射的反应，如前所述(Peters和Masland，1996)，我们认为成年星爆细胞

中烟碱受体表达的水平必须非常低。先前曾报道过成年兔视网膜 GCL中胆碱能

细胞的一个亚群(主要在中央视网膜中)对烟碱受体抗体的免疫反应性水平低(Ke
yser等人，2000年)。这些低水平烟碱受体和小烟碱电流在成人星爆细胞中的功
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能目前尚不清楚。在这里，我们推测三种可能性。首先，来自成体星爆细胞的少

量烟碱反应可能表明存在从发育早期阶段遗留下来的受体。这可以解释为什么只

发现一小群不一致的成年星爆细胞对烟碱抗体具有弱免疫反应(Keyser等人，20
00)。然而，鉴于在发育过程中严格调节蛋白质表达的许多例子，这种可能性似

乎不太可能。其次，星爆细胞远端树突之间可能存在有限数量的烟突触，但这些

突触处的突触传递可能太小而无法在体细胞处检测到，原因是空间钳位不良或缺

乏最佳刺激条件(例如，许多共筋膜星爆细胞缺乏协调激发)。这些局部烟碱突触

的数量可能很少，但可能具有重要的功能，特别是对于局部信号传导(例如方向

选择性)。第三，成熟的星爆细胞之间可能存在低水平的烟酸传递(突触或非突触)，
但只在细胞的基础活性中产生微小的电变化，这在成对记录期间可能难以识别。

这种胆碱能作用可以在调节星爆细胞的反应敏感性中发挥作用，类似于之前提出

的神经节细胞(Ariel和 Daw，1982)。
我们的结果表明，星爆细胞对 ACh和 GABA的共释放具有功能意义。在发

育中的视网膜中，我们现在证明星爆细胞释放的 ACh对视网膜波的形成至关重

要。根据我们最近的分类(Syed等人，2004)，II期视网膜波(年龄 E24和 P2之间)
由烟碱受体介导，III 期波(P4-P8)由谷氨酸和毒蕈碱受体周和赵 2000介导，Sye
d等人，2004。星爆细胞释放 GABA也为视网膜波期间的星爆和其他细胞提供重

要的突触输入。阻断 GABA受体显着增加了 III 期波的频率，强度和传播(Syed
等人，2004)。然而，目前尚不清楚 GABA是否在 II 期视网膜波中起重要作用。

有人提出，在 II 期波期间 GABA的释放对于视网膜内 GABA系统的成熟可能很

重要，特别是关于 K-Cl共转运蛋白表达(E. Sernagor等人，2003，Soc. Neurosc
i.，摘要)。

在成人视网膜中，人们普遍认为，从星爆细胞中释放的 GABA对于方向选

择性至关重要(Fried等人，2002)。然而，成熟视网膜中胆碱能相互作用的确切机

制和功能知之甚少，尽管 ACh已被证明会影响神经节细胞的反应(Ariel和 Daw，
1982)，包括 DS神经节细胞 Amthor等人，1996，He和Masland 1997，Chiao和
Masland 2002。令人费解的是，虽然星爆和 DS细胞极大地处理共子囊肿，但迄

今为止，对 DS神经节细胞的直接胆碱能输入仍然难以捉摸(Fried等人，2002)。
目前还不清楚 ACh一旦发布，是否仅在其发布地点附近局部起作用，或者通过

扩散在长距离内广泛起作用。因此，星爆细胞的确切突触机制和功能仍然是未来

研究的一个有趣的问题。从本研究中我们可以得出的结论是，星爆细胞释放 AC
h和 GABA的能力，加上网络兴奋性和连通性的动态发育修饰，使星爆网络在视

觉发育和视觉功能中都发挥不同的功能作用。

实验程序

平顶兔视网膜中星爆细胞的双膜片钳记录

视网膜平架由新西兰白兔制成，年龄为 E29至成年(∼ 2.5 kg)，如描述(Zho
u，1998)。所有涉及使用动物的程序都是根据 NIH 指南完成的。对于膜片钳记录，
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将一块视网膜放置在记录室中，并通过粘在铂环上的尼龙网将其固定在腔室底部，

巩膜面朝下。记录室在 34°C-37°C下与 Ames培养基(Ames和 Nesbett，1981)连
续熔合(3-4ml / min)。 移位的星爆细胞(具有位于 GCL中的体细胞的星爆细胞

群)根据其 8-10μm的体细胞直径和与 IPL的接近度进行记录。在用含有路西法黄

的移液管进行全细胞记录后，用落射荧光在形态学上明确鉴定细胞类型。用大尖

端贴片移液器或一对细镊子机械地去除覆盖神经节细胞层神经元的Müller细胞

末端和细胞外结缔组织。使用 EPC9-2(Heka Elektronic，德国 Lambrecht)或 Axo
patch 700A(Axon Instruments，Inc.，Union City，CA)放大器在固定台立式荧光

显微镜(BX50WI，奥林巴斯美国，纽约)上的 40×或 60×水浸物镜下，以全细胞配

置进行膜片式记录。如前所述，液体结电位被校正(Fenwick等人，1982年)。来

自连续记录的数据在 2 kHz(fc)，以 10 kHz的频率数字化，并由 Power Lab(AD
Instruments，Castle Hill，Australia)存储在计算机硬盘上。使用软件 Pulse(Heka)，
pCLAMP 8(Axon Instruments)，Chart 5(AD Instruments)和 Origin 6(MicroCal S
oftware Inc.，北安普顿，MA)进行数据采集和分析。原始电压门控电流以无泄漏

减法的数字显示。

光刺激、闪光光解和 Ca2+成像

在 P10-P29兔子的光适应视网膜的全细胞膜下记录光响应。视网膜被黑暗适

应 5-10分钟，然后通过显微镜聚光镜或 75 W氙气灯(带通滤光)通过 60×水浸物

镜(NA = 0.9)和一系列中性密度滤光片(3%-30%透射率)从 100 W卤素灯发出全

场或点(直径 100μm)闪光。闪光灯的时间由 pClamp 8软件通过 Uniblitz快门控

制(Vincent Associates，罗切斯特，纽约)。
闪光光解是使用氙气闪光灯(型号 JML-C2，Rapp光电，德国汉堡)通过石英

光纤连接到显微镜的落射荧光端口来完成的。DM-硝基苯(10 mM)装载了 Ca2+(至
∼ 80%)在移液器溶液中(见下文)。紫外线闪光(持续时间为 1 ms)通过 40×水浸物

镜(NA = 0.8)传递到视网膜。闪光灯的时间由脉冲软件(Heka)控制。

Ca2+成像是由假定的位移星爆发细胞用冷却的 CCD相机(Cascade，Roper S
cientific，Princeton，NJ)通过 40×水浸透镜(NA = 0.8)进行的，在视网膜上加载 F
ura-2AM后(Zhou和 Zhao，2000)细胞形态在成像结束时用细胞内路西法黄色注

射得到证实。

解决方案

所有录音均采用 Ames 介质(饱和 95% O2/5% 一氧化碳 2)，除非测试 Cd
的效果 2+(0.3-1 mM)，在这种情况下，细胞外溶液(修饰的 Ames)含有 119 mM
NaCl，2.5 mM KCl，1.3 mM MgCl2， 2.5 mM 氯化钙 2， 20 mM HEPES，
10 mM 葡萄糖， 和 0.1 mM 抗坏血酸 (pH = 7.4)， 并用 O 鼓泡 2.细胞内

(移液器)溶液含有 110 mM CsMeSO4， 5 mM 氯化钠， 0.5 mM 氯化钙 2，
2 mM 氯化镁 2， 5 mM EGTA， 2 mM 腺苷 5'-三磷酸盐 (二钠盐)， 0.5 m
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M 鸟苷 5'-三磷酸盐 (三钠盐)， 10 mM HEPES 和 2 mM 抗坏血酸 (pH 7.2，
与 CsOH)， 并辅以 0.1%–0.3% (w/v) 路西法黄 (分子探针， Eugine， OR)。
氯化镁 2当补充 DM-硝基酚时，移液器溶液中省略了 EGTA。使用 Picospritzer
II(新泽西州费尔菲尔德的General Valve)将烟碱和GABA能激动剂膨化到细胞中。

所有其他药物(Sigma，St. Louse，MO)都通过浴灌注施用。
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