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摘要

在围产期兔子视网膜中，通过药理学分离的星爆大分泌细胞(SACs)自发产生半周

期的钙刺突和持久的后超极化(AHPs)，由钙激活，循环 AMP敏感的钾电流介导。

这些 ahp，而不是神经递质的消耗(正如以前认为的那样)，产生了自发性视网膜

波的不应期，并设置了波频率的上限。在一个波中，每个 SAC接收大约 10~ 30
个相邻 SAC的输入。这些输入同步并重塑了固有的爆发，以不同于单个 SACs
的节奏产生网络振荡。随着成熟，由于内在兴奋性降低和网络抑制增加，SACs
的半周期爆发消失。因此，视网膜波是由一个由细胞自主振荡器组成的短暂而特

定的网络产生的，该网络通过相互的兴奋性连接进行同步。

介绍

视网膜波是在所有脊椎动物的视网膜发育过程中自发发生的半周期的兴奋

爆发。尽管视网膜波的确切功能还有待阐明，但近年来越来越多的研究证据表明，

视网膜波在建立精确的视网膜通道中起着关键作用，而且视网膜波的某些时空特

性可能编码特定的发育线索 3-8。然而，尽管经过十多年的深入研究，视网膜波

产生的机制在很大程度上仍是一种假说。根据从其他发育中的神经系统(例如脊

髓)改编而来的流行理论，视网膜波是由早期复发的网络中的随机局部扰动引发

的，该网络没有明确的起搏器电路，而电波的时空模式是由一个由网络压抑所控

制的难解过程所形成的，比如由易于释放的神经递质池耗尽引起的突触压抑。这

一理论(称为复发性网络理论今后)早期网络振荡在发展中视网膜不同于经典的

起搏器模型 11-13对于大多数成熟的神经系统中神经元振荡，它强调了网络波起

始起源和网络为 rhythmogenesis体内平衡。

视网膜波的递归网络理论主要基于三条观测线。首先，在有药物消除视网膜

波的情况下，从未在发育中的视网膜中发现节律性活动，这驳斥了细胞自主起搏

器的存在。第二，视网膜波的节律(B10 2 Hz；参考 1,9)比大多数成熟神经系统

的振荡频率慢得多 12,13。这反驳了基于传统 AHP或离子通道激活或失活的难解

机制；相反，它更倾向于网络的自我平衡过程，比如可释放神经递质的消耗。第

三，基于网络兴奋性的发展变化，复发网络理论为视网膜波的最终消失提供了一

个有吸引力的解释(见下文；然而，如果低频起搏器在发育过程中存在，为什么

在成熟的视网膜中看不到，目前尚不清楚。但是，上述所有意见都只是笼统地提



出，从未经过严格的检验。因此，递归网络理论仍然是神秘的模糊，没有具体的

机制来解释这些重要的概念，如局部扰动和网络稳态。

哺乳动物视网膜波的发育经历三个阶段 15,16。到目前为止，阶段 II 波的特

征最好，在胚胎 24天(E24)到出生后 3 ~ 4天(P3 ~ 4；ref 15)。由于这些波是

由尼古丁神经传递素驱动的，因此人们认为胆碱能(starburst)大汗腺细胞在 II期
波的形成中起着关键作用。在之前的研究中，我们确定 SACs相互之间产生相互

作用的烟碱突触和 GABAergic突触，并且 SACs网络中相互的烟碱兴奋会驱动 S
ACs在视网膜波中爆炸 14。随着视网膜波从 II 期发展到 III 期，SACs之间的尼

古丁突触急剧减少，gaba能突触从兴奋性转变为抑制性。这些结果表明，与递

归网络理论相一致的是，确实存在一个由 SACs形成的瞬态递归网络，即一旦活

动启动，网络就能够介导视网膜波。然而，关于视网膜波起源的一个基本问题仍

然没有答案：这个网络是如何产生视网膜波并产生波的节律的?
在这里，我们报道了兔 II 期视网膜波起源于 SACs的细胞自主爆发，难治性

过程由一个缓慢的 AHP决定，它与网络相互作用一起产生了波的节奏。

结果

SACs 发育过程中的细胞自主活动

当在全细胞电流钳夹下记录围产期全贴壁兔视网膜时，移位的 SACs经历了

半周期的峰值簇放电和延长的 AHPs(图 1a,b)。这些爆发有两种相关类型。第一

种类型，被定义为复合簇放电，由骑在兴奋性突触后电位(EPSP，图 1a，左图)
上的尖峰组成，其波形与电压钳位下记录的 SACs中的节律性突触电流相似(图 1
c，图 1c，左图)。这表明，这种类型的爆发与自发性视网膜波期间的突触兴奋相

吻合。来自邻近 SACs和神经节细胞的双膜片钳记录(图 1d)也证实了 SACs中的

化合物爆发与神经节细胞中的节律性爆发密切相关。第二种类型的簇放电被定义

为简单的或固有的簇放电，与第一种类型相似，除了它不包含 EPSP成分(图 1a，
右插图)。与复合爆发相比，简单爆发之后通常会有一个更短的层次分析法，在

少数情况下，只包含一些没有显著层次分析法的短峰值(图 1d，星号)。简单脉冲

通常出现在复合脉冲之后很长时间(>20 s)，并且与邻近细胞的峰值不同步(图 1d)，
这表明它们与视网膜波无关。来自 SAC和神经节细胞对的双膜片钳记录在 SAC
中发现了延长的 AHPs，但在测试的神经节细胞中没有(图 1d，插图)。

为了区分 SACs的节律性爆发是来自细胞自主活动还是网络相互作用，我们

通过在生理溶液(Amesmedium；参考 22)，一种由 75μm 18β −甘草次酸、100μ
m六甲基铵、40μm 6-氰基-7-硝基喹啉-2,3-二酮(CNQX)、200μm AP7 (D(-)-氨
基-7-膦庚酸)、100μm苦毒毒素、2μm士的宁和 1μm阿托品组成的拮抗剂鸡尾酒。

这种鸡尾酒会阻断视网膜中常见的电突触和化学突触，包括对兔视网膜中 I期(缝
隙连接)、II期(尼古丁受体)和 III 期(谷氨酸和毒瘤受体)视网膜波至关重要的突触

18。值得注意的是,虽然这鸡尾酒完全废除的有节奏的峰值电流钳位神经节细胞

(图 1e, n=6)和有节奏的突触电流电压钳位囊(图 1c, n=25),这没有阻止节奏脉冲



图 1：E29-P1 SACs 的细胞自主活性。(a) Ames 介质中移位 SAC 的电流钳记录(Ih=0)显示与视

网膜波相关的节律性化合物簇放电和波之间的简单簇放电(星号)。视网膜波根据 SACs 和神经

节细胞(GC)记录的节律性 EPSPs 或 EPSCs 进行识别。(b)用充满硫代 hodamin 的移液管全细胞

记录后移位囊膜的显微照片。(c)对电压箝位(Vh=-70 mV) SAC 的节律性突触输入进行反向阻

断的拮抗剂鸡尾酒(成分见正文)。(d)来自 SAC(上)和神经节细胞(下)的双电流钳记录，显示视

网膜波期间神经节细胞的破裂峰值和 SAC 的复合破裂之间的密切相关。注意波期间囊泡和

神经节细胞中都有 EPSPs 的存在；然而，明显的 AHP 只在 SAC 中发现，而不在神经节细胞

中。在 SAC 的短暂刺突(星号)与神经节细胞的刺突或视网膜波无关。(e)鸡尾酒拮抗剂可可逆

地阻断电流钳夹(Ih 0)神经节细胞的节律性尖峰。c和 e 的结果表明自发性视网膜波和波相

关的突触输入被阻断到 SAC。(f,g)在拮抗剂混合物存在的情况下，细胞自主节律爆发持续存

在于(f)全细胞电流箝位的(Ih=0) SAC 和(g)细胞内的、松散膜片箝位的 SAC (Vh=0 mV)。



或特征层次分析法在囊当前夹(图 1f,n=8)。这表明这些簇放电和 AHPs是独立于

网络交互的细胞自主活动。我们还观察到尼古丁阻滞剂六甲铵单独存在时类似的

内在爆发(这足以阻断 II期波和相关的向 SACs的节律性突触输入 15,18 n=12)和
六甲铵与苦毒素(n=10)联合使用，提示这些爆发不是由拮抗剂联合使用引起的。

为了排除全细胞电流箝位记录可能无意中通过改变细胞的兴奋性而导致爆发的

可能性，我们还使用细胞内松散的膜片钳记录 SACs，并观察到在存在拮抗剂混

合物的情况下类似的峰值爆发(图 1g, n=5)。负载 Fura-2AM的视网膜神经节细胞

层钙成像(n=9个视网膜，图 2a,b)显示，拮抗剂鸡尾酒阻断了相关的自发性波，

但避免了 SACs的细胞自主活动(图 2c,d)。在控制条件下，相邻 SACs之间的交

联图在滞后时间 0 s左右出现一个尖锐的峰值，表明高水平的同步(图 2e，左)。
然而，这种同步被六甲铵和苦毒酶可逆地消除(图 2e，中间和右边)。在其他 4个
视网膜上也得到了类似的结果(在线补充图 1)。

图 2：Ca2+成像下 SACs的细胞自主活动。(a) P0 视网膜神经节细胞和移位的承载 Fura2-AM

的大腺细胞 Ca2+成像。胞体较大的细胞(例如，用蓝色圈出)可能是神经节细胞。(b) 2个较

小的细胞(a中红色圈出)在 Ca2+显像后经 Lucifer 黄色注射鉴定为 SACs。(c)一种鸡尾酒拮抗

剂阻断了自发波(同步向下偏移)和神经节细胞的所有活动(蓝色痕迹，从 a中的蓝色圆圈测量)，

但保留了 SACs的固有活动(红色痕迹，(d)对照、拮抗剂(100μm 六甲铵和 100μm 苦皮毒素)

和冲洗条件下 P1视网膜四个相邻 SACs(标记为 1 4)的 Ca2+成像。(e) d中 4个痕迹的 6个可

能的两两比较的交叉相关图的叠加，显示出在 0秒的滞后时间附近的高水平相关性，这被拮

抗剂可逆地取消。由于具有相似固有频率的异步独立振荡器仍然可能表现出一定程度的相关

性，在拮抗存在的情况下，在随机延迟时间内，一些 SAC对的互相关系数(<0.25)仍然可见

小的颠簸。比例尺，50μm。

在鸡尾酒拮阻剂的存在下，所有 SACs的簇放电都变成了简单簇放电(图 1f,
n=18)，正如预期的那样，因为视网膜波和与波相关的节律性突触输入(EPSPs)
在这种情况下被阻断了。在全细胞膜片钳条件下，鸡尾酒中簇间隔的分布(图 3a)

为 15±7s(平均±s.d.；n=68)。这些爆发是半周期的，两次连续爆发之间的间隔



变化范围很广，从<10 s到 40 s(中位数：13 s)。中值：14 s, n=26)是通过细胞

内、松散斑块记录得到的，但簇放电间隔的变化率更大，从<10 s到 80 s不等(图
3b)。在鸡尾酒中通过全细胞或细胞内记录测量到的中间波间隔时间明显短于在

Ames介质中测量到的中间波间隔时间(图 3c)。在我们的记录条件下，在全细胞

钳夹下检测的 SAC中，大约 60% (90/150)检测到半节律性簇放电，尽管这一比

例可能低估了实际具有固有簇放电的 SAC(讨论)。

SACs 内在活动的机制

SACs中的簇放电尖峰主要是由电压门选钙(Ca2+)电流产生的，因为 0.3 μm
镉(Cd2+)阻断了自发节律性活动(n=8，数据未显示)和去极化电流步骤引起的重复

尖峰(图 4a, n=6)。为了模拟自发波中的尖峰，我们首先记录自发波期间电压箝

位 SAC的突触电流(类似于图 1c插图)，然后将这些电流(以后称为波电流)注入

电流箝位下的 SAC(图 4b e，顶部)。这导致了电压响应与自发波中发现的化合物

爆发非常相似，在缓慢的去极化电位上出现重复的尖峰，随后出现显著的 AHP(图
4b e，底部)。河豚毒素(TTX；1 mM)并不阻断由波电流或特征 AHP引起的重复

尖峰(图 4b)，尽管尖峰的动力学、振幅和阈值略有改变(图 4c)。Cd2+ (0.3 mM，

图 4d, n=)阻断了这些尖刺和 AHPs，而铯(Cs+；5 mM，图 4e, n 4)没有，显示

Ca2+和 Ca2+激活电流的参与，但不涉及传统 Cs+敏感的起搏器电流(IH；参考文献

11)(在电压钳位下几乎检测不到；图 4f)在簇放电和层次分析法的产生过程中。

当细胞保持在钾(K+)平衡电位 EK (-92 mV；图 4 g)。这表明 AHP主要是由

K+电导介导的，最可能是缓慢失活的 Ca2+激活的 K+电导。事实上，笼内 Ca2+ (D
M-硝基苯，从膜片移液管透析到 SACs)的闪光光解引起 60mv电压钳位下缓慢衰

减的外向电流(图 4h, n=10)。这一电流逆转在 EK (-92 mV，图 4i, n=4)，Ca2+激
活，电压独立的 K+电流一致。相似的电流也被去极化脉冲诱发(图 4h, n=15)，并

被 Cd2+阻断(数据未显示)。值得注意的是，Ca2+激活的 K+电流 SACs对细胞内环

AMP (cAMP)敏感。笼内 cAMP(通过膜片移液管透析到 SACs)的闪光光解作用导

致电压钳位下电流显著减少(数据未显示)，电流钳位下 AHP快速截断(图 4j, n=4)。
同样，应用腺苷酸环化酶激活剂佛司可林 (1 mM)可降低 AHP的振幅和衰减时

间，并增加自发性波的频率(图 4k, n=4)。佛司可林可增加视网膜波频率 23，当

单眼注射时，可改变视网膜促生投射中的眼特异性分离 3。因此，我们的结果(图
4)为佛司可林对视网膜自发波的重要作用提供了第一个细胞机制，尽管佛司可林

也可能通过影响参与视网膜自发波的其他细胞类型来影响视网膜自发波的动力

学。

相反，Ca2+激活的 K+电导(由电压脉冲激活)和缓慢的 AHP(由波或波电流诱

发)在 SACs中对蝎毒素和蜂毒明肽(分别为 50 nM和 300 nM；n=8；数据未显示)。
这排除了大电导(BK)和蜂毒明肽敏感的小电导(SK) Ca2+激活的 K+通道的参与

24。基于其药理学,慢动力学和敏感营地,Ca2+ - K+电流激活囊似乎类似于缓慢

的AHP电流(IsAHP)报道海马锥体神经元 25-30虽然克霉唑(20 mM),在培养的海



马锥体细胞 31 IsAHP块,并没有阻止当前囊(n=6,数据未显示)。总之，我们的结

果表明，药理分离的 SAC节律性活动主要是由电压门控 Ca2+电流和缓慢的 Ca2+

依赖，钳位敏感的 K+电流类似于 IsAHP介导的。Ca2+激活的 K+电流的衰减在 A
HP的恢复阶段起主要作用，尽管其他电流可能对峰值和 AHP有较小程度的贡献

(见讨论)。

图 3：SAC 中爆发的时间特性。(a,b)在(a)全细胞膜片钳(Ih=0)和(b)细胞松散钳夹下记录的 SAC

s 存在拮抗剂鸡尾酒时的簇间隔分布。(c) Ames 介质中，全细胞膜片钳夹下 SACs 测得的自

发波的间隔分布。这些波是根据在全细胞膜片钳下存在的特征性 EPSCs 或 EPSPs 来识别的。

不应期 ACh 未消耗

为了进一步了解视网膜波的节律发生机制，我们测试了一个被广泛接受的理

论，即波后的难处理过程是由容易释放的神经递质消耗引起的。因为兔子 II期
视网膜波极度依赖的释放乙酰胆碱(ACh)囊(ref14)和 GABA受体阻断器 15不受

影响，我们直接而胆碱能突触传递的功效之间囊不久之前和之后立即自发视网膜

下波双膜片钳。被测试的 SAC ACh释放(称为突触前细胞)在电流箝位(持有的正

离子电流 Ih=0)下保持，除了在电压箝位下给予电压脉冲(-70 mV至-15 mV)以唤

起变送器释放的短暂时刻。相邻的用于检测 ACh释放的 SAC(称为突触后细胞)
被持续保持在-70 mV (ECl)，以隔离尼古丁电流输入。我们发现，在自发波之前

和之后的短时间内，突触前的电压步长会引起类似的突触后反应(图 5a, n=6)，
这反驳了发射机损耗理论。

为了证实上述发现，我们使用配对脉冲协议，在电流钳位下，通过两次注入

波电流，模拟突触前细胞中的两个连续波，同时比较-70 mV电压钳位下突触后

细胞的响应(图 5b)。在这种情况下，我们确实发现了成对脉冲抑制(即，通过内

突触后尼古丁电流的积分测量，在第二次刺激中减少了神经传递；图 5 b)。然而，



这种配对脉冲抑制主要是由于第一次刺激激活的 IsAHP，这阻止了第二次刺激引

起阈上 Ca2+尖峰(图 5b)。这不是由于可释放发射机的损耗，因为当两个脉冲的振

幅足够大，在第一个和第二个脉冲中都引起超阈值簇放电时，可以消除抑制(图 5
c)。IsAHP产生 AHP，从而使细胞远离峰值阈值；它还降低了膜输入电阻(从而

降低了后续电流输入的去极化幅度)，使细胞更难产生尖峰(在线补充图 2)。除了

IsAHP的激活，其他因素，如突触前 Ca2+通道的失活和突触后烟碱受体的脱敏，

可能也有助于耐火过程的初始阶段，但这些因素似乎与延长的耐火期无关。总之，

这些结果表明视网膜波的不应期主要是由 AHP的时间进程决定的，而不是由可

释放 ACh的消耗。

图 4：SAC 中本征爆发的离子机制。(a)电流钳位下诱发重复 Ca2+尖峰和随后的 AHP (Ih=0；灰

色)。CdCl2 (0.3 mM)阻断了重复的刺突和 AHP，保留了初始的 Na+刺突(黑色)。(b)在电流钳

位(Ih=0)下注入波电流(上，在自发波中预先记录为-70 mV)，引起了类似于复合脉冲(灰色)的

峰值和层次分析法。TTX 没有阻止峰值或 AHP(黑色)。(c) b 峰的放大图，TTX 降低了峰的去

极化速率和振幅。(d,e) Cd2+ (0.3 mM, d)而 Cs+ (5 mM, e)的应用完全阻断了重复的 Ca2+尖

峰和波电流诱发的特征 AHP。(f)电压钳位下超极化未检测到 Cs+敏感的 IH电流。(g) AHP 的振

幅(由电流梯度引起，如图所示)随保持电位变化，并在-92 mV (EK)附近极性反转。(h) DM -

硝基苯的闪光光解(持续时间 1 ms)在电压钳位下诱发-60 mV Ca2+激活的外向电流，类似于

电压脉冲(-60 mV ~ +5 mV)诱发的电流。(i) Ca2+解锁诱发电流的 i - v 关系，在-92 mV (EK)

时呈现逆转电位。(j)囚禁 cAMP 的闪光光解迅速截断了退极化电流脉冲诱发的 AHPs。(k) 佛

司可林 (1 μM)降低了电流箝位下复合物和简单簇放电 AHPs 的振幅和衰减率(Ih=0)。



内在活动和网络活动之间的相互作用

为了确定 SAC网络中的突触相互作用是否在视网膜波的节律发生中起作用，

我们比较了在 Ames介质中记录的 SAC节律性爆发与在拮阻剂鸡尾酒存在的情

况下记录的 SAC节律性爆发。在没有网络交互作用的情况下(在混合过程中)，

内在簇放电(图 1f)之后的层次分析法的平均持续时间为 14±7s (n=68)，这与平均

簇放电间隔时间(15±7s, n=68，图 3a)密切匹配，表明在这种情况下，内在层次

分析法决定了簇放电间隔时间。然而，在网络相互作用完好无损的情况下(在 A
mes介质中)，SACs在每一波中都接收到大量突触输入(图 1c)。网络相互作用重

塑了波期间发生的簇放电，这为簇放电增加了 EPSP成分(图 6a)，并将平均 AHP

持续时间延长到 28±6 s (n=36)。为了确定 EPSP是否通过增加细胞内 Ca2+来延

长 AHP，我们比较了内在簇放电期间(图 6a，左)和化合物簇放电期间(图 6a，右)
的 Ca2+内流。我们使用预先记录的固有和复合簇放电波形(图 6b，顶部)作为电压

命令，在电压钳位下激活 SACs中的 Ca2+电流(图 6b，中部)。我们发现，EPSP
的存在几乎使簇放电期间 Ca2+内流增加了一倍(图 6b，底部)，这一结果得到了装

载 Fura-2AM的 SACs Ca2+成像的支持(图 6c)。因此，网络相互作用增强 Ca2+进
入，延长 AHP。网络对 AHP的调控可能涉及额外的第二信使(如 cAMP)和离子

通道。

复合簇放电后的平均 AHP持续时间(28 s±6 s, n=36)与自发波之间的最小

间隔(B30 s，图 3c)密切匹配，表明 AHP在很大程度上决定了波后的不应期和波

频率的上限。然而，这个平均 AHP持续时间比平均波间隔时间短(70±26,n=80，

图 3c)，表明 SACs中的细胞自主爆发不能解释视网膜波节律发生的整个机制。

这与我们的观察结果一致，即除了与波同步的复合爆发外，波与波之间还有异步

的本征爆发(图 1a和图 6e)。来自 SAC-SAC和 SAC神经节细胞对的双细胞上膜

片钳和全细胞膜片钳也证实了异步内爆的存在(图 6d)。这表明，这些异步脉冲不

是全细胞记录条件引起的伪影(尽管我们不能排除全细胞记录可能在一定程度上

影响膜电位和 AHP持续时间，从而改变异步脉冲频率的可能性；看到讨论)。这

些结果表明，并不是 SAC的每一次簇放电都与视网膜波的起始有关，而视网膜

波的产生需要内在簇放电 SAC之间具有一定程度的同步。

接下来，我们研究了网络交互是否会影响簇放电 SACs之间的同步。两个连

续波之间的本征爆发的数量在不同的波和不同的视网膜之间变化(图 6e,f)。用低

浓度六甲铵(10 mM)减少 SACs之间的反复相互作用显著降低了波的频率，增加

了波之间的异步本征爆发的数量(图 6g)，表明网络相互作用增加了 SACs之间的

同步性。也许是通过 EPSP使更多的细胞同时到达峰值阈值。当同步水平较高时，

大多数簇放电与波(复合簇放电)相关，且波间间隔接近复合簇放电之后的 AHP
持续时间(图 6f)。相反，当网络交互完全被鸡尾酒阻断时，SACs变得相互独立，



我们不再看到波(图 1f)。

图 5：波后难愈过程的机理。(a)来自一对 SACs 的双膜片钳，表现出在自发波之后和前不久

引起的类似突触传递。对突触前细胞进行电流箝位(Ih=0)，除了在电压箝位下施加电压脉冲(

-70 mV 至-15 mV)引起突触释放的短暂时刻外。电流箝位条件允许突触前细胞参与正常的节

律性兴奋过程，包括复合刺突爆发和随后的难处理过程，然而，电压箝位下的短电压脉冲使

单元被去极化到相同的水平，以便发射机释放的一致比较。对突触后细胞进行-70 mV 电压

箝位。(b) SACs 双膜片钳时的双脉冲波电流刺激。第一个脉冲(左上)在突触前细胞中诱发阈

值上的尖峰(用 IIh=0 夹闭的电流，左中)和突触后细胞中的尼古丁电流(-70 mV 夹闭的电压，

左下)。第二个脉冲(右上)没有唤起阈上、突触前尖峰电流(右中)或突触后电流(右下)。直方

图表示突触后电流的积分(来自 5个星爆对的平均值)，显示在第二个脉冲期间突触传输减少。

Q1 和 Q2 分别代表第一次和第二次刺激期间与突触后电流相关的平均电荷转移。(c)随着两

个脉冲幅度的增加，两个脉冲都可以诱发阈上峰值和突触后反应，消除了成对脉冲的抑制(见

直方图，n=5)。误差柱代表 s.d。

获得一个线索之间的同步程度囊在视网膜波,我们使用双膜片箝比较总烟碱

输入 14(150年 300 年峰值振幅 pA,图 6 h,左下)收到的囊在自发与烟碱突触电流

波(10 15 pA峰值振幅,图 6 h,(图 6h，右上)接收到来自单个相邻 SAC的信号，



该 SAC经历了由波电流注入引起的模拟波(图 6h，右上角)。基于线性求和的最

简单假设，我们估计一个 SAC在一个自发波中从大约 10-30个相邻 SAC接收突

触输入(见讨论)。事实上，一个相邻 SAC的 20个这样的输入(汇集了 10个成对

的记录)产生了一个突触后电流(图 6h，插图)，这与 SAC在自发波中接收到的总

突触输入非常相似。

图 6：网络对节律发生的贡献。(a)电流箝位 SAC (Ih=0)中的简单(左)和复合(右)簇放电波形。

(b)预先记录的简单和复合簇放电波形(上)被用作电压命令，在电压箝位 SAC 中诱导 Ca2+和 C

a2+激活电流(中)。净 Ca2+和 Ca2+激活电流是通过从对照(Ames 介质)中减去 0.3 mM Cd2+中记

录的电流得到的。Ca2+进入是通过整合内向电流来估计的(下)。(c)含有 Fura2-AM 的 SACs 的

Ca2+显像，在鸡尾酒拮抗剂和鸡尾酒洗脱后得到控制。每个条件的平均回答(来自 5 个 SACs

的汇总)显示在底部。d, SAC(左)和 SAC 神经节细胞(右)的同步细胞内记录(上)和全细胞电压钳

(下)显示与波无关的固有脉冲(星号)。(e-f)两个不同视网膜 SACs 的全细胞电流钳夹(Ih 0)记录

(d,f)，显示复合脉冲之间简单脉冲的数量可变(开放箭头)。(g)六甲基铵(HEX, 10 mM)减少了

连续两波之间的化合物爆发的频率，增加了简单爆发的次数(开箭头)。(h)在电流箝位(上，

Ih=0)和电压箝位(下，Vm=-70mv)下，相邻两个 SAC 同时记录。左下，自发波期间由电压箝位

的 SAC 接收突触输入。右下，相邻 SAC(上)受到波电流刺激时接收到的突触输入。插入，在

模拟波期间 20 个突触后反应(来自 10 对录音)的总和。



囊泡内固有活性的短暂表现

为了确定 SACs的内在活动在视网膜发育过程中是如何演变的，我们记录了

不同年龄的 SACs，从 E29(出生前 2天)到 P29。SACs的本征爆发一直持续到 P4
(图 7a)，但在 P6之后就无法检测到(图 7b，上)。在 P4, 6个 SACs中有 5个表现

出特有的内在爆发。然而，我们记录的 P6 (n=6)和更老的(n=25) SACs中没有一

个显示出这种活动。

我们发现在拮抗剂鸡尾酒的存在下，四乙基铵(TEA；1mM)有效地诱导了老

年人(>P7) SACs的节律性活动(图 7b，下)。因为 TEA可能通过阻断 K+通道增

加了老 SACs的兴奋性，特别是在成熟 SACs近端表达的 KV3类型，并对低浓

度的 TEA敏感(引用 32)，节律性爆发活动的丧失似乎是由 SACs内在兴奋性的

发展降低引起的。然而，值得注意的是，单独 TEA (1 mM)没有拮抗剂鸡尾酒不

能诱导节律性活动(图 7c，顶部)；没有 TEA，鸡尾酒也不能单独饮用(图 7b，上)。
这表明老年视网膜中的网络相互作用(特别是>P6 SACs之间的 GABA能抑制；

裁判也在防止爆发中发挥了作用。

讨论

视网膜波的机制

本研究有五个主要发现：(1)囊泡可产生半周期的内爆；(ii) SACs的 AHP缓

慢产生波后不应期；(iii)可释放 ACh池在耐火期未耗尽；(iv)内在 SAC振荡和网

络相互作用之间的相互作用是视网膜波起始和节律发生的基础；(v) SACs的固

有峰值存在于短暂的发育时期。这些结果确定 SACs的细胞自主活动是视网膜波

激发的主要来源，而 SACs中的 AHP是不应期的主要原因。综上所述，上述发

现揭示了一种机制，即细胞自主振荡，通过周期性兴奋网络同步，是自发视网膜

波产生的基础。这种新机制也可能为其他发育中的神经系统(如海马体)的早期网

络振荡的发生提供线索。

我们的记录到目前为止还没有提供令人信服的证据，在膜片钳下刺激单个 S
AC可以产生波。似乎一个波的起始取决于一定数量的邻近 SAC几乎同步地达到

峰值的可能性，以及许多其他邻近 SAC准备被吸收到一个波中。同步性的程度

似乎取决于网络相互作用，特别是 SACs之间的相互兴奋性突触相互作用(参考

文献 14)。我们发现网络交互作用至少在两个重要方面促进了节律发生。首先，

他们放大了个体 SAC的内在爆发，延长了 AHP。其次，它们控制了 SAC之间

的同步性，影响了波的起爆概率。我们估计，基于线性求和的最简单假设，每个

SAC在一个自发波中从大约 10 30个重叠的 SAC接收突触输入。然而，如果考

虑到 SACs之间的互反激励，预计实际贡献 SACs的数量会更少。因为已知 SAC
s有一个非常高的重叠因子，我们的结果表明，重叠 SACs总数的可变部分可能

在一个波中同步。因此，通过调节 SACs之间相互作用的强度，网络可以改变 S
ACs内部爆发的形状和同步，从而调节视网膜波的节奏和模式。这个网络的几个

重要特征似乎与先前的视网膜波模型一致 45。波浪发生和节律发生的详细机理



有待于进一步的实验和计算研究。

图 7：囊泡发育中固有爆发的丧失。(a)鸡尾酒拮抗剂作用下 P4 囊膜的节律性活动。(b)鸡尾

酒 P8 囊内未发现固有节律性活动。添加 1mM 的 TEA 在同一细胞中诱导了强烈的节律性活

动。(c)单独 TEA (1 mM)不能诱导 P22 星爆细胞的起搏器活动，但鸡尾酒附加的突触阻滞可

以诱导该细胞的节律性活动。

IsAHP或类似 IsAHP的电流作为 SAC内部簇放电事件后 AHP的基础，这

一发现表明，这种电流在早期网络振荡的难解过程中发挥了关键作用。不像大多

数起搏器神经元，通常依赖于起搏器电流，如 IH, T型 Ca2+和持续的钠(Na2+)电
流从 AHP产生斜(反弹)去极化 11,38-40)，囊似乎很大程度上依赖 IsAHP衰变产

生的慢去极化,使细胞 AHP的阈值(尽管它是可能的去极化,其他渠道也促成了坡

道,特别是在阈值附近的膜电位峰值)。IsAHP受多种神经递质和蛋白激酶的调节

28-30。我们的结果表明，SACs中的 IsAHP为视网膜波时空模式的网络调控和

实验操作提供了一个重要的位点。了解 SACs中膜电位、Ca2+、cAMP以及其他

因素如何相互作用来调节视网膜波将是非常重要的。

在全细胞膜片钳过程中，细胞内透析也会影响 IsAHP。特别是 Ca2+螯合剂和

阴离子(例如，氯离子(Cl-)、葡萄糖酸钠和硫酸甲酯)对这一电流有矛盾的影响 41
-43。因此，簇放电动力学的测量(例如，AHP持续时间和簇放电间隔)可能会受

到实验条件的影响。为了尽量减少这些影响，我们使用了含有低浓度(0.2 mM)
EGTA的移液(参见方法)。我们发现，长时间(415分钟)的全细胞记录常常导致 S



ACs的逐渐超极化和固有爆发消失，可能是细胞内透析的结果；这也可以解释，

至少在一定程度上，为什么以前的记录没有探测到 SACs21的内在爆发。

我们发现，在全细胞膜片钳下记录的 SACs中，约 60%表现出自发的节律性

爆发。在剩余的 SACs中没有可检测到的爆发可能是，至少部分是由于技术原因，

例如细胞内透析和细胞的健康，尽管我们不能排除只有一个 SACs亚群具有固有

节律性活动的可能性。我们还发现，在 Ca2+成像下，拮抗剂鸡尾酒中记录的 SA
C内固有 Ca2+爆发似乎比在全细胞膜片钳下记录的固有 Ca2+爆发更不规律。因此，

未来的研究应该调查是什么导致了这种差异。我们的 Ca2+成像实验偶尔发现，除

了 SACs，一些非星爆无分泌细胞也具有固有的爆发活动，这与从发育中的大鼠

视网膜中分离的一些培养神经元(主要是非星爆 GABAergic细胞)中固有爆发的

发现一致(S.I. Firth & M.B. Feller, Invest。角膜切削。粘度科学。Abstr。45.53
31,2004)。然而，由于兔体内的 II期波主要依赖于尼古丁的传递，不受 GABA受

体阻滞剂的影响 15，我们相信 E29 P4兔体内的波来源于 SACs的内在活动。

我们发现囊泡内固有爆发的发育丧失可能解释了为什么成熟囊泡内没有发

现固有爆发活动(成熟小鼠视网膜中的囊泡收到 B3 Hz的谷氨酸突触输入，但没

有显示固有振荡活动 44)。SACs固有活动的快速消失与视网膜的其他三个发育

转变相吻合：(i)视网膜自发波从阶段 II转换到阶段 III。15、18)；(ii) SACs之间

的互交烟碱突触的快速发育减少(参考文献 14)；(iii)兔视网膜内 gaba能相互作用

从兴奋性到抑制性的转换 14,15。因此，单个 SACs内爆的产生与这些活动的放

大、同步、传播和调节相协调，所有这些都需要经常性的星爆网络相互作用。同

样，P6后 SAC内部爆发的消失也与 SAC网络中反复兴奋的拆除相协调，因此

相同的 SAC可能在视觉处理中发挥不同的作用。

方法

电生理学。膜片钳记录了年龄为 E29 ~ P29的新西兰大白兔视网膜上移位

的囊泡和神经节细胞。所有涉及使用动物的程序都按照美国国立卫生研究院的指

导方针进行。使用 EPC9-2 (Heka Elektronic)或Multiclamp 700A (Axon Instrum
ents)放大器，在 40×(0.8 NA)或 60×(0.9 NA)水浸镜头下，在直立显微镜(BX50
WI, Olympus)上进行全细胞和细胞上膜片钳记录。视网膜连续灌注 34-37 °C 的

Ames培养基(3-4 ml / min-1)。当使用 Cd2+时，Ames Medium中的 NaHCO3被 2
0mm HEPES取代。在移液管溶液中补充了用于细胞类型鉴定的硫代 hodamine
101。细胞膜片钳或 Ca2+显像记录的细胞在记录结束后用细胞内注射 Lucifer-yell
ow进行识别。全细胞电流钳移液管溶液包含 115 mM的葡萄糖酸钾，5 mM的

KCl, 2 mM的MgCl2, 5 mM的 NaOH, 0.2 mM的 EGTA, 2 mM的 5 -三磷酸

腺苷(二钠盐)，0.5 mM的 5 -三磷酸鸟苷(三钠盐)，10 mM的 HEPES缓冲液和

2 mM的抗坏血酸(pH 7.2)。电压钳吸管溶液包含 110 mM CsMeSO4, 0.5 mM
CaCl2, 2 mM MgCl2, 5 mM NaOH, 5 mM EGTA, 2 mM 5 -三磷酸腺苷(二钠

盐)，0.5 mM 5 -三磷酸鸟苷(三钠盐)，10 mM HEPES缓冲液和 2 mM抗坏血



酸(pH 7.2, CsOH)。用含有 Ames介质的移液管进行细胞内、松散的补丁记录。

Ca2+和 cAMP开封实验的移液管溶液与全细胞电流钳实验相同，只是遗漏了Mg
Cl2和 EGTA。将网箱 cAMP (100 mM)或 dm -硝基苯(10 mM，载钙至 80%)直
接添加到移液管溶液中。紫外光由闪光灯(JML-C2型，Rapp光电)产生，并通过

所述的 40水浸透镜(0.8 NA)传送至视网膜。全细胞膜片钳数据在 2khz (fc)进行

低通滤波，而细胞内记录数据在 0.05 Hz至 2khz之间进行带通滤波。

钙成像。按照描述 18，将分离的 E29-P1视网膜装载 Fura-2AM (10 mM)。
使用 CCD相机(Coolsnap HQ, Roper Scientific)，在 40个物镜(0.8 NA)下，在 3
80 nm激发和 500 nm发射波长下对神经节细胞和被置换的大细胞进行成像。发

射强度的分数变化，DF/F，从单个细胞体中测量，并用MetaImaging软件(Mole
cular Devices；ref 18)。用 pClamp软件(Axon Instruments)进行相关分析。除非

另有说明，所有数据均表示平均标准差。

注：补充信息可在自然神经科学网站上找到。
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