
AII 无轴突细胞的内在簇放电是 rd1小鼠视网膜振荡的基础

Hannah Choi,1 Lei Zhang,2 Mark S. Cembrowski,3 Carl F. Sabottke,2Alexander L. Markowitz,2

Daniel A. Butts,2 William L. Kath,1 Joshua H. Singer,2 and Hermann Riecke1

1西北大学工程科学与应用数学系，伊利诺斯州埃文斯顿

2马里兰大学帕克学院生物系，马里兰

3 霍华德·休斯医学研究所，亚农场研究校区，阿什伯恩，弗吉尼亚

2014年 6月 11日提交;于 2014年 6月 26日以最终形式接受

摘要

在许多形式的视网膜退化中，光感器死亡，但内部视网膜回路保持完整。在 rd1
小鼠中，已建立了一种用于使视网膜疾病致盲的模型，在 AII 无轴突和 ON锥体

双极细胞的耦合网络中自发活动会导致神经节细胞的节律性簇放电。由于此类活

动可能会损害视网膜和/或皮质对恢复光感器功能的反应，因此了解其性质对于

开发视网膜病变的治疗方法很重要。在这里，我们分析了野生型小鼠 AII 无轴

突细胞的房室模型，以预测该细胞的内在膜特性，特别是快速 Na和慢速M型 K
电导相互作用，当光感受器变性后，将在光诱发的兴奋性突触输入被撤回时，膜

电位就会振荡。我们通过从 rd1视网膜切片制备中的 AII 记录中进行实验来测试

并证实了这一假设。此外，从 rd1视网膜的整个载片制备的神经节细胞记录表明，

AIIs中的活性可以不加改变地传播，从而引发神经节细胞中的动作电位的簇放电。

我们得出结论，振荡不是退化的视网膜网络的新兴属性。相反，它们主要来自单

个视网膜中间神经元，即 AII 无轴突细胞的固有特性。

AII 无轴突细胞；簇放电；振荡；视网膜退化

色素性视网膜炎（RP）是指视网膜疾病的集合，在这些疾病中，光感器死

亡（杆后是视锥细胞）（Adams 等，2007；Hartong 等，2006）。杆环鸟甘酸-
磷酸二酯酶的  亚基的突变在人的 RP和该疾病的小鼠模型中均发生（Chang等，

2002，2007；Hartong等，2006）。rd1小鼠是已建立的 RP特异性模型，通常是

视网膜失明的模型（Carter-Dawson等，1978；Jimenez等，1996）。

rd1视网膜中的神经节细胞通过达到 10 Hz的阶段性突触输入来激发动作电

位簇放电（Marc等，2007； Margolis等，2008； Stasheff 2008）。由于振荡活

动可能会通过诱导视觉回路的适应不良改变而抑制正常的视网膜对恢复的光感

器功能的反应，或者可能抑制皮质对恢复的视觉输入的反应，因此人们对阐明产

生它的电路的兴趣日益浓厚。说到理解视力丧失后电路变化的重要性，在盲人患

者中恢复光反应性并不能恢复视力（Fine et al。2003）。

神经节细胞簇放电的突触驱动可能起源于电耦合的 AII 无轴突细胞和 ON-
锥体双极（ONCB）细胞的网络（Borowska等，2011； Trenholm等，2012）。



观察到 ON和 OFF的α神经节细胞的簇放电是反相关的（Margolis et al。2014），

正如正常视网膜中对这些细胞类型的光诱发突触激发是反相关的（Murphy and
Rieke 2006）； AII 网络通过同时提供对 ON- 细胞的间接激发和对 OFF - 细

胞的直接抑制来产生这种反相关性（Demb and Singer 2012）。

在这里，我们证明 rd1视网膜的振荡是由 AII 的固有膜特性引起的。正如所

建议的那样，它们并不是具有异质内在电学特性的耦合神经元网络的新兴特性

（Trenholm等，2012）。具体来说，我们测试了以下假设：rd1视网膜中的 AII
相对于其野生型对应物是超极化的，并且这种超极化允许快速去极化的 Na电导

和慢速超极化的M型 K电导之间发生相互作用，从而产生相位簇放电，就像在

野生型视网膜中一样（Cembrowski et al。2012）。

AII 模型（Cembrowski et al。2012）使我们能够预测M型 K 电流激活剂和

抑制剂对视网膜切片制备中 AII 的全细胞记录过程中实验观察到的振荡的影响。

在药理学上诱导的 AII 活性的改变在神经节细胞中没有发生变化，如单个细胞的

全细胞记录和群体活动的多电极阵列记录所揭示。我们得出的结论是，我们得出

结论，rd1 和野生型 AIIs 的内在特性不必不同;相反，由依赖光的突触输入减少

而产生的超极化足以揭示掩蔽簇放电。电耦合之所以相关是因为它影响 AII 的超

极化。我们的发现表明，视网膜退化的治疗可能会受益于预防 AII 的超极化。在

双极性 ON细胞中诱导光敏感性（参见 Lagali等，2008）可以实现这一点。

材料和方法

体外视网膜制剂的电子记录。 从杰克逊实验室（Barson）获得了 C3HeJ小
鼠（rd-1 / rd-1; RD1），该小鼠在编码环鸟甘酸-磷酸二酯酶-亚基的 Pde6b基因

中携带突变，并在 4周龄时失去了外核层。 在出生后 40-50 天被杀死，当时他

们的视网膜由于光感受器的丧失而对光没有反应。 经马里兰大学动物保健和使

用委员会批准，在吸入异氟烷后麻醉小鼠并断头。将视网膜分离到用 95％O2-5％
CO2（混合氧）混合后冷却的（15 oC）碳酸氢盐缓冲的 Ames培养基（Sigma）
中。 全细胞记录是由视网膜切片中的 AII 无轴突细胞和视网膜全壁制剂中的神

经节细胞制成的（例如，Margolis等人 2014）。

对于视网膜切片制备，将视网膜嵌入在低熔点琼脂糖（Sigma型 VIIA，3％
HEPES缓冲盐水中）中，并在振动切片机（Leica）上切割切片（300  m）。

将切片在室温下储存在充满碳源的 Ames培养基中，直至使用。对于视网膜整装

准备，将一块 2毫米见方的视网膜组织平放，感光器朝下，安装在 Anodisc滤纸

上（Whatman，Florham Park，NJ）。视网膜切片和整个支架都放置在安装在直

立式视频显微镜（Zeiss）下方的记录室中，以便可以用含有以下物质（以 mM
为单位）的移液管将感兴趣的细胞可视化并靶向全细胞记录：95 K葡萄糖酸盐，

15 KCl，5 NaCl，10 HEPES，0.2 EGTA，8三磷酸肌酸，4 MgATP和 0.4 NaGTP。
对于神经节细胞，要根据体细胞大小（直径 18–25 mm）来靶向α细胞。接入电阻

< 25 M，且没有补偿。为了在细胞外记录神经节细胞的脉冲，将 2 mm正方形

的视网膜组织平放，神经节细胞侧朝下安装在 60通道多电极阵列（MEA;正方形



阵列；间距为 200  m的 30  m电极）上；多渠道系统）。

在所有情况下，在记录过程中，都将组织与 Ames培养基（34°C）进行超级

融合，并在上面添加了药物。 分别加入木防已苦毒素（100  M），士丁宁

（0.5  M），二硝基喹喔啉-2,3-二酮（DNQX; 25 M）和 APV（50 M）来阻

断 GABAA受体，甘氨酸受体，AMPA / 红藻氨酸受体和 NMDA受体介导的电流。

加入 L-（+）-2-氨基-4-膦酰基丁酸（L-AP4; 2-10  M）激活 ON 双极细胞上的

mGluR6受体。加入河豚毒素（TTX; 0.5M）阻止电压门控 Na通道介导的电流，

加入盐酸利诺哌啶（LP; 30M）阻止M型 K电流，加入氟吡汀马来酸酯（flu;
10M）添加到M型钾电流以增强M型电流，将甲氯芬那酸（MFA; 100M）

添加到阻断间隙连接处，添加 CdCl2（100M）和 NiCl2（50 M）阻止依赖电

压的 Ca电流。

使用MultiClamp 700B放大器进行全细胞记录，并使用 IgorPro（Wavemetrics）
控制的 ITC18 放大器获取数据。 使用 MEA 工作站（MEA-1060; Multichannel
Systems）进行多电极记录，并使用MC_Rack软件（Multichannel Systems）采集

数据。

脉冲分拣多电极记录。每个电极记录都使用四极巴特沃斯滤波器在 300和
6,000 Hz之间进行带通滤波。然后使用与过滤后的电极数据的绝对值的中值成比

例的阈值提取脉冲波形（Quiroga等，2004）。将推定的脉冲波形映射到由前 10
个主成分，波形峰值，波形波谷，波形能量和脉冲波形一阶导数的能量定义的

14维特征空间。使用高斯混合模型在这些空间中进行聚类。仅当簇具有隔离距

离>3，L比率< 3和 Dunn指数> 50时，才将与细胞内数据的簇放电特征匹配的

单个细胞包括在分析中（Harris 等人 2001；Schmitzer-Torbert 和 Redish 2004；
SchmitzerTorbert等（2005）。在四个不同的 rd1小鼠视网膜中进行的试验中，我

们在暴露于 L-AP4的过程中分离了 61个单个细胞，在暴露于 LP的过程中分离

了 18个单个细胞，在冲洗条件下分离了 34个单个细胞。这 113个细胞的平均 L
比率为 0.21 0.55，平均隔离距离得分为 26.98 34。

计算模型

所 有 数 值 模 拟 均 使 用 MATLAB 进 行 。 该 代 码 可 从

http://senselab.med.yale.edu/modeldb/获得。对于 AII，我们使用了 Cembrowski等
人（2012年）的三室模型，其行为类似于我们先前的研究（Cembrowski等人，

2012年）中所示的形态学现实模型（见图 4，Ai和 Aii）。基于填充有荧光示踪

剂的 AII 建立了详细的形态学模型（请参见图 4Ai）。将 Na，A-型 K和缓慢激

活的M-型 K电导插入远端静脉曲张；长的神经突和体细胞被认为是被动的，而

细胞的其余部分则具有低密度的 A-型 K电导（Cembrowski等人，2012）。先前

的研究表明，在形态学详细的模型中，当在体细胞，初级树突末端的小叶和树状

树突中进行测量时，对远端静脉曲张的短暂电流注入的电压响应非常相似

（Cembrowski 等（2012 年）。因此，除了远端静脉曲张显示为脉冲起始部位



（Cembrowski 等（2012）和附着的长神经突外，当脉冲出现时，AII 的其余部

分表现为是电声致密的。这有理由将体细胞和树状树突视为一个单独的房室。

具体来说，我们的 AII 模型由代表 AII 的体细胞和树状树突的大房室（长度

25 m，直径 25 m），代表长的来自初级树突的神经突分支的细电缆状房室（长

度 32 m，直径 0.3 m）以及小的起始部位（长度 2 m，直径 2 m；见图 4Aii）
组成。为方便起见，我们将大房室称为“体细胞”，将细电缆房室称为“线缆”，

将小静脉曲张房室称为“起始部位”。与 Cembrowski等人不同（2012年），在

确认此更改没有显着差异之后，此处将电缆视为 1个房室而不是 11个房室。在

所有三个房室中，都有一个被动泄漏电导，膜电阻率为 40,000·cm2。膜的比电容

和轴向电阻率分别为 1  F / cm2和 150 / cm。此外，起始位置具有快速的 Na
电导（gISNa=0.2 S / cm2），不完全失活的 A-型 K电导（gIS,A= 0.08 S / cm2）和缓

慢的非失活的M-型 K 电导（gIS,M = 0.03 S / cm2），因为该单个远端起始位置已

显示为脉冲产生以及其缓慢调节的部位（Cembrowski et al2012）。尽管发现体细

胞本身是被动的（Tian等，2010），但由于三房室模型的体室被认为包含树突状

树突，因此该房室中包含了 A-型 K 电导（gIS,A=0.004 S / cm2）。这些具有逆电

位 ENa = 50 mV和 EK = -77 mV的活性电导具有以下动力学。

Na电流由

激活变量和失活变量由

其中

Na电流的激活和失活都很快，时间常数分别为���� = 0.01��，�ℎ�� = 0.5��。

M-型 K电流

激活变量



其中

M型 K电流是非失活的，并且随着时间常数��� = 50��缓慢地激活。

A-型 K电流

其激活和失活变量分别为

其中

A-型 K 电流分别有一快速激活��� = 1��与一快速失活ℎ�
(1)

和一个缓慢失

活ℎ�
(2)

。正如 f在上述稳态表达式中所捕捉到的，随着时间尺度的变化，失活是

不完全的

电压钳记录很好地限制了 A型 K电导的参数（Tian et al.2010），而其他参

数适合重现实验观察到的野生型 AII 中的小脉冲和簇放电（Cembrowski et
al.2012）。在此三室式 AII 模型中，我们省略了 AII 细胞中存在的 L型 Ca电导

（Habermann 等人，2003 年），因为在感兴趣的方案中不需要复制真实的 AII
反应。对于第一组模拟（参见图 4），该模型由隔离的三室 AII 组成，表明单个

AII 能够产生强脉冲和簇放电。我们调整了 AII 的泄漏逆转电位，以重现实验记



录的野生型和 rd1 AII 膜电位。我们使用-10 mV的泄漏逆转电位将 AII 置于强脉

冲机制中，而使用 -50 mV的 AII 置于簇放电态中，捕获了与野生型 AII 相比 rd1
AII 相对超极化的情况。

图 1：甲氯芬那酸（MFA）会阻止频率降低和 AII的超极化之后的振荡。在 MFA清洗

和在 rd1 AII上冲洗期间进行实验。 A：rd1 AII的代表性记录表明，MFA消除了振荡。在

冲洗过程中，MFA抑制的振荡得以恢复，其频率缓慢增加。 B：在MFA冲洗过程中，将

每 5秒扫描的平均频率绘制为 AII中点膜电位的函数。

图 2：基于异构 AII之间的缝隙连接的模型无法解释 MFA引起的频率降低。 Trenholm
等人的模型（2012年）指定异质 AII的缝隙-结点耦合网络作为 rd1振荡的关键，但并未解

释在MFA应用下实验观察到的频率降低。 该模型由 2个具有 Na，延迟整流器 K和泄漏电

导的稍微异质的 AII细胞，以及一个具有超极化激活电流和泄漏电流的 ON锥双极（ONCB）
细胞组成。 所有细胞都具有单个房室，并且彼此电耦合。 随着耦合强度的降低（模仿MFA
的作用），振荡幅度降低，但与我们的MFA实验相比，振荡频率增加（图 1B）。 此处使

用的所有参数与 Trenholm等人的相同（2012年。



对于其余的模拟（请参见图 5-8、13和 14），将 ONCB细胞电耦合到三室

AII 细胞。 将 ONCB细胞建模为表面积为 440平方米，膜电阻率为 12,000平方

厘米的被动单房室细胞。 ONCB模型与 AII 模型的“体细胞” 房室耦合，通过电

导为 750 pS的间隙结捕获其与 AII 树突状树突的耦合。 这在报道的耦合强度范

围内，对于 5型，6型和 7型 ONCB细胞，耦合强度范围从 100到 1500pS（Veruki
和 Hartveit 2002）。 在此耦合的 AII-ONCB模型中，将 AII 和 ONCB细胞的泄

漏反向电势分别调整为-65和-35 mV，以重现在 rd1视网膜中实验观察到的膜电

势。

结果

MFA首先会减慢速度，然后消除 rd1视网膜的振荡。先前已有报道，间隙连

接阻滞剂MFA消除了 rd1视网膜的振动（Menzler和 Zeck，2011； Trenholm等，

2012）。基于该观察，已经提出振荡是 AII 无突触和 ONCB 细胞的电耦合网络

的新兴性质。更具体地说，在具有稍微异质性的 AII 的模型网络中，电耦合可能

导致AII进入振荡状态，即使单个AII本身不是固有振荡的（Trenholm等人，2012）。

图 3：在超极化野生型（WT）AII中簇放电会在 AII-圆锥双极网络中引起 rd-型振荡。A：
代表性的细胞内 rd1和WTAII记录。Ai：不注入超极化电流 rd1 AII中的振荡。Aii：WTAII
在静止时（直至 t=300 ms时）表现出自发的小脉冲，当它被超极化时（t =300 ms后）会经

历簇放电的转变。 B：在河豚毒素（TTX）下，WTAIIs（n=4）的静息膜电位比 rd1 AII（n=6）
的去膜电位更去极化。



为了更详细地描述MFA对 AII 网络的影响，我们记录了 rd1小鼠的 AII 无

轴突细胞的膜电压。我们的记录证实了 rd1小鼠 AII 的自发振荡活动（Trenholm
et al.2012; Yee et al.2012; Menzler and Zeck 2011; Stasheff 2008），频率范围为 5 15
Hz，与之前的研究一致（Trenholm et al。等人，2012； Yee等，2012； Menzler
和 Zeck，2011； Stasheff，2008； Margolis等，2014）。然后，我们应用MFA
并测量 rd1 AII（n = 4）的振荡频率和膜电位。在我们的实验中，在应用MFA之

后确实消除了振荡（图 1A）。在MFA效应发作期间，随着 AII超极化，振荡的

频率逐渐降低。在MFA冲洗过程中，振荡频率缓慢增加，直到恢复原来的频率，

同时平均 AII 膜电位也增加。图 1B显示振荡频率直接随膜电位变化。

接下来，我们研究了 Trenholm等人（2012）提出的模型是否可以解释MFA
应用期间的这种行为。在由两个具有不同固有电特性的 AIIs和一个 ONCB细胞

组成的网络模型中，表明减小间隙连接电导之后消除了振荡。基于此模拟，已提

出异质AII网络的突现特性作为振荡源。在此模型中，两个AII相互电耦合，ONCB
细胞与 AII 之一电耦合。 ONCB细胞具有超极化激活的阳离子电流，延迟的整

流 K电流和泄漏电流。每个 AII 具有快速的 Na电导，延迟的整流 K电导和泄漏

电导。重要的是，AII 的最大 Na和漏电导率略有不同（有关详细信息，请参见

Trenholm等，2012）（图 2）。

我们在 Trenholm等人（2012年）的模型中降低了间隙连接耦合强度，并观

察到振荡幅度下降，并最终停止振荡。但是，振荡频率在此过程中增加（图 2），

这与MFA引起的实验观察到的降低不一致（图 1）。 Trenholm等人(2012)模型

的行为与我们在实验中观察到的神经元行为明显不一致，这促使我们开发一种替

代模型，来描述 rd1振荡的实验测量参数.
AII在 rd1视网膜中超极化。在仔细检查从 rd1 AII 记录的电压波形后，在振

荡的去极化阶段会出现小脉冲（图 3Ai，插图）（另请参阅 Borowska等人，2011）。
这些振荡与我们先前在野生型 AII 的轻度超极化之后观察到的振荡极为相似

（Cembrowski等，2012）（图 3Aii）。

因为膜电位的超极化对于诱导野生型 AII 的簇放电是必要的，所以我们假设

rd1视网膜中 AII 的体细胞电压相对于野生型 AII 而言是超极化的。因为野生型

AII 是自发的脉冲（在-45至-40 mV范围内，n= 6，也见 Cembrowski等人 2012）
（图 3Aii，在注入超极化电流之前）和 rd1 AII 是自发振荡的（在范围为-65至-50
mV，n=6；图 3Ai），无法直接比较其静息电位。因此，我们比较了存在 TTX
时野生型和 rd1 AII 的静息电位：尽管存在显着的可变性，但 TTX 下 rd1 AII 的
静息电势比野生型 AII 的静息显然更负（-50.2 +2.1 mV，n = 6 vs. -42.3+4.9 mV，
n=4;二值 t检验，P< 0.015），如图 3B所示。

Rd1振荡类似于 AII中的电缆滤波固有簇放电。先前的电生理和计算分析表

明，AII 中记录的小体细胞小穗是在末梢电动房室中引发的完整动作电位的衰减

形式（Cembrowski 等人，2012）。引用的计算分析使用了多房室模型；单室模

型无法充分描述 AII 的峰值（Apollo等人，2013）。



Cembrowski等人（2012年）的多房室模型包括一个体细胞，一个单脉冲过

程，和树突树的其余部分（代表许多单独的房室 ）以及实验约束的膜电导（图

4Ai）。由于 Na 电导仅限于单个末梢脉冲起始位置，因此该位置的全动作电位

仅会在体细胞中引起较小的电压偏转（“小穗”）。实验观察到的超极化 AII 的
簇放电是由 Na电导与抑制脉冲的缓慢 M型 K电导之间的相互作用所解释的：

在簇放电状态下，Na电流产生的快速脉冲会缓慢激活M型 K电流，从而反过来

会使神经元超极化，终止脉冲并完成簇放电。

由于预测在簇放电期间树突和体细胞中的电压相似，因此我们通过将体细胞

和树突聚集到一个单独的小室中，将多室模型简化为三室模型（图 4Aii）。 与

详细的形态学模型一样，脉冲起始位置的内在簇放电会引起在去极化阶段诱导小

脉冲的体细胞中的小电压振荡，（图 4Bii）。

图 4：模拟显示一个 AII的强直性脉冲和簇放电。 Ai：AII的共焦图像（左）和形态详

细的模型（右）。 Aii：AII的简化 3房室模型由三部分组成，分别是一个“起始位置”（IS）
和一个“电缆”（C），该电缆对应于从 AII的初级树突（Ai中的箭头）形成的细神经突分

支，以及一个体细胞（S），代表其他 AII（体细胞和树突）。 Bi：IS中的强直性脉冲会导

致 wt AII模型的体细胞中出现小穗。 Bii：当通过将泄漏逆电势从-10 mV降低到-50 mV使

AII超极化时，为了重现实验观察到的 wt和 rd1 AII的膜电势，模型 AII显示出自发簇放电。



图 5：仿真支持MFA通过 AII的超极化来阻止振荡。 A：模拟向 AII注入超极化电流。

簇放电频率显示为 AII膜电位中点的函数。 B：模拟通过间隙连接耦合到 ONCB的 AII。随

着间隙结的耦合强度降低，簇放电频率也降低。当耦合强度降低到 100 pS时，消除了簇放

电。

rd1 AII 和超极化野生型 AII 中的电压波形之间的相似性使我们得出一个假

设，即 rd1视网膜中的振荡反映了 AII 的内在簇放电性活动，而不是电耦合网络

的某些簇放电特性。下面，我们通过操纵 AII中的间隙连接和 K电导并确定实验

观察到的效果是否与我们的 AII 模型一致来检验该假设。

该模型再现了 MFA对 rd1视网膜簇放电的影响。此新模型的第一个测试是

它是否正确再现了由于使用MFA而导致的减慢和消除簇放电现象。 MFA不仅

影响 AIIs之间的耦合，还影响 AII-ONCB网络。它也减少了 AIIs和 ONCB细胞

之间的偶合（Pan等，2007）。阻断 rd1视网膜中 AII 和 ONCB细胞之间的电耦

合应使 AIIs超极化，因为这些 ONCB细胞(Vm振荡在-50mV, Borowska等人，2011
年）相对于 AIIs 是去极化的（Vm振荡在-65至-50 mV，图 3Ai）。我们的模型预

测，簇放电性 AIIs 的额外超极化将抑制簇放电（图 5A）。这种行为模仿了我们

的实验结果（图 1）。

为了进一步测试这种解释，我们扩展了模型，将间隙连接耦合到被动的

ONCB细胞。我们通过降低 AII和 ONCB细胞之间的耦合强度来模拟MFA的作

用。不出所料，与我们的实验一致，减弱 AII 与 ONCB细胞之间的耦合强度会

使AII超极化，从而降低了振荡频率，然后消除了AII中的振荡（图 5B）。Trenholm
等人（2012）也报道了类似的结果。如果MFA通过使固有振荡的 AIIs 超极化来

停止振荡，那么应该可以在应用MFA之后通过向 AII 中注入去极化电流来恢复

振荡。确实，在实验（图 6A； n= 4）和模型（图 6B）中，体细胞电流注入~15-20
pA均可恢复 AIIs的簇放电。



图 6：应用MFA后的电流注入可恢复 rd1 AII中的振荡。 A：来自 rd1 AII的实验记录，

其中通过 15 pA的去极化电流注入恢复了MFA应用所消失的振荡。 B：模拟对模型 rd1 AII
注入 5 pA的去极化电流，其与 ONCB的间隙连接耦合降低至 100 pS，以模仿MFA的作用。

通过减少间隙连接耦合来消除振荡（图 5B），并通过注入去极化电流来恢复振荡。恢复的

振荡具有典型波形（底部）。

该模型可准确预测 K通道操纵对 rd1视网膜簇放电的影响。我们的模型在簇

放电中为M型 K 电导起着核心作用。因此，我们测试了增强和阻断M型 K 电

导对 rd1视网膜 AII簇放电的影响，以确定这些影响是否与我们的模型预测一致。

首先，我们测试了M-电流激活剂氟吡汀的作用。氟吡汀通过将其激活转移到更

多的负电压来激活M型 K电流（Wu等人，2012）。

在氟吡汀的洗涤过程中，振荡首先降低频率，然后停止（图 7，Ai和 Aii）。

氟吡汀冲洗后，这种情况发生了逆转：静止的 AII 首先开始以低频振荡，然后振

荡频率上升。伴随着频率的变化，振荡的波形得以发展（图 7Ai）。为了量化波

形的变化，我们在膜电位下测量了簇放电的宽度，该电位对应于每次扫描中最大

振荡幅度（长 1,667-ms）的 30％。如图 7，Aiii和 Aiv所示，在氟吡汀洗净过程

中，簇放电变窄了（从 79.3+4.5到 44.9+9.5 ms）。发现氟吡汀的作用是显着的

（通过双向方差分析 ANOVA，P<10 -3）。从生物物理上讲，随着M-型 K电流

的激活曲线向左移动，需要更少的脉冲来生成足以切断脉冲的向外电流。

我们还通过将 M型 K 电流的半激活电压（V1/2）移至更多的负电压来模拟

氟吡汀在 AII 模型中的作用。与实验一致，这种操作降低了簇放电频率，然后使

细胞静止（图 7B）。虽然频率通常随着M-型 K电流的 V1 / 2变得更负而降低，



但

图 7.打开M-型 K电流可降低频率和簇放电长度并停止振荡。A：在 rd1 AII上进行氟吡

汀洗涤的实验。 Ai：氟吡汀洗涤期间 AII膜电位的代表性踪迹。 Aii：Ai中记录的频谱图

显示，在氟吡汀应用下，频率降低，最终导致振荡终止。 Aiii：氟吡汀洗涤末（最终）的簇

放电长度明显小于开始（初始）的簇放电长度（n=3;P<10-3）。 Aiv：典型记录氟吡丁洗涤

过程中的簇放电长度。对于每条 1,667毫秒长的扫描（Ai中的虚线），测量的长度为最大振

荡幅度的 30％。 “初始”和“最终”指示在何处测量初始和最终簇放电长度。 B：通过向左移

动M电导的半激活电压 V1 / 2来模拟氟吡汀的应用。Bi：AII模型的代表性膜电位迹线。随

着频率的降低，每个簇放电的脉冲数量也减少，导致簇放电长度减少。 Bii：在模型中，簇

放电频率随着M电导的半激活电压 V1 / 2的降低而降低。离散跳跃对应于每个簇放电的脉冲



数目的减少。最终，AII变得静止。

在 V1 / 2 =-42 mV和 V1 / 2= -45 mV附近也存在离散的跳跃（图 7Bii）。这些跳跃

的发生是由于每个簇放电的脉冲数量减少。在实验中，各个脉冲串变化太大，以

至于无法识别此类细节（参见图 3Ai）。但是，与实验一样，簇放电宽度减小了

（图 7Bi）。

为了确定对抗 M-型 K 通道如何影响 rd1 振荡，我们使用了 LP（请参阅

Cembrowski等人 2012）。阻断M-型 K电流会降低簇放电频率（图 8，Ai和 Aii；
n= 5）。 但是，簇放电持续时间从 87.4+ 41.1增至 175.0+ 34.7 ms； 这与氟吡汀

对簇放电持续时间的作用相反。尽管在整个记录的细胞中有明显的变化，但增加

还是非常显着的（P <10-3；图 8，Aiii和 Aiv）。 与该观察结果一致，当最大M
电导减小时，计算模型还产生了较低的簇放电频率和较长的簇放电持续时间（图

8B）。这是可以预期的，因为已确定M-型 K电流是终止脉冲的原因（Cembrowski
等（2012）。

在模型中，减小M-型 K电流会导致簇放电持续时间无限制地增加，并最终

变为强直脉冲。然而，在实验中，LP 并不能消除所有振荡，也不会引起强直性

脉冲。相反，当簇放电持续时间增加到超过~200 ms时，会发生向另一种低频（~1
Hz）振荡的过渡（图 8Ai，底部和 9B）。翻越这些缓慢振荡之上的是更快，不

规则的 5至 10 Hz的脉冲簇放电。这些簇放电让人想起在没有 LP的情况下观察

到的 rd1特征振荡。当首先通过应用 L-AP4使 ONCB细胞超极化时，也观察到

了这种现象，而 L-AP4本身并不会阻止 rd1视网膜的振荡（Borowska等，2011）
（n=6）。由于这种过渡到质量上不同的振荡类型，由 LP 引起的簇放电持续时

间增加的测量取决于过渡时间的确定。我们使用持续时间变异性的突然增加作为

该过渡的标准。

当抑制被阻断时，慢频率振荡在频率和形状上均类似于在大鼠，小鼠和金鱼

视网膜的 ONCB细胞中观察到的慢的 Ca通道介导的振荡（Ma和 Pan 2003；Yee
等人 2012； Eth等，2012；Zenisek 和Matthews 1998）。为了测试慢振荡是否

确实是由 Ca通道介导的，我们在确定了 LP诱导的慢振荡后（在 L-AP4存在 n=4
之下）应用了镉（Cd2）和镍（Ni2）这两种非选择性电压门控 Ca2+通道阻滞剂。

LP引起的慢振荡的特征形状和频率被 Ni2+和 Cd2+破坏，支持我们的假设：在 LP
应用下出现的慢振荡需要Ca通道，因此是由不同于~10 Hz振荡的机制引起的（图

9）。

因此，阻止或增强M-型 K电导可以消除 rd1 AIIs中的特征性 5至 10 Hz的
振荡（图 7和 8）。观察到的振荡频率和簇放电持续时间的变化是由我们的单个

AII 模型预测的。这表明，缓慢的 M-型 K电流在产生 rd1振荡中起着与在野生

型 AII 中产生簇放电具有相同的关键作用。

注意，Trenholm等人（2012年）研究了不包括M电流，因而不允许任何与

这些实验有关的预测的模型。



图 8：阻塞M-型 K电流会降低频率并增加簇放电长度。A：在 rd1 AII上进行盐酸利尼

哌啶（LP）洗涤时的实验。 Ai：在 LP 洗涤过程中 AII膜电位的代表性踪迹。对应于~1 Hz
频率（底部）的迹线具有一个特征波形，该特征波形由跨越期和平稳期组成，与典型 rd1振
荡的波形不同。 Aii：Ai 中记录的频谱图显示，在 LP 应用下，频率降低，最终达到~1 Hz
的极低频率。 Aiii：LP洗涤过程中的初始和最终簇放电长度显着增加（n=5，P <10-3）。最

终簇放电长度是在过渡到~1-Hz 振荡之前测量的。 Aiv：在有代表性的记录的 LP 清洗期间

簇放电长度增加。对于每个 1,667ms长的扫描，测量的长度为最大振荡幅度的 30％（Ai中
的虚线）。初始和最终指示在哪里测量初始和最终簇放电长度。 B：通过减小M-型 K电流

最大电导 gM来模拟 LP 应用。 Bi：AII模型的代表性膜电位踪迹。当簇放电频率降低时，

每个簇放电的脉冲数量增加，从而导致簇放电长度增加。 Bii：在模型中，簇放电频率随着

M电导的降低而降低。离散跳跃对应于每个簇放电的脉冲数量的增加。低于 gM =0.015 S / cm2，

AII表现出强直性脉冲。



图 9：阻塞 Ca2+通道会破坏低频振荡。 A：在 LP 和 Ca2+ 阻滞剂下 rd1 AII的代表性记

录。 不受 L-（+）-2-氨基-4-膦酰基丁酸（L-AP4; A）影响的 rd1振荡特性被 LP破坏，并被

低频振荡（B）取代。 Ni2+和 Cd2+（C）消除了低频振荡。

AIIs的固有振荡不改变地传播到 rd1视网膜的神经节细胞。在 rd1视网膜中

的视网膜神经节细胞（RGCS）中也观察到 5至 15 Hz的振荡。这些振荡反映了

节律性突触输入（Margolis等人 2008; Borowska 等人 2011; Menzler和 Zeck 2011;
Stasheff 2008; Ye和 Goo 2007; Yee等人 2012），以及 ON和 OFF alpha RGCS中

活性的反相关暗示 AII 是这种突触输入的主要贡献者（Margolis等人，2014）。

在这里，已经找到了证据支持 AIIs 的 rd1振荡是由它们的M-型 K电导固有地产

生的，接下来，我们通过测试 LP 和氟吡汀对 d1视网膜中 RGCS的振荡的影响，

研究了这些 AII 振荡是否确实是 RGCS振荡的起源。振荡是通过 rd1整个视网膜

上的单个 alpha神经节细胞内记录以及通过MEA的单个和多个细胞外记录来测

量的。

氟吡汀和 LP都破坏了在 ON和 OFF alpha RGCSs中在整个细胞结构中记录

的振荡突触电流和膜电位。观察到的频率和簇放电持续时间的变化与 AII振荡的

变化一致；氟吡汀消除了频率和簇放电持续时间减少后的振荡，而 LP在消除 rd1
振荡之前降低了簇放电频率并增加了簇放电持续时间。在氟吡汀和 LP下神经节

细胞膜电位的代表性迹线以及它们的频率和簇放电持续时间变化示于图 10，Ai，
Aii和 Aiv，以及 Bi，Bii和 Biv。图 10 Aiii和 Biii显示了氟吡汀和 LP下簇放电

持续时间变化的集合数据。在接受 LP（n= 4）治疗的视网膜中，神经节细胞簇

放电的宽度增加了（从 38.5 +27.8 增至 305.3+108.5 ms，P<10-3）。在氟吡汀作

用下的四分之三的细胞中，簇放电宽度降低（从 51.7 +12.4降至 17.4 +8.4 ms，
P<10-3）。在一种情况下，氟吡汀的应用几乎立即消除了振荡，因此不可能观察

到簇放电持续时间的缓慢变化。另外，在氟吡汀处理过的四分之三的细胞中，在

细胞变得静止之前，簇放电频率变得不规则。但是，在所有情况下，氟吡汀的应

用后，脉冲的频率降低。



图 10：视网膜神经节细胞（RGCS）中细胞内记录的 rd1振荡的变化与M-电流激活剂

和阻断剂作用下的 AII中的变化类似。A：在氟吡汀的存在下，RGCS 的 rd1振荡被破坏。Ai：
氟吡汀下代表性的 RGCS膜电位。 氟吡汀降低了振荡频率（Aii）并降低了簇放电持续时间

（Aiv）。 Aiii：氟吡汀洗涤期间初始和最终簇放电长度显着减少（n=3，P<10-3）。 B：在

LP存在下，RGCS中的 rd1振荡被破坏。 Bi：LP下代表性的 RGCS 膜电位。 LP导致振荡

频率（Bii）降低，簇放电持续时间（Biv）增大。 每次持续 5 s的扫描是平均簇放电持续时

间。 Biii：LP冲洗期间的初始和最终簇放电长度显着增加（n=4; P<10-3）。



在细胞外电极记录中，我们研究了每单单位以及多单位活性（MUA）中存

在的振荡。在 LP应用下，单个和多个活性都与 AII 振荡的变化一致。代表性的

单个单位活性在图 11A中示出。显然，LP下的振荡比 L-AP4和冲洗条件下的振

荡慢。同样，在 LP下，峰值间间隔显示的非零峰值（810毫秒）比在 L-AP4或
冲洗下更高。图 11B显示了单个单位的综合簇放电统计。在 L-AP4（n =61）下，

单个单位簇放电长度的中位数为 49 ms，四分位间距（IQR）为 45-59 ms。这些

振荡的频率中值为 6.2 Hz，IQR为 4.8 - 6.7 Hz。使用 LP时，单个单位的簇放电

长度（n=18）增加到 64 ms，其 IQR范围从 40到 120 ms。这些振荡的频率下降

到中值 1.37 Hz，IQR为 1.08-1.6 Hz，这与我们在 LP下从 AII 观察到的一致。然

后，对于冲洗条件，单个单位的振动频率（n = 34）增加返回接近为初始 L-AP4
条件找到的值，并且平均簇放电长度降低至 51 ms，IQR为 39-67 ms.

我们还检查了 LP对MUA 的影响。 图 12A中MUA的频谱图表明，LP应

用减慢了MUA振荡。 基于MUA，在 L-AP4条件下（n 52）的振荡通道的中值

振荡频率为 7.5 Hz，IQR为 4.8–9.6 Hz。 对于 LP条件（n 70），振荡通道的中

值频率为 1.75 Hz，IQR为 1.2–4.8 Hz。 然后，对于冲洗条件（n 66），我们观

察到振荡频率朝着其初始值增加（图 12B）。

在氟吡汀下也进行了细胞外记录（2个实验），我们观察到完全消除了振荡

或降低了簇放电频率。 但是，我们在此未报告氟吡汀对 RGCS的簇放电活性的

细胞外记录摘要统计信息，因为在这种情况下，我们没有分离出统计学上显着数

量的单个单位（n=7）
总之，细胞内记录，单个单位细胞外记录和多单位细胞外记录均显示在 LP

和氟吡汀下消除了 RGCS中的振荡活性。此外，RGCS的簇放电频率和簇放电持

续时间的变化与 AIIs一致，这提供了强有力的证据证明 RGCS的振荡确实来自

rd1视网膜的上游 AII 细胞。

讨论

实验和计算相结合的方法用于检验 rd1视网膜内 AII振荡是固有的以及快速，

去极化 Na和慢速，超极化 M型 K电导之间相互作用的结果的假设。在这种情

况下，振荡是由于 rd1 AII 相对于野生型 AII 超极化而在末梢房室中自主簇放电

的结果。我们分析了 AII 的房室模型（Cembrowski等，2012），以预测 AIIs对
M-型 K电流的药物处理的预期电生理反应，并进行了这些实验。计算和实验结

果相结合，完全符合我们的假设。此外，神经节细胞的单细胞和多电极阵列记录

表明，改变的 AII 活性未改变地传播到神经节细胞。我们的结论是，在 rd1视网

膜中神经节细胞的振荡输出反映了 AII 无轴突细胞的内在特性。

rd1视网膜神经元簇放电的潜在机制。 rd1视网膜中间神经元中的自发振荡

活性已经在许多研究中得到了证明（Borowska等，2011； Margolis等，2014；
Toychiev等，2013；Trenholm等，2012）。因为阻断 AIIs 之间以及 AIIs 与 ONCB
细胞之间的电传递会抑制它，所以该活性已被表征为异质神经元网络的新兴特性

（Trenholm et al。2012）。



图 11：单个 RGCS的细胞外记录显示消除了M-电流阻滞剂下的振荡。A：代表单个单

位。Ai：在 L-AP4，LP和冲洗条件下的代表性单个细胞的条形图，以及它们的（Aii）峰电

位间距（ISI）分布，对于 L-AP4 /冲洗和 LP条件分别具有 15-ms和 30-ms仓位大小 。在

LP条件下，ISI分布的非零峰值出现在~810 ms内，这明显高于 L-AP4（180 ms）和冲洗（210
ms）下的峰值。 与 L-AP4和冲洗条件相比，LP 下的条形图还显示出较慢的节奏活动。 B：
单个单位的簇放电统计。 Bi：L-AP4，LP和冲洗条件的平均簇放电长度。 Bii：L-AP4，
LP和冲洗条件的振荡频率。

然而，我们的研究支持一个不同的结论：rd1视网膜的振荡主要由 AII 无轴

突细胞的内在特性解释，与野生型 AII 中所观察到的相比，它们具有超极化的电

势（图 3）。我们的 AII 房室模型预测的许多实验结果都支持这种说法。特别是，

rd1视网膜中 AII的簇放电波形非常类似于由超极化引起的野生型 AIIs的簇放电

（图 3）。我们的房室模型会重现这些簇放电，这使我们能够预测簇放电的特征，

特别是M型 K电流所起的作用，然后可以进行实验测试。



图 12：细胞外记录的多单位活性（MUA）显示 RGC振荡对M-型 K电流的依赖性。MUA
振荡分析。 A：在 L-AP4和 LP条件下，通道MUA振荡示例。光谱图以 5-s长的扫描间隔，

重叠 2.5-s。 对于 MUA， L-AP4 条件下有 52个通道具有振荡活性，LP 条件下有 70 个通

道具有振荡活性，冲洗条件下有 66 个通道具有振荡活性。 B：L-AP4，LP 和冲洗条件下

MUA振荡频率的箱线图。

我们的模型表明，增强M-型 K电流将首先减少簇放电持续时间并降低振荡

频率，然后消除振荡，阻塞M-型 K电流将增加簇放电持续时间并降低振荡频率，

我们的实验证实了这些预测（图 7 和 8）。在神经节细胞中也观察到了 M-型 K
电流的药理作用的相应作用（图 10 12），这表明 AII 中的活性未改变地传播到

神经节细胞。

在我们的模型中初始地产生了 AII 的簇放电，这表明 rd1小鼠中 AII 的超极

化可能是振荡的主要原因。由于我们的模型是在对野生型 AII 的研究中开发的

（Cembrowski等人，2012），因此我们建议 rd1视网膜中的 AII 在功能上与野生

型 AII 类似。与此概念一致，TTX阻止了 rd1 AII 中的簇放电，就像在野生型 AII
中一样（Cembrowski等人 2012； Trenholm等人 2012； Margolis等人 2014）。

但是，Menzler和 Zeck（2011）使用的 TTX浓度较低，并未消除与 rd1小鼠神经

节细胞振荡相关的局部场电势振荡。

总而言之，rd1振荡是电缆过滤的脉冲串，由快速脉冲产生的 Na 和缓慢激

活的M-型 K电导之间的相互作用产生。当在野生型视网膜中将 AIIs 相对去极化

时，细胞表现出自发的强直性脉冲，而过多的超极化会使细胞进入静止状态。但

是，介于两者之间的膜电位范围会导致 AII 中的自动簇放电。

正如其他人所观察到的那样（Trenholm等人，2012），在我们的实验中，

间隙连接的阻碍剂变慢，然后阻止了 rd1视网膜的振荡（图 1）。我们的模型也

对此进行了预测（图 5）。此外，我们的模型进一步预测，并且我们的实验证实，

可以通过注入去极化电流来恢复存在MFA的单个 AII 的簇放电（图 6）。这支

持了振荡是由单个的AII引起的，而不是由先前提出的网络效应引起的（Trenholm



et al。2012）。根据这些结果，我们认为，MFA的主要作用是通过消除 AIIs 与
更多去极化 ONCB细胞的偶合作用来实现 AII 的超极化。因此，我们的研究支

持以下结论：AII 之间的同型电耦合不会促进 AII 的簇放电，AII 与 ONCB细胞

之间的异型电耦合主要是相关的，因为它会影响 AII 的膜电位。

图 13：FitzHugh-Nagumo 型 Ca2+模型介导了与 AII 耦合的 ONCB 中的慢振荡。在这个

模拟中，
 gM以 S型的方式减少，模仿 LP应用程序。脉冲持续时间增加，当它达到一个临

界值时，波形从特征的 rd1振荡过渡到性质不同的慢振荡
。如上图所示，每次突刺的数量

随着下降
 gM而增加。

慢的 Ca通道依赖性振荡。我们发现，应用M-型 K电流阻碍剂 LP可以降低

振荡频率并延长簇放电持续时间，与我们的模型一致（图 8）。然而，LP 也会

在似乎涉及 Ca通道的 AII 中引起缓慢的（~1 Hz）振荡（图 9）。这些缓慢振荡

的簇放电频率和波形类似于先前在孤立的ONCB细胞中观察到的Ca通道依赖性

再生活性（Ma和 Pan，2003年），以及在抑制被阻滞时在整个视网膜中观察到

的现象（Yee等，2012）。我们推测，在 LP存在下增强的簇放电持续时间可能

会允许 AII 中的活性触发 ONCB细胞中的此类再生事件。反过来，ONCB细胞

中的再生事件会调节 AII 电压。

为了说明这种情况的可行性，我们扩展了被动 ONCB 细胞模型，使其包含

FitzHugh-Nagumo类型的简单模型（Fitzhugh 1961），以允许发生再生事件。活

跃的 ONCB细胞与模型 AII 耦合（Choi 2014）。在该模拟中，减小最大的M型

K电导以模仿 LP的施加会导致从短脉冲突然过渡到更长的去极化事件，在这些

事件上叠加了脉冲（图 13）。但是，我们没有评估该模型是否涵盖了实验观察

到的由 LP引起的缓慢振荡过渡的所有方面。尽管这是一个有趣的问题，但我们

认为它超出了当前工作的范围。

图 13. Ca2+介导的 ONCB与 AII 耦合的慢振荡的 FitzHugh-Nagumo 型模型。 在

此仿真中，gM以类似于 LP应用的 S形形式降低。簇放电持续时间增加，并且当

达到临界值时，波形会从特征 rd1振荡过渡到定性不同的慢速振荡。如图所示，

随着 gM降低，每个簇放电的脉冲数量增加。



图 14：在模型中，对 ONCB注入去极化电流可抑制耦合的 AII中的簇放电。 A：被动

ONCB以 750 pS的耦合强度耦合到 AII 细胞。 B：当前在 ONCB（Bi）中注入 20 pA的电

流可使 ONCB（Bii）去极化，并消除了耦合的 AII（Biii 和 Biv）中的簇放电。

临床意义。最近的一项研究表明，MFA阻断了 rd10小鼠视网膜的特征性振

荡活性，而 rd10 小鼠的视网膜退化表型不如 rd1小鼠严重，并且改善了从存活

的光感器到神经节细胞的信号传递（Toychiev et al.2013）。但是，由于间隙连接

介导了许多不同类别的视网膜神经元之间的相互作用，因此这一发现难以解释。

因此，阻塞所有间隙连接可能不是最有利的治疗手段。

我们的研究表明，MFA的应用不是通过解耦 AII 网络，而是通过对固有活

性 AII 进行超极化来消除振荡。因此，以其他方式操纵 AII 的静息膜电位可能是

恢复恶化的视网膜中信号的有效且良性的方式。将光敏性引入双极细胞（Lagali
等，2008； Doroudchi等，2011）或用视网膜假体刺激它们（Stingl等，2013），

可能足以减少 AII 的超极化并防止其簇放电。

在最近的光遗传学实验中，通过电穿孔（Lagali 等，2008）或病毒载体

（Doroudchi等，2011）在 ON双极细胞中引入通道视紫红质-2表达已成功地恢

复了光诱导的生理和行为反应。因此，研究这种光敏度在抑制 rd1振荡方面的有

效性将很有趣。为了预测 ONCB细胞需要多少去极化来抑制振荡，在我们的电

耦合到 750 pS的AII细胞的被动ONCB细胞模型中，通过电流注入模拟了ONCB
细胞的去极化（图 14） ）。在我们的模型中，电流注入 20 pA 会导致耦合的

ONCB产生~20 mV的去极化，抑制了 AII 中的振荡活动并引起了强直性脉冲。

尽管耦合强度和耦合 ONCB细胞数量的可变性使我们无法预测所需的精确去极



化量，但此模拟预测 ONCB细胞中~20 mV的去极化足以消除耦合 AII中的振荡。

当前在ON双极细胞中引入光敏性的方法是否可以将 rd1视网膜带入非簇放电状

态将是未来工作的有趣话题。
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