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概要

几种视网膜中间神经元表现出峰发放，但缺乏轴突。一个这样的神经元是 AII 无
轴突细胞，在细胞体上记录的尖刺表现出小振幅(< 10mV)和宽时间进程(>5 ms)。
在这里，我们使用电生理记录和计算分析来检查这种非典型刺突的机制。我们发

现，体细胞尖峰很可能代表了在单一的、电强直的远端树突房室中开始的大型、

短暂的动作电位样事件。在同一房室中，脉冲经历缓慢调制，可能是通过M-型
K电导。与该隔室相关的结构是一个从初级树突延伸出来的薄的神经突：局部应

用 TTX或切除该神经突可以消除刺突。因此，AII 无轴突的生理比从形态学描述

和体细胞记录中预期的要复杂得多；特别是，AII 拥有一个单一的树枝状结构来

控制它的放电模式。

介绍

在哺乳动物视网膜中，AII 无轴突细胞将杆驱动的突触输入从杆双极细胞分

配到视网膜神经节细胞 ON和 OFF。通常被称为杆状大腺细胞(Strettoi 等人， 1
992)，最近的研究表明，AII 也在锥介导的视觉中起作用(Manookin 等人， 200
8；Mu nch等人，2009)。因为 AII 在产生视网膜输出的大部分平行通路中同时

在视杆和中介视觉中工作，理解 AII 对理解视网膜内部的信号至关重要。

全神经元是一种非常规神经元：它没有轴突，只有一个体细胞和一棵复杂的

树突树(Strettoi 等人， 1992；冢本等人，2001；Veruki等人，2010)。一项理论

研究表明，小尺寸的全钛(&lt；端到端距离 100毫米)使其电紧张紧凑(Vardi和 S
mith, 1996)。事实上,最近的实验证据表明,各年代树突出现作为一个处理单元：r
od-driven突触输入生成同步输出的开关通路尽管这些输出的位点在物理上独立

的部分树突树(墨菲和里克、2006、2008；Strettoi等人，1992；Tian等，2010)。
然而，AIIs的一些峰放电特征与 AIIs 的电强光致密性不一致。AIIs 本身的峰放

电速率很高(高达数百赫兹)，身体记录的峰放电很小(<10 mV)，很宽(>5 ms)，



并且能够叠加(Boos等人，1993；Tamalu和Watanabe, 2007；Tian等，2010；Ve
ruki和 Hartveit, 2002a, 2002b)。目前还不清楚这种非典型的尖峰波形是如何在

致密(即等电位)神经元中产生的，因为体细胞记录中重叠的尖峰通常与多个电独

立的树突位置的尖峰产生有关(Oesch等人，2005)。然而，AIIs 中存在多个刺突

起始位点的说法与最近的观察结果不一致，即 Na通道在 AIIs 中的表达集中在单

个树突过程中(Wu 等人， 2011)。

图 1：体感记录的全区棘突似乎反映了远端起始(A) (i)自发发生的静止棘突表现出小振幅和

定型波形。(ii) STC 超极化后，小电流阶跃引起了叠加的峰放电簇放电。较大的电流台阶引

发了滋补放电。(iii)簇放电和滋补尖峰的扩展观点。(B) (i) TEA 抑制了植株的恢复，适度增

加了初穗高。(2) TEA 和 4AP 使穗高显著但小幅增加(TEA：相对对照 114±4%；4AP： 133±

14%相对于对照组；每种情况 n = 4 个细胞；p<0.05；误差条表示 SEM)。(C)在电压箝位结构

中，从-80 到-50 mV 的超阈值步骤诱发了野生型(i)和缝隙连接敲除(ii)小鼠 AIIs 中再生的、定

型的内向事件。在野生型 AII 中，在 TTX 存在的情况下，注入单个内向事件作为去极化电流，

引发了类似于控制条件中的峰放电的波形(iii)。在 TTX 中注入一系列再生事件，引发了类似

于簇放电波形的叠加峰放电(iv)。

在这里，我们将电生理记录与计算分析相结合，以阐明 AII 的非常规解剖和

电生理特征。我们发现 AII 膜不是等电位的，也不是从多个树突位置出现的尖峰。

相反，棘突似乎起源于单一的、电强直的远端部位，这表明 AII 有一个像传统轴



突起始节一样的树突房室。在这个位置，与 m - K型电导一致的缓慢负反馈机

制调制尖峰。我们的结果澄清并扩展了之前对 AII 的分析(Wu等人，2011)，并

阐明了哺乳动物视网膜中最常见的抑制性中间神经元的意外电紧张结构(Jeon等
人，1998；Strettoi和Masland, 1996)：全脑区(AII)的尖刺起源于其复杂的树突乔

木发出的单个神经突，在体细胞观察到非常规放电模式是由电紧张远端传统 Na
和 K电导的相互作用控制的。

结果

AIIs 表现出小幅度的强音和簇放电力

我们首先在适应光的视网膜中记录了 AIIs的峰放电。与以前的研究不一致

的是，小穗表现出刻板的波形，在超极化后缺乏(Boos等人，1993；Tian等，20
10；Veruki and Hartveit, 2002a, 2002b；Wu等，2011；图 1 ai)。此外，当超极

化到阈值(Vthres约 60 mV；通过在中注入超极化直流阈值电流或-30到-80 p
A的“STC”)，小去极化引起簇放电放电(图 1Aii,iii)。在簇放电期间，高频尖峰叠

加。当 STC上施加更大的电流步骤时，簇放电行为被消除，AIIs 呈强音上升。

因此，AIIs 既可以表现为瞬态放电，也可以表现为脉冲放电，且放电方式与

电压有关。这一发现提供了一个有用的。

电导不强烈限制穗高

为了开始理解 AII 的电结构，我们首先提出了一个简单的问题：为什么 AII
的身体记录峰放电相对于那些经典神经元小?小尖峰可能反映了电压门控 Na电
导介导的快速 K电导衰减去极化(Scott 等人， 2007)。这一方案是合理的，因为

AII 中的 K电流显示出显著的 A-型成分(Boos等人，1993；Tian等，2010)。然

而，用 TEA或 4-AP阻断 A-K型电导，只会在爆炸中产生初始尖峰高度的微小

增加(图 1B；请参阅实验程序了解为什么使用初始峰)。
作为一种替代方法，刺突可以通过形态阻塞点或漏突在一个或多个与体细胞

电强电隔离的树突室中启动。因此，在体细胞上记录的小刺突可能代表较大的、

树突起始的刺突的衰减版本。

在这里，我们为这一断言提供了实验证据：在电压箝位中，躯体保持电位从

-80 mV到-50 mV的一个步骤引发了再生的、ttx敏感的内向动作电流(n = 4，
图 1Ci)。为了排除 AII之间电耦合导致电压控制不良的可能性，我们记录 Cx36-
/-mouse中 AII 之间相同的未箝位动作电流，其中 AII 之间的电耦合不存在(n =
4/4，图 1Cii；迪恩斯等人，2002)。因此，我们得出结论，在全细胞内的大多数

电压门控 Na通道必须位于一个(或多个)电紧张位点远端细胞体。

为了研究这些 Na电流是否是小穗的来源，在有 TTX存在的情况下，通过记

录移液管注入记录的 TTX敏感动作电流。单个动作电流波形引起类似于小穗的

电压响应(图 1Ciii)，而注入一系列动作电流引起类似于簇放电的叠加尖峰(图 1C
iv)。这些结果表明，在电压钳中观察到的动作电流是在电流钳的尖峰下，因此，



即使当体电压保持固定时，尖峰也会发生。

图 2：慢调制是双向的，表现为一个时间尺度，并且是远端。(A)对单个试验(i)和整个试验(ii)

的平均值，在+ 75pA(蓝色)或 -75pA(绿色)电流注入后，全图的复极化显示。分别响应表现为

瞬态后超极化和后去极化，时间过程相似。(B)较长时间窗口的响应没有显示任何进一步的

适应(所描述的平均响应)。(C) TTX(红色)在两个协议中强烈减少电流偏移后的瞬态行为。显

示了个体试验(i)和平均响应(ii)。

峰放电在单一时间尺度上双向调制

一般来说，内在簇放电需要由较慢电导的负反馈调制的再生尖峰(Izhikevich,
2007)。为了开始描述 AII 中运行的慢电导，首先我们评估了它的活跃电压范围。

我们考虑了两种可能的情况。第一，慢电导可能需要超极化才能起作用，这可能



解释了为什么细胞会在超极化后簇放电(图 1Aii,iii)。第二，慢电导也可能在更多

的去极化电位中活跃，因此双向调制尖峰；特别是，由于电导的缓慢适应，从去

极化返回应该抑制放电。

为了区分这两种情况，我们检查了大的超极化或去极化电流注射后在电流偏

移下的后电位。在所有被测试的 AIIs中(n = 6/6)，观察到瞬时双向调制：在超

极化返回后诱发快速叠加的脉冲(去极化后)，而去极化后脉冲被瞬时抑制(去极化

后)(图 2Ai，单次试验；图 2all，平均响应)。重要的是，这些后去极化和后超极

化在持续时间上是可比较的：这一发现表明，单个电导可能是这两种特性的基础。

最后，它们的时间尺度与阈值附近自发的再生簇放电相似(图 1Aii)。
对于先前协议中的一个单元子集(n = 3/6)，我们通过跟踪电流偏移后 7 s的

电压响应来寻找更长的时间尺度上的额外适应。对于所有检测过的细胞(三组中

的三组)，我们没有发现有其他适应的证据(图 2B)。

慢调制发生在躯体远端

相对于躯体，慢电导的位置在哪里?如果位于接近体细胞的电紧张电位(因此

控制由体细胞电压控制)，应用 TTX应消除尖峰，但不能消除潜在的缓慢后电

位。或者，如果慢电导位于远端(例如，接近再生电导)，TTX可能通过阻塞驱动

慢调制的大局部电压尖峰对后电位产生很大影响。

我们发现，用 TTX阻断 Na通道强烈地减少了瞬时去极化后和超极化后(示
例踪迹，图 2Ci；平均响应，图 2Cii)。这一发现支持了我们的断言，即慢电导位

于体细胞的远端，并可能在刺突起始位点发现。

TTX阻断了后去极化和后超极化，这一事实再次与这两种效应一致，可能

归因于单个电导。然而，由于这些发现只是间接地支持了这一断言，我们接下来

寻求直接识别导致这两种现象的单一电导。

慢电导表现为 M - K 型电导

AIIs中的慢电导调制簇放电类似于M型 K电导，原因有三。一是在峰阈附

近活跃，并双向调制峰；二是后电位的时间尺度与其它体系的M型电流动力学

相似；三，后电位之后没有发生进一步的适应，这与M通道的非失活性质一致(A
dams 等人， 1982a；Robbins等人，1992年)。因此，我们对M型 K电导与 Na
电导相互作用产生爆破行为的假设进行了检验。我们用M型 K通道拮抗剂盐酸

linopirdine (LP；30 mM) (Aiken 等人， 1995；Schnee和 Brown, 1998)，并观

察了对簇放电持续时间的影响：如果M型 K电导对终止簇放电至关重要，LP
应增加簇放电持续时间。

LP存在时，诱发簇放电的持续时间延长(n = 7)。在 7个 AIIs 中，有 3个 A

IIs的峰放电/簇放电增加，并维持簇放电(对照 vs LP峰放电/簇放电：3.9±1.1 v

s 15.3±3.0；n = 3；p< 0.05；图 3A和 3B)。在 7个 AIIs中的其余 4个，簇放



电完全被消除，细胞在去极化后只出现强直尖峰(图 3C)。LP在脉冲内没有影响

峰放电的高度，表明它没有在任何明显的程度上阻碍 a - K型电导(网上可获得

的图 S1G)。

图 3。药物操作的结果与 M 型 K 电导(A)的调节一致，LP增加了所有部位的尖刺/簇放电。(B)

未显示完全丧失簇放电模式的细胞的汇总数据(对照组 vs LP 峰放电/簇放电：3.9±1.1 vs 15.

3±3.0；n = 3；p<0.05；(C)一个全 AII 的示例痕迹，爆破被取消(总共 n = 4)。(D)在 TTX 存在

时，一个全 AII 在 2 秒内从-75 上升到+75 pA(黑色)，施加 LP后(红色)。在电流偏移(ii)之后，

在 LP 存在的情况下，小的后超极化被消除。(E)在控制和 LP 中，将斜坡响应划分为 5 mV 电

压区间后，输入电阻的总结(见实验程序；电压间隔-55mv 以下,p>0.05；否则 p<0.05；10 个

单元中只有 5 个单元的控制和 LP 电压至少达到- 40 mV， [-45 mV，-40 mV]数据点表示来

自该单元子集的数据；其他时间间隔 N = 10)。(F)加入 LP后静息电位变化概况(对照：-45.2

±1.5 mV, LP：-39.2±2.0 mV；n = 10；p<0.01)。所有误差条表示 SEM。参见图 S1。



图 4：计算模型捕获性能的实验观察到飙升只有当存在一个起始点(A)实验记录动作电流(i)

和(ii)。(B)模型与一个起始点(见表 S1)复制实验行为在两个电压——(i)和 current-clamp (ii)。

(C)和两个模型起始位点产生的模拟体细胞记录是无序的，与实验结果不一致。(D)在起始位

点施加 1 ms, 10 pA 的电流脉冲可以诱发单一的树枝状突刺，而在体细胞注入 STC 则可以阻

止其产生。如图所示(i)，以及相对于起始位点的躯体反应的扩展视图，以说明随时间进程的

变化(ii)。

另外，我们研究了 LP如何通过向记录的 ai注入电流梯度来影响输入电阻和

静息膜电位。这些记录是在 TTX存在的情况下进行的，以防止峰放电的变化干

扰这些测量。LP去极化 AIIs，并在去极化电位为 55 mV时增加 Rn(图 3Di)。对

于电流偏移后超极化明显的记录(十个 aii中有六个)，LP要么降低了它们的振幅(n
= 2/6)，要么完全消除了它们(n = 4/6)(图 3Dii)。这些结果与 LP阻断M型 K
电导是一致的。

使用Ba2+ (250 mM)阻断M型K电导得到了定性相同的结果(Adams 等人，

1982b；Kotani等，2000；图 S1A-S1C和 S1G)，以及高亲和力拮抗剂 XE-991
(10 mM) (Wang 等人， 1998；Zaczek等人，1998；数字 S1D-SG)。此外，我们

消除了其他非M型 K电导(电压门控 Ca通道、持久 Na chan通道、HCN通道和



Ca门控通道；图 S1H和 S1I)。因此，这些发现表明，尖峰经历缓慢调制从M型

K电导完全。

尖峰只在一个单独的房室中产生

先前的结果表明，刺突是通过远端细胞体的电紧张电位产生的，但没有说明

独立刺突起始位点的数量。因此，我们采用了全成分的分区模型(受之前实验的

限制；参见实验程序和表 S1)，以检查一个或多个远端起始位点的活性如何反映

在体细胞反应中。对模型 AII 进行相同的注入电流和实验施加的电压步骤(图 4A)，
并对模拟和记录的响应进行比较。

具有单一起始点的模型模拟响应再现了实验中看到的尖峰特征(图 4B)：电压

步骤引发重复的、刻板的动作电流，电流注入引发重叠尖峰的簇放电，尖峰间间

隔显示出明显的难处理性质。然而，具有两个起始位点的模型未能再现实验数据

(图 4C)。具体地说，动作电流与尖峰表现出随意叠加，尖峰之间的不应期被消除。

加入额外的尖峰区(>2)导致模型的预测进一步偏离实验响应。因此，这些模拟证

明了单一的，远端刺突起始位点的存在。

模型捕捉并阐明实验记录

在验证了一个起始位点的简单 AII 模型可以捕捉到 AII刺突的基本性质后，

我们通过模拟图 1-3的实验，证实了该模型的稳健性，并利用该模型对这些结果

进行了机理分析。

首先，我们发现模型 AII 在峰阈值附近表现出带有叠加峰的簇放电，而强直

峰出现在更高的电位中(图 5A，参见图 1A)。簇放电由快速放电引起，逐渐被缓

慢 K电导的吸收所淹没；当缓慢的 K电导不能完全抑制尖峰时，在更多的去极

化电位下发生强直放电(图 S2A S2D)。
其次，模拟 K通道的拮抗作用概括了实验结果(图 5B, cf.图 1B)。模拟 2mM

TEA (Tian 等人， 2010)， A- K型电导降低 75%后，初始穗高略有增加。此

外，这种 A - K减少还产生了与实验中看到的类似的扰动簇放电波形；这种体

细胞反应代表了恢复受损后的滤波起始点电压(图 S2E和 S2F)。相反，降低或完

全消除慢 K电导并不会改变初始峰放电高度(参见图 S1)。
第三，AII 模型捕获了瞬态 ttx敏感后电位(图 5C, cf.图 2)，这是由于在 AII

的长去极化/超极化过程中观察到的快速 Na和缓慢 K通道之间的动力学差异。

从超极化返回后，Na电导的激活速度比 K电导的激活速度快，因而发生后去极

化；由于慢 K电导在去极化返回后缓慢失活，所以发生后超极化。

第四，模型捕获了 LP-、XE-和 ba诱导的簇放电延长(图 5D, cf. 3；图 S1)。
在缓慢 K密度的中间降低时，簇放电延长但仍然终止；对于较大的密度降低，

猝发模式完全被消除，模型 AII 只显示出强直尖峰。对这种转变进行更深入的分

析发现，随着慢 K密度的增加，模型出现了亚临界 Hopf分岔，而当慢 K密度随

后下降时，模型出现了迟滞(数据未显示)(Izhikevich, 2007)。



图 5：单起始位点模型捕捉了所有行为的许多特征(A) STC 后，小电流(10 pA)和大电流(30 p

A)的体反应分别表现为簇放电放电和强直放电。参见图 S2A-S2D。(B)模拟 K 通道降低后的体

电压轨迹，模拟 TEA/4AP 和 LP/Ba/XE 施加对体电压的影响。结果显示，对照(黑色)，快速 a

型 K 密度降低 75%(紫色，初始穗高相对于对照 143%)，慢速 K 密度降低 50%(金色，初始穗

高相对于对照 100%)。参见图 S2E 和图 S2F。(C)说明了大退极化(i)或超极化(ii)电流偏移后的

体电压。模型中存在后超极化和后去极化，并通过消除 Na 通道大大减少(红色)。(D)降低慢

K 密度会延长全模型的簇放电模式。

单一远端起始位点的实验证据

我们的单起始位点神经元模型较好地再现了实验数据，因此我们试图通过实

验验证该起始位点的存在。我们通过三种方式做到了这一点。

第一，我们将 TTX局部应用于用荧光示踪剂填充记录 AIIs 后可见的个别神

经突(见实验步骤)。我们的目标是一个单独的突起，它看起来与树突乔木不同；

在某些情况下，可以观察到这个神经突从初级树突的起点向外延伸一段距离(图 6
Ai，箭头；也见Wu 等人， 2011)。TTX (50 nM)局部应用于这些神经突的远端，

抑制或完全消除了在体侧记录的刺突(图 6Aiv)。相反,应用 TTX树突树的其他部

分,包括房室尽可能远端末端 10 20毫米,明显有较弱的影响(图 6ii-iv)。特别是,
在每一个单元测试,最强的抑制飙升之后应用 TTX远端终点站。值得注意的是，

在某些情况下，该端在物理上与神经元的其余部分分离良好(例如，图 6Ai)，这

可能会使 TTX暴露在绝大多数 AII 膜上的可能性最小化。

第二，我们移除了目标神经突的远端部分，以证明它的存在是刺突起始所必

需的：当用含有荧光示踪剂的体细胞记录吸管记录刺突时，观察到的神经突被吸

入第二支吸管并与细胞分离。切除神经突远端部分后，钉刺完全消除(图 6Bi；n



= 7)。重要的是，尽管峰放电斜坡电流通常会导致去极化，比之前的 Vthres高 2
0 mV(图 S3)。

图 6：单个远端起始位点(a) TTX 应用于可视化假定起始位点的直接实验证据(i，标尺= 5μm；

(iv)局部应用 TTX 后归一化尖峰频率降低的总结(见实验程序)(起始位点 IS： 0.40±0.08, n =

7；Soma： 0.76±0.12, n = 5；其他：0.80±0.10,n = 3；支路：0.83±0.11,n = 5；Arbor：

0.97±0.08, n = 4；误差条表示 SEM)。



这种峰放电的损失可能不是由于细胞健康的恶化。在先前方案的细胞子集中

(n = 2)，在移除假定的起始位点之前，我们能够在不影响刺突的情况下切除额

外的神经突(填充符号，图 6Biii)。此外，在一个单独的单元格组(概述符号，图 6
Bii,iii；N = 3)，去除非起始位点的神经突起并不影响刺突。因此，切除单个和

特定的神经突远端部分足以消除全区棘突。

第三，如果在向细胞体被动传播之前，刺突确实是在 AII 形态的一个单一位

点开始的，那么可以预期 Na通道的表达也将集中在一个单一位点。因此，我们

使用免疫组化技术检测了 Na通道和 Na通道结合蛋白 ankyrin-G在 AIIs 视网膜

上的定位，AIIs在 Fbxo32启动子控制下表达 GFP (Gong 等人， 2003；Siegert
等人，2009；图 6Ci)与 GFP、ankyrin-G和 Na通道抗体孵育(见实验步骤)。在横

切面中，我们发现抗 Na通道和抗原- G抗体标记被共定位，并局限于电生理学

研究的单个神经突(图 6Cii)。我们在视网膜整体支架上更详细地研究了这些过程：

表达 gfp的神经突起显示出锚蛋白- G的表达，明显地从个体 AIIs 的近端部分延

伸(图 6Ciii；注意，抗 na通道抗体没有用于整体安装实验，因为它比抗锚蛋白-
G抗体产生更多的非特异性(背景)信号。这些结果与最近的一份报告(Wu 等人，

2011)一致，并支持了我们的电生理学和计算证据，证明单，远端位点下的刺突。

一个形态逼真的模型再现实验结果

在描述了构成刺突起始点的树突隔室之后，我们认为有必要将我们的研究扩

展到三隔室模型之外，并验证具有真实形态的模型能够捕捉到实验结果。填充并

成像(见实验步骤和表 S2)，显示长电缆不对称地从主枝晶分叉(图 7A；箭头：推

定起始位点)。基于该成像 AII的形态逼真模型产生了与三个室室 AII产生的衰减

相似的起始位点和体细胞之间的衰减(图 7B和 7C；cf。图 4 d)。此外，形态逼

真的模型产生了实验和简单模型中看到的双重射击模式(图 7D；参见图 1和 5A)。
重要的是，这个详细的模型表明，在细胞体、小叶附属物和树状树突处衰减

的程度非常相似(图 7C)。因此，在考虑刺突动力学时，将形态复杂的全层结构简

化为简单的三室模型是合理的。此外，这一发现表明，在 AIIs接触 ON和 OFF
双极锥细胞的物理分离位置(分别通过电突触和化学突触)，峰放电高度是相似的。

讨论

在本研究中，我们证明了在无轴突全胞大突细胞的体细胞中记录的小穗代表

了在单一的、电紧张电位远端起始位点产生的大事件。在这个远端树突位置，电

压门控 Na电导似乎与缓慢的M型 K电导共域。在这个位置产生的刺突类似于

动作电位，当它们传播到体细胞并被记录下来时，它们会被过滤。一个形态逼真

的模型表明，在复杂的树突乔木的尖峰波形类似于在体细胞。AII 表现出一种意

想不到的有趣的电紧张结构：尽管它的尺寸很小，但它包含一个电子远端树突隔

室，由于存在的钠和钾电导的相互作用，它作为一个整体调节神经元的电行为。



所有武器的双重射击模式

由于M型 K电导的调制，全钛呈现出两种发射模式：在阈值附近簇放电和

在更多去极化电位下的 tonic发射。因此，Na通道介导的输入放大可能会随全细

胞静息电位的变化而变化，正如之前所证明的(Tian 等人， 2010)。

图 7：形态学详细模型的行为与简化的三室模型相似，并捕获实验响应(A)一个个体的共聚焦

图像。有一根长而不分叉的电缆，有一个假定的起始位点(箭头)。(B)形态详细的模型 AII(见

表 S2)，说明了各自的记录位置。(C)通过在起始位点施加 1 ms, 10 pA 的电流脉冲，在详细

的全细胞中诱发单个树枝状突刺，否则通过在体细胞注入 STC 来阻止其放电(参见图 4D)。在

向初生枝晶方向扩展的过程中，长穗显著衰减。然而，到达这个神经突后，在胞体、小叶附

属物和远端树突乔木处的电压响应是相似的。(D)详细的形态模型同时表现为脉冲放电和强

直放电。

AII 在体内的静息膜电位尚不清楚。来自体外实验的 AII静息电位报告差异

很大，并没有显示出对任何物种或视网膜适应状态的明显依赖：-65 mV(暗适应

鼠，Pang 等人， 2004)， -59 mV(光适应鼠，Boos 等人， 1993)， -50 mV(光
适应鼠，Tian 等人， 2010)， -46 mV(暗适应鼠，Dunn 等人， 2006)， -37
mV(暗适应鼠，Tamalu and Watanabe, 2007)。虽然产生这种变化的原因尚不清

楚，但值得注意的是，这些静息电位跨越了一个电压范围，在这个电压范围内两

种放电模式都可以发生。因此，可以合理地预期 AII 可能在生理环境中利用两者。



AII 的静息膜电位似乎取决于耦合 on锥双极(CBs)的电压。有研究表明，L-
AP4通过折磨杆状双极子(RBs)和 ON CBs的代代谢谷氨酸受体使其超极化，在

AIIs中也产生大的(15 20 mV)超极化(Tamalu和Watanabe, 2007)。当来自 RBs
的传输被阻断时，我们也发现了类似的结果(数据未显示)，这表明间隙连接耦合

ON CBs中的突触活动可以塑造 AII静息电位。这种安排可能提供了一种方法，

通过这种方法，ON CBs的活动可以调节 AIIs 的兴奋性；特别地，超极化的 ON
CBs可以使 AIIs 在黑暗中倾向于簇放电，而去极化的 ON CBs可能会在明亮的

场景中诱导滋补峰。

簇放电也可能作为一种机制来增强对间隙连接耦合细胞的驱动。AII 中的单

个尖峰被间隙连接严重过滤，因此在偶联细胞之间传播很差(Veruki和 Hartveit,
2002a, 2002b)。通常在簇放电波形中看到的叠加尖峰，可以通过产生时间相对较

宽的放大响应，提供一种绕过这种滤波的方法。通过这种方式，发射的模式(脉
冲和强直性脉冲)可能是通过间隙连接传递钠介导事件的重要决定因素。这可能

提供了一种调节 AII 感受大小的方法，补充了 AII 间隙连接本身固有的可塑性(B
loomfield and Volgyi, 2004；Veruki等人，2008年)。

单一起始位点与已发表的观察结果一致

最近一项对 AIIs中钠通道表达的研究表明，这些神经元中的钠通道主要集

中在一个单一过程中(Wu 等人， 2011；另见图 6)。在这里，我们不仅证明了这

一过程作为一个脉冲起始位点，而且它的电生理特征控制着在全脑区观察到的令

人惊讶的复杂放电模式。

我们发现，突刺的起始位点是电紧张电位从整个神经元中分离出来的，这与

各种关于 AII 功能的研究相一致。具体来说，在 AIIs电突触的研究中，观察到

耦合神经元之间的刺突的被动传递(Veruki and Hartveit, 2002a, 2002b)。这一结

果表明，在远端树突乔木中发现的间隙连接附近不会产生尖刺(Strettoi 等人， 1
992；Tsukamoto 等人， 2001)。此外，我们的形态现实模型预测了刺突在乔木

上的被动传播(图 7C)。
此外，TTX对 AII 输出到 on和 OFF通路(分别通过间隙连接和抑制性甘氨

酸能突触)的时间具有同等作用，这也证明了分离出了脉冲产生机制(Tian 等人，

2010)。由于间隙连接主要位于远端树突上，甘氨酸能突触前终端位于近端小叶

附件(Habermann 等人， 2003；Strettoi等人，1992；Tsukamoto 等人， 2001)，
很可能活性峰放电不会发生在这些位点或在这些位点之间。

最后，AII 的胞体可以被排除为刺突起始的位置，因为从胞体中切除的有核

斑块中没有发现 Na电流(Tian 等人， 2010)。然而，钠通道可能位于胞体和近

端树突附近(Tamalu和Watanabe, 2007)。鉴定出一个从 AII 的初级树突分支而来

的单薄的神经突作为刺突起始位点(图 6A和 7A)，满足了 Na通道在空间上靠近

AII 体细胞，同时保持电强直与细胞其他部分隔离的要求。



对电路处理的影响

AII 是一种多功能神经元，在视杆和视锥介导的视觉中都发挥着重要作用(D
eans等，2002；Field等，2009；Manookin等人，2008；Mu nch等人，2009；V
o lgyi等人，2004)。AII 的非传统电紧张结构是如何在这些不同的通路中促进加

工的?基于我们在一个独特的全 AII 过程中发现了一个孤立的功能峰区，我们很

自然地会问这个过程是否有它自己的专用输入或输出。这种有策略地放置的输入

可以控制细胞的放电，从而调节分布在树突其余部分的其他输入的处理。同时，

由于直接耦合到刺突，特殊工艺的输出可能具有与整个树突其余部分完全不同的

特性。

尽管这些尚未建立输入和输出功能,解剖使用免疫组织化学(吴 et al ., 2011)
和 EM(安德森 et al ., 2011)表明,他们可能存在(但看到范疣 et al ., 2005年,未能

定位神经突突触泡标记 Na-channel密集的过程类似于这些的)。此外，在记录中，

微弱的 RB输入在控制条件下可靠地诱发了放电，但在 TTX应用后几乎没有产

生躯体反应(Tian等人，2010年的图 5)。这一发现提示某些 RB输入是电紧张电

位接近突波起始位点，并提出了一个有趣的可能性，即突波可能优先放大暗位输

入。因此，一个重要的目标是确定是否确实存在电紧张电位接近 AII 起始位点的

功能性突触接触，如果是，它与什么类型的细胞建立连接。这将提供实质性的见

解，以全面的贡献，以视网膜电路执行的视觉处理。

结论

值得注意的是，除了全细胞外，另外两类大泡细胞也显示出非紧密性。这两

种电池利用了这种电紧张结构的不同优势。在星突细胞中，单个的神经突作为独

立的电单元产生方向选择性的树突钙信号(Euler 等人， 2002)。在 A17细胞中，

一系列的树突静脉曲张被纤细的突起隔开，彼此独立运作，在最小化布线成本的

同时并行处理信号(Grimes 等人， 2010)。因此，在已知的三个最大的无瘤细胞

种群中(Strettoi和Masland, 1996)，所有的细胞都表现出非紧张性。

实验程序

组织制备与电生理实验

视网膜切片(200毫米厚)取自成年(P28-56)适应光的 C57BL/6野生型和 Cx36
敲除(Deans 等人， 2001)小鼠的视网膜，如前面所述(Tian 等人， 2010)。Cx36
敲除小鼠的输入电阻更高(Rn = 1.6 0.6 GU；n = 6)与野生型小鼠(Rn 400 500
MU；图 3E)，与 Cx36敲除小鼠的缝隙连接被破坏一致。西北大学动物保护与使

用委员会批准了所有涉及动物使用的程序。

如前所述(Tian 等人， 2010)，在接近生理温度(34℃)的条件下，用人工脑

脊液对 AIIs进行电流和电压箝位记录(见溶液组成的扩展实验程序)。化学突触传

递被药理学阻断(见扩展实验程序)。接入电阻一般为 25 MU；没有使用补偿，也

没有校正结电位。



在局部应用 TTX的实验中，我们通过一个小移液管(针尖直径&lt；& lt；1
毫米；尖端阻力 12 MU)填充 HEPES缓冲的 ACSF (40 mM HEPES取代 NaH
2CO3)，并定位在结构 visu附近，由身体记录吸管中的 Alexa示迹液的外荧光照

明。含 TTX的溶液通过嘴施加温和的压力喷射出来：我们发现这种方法比使用

Picospritzer这样的机械设备更容易在切片内产生空间受限的 TTX丸。我们首先

针对的是不对称分布于全 i初级树突周围的静脉曲张，这些静脉曲张似乎经常通

过未分叉的神经突与初级树突相连(例如，图 6Ai，箭头)。当这些神经突可以清

晰地显示时，TTX应用程序对其 sup显著或完全减少了体感记录的峰放电。在

一些记录中，没有不对称的神经突突出为明确的候选起始位点，可能是因为其中

一个被其他结构掩盖了。当这种情况发生时，多个隔层会连续成为目标，直到确

定一个对 ttx敏感的隔层。在这种情况下，只有一个位点表现出很强的 TTX敏感

性；其他候选站点包括在分析中，并在图 6Aiv中标注为“other”。在这个图中，

峰放电频率被计算为，即在初始峰放电之后的 300 ms时间窗口内的平均峰放

电率(3-4次试验的平均值)。
为了从刺突神经元上切除假定的起始位点，在目标神经突被看到(如上所示)

后，将远端端用温和的吸力(用嘴吸)吸入充满 hepes缓冲 ACSF的移液管(如上所

示)。一旦移液管的远端进入到移液管中，然后轻轻地将移液管从记录的细胞上

拉开，观察这一过程与记录的细胞分离。

使用 IGOR Pro (Wavemetrics)和Microsoft Excel (Microsoft)进行数据分析。

配对双尾 t检验用于比较配对数据集，显著性接受为 p &lt；0.05。数据以平均

扫描电镜(SEM)的形式呈现，一些图形还包括表示单个单元格的符号。

分析记录

通过对电流箝位记录的导数施加一个阈值来检测峰放电，并将脉冲识别为一

组连续 20 ms的峰放电。由于簇放电性突增倾向于表现为突增间期%8 ms，突

增间期一般为&gt；= 40 ms(例如，图 1Aii)，选择 20 ms的窗口可以将簇放电

期和静止期分开。单个峰放电的振幅表现出某种程度上依赖于簇放电的时间；因

此，在研究 K通道拮抗剂对穗高的影响时(图 1B；图 S1)，我们将我们的分析限

制在爆炸中的第一个尖峰。初始峰放电高度定义为簇放电事件中第一个峰放电和

第二个峰放电之间在时间窗口内的最大电压差(图 1Bi中有代表性的簇放电事件)。

计算模型

所有数值模拟均使用计算软件 NEURON (Hines and Carnevale, 1997)，采

用可变时间步长(CVODE)方法进行。

三室形态由以下组成：一个大的圆柱体(体)连接到一根细电缆(电缆)，末端

是静脉曲张(起始部位)。采用大的体细胞模型来表示胞体和树状树突的电等效。

取缆和起爆部位来代表长神经突和末端静脉曲张，它们的长度和直径是通过共聚

焦成像(LSM 510；卡尔·蔡司)，一个全是 Alexa 594的人。如图 4所示，为了便



于说明，将电缆和起爆点放大。将电缆设为无源，将霍奇金-赫胥黎式有源电导

添加到唆麻和起爆位点。在两个部分中都插入了一个不完全失活的 a型电导，其

参数受电压箝位记录的限制(Tian 等人， 2010)。起始位点含有额外的快速 Na
和缓慢的非失活 K电导。对于包含两个尖刺室的模拟，包括第二个相同的电缆

和起爆点，并连接到体细胞。关于使用程式化形态的模拟的全面细节，参见扩展

实验程序和表 S1。
为了模拟形态逼真的全胞体，我们复制了一个充满荧光示踪剂的全胞体(具

体测量见扩展实验程序和表 S2)。在三室模型中，主动电导被插入起始点，而相

关的电缆是被动的。机体也被认为是被动的，正如实验证明的那样(Tian 等人，

2010)。A-type K在剩余的结构中均匀分布，其密度采用三室模型。所有与有源

和无源电导相关的参数都与三室模型中使用的参数相同。详情请参阅扩展实验程

序。

免疫组织化学

视网膜从 GENSAT项目产生的 Fbxo32-GFP小鼠中分离(Gong 等人，2003；
Siegert等人，2009年)。冷冻精子(FVB背景)来自 NIH突变小鼠区域资源中心(M
MRC)， c57bl/6小鼠的卵子体外受精和受精卵植入 c57bl/6雌性小鼠的卵子由美

国西北大学转基因和靶向突变实验室进行。小鼠被培育为&gt；在 c57bl/6背景下

5代后进行实验。

在氧合的 Ames培养基中分离后视网膜感觉在多聚甲醛固定 15分钟在 0.1
PBS(4%),然后洗在标准溶液(0.1米钠磷酸盐缓冲剂加 0.5% Triton x - 100和 0.
1% NaN3 [pH值 7.4])和阻塞在标准溶液+ 4%驴血清和鼠标在鼠标(M.O.M)阻断

剂(向量实验室,mkb - 2213)。然后将视网膜与一抗包括鸡抗 GFP抗体(1：100,A
ves Labs, GFP-1020)、小鼠抗 Ankyrin G抗体(1：100,Santa Cruz Biotechnology,
sc-12719)和兔抗 Pan Nav抗体(1：50,Alomone, ASC-003)在 4℃孵育 5天。二抗

(Alexa 488偶联驴抗鸡抗体、cy3偶联驴抗鼠抗体和 cy5 偶联驴抗兔抗体)在 4c
下过夜。

视网膜也嵌入 5%琼脂糖中，在振动切片上切成 150mm切片，并使用上述

的一抗(4℃过夜)和二抗(室温 1小时)染色。

图像由 LSM-510共聚焦显微镜(蔡司)采集，蔡司 Zen和 Photoshop软件处理。

补充信息

补充信息包括三张图，两张表和扩展的实验程序，可以在 doi：10上找到这

篇文章。1016 / j.celrep.2011.12.006。
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