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双侧听觉皮层深层－胼胝体投射的电生理特性

卢剑涛ꎬ钟洁ꎬ刘少锋

广州市妇女儿童医疗中心 耳鼻喉科ꎬ 广东 广州 ５１１３００

摘要:目的　 为了探究听觉皮层深层兴奋性锥体神经元ꎬ通过胼胝体向对侧听觉皮层投射的特点ꎬ以进一步解析听觉信息在

双侧听觉脑区的投射定位及目标神经元的电生理特性ꎮ 方法　 以小鼠为研究对象ꎬ在听觉皮层注入腺相关病毒ꎬ通过特异性

操控胼胝体的活动ꎬ进行离体电生理技术以及免疫组化技术ꎮ 结果　 听觉皮层深层神经元－胼胝体投射的主要区域为ꎬ对侧

听觉皮层的第 ５Ｂ 和第 ６ 层ꎬ二者均为单突触连接ꎬ但接受听觉信息输入的程度不同ꎬ电生理特性不同ꎬ形态学也有显著差异ꎮ
结论　 双侧听觉皮层深层神经元之间ꎬ通过胼胝体投射有直接的纤维联系ꎮ 对侧投射终末第 ５Ｂ 和第 ６ 层为两种不同类型的

兴奋性神经元ꎬ在听觉信息处理中可能发挥不同的调控作用ꎮ
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　 　 胼胝体作为大脑中最大的白质束ꎬ由两侧皮层

神经元发出的轴突汇聚而成ꎬ对于整合双侧大脑半

球中的信息至关重要[１]ꎮ 由于其纤维相互连接着

两个半球的多个脑区ꎬ包括颞叶、枕叶和听觉皮层

等ꎬ因此胼胝体在语言、听觉、视觉空间信息传递以

及多种行为反应中发挥着关键作用[２]ꎬ若连接结构

异常改变ꎬ会导致多种皮层功能紊乱[３]ꎮ 因此了解

胼胝体的连接结构和功能对于相关疾病靶点的发现

和诊断治疗有着重要的临床意义ꎮ 掌握其复杂神经

网络的连接关系ꎬ不仅是理解功能的前提基础ꎬ也是

瞄准现代脑科学研究的热点问题ꎮ
目前基于神经解剖学以及电生理研究结果显

示ꎬ胼胝体投射神经元主要为兴奋性锥体神经元

(ｐｙｒａｍｉｄ ｃｅｌｌꎬ ＰＣ)ꎬ其细胞胞体集中于皮层第 ２ / ３
层和 ５ 层ꎬ少数分布于第 ６ 层[４￣５]ꎮ 其中第 ２ / ３ 层神

经元可以通过胼胝体投射到对侧皮层第 ２ / ３ 层和 ５
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层ꎬ继而进行皮层内部投射[６] 及下行投射ꎮ 而深层

神经元的胼胝体投射定位目前尚不清楚ꎮ 基于听觉

皮层(ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘꎬ ＡＣ)通过在声源的空间定位、
语言处理以及多感知整合中发挥重要作用[７￣９]ꎬ因
此ꎬ在本研究中ꎬ以 ＡＣ 为研究对象ꎬ采用光遗传学

结合电生理记录的方法ꎬ探究 ＡＣ 深层胼胝体投射

神经元在对侧 ＡＣ 投射的神经微环路ꎬ并对其电生

理特性及神经元形态特征进行比较ꎮ 该研究为胼胝

体在听觉信息的整合处理提供必要的理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物

本实验所使用的 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ｊ 小鼠均来自

上海南方模式生物科技股份有限公司ꎮ 实验动物使

用许可证号:ＳＹＸＫ(沪) ２０１７￣００１２ꎮ 鼠龄为 ８ 周ꎬ
雌雄不限ꎬ约为 １８ ｇꎮ
１.２　 立体定位手术和听觉皮层光遗传病毒注入

实验选取 ８ 周龄的小鼠ꎬ以 １.５％ ~２.０％异氟醚

麻醉ꎬ并置于立体定位仪(６８０２５ꎬＲＷＤꎬ深圳ꎬ中国)
上ꎬ将头部向一侧倾斜 ７０°并固定ꎮ 剪开小鼠眼角

至耳廓之间的皮肤ꎬ 暴露颞骨和顶骨ꎬ 以后囟

(Ｌａｍｂｄａ)为 ０ 点ꎬ旁开 ０.３ ｍｍꎬ在距离该点向前囟

(Ｂｒｅｇｍａ) 方向 ２ ｍｍ 处钻一个圆孔ꎬ直径约为

２ ｍｍꎬ充分暴露初级听觉皮层ꎮ 取 １００ μＬ 腺相关病

毒(ＡＡＶ２ / ９￣ＣａＭＫＩＩα￣ＣｈＲ２￣ＥＹＦＰꎬ ｔ≥１ ０１３ ｖｇ / ｍＬꎬ
武汉枢密脑科学技术有限公司)置于针尖直径为

１０~２０ μｍ的斜角玻璃电极(５０４９４９ꎬＷＰＩꎬ美国)中ꎬ
通过微量进样泵(Ｎａｎｏｌｉｔｅｒ ２０１０ / ２ＴꎬＷＰＩꎬ美国)缓
慢地插入 ＡＣ ５００ μｍ 处ꎬ以 １０ ｎＬ / ｍｉｎ 的速率注入

病毒 ４０ ｎＬꎬ随后停针 ５ ｍｉｎ 并缝合皮肤切口ꎬ涂抹

红霉素软膏后回笼饲养[１０￣１１]ꎮ
１.３　 听觉皮层的识别和确定

实验中主要记录的区域为 Ａ１(ｐｒｉｍａｒｙ ａｕｄｉｔｏｒｙ
ｃｏｒｔｅｘꎬ Ａ１)ꎬ通过“小鼠立体定位脑图谱”确定 ＡＣ
的位置ꎮ 首先根据海马形状的变化确定 ＡＣ 的矢状

面ꎬ然后以海马体的位置为参照ꎬ使用数字读取器

(ＳＤ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ＤＲ１０００)测量 Ａ１ 的纵向深度和横

向距离ꎬ以计算其位置和范围ꎬ从而对 Ａ１ 进行三维

空间标记和定位[６ꎬ１２]ꎮ
１.４　 离体脑片的制备

病毒注射 ４ 周的小鼠ꎬ使用戊巴比妥钠(０.２ ｍＬ /
１００ ｇ)完全麻醉后ꎬ迅速断头并取出全脑ꎬ置于冰水

混合(０ ~ ４ ℃)的切片液中急冻 １ ｍｉｎꎬｐＨ 为 ７.３５￣
７.４５ꎮ 使用震荡切片机(Ｌｅｉｃａ ＶＴ１２００ꎬ德国)制备

厚度为 ３８０~４５０ μｍ 的 ＡＣ 脑片ꎮ 然后迅速转移至

恒温(３７ ℃)人工脑脊液中孵育ꎬｐＨ 为 ７.３￣７.４ꎬ渗透

压为 ３１０ ｍＯｓｍꎬ所有化学试剂均采购于 Ｓｉｇｍａꎮ 实

验全程持续给予 ９５％氧气和 ５％二氧化碳的混合

气ꎮ 孵育 ３０ ｍｉｎ 后转移至室温ꎮ
１.５　 膜片钳离体电生理记录

将 ＡＣ 脑片转至含有人工脑脊液的记录槽内ꎬ
以人工脑脊液灌流循环并持续给予氧气ꎮ 实验于正

置红外显微镜(Ｅｃｌｉｐｓｅ ＦＮ１ꎬ 尼康ꎬ日本)下进行ꎮ
实验开始前ꎬ将脑片置于 ４Ｘ 物镜下检查ꎬ只有

ＣｈＲ２ 在 ＡＣ 深层均匀表达的脑片ꎬ方可用于记录ꎮ
玻璃微电极(Ｓｕｔｔｅｒ 公司ꎬ美国) 经过电极拉制仪

(Ｐ￣９７ꎬＳｕｔｔｅｒ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔꎬ 美国)拉制ꎬ电极尖端直径

约为 １ μｍꎬ阻抗 ４ ~ ７ ＭΩꎮ 实验中ꎬ给予记录电极

微小的正压ꎬ 通过显微操作仪 ( ＭＰ￣２８５ꎬ Ｓｕｔｔｅｒ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔꎬ 美国)缓慢地将玻璃微电极移动至所要

记录的神经元胞体表面ꎬ随后撤去正压形成高阻封

接(>１ ＧΩ)ꎬ待其稳定后破膜形成全细胞记录模

式ꎮ 记录过程中ꎬ将膜电位钳制于－７０ ｍｖꎬ对 ＡＣ
给予 ４７０ ｎｍ 蓝光刺激(刺激强度为 １５ ｍＷ/ ｍｍ２ꎬ时
程为 ５ Ｃｍｓ)ꎬ同时记录神经元的兴奋性突触后电流

(Ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔꎬ ＥＰＳＣ)ꎻ随后ꎬ钳制

膜电位在 ０ ｍｖꎬ记录抑制性突触后电流( Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔꎬ ＩＰＳＣ)ꎮ 每一个神经元都重复

刺激并记录 ５~１０ 次ꎬ取其平均反应作为最终结果ꎮ
实验全程通过应用快钠通道阻断剂河豚毒素

(ＴＴＸꎬ１ μＭ)和钾通道阻断剂 ４￣氨基吡啶(４￣ＡＰꎬ
１ ｍＭ)于记录液ꎬ以此获得单突触反应[１３]ꎬ所有药

品均采购于 Ｓｉｇｍａꎮ 实验中使用 ＥＰＣ ８００ 放大器、
ＡＸＯＮ １３２２Ａ 数模转换器以及 Ｃｌａｍｐｅｘ１０.０ 采集

数据ꎮ
１.６　 生物素 Ｂｉｏｃｙｔｉｎ 形态学染色和成像分析

在电生理记录过程中ꎬ于电极内液加入 ０.１ ｍＭ
生物素 Ｂｉｏｃｙｔｉｎ[１４] (Ｓｉｇｍａ)ꎬ保持全细胞记录模式

１５~２０ ｍｉｎꎮ 将脑片置于 ４ ℃ 多聚甲醛溶液中ꎬ８ ｈ
后ꎬ以 ＰＢＳ 漂洗三遍ꎬ加入适量 ０.３％ Ｔｒｉｔｏｎꎬ再浸润

３~４ ｈꎬ以 ＰＢＳ 漂洗ꎮ 随后加入 ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ￣Ｃｙ３ 溶

液(稀释比为 １ ∶２００)ꎬ以锡箔纸包裹并于４ ℃冰箱中

过夜ꎬ之后以 ＰＢＳ 充分漂洗ꎬ将脑片移至载玻片上ꎬ滴
入抗荧光封片液封片ꎮ 最终ꎬ以共聚焦显微镜(Ｎｉｋｏｎꎬ
日本)拍摄 ＡＣ 病毒表达位置及神经元形态ꎬ神经元的

形态参数通过 ＦＩＪＩ 神经突触示踪器软件测量ꎬ包括胞

体区域面积、树突分支数量和长度ꎮ
１.７　 病毒表达的荧光成像与强度分析

病毒表达 ４周后的小鼠ꎬ以戊巴比妥钠(２０ ｍｇ/ ｋｇ)
腹腔麻醉ꎬ经心脏灌注 ＰＢＳ 溶液后ꎬ以 ４％ ＰＦＡ 溶
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液继续灌注ꎬ待小鼠尾巴翘起四肢僵硬ꎬ剪下头部ꎬ
取出全脑ꎬ并浸泡于 ４％ ＰＦＡ 溶液中保存ꎮ １２ ｈ 后ꎬ
于 ２０％蔗糖溶液中进行糖沉脱水 ２ ｄꎬ再置于 ３０％
蔗糖 溶 液 中 冷 冻 保 护ꎬ 之 后 使 用 冰 冻 切 片 机

(ＣＭ１８６０ꎬＬｅｉｃａꎬ德国)制备 ＡＣ 冠状切片(５０ μｍ)ꎬ
以 ＰＢＳ 溶液反复清洗后封片ꎬ最后置于荧光共聚焦

显微镜下拍摄ꎮ 通过应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对荧光强度

进行量化ꎬ将大脑切片转化为 ８￣ｂｉｔ 图像ꎬ确定目标

脑区后ꎬ采用盲点计算各个像素点灰度值之和ꎬ除以

像素点个数ꎬ以此计算荧光强度ꎮ 最后将 ＡＣ 各个

层的荧光密度归一化为平均荧光密度ꎮ
１.８　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计学软件ꎮ 对于蓝光刺激所

诱发的反应ꎬ使用 Ｃｌａｍｐｆｉｔ 软件对其进行分析ꎬ分析

参数包括突触后反应的峰幅度(Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ)、膜电位

(Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬ Ｖｍ )、 半 峰 宽 ( Ｈａｌｆ ｐｅａｋ
ｗｉｄｔｈ)以及上升时间(Ｒｉｓｅ ｔｉｍｅ)ꎮ 所有数据来源于

１０ 只实验动物ꎬ共计 １５ 个脑片ꎬ以 􀭰ｘ±ｓ 采用两样本

ｔ 检验比较ꎬ检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 光遗传病毒表达情况及对侧听觉皮层的电生

理记录

为了清楚的表现病毒注入和记录方法ꎬ图 １Ａ

为病毒注入和记录方法模式图ꎮ 通过在小鼠一侧

ＡＣ 的第 ５ 层和 ６ 层注入 ＡＡＶ２ / ９￣ＣａＭＫＩＩα￣ＣｈＲ２￣
ＥＹＦＰꎬ使得该区域的 ＰＣ 胞体表达绿色荧光及

ＣｈＲ２ꎬ在 ４７０ ｎｍ 蓝光刺激下ꎬ这些神经元可以被选

择性激活ꎮ 如图 １Ｂ 左图所示ꎬ绿色荧光表达区域

和扩散面积显示ꎬ病毒表达正常且注射位置准确ꎮ
其投射到对侧听觉皮层深层的突触终末表达有

ＣｈＲ２ꎬ以绿色荧光显示(图 １Ｂ)ꎮ 通过对对侧各个

层的荧光强度比较分析ꎬ结果发现 ＣｈＲ２ 表达最强

的区域为第 ５Ｂ 层和第 ６ 层(图 １Ｃꎬ第 １ 层为 ３８.６５±
１０.３７ꎻ 第 ２ / ３ 层为 ８.０±６.１ꎻ 第 ４ 层为 ５.２±３.２ꎻ 第

５Ａ 层为 １０.８±３.６ꎻ 第 ５Ｂ 层为 ８８.５±９.０ꎻ 第 ６ 层为

９８.４±１.０ꎬＮ ＝ ６)ꎬ提示该区为接收对侧听觉皮层深

层投射的最强区域ꎮ 离体电生理记录的对象均为对

侧听觉皮层第 ５Ｂ 层和第 ６ 层的兴奋性 ＰＣꎬ其细胞

形态可在红外光差正置显微镜下观察并识别(图
１Ｄ)ꎮ 椎体神经元的典型特征为:细胞胞体较大ꎬ呈
锥形ꎬ且朝向浅表层的方向有一个明显凸起的尖端ꎮ
电生理记录结果表明ꎬ在正常的 ＡＣＳＦ 中ꎬ对侧深层

ＰＣ 表现出明显的 ＥＰＳＣ 和 ＩＰＳＣꎬ表明该区域的神

经元能够接收对侧 ＡＣ 的信息输入ꎮ 而加入 ＴＴＸ
和 ４￣ＡＰ 后ꎬＥＰＳＣ 峰幅度明显减小ꎬＩＰＳＣ 消失(图
１Ｅ)ꎮ 这表明ꎬ双侧听觉皮层的深层 ＰＣ 可以以单突

触输入的方式通过胼胝体相互投射ꎮ

图 １　 光遗传学腺相关病毒的表达及对侧听觉皮层的突触后反应记录
Ａ:病毒注入及记录方法示意图ꎻＢ:共聚焦显微镜下观察 ＡＣ 的病毒表达情况ꎻＣ:对侧 ＡＣ 各个层荧光表达的强度分析ꎻ
Ｄ:在红外光差正置显微镜下所记录的 ＡＣ 神经元ꎻＥ:对侧 ＡＣ 第 ５Ｂ 层 ＰＣ 的突触后反应

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｐｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ｖｉｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ＡＣ
Ａ: Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｖｉｒａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓꎻ Ｂ: Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔ￣
ｅｒａｌ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘ ｕｓｉｎｇ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎻ Ｃ: Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｙｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａ￣
ｌａｔｅｒａｌ ＡＣꎻ Ｄ: ＡＣ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｕｎｄｅｒ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
ａｓｔｅｒｉｓｋｓꎻ Ｅ: Ｔｈｅ ｐｏｓｔ￣ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ＡＣ
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２.２　 对侧听觉皮层第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 反应特性

比较

为了从细胞水平验证第 ５Ｂ 层和第 ６ 层为听觉

皮层深层－胼胝体直接投射的最强区域ꎬ第 ５Ａ 层、
５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 均被记录ꎬ实验全程应用 ＴＴＸ 和

４￣ＡＰꎬ膜电位钳制在－７０ ｍｖꎬ记录 ＰＣ 的 ＥＰＳＣꎮ 如

图 ２Ａ 左图所示ꎬ电生理记录结果表明ꎬ第 ５Ｂ 和第 ６
层 ＰＣ 均有明显且可重复出现的 ＥＰＳＣꎬ而第 ５Ａ 层

ＰＣ 的反应概率较低只有 ３０％的 ５Ａ 层神经元有突

触后反应(图 ２Ａ 右图所示)ꎮ 这表明ꎬ听觉皮层深

层通过胼胝体投射ꎬ对侧 ＡＣ 的第 ５Ｂ 和第 ６ 层为主

要的支配目标区域ꎮ 通过对第 ５Ｂ 和第 ６ 层 ＰＣ 突

触后反应的电生理参数分析ꎬ结果发现ꎬ第 ６ 层 ＰＣ

有更大的反应峰幅度 (图 ２Ｂ 所示)ꎬ第 ５Ｂ 层为

(２９.８±１２.３)ｐＡꎬＮ＝ ２０ꎻ第 ６ 层为(５２.７±２３.４) ｐＡꎬ
ｔ＝ ８.１１ꎬＰ<０.００１ꎬ Ｎ ＝ １８ꎻ更宽的半峰宽(图 ２Ｄ 所

示)ꎬ第 ５Ｂ 层为(１８.２±７.９)ｍｓꎬＮ ＝ ２０ꎻ 第 ６ 层为

(２５.３±１０.１)ｍｓꎬｔ＝ ４.９８ꎬ Ｐ<０.００１ꎬ Ｎ＝ １８ꎻ以及更长

的上升时间(图 ２Ｅ 所示)ꎬ第 ５Ｂ 层为(２０.７±８.７)ｍｓꎬ
Ｎ＝２０ꎻ第 ６ 层为 ２６.６±４.５ｍｓꎬｔ＝ １１.７７ꎬＰ<０.００１ꎬ Ｎ＝
１８ꎮ 而对于膜电位ꎬ第 ６ 层与第 ５Ｂ 层 ＰＣ 无明显统

计学差异(图 ２Ｃ 所示)ꎬ第 ５Ｂ 层为(－６８±７.２)ｍｖꎬ
Ｎ＝ ２０ꎻ第 ６ 层为( －６５±６.４)ｍｖꎬ ｔ ＝ ０.５４ꎬＰ ＝ ０.５８ꎬ
Ｎ＝ １８ꎮ 以上结果表明ꎬ听觉皮层深层－胼胝体投射

的对侧脑区中ꎬ目标 ＰＣ 为两类不同的兴奋性神经

元群体ꎮ

图 ２　 对侧听觉皮层第 ５Ｂ 层和第 ６ 层投射神经元电生理特性比较(∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: 第 ５Ａꎬ ５Ｂ 和 ６ 层 ＰＣ 的反应示例(应用 ＴＴＸ 和 ４￣ＡＰ)和反应概率ꎻＢ: 第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 的 ＥＰＳＣ 峰幅度比较ꎻ
Ｃ: 第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 的膜电位比较ꎻＤ: 第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 的 ＥＰＳＣ 半峰宽比较ꎻＥ: 第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 的
ＥＰＳＣ上升时间比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｒｏｊｅｃｔｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ＡＣ(∗∗∗Ｐ<
０.００１)
Ａ: Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｉｍａｇｅ ｓｈｏｗｓ ｅｘａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｆｒｏｍ ｌａｙｅｒ ５Ａꎬ ５Ｂꎬ ａｎｄ ６ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌｓ (ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＴＸ
ａｎｄ ４￣ＡＰ) ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙꎻ Ｂ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＥＰＳＣ ｐｅａｋ ａｍｐｌｉｔｕｄｅｓ ｉｎ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｙｒａｍｉｄａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ｉｎ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌｓꎻ Ｄ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＥＰＳＣ ｈａｌｆ￣
ｗｉｄｔｈｓ ｉｎ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｅ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＥＰＳＣ ｒｉｓｅ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌｓ

２.３　 对侧听觉皮层第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 形态学特

征比较

为了比较对侧听觉皮层第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ
的形态学特征ꎬ通过 ｂｉｏｃｙｔｉｎ 染色对其形态学进行

构建(图 ３Ａ 所示)ꎬ结果显示二者在形态上有明显

的不同ꎬ第 ５Ｂ 层 ＰＣ 有明显的树突伸向浅表层ꎬ而
第 ６ 层 ＰＣ 有更多的树突聚集在胞体周围ꎮ 神经

元形态相关参数比较分析结果显示ꎬ第 ５Ｂ 层和第

６ 层 ＰＣ 的胞体区域面积比较无统计学差异(图 ３Ｂ
所示)ꎬ 第 ５Ｂ 层为 ( ４６５. ６ ± ５９. ９) μｍ２ꎬＮ ＝ ６ꎻ第
６ 层为(４８４.２±４７.１)μｍ２ꎬｔ＝２.５４ꎬ Ｐ＝０.１６ꎬ Ｎ＝６ꎬ第 ６

层 ＰＣ 有更多的树突(图 ３Ｃ 所示)ꎬ 第 ５Ｂ 层为 １６±
６ꎬＮ＝ ６ꎻ第 ６ 层为 ２２±９ꎬＮ ＝ ６ꎮ ｔ ＝ ５.３３ꎬ Ｐ<０.００１ꎬ
以及更短的树突长度ꎬ即胞体周围树突的密度更大

(图 ３Ｄ 所示)ꎬ 第 ５Ｂ 层为(４６７.７±７８.２)μｍꎬＮ ＝ ６ꎻ
第 ６ 层为(３３７. ０ ± ４８. ９) μｍꎬＮ ＝ ６ꎮ ｔ ＝ ３. ７４ꎬ Ｐ <
０.００１ꎮ 以上结果表明ꎬ在听觉皮层深层－胼胝体

投射中ꎬ对侧听觉皮层第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 的形

态学上差异存在统计学意义ꎬ这些形态差异反映

了听觉皮层不同区域的潜在不同微环路连接

要求ꎮ
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图 ３　 对侧听觉皮层第 ５Ｂ 层和第 ６ 层 ＰＣ 形态学特征比较(∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:第 ５Ｂ 层和第 ６ 层投射神经元的形态学构建ꎻＢ:第 ５Ｂ 层和第 ６ 层投射神经元的胞体区域面积比较ꎻＣ: 第 ５Ｂ 层和第
６ 层投射神经元的树突数量比较ꎻＤ:第 ５Ｂ 层和第 ６ 层投射神经元的树突长度比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｒｏｊｅｃｔｉｎｇ ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ＡＣ(∗∗∗Ｐ<
０.００１)
Ａ: Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｒｏｊｅｃｔｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎｓꎻ Ｂ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｍａｔｉｃ ａｒｅａ ｏｆ ｌａｙｅｒ
５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｒｏｊｅｃｔｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎｓꎻ Ｃ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｅｓ ｉｎ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｒｏｊｅｃｔｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎｓꎻ
Ｄ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｌｅｎｇｔｈｓ ｉｎ ｌａｙｅｒ ５Ｂ ａｎｄ ｌａｙｅｒ ６ ｐｒｏｊｅｃｔｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎｓ

３　 讨　 论

胼胝体作为左右新皮质之间最大的白质束ꎬ能
够连接两侧大脑半球的相似区域ꎬ并对其信息进行

传递、整合和处理ꎬ从而参与多种皮层的高级功能ꎮ
胼胝体与不同皮层之间连接结构和功能的异常会引

起不同的神经退行性疾病ꎬ使其胼胝体的大小和形

态都发生改变ꎬ并在临床和病理中表现出来ꎬ比如阿

尔兹海默病[１５]ꎬ癫痫[１６]ꎬ重度抑郁症[１７]ꎬ老年痴

呆[１８]ꎬ自闭症谱系障碍以及双向情感障碍[１９￣２０] 等ꎮ
而胼胝体发育不全的患者ꎬ也表现出日常任务执行

能力的困难[２１]ꎮ 目前胼胝体的检查主要通过脑磁

共振成像进行ꎬ其形态计量学的变化在不同神经退

行性病变中的表现各有不同[２２￣２３]ꎮ 因此对于皮层－
胼胝体投射的研究ꎬ不仅有助于揭示大脑功能和组

织结构之间的关系ꎬ深入了解由胼胝体投射损伤导

致疾病的发生机制ꎬ促进对神经变性疾病的理解ꎬ还
可以为临床医生解读 ＭＲＩ 图像提供更多的理论

依据ꎮ
听觉皮层与胼胝体的关系在现有的研究中相对

较少ꎮ 目前已经发现ꎬ听觉皮层－胼胝体连接异常

会导致听觉异常疾病的发生ꎬ比如 ＳＵＳＡＣ 综合

症[２４]ꎬＭＲＩ 显示患者胼胝体纤维的结构病变ꎬ患者

会出现脑部ꎬ视力以及听力的异常ꎮ 再比如ꎬ通过对

严重癫痫病人实施胼胝体切除术ꎬ以阻止癫痫放电

扩大ꎮ 术后有一定几率会由于胼胝体连接听觉皮层

的纤维受损ꎬ而引起听觉异常的出现[２５￣２６] 等ꎮ 因

此ꎬ进行听觉皮层￣胼胝体投射关系的研究ꎬ有助于

进一步理解临床上由于胼胝体结构异常ꎬ导致听觉

异常和言语障碍等疾病的发生机制ꎬ且对其进行治

疗靶点的探查和开发具有一定的推进意义ꎮ
听觉系统涉及许多复杂的神经环路和投射通

路ꎬ这些微环路是由不同神经元之间的信息流动组

成ꎬ这也是决定新皮质功能和可塑性的结构基

础[２７]ꎬ其中最重要的通路之一就是胼胝体投射ꎮ 目

前认为ꎬ听觉信息是以一种连续的、垂直的方式在不

同层上处理的[２８]ꎮ 听觉皮层第 ４ 层是主要的丘脑

接收层ꎬ然后将听觉信息进一步传递给皮层深层第

５ / ６ 层ꎬ继而再传递到颗粒上层ꎬ即第 ２ / ３ 层[２９]ꎮ
其中第 ２ / ３ 层神经元可以通过胼胝体将信息向对侧

ＡＣ 投射ꎬ而第 ５ / ６ 层深层神经元的对侧投射定位

目前尚不清楚ꎮ 现已发现ꎬ胼胝体主要由皮层第 ２
层、第 ３ 层(８０％)和第 ５ 层(２０％)锥体神经元的轴

突投射组成ꎬ通过与对侧皮层能够形成同源(对称)
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和异位(不对称ꎻ７５％)连接[３０]ꎬ来参与多个大脑皮

层的高级功能ꎬ但其对侧大脑半球的投射定位在不

同脑区并不完全一致ꎬ具有一定的非对称性ꎬ故ꎬ现
有的其它感觉皮层－胼胝体等相关研究并不能体现

出听觉皮层－胼胝体投射的特异性ꎮ 因此ꎬ探究听

觉皮层通过胼胝体的投射定位ꎬ对于进一步了解胼

胝体在听觉信息整合中的作用是很有必要的ꎮ 从研

究手段的角度分析ꎬ听觉皮层－胼胝体投射研究相

对较少的原因ꎬ主要是胼胝体结构复杂ꎬ是由数以百

万计的神经纤维组成ꎮ 在胼胝体－听觉皮层投射研

究中ꎬ需要精确地定位和追踪这些纤维的连接ꎬ具有

较高的技术难度ꎮ 听觉皮层的结构复杂ꎬ含有多个

脑区ꎬ如 Ａ１、Ａ２、ＡＡＦ 等ꎬ脑区定位也存在一定的解

剖学难度ꎮ 在本研究中ꎬ通过使用前沿神经生物技

术手段－光遗传学ꎬ结合离体电生理技术ꎬ可特异性

操控目标神经元及投射纤维ꎬ规避了传统电刺激带

来的目标靶向不精确的问题ꎬ提高了实验结果的可

靠性ꎮ 并且ꎬ根据立体定位脑图谱以及应用读数计ꎬ
可以将大脑区域进行三维空间标记和定位ꎬ以此精

准地将研究范围锁定在听觉初级皮层 Ａ１ꎮ 实验中ꎬ
ＴＴＸ 和 ４￣ＡＰ 的加入ꎬ阻断了多级突触的反应ꎬ结果

显示ꎬ双侧听觉皮层深层 ＰＣ 通过胼胝体ꎬ可以以单

突触连接的方式向对侧听觉皮层投射ꎬ表明 ＡＣ 深

层之间有着直接的纤维联系ꎮ 此外ꎬ与第 ５Ａ 层相

比ꎬ第 ５Ｂ 和第 ６ 层 ＰＣ 的突触后反应幅度更大ꎬ反
应概率更高ꎬ这一结果与病毒表达的荧光强度结果

一致ꎬ表明第 ５Ｂ 和第 ６ 层为双侧 ＡＣ 深层传递听觉

信息的主要目标区域ꎬ这在两侧大脑半球的定位投

射上具有一定的对称性ꎮ 而且ꎬ第 ５Ｂ 层和第 ６ 层

ＰＣ 的电生理特性不同ꎬ信号输出方式不同ꎻ形态学

也有明显差异ꎬ意味着这两类不同的神经元群体在

突触环路上有不同的连接模式ꎬ第 ５Ｂ 层 ＰＣ 通过皮

层内不同的局部连接实现高度的突触精确性ꎬ而第

６ 层 ＰＣ 需要更分散的连接来调节大量其它神经元

的活动ꎮ
本实验是以小鼠为研究对象ꎬ并未涉及其他物

种ꎮ 由于目前已经有研究发现ꎬ不同种属和性别中ꎬ
胼胝体的病理和生理表现各有差别[３１]ꎬ甚至在不同

的种族和民族人群中胼胝体的大小也有不同[１５]ꎮ
因此ꎬ在评估胼胝体￣听觉皮层投射异常时ꎬ需要考

虑具体研究的对象和条件ꎬ对结果进行综合评判ꎮ
本研究通过提供神经生物学信息整合的机制ꎬ可为

临床诊断和治疗干预提供必要的理论依据ꎬ以及潜

在的药物靶点ꎮ 未来通过对比小鼠研究结果与人类

相关疾病的临床表现ꎬ有助于寻找更加合适的胼胝

体￣听觉皮层异常的模型ꎬ以进一步推动人体听觉疾

病诊断和治疗的发展ꎮ 此外ꎬ本研究仅集中在初级

听觉皮层ꎬ对于胼胝体与其他脑区之间的相关连接

和功能机制未来仍需深入研究ꎮ
在听觉皮层深层－胼胝体投射中ꎬ存在至少两

条相对独立的神经微环路ꎬ它们作为不同的信息通

道ꎬ参与听觉信息中不同的环路调控ꎬ如ꎬ声音定位、
语义理解等ꎮ 深入研究其神经环路有助于进一步了

解听觉信息的双耳整合机制ꎬ并对进一步理解和治

疗听觉系统相关疾病有重要意义ꎮ
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ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ
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