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头孢呋辛钠影响幼鼠平行纤维 - 浦肯野
细胞的突触可塑性

何海燕 1,2　任颖鸽 1　李凌 1　晋芙莉 1　杜永平 1　张月萍 1

（1. 第四军医大学西京医院儿科脑发育研究室，陕西 西安　710032；
2. 陕西省安康市妇幼保健院新生儿科，陕西 安康　725000）

［摘要］　目的　探讨头孢呋辛钠（CS）对 Sprague-Dawley（SD）大鼠小脑浦肯野细胞（PCs）电生理功

能的影响。方法　将 7 d 龄（P7）SD 大鼠分为早期用药Ⅰ组、Ⅱ组（P7~P14 给药）和晚期用药组（P14~P21 给药），

均腹腔注射 CS；以及早期用药对照组和晚期用药对照组，腹腔注射等容积的生理盐水（NS）。每组均 10 只。

早期用药Ⅰ组及早期对照组于 P15 处死，早期用药Ⅱ组、晚期用药及晚期对照组于 P22 处死。采用全细胞膜片

钳记录法，在小脑脑片上记录 PCs 的内向电流和动作电位，以及低频刺激平行纤维（PF）诱发的 PCs 兴奋性突

触后电流（EPSC）的长时程抑制（LTD）现象。结果　早期用药组和晚期用药组 PCs 内向电流幅值和动作电位

峰值均略大于相应对照组，差异无统计学意义（P>0.05）；用药组的 EPSC 抑制程度均大于对照组（P<0.01），

但早期用药Ⅱ组的抑制程度较晚期用药组更大（P<0.01）。结论　生后早期 CS 暴露影响幼鼠小脑平行纤维 PC 

的突触可塑性，这种影响在停药后仍持续存在。                   ［中国当代儿科杂志，2016，18（6）：558-563］
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Abstract: Objective    To investigate the influence of cefuroxime sodium (CS) on the electrophysiological function of 
cerebellar Purkinje cells (PCs) in Sprague-Dawley rats. Methods    Postnatal day 7 (P7) Sprague-Dawley rats were divided 
into early administration I and II groups (administered from P7 to P14) and late administration group (administered from 
P14 to P21), and all the groups received intraperitoneally injected CS. The control groups for early and late administration 
groups were also established and treated with intraperitoneally injected normal saline of the same volume. There were 
10 rats in each group. The rats in the early administration I group and early administration control group were sacrificed 
on P15, and those in the early administration II group, late administration group, and late administration control group 
were sacrificed on P22. The whole-cell patch-clamp technique was used to record inward current and action potential 
of PCs on cerebellar slices, as well as the long-term depression (LTD) of excitatory postsynaptic current (EPSC) in PCs 
induced by low-frequency stimulation of parallel fiber (PF). Results    Compared with the control groups, the early and 
late administration groups had a slightly higher magnitude of inward current and a slightly higher amplitude of action 
potential of PCs (P>0.05). All administration groups had a significantly higher degree of EPSC inhibition than the control 
groups (P<0.01), and the early administration II group had a significantly greater degree of EPSC inhibition than the late 
administration group (P<0.01). Conclusions    Early CS exposure after birth affects the synaptic plasticity of PF-PCs in the 
cerebellum of young rats, which persists after drug withdrawal.               [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(6): 558-563]
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新生儿期细菌感染性疾病既缺乏特异性表现，

又容易迅速加重。因此，为了防止严重感染延误

治疗，预防性使用抗生素或抗生素过度使用现象

在新生儿科普遍存在 [1]。然而，生后早期使用抗生

素对新生儿带来的不良后果也不容忽视。抗生素

对神经系统的损害已有大量临床和实验室的直接

证据，如高浓度青霉素的神经毒作用，头孢菌素

类和碳青霉烯类抗生素的致癎作用，氨基糖苷类

抗生素的听神经损伤和前庭毒性反应等 [2]，这些不

良反应多为抗生素剂量过大或患者存在基础疾病

（如神经精神疾病或肾脏疾病）时容易产生的神

经毒作用。然而，近年来研究发现抗生素对中枢

神经系统功能的影响除了神经毒作用的直接损伤，

还与动物的行为异常和某些神经精神类疾病的发

病有关。Bercik 等的研究显示，抗生素制剂改变了

小鼠的行为和中枢神经系统活动，比如增加了小

鼠在明暗箱测试中的探索行为，减少了穿梭的潜

伏期，提高了海马和杏仁核中脑源性神经营养因

子水平等 [3]。House 等的研究发现，自闭症儿童普

遍在 3 岁前过度使用抗生素 [4]。然而，目前较少有

人关注新生儿期使用抗生素对发育脑的功能影响。

本文首次研究了抗生素对幼鼠神经元近期和远期

电生理功能的影响，目的是进一步明确新生儿期

使用抗生素是否对发育脑产生不良影响。头孢呋

辛钠（cefuroxime sodium , CS）被认为是新生儿安

全有效的一线抗生素，并在临床上广泛使用 [5]，而

小脑是参与躯体 - 内脏 - 认知等多种功能调节的

重要脑区 [6]，因此我们观察了头孢呋辛钠对幼鼠小

脑主神经元浦肯野细胞（purkinje cells, PCs）兴奋

性和突触可塑性的影响，报道如下。

1　材料与方法

1.1　试剂和仪器

根 据 文 献 [7] 配 制 人 工 脑 脊 液（artificial 

cerebrospinal fluid, ACSF）和电极内液，试剂购自

Sigma 公司。

振 动 切 片 机（VT1000S, Leica）， 正 置 显 微

镜（Zeiss, Axopatch, Germen）， 微 电 极 操 纵 仪

（Model 285, Sutter Instrument, USA），放大器（Axon 

700A, Axon Instrument, USA），模拟 - 数字转换器

（Digidata1322A, Axon Instruments, USA），玻璃微

电极拉制仪（P-97, Sutter Instrument, USA），刺激

器（PG4000A, CYGNUS），渗透压测定仪（Model 

210, FISKE ASSOCIATE, USA），恒流泵（HL-2，

上海泸西仪器厂）。

1.2　实验动物及 CS 剂量

健康新生 7 d（postnatal day 7, P7）SD 大鼠由

第四军医大学动物实验中心提供。注射用头孢呋

辛钠购自广州白云山天心制药股份有限公司。据

人与大鼠体表面积换算公式 [8] 确定 P7 大鼠的 CS

等效量约为每次 237 mg/kg、每 12 h 一次（q12 h）；

P14 幼鼠 CS 的等效量约为每次 317 mg/kg、q8 h。

均腹腔注射给药。

1.3　动物分组和处理

将健康 P7 SD 大鼠随机分为早期用药Ⅰ组、早期

用药Ⅱ组、早期用药对照组、晚期用药组和晚期

用药对照组。早期用药Ⅰ组：P7~P14 给药，CS 每

次 237 mg/kg、q12 h， 连 续 7 d， 于 P15 处 死； 早

期 用 药 Ⅱ 组：P7~P14 给 药，CS 每 次 237 mg/kg、

q12 h，连续 7 d，然后继续饲养至 P22 处死；早期

用药对照组：P7~P14 腹腔注射与早期用药组等容

积的生理盐水（normal saline, NS）、q12 h，连续

7 d，于 P15 处死。晚期用药组：P14~P21 给药，

CS 每次 317 mg/kg、q8 h，连续 7 d，于 P22 处死；

晚期用药对照组：从 P14 开始腹腔注射与晚期用

药组等容积的 NS、q8 h，连续 7 d，P22 处死。每

组动物均为 10 只。符合西京医院实验动物保护和

使用委员会的规定。

1.4　脑片制备

将 大 鼠 断 头 取 出 小 脑， 迅 速 投 入 充 有

95%O2+5%CO2 混合气的 0℃ ACSF 中，约 1 min 取

出，修整小脑组织块后迅速移入切片槽固定，用

振动切片机切出 300~400 μm 厚矢状面小脑脑片，

立即转移至 32℃的 ACSF 中孵育约 30 min，移至

室温下继续孵育，1 h 后开始记录。整个过程均予

以 95% O2+5% CO2 通气。

1.5　全细胞膜片钳记录

将脑片移至记录浴槽内，先在低倍镜下确

定小脑皮层的细胞层，然后在高倍镜下选择表面

光 滑、 轮 廓 清 晰、 立 体 感 强 的 PCs 进 行 全 细 胞

膜片钳记录。玻璃微电极充灌电极内液后电阻为

5~8 MΩ。当电极尖端靠近 PC 时，给予合适的负压，

形成 1 GΩ 以上高阻抗封接，继续施加负压吸破细



 第 18 卷 第 6 期

  2016 年 6 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.6

Jun. 2016

·560·

胞膜，形成 PC 全细胞记录模式。记录过程中使用

恒流泵持续向记录浴槽内灌注充以 95% O2+5% CO2

混合气体的 ACSF，流速为 2 mL/min。在电压钳模

式下，钳制电压为 -70 mV，给予细胞一系列去极

化电压（10~80 mV），可记录到 PCs 的内向电流。

在电流钳模式下，给予细胞一系列去极化电流

（50~500 pA，100 ms），诱发 PCs 发放的动作电

位。将充有 ACSF 的玻璃微电极置于小脑脑片的分

子层刺激平行纤维（parallel fiber, PF），可在 PCs

上记录到兴奋性突触后电流（excitatory postsynaptic 

current, EPSC）。以一串频率为 1Hz 的 300 个脉冲

组成的低频刺激（low-frequency stimulation, LFS）

诱 发 出 PCs 长 时 程 抑 制（long-term depression, 

LTD）。所有记录在室温（20~25℃）下进行。

1.6　统计学分析

数据采集使用 P Clamp 软件，数据测量使用

Clampfit 软件。应用 Origin 8.0 进行数据处理，数

据以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用 t 检验或

单因素方差分析进行组间差异比较。P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　头孢呋辛钠对幼鼠小脑 PCs 兴奋性的影响

在电流钳模式下，记录 PCs 的膜电位和动作

电位。各组均记录 20 个 PCs。早期用药组和晚期

用药组的 PCs 膜电位、动作电位阈值和 200 pA 诱

发的动作电位频率与对照组相比，差异均无统计

学意义（P>0.05），见表 1。

在电流钳模式下，给予细胞内微小的超极化

电流维持膜电位 -70 mV，记录去极化电流诱发的

动作电位（图 1A）。各组均记录 18 个 PCs，测量

其峰值进行组间比较：早期用药Ⅰ组的动作电位

峰值（62.5±2.4 mV）与早期对照组（60.4±1.8 mV）

相比差异无统计学意义（P>0.05）；晚期用药组

（66.5±2.9 mV）与晚期对照组（60.7±2.1 mV）

相比差异无统计学意义（P>0.05）；早期用药Ⅱ组

（65.7±2.8 mV）与晚期对照组和晚期用药组相比，

差异均无统计学意义（P>0.05）。见图 1B。

图 1　头孢呋辛钠对幼鼠小脑 PCs 动作电位幅值的

影响（n=18）　　A：电流钳模式下膜电位 -70 mV 时 100 pA 和

200 pA 去极化电流诱发 PCs 的典型动作电位；B：去极化电流诱

发各组 PCs 动作电位峰值的比较。

表 1　PCs 膜电位、动作电位阈值和 200 pA 诱发的动作

电位频率　（n=20，x±s）

组别
膜电位

(mV)
动作电位阈值

(mV)
动作电位频率

(Hz)

早期对照组 -64±6 -47±3 30±8

早期用药Ⅰ组 -64±8 -49±4 33±10

早期用药Ⅱ组 -64±7 -48±2 34±9

晚期对照组 -65±9 -47±2 33±10

晚期用药组 -64±7 -48±3 34±8

F 值 0.04 0.99 0.62

P 值 >0.05 >0.05 >0.05

在电压钳模式下，膜电位被钳制在 -70 mV，

给予细胞一定的去极化电压可诱发出 PCs 的内向

电流（图 2A）。诱发内向电流的最小去极化电

压值为阈刺激。各组均记录 25 个 PCs。早期对照

组、早期用药 I 组和早期用药Ⅱ组的阈刺激分别为

25±5 mV，26±4  mV 和 27±6 mV； 晚 期 对 照 组

和晚期用药组分别为 26±5 mV 和 28±5 mV。早

期用药Ⅰ组与早期对照组相比，晚期用药组与晚

期对照组相比，早期用药Ⅱ组与晚期对照组和晚

期用药组相比，诱发内向电流的阈刺激差异均无

统计学意义（P>0.05）。见图 2B。
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测 量 各 组（ 各 组 记 录 10 个 PCs） 以 30 mV

去极化电压诱发的内向电流幅值，并进行组间比

较。早期用药Ⅰ组（3 063±175 pA）略高于早期

对照组（2 847±177 pA），但差异无统计学意义

（P>0.05）； 早 期 用 药 Ⅱ 组（3 216±166 pA） 和

晚期用药组（3 330±181 pA）均高于晚期对照组

（3 010±157 pA），但差异无统计学意义（P>0.05）；

早期用药Ⅱ组略低于晚期用药组，差异也无统计

学意义（P>0.05）。见图 2C。

2.2　头孢呋辛钠对幼鼠小脑 PF-PC 突触可塑性的

影响

将玻璃电极置于小脑脑片分子层，给予一定

强度的方波（波宽 0.1 ms，强度 20~50 µA）刺激，

可在 PC 上记录到 PF 兴奋引起的 EPSC。各组均记

录 10 个 PCs。以 1 Hz 的频率刺激 PF 5 min，可使

PCs EPSC 幅值迅速抑制，并持续 30 min 以上，此

即 LTD 现象。早期对照组 EPSC 幅值在低频刺激

后迅速降低到刺激前的（66±6）%，早期用药Ⅰ

组降至刺激前的（47±9）%，比早期对照组的抑

制程度更大（P<0.01），见图 3A~B。晚期用药组

EPSC 幅值抑制程度大于晚期对照组 [（53±9）% 

vs（69±5）%]，P<0.01；早期用药Ⅱ组 EPSC 幅

值抑制程度最大，降低到刺激前的（35±14）%，

与晚期对照组和晚期用药组相比，差异有统计学

意义（P<0.01）。见图 3C~D。

3　讨论

以往对抗生素不良影响的关注多集中于抗生

素对各系统包括神经系统在内的毒副作用 [2,9]，而

抗生素暴露对中枢神经系统神经元电生理功能有

无影响尚未见报道，本研究首次发现抗生素处理

的幼鼠小脑主神经元 PC 电活动发生了改变。

本研究结果显示，生后早期使用头孢呋辛钠

的 SD 幼鼠，其小脑 PCs 的膜电位、动作电位阈值

和放电频率均无显著变化，但内向电流幅值和动

作电位幅值均有轻微增大。所有用药组的 PCs 动

作电位幅值的变化趋势与内向电流的变化趋势一

图 2　头孢呋辛钠对幼鼠小脑 PCs 内向电流阈刺激和

电流幅值的影响　　A：电压钳模式下膜电位被钳制在 -70 mV

时诱发各组 PCs 典型的内向电流（n=25）；B：各组诱发内向电流

阈刺激的比较（n=25）；C：30 mV 去极化电压诱发各组 PCs 内向

电流峰值的比较（n=10）。
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图 3　头孢呋辛钠对幼鼠小脑平行纤维 PCs 兴奋性突

触后电流的影响（n=10）　　A、C：低频刺激（1 Hz，5 min）

PF-PC 的兴奋性突触后电流的长时程抑制。B、D：低频刺激前后

兴奋性突触后电流抑制程度的比较。[PF] 平行纤维；[PC] 浦肯野

细胞；[LFS] 低频刺激；[EPSC] 兴奋性突触后电流。a 示与刺激前

比较，P<0.01；b 示与对照组刺激后比较，P<0.01；c 示与晚期用

药组刺激后比较，P<0.01。
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致，说明头孢呋辛钠对幼鼠 PCs 内向电流和动作

电位幅值的影响是真实存在的。虽然这种轻微的

增加没有统计学意义，但却不能忽略这种微小改

变对 PCs 电生理功能的影响。小脑 PCs 的内向电

流是由钠离子和钙离子内流引起 [10-11]，这种轻微增

大虽无统计学差异，仍然提示头孢呋辛钠可能增

强了钠通道和 / 或钙通道的活性，使钠离子和 / 或

钙离子内流增加，从而使 PCs 内向电流增大。而

内向电流的变化会引起动作电位幅值的相应变化，

神经元动作电位幅值的改变可能影响突触后神经

递质的释放，进而影响神经元之间的突触传递和

突触可塑性。

有研究发现氨基糖甙类和喹诺酮类抗生素可

以加重重症肌无力小鼠业已存在的神经肌肉接头

处的传递功能障碍，头孢呋辛和头孢他啶对此无

明显影响 [12]。而本研究发现头孢呋辛钠对幼鼠小

脑 PF-PC 之间突触传递的可塑性有明显影响。突

触可塑性是突触形态和功能上的改变，是发育中

的大脑适应环境影响的最重要机制 [13-14]。大量文

献显示，学习和记忆过程伴随着突触可塑现象 [15-16]。

兴奋性突触的可塑性变化与记忆编码有关，主要

表现为长时程增强（long-term potentiation, LTP）和

LTD。LTD 是指某种刺激使兴奋性突触的传递效

率持续降低 [17]。小脑环路中最重要的兴奋性突触

PF-PC 突触 LTD（以下简称小脑 LTD）的形成与 γ-

氨 基 -3- 羟 基 -5- 甲 基 恶 唑 -4- 丙 酸（AMPA）

受体和 N- 甲基 -D- 天门冬氨酸（NMDA）受体有

关 [18-19]。简言之，PF 释放的谷氨酸与 PCs 膜上的

AMPA 受体结合，使 PCs 膜上的 Na+ 通道开放，

Na+ 内流使细胞去极化，激活电压依赖性的 NMDA 

受体，使 Ca2+ 内流，细胞内 Ca2+ 浓度增高激活了

一系列复杂的级联反应，最终使 PCs 膜上的 AMPA

受体数量减少，对突触前释放的谷氨酸反应减弱，

从而产生了 LTD[19-20]。

近年来研究发现小脑 LTD 在动物的学习记忆

和高级认知功能方面发挥关键作用，常常被作为

动物行为学研究的分子模型 [17,21]。与海马 LTP 的

储存式记忆不同，小脑 LTD 主要与记忆纠错有

关 [17]。本研究结果显示早期用药 I 组（P7-P14）或

晚期用药（P14-P21）均使幼鼠小脑 LTD 显著增强，

二者对 EPSC 抑制的程度相似。值得注意的是，早

期用药 II 组 EPSC 抑制的程度显著大于早期用药

Ⅰ组和晚期用药组。这些结果表明，新生期使用

头孢呋辛钠可显著影响幼鼠小脑 PF-PC 的突触可

塑性。无论早期用药还是晚期用药，头孢呋辛钠

均增强了幼鼠小脑 LTD 的抑制程度，而早期用药

组在发育期（P22）的 LTD 抑制程度较晚期用药组

更为显著。由于 LTD 现象是分子水平的记忆痕迹，

LTD 的异常表达有可能对运动学习和高级认知功

能产生不良影响，因此，这种 LTD 增强现象与抗

生素处理动物的异常行为之间是否有关尚待更多

研究证实。

以往抗生素处理动物的研究，多使用新霉素

和杆菌肽，经口给药 [3]。由于新生儿期一般选择静

脉给药途径，所以本研究采用了与大鼠静脉给药

效应相同的腹腔注射给药方式 [22-23]，更接近临床

实际情况。以往的研究已证实连续使用抗生素（无

论口服还是静脉给药）3~7 d 可导致动物和人肠道

菌群紊乱 [3,24-27]，本研究连续 7 天给予新生幼鼠腹

腔注射头孢呋辛钠，我们推测可能造成了肠道菌

群紊乱。由于本研究的主要目的是探讨抗生素暴

露和动物神经元电生理之间的关系，所以未同时

测量幼鼠肠道菌群的变化。但是，因为头孢呋辛

钠不能透过血脑屏障，我们观察到的神经元电生

理变化不应是头孢呋辛钠的直接作用，推测肠道

微生态变化是头孢呋辛钠影响神经元电生理功能

的一种可能的机制，这种推测有待进一步研究证

实。

综上所述，本研究首次在新生大鼠发现生后

早期使用治疗剂量的头孢呋辛钠可轻微增大小脑

PCs 的内向电流和动作电位幅值，显著增强低频刺

激诱导的小脑 LTD，并且这种影响在停药后仍持

续存在，提示新生儿科医生要重视生后早期抗生

素暴露对新生儿未来脑发育的影响，而对于生后

早期使用抗生素的新生儿，在运动功能、认知功能、

学习能力、情绪控制、心理问题和精神疾病等方

面进行远期随访是十分必要的。
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