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摘要 不同时长的电脉冲高频刺激(high frequency stimulation，HFS)对于脑神经系统具有不同的作用．其中，数秒时长的短促
HFS可通过“点燃”效应制作动物癫痫模型，也可以产生长时间保持的突触可塑性变化，而数分钟以上的长时 HFS却可以
安全地用于临床的深部脑刺激，治疗多种脑疾病．因此推测，持续的 HFS可以改变短促刺激产生的效应．为了验证此推测，
在大鼠海马 CA1区的输入轴突纤维 Schaffer侧支上，分别施加 5 s和 2 min两种时长的 100 Hz HFS，并监测刺激结束后下游
神经元群体对于单脉冲测试的响应电位，即群峰电位(population spike，PS)．结果显示，5 s短 HFS结束时会紧跟后放电痫样
活动，并且，从测试脉冲诱发的 PS幅值和潜伏期可见，短 HFS诱导的兴奋性增强可以维持数十分钟．反之，2 min的长
HFS结束时紧随之后的是数十秒无发放活动的静息期，而且，PS在数分钟内即恢复到 HFS前的基线水平．这些结果表明，
长时 HFS的后期刺激可以改变前期短促刺激对于下游神经网络的作用，即消除短刺激可能产生的长时程兴奋效应．此发现
对于深入了解高频刺激的作用机制、促进深部脑刺激的临床应用具有重要意义．
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外加电刺激可以干预神经网络的活动状态，临

床上已在中枢和外周神经系统采用各种电刺激的方

法来治疗疾病．其中，深部脑刺激 (deep brain
stimulation，DBS)可以治疗帕金森氏症和肌张力障
碍等运动障碍疾病[1-3]，也用于治疗癫痫等其他脑

神经系统疾病[4-5]．DBS通常采用脉冲频率接近或
者大于 100 Hz的高频刺激(high frequency stimulation,
HFS)，但是，HFS的作用机制尚未明确[6]．

不同参数和模式的脉冲刺激对于脑神经网络会

产生不同的影响，用途也不同 [7-8]．例如，在刺激

脉冲波形相同的情况下，数秒时长的短促 HFS可
通过“点燃”效应用于制作动物癫痫模型[9-10]，而

DBS使用的数分钟至数天的长时间 HFS却可以安
全地用于治疗脑部疾病 [11]．可见，短促 HFS会造
成“后遗症”，而长时 HFS主要在刺激期间产生治
疗作用，刺激后则不会造成严重的不良后果，因

此，可逆性是 DBS的优势之一[12]．刺激一旦结束，

刺激作用很快就会消失．那么，短促 HFS与长时
HFS结束之后神经网络的状态有何差别？神经元的
兴奋性又有何不同？此问题尚无明确答案．本文将

利用大鼠海马 CA1区的高频脉冲电刺激实验来研
究此问题．

在神经组织的各种组成结构中，DBS所采用
的窄脉冲刺激最易于激活神经元的轴突成分[13]．而

且，轴突上重复的短促 HFS可以诱导轴突末稍上
突触的可塑性变化，产生突触的长时程增强(long
term potentiation，LTP)等效应 [14]，这是 HFS 产生
“点燃”效应的机制之一[10]．因此，为了比较长时

HFS与短促 HFS结束之后神经活动的状态，本研
究在大鼠海马 CA1 区的输入轴突纤维 Schaffer 侧
支上分别施加 5 s 和 2 min 两种时长的 100 Hz 的
HFS，并监测刺激结束后下游神经元群体对于单脉
冲测试刺激的响应．通过定量分析响应信号的幅值

和潜伏期，来比较长、短两种高频电刺激的作用效

应，分析其可能机制．研究结果可以为 DBS新刺
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激模式的设计提供指导信息，并且对于揭示 DBS
的作用机制具有重要意义．

1 材料与方法

1援1 动物手术和电极植入

成年雄性 Sprague-Dawley 大鼠 8 只，体重
250～400 g(周龄约 10～12)，购自浙江省实验动物
中心．腹腔注射乌拉坦 (Urethane)1.25 g/kg 麻醉，
然后固定于大鼠脑立体定位仪上．剃除头部毛须，

沿中线切开头部皮肤，除去部分颅骨，用于插入刺

激电极和记录电极．并在鼻骨两侧钻孔，旋入两颗

不锈钢螺钉(直径 1 mm，长 2.5 mm)分别作为接地
和参考电极，两者间距约 5 mm，入骨深度约 1.5～
2 mm．

记录电极为美国 NeuroNexus Technologies 公
司生产的 16 通道微电极阵列(型号为 Poly2)，插
入至海马 CA1 区，定位是前囟后 3.5 mm，旁开
2.7 mm，大脑皮层向下约 2.1～2.8 mm．刺激电极
采用美国 FHC公司生产的双极同芯铂 /铱电极(型
号为 CBCSG75)，插入至 CA1 区的输入通路
Schaffer侧支，定位是前囟后 2.3 mm，旁开 2.0 mm,
深约 2.8 mm．放置电极时，微调电极的深度，直
至记录到明显的锋电位信号和正确的刺激诱发的群

峰电位为止[15]．

1援2 记录信号的采集和刺激模式的设计

记录电极采集的信号先经过 3600 型放大器
(A-M System Inc.,美国)，频率响应范围设为 0.3～
5 000 Hz，放大倍数为 100倍．然后使用 Powerlab
ML880 16/30型多通道信号采集系统(AD Instruments,
Pty Ltd，澳大利亚)，以 20 kHz的采样频率采样，
之后将记录到的数据存入硬盘，用于离线分析．

HFS电刺激采用脉宽为 0.1 ms 的双相电流型
脉冲，由 3800型刺激器(A-M System Inc.,美国)产
生，并通过 3820刺激隔离器将电流型脉冲送至刺
激电极．HFS脉冲串的时长设为 5 s和 2 min两种，
脉冲频率均为 100 Hz．脉冲强度设定为可以诱发
出最大群峰电位幅值的 75%所对应的强度值，约
为 0.3～0.5 mA[15]．每只大鼠实验中进行 5 s短 HFS
和 2 min长 HFS各 1 次，2 次 HFS的先后顺序随
机，时间间隔 0.5 h以上．
1援3 海马 CA1区神经元群体兴奋性的评价指标

为了考察长、短两种 HFS 作用的差别，在
HFS之前和之后施加单脉冲刺激以诱发下游 CA1

区产生群峰电位(population spike，PS)，用于测试
下游神经元群体的兴奋性．

PS幅值的大小可以反映产生动作电位的神经
元数量以及发放的同步程度；PS的潜伏期长短可
以体现轴突传播速度、突触传导效率和神经元对于

刺激的响应速度等信息[16]．PS的幅值越大，潜伏
期越小，表明神经元群体和网络的兴奋性越高．本

文以 HFS之前基线记录的 PS数据为基准，计算归
一化的 PS幅值和潜伏期(即 HFS结束后的数值与
基线数值之比)，用于考察 HFS之后的效应．
1援4 统计数据分析

统计数据都表示为均值 依标准差．采用配对 t
检验来比较长、短 HFS之后的数据与 HFS之前的
基线记录之间差异的显著性，P < 0.05时为差异显
著．n表示实验次数．

2 结 果

2援1 海马 CA1 区神经元群体对于输入轴突上长、
短 HFS的响应

在海马 CA1区 Schaffer侧支上施加 100 Hz的
HFS，并在胞体层记录下游的突触后神经元群体的
响应(图 1a)．短促 5 s的 HFS起始时第一个脉冲诱
发的大幅值群峰电位(PS)与基线记录时单脉冲的诱
发电位相似(图 1b和图 1c的放大图)；随后的数个
脉冲没有诱发明显的 PS；再后的刺激脉冲仅诱发
较小幅值的 PS，直至 HFS结束．但是，紧随 HFS
结束后又出现大幅值的 PS(图 1c)，也就是后放电
(after-discharge，AD)现象 [17-18]，AD 的持续时间为
5.49 s．AD之后，在 HFS结束后的 30 s和 10 min
时的单脉冲诱发的 PS 幅值分别为 16.0 mV 和
16.4 mV，都大于基线的 15.0 mV(图 1d)．

在同一次大鼠实验并且基线诱发 PS波相似的
情况下(图 2a)，在 Schaffer侧支上施加 2 min的长
时 100 Hz刺激时，刺激前 5 s 的神经元群体响应
与上述 5 s短促 HFS时一致，但是，后续刺激期间
痫样 PS波的幅值小于对应的 5 s短 HFS结束后产
生的后放电所包含的 PS波，并且，2 min 刺激的
后期没有明显的 PS波，HFS结束之后也不出现后
放电(图 2b)．紧随 HFS结束后出现的反而是一段
不包含神经元锋电位活动的静息期(图 2c)，长约
(19.1 依 5.14) s (n = 8)．测试脉冲诱发的 PS电位也
很小，直到 HFS结束后 5 min才恢复到 HFS前的
基线水平(图 2d)．
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Fig. 2 Responses of neuronal populations to a 2 min long train of 100 Hz stimulation in hippocampal CA1 region
(a) Baseline PS waveform evoked by a single pulse. (b) Response potentials during a 2 min HFS train. (c) Multiple-unit activity (MUA) obtained by

filtering the raw signal in (b) by a high pass filter (> 500 Hz). (d) PS potentials evoked by single pulses at 30 s and 5 min after the HFS termination.

Fig. 1 Responses of neuronal populations to a 5 s short train of 100 Hz stimulation in hippocampal CA1 region
(a) Schematic diagram of the placement of stimulation electrode (SE) and recording electrode (RE). (b) PS potential evoked by a single pulse during

baseline recording. (c) Response potentials during a 5 s HFS train and an after-discharge following the HFS. The red bar denotes the HFS period. Small

triangles and vertical dotted lines in the expanded insets denote the removed stimulation artifacts. Refer to literature [19] for the method of artifact

removal. The red triangle denotes the first pulse of HFS. (d) PS potentials evoked by single pulses at 30 s and 10 min after the HFS termination.
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上述结果表明，5 s短促 HFS结束后，下游神
经元群体的兴奋性水平高于基线，使得测试脉冲诱

发的 PS幅值增大，而潜伏期明显缩短．而 2 min
长 HFS结束之后，不会给下游神经元群体留下长
时间的持续效应．

3 讨 论

本文比较了输入轴突通路上 5 s 短促 HFS 与

2 min 持续 HFS对于大鼠海马 CA1区神经元的作
用．结果表明，紧随短促 HFS结束时，刺激的下
游 CA1区存在后放电痫样活动，体现了神经元群
体的过度兴奋状态，并且，在 HFS结束后的数十
分钟内，测试脉冲诱发的 PS幅值保持大于 HFS前
的水平，而 PS 的潜伏期则保持小于 HFS 前的水
平，体现了短 HFS诱导的兴奋性增强可以保持一
段时间．反之，持续 2 min 的长 HFS 结束时，下

Fig. 3 Post鄄HFS responses evaluated by PS potentials evoked by single pulses after 5 s short and 2 min long HFS trains
(a) Normalized PS amplitudes. (b) Normalized PS latencies. The insets on the upper corners indicate the calculations of the PS amplitude and PS

latency. The brackets denote the data points that have significant differences from corresponding baseline values.

从 2 min 的 HFS起始点开始计算，HFS 期间
存在痫样 PS波的时长为(16.4 依 5.56) s(n = 8)，而
前述 5 s短 HFS自起始时刻开始计算至后放电结束
的时长为(12.9 依 5.10) s (n = 8)，两者无显著差异
(配对 t-test，P = 0.12，n = 8)．

上述结果表明，相比于数秒的短促 HFS，数分
钟时长的 HFS不会诱发更强烈的痫样活动．而且，
延长刺激时间还可以在刺激结束之后产生一段抑制

期，不诱发后放电．下面分析长、短两种刺激之后

单刺激诱发 PS的恢复过程，从而考察刺激持续时
间的延长对于刺激后效应的影响．

2援2 两种时长 HFS的刺激后效应比较
在考察 HFS结束后的效应时，为了避免短促

刺激诱发的后放电痫样活动的影响，在两种模式的

HFS 结束之后 30 s 开始，每隔 15 s 或 30 s 在
Schaffer侧支上施加单脉冲刺激作为测试，利用其
PS诱发波的幅值和潜伏期来评估 HFS的后效应．

如图 3a所示，在 5 s短 HFS结束之后的 20 min

内，测试脉冲诱发的 PS平均幅值一直保持高于基
线水平(用 HFS前的基线 PS计算的归一化平均值
大于 1)．而且，在 HFS结束 5 min之后阶段，PS
的归一化幅值显著大于 1(配对 t检验，P < 0.05，
n = 8)．而 2 min的长 HFS结束初期(4 min内)，测
试脉冲诱发的 PS平均幅值显著低于基线水平(配对
t检验，P < 0.05，n = 8)；在 HFS结束 5 min之后，
PS幅值恢复，与基线水平无显著差异．

此外，如图 3b 所示，在 5 s短 HFS结束 30 s
后，测试脉冲诱发的 PS的平均潜伏期一直显著低
于基线水平 (配对 t 检验，P < 0.01，n = 8)．而
2 min长 HFS结束初期的 4 min内，PS的平均潜伏
期显著高于基线水平(配对 t 检验，P < 0.05，n =
8)；在 HFS 结束 5 min 之后恢复到基线水平．而
且，两种时长 HFS后测试脉冲诱发的 PS的平均潜
伏期之间存在显著差别，5 s短促刺激后的 PS潜伏
期一直显著低于 2 min 长刺激后的数值(配对 t 检
验，P < 0.01，n = 8)．
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游 CA1区没有任何痫样活动，反而出现数十秒的
无锋电位的静息期．并且，测试脉冲诱发的 PS幅
值小、潜伏期长．而 HFS结束后 5 min 左右，诱
发电位 PS即可以恢复至 HFS前的基线水平，反映
了长 HFS结束后的下游神经元兴奋性减弱仅维持
较短时间．由于长 HFS的初期与短 HFS等同，此
研究结果表明，长 HFS的后续刺激可以改变其前
期的作用．其中的可能机制分析如下．

第一，HFS起始时包含 PS的痫样活动以及紧
随 5 s短促 HFS的后放电痫样活动可能由抑制性突
触作用的受损引起．海马 CA1区的主神经元(即锥
体神经元)受到局部神经网络的 GABA能抑制性突
触的控制[20]，仅当这种抑制性控制与输入轴突通路

传来的兴奋性输入相平衡时，锥体神经元才能维

持正常活动．而 HFS会减弱这类抑制性突触的作
用[21]，甚至可能将 GABA 能突触从抑制性转变为
兴奋性[22]，从而使得锥体神经元进入异常兴奋的状

态，导致痫样活动的产生．

第二，海马区输入轴突通路上数秒短促的

100 Hz左右的 HFS，可以引起轴突末梢的兴奋性
突触发生可塑性变化，产生长时程增强效应，提高

兴奋性突触传导的作用 [23-24]．这可能是本文中 5 s
短促 HFS结束之后，下游 CA1区神经元群体对于
测试脉冲持续保持较高的响应水平的机制．

第三，轴突束上的长时间持续 HFS会引起轴
突传导的阻滞[15, 25-26]，降低 HFS对于下游神经元的
实际作用频率，使得下游神经元的发放率远小于

100 Hz脉冲频率，并且还会使神经元群体处于失
同步的活动状态 [27]．还有研究表明，持续的 HFS
会引起轴突末梢突触的神经递质耗竭，减弱突触传

导[28-30]．因此，本文长时 HFS中的后续刺激期间，
可能通过兴奋频率的降低、兴奋的失同步和神经递

质耗竭等机制，扭转 HFS前期所形成的 GABA能
突触的变化和兴奋性突触的增强效应，从而在 HFS
结束后的数分钟时间内使得被刺激区域的神经元活

动迅速恢复到刺激前的状态．

总之，持续的 HFS可以消除前期的致痫效应，
对于下游神经网络产生温和且可逆的作用．

4 结 论

本文发现，输入轴突束上的长时间持续高频脉

冲刺激，可以改变短促刺激对于下游神经网络的作

用，消除短促刺激可能产生的长时程兴奋效应，保

证刺激作用的可逆性．此新发现对于进一步揭示高

频刺激对于轴突和突触的作用机制，对于促进深部

脑刺激在临床中的推广应用都具有重要的参考意义.
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Sustained High Frequency Stimulations Change The Effects
on Neural Networks Induced by Short Stimulations*

ZHOU Wen-Jie, FENG Zhou-Yan**, QIU Chen, MA Wei-Jian
(College of Biomedical Engineering and Instrument Science, Key Laboratory of Biomedical Engineering of Education Ministry,

Zhejiang University, Hangzhou 310027, China)

Abstract High frequency stimulations (HFS) of electrical pulses with different durations have different effects on
the nervous system in brain. A short HFS train with a duration of several seconds can be used to establish epilepsy
models in animals via a “kindling” effect. It can also produce changes of synaptic plasticity that may persist.
However, a long HFS train with a duration several minutes or longer can be safely applied in deep brain
stimulation to treat various brain diseases in clinic. Therefore, we speculate that a sustained HFS could change the
neuronal responses induced by a short HFS. To verify this hypothesis, 100 Hz HFS with durations of 5 s and 2 min
were applied to the Schaffer collateral of afferent fibers in the hippocampus CA1 region of rats. The response
potentials of downstream populations of neurons, i.e., population spikes (PS), evoked by a single test pulse were
monitored after the termination of HFS trains. The evoked-PS potentials following the two types of stimulation
were compared. The results showed that after-discharge events with epileptiform activity appeared immediately
following 5 s short HFS trains. In addition, the changes of amplitude and latency of the evoked-PS suggest an
increase of excitability persisting for tens of minutes after the termination of 5 s short HFS. In contrast, silent
periods of a few tens of seconds without any neuronal firing appeared immediately following 2 min long HFS
trains. Furthermore, the amplitude of evoked-PS by test pulses recovered to the baseline level in a few minutes
after the termination of long HFS. Because long HFS trains include short HFS trains, these results indicate that the
late stimulation of long trains can change the effects on the downstream neural networks produced by their early
phases and eliminate the long-term excitatory effects induced by short trains. These findings are of significance for
further revealing HFS mechanisms and for advancing the clinical applications of deep brain stimulation.
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