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·实验研究·

调心方对大鼠海马脑片长时程增强效应的影响”
万勤张永祥

内容提要 目的：观察调心方对大鼠海马脑片长时程增强(LTP)效应的影响。方法：采用细胞外微电极

技术，记录大鼠海马脑片cA、区细胞外群峰电位(Ps)，然后施以100Hz、100串的强直刺激，诱发I．TP产生。

结果：在正常情况下，大鼠海马脑片LTP的诱发成功率约为60％，施以高频串刺激后Ps幅度显著增高，Ps

潜伏期明显缩短。用调心方(7．45mg／m1)预先孵育海马脑片对正常Ps的形状、幅度均无明显影响，提示其

并不影响海马脑片的基础突触传递；但施以高频刺激后脑片LTP的诱发率呈现升高趋势，同时其Ps增幅与

正常对照组比较也显著提高。结论：调心方可提高大鼠海马脑片L．1、P的诱发率及增幅，这可能是其改善海

马学习记忆功能的作用机制之一。
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objective：10 investigate the effect of Tiaoxin Reclpe(TxR)on long-term potenfialion in hippocampal

slices of rats．Methods：Population spikes(PS)in(IAl area of rats hippocampal slices were evokedby extracellu—

lar mlcroeIectrode recording technique，and tetanic stimulation(100Hz， 100 pulses)was used to indufe long—

term potentiation(LTP) Results：The successf LLI rate of evoking LTP was about 60％under nonnal condltion，

the PS amplitude increaf；ed after stimulation， whereas PS laIent period decreased obviously．Pre—incubation of

hippocampaI slices with TXR(7．45 mg／m1)showed li¨le effecI on either the shape。r锄plitude of PS，indicat—

ing lt dldn 7t influence the basal synaptic tran蛐1ission However，after tetanus，the 1』P induction rate and PS

amplitude were slgniflcantly enhanced compard with【he contr01．．Conclusion：TXR facllitates I。TP induction

珀te and PS amplitude in rat hipp。campal slices，which mighl be one of the mechanisrns of TXR in improVing

Iearning and memory function of hippocampus．
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阿尔茨海默病(舢zheimer 7s disease，AI))是发生于

老年前期或老年期的一种神经退行性疾病，临床主要

表现为慢性进行性记忆障碍和智力明显减退。随着世

界人口的老龄化，AD已成为第四大引起人类死亡的

疾病，严重危害老年人的身心健康与生命质量。AD

的发病机制涉及广泛，目前还缺乏理想的治疗药物，因

此，研究与开发防治AD的药物是当今国际药理学研

究领域的重要课题之一。大量临床实验研究表明，调

心方能改善AD患者的认知功能障碍，对中、重度AD

患者均有一定的治疗作用“。’。动物实验也显示，调

心方对0一淀粉样蛋白诱导的痴呆模型大鼠的空间学习
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记忆障碍具有明显的改善作用“’”。本实验采用细胞

外微电极记录技术，观察调心方对大鼠海马脑片长时

程增强(10ng—term potentiation，LTP)效应的影响，试

图从海马神经突触传递的角度来阐述其改善大鼠学习

记忆功能的作用机制。

材料与方法

1 实验动物20～25只二级成年雄性wistar大

鼠(体重120～2009)，由军事医学科学院动物中心提

供。

2药物调心方是由党参、桂枝、茯苓、石菖蒲、

远志和炙甘草等组成的中药复方，其口服液由上海中

医药大学老年医学研究所提供，含7．459生药／ml。

3海马脑片制备将大鼠在乙醚麻醉下断头取

脑，于大脑半球腹内侧分离出双侧海马，在4℃供氧条
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件下，用振动切片机(vlbroslice MA752，campden

Ins，uK)沿与海马长轴垂直的方向将其切成约

400，-m的脑片，全部脑片置于不断通入氧混合气

(95％Q+5％c02)的人工脑脊液(anificial cere—

hmspinalfluld，AcsF)中，在室温下孵育2～3h。

AcsF的成分为(mmol／L)：Nacl 124、Kcl 5、KH2P04

1．2、MgS041．3、NaHc03 26、caCl2 2．5、Glucosel0，调

节pH值至7．3～7．4。

4群峰电位记录将孵育后的脑片置于29～

31℃恒温浴槽内，并不断通入氧混合气，用蠕动泵持续

灌流AcsF．速度为2ml／min。双极刺激电极置于cAl

区schaffer侧支上，玻璃微电极(内充4m。l／L Nacl溶

液，阻抗4～10MQ)置于海马cA．区锥体细胞层，记

录细胞外诱发群峰电位(p印ulatlon spike，Ps)．通过微

电极放大器(Ax。clamp 2A，Axon Ins，usA)与计算机

联机经Pclab2．2软件(北京微信斯达科技发展有限公

司)进行采样处理。

5 LTP的诱发 记录前将刺激强度调节到能诱

发1／2～2／3最大Ps幅度的刺激强度水平，待Ps基

本稳定后施以100Hz、100串的强直刺激，如果Ps增

幅在20％以上，并且能维持30min以上则认为LTP

成功诱发，分别观察对照组和给药组的LTP诱发率以

及Ps幅度、Ps潜伏期的变化情况。

6给药方法将调心方口服液离心过滤，然后稀

释1000倍溶于AcsF，即调心方终浓度含7．45n培生

药／ml。当观察调心方对海马脑片基础突触传递的影

啊时，先采用通常的AcsF灌流脑片记录正常的Ps，

然后采用此含有调心方的AcsF灌流脑片观察其是否

发生变化；而当观察调心方对海马脑片LTP诱生的影

响时，不仅在整个实验记录过程中均采用含有调心方

的AcsF灌流脑片，而且在实验前还用此液预先孵育

海马脑片2h以上以确保药物的充分作用。

7数据分析及统计学处理 采用OrⅫn 5．O

(Microcal Suftwarc'usA)和sPss软件对所获数据进

行分析作图以及统计学处理，定量资料数据用z i s

炭示，两组间均数的比较采用自身对照￡检验或成组f

俭验，

结 果

l 大鼠海马脑片I，TP的诱生 首先记录海马脑

片cA。区细胞外群峰电位Ps，使其幅度在较长一段时

间内基本维持稳定，然后施以100Hz、100串的强直刺

激诱发LTP产生(见图1)。实验中观察到，在所记录

的28例正常大鼠海马脑片中，当采用强直刺激后有
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17例脑片的Ps幅度显著增大，并且能持续30min以

上，即LTP的诱发成功率约为60％。以刺激前脑片

的Ps幅度为100％计算，强直刺激后其Ps幅度显著

增高，与刺激前比较约增加了．(35．77±10．79)％(用自

身对照}检验，P<O．0l，”=17)。同样，也以刺激前

的Ps潜伏期为100％计算，可见强直刺激后其Ps潜

伏期明显缩短，仅为刺激前的(87．7±8．95)％(用自身

对照f检验，P<O．01，n=17)。

Ps幅度=(a+b)／2．Ps潜伏期=t

图l大鼠海马脑片c凡区Ps“及强直刺激后Ps幅度

及潜伏期的变化

2调心方对犬鼠海马脑片基础突触传递的影响

首先用通常的AcsF灌流海马脑片记录正常的Ps，待

其基本稳定后，再用含7．45mg／ml调心方的AcsF灌

流，观察其对脑片基础Ps的影响。结果发现所记录

的5例脑片在灌流调心方后的30min内，Ps的形状、

幅度均没有发生明显的变化，从而提示调心方不影响

大鼠海马嘀片的基础突触传递。

3调心方对大鼠海马脑片LTP诱生的影响预

先用舍7．45mg／n、1调心方的AcsF孵育海马脑片2～

3h，然后在记录脑片Ps姒及随后诱发1玎P的过程中

一直采用同样浓度的调心方灌流，观察其对脑片LTP

诱发的影响。结果发现，在所记录的15例脑片中有

儿例成功地诱发出了I，TP，即I。TP的诱发率为

73．33％，与正常对照组比较呈现出升高趋势。另外，

强直刺激后凋心方组脑片Ps的增幅也显著提高，在

施以强直刺激后的不同时间点，调心方组Ps的幅度

均显著高于相应的同一时间点的对照(见图2)，从而

提示调心方可增强大鼠海马脑片的LTP效应。强直

刺激后调心方组的Ps潜伏期与刺激前比较也明显缩

短(用自身对照f检验，P<O．01，n=11)，与正常对照

组比较其呈现出进一步缩短的趋势，但经统计学处理

两者之间的差异无显著性。
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图2调心方对大鼠海马脑片强直刺激后PS增幅的影响

注：以强直刺激前Ps幅度的平均值为100％计箅，将其它

各时削点的Ps与之比较得到Ps幅度的相对值(以百分数表

示)，’P<o 05。“P<o 01，⋯P<o．001；”=11～17

讨 论

学习记忆是中枢神经系统的重要功能，学习记忆

功能的表达不仅需要足够数量的神经元，并且需要神

经元之间形成复杂的突触联系，才具有传递、处理、加

上和储存外来信息的能力。已有研究表明，神经突触

的可塑性与学习记忆之间存在着密切联系，而¨rP则

被认为是反映神经突触叮塑性的一个重要指标，它直

接反映了突触水平上的信息贮存过程，初步沟通了整

体的学习记忆行为与神经细胞可塑性变化之间的关

系，是学习记忆重要的细胞学基础m’。

海马是脑内与学习记忆功能关系最为密切的部位

之一，其神经元脆性较大，易受损伤，在动榭和人类巾

枢神经系统的所有脑区和神经核团中，海马的增龄性

功能障碍最为明显。在老年性痴呆和其它一些神经退

行性病变过程中都存在着严重的海马机能障碍．AD

患者海马损伤程度同其认知功能的衰退之间具有明显

的相关性”’”；另外，有研究表明，动物空间学习记忆能

力的增强或损伤与其海马L，rP活动的提高与降低密

切相关”’”’，从而提示海马LTP是反映学习记忆过程

中神经元生理活动的一个重要的客观指标。

因此我们在实验中观察了调心方对大鼠海马

LTP效应的影响，结果发现，凋心方对海马脑片cAI

区锥体神经元正常的突触传递活动没有影响，但使其

LTP诱发率呈现增高的趋势，并能显著提高Ps的增

幅，提示调心方对海马脑片LTP的诱发和维持具有促

进作用，这可能是其改善海马学习记忆功能的作用机

制之一。目前关于调心方影响海马I—P诱发的相关

物质基础正在寻找和研究中。
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第二届全国中西医结合男科学术会议征文通知
中国中西医结合学会拟2003年4月在安徽黄山市召开第二届全国中西医结合男科学术会议，现将征文事宜通知如下：(1)征

文内容：中医、西医及巾西医结合诊治男性小育症、前列腺疾病、男性性功能障碍、性传播疾病、中老年部分雄激素缺乏综合征等男

科疾病的基础、临床咀及实验研究。(2)征文要求：正文字数在3000字以内，附800字论文摘要；清用400字稿纸誊写，字迹清楚，欢

迎{rJE口稿或附软盘；论文请注明作者姓名、单位、通讯地址、邮编、电话．并加盖单位公章。丁2003年2月20口前(以邮戳为准)寄争

中国中医研究院广安门医院男科郭军、孔今青医师收，信封注明“征文”。地址：北京市宣武尻北线阁5号。邮编：lo0053 电话：

(010)88001126／88001053。沦文也可发电子邮件，F。majl：Ramyynk@sin4 Pom具体会议时间地点另行通知。如需更多信息，请访问

中国男科阿(h¨p：／／www．adpycncom)。
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