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不同剂量拉莫三嗪对体外培养海马神经细胞存活及其BDNF 

和P—CREB表达的影响 

李佩瑾，蒋 莉，刘官信 

(重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：观察不同浓度拉莫三嗪(Lamotrigine，LTG)对体外培养海马神经细胞存活影响及脑源性神经生长因子(Brmn 

derived neurotrophicfactor，BDNF)和磷酸化 cAMP反应元件结合(Phosphorylated cAMP response element bindingprotein，p-CREB) 

的表达变化。从细胞水平角度探索拉莫三嗪对认知功能的可能影响。方法：取培养8 d的成熟海马神经细胞，随机分为拉莫三嗪 

低剂量组(4 mg／L)、拉莫三嗪中剂量组(8 mg／L)、拉莫三嗪高剂量处理组(12 rag／L)和空白对照组 (0．1％DMSO o维持浓度培养 

4 d后 ，MTT法检测细胞存活数量，免疫组化检测神经细胞 BDNF和 p-CREB。结果：(1)不同浓度拉莫三嗪处理组与空白对照组 

之间比较，细胞存活率有明显差异fP<0．05)。而3个不同剂量拉莫三嗪组之间的细胞存活率没有显著差异(JP>0．05 o(2)与正 

常对照组比12 mg／L拉莫三嗪培养神经细胞，p-CREB和 BDNF的表达显著降低(P<O．05)，而 4、8 mg／L拉莫三嗪剂量组无差异 

(P>0．05)。(3)加入拉莫三嗪 12 mg／L培养神经细胞 BDNF和 p-CREB的表达明显低于4、8 mg／L拉莫三嗪剂量组(尸<0．05)。 

结论：在4～12 mg／L的剂量范围内，拉莫三嗪均可造成体外培养神经细胞死亡，高浓度拉莫三嗪可通过神经细胞内BDNF和 

p-CREB的表达变化，影响神经细胞存活。 
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Effect of larnotrigine of different concentration on the survivaI rate and the 

expression of BDNF and p-CREB in the cultured hippocampus neuron 

LI Pei-／in．et al 

(Department ofNeurology，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the possible effections on neuron survival rate and the change of BDNF and p-CREB induced by 

different concentrations of lamotrigine．Methods：The hippocampus was harvested from newborn Spragne — Dawley rats．Primary 

hippocampal neuron cultured for 8 days in vitro were used and divided randomly into four groups：low concentration (4 rag／L)group， 

middle concentration(12 mg／L)group，high concentration(12 rag／L)group and O．I％DMSO as contro1．The BDNF and p-CREB levels 

were determined by immun0histochemistry and the cell survival rate was tested by MTF．Results：(1)compared with that in the control 

group，the survival of the neuron cell in all the lamotrigine groups decreased significantly(P<O．05)，but the differences of survival rate 

was not great among the three lamotrigine groups．(2)Compared with the control group，expression of BDNF and p-CREB on the cell in 

t}le high concentration group were significantly different from those in the control group(P<0．05)．(3)BDNF and p-CREB expressing on 

the cell in the 12 mg／L lamotrigine concentration group were significantly different from those in the 4 mg／L and 8 mg／L lamotrigine 

concentration group(P<0．05)．Conclusion：In the leverof4-12 mg／L。lamtrigine can cause the neural cell death in vitro and the high 

concentration oflamotrigine(12 ms／L)causes the cell death by changing the expression ofBDNF and p-CREB 

【Key words JLamotrigine；p-CREB；Recognition 

癫痫是神经科常见疾病，需长期服用抗癫痫药 

物(Antiepilepsy drugs，AEDs)。近年研究证实，除癫 
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痫发作本身可造成儿童神经细胞发育不良，认知功 

能受损外，长期应用 AEDs，特别是传统抗癫痫药物 

也可造成神经细胞损害 ，从而影响儿童认知功能。 

LTG是临床上常用的新型抗癫痫药物，是否对认知 

造成影响，现阶段仍存在争论l”。为排除体内因素的 
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影响，本实验借助培养的大鼠海马神经元，进行模 

拟临床用药的体外研究，探索该药物对细胞存活率 

和形态的影响，并通过观察细胞 p-CREB和BDNF 

表达的变化 ，在细胞水平明确 LTG对神经元的作 

用。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 本试验所用动物为新生 24 h的二级 SD 

(Sprague—Dawley)大鼠，购 自重庆医科大学实验动物中心。 

1．1．2 主要试剂 LTG，Mrrr，二甲基亚砜 (DMSO)均购 自 

Sigma公司；B27培养添加液购自Gibeo公司；抗 BDNF抗体 

购 自CHEMICOM公司；抗 p-CREB抗体购自重庆鼎晶生物 

公司。 

1．1．3 培养液组成 细胞培养液：基础液为 DMEM／F12： 

DMEM(4：1)含 10％胎牛血清，10％马血清，谷氨酰胺(Gin) 

100 Ixg／L；无血清饲养培养液 ：基础液 DMEM／F12：DMEM 

(4：1)添加 Glnl00 Ixg几和浓度 2％B27培养添加液。 

1．2 试验方法 

1．2．1海马神经细胞原代培养 将 SD大鼠断颈取头，75％酒精 

浸泡消毒，无菌状态下4℃左右分离出海马组织 ，剪成约 1 

mm，小块 ，0．125％胰酶在 37~C条件下消化 l0～30 min后 ，用 

细胞培养液终止消化并用 200目细胞筛过滤 ，稀释后 ，以 

1～5×10s个 ／ml浓度接种到浓度为 1％多聚赖氨酸包被的 24 

孑L培养板或 96孑L培养板中，置 37℃、饱和湿度、5％CO：培养 

箱培养 24 h，用 0．ol mol／L PBS轻洗涤各培养孔后 ，换用等体 

积无血清培养液培养。以后每 2～3 d半量换液。 

1．2．2 海马神经细胞 LTG培养处理 按 10 mg／kg剂量给大 

鼠LTG12 I5rain后，大鼠血药浓度为5—52 Ixmol／L(1．28～13．32 

mg／L)，脑脊液浓度为血药浓度的62％【2,31。参照此浓度范围， 

我们选用不同中高剂量 LTG进行细胞培养，即 LTG的浓度 

定为 4、8、12 mg／L。用 D~SO(0．1％)配制 LTG浓缩液，终浓度 

为 1 mg／I~，经 0．22 m微孔滤膜过滤，4℃保存备用。细胞培 

养 8 d后，加入不同剂量的 LTG浓缩液，使其终浓度分别达 

到 4、8、12 mg／TJ，对照组仅加入浓度为0．I％DMSO。在 37 、 

5％CO，培养条件下培养 ，于细胞培养的第 12 d(加药后 4 d) 

在倒置相差显微镜下观察各组细胞的生长情况及其形态学 

变化。 

1．2．3 海马神经细胞增殖活性检测 加药后 4 d，在 96孔板 

中，每孔加入 2O txl MTI"溶液，37℃继续培养 ，4 h后终止培 

养，加入 150 Ixl DMSO，震荡 10 min。选择波长 492 nm，以经 

过相同处理的空白孔调零，在酶标仪上测定各孔光密度值。 

1．2．4 海马神经细胞胞体面积的测定 加药后 4 d，取不同 

组别的海马神经细胞在 200倍显微镜随机选择 50个视野 ， 

用统计学图像分析仪通过灰度分离法分别测定神经细胞胞 

体面积。 

1．2．5 BDNF和 p-CREB检测 取加药后 4 d的细胞爬片 ， 

用 0．01 mol／L PBS轻洗涤 2～3次，严格按照组化试剂盒说明 

操作标记 BDNF和 p-CREB，其稀释浓度分别为 BDNF(1： 

200)和 p-CREB(1：200)。用统计学图像分析仪分别测定其 

光密度值。 

1．2．6 数据结果以 ±s表示，检查方差齐性后，各实验组与 

对照组比较采用单因素方差分析检验，各实验组间比较采用 

LSDt检验。 

2 结 果 

2．1 神经细胞的形态学观察 

新生大鼠海马神经细胞接种 12 24 h后基本完 

全贴壁，并开始伸出突起，3 d后神经细胞突起增多 

并伸长 ，形成稀疏的网络。培养 5～7 d后 ，神经网络 

建立更为完善 ，神经细胞胞体丰满立体感强，折光 

性好且光晕明显，培养 12 d左右，细胞最丰满，可清 

晰看见细胞核以及核仁(图 1)。神经细胞培养 8 d 

时加药，4 d后发现各组细胞(图2、3、4)开始退化变 

性，胞内出现少量空泡，光晕模糊，轴突变细，且神 

经网络 明显稀疏 。加入 LTG8、12 mg／L组细胞变化 

尤其明显(图3、图4)。 

2．2 海马神经细胞增殖活性 

MTr比色结果 (表 1)显示 ，与对照组相 比，加 

入 4、8 mg／L和 12 mg／L LTC组4 d后海马神经细胞 

增殖率均有显著降低(P<0．05)，而 LTG不同的剂量 

组之间海马神经细胞增殖率无显著差异(P>O．05)。 

2-3 单个海马神经细胞胞体平均面积测定 

LTG维持稳定浓度作用于细胞 4 d后，用图像 

分析仪分析不同处理条件下海马神经细胞的胞体 

面积，结果显示，不同剂量 LTG组与对照组比较，海 

马神经细胞体积改变无显 著差异 (P>0．05)，不同剂 

量组之间比较亦无显著差异(P>0．05)(表 2)。 

2．4 BDNF表达变化 

LTG维持稳定浓度作用于细胞 4 d后，经 BD． 

NF免疫组化染色标记发现 (表 3)，与对照组 比较 ， 

加入LTG 4、8 mg／L组，其总光密度值差异无统计学 

意义(P>0．05)；而加入 LTG12 mg／L组总光密度值显 

著低于对照组 (P<0．01)；同时 ，LTG 12mg／L组BD- 

NF表达也明显低于加入 LTG 4 mg／L(P<0．05)，LTG 

8 mg／L培养组 ( 0．01)。 

2．5 p-CREB表达变化 

LTG维持稳定浓度作用于细胞 4 d后。经 P— 

CREB免疫组化染色标记发现 (表 3)，与对照组 比 
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表 1 不同剂量 LTG对海马神经细胞存活的影响( ±s) 表 2 不同剂量 LTG对海马神经细胞胞体体积的影响( ±s) 

组别 吸光度 OD 

对照组 

LTG组 (4m ) 

LTG组(8 mg／L) 

LTG组 (12mg／L) 

F 

0．052 3±0．004 5 

0．03l 3±0．007 5 

0．032 0±0．008 6 

0．027 7±0．004 4 

4．39 

{：与对照组比较，P<0．05 

组别 胞体面积 m 

对照组 

LTG组 (4m L) 

LTG组 f8mg／L) 

LTG组 (12mg／L) 

F 

2．05±0．156 

2．09±0．97 

2．05±0．17 

1．98±0．161 

0．369 

表 3 不同剂量 LTG对海马神经细胞 BDNF p-CREB表达的影响(x+s) 

}：LTG组(12 mgm)与LTG组 (4 mg／L)BDNF比较 P<0．05； ：LTG组(12 rag／L)与 LTG组 (4 mg几)p-CREB比较 P<0．O1； ：LTG(12 

mg／L)与对照组、LTG组 f8rag／L)BDNF、P—CREB比较，P<O．O1 

较 ，加入 LTG 4、8 mg／L组 ，其总光密度值无统计学 

差异(P>0．05)，而加入 LTG 12 mg／L组总光密度值 

显著低于对照组 (P<0．05)。同时，LTG 12 mg／L组 

p-CREB表达明显低于 LTG 4 mg／L，LTG 8 mg／L组 

(P<0．05)。 

3 讨 论 

众所周知，大脑功能在一定程度上与神经细胞 

数量，形态和细胞间的连接密切相关 ，而大鼠出生 

时神经元和神经胶质细胞均未分化成熟．故广泛用 

于高级神经活动研究14]。海马属大脑边缘系统 ，与感 

觉 、运动 、学 习 、记忆关 系密切 ，也是癫 痫发作 及 

AEDs作用的关键部位，因此为了尽量减少干扰因 

素，更直观的观察药物对认知功能的影响，本试验 

选择体外培养的新生 SD大鼠海马神经元作为研究 

对象，观察加药后细胞形态及存活率变化，并探讨 

与细胞存活和学习记忆有关的蛋白BDNF及其调 

控因子 P—CREB表达的变化。 

本实验结果显示 ，无论是 4、8 mg／L和 12 mg／L 

的LTG均可导致体外培养神经元存活率均明显降 

低。而本组所用上述 3剂量之间细胞存活率并无显 

著差异，提示当作用于神经元的LTG达到本组最低 

浓度 (4 mg／L)，即可影响神经元存活，而在本实验组 

所用剂量(4～12 mg／L)LTG所导致的细胞存活率下 

降与其浓度无显著线性关系。进而对细胞形态的观 

察发现，不同浓度 LTG对存活的细胞胞体大小无显 

著影响但细胞连接变化却与药物浓度有关。倒置显 

微镜观察发现 4 mg／L LTG组细胞连接与正常组没 

有明显区别 ；8、12 mg／I LTG组 ，细胞连接网络稀疏 

且 12 mg／L LTG组神经细胞网络连接稀疏明显，推 

测 LTG对体外培养的神经元存在细胞毒性 ．可能与 

添加药物后培养环境改变造成神经元急性死亡和 

轴突连接减少有关。 

BDNF是一种具有促进 神经生长活性的蛋 白 

质，属于神经营养素家族，主要分布于神经系统。在 

海马CAl～CA4的锥体细胞层以及齿状回的颗粒细 

胞层中BDNF含量丰富。在神经系统发育、成 D熟 

过程 中 BDNF在维持神经元功能 ，防止神经元退行 

性变和神经元损伤后的再生修复具有重要意义I5I 6J。 

我们的前期实验也发现 BDNF是痫性发作后，海马 

神经元存活与功能维持的重要因子l 7l。而 BDNF对 

神经元的作用受 CREB的调控，CREB作为核内第 

三信使之一，存在于许多基因的启动子。这些基因 

包括许多可能与长时记忆 (Long—term potentiation． 

LTP)相关的蛋白，如 BDNF、c—f0s蛋白等。Garoflos 

研究认为 CREB磷酸化后形成的 p-CREB可作为 

调控因子诱导 BDNF基因表达，两者的表达有一致 

性 ，同时 BDNF表达又促使 CREB磷酸化 l 6l 7】。因此 

本实验在确认 LTG可导致海马神经元损伤的前提 

下 ，进一步对神经元内 BDNF和 p-CREB表达进一 

步观察，结果发现 LTG浓度在 4、8 mg／L时，培养的 
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图 1 正 常对 照 组 新 生 大 鼠 海马 神 经 元 突 触 连

接 形 成 致 密 网 络 ，胞 体 丰 满 。 立 体 感 强 l Ox 2 0

图 3 L T c 8 m g ／L 新 生 大 鼠 海马 神 经 元 神

经 轴 突 变 细 ， 神 经 网络 减 少 1 0 x 2 0

神 经 元 B D N F ， p
- C R E B 表 达 改 变 不 明 显 ， 而 I Jrr G 浓

度 大 于 大 鼠 脑 脊 液 浓 度 范 围 时 ， 在 细 胞 存 活 率 下 降

同 时 还 伴 有 B D N F ， p
- C R E B 表 达 的 明 显 降 低 ， 推 测

大 剂 量 L T G 对 神 经 元 的 损 害 与 B D N F
， p

- C R E B 表

达 改 变 具 有 一 定 相 关 性 。 但 并 非 均 与 海 马 神 经 元 内

B D N F 和 P
— C R E B 表 达 改 变 有 关 ， 推 测 和 细 胞 对 应

激 的 反 应 有 关 但 具 体 机 制 仍 需 进 一 步 探 索 。

现 临 床 用 药 后 认 为 L T G 对 癫 痫 患 者 认 知 的 损

害轻 微 ， 且 呈 剂 量 依 赖 性 11 1
， 也 有 动 物 研 究 报 道 L T G

可 减 轻 卒 中 动 物 模 型 的 脑 组 织 缺 损 和 神 经 功 能 损

伤旧
。 L T G 在 人 类 最 低 起 效 血 药 浓 度 为 1 ～ 4 m g／L

， 安

全 血 药 浓 度 尚 未 知 ． 本 试 验 发 现 1 2 m g ／L 的 L T G 可

造 成 神 经 元 死 亡 ， B D N F 和 p
- C R E B 表 达 减 少 ， 推 测

这 是 高 浓 度 L T G 可 造 成 认 知 损 害 的 原 因 之 一

。 故 使

用 大 剂 量 L T G 控 制 癫 痫 时 仍 需 密 切 关 注 癫 痫 患 者

特 别 是 儿 童 患 者 的 认 知 情 况 ， 以 达 到 合 理 用 药 ， 避

免 癫 痫 患 儿 的认 知 功 能 造 成 进 一 步 损 害 。

目前 尚 未 见 体 外 在 细 胞 水 平 研 究 L T G 对 认 知

影 响 的 报 道 ， 本 实 验 以 一 定 浓 度 的 L T G 作 用 于 体外

培 养 的 神 经 元 ， 能 对 神 经 细 胞 产 生 毒 理 作 用 使 细 胞

存 活 率 下 降 ， 可 能 影 响 海 马 的 功 能 。 然 而 由 于 体 内

外 实 验 的 差 异 和 种 属 的 不 同 ， 要 证 实 L T G 对 神 经 元

图 2 L T G 4 H 】g ／L 组 新 生 大 鼠 海 马 神 经 元

光 晕模 糊 ， 神 经 网 络 开 始减 少 1 0 x 2 0

图 4 1 2 m g ／I 。 [ X G 组 ；新 生 大 鼠海 马 神

经 元 神 经 网络 明 显 稀 疏 10 x 2 0

的 损 害 和 认 知 可 能 的 影 响 ， 尚需 进 一 步 完 善 体 外 实

验 和 在 体 研 究 。
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