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海马脑片 LTP产生中 NO对 NCAM蛋白合成的影响
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　　提　要:目的　观察 NMDA 受体和一氧化氮(NO)对海马脑片突触传递长时程增强(LTP)产生中神经细胞粘附分

子(NCAM)合成的影响。方法　采用胞外记录方法检测 LTP产生和维持。Western blot技术检测 NCAM 合成变化。 结

果　条件刺激 10 min 后 , LTP产生 , NCAM合成显著增加。条件刺激 60 min 后 , LTP 稳定维持 , NCAM 蛋白水平持续增

高。NMDA 受体阻断剂 AP-5和 NO合酶抑制剂 N硝基精氨酸在抑制 LTP 产生的同时 ,也显著抑制 NCAM 合成。结论

　海马脑片 LTP产生中 NCAM 合成的变化与 NMDA受体和 NO 有关。
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Effects of nitric oxide on NCAM production during LTP induction in hippocampal slices
HU Zhi-an1 , CHEN Bai-cheng2 , LI Hai-di1 , LUO Jun1(1Department of Physiology , College of Medicine , Third Military Medical Uni-
versity , Chongqing 400038;2Department of Anesthetics , No.333 Hospital of PLA , Nanning 530002 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of NMDA receptors and nitric oxide(NO)on neural cell ad-

hesion molecule(NCAM)synthesis during hippocampal long-term potentiation(LTP)induction in vitro.Meth-
ods　LTP induction and maintenance were tested by using extracelluar electrophysiological recording.The syn-

thesis of NCAM protein was detected by Western blotting.Results　Application of conditioned stimulation in-
duced LTP and a rise in NCAM at 10 min.NCAM protein level continued to rise while LTP remained stably at 60

min.The NMDA receptor inhibitor AP-5 and the NO synthase inhibitor N-nitro-arginine inhibited the LTP induc-

tion and the increase in the NCAM synthesis.Conclusion　The changes in NCAM synthesis during hippocampal

LTP induction in vitro may be involved in NMDA receptors and NO.
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　　突触传递长时程增强(long-term potentiation ,

LTP)是中枢神经系统重要的可塑性形式 。被视为学

习记忆的细胞基础。神经细胞粘附分子(neural cell

adhesion molecule , NCAM)是位于神经元膜上一种糖

蛋白。实验表明 ,NCAM 抗体 、肽片段可阻断海马

LTP及部分类型的学习记忆行为[ 1] 。据报道 ,一些

神经递质如谷氨酸和乙酰胆碱 、神经生长因子等参

与了对NCAM 活动的调控[ 2] 。

　　一氧化氮(nitric oxide , NO)已被证明是LTP 中一种

气体信使分子 ,其主要作用是促进神经递质的释放 ,对

LTP 的维持与长期记忆的形成至关重要
[ 3 ,4]
。但目前尚

不了解 NO是否参与 LTP 产生中 NCAM合成的调控。

为此 , 本实验采用 Western blot 技术 , 对 LTP 产生
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中NCAM蛋白变化进行了定量分析 ,在此基础上 ,观

察了NMDA受体 、NO等对 NCAM 合成的影响 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　实验动物:Wistar大鼠 48 只 ,雄性 , 体质量(170±20)g , 由

第三军医大学实验动物中心提供。主要试剂:NMDA 受体阻

断剂 AP-5 抑制剂 , NO 合酶抑制剂 N硝基精氨酸(Nitro-Arg)

购自Sigma , NCAM 抗体购自 Santa Cruz。

1.2　脑片准备
　　大鼠断头处死后 , 取出一侧海马 , 顺海马槽纤维的走向

连续切片 , 片厚 400 ～ 450 μm , 迅速将其移至浴槽尼龙网上 ,

随之保证持续的恒温人工脑脊液(artificial cerebrospinal fluid ,

ACSF)灌流 , ACSF成分为(mmol/L:124 NaCl , 5 KCl , 2 MgSO4 ,

1.25 NaH2PO4 , 24 NaHCO3 , 2 CaCl2 , 10 Glucose)。 ACSF的 pH

值为 7.4～ 7.6。使 ACSF 通过浴槽外室的恒温热水加热(34

±0.5)℃,供氧量为 10 ml/ min(95%O2 与 5%CO2 的混合气

体)。脑片在孵育 30 min后 , 开始电生理记录。

1.3　电生理记录
　　刺激电极置于来自 CA3区锥体细胞的 Schaffer侧枝上,记录
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电极置于 CA1区的放射层 ,所记录的电活动是Schaffer 侧枝-CA1

区锥体细胞的场兴奋性突触后电位(field excited postsynaptic po-

tential , fFPSP)。记录时 ,先行测试刺激(test stimulation , TS), 测试

刺激每5～ 10 min 一次 ,以观察 fEPSP是否稳定,待其稳定 15 min

后,再行条件刺激(conditioning stimulation , CS)。条件刺激 10 min

后,检测LTP是否产生。 fEPSP的斜率超过 20%,并稳定维持1 h

时,判断为 LTP产生。 LTP的发生率是指已发生 LTP的脑片例数

占接受条件刺激的脑片总例数的百分数。

1.4　Western blot测定NCAM蛋白含量
1.4.1　脑片样品的准备　　电生理实验完毕 , 立即取出脑

片 ,称重后置于匀浆缓冲液中 , -70 ℃保存。 测定时将脑片

剪成碎片 ,于 0 ℃用 PBS(pH 7.4)充分洗涤 , 3 000 r/min 离心

5 min ,弃上清。用 5 倍体积的匀浆缓冲液分离碎片并匀浆 2

min , 100 000×g 离心 20 min ,上清保存于-70 ℃。

1.4.2　SDS-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳及转移电泳　

　分离胶15%,浓缩胶 5%, 上样量每孔为50 μg蛋白质 , 常规

进行 SDS-PAGE。将凝胶上的蛋白条带电泳转移至 PVDF 膜

上(4 ℃, 恒压 20 V ,电转移过夜),室温干燥 , 密封 , 4 ℃保存。

1.4.3　酶标抗体检测　　将 PVDF膜放入塑料袋中 ,加封闭液

(0.1 ml/ cm2), 密封水平缓慢摇动 45 min , 弃去封闭液, 加入抗

NCAM抗体的 IgG 液(300μg/ml , 0.125 ml/ cm2),室温摇动60 min

取出PVDF膜 ,用 TTBS 洗 4 次, 每次 10 min。用封闭液稀释 AP

抗 Ig抗体偶联物(1/200),加入放有 PVDF 膜的塑料袋中(0.125

ml/ cm2),密封 ,轻摇60 min。用TTBS 洗4 次, 每次 10 min。再用

PBS 洗15 min ,将膜放入 BCIP/NBT发色底物显迹液中轻轻摇动

至有条带充分显色。吸光度扫描定量,照相保存。

1.5　统计学处理
　　计数资料用χ2检验 ,计量资料用 x±s表示 , 采用统计软

件SPSS 10.0 中单因素方差分析和 t检验。

2　结果

2.1　LTP 产生中 NCAM 蛋白合成的变化

　　在正常ACSF灌流情况下 , 条件刺激使 fEPSP 的斜率显著

增加 , 并维持较长时间(一般 60 min 以上), LTP总诱出率为

88.2%(15/ 17)。

　　LTP诱出后 , 用 western blot方法检测 NCAM 蛋白水平 , 在

LTP 10 min 时间点 ,脑片的蛋白水平比 TS 对照组升高 43%,

变化显著(P<0.05)。而在 LTP 60 min 时间点 , 脑片的蛋白

水平升高达 79%, 与 LTP 10 min时间点比 , 升高非常明显(表

1 ,图 1)。提示 LTP维持期 NCAM 蛋白处在一个更高水平。

表 1　海马脑片 CA1区 LTP产生中NCAM蛋白水平的变化

(arbitary unit/ 50μg)( x±s)

Tab 1　Changes of NCAM protein levels during LTP of hippocampal

CA1 region in vitro(arbitrary unit/50μg)( x±s)

Group n NCAM protein

TS 7 5.024±0.37

LTP 10 min 8 7.190±0.64＊

LTP 60 min 7 9.031±0.71#

＊:P<0.05 , vs TS;#:P<0.05 , vs LTP 10 min

1:TS;2:LTP 1 h;3:LTP 10 min;4:Nitro-Arg;5:AP-5

图 1　Western blotting检测海马脑片 LTP产生中 NCAM

蛋白水平变化及 AP-5 、nitro-Arg对其影响

Fig 1　Effects of AP-5 , nitro-Arg on the changes of NCAM production

(by Western blotting)during LTP induction in hippocampal sl ices

2.2　NMDA受体阻断剂 AP-5 对 LTP 和 NCAM 合成

变化的影响
　　灌流AP-5(1 mmol/L ,溶于 ACSF 中)后 , LTP 诱出率为5%

(1/20), 说明 LTP 产生被抑制(图 2A)。选择 6 例 LTP被抑制

的脑片进一步检测 NCAM 的蛋白合成情况 , NCAM 蛋白水平

也明显下降(图 1 , 图 2B)。结果说明 , NMDA 受体通道的激活

参与了对NCAM 合成的调控。

A:Inhibition of LTP induced by AP-5;B:Decrease in NCAM protein

level(arbitrary unit/ 50μg protein)induced by Ap-5.＊:P<0.05 , vs

ACSF group

图 2　NMDA受体阻断剂 AP-5(1 mmol/L)对海马脑片 LTP和 NCAM

蛋白酶合成的影响

Fig 2　Effects of NMDA inhibitor AP-5(1 mmol/L)on LTP induction

and NCAM protein production in hippocampal slices

2.3　NO 合酶抑制剂 Nitro-Arg 对 LTP 和 NCAM

合成的影响
　　在Nitro-Arg(NO合酶特异抑制剂,100μmol/ L)灌流脑片情况
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下,LTP的诱出率为12.5%(2/16),提示LTP被抑制(图3A)。8例

LTP被抑制脑片的NCAM蛋白含量也明显下降(图1 ,图3B)。结

果说明,NO对NCAM合成产生了显著抑制效应。

A:Inhibition of LTP induced by nitro-Arg;B:Decrease of NCAM protein

level(arbitary unit/ 50 μg protein) induced by nitro-Arg (100

μmol/ L)＊:P<0.05 , vs ACSF group

图 3　NO合酶抑制剂 Nitro-Arg(100μmol/L)对海马 LTP和 NCAM

蛋白酶合成的影响

Fig 3　Effects of NO synthase inhibitor Nitro-Arg(100μmol/L)on the

hippocampal LTP induction and NCAM protein production

3　讨论

　　NCAM及其多唾液酸形式 PSA-NCAM 参与了中

枢神经发育和可塑性的许多过程 ,如分化、迁移 、突

起长芽 、突触联系的特殊模式建立等[ 1 ,5 ,6] 。1994

年 ,发现 NCAM 抗体可以阻止 LTP 产生。自此 ,

NCAMs在成年大脑可塑性中的作用开始受到应有

的注意。与此同时 ,NCAMs参与学习记忆的实验证

据屡屡见之于文献中[ 2] 。NCAMs在 LTP 与学习记

忆中的作用主要体现在以下方面:一是影响其它胞

内信号转导分子的活动;二是参与LTP 晚期阶段形

态重建 ,包括树突棘的数量和形态变化 、树突形态计

量的改变和新突触形成等[1] 。

　　本实验结果显示 ,LTP 产生后 NCAM蛋白量

持续处在较高水平 ,提示不断有新NCAM 蛋白合

成。作为一个结构分子 , NCAM 不断增加 ,无疑

对树突棘数量增加和新突触形成极为重要。本

实验表明 ,与 LTP 形成早期的相比 , LTP 维持期

的NCAM蛋白量处在一个更高的水平。需要强

调的是 , NCAM 蛋白这一变化并不一定意味着

NCAM 蛋白合成呈进行性增加。LTP 早期 NCAM

蛋白水平之所以较低 ,也可能与 LTP 早期一部分

NCAM 蛋白发生降解有关 。据文献[ 7]报道 ,海兔

长时易化(long term facilitation , LTF)中 ,原有海兔

CAM(apCAM)有一个先降解过程 ,这种降解被认

为是突触结构形态发生可塑性变化的先行步骤。

本实验仅检测了 NCAM 蛋白总的水平 ,未区分新

合成 NCAM蛋白量和原有 NCAM 降解量 ,因此 ,

NCAM 详细的变化过程需进一步实验研究 。

　　在神经发育过程中 ,NCAMs的结构和功能的

改变依赖于兴奋活动 、神经递质和细胞因子的作

用[ 8] 。LTP 产生后 NCAM 合成增加也是突触活

动依赖性的 ,谷氨酸受体通道活动在其中发挥了

重要作用。相关研究表明
[ 9]
,NMDA 受体抑制剂

可以抑制NCAM合成(包括 PSA-NCAM)。

　　而AMPA 受体的一种异位激动剂 ampakine ,可

以刺激NCAM启动子的活性 ,此效应可被 AMPA受

体特异抑制剂阻滞。本实验显示 ,AP-5在抑制 LTP

产生的同时 ,也明显抑制了NCAM蛋白水平增加。

　　NMDA受体激活导致 NO 产生 ,而 LTP 产生

又与NO 关系密切。既然 NMDA 受体参与了对

NCAM的修饰 ,理论上 NO 可能参与调控 NCAM

合成 。NO活动与NCAM合成调控关系研究最早

采用的是成年脑干长时程抑制(LTD)可塑性模

型。据文献[ 10]报道 ,NMDA-NO-cGMP 通路参与

了LTD中 PSA-NCAM 下降过程的调控。本实验

显示 , Nitro-Arg 显著抑制 NCAM 蛋白水平的增

加 ,说明 NCAM 合成与 NO活动有关。事实上 ,

NO已被发现通过多种方式参与基因表达和蛋白

合成过程的调节[ 11 , 12] 。首先 ,NO弥散至突触前

膜 ,促进更多的递质释放;其次 ,NO 促进胞内钙

库释放更多钙;第三 , NO 激活 cAMP-PKA-CREB

途径 。因此 ,我们认为 ,在 LTP 等可塑性模型中 ,

NCAM 合成调控依赖于NMDA受体-NO途径 。
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26例新型弹性开放襻前房人工晶体植入的临床观察

Clinical observation of 26 cases of artificial lens implantation with new flexible open-
loop anterior chamber lens technique

刘　翔 ,吴　楠　　(第三军医大学新桥医院眼科 , 重庆 400037)

　　老式前房型人工晶体 ,由于其设计上的缺陷(硬质闭合

襻)和制作工艺粗糙 , 植入人眼后常产生青光眼 、前房出血 、

色素膜炎和角膜水肿等严重并发症。 新型弹性开放襻前房

人工晶体 ,由于其新的设计和精良的制作抛光 , 植入人眼后

具有良好的长期耐受性。近10 年来 ,国内外学者相继报道植

入该型晶体取得良好效果 , 且无老式前房晶体的严重并发

症。本研究报告26例 26 眼新型前房晶体植入 , 探讨其有效

性 、安全性和植入方法。

1　临床资料

　　本组 26例中 , 男 19 例 , 女 7 例 , 年龄 6 ～ 80 岁 , 平均 45

岁。老年性白内障超声乳化术中后囊破裂 3 例 ,囊外摘除术

中后囊破裂9 例 , 囊内摘除术后二期植入2 例 ,外伤性白内障

摘除术后一期植入7 例 , 二期植入 5 例。植入人工晶体均为

美国 Alcon公司的“三位一体”型 PMMA 前房晶体 , 双侧“ S”型

弹性襻 ,长 13 mm。

　　植入手术方法:做上方角巩缘切口或巩膜隧道切口 , 摘

除白内障 , 用眼内剪或玻璃体切割头清除脱入前房的玻璃

体 , 0.5%匹罗卡品注入前房缩瞳 ,前房注入透明质酸钠维持

前房深度 ,用晶体植入镊夹住晶体送入前房 , 用晶体定位钩

交替压缩两晶体襻顺时钟旋转晶体至水平位 , 做 12 点虹膜

周边切除 , 10-0尼龙线缝合角巩膜切口 , 用平衡盐液置换前

房透明质酸钠。术后处理与后房人工晶体植入相同。

　　随访观察时间为 3个月至 2 年 ,平均 5 个月。

　　作者简介:刘　翔(1960-),男 ,四川省内江市人 ,硕士 ,副主任医师 ,副教

授 ,主要从事角膜移植和白内障超声乳化方面的临床研究 ,发

表论文10余篇。电话:(023)68755633

　　收稿日期:2002-02-03;修回日期:2002-12-20

2　结果

　　术后裸眼视力 , ≥1.0 者占 19.2%(5/ 26), 0.5 ～ 0.9 者占

57.7%(15/26), 0.1 ～ 0.4 者占 11.5%(3/ 26), <0.1 者占

11.5%(3/ 26)。

　　术中并发症:前房出血 2 例。术后并发症:前房积血 3

例 ,角膜水肿发雾 5 例(积血和水肿均于 1 周内吸收 、消退),

较明显炎症反应 3例 , 持续 1周左右 , 未发现持续高眼压者。

3　讨论

　　国外学者经过不断的改进和多年的临床观察 , 确信新型

弹性开放襻前房型人工晶体在眼内具有良好的耐受性[ 1 , 2] ,

国内学者也报道该型前房晶体植入适应症广 , 安全有效[ 3 , 4] 。

3.1　前房晶体植入的适应症
　　新型前房晶体植入可以用于任何类型的白内障摘除术[ 5] ,

但目前主要用于下列情况:①白内障超声乳化或囊外摘除术中

后囊破口较大。②外伤性白内障后囊破损较大 ,或虹膜与囊膜

广泛粘连 ,或晶体明显脱位。 ③囊内摘除术后二期植入。

3.2　前房晶体植入的手术操作要点
　　前房晶体的植入,操作比较简单 ,但笔者认为应注意以下几

点:①植入前彻底清除脱入前房的玻璃体。前房玻璃体的存在

使晶体植入困难或产生倾斜 ,所以,术中必须应用眼内剪或开放

式玻切予以彻底清除 ,尽可能使瞳孔恢复圆形。 ②缩瞳。缩瞳

有利于阻止玻璃体突入前房及展平虹膜, 利于晶体顺利植入及

旋转。如果是一期植入 ,则在前房玻璃体清除后前房注入缩瞳

剂;如果是二期植入 ,则术前点缩瞳眼液。③用粘弹剂维持前房

足够深度 ,并撑开房角, 确保晶体不接触损伤内皮 , 并使晶体能

顺利旋转 。④旋转晶体要小心 。前房晶体襻的理想位

(下转50页)
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