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一氧化氮在大鼠海马脑片长时程增强效应中的作用
’

胡志安 匡二玉巫」 刘 柞周 (第三军医大学基础部生理学教研室 ) 重庆
,
6 3 0 0 38

提 要 在大鼠海马脑片上
,

观察了一氧化氮 ( N O )对不同的条件刺激 ( C )S 诱出的海马 S hc af fe r

侧支一

C A I 区锥体细胞通路上的长 时程突触传递长时程增强 ( L T P )效应的影响
。

两种条件刺激方式 ( A 方式
:

二轮

10 o H : 、

10 。 个脉冲
、

最大刺激强度
、

两轮间隔 60
5 ;

B 方式
:

一轮 100 H z
、

10 0 个脉冲
,

60 %的最大刺激强度 )诱

出的 L T P 无显著差别
;
一氧化氮合成酶抑制剂 N G 一硝基 一精氨酸 (L 一 N

。 一 A gr 1 0 0 产m ol /L )显著地抑制两

种方式的条件刺激诱出 L T P
,

该抑制作用能被 N O 的前体 L 一精氨酸翻转 ,通过耗竭胞外的 N O
,

血红蛋白使

L T P 发生受到阻滞
; N O 产生剂硝普钠灌流后

,

在测试刺激条件下
,

突触传递出现压抑
。

上述结果表明
:

内源性

N O 为海马 L T P 所必需
。

关键词 一氧化氮
;
血红蛋白

;
长时程增强 ;记忆

;
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目前
,

关于大脑学习记忆神经机理的最富有吸引

力的模式是突触 传递长时 程增强效应 ( L o n g 一 t er m

p o t e n t ia t i o n L T p ) 〔
, 〕 。

大 量 的证 据 表 明
,

突 触 后 的

N M D A 受体及 C a , 一

内流对于 L T P 的产生具有关键

作用 .2[
’ 二,

而 L T P 的维持却是 突触前递质释放增加的

直接结果川
,

L T P 产 生后
,

突触后神经元是否逆行性

地影响突触前 的递质释放 ? lB is s
等 ( 1 9 8 6 年 )提 出海

马 L T p 中存在的逆行信使 (
r e t r o g r a d e m e s s a n g e r )可

能起到这种逆 向调控作用
。

在中枢神经系统中
,

内源性

的一氧化氮 ( n i t r i e o x i d e N O ) 是 由一氧化 氮合成 酶

( N O
s y n t h a s e N O S )催化底物 L 一精 氨酸 ( L 一 A

r
g i

-

in n e L 一 A r g )生成瓜氨酸后释放的
。

N O 也可直接来

自 N O 的产生剂 ( N O d o n o r )
,

硝普钠 ( S N P ) 即是其 中

之一
。

1 9 9 1年
,

两家实验室首次观察到 N O 参与海马

C A I 区 L T P 的过程
,

但随后的文献报告了不 同的结

果 〔 S
,

创 ,

对此
,

有 作者 提 出
,

存在 N O S 抑制 剂敏 感型

L T P 和 N O S 抑制剂不敏感型 L T P匡
。

本实验拟使用

N O S 的抑制剂
,

N O 的耗竭 剂等进 一步 观察 N O 在

L T P 中的作用
,

以探讨 N O 在 L T P 中的信使功能
。

1 材料与方法

1
.

1 月亩片准备
、

刺激 和记录

实验共用 W i s t a r

大 鼠 7 2 只
,

体重 1 3 0 ~ 1 7 0 9
,

雌雄不拘
。

大 鼠断头后
,

取出一侧海马
,

左右不限
,

顺海马槽纤维的走向

连续切片
,

片厚 40 。 ~ 4 50 拌m
,

迅速将其移至准备好的浴槽尼

龙网上
,

随之保证持续的恒温 (到达脑片的人工脑脊液的温度

为 32 士 。
.

5℃ )人工脑脊液 (A C S F )灌流
,

A C SF 成分为 ( m m ol /

L )
:
N a C I 1 2 4

、

K C 1 5
、

M g SO 二 7 H 2 0 2
、

N
a H Z P O

; ·

ZH ZO 1
.

2 5
、

N a H C O
,

2 4
、

C a
C I

: 2
、

G S
·

H
ZO 1 0

。

A CS F 的 p H 值用 N
a H Z P O

`

调定为 7
.

4 ~ 7
.

6
。

95 % O :

与 5 % C 0 2

的混合气体通过外室热水

加热
、

湿化再弥散于脑片的表面
,

供氧量为 0
.

I L / m in
。

脑片在孵育 60 一 90 im n 后
,

开始进行刺激和记录
。

刺激电

极为直径 。
.

05 m m 的双根铂丝电极
,

记录电极采用玻璃微电

极
,

尖端直径 1 拜m
,

内冲灌 3 m ol /L 的 K CI 溶液
,

阻抗为 3~ 8

M n
。

在解剖显微镜直视下
,

将刺激电极置于来 自 C A 3 区锥体

细胞的 S山 af fe r

侧枝上
,

记录电极置于 C A I 区的放射层 (胞外

记录 )
,

故本实验所记录的电活动是 cS h af fe r
侧枝一 C A I 区锥

体细胞的场兴奋性突触后电位 ( fF P S P )
。

记录时
,

先行测试刺激

( t
e s t s t i m

u
l
a t i o n )

,

刺激参数为
:

单个脉冲
、

波宽 0
.

2 m s ,

强度为

引出最大 f E P S P 斜率的 60 %左右时的刺激强度 (出现最大

f E P S P 斜率时的刺激强度简称为最大刺激强度 )
,

待 fE P S P 稳

定 1 5 nr i n 后
,

再行条件刺激 (
e o n d i t io n i n g s t i m u la t io n C S )

。

C S

采用 A 方式 ( p
a t t e r n A )和 B 方式 ( p

a t t e r n B )
,

A 方式为
:

两轮

l o o H
:

、

1 0 。个脉冲
,

强度为最大刺激强度
,

两轮间隔 60
5 ;

B 方

式
:

一轮 100 H
: 、

100 个脉冲
,

60 %最大刺激强度
,

两种 cs 使用

的波宽同测试刺激
。

条件刺激后每 10 m in 观察一次
,

至少观测

l h
。

条件刺激后 fE P S P 的斜率增加 20 写
,

持续 l h 以上
,

判定

为突触传递长时程增强效应 (L T P )发生 8[]
。
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1
.

2 数据采集与统计处理

fE P S P 波形信号经微 电极放大器
、

示波器
,

再同步输入到

计算机
,

并进行 fE SP P 斜率的测量 (有多个波时
,

以第一个波为

准 )
.

全部过程采用本校野战外科研究所提供的 S E P 软件控

制
。

条件刺激前的斜率一律记为 100
,

条件刺激后的斜率用相对

斜率表示
。

数据用 厉士 :

表示
,

fE P S P 的斜率变化用 t 检验 ; L T P

的发生率的差别用 r 检验
。

1
.

3 主要试剂

一氧化氮合成酶的抑制剂 N G 一硝基精氨酸 ( L 一 N 。 一 iA g

1 0 0 拜m o
l /L )和一氧化氮的产生剂硝普钠 ( S N P 1 m m

o l / L )购

自美国 iS g m a

公司
;
一氧化氮的前体 L 一精氨酸 ( L 一 A r g ) ( 日

本味之素公司生产 ) ,一氧化氮的耗竭剂血红蛋白 (ha m go lob in

H b )购自北京华美生物工程公司
,

以上试剂都用 A CS F 配制
.

2 结果

2
.

I L 一 N 。 一 A r g 及 L 一 A gr 对海马 L T P 的影响

.2 L I L 一 N 。 一 A r g 及 L 一 A gr 对 A 方式条件刺激诱出的

L T P 的影响 正常 ACS
F 灌流的情况下

,

14 例脑片接受 A

方式 C S
,

14 例脑片中有 n 例 fE P S P 的斜率的增加超过 20 %

(最高达到 19 9 % )
,

持续 l h 以上 且 60 m in 内各时间点 (每

l o m i n )佗 P S P 的斜率无显著的差别 ( P > 0
.

0 5 )
,
L T P 的发生

牢为 7 8
.

6 % ( 1 1 / 1 4 )
。

未产
:

生的 3 例 中有 1 例在 C S 后 1 0 m i n

斜率增加超过 20 %
,

但随后明显衰减
。

用含 L 一 N o 一 A r g ( 1 0 0 拌m o
l / L )的 A C S F 灌流脑片

,
l h

后开始记录
,

测 试刺激情况能正常引出 fE P S P
,

随后施 以 A 方

式 C S
,

16 例脑片中
,

只有 4 例 fE P SP 的斜率增加超过 20 %
,

维

持时间超过 l h 以上
,

L T P 的发生率为 25 % (4 1/ 6 )如前述
,

正

常 A C S F 灌流的情况下
,
L T P 的发生率为 7 8

.

6% ( 1 1 / 1 4)
,

二

者有显著性差别 ( 尸 < 。
.

0 5 )
,

由此说明
:

L 一 N
。 一 A gr 明显地

抑制 A 方式 C S 在 C A I 区所诱发的 L T P
。

在另外一组 脑片上
,

实验进一 步地用过 量 L 一 A gr (l

m m o l / L )加入到含 L 一 N
o 一 A r g ( 1 0 0 拌m o

l / L )的 A C S F 中
,

在

施以 A 方式 C S 后
,

9 例脑片中 7 例有 L T P 产生
,
L T P 的发生

率为 77
.

8 % ( 7 / 9 )
,

与正常 A C S F 灌流 A 方式 C S 后 L T P 的发

生率 78
,

6%相 比
,

无显著性的差别 ( 尸 > 。
.

0 5 )
,

可见
,

L 一 A gr

翻转了 L 一 N 。 一 A gr 对 L T P 的抑制作用 (见图 1 )
。

000000
Cé0
亡JO
ù急,ó,七11IJ

ē次)d的山国ùJ。岂。一.

立 爷【一 N o 一 A r R + I 一 A r只

+ I 一 N o 一 A r g

一
e o n t r o l A C S F

一 1 5 0 10 2 0 3 0 4 0 5 0 GO
r /m 一n

图 z L 一 N o 一 A r g 及 L 一 A r g 对 ^ 方式 C S 后海马 C A i 区 f E P S P 的影响

F ig 1 I n f lu e n c e s o f L 一 N o 一 A r g a n d L 一 A r g o n t h e s ! o p e o f f E SP P i n h宜P P o e a m P a l a re a C A I w h e n C S ( P a t t e r n A ) w as
u s e d

A : C o n t r o l A C S F ; B
:
L 一 N o 一 A

r g ; C :
L 一 N

o 一 A r g + L 一 A r g ; D
:

E f f e e t s o f L 一 N o 一 A r g a n d L 一 A r g o n t h
e s

l
o p e

o f f E P S P

.2 L Z L 一 N
。 一 rA g 及 L 一 A gr 对 B 方式条件刺激诱 出的

L T P 的影响 在正常 A C S F 灌流时使用 B 方式 C S 后
,

12 例

脑片中有 10 例 fE P S P 的斜率增加超过 20 %
,

时间持续 l h 以

上
,

60 m in 内斜率无显著的差异
,

2 例脑片斜率无增加
,

B 方式

C S 的 L T P 发生率为 83
.

3% ( 1 0 / 1 2 )
,

经 丫 检验
,

A
、

B 两种 C S

方式的 L T P 发生率无显 著的差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
,

不仅如此
,

两种

C S 方式都能产生稳定的 L T P
。

同样地
,

脑片用含 L 一 N 。 一 A gr ( 1 00 产m ol L/ )的 A C s F 灌

流
,
l h 后开始记录

。

结果发现
:

接受 B 方式 C S 的 11 例脑片中
,

仅 3 例产生了 L T P
,

8 例 fE P S P 的斜率的增加未超过 20 %
。

该

条件下 L T P 的发 生率 为 27
.

8% ( 3 / 1 1 )
,

显 著地 低于正 常

A C S F 灌流的情况下 L T P 的发生率 ( p < 。
.

05 )
。

说明
,

L 一 N 。

一 A
r g 又寸L T P 的抑制作用在 A 方式

,
B 方式两种条件刺激的

情况下都能出现
。

在 7 例用 L 一 N o 一 A
r g ( 2 0 0 # m

o l /L )和 L 一 A r g ( 2 o m o
l /

L ) 的 A C S F 灌流的脑片中
,

B 方式条件刺激后
,

有 6 例 几 P S P

的斜率的增加超过 20 %
,

持续 l h 以上
,

另 l 例 fE P s P 斜率增

加 只维持了 20 m in
,

便迅速衰减
。

该条件下 L T P 的发生率为

85
.

7 % ( 6/ 7)
,

与正常 A C S F 灌流的情况下的 L T P 的发生率无

显著的差别 ( P > 。
.

0 5 )
。

说明
,
L 一 A gr 亦能翻转 B 方式条件

刺激后 L 一 N O 一 A gr 对 L T P 的抑制作用 (见图 2 )
。
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图 Z L一 N o一 A r g及卜
A r g对 B方式 se 后海马 e ^ i区 E r Ps p的影响

F i2 gI n f lu e es e n of L一 N o一 A r ga n d L一A r gn ot hes l oPe of fE PS P in h iP Pe oa m Pa la ae rA C iw he nS C ( Pa t te r n B) w as u s e d

A
:

C
on t r olA S C F; B

:
L一 N o一 A

r g;
C

:
L一 N o一 A

r g+L一 A r g, D
:

E f f
e e t s o

f L 一 N
o 一 A

r g a n d L一 A r g o n t h
e s lo p e

o
f f E P S P

2
.

2 H b 对 L T P 的影响

血红蛋白用 A CS F 配制
,

浓度为 100 拜m ol /L
.

在脑片移入

浴槽之初即用含 H b ( 100 拜m ol / L )的 A CS F 进行灌流
,

并一直

灌流至记录完毕
。

在测试刺激的情况下
,

都能顺利地记录 出

fE P S P
,

表明 H b 的存在
,

并不影响基本的突触传递 (5 ~ 6 h)
。

接受 A 方式条件刺激后
,

10 例脑片中 fE P S P 的斜率增加均未

超过 20 %
,

其中
,

有 8例脑片其 fE P S P 无衰减
,

维持 l h 以上
,
2

例在条件刺激后 40 m in
,

衰减至很小
。

本实验的条件刺激后的

L T P 的发生率为 。
。

说明 H b 具有非常明显的抑制 L T P 的作用

( P < 0
.

0 1 ) ( 见图 3 )
。

A C S F 后 5 m in
,

在测试刺激的情况下
,

6 例脑片的 fE P S P 中有

4 例完全消失
,
2 例先见明显减小

,
s m in 后消失 (图 4 为 S N P

影响 fE P S P 之一例 )
。

另外
,

在对 1 例脑片用 SN P 后提前的观

察发现
:

S N P 开始接触脑片 3 m in 后
,

fE P S P 的斜率即 出现明

显的下降
,

最后 fE P S P 完全消失
.

这些结果表明
:

S N P 能显著

地抑制测试刺激情况下的突触传递
,

至少持续 l h
。

实验中未见

f E P S P 的斜率增加

~
e o n t r o l A 〔

`

5 1:

一卜 H b

1 0 2 0 3 0

t /m i n

图 4 SN P 对海马 C A i 区 f E P S P 的影响

Fi g 4 I n f l u e n e e s o f S N P o n f E P S P i n h i P P o c a m p a l a r e a

C A I

图 3 H b 对 C S ( A 方式 )后海马 C ^ i 区 f E P S p 的影响

F i g 3 I n f l
u e n e e s o

f H b o n t h e s l o P e o f f E P SP i n h i卜

P o e a m P a l a r e a C A I w h e n C S ( P a t t e r n A ) w as
u s e d

A
:

C
o n t r o

l A C S F ; B : H b

3 讨论

2
.

3 峭普钠 (S N P )对测试刺激下 突触传递的影响

SN P 用 A C S F 配制成浓度 1 m m o
/ L

。

本实验情况下
,

脑片

先用正常 A C S F 灌流 1 卜 以上
,

然后记录 fE P S P
,

待其稳定后
,

改灌含 S N P (l m m o/ L )的 A C S F 巧 m i n( 避光操作 )
,

然后恢复

灌流正常 A C S F
。

实验发现
:

停止灌含 S N P (1 m m ol / L )的

现在
,

已明确 L T P 产生与维持
,

既涉及 突触后机

理
,

又涉及突触前机理
,

因此
,

发现一种 (或几种 )起到

使二者联系的信使物质成 为最终 明确解释 L T P 神经

机理的关键
。

作者观察到
,

用 N O S 抑制剂 L 一 N 。 一 A gr 灌流

脑片时
,

A 方式
、

B 方式两种条件刺激在 C A I 区诱出

L T P 皆明显受 阻
,

N O 的前体 L 一 A gr 能逆转这 种阻

滞作用
。

B o h m e 报道
仁’ I N O 参与了最大强度的条件刺
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激所诱出的 L T P 的过程
。

M iuz t a in 则报道
〔创在体实验

中
,

N O S 的抑制剂阻滞了较低频率 ( 30 H z )
、

较低强度

的条件刺激在齿状回所诱出的 L T P
。

说明 N O 参与了

L T P 的过程
,

并且其作用不受条件刺激参数差异的影

响
。

因而 可认为
,

N O 随条件刺激 的施加 而产生
,

在

L T P 中发挥不可缺少的作用
。

文献 [ S J指出
,

N O 的产生是在突触后膜
。

那么 N O

的作用靶又是什么呢 ? H b 与 N O 亲合性很高
,

因此

H b 是 N O 的重要耗竭剂
。

本实验结果显示 H b 非常显

著地抑制了海马 L T P
,

这与早期报道结果一致
〔 6〕 。

由

于 H b 是大分子
,

只能在胞外发生作用
,

这提示产生于

突触后神经元的 N O 可能先弥散到胞外
,

随后作用于

突触前膜
。

实验 中发 现
,

S N P 作用组织 3 m in 即明显减 小

f F P S P
,

且持续时间较长
。

如果在此期间
,

使用较高的

刺激强度与频率
,

可增大 fE P S P
。

另外
,

若在灌流 s N P

的过程中
,

某一具体 的通路上不施加测试刺激
,

那么
,

其在恢复正常 A C S F 灌流后 70 一 80 m in 以上时
,

仍能

正常引出 fE P S P (另文报道 )
。

这表明外源性使用 S N P

对突触传递产生了可逆性的抑制
,

其抑制机理不明
。

zI u
im 报道 lo[ 」

如果 N M D A 受体激活先于施加条件刺

激
,

L T P 的诱出则被阻滞
,

原因是伴随 N M D A 受体的

激 活而产生的 N O 反馈抑制 了 N M D A 受体的功能
。

在视 网膜上 已发现 S N P 通过释放 N O
,

抑制 N M D A

受体功能
、

阻滞 C a Z+

内流 1l[ 〕
。

因此
,

可推测本实验 中

S N P 的抑制作用可能为 N O 产生的反馈作用所致
,

但

明确的结论尚需进一步的实验
。

本实验结 果支持 内源性 N O 在 海马 C A I 区的

L T P 中扮演了必不可少的逆行性信使角色
。

但是
,

N O

在 突触传递 中的作用可能是双重 的
,

内源性 N O 起到

加强突触传递的作用
; 一定的条件下 (如测试刺激下外

源性使用 )
,

N O 可能又起到反馈抑制作用
。
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一氧化氮及其合成酶与急性肺损伤关系的基础研究

S t u d y o n t h e e f f e e t o f n i t r i c o x i d e a n d n i t r i c o x i d e s y n t h a s e s i n a c u t e l u n g

I n j u r y

孙 广运 毛宝龄 王舟琪 (第三军医大学附属新桥医院呼吸内科研究所 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 7

一氧化氮 ( N O )及其合成酶 ( N O S ) 可能与急性肺损伤

( A IL )有密切关系
。

实验结果显示
:

①大鼠油酸和内毒素 (L P )S

型 A L I时
,

肺组织内皮型 N O S ( ec N O )S m R N A 表达水平降低
.

L P S s h 比对照组减少 1 5
.

2 1写
,

油酸 s h 比对照组增加 4
.

1 5纬
,

油酸 1 2 h
,

z d
,
3 d 和 s d 组

,

分别比对照组降低 3
.

3 7 %
,
4

.

4 5%
,

34
.

4 3%和 4 2
.

79 %
。

结果提示
,

ec N O S 有下调趋势
,

其后果是血

管张力增加
,

对白细胞粘附的抑制作用减弱
,

从而加重 A LI
。

②

油酸和 L P S 使肺组织诱导型 N O S ( iN O S ) m R N A 升高
。

L P S S

h 比对照组增加 5 9
.

4 6 %
,

油酸 s h
,
1 2 h

,

l d
,
3 d 和 s d 时分别比

对照组增加 2 8
.

0 9%
,
5 2

.

7 9%
,
4 2

.

8 3%
,
6 0

.

9 6 %和 5 1
.

9 0 %
.

结

果提示
,

A LI 导致 iN O S 活性增强
,

其后果是大量 N O 生成
,

组

织细胞起损伤作用
。

③用原位杂交技术
,

显示肺组织 iN O S m R
-

N A 阳性细胞位于肺泡壁
,

肺泡腔
,

细支气管壁
,

小血管壁及软

骨组织
。

根据其分布部位和形态特点
,

推测这些细胞为肺泡 上

皮细胞
,

肺 间质内吞噬或巨噬细胞
,

血管平滑肌细胞
,

纤维母细

胞等
,

并明确显示 细支气管上皮和软骨细胞为阳性
。

这与体外

培养细胞所得结论一致
,

但未观察到正常或 A LI 时内皮细胞着

色
。

A L I 时阳性细 胞多于正常肺组织
,

而血管 内皮阴性
,

均提示

有加重肺损伤作用
.

④还原型辅酶 I 黄递酶 ( N A D P H d) 作为

N O S 的组化标志
,

规则地显色于细支气管上皮
,

A L I 时着色加

深
,

L P S 较油酸相 同时间组着色更深
,

提示 A LI 对上皮 N A耳

PdH 有诱导作用
,

可能加重上皮损伤
。

比较 N A D P H d 组化与 i
-

N O S 原位杂交的分布特点
,

表明 N A D P H d 不能反映 iN O S
.

③

左旋硝基精氨酸 ( N A )是 N O S 阻滞剂
,

能显著降低正常和 A LI

大鼠血浆 N O 浓度
。

双香豆素通过抑制四氢生物媒吟 ( B H 4) 合

成而选择性抑制 iN O S 活性
,

曾在培养内皮细胞证实
.

本实验

表明
,

双香豆素对整体水平 N O 生成有抑制作用且弱于 N A
,

提

示双香豆紊对整体动物 iN O S 有选择性抑制
,

应能改善 A IL
.

但

N A 可降低 A L I 时血浆丙 二醛 (M D A )浓度
,

而双香豆素使

M D A 进一步升高
,

与 iN O S 选择性抑制的改善 A IL 效应相矛

盾
。

根据文献资料和本实验结果分析
,

提示活体 内 i N O S 本身

可能有氧自由基生成作用
,

双香豆素通过减少 B H 4合成而使 i
-

N O S 由 N O 生成转向氧 自由基生成
,

从而加重肺损伤
。

⑥ N A

使正常大鼠肺组织髓过氧化物酶 ( M P O )活性增加
,

而对 A LI

时 M P O 无影响
,

提示 N O S 阻滞剂对不同病理生理状态有不同

影响
。

双香豆素使 A L I 时 M P O 活性进一步升高
,

而其本身不

抑制
e c N O S

,

提示双香豆家导致的氧 自由基生成增加
,

是中性

粒细胞粘附扣押的原因
。

⑦正常和 A L I大 鼠持续吸入 N O 90
·

甲

沐 1 0一 ` s h
,

血浆 M D A
,

肺组织 M P O 和肺水含量与相应对照组

均无显著差别
,

提示 吸入治疗浓度的 N O 不引起氧 自由基增

加
,

也不加重 A LI
.

⑧吸入 N O 对正常和 A LI 大鼠平均肺动脉

压无显著影响
,

吸入 N O 3 6
·

甲 x 1 0 一
`

可抑制缺氧性肺血管收缩

效应的 87 %
。
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