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苯巴比妥急性干预对海马 CAl 区长时程增强不同

阶段的影晌及其机制
吴鹏 l 蒋莉 1*陈恒胜 2

( ' 重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆 40001 4 ; 2 重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所， 重庆 400014)

摘要 采用 急性海马脑片， 分别于长时程增强诱导前、 诱导后早期及晚期进行苯巳比妥预

干预、早期及晚期干预，检测其对长时程增强诱导与维持两阶段的影响及其可能机制 。 膜片钳技

术检测发现苯巳比妥预干预可抑制长时程增强的诱导， 但对双脉冲易化现象无明显影响，而早期及

晚期干预未能抑制长时程增强，提示苯巳比妥可能通过交触后机制抑制长时程增强的诱导， 但对维

持阶段无明显影响 。 对长时程增强关键蛋白的 Western blot 检测发现， 预干预纽 p-CaMK II 表达降

低，而 CaMK II 表达无变化;早期及晚期干预组 CaMK II 及 p-CaMK II 表达均无明显变化， 提示苯

巳比妥可能通过降低突触后 CaMK II 磷酸化抑制诱导过程， 其对维持阶段无抑制作用可能与对

CaMKII 自我磷酸化及新蛋白质合成元抑制作用 密切相关。
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苯巴比妥(phenobarbital ， PB)是一种巳比妥类的

镇静安眠药， 自 1912 年问世以来一直是一线抗癫痛

及镇静药物， 用 以治疗癫痛、癫瘸持续状态以及镇

静。 在部分难以控制的癫瘸综合征如急性脑炎伴难

以控制 、 反复发作癫痛(acut巳 enceph a liti s with 

refract。可， repetitive partial seizures, AERRPS)的药物

治疗中 ， PB 仍作为首选药物 。 然而， 现有的临床研

究与动物实验均发现， PB 可在人与动物造成明显的

认知功能障碍。 特别是在婴幼儿阶段， 即使短期应

用亦可能通过诱导认知相关脑区 (如海马、内嗅皮

层 、 皮层等部位)神经元凋亡与坏死， 导致以海马为

主的脑结构性损伤或发育障碍，最终导致认知损

伤 [IJ 。 结构性损伤外， PB 干预是否导致突触功能的

变化，目前少有研究报道 。

海马是学习记忆的关键脑区 。 近年的研究证

实， 海马脑区突触间信息传递效能在较长时间内维持

较高水平的现象即长时程增强(long-term potentiation, 

LTP)现象是学习记忆的基本功能性电生理机制， 在体

行为学训练可诱发LTP现象的出现，而抑制己产生的

TP 则可损伤实验动物己建立起的学习记忆能力 [2J 。

对应于学习与记忆两个不同的认知阶段， LTP分为诱

导与维持两个不同阶段， 后者根据分子机制的不同维

持阶段又分为早期 LTP但-LTP)与晚期 LTP(L-LTP)l3 J 。

鉴于PB主要通过抑制神经元突触间异常信号转导而

发挥抗癫瘸作用，推测 PB 可能在发挥抗癫痛作用的

同时通过抑制 LTP 引起认知功能损伤 。 有效治疗浓

度范围 内 PB是否对LTP现象的不同阶段具有不同的

作用， 其可能的分子机制是什么，目前均不清楚。为

此， 本研究通过制作未成熟脑的急性海马脑片，给予

有效治疗浓度 PB 20μg/m1 [4 ， 5J ， 采用膜片钳技术进行

相应研究 。

1 材料与方法

1.1 动物与主要试剂

生后 15 天雄性Wistar 大鼠(海马结构与功能发

育相当于人类婴幼儿时期)，由重庆医科大学实验动

物中心提供 。 苯巴比妥 、 ATP-Mg、丙酣酸纳购自

美国 Sigma 公司 ， 切片液和记录液其他试剂均为成都

科龙分析纯试剂， 蛋白裂解试剂盒购 自 Byotime 公司，

蛋白浓度 BCA测定试剂盒购自 Pierce 公司 ， PVDF膜

(0 .45μm)购自 Millipore 公司，分子量 Marker 购 自

Fermentas 公司， ECL显影试剂盒购 自 Bioworld 公司，

钙调蛋白依赖性蛋白激酶 II (Calmodulin-dependent 

protein kinase II, C础t1K II)及磷酸化CAMK II (p-CaMK 

II)抗体购自 Cell Signal i ng 公司 。

1.2 急'性海马脑片制备

大鼠乙醋麻醉， 心脏灌注 50 m1 冰冷氧饱和人工
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脑脊液(ACSF)，快速断头取脑， 放入氧饱和 0--4 'C切

片液中 。 于大脑半球腹内侧迅速分离出双侧海马，

用振动切片机(WPI，美国)将其切成 400μm 厚的脑

片 。 将切好的脑片置于持续通含氧混合气的记录液

中， 35 'C下孵育 30--45 min 后转至室温 24 'C下孵育

至少 1 h o ACSF 的成分为(mmol几): NaCl120 、 KCl

3 、 NaH2P04 1.8 、 NaHC03 26 、 CaC12 2 、 MgC12
2、葡萄糖 10 ; 切片液成分为(mmol/L) : KCl 2' . 8 、

CaC1 2 1 、 MgC1 2 1 、 孔1 9S04 2 、 N aH 2P0 4 1 . 5 、

NaHC03 24 、 ATP-Mg 2、维生素 C 0.4、丙酣酸

铀 2 、 葡萄糖 10、庶糖 198 ; 记录液成分为(mmol/L) :

NaCl 124 、 KC12 . 8 、 NaH2P04 1 . 5 、 NaHC03 24 、

CaC1 2 2 , MgS0 4 2 、 ATP-Mg 2、维生素 C 0 .4、

丙酣酸铀 2 、 葡萄糖 10，调节 pH 值均至 7 .3 -7 .4 0

1.3 海马脑片电生理检测j

将脑片移至记录浴槽，持续灌流氧饱和记录液，

速率 1 .5 ml/min，温度 35 'C 。 双极剌激鸽电极置于

海马 CA3 区的 S chaffer 侧支路径上，剌激强度为

0 .1-0.25 mA。 玻璃微电极(内充 2 mol/L NaCl 溶液，

阻抗 1 -2 MQ)置于 CAl 区辐射层，记录电刺激诱发

的场兴奋性突触后电位(field excitatory postsynaptic 

potential, fEPSP)，经 MultiClamp 700 B 放大器(Axon

公司 ， 美国)放大，应用 pCLAMP9 .2 软件(Axon 公司，

美国)进行来样处理并保存。 选取诱发 fEPSP 最大反

应值 50% 的剌激强度作为基础剌激，待基线稳定 30

mlll 后给予高频强直剌激(HFS )诱发 LTP o HFS 后

fEPSP斜率增大20%以上并且维持30min以上为LTP

诱发成功的标准。 HFS 的参数为两组 100 Hz 的 100

个脉冲，组间隔 30 s 。 为观察 PB 对 LTP 诱导与 E­

LTP 、 L-LTP 的影响，根据 PB 干预时间点的不同分

为 PB 预干预组、 PB 早期干预组及 PB 晚期干预组，

分别于给予 HFS 前 30 min 与 HFS 后 30 min 、 180

min 给予有效治疗浓度范围的 PB(20 问Iml) ， 对照组

记录液中不加 PB 。 为观察 PB 对双脉冲易化(paired

pulse facilitation , PPF)的影响， 给予间隔 50 ms 的双

脉冲剌激，以第二次剌激后 fEPSP 最大幅度(R2)与第

一次剌激 fEPSP 最大幅度(Rl ) 比值为 PPF 指数(R21

Rl ) ， 观察 PB 给药与撤药过程中 R2/Rl 的变化。

1.4 Western blot 检测

取成功诱导LTP的各组海马脑片，以未给予HFS

的海马脑片为阳性对照加预冷的蛋白裂解液冰上研

磨至液态， 然后低温高速离心(4 'C , 12 000 g, 30 min) 

留取上清液 。 取 20μl 上清液以 BCA 法进行蛋白定

量测定，所剩上清液按蛋白定量结果稀释，使各组蛋

-研究论文-

白浓度一致，然后按 4 : 1 体积比加入四分之一上样

缓冲液， 100 'C水浴 10 min 。 取蛋白样品(100 阳)采

用 10% SDS-PAGE 100V 垂直电泳(Bio-Rad，美国)90 ~ 

min 进行分离，然后以 1 mA/cm2 55 min 半干转(Bio­

Rad，美国)至 PVDF 膜 。 5% 脱脂奶粉室温封闭 lh ，

加入 CaMK 11 一抗(1 : 1 000)或 p-CaMK 11 一抗(1 :

1 000 )或 ß- ac tin 一抗(1 : 1 000), 4 'C孵育过夜 。

加入相应辣根过氧化物酶(HRP)标记工抗(1 : 5000), 

室温孵育 2 h o ECL 化学发光法显色， 结果经自动凝

胶电泳成像分析系统(Bio-Rad， 美国)采集并进行图像

分析测定吸光度值 。 利用 Quantity One 软件计算各

组目的蛋白与βactm的吸光度，取其比值即为目的蛋

白的相对值 。

1.5 统计学处理

所有数据均用均数 ± 标准差(mean:tSEM)表示，

两组间比较采用 SPSS13 .0 软件 Student ' s-t 检验，以

P<0 . 05 认为有统计学意义 。

2 结果

2.1 PB 对 LTP 诱导的影响

为观察 PB 是否影响 LTP 的诱导，选取基础刺激

下 fEPSP 幅度大于 0.3 mv 的脑片纳入实验，以给药

前 fEPSP 的斜率为基础值。 PB 预干预组在基线稳定

30min 后于记录液中加入 20μg/ml PB , 30 min 后

fEPSP 幅度为基础值的 23.55%:t7.21 % (n=5 1)，而对

照组 fEPSP 幅度为基础值的 98 .02%:t 13 . 18% (n=29) 

(P<O.OI) 。 以 HFS 前 fEPSP 斜率为基础值，给予 HFS

后 PB 预干预组与对照组 LTP 诱发成功率分别为

25.49% (1 3/51 )和 4 1.38% (1 2/29) ， 可见 PB 可明显降

低 LTP 的诱发成功率(P<0 .05 ) 。 在 LTP 诱发成功的

脑片中， HFS 后即刻记录 fEPSP 斜率， PB 预干预组

fEPSP 斜率为基础值的 183%土 19%，明显低于对照组

(287%:t 16% 基础值， 30 min) (P<0.05 ) ( 图 1 ); 对照组

自 HFS 后 30 min fEPSP斜率未发生明显变化( 1 83%土

17% 基础值， 60 min; 181 %:t 18% 基础值， 90 min)，而

PB 预干预组 fEPSP 斜率逐渐减小至基础值水平

(1 38%土 16% 基础值， 60 min; 106%:t 19% 基础值， 90

min) (P<0 .05 ) ( 图 1) 。

2.2 PB 对 PPF 的影响

PPF 己被证实仅由突触前神经递质释放引起而

与突触后活动无关，常应用于不同实验条件下LTP诱

发过程中突触前活动变化的检测间。 与干预前比较，

PB 干预过程中双脉冲剌激后 Rl 、 R2 值均逐渐减小

(PB 给药后 10 min , n=13 , P<O.OI ) ， 撤药后 RL R2 
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值均逐渐恢复(图 2A) ; 然而， R2/Rl 在给药前、 给药

后及撒药后均未出现明显变化(图 2B) o PPF 诱发成

功后给予 PB 干预引起可逆性的 Rl 、 R2 降低，而 R2/

Rl 未出现明显变化，提示 PB 对突触前神经递质的释

放可能没有影响， 其主要通过影响突触后机制抑制

LTP 的诱导 。

PB 对 E-LTP 的影晌

LTP分为诱导与维持两个阶段，诱发成功后 1-3 h 

是 LTP 维持的早期阶段即 E-LTP 阶段[匀 。 以 LTP

维持 30 min 时 fEPSP 斜率为自身对照，随后给予 PB

干预并记录 fEPSP 斜率的变化。 PB 干预 180 min 后

fEPSP 斜率为基础值的 178%:t28% (240 min , n=7 ) , 

与 自身对照无明显区别(1 89% :t 13% 基础值， 60 m i n , 

n=7) ， 与非 PB 干预组对照组亦无明显差异(1 86:t25 % 
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Fig.l The effect of PB pre-treatment on the L TP induction 

LTP was induced by HFS after 30 min of PB perfusion , which was 

delivered at the time point indicated by an arrow. 
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Fig.2 PB did not inhibit PPF 

A: PB at therapeutic dose induced a reversible R1 and R2 reduction. Gradually reduced Rl and R2 before (1) and 5,1 Omin (2 ,3) after drug application 

and progress ively recovered R 1 and R2 5,1 O,I5min (4,5,6) after drug washout were presentated in the graph . Above were the sample traces 

of PPF recorded before, during, after drug application; B: represents the averaged PPF index (R2/R l) before, during and after PB superfusion, 
which had no signi ficant difference in above six time points. The numbers below the graph represent the same as in graph (A) . 

5 4 3 2 6 5 4 3 2 
。

基础值， 240 min , n=5) ( 图 3) 。

2.4 PB 对 L-LTP 的影响

L-LTP 是 LTP 诱发成功>3 h 后的晚期维持阶

段[3] 。 以 LTP 维持 3h 时fEPSP 斜率为自身对照， 随

后给予 PB 干预并记录 fEPSP 斜率的变化。 PB 干预

后 120 min 后 fEPSP斜率为基础值的 180%:t 15% (360 

min , n=7)，与自身对照无明显区别(l78%:t23% 基础

值， 360 min, n=7)，与非 PB 干预组对照组亦无明显差

异(190%:t 19% 基础值， 360 min, n= 7) (图的 。

2.5 CaMK 11 及 p-CaMK 11 蛋白表达的变化

设阳性对照组 CaMK 11 及 p-CaMK 11 吸光度与

~-actin 的吸光度的比值为 1 ， PB 预干预后 p-CaMK II

的表达量相对值为 1.1 6士0 .21，明显低于非 PB 干预组

PB 
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Fig.3 The effect of PB on the early-phase of L TP maintenance 

The horizontal dark bar in the graph indicates the time at which PB 

application occurred. 
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(2.25士0.47 ， P<0 .05 ); 而 LTP 诱发成功后 PB 早期干

预组及晚期干预组 p-CaMK II 蛋白的表达与其非 PB

干预组相比，均未出现明显变化 。 CaMK II 的表达

在 PB 预干预组、 PB 早期干预组及 PB 晚期干预组均

未出现明显变化(图 5 ) 。

3 讨论

LTP是突触水平上的一种信息储存方式，指突触

链接在接受一定量的强化剌激后突触传递效能的增

强， 主要表现为 fEPSP 的增强[7J 。 在海马中 ， 强直刺

激后突触前神经元释放兴奋性神经递质谷氨酸，后者

320 

280 
tc p260 
· 同 240

，且g帽 220 
200 

艺 180
口盐 160 
~ 140 
υa回q 120 
国。回 100 

80 
60 
40 

一← PB
一+一 Contro l

o 40 80 120 160 200 240 280 320 360 

Time (m同

Fig.4 The effect of PB on the late-phase of L TP maintenance 

The horizonta1 dark bar in the graph indicates the time at which PB 

application occurred 

p-CaMK II 

Pre-treatment 

a c a c 

Fig.5 The expression of CaMK II and p-CaMK II in PB 

pre-treatment group, PB early-treatment group and PB late­

treatment group 

The letter a, b, c represent respectively posi tive control group, PB­
treated group and PB-untreated group. Values under the bands of PB 

pre-treatment group, PB early-treatment group and PB late-treat­
ment group were normali zed using ß-actin expression. The values 
from posit ive control groups were arbitrarily assigned a value of 1 
and th巳 othe r values indicated represent relati ve fo ld increase 
(decrease) as compared to positive control groups 
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结合突触后膜相应受体进而激发突触后神经元电生

理信号转导而产生 fEPSP ; 而 PB 控制海马神经元异

常放电的机制亦是通过抑制兴奋性信号在突触间的 '

传递发挥抗癫痛作用，因此 PB 对 LTP表达过程中兴

奋性电生理信号的转导可能具有抑制作用 。 本研究

发现， 有效血药浓度范围内 的PB可以明显抑制fEPSP

的幅度与斜率。 PPF 是化学突触间最简单的短时活

动依赖性突触可塑性， 与 LTP 现象密切相关， PPF 指

数越大， HFS 后突触长时程增强幅度越大 。 PPF 己

被证实仅由突触前神经递质释放引起而与突触后活

动无关，常应用于不同实验条件下LTP诱发过程中突

触前活动变化的检测 [6J 。 为进一步检测 PB 抑制

fEPSP是通过突触前亦或突触后机制，本研究观察PB

干预下仅与突触前机制有关的 PPF的变化情况，发现

PB 虽能明显降低双脉冲剌激下 Rl 、 R2， 但对 PPF参

数 R2/Rl 值却没有明显影响， 证实 PB 抑制fEPSP 可

能主要通过突触后机制，而对突触前神经递质的释放

可能没有明显影响。

如前所述，对应于学习与记忆两个不同的认知阶

段， LTP 的形成包括诱导与维持两个阶段[町，本研究

进而观察 PB 对 LTP 不同阶段的影响 。 对于 LTP 诱

导阶段的研究显示， HFS 前给予 PB 可明显抑制 LTP

诱发成功率;在 LTP 诱发成功的海马脑片， HFS 后

fEPSP 斜率在 PB 预干预组明显降低，且随时间延长

干预组 fEPSP斜率逐渐降低，而对照组 fEPSP斜率自

LTP 维持 30min 后未发生明显变化， 提示 PB 可抑制

海马脑区 LTP 的诱导过程。 国外研究己证实，神经

元内 C汕1KII 蛋白 Thr286位点磷酸化是 LTP诱发成

功的必要因素，也是 LTP 诱发成功的充分条件[2J 。 本

研究利用磷酸化 Thr286 位点特异性抗体， 采用 West­

e rn blot 蛋白半定量技术检测， 发现 PB 预干预组 p­

CaMKII 蛋白表达明显低于对照组，而 CaMKII 蛋白

表达在两组无明显区别， 说明 p-CaMKII 蛋白表达降

低缘于 CaMKII 蛋白磷酸化的减少而非 CaMK II 蛋

白表达的降低。 JM Ffrench-Mullen 等的研究发现 PB

可抑制神经元电压依赖性 Ca2+ 电流[9]，而 CaMKII 磷

酸化依赖于神经元内 Ca2+ 浓度的升高， 提示 PB 可能

通过降低 HFS 后海马神经元 Ca2+ 内流抑制 CaMKII

蛋白的磷酸化过程 。 同时，有研究发现， 突触后膜

兴奋性氨基酸受体(NMDA 受体等)介导的 Ca2+ 内流

并不足以诱导LTP， 需要神经元内钙库内 Ca2+ 的释放

以增强受体介导的 Ca2+ 内流[ lO]，因而 PB 是否影响海

马神经元内钙库内 Ca2+ 的释放参与其抑制 LTP 诱导

的过程也需进一步研究。
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LTP诱导成功后在体实验可维持数天，离体海马

脑片水平亦能维持数小时，根据其形成机制的不同可

将 LTP维持阶段分为 E-LTP 与 L-LTP两个阶段[ 11 ， 1 2] 。

在LTP诱导过程的最后阶段 神经元内 Ca2+浓度的升

高可激活 CaMK II 并使其 Thr286 位点磷酸化，而

CaMKII的磷酸化是触发长时程突触性改变的分子开

关， 仅仅激活C站在KII 就足以出现 LTP现象。 Ca岛1K II

蛋白 Thr286位点磷酸化后可启动非 Ca2+ 依赖性的自

我磷酸化过程，且持续时间在 1 h 以上， 该特性是LTP

维持 1-3 h 即 E-LTP 的必需关键分子机制[7 ， 1 3 ] 。 本

研究在 LTP诱发成功 30 min 后给予 PB 早期干预，发

现 fEPSP 斜率并未出现明显降低， Western blot 检测

发现与对照组比较 p-CaMK II 及 CaMK II 蛋白表达

均未出现明显变化， 提示 PB 急性干预对 CaMK 11 的

自我磷酸化过程无明显抑制作用 。 LTP 维持阶段由

E-LTP 向 L-LTP(>3 h)的过渡需要新的蛋白质的合成，

有研究发现 LTP 维持 3 h 后神经元即会合成新的蛋

白质， 且阻断 Ca圳岛MKII 的合成可使 Ll四?现象消失兜[1叫叫牛削叫叫l凶闷6创]

本研究在 LTP 诱发成功 3 h 后给予 PB 晚期干预，发

现fEPSP 斜率亦未出现明显降低， Western blot 检测

发现与对照组比较 p-CaMK 11 及 CaMK 11 蛋白表达

亦均未出现明显变化， 提示 PB 急性干预对 LTP 过程

中新生蛋白质的形成无明显抑制作用 。

综上， 急性给予有效血药浓度范围的 PB 对突触

前神经递质的释放没有明显影响，可能主要通过突触

后机制减少 Ca2+ 内流而降低 CaMK II 蛋白的磷酸化，

进而抑制 LTP 现象的诱导，对诱导成功的 LTP 即其

维持阶段， PB 没有明显抑制作用，推测可能与 PB 无

法抑制 CaMKII 蛋白 Thr286 位点磷酸化后的自我磷

酸化过程， 及对新生蛋白质的转录翻译无抑制作用有

密切联系。
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The Effects of Acute Phenobarbital Application on the Different Phases of 

Long-term Potentiation in Rat Hippocampal CAl Area 

Abstract 

Peng Wu, Li Jiang飞 Heng-Sheng Chen 

(Department of Neurology, Children 's Hospital of Chongqing Medical University, 

Chongqing 400014, China ) 

To explore the effect of phenobarbital on the different phases of long-term potentiation at the 

therapeutic concentration in rat hippocampal CA l area and its possible mechanisms, hippocampal slices prepared 

from male Wistar rats on postnatal 15 days were divided into three groups: PB pre-treatment group, PB early­

treatment group and PB late-treatment group. The effects of PB on field excitatory postsynaptic potentials (tEPSPs) 

after high-frequency stimulation (HFS) or double-pulse stimulation were examined with patch clamp technique. The 

expression of calmodulin-dependent protein kinase 11 (CaMK II) and phosphorylated CaMK 11 (p-CaMK 11) were 

examined by Westem blot analysis . We found that: (1) PB inhibited tEPSPs without modifying paired-pulse facilita­

tion (PPF) which solely occured presynaptically as a simple form of synaptic plasticity; (2) pretreatment with PB 

before HFS decreased the fEPSPs slope; (3) no significant effects of PB on fEPSPs slope were found in two 

maintenance phases of LTP; (4) expression of p-CaMK 11 but not CaMK 11 decreased in PB pre-treatment group, 

and however no differences were detected of p-CaMK II and CaMK 11 expression in PB early-treatment group and 

PB late-treatment group . The results indicated that PB inhibited the induction of LTP postsynaptically through 

inhibiting the expression of p-CaMK 11 without modifying presynaptic neurotransmitter release and PB had no 

significant influence on the two maintenance phases of LTP with no effects on the expression of CaMK II and p­

Ca岛1K II.

Key words phenobarbital; cognitive impairments; long-term potentiation; hippocampal slices; paired-pulse 

facilitation 
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