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不同浓度降钙素基因相关肽对小鼠海马区长时程抑制的作用

武 鑫，王冬慧，孙宁宁，苏少华，张松江，高剑峰
*

河南中医药大学基础医学院生理学学科，郑州 450046

摘  要：本研究旨在探讨给予不同浓度降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related peptide, CGRP)对小鼠海马区长时程抑制

(long-term depression, LTD)的作用。将60只30日龄C57BL/6J雄性小鼠随机分为对照组、不同浓度(50, 100, 200 nmol/L) CGRP
组、CGRP+CGRP8-37组以及CGRP+APV组，每组10只。用离体场电位方法检测外源性给予脑片不同浓度CGRP对小鼠海马区

突触可塑性及LTD的作用。结果显示，与对照组相比，100和200 nmol/L CGRP可明显易化海马区LTD的诱发，差异具有显著

性，并且CGRP可提高N-甲基-D-天门冬氨酸(N-methyl-D-aspartate, NMDA)受体介导的兴奋性突触后电流的幅度。CGRP的上

述作用均可被CGRP选择性阻断剂CGRP8-37和NMDA受体阻断剂APV所阻断。以上结果提示，CGRP可剂量依赖性地易化小

鼠海马区LTD的诱发，作用机制可能与NMDA受体功能的调节有关。
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Effects of different concentrations of calcitonin gene-related peptide on long-term 
depression of hippocampus in mice
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Abstract: The purpose of this study was to explore the effects of calcitonin gene-related peptide (CGRP) on the long-term depression 
(LTD) of hippocampus in mice. Sixty C57BL/6J mice (30 days old) were randomly divided into control group, three CGRP (50, 100, 
and 200 nmol/L) groups, CGRP + CGRP8-37 group and CGRP + APV group (10 mice for each group). The effects of exogenous 
application of different concentrations of CGRP on synaptic plasticity and LTD in hippocampus of mice were detected by in vitro 
recording of local field potential. The results showed that higher doses (100 and 200 nmol/L) of CGRP significantly enhanced the induction 
of LTD in the hippocampus. Moreover, CGRP increased the magnitude of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor-mediated excitatory 
postsynaptic currents. The above-mentioned effects of CGRP were blocked by either CGRP selective antagonist CGRP8-37 or NMDA 
receptor antagonist APV. These results suggest that CGRP can dose-dependently enhance the induction of LTD in hippocampus of 
mice, and the underlying mechanism involves the mediation of NMDA receptor function. 
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研究论文

神经肽类物质在调节神经结构及功能中发挥着

重要的作用。降钙素基因相关肽 (calcitonin gene- 
related peptide, CGRP) 是降钙素基因转录的 RNA 翻

译成的一种神经多肽。在中枢神经系统中，CGRP
作为调节因子参与认知功能和学习记忆的过程。已

有研究结果表明抑郁症模型小鼠脑内 CGRP 含量显
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著降低，而外源性给予 CGRP 可一定程度减轻模

型小鼠的认知功能损伤 [1]。Okutsu 等研究显示，

CGRP 可浓度依赖性地提高杏仁中央核区 N- 甲
基 -D- 天门冬氨酸 (N-methyl-D-aspartate, NMDA) 受
体介导的兴奋性突触后电流 (excitatory postsynaptic 
currents, EPSCs) 强度，提示 CGRP 是治疗相关精神

疾病 (如抑郁症、创伤后应激等 )的潜在分子靶点 [2]。

而本研究组前期行为学实验显示，外源性给予

CGRP 可浓度依赖性地增强小鼠新物体认知功能以

及空间学习记忆能力，主要表现为认知指数的提高

及寻找平台潜伏期显著缩短 [3]。进一步的电生理实

验研究表明，CGRP 可提高小鼠海马区 CA3-CA1
通路长时程增强 (long-term potentiation, LTP) 的幅

度，该作用呈现浓度依赖性 [4]。

LTP 和长时程抑制 (long-term depression, LTD)
作为突触可塑性的两种不同形式，被公认为是学习

记忆的神经生物学基础，是研究各种学习记忆的常

用指标。两者无论诱发模式、表现形式还是分子抑

制都有明显的差异。LTP 和 LTD 分别可以选择性地

增强和减弱突触功能连接，诱发产生过程涉及突触

前和突触后表达的多种受体及蛋白信号通路，近些

年来有关 LTP 和 LTD 的分子机制研究明确了蛋白

信号通路的基本轮廓，但是还有一些细节不甚详

尽 [5, 6]。研究表明，多种神经系统疾病如阿尔茨海

默病、帕金森病、抑郁症等的典型病理表现为认知

功能和学习记忆功能的受损，而突触可塑性的异常

和这些病理表现密切相关 [7, 8]。因此阐明突触可塑

性的分子生物学机制具有重要的临床参考价值。在

本研究中，我们将在前期实验研究基础上，给予小

鼠脑片不同浓度 CGRP，利用离体场电位方法进一

步探讨 CGRP 对小鼠海马区 LTD 的影响，以期全

面阐明 CGRP 对海马区突触可塑性的调控作用，明

确 CGRP 调节认知功能及学习记忆过程的分子生物

学机制。

1  材料和方法

1.1  动物分组　　实验采用健康清洁级 C57BL/6J
雄性小鼠 60 只，30 日龄，由北京维通利华实验

动物技术有限公司提供，动物合格证号为 No. 
11400700063049。将实验动物置于 7:00~19:00 光照，

19:00~7:00 黑暗的实验室中饲养一周，自由进食和

饮水，随机分为对照组、CGRP 50 nmol/L 组，CGRP 
100 nmol/L 组，CGRP 200 nmol/L 组，CGRP+ 

CGRP8-37 组以及 CGRP+APV 组，每组 10 只。本研

究动物实验方案获得河南中医药大学实验动物伦理

委员会审核批准，方案符合科技部《有关善待动物

的指导意见》和河南中医药大学《实验动物伦理委

员会章程》。

1.2  仪器和试剂　　电子天平 ( 津岛，日本 )，生物

信号处理系统 (成都仪器厂 )，放大器 (成都仪器厂 )，
恒流泵 ( 金达生物仪器有限公司 )，振动切片机

(Leica，型号：1000S，德国 )，体视学显微镜 (Leica，
型号：M205FA，德国 )，α-CGRP (ab142518，Abcam，

美国 )，CGRP 阻断剂 CGRP8-37 (ab142492, Abcam，

美国 )，NMDA 受体阻断剂 D-APV (Sigma，St. Louis，
美国 )，非 NMDA 受体阻断剂 CNQX (Sigma, St. 
Louis，美国 )，记录电极自制 ( 毛坯外径 1.5 mm，

长度为 10 cm)，有芯玻璃电极 ( 南京泉水教学实验

器材厂 )。
1.3  离体场电位记录方法

1.3.1  人工脑脊液 (artificial cerebrospinal fluid, ACSF)
配制　　ACSF 的具体配方为 (mmol/L) ：NaCl 119，
KCl 3.5，MgSO4 1.3，CaCl2 2.5，NaH2PO4 1，NaHCO3 
26.2，葡萄糖 11。实验前向 ACSF 中通入 95% 
O2/5% CO2 的混合氧 30 min，混合氧通气速度既要

维持 pH 值的稳定性，又要防止速度过快导致脑片

晃动，影响脑片活性。

1.3.2  小鼠脑片制备　　将 300 mL ACSF 放入 −80 °C
冰箱冷冻 30 min，取出捣碎冰块，然后通入混合氧

气 20 min。将孵育槽装满 ACSF 并放置于水浴槽中，

加温并维持在 26~28 °C，并通入 95% O2/5% CO2 的

混合气体。固定振荡切片机的刀片，调节切片机切

片速度及频率。小鼠断头后迅速取出脑组织，浸泡

于通入氧气的冰冻脑脊液中约 10 s 后取出，并从嗅

球端头颅骨横断面横剪，然后沿颅骨的两侧分别剪

开颅骨。用镊子夹住嗅球端的颅骨将其翻开，取出

整个大脑半球，立即浸泡于冰冻 ACSF 中，冰浴约

1 min。然后取出大脑，依据实验的具体要求用刀片

切割脑组织，用 502 胶将脑组织固定于振荡切片机

的载物台上，沿冠状面连续切片，厚度为 400 µm。

将切好的脑片用勺子或刷子转移至孵育槽中，孵育

约 1 h。
1.3.3  离体细胞外场电位记录　　打开恒流泵，建

立 ACSF 循环并通入混合氧。刺激电极与记录电极

入水并排除噪声干扰。调节记录槽液面高度，液面

高度要保持适当，即不可太高防止脑片漂浮，影响
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记录，也不可太低影响脑片活性。调节 ACSF 循环

速度为 2~4 mL/min。将脑片转移至记录槽内，并用

金属环固定脑片。刺激电极与记录电极入水后，调

节放大器的测量状态至校正状态，检查记录电极电

阻，记录电极电阻为 2~4 MΩ，电极内液配方为 3 
mol/L 饱和 NaCl 溶液。在显微镜下将刺激电极插入

海马 CA3 区，记录电极插入海马 CA1 区，记录细

胞外场兴奋性突触后电位 (field excitatory postsynaptic 
potentials, fEPSPs)，记录的电活动为海马区 CA3-
CA1 通路的 fEPSPs。在电极安放好后，调节输

出电压刺激，输出电压幅度由小到大 (1~6 V)，
并记录幅度由小变大的 fEPSPs，即输入 - 输出反应

(input-output relationship, IOR)。若最大 fEPSPs > 3 
mV，则该脑片活性达到后续实验要求。然后调整

刺激强度，使产生的 fEPSP 幅度为最大 fEPSP 幅度

的 1/3~1/2，输出刺激频率为 0.033 Hz，波宽为 0.1 
ms，延时为 40 ms，刺激间隔为 30 s，记录基础

fEPSPs 曲线作为平均基础值。对照组给予经典低频

刺激模式 (900 pulse/1 Hz) 的电刺激，以诱发 LTD。

不同药物处理组在记录基础 fEPSP 后给予药物孵育

20 min，然后给予经典低频刺激模式的电刺激后记

录 fEPSP。每组记录 3 只小鼠，每只小鼠记录 2 张

脑片。

1.3.4  神经元膜片钳记录　　记录电极内液配方成

图    1. 不同浓度降钙素基因相关肽(CGRP)对小鼠海马区CA3-CA1通路长时程抑制(LTD)诱发的作用

Fig. 1. Effects of different concentrations of calcitonin gene-related peptide (CGRP) on the long-term depression (LTD) in the CA3-
CA1 pathway of hippocampus of mice detected by in vitro extracellular field potential recording. A: Exogenous application of 50 
nmol/L CGRP did not influence LTD in the CA3-CA1 pathway in the hippocampus of mice. B: Exogenous application of 100 nmol/L CGRP 
enhanced amplitude of LTD induction in the CA3-CA1 pathway in hippocampus. C: Exogenous application of 200 nmol/L CGRP 
enhanced amplitude of LTD induction in the CA3-CA1 pathway in hippocampus. D: The bar diagram showed the average fEPSP 
slope in all groups. Mean ± SEM, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01. LFS, low frequency stimulation.
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分 (mmol/L)：Cs-gluconate 122.5，CsCl 17.5，EGTA 0.2，
HEPES 10，NaCl 8，Mg-ATP 2，Na-GTP 0.3，QX314 
5，pH 7.2，渗透压 280~290 mOsmol/L。在记录

EPSCs 时，将刺激电极插入海马 CA3 区，将装有

电极内液的记录电极 ( 电阻约为 2~4 MΩ) 与海马

CA1 区的突触后神经元进行封接破膜，然后通过刺

激CA3区产生EPSCs。对照组外源性给予CNQX (20 
µmol/L)，在 −70 mV 钳制电压并且无 Mg2+ 条件下

记录 NMDA 受体介导的 EPSCs。各组脑片的处理

如下：在 CGRP 组 ACSF 中加入 CGRP (200 nmol/L)；
在CGRP + CGRP8-37组ACSF中加入CGRP (200 nmol/L)
和 CGRP 阻断剂 CGRP8-37 (1 µmol/L) ；在 CGRP + 

APV 组 ACSF 中加入 CGRP (200 nmol/L) 和 NMDA
受体阻断剂 APV (50 µmol/L)，给药后均孵育 20 
min，然后记录 NMDA 受体介导的 EPSCs。每组记

录 4 只小鼠，每只小鼠记录 2 张脑片。

1.4  统计和分析　　数据用 mean ± SEM 表示，采

用 GraphPad Prism 6.0 统计学软件进行统计分析。

多组间比较用单因素方差分析结合 Tukey’s multiple 
comparisons test，P < 0.05 时认为差异具有显著性。

2  结果

2.1  不同浓度CGRP对小鼠海马区LTD的作用

结果显示，给予不同浓度的 CGRP 后，在各组

图   2. CGRP8-37和APV对CGRP易化CA3-CA1通路LTD诱发的作用

Fig. 2. The effects of CGRP8-37 and APV on the facilitation of LTD induction in the CA3-CA1 pathway detected by in vitro extracel-
lular field potential recording. A: Exogenous application of CGRP8-37 significantly blocked the facilitation of CGRP (200 nmol/L) on 
LTD induction in the CA3-CA1 pathway of hippocampus slices, whereas CGRP8-37 alone did not affect the induction of LTD. B: The 
bar diagram showed the average fEPSP slope in CGRP+CGRP8-37, CGRP and CGRP8-37 groups. C: Exogenous application of NMDA 
receptor antagonist APV significantly blocked the facilitation of CGRP in LTD induction. D: The bar diagram showed the average 
fEPSP slope in two groups. Mean ± SEM, n = 6. **P < 0.01. LFS, low frequency stimulation.
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小鼠海马区 LTD 的诱发过程中，fEPSP 斜率分别下

降至 (77.81 ± 1.68)% (50 nmol/L CGRP 组 )、(77.84 ± 
3.01)% (100 nmol/L CGRP组 )和 (72.45 ± 1.87)% (200 
nmol/L CGRP 组 )。与对照组相比，给予 100 nmol/L
和 200 nmol/L CGRP 易化了 LTD 的诱发，差异具

有显著性 (P < 0.05, P < 0.01)( 图 1)。
2.2  CGRP阻断剂CGRP8-37及NMDA受体阻断剂

APV可阻断CGRP对海马区LTD诱发的易化作用

与 200 nmol/L CGRP 组 (74.77% ± 2.64%) 比较，

CGRP + CGRP8-37 组 LTD 的诱发明显受抑，fEPSP
斜率 (95.24% ± 2.61%) 的下降幅度显著减少 (P < 
0.01)。与对照组比较，单独给予 CGRP 阻断剂

CGRP8-37 未能诱发出 LTD，fEPSP 斜率 (80.11% ± 
3.71%) 下降幅度没有明显变化。这一实验结果表明

CGRP 是通过作用于 CGRP 受体发挥调节海马区突

触可塑性的生理作用。而在给予 NMDA 受体阻断

剂APV后，与 200 nmol/L CGRP组 (76.75% ± 2.11%)
比较，CGRP + APV 组 fEPSP 斜率 (96.10% ± 2.27%)
的下降幅度也出现显著减少 (P < 0.01)。这一结果

提示 CGRP 对海马区 LTD 的易化作用与 NMDA 受

体相关。

2.3  CGRP对海马区NMDA受体介导的EPSCs的作用

与对照组 (198.20 pA ± 31.88 pA) 比较，给予 CGRP 
(200 nmol/L) 可显著增加小鼠海马区 NMDA 受体介

导的EPSCs的幅度 (369.11 pA ± 53.65 pA)(P < 0.01)。
而给予 CGRP 阻断剂 CGRP8-37 和 NMDA 受体阻断

剂 APV 后，NMDA 受体介导的 EPSCs 显著下降，

与对照组没有显著性差异 [ 对照组：(185.79 ± 25.68) 
pA ；CGRP + CGRP8-37 组：(213.0 ± 27.29) pA。对照

组：163.39 pA ；CGRP+APV 组：(180.90 ± 24.71) pA] 
( 图 3)。上述结果提示，CGRP 是通过与其受体结

合易化了 NMDA 受体依赖性 LTD 的诱发。

图   3. CGRP对NMDA受体介导的兴奋性突触后电位的作用

Fig. 3. The effects of CGRP on the NMDA receptor (NMDAR)-mediated EPSCs. A: The representative traces of the NMDAR-mediated 
EPSCs recorded in individual cells of control and CGRP (200 nmol/L) groups. The summary histogram showed NMDAR-mediated 
EPSCs amplitude in two groups. B: The representative traces of the NMDAR-mediated EPSCs recorded in individual cells of control 
and CGRP+CGRP8-37 groups. The summary histogram showed NMDAR-mediated EPSCs amplitude in two groups. C: The represen-
tative traces of the NMDAR-mediated EPSCs recorded in individual cells of control and CGRP+APV groups. The summary histo-
gram showed NMDAR-mediated EPSCs amplitude in two groups. Mean ± SEM, n = 8. **P < 0.01.
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3  讨论

本研究组前期的研究表明外源性给予神经肽类

物质 CGRP 参与调控海马区突触可塑性，可易化

LTP 的诱发，作用机制可能与改变突触后神经元活

性相关。在本研究中，我们在已有的电生理结果基

础上进一步探讨了给予 CGRP 后对海马区 LTD 诱

发的作用。本研究结果显示，100 和 200 nmol/L 的

CGRP 对海马区 CA3-CA1 通路 LTD 的诱发具有显

著的易化作用，表明 CGRP 可参与调节海马区突触

可塑性。此外，在给予 CGRP 阻断剂 CGRP8-37 后，

CGRP 的易化作用被阻断，表明 CGRP 是通过与特

异性受体结合后发挥上述调节作用，这一研究结果

与前期 CGRP 调节 LTP 诱发是一致的 [4]。一般认为

LTP 与学习记忆的获得密切相关，而 LTD 则与记忆

的消散和遗忘相关 [9, 10]。已有的研究表明抑郁症、

创伤后应激等精神疾病所表现出的负性情绪记

忆 —— 恐惧记忆的消散受损与神经递质谷氨酸介

导的信号通路密切相关，表现为与记忆消散相关的

突触可塑性形式 ——LTD 的诱发幅度下降，脑内

脑源性神经营养因子 (brain derived neurotrophic fac-
tor, BDNF) 含量下降等 [11]。CGRP 参与调节海马区

LTD 的诱发过程，可能在记忆消散过程中发挥了一

定的作用。本研究组前期行为学实验表明给予

CGRP 可促进认知功能和空间学习能力 [3]，而

CGRP 在记忆消散过程中的作用需要进一步的行为

学实验研究明确。

经典的 LTD 诱发需要突触后 NMDA 受体的参

与。在给予持续低频刺激后，海马区突触后 NMDA
受体的激活主要参与调节 LTD 的诱发 [12]。已有研

究表明，与 LTP 诱发机制不同，低频刺激激活的

NMDA 受体介导了少量的钙离子内流，而内流的钙

离子通过与高亲和性的磷脂酶 PP1 结合，诱发磷酸

化的 AMPA 受体去磷酸化，使突触后膜上 AMPA
受体的数量减少，造成突触传递效能的减弱 [13, 14]。

本研究结果显示，NMDA 受体阻断剂 APV 可完全

阻断 CGRP 对海马区 LTD 诱发的易化作用。另外，

本研究结果还显示，在给予 200 nmol/L CGRP 后，

海马区神经元 NMDA 受体介导的 EPSCs 幅度显著

增加，而这一增强作用可被 CGRP 阻断剂 CGRP8-37

以及 NMDA 受体阻断剂 APV 完全阻断。上述结果

提示 CGRP 对 LTD 诱发的易化作用是通过激活突

触后 NMDA 受体而产生的。结合前期实验结果，

我们可以明确 CGRP 参与海马区突触可塑性的调

节，其机制可能是通过作用于突触后的 NMDA 受

体。已有研究表明，突触后 NMDA 受体与多种信

号通路具有结构联系，NMDA 受体亚单位如 NR2A
和 NR2B 可通过激活不同的蛋白信号通路分别参与

LTP 和 LTD 的诱发过程，并且两种受体的数目比值

会影响 LTP 和 LTD 的诱发 [15]。那么，CGRP 是通

过激活哪种受体亚型实现对 LTP 和 LTD 诱发的影

响作用，参与的信号转导通路有哪些，这些问题需

要我们进一步的探索和研究。另外，临床研究表明

神经系统退行性疾病及药物成瘾均和大脑特定区域

突触可塑性调节失控有关 [16, 17]，因此全面阐明

CGRP 对突触可塑性的调节作用可为临床治疗这类

疾病提供新靶点与新思路。
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