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摘要  通常认为, 大脑进行认知活动时神经环路的集体性回响是“即时”记忆的存储形式. 然
而, 由于大脑神经环路庞大的复杂性, 这种回响活动一直鲜有实验上的证据. 近期研究工作利
用离体培养的神经元网络中对回响的性质进行了探索, 揭示了其新的动力学特性和内在细胞
机制. 结果表明, 离体培养的神经元网络可以有效地用于对神经环路的活动进行机理性分析
研究. 
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大脑通过神经元自然联系而形成的网络来实现

很多认知和生理功能. 神经科学中至今悬而未决的一
个重要问题就是, 突触之间的相互联系究竟是如何形
成这样复杂而强大的功能环路的. 19世纪 40年代, 海
伯(Hebb)[1]首先提出一种假设认为, 环路得以形成的
内在机制是活动依赖性的突触联系增强, 他认为, 信
息能以网络回响的形式存储在一组称为“细胞集群”的
神经元的活动中. 这种回响活动可以在外部刺激停止
后继续维持一段时间, 相当于一种短时程的记忆痕迹. 
海伯进一步假设, 网络回响可以诱导长时程的突触修
饰, 导致细胞集群的发育形成和进一步强化. 他著名
的“神经生理学假说”是这样的: 我们假设, 网络的持
续反复回响活动会诱发持久的细胞学变化而使其稳定

性增强. 这一点可以精确地表述如下: 若一个神经元
A反复或者持续地激活临近的神经元B, 它们中的一
个或两个神经元会发生一些生长或代谢的变化, 使得
神经元A激活B的能力得到增强. 

过去的几十年来, 海伯假说中的这条突触变化法
则, 也就是现在俗称的“海伯学习法则”或“海伯突触”, 
早已成为多种体系中研究的热点, 并且获得了广泛的
实验证实[2~5]. 特别是关于长时程增强(long-term po-
tentiation, LTP)和长时程抑制 (long-term depression, 

LTD)的研究 , 揭示了海伯实触可塑性的分子机制
[4,6~11]. 此外, 近几年发现的依赖于峰电位发放时间的
突触可塑性(spike-timing-dependent plasticity, STDP), 
更为海伯法则提供了一个定量的补充诠释[12~21].  

相较于分子和细胞水平对海伯突触所做的大量

实验研究, 关于回响活动的一些细节则鲜为人知, 比
如回响是否存在, 是怎样出现的, 以及它如何促使突
触修饰增强. 在体实验表明, 工作记忆任务中, 前额
叶皮层以及其他脑区的神经元在初始刺激结束后依

然可以持续发放 [22~26]. 另一些研究指出 , 在海马等
若干脑区中观察到的协调时间波动可能是在内在认

知处理过程中, 细胞集群被组织和激活的体现[27].  
众多理论分析和计算模拟表明[25,26,28], 神经元反

复的兴奋可能作为内在的驱动力维持网络处于一种

特殊的“顶态(up-state)”, 此时, 网络不需外加的作用
即可持续发放 , 并因此形成对输入刺激的短时程记
忆痕迹. 然而, 由于天然神经环路的复杂性, 要想通
过实验直接证明回响存在于天然网络是很困难的 ; 
甚至 , 细胞集群的网络回响是否真的是在体实验中
观察到的持续活动的基础也依然不甚明了[26].  

另一方面 , 由于各种电生理以及光学手段的发
展 , 离体系统为神经网络的实验研究提供了新的探

引用格式: 刘北明, 毕国强. 离体神经元网络中的集体性回响活动. 科学通报, 2009, 54(8): 1028~1034 
Lau P M, Bi G Q. Reverberatory activity in neuronal networks in vitro. Chinese Sci Bull, 2009, 54(11): 1828―1835, doi: 10.1007/s11434-009-0135-1 
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索途径. 应用给这些实验体系十分简易和方便, 使得
群体活动的模式更容易被研究 . 在脑片中已经观察
到了自发网络活动的固有时空模式 [29~32], 类似的爆
发性群体活动也在培养神经元和培养脑片中记录到
[33~38]. 一般来说 , 大多数这样的网络兴奋持续时长
不超过几十毫秒 , 因而有别于海伯假说中与工作记
忆相关的回响活动, 尽管这样, 这些研究确实反映了
固有网络结构的存在以及细胞集群自组织相互激励

发放的能力.  
最近, 在离体培养的大鼠海马神经元网络中, 我

们观察到一种新的网络活动形式 [39]. 在此 , 施加一
个短暂的刺激可以诱发持续数秒之久的网络连续活

动, 这与海伯假设的细胞集群回响活动十分类似. 这
个简单的离体体系为阐明与神经网络回响活动相关

的细胞分子机制提供了一个良好的操作平台 [25,26,28]. 
本文首先讨论培养神经网络中的回响现象及其内在

细胞机理, 然后介绍一种生物物理模型, 它能重构观
测到的网络回响的主要性质.  

1  培养神经元网络中的回响活动 
培养的神经元保持了体内自然条件下的很多生

物物理和细胞分子特性. 经过多年的发展, 它已经作
为一个强大的实验手段而广泛应用于神经科学研究

的不同领域, 帮助人们探索各种重要问题 [40]. 但是, 
需要意识到 , 由于离体神经元的培养条件与体内天
然的生长环境迥异 , 所以它们形成的网络结构不会
与天然环路完全一致 , 而这种差别在某些环路中恰
好与网络功能的行使密切相关. 不过, 通过谨慎的操
作, 培养体系可以帮助我们洞悉基本网络功能(比如
网络回响)的内在分子机制, 以及神经元及其网络行
为的生理学基础.  

由于细胞类型相对简 [40], 培养的大鼠海马神经
元是离体研究一个不错的选择. 在很多研究中, 让神
经元生长在涂有黏附分子衬底的盖玻片上 . 我们用
自制的印章将多聚左型赖氨酸预先在盖玻片上涂布

出均匀分布的直径 1 mm左右的圆圈. 单层胶质细胞
被限制在圆内, 于是形成了一个个孤立的“小岛”, 每
个岛上大约能容纳 20~100 个神经细胞, 它们相互联
系而形成独立的小网络(图 1).  

培养神经元的主要好处在于可以很方便地对它

们进行高精度的操作和观察 , 包括全细胞膜片钳记
录和光学成像. 在小型(如 10 个神经元)或年轻(如离 

 

图 1  生长在多聚左型赖氨酸涂层的一个圆形“小岛”上的
培养神经元网络 

 
体培养 10 d)的网络中, 自发的回响活动很少, 短暂
的外部刺激常常能诱发相当大的网络应答 . 这种应
答通常包括多突触的电压或电流成分 , 持续约 50 
ms[41], 表明单个刺激可以引发多条通路中神经元的
多级激活. 在更大(如 100个神经元)或更成熟(如离体
培养 15 d)的网络中, 同样的短脉冲刺激不但能诱发
前述的短暂多突触应答 , 而且能够诱发反复发作并
维持数秒的应答(图 2). 由于典型的突触延迟时间仅
有十几毫秒, 如果按前述的简单级联激活途径计算, 
持续数秒的反应必须有数千神经元参与 . 而这种网
络中仅有约 100 个神经元, 因此, 同一神经元必须被
反复激活才能维持长时间的反应 , 这与海伯细胞集
群假设中的回响活动非常相似.  

离体培养神经元网络中的回响活动展现了一些

有趣的动力学性质. 首先, 回响的诱发是“全或无”的. 
施加一个短暂的刺激后 , 网络中要么产生持续数秒
的回响活动, 要么仅有持续几十毫秒的多突触应答. 
其次, 回响过程中, 兴奋的神经元以约 10 Hz的频率
发放动作电位时 , 网络中的大部分神经元细胞膜维
持在去极化的状态 . 这在某种程度上与在体实验观
察到的持续活动以及其他实验中的“顶态(up-state)”
十分类似. 第三, 在回响的全程中, 网络活动的发生
具有一定的节律性. 如图 2 所示, 神经元的发放大多
集中在多突触电流簇(即回响单元)中. 这些回响单元
与同样长或稍长时间的相对静息期交替. 最后, 同一 
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图 2  培养神经元网络的回响活动 

(a) 电流钳模式下, 对单个记录神经元施加简短刺激(1 ms)诱发的
短暂多突触电位(灰色)和持续回响活动(黑色); (b) 在电压钳模式
下, 对同一网络中单个记录神经元施加简短刺激(1 ms)诱发的短
暂多突触电流(灰色)和持续回响活动(黑色); (c) 对上述回响活动 
期中 3个回响单元(多突触电流簇)进行放大(摘自文献[39]) 

 
网络不同回响单元中神经元发放的时空模式存在一

定的保守性 , 这一点从多突触电流簇的相似性可以
看出 , 它反映了网络中参与回响的神经元的发放可
能存在某些特定的次序.  

2  持续回响活动的内在细胞机制 
2.1  两种可能机制的比较 

在没有持续的外部刺激的情况下 , 网络回响需
要合适的正反馈机制才能得以维持 . 有两种不同的
生物物理机制可能实现这种效果: 一种是神经元固
有的细胞膜兴奋性双稳态 , 另一种是网络的反复激
发. 前者只需个别神经元的特殊性质, 它们一旦被激
活便可以持续发放, “驱动”整个网络. 第二种机制则
与海伯细胞集群假说类似 , 这也可能是在离体培养
的神经网络上观测到的回响活动的真正机理.  

在内嗅皮层V层的锥体细胞 [42]和小脑浦肯野氏

细胞[43]中发现, 一些细胞的膜具有双稳定性(或者多
稳定性). 这些神经元被适宜的激活之后, 就可以自
动持续发放动作电位 . 这种双稳定性与膜上的几种

离子通道有关 , 包括钙敏阳离子通道和非失活性电
压门控钠离子通道. 可以想见, 如果一个网络含有一
些双稳神经元 , 它们的持续发放就可以源源不断地
驱动整个网络持续发放 , 从而携带一些短时程的记
忆痕迹.  

然而, 在培养的海马细胞中, 并未检测到这种双
稳神经元的存在[39]. 而且, 回响活动对AMPA型谷氨
酸受体拮抗剂CNQX非常敏感, 这反映了兴奋性突触
连接的重要性. 事实上, 只需部分抑制AMPA受体介
导的突触电流就可以极大地减少或完全消除回响活

动. 这种现象与反复激活的机制相吻合, 而不支持少
数双稳态驱动细胞持续发放的观点. 不过, 神经元细
胞膜固有的兴奋性(并不一定要求双稳性)可以在网
络回响的鲁棒性与动力学特性方面起到非常重要的

作用.  
另据估计 , 约 10%~20%的培养海马神经元为

GABA能的中间神经元, 它们在网络实验中表现出抑
制性[39,40]. 阻断GABAa受体后, 网络回响被诱发产生
的几率和持续时间都会增加 [39]. 在一些更大的神经
网络中, 阻断GABA能神经元的抑制会导致网络的高
频发放, 类似于其他系统中观测到的癫痫样活动[44]. 
这也与前述的推测相吻合 , 回响由神经元的反复兴
奋所驱动 , 而GABAa受体介导对回响的抑制而起到

一种平衡的作用. 而且, 中间神经元在大规模兴奋网
络中可能起到调节回响节律的作用.  

2.2  异步突触传递 

实验观测到培养海马神经元回响活动有一个有

意思的现象: 在每一轮的网络发放(即回响单元)之间
存在一段 50~100 ms的“平静”期(图 2(c)), 期间没有
神经元的发放. 问题是, 前一轮网络活动留下了哪些
“信号”或者“记号”来触发下一轮的发放呢? AMPA型
谷氨酸受体介导的兴奋性突触电流的主成分通常仅

持续 10~20 ms, 显然不足以承担这个任务. 另一种谷
氨酸受体—— NMDA受体的确有一种更缓慢的动力
学特征满足要求 , 并且被认为在维持前额叶皮层的
持续网络活动中发挥着重要作用 [45]. 然而 , 在培养
海马神经元中, NMDA电流只占总谷氨酸能兴奋突触
电流的一小部分, 并且, 有些网络即使NMDA受体被
全部阻断, 仍然具有产生回响的能力[39]. 因此, 一定
有另一种因素在相邻的回响单元之间起着桥梁的作

用.  
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将诱发回响的电压钳记录结果放大来看 , 可以
看出正常的由大量突触囊泡同时释放引发的突触后

电流簇后面还有一种较慢的电流组分(图 3(a)). 而且, 
在突触前施加的单脉冲刺激不足以诱发回响的网络

中, 双脉冲联合刺激(PPS)可以增强这种慢电流成分
并经常诱发出回响(图 3(a)). 我们知道, 在神经兴奋
的传导过程中, 动作电位首先引起递质的同步释放, 
而后残余钙离子仍会使突触囊泡融合概率增加 , 从
而导致所谓的异步突触递质释放 , 而这种异步递质
释放可能是慢电流组分的成因[46~53].  

 

 
图 3  连接回响事件的多突触电流异步相 

(a) 在对单个脉冲刺激不响应的神经网络中, 双脉冲联合刺激可
以引起异步突触电流增加并引发回响; (b) 在通常有回响的网络
中, 用 EGTA-AM 缓冲胞内钙离子可以压制回响活动. 注意到存
在 EGTA的情况下, 异步突触传递被明显抑制; (c) 以胞外锶离子 

提高异步性可以显著增强网络回响 

 
有两个实验证据可以确定网络回响中异步释放的

关键作用. 首先, 慢性钙离子螯合剂EGTA-AM可以抑
制乃至消除回响的发生(图 3(b)). EGTA-AM进入细胞后, 

可以缓冲残余钙离子的浓度, 因而在允许正常同步传
递的情况下抑制异步传递[50,54]. 其次, 当胞外钙离子被
锶离子(Sr2+)部分取代时, 回响的持续时间和发生几率
都会显著增加(图 3(c)). 而锶离子可部分支持突触传递
并在不同的神经末梢促进异步递质释放[47,49,55].  

相比突触传递“同步”相的迅速衰减 , 异步释放
通常有一个长达数百毫秒的时间常数 . 这在很大程
度上归因于钙离子缓慢的清除速率[49,50,54]. 活动水平
较低时, 异步递质释放对突触电流的贡献通常比“同
步”释放要小得多. 而且由于其对输入刺激的缓慢反
应, 它常常被认为是突触传递中的一种“噪音”. 然而, 
突触传递中这种常被忽视的缓慢动力学特性使它恰

好能联系相邻的回响单元. 并且, 突触前重复激活后, 
由于残余钙离子的积累, 异步释放会相当显著 [50,54], 
因而, 在回响过程中, 异步突触传递经常被持续易化. 
因此, 一旦回响被诱发, 就会有更多的异步释放发生, 
从而更容易起始下一个回响单元 . 这种易化提供了
另一种水平的正反馈, 使回响稳定发生, 这也解释了
网络回响活动的全或无的特性.  

在功能水平上 , 这种易化作用也可能使一个网
络更灵敏地监测生理过程中的反复输入刺激 . 几种
吸引子模型预言 , 兴奋性突触传递需要某种慢性成
分才可以实现某些形式的网络活动稳定性 , 例如非
同步的持续发放活动和稳定的分级持续活动[45,56,57]. 
在这些模型中 , 由于所需的兴奋性突触电流时间常
数较大 , 因而以往通常认为是NMDA受体介导的兴
奋性突触电流起了这种作用. 现在看来, 异步递质释
放有可能在这些形式的功能相关的持续活动中也起

到类似作用 , 这在像海马神经元这样兴奋性传递主
要由AMPA电流介导的系统中可能尤为重要.  

异步释放是突触传递的一个基本性质 [46~53], 它
可能存在于脑内不同突触中 . 观察它是否对在体的
持续活动也起到类似作用将是一件引人入胜的工作. 
而且, 异步释放可以被多种细胞机制所影响, 比如胞
内钙库的摄取和释放 [58~60], 它涉及复杂的胞内和胞
间的信号通路 [61]. 这些调节机制有可能参与如注意
等系统机制, 从而调控与行为相关的持续活动. 同时, 
调节机制中的缺陷可以导致系统机能失调 , 如引发
癫痫等 . 理解这些基本机制对于正常大脑功能及相
关疾病的研究有重要帮助.  

2.3  短时程突触动力学 

突触传递的另一个重要特征是短时程突触动力
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特性 , 包括短时程增强和短时程抑制 [62], 它们对网
络整体动力学有重要的影响 [63,64]. 通过实验调控一
些关键因子 , 如胞外钙离子浓度 , 可以检验这种影
响 [62]. 这种调控对于网络回响带来的具体影响可能
很复杂. 例如, 轻微减少胞外钙离子浓度可以降低短
时程抑制, 从而导致回响增强. 而继续降低钙离子浓
度却会产生相反的效果 , 因为这使得突触驱动力太
弱而不足以引发回响(结果未显示).  

在培养海马神经元中 , 短时程抑制是一种主要
的突触动态性质 [54,65]. 通常认为它是由于突触囊泡
库(例如可即时释放库)太小而且消耗后恢复较慢而
引起 [62]. 基于对多种时间尺度上的突触抑制以及决
定异步囊泡释放的突触前钙离子动力学的考虑 , 可
以建立一种在生物物理学上易于处理的计算模型用

于解释网络回响的突触机制 . 它能够成功地在
50~100个神经元的模型网络中重现回响活动(图 4).  

 

 
图 4  小型神经网络中回响活动的计算模拟 

(a) 描述了包括短时程突触抑制和异步释放在内的突触机制, 它
们是影响回响活动的关键因素; (b) 展示了模拟的回响活动(参照 

图 3) (参考文献[66,67]) 

 
这个模型的模拟结果证实了实验观测中的直觉

推测: 即异步递质释放在相邻的回响单元之间架起
了一座桥梁. 同时可以发现, 每个回响单元是由同步
突触传递中短时程抑制的一个快速成分所终止的 . 
当这种快速抑制得到一定程度的恢复后 , 残留钙离
子“驱动”的异步释放能够起始下一轮的网络活动 . 
因而 , 正是同步与异步释放间的相互作用导致了回
响中网络活动的振荡特性. 最终, 短时程抑制中一种

比残余钙离子或者异步释放更持久的迟发成分(图 4
中的“超失活态 s”)使整个回响终止.  

3  小结与展望 
简便的培养体系使我们能够解答关于网络回响

机制的几个关键问题: (ⅰ) 持续性的网络回响可以
存在于随机形成且无解剖学特异性的培养神经元网

络中. (ⅱ) 虽然双稳神经元可能存在于其他体系中
并确保回响的稳定性, 但在离体网络中, 回响不需要
单个神经元的双稳性特殊要求而可被反复兴奋所驱

动. (ⅲ) 异步突触传递联结了两个相邻的回响单元, 
从而在回响中起到关键作用. 因此, 调控胞内钙存储
而导致其异步释放的细胞机制可能是调节网络回响

的一个新颖的功能节点. (ⅳ) 多时间尺度的突触动
力学决定了回响的动力学特性: 短时程抑制的一个
快速组分引起网络回响的振荡激活 , 而其慢速组分
导致回响的终止.  

与此同时, 更多的问题依然存在. 与海伯理论相
关的一个关键性难题是 : 回响在网络的发育中是怎
样诞生的? 特别是神经元的活动以及活动依赖性的
突触可塑性在回响环路的形成过程中起到怎样的作

用? 进一步 , 由于海伯可塑性在原则上是一个正反
馈过程, 那么, 基于这一过程形成的回响网络可以维
持稳定吗? 而从信息编码的角度来看 , 回响过程中
观察到的神经元激活的保守时空模式确实引人入胜, 
但问题是: 各种不同的模式能否、又怎样在同一个网
络中共存? 一个网络可以通过训练使其存储特定的
模式吗?  

幸运的是, 在简便的培养神经元体系中, 应用当
前的技术, 特别是电生理和成像技术的结合, 这些问
题可以得到直接的研究. 例如, 我们最近的研究显示, 
峰电位时程依赖性的突触可塑性(STDP)[14,16,19]等海

伯突触可塑性 , 确实可能是活动诱导的网络回响出
现的基础. 因此, 在某种程度上, 我们可以把这种网
络认为是海伯细胞集群的原型. 与此同时, 我们还发
现 , 只要有稳态可塑性放大网络中兴奋性突触的全
局强度 , 回响环路在活动缺失的情况下依然可以发
育出来. 但是, 活动缺失时发育出的回响活动通常并
不稳定, 而且趋于演化成失控的自发活动, 而正常发
育的回响则通常保持稳定 , 这暗示着存在另一层稳
态机制调控突触可塑性的表达.  

回响活动在自然生理条件下存在吗? 这依然是

1032   



 

 
 
 

 评 述 

一个难题 . 显然小网络的动力学性质并不会简单地
放大, 因此, 最终还需要获得相关生理行为中在体回
响网络动力学的直接证据 , 而这可能需要应用革命
性的方法学. 不管怎样, 回响活动存在于神经元简单
随机联系形成的网络中 , 这可能反映了指导神经元
自组织形成神经环路的最基本的原理和机制. 因此, 
根据海伯思想的精髓, 我们可以推测, 与回响类似的

网络群体活动可能是诸如即时记忆和理性决定等认

知学习和感知过程的基本单位; 而这种活动的紊乱
可能引起一些病理现象, 如癫痫、慢性疼痛, 以及精
神分裂. 尽管目前网络回响的生理学意义尚不明确, 
然而 , 对离体体系进行研究获得的基本原理和机制
可能为在体环路操作提供一个新的视角 , 并可能引
导未来的在体研究. 
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