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摘要  神经功能结构的建立和维持是学习与记忆等高级功能的基础. 因神经网络的结构错综

复杂, 节点行为多变且受多种因素的影响, 目前其拓扑结构的形成和维持机制尚不清楚. 基

于多电极阵列系统, 本研究连续记录了体外长时间培养的海马神经元网络的自发放电活动; 

利用不同电极放电序列之间的互相关系数映射功能连接强度, 构建网络拓扑结构图, 分析其

发育特性. 对培养 1~18 周的 3 个样本的分析结果显示, 网络拓扑结构的形成和维持具有自组

织和自解离特性: 网络连接建立期(1~3 周), 邻近节点之间建立连接, 形成局域微网络; 随着

网络的发育, 逐步形成多节点的复杂功能结构; 发育成熟期(12 周后), 功能连接开始消退, 部

分节点脱离网络, 网络聚集程度增加. 不同发育时期网络各节点连接强度的分布均符合幂率分

布, 表明无外界输入的培养神经元网络是具有无尺度特征的复杂网络. 本研究有助于复杂神经

网络结构的形成及维持机制分析, 为研究神经发育和神经系统信息处理机制提供新的视野. 
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为了快速、准确处理复杂多变的环境信息, 神经

元通过突触连接相互作用形成神经节点 , 进而组成

错综复杂的功能结构来行使各种高级神经功能 [1,2]. 

在发育早期突触连接数目急剧增加, 随后迅速减少; 

发育成熟后耦合的神经元在受到时间相关刺激后可

出现长时间突触连接增强 ; 这种活动依赖的结构改

变被认为是学习与记忆等高级认知功能的细胞基

础 [3]. 对神经系统功能结构形成和维持机制的研究 , 

包括神经元之间如何建立精确、复杂的突触连接节点

以及如何形成并维持具有高级功能的复杂动态网络, 

是神经科学家关注的热点问题[4,5].  

由于动物机体结构复杂多变 , 在体研究网络连

接结构的发育变化十分困难. 近几十年来, 人们利用

膜片钳和光学标记等技术 , 已研究了单个或几个神

经元的电生理特性及其突触连接的发育变化 [1,3,6,7]. 

然而, 真实中枢神经系统中神经元数目为 1012, 突触

连接极为复杂 , 根据单个或几个神经元的动力学特

征分析神经系统的功能结构存在很大限制 . 对研究

者而言 , 理解和量化神经网络的结构形成过程及其

在储存和处理信息时的编码机制依然是一项巨大的

挑战.  

体外培养神经元网络的连接较为简单 , 可以作

为阐明神经系统的结构和功能联系的一种简单有效

模型 . 基于多电极阵列(multi-electrode array, MEA)

系统, 人们可以实时、连续、无损、多通道进行神经

信号的胞外记录, 并直接观察神经元的生长、发育以

及网络中突触连接的变化[8~10]. 已有研究表明, 培养

神经元网络在发育过程中复杂多变的放电模式对研

究神经元网络的可塑性和学习记忆等神经编码机制

具有重要意义 [11,12], 而网络功能结构在长时间发育

中的变化规律至今尚不清楚.  

本文利用多电极阵列系统记录了体外培养海马
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神经元网络 1~18 周的自发放电活动, 并根据互相关

系数构建功能连接 , 分析神经元网络功能结构在自

发发育过程中的演化规律.  

1  材料与方法 

(ⅰ) 体外培养与信号采集.  神经元培养采用孕

龄 18 d 的 Wistar 大鼠, 乙醚麻醉, 取出胎鼠. 无菌条

件下分离海马, 在 0.125%胰蛋白酶中 37℃消化 10 min, 

用吸管吹打成细胞悬液, 稀释至 5 × 106 细胞/mL, 在

电极区附近 2 mm2 区域内接种 15 μL 细胞悬液; 15 

min 后补加 1 mL DMEM 培养液, 在 37℃, 5% CO2 培

养箱中培养. 24 h 后全换液, 以后每 2 天换半液. 未

注明的药品中除马血清来自 Hyclone 公司外, 均来自

Gibco 公司. 

实验采用多通道记录系统(MEA60 System, MCS 

GmbH, Germany), 该系统由多电极阵列、放大器

MEA1060、温度控制器、数据采集卡 MC-Card 以及

数据记录系统组成. 多电极阵列底板是 5 cm × 5 cm 

的透明石英玻璃 ; 中间为细胞培养皿 , 其底部植入

60 个微电极, 电极直径 30 μm, 相邻电极间距 200 μm, 

呈 8 × 8 矩阵排列. 数据采集卡以 25 kHz/通道的采样

频率同时记录 60 通道的电活动 (图 1(a)). 锋电位

(spike)由 MC_RACK 软件离线检测.  

(ⅱ) 信息熵.  熵是衡量系统信息量的一个重要

指标[13]. 一般来说, 系统的有序程度越高, 熵值越低. 

信息论中, 熵的定义如下:  

ln( ),i i
i

H p p= −∑              (1)

 
其中 pi 为系统中某一事件出现的概率. 本文根据锋

电位间隔序列(interspike interval, ISI)的分布概率研

究神经元自发放电活动的熵编码. 

(ⅲ) 网络功能连接.  功能连接, 也就是空间上

不同区域的活动在时间上的相关性[6]. 本文选取互相

关函数分析不同活跃电极(平均放电频率大于 1 Hz)

记录到的锋电位序列之间的时间相关程度 [14]. 将某

一电极的锋电位序列{y}从参考电极的锋电位序列 

 

图 1  根据神经元网络的自发放电活动构建功能连接网络 
(a) 多电极阵列系统采集到的原始信号, 60 个电极按 8×8 矩阵排列; (b) 以 ch 35 为参考电极, 计算其他电极与之的互相关, bin = 1 ms; (c) 根据

互相关系数构建功能连接, 线条的颜色和粗细取决于功能连接强度, 节点的大小依赖于功能连接的数目 
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{x}的起点开始逐点向后移动 , 计算离散数值积分 , 

即可获得不同时间延迟 t 对应的互相关值: 

Corr( ) ( ) ( ) ,
i

t x i y i t N⎛ ⎞= +⎜ ⎟
⎝ ⎠
∑

          
(2)

 

其中 N 为参考电极锋电位序列的长度. 

网络功能连接强度定义 : 指定某一电极为参考

电极时, 互相关系数定义为该电极的输入强度; 指定

该电极为比较电极时 , 定义互相关系数为其输出强

度. 若互相关曲线存在显著峰值, 且峰值大于设定阈

值, 则认为在两个记录电极之间存在功能连接(图 1). 

本文中阈值的选取标准为 , 功能连接的数目不超过

网络最多可能存在的边数 M×(M−1)的 10%(M 为活跃

电极数目)[6,15]. 同一个样本在不同发育阶段选取相

同的阈值进行分析 . 对所有活跃电极记录到的锋电

位序列进行互相关分析 , 根据功能连接数目和输入

输出强度构建网络拓扑结构图 [15]. 本文利用节点的

度数、连接强度和输入输出的差异性等常用参数对网

络拓扑结构进行定量分析. 其中, 节点的度数定义为

网络中与该节点关联的边数之和; 输入输出的差异性

则定义为:  

In Out
Difference .

In
−

=
             

(3)
 

2  结果 

2.1  神经元网络不同时期的自发放电活动 

多电极阵列培养皿上高密度培养海马神经元 , 

种植 24 h 以后神经元有 100 μm 左右的突起. 体外培

养 2 周(week in vitro, WIV)后, 神经元突起交错复杂, 

构建成网络. 通过连续记录, 发现培养 1 WIV 后在多

数电极上记录到自发放电活动 , 放电模式以随机散

发为主. 2~3 WIV 后网络发育成熟, 自发放电模式主

要呈现为簇发活动 , 每个簇发活动由多个锋电位组

成. 簇发活动是一种较为稳定的放电模式, 可以在网

络发育过程中持续较长时间(6~7 周以上). 本文所分

析的 3 套发育数据, 12 WIV 后簇发活动逐渐减少, 部

分电极的放电活动消失.  

信息熵是分析复杂神经元放电活动有序程度的

重要指标, 本研究分析了 3 个长时间记录样本在发育

过程中的信息熵(bin = 10 ms, 根据活跃电极的 ISI 序

列在 0~1 s 内的概率分布计算). 结果显示(图 2), 网

络信息熵在发育过程中的变化规律呈‘U’型分布. 1~7 

WIV 信息熵持续下降, 8~11 WIV 无明显变化趋势, 12 

WIV 后开始逐渐上升. 根据熵在自发发育过程中的

变化规律 , 我们认为神经元在发育初期通过建立突

触连接协同活动, 不断提高网络活动的有序程度; 发

育成熟后, 网络结构较为稳定, 网络有序程度不再发

生明显变化; 随着神经元网络的衰亡, 突触连接逐渐

变弱 , 网络有序程度降低 . 信息熵的分析结果表明, 

培养海马神经元网络在自发发育中经历了自组织和

自解离 2 个过程.  

为了研究网络结构随发育的演化规律 , 我们选

用互相关系数研究不同电极之间的功能连接. 3 WIV

内不同电极无明显同步现象(图 3(a)). 3 WIV 后各电

极出现同步簇发活动, 如 ch35 与 ch55 两个电极的互

相关曲线在 35 和 58 DIV(days in vitro)均存在显著峰

值(互相关系数分别为 0.12 和 0.14), 网络放电活动的

同步程度明显提高. 12 WIV 后网络同步活动逐渐消

失 , 但部分邻近电极的放电活动之间仍然存在同步

(如 111 DIV 时 ch35 与 ch55 的互相关曲线在 t=0 ms

存在显著峰值 0.18).   

2.2  功能连接网络的拓扑结构 

如方法所示 , 我们通过计算所有活跃电极的两

两互相关系数 , 构建了神经元网络在不同发育时期

的功能结构 (图 4). 结果显示 ,  网络发育初期 (1~3 

WIV)只有邻近的电极建立起简单、离散的功能连接, 

如图 4(a)中的 ch14 和 ch24 电极, ch37 和 ch38 电极. 

随着神经元网络的发育 , 相邻较远的电极之间也建

立起连接, 功能连接的数目明显增加. 如图 4(c)所示, 

各节点间的分布较为离散, 大量微弱的连接(图中的

灰色线条)几乎分布在整个网络中; 少数较强的连接

(图中的黑色线条)趋向于形成子集网络, 网络拓扑结 

 

图 2  体外培养过程中神经元网络信息熵的变化趋势 
平均值±平均标准方差, 样本数目为 3 
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图 3  神经元网络自发放电活动和不同电极间互相关系数随发育的变化 
以 ch35 为比较电极, ch55 为参考电极, bin=1 ms. (a) 体外培养 13 d (days in vitro, DIV); (b) 35 DIV; (c) 58 DIV; (d) 111 DIV 

 
图 4  不同发育时期神经元网络的功能结构 

体外培养天数依次为 21(a), 36(b), 62(c), 77(d), 97(e)和 115 d(f) 
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构变得十分复杂. 神经元网络发育成熟后, 功能结构

较为稳定, 没有发生显著变化. 12 WIV 后, 部分连接

逐渐消失, 网络分布范围变小, 但节点之间的连接更

加紧凑(图 4(e)和(f)). 培养神经元网络在发育初期逐

步建立功能连接, 网络结构自行由简单向复杂发展; 

发育成熟后部分功能连接消失 , 最终聚集为范围较

小的网络 . 功能结构随发育的变化趋势与信息熵的

分析结果一致. 

节点的度数分布是分析网络拓扑结构特征的重

要指标 . 我们对不同发育时期网络中各节点的度数

进行统计分析, 结果显示, 在神经元网络的不同发育

时期, 各节点度数的概率分布均可以由幂函数 f(x) = 

ax–b 较好拟合(表 1). 网络中大多数节点与其他节点

的连接较弱, 少数节点与其他节点的连接较强, 表明

培养神经元网络具有无尺度特征 , 少数集散节点在

网络中起着主导作用. 

为了进一步研究网络拓扑结构的发育特性 , 本

研究根据各节点的功能连接数目随发育的变化规律, 

通过 K-均值聚类方法将其分为明显不同的两类. 如

图 5(a)所示, ●代表 Cluster Ⅰ中的节点, 在发育过程

中与其他节点的连接较强; ●代表 Cluster Ⅱ中的节

点 , 与其他节点的连接较弱 . 在网络发育初期(1~6 

WIV), 两类节点均开始与外界建立连接, 但 Cluster Ⅰ

的初始平均连接强度(0.64±0.08)显著高于 Cluster Ⅱ  

(0.23±0.08). 随着网络的发育(4~15 WIV), 两类节点

之间的差异逐渐增大(图 5(b)). Cluster Ⅰ中的节点较

为稳定, 在 4~15 WIV 没有发生显著变化(4~6 WIV 的

平均连接强度为 3.44±0.18, 13~15 WIV 为 4.27±0.29), 

16~18 WIV 突然下降至 1.71±0.23. 而 Cluster Ⅱ与外

界的连接强度在 7 WIV 开始下降(由 7~9 WIV 的

2.04±0.40下降至 16~18 WIV的 0.48±0.17), 该类节点

逐渐在网络中消失 . 节点的输入输出差异性分析则

表明(图 5(c)): 在不同发育时期, Cluster Ⅰ中节点的

输入输出均较为平衡 , 差异程度远低于 Cluster Ⅱ; 

两类节点的差异程度随着发育逐渐增加(1~15 WIV), 

直至网络逐渐衰亡. 神经元网络的发育过程中, 发育

初期连接强度较强且输入输出较为平衡的节点更容

易与其他节点建立连接, 成为集散节点. 

3  讨论 

神经元网络的功能结构对研究神经可塑性和学

习记忆具有重要意义 [16]. 基于多电极阵列系统 , 我

们分析了体外培养神经元网络的功能结构随发育的

演化规律. 结果表明, 离散培养的神经元在发育过程

中逐渐建立功能连接, 形成复杂网络. 网络拓扑结构

自行由简单向复杂发展, 且具有无尺度特征. 在神经

元网络的发育过程中, 节点之间存在竞争, 部分节点

在网络中占据主导地位, 其余节点则逐渐脱离网络.  

表 1  根据幂律分布拟合不同发育时期各节点的度数分布 

 1~3 WIV 4~6 WIV 7~9 WIV 10~12 WIV 13~15 WIV 16~18 WIV 

a 1.2410 15.0700 13.3300 11.3800 20.5200 10.6400 

b 0.9228  0.5685  0.5004  0.5122  0.7346  0.8321 

R2 0.7581  0.8573  0.7566  0.7246  0.8646  0.9235 

 

图 5  功能性神经网络的拓扑结构分析 
(a) 根据功能连接数目随发育的变化可将60个节点划分为两类(K-均值聚类), ●代表Cluster Ⅰ中的节点, ●代表Cluster Ⅱ中的节点; (b) Cluster Ⅰ 

(●–●) 和 Cluster Ⅱ (▲–▲)的功能连接强度对比(均值±平均标准方差); (c) 两类节点的输入输出差异性对比(均值±平均标准方差) 
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神经元网络自发发育是机体维持正常功能的基

础, 对神经修复、神经可塑性和学习记忆等高级功能

起着至关重要的作用 [9,11,17,18]. 阐明神经发育的内在

机制是现代神经科学研究的重要趋势 . 基于多电极

阵列系统, 我们能够连续、无损记录培养神经元网络

的自发放电活动, 长时间、稳定追踪网络发育过程中

的动力学特征(18 周以上)[12,19,20].  

本研究表明, 网络自发放电活动的信息熵随发育

的变化规律呈“U”型分布(图 2), 与在体发育过程相

似 [21]. 在神经元网络的发育初期 , 信息熵逐渐下降 , 

放电活动的有序程度上升, 表明网络具有自组织特性. 

这与 Potter 等人及 NBT 小组的研究结果一致[22,23]. 另

一方面, 我们还发现网络在 12 WIV 后存在自解离现

象, 已有研究中并未见相关报道. 以往的研究主要针

对体外培养 8 周的神经元网络[8,17,18], 但是长时间培养

的网络更能反映神经发育的完整过程, 对于网络内节

点相互作用以及网络结构的维持机制研究更为有利.  

复杂网络理论研究表明 , 神经系统的自组织特

性依赖于网络的复杂拓扑结构(如无尺度网络、小世

界网络)[24,25]. 在过去的十几年中 , 研究者已在细胞

层次(由生化反应相连接的分子网络)和在体层次(通

过突触连接的神经细胞网络)发现无尺度结构. 本研

究采用互相关系数 , 研究神经元网络功能结构在长

时程发育过程中的变化规律(图 4). 结果表明, 网络

发育初期邻近的节点迅速建立功能连接; 之后, 较远

的节点之间也逐渐出现连接; 网络发育成熟后, 部分

连接开始消失 . 功能结构随发育的演化规律与信息

熵一致, 离散培养的神经元能够不依靠外界指令, 仅

在内在机制驱动下建立连接 , 通过相互协调提高自

身活动的有序程度. 而且, 在发育过程中, 功能网络

中各节点的连接强度均较好地服从幂律分布(表 1), 

表明网络具有无尺度特征, 不同于随机网络.  

在人工神经网络研究中已有无尺度特征的相关

报道 [25], 但在缺少外界输入和调控的培养神经元网

络中发现无尺度结构特征为人们研究复杂神经系统

提供了新的视野. 一方面, 本研究记录了神经网络中

60 个节点的自发放电活动, 其无尺度特性可以较好地

解释简单神经网络的稳定性维持过程及复杂神经系

统自我修复能力、稳态可塑性等特性[26]. 另一方面, 无

尺度网络正常功能的维持依赖于集散节点[6], 对于协

同式攻击十分脆弱 , 这种缺陷可能与神经发育异常

造成的一些疾病(如唐氏综合征、脑瘫等)有关. 然而, 

在体研究中集散节点难以寻找和控制 , 集散节点与

网络功能之间的具体关系尚不清楚 . 培养神经元网

络的结构相对较为简单、无外界输入, 且易于观察和

控制, 对其动力学特征的分析并结合药理、电刺激实

验研究将有助于阐明神经功能结构形成的内在机制. 

本研究表明 , 初始连接较强的节点更易于与其

他节点建立新的功能连接(图 5), 验证了无尺度网络

的“马太效应”[13]. 随着神经网络的发育 , 富者愈富 , 

这类节点就拥有比其他节点更多的连接数目 , 更有

可能成为集散节点. 此外, 网络拓扑结构的发育特性

表明, 培养神经元网络的功能连接存在消退现象(图

4), 这与在体的研究结果一致[27]. 消退现象被认为是

神经系统通过神经元的相互作用消除错误结构 , 不

断自我完善, 从而提高对外界的适应能力. 然而, 消

退现象的内在神经机制至今尚不清楚[3]. 我们发现初

始连接度较低且输入与输出不平衡的节点在发育过

程中逐渐消失(图 5). 本研究为无尺度网络的成长性

和优先连接机制提供了实验证据 , 对研究神经发育

过程中的网络节点连接和拓扑结构形成机制有所帮

助, 将进一步推进对高级神经功能的理解.  
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Long-term characterization of functional structure of  
cultured hippocampal neuronal networks 
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One way to understand brain function is to understand how functional structure of neurons organized during 
development. The underlying mechanism remains unclear because the network topology was too complex. With 
multi-electrode array system, the spontaneous activity of cultured hippocampal networks was recorded from 1–18 
weeks in vitro. We mapped functional networks using cross correlation between pairs of electrodes. Analysis of three 
cultures indicated self organization and disorganization of cultured networks during long term development. Adjacent 
neurons in culture began establishing functional connections during 1–3 weeks in vitro. Then, more connections 
emerged and organized as complex networks. Finally, the network topology became more compact when some 
connections disappeared after 12 weeks. As the distribution of connections followed a power law during development, 
the cultured networks showed the characteristic of scale-free network. These works could shed new light on both neural 
coding and organization mechanisms of nervous system. 

hippocampal neuronal network, functional connection, neural development, scale free, multielectrode array 
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