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　　［摘　要］　目的　初步探讨母子隔离应激对幼鼠癫
"

易感性影响及其潜在机制。方法　６０只 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗ
ｌｅｙ幼鼠随机分成３组：对照组、生后第２～１７天每天母子隔离１５ｍｉｎ组和隔离３ｈ组。在生后１８ｄ分别行杏仁核
刺激诱导惊厥实验，灌注取脑，免疫组化检测海马ＧＡＢＡＡα１亚单位表达情况。结果　与对照组比较，每天母子隔
离３ｈ组幼鼠的体重减轻，杏仁核点燃惊厥阈值降低，完全点燃所需刺激次数减少，惊厥发作程度加重，海马 ＣＡ１
区ＧＡＢＡＡα１亚单位表达减少（Ｐ＜０．０５），而每天母子隔离１５ｍｉｎ组与对照组幼鼠在以上几个方面比较则差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 早期每天母子隔离３ｈ的应激对幼鼠脑发育、癫

"

易感性产生不良影响，海马

ＧＡＢＡＡα１亚单位表达减少可能作为一个重要的潜在机制。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（８）：６６２－６６５］
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；易感性 ；ＧＡＢＡＡα１；海马；幼鼠
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　　人类和动物婴幼儿期，神经系统发育尚未成熟，
惊厥阈值低，对癫

"

有高度的易感性。γ氨基丁酸
（ＧＡＢＡ）是哺乳动物中枢神经系统主要的抑制性神
经递质，然而ＧＡＢＡ能神经元的功能在未成熟脑表
现以去极化为主，虽然这对神经细胞的迁移、分化及

增殖非常重要，但同样也是增加未成熟脑惊厥易感

性危险因素之一。ＧＡＢＡ有两型受体：ＧＡＢＡＡ、
ＧＡＢＡＢ，其中 ＧＡＢＡ主要通过 Ａ型受体发挥作用，
且ＧＡＢＡ受体Ａ亚型是哺乳动物中枢神经系统中

主要的抑制性神经递质受体，由 α、β、γ、δ和 ρ５种
亚基构成。α有（α１６）６种亚型，其中α２、α３、α５主
要在胚胎期和生后早期表达，α１则主要在发育晚期
和成熟期表达，α１／α２的比例升高与 ＧＡＢＡ从去极
化向超极化转变，即功能成熟保持一致［１］。

检测癫
"

患者和癫
"

动物模型的海马组织，发

现ＧＡＢＡ的功能呈现未成熟表型［２］，且重复的游泳

应激可以减少大鼠海马 ＧＡＢＡＡα１亚单位的表
达［３］，也有报道生后母子隔离应激可以增加幼鼠锂
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匹罗卡品诱导惊厥的易感性［４］。然而，目前母子隔

离应激对幼鼠杏仁核点燃惊厥及海马 ＧＡＢＡＡα１亚
单位表达的影响国内尚未见报道。本实验采用经典

的母子隔离应激方法，研究不同应激时程对幼鼠脑

发育、癫
"

易感性的影响，检测海马 ＧＡＢＡＡα１亚单
位表达，初步探索母子隔离应激对幼鼠癫

"

易感性

的影响与海马 ＧＡＢＡＡα１亚单位表达之间的相
关性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）孕鼠购于重
庆医科大学动物实验中心，幼鼠出生当天计为 Ｐ０，
饲养于１２ｈ光照／１２ｈ黑暗的环境，自由进食。
１．１．２　试剂与设备　　直径０．１ｍｍ镍铬合金漆
包电极（购于深圳瑞沃德生命科技有限公司），牙科

水泥，不锈钢螺钉，自制连接器，大鼠脑立体定位仪

（Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ１８８６），多导生理记录仪（ｉｗｉｏｒｘ２１４），刺激
隔离器（ＩＳＯＦｌｅｘ），微型颅骨钻（ＴＸＡＯ５００２４），数
码摄像机（ＳｏｎｙＴ５００），自制屏蔽笼。兔抗ＧＡＢＡＡ
受体亚型α１、二抗免疫试剂盒（百萃生物科技公司
提供），共聚焦显微镜（尼康９０ｉ）。
１．２　方法
１．２．１　分组及方法　　６０只 ＳＤ幼鼠按照实验需
要完全随机分成３组：①对照组（ｎ＝２０）：不实施母
子隔离，常规喂养；②隔离１５ｍｉｎ组（ｎ＝２０）：生后
第２天开始至生后第１７天，采用母子隔离方法，每
天同一时间把幼鼠与母鼠分离，单独置于安静、保暖

环境１５ｍｉｎ；③隔离３ｈ组（ｎ＝２０）：方法同前，每天
隔离３ｈ。每组取１０只幼鼠于生后第１８天执行快速
杏仁核点燃［５］，另外１０只幼鼠用于免疫组化染色。
１．２．２　杏仁核电极放置　　１０％的水合氯醛按
３ｍＬ／ｋｇ麻醉幼鼠，将幼鼠固定于立体定位仪，微型
颅骨钻钻孔，双股缠绕直径０．１ｍｍ镍铬合金漆包
电极沿孔垂直插入左侧杏仁核基底外侧核（ＡＢＬ），
电极尖端间距 ０．１～０．１５ｍｍ。根据 ＳＨＥＲＷＯＯＤ
ＡＮＤＰＡＯＬＡ幼鼠定位图谱左侧 ＡＢＬ坐标（前囟后
１．８ｍｍ、旁开 ４．６ｍｍ、深 ７．８～８．２ｍｍ、门齿
０．０ｍｍ）。不锈钢微型眼镜螺丝固定于前额作为地
线，另一个固定于枕骨起加强固定作用。所有电极

均接入３孔插件。用牙科水泥混合５０２胶水固定，
术后保暖，腹腔常规注射青霉素３～５万 Ｕ预防感
染，灌牛奶增强抵抗能力。

１．２．３　杏仁核电点燃参数　　频率 ６０Ｈｚ、波宽

１ｍｓ、串长１０ｓ、间隔５ｍｉｎ、强度０．４ｍＡ、１６０个恒
流脉冲刺激。

１．２．４　杏仁核后放电阈值（ＡＤＴ）的测定　　屏蔽
干扰环境中用多导生理记录仪记录背景脑电５ｍｉｎ，
刺激电流从２０μＡ开始，＞１ｍｉｎ的间隔时间，每次
递增２０μＡ，测后放电阈值（ＡＤＴ定义为波幅及频率
＞背景波幅及频率两倍的尖／棘波时需要的刺激电
流值）。

１．２．５　点燃及行为分级　　术后恢复２ｄ，所有刺
激点燃都在９∶００～１８∶００之间完成（防止发育造成
电极位置的变异）。实验前将幼鼠放入２Ｌ的烧杯
中，保暖适应环境１０ｍｉｎ，测ＡＤＴ后休息３０ｍｉｎ，开
始刺激。行为学分类按Ｒａｃｉｎｅ分级方法，１级发作：
面部阵挛，包括动须，咀嚼等；２级发作：１级发作行
为加节律性点头；３级发作：２级发作行为加前肢
阵挛；４级发作：３级发作行为加后肢站立；５级发
作：４级发作行为加摔倒，３级以下发作行为为局灶
性发作，３级以上发作行为为全面性点燃。点燃成
功即稳定诱发４级以上发作行为。
１．２．６　海马标本制作及免疫组化方法　　１０％水
合氯醛３ｍＬ／ｋｇ麻醉幼鼠，开胸灌注。先用１００ｍＬ
生理盐水冲洗，再用１０％多聚甲醛固定后，迅速取
脑置于１０％多聚甲醛中，４℃冰箱保存２４ｈ。常规
脱水、包埋、切片后进行免疫组化染色。步骤为：二

甲苯脱蜡，梯度酒精脱水，３％过氧化氢封闭内源性
过氧化物酶５～７ｍｉｎ，柠檬酸缓冲液热修复抗原（煮
沸２次，自然冷却后），滴加封闭血清（室温孵育
２０～３０ｍｉｎ后甩干），滴加一抗工作液 ４℃过夜
（１∶５０稀释），滴加二抗（室温孵育２０～３０ｍｉｎ），滴
加ＨＰＲ液（室温孵２０～３０ｍｉｎ），滴加ＤＡＢ显色液，
复染，封片，各步骤之间均用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分
洗涤。每只幼鼠在相似层面各取１～３张片子，利用
显微图像分析系统，在２００倍物镜下，对海马各区
（主要是：齿状回、ＣＡ１、ＣＡ３）ＧＡＢＡＡα１阳性表达细
胞（胞浆呈棕黄色）的平均光密度进行分析。

１．３　统计学分析
所有的数据均用 ＳＰＳＳ１３．０软件分析，计量资

料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，方差齐性检验用
Ｌｅｖｅｎｃｅ′ｓｔｅｓｔ，应激组与对照组的比较用独立样本
的ｔ检验，Ｐ＜０．０５显示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　母子隔离应激对幼鼠体重的影响
于Ｐ１８ｄ称体重对照组幼鼠平均体重为３８．３±

·３６６·
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２．２ｇ，隔离１５ｍｉｎ组平均体重为３８．６±２．１ｇ，与对
照组比较差异无统计学意义；隔离３ｈ组平均体重
为３３．１±２．５ｇ，与对照组比较，该组幼鼠体重明显
轻于对照组幼鼠体重，Ｐ＜０．０１。
２．２　３组幼鼠杏仁核点燃结果
２．２．１　３组幼鼠杏仁核点燃成功情况　　对照组
幼鼠有８只点燃、１只电极脱落、１只麻醉死亡；隔离
１５ｍｉｎ组幼鼠 ９只诱发成功、１只电极脱落；隔离
３ｈ组幼鼠７只诱发成功、１只术后死亡、２只电极
位置不正确。

２．２．２　３组幼鼠 ＡＤＴ的测定　　对照组杏仁核平
均ＡＤＴ为１１０±１６μＡ，隔离３ｈ组杏仁核平均ＡＤＴ
为９０±１１μＡ，与对照组比较 ＡＤＴ显著性降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而隔离１５ｍｉｎ组杏仁
核平均ＡＤＴ为１０８±１４μＡ，与对照组 ＡＤＴ比较差
异无统计学意义，Ｐ＞０．０５。
２．２．３　３组点燃率和诱发５级发作行为时后放电
时程　　把达到５级发作行为需要的刺激次数定义
为点燃率，同时记录诱发５级发作行为时后放电时
程（ｓ），与对照组和隔离１５ｍｉｎ幼鼠比较，隔离３ｈ
组平均点燃率显著降低，后放电时程显著延长

（Ｐ＜０．０５）；隔离１５ｍｉｎ组与对照组比较平均点燃
率和后放电时程差异均无统计学意义。见表１。

表１　３组幼鼠杏仁核点燃参数的比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＡＤＴ
（ｕＡ）

点燃率

（刺激次数）

５级行为时后
放电时程（ｓ）

对照组 ８ １１０±１６ １０．５±２．３ ５６±９
隔离１５ｍｉｎ组 ９ １０８±１４ １１．３±１．９ ５７±１１
隔离３ｈ组 ７ 　９０±１１ａ，ｂ ８．２±１．４ａ，ｂ 　７２±１５ａ，ｂ

Ｆ值 ７．３２３ ５．２３８ ５．８１９
Ｐ值 ０．０１８ ０．０３９ ０．０３１
　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与隔离１５ｍｉｎ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　３组海马ＧＡＢＡＡα１亚单位免疫组化染色结果
对照组ＧＡＢＡＡα１亚单位表达主要集中在海马

ＣＡ１、ＣＡ３、齿状回；母子隔离 １５ｍｉｎ组 ３个区域
ＧＡＢＡＡα１亚单位免疫组化累积光密度与对照组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；母子隔离３ｈ组
在海马ＣＡ１区ＧＡＢＡＡα１亚单位免疫组化累积光密
度较对照组及隔离１５ｍｉｎ组明显降低（Ｐ＜０．０１），
而在海马ＣＡ３、齿状回ＧＡＢＡＡα１亚单位免疫组化累
积光密度与对照组及隔离 １５ｍｉｎ组无明显差异。
见图１、表２。

　　图１　幼鼠海马ＣＡ１区ＧＡＢＡＡα１表达情况（免疫组化×２００）　Ａ：对照组，海马ＣＡ１区ＧＡＢＡＡα１阳性表达较
高；Ｂ：隔离１５ｍｉｎ组，海马ＣＡ１区ＧＡＢＡＡα１阳性表达与对照组比较无明显差异；Ｃ：隔离３ｈ组，海马ＣＡ１区ＧＡＢＡＡα１阳

性表达较对照组及隔离１５ｍｉｎ组明显降低。ＧＡＢＡＡα１阳性表达神经元呈棕黄色。

　　表２　３组幼鼠海马各区ＧＡＢＡＡα１阳性神经元的平均
光密度　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＣＡ１ ＣＡ３ 齿状回

对照组 １０ １７９．８±６．７ １７３．２±９．１ １６４．７±４．８
隔离１５ｍｉｎ组 １０ １８２．４±５．８ １６７．７±４．９ １６３．６±７．２
隔离３ｈ组 １０ １４１．７±４．９ａ，ｂ １７１．６±８．１ １６８．８±５．９
Ｆ值 ２１０．８２ ０．１７０ ２．９３４
Ｐ值 ０．０００ ０．６８５ ０．１０４

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与隔离１５ｍｉｎ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

杏仁核电点燃曾广泛应用于成年大鼠边缘系统

惊厥的动物模型，其可重复性及精确性等优点同样

适用于未成熟脑癫
"

的研究，其中所测指标，如后放

电阈值、点燃率大小可作为衡量癫
"

易感性的客观

标准。

本研究中在幼鼠生后第１８天进行杏仁核点燃，
Ｐ２～Ｐ１７母子隔离３ｈ应激降低后放电阈值及完全

·４６６·
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点燃需要的刺激次数，增加５级发作行为的后放电
时程，说明 Ｐ２～Ｐ１７母子隔离３ｈ应激可增加幼鼠
癫

"

的易感性。Ｊｏｎｅｓ等［６］采用 Ｐ２～Ｐ１４母子隔离
３ｈ应激同样发现可以降低青春期鼠惊厥阈值，增
加癫

"

易感性，而 Ｅｄｗａｒｄｓ等［７］报道生后母子隔离

应激对癫
"

没有影响，可能与应激方法或时间选择

与本研究不同有关（仅仅在生后４～５ｄ，每天母子
隔离１ｈ）。本研究发现在脑发育、癫

"

易感性等方

面，Ｐ２～Ｐ１７母子隔离１５ｍｉｎ与对照组比较，差异
无显著性，提示只有当应激刺激达到一定强度时，海

马神经元才会产生不可逆性损害。

相关实验证实：中枢神经 ＧＡＢＡ能系统是神经
元活动同步化的基础，通过基因敲除技术抑制α１亚
单位表达后，ＧＡＢＡＡＲ表达数量明显减少，惊厥易感
性增加［８］。本研究发现母子隔离 ３ｈ组海马 ＣＡ１
区ＧＡＢＡＡα１亚单位表达选择性降低。ＧＡＢＡ作为
中枢主要抑制性递质［９］，主要通过 Ａ型受体发挥其
抑制作用。Ａ型受体是由α、β、γ、δ和ρ５种亚基构
成，其中α１作为苯二氮类抗惊厥作用的一个位点是
配体门控氯离子通道受体，通过增加神经元细胞膜

氯离子的通透性，产生抑制性突触后电位（ＩＰＳＰ）而
发挥抑制作用。人类颞叶癫

"

患者的海马组织ＣＡ１
区ＧＡＢＡＡα１亚单位表达显著减少

［１０］，说明不同条

件下的应激可以导致海马 ＧＡＢＡＡα１亚单位表达减
少。本研究也发现母子隔离应激导致该部位

ＧＡＢＡＡα１亚单位表达减少，ＧＡＢＡＡＲ表达数量减
少，抑制能力下降，从而增加幼鼠癫

"

的易感性。

本研究结果显示在生后 Ｐ２～Ｐ１７母子隔离３ｈ
应激可影响幼鼠生长发育，增加幼鼠杏仁核点燃惊

厥的易感性，而海马 ＣＡ１区 ＧＡＢＡＡα１受体的表达
减少可作为一个潜在机制，这对应激参与未成熟脑

癫
"

发病机制的研究有重要意义，然而，仅仅导致海

马ＣＡ１区ＧＡＢＡＡα１受体亚单位表达减少的具体机

制有待进一步研究。
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