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Ｗ７对惊厥持续状态幼鼠海马 ＧＲＰ７８
表达及神经元凋亡的影响

周朱瑛１　李光乾２

（１．温州医学院附属育英儿童医院神经科，浙江 温州　３２５０２７；
２．浙江中医药大学附属杭州市第六医院、杭州市儿童医院神经科，浙江 杭州　３１００１４）

　　［摘　要］　目的　探讨钙调蛋白抑制剂 Ｗ７对幼年大鼠惊厥持续状态（ＳＣ）后 ＧＲＰ７８表达及神经元凋亡的
影响。方法　将１９～２１日龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１１７只随机分为生理盐水对照（ＮＳ）组、惊厥持续状态（ＳＣ）组、
Ｗ７预处理（Ｗ７）组；各组再按不同时间点分４ｈ、２４ｈ、４８ｈ３个亚组（ｎ＝１３）。应用氯化锂匹鲁卡品建立大鼠ＳＣ
模型，Ｗ７组在制模前１５ｍｉｎ予尾静脉注射Ｗ７。逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和免疫组织化学法检测每组各
时间点大鼠海马ＧＲＰ７８ＲＮＡ和蛋白的表达情况；原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测海马 ＣＡ１区的神经元凋亡情况。
结果　ＳＣ组幼年大鼠海马２４ｈＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达量较 ＮＳ组显著升高（Ｐ＜０．０１），ＳＣ组２４ｈ和４８ｈＧＲＰ７８蛋
白表达量较ＮＳ组相应时间点也显著升高（Ｐ＜０．０１）；Ｗ７组２４ｈ和４８ｈ的ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ及蛋白表达量较ＳＣ和
ＮＳ组明显升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＳＣ组在２４ｈ、４８ｈ海马ＣＡ１区ＴＵＮＥＬ阳性细胞数（２１．０±２．５，２９．４±２．８）显
著高于ＮＳ组（７．１±１．４，７．３±１．６；Ｐ＜０．０１）；Ｗ７组在２４ｈ、４８ｈ海马 ＣＡ１区 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数（１５．０±２．５，
２０．０±２．９）较ＳＣ组显著降低（Ｐ＜０．０１），但仍显著高于 ＮＳ组（Ｐ＜０．０１）。结论　 钙调蛋白抑制剂 Ｗ７可通过
上调 ＧＲＰ７８的表达，减轻神经元凋亡，具有脑保护作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１）：４４－４９］
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　　动物模型已证明惊厥持续状态（ｓｔａｔｕｓｃｏｎｖｕｌ
ｓｉｏｎ，ＳＣ）后大量的海马神经细胞出现凋亡［１２］。内

质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）启动
的凋亡途径是近年才发现的一种新的凋亡途

径［３４］，ＧＲＰ７８／Ｂｉｐ（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ／ｉｍｍｕ
ｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）是 ＥＲＳ的经典标志物，
ＧＲＰ７８表达上调对细胞起保护作用［５］。内质网钙

剥夺、钙稳态失衡是引起 ＥＲＳ的一个重要诱
因［４，６］。钙调蛋白（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）是大脑中主
要的 Ｃａ２＋信号转导媒介，已有研究表明，ＣａＭ在惊
厥性脑损伤的发生发展过程中亦起着重要的作

用［７］。Ｗ７［Ｎ（６氨基己烷基）５氯１萘黄胺］
是一种 ＣａＭ抑制剂，在体外实验及一些疾病模型
中它对 Ｃａ２＋浓度的调控、应激细胞的保护作用已
得到证实［８９］，但其对 ＳＣ后海马 ＧＲＰ７８的表达及
神经元凋亡的影响，国内外尚未见报道。本研究

通过建立氯化锂匹鲁卡品 ＳＣ大鼠模型，应用 ＲＴ
ＰＣＲ、免疫组化和 ＴＵＮＥＬ技术，动态观察 Ｗ７对
ＳＣ后不同时间点大鼠海马 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ和蛋白
表达以及神经元凋亡情况的影响，旨在探讨 ＣａＭ
与 ＥＲＳ介导的惊厥性脑损伤的关系，以及 Ｗ７对
未成熟脑惊厥性脑损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　　生后１９～２１日龄健康雄性清
洁级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠 １１７只，体重 ６０～
７０ｇ，由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供［许
可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５］，于实验动物中心层
流实验室分笼饲养和实验，环境温度（２３±２）℃，相
对湿度７０％，１２／１２ｈ昼夜照明变化，控制进食大鼠
标准饲料和任意饮用自来水。

１．１．２　主要试剂　　氯化锂（批号：２３１２１２３）、匹
鲁卡品（批号：２０５７２３７）、溴化甲基东莨菪碱（批号：
２８３２４０１）购于 ＡｌｄｒｉｃｈＳｉｇｍａ公司；硫酸阿托品针
（批号：２００６０９０１）购于浙江瑞新药业股份公司（国
药准字号：Ｈ３３０２０４６５）；Ｗ７［ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，Ｎ（６
Ａｍｉｎｏｈｅｘｙｌ）５ｃｈｌｏｒｏ１ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ，Ｃａｔ．Ｎｏ：０３６９］由ＴＯＣＲＩＳＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司提
供。ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供，ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒由Ｆｅｒｍａｎｔａｓ公司提供；引物及内参均由
上海捷瑞公司提供。琼脂糖购于上海晶美公司。

ＧＲＰ７８兔抗大鼠一抗（ｓｃ１０５０）由ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司提
供；ＴＵＮＥＬ试剂盒由Ｒｏｃｈｅ公司提供。

１．２　实验方法
１．２．１　实验动物分组　　将大鼠随机分入 ＳＣ组、
Ｗ７预处理（Ｗ７）组、生理盐水对照（ＮＳ）组；每组
再随机均分为４ｈ、２４ｈ、４８ｈ３个亚组，每亚组１３
只。若因模型不成功、死亡造成各亚组样本量不足

１３只的，按随机原则补足。
１．２．２　动物模型的制作　　ＳＣ模型制作参照王海
萍等［１］采用的方法，具体方法如下：每只大鼠经氯

化锂 ３ｍＥｑ／ｋｇ腹腔注射，１８ｈ后腹腔注射溴化甲
基东莨菪碱１ｍｇ／ｋｇ以拮抗匹罗卡品外周胆碱能反
应，３０ｍｉｎ后予１００ｍｇ／ｋｇ匹罗卡品腹腔注射。按
Ｒａｃｉｎｅ分级标准［１］：０级，正常行为状态；Ⅰ级，面肌
抽动，咀嚼；Ⅱ级，节律性点头；Ⅲ级，单侧前肢阵挛；
Ⅳ级，双侧前肢阵挛伴站立；Ⅴ级，持续站立，失去平
衡、跌倒。当大鼠惊厥发作达３０ｍｉｎ时给予１０％ 的
水合氯醛（批号：２００６１２１２）３００ｍｇ／ｋｇ、硫酸阿托品
１ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，如不能缓解惊厥，可重复给予水
合氯醛１～２次，直至惊阙停止。选择惊厥发作达
Ⅳ 级及以上，持续时间达３０ｍｉｎ以上，解除惊厥后
状态良好的大鼠为合格ＳＣ模型。ＳＣ组按照ＳＣ模型
制作；ＮＳ组以生理盐水代替氯化锂及匹罗卡品，其他
处理同 ＳＣ组。Ｗ７组大鼠在注射匹罗卡品前
１５ｍｉｎ，予尾静脉注射Ｗ７５０μＭ／ｋｇ，其他处理同ＳＣ
组。

１．２．３　动物标本的制备　　大鼠分别于各时间点，
经１０％水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉后，断头处
死。迅速剥离颅骨，完整取出脑组织，全脑置于冰盘

上，采用高温（１８０℃）灭 ＲＮＡ酶的刀片和镊子进行
修块，快速右侧分离海马，放入去 ＲＮＡ酶的 ＥＰ管
中，－１８０℃ 液氮保存，用作 ＲＴＰＣＲ标本。左侧大
脑在垂直视交叉处离断，并于冠状位向后切取约

５ｍｍ，再平均分成两块，每块厚度则约为 ２．５ｍｍ，
放入预冷的４％ 多聚甲醛固定４～６ｈ，转入７０％ 乙
醇，进行石蜡包埋，用于免疫组化和 ＴＵＮＥＬ检测。
１．２．４　原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）检测神经细胞凋亡
　　每亚组随机取１０只，观察海马ＣＡ１区中神经元
凋亡。具体步骤如下：①石蜡切片常规脱蜡至水；②
用蛋白酶 Ｋ３７℃ 孵育１５ｍｉｎ；③标记：ＰＢＳ冲洗３次
×５ｍｉｎ后，擦干样品周围的水份，滴加 ５０μＬ
ＴＵＮＥＬ反应混合物（１∶９），在湿盒中 ３７℃ 孵育

１００ｍｉｎ；④信号转化和分析：ＰＢＳ冲洗３次 ×５ｍｉｎ
后，擦干样品周围的水份，加入 ５０μＬ转化剂ＰＯＤ，
在湿盒中３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；⑤ＰＢＳ洗３次 ×５ｍｉｎ
后，加入新鲜配制的 ＤＡＢ，显微镜下观察，自来水冲
洗适时中止显色；苏木素复染，梯度酒精脱水、二甲

·５４·
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苯透明、中性树胶封片。光镜下分析结果，计算阳性

细胞数，每组各选阳性细胞最集中的 ５个高倍视
野，计算出每个高倍视野的阳性细胞数，取其平均

值；⑥结果判定：细胞核中有棕黄色颗粒者为阳性细
胞，即凋亡的细胞；⑦阴性对照：以试剂 ２代替
ＴＵＮＥＬ反应混合物，其余步骤同上。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ法检测海马 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达
　　① 引物的设计与合成，引物序列及预期 ＰＣＲ
产物长度见表１。② 总 ＲＮＡ提取：Ｔｒｉｚｏｌ一步法抽
提海马总 ＲＮＡ，采用紫外分光光度法测定 ＲＮＡ含
量。③ ｃＤＮＡ的合成：计算出相当量总 ＲＮＡ的体积
后，应用 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ逆转录试剂盒，按说明书操作步
骤进行逆转录反应。④ＰＣＲ：以 ＧＡＰＤＨ为内参照，
ＰＣＲ反应体系：ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ１１．５μＬ，５×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，１０ｍＭｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ０．５μＬ，２５ｍＭ
ＭｇＣｌ２１．２μＬ，ＴａｑＤＮＡ酶０．２μＬ，上下游特异性
ＰＣＲ引物各０．８μＬ，ｃＤＮＡ模板３．０μＬ。ＰＣＲ扩增
条件：９４℃ 预变性５ｍｉｎ，后延伸７２℃８ｍｉｎ，ＰＣＲ产
物 ４℃ 保存备用。⑤ 图像分析：取 ５μＬＰＣＲ产物
在 １．６７％ 琼脂糖凝胶电泳后，置于 ＦＲ９８０生物电
泳图像分析系统下扫描并获取凝胶图像，用 ＧｅｌＰｒｏ
Ａｎａｌｙｚｅｒ３２专业凝胶图像分析软件测定产物光密度
值，用目的条带产物光密度值与 ＧＡＰＤＨ产物光密度
值之比表示组织中目的基因 ｍＲＮＡ的含量，见表１。

表１　ＰＣＲ各引物序列

引物 序列 ５’　３’ 目的长度（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ
Ｓｅｎｓｅ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＣＧＣＣＣＣＴＴＣＣ
ＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴＧＧ

１５０

ＧＲＰ７８
Ｓｅｎｓｅ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ＣＧＴＡＴＣＣＣＴＧＴＧＣＧＴＣＴＴＧＴＣ
ＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＣＧＧＣＴＣＴＡ

３２５

１．２．６　免疫组织化学染色法检测海马 ＧＲＰ７８蛋白
的表达　　采用 ＳＡＢＣ法检测海马中 ＧＲＰ７８蛋白
表达。具体步骤参见说明书。棕黄色或棕褐色细胞

为阳性细胞，每张切片随机选择 ５个高倍镜下视野

（×４００），应用 ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析软件测
定阳性部位的平均光密度（ＯＤ），以代表阳性部位的
蛋白表达水平。

１．３　统计学分析
全部数据均采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，数

据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组样本均数比较
采用单因素方差分析，均数的两两比较方差齐性者

采用 ＬＳＤ法，方差不齐者采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｔＴ３法，两
变量的相关采用直线相关分析法分析。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ在海马组织中的表达
ＳＣ组ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达在 ＳＣ后２４ｈ显著

升高，其表达量高于 ＮＳ组（Ｐ＜０．０１）；４８ｈ表达已
明显下降，虽仍高于 ＮＳ组，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。Ｗ７组 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达在 ＳＣ后
４ｈ已升高，２４ｈ达高峰，４８ｈ下降；各时间点ＧＲＰ７８
ｍＲＮＡ的表达量均显著高于ＮＳ组和ＳＣ组（Ｐ＜０．０５
或０．０１）；ＮＳ组各时间点之间ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达
量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２、图１。
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　　图１　各组大鼠ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ相对值比较　ａ：与ＮＳ组
比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０５；
ｄ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０１；ｅ：与同组４ｈ比较，Ｐ＜０．０１；ｆ：与同组
２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１。

表２　各组大鼠 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的相对含量　（ｘ±ｓ）

组别 例数
时间点

４ｈ ２４ｈ ４８ｈ
Ｆ值 Ｐ值

ＮＳ组 １０ ０．２５±０．０７ ０．２５±０．０４ ０．２５±０．０４ ０．０５６ ０．９４６
ＳＣ组 １０ ０．２５±０．０３ ０．５０±０．０６ｂ，ｅ ０．２９±０．０６ｅ，ｆ ８９．０６１ ＜０．００１
Ｗ７组 １０ ０．２９±０．０４ａ，ｃ ０．６２±０．０４ｂ，ｄ，ｅ ０．３４±０．０７ｂ，ｃ，ｅ，ｆ １６３．８７１ ＜０．００１
Ｆ值 ３．７５７ １９２．４３８ ８．１６８
Ｐ值 ０．０３３ ＜０．００１ ０．００１

　　ａ：与ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与 ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与 ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０１；ｅ：与同组４ｈ比较，

Ｐ＜０．０１；ｆ：与同组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１

２．２　ＧＲＰ７８蛋白在海马组织中的表达
２４ｈ时 ＮＳ组个别神经元胞浆中少量阳性表

达；ＳＣ组可见部分神经元的胞浆中有阳性表达；
Ｗ７组可见绝大多数神经元的胞浆中有大量阳性表

·６４·
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达，且以核膜周围为著。见图２。统计分析显示，ＳＣ
组ＧＲＰ７８蛋白的表达在２４ｈ升高达峰值，４８ｈ已
有下降，但２４ｈ和４８ｈ时间点的表达量均显著高于
ＮＳ组（Ｐ＜０．０１）；Ｗ７组ＧＲＰ７８蛋白表达的动态变
化趋势与ＳＣ组相似，２４ｈ、４８ｈ时间点的表达量较

ＳＣ组显著升高（Ｐ＜０．０５或 ０．０１），同时 Ｗ７组
ＧＲＰ７８蛋白在２４ｈ、４８ｈ的表达量也显著高于 ＮＳ
组（Ｐ＜０．０５或０．０１）；ＮＳ组各时间点之间 ＧＲＰ７８
蛋白表达量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表３、
图３。

　　图２　各组大鼠海马ＣＡ１区ＧＲＰ７８蛋白表达情况（ＤＡＢ，×４００）　①ＮＳ组２４ｈ：个别神经元的胞浆中少量阳性表
达；②ＳＣ组２４ｈ：部分神经元的胞浆中阳性表达；③Ｗ７组２４ｈ：绝大多数神经元的胞浆中大量阳性表达，以核膜周围为著。

表３　各组大鼠不同时间点海马ＣＡ１区ＧＲＰ７８蛋白ＯＤ值比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数
时间点

４ｈ ２４ｈ ４８ｈ
Ｆ值 Ｐ值

ＮＳ组 １０ ０．１１４±０．０１７ ０．１１６±０．０１６ ０．１１７±０．０１３ ０．１４５ ０．８６６
ＳＣ组 １０ ０．１２４±０．１２０ ０．１６７±０．０１８ａ，ｄ ０．１５３±０．０１３ａ，ｄ，ｅ ２９．８４４ ＜０．００１
Ｗ７组 １０ ０．１２６±０．０１４ ０．１８９±０．０２４ａ，ｃ，ｄ ０．１６５±０．０１７ａ，ｂ，ｄ，ｅ ３７．１０７ ＜０．００１
Ｆ值 ２．４６４ ４２．２２５ ３８．１２６
Ｐ值 ０．０９９ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与 ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与同组４ｈ比较，Ｐ＜０．０１；ｅ：与同组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１
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　　图３　各组大鼠ＧＲＰ７８蛋白 ＯＤ值比较　ａ：与 ＮＳ组比
较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０１；
ｄ：与同组４ｈ比较，Ｐ＜０．０１；ｅ：与同组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１

２．３　海马ＣＡ１区ＴＵＮＥＬ结果
ＳＣ组 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数在 ２４ｈ显著增加，

４８ｈ达高峰，自 ＳＣ后２４ｈ开始均显著高于 ＮＳ组
（Ｐ＜０．０１）；Ｗ７组在 ２４ｈ、４８ｈ较 ＳＣ组显著下
降（Ｐ＜０．０１），但仍高于 ＮＳ组（Ｐ＜０．０１）；ＮＳ组
海马 ＣＡ１区可见个别 ＴＵＮＥＬ阳性细胞，各时间点
间阳性细胞数比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见表４、图４、图５。

　　图４　各组大鼠海马ＣＡ１区ＴＵＮＥＬ免疫组化表达情况（ＤＡＢ，×４００）　①ＮＳ组４８ｈ：个别ＴＵＮＥＬ阳性神经细
胞；②ＳＣ组４８ｈ：ＴＵＮＥＬ阳性神经细胞明显增多；③Ｗ７组４８ｈ：ＴＵＮＥＬ阳性神经细胞较ＳＣ组明显减少。

·７４·
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表４　各组大鼠不同时间点海马 ＣＡ１区ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达的动态变化　（ｘ±ｓ）

组别 例数
时间点

４ｈ ２４ｈ ４８ｈ
Ｆ值 Ｐ值

ＮＳ组 １０ １６．８±１．６ ７．１±１．４ ７．３±１．６ ０．２６５ ０．７６９
ＳＣ组 １０ ７．２±１．８ ２１．０±２．５ａ，ｃ ２９．４±２．８ａ，ｃ，ｄ ２２６．１５２ ＜０．００１
Ｗ７组 １０ ６．６±１．０ １５．０±２．５ａ，ｂ，ｃ ２０．０±２．９ａ，ｂ，ｃ，ｄ ８６．９４１ ＜０．００１
Ｆ值 ０．４２３ １０１．８０７ １９７．１０８
Ｐ值 ０．６５９ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与同组４ｈ比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与同组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１
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　　图５　各组大鼠 ＣＡ１区 ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达情况　
ａ：与ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＳＣ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与同组４ｈ

比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与同组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

内质网是蛋白质合成的基地，也是细胞的巨大

钙库，内质网钙剥夺、蛋白质糖基化抑制、氧化还原

状态改变等各种刺激都可能引起内质网功能障碍，

导致ＥＲＳ［３４］，使蛋白折叠能力提高、蛋白合成抑制
以适应应激，但是长时间过强的 ＥＲＳ则启动细胞凋
亡［１０］。ＧＲＰ７８是 ＥＲＳ的一个经典标志物，其上调
可减轻内质网蛋白负荷。ＣａＭ作为Ｃａ２＋感受蛋白，
是大脑中主要的Ｃａ２＋结合蛋白，在神经元内对细胞
内钙离子浓度变化的调节中起重要作用［１１］。

有报道指出 ＥＲＳ与癫
!

等惊厥性脑损伤密切

相关［１２］。而内质网钙剥夺、钙稳态失衡是引起 ＥＲＳ
的一个重要诱因。因此，钙调蛋白在 ＥＲＳ介导的惊
厥性脑损伤过程中可能扮演某个重要角色。本研究

通过免疫组化和 ＲＴＰＣＲ证实，ＳＣ后大鼠海马神经
元可诱导时间依赖性的 ＧＲＰ７８表达，表明惊厥持续
状态启动了 ＥＲＳ通路。本研究用 ＴＵＮＥＬ法检测到
的凋亡神经元，提示惊厥持续状态后，神经元损伤具

有典型凋亡特征，这与 Ｓａｎｋａｒ等［１３］的报道相符。

ＳＣ组 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ和蛋白的表达量在 ２４ｈ显著
性升高，至 ４８ｈ已有下降，相应的 ＳＣ组海马神经
元凋亡细胞数 ４８ｈ较 ２４ｈ有显著性升高，提示海
马神经元受刺激时 ＧＲＰ７８的高表达反应，可能是海

马神经元的一种重要的原始防御机制，从而延长在

各种不利因素刺激下的细胞生存期；但由于应激时

间过长将导致内质网功能障碍，以及应激时总蛋白

处于合成抑制状态，故后期 ＧＲＰ７８表达减低，神经
元凋亡增多，ＧＲＰ７８的适度表达对于细胞的适应或
凋亡至关重要。文献表明，当细胞内 Ｃａ２＋浓度达到
了 １０６～１０５Ｍ时，ＣａＭ与 Ｃａ２＋结合形成 Ｃａ２＋／
ＣａＭ复合物，启动各种靶酶，参与神经递质释放［７］。

因此，ＣａＭ抑制剂 Ｗ７［１４１５］可通过抑制 ＣａＭ的活
性，从而抑制神经递质释放，并且还可通过阻断

Ｃａ２＋／ＣａＭ依赖的能量消耗，起到神经保护的作用。
李桦等［１６］通过观察 ＣａＭ抑制剂 Ｗ７对 Ｌ型钙离
子通道激动剂 Ｂａｙｋ８６４４致

!

小鼠行为和脑电图的

影响，发现 Ｗ７延长了
!

性发作和
!

波发放的潜伏

期，减轻了
!

性发作程度，明显减少了
!

波发放频

率，但具体作用机制尚未阐明。胥向红等［１７］也发现

Ｗ７可降低惊厥发作程度，减轻神经元损伤。本研
究结果显示相同时间点，应用 Ｗ７预处理组 ＧＲＰ７８
ｍＲＮＡ和蛋白的表达量明显高于 ＳＣ组，同时 Ｗ７
预处理组海马神经元凋亡细胞数明显低于 ＳＣ组，
故推测 Ｗ７作为一种钙调蛋白抑制剂，还可能通过
ＧＲＰ７８介导的内质网应激通路来抑制神经元凋亡，
减轻惊厥性脑损伤。

综上所述，惊厥持续状态启动 ＥＲＳ反应，早期
ＧＲＰ７８表达上调，细胞进行自我保护，后期 ＧＲＰ７８
表达抑制，启动细胞凋亡途径，且钙调蛋白抑制剂

Ｗ７在这一通路上具有提高ＧＲＰ７８表达、抑制神经
元凋亡的脑保护作用，具体机制尚待进一步研究。
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