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琥珀酸对惊厥幼鼠小脑浦肯野细胞的保护作用

张静 1　陈静 1　谭晓丽 1　任颖鸽 1　杜永平 1　张月萍 2

（第四军医大学西京医院 1. 中医科；2. 儿科脑发育研究室，陕西 西安　710032）

［摘要］　目的　探讨琥珀酸（SA）对惊厥幼鼠小脑浦肯野细胞（PC）的保护作用。方法　将健康新生

7 d Sprague-Dawley（SD）幼鼠 120 只随机分为新生期组和发育期组，两组再随机分为正常对照组、惊厥模型组、

小剂量苯巴比妥（PB）组（30 mg/kg）、大剂量 PB 组（120 mg/kg）、小剂量琥珀酸（SA）组（30 mg/kg）、大

剂量 SA 组（120 mg/kg）。利用腹腔注射戊四氮制备幼鼠惊厥模型，正常对照组应用生理盐水替代。新生期各

组大鼠分别在注射 PB 或 SA 或生理盐水后 30 min 处死取小脑，发育期各组大鼠分别在注射 PB 或 SA 或生理盐

水后养至 30 d 时处死取小脑。采用全细胞膜片钳技术，在各组幼鼠小脑脑片上记录 PC 动作电位（AP）；采用

低频刺激平行纤维（PF）诱发兴奋性突触后电流（EPSC），观察 SA 对各组大鼠 PC 长时程抑制（LTD）的影响。

结果　与对照组相比，新生期和发育期惊厥幼鼠 PC AP 频率均明显增高（P<0.05），发育期惊厥幼鼠 PC AP 阈

刺激明显降低（P<0.01），且 PC EPSC 的幅值抑制程度明显增强（P<0.05）；与对照组相比，新生期和发育期

大剂量 PB 组惊厥幼鼠 PC AP 阈刺激明显降低（P<0.01），PC AP 频率明显增高（P<0.05），PC EPSC 抑制程度

明显增强（P<0.05）；新生期和发育期大剂量 SA 组惊厥幼鼠 PC AP 频率与惊厥组相比均明显降低（P<0.05）；

发育期两种剂量 SA 组 AP 产生的阈值与惊厥组相比均明显增高（P<0.05）。结论　SD 幼鼠新生期惊厥导致的

小脑 PC 兴奋性增高和 PF-PC 突触可塑性异常可持续至发育期，PB 可能加重这种异常，而 SA 能降低惊厥幼鼠

小脑 PC 的兴奋性，并对惊厥造成的 PC LTD 的近期和远期异常有明显的修复作用。

［中国当代儿科杂志，2016，18（1）：85-93］
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Protective effect of succinic acid on cerebellar Purkinje cells of neonatal rats with 
convulsion
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Abstract: Objective    To investigate the protective effect of succinic acid (SA) on the cerebellar Purkinje 
cells (PCs) of neonatal rats with convulsion. Methods    A total of 120 healthy neonatal Sprague-Dawley rats aged 7 
days were randomly divided into a neonatal period group and a developmental period group. Each of the two groups 
were further divided into 6 sub-groups: normal control, convulsion model, low-dose phenobarbital (PB) (30 mg/
kg), high-dose PB (120 mg/kg), low-dose SA (30 mg/kg), and high-dose SA (120 mg/kg). Intraperitoneal injection of 
pentylenetetrazole was performed to establish the convulsion model. The normal control group was treated with normal 
saline instead. The rats in the neonatal group were sacrificed at 30 minutes after the injection of PB, SA, or normal 
saline, and the cerebellum was obtained. Those in the developmental group were sacrificed 30 days after the injection 
of PB, SA, or normal saline, and the cerebellum was obtained. Whole cell patch clamp technique was used to record 
the action potential (AP) of PCs in the cerebellar slices of neonatal rats; the parallel fibers (PF) were stimulated at a low 
frequency to induce excitatory postsynaptic current (EPSC). The effect of SA on long-term depression (LTD) of PCs 
was observed. Results    Compared with the normal control groups, the neonatal and developmental rats with convulsion 
had a significantly higher AP frequency of PCs (P<0.05), and the developmental rats with convulsion had a significantly 
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惊厥是新生儿期常见的神经系统症状。据报

道足月新生儿惊厥发生率为 1‰ ~3‰，早产儿则

更高 [1]。越来越多的实验研究提示新生期频繁的惊

厥发作可通过干扰脑的发育进程而导致神经网络

结构和功能的异常改变 [2-3]，使患儿以后患癫癎、

脑瘫、智力低下的风险增高 [4]。即使是单次惊厥，

也有可能引起脑内谷氨酸能突触传递的持久性改

变 [5]。因此，对新生儿惊厥应给以积极有效的治疗。

然而，传统的抗惊厥药如苯巴比妥（phenobarbital, 

PB）、地西泮、苯妥英等均有潜在的神经毒性 [6]，

尤以 PB 对发育脑造成的远期认知障碍最受关注，

许多动物研究均显示生后早期 PB 暴露可能造成持

久的神经系统功能损害 [7-8]。因此，如何权衡惊厥

后果和药物伤害是新生儿科医生面临的重大挑战，

而探索一种对发育脑具有保护作用的抗惊厥药将

为新生儿惊厥的救治提供一个理想的选择。

琥珀是传统的镇惊安神类中药，自古以来被

用于治疗惊厥。现代研究发现琥珀的主要成分琥

珀酸（succinic acid, SA）具有良好的抗惊厥作用。

来自小鼠、大鼠、兔和狗等多种动物的实验研究

表明腹腔注射 10~12 mM SA 可对抗多种方式造成

的动物惊厥 [9]。SA 的化学结构与脑内重要的抑制

性神经递质 γ 氨基丁酸（GABA）相似，许多研究

显示 SA 的主要药理作用是中枢抑制 [10]；然而，另

有研究证实 SA 具有强烈的中枢兴奋作用 [9]，这些

研究提示 SA 的中枢作用可能是双向的。因为 SA

位于三羧酸循环和脑内特有的谷氨酸 -GABA-SA
代谢旁路的枢纽地位，不仅在脑的能量代谢上具

有特殊地位，而且可能对于兴奋性突触传递和抑

制性突触传递均有调节作用，有利于维持脑内兴

奋 - 抑制的平衡，从而减轻病理状态下神经元的

损伤 [11]。但是，SA 对发育中的脑有无保护作用尚

不清楚。

本课题组以前的研究发现单次大剂量 PB 即可

增强惊厥幼鼠小脑主神经元浦肯野细胞（purkinje 

cell, PC）的高兴奋性，并加剧惊厥幼鼠 PC 长时程

抑制（long term depression, LTD）的表达异常 [12]，

本研究在此基础上，进一步研究了单次给予 SA 对

惊厥幼鼠 PC 电活动的近期和远期影响，并与单次

大剂量和小剂量 PB 的作用对比，为 SA 安全用于

新生儿惊厥的临床治疗提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂

葡 萄 糖 酸 钾、HEPES、EGTA、 磷 酸 肌 酸

二 钠、Na2ATP、Na3GTP、KOH，NaCl、KCl、

NaH2PO4 ·  H2O、MgSO4 ·7H2O、CaCl2 ·2H2O、

NaHCO3、葡萄糖、戊四氮及SA均购自Sigma公司；

PB 由第四军医大学西京医院提供。

电极内液成分：葡萄糖酸钾 120.0 mmoL/L，

KCl  5.0 mmoL/L，HEPES  10.0 mmoL/L，EGTA 

5.0 mmoL/L，CaCl2 ·2H2O 0.5 mmoL/L，MgSO4 ·7H2O 

2.0 mmoL/L，磷酸肌酸二钠 2.0 mmoL/L，Na2ATP 

4.0 mmoL/L，Na3GTP 0.3 mmoL/L， 调 pH 为 7.35~

7.45， 渗 透 压 为 280~290 mOsm/L。 人 工 脑 脊 液

（artificial cerebrospinal fluid, ACSF） 成 分：NaCl 

126.0 mmol/L，KCl  5.0 mmol/L，NaH2PO4 ·H2O 

1.25 mmol/L，MgSO4 ·7H2O 2.0 mmol/L，CaCl2 ·2H2O 

2.0 mmol/L，NaHCO3 26.0 mmol/L，葡萄糖10.0 mmol/L，

调 pH 为 7.35~7.45，渗透压为 300~310 mOsm/L。

渗透压测定仪（Model 210, FISKE ASSOCIATE, 

USA），振动切片机（VT1000S, LEICA, USA），

恒流泵（HL-2，上海泸西仪器厂），正置显微镜

（Ziss, Axopatch, Germen），放大器（Axon 700A, 

Axon Instrument, USA）， 微 电 极 操 纵 仪（Model 

decreased threshold stimulus (P<0.01) and a significantly greater inhibition of the amplitude of EPSC in PCs (P<0.05). 
Compared with the normal control groups, the neonatal and developmental rats with convulsion in the high-dose PB 
groups had a significantly decreased threshold stimulus (P<0.01), a significantly higher AP frequency of PCs (P<0.05), 
and a significantly greater inhibition of EPSC in PCs (P<0.05). Compared with the neonatal and developmental rats 
in the convulsion model groups, those in the high-dose SA groups had a significantly decreased AP frequency of PCs 
(P<0.05). The developmental rats in the low- and high-dose SA groups had a significantly higher AP threshold than 
those in the convulsion model group (P<0.05). Conclusions    The high excitability of PCs and the abnormal PF-PC 
synaptic plasticity caused by convulsion in neonatal rats may last to the developmental period, which can be aggravated 
by PB, while SA can reduce the excitability of PCs in neonatal rats with convulsion and repair the short- and long-term 
abnormalities of LTD of PCs caused by convulsion.                                   [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(1): 85-93]

Key words: Convulsion; Succinic acid; Phenobarbital; Purkinje cell
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285, Sutter Instrument, USA）， 电 极 拉 制 仪（P-
97, Sutter Instrument, USA），模拟 - 数字转换器

（Digidata1322A, Axon Instruments, USA），刺激器

（PG4000A, CYGNUS, USA）。

1.2　惊厥动物模型的制备及药物剂量的选择

第四军医大学动物实验中心为本研究提供健

康新生 7 d（P7）的 Sprague-Dawley（SD）幼鼠。

实验操作及内容符合西京医院实验动物保护和使用

委员会的规定。给予 P7 SD 幼鼠腹腔注射 60 mg/kg

戊四氮 [13-14]，放于空地，观察 30 min，依据 Racine

分级标准，0 级：无发作；Ⅰ级：仅口面部轻度阵

挛；Ⅱ级：Ⅰ级基础上出现节律性点头；Ⅲ级：

Ⅱ级基础上出现前肢阵挛；Ⅳ级：Ⅲ级基础上出

现后肢的阵挛；Ⅴ级：全身强直性抽搐 [15]。选

择 V 级视为惊厥全面发作，作为惊厥模型。临床

上 PB 治疗新生儿惊厥的负荷量和维持剂量分别是

20 mg/kg、5 mg/kg[16]，依据人与大鼠体表面积换算

公式计算 [17]，本实验给予惊厥幼鼠 PB 的大剂量为

120 mg/kg（相当于 PB 临床负荷量），小剂量为

30 mg/kg（相当于 PB 临床维持量）。参照 SA 抗

惊厥的相关研究文献 [11]，本实验给予惊厥幼鼠 SA

的大剂量为 120 mg/kg，小剂量为 30 mg/kg。

1.3　动物分组

将 SD 幼鼠分为新生期幼鼠组和发育期幼鼠

组。新生期幼鼠组幼鼠于生后 7 d 腹腔注射药物后

30 min 处死取小脑；发育期幼鼠组幼鼠于生后 7 d

腹腔注射药物后送回母鼠笼内，饲养至 30 d 再处

死取小脑。新生期幼鼠组分为以下 6 组：正常对

照组（不制作惊厥模型，腹腔注射与 PB 等容积的

生理盐水），惊厥模型组（腹腔注射与 PB 等容积

的戊四氮），小剂量 PB 组（制作惊厥模型，腹腔

注射30 mg/kg PB），大剂量PB组（制作惊厥模型，

腹腔注射 120 mg/kg PB），小剂量 SA 组（制作惊

厥模型，腹腔注射30 mg/kg SA），大剂量SA组（制

作惊厥模型，腹腔注射 120 mg/kg SA）。发育期幼

鼠组分组及处理方法同上。PB 和 SA 均在 SD 幼鼠

惊厥全面发作后一次性腹腔注射给药，每组动物

均为 10 只。

1.4　脑片制备

取 SD 幼 鼠 小 脑 后 迅 速 投 入 充 以 饱 和

95%O2+5%CO2 混合气体的 ACSF 冰水中约 1 min

取出，修整后固定于切片槽内，用振动切片机切

出厚约 300~400 μm 的脑片，置于 32℃的 ACSF 中

孵育30 min，再于室温下孵育30 min后开始记录。

整个过程通以 95%O2+5%CO2 混合气体。

1.5　全细胞膜片钳记录

将脑片移至记录浴槽内，先在低倍镜下找

到小脑皮层的细胞层，再在高倍镜下选择表面光

滑、立体感强的 PC。玻璃电极内充灌内液后电阻

为 5~8 MΩ，当电极尖端靠近 PC 时，给予合适的

负压，形成 1 GΩ 以上高阻抗封接，继续施加负

压或用 1.5 V、5~20 ms 的短时脉冲击破细胞膜，

形成 PC 全细胞记录。在电流钳模式下，向细胞内

注射去极化电流（50~900 pA, 150 ms），诱发并记

录 PC 动作电位（action potential, AP）。在电压钳

模式下，用充有 ACSF 的玻璃微电极刺激小脑分子

层的平行纤维（PF），可在 PC 上记录到兴奋性突

触后电流（excitatory postsynaptic current, EPSC），

以 1 串 300 个脉冲组成的频率为 1 Hz 的低频刺激

（low frequency stimulation, LFS）诱发 PF-PC 突触

传递的 LTD 现象。整个记录过程持续用恒流泵以

2 mL/min 的速度向浴槽内灌注充以 95%O2+5%CO2

混合气体的 ACSF。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较应用单因素方差分析，组间两两比较应

用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　琥珀酸对新生期惊厥幼鼠小脑 PC兴奋性的

影响

在小脑脑片上，细胞内给予去极化电流可诱

发 PC 产生 AP。各组 AP 阈刺激比较差异有统计

学意义（F=83.58，P<0.01）。在正常对照组，诱

发 PC 产生 AP 的阈刺激为 173±13 pA，惊厥模型

组的阈刺激为 165±11 pA，与正常对照组相比差

异无统计学意义（P>0.05）。小剂量 PB 组和大剂

量 PB 组诱发 AP 的阈刺激分别为 160±13 pA 和

114±14 pA，与惊厥模型组和正常对照组相比，

小剂量 PB 组差异无统计学意义（P>0.05），但

大剂量 PB 组 PC 的阈刺激明显降低（P<0.01）。

小剂量 SA 组和大剂量 SA 组 PC 的阈刺激分别为
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167±10 pA 和 169±12 pA，与惊厥模型组和正常

对照组相比差异均无统计学意义（P>0.05），见图

1A。

诱发惊厥模型组 AP 的阈刺激与正常对照组相

比虽然无明显变化，但不同刺激强度（50~900 pA）

诱发的AP频率在惊厥模型组却显著增高（P<0.05）。
小 剂 量 PB 组 AP 的 频 率 也 高 于 正 常 对 照 组

（P<0.05），与惊厥模型组相近（P>0.05）；而大

剂量PB组AP的频率较惊厥模型组更高（P<0.05）。

小剂量SA组AP频率与惊厥模型组相近（P>0.05），

高于正常对照组（P<0.05）；大剂量 SA 组 AP 的

频率显著低于惊厥模型组（P<0.05），接近正常对

照组（P>0.05）。见图 1B。

以上结果表明：新生期惊厥幼鼠小脑 PC 兴

奋性增高，小剂量 PB 和小剂量 SA 对惊厥幼鼠 PC

兴奋性无明显影响，大剂量 PB 可使其兴奋性进一

步增高，而大剂量 SA 可显著降低惊厥幼鼠 PC 的

兴奋性。

2.2　琥珀酸对新生期惊厥幼鼠小脑 PF-PC LTD
的影响

在新生期惊厥幼鼠各组小脑脑片上，LFS 均

可诱发出 PF-PC EPSC 的 LTD。正常对照组 EPSC

幅 值 在 LFS 后 15 min 内 降 至 72.5%，LFS 后

15~30 min 内 降 至 68.8%。LFS 后 的 15 min 内，

惊厥模型组 EPSC 幅值的抑制程度大于正常对照

组，但差异无统计学意义（P>0.05）；LFS 后的

15~30 min，惊厥模型组 EPSC 幅值的抑制程度

与正常对照组相似（P>0.05）。小剂量 PB 组在

LFS 后 EPSC 幅值抑制程度显著大于惊厥模型组

（P<0.01）和正常对照组（P<0.01）；大剂量 PB

组 EPSC 幅值抑制程度在 LFS 后 15 min 内显著大

于惊厥模型组（P<0.01）和正常对照组（P<0.01），

但在LFS后的15~30 min接近正常对照组（P>0.05）。
小剂量 SA 组和大剂量 SA 组 EPSC 幅值的抑制程

度均接近正常对照组（P>0.05）。见图 2，表 1。

以上结果表明新生期惊厥幼鼠小脑 PF-PC 
LTD 的表达模式发生了轻微的变化，小剂量 PB 和

大剂量 PB 均加剧了新生期惊厥幼鼠 LTD 表达模

式的变化，而小剂量 SA 和大剂量 SA 均可使新生

期惊厥幼鼠 LTD 的表达模式恢复正常。

图 1　琥珀酸对新生期惊厥幼鼠小脑 PC兴奋性的影响　　A：刺激各组 PC 产生动作电位的阈值比较（n=10）。

B：不同电流强度刺激各组 PC 产生动作电位的频率比较（n=10）。a 示与正常对照组比较，P<0.01；b 示与惊厥模型组比较，

P<0.01。
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2.3　琥珀酸对发育期惊厥幼鼠小脑 PC兴奋性的

影响

各 组 AP 阈 刺 激 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=111.62，P<0.01）。在正常对照组，诱发 PC

产生 AP 的阈刺激为 141±13 pA，惊厥模型组的

阈刺激为 95±8 pA，与正常对照组相比明显降低

（P<0.01）。小剂量 PB 组和大剂量 PB 组诱发 AP

的阈刺激分别为 106±12 pA 和 91±11 pA，与惊

厥模型组相比差异均无统计学意义（P>0.05），

但均低于正常对照组（P<0.01）。小剂量 SA 组

和大剂量 SA 组 PC 的阈刺激分别为 130±9 pA

和 132±12 pA，与惊厥模型组相比均明显增高

（P<0.01），与正常对照组相比差异均无统计学意

义（P>0.05），见图 3 A。

表1　琥珀酸对新生期惊厥幼鼠小脑PC长时程抑制的影响

（n=10，x±s）

组别
EPSC 幅值变化

t1 t2

正常对照组 78.2±7.5 69.8±1.3

惊厥模型组 74.2±6.8 70.6±1.0

小剂量 PB 组 68.5±9.8a 56.8±2.1a,b

大剂量 PB 组 62.4±8.6a,b 69.7±1.2

小剂量 SA 组 79.8±7.9 68.4±1.9

大剂量 SA 组 77.0±7.8 69.6±1.3

F 值 10.20 180.10

P 值 <0.01 <0.01

注：[EPSC] 兴奋性突触后电流；a 示与正常对照组比较，
P<0.01；b 示 与 惊 厥 模 型 组 比 较，P<0.01。t1： 低 频 刺 激 后
15 min；t2：低频刺激后 15~30 min。

图 2　琥珀酸对新生期惊厥幼鼠小脑 PC长时程抑制的影响　　A：（左）：低频刺激（1 Hz，5 min）各组平行

纤维（PF）诱发的 PC 兴奋性突触后电流（EPSC）的长时程抑制比较（n=10），t1：刺激后 15 min；t2：刺激后 15~30 min。

（右）：各组典型的 PC EPSC 在刺激前（黑色）、刺激后 15 min（红色）和刺激后 15~30 min（蓝色）的幅值变化。B：低频

刺激后 15 min 内各组 EPSC 幅值变化的比较（n=10）。C：低频刺激后 15~30 min 各组 EPSC 幅值变化的比较（n=10）。a 示

与正常对照组比较，P<0.01；b 示与惊厥模型组比较，P<0.01。
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与正常对照组相比，惊厥模型组在不同刺

激强度（50~900 pA）下诱发的 AP 频率亦明显增

高（P<0.05）。小剂量 PB 组 AP 频率比大剂量

PB 组略低，但差异无统计学意义（P>0.05），均

高于正常对照组（P<0.05），与惊厥模型组相近

（P>0.05）。小剂量 SA 组 AP 频率略低于惊厥模

型组，略高于正常对照组，但差异均无统计学意

义（P>0.05）。大剂量 SA 组 AP 频率显著低于惊

厥模型组（P<0.05），接近正常对照组（P>0.05）。

见图 3B。

以上结果表明：惊厥幼鼠发育期小脑 PC 兴

奋性增高，小剂量 PB 和大剂量 PB 对惊厥幼鼠发

育期小脑 PC 的高兴奋性无显著性影响，而小剂量

SA和大剂量SA可显著降低惊厥幼鼠PC的兴奋性，

大剂量 SA 的作用更明显。

图 3　琥珀酸对发育期惊厥幼鼠小脑 PC兴奋性的影响　　A：刺激各组 PC 产生动作电位的阈值比较（n=10）。

B：不同电流强度刺激各组 PC 产生动作电位的频率比较（n=10）。a 示与正常对照组比较，P<0.01；b 示与惊厥模型组比较，

P<0.01。

2.4　琥珀酸对惊厥幼鼠发育期小脑 PF-PC LTD
的影响

在各组发育期惊厥幼鼠小脑脑片上，LFS 均

可诱发出 PF-PC EPSC 的 LTD。正常对照组 EPSC

幅 值 在 LFS 后 15 min 内 降 至 73.7%，LFS 后

15~30 min 内 降 至 69.0%。LFS 后 的 15 min 内，

惊厥模型组 EPSC 幅值的抑制程度明显大于正常

对 照 组（P<0.01），LFS 后 的 15~30 min， 惊 厥

模型组 EPSC 幅值的抑制程度与正常对照组相近

（P>0.05）；小剂量 PB 组和大剂量 PB 组在 LFS

后 15~30 min，EPSC 幅值抑制程度均显著大于惊

厥模型组（P<0.01）和正常对照组（P<0.01）；小

剂量 SA 组和大剂量 SA 组 EPSC 幅值的抑制程度

接近正常对照组（P>0.05）。见图 4，表 2。

以上结果表明惊厥幼鼠发育期小脑 PF-PC 
LTD 的表达模式发生了变化，小剂量 PB 和大剂量

PB均加剧了惊厥幼鼠发育期LTD表达模式的变化，

而小剂量 SA 和大剂量 SA 均可使惊厥幼鼠发育期

LTD 的表达模式恢复正常。

表2　琥珀酸对发育期惊厥幼鼠小脑PC长时程抑制的影响

（n=10，x±s）

组别
EPSC 幅值变化

t1 t2

正常对照组 79.9±7.6 70.0±1.3

惊厥模型组 69.1±7.6a 68.8±0.8

小剂量 PB 组 66.7±7.6a 60.1±1.4a,b

大剂量 PB 组 62.6±7.8a 60.9±0.7a,b

小剂量 SA 组 82.4±7.5b 68.0±2.7

大剂量 SA 组 77.7±9.0b 68.8±1.3

F 值 15.53 130.00

P 值 <0.01 <0.01

注：[EPSC] 兴奋性突触后电流；a 示与正常对照组比较，
P<0.01；b 示 与 惊 厥 模 型 组 比 较，P<0.01。t1： 低 频 刺 激 后
15 min；t2：低频刺激后 15~30 min。
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图 4　琥珀酸对发育期惊厥幼鼠小脑 PC长时程抑制的影响　　A（左）：低频刺激（1 Hz，5 min）各组平行纤

维（PF）诱发的PC兴奋性突触后电流（EPSC）的长时程抑制比较（n=10），t1：刺激后15 min；t2：刺激后15~30 min。（右）：

各组典型的 PC EPSC 在刺激前（黑色）、刺激后 15 min（红色）和刺激后 15~30 min（蓝色）的幅值变化。B：低频刺激后

15 min 内各组 EPSC 幅值变化的比较（n=10）。C：低频刺激后 15~30 min 各组 EPSC 幅值变化的比较（n=10）。a 示与正常

对照组比较，P<0.01；b 示与惊厥模型组比较，P<0.01。

3　讨论

本研究显示新生期（P7）惊厥幼鼠 PC 兴奋性

增高，并持续至发育期（P30）。值得注意的是，

惊厥幼鼠 PC 的阈刺激在 P7 时未发生明显变化，

而到 P30 时显著降低。这表明惊厥对幼鼠 PC 兴奋

性的影响可能是长期的、渐进的。PB 对这种惊厥

造成的 PC 兴奋性的渐进性增强并没有抑制作用，

大剂量PB甚至使惊厥幼鼠PC兴奋性进一步增强。

而 SA 对惊厥幼鼠 PC 的高兴奋性有明显的抑制作

用，大剂量 SA 对惊厥幼鼠 PC 放电频率的抑制比

小剂量 SA 更显著。

徐晓科等 [18] 的研究发现单次给予 P7 幼鼠腹

腔注射 62.5 mg/kg PB，24 h 后在海马下托部位发

现神经元过度凋亡，但未造成幼鼠 3 周后海马的

形态学改变和行为学（水迷宫测试）变化。本研

究发现单次给予 P7 幼鼠腹腔注射 120 mg/kg PB，

对幼鼠小脑 PC 电活动的影响可持续到 P30，而

30 mg/kg PB 对惊厥幼鼠 PC 电活动无明显的近期或

远期影响。这些结果表明 PB 对发育脑造成的神经

损伤与剂量有关，大剂量 PB 引起药物性脑损伤的

可能性更大，持续时间更长。目前认为这与 PB 的

作用机制和未成熟脑的特点有关。PB 是通过增强

GABA 能突触传递，使神经元超极化而发挥抗惊厥

作用的 [19]，但在未成熟脑内，由于神经元内 Cl- 浓

度较高，GABA 受体激活后 Cl- 外流，反而使细胞

膜去极化，继而导致神经元的兴奋性增高 [20]。

与 PB 相比，SA 的作用机制较为复杂。研究

发现 SA 一方面能抑制 GABA 和琥珀酸半醛之间的

互变反应，升高惊厥动物脑内的 GABA 水平，增
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强中枢抑制，另一方面又能增加脑内谷氨酸脱羧

酶活性，抑制谷氨酸水平的增高，抑制中枢兴奋[21]。

此外，SA 还能通过改变细胞膜对 Cl- 的通透性，

抑制神经元去极化而降低神经元的兴奋性 [22]。而

当脑内神经元过度抑制时，SA 又可调节谷氨酸水

平，使脑内兴奋 - 抑制系统恢复平衡 [9]。这种双向

调节作用有利于维持脑内兴奋 - 抑制的平衡，减

轻神经元的损伤。本研究发现 SA 能降低惊厥幼鼠

PC 的高兴奋性，证实其对未成熟脑具有良好的保

护作用，推测可能与 SA 对神经元兴奋 - 抑制系统

的适度调节有关。

LTD 主要是指由 α- 氨基 -3- 羟基 -5- 甲基 -4-
异恶唑丙酸（AMPA）受体介导的兴奋性突触在某

种刺激后使突触传递效率持续降低的现象。本研

究中，低频刺激 PF 使 PC EPSC 的幅值降低，并持

续半小时以上，此即 LTD。已经证明导致 LTD 出

现的最终一步，是突触后膜表面 AMPA 受体总数

的减少，其间详细的信号转导过程，涉及 Ca2+ 内

流以及蛋白激酶 C（protein kinase C, PKC）、环磷

酸鸟苷（guanosine 3',5'-cyclic phosphate, cGMP），

和一氧化氮（NO）的激活和生成等机制 [23]。近半

个多世纪的研究发现脊椎动物小脑不仅参与一向

公认的躯体平衡、运动协调和技巧动作的获得，

而且也参与内脏功能调节和高级认知功能的形

成。自上世纪 80 年代以来，以 Ito 为首的小脑科

学家们发现小脑 LTD 在动物眨眼反射、前庭 - 眼

反射和动作学习过程中发挥关键作用，认为小脑

LTD 是运动学习和记忆的分子基础 [24]。与海马储

存记忆功能不同的是，小脑 LTD 可能在纠错记忆

中发挥重要的作用，因而使小脑 LTD 成为与高级

认知功能相关的另一个研究热点 [25]。许多研究表

明在有学习记忆障碍的动物脑中，无法成功诱导

LTD，反之亦然。因此目前公认 LTD 是学习和记

忆的分子基础 [26]。

我们先前的研究发现惊厥发作使 P7 惊厥幼鼠

PC LTD 发生了模式改变，表现为 LFS 后早期抑制

程度的增强（LFS 后 15 min 内）[12]。本研究发现

PC LTD 模式变化在惊厥幼鼠 P30 时更为显著。这

一结果表明生后早期的惊厥事件对 SD 幼鼠 PF-PC
突触传递功能的影响会持续到发育期。而 PB 不仅

加剧了惊厥幼鼠 PC LTD 的早期抑制，同时也加重

了 PC LTD 的晚期抑制（LFS 后 15~30 min）。SA

对惊厥幼鼠 PC LTD 模式的改变却有显著的矫正作

用，无论 P7 还是 P30，大剂量和小剂量 SA 均使

PC LTD 的抑制程度接近正常对照组。

Cornejo 等 [5] 的研究发现，P7 SD 大鼠单次惊

厥发作即可永久性地改变谷氨酸能突触功能，使

惊厥幼鼠在 P60 时海马长时程增强（LTP）被抑

制，LTD 被增强，同时细胞膜上 AMPA 受体亚型

GluR1 减少，N- 甲基 -D- 天冬氨酸（N-methyl-D-
aspartic acid, NMDA）受体亚型 NR2A 总量减少。

本研究关于LTD的结果与Cornejo等 [5]的研究相似，

提示新生期的单次惊厥所产生的远期不良影响值

得进一步关注。

未成熟脑对抗惊厥药有特殊的敏感性。有研

究发现生后早期长程给予 PB 可引起大鼠脑发育

异常，海马神经元和小脑 PC 及颗粒细胞数量减

少，并抑制新生细胞的增殖，导致幼鼠成年后认

知和行为能力改变 [27-28]。本研究发现 P7 单次给

予 PB（30 mg/kg）对大鼠 PC LTD 的强化可持续至

P30，提示生后早期即使单次小剂量 PB 也有可能

对远期认知能力产生不良影响。

本研究发现 SA 不仅能降低惊厥幼鼠 PC 的高

兴奋性，对惊厥幼鼠 PC LTD 的异常也有近期和

远期的修复作用。这一结果提示 SA 能够抑制新生

期惊厥发作对大鼠 PF-PC 谷氨酸能突触功能的影

响，从而具有神经保护作用。关于 SA 如何消除惊

厥对发育脑 PC LTD 的影响，我们推测有以下几种

可能：（1）通过上调突触间隙的谷氨酸水平，促

进 PC 膜上大量静止型突触向活动型突触转变，从

而解除惊厥对 PC LTD 的强化；（2）通过增加 PC

上的 AMPA 受体密度或抑制 AMPA 受体内化，使

PC对 PF传入的兴奋性刺激保持一定的反应能力；

（3）通过调节全脑的能量代谢，减轻惊厥对神经

元造成的损伤，从而使 PC LTD 能够正常表达。无

论怎样，SA 对未成熟脑的保护作用及其机制均有

待于进一步探讨。

综上所述，本研究表明单次惊厥对未成熟脑

的发育会产生远期不良影响，PB 可能加剧这种损

伤，SA 能降低惊厥造成的神经元高兴奋性，并逆

转惊厥引起的 PC LTD 强化，有明显的近期和远期

神经保护效果，是一种用于临床新生儿惊厥救治

的潜在的理想药物，值得深入研究。
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