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MicroRNA-132 拮抗剂对匹罗卡品诱导的
幼年大鼠癫癎持续状态的影响

吴天慧 1,2　尹飞 1　彭镜 1　孔惠敏 1　李琳红 1

（1. 中南大学湘雅医院儿科，湖南 长沙　410008；2. 湖南省儿童医院肾脏风湿科，湖南 长沙　410007）

［摘要］　目的　探讨 microRNA-132 拮抗剂对氯化锂 - 匹罗卡品诱导的幼年 Sprague-Dawley（SD）大鼠癫

癎持续状态（SE）的影响。方法　将 3 周龄 SD 大鼠分为癫癎模型组、microRNA-132 拮抗剂组和 microRNA-132

拮抗剂阴性对照组，每组 15 只。MicroRNA-132 拮抗剂及其阴性对照预处理在造模前 24 h 进行，利用氯化锂 -

匹罗卡品建立幼年 SD 大鼠 SE 模型。通过行为学观察各组大鼠 SE 发作潜伏期及 SE 诱导成功率；Lado 幼鼠癫癎

评分观察各组大鼠抽搐发作的严重程度；脑电图监测各组大鼠癫癎样放电的频率及波幅，并统计各组死亡率。

结果　在实验各组中，SE 诱导成功率差异无统计学意义（P>0.05）；与 microRNA-132 拮抗剂阴性对照组和癫癎

模型组比较，microRNA-132 拮抗剂组大鼠造模以后达到 SE 的潜伏期明显延长（P<0.05），Lado 幼鼠癫癎评分

下降（P<0.05），脑电图显示癎样放电的幅度及频率显著下降（P<0.05），死亡率稍降低。结论　microRNA-132

拮抗剂预处理对氯化锂 - 匹罗卡品诱导的幼年 SD 大鼠 SE 发生和发展具有抑制作用，抑制 microRNA-132 有可

能成为 SE 药物治疗的潜在靶点和新方向。                      ［中国当代儿科杂志，2016，18（10）：1030-1034］
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Effect of a microRNA-132 antagonist on pilocarpine-induced status epilepticus in 
young rats
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Abstract: Objective    To study the effect of a microRNA-132 antagonist on lithium-pilocarpine-induced status 
epilepticus (SE) in young Sprague-Dawley (SD) rats. Methods    Forty-five 3-week-old SD rats were randomly and 
equally divided into epilepticus model group, microRNA-132 antagonist group, and microRNA-132 antagonist negative 
control group. The young SD rat model of SE was established using lithium-pilocarpine. For the microRNA-132 
antagonist group and the negative control group, pretreatment was performed 24 hours before the model establishment. 
Behavioral observation was performed to assess the latency of SE and success rate of induction of SE. The scale of 
Lado was used to evaluate the seizure severity. Electroencephalography (EEG) was used to assess the frequency and 
amplitude of epileptiform discharges. The mortality rate was calculated in each group. Results    There was no significant 
difference in the success rate of induction of SE between the three groups (P>0.05). Compared with the microRNA-132 
negative control group and the epilepticus model group, the microRNA-132 antagonist group had significantly prolonged 
SE latency after model establishment (P<0.05), a significantly lower Lado score of seizure (P<0.05), significantly lower 
frequency and amplitude of epileptiform discharges on EEG (P<0.05), and a slightly reduced mortality rate. Conclusions    
The treatment with the microRNA-132 antagonist shows an inhibitory effect on the development and progression of 
lithium-pilocarpine-induced SE in young SD rats. The inhibition of microRNA-132 is likely to be a potential target or 
direction for drug treatment of SE.                                                    [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(10): 1030-1034]
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癫癎持续状态（status epilepsy, SE）或称癫癎

状态，是癫癎连续发作之间意识未完全恢复又频

繁再发，或发作持续 30 min 以上不自行停止。SE

是癫癎发作的一种特殊形式，是需要紧急处理的

一种严重状态。大约 10%~20% 的儿童癫癎病人至

少有一次 SE 发作，所以更是儿科常见的急诊疾患

之一。

MicroRNA 是近年来发现的一类新的调控家

族，与神经发育以及成人神经生物网络的多基因

调控相关，如 microRNA-132 与神经外向性生长有

关，而 microRNA-134 在神经突触的调节中起了重

要作用，提示这些神经源性 microRNA 与突触可塑

性等神经功能关系密切 [1-3]。已有学者发现在癫癎

发生后，不同海马组织中 microRNAs 的表达改变

不同 [4-5]，其中 microRNA-132 和 microRNA-134 在

这些脑组织及体液中呈现异常表达，提示其可

能作为癫癎等脑损伤后的生物学标记。在一些

癫癎患者中，持续癫癎发作伴随的海马组织中

microRNA-132 表达水平增加，可能导致神经形态

学的改变，引起神经元的过度兴奋和大脑认知功

能障碍 [6]。前期本课题组也发现在幼年内侧颞叶癫

癎（MTLE）大鼠模型各期 microRNA-132 呈现持

续性表达增高，提示 microRNA-132 与 MTLE 的发

生发展关系密切 [7]。细胞实验证实，在体外培养

原代神经元中，通过有效干预改变 microRNA-132

的表达，可对神经细胞突触形态及细胞兴奋性产

生影响，过度表达的 microRNA-132 可导致神经

突触重塑和树突出芽，增加兴奋性电流，促进神

经元细胞的异常放电 [8-9]。但目前国内外缺乏在

体干扰 microRNA-132 对癫癎发生、发展影响的

研究，对于干扰时机、给药方式更缺乏系统的研

究。MicroRNA 拮抗剂是一类经过特殊化学修饰的

microRNA 拮抗剂，通过与体内成熟的 microRNA

强竞争性结合，阻止 microRNA 靶基因 mRNA 的

互补配对，达到抑制 microRNA 功能的作用。在

前期的研究中，microRNA 拮抗剂干预神经系统

最常采用侧脑室注射方法 [7-10]。因此，结合国内

外研究进展和本课题组的前期工作基础，本研

究采用氯化锂 - 匹罗卡品诱导建立幼年 Sprague-
Dawley（SD）大鼠 SE 模型，在造模前侧脑室注射

microRNA-132 拮抗剂下调 microRNA-132 水平，观

察 microRNA-132 拮抗剂对大鼠 SE 发生的影响，

探讨调控 microRNA-132 对大鼠癫癎发作的在体影

响，为后续机制研究奠定良好的基础。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器

MicroRNA-132 拮 抗 剂 及 拮 抗 剂 阴 性 对 照

购买自广州瑞博生物科技有限公司（产品 ID：

miR111645）。MicroRNA-132 拮 抗 剂 以 冻 干 粉 的

形式保存于 -20℃ ~-80℃，使用前用 RNase-free 

H2O（上海信然生物科技有限公司）稀释，分装保

存，尽量不要超过 5 次反复冻融。

匹罗卡品（美国 Sigma-Aldrich 公司）；氯化

锂（美国 Genview 公司）；脑电图记录仪（日本

Olympus 公司）；脑立体定位仪、微量注射器、

套管针（深圳瑞沃德公司）；微型手持式颅钻

（STRONG90，韩国 SAESHIN 公司）。

1.2　实验动物分组

3 周 龄 雄 性 SD 大 鼠 购 自 中 南 大 学 湘 雅 医

学 院 实 验 动 物 中 心， 随 机 分 为 癫 癎 模 型 组、

microRNA-132 拮抗剂组、microRNA-132 拮抗剂阴

性对照组，在置管至建模前存活的大鼠进入研究，

如期间死亡予以剔除，并分批次同步补充至每组

15 只。

1.3　侧脑室置管及脑电图电极定位

采用立体脑定位仪，以实验动物前囟中点为

参照点，在前囟中点旁移 1.2 cm，后移 0.6 cm，深

度 4.1 cm 置入套管针，牙科水泥固定。海马电极

定位为前囟中点旁移 2.5 mm，后移 3.8 mm，颅骨

下 3.8 mm。小脑参考电极定位为正中线人字缝后

1 mm 突破颅骨即可。

1.4　MicroRNA-132 拮抗剂预处理

在 侧 脑 室 成 功 置 管 后 1 周、 建 模 前 24 h，

microRNA-132 拮 抗 剂 组 和 microRNA-132 拮 抗 剂

阴性对照组大鼠固定于脑立体定位仪上，采用微

量注射器分别向侧脑室置管内注射 microRNA-132

拮抗剂、microRNA-132 拮抗剂阴性对照，剂量为

50 μL（20 nmol/mL）[4,10]，癫癎模型组则同步给予

生理盐水 50 μL。

1.5　动物建模

各 组 SD 大 鼠 腹 腔 注 射 氯 化 锂 125 mg/kg，

18~20 h 后腹腔注射匹罗卡品（50 mg/kg），诱导
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至癫癎发作 [11]，根据 Lado 幼鼠癫癎评分判定癫

癎发作的程度，达到 Lado 幼鼠癫癎发作分级标准

4~7 级（表 1）并持续 2 h 即为 SE[12]。给予 SE 大

鼠水合氯醛 300 mg/kg 腹腔注射终止发作，解救前

死亡者剔除，解救成功者纳入进一步研究。

表 1　Lado 幼鼠癫癎发作分级标准

分级 状态

0 级 无发作

1 级 机械性咀嚼

2 级 连续性点头

3 级 单侧前肢阵挛

3.5 级 前肢交替阵挛

4 级 双侧前肢阵挛、后退

5 级 双侧前肢阵挛、后退、摔倒

6 级 狂奔嘶叫

7 级 强直发作

1.6　行为学观察

通过行为学观察统计潜伏期时长，将实验大

鼠从注射致癎药物开始到出现行为学 Lado 分级 4

级及以上癎性发作所需时间定义为潜伏期。Lado

幼鼠癫癎评分评价大鼠抽搐严重程度，统计死亡

率。

1.7　脑电图观察癫癎放电

监测时长为注射匹罗卡品后约 3 h，达到 SE

后 90 min 终止。

1.8　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件包对数据进行统计学

分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组计量资料的比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　SE 模型制备结果

各 组 给 予 氯 化 锂 诱 导 后， 注 射 匹 罗 卡 品

5~30 min，动物开始出现机械性咀嚼、连续性点头、

单侧前肢阵挛、前肢交替阵挛，随后出现双侧前

肢阵挛、后退、摔倒，最后出现狂奔嘶叫、强直

发作。癫癎模型组、microRNA-132 拮抗剂组及其

阴性对照组分别有 8、9、9 只大鼠达到 SE，诱导

成功，成功率分别为 53%（8/15）、60%（9/15）、

60%（9/15）， 各 组 间 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

（χ2=5.42，P>0.05）。

2.2　各组大鼠抽搐潜伏期时长

各 组 潜 伏 期 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=4.72，P<0.05）。MicroRNA-132 拮 抗 剂 组 潜

伏 期（56.9±2.7 min）（n=9） 较 其 阴 性 对 照 组

（51.4±1.7 min）（n=9）、癫癎模型组（52.2±2.3 min）

（n=8） 明 显 延 长（P<0.05）， 癫 癎 模 型 组 和

microRNA-132 拮抗剂阴性对照组之间比较，差异

无统计学意义（P>0.05）。

2.3　各组大鼠抽搐 Lado 评分

Lado 评分结果显示：各组 Lado 评分比较差异

有统计学意义（F=5.16，P<0.05）。MicroRNA-132

拮抗剂预处理后，SD 大鼠的 Lado 评分为 5.3±1.0

分（n=9），较癫癎模型组（5.8±0.8 分）（n=8）

及其阴性对照组（5.7±0.8 分）（n=9）均有下降

（P<0.05）；而其阴性对照组与癫癎模型组比较差

异无统计学意义（P>0.05）。

2.4　脑电图监测

通过脑电图监测观察到，在诱导 SE 后，各

组大鼠脑电图均可见到高波幅尖波、尖棘波发

放，分析 SE 后 30 min 脑电图结果显示（图 1），

microRNA-132 拮 抗 剂 组 的 大 鼠 脑 电 图 尖 波 放

电 频 率 及 放 电 幅 度 均 明 显 低 于 癫 癎 模 型 组 及

microRNA-132 拮抗剂阴性对照组（P<0.05），而

癫癎模型组与 microRNA-132 拮抗剂阴性对照组的

放电频率及幅度比较差异无统计学意义（P>0.05）。

见表 2。

2.5　各组大鼠死亡情况

SE 诱导成功后通过观察各期的大鼠死亡情况

发现，在 SE 后短时间（7 d）内，各组均有不同程

度的死亡，癫癎模型组、microRNA-132 拮抗剂及

其阴性对照组分别死亡 2、2、3 只，在 21 d 内，

癫癎模型组、microRNA-132 拮抗剂及其阴性对照

组分别死亡 3、2、3 只，21 d 后至 56 d 内，癫癎

模型组、microRNA-132 拮抗剂及其阴性对照组大

鼠均无新发死亡。
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3　讨论

MicroRNA 是 微 小 非 编 码 RNA， 参 与 各 种

生物的分化、增殖及凋亡等生理、病理过程。

MicroRNA-132 被认为是神经元性 microRNA[13]，在

大鼠、小鼠及人类的中枢神经系统均 100% 保守表

达，与正常神经分化、生长及扩展以及突触重塑

等诸多神经功能有关。

MicroRNA-132 表达具有突触优势，既往发现

成熟的 microRNA-132 在海马齿状回区域神经元高

度表达，在胚胎后期神经元树突区域或者成年大脑

的突触碎片均有表达；除了成熟体，microRNA-132

A

B

C

表 2　各组大鼠放电频率与放电幅度比较　（x±s）

组别 n 放电频率
( 次 /min)

放电幅度
(μV)

癫癎模型组 8 32.2±5.0 106±34

microRNA-132 拮抗剂
    阴性对照组

9 31.1±3.6 87±16

microRNA-132 拮抗剂组 9 18.9±2.6a,b 36±16a,b

F 值 4.98 -5.84

P 值 0.02 0.01

注：a 示与癫癎模型组比较，P<0.05；b 示与 microRNA-132
拮抗剂阴性对照组比较，P<0.05。

图 1　各组脑电图监测结果　　A：癫癎模型组；B：microRNA-132 拮抗剂阴性对照组；C：microRNA-132 拮抗剂组。

脑电图记录参数为 200 ms/div、100 μV、0.02 s、30 Hz。

前体也在轴突富集 [8-9]。MicroRNA-132 表达增加能

促进锥体细胞和颗粒细胞向神经元的成熟，促使

颗粒神经元分化成熟。在培养的原代神经元中，

microRNA-132 富集于轴突，作为调节轴突延伸发

展的正性调节因子，作用于轴突局部，调节 Rasal 

mRNA，促进轴突延伸，与神经元形态和突触可塑

相关，是调节突触活动的神经结构和功能的可塑

性的重要因素 [13-14]。

有研究发现 microRNA-132 表达异常与神经系

统的许多疾病相关 [13-16]。同时，在多种 MTLE 模型

中，microRNA-132 均表达上调，认为其与癫癎的

发生、发展有关系 [14-16]。有观点认为 MTLE 发生时，

急性期存在大量神经元的丢失，同时，星形胶质细

胞和小胶质细胞大量增生从而对癫癎的反复发作

产生长期的影响，由于大量神经元丢失，星形胶

质细胞、小胶质细胞增生，海马硬化发生 [7,17]。在

体外培养原代神经元中，过度表达 microRNA-132

导致神经突触重塑和树突出芽，增加兴奋性电流，

对神经元细胞的异常放电有影响 [8-9]。也有研究在

诱导癫癎前给予干预，使用 microRNA-132 拮抗剂，

抑制 microRNA132 的表达，可减少 SE 后海马 CA3

区域的神经元细胞死亡 [4,13-14]。在本研究中我们通

过侧脑室注射 microRNA-132 拮抗剂预处理后建立
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SE 模型，从脑电图来看，其放电频率和幅度均低

于癫癎模型组，可能与此有关。

本 课 题 组 发 现 在 幼 年 MTLE 大 鼠 模 型

microRNA-146a、155 及 132 的 表 达 有 改 变， 尤

其 是 microRNA-132 呈 现 持 续 性 表 达 增 高， 提

示 microRNA-132 与 MTLE 的 发 生 发 展 关 系 密

切。Huang 等 [10] 发 现 在 氯 化 锂 - 匹 罗 卡 品 模 型

中 急 性 期 microRNA-132 表 达 上 调， 而 慢 性 期

表 达 下 调， 所 以 认 为 抑 制 microRNA-132 的 表

达可能是起神经保护性作用。而既往的实验通

过 沉 默 microRNA-132 基 因 或 使 用 拮 抗 剂 改 变

microRNA-132 的表达，会对神经系统造成改变。

在培养的海马轴突中，敲除 microRNA-132 减少

轴突的延伸，而过度表达则促进其延伸 [18]。清

除 体 内 的 microRNA-132， 与 突 触 长 度 和 宽 度 减

少有关，而且使得突触转运受损 [1,19]。在本研究

中，我们通过使用 microRNA-132 拮抗剂干预后，

期望改变体内 microRNA-132 的水平，我们观察

到 注 射 microRNA-132 拮 抗 剂 的 幼 年 SD 大 鼠 诱

导 SE，其急性期死亡率低于对照组，可以证实

microRNA-132 拮抗剂对癫癎疾患存在保护作用，

但由于为小样本资料，结果仍值得商榷。而通过

比较 microRNA-132 拮抗剂组达到 SE 的潜伏期长

于癫癎模型组，总体死亡率低于癫癎模型组，可

以推测 microRNA-132 拮抗剂可能通过某些信号途

径调节，减少神经元的死亡而发挥神经保护作用，

而相关机制的研究，亦是我们进一步的研究方向。

综上所述，通过使用 microRNA-132 拮抗剂，

对氯化锂 - 匹罗卡品诱导的幼年 SD 大鼠发生 SE

具有抑制作用，因此抑制 microRNA-132 的表达有

可能成为 SE 药物治疗的潜在靶点和新方向。
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