
第９卷第５期
２００７年１０月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

中国当代儿科杂志
ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．９Ｎｏ．５
Ｏｃｔ．２００７

［收稿日期］２００７－０１－３１；［修回日期］２００７－０４－１５
［基金项目］军队“十五”重点课题（０１Ｚ０８２）。
［作者简介］兰莉，女，博士，主治医生。主攻方向：小儿发育与神经系统疾病。
［通讯作者］饶志仁，男，教授，博士生导师，第四军医大学神经科学研究所，邮编：７１００３２。

·实验研究·

甘珀酸对戊四氮点燃癫
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ＦｏｓＮＭＤＡＲ２ＧＦＡＰ表达的影响
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　　［摘　要］　目的　缝隙连接（ＧＪ）是细胞间直接通道，对同步化放电有重要作用。该研究旨在探讨ＧＪ阻断剂
甘珀酸（ＣＢＸ）对戊四氮（ＰＴＺ）点燃大鼠癫

"

样活动的影响。方法　３０只 ＳＤ雄性大鼠随机分为３组：对照组（ＮＳ
组），点燃组（Ｋ组），干预组（ＣＢＸ组），每组１０只大鼠。ＮＳ组每日腹腔注射生理盐水；Ｋ组和 ＣＢＸ组大鼠每日腹
腔注射ＰＴＺ（３５ｍｇ／ｋｇ）至点燃，再分别腹腔注射生理盐水、ＣＢＸ（１０ｍｇ／ｋｇ）干预 ３ｄ。观察３组大鼠惊厥行为的变
化，以及免疫组化染色方法观察Ｆｏｓ、ＮＭＤＡＲ２、ＧＦＡＰ在海马内的表达变化。结果　①ＰＴＺ点燃癫"

大鼠出现自发

性抽搐，自发性抽搐次数Ｋ组＞ＣＢＸ组＞ＮＳ组（Ｐ＜０．０５）。②点燃癫"

大鼠海马ＦｏｓＬｉ神经元、ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经
元增多，ＧＦＡＰＬｉ星形胶质细胞增多，胞体肥大，突起丰富。ＣＢＸ干预后，ＦｏｓＬｉ、ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经元减少（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１），ＧＦＡＰＬｉ星形胶质细胞无明显改变（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＣＢＸ抑制自发性抽搐和神经元活动，ＣＢＸ
有潜在的抗惊厥或协助抗惊厥的作用。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（５）：４６５－４６８］
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　　癫
"

是一种常见的神经系统疾病，以脑神经元

发作性异常放电导致临床反复发作为特征的脑功能

障碍综合征。目前约有三分之一的癫
"

现有治疗手

段难以奏效，亟待寻找新的药物或方法。甘珀酸

（ＣＢＸ）又名生胃酮，最初是用来治疗消化道溃疡
病，具有较好的血脑屏障通透性［１］。后来发现是一

种缝隙连接（ＧＪ）阻断剂。本实验通过观察 ＣＢＸ对
戊四氮（ＰＴＺ）点燃癫

"

大鼠行为、海马神经元、星形

·５６４·
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胶质细胞的影响，探讨ＣＢＸ的抗癫
"

作用。

１　材料与方法

１．１　模型制作和分组
选用健康成年雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠 ３０只

（由第四军医大学实验动物研究中心提供），体重

１７０～２００ｇ，置于温暖（２０℃）、安静、避强光的环境
中饲养４８ｈ，自由活动，随机分组。① ＰＴＺ点燃组
（ｋｉｎｄｌｅｄ，Ｋ组，ｎ＝１０），动物腹腔注射 ＰＴＺ每日
３５ｍｇ／ｋｇ直至点燃，平均点燃时间１９ｄ。点燃后生
理盐水腹腔注射３ｄ。②点燃后阻断（ＣＢＸ组，ｎ＝
１０）组，先行 ＰＴＺ注射，完全点燃后，改用腹腔注射
ＣＢＸ每日 １０ｍｇ／ｋｇ，连续 ３ｄ；③生理盐水对照组
（ＮＳ组，ｎ＝１０），腹腔注射生理盐水，２２ｄ处死。
１．２　行为学观察

每日９∶００～１０∶００观察大鼠腹腔注射后行为，
参考 Ｒａｃｉｎｅ标准，评定癫

"

发作级别。点燃后，于

温暖、安静、避强光的环境中观察１ｈ，记录自发性抽
搐的次数。

动物癫
"

发作分级标准：０级：无反应；Ⅰ级：面
部抽搐、点头、奔跑；Ⅱ级：阵挛；Ⅲ级：肌阵挛，有后
退动作；Ⅳ级：全身阵挛、肌阵挛发作，伴直立位或摔
倒；Ⅴ级：全身强直阵挛发作，失去体位控制。凡连
续出现３次Ⅳ级以上发作，为完全点燃。
１．３　免疫组织化学染色
１．３．１　材料制备　　以戊巴比妥钠 （８０ｍｇ／ｋｇ）
腹腔注射麻醉大鼠，迅速开胸经左心室至升主动脉

插管，先以１００ｍＬ生理盐水洗去血液，随后用冷的
（４℃）含 ４％多聚甲醛的 ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液
（ＰＢ，ｐＨ７．４）先快后慢灌流固定２ｈ，取脑置于２０％
蔗糖中 （４℃）直至沉底。自海马平面于冰冻切片机
连续冠状切片（厚３０μｍ），隔４取１，置于０．０１ｍｏｌ
ＰＢＳ中存放。
１．３．２　免疫组织化学染色　　切片在０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ中 漂 洗 后，入 含 ０．３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００的
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中浸泡３０ｍｉｎ（室温）。切片分别
入：①兔抗 Ｆｏｓ（１∶３０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、小鼠抗 ＧＦＡＰ
的抗体稀释液（１∶３０００，Ｓｉｇｍａ）、兔抗 ＮＭＤＡＲ２
（１∶５００，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ），孵育２４ｈ（室温）；②生物素标
记羊抗兔ＩｇＧ（１∶５００，Ｓｉｇｍａ）或抗小鼠 ＩｇＧ（１∶５００，
Ｓｉｇｍａ）放置２～４ｈ（室温）；③生物素卵白素ＨＲＰ
复合物（ＡＢＣ，１∶５００，Ｓｉｇｍａ）浸泡 ２～４ｈ（室温）。
然后用葡萄糖氧化酶ＤＡＢ硫酸镍铵法呈色。染色
的切片经漂洗后裱片、晾干、脱水、透明，封固后在光

镜下（ＢＸ６０，Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｊａｐａｎ）采集图像。
１．３．３　数据处理和统计分析　　应用 Ｌｅｉｃａ公司
的Ｑｕａｎｔｉｍｅｔ５７０ｃ图像分析仪采集图像、数字化分
析。每只大鼠选取海马水平最大平面５张切片，在
１０（目镜）×２０（物镜）倍率下得到图像。ＦｏｓＬｉ神
经元胞核计数；ＧＦＡＰ、ＮＭＤＡＲ２免疫产物表达强度
以光密度值（ＯｐｔｉｃａｌＤｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ值）表示，ＯＤ值与
阳性产物的含量成正比。数据以均数 ±标准差 （ｘ
±ｓ）表示，采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件作统计处理，各
组之间采用单因素方差法统计分析。

２　结果

２．１　行为学观察
ＮＳ组大鼠安静、温顺。点燃后 Ｋ组大鼠，出现

自发性点头、面部抽搐、阵挛、肌阵挛Ⅲ级和Ⅲ级以
下发作，易激惹、相互厮打。ＣＢＸ组大鼠也有自发
性点头、面部抽搐，阵挛少见，未见肌阵挛，即Ⅲ级以
下发作，喜卧，活动减少。自发性抽搐次数 Ｋ组 ＞
ＣＢＸ组＞ＮＳ组。（图１）。
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　　图 １　三组大鼠累计抽搐秒数、自发抽搐次数比较。
（ａ：与ＮＳ组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ：Ｋ组与ＣＢＸ组比较，Ｐ＜０．０５）

２．２　免疫组化结果
２．２．１　ＦｏｓＬｉ神经元的表达　　ＮＳ组海马的 Ｆｏｓ
Ｌｉ神经元零星出现，染色浅。ＰＴＺ点燃后各组海马
ＦｏｓＬｉ神经元增多，胞核为圆形或椭圆形，深黑色，胞
浆不着色。多分布于 ＣＡ１，ＣＡ２，ＣＡ３，齿状回略少。
ＣＢＸ组ＦｏｓＬｉ神经元比Ｋ组明显减少（图２，４）。
２．２．２　ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经元的表达　　ＮＭＤＡＲ２出
现在神经元的胞浆、胞膜上，胞核不着色。ＮＳ组
ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神 经 元 ＯＤ值 ９１４５。Ｋ组 大 鼠
ＮＭＤＡＲ２的表达明显增高，其 ＯＤ值为 １４８７２。
ＣＢＸ显著减少了 ＮＭＤＡＲ２的表达。ＣＢＸ组 ＯＤ值
为６１．４７，与 Ｋ组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＮＳ组比较，
Ｐ＜０．０５（图３，５）。
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　　图２　三组大鼠海马 ＦｏｓＬｉ神经元的数量比较。ＣＢＸ
明显减少了ＦｏｓＬｉ神经元的表达（ａ：与ＮＳ组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ：与 Ｋ

组比较，Ｐ＜０．０５）。

２．３　星形胶质细胞的改变
ＮＳ组海马ＧＦＡＰＬｉ星形胶质细胞数量少，表现

为“静止型”：ＧＦＡＰ淡染，胞浆着色，胞体小，突起
纤细，其ＯＤ值６９．３６。点燃大鼠海马ＧＦＡＰＬｉ星形
胶质细胞数量明显增多，表现为“反应型”，其特点

是ＧＦＡＰ深染，胞体肥大，突起丰富，并且增粗、增长，

呈“树根样”伸展。Ｋ组、ＣＢＸ组的 ＯＤ值均显著升
高，分别为１３０．９，１３２．８３，与ＮＳ组比较差异有显著
性（Ｐ＜０．０１）。相对于 Ｋ组，ＣＢＸ组的 ＧＦＡＰＬｉ星
形胶质细胞无减少，两组之间差异无显著性（Ｐ＞
０．０５）。（图３，６）。
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　　图 ３　三组大鼠海马 ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经元、ＧＦＡＰＬｉ
星形胶质细胞 ＯＤ值比较。ＣＢＸ明显减少了 ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经
元（与ＮＳ组相比，Ｐ＜０．０５；与Ｋ组比较，Ｐ＜０．０１）。ＣＢＸ对点燃后

大鼠ＧＦＡＰ的表达无显著影响（与ＮＳ组相比，Ｐ＜０．０１；Ｋ组与ＣＢＸ

组比较，Ｐ＞０．０５）。
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　　图４　三组大鼠海马ＦｏｓＬｉ神经元表达的差异。（Ｋ′为Ｋ的局部放大）ＦｏｓＬｉ神经元于ＮＳ组零星出现，在ＣＢＸ组细少，
Ｋ组明显增多；ＣＢＸ与Ｋ组比较，ＦｏｓＬｉ神经元表达减少。
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　　图５　三组大鼠海马ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经元表达的差异。（Ｋ′为Ｋ的局部放大）相应于ＮＳ组，ＣＢＸ组ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经元
表达的明显减少，Ｋ组ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经元表达明显增多。
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　　图６　三组大鼠海马ＧＦＡＰ表达的差异。（Ｋ′为Ｋ的局部放大）与ＮＳ组比较，ＣＢＸ组、Ｋ组 ＧＦＡＰ表达明显增多。ＣＢＸ
组与Ｋ组之间差异无显著性。
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３　讨论

缝隙连接（ＧＪ）是由相邻细胞的膜通道，允许
小分子物质如离子、第二信使（Ｃａ２＋、ＩＰ３、ＣＡＭＰ、
ＡＴＰ）等通过，实现偶联细胞间信息交流［２］。ＣＢＸ
与缝隙连接结合，使之构象发生改变，可减少电偶

联，导致通道关闭，具有很强的阻滞作用，并不影响

神经元的固有特性［３，４］。

ｃｆｏｓ是神经功能活动的常用指标。ｃｆｏｓｍＲＮＡ
和Ｆｏｓ蛋白的表达程度和癫

"

所致的神经活跃程度

有关［５］。本实验中点燃大鼠海马 ＦｏｓＬｉ、ＮＭＤＡＲ２
Ｌｉ神经元增多，提示ＰＴＺ点燃癫

"

大鼠海马一定数

量神经元功能活跃，存在自发性
"

性放电。而 ＣＢＸ
应用 后，自 发 性 抽 搐 减 少，ＦｏｓＬｉ神 经 元 和
ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ神经元明显下调，显示缝隙连接参与癫
"

活动。ＧＪ为神经元群提供低电阻导电途径，介导
了Ｎ的同步化放电或迅速的信号传递，是重要的同
步化机制。ＣＢＸ可抑制大鼠海马神经元缝隙连接蛋
白３２的表达［６］；减低 ＣＡ１区高频棘波自发性发放；
延长大鼠

"

性发作潜伏期；抑制癫
"

大鼠棘慢波发放

的数量和持续时间；腹腔注射ＣＢＸ产生剂量依赖的
抗
"

保护作用［７～１０］。缝隙连接阻断剂ＣＢＸ影响癫
"

动物的神经元活动，可能具有潜在的抗惊厥作用。

胶质原纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是星形胶质细胞的特征性标记物，阳性
表达反映星形胶质细胞功能活动增强。中枢神经系

统内８０％星形胶质细胞通过 ＧＪ形成功能合胞体。
功能偶联的星形胶质细胞网络对细胞外环境的改变

及神经元活动产生反应［１１］。癫
"

活动时，反应性星

形胶质细胞增生，突起增多、增长，细胞网架重建，对

增强的神经元活动产生更大的反应：最初的反应是

增强摄取谷氨酸（Ｇｌｕ）的能力，驱除细胞外过多的
Ｇｌｕ，这将导致星形胶质细胞内Ｇｌｕ集聚、过载；随后
胶质细胞增生。本实验点燃后再应用 ＣＢＸ，ＧＦＡＰ
的表达未受影响与此一致。癫

"

病灶内星形胶质细

胞若不能有效改善 Ｇｌｕ过载，引起细胞溶解，Ｇｌｕ返
回细胞外，产生神经元的兴奋性细胞毒性；另外，癫

"

灶中细胞外 Ｃａ２＋流入神经元和星形胶质细胞
内［１２］引起细胞内 Ｃａ２＋增高，增加神经元的兴奋性
毒性；星形胶质细胞 Ｃａ２＋依赖性释放谷氨酸，可引
起兴奋性调节［１３］。

朱长庚等［１４］发现癫
"

患者海马内增生的胶质

细胞呈谷氨酸酶免疫反应阳性，认为星形胶质细胞

通过某种形式释放的 Ｇｌｕ，可使神经元的兴奋性增
高而导致癫

"

的再发。谷氨酸是神经元星形胶质

细胞双向交流的一个关键递质。星形胶质细胞可通

过Ｃａ２＋依赖的形式、缝隙连接蛋白４３半通道、胞吐
等方式释放谷氨酸，调节突触传递［１３］。癫

"

中星形

胶质细胞激活、增生，合胞体功能增强，以及借助半

通道释放谷氨酸，通过 ＮＭＤＡ受体促进神经元的活
动等，参与癫

"

活动。

ＣＢＸ作为非选择性缝隙连接阻断剂，ＣＢＸ减少
了大鼠的自发性抽搐，下调了 ＦｏｓＬｉ、ＮＭＤＡＲ２Ｌｉ
神经元，影响了大鼠的癫

"

活动，可能是潜在的抗
"

药物。
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