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新生大鼠反复惊厥对脑内 γ氨基丁酸 Ａ受体
α１和 β２亚单位表达的短期影响
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　　［摘　要］　目的　γ氨基丁酸Ａ受体（ＧＡＢＡＡＲ）作为脑内最重要的抑制性受体在脑功能中起重要作用。该
实验通过研究新生期反复惊厥对大鼠脑内ＧＡＢＡＡＲα１和β２亚单位表达的短期影响，探讨其与发育中脑损伤的关
系。方法　生后７ｄ的ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分成两组，每组３２只，惊厥组每日吸入三氟乙醚诱导惊厥发作１
次，每次持续３０ｍｉｎ，连续６ｄ；对照组同样操作但不吸入三氟乙醚。分别于反复惊厥后１ｄ和７ｄ每组各处死１６只
大鼠，每个时间点分别采用免疫组化方法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法观察大鼠大脑皮层及海马ＧＡＢＡＡＲα１和 β２亚单位
表达的变化。结果　反复惊厥后１ｄ时，在惊厥组大鼠顶叶及海马齿状核、ＣＡ３和ＣＡ４区ＧＡＢＡＡＲα１亚单位免疫
化学累积光密度（ＡＯＤ）较对照组明显增高（Ｐ＜０．０５），反复惊厥后７ｄ时，在惊厥组大鼠顶叶及海马齿状核、ＣＡ１
至ＣＡ４区ＧＡＢＡＡＲα１亚单位免疫化学ＡＯＤ较对照组明显增高（Ｐ＜０．０５），反复惊厥后１ｄ和７ｄ时，在惊厥组大
鼠大脑皮层和海马区ＧＡＢＡＡＲα１亚单位蛋白表达均明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）。反复惊厥后７ｄ时，在惊厥组大
鼠海马ＣＡ１、ＣＡ２区ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位免疫化学 ＡＯＤ明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），在丘脑区明显低于对照组
（Ｐ＜０．０５），惊厥组大鼠海马区ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位蛋白表达明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　 新生大鼠反复
惊厥造成脑内ＧＡＢＡＡＲα１和β２亚单位表达的短期改变，这种改变可能参与发育期惊厥性脑损伤。
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　　发育期常见的病理因素如缺氧缺血、惊厥造成
发育中的脑不同程度的损伤。现今认为发育中脑损

伤属于兴奋毒性损伤，而在脑中存在有兴奋性和抑

制性两种系统，正常情况下这两种系统保持平衡，当

这种平衡被破坏后，将导致脑功能的紊乱。发育中

脑损伤后脑内抑制性系统是否也产生变化，是否脑

内抑制性系统的改变也参与到继发脑损伤的过程

中，现在尚缺乏相关研究。

γ氨基丁酸（γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）作为
一种重要的抑制性神经递质，与相应的 ＧＡＢＡ受体
结合而发挥抑制和 调 节 作 用。ＧＡＢＡＡ 受 体
（ＧＡＢＡＡＲ）作为脑内最重要的抑制性受体，它诱导
产生的抑制性突触后电位强烈抑制神经元兴奋性，

快速中断兴奋性传入，增强兴奋性突触传递的精确

性［１］。ＧＡＢＡＡＲ是由２个α、２个β与１个 γ２组成
五聚体大分子，在成熟脑中ＧＡＢＡＡＲα１与 β２亚单
位的组合在脑内广泛表达，是数量最多的 ＧＡＢＡＡＲ
亚型之一。它们同时又是 ＧＡＢＡＡＲ的重要功能基
团，α１亚单位在 ＧＡＢＡＡＲ分子的中心部位形成门
控氯离子通道，影响 ＧＡＢＡＡＲ功能，而且 α１和 β２
亚单位存在抗惊厥药物的结合位点，有重要的临床

意义。本研究使用化学致痉剂三氟乙醚制作新生大

鼠反复惊厥模型，研究新生期反复惊厥对大鼠脑内

ＧＡＢＡＡＲα１和β２亚单位表达影响。

１　材料和方法

１．１　三氟乙醚致新生大鼠反复惊厥模型的制作
生后７ｄ的 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ仔鼠６４只（中南大

学湘雅二医院实验动物中心提供）被随机分入惊厥

组和对照组，每组３２只。将惊厥组仔鼠置于４０ｃｍ
×２０ｃｍ×２０ｃｍ的实验舱中，通过舱顶的注射孔滴
入０．１ｍＬ三氟乙醚（Ａｌｄｒｉｃｈ公司，ＵＳＡ）［２］，封闭实
验舱，从仔鼠出现惊厥开始记时，３０ｍｉｎ后取出仔
鼠，观察仔鼠 ４ｈ。仔鼠每天诱导惊厥１次，连续６
ｄ。对照组同样操作但不吸入三氟乙醚。分别于诱
导反复惊厥后１ｄ和７ｄ每组随机处死一半大鼠，每
个时间点处死大鼠随机等分成两部分，分别用于免

疫组织化学染色和ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验。
１．２　ＧＡＢＡＡＲα１和β２亚单位免疫组织化学染色

和半定量检测分析

取大鼠双侧大脑半球制作石蜡切片。用３％过
氧化氢灭活内源性过氧化物酶，正常山羊血清封闭

１ｈ，滴加兔抗大鼠ＧＡＢＡＡＲα１或β２亚单位的多克
隆抗体（ＣＨＥＭＩＣＯＮ公司 ＵＳＡ，α１亚单位抗体稀释
比例为１∶４００，β２亚单位抗体稀释比例为１∶１００），
４℃孵育过夜，应用 ＡＢＣ法免疫组织化学试剂盒
（北京中杉金桥生物技术有限公司）进行免疫组织

化学染色，具体过程见说明书。选取切片中额叶、顶

叶及海马区，ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位同时选取丘脑区，
以×４００倍随机分别留取 ２个视野，应用 Ｉｍａｇｉｎｅ
Ｐｒｏ５．０图像处理软件（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｔｉｃＩｎｃ．ＵＳＡ），
计算累积光密度值（ＡＯＤ），代表相关亚单位蛋白在
相关区域表达水平。

１．３　神经细胞膜的制备
大鼠断头处死后，分离大脑皮层和海马，加入

１０倍体积的匀浆缓冲液匀浆后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，弃除沉淀，上清液用１２０００ｒ／ｍｉｎ再次离心
２０ｍｉｎ，用１ｍＬ匀浆缓冲液重悬沉淀，以上操作均
在４℃进行。应用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度后，
－２０℃保存待用作神经细胞膜的制备［３］。

１．４　ＧＡＢＡＡＲα１和 β２受体亚单位 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析

蛋白标本加入等体积的加样缓冲液［１２５ｍｍｏｌ．
Ｌ１，ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６．８），２０％（ｖ／ｖ）甘油，０．００２％
（ｖ／ｖ）溴酚蓝，１０％ （ｖ／ｖ）β巯基乙醇和４％ （ｖ／
ｖ）十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）］在７％ （ｗ／ｖ）ＳＤＳ聚丙
烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离，每条泳道蛋白
上样量５０μｇ，每次电泳包括两组所有个体的皮层
或海马的蛋白标本。电泳结束后，用半干法电转蛋

白至硝酸纤维素（ＮＣ）膜上。转移后的ＮＣ膜用５％
（ｗ／ｖ）脱脂奶粉封闭１ｈ，加入一抗［ＣＨＥＭＩＣＯＮ公
司 ＵＳＡ，兔抗大鼠ＧＡＢＡＡＲα１（１∶１０００）、兔抗大鼠
ＧＡＢＡＡＲβ２（１∶５００）］，４℃过夜。用ＴＴＢＳ洗膜，加
入辣根过氧化物酶标记的相应二抗（山羊抗兔 ＩｇＧ，
１∶２５００，北京中杉金桥生物技术有限公司），室温孵
育１ｈ，ＴＴＢＳ充分洗膜，通过ＤＡＢ显色法，显示目的
条带［３］。应用 ＩｍａｇｉｎｅＰｒｏ５．０图像处理软件（Ｍｅ
ｄｉａＣｙｂｅｒｔｉｃＩｎｃ．ＵＳＡ），计算累积光密度值代表目
的蛋白在皮层或海马区表达水平。

·２７３·
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１．５　统计学分析
所有数据采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析。计量

资料以ｘ±ｓ表示，方差齐性检验应用 Ｌｅｖｅｎｅ′ｓｔｅｓｔ，
两组间均数差异性比较采用 ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓａｍｐｌｅｓＴ
ｔｅｓｔ。

２　结果

２．１　三氟乙醚诱导惊厥大鼠的行为特点
实验组大鼠吸入三氟乙醚后１～２ｍｉｎ，出现烦

躁不安、摇头尖叫，继之强直阵挛发作，每次发作持

续５～８ｍｉｎ，间歇３～５ｍｉｎ，惊厥间歇期意识不恢
复。脱离实验舱大鼠处于嗜睡状态，３０ｍｉｎ左右恢
复正常活动。各组大鼠无自发性惊厥发作。

２．２　新生大鼠反复惊厥对脑内 ＧＡＢＡＡＲα１亚单
位表达的影响

在正常对照组中，ＧＡＢＡＡＲα１亚单位主要分布
在大鼠大脑皮层的外颗粒层及海马区神经细胞胞体

的细胞膜上。反复惊厥后 １ｄ时，惊厥组大鼠
ＧＡＢＡＡＲα１亚单位免疫化学累积光密度值（ＡＯＤ）
在顶叶及海马齿状核、ＣＡ３和ＣＡ４区较对照组明显
增高（Ｐ＜０．０５），反复惊厥后 ７ｄ时，惊厥组大鼠
ＧＡＢＡＡＲα１亚单位免疫化学ＡＯＤ在顶叶及海马齿
状核、ＣＡ１～ＣＡ４区均较对照组明显增高（Ｐ＜
０．０５）（表１，２；图１，２）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示反复惊厥
后１ｄ和７ｄ时，惊厥组大鼠中ＧＡＢＡＡＲα１亚单位
蛋白表达在大脑皮层和海马区均明显高于对照组

（Ｐ＜０．０１）（表３，４）。

表１　新生大鼠反复惊厥后１ｄ脑内ＧＡＢＡＡＲα１亚单位免疫化学累积光密度的变化 （ｎ＝１６）

组别 额叶 顶叶 齿状核 ＣＡ１ ＣＡ２ ＣＡ３ ＣＡ４
对照组 ７７５４６±１７６６１ １８６２７±７１３８ ２５８６４±１３６５１ ２６５３７±１２８２２ ２９１１１±１３７９９ ２２７６８±１１０５３ ２１２０９±１２１５２
惊厥组 ６２２１９±２４２３５ ２８２９８±１４０５５ ５７５５７±２３５１５ ３５３０７±１１１１１ ３４４３９±１８４３８ ３５５３７±１４８７９ ４１６４８±２０３５１
ｔ值 ２．０４４ ２．４５４ ３．２２７ １．８９４ ０．８７８ ２．５７７ ３．４４９
Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

表２　新生大鼠反复惊厥后７ｄ脑内ＧＡＢＡＡＲα１亚单位免疫化学累积光密度的变化 （ｎ＝１６）

组别 额叶 顶叶 齿状核 ＣＡ１ ＣＡ２ ＣＡ３ ＣＡ４
对照组 ４００３２±１７１６７ ２２６６３±１０３２３ ３４８８１±１５４００ １９０２９±８６０５ １７４７２±７７８２ １６０７６±４５８６ ２８６８４±１２４６６
惊厥组 ３６２９３±１５１３６ ６１０６１±１８１０１ ９２２３０±２０４７２ ４８３５０±１１３９０ ５９６０６±１７２０９ ５７０４５±２２３１１ ８７２３９±３８２０３
ｔ值 ０．５１９ ７．３７１ ８．９５５ ８．２１６ ８．９２４ ７．１９５ ５．８２８
Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　表３　新生大鼠反复惊厥后１ｄ脑内 ＧＡＢＡＡＲα１和
β２亚单位蛋白表达累积光密度变化 （ｎ＝８）

皮层

α１ β２
海马

α１ β２
对照组 ６２±１１ ６０４±２０７ ７３±１２ ２７±１２
惊厥组 ５３１±５７ ６４６±２２５ ６５４±９１ ４９±１５
ｔ值 ８．３１４ ０．３９０ ６．３０７ １．１７８
Ｐ值 ＜０．０１ ＞０．０５ ＜０．０１ ＞０．０５

　　表４　新生大鼠反复惊厥后７ｄ脑内 ＧＡＢＡＡＲα１和
β２亚单位蛋白表达累积光密度变化 （ｎ＝８）

皮层

α１ β２
海马

α１ β２
对照组 ３４４±８６ ５６４±１８６ １６３±４５ ３９±１５
惊厥组 ８７５±１４５ ６３０±２６５ ９３６±１８６ ２７４４±１１７５
ｔ值 ３．１４８ ０．５８０ ４．０３８ ３．５３５
Ｐ值 ＜０．０１ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１

２．３　新生大鼠反复惊厥对脑内 ＧＡＢＡＡＲβ２亚单
位表达的影响

正常对照组中，ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位在大脑皮层

和海马区细胞表达较少，而在丘脑表达较高。反复

惊厥后１ｄ时，在两组大鼠脑内ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位
主要表达在神经细胞胞体的细胞膜上，两组之间在

海马、额叶、顶叶及丘脑区的 ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位免
疫化学ＡＯＤ差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；反复惊厥后
７ｄ时，两组大鼠脑内ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位主要表达
在神经细胞突起，呈现纤维状，在惊厥组大鼠海马

ＣＡ１，ＣＡ２区 ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位免疫化学 ＡＯＤ明
显高于对照组（Ｐ＜０．０５），在丘脑区明显低于对照
组（Ｐ＜０．０５）（表５，６；图３，４）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示
反复惊厥后 １ｄ时，两组大鼠脑内皮层和海马区
ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位蛋白表达差异无显著性（Ｐ＞
０．０５）；反复惊厥后 ７ｄ时，两组大鼠脑内皮层
ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位蛋白表达差异无显著性（Ｐ＞
０．０５），惊厥组大鼠海马区 ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位蛋白
表达明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），（表３，４）。
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表５　新生大鼠反复惊厥后１ｄ脑内ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位免疫化学累积光密度的变化 （ｎ＝１６，ｘ±ｓ）

组别 丘脑 额叶 顶叶 齿状核 ＣＡ１ ＣＡ２ ＣＡ３ ＣＡ４
对照组 １０６１±３９３ ５４３±１８８ ４９９±１９３ ４６２±２２５ ２２６±１３５ １８３±８８ １２１±４９ ２２６±１１３
惊厥组 １０４６±３３６ ５７４±２１７ ５３１±２１９ ４１１±２４８ １８７±９０ １７４±７３ １４１±４９ ２２２±９２
ｔ值 ０．１１３ ０．４３９ ０．４３２ ０．６１３ ０．９７６ ０．３２５ １．１８４ ０．１００
Ｐ值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

表６　新生大鼠反复惊厥后７ｄ脑内ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位免疫化学累积光密度的变化 （ｎ＝１６，ｘ±ｓ）

组别 丘脑 额叶 顶叶 齿状核 ＣＡ１ ＣＡ２ ＣＡ３ ＣＡ４
对照组 １４１０９９±２７３３５ １３２２５±８０９１ ６６６３４±１６１８８ ４３３２±２７５３ ７３４２±２１９４ ６３１６±２３１０ ５０２５±２６９０ ５９７２±３２０４
惊厥组 １１１００９±４６１２８ １４０２３±８１０３ ５５１３５±２３０７８ ２７９９±１５０１ ３８００９±２１０９１ ２４１１６±１５１８８ ６７７４±２１７４ ７２１６±４０９７
ｔ值 ２．２４５ ０．２７９ １．６３２ １．６４７ ５．７８５ ４．６２３ ２．０３１ ２．２７９
Ｐ值 ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５ ＜０．０５

! "

　　图１　新生大鼠反复惊厥后１ｄ顶叶ＧＡＢＡＡＲα１蛋白
表达的变化 （ＤＡＢ染色×１００）　　ＧＡＢＡＡＲα１蛋白表达在胞
体细胞膜，箭头所示为阳性细胞。Ａ：对照组；　Ｂ：惊厥组：惊厥组阳
性细胞数目较对照组多，强度较对照组强

! "

　　图 ２　新生大鼠反复惊厥后 ７ｄ海马 ＤＧＣＡ４区
ＧＡＢＡＡＲα１蛋白表达的改变 （ＤＡＢ染色 ×１００）　　
ＧＡＢＡＡＲα１蛋白表达在胞体细胞膜，箭头所示为阳性细胞。Ａ：对
照组；　Ｂ：惊厥组 惊厥组阳性细胞染色强度强于对照组

! "

　　图 ３　新生大鼠反复惊厥后 ７ｄ海马 ＣＡ１２区
ＧＡＢＡＡＲβ２蛋白表达的改变（ＤＡＢ染色 ×１００）　　
ＧＡＢＡＡＲβ２蛋白表达在神经突起，箭头所示为阳性纤维。Ａ：对照
组；　Ｂ：惊厥组：惊厥组阳性染色强度强于对照组

! "

　　图４　新生大鼠反复惊厥后７ｄ海马丘脑区 ＧＡＢＡＡＲ
β２蛋白表达的改变（ＤＡＢ染色 ×２００）　　ＧＡＢＡＡＲβ２蛋白
表达在神经突起，箭头所示为阳性纤维。Ａ：对照组；　Ｂ：惊厥组：惊
厥组阳性细胞数量和强度弱于对照组

３　讨论

兴奋和抑制之间平衡对于维持神经元的正常功

能是重要的，相关试验已证实在脑内 ＧＡＢＡ能系统
是神经元活动同步化的基础，当脑中 ＧＡＢＡＡＲ作用
受到抑制时，可激活兴奋性反馈环路，产生神经元反

复群集性放电，从而诱发惊厥［４，５］。临床研究发现

ＧＡＢＡＡＲ亚单位表达异常，将诱导癫!

性惊厥发生。

编码ＧＡＢＡＡＲα１亚单位的基因内发生Ａ３２２Ｄ突变
后，脑内 ＧＡＢＡＡＲ数目减少，引起青少年肌强直性
癫

!

［６］。通过基因敲除技术抑制 α１或 β２亚单位
表达时，ＧＡＢＡＡＲ表达数量明显减少，同时对 ＧＡＢＡ
的亲和力明显下降，对惊厥易感性增加［７，８］。因此，

ＧＡＢＡＡＲα１和β２亚单位正常表达对于维持神经系
统稳定性有重要意义。

本研究显示吸入三氟乙醚诱导新生大鼠反复惊

厥后短期，皮层和海马内 ＧＡＢＡＡＲα１亚单位表达
均显著上调，通过免疫组化分析进一步发现这些改

变具有时空性。反复惊厥后 １ｄ时，惊厥大鼠
ＧＡＢＡＡＲα１亚单位在顶叶及海马齿状核、ＣＡ３和
ＣＡ４区较对照组明显增高，反复惊厥后７ｄ时，惊厥
组大鼠ＣＡ１和ＣＡ２区ＧＡＢＡＡＲα１亚单位表达也较
对照组明显增高。还发现同期 ＧＡＢＡＡＲβ２亚单位
表达改变位于海马区，但发生改变的时间晚于

ＧＡＢＡＡＲα１亚单位。提示在新生期反复惊厥发生
后，脑内ＧＡＢＡＡＲα１和β２亚单位短期内发生改变，
在不同的脑区有部位的差异性，随着时间的延长，改

·４７３·
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变的范围和程度逐渐加大。由于 α１和 β２亚单位
是脑内主要的ＧＡＢＡＡＲ亚单位，其表达水平的改变
必将影响相关区域 ＧＡＢＡ系统功能。作为脑内主
要的抑制性神经递质系统，ＧＡＢＡＲ表达增强，必将
拮抗兴奋毒性对脑的损伤，相关试验发现过度表达

ＧＡＢＡＡＲα１的大鼠则对惊厥抵抗，可能和惊厥的发
生、内源性保护机制的增强及对抗癫

!

药物治疗耐

药高度相关［４］。因此，脑内 ＧＡＢＡＡＲ亚单位改变可
能参与到脑损伤过程中，拮抗惊厥性脑损伤。

值得注意的是，与在大脑皮层和海马区的改变

不同，新生期反复惊厥导致在大鼠丘脑区广泛表达

β２亚单位表达明显下调。丘脑在癫!

发病机制中

占有重要地位，丘脑网状核、丘脑以及新皮层锥体细

胞组成的维持爆发放电的丘脑皮层环路，以及能够
增加丘脑皮层振荡可能性的内在神经元机制参与
儿童失神癫

!

的发生。ＧＡＢＡ作为丘脑中主要的抑
制性神经递质，通过ＧＡＢＡＡＲ抑制这些异常兴奋性
环路，维持兴奋抑制平衡［９］。研究表明含有 β２亚
单位的受体对苯巴比妥等抗惊厥药反应较含有２个
β１的受体表现出更大的变构效应［１０］。当丘脑区

β２亚单位低表达，很有可能改变惊厥易感性及对抗
惊厥药物的敏感性。

本试验所制作的模型损伤发生在脑发育期，许

多研究显示 ＧＡＢＡ在神经元分化早期是一种兴奋
性神经递质，可能参与到发育期惊厥性脑损伤过程

中［１１］，所以发育中脑发生惊厥性损伤后脑内

ＧＡＢＡＡＲ变化规律可能不同于成熟脑，甚至完全相
反，对功能的影响也可能不尽相同。是否发育中脑

内相关受体亚单位表达上调，加重兴奋毒性脑损伤，

直接造成发育中脑损害，这些都需要进一步深入研

究。

ＧＡＢＡＡＲα１与β２亚单位在脑的发育过程中逐
渐表达成熟，这种变化与脑的发育成熟、神经元的迁

移、分化以及突触的形成有着密切的联系［１２］。我们

既往研究发现新生大鼠反复惊厥后将导致成年期皮

层和海马 ＧＡＢＡＡＲα１和 β２亚单位表达持续下
调［１３］，与惊厥后短期改变相反，如果了解了这个变

化是在发育的什么时期、通过何种机制发生的，如何

干预以改变此过程可能为治疗发育中脑损伤、改善

长期预后提供一条新的治疗途径。
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