
第１３卷第３期
２０１１年３月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．３
Ｍａｒ．２０１１

［收稿日期］２０１０－０７－１４；［修回日期］２０１０－１０－２７
［作者简介］王海萍，女，硕士，住院医师。
［通信作者］李光乾，教授。

论著·实验研究

依达拉奉对惊厥持续状态幼年大鼠海马
ＧＦＡＰ和 ＩＬｌβ表达及细胞凋亡的影响
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　　［摘　要］　目的　观察幼年大鼠惊厥持续状态（ＳＣ）后海马胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）、白介素ｌβ（ＩＬｌβ）的
表达及神经细胞凋亡的变化，并探讨依达拉奉（ＥＤ）对三者的影响。方法　将 １９５只 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ幼年雄性大
鼠随机分为生理盐水对照组（ＮＳ组）、惊厥持续状态组（ＳＣ组）和依达拉奉干预组（ＥＤ组），每组 ６５只，各组均按
ＳＣ后处死时间分为４ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ５个亚组，每组１３只。采用氯化锂匹鲁卡品制备幼年大鼠 ＳＣ模型。
应用逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测海马 ＧＦＡＰｍＲＮＡ表达，免疫组化法检测海马中 ＧＦＡＰ、ＩＬｌβ蛋白表
达，ＴＵＮＥＬ法检测神经细胞凋亡。结果　（１）免疫组化结果显示 ＳＣ组海马中 ＧＦＡＰ和 ＩＬ１β表达增强，与 ＮＳ组
比较差异有统计学意义；与 ＳＣ组比较，ＥＤ组 ＧＦＡＰ和ＩＬ１β表达明显降低，差异有统计学意义；（２）ＲＴＰＣＲ法检
测结果显示 ＧＦＡＰ表达趋势与蛋白基本相似；（３）ＳＣ组在惊厥 １２ｈ时间点海马 ＣＡ１区 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数已显
著高于 ＮＳ组，４８ｈ达高峰，而 ＥＤ组 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数在１２～４８ｈ时间点均较 ＳＣ组显著下降，但仍高于 ＮＳ组。
结论　 ＳＣ后大鼠海马 ＧＦＡＰ和 ＩＬ１β的表达增强，ＥＤ可下调 ＳＣ大鼠海马 ＧＦＡＰ和 ＩＬ１β的表达，并使神经细
胞凋亡减少；提示ＥＤ对 ＳＣ引起的脑损伤可能有保护作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（３）：２３１－２３５］
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　　病理研究已证实，惊厥持续状态（ｓｔａｔｕｓｃｏｎｖｕｌ
ｓｉｏｎ，ＳＣ）可导致脑内选择性的神经元坏死、凋亡［１］。

既往对惊厥性脑损伤的研究多以神经元为出发点，

但近年来，随着对星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，Ａｓｔ）研究
的不断深入，证实 Ａｓｔ除了对神经元有支持、营养、
修复及维持离子平衡等功能外，还能产生如白细胞

介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）等多种细胞因
子［２］；目前认为 ＩＬ１β作为一种炎症介质参与了惊
厥性脑损伤的形成。胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌ
ｉａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是 Ａｓｔ特有的细胞骨架蛋
白，其表达受多种生理、病理条件影响，中枢神经系

统受损时发生 Ａｓｔ反应性增生，ＧＦＡＰ水平上调［３］。

依达拉奉（ｅｄａｒａｖｏｎｅ，ＥＤ）是一种新型自由基清除
剂，在缺氧缺血性脑病的研究中证实其具有神经保

护等作用［４］；但其对惊厥性脑损伤是否有保护作

用，目前国内外报道较少。本研究通过建立 ＳＣ大
鼠模型，观察 ＳＣ后大鼠海马神经细胞凋亡和
ＧＦＡＰ、ＩＬ１β表达的动态变化，并应用 ＥＤ进行干
预，旨在探讨 ＧＦＡＰ、ＩＬ１β与惊厥性脑损伤发生的
关系及 ＥＤ对两者表达的影响和对神经细胞的保护
作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
清洁级１９日龄雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠

１９５只，体重 ５０～７５ｇ，由中国科学院上海分院试验
动物中心提供。实验动物先置实验动物中心层流实

验室饲养 ２ｄ，自由摄食、水，室内温度 ２５℃，相对湿
度 ７０％，人工 １２ｈ昼／夜循环照明。
１．２　实验方法
１．２．１　动物分组及模型制作　　（１）采用随机数
字表法将实验动物分为生理盐水对照组（ＮＳ组）、
惊厥持续状态组（ＳＣ组）、依达拉奉组（ＥＤ组），每
组 ６５只。每组再按时间点用随机数字表法分为 ４
ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ５个亚组，每亚组 １３只。
（２）模型制作同王海萍等［５］方法，具体如下：ＳＣ组
按 １２７ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注射氯化锂（购自 Ａｌｄｒｉｃｈ
Ｓｉｇｍａ公司，ＵＳＡ），１８ｈ后按 １ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注
射硫酸阿托品（购自浙江瑞新药业股份公司）以拮抗

匹鲁卡品外周胆碱能反应，３０ｍｉｎ后按１００ｍｇ／ｋｇ剂
量腹腔注射匹鲁卡品（购自 ＡｌｄｒｉｃｈＳｉｇｍａ公司，
ＵＳＡ）。观察 ＳＣ组大鼠出现惊厥发作的行为学表
现。大鼠惊厥按 Ｒａｃｉｎｅ分级法分为５级。０级：无
任何发作迹象；１级：凝视、咀嚼和须动；２级：点头、

湿狗样抖动或搔抓；３级：前肢阵挛抽搐；４级：伴后
肢站立的全身强直性发作；５级：伴有站立并摔倒的
全身强直阵挛性发作。惊厥发作达 ４～５级，持续
时间达 ３０ｍｉｎ以上，惊厥缓解后状态良好的大鼠为
合格 ＳＣ大鼠模型。当惊厥发作达 ３０ｍｉｎ时，给予
１０％ 水合氯醛 ４００ｍｇ／ｋｇ、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，直至惊厥停止。ＥＤ组于惊厥前 ３ｄ予以 ＥＤ
（江苏先声药业公司提供）腹腔注射（５ｍｇ／ｋｇ），每
天１次，连续 ３ｄ，其他处理同 ＳＣ组。ＮＳ组用生理
盐水代替氯化锂及匹鲁卡品，其他处理同 ＳＣ组。
１．２．２　标本采集　　采用水合氯醛（４００ｍｇ／ｋｇ）
麻醉动物，断头处死。迅速剥离颅骨，完整取出脑组

织，置于冰盘上，采用高温（１８０℃）灭 ＲＮＡ酶的刀
片和镊子沿矢状裂将脑组织切分；右侧脑组织快速

分离出海马，放入去 ＲＮＡ酶的 ＥＰ管中，迅速置于
－１９６℃ 液氮中保存。将其左半球在距额极 ２ｍｍ
和距尾极 １ｍｍ处各切一刀，取中间段置 ４％ 多聚
甲醛溶液中，４℃ 固定 ２４ｈ，脱水、石蜡包埋后，用振
荡切片机从视交叉处开始作冠状连续切片，片厚

５μｍ。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ法检测海马 ＧＦＡＰｍＲＮＡ含量　　
每组各取 ８只大鼠的海马，称取 ５０～１００ｍｇ，采用
Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ第一链，
ＰＣＲ反应用 β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）作为内参照，
ＧＦＡＰ及 βａｃｔｉｎ引物由上海基康生物工程有限公
司设计合成，序列如下：①ＧＦＡＰ：上游５′ＧＡＣＣＧＣＴ
ＴＴＧＣＴＡＧＣＴＡ ＣＡＴＣＧ３′，下 游 ５′ＧＧＴＴＴＣＡＴＣＴ
ＴＧＧＡＧＣＴＴＣＴＧＣ３′；产物长度 ２４６ｂｐ；②βａｃｔｉｎ：上
游 ５′ＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＹＡＴ３′，下游 ５′
ＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＹＴＴ３′，产物长度 ３４５ｂｐ。采
用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＣｄｎａＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ和Ｉｎ
ｓＴＡｃｌｏｎｅＰＣＲＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ（购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，
ＵＳＡ），反应体系为 ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ１１．５μＬ，５×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ０．５μＬ，
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．２μＬ，ＴａｑＤＮＡ酶 ０．２μＬ，上、
下游特异性 ＰＣＲ引物各 ０．８μＬ，ｃＤＮＡ模板
３．０μＬ，在 ＤＮＡ循环合成仪上进行 ＰＣＲ扩增，扩增
条件：９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，共３２个循环，７２℃ 延伸８ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ
产物，以 １．５％ 的琼脂糖凝胶电泳。应用凝胶成像
分析系统对条带扫描分析，测定 ＧＦＡＰ的 ＰＣＲ产物
ＤＮＡ条带与内参照 βａｃｔｉｎ条带的吸光度值的比值
作为 ＧＦＡＰｍＲＮＡ的相对含量。
１．２．４　链霉亲合素生物素过氧化物酶连结法
·２３２·
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（ＳＡＢＣ法）检测 ＧＦＡＰ、ＩＬｌβ蛋白　　每组各取 ８
只大鼠的石蜡切片，常规二甲苯脱蜡，梯度酒精水

化，入 ０．３％ Ｈ２Ｏ２处理 １０ｍｉｎ，高压修复（均为
５ｍｉｎ），继而加入兔抗 ＧＦＡＰ抗体（购自武汉博士德
生物工程有限公司）、兔抗 ＩＬｌβ（购自 Ｓａｎｔｃｒｕｚ公
司，ＵＳＡ），孵育 ２４ｈ（４℃），生物素化羊抗兔 ＩｇＧ
（购自上海晶美生物工程有限公司）、ＳＡＢＣ复合物
（购自上海晶美生物工程有限公司）各孵育 １０ｍｉｎ。
以上各步骤之间用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分漂洗。然
后用 ＤＡＢ／Ｈ２Ｏ２溶液显色 ５～１０ｍｉｎ，苏木素复染
１ｍｉｎ，漂洗，常规脱水，透明，封片。以胞浆中出现
棕黄色颗粒细胞为 ＧＦＡＰ、ＩＬｌβ阳性细胞，使用
Ｏｌｙｍｐｕｓ自动图像采集系统，应用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
５．０软件对每张切片随机抽取的５个不相重叠的高
倍视野测量累积光密度值（ＩＯＤ）进行图像分析。
１．２．５　ＴＵＮＥＬ法检测海马神经元凋亡　　标记凋
亡细胞按检测凋亡细胞试剂盒（购自北京中杉金桥

生物技术有限公司）设计程序进行：切片常规脱蜡

逐级酒精至水化；蛋白酶 Ｋ（２０μｇ／ｍＬ）消化 ３７℃，
１５ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗３次 ×５ｍｉｎ后，擦干样品周围的
水分，滴加 ５０μＬＴＵＮＥＬ反应混合物（１∶１９），在湿
盒中 ３７℃ 孵育 ６０ｍｉｎ；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；ＰＢＳ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；结果判定：细胞核中有棕黄色颗粒者为阳

性细胞。

１．３　统计学分析
数据均采用 ＳＰＳＳ１５．０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，均数的两两比较采用 ＬＳＤ检验，方差
不齐者采用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　各组海马 ＧＦＡＰｍＲＮＡ水平
ＮＳ组大鼠海马 ＧＦＡＰｍＲＮＡ少量表达。ＳＣ组

海马 ＧＦＡＰｍＲＮＡ的表达于惊厥后 ４ｈ增加，７２ｈ

达最高值，与 ＮＳ组对应时间点比较明显升高，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。ＥＤ组 ４～
４８ｈ各时间点海马 ＧＦＡＰｍＲＮＡ的表达均明显低于
ＳＣ组（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），但 ４８ｈ和 ７２ｈ时间
点仍高于 ＮＳ组（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），见图１。
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　　图１　各组海马ＧＦＡＰｍＲＮＡ灰度值比较　与 ＮＳ组比
较，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；与 ＳＣ组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１

２．２　免疫组织化学染色法检测各组ＧＦＡＰ表达
结果显示 ＮＳ组海马 ＣＡ１区星型 Ａｓｔ胞浆

ＧＦＡＰ有少量表达。ＳＣ组大鼠海马在各时间点有
不同程度的棕黄色阳性细胞表达，经检测发现其免

疫反应累积光密度（ＩＯＤ）值在惊厥后 ４ｈ开始升
高，后逐渐增高，７２ｈ时间点达最高。与 ＮＳ组对应
时间点比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１）。而 ＥＤ组大鼠海马 ＧＦＡＰ蛋白表达４～
４８ｈ各时间点较 ＳＣ组均有下降，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），但 ２４ｈ和 ４８ｈ仍高于
ＮＳ组。见图 ２，３。
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　　图２　各组海马ＣＡ１区ＧＦＡＰＩＯＤ值比较　与 ＮＳ组比
较，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；与 ＳＣ组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１
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　　图３　各组 ＧＦＡＰ、ＩＬ１β表达（ＤＡＢ，×２００）及ＴＵＮＥＬ检测结果（ＤＡＢ，×４００）　ＮＳ组海马ＣＡ１区见少量ＧＦＡＰ、ＩＬ１β
及ＴＵＮＥＬ阳性细胞，ＳＣ组ＣＡ１区ＧＦＡＰ、ＩＬ１β及ＴＵＮＥＬ阳性细胞显著增多，ＥＤ组ＣＡ１区ＧＦＡＰ、ＩＬ１β及ＴＵＮＥＬ阳性细胞数较ＳＣ
组明显减少。

２．３　免疫组织化学染色法检测各组ＩＬｌβ表达
ＮＳ组各时间点大鼠海马 ＣＡ１区可见少量 ＩＬｌβ

阳性细胞。ＳＣ组于 ＳＣ后 １２ｈ海马 ＣＡ１区 ＩＬｌβ
阳性细胞明显增多，以 ２４ｈ最为显著，４８ｈ开始减
少；ＩＯＤ值也均有升高，与 ＮＳ组相应时间点相比，
ＩＯＤ值差异有统计学意义（均 Ｐ＜０．０１）；ＥＤ组中
１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ组 ＩＬｌβ阳性神经元细胞均较 ＳＣ
组明显减少，但仍高于 ＮＳ组；经比较这３个时间点
的 ＩＯＤ值均与 ＳＣ组和 ＮＳ组差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。见图３和图４。
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　　图４　各组大鼠海马区 ＩＬ１βＩＯＤ值比较　与 ＮＳ组比
较，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；与 ＳＣ组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１

２．４　各组大鼠海马 ＣＡ１区 ＴＵＮＥＬ检测结果
ＮＳ组各时间点大鼠海马 ＣＡ１区均可见极少量

ＴＵＮＥＬ阳性细胞。ＳＣ组于 ＳＣ后１２ｈ海马 ＣＡ１区
ＴＵＮＥＬ阳性细胞数显著增加，４８ｈ达高峰；与 ＮＳ
组相应时间点相比，在 ＳＣ后 １２ｈ及以后各时间点
海马 ＣＡ１区 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数均显著高于 ＮＳ组
（均Ｐ＜０．０１）。ＥＤ组变化趋势也与 ＳＣ组相似，
１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ各亚组 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数均较 ＳＣ
组显著下降（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），但仍显著高于
ＮＳ组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。见图３和图５。
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　　图５　各组海马ＣＡ１区ＴＵＮＥＬ阳性细胞数的比较　与ＮＳ
组比较，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；与ＳＣ组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１
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３　讨论

局部缺血、兴奋毒性作用、脑外伤和慢性退行性

病变等都可促使凋亡的发生。人们对 ＳＣ可造成脑
损伤，出现海马神经元凋亡、神经元缺失、胶质疤痕

形成及苔藓纤维样变已达成共识。在惊厥性脑损伤

发生过程中，神经元坏死和细胞凋亡是脑损伤的基

本形式，其产生与多种因素有关，如兴奋性氨基酸、

钙超载、氧自由基、炎性反应等。ＧＦＡＰ是 Ａｓｔ特有
的一种中间丝蛋白及最重要的细胞骨架成分，其含

量或结构改变会引起 Ａｓｔ形态和功能的改变，常被
作为 Ａｓｔ活性状态的指标。其表达受多种生理、病
理条件影响，中枢神经系统受损时发生 Ａｓｔ反应性
增生，ＧＦＡＰ水平上调［３］。因此，ＧＦＡＰ过度表达被
认为是在病理条件下 Ａｓｔ增多的一个标志。本实验
采用免疫组化和 ＲＴＰＣＲ方法观察了 ＳＣ大鼠海马
内 ＧＦＡＰ的表达，结果显示海马 ＣＡ１区 ＧＦＡＰ表达
明显增多，提示 ＳＣ可诱导 Ａｓｔ反应性增多。有研
究表明 Ａｓｔ可分泌关键性的细胞因子 ＩＬ１β而触发
炎症反应［６］。Ｒａｖｉｚｚａ等［７］采用双重免疫荧光发现

ＳＣ模型大鼠海马在 ＳＣ后 １８ｈ，ＩＬ１β在 Ａｓｔ及小
胶质细胞均有表达，而 ＳＣ后 ７ｄ，只有 ＧＦＡＰ表达
阳性的 Ａｓｔ中 ＩＬ１β明显增多。本实验免疫组化法
也观察到 ＳＣ大鼠脑组织中存在 ＩＬ１β蛋白的异常
增高，与 Ｂａｌｏｓｓｏ等［８］的研究结果相似。以上结果

均提示 ＳＣ后海马中 Ａｓｔ激活，ＩＬ１β分泌增多。有
研究表明 ＩＬ１β又可促进脑损伤后 Ａｓｔ增生及 ＩＬ８
和 ＩＣＡＭ１的表达［９］。ＩＬ１同时具有促炎性作用，
可引起中枢神经系统潜在的神经毒性分子如花生四

烯酸及其代谢产物、一氧化氮等的释放［１０］。这些物

质对神经元有毒性作用，使神经元凋亡并坏死。由

此可见，ＳＣ大鼠模型在一定程度上，或许能反映病
变中 Ａｓｔ与细胞因子相互作用，形成恶性循环的炎
症与免疫反应所致的病理变化。但本实验结果显示

ＧＦＡＰ蛋白在４～７２ｈ时间点一直呈现增高的趋势，
而 ＩＬ１β蛋白在 ＳＣ后２４ｈ时间点达高峰后逐渐减
少，推测这可能与 Ａｓｔ增生后期，细胞分泌功能下降
有关。

ＥＤ化学名为 ３甲基１苯基２吡唑啉５酮（３
ｍｅｔｈｙｌ１ｐｈｅｎｙｌ２ｐｙｒａｚｏｌｉｎ５ｏｎｅ，ＭＣＩ１８６），是一种
新型的自由基清除剂和抗氧化剂，分子量小，具有亲

脂基团，其血脑屏障穿透率约高达 ６０％，可在脑内
达到有效的治疗浓度；且其在体内以阴离子形式存

在，脂溶性高，容易穿过血脑屏障，故起效迅速。其

药理作用广泛，通过捕获羟自由基、抑制脂质过氧化

作用、抑制脑细胞（血管内皮细胞、神经细胞）的过

氧化作用，减轻脑水肿。ＥＤ对缺血性脑损伤具有
很强的脑保护作用已得到证实，近来研究发现 ＥＤ
对于脑缺血损伤有抗细胞凋亡的作用［１１］。本研究

以 ＥＤ进行干预，并从神经免疫方面研究 ＥＤ对 ＳＣ
大鼠海马 ＧＦＡＰ和 ＩＬ１β的影响。结果显示，ＥＤ可
使 ＳＣ模型大鼠海马神经元凋亡细胞减少，提示 ＥＤ
对 ＳＣ大鼠具有脑保护作用，鉴于本研究发现 ＥＤ
干预后，ＳＣ大鼠海马 ＧＦＡＰ和 ＩＬ１β表达 亦明显降
低，推测 ＥＤ可能通过抑制 Ａｓｔ的激活、下调 ＩＬ１β
的表达，从而有效抑制 Ａｓｔ启动的炎症和免疫级联
反应，改善 ＳＣ的病理变化。
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