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左乙拉西坦对癫
!

大鼠海马组织中
ＮＣＡＭ和 ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ表达的影响

贾天明　刘涛　栾斌　李小丽　张晓莉

（郑州大学第三附属医院儿内科，河南 郑州　４５００５２）

　　［摘　要］　目的　通过氯化锂匹罗卡品（ＬｉＰＩＬＯ）诱导的癫
"

大鼠模型，观察左乙拉西坦（ＬＥＶ）对大鼠海马
组织中神经细胞黏附分子（ＮＣＡＭ）和生长相关蛋白４３（ＧＡＰ４３）ｍＲＮＡ的表达变化，为阐明ＬＥＶ的抗癫

"

机制及

其剂量效应提供实验依据。方法　将４８只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分成对照组、ＬｉＰＩＬＯ组（模型组）、１５０ｍｇ／ｋｇＬＥＶ组和
３００ｍｇ／ｋｇＬＥＶ组，每组１２只。对ＬＥＶ组大鼠予以ＬＥＶ灌胃，首次灌胃时间为癫

"

持续状态后６ｈ，剂量分别为
１５０和３００ｍｇ／ｋｇ，每日一次，持续２周。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法测定各组大鼠海马组织中ＮＣＡＭ和ＧＡＰ４３的ｍＲＮＡ表
达。结果　模型组大鼠海马ＮＣＡＭ及ＧＡＰ４３的ｍＲＮＡ表达水平明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５），１５０ｍｇ／ｋｇＬＥＶ
组和３００ｍｇ／ｋｇＬＥＶ组明显低于模型组（Ｐ＜０．０５），其中３００ｍｇ／ｋｇＬＥＶ组明显低于１５０ｍｇ／ｋｇＬＥＶ组（Ｐ＜０．０５）。
结论　 ＬｉＰＩＬＯ诱导癫

"

大鼠海马ＮＣＡＭ和ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ表达上调，ＬＥＶ能够抑制ＮＣＡＭ和ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ的表
达，其抑制效果与剂量有关。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（５）：４２８－４３１］
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　　癫
"

是小儿时期最常见的神经系统发作性疾

病，可以导致神经元胞体及近段轴突受损，神经元死

亡，突触联系中断，并引起周围颗粒细胞轴突（苔藓

纤维）出芽。苔藓纤维出芽使突触发生重建，从而

导致异位兴奋性突触的形成。神经细胞黏附分子

（ｎｅｒｖｅｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＮＣＡＭ）属于免疫球
蛋白家族，能介导神经细胞黏附，促进轴突生长、神

经细胞迁移和神经元环路形成［１］。生长相关蛋白
４３（ＧＡＰ４３）是分布于神经组织中的特异性胞膜磷
酸化蛋白，在引导轴突生长、调节突触重建过程中起

·８２４·
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到关键作用［２］。ＮＣＡＭ和 ＧＡＰ４３与神经细胞的发
育和迁移密切相关，是研究突触可塑性的主要分子

标志。ＮＣＡＭ和ＧＡＰ４３在癫
"

反复发作形成的病

理过程中发挥了重要作用。左乙拉西坦（ＬＥＶ）是一
种新型广谱抗癫

"

药物，通过多种抗癫
"

机制发挥

其治疗作用［３５］。研究表明，ＬＥＶ在匹罗卡品诱发
的颞叶癫

"

中能够减少海马神经元死亡，显示出神

经保护作用，对神经元突触重建有着重要的影

响［６７］，但 ＬＥＶ对癫
"

鼠海马组织中 ＧＡＰ４３和
ＮＣＡＭｍＲＮＡ表达的影响，目前国内尚未见报道。
本研究通过建立氯化锂匹罗卡品 （ＬｉＰＩＬＯ）诱导
的癫

"

大鼠模型，并采用 ＬＥＶ进行干预，以观察
ＬＥＶ干预下大鼠海马组织中 ＮＣＡＭ 和 ＧＡＰ４３
ｍＲＮＡ表达的变化，为进一步阐明ＬＥＶ的抗癫

"

机

制及其剂量效应提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　动物和试剂
健康清洁级１月龄雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只，由郑

州大学实验动物中心提供，体重１００～１２０ｇ。主要
试剂：氯化锂，匹罗卡品 （Ｓｉｇｍａ公司），左乙拉西坦
（ＵＣＢＳ．Ａ．Ｂｅｌｇｉｕｍ公司），ＲＴＰＣＲ试剂盒（北京全
式金生物技术有限公司），引物合成（北京赛百盛生

物技术有限公司）。其他试剂均为市售分析纯产

品。

１．２　动物分组及模型建立
模型制作参照文献［８９］并加以改进。将４８只大

鼠随机分成 ４组：对照组、ＬｉＰＩＬＯ组（模型组）、
１５０ｍｇ／ｋｇＬＥＶ组（ＬＥＶ１５０）和３００ｍｇ／ｋｇＬＥＶ组
（ＬＥＶ３００），每组 １２只。模型组先给予氯化锂
１２５ｍｇ／ｋｇ（溶于灭菌用水，浓度为６．３５％）腹腔注
射，１８～２０ｈ后，再予１ｍｇ／ｋｇ氨溴酸东莨菪碱腹腔
注射，以拮抗外周胆碱能反应，３０ｍｉｎ后，予匹罗卡
品１５０ｍｇ／ｋｇ（溶于灭菌用水，浓度为３％）腹腔注
射，观察发作情况。大鼠癫

"

发作症状采用 Ｒａｃｉｎｅ
分级标准［１０］：０级为无惊厥，Ｉ级为面部阵挛，ＩＩ级
为面部阵挛＋节律点头，ＩＩＩ级为面部阵挛 ＋节律点
头＋前肢阵挛，ＩＶ级为ＩＩＩ级＋后肢站立，Ｖ级为ＩＶ
级 ＋跌倒。连续ＩＶ或Ｖ发作且持续３０ｍｉｎ以上被
认为是达到癫

"

持续状态（ＳＥ）。匹罗卡品腹腔注
射 ３０ｍｉｎ后如无 ＩＶ以上

"

性发作，继续给予

３０ｍｇ／ｋｇ匹罗卡品，每隔３０ｍｉｎ追加一次，直到出
现ＳＥ为止，每只大鼠总量不超过２５０ｍｇ／ｋｇ，对建
模不成功者予以剔除。大鼠

"

性发作１ｈ后，腹腔

注射１０％水合氯醛（３ｍｌ／ｋｇ）终止发作；正常对照
组注射等剂量水合氯醛。ＬＥＶ组在 ＳＥ后６ｈ开始
给予ＬＥＶ。将 ＬＥＶ片剂溶解于生理盐水中，制成
１％ＬＥＶ生理盐水溶液，剂量分别为 １５０ｍｇ／ｋｇ和
３００ｍｇ／ｋｇ，每日一次，持续２周（每天同一时间点给
药）；正常对照组和ＬｉＰＩＬＯ组灌注生理盐水。同时
ＳＥ后１周内，每日给予５％糖盐注射液２～３ｍＬ腹
腔注射，２次／ｄ，加强能量供给。
１．３　组织取材

大鼠模型建立 ２周后，将各组大鼠腹腔注射
１％戊巴比妥钠溶液麻醉（３ｍＬ／１００ｇ体重），迅速
剪开颅骨取出海马组织，生理盐水冲洗后立即置于

液氮中，用于提取ｍＲＮＡ。
１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定 ＮＣＡＭ 和 ＧＡＰ４３的
ｍＲＮＡ表达

大鼠海马组织匀浆后，加入 Ｔｒｉｚｏｌ提取总
ｍＲＮＡ，并用试剂盒进行逆转录合成 ｃＤＮＡ。将
ｃＤＮＡ产物进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ循环。引物序列：
ＮＣＡＭ上游 ５′ＧＣＣＴＧＧＡＡＣＣＡＡＡＴＡＣＴＡＣＡＴ３′，下
游 ５′ＡＣＡＧＴＣＧＧＣＴＣＡＧＡＡＴＡＣＣＣ３′；ＧＡＰ４３上游
５′ＧＧＣＴＣＴＧＣＴＡＣＴＡＣＣＧＡＴＣＣ３′，下游 ５′ＴＴＧＧＡＧ
ＧＡＣＧＧＣＧＡＧＴＴＡ３′；内参上游 ５′ＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣ
ＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴ３′，下游 ５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＡＴ
ＴＣ３′，扩增后进行琼脂糖凝胶电泳，用 ＢａｎｄＳｃａｎ
５．０凝胶分析软件分别测定 ＧＡＰ４３、ＮＣＡＭ及内参
的灰度值，并计算 ＧＡＰ４３与内参的比值及 ＮＣＡＭ
与内参的比值。

１．５　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学处理。计量

资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组数据采用单
因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ检验，组间比较
采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠行为学表现
本研究中有６只大鼠未能诱发 ＳＥ，ＳＥ诱发成

功率８３％（３０／３６），将６只未成功诱发癫
"

的大鼠

剔除，其余 ３０只诱发成功的大鼠分入模型组，
ＬＥＶ１５０组及ＬＥＶ３００组（每组１０只）。ＳＥ诱发成
功的大鼠的行为表现为：腹腔注射匹罗卡品后５ｍｉｎ
左右开始出现动作僵硬、刻板，凝视、吸鼻、动须、节

奏性咀嚼等，１０ｍｉｎ左右可见“洗脸”、点头、“湿狗
样”震颤、咀嚼加强，１５～２０ｍｉｎ左右逐渐出现反复
前肢阵挛，直立、跌倒、甚至跳跃，以至全身的强直阵

·９２４·
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挛，体位失去控制。约在３０ｍｉｎ左右导致ＳＥ产生。
另有流涎、结膜充血、流血泪、腹泻等外周胆碱能兴

奋表现，１０％水合氯醛腹腔注射后均可终止 ＳＥ。诱
发ＳＥ后２～５ｄ，模型组大鼠出现蜷伏不动，不思饮
食，极易激惹。此后可观察到Ⅰ ～Ⅲ级的自发反复
发作。ＬＥＶ组灌胃后，仅出现极少量Ⅰ ～Ⅲ级性发
作。对照组大鼠无行为改变。

２．２　各组大鼠海马组织中ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ的表达
模型组海马组织中 ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ的表达明显

高于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＬＥＶ１５０组和 ＬＥＶ３００组
ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ的表达高于对照组（Ｐ＜０．０５），低于
模型组（Ｐ＜０．０５），其中ＬＥＶ３００组低于ＬＥＶ１５０组
（Ｐ＜０．０５）。见图１，图２。
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　　图１　各组海马组织中 ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ表达量的比较
　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与
ＬＥＶ１５０组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图２　ＲＴＰＣＲ方法示各组海马组织中ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ
的表达

２．３　各组大鼠海马组织中ＮＣＡＭ ｍＲＮＡ的表达
模型组大鼠海马组织中 ＮＣＡＭ的 ｍＲＮＡ表达

水平明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＬＥＶ１５０组和
ＬＥＶ３００组大鼠海马ＮＣＡＭｍＲＮＡ表达高于对照组
（Ｐ＜０．０５），显著低于模型组 （Ｐ＜０．０５），其中ＬＥＶ
３００组低于ＬＥＶ１５０组（Ｐ＜０．０５）。见图３，图４。
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　　图３　各组海马组织中 ＮＣＡＭ ｍＲＮＡ表达量的比较
　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与
ＬＥＶ１５０组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图４　ＲＴＰＣＲ法示各组海马组织中 ＮＣＡＭ ｍＲＮＡ的
表达

３　讨论

癫
"

是小儿时期最常见的神经系统发作性疾

病，表现为慢性反复性发作。人类颞叶癫
"

主要的

病理变化是海马硬化，表现为神经元丢失、胶质细胞

增生、苔藓纤维出芽及突触重组。苔藓纤维出芽形

成的神经回路可使颗粒细胞的兴奋性增高，与癫
"

放电的产生和传播有密切的关系［１１１２］。苔藓纤维

出芽及突触重构改变了门区及内分子层局部环路，

在颗粒细胞间形成异常兴奋性联系，增加了发作敏

感性，从而促进癫
"

的形成，苔藓纤维出芽在颗粒

细胞近端树突产生巨大的突触兴奋性，从而反复点

燃，异化癫
"

活动在齿状回的形成。海马苔藓纤维

出芽被认为是癫
"

发生发展过程中最主要的病理

改变。

ＮＣＡＭ是一种介导神经细胞识别、黏附和迁移
的细胞表面糖蛋白，对于轴突生长、突触重建和神经

元环路形成起到重要作用。ＧＡＰ４３是一种具有神
经系统特异性的胞膜磷酸化蛋白，具有引导轴突生

·０３４·
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长、调节侧支环路形成的作用，并与突触的递质释放

密切相关［２］。ＮＣＡＭ和 ＧＡＰ４３表达的过度上调则
可能导致异常神经元环路的形成，继而引发神经元

的异常放电。本研究中，ＬｉＰＩＬＯ致大鼠海马中的
ＮＣＡＭ和ＧＡＰ４３表达明显升高，与徐慧琴等［１３］戊

四氮致
"

大鼠模型的研究一致。表明大鼠致
"

后，

海马ＮＣＡＭ和 ＧＡＰ４３被大量诱导生成，并发挥其
刺激苔藓纤维出芽和促进突触重建的作用，形成导

致癫
"

反复发作的兴奋性神经网络结构。

ＬＥＶ是一种新型的广谱抗癫药物，通过多种途
径发挥抗癫

"

作用。ＬＥＶ能够与中枢神经元内广
泛分布的突触小泡蛋白２Ａ（ｓｙｎａｐｔｉｃｖｅｓｉｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎ
２Ａ）发生作用，调节突触囊泡的胞外分泌功能和突
触前神经递质的释放［１４］；对抗γ氨基丁酸受体阻滞
剂，从而间接增强 γ氨基丁酸受体的作用、抑制海
马ＣＡ３区等处神经元的兴奋性；抑制高电压激活的
Ｎ型钙离子通道［５］；分子研究表明，神经元兴奋性

增高与海马内用于合成脑源性神经营养因子及神经

肽Ｙ的ｍＲＮＡ水平上调有关［４］。有报道，ＬＥＶ在匹
罗卡品和红藻氨酸药物诱发的颞叶癫

"

中能够减少

海马神经元死亡，显示出神经保护作用，且大剂量时

对行为影响极小，说明其特殊的抗癫
"

机制和安全

性［１５］。本研究中，使用 ＬＥＶ的癫
"

大鼠仅出现极

少量Ⅰ ～Ⅲ级"

性发作，证实了 ＬＥＶ的抗癫
"

疗

效。而使用１５０ｍｇ／ｋｇ和３００ｍｇ／ｋｇ剂量的ＬＥＶ治
疗后，癫

"

大鼠海马组织中ＮＣＡＭ和ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ
的表达明显低于未使用 ＬＥＶ的大鼠，提示 ＬＥＶ可
以通过抑制癫大鼠海马组织中 ＮＣＡＭ和 ＧＡＰ４３的
过度表达，来抑制神经元轴突再生和突触重建，从而

达到控制癫反复发作的目的；３００ｍｇ／ｋｇ剂量 ＬＥＶ
对癫大鼠ＮＣＡＭ和ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ表达的下调作用
大于 １５０ｍｇ／ｋｇ剂量的 ＬＥＶ，提示 ＬＥＶ对海马
ＮＣＡＭ和 ＧＡＰ４３ｍＲＮＡ表达的抑制效果与剂量
有关。
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