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５羟色胺１Ａ受体激动剂８ＯＨＤＰＡＴ对癫痫合并抑郁
神经发生的研究

杨萍，孙美珍，杨小燕，李琼

山西医科大学附属第一医院神经内科，山西省太原市　０３０００１

摘　要：目的　探讨５羟色胺１Ａ（５ＨＴ１Ａ）受体与匹罗卡品诱导的癫痫大鼠合并抑郁海马齿状回神经发生的关系。方
法　从匹罗卡品诱导的慢性自发性颞叶癫痫大鼠中筛选出合并抑郁的大鼠 ３２只，随机分成模型组、卡马西平（ＣＢＺ）组、

ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量（０．１ｍｇ／ｋｇ）组、ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂量（１．０ｍｇ／ｋｇ）组，每组８只。对照组８只，注射生理盐

水（１０ｍｌ／ｋｇ）。药物干预后，制备大鼠脑片，利用免疫组织化学方法检测大鼠的神经发生。结果　模型组海马齿状回神

经发生较对照组明显增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＣＢＺ组、ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组、ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂

量组较模型组神经发生明显增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组较 ＣＢＺ组、ＣＢＺ＋８ＯＨ

ＤＰＡＴ低剂量组神经发生明显增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。但 ＣＢＺ组与 ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组比较神经发

生的差异没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　高剂量的５ＨＴ１Ａ受体激动剂 ８ＯＨＤＰＡＴ在实验的过程中能够增加癫痫

合并抑郁大鼠的神经发生。
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　　目前抑郁与癫痫共存被认为是一种常见的神
经精神病学现象［１］。神经发生（ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ）是脑
内产生新的神经元的过程，其中海马齿状回（ｄｅｎ
ｔａｔｅｇｙｒｕｓ，ＤＧ）的亚颗粒增生带（ｓｕｂｇｒａｎｕｌａｒｚｏｎｅ，

ＳＧＺ）是目前研究最多的神经发生区域之一［２］。已

有充分的证据显示 ５羟色胺（５ＨＴ）、去甲肾上腺
素（ＮＥ）［３，４］等神经递质与癫痫、抑郁有关，并且 ５
ＨＴ可以调节海马的神经发生。本研究使用 ５
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ＨＴ１Ａ受体特异性激动剂 ８ＯＨＤＰＡＴ腹腔注射匹
罗卡品诱导慢性癫痫大鼠合并抑郁大鼠模型，测定

其行为学指标，采用免疫组化方法研究海马齿状颗

粒细胞神经发生并探讨其相互关系。

１　材料和方法
１．１　实验动物和分组

成年雌性健康清洁级 ＳＤ大鼠 １６０只，重量为
１８０～２３０ｇ，由山西医科大学实验动物中心提供。
实验动物均以标准饲料喂养，自由摄食饮水，自然

光照射，换气扇通风。随机分成对照组 ８只（生理
盐水 １０ｍｌ／ｋｇ），实验组 １５２只（其中造模时死亡
２２只）。从 １３０只癫痫大鼠中筛选出合并抑郁的
大鼠３２只，并随机分成４个组，即模型组、ＣＢＺ组、
ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量（０．１ｍｇ／ｋｇ）组、ＣＢＺ＋
８ＯＨＤＰＡＴ高剂量（１．０ｍｇ／ｋｇ）组，每组 ８只。
１．２　药物与主要试剂

匹罗卡品（ｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ，ＰＯＬＯ）产自美国 ＡＢＣＲ
公司，氯化锂（ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＬＩＣＬ）、８ＯＨＤＰＡＤ、
ＢｒｄＵ产自美国 Ｓｉｇｍａ公司，小鼠抗 ＢｒｄＵ单克隆抗
体（ＢＭ０２０１）、山羊抗小鼠 ＩｇＧＴＲＩＴＣ（ＳＡ１０２１）均
由武汉博士德公司提供。

１．３　模型制作
腹腔注射氯化锂 ３ｍＥｑ／ｋｇ，１８ｈ后再给予匹

罗卡品 ３０ｍｇ／ｋｇ，在注射匹罗卡品前 ３０ｍｉｎ注射
阿托品 ｌｍｇ／ｋｇ以拮抗外周胆碱能作用，若 ３０ｍｉｎ
内无惊厥发作，可按每次 １０ｍｇ／ｋｇ追加匹罗卡品，
追加达 ４次仍未达到 ＩＶ级发作的不再追加。对照
组注入生理盐水 １０ｍｌ／ｋｇ。操作完毕后使其采取
侧卧位送回鼠笼。

行为学观察参考 Ｒａｃｉｎｅ分级标准，０级：无惊
厥；Ⅰ级：不动和面部自动症（眼闭，面部痉挛等）；

Ⅱ级：头部的点动，有更多严重的面部与口部的痉
挛；Ⅲ级：一侧的前腿阵挛抽搐；Ⅳ级：双前腿抬起
并阵挛抽搐；Ⅴ级：双腿抬起阵挛抽搐，并失平衡
摔倒。ＩＶ级和 Ｖ级发作为全身性惊厥或大发作。
癫痫持续状态后 ４０ｍｉｎ给予安定 ４ｍｇ／ｋｇ和 １０％
水合氯醛 ３ｍＬ／ｋｇ，终止发作。点燃出 Ｒａｃｉｎｅ（ＩＶ
级以上）并存活者入组，并纪录大鼠脑电图。

１．４　抑郁的测定
１．４．１　体重及摄食量　每日 ８：００加食物 ５０ｇ，
次日 ８：００称食物余量，同时称动物体重。
１．４．２　敞箱试验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ）　敞箱装置由不
透明材料制成，底面为７６ｃｍ×７６ｃｍ的正方形并被

等分为２５个等边方格，周围有高 ４２ｃｍ的墙壁。将
大鼠置于中心方格内，观察大鼠在 ５ｍｉｎ内中央格
停留时间、穿越格数（四爪均进入的方格方可记数，

为水平运动得分）、后肢直立次数（两前爪腾空或攀

附墙壁，为垂直运动得分）、清洁运动记数、粪便粒

数。彻底清洁敞箱后再进行下一只大鼠的观察。

１．４．３　抑郁的判定　抑郁大鼠体重增长缓慢，摄
食量减少，敞箱试验中水平运动次数、垂直运动次

数、理毛时间减少、中央格停留时间、粪粒粒数增

加，与对照组比较有统计学意义即可评定是抑郁。

１．５　免疫单标记法给药方式
溴脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）液溶于生理盐水

中，浓 度 为 ｌ０ ｍｇ／ｍｌ进 行 标 记，每 次 剂 量 为
５０ｍｇ／ｋｇ，每２小时１次，连续注射２次。大鼠在末
次注射 ＢｒｄＵ２４ｈ后，左心灌注固定取脑。
１．６　免疫单标记法

水合氯醛麻醉大鼠后，依次用生理盐水、４％多
聚甲醛灌注，取脑，固定。放于恒冷切片机中用组

织包埋剂包埋，恒冷冰冻切片机连续冠状切片取海

马和齿状回互包平面，切片厚 ２５μｍ，每隔 ２张取 ｌ
张切片，每例标本取切片不少于 ８张，全部切片用
于免疫组织化学染色。脑片入 ０．０１ＭＰＢＳ漂洗 ５
ｍｉｎ×３次；入新配制的 １％ Ｈ２Ｏ２溶液中室温下孵
育 ３０ｍｉｎ，灭活内源性过氧化物酶；入 ２Ｎ盐酸中
３７℃ ６０ｍｉｎ；０．１Ｍ硼酸缓冲液（ｐＨ８．５）２５℃
１０ｍｉｎ，以中和盐酸；滴加正常山羊血清工作液封
闭，室温孵育 ３０ｍｉｎ，倾去，勿洗，以减少特异性背
景；入鼠抗尿嘧啶脱氧核苷（ＢｒｄＵ）单克隆抗体（１：
１００），４℃孵育 ７２ｈ，同时任取一张切片用 ＰＢＳ代
替一抗作为阴性对照；入生物素标记的小鼠抗 Ｂｒ
ｄＵ单克隆抗体（二抗）工作液，３７℃孵育 ｌ０ｍｉｎ；
辣根酶标记镰霉卵白素工作液，３７℃孵育 ｌ０ｍｉｎ；
用 ＤＡＢ和 Ｈ２Ｏ２呈色 １０ｍｉｎ；自来水充分冲洗，贴
片、脱水、透明和封片，光镜观察。以上各步骤前

后均用 ０．０１ｍｏｌ／ｌ的 ＰＢＳ（ｐＨ７．２～７．４）冲洗 ３
次，每次 ５ｍｉｎ。
１．７　结果分析和统计处理

ＢｒｄＵ细胞计数：４００倍光镜下观察大鼠齿状回
颗粒细胞全层（ＧＣＬ）、颗粒下层增生带（ＳＧＺ，ＧＣＬ
边缘与门区之间约 ２个细胞体厚的区域）ＢｒｄＵ阳
性细胞数，每只大鼠随机选取 ８个非连续的脑片进
行记数，得出每张切片的平均值。实验结果以ｘ±ｓ
表示，使用 ＳＰＳＳ１７．０软件包进行方差分析，组间
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比较用 ＬＳＤＴ检验。其它各组计数资料进行单因
素方差分析方法。

２　结果
２．１　癫痫行为学和脑电图观察

造模时症状 Ｒａｃｉｎｅ分级，其中 Ｉ级 ６只（６／
１５２），ＩＩ级 ７只（７／１５２），ＩＩＩ级 ５只（７／１５２），ＩＶ
级 ３２只（３２／１５２），Ｖ级 １０２只（１０２／１５２）。进
入 ＳＥ的大鼠均达 Ｒａｃｉｎｅ标准Ⅳ ～Ｖ级，部分Ⅲ级
可以发展为 ＳＥ发作，仅达 ＲａｃｉｎｅＩ～Ⅱ级者均不会
发展 成 ＳＥ。 首 次 注 射 不 出 现 ＳＥ 者 ２０ 只
（１３．１６％），在 ３０ｍｉｎ后追加匹罗卡品，均出现
ＳＥ。大鼠死亡 ２２只（１３．３３％），主要为 ＳＥ所致。
造模 ＳＥ成功 １３０只（８６．６７％）。

匹罗卡品腹腔注射后，５～１０ｍｉｎ大鼠出现凝
视、不动，至 １５～３０ｍｉｎ后开始表现为“湿狗样震
颤”、自动症及轻度边缘性惊厥，３０ｍｉｎ后出现严
重边缘性惊厥状态，表现为流涎、姿势失衡、肢体

阵挛等，持续 ５～１０ｈ左右，之后进入静止期，凡在
急性期诱发出癫痫持续状态的大鼠，在 １５～６０ｄ
内 １００％呈现一次以上自发性发作。对照组大鼠
未观察到诱发发作和自发性发作。

给药后 ３０～６０ｍｉｎ，模型大鼠脑电图开始出现
以棘波、尖波、尖慢综合波等波形为主的散在癫痫

波形，间断发作（见图 １）。

图 １　大鼠脑电图所见。Ａ：对照组显示正常脑电图；Ｂ：模
型组急性期可见阵发的棘波、尖波、尖慢综合波；Ｃ：模
型组慢性期可见阵发的多棘波、尖波；Ｄ：ＣＢＺ组可见
阵发的多棘波、尖波，较慢性期的波幅压低；Ｅ：ＣＢＺ＋
８ＯＨＤＰＡＴ（低）组可见散在单个棘波或尖波，且波幅
明显降低；Ｆ：ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ（高）组可见单个棘波
或尖波较 ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低组明显减少，且波幅明
显降低。

２．２　抑郁行为学观察
在体重、摄食量、水平穿越格数、竖立次数、理

毛时间、中央格停留时间、粪便粒数等指标上，ＣＢＺ
组、ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低 剂 量 组、ＣＢＺ＋８ＯＨ
ＤＰＡＴ高剂量组与模型组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组与 ＣＢＺ
组、ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．００１）。ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组与
ＣＢＺ组比较差异无统计学意义（见表 １、表 ２）。

表１　实验３２ｄ各组大鼠ｏｐｅｎｆｉｌｅｄ行为学指标　　（ｘ±ｓ）

　　　组别 鼠数 垂直运动次数 水平运动次数 中央格停留时间（ｓ） 理毛时间（ｓ） 粪便粒数

对照组 ８ ２２．７５±２．５５★▲●■ ６０．１３±１２．４５★▲●■ ０．５０±０．７６★▲●■ １３．３８±３．０２★▲●■ ３．５０±１．０７★▲●■

模型组 ８ ７．５０±２．５１◆▲●■ １６．５０±６．０９◆▲●■ ４．１３±１．１３◆▲●■ ４．００±１．８５◆▲●■ ９．８８±２．３７◆▲●■

ＣＢＺ组 ８ １２．６３±４．４７◆★■ ２９．６３±４．０３◆★■ ２．３８±０．７４◆★■ ７．８８±２．５３◆★■ ７．１３±１．９６◆★■

ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组 ８ １４．３８±３．２９◆★■ ３２．５０±６．０７◆★■ ２．２５±０．７１◆★■ ８．５０±２．６７◆★■ ６．８８±１．８１◆★■

ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组 ８ ２１．３８±１．９２★▲● ５７．００±８．４０★▲● ０．７５±０．８９★▲● １２．６３±１．８５★▲● ４．００±１．５１★▲●

　　　　　Ｆ ３３．９０ ４４．５４ ２３．１９ １９．７９ １６．７３
　　　　　Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：◆为与对照组比较；★为与模型组比较；▲为与ＣＢＺ组比较；●为与 ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组比较；■为与 ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂
量组比较。

表２　实验３２ｄ各组大鼠体重、摄食量的比较　　（ｇ，ｘ±ｓ）

　　　组别 鼠数 体重 摄食量

对照组 ８ ３０２．５０±７．５６★▲●■ ３１．２３±２．２９★▲●■

模型组 ８ ２６０．００±１０．６９◆▲●■ １７．１３±２．７５◆▲●■

ＣＢＺ组 ８ ２７６．００±９．９８◆★■ ２１．００±２．７８◆★■

ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组 ８ ２８１．２５±７．９１◆★■ ２２．５０±２．７８◆★■

ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组 ８ ２９１．８８±４．５８◆★▲● ２７．１３±２．１８◆★▲●

　　　　　Ｆ ２８．９８ ３６．０６
　　　　　Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：◆为与对照组比较；★为与模型组比较；▲为与ＣＢＺ组比较；●为与 ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组比较；■为与 ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂
量组比较。

·６１·
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２．３　病理学观察
实验 ３２天注射 ＢｒｄＵ后，模型组海马齿状回

ＢｒｄＵ标记阳性细胞个数与对照组比较明显增加（Ｐ
＜０．０５）。ＣＢＺ组、ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组和
ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组标记阳性细胞个数明
显高于模型组（Ｐ＜０．０５）。ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高
剂量组标记阳性细胞个数明显高于 ＣＢＺ组及 ＣＢＺ
＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组（Ｐ＜０．０５），但 ＣＢＺ组与
ＣＢＺ

!

８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组比较差异没有统计学
意义（见表 ３、图 ２）。

　　表 ３　各组大鼠海马齿状回 ＢｒｄＵ标记阳性细胞个数
（ｘ±ｓ）

　　　组别 鼠数 海马齿状回区阳性细胞数

对照组 ８ ３．２５±１．２３＊▲●■

模型组 ８ ３８．３８±６．４１◆▲●■

ＣＢＺ组 ８ ５７．７５±１２．４１◆★■

ＣＢＺ
!

８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组 ８ ５８．８８±７．４９◆★■

ＣＢＺ
!

８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组 ８ ９８．０±９．７５◆★▲●

　　注：◆为与对照组比较；★为与模型组比较；▲为与 ＣＢＺ组比
较；●为与ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组比较；■为与 ＣＢＺ＋
８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组比较，Ｐ＜０．０５。

图 ２　大鼠海马齿状回区 ＢｒｄＵ标记细胞变化，箭头所指的是新生的神经元，×４０（ＡＥ），×４００（Ｆ）。Ａ：对照组可见很少量新
生的神经元；Ｂ：模型组可见少量新生的神经元；Ｃ：ＣＢＺ组可见新生的神经元较模型组多；Ｄ：ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ低剂量组
可见大量新生的神经元；Ｅ：ＣＢＺ＋８ＯＨＤＰＡＴ高剂量组可见大量新生的神经元）；Ｆ：４００倍下的新生神经元。

３　讨论
近期的研究发现癫痫和抑郁存在双向关系及共

同的发病机制。据报道，３０％ ～５０％的难治性癫痫
病人患有重度抑郁，复发性癫痫病人患有抑郁的比

率为 ２０％ ～５５％，而癫痫控制较好的病人患抑郁的
比率仅为 ３％ ～９％［５］。有学者认为抑郁是癫痫患

者特别是颞叶癫痫最常见的神经精神障碍。本研

究采用匹罗卡品建立颞叶癫痫模型，后期筛选出癫

痫合并抑郁的大鼠比率为 ２４％。基本符合文献上
报道。

研究发现，癫痫、抑郁发病均与神经可塑性有关

系［６，７］。成年中枢神经系统神经可塑性涉及树突延

伸与功能改变、轴突发芽、长时程突触传递增强、突

触再生和神经再生等改变。神经发生出现在成年

脑内不连续的区域，主要包括海马 ＤＧ、侧脑室室管
膜及室管膜下区（ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｚｏｎｅ，ｓｖｚ）两个区域。
国内已有研究，利用氯化锂和匹罗卡品联合诱导大

鼠癫痫模型，发现癫痫后发生了神经前体细胞的增

殖，增殖的细胞大多数分化为神经元［８］。

有研究表明 ５ＨＴ１Ａ受体与神经可塑性有关，
５ＨＴ对发育和成年期的中枢神经系统均有神经营
养效应，海马齿状回神经元富含 ５ＨＴ１Ａ受体，介导
了 ５ＨＴ发挥重塑海马等神经营养作用［９］。而 ５
ＨＴ１Ａ与抑郁、焦虑和癫痫等的发病机制密切相关，
同时也是药物治疗的重要靶点。国外研究运用 ＰＥＴ
证实在癫痫合并抑郁患者中可发现 ５ＨＴ１Ａ受体结
合减少［１０］。Ｊａｓｏｎ等［１１］发现 ５ＨＴ１Ａ受体激动能诱
导齿状回的细胞的增殖。Ｋａｌｉｎｉｎ［１２］提出具有 ５ＨＴ
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能特性的抗癫痫药物（如 ＳＳＲＩｓ），因其具有抗抑郁
作用而有助于减少自杀风险。

综上所述，５羟色胺１Ａ受体与神经可塑性有着
密切关系，而前两者都在癫痫合并抑郁的病理生理

的改变起着重要作用，本研究通过 ５羟色胺 １Ａ受
体激活后神经可塑性的变化，来观察其对于癫痫合

并抑郁的症状有无影响。本实验使用 ＢｒｄＵ标记的
阳性细胞数（细胞增殖）来反映癫痫合并抑郁后的

神经发生，发现相较于单一经典的卡马西平用药，

合并高剂量的 ８ＯＨＤＰＡＴ组大鼠的新生神经元明
显增多，并且差异有统计学意义 ，而合并低剂量 ８
ＯＨＤＰＡＴ组却无统计学意义。而且合并高剂量的
８ＯＨＤＰＡＴ组的大鼠体重、摄食量、活动能力等差
异有统计学意义，脑电图有明显的好转，而合并低

剂量 ８ＯＨＤＰＡＴ组却无统计学意义，可能低剂量组
诱导的神经发生不足以改善癫痫合并抑郁的症状。

由于本实验样本量不足，未设置中剂量组。本研究

说明高剂量的 ５ＨＴ１Ａ受体激活剂所诱导的神经发
生改善癫痫合并抑郁的症状，５ＨＴ１Ａ受体激活对
癫痫合并抑郁具有神经保护作用。

本研究实验研究结果表明 ５ＨＴ１Ａ受体激动剂
可能是通过增加海马齿状回的神经发生来改善癫

痫及抑郁症状，但并未进行临床研究，需要进一步

探讨。
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