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荧光金逆行示踪观察匹罗卡品致痫大鼠 ＣＡ１区
锥体细胞突触联系变化的研究
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摘　要：目的　通过荧光金（ＦＧ）逆行示踪观察氯化锂匹罗卡品致痫模型大鼠慢性自发发作期海马 ＣＡ１区锥体细胞之
间的突触联系变化。方法　ＳＤ大鼠２０只随机分为实验组和对照组。癫痫持续状态后 ６０ｄ左右，利用立体定位仪在活

体内注射逆行性示踪剂 ＦＧ至海马 ＣＡ１区，术后常规喂养 ５～７ｄ后灌注取材。激光扫描共聚焦显微镜下观察 ＦＧ的分

布。结果　７只实验组大鼠中有５只可见有 ＦＧ标记的锥体细胞，对照组未见。实验组中有 ２只大鼠在海马下托亦可见

有 ＦＧ标记的锥体细胞，而对照组未见。结论　颞叶癫痫大鼠海马 ＣＡ１区锥体细胞之间和下托至 ＣＡ１区有异常兴奋性突

触联系，其可能是构成异常兴奋性回路的解剖学基础。
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　　颞叶癫痫是难治性癫痫中的一种主要类型，
严重危害着人们的身心健康。目前边缘性癫痫的

发生和继发性自发发作的原因仍不清楚，其中潜在

的控制发作的自我补偿机制亦不明了［１］。癫痫的

发生常与以下变化相关：神经元缺失、兴奋性增

加、抑制性减弱、回路重组和突触的异常。其中海

马兴奋性回路的重组在颞叶癫痫的发生中起着尤

为重要的作用［２，３］。轴突出芽是颞叶癫痫的普遍现
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象，是兴奋性回路重组的重要结构基础［４，５］。虽然

目前已有一些关于兴奋性回路重组的报道［６８］，但

颞叶癫痫中兴奋性主细胞———锥体细胞的突触联

系变化尚不十分清楚。本研究拟利用氯化锂 －匹
罗卡品致痫大鼠模型，通过荧光金逆行示踪观察慢

性自发发作期海马 ＣＡ１区锥体细胞之间的突触联
系变化，揭示兴奋性回路重组在颞叶癫痫的发生和

自我修复中的作用。

１　材料与方法
１．１　主要试剂与材料

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠由中南大学湘雅医学
院实验动物中心提供；匹罗卡品（ＰＩＬＯ）（美国 Ｂｏｅ
ｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司）；氯化锂（ＬｉＣｌ）（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；荧光金（ＦＧ）（美国 Ｆｌｕｏｒｏｃｈｒｏｍｅ公司）；激
光扫描共聚焦显微镜（德国 ＺＥＩＳＳＬＳＭ５１０）；立体
定位仪（日本 ＮａｒｉｓｈｉｇｅＳＮ３型）。
１．２　实验动物及分组

２０只 ６～８周龄健康雄性 ＳＤ大鼠，体重（２５０
±２０）ｇ，在室温 １８～２５℃、相对湿度 ５０％ ～６０％、
人工 １２ｈ昼／夜循环照明环境中用全价营养饲料
分笼饲养，大鼠能自由摄食及饮水。每日定时清洗

笼舍。随机将大鼠分为实验组（Ａ组，ｎ＝１０）和对
照组（Ｂ组，ｎ＝１０）。
１．３　癫痫动物模型制作
１．３．１　实验组　大鼠腹腔注射氯化锂（ＬｉＣＬ）
３ｍＥｑ／ｋｇ（约１２５ｍｇ／ｋｇ），１８～２４ｈ后给予匹罗卡
品（ＰＩＬＯ）２０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射（ＰＩＬＯ和 ＬｉＣＬ均用无
菌生理盐水溶解，新鲜配制），若无痫性发作或痫

性发作未达到 Ｒａｃｉｎｅ［９］制定的痫性发作标准Ⅲ ～
Ⅴ级者，每隔 ３０ｍｉｎ可重复腹腔注射匹罗卡品 １０
ｍｇ／ｋｇ／次，直至出现痫性发作。发作程度按 Ｒａｃｉｎｅ
制定的标准进行分级，达到Ⅲ ～Ⅴ级的大鼠进入癫
痫持续状态（ＳＥ），归于致痫成功组；未达到Ⅲ ～Ⅴ
级的大鼠继续注射 ＰＩＬＯ直至次数达到 ６次，其间
达Ⅲ级以上的动物也归到致痫成功组；６次后仍未
达到标准的归于致痫不成功组。致痫成功后从第

一次大发作开始持续发件 ５０ｍｉｎ以上者，以 １０％
水合氯醛 ３ｍｌ／ｋｇ终止。急性诱发 ＳＥ后，每天观
察动物行为，观察时间为 ８：００ＡＭ～８：００ＰＭ。
１．３．２　对照组　与氯化锂 －匹罗卡品实验组大鼠
相同的时间点，给予大鼠腹腔注射生理盐水 １２５
ｍｇ／ｋｇ，注射后也立即开始观察大鼠的行为学变化。
１．４　在体注射荧光金至海马 ＣＡ１区

在 ＳＥ后 ６０ｄ左右，模型大鼠腹腔注射 １０％水

合氯醛（３ｍｌ／ｋｇ），待麻醉后固定于脑立体定位仪
上，剪去头部局部毛发，消毒后沿矢状线切开皮

肤，剥离筋膜，露出颅骨表面，找到前后囟，调整立

体定位仪，使前后囟在一个水平面上。根据脑立体

定位图谱，于前囟后 ３．１ｍｍ、中线两侧旁开 ２．０
ｍｍ处颅骨钻钻开颅骨，用 １μｌ微量注射器（已吸
入１μｌ用无菌注射用水配置好的４％荧光金溶液）
自脑表面垂直缓慢进针 ２．８～２．９ｍｍ（控制注射
速度 ０．１μｌ／ｍｉｎ），每侧各注射 ４％ＦＧ０．５μｌ，留
针 ５ｍｉｎ以保证溶液充分渗入，然后缓慢撤针。再
次消毒，缝合皮肤。对照组大鼠亦按同样方法注射

４％荧光金至海马 ＣＡ１区，每侧各 ０．５μｌ。麻醉苏
醒前注意保暖，苏醒后放回笼照常喂养 ５～７ｄ，以
使荧光金充分运输。

１．５　灌注取材，冰冻切片
注射 ＦＧ后 ５～７ｄ行灌注取材，取脑置 ４℃的

４％多聚甲醛中至少 ２４ｈ充分固定以免荧光金扩
散，蔗糖过夜沉底。冰冻切片机行 ３５μｍ厚脑冠
状连续切片，隔三取一，每只大鼠取 ４套，收集有
海马的脑片于０．０１ｍｏｌ／ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中。
将脑片贴片于用多聚赖氨酸处理过的载玻片上，切

片充分晾干后，－２０℃冰箱保存备用，切片及贴片
过程中注意避光。

１．６　结果观察
每只大鼠随机选取 ５张有注射针道的切片，对

照组大鼠选取断面水平相似的有注射针道的切片，

共聚焦显微镜下观察结果。

２　结果
２．１　行为学变化

实验组大鼠共１０只，其中９只大鼠达到 Ｒａｃｉｎｅ
ＩＩＩ～Ｖ级并进入 ＳＥ；进入 ＳＥ状态后，有 ２只因抽
搐致死，其余 ７只大鼠在 ２４～７２ｈ后进入静止期，
静止期大部分动物行为正常。存活的大鼠在 １５～
４５ｄ后均出现自发性发作，发作呈强直 －阵挛性发
作，持续时间短暂，约半分钟至 １ｍｉｎ，发作次数从
１天数次至数天 １次不等，慢性期内的大鼠无死
亡。注射 ＦＧ后，大鼠行为无明显变化。
２．２　被 ＦＧ标记的锥体细胞

海马 ＣＡ１区被 ＦＧ标记的神经元有锥体细胞
和其他非主细胞，锥体细胞占多数。被标记的细胞

表面可见金黄色颗粒状物（见图 １、图 ２）。７只实
验组大鼠中有 ５只在远离注射部位的 ＣＡ１区（靠
近 ＣＡ２区）可见有 ＦＧ标记的锥体细胞（见图 ３）。
对照组无一只在远离注射部位发现有 ＦＧ标记的
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锥体细胞，均局限在注射部位相邻区域内。７只实
验组大鼠中有２只在海马下托亦可见有 ＦＧ标记的

锥体细胞（见图 ４），对照组均未见。ＦＧ标记的锥
体细胞离注射部位越远，荧光越暗。

图 １　ＦＧ注射入海马 ＣＡ１区呈金黄色 免疫荧光

　　　　 ×２００

　　图 ２　ＦＧ标记的锥体细胞表面可见金黄色颗粒状物

（箭头所示）免疫荧光 ×１０００

　图 ３　实验组 ＣＡ１区远离注射部位处可见被 ＦＧ标记的

锥体细胞（箭头所示）免疫荧光 ×２００

　　图 ４　实验组海马下托可见被 ＦＧ标记的锥体细胞

（箭头所示）免疫荧光 ×２００

３　讨论
正常海马兴奋性回路已被确定，即兴奋性信号

由内嗅皮层锥体细胞的轴突形成穿通径路（ｐｅｒｆｏｒａ
ｔｅｄｐａｔｈｗａｙ，ＰＰ）纤维投射到齿状回外、中分子层，
终止于颗粒细胞的树突远端树突棘；齿状回颗粒细

胞轴突———苔藓纤维投射到 ＣＡ３透明层，终止于
锥体细胞顶树突基部；ＣＡ３锥体细胞轴突的 Ｓｃｈａｆ
ｆｅｒ侧枝（Ｓｃｈａｆｆｅｒ’ｓｌａｔｅｒａｌｂｒａｎｃｈ）投射到同侧 ＣＡ１
腔隙层，终止于锥体细胞的顶树突干；最后 ＣＡ１锥
体细胞轴突经下托到达内嗅皮质完成整个海马内

回路。该回路中任一局部的功能变化或结构异常

就将导致整个海马的兴奋性异常［１０，１１］。

本研究发现，颞叶癫痫大鼠慢性期 ＣＡ１区远离

注射部位处和海马下托均有 ＦＧ标记的锥体细胞，
而对照大鼠中未见，提示颞叶癫痫慢性期存在异常

的兴奋性神经网络联系，包括 ＣＡ１区锥体细胞之
间的异常联系和海马下托至 ＣＡ１区的异常联系。

局部的兴奋性联系似乎大多数存在于 ＣＡ３区
而非 ＣＡ１区［１２，１３］，Ｄｅｕｃｈａｒｓ等［１４］通过细胞内记录

和生物素化的方法检测到 ＣＡ３区锥体细胞之间的
联系比例为 １∶１６，ＣＡ１区中却仅为 １∶１００。因
此正常情况下 ＣＡ１区锥体细胞之间的联系很少，
与本研究结果一致。而在颞叶癫痫大鼠慢性期，我

们通过荧光金标记检测到海马 ＣＡ１区锥体细胞之
间的联系增强。由于荧光金主要通过逆行性轴浆

运输的方式从轴突末端转运到细胞胞体［１５］，因此
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这种联系可能是锥体细胞之间的侧枝联系增强，且

可能是异常的轴突出芽所致。该现象亦存在于海

人酸致痫模型［１６，１７］和有海马硬化（中度神经元缺

失和神经胶质增生）的人类颞叶癫痫［１８］中。以上

提示 ＣＡ１区锥体细胞的轴突出芽引起的细胞间侧
枝联系增强是海马兴奋性回路重组的一个重要组

成部分，并可能是颞叶癫痫锥体细胞减少和形态改

变的一个补偿机制。

本研究还观察到，除了 ＣＡ１区锥体细胞之间的
异常联系，还有 ２只实验组大鼠可见有海马下托至
ＣＡ１区的异常联系。下托 －海马纤维在兔脑中曾
有报道［１９］。这种纤维被认为是通过腔隙 －分子层
（ｌｍ）或始层（ｏｒｉｅｎｓｓｔｒａｔｕｍ）到达 ＣＡ１区的［１９］，提

示 ＣＡ１区细胞可受下托细胞的传入控制。本研究
中颞叶癫痫大鼠慢性期出现 ＦＧ标记的下托锥体
细胞，说明颞叶癫痫大鼠中下托海马的联系增强。
这种现象只在 ２只有高频率自发发作的大鼠中存
在，因此，下托 －海马兴奋性突触联系的增强可能
与自发发作频率有关，但尚需更多样本量以及电生

理的研究来证实。

兴奋性锥体细胞之间的异常突触联系，可能促

进了异常兴奋性回路的形成，增强了海马区域兴奋

性的正反馈，导致放电的同步化，从而在癫痫发生

中起重要作用。
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