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·论著·

匹罗卡品致痫小鼠自发性癫痫发作模型的建立及

癫痫后海马新生神经细胞增生的研究

李艺，肖波，杨欢，龙莉莉，冯莉，陈锶，方红军，向田，吴倩，吴志国

中南大学湘雅医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００８

摘　要：目的　探讨匹罗卡品致痫小鼠自发性癫痫发作（ＳＳ）模型的特点，并观察癫痫发作后其齿状回颗粒细胞下层新
生神经细胞（ＮＰＣ）增生变化。方法　建立 ＳＳ小鼠模型，进行行为学检测。将 ＳＳ发作小鼠在癫痫持续状态（ＳＥ）后不同

时间点进行 Ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ（ＤＣＸ）免疫组化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察海马 ＮＰＣ的分布和表达改变。结果　８０％的模型小鼠出现持

续 ＳＳ，发作时程约１０～４０ｓ，发作频率为２．１８±０．４５次／周。ＤＣＸ＋细胞及其蛋白表达在模型组中显著增多（Ｐ＜０．０５），

ＳＥ后４周最为明显，ＳＥ后８周开始下降，至 ＳＥ后１２周显著减少。增生的 ＤＣＸ＋细胞呈簇状分布，随时间推移出现迁移

分散。存在 ＳＳ的模型小鼠相对于不存在 ＳＳ的模型小鼠 ＤＣＸ＋细胞增生更为明显。结论　匹罗卡品致痫后 ＳＳ小鼠模型

存在持续的 ＮＰＣ增生，这可能在慢性期癫痫持续发作的病理生理机制中有着重要作用。
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　　近年来癫痫发作相关的新生神经元增生与其
发病机制的关系已成为癫痫研究的热点［１］。成年

哺乳动物脑中有两个主要的神经元再生区域：侧脑

室下 层 （ＳＶＺ）和 海 马 齿 状 回 颗 粒 细 胞 下 层
（ＳＧＺ）［２，３］。ＳＧＺ的 ＮＰＣ约 ９０％成为兴奋性的颗
粒细胞，整合至原有的神经网络中发挥作用［３］。这

些新生神经元可受环境因素及病理状况的影响表

现出很强的可塑性，但自发性痫性发作是否能够影

响神经元的再生，从而影响癫痫的发生发展尚未有

详细研究。本实验拟探讨与人类癫痫发作形式相

似的匹罗卡品致痫小鼠自发性痫性发作模型行为

学特点，并研究其新生神经细胞特异性表达蛋白

ＤＣＸ在海马结构的分布和表达改变，从而探索自
发性痫性发作对于新生神经细胞增生的影响。

１　材料和方法
１．１　实验动物及分组

本实验选用 ６～８周龄健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠，由中南大学动物学部提供。①１０只模型小鼠
用于行为学研究；②自发性癫痫小鼠造模成功后
（至少存在 ３次 ＳＳ发作）１周、２周、４周、８周、１２
周行海马组织 ＤＣＸ免疫组化（每时间点 ６例）和
ＷｅｓｔｅｒｎＢｏｌｔ检测（每时间点 ６例），同法检测同等
数量的对照组小鼠；③自发性癫痫小鼠造模 ４周后
通过行为学监测将至少存在３次 ＳＳ发作的小鼠（ｎ
＝３）和 ＳＥ发作后但未监测到 ＳＳ发作的小鼠（ｎ＝
３）的海马结构行 ＤＣＸ免疫组化染色进行比较。
１．２　癫痫动物模型制作及行为学观察

模型组小鼠注射东莨菪碱硝酸甲酯（１ｍｇ／ｋｇ，
ｉｐ），３０ｍｉｎ后给予匹罗卡品（３２０３５０ｍｇ／ｋｇ，ｉｐ）
诱导癫痫持续状态（ＳＥ）的产生。２ｈ后给予地西
泮（７．５ｍｇ／ｋｇ，ｉｐ）终止痫性发作。对照组小鼠除
了注射与模型组小鼠所用匹罗卡品等剂量的生理

盐水外，余处理同模型小鼠。模型组小鼠 ３只一笼
分养，利用录像系统连续记录小鼠的行为学表现

（８ｈ／ｄ）；观察录像资料对模型小鼠的痫性发作形
式和频率进行记录。

１．３　Ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ（ＤＣＸ）免疫组织化学染色
水合氯醛麻醉小鼠，灌注取脑，行冰冻切片。

１％过氧化氢溶液中漂洗 ３０ｍｉｎ，正常兔血清封闭
抗原 ２ｈ，滴加 １∶８０００羊抗小鼠多克隆抗体 ＤＣＸ
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＵＳＡ）４℃过夜；生物素化兔抗羊 ＩｇＧ抗体
孵育ｌｈ（１∶２００，ＶｅｃｔｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＵＳＡ），在亲和素 －
生物素化的辣根过氧化物酶（１∶１００，ＶｅｃｔｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，

ＵＳＡ）中培养 ｌｈ，ＤＡＢ显色。每步骤间用 ＰＢＳ洗３×５
ｍｉｎ，最后梯度酒精脱水，封片。阴性对照采用 ＰＢＳ分别
取代一抗、二抗。应用 ＨＰＩＡｓ１０００高清晰彩色病理图
像分析系统进行图像分析。

１．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ半定量分析ＤＣＸ的表达变化
将小鼠麻醉后灌注取脑，分离海马组织。通过聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，再将其转移到 ＰＶＤＦ膜。应
用１∶８０００羊抗小鼠多克隆抗体 ＤＣＸ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，
ＵＳＡ）及其二抗（兔抗羊抗体，１∶１００００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，
ＵＳＡ）孵育。增强化学发光法检测目的条带，ＫｏｄａｋＸ光
胶片曝光，显影及定影；胶片扫描后用 ＢａｎｄＳｃａｎ４．５图
像分析软件对结果进行灰度分析，以 βａｃｔｉｎ做内对照，
计算ＤＣＸ蛋白的相对表达量。
１．５　统计处理

本实验数据均用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，模型组
与对照组间比较用两样本 ｔ检验，成组设计多样本均数
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），检验水准Ｐ＜０．０５。统计
分析和图表绘制用ＳＰＳＳ１７．０统计软件完成。
２　结果
２．１　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作模型小鼠的行为
学特点

小鼠ＳＥ造模成功后５０ｄ（ｎ＝１０）仅有２只始终未
有ＳＳ出现；自发性癫痫发作在匹罗卡品模型中 ＳＥ后的
发生率为８０％。模型组小鼠在ＳＥ后（４．８±２．７）ｄ开始
出现ＳＳ发作。与急性期 ＳＥ不同，ＳＳ发作时程较短，常
为１０～３０ｓ，一般不超过１ｍｉｎ；表现为自发性凝视不动，
鼻唇抽搐，单侧或双侧的前肢阵挛；亦可表现为双侧前

肢阵挛、伴直立、跌倒或翻转，或四肢强直阵挛发作。发

作间期行为学表现正常。ＳＳ可稳定持续存在，且有逐渐
增加趋势：模型小鼠在 ＳＥ后１周至７周内分别平均有
（０．８６±０．９０）次、（１．００±１．４１）次、（１．４３±１．１３）次、
（１．４３±１．１３）次、（２．７１±３．３５）次、（０．８６±０．９０）次、
（５．１４±６．３６）次ＳＳ发作，见图１。
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图１　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作小鼠模型中癫痫发

作的时间规律。
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２．２　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作模型小鼠海马结
构ＤＣＸ的表达分布变化

在对照组小鼠中可见 ＤＣＸ蛋白的表达主要位于细
胞胞体的胞浆、树突和轴突内。ＤＣＸ＋细胞发出的树突
穿过颗粒细胞层内，伸向分子层；其胞核多限于颗粒细

胞层和门区之间的颗粒细胞下层（ＳＧＺ），少数位于颗粒
细胞层内侧，但一般不超过颗粒细胞层的内１／３。

在癫痫组模型小鼠ＳＥ后１周、２周、４周和８周，可
见到在ＳＧＺ的ＤＣＸ＋细胞数目持续增多，在 ＳＥ后４周

最为明显，ＳＥ后 ８周开始呈下降趋势；并且可见少数
ＤＣＸ＋细胞异常移位表达于门区和颗粒细胞层的中１／３。
ＤＣＸ＋细胞的增多表现为数目增多的同时伴有 ＤＣＸ＋细
胞树突的分支增加，提示 ＤＣＸ＋细胞更为成熟。至癫痫
模型小鼠ＳＥ后１２周，可见 ＤＣＸ＋细胞排列松散于 ＳＧＺ
区，细胞数目相比ＳＥ后８周明显减少，相比对照组亦有
所减少；但ＤＣＸ＋细胞在门区和颗粒细胞层的中外１／３
的异常移位表达持续存在，见图２。

图２　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作小鼠ＤＣＸ免疫组化染色。Ａ：对照组小鼠海马区 ＤＣＸ染色。ＢＦ：匹罗卡品致痫后自

发性癫痫发作小鼠ＳＥ后１周（Ｂ）、２周（Ｃ）、４周（Ｄ）、８周（Ｅ）、１２周（Ｆ）海马区ＤＣＸ染色。ＢＦ图中箭头所指示异位

的ＤＣＸ＋细胞。Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ。

２．３　对照组和癫痫模型小鼠海马结构中 ＤＣＸ的半定
量测定

对照组海马结构的 ＤＣＸ含量在各时间点无明显差
异（Ｐ＞０．０５），而模型组小鼠海马结构的 ＤＣＸ含量在
ＳＥ后１周、２周、４周相比对照组持续增加（Ｐ＜０．０５），
并在第４周达高峰：其值分别为（０．３６±０．０２）、（０．４２±
０．０４）和（０．４４±０．０５）；而其对照组为（０．３０±０．０２）、
（０．２９±０．０２）和（０．２８±０．０２）。至 ＳＥ后８周 ＤＣＸ表
达水平开始下降，为（０．３４±０．０３）；此时间点 ＤＣＸ表达
水平与对照组ＤＣＸ表达水平（０．２８±０．０２），差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；在ＳＥ后１２周ＤＣＸ表达水平相比
前８周显著下降，为（０．２８±０．０７），与对照组 ＤＣＸ表达
水平相似（Ｐ＜０．０５）。βａｃｔｉｎ蛋白的含量在对照组和
模型小鼠各时间点的表达含量无明显差异（Ｐ＞０．０５），
见图３、表１。

图３　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作小鼠和对照组各时间
点海马结构ＤＣＸ的半定量检测。Ａ为ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ显
示ＤＣＸ在匹罗卡品致痫后各时间点的表达水平；Ｂ为
对照组在各时间点的表达水平；Ｃ为ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ显示
在匹罗卡品致痫后各时间点小鼠βａｃｔｉｎ的表达水平。

２．４　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作模型与 ＳＥ后未

出现自发性癫痫发作小鼠海马结构ＤＣＸ表达的比较

取匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作模型小鼠ＤＣＸ＋

细胞增生最为明显的ＳＥ后４周为时间点进行对比。将

ＳＥ后４周存在自发性癫痫发作模型小鼠与ＳＥ后４周未
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检测到自发性癫痫发作的模型小鼠（各组均为３例）海

马结构进行免疫组化染色进行比较，发现这两组相比对

照组均存在显著增生。但是存在自发性痫性发作的模

型小鼠ＤＣＸ＋细胞增生更为明显，见图４。

表１　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作小鼠和对照组海马结构ＤＣＸ表达水平　　（ｘ±ｓ）

１周 ２周 ４周 ８周 １２周
模型组 ０．３６±０．０２ ０．４２±０．０４ ０．４４±０．０５ ０．３４±０．０３ ０．２８±０．０７
对照组 ０．３０±０．０２ ０．２９±０．０３ ０．２８±０．０２ ０．２８±０．０２ ０．２６±０．０２

图 ４　匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作小鼠与无自发性癫痫发作模型小鼠 ＤＣＸ＋细胞比较。Ａ：匹罗卡品致痫后

自发性癫痫发作小鼠 ＳＥ后 ４周海马区 ＤＣＸ染色。Ｂ：匹罗卡品致痫后未出现自发性癫痫发作的小鼠 ＳＥ

后 ４周海马区 ＤＣＸ染色。ＧＬ：颗粒细胞层，Ｈｉｌｕｓ：门区。Ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ。

３　讨论
本实验的行为学研究发现匹罗卡品致痫后自

发性癫痫发作小鼠其行为过程具有与 ＴＬＥ患者相
似的表现：①类似于颞叶癫痫患者在发病前常出现
的脑外伤、感染、缺氧、癫痫持续状态、中毒等“初

始的诱发性损伤期”（ＩＰＩ）。②潜伏期：在急性 ＩＰＩ
期后的一段时间小鼠不出现痫性发作，时程 ３～１０
ｄ不等，其行为学表现基本正常。③自发性癫痫发
作期：在经过一段潜伏期后出现反复的 ＳＳ，类似于
人类复杂部分性发作的痫性发作。因此匹罗卡品

致痫后自发性癫痫发作小鼠模型不仅具有与人类

颞叶癫痫发作形式相似的优点，并为研究自发性痫

性发作的机制及其产生的影响提供了一个很好的

平台。

此外，本研究通过免疫组化和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ发现
在自发性癫痫发作小鼠模型中 ＤＣＸ＋细胞增多持
续存在。这在 ＳＥ后１周即可见到，并在 ＳＥ后４周
达高峰。最初时增生的 ＤＣＸ＋细胞呈簇状分布，随
时间推移出现迁移分散；这说明在癫痫发作后海马

ＤＧ区出现了新生神经细胞的神经前体细胞增殖和
迁移，并且这种改变具有时间依赖性。随着时间的

推移，ＤＣＸ＋细胞在数目增多的同时伴有树突的分
支增加，提示随病程延长 ＤＣＸ＋细胞更为成熟。这
与既往研究发现的颞叶癫痫患者中表达 ＤＣＸ＋新

生神经细胞明显增加相符［４］。在正常情况下新生

神经元持续存在，可大部分神经干细胞处于静止

期，因此处于一个相对较低的增殖状态而无明显变

化。但新生神经元可受多种刺激，如脑卒中、癫

痫、功能锻炼等的影响而出现增生［１，５］。目前关于

神经干细胞增殖和新生神经元的分化迁移的机制

并未完全明了，可能与癫痫发作后引起的细胞周围

微环境改变（ｓｔｅｍｃｅｌｌｎｉｃｈｅ）、细胞自身及邻近或远
隔的其他细胞所分泌的细胞因子、黏附因子、递

质、细胞代谢产物等相关［６］。

本研究亦发现自发性癫痫发作模型小鼠中

ＤＣＸ＋细胞存在着异常移位：在对照组中，ＤＣＸ＋细
胞仅局限于颗粒细胞层和门区之间的 ＳＧＺ；一般不
超过颗粒细胞层的内 １／３。而在癫痫模型小鼠 ＳＥ
后 １周至 １２周内，可持续见到少数 ＤＣＸ＋细胞异
常移位表达于门区和颗粒细胞层的中外 １／３。尽
管有学者认为癫痫发作后增生的新生神经元可能

对癫痫所致的神经元脱失起着代偿性弥补作用，但

更多学者认为这些痫性发作后异常增生的神经元，

特别是异常迁移的异位颗粒细胞在癫痫的发病机

制中起着重要的作用，即这些神经细胞有着不成熟

突触的基底状树突［７］，并且可接受苔藓纤维终末的

传入联系［８］，与 ＣＡ３区的锥体细胞同步兴奋，呈现
自发性爆发性放电［９］，可能是慢性期自发性癫痫发
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作的重要机制之一。此外，在齿状回颗粒细胞层内

异常移位的 ＤＣＸ＋细胞可能干扰海马结构环路突
触信号传导环路从而导致了其功能的紊乱。有研

究表明 ｃｄｋ５的表达可随着癫痫活动呈动态变化，
并与颗粒细层的弥散化和自发性癫痫发作活动密

切相关［１０］。而 ＤＣＸ可被 ｃｄｋ５磷酸化，使得其亲和
性和稳定性下降，从而导致新生神经细胞的骨架动

力性增强［１１］，迁移活性增加。

本实验的前期研究发现诱发 ＳＥ后，存在 ＳＳ的
模型小鼠相比未存在 ＳＳ的模型小鼠海马区 ＤＣＸ＋

细胞增生更为明显。这说明自发性痫性发作对于

新生神经元的增生有不同的促进作用。既往已有

研究提示癫痫持续状态后海马区可能存在新生神

经元增生［５，１２］。但文献报道匹罗卡品导致的 ＳＥ可
以被 ＭＡｃｈＲ拮抗剂阿托品阻断，而阿托品却不能
阻断 ＳＥ后的痫性发作。此外竞争性 ＮＭＤＡ受体拮
抗剂 ＭＫ８０ｌ可以预防匹罗卡品模型癫痫的发展
却不能影响其始发［１３］，这提示自发性癫痫发作与

ＳＥ的发生发展可能存在着不同的机制，而并非是
ＳＥ的简单延续［１４］。

综上，匹罗卡品致痫后自发性癫痫发作模型小鼠

中存在有新生神经元的持续增生，这可能是自发性癫

痫对于癫痫发生发展机制的重要作用途径之一。
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