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摘　要：目的　探讨黄芩苷对海人酸诱导的小鼠癫痫持续状态后海马组织白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）表达的影响。方法　将５４只 ＩＣＲ雄性小鼠随机分为对照组、癫痫持续状态（ＳＥ）组、黄芩苷治疗组，每组 １８只。

采用侧脑室注入海人酸建立小鼠癫痫持续状态模型。ＨＥ染色观察黄芩苷对小鼠癫痫持续状态后海马神经细胞的形态学

影响。通过 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测小鼠海马组织中 ＩＬ１βｍＲＮＡ、ＴＮＦαｍＲＮＡ及 ＩＬ１β、ＴＮＦα蛋白的表达量。

结果　黄芩苷明显改善了 ＳＥ后小鼠海马组织的病理形态学，并且可降低 ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　黄芩

苷可能通过降低癫痫鼠海马组织中 ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达发挥抗炎作用，从而对脑组织进行保护。

关键词：癫痫；黄芩苷；海人酸；白细胞介素１β；肿瘤坏死因子α；小鼠

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ１βａｎｄＴＮＦαｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｋａｉｎａｔｅｉｎ
ｄｕｃｅｄｅｐｉｌｅｐｔｉｃｍｉｃｅ
ＯＵＹＡＮＧＬｏｎｇＱｉａｎｇ，ＬＩＡＮＧＲｉＳｈｅｎｇ，ＹＡＮＧＷｅｉＺｈｏｎｇ，ＳＨＩＳｏｎｇＳｈｅｎｇ，ＷＡＮＧＣｈｕｎＨｕａ，ＴＵＸｉａｎＫｕｎ，ＷＡＮＧＬｉＳｈｅｎｇ．

ＵｎｉｏｎＣｌｉｎｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＦｕｊｉａｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｕｚｈｏｕ３５０００１，Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β（ＩＬ１β）ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦ

α）ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｋａｉｎａｔｅｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｌｅｐｔｉｃｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｉｆｔｙｆｏｕｒＩＣＲｍａｌｅｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ（ＳＥ）ａｎｄｂａｉｃａｌｉｎｇｒｏｕｐｓ．Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｏｆｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，０．１μｇ／５μｌｋａｉｎｉｃ

ａｃｉｄｓｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｏｆｔｈｅｍｉｃｅ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍ

ｐｕｓＣＡ１ａｎｄＣＡ３ａｒｅａｓ．Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βａｎｄＴＮＦα，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｂａｉｃａｌｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｌｉｅｖｅｄｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｉｎｊｕｒｙ

ａｆｔｅｒＳＥｉｎｍｉｃｅ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ１βａｎｄＴＮＦα（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｂａｉｃａｌｉｎｍａｙｄｅｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
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　　癫痫诱发免疫炎症反应是造成脑组织损伤的
重要途径之一，癫痫发作后可激活神经细胞、神经

胶质细胞释放大量的炎症介质，包括白细胞介素类

（ＩＬｓ）、干扰素类（ＩＦＮｓ）、肿瘤坏死因子类（ＴＮＦｓ）
等［１］，其中肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）

是两个重要的促炎细胞因子，它们不仅参与癫痫所

致的脑内异常免疫炎症反应，还可调节神经元的兴

奋性。高水平的促炎细胞因子表达可导致海马苔

藓纤维发芽变及硬化，从而加剧癫痫的发作。所以

干预促炎细胞因子的表达就可能减轻癫痫发作所

造成的神经损伤。为此，我们采用海人酸建立小鼠
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癫痫持续状态模型，研究黄芩苷对小鼠海马组织中

ＩＬ１β、ＴＮＦα表达的影响。
１　材料与方法
１．１　动物分组

由上海斯莱克实验动物中心提供的 ＩＣＲ健康雄
性小鼠５４只（许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５），体
重２３～２８ｇ。随机分对照组、癫痫持续状态（ＳＥ）组
和黄芩苷治疗组，共３个组，每组１８只。
１．２　主要药品、试剂与仪器

海人酸（购自美国 ＢＩＯＭＯＬ公司）；黄芩苷（购
自美国 ｓｉｇｍａ公司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；兔抗鼠 ＴＮＦα多克隆抗体（购自
ｓａｎｔａＣｒｕｚ公司）；兔抗鼠 ＩＬ１β多克隆抗体（购自
北京博森生物技术有限公司）；蛋白浓度测定试剂

盒（购自碧云天生物技术研究所）。

ＰＣＲ扩增仪（德国 ＢＩＯＭＥＴＲＡ公司）；酶标仪
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；恒压电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司）；凝胶成像分析系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；脑
立体定位仪（深圳瑞沃德公司）。

１．３　方法
１．３．１　制模与给药　黄芩苷治疗组制在模前 ３０
ｍｉｎ给予黄芩苷 １００ｍｇ／ｋｇ（溶于生理盐水），海人酸
模型组和对照组予以生理盐水［２］。按 Ｌａｕｒｓｅｎ等［３］的

方法在侧脑室注入海人酸：小鼠用氯胺酮（８ｍｇ／ｋｇ）
＋安定（２ｍｇ／ｋｇ）麻醉，固定于脑立体定位仪上，用
１０μｌ微量注射器于前囟位点刺入颅骨下 ２．４ｍｍ，
注入０．１μｇ／５μｌ海人酸（溶于生理盐水），注射速
度为０．５μｌ／ｍｉｎ。对照组注入等量生理盐水。
１．３．２　标本制备　ＩＣＲ小鼠每组 ６只，１０％水合
氯醛腹腔麻醉后，用生理盐水与 ４％多聚甲醛心脏
灌注取脑，４％多聚甲醛浸泡过夜，前囟后 １．８～３．０
ｍｍ处脑冠状切面行石蜡切片，用于 ＨＥ染色。每组
另取１２只 ＩＣＲ小鼠，麻醉后断头取双侧海马，提取
总蛋白与 ＲＮＡ，分别用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与 ＲＴＰＣＲ。
１．３．３　病理学检查　石蜡切片行 ＨＥ染色，观察
海马 ＣＡ１及 ＣＡ３区神经细胞的病理形态学变化。
１．３．４　ＲＴＰＣＲ检测 ＩＬ１β和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表
达　ＩＬ１β引物序列（２９１ｂｐ）：５′ＧＣＴＡＣＣＴＧＴ
ＧＴＣＴＴＴＣＣＣＧＴＧＧ３′（上游），５′ＴＴＧＴＣＧＴＴＧ
ＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧ３′（下游）。ＴＮＦα引物序
列（４１３ｂｐ）：５′′ＣＣＣＣＡＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣＣＡＧＴＡ
３′（上游），５′′ＣＡＡＡＧＴＣＣＡＧＡＴＴＡＧＧＣＡＧＡＴ
３′（下游）。内参 βａｃｔｉｎ引物序列 （１９８ｂｐ）：５′

ＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡ３′（上游），５′
ＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡ３′（下游）。用
Ｔｒｉｚｏｌ提取海马组织总 ＲＮＡ。逆转录合成 ｃＤＮＡ第
一链，取总 ＲＮＡ２μｇ用于 ｃＤＮＡ第一链的合成，操
作步骤根据 ＲＴＰＣＲ试剂盒说明进行。ＰＣＲ反应
条件设置如下：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变性 ４０ｓ，
退火（ＩＬβ：５８℃ ４０ｓ；ＴＮＦα：５５℃ ４０ｓ），７２℃延
伸 １ｍｉｎ，３０个循环。ＰＣＲ产物、βａｃｔｉｎ及 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ在 ２％琼脂糖凝胶上电泳，经凝胶成像系统
摄影，扫描 ＰＣＲ产物强度，分析电泳带灰度值。以
ＩＬβ、ＴＮＦα与 βａｃｔｉｎ灰 度 比 值 表 示 ＩＬ１β和
ＴＮＦαｍＲＮＡ相对含量。
１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＬ１β和 ＴＮＦα蛋白表
达　取各组小鼠双侧海马组织，匀浆后分别提取总
蛋白以牛血清白蛋白作标准曲线，ＢＣＡ法测定蛋白
浓度。常规电泳，转膜，封闭后分别加入 ＩＬ１β、
ＴＮＦα一抗抗体（１∶８００用 ＴＢＳＴ稀释），４°Ｃ静置过
夜，洗膜，加入辣根过氧化物酶标记二抗（１∶２５００用
ＴＢＳＴ稀释），ＴＢＳＴ洗膜 ３次，吸取等量 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ
ＷｅｓｔＰｉｃｏ超灵敏型检测试剂盒 Ａ液、Ｂ液，均匀滴于 ＮＣ
膜上进行化学发光胶片显影，图像由 ＢｉｏＲａｄ公司 Ｇｅｌ
ＤｏｃＸＲ凝胶成像系统扫描，图像分析用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
（ｖｅｒｓｉｏｎ４．６）分析软件完成，计算ＩＬβ和ＴＮＦα的蛋白
表达水平。

１．４　统计学处理
数据统计采用ＳＰＳＳ１７．０软件，实验结果以均数 ±

标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析进行组间差异
的显著性检验，再用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行两两比较，以 Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　黄芩苷对癫痫小鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ３区细胞形态学
的影响

ＨＥ染色结果显示，对照组海马组织结构正常，锥体
细胞排列整齐，形态正常，细胞着色均匀，胞浆呈淡红

色，胞核呈蓝色且较清亮（见图１Ａ、图１Ｄ）。ＳＥ组海马
ＣＡ１、ＣＡ３区结构明显异常，细胞排列紊乱，深染成紫兰
色，有的胞浆有空泡形成，有的神经元肿胀、呈梭形或三

角形、分布不均、细胞周围间隙增宽，有的细胞体积缩

小、细胞深染与皱缩、细胞与周围分界不清，核固缩深

染、核仁消失、细胞排列稀疏，有的细胞呈现细胞核完全

消失的神经元坏死改变（见图１Ｂ、图１Ｅ）。黄芩苷治疗
组可见少量细胞深染与皱缩，核固缩深染，较ＳＥ组有显
著改善（图１Ｃ、图１Ｆ）。
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图１　小鼠癫痫持续状态后海马ＣＡ１、ＣＡ３区神经细胞的病理形态学变化（ＨＥ染色 ２００×）。Ａ～Ｃ为 ＣＡ１区；Ｄ～Ｆ为 ＣＡ３

区。Ａ、Ｄ为对照组；Ｂ、Ｅ为ＳＥ组；Ｃ、Ｆ为黄芩苷治疗组。

２．２　 黄芩苷对癫痫小鼠海马 ＩＬ１βｍＲＮＡ 和
ＴＮＦαｍＲＮＡ表达的影响

自小鼠海马组织提取的总 ＲＮＡ经逆转录及
ＰＣＲ扩增后，均出现了背景清晰但亮度不同的条
带，表示各组均有 ＩＬ１βｍＲＮＡ和 ＴＮＦαｍＲＮＡ的
表达（见图 ２），对各组条带进行光密度分析，可见
对照组仅有少量的 ＩＬ１βｍＲＮＡ、ＴＮＦαｍＲＮＡ表
达，ＳＥ组 ＩＬ１βｍＲＮＡ、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达明显增
多（Ｐ＜０．０１），与 ＳＥ组比较，黄芩苷治疗组 ＩＬ１β
ｍＲＮＡ、ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达降低明显（Ｐ＜０．０５）
（见图 ２、表 １）。

图２　ＲＴＰＣＲ检测小鼠海马组织中 ＩＬ１βｍＲＮＡ和

ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达。１为 ＳＥ组；２为黄芩苷治

疗组；３为对照组。

表１　ＩＬ１βｍＲＮＡ和ＴＮＦαｍＲＮＡ在不同组中的表达量　　（ｘ±ｓ）

　　组别 ＩＬ１β／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ ＴＮＦα／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
ＳＥ组 ２．３７１±０．０７２＃ ２．３１４±０．０７８＃

黄芩苷治疗组 １．７４３±０．２３０ １．５９５±０．３１６

对照组 ０．７８０±０．１８４ ０．８７８±０．２７８

　　注：＃为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；为与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　黄芩苷对癫痫小鼠海马内 ＩＬ１β和 ＴＮＦα
蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，对照组 ＩＬ１β和 ＴＮＦα
蛋白的表达量均较少，癫痫发作后 ＩＬ１β和 ＴＮＦα
蛋白量显著增加，二者之间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。与 ＳＥ组相比，黄芩苷治疗组 ＩＬ１β、
ＴＮＦα蛋白的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５）（见图
３、表 ２）。

图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠海马组织中 ＩＬ１β和 ＴＮＦ

α蛋白的表达。１为 ＳＥ组；２为黄芩苷治疗组；
３为对照组。

·８１·
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表２　ＩＬ１β和ＴＮＦα蛋白在不同组别的表达量　　（ｘ±ｓ）

　　组别 ＩＬ１β／βａｃｔｉｎ蛋白相对值 ＴＮＦα／βａｃｔｉｎ蛋白相对值
ＳＥ组 １．２４２±０．０４７＃ １．３６４±０．０７６＃

黄芩苷治疗组 ０．９５０±０．０３２ １．０１４±０．０５３

对照组 ０．８１２±０．０２７ ０．６３０±０．０８０

　　注：＃为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；为与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
癫痫持续状态是癫痫病人最严重的癫痫发作

形式，具有很高的发病率和致残率。海马是中枢神

经系统内对癫痫最敏感的脑区之一，癫痫发作易引

起海马特定区域（如 ＣＡ１、ＣＡ３）神经细胞凋亡或
坏死［４］。众所周知，癫痫发作引起神经元损伤并没

因其发作停止而终止，反复痫性发作可造成脑组织

缺血、缺氧，产生大量活性氧自由基和炎症因子。

癫痫继发的炎症级联反应在脑组织损伤中起重要

作用。ＴＮＦα和 ＩＬ１β是两个重要的促炎细胞因
子，在癫痫的过程中也起重要作用。文献报道 ＩＬ
１β受体在啮齿类动物海马内密度极高，在海马内
注射 ＩＬ１β增加了癫痫活动［５］。Ｓｈａｎｄｒａ等［６］在杏

仁核点燃癫痫小鼠模型中发现，经腹腔给予外源性

ＴＮＦα可导致癫痫放电延长。说明 ＩＬ１β和 ＴＮＦ

α作为一种兴奋性神经递质参与了癫痫的发病机
制。此外，孙威等［７］报道 ＩＬ１β和 ＴＮＦα在癫痫发
作后表达增加，１２ｈ达高峰，之后逐渐下降。由此
可见，癫痫发作可导致 ＩＬ１β、ＴＮＦα的合成和释
放增加，而 ＩＬ１β、ＴＮＦα又进一步促进癫痫的发
生和发展。本实验通过检测 ＩＬ１βｍＲＮＡ、ＴＮＦα
ｍＲＮＡ及其蛋白的表达量发现，小鼠癫痫发作后海
马 ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达明显增多，与文献报道一
致。

黄芩苷是中药黄芩中提取的单体化合物，属葡

萄糖醛酸苷类，易通过血脑屏障，具有抗氧化、抗
炎、抗凋亡、抗肿瘤等功能［８］。最近有文献报道黄

芩苷具有神经保护功能，并已广泛运用于脑缺血再

灌注损伤、脊髓缺血损伤等方面的研究。Ｔｕ等［９］

在脑缺血的模型中发现，黄芩苷能减少大鼠脑缺血

诱导的 ＩＬ１β、ＴＮＦα的产生，从而发挥抗炎作用。
Ｃａｏ等［１０］在脊髓缺血模型中报道，黄芩苷能显著减

少大鼠脊髓缺血诱导的 ＩＬ１β、ＴＮＦα的产生。本
课题组采用 ＫＡ诱导小鼠癫痫持续状态模型，探讨
黄芩苷对小鼠癫痫持续状态海马神经细胞的保护

作用。我们的前期研究发现，黄芩苷可明显减少

ＫＡ诱导的海马组织丙二醛（ＭＤＡ）的含量，增加超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力和谷胱苷肽（ＧＳＨ）含
量，可能通过抗氧化作用对癫痫引起的神经损伤进

行神经保护［２］。本研究在前期工作的基础上进一

步研究发现，与 ＳＥ组相比，黄芩苷治疗组能显著
减少小鼠癫痫持续状态后海马组织中 ＩＬ１β、ＴＮＦ

α的表达，黄芩苷可能还通过抗炎作用对海马神经
细胞进行保护，其具体作用途径与详尽机制有待进

一步研究。
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