
基金项目:福建省自然科学基金( 2011J01175)
收稿日期: 2013 － 07 － 22;修回日期: 2013 － 09 － 04
作者简介:廖正俭( 1987 年 － ) ，男，在读硕士，主要从事功能神经外科方面的研究。
通讯作者:梁日生( 1967 年 － ) ，男，博士，教授，主任医师，硕士生导师，主要从事功能神经外科和微创神经外科方面的研究。E-mail: doctorlr@

163． com。

·论著·

黄芩苷对海人酸致痫小鼠海马 X染色体
连锁凋亡抑制蛋白表达的影响
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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 X 染色体连锁凋亡抑制蛋白 ( XIAP ) 表达的影

响。方法 将 90 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 30 只 ; 采用侧脑室注入海

人酸建立小鼠癫痫持续状态模型。通过苏木素 － 伊红 ( 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

学改变 ; 应用免疫组化和 Western blot 方法检测小鼠海马组织中 XIAP 的表达量。结果 黄芩苷明显改善 SE 后小鼠海马

组织的病理形态学，海马 CA3 区 XIAP 在 SE 后 6 h 起逐渐增加，12 h 达高峰，24 h 有所下降 ; 与对照组比较，差异有统计

学意义 ( P ＜ 0 ． 01 ) 。黄芩苷治疗组海马 XIAP 蛋白表达在 6 h、12 h 和 24 h 均高于 SE 组 ( P ＜ 0 ． 05 ) 。结论 黄芩苷对小

鼠癫痫持续状态后海马神经细胞的保护作用，可能与其促进 XIAP 的表达有关。
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Effect of baicalin on expression of X-linked inhibitor of apoptosis protein in hippocampus of
mice after kainic acid-induced status epilepticus
LIAO Zheng-Jian，LIANG Ｒi-Sheng，SHI Song-Sheng，WANG Chun-Hua，YANG Wei-Zhong． Union Clinical College，Fujian Medical

University，Fuzhou 350001，China

Abstract: Objective To investigate the effect of baicalin on the expression of X-linked inhibitor of apoptosis protein ( XIAP) in the

hippocampus of mice after kainic acid-induced status epilepticus ( SE) ． Methods Ninety male ICＲ mice were randomly and equally

divided into three groups: control，SE，and baicalin treatment groups． A mouse model of SE was established by injection of 0． 1 μg /

5 μl kainic acid into the lateral ventricle． HE staining was used to observe the pathological changes in hippocampal CA1 and CA3 re-

gions after SE; the expression of XIAP was measured by immunohistochemistry and Western blot． Ｒesults Baicalin significantly re-

duced the pathological changes in the hippocampus of mice after SE． In the SE group，the expression of XIAP in hippocampal CA1 and

CA3 regions increased gradually since 6 hrs after SE，reached the peak level at 12 hrs，and decreased at 24 hrs; the expression of XI-

AP was significantly higher in the SE group than in the control group at the three time points ( P ＜ 0． 01) ; compared with the SE group，

the baicalin treatment group had significantly higher expression of XIAP in hippocampal CA1 and CA3 regions at 6，12，and 24 hrs

( P ＜ 0． 05) ． Conclusions Baicalin has a protective effect on the hippocampal neurons in mice after SE，which might be associated

with the up-regulated expression of XIAP．
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癫痫持续状态 ( SE ) 导致大脑的海马神经元的
损伤。越来越多的实验表明细胞凋亡在癫痫持续
状态所致的脑损伤过程中发挥重要的作用。因此，

抑制细胞凋亡的发生，对防治癫痫导致的脑组织损

伤具有重要的临床意义。X 染色体连锁凋亡抑制
蛋白 ( X-linked inhibitor of apoptosis protein，XIAP ) 是
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凋亡抑制蛋白家族中的一员，是迄今发现的最强的

内源性凋亡抑制因子之一［1］。但迄今为止，针对
XIAP 在 SE 后海马区的表达情况和抗凋亡机制研
究还较少。

黄芩苷 ( baicalin ) 是从中药黄芩中提取的单体
化合物，易通过血 － 脑屏障。黄芩苷具有镇静、清
除自由基、抗氧化和抗炎等作用。有关它在癫痫发
作后神经保护作用的研究报道尚少。本实验旨在
动态观察 SE 后小鼠海马组织凋亡相关蛋白———
XIAP 的表达情况，探讨黄芩苷干预对 SE 导致的神
经元损伤的影响及其可能的机制。
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 90 只 ( 许 可 证 号 : SCXK 沪 2007 －
0005 ) ，体重 23 ～ 28 g。随机分为对照组、癫痫持
续状态 ( SE ) 组和黄芩苷治疗组，每组 30 只。
1 ． 2 主要药品、试剂和仪器
海人酸 ( 购自美国 BIOMOL 公司 ) ; 黄芩苷 ( 购

自美国 sigma 公司 ) ; 兔抗鼠 X 染色体连锁凋亡抑
制蛋白 ( 购自北京中杉金桥生物技术有限公司 ) ;

蛋白浓度测定试剂盒 ( 碧云天生物技术研究所 ) ;

蛋白浓度测定试剂盒 ( 购自碧云天生物技术研究

所 ) 。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 按 Laursen 等［2］的方法向侧
脑室内注入海人酸，小鼠用氯胺酮 ( 8 mg / kg ) + 安
定 ( 2 mg / kg ) 麻醉，固定于脑立体定位仪上，用
10 μl微量注射器于前囟位点刺入颅骨下 2 ． 4 mm，

注入 0 ． 1 μg / 5 μl 海人酸 ( 溶于生理盐水 ) ，注射速
度为 0 ． 5 μl / min，对照组注入 5 μl 生理盐水。按
Ｒacine 分级标准［3］评价癫痫行为 : 0 级 : 正常行为 ; I

级 : 面部肌肉痉挛，表现为咀嚼运动、眨眼、动须、

湿犬样颤动等 ; Ⅱ级 : 颈部肌肉痉挛，表现为点头
运动 ; Ⅲ级 : 一侧前肢阵挛 ; Ⅳ级 : 站立伴双前肢阵
挛 ; V 级 : 在Ⅳ级的基础上身体向后倒下失去平衡，

四肢抽动。达到Ⅲ级改变以上者定为癫痫发作，连
续的痫性发作超过 30 min 以上者为 SE。制模成功
后，黄芩苷治疗组立即以 100 mg / kg 的剂量腹腔注
射黄芩苷 1 次，SE 组和对照组腹腔注入等量的生
理盐水。在 SE 达 1 h 时，予腹腔注射 10% 水合氯

醛 3 ． 5 ml / kg 终止痫性发作。
1 ． 3 ． 2 取材 分别于制模成功后 6 h、12 h 和
24 h每组各取 4 只小鼠用水合氯醛麻醉，生理盐水
+ 4% 多聚甲醛经心脏灌注，取脑并用 4% 多聚甲
醛浸泡过夜，常规脱水、透明、浸蜡、包埋后，冠状
面行石蜡切片用于苏木素 － 伊红 ( HE ) 染色、免疫
组化 ; 每组分别于制模成功后 6 h、12 h 和 24 h 另
取 6 只 ICＲ 小鼠，麻醉后断头取双侧海马，提取总
蛋白用于 Western blot 检测。
1 ． 3 ． 3 HE 染色 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 免疫组化检测 XIAP 采用 SABC 法行免
疫组化，染色步骤按试剂盒说明书进行，显微镜下

胞浆或胞核有棕色颗粒者为阳性细胞，每只动物随

机取 3 张切片，每张切片在 200 倍视野下随机选取
不重叠的 5 个视野，图像输入计算机，采用彩色图
像分析系统，计数 XIAP 染色阳性细胞数，取均数。
1 ． 3 ． 5 Western blot 检测 XIAP 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 XIAP 一抗抗体 ( 1 ∶ 400

用 TBST 稀释 ) ，4℃静置过夜，洗膜 3 次，加入辣根
过氧化物酶标记二抗 ( 1 ∶ 2000 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 GelDoc
XＲ 凝胶成像系统扫描，图像分析用 Quantity One
( version 4 ． 6 ) 分析软件完成，计算 XIAP 表达水平。
1 ． 4 统计学处理
数据统计采用 SPSS 17 ． 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 ; 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
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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 ; 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。见图 1。

图 1 海马 CA3 区 XIAP 蛋白免疫组化结果 ( 免疫组化染色，箭头标示阳性细胞，× 200 ) 。A: 对照组 ; B: SE 组 ; C:

黄芩苷治疗组。

2 ． 2 XIAP 免疫组化染色结果
正常对照组小鼠海马 CA1、CA3 区可见少许

XIAP 阳性细胞的基础表达。与对照组比较，SE 组
CA1、CA3 区 XIAP 蛋白表达在 6 h 开始逐渐增多，
12 h 达高峰 ( P ＜ 0 ． 01 ) ，24 h 下降。与 SE 组比
较，黄芩苷治疗组 CA1、CA3 区 XIAP 表达在 6 h、
12 h 和 24 h 均增加 ( P ＜ 0 ． 05 ) ，存在明显的时效
性。见表 1。

表 1 XIAP蛋白在不同组别、不同时间点的阳性表达细胞数( x ± s)

组别 6 h 12 h 24 h

对照组 5． 24 ± 3． 07 6． 87 ± 2． 27 5． 73 ± 2． 64
SE组 14． 18 ± 4． 35# 23． 92 ± 8． 36# 14． 42 ± 5． 43#

黄芩苷治疗组 22． 76 ± 6． 26* 38． 54 ± 9． 63* 20． 87 ± 7． 18*

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 XIAP 表达的影响
Western blot 检测结果显示，癫痫发作后 6 h、

12 h和 24 h 各时间点均有 XIAP 蛋白的表达，对各
组条带进行分析，可见对照组仅有较微弱的 XIAP

蛋白表达，各时间点的表达量差异无统计学意义 ;

与对照组比较，SE 组 XIAP 表达量则显著增加，两
者差异有统计学意义 ( P ＜ 0 ． 01 ) 。与 SE 组比较，

黄芩苷组可显著增加 XIAP 的表达量，两者差异有
统计学意义 ( P ＜ 0 ． 05 ) ，这与免疫组化表达的变
化趋势相一致。见图 2、表 2。

图 2 Western blot 检测小鼠海马组织中不同时间点
XIAP 蛋白的表达。0 : 对照组 12 h ; a : SE 组 ; b :

黄芩苷治疗组。

表 2 XIAP在不同组别、不同时间点的表达量变化 ( x ± s)

组别 6 h 12 h 24 h

对照组 0． 326 ± 0． 047
SE组 0． 402 ± 0． 054# 0． 527 ± 0． 036# 0． 473 ± 0． 027#

黄芩苷治疗组 0． 523 ± 0． 080* 0． 652 ± 0． 035* 0． 562 ± 0． 018*

注: #为与对照组 12 h 比较，P ＜ 0． 01; * 为与 SE 组比较，P ＜

0． 05。

3 讨论
癫痫持续状态 ( SE ) 可引起急性和持久性中枢

神经系统损害，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。在凋亡过程中，半胱氨
酸蛋白酶 ( caspase ) 家族的级联反应发挥了重要作
用。而在凋亡通路中许多因子参与了对 caspase 的
调控。XIAP 属于凋亡抑制蛋白家族 IAPs ( inhibition
of apoptosis proteins ) 中的一员，是细胞凋亡过程的
重要 调 节 者，能 够 直 接 与 caspase-3、caspases-7、
caspases-9 结合而抑制它们的活性发挥抗凋亡作
用。XIAP 是否参与了癫痫发作引起海马神经细胞
凋亡，则少有报道［4］。

本研究发现，海人酸诱导小鼠 SE 后 6 h 海马
区 XIAP 表达增加，于 12 h 达高峰，之后逐渐下降，

发现其随时间推移呈“山峰样”改变，这与 Li 等［5］

在杏仁核注射 KA 诱导大鼠边缘叶癫痫发作模型
中的研究结论类似。我们同时观察到，在不同时间
段内，海人酸诱导的小鼠 SE 后凋亡抑制蛋白 ( XI-
AP ) 的表达变化与海马区损伤程度间的关系，表明
XIAP 可能参与 SE 后脑神经元的凋亡的调控过程。

这种早期表达变化可能是 SE 发作后的一种神经自
我保护作用，抵抗 SE 后神经损伤，这可能与 XIAP

直接抑制或通过泛素化作用降解 caspase-3 有关。
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黄芩苷是中药黄芩的主要药用成分，易通过血

－ 脑屏障，具有抗氧化、抗炎、抗凋亡等作用。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［6］在脑缺血的模型中发现，黄芩苷能
减少大鼠脑缺血后神经细胞凋亡。我们前期的研
究发现，黄芩苷能通过抗氧化作用抑制 SE 后的海
马神经元凋亡，具有明显的神经保护作用［7］。本研
究在前期工作的基础上进一步研究发现，与 SE 组
相比，黄芩苷治疗能显著增加小鼠癫痫持续状态后

海马组织中凋亡抑制蛋白 XIAP 的表达，并呈时间
依赖性，同时我们前期研究发现 caspase-3 在小鼠
SE 后 6 h 出现微量表达，24 h 达高峰相符，之后下
降 ; 经 黄 芩 苷 ( 100 mg / kg ) 治 疗 后 各 时 间 点
caspase-3 表达量与 SE 组相比又显著下降［8］。我们
有理由相信，黄芩苷能够促进癫痫持续状态 ( SE )

凋亡抑制蛋白 XIAP 的生成而抑制 caspase-3 的蛋
白活性来抵抗细胞凋亡，从而保护神经元。
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