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摘　要：目的　研究托吡酯对纠正癫痫神经递质异常的可行性，为今后治疗癫痫寻找新的指导方向。方法　将大鼠随机
分为空白对照组（注射生理盐水）、戊四氮组（戊四氮诱导）与观察组（戊四氮诱导 ＋托吡酯治疗），每组 ２０只。记录大鼠

惊厥的情况。采用免疫组织化学法对大鼠的神经递质〔γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）与谷氨酸（Ｇｌｕ）〕变化进行记录，同时检测大

鼠大脑皮质与海马区的神经递质（ＧＡＢＡ和 Ｇｌｕ）含量。结果　采用戊四氮对大鼠进行痫性诱导后，戊四氮组大鼠出现明

显的痫性症状，相比空白对照组和观察组差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。观察组大鼠在神经递质变化、大脑皮质和海

马区（ＧＡＢＡ和 Ｇｌｕ）含量调节上与戊四氮组相比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与空白对照组相比较，差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　托吡酯对癫痫出现的神经递质异常具有明显的纠正作用，其通过改善大脑 ＧＡＢＡ与 Ｇｌｕ的调

节平衡，减少反复同步放电对大脑造成的损伤。
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　　癫痫是一种发病机制极为复杂的疾病，造成
癫痫患者发病的原因是由于兴奋性神经递质与抑

制性神经递质的平衡被打破，导致神经元异常，反

复过度出现同步放电。谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）与

γ氨基丁酸（ｇａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）是兴
奋与抑制大脑皮质最重要的神经递质，在两者的共

同作用下对脑部神经元的平衡进行维持，当两种神

经递质出现平衡紊乱，则发生癫痫。国外学者研究
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指出［１］，白介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）与白介素１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）会造成大鼠出现癫痫行为
发作，随后提升大鼠的 Ｇｌｕ水平，降低其 ＧＡＢＡ水
平，会刺激大鼠神经元兴奋并出现癫痫症状。托吡

酯是临床上治疗抗癫痫的新型药物，具有多重作用

机制［２］。本研究在国内外学者研究结果的基础上

对 ＳＤ大鼠进行了托吡酯治疗，进一步研究托吡酯
对大鼠神经递质异常情况的改善以及安全性，现将

结果作如下报道。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　选取 ４周健康大鼠 １００只作
为本次研究对象，大鼠体质量 ８０～１２０ｇ，由第四
军医大学实验室提供。按照随机分配将大鼠分为

空白对照组（生理盐水注射处理）、戊四氮组（戊四

氮诱导）与观察组（戊四氮诱导 ＋托吡酯治疗），每
组 ２０只。
１．１．２　实验药品与设备　Ｇｌｕ和戊四氮由美国
Ｓｉｇｍａ公司提供；托吡酯片（国药准字 Ｈ２００２０５５５）
由西安杨森制药有限公司提供；注射用苯巴比妥钠

（国药准字 Ｈ３１０２０５３２）由上海新亚药业有限公司
提供；磺基水杨酸（分析纯 ＡＲ）由南京化学试剂有
限公司提供；ＧＡＢＡ由西安通泽生物科技有限公司
提供。ＴＧＤ２２ＭＣ台式高速大容量冷冻离心机；
ＪＹ９６ＩＩＮ超声波细胞粉碎机；Ｌ８８００高速氨基酸
分析仪；ＪＨ３１０１电子精密天平。
１．２　实验方法
１．２．１　药物预处理　将戊四氮粉剂按照实验要
求进行稀释，戊四氮１ｍｇ＋生理盐水０．１ｍｌ稀释，
并按照 ３５ｍｇ／ｋｇ进行大鼠腹腔注射。托吡酯片按
照实验研究进行稀释，托吡酯 １ｍｇ＋生理盐水
０．１ｍｌ稀释，并按照３６ｍｇ／ｋｇ对大鼠进行灌胃。
１．２．２　模型建设　按照 Ｄｉｅｈｌ等［３］提出的动物模

型建立方式进行处理，于每日早上 ８点对大鼠进行
体质量测量，并根据其体重进行药物剂量给予。空

白对照组给予生理盐水腹腔注射，戊四氮组给予戊

四氮 ４ｍｇ／ｋｇ进行腹腔注射，诱发大鼠痫性行为，
观察组给予戊四氮 ＋托吡酯片，首先给予托吡酯
３６ｍｇ／ｋｇ对大鼠进行灌胃，经过 ３０ｍｉｎ的预处理观
察，再对大鼠进行戊四氮 ４ｍｇ／ｋｇ腹腔注射。此后
戊四氮腹腔注射改为 ４天一次，以维持点燃效应，
防止研究对象海马内的神经递质水平受到癫痫发

作减少的影响，保证实验结果的准确性。三组大鼠

操作结束后观察 ２ｈ，对其行为学表现进行记录
后，断头取脑进行 Ｇｌｕ与 ＧＡＢＡ分析。
１．２．３　组织制备与氨基酸测定　各组大鼠在末
次点燃测试后的 １ｈ节点处，对大鼠进行戊巴比妥
钠麻醉，并对其进行升主动脉灌流，迅速注入 ＮＳ
１５０ｍｌ，随后将 ４％的多聚甲醛磷酸缓冲液 ４００ｍｌ
冲洗，立即取脑，对一侧的皮质与海马进行剥离后

称重，随后放置在 １００ｍｇ／Ｌ的磺基水杨酸中进行
２０ｍｉｎ离心，离心结束后取上清液测定。对另一侧
脑组织进行６ｈ固定，并置入２０％的蔗糖溶液中保
存一夜［４］。于第 ２日在 －２０℃的冷箱中进行恒温
切片。将大脑颞、背侧海马、顶叶皮质中最大切面

的切片进行留取。

１．２．４　免疫组织化学法　将切片采用浓度 ０．３％
的双氧水 －甲醛进行 ２０ｍｉｎ的预处理，随后将其
放置在 ３％的牛血清蛋白中进行 １ｈ的孵育，随后
分别加入兔抗 Ｇｌｕ血清（孵育 ４８ｈ）、生物素化羊
抗兔 ＩｇＧ（孵育 １ｈ）。每个步骤区间采用磷酸缓冲
盐溶液进行充分的漂洗，并加入硫酸镍铵显色液进

行 １０ｍｉｎ的显色，充分漂洗→贴片→晒干后，进行
常规脱水→透明→封片。
１．２．５　观测指标　在对大鼠进行造模治疗期间，
于每天给药后观察动物行为变化 １ｈ，记录大鼠的
潜伏期、癫痫发作的持续时间以及强度。按照 Ｄｉｅ
ｈｌ等［３］提出的动物惊厥评估标准进行评定：０级
（大鼠无任何行为发作）；１级（大鼠出现头部抽搐
或是节律性点头）；２级（大鼠出现阵挛性咀嚼）；３
级（大鼠出现头部抽搐同时合并前侧肢体阵挛性

抽搐）；４级（大鼠出现上身直立状）；５级（大鼠站
立不稳，频发跌倒）；６级（大鼠出现强制性惊厥）。
１．３　统计学处理与图像分析

采用 ＨＭＩＡＳ２０００高清晰度彩色病理图文系统
对图像进行分析。统计学处理采用 ＳＰＳＳ１９．０统
计学软件分析，计量资料采取方差检验及正态分布

检验，以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，资料的组间比
较采用 ｔ检验，组间比较采用两两比较的 ｑ检验。
统计结果以 Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　三组大鼠行为学表现比较

对照组大鼠在实验期间无癫痫发作。戊四氮

组大鼠在注射药物 ２ｍｉｎ后出现前侧肢体阵挛性
抽搐，持续时间 ２～３ｍｉｎ，反复发作 ３５～４５ｍｉｎ，
属于 ３级发作。观察组在注射药物后并未出现癫
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痫症状。戊四氮组相比对照组与观察组癫痫发生

率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　三组大鼠免疫组化情况比较

空白对照组大鼠海马脑组织氨基酸神经递质，

可见正常阳性表达细胞，染色较浅，位置不固定。

戊四氮组大鼠海马脑组织，可见氨基酸神经递质着

色明显增多，颜色加深。观察组大鼠海马脑组织，

可见阳性细胞数显著减少。见图 １。

! " #

图 １　各组大鼠免疫组化染色情况。

注：Ａ为空白对照组；Ｂ为戊四氮组；Ｃ为观察组。

２．３　三组大鼠神经递质变化情况比较
空白对照组与观察组大鼠在海马区、大脑皮质

神经递质（ＧＡＢＡ和 Ｇｌｕ）含量上比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。戊四氮组大鼠在以上指标上
与空白对照组和观察组相比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。见表 １。

表１　三组大鼠神经递质（ＧＡＢＡ和Ｇｌｕ）含量比较　（ｘ±ｓ；μｍｏｌ／ｇ）

分组 例数
大脑皮质

ＧＡＢＡ Ｇｌｕ
海马区

ＧＡＢＡ Ｇｌｕ
空白对照组 ２０ ５．９０±１．５２ ９．３０±５．６５ ２．４８±１．１５ ６．４１±１．３８
戊四氮组 ２０ ２．６６±１．９９ａｂ １９．６６±４．２５ａｂ０．８５±０．３８ａｂ１５．１０±３．９０ａｂ

观察组 ２０ ５．０１±１．１５ｃ １４．５０±１．６６ｃ２．５２±１．１２ｃ ６．４５±１．２９ｃ

注：ａ和ｂ为戊四氮组与其他两组相比较，Ｐ＜０．０１；ｃ为观察组与空
白对照组相比较，Ｐ＞０．０５。

２．４　三组大鼠出现 Ｇｌｕ免疫阳性神经元平均光密
度比较

空白对照组与观察组大鼠在大脑皮质、ＣＡ３区
及海马区齿状回的 Ｇｌｕ免疫阳性神经元平均光密
度上比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。戊四
氮组大鼠在以上各指标上与空白对照组和观察组

相比均明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
见表 ２。
２．５　三组大鼠出现 ＧＡＢＡ免疫阳性神经元数量
比较

空白对照组与观察组大鼠在大脑皮质、ＣＡ３区
及海马区齿状回的 ＧＡＢＡ免疫阳性神经元数量上
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。戊四氮组

大鼠在以上各指标上与空白对照组和观察组相比

均明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见
表 ３。

表２　三组大鼠出现Ｇｌｕ免疫阳性的神经元平均光密度比较　（ｘ±ｓ）

分组 例数 大脑皮质 ＣＡ３区 海马区齿状回

空白对照组 ２０ ０．１４±０．０４ ０．１６±０．０４ ０．１６±０．０４
戊四氮组 ２０ ０．２９±０．０５ａｂ ０．３１±０．０５ａｂ ０．２９±０．０５ａｂ

观察组 ２０ ０．１５±０．０３ｃ ０．１７±０．０３ｃ ０．１７±０．０４ｃ

注：ａ和ｂ为戊四氮组与其他两组相比较，Ｐ＜０．０１；ｃ为观察组与空白对

照组相比较，Ｐ＞０．０５。

表３　三组大鼠出现ＧＡＢＡ免疫阳性神经元数量比较　（ｘ±ｓ）

分组 例数 大脑皮质 ＣＡ３区 海马区齿状回

空白对照组 ２０ ３２．２±４．０ ２９．８±３．７ ２９．１±３．８
戊四氮组 ２０ １２．７±４．６ａｂ １３．５±３．９ａｂ １１．１±４．２ａｂ

观察组 ２０ ３１．９±４．２ｃ ３０．１±３．５ｃ ２８．７±４．０ｃ

注：ａ和ｂ为戊四氮组与其他两组相比较，Ｐ＜０．０１；ｃ为观察组与空白对

照组相比较，Ｐ＞０．０５。

３　讨论
戊四氮是一种常见的致痫药物，且戊四氮的致痫

机制与大脑 ＣＡＢＡ中的受体有明显关系［５］。戊四氮通

过对 ＣＡＢＡ受体进行抑制造成细胞内 Ｃｌ内流减少，
膜内电位增高，神经元兴奋性随之增强［６］。而在本研

究中，对大鼠进行托吡酯联合戊四氮处理后，发现大

鼠海马内的 ＧＡＢＡ阳性神经元含量显著提高，且增高
主要在分子细胞层内，通过对海马细胞构筑的特征进

行分析发现，分子细胞层内存在一些抑制神经元，其

·４０５·
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作用是为了阻止其兴奋性对海马的投射神经元造成

冲动。

托吡酯是目前临床上用于抗癫痫的一种新型药

物，具有广谱抗癫痫作用，特别是针对难治性癫痫，不

仅能单独使用，同时还能作为添加药物辅助使用。托

吡酯的抗癫痫机制分为很多种类，其中包括对 ＧＡＢＡ
及 ＧＡＢＡ受体进行影响，托吡酯在 ＧＡＢＡ受体上可以
提高其活性［７］。在对戊四氮诱导癫痫的大鼠进行托

吡酯处理后，大鼠并未出现任何痫性症状，从症状上

可看出，托吡酯能防止癫痫的发生。而在采取免疫组

织化学法对大鼠的神经递质变化进行记录时，发现

ＧＡＢＡ在神经元分子层内的阳性变化，推测有可能在
实验中升高的海马 ＣＡ３区 ＧＡＢＡ神经递质属于抑制
性中间神经元［８］。在对大鼠的 Ｇｌｕ免疫反应阳性神经
元平均光密度值得测定中发现，在对大鼠进行托吡酯

处理后，大鼠的海马锥体细胞层、颞叶区、大脑皮质顶

叶、多形细胞层以及齿状回颗粒细胞层的 Ｇｌｕ免疫反
应明显降低，而 ＧＡＢＡ免疫反应在以上各部位明显增
强，进一步说明了托吡酯能稳定大鼠海马内的 ＧＡＢＡ
与 Ｇｌｕ的神经元功能平衡，防止癫痫的发生。

Ｇｌｕ作为兴奋性氨基酸神经递质，当其在体内过
度释放，则会造成大脑持续处于兴奋状态，且神经毒

性会随之增强［９］。而 ＧＡＢＡ是神经中枢中主要的抑制
性氨基酸神经递质，可以有效的保护中枢神经，同时

降低大脑的兴奋性。Ｇｌｕ与 ＧＡＢＡ作为大脑各个脑区
的兴奋性神经递质与抑制性神经递质，可以调节脑神

经元的兴奋与抑制，让其保持在平衡的状态，协调大

脑功能。有关研究指出［１０］，Ｇｌｕ与 ＧＡＢＡ对人体的代
谢有着重要的作用，同时两者之间可进行循环转化，

癫痫患者的发病与 Ｇｌｕ及 ＧＡＢＡ发生代谢紊乱有密切
的关系。大鼠在痫性症状发作时，其脑内的 ＧＡＢＡ会
出现不同程度的减少，而大部分引发大鼠惊厥的药物

都表现出脑内 ＧＡＢＡ被阻断［１１］，这进一步说明了 ＧＡ
ＢＡ的减少与癫痫的发生有密切的关系。对癫痫大鼠
的病灶进行 Ｇｌｕ含量测定，结果发现其 Ｇｌｕ明显增加，
同时脑脊液中的 Ｇｌｕ也显著上升，后对空白对照组大
鼠脑室进行 Ｇｌｕ注射，结果发现大鼠出现惊厥现象。
注射外源性兴奋性氨基酸受体激动剂红藻氨酸也会

引起不同种属动物出现痫性表现［１２］。本研究结果发

现，戊四氮对大鼠进行癫痫诱导后，大鼠海马 Ｇｌｕ的
含量出现升高。相关研究发现［９］，对大鼠的杏仁核进

行快速点燃模型，大鼠的颞叶皮质、海马区的 Ｇｌｕ明
显增高，ＧＡＢＡ随之减少；采用红藻氨酸对大鼠进行癫

痫诱导发现，大鼠颞叶皮质、海马区的 ＧＡＢＡ明显减
少。本研究结果与上述研究一致，而在使用托吡酯对

大鼠注射后，大鼠海马区、大脑皮质神经递质与空白

对照组的大鼠含量比较无显著差异，说明托吡酯对大

鼠的癫痫症状具有及时纠正的作用。

托吡酯无论是用于成年人治疗或是用于儿童治

疗都是较好的选择。在对患者的认知功能损伤以及

不良反应记录中发现，可通过对剂量的逐渐增加来降

低人体对药物的不耐受［１３］。目前对于托吡酯是否真

的影响癫痫患者认知功能并未完全证实，但如何最大

程度的减轻药物对患者认知功能的损伤，是临床工作

者持续努力的方向。本研究证实了托吡酯对癫痫出

现的神经递质异常具有明显的纠正作用，其通过改善

大脑 ＧＡＢＡ与 Ｇｌｕ的调节平衡，减少反复同步放电对
大脑造成的损伤。
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《国际神经病学神经外科学杂志》征稿、征订启事

　　《国际神经病学神经外科学杂志》创刊于 １９７４年，由教育部主管，中南大学主办，中南大学湘雅医院
承办。是目前国内唯一一本同时涵盖神经病学和神经外科学两个相联学科的专业学术期刊。本刊被收录

为“北京大学图书馆中文核心期刊”和“中国科技核心期刊（中国科技论文统计源期刊）”。

《国际神经病学神经外科学杂志》现主要栏目有论著、临床经验交流、疑难病例讨论、病例报道、专家论

坛和综述等。杂志立足于国内神经病学、神经外科学领域的前沿研究，及时报道国内外神经科学领域最新

的学术动态和信息。促进国内外学术的双向交流，为中国神经科学走向世界搭建新的平台。

我们热忱欢迎国内外神经科学工作者踊跃来稿，通过本刊介绍自己的研究成果和临床经验。对于论

著、临床经验交流、疑难病例讨论、病例报道等类型的文章将优先发表。

《国际神经病学神经外科学杂志》刊号为 ＣＮ４３１４５６／Ｒ，ＩＳＳＮ１６７３２６４２，邮发代号 ４２１１，全国公开
发行。读者对象主要为国内外从事神经病学、神经外科专业及相关专业的医务人员。杂志为双月刊，每期

定价 １３元，全年定价 ７８元。欢迎各级医师到当地邮局订购。杂志社也可办理邮购。
为更好地筹集办刊资金，保证刊物的健康发展，本刊将竭诚为药品厂商、医疗器械厂商和广告公司提

供优质服务，并长期向各级医疗单位征集协办单位，具体事宜请与本刊编辑部联系。

联系地址：湖南省长沙市湘雅路 ８７号（中南大学湘雅医院内）《国际神经病学神经外科学杂志》编辑部，邮
编：４１０００８，电话／传真：０７３１８４３２７４０１，Ｅｍａｉｌ地址：ｊｉｎｎ＠ｖｉｐ１６３ｃｏｍ，网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｉｎｎ．ｏｒｇ．ｃｎ／。
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