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腺苷 Ａ２Ａ受体拮抗剂对
大鼠氯化锂 －毛果芸香碱所致癫痫模型的影响

李巷１，韩金玲１，康慧聪２
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摘　要：目的　研究腺苷 Ａ２Ａ受体阻断剂对大鼠氯化锂 －毛果芸香碱癫痫持续状态（ＳＥ）模型的影响。方法　选取 ５０
只 ＷＤ大鼠随机分为对照组、模型组及 Ａ２Ａ受体阻断剂组。模型组采用氯化锂 －毛果芸香碱腹腔注射复制癫痫模型，

Ａ２Ａ受体阻断剂组在氯化锂 －毛果芸香碱注射前１５ｍｉｎ予腹腔给药（ＳＣＨ５８２６１０．０５ｍｇ／ｋｇ），对照组给予同等剂量生

理盐水。在成功诱导癫痫发作４０ｍｉｎ后予地西泮及水合氯醛终止发作，并于发作终止后 ２４ｈ留取标本。尼氏染色法检

测三组中海马神经元损伤情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＡＰＫｓ（ＪＮＫ／ｐＪＮＫ、Ｐ３８／ｐＰ３８和 ＥＲＫ／ｐＥＲＫ）表达变化。结果　对

照组、模型组及 Ａ２Ａ受体阻断剂组双侧海马 ＣＡ３区正常形态神经元计数分别为１５８．６±８．４、５９．８±７．４和１２３．４±５．０，

模型组神经元计数显著低于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），Ａ２Ａ受体阻断剂组神经元计数显著高于模型组，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测显示 ｐＪＮＫ、ｐＰ３８和 ｐＥＲＫ在模型组中表达明显增多，在 Ａ２Ａ受

体阻断剂组中 ｐＪＮＫ和 ｐＰ３８表达减少。结论　氯化锂 －毛果芸香碱模型中，腺苷 Ａ２Ａ受体阻断剂可能通过抑制 ｐＪＮＫ

他 ｐＰ３８的表达对神经元损伤起到保护作用。
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　　癫痫发病的危险因素有多种。其发病机制比
较复杂，有研究表明，炎性损伤参与了癫痫持续状

态的发生［１］。以往有研究表明，腺苷 Ａ１受体可通
过激活后抑制谷氨酸的表达发挥抗癫痫作用［２，３］。

但当癫痫频繁发作，腺苷浓度降低，Ａ１受体结合能
力减弱，致使腺苷的抗癫痫作用减弱。现已有研究

表明，腺苷 Ａ２Ａ受体的结合能力高于 Ａ１受体，且
作用与 Ａ１的作用相反，可通过阻断 Ａ２Ａ受体发挥
脑保护作用［４．５］。但阻断 Ａ２Ａ受体是否能够在癫
痫持续状态（ＳＥ）模型中也发挥脑保护作用鲜有报
道。本研究成功复制氯化锂 －毛果芸香碱 ＳＥ模
型，旨在探讨腺苷 Ａ２Ａ受体阻断剂 ＳＣＨ５８２６１对
ＳＥ的作用及具体机制。
１　材料与方法
１．１　实验动物及分组

ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重 ２００～３００ｇ，温
度 １８～２５℃，自由饮食水，适应性喂养 １周后进行
实验。大鼠随机分为对照组、模型组及 Ａ２Ａ受体
阻断剂组。

１．２　药品与试剂
兔抗 ＪＮＫ多克隆抗体、兔抗 ｐＪＮＫ多克隆抗体、

兔抗 ｐｐ３８单克隆抗体、小鼠抗 ｐ３８单克隆抗体、小
鼠抗 ｐＥｒｋ１／２单克隆抗体和兔抗 Ｅｒｋ１／２单克隆抗
体均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ公司；ＳＣＨ５８２６１购自英国
ＴｏｃｒｉｓＣｏｏｋｓｏｎ公司；其他化学试剂为国产分析纯。
１．３　ＳＥ模型建立

除对照组外，其余大鼠均给予腹腔注射氯化锂

３ｍｍｏｌ／ｋｇ，１８～２４ｈ后腹腔注射毛果芸香碱５０ｍｇ／
ｋｇ·４０～６０ｍｉｎ模型点燃后，参照改良后 Ｒａｃｉｎｅ分
级法进行癫痫强度的评价，若达到 ５级发作视为点
燃成功，发作持续 １５ｍｉｎ后给予阿托品，４０ｍｉｎ后
给予地西泮及６％水合氯醛交替腹腔注射直至发作
控制［１０］。Ａ２Ａ受体阻断剂组在氯化锂 －毛果芸香
碱注射前 １５ｍｉｎ予腹腔给药（ＳＣＨ５８２６１０．０５ｍｇ／
ｋｇ），对照组给予同等剂量生理盐水。所有实验动物
在点燃成功持续发作后４０ｍｉｎ予地西泮及水合氯醛
终止发作，对照组在同时间点给予上述药物。并于

发作终止后２４ｈ留取标本。
１．４　海马神经元 Ｎｉｓｓｌ染色

三组实验动物在 ２４ｈ后采用取 －７０℃冰箱中
预冷异戊烷灌注取脑，－２０℃冰箱保存备用。采
用 Ｎｉｓｓｌ染色液进行染色、脱水、透明及封片等后期
处理。采用 ＢＩ２０００型图像分析系统进行神经元

的观察，在光学显微镜（×４００）视野下观察各组海
马组织 Ｎｉｓｓｌ染色阳性神经元的损伤情况，随机选
择 ３个视野进行阳性神经元的计数，取平均值。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

冰上剥离海马，提取总蛋白，测定蛋白浓度后，

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜，封闭后，加一抗、二抗
孵育，ＤＡＢ显色，扫描胶片，使用美国 ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ
公司凝胶成像分析系统分析 ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、Ｐ３８、ｐ
Ｐ３８、ＥＲＫ和 ｐＥＲＫ光密度值，计算 ｐＪＮＫ／ＪＮＫ、ｐ
Ｐ３８／Ｐ３８和 ｐＥＲＫ／ＥＲＫ比值。
１．６　统计学分析

数据分析采用 ＳＰＳＳ１５．０软件，计量数据以均数
±标准差（ｘ±ｓ）来表示。各组间差异分析采用单因
素方差分析。Ｐ＜０．０５代表差异有统计学意义。
２　结果
２．１　Ｎｉｓｓｌ染色结果

尼氏染色的结果显示，对照组染色最为清晰，

可见 Ｎｉｓｓｌ小体大而数量多，呈蓝紫色；模型组染色
最模糊，Ｎｉｓｓｌ小体的数量减少，甚至消失；Ａ２Ａ受
体阻断剂组介于二者中间。光镜下进行神经元计

数，结果显示，对照组、模型组及 Ａ２Ａ受体阻断剂
组双侧海马 ＣＡ３区正常形态神经元计数分别为
１５８．６±８．４、５９．８±７．４和 １２３．４±５．０，模型组
神经元计数显著低于对照组，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），Ａ２Ａ受体阻断剂组神经元计数显著
高于模型组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
说明阻断剂明显改善了海马区神经损伤情况，药物

对癫痫持续状态下海马神经元损伤有抑制作用。

见图 １、图 ２。
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图 １　尼氏染色双侧海马 ＣＡ３区神经元结果

注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：Ａ２Ａ受体阻断剂组。
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图 ２　神经元细胞染色正常计数柱形图
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２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，三组中 ＪＮＫ、Ｐ３８和 ＥＲＫ

表达差异无统计学意义。对照组中 ｐＪＮＫ、ｐＰ３８
和 ｐＥＲＫ表达量较少，模型组中 ｐＪＮＫ、ｐＰ３８和
ｐＥＲＫ表达量明显增多，Ａ２Ａ受体阻断剂组中 ｐ
ＪＮＫ和 ｐＰ３８表达量较模型组少，ｐＥＲＫ表达量与
模型组无明显差异。

相对光密度值分析示，ｐＪＮＫ４６／ＪＮＫ４６在对照
组、模型组、Ａ２Ａ受体阻断剂组中分别为 ０．１５±
０．０２、０．５３±０．０６和 ０．２４±０．０３，组间差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｐＪＮＫ５４／ＪＮＫ５４在三组中
分别为 ０．１５±０．０２、０．５３±０．０６和 ０．２４±０．０２，
组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｐＰ３８／Ｐ３８
在对照组、模型组和 Ａ２Ａ受体阻断剂组中分别为
０．４１±０．０３、１．２０±０．０６和 ０．７１±０．０４，组间差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｐＥＲＫ４２／ＥＲＫ４２在
对照组、模型组和 Ａ２Ａ受体阻断剂组中分别为０．１１
±０．０３、１．０４±０．０９和 １．０５±０．０５；ｐＥＲＫ４４／
ＥＲＫ４４在对照组、模型组和 Ａ２Ａ受体阻断剂组中分
别为０．１２±０．０３、１．０３±０．０５和 １．０４±０．０５；模型
组和 Ａ２Ａ受体阻断剂组明显高于对照组（Ｐ＜
０．０５），但两组之间表达无差异。见图３～图８。
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图 ３　ｐＪＮＫ／ＪＮＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

注：１：对照组；２：模型组；３：Ａ２Ａ受体阻断剂组
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图 ４　ｐＪＮＫ／ＪＮＫ相对光密度分析柱状图
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图 ５　ｐＰ３８／Ｐ３８Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

注：１：对照组；２：模型组；３：Ａ２Ａ受体阻断剂组
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图 ６　ｐＰ３８／Ｐ３８相对光密度分析柱状图
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图 ７　ｐＥＲＫ／ＥＲＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

注：１：对照组；２：模型组；３：Ａ２Ａ受体阻断剂组
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图 ８　ｐＥＲＫ／ＥＲＫ相对光密度分析柱状图

３　讨论
腺苷在信号转导中作为 Ｇ蛋白偶联受体发挥

作用，与 Ｇｓ偶联，有抑制腺苷酸环化酶（ＡＣ），降
低 ｃＡＭＰ水平的作用，参与神经元兴奋等重要生命
活动［６］。在神经退行性疾病中，腺苷 Ａ２Ａ受体的

拮抗剂表现出减轻损害的作用［７］。腺苷 Ａ２Ａ受体

的亲和力较强，此受体被阻断或是受到损伤时，能

够减轻脑部的损伤情况，改善神经功能［８，９］。腺苷

Ａ２Ａ受体主要分布在基底节区，近年来研究发现
Ａ２Ａ受体在与癫痫相关的新皮质和边缘系统也有
分布。在病理条件下，Ａ２Ａ受体表达会有变化。
研究证实，在帕金森病患者体内，Ａ２Ａ受体的表达
上调，而且分布也有变化［１０］。反复发作的癫痫模

型中，Ａ２Ａ受体的表达也明显上调，说明 Ａ２Ａ受
体在相关疾病（如癫痫和帕金森病）中有更大的研

究价值。

本课题组前期研究已经显示，在氯化锂 －毛果
芸香碱 ＳＥ模型中，Ａ１受体表达及结合力降低，而
Ａ２Ａ表达及结合力增加，两方面导致癫痫发作不
易控制，脑神经元损伤严重［１１］。本实验即在此基

·７８２·
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础上，推测 Ａ２Ａ受体水平升高会加重癫痫持续状
态，造成脑部损伤，如果阻断 Ａ２Ａ受体可能抑制癫
痫发作以及对海马神经元损伤起保护作用。前期

研究证实，在杏仁核点燃癫痫模型中，ＳＣＨ５８２６１
发挥作用的有效浓度在 ０．００５ｍｇ／ｋｇ到 ０．５ｍｇ／
ｋｇ之间（腹腔注射），本实验参照以往实验［１２］，选

取有效浓度 ０．０５ｍｇ／ｋｇ进行干预。本实验选用点
燃后的大鼠，并且 Ａ２Ａ受体的结合能力增强，密度
也增加，以增加 Ａ２Ａ受体阻断剂与受体结合概率，
充分表达抑制性。

本研究结果显示，与对照组相比，氯化锂 －毛
果芸香碱 ＳＥ模型中双侧海马 ＣＡ３区神经元缺失
明显，细胞数量明显少于 Ａ２Ａ受体阻断剂组和对
照组，说明 Ａ２Ａ受体阻断剂组的腺苷 Ａ２Ａ受体阻
断剂 ＳＣＨ５８２６１可以减少神经元损伤，证实腺苷
Ａ２Ａ受体阻断剂 ＳＣＨ５８２６１可以减轻 ＳＥ模型中海
马神 经 元 损 伤。 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 系 统

（ＭＡＰＫｓ）是体内重要的信号转导系统，参与了细
胞的生长、分化、死亡等多种过程，实验中，我们也

检测了 ＪＮＫ、ｐ３８、ＥＲＫ及其磷酸化蛋白的表达情
况［１３，１４］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＥ模型中双侧海马 ｐ
ＪＮＫ、ｐＰ３８和 ｐＥＲＫ表达明显增多，药物组中 ｐ
ＪＮＫ和 ｐＰ３８的表达较模型组在一定程度上减少，
说明药物能够抑制 ｐＪＮＫ及 ｐＰ３８表达，进一步
抑制了相应的下游信号通路，参与 ＳＥ模型中神经
元保护作用。

本研究发现 Ａ２Ａ受体阻断剂有改善癫痫持续
状态，减轻神经损伤，但 Ａ２Ａ受体阻断剂的有效浓
度尚需要进一步研究，有研究表示这类阻断剂有一

定的不良反应，Ａ２Ａ受体发挥作用可能存在其他
的通路，例如之前已有研究表明，癫痫的发作与谷

氨酸的释放有关，与其相关的信号通路和蛋白质表

达值得进一步的探讨。

综上所述，ＳＣＨ５８２６１（０．０５ｍｇ／ｋｇ，腹腔注
射）对大鼠氯化锂 －毛果芸香碱 ＳＥ模型有一定的
脑保护作用。其作用机制可能是通过抑制 ｐＪＮＫ
及 ｐＰ３８信号通路实现。
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