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·论著·

大鼠癫痫持续状态后认知功能变化模式

及海马脑红蛋白表达水平的实验研究

张菲菲，程艳伟，于敏敏，石向群

兰州军区兰州总医院神经内科，甘肃省兰州市　７３００５０

摘　要：目的　观察大鼠癫痫持续状态（ＳＥ）后学习记忆功能改变情况及海马组织脑红蛋白（ＮＧＢ）表达水平，探讨癫痫
发作对认知功能影响的可能机制。方法　健康成年雄性 ＳＤ大鼠 ４０只，随机分为对照组（ｎ＝５）、癫痫模型实验组（ｎ＝

３５），模型组再依据观察时间分为：０ｈ、１ｈ、３ｈ、１２ｈ、２４ｈ、１０ｄ、３０ｄ。应用氯化锂匹罗卡品（ＬｉＰｉｌｏ）建立 ＳＥ模型，观

察致痫期间大鼠行为学变化；采用 Ｎｉｓｓｌ染色检测神经元损伤情况；ＳＡＢＣ免疫组化法检测 ＮＧＢ表达水平。同时随机选取

同期相同品系 ＳＤ大鼠４０只，在造模前及造模后第５ｄ、１０ｄ、１５ｄ、２５ｄ、３５ｄ进行 ＲＭＴ１００迷宫实验，以评价大鼠 ＳＥ前

后学习记忆功能变化情况。结果　大鼠 ＳＥ后，海马 ＣＡ１、ＣＡ３区和 ＤＧ区均出现不同程度神经元细胞损伤坏死，且 ＮＧＢ

表达上调，而海马 ＣＡ１和 ＣＡ３区神经元存活数与 ＮＧＢ表达水平呈正相关（ｒ＝０．２０６，Ｐ＝０．０１５；ｒ＝０．３０６，Ｐ＝

０．０１１）。迷宫实验显示工作记忆错误（ＷＭＥ）和参照记忆错误（ＲＭＥ）次数随 ＳＥ后时间延长均呈递增趋势。相关性分析

证实 ＲＭＥ次数与 ＣＡ１和 ＣＡ３区神经元存活数呈负相关（ｒ＝－０．５７９，Ｐ＝０．０００；ｒ＝－０．４５４，Ｐ＝０．００２），ＷＭＥ次数

与 ＣＡ１和 ＣＡ３区神经元存活数也呈负相关（ｒ＝－０．４７０，Ｐ＝０．００１；ｒ＝－０．５０７，Ｐ＝０．０００）。结论　ＳＥ后 ＮＧＢ表达

上调，且与海马组织神经元存活数呈正相关，提示其可能是 ＳＥ所致缺血缺氧损害的一种代偿神经保护机制。ＳＥ后可导

致明显认知功能损害，其可能与 ＳＥ所致海马组织神经元的病理改变相关。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ；ｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎ；ｎｅｕｒｏｇｌｏｂｉｎ；ｅｉｇｈｔａｒｍｍａｚｅ；ｒａｔ

　　癫痫持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）是癫痫发
作中“三高”急症：高发病率、高死亡率、高致残率。

传统定义上，ＳＥ指单一的临床痫性发作持续时间
超过 ３０ｍｉｎ或反复痫性发作之间意识尚未完全恢
复。然而，出于实际原因考虑，传统定义被修饰，

指癫痫活动持续时间超过 ５ｍｉｎ则应考虑 ＳＥ［１］。
ＳＥ可导致大量神经元损伤坏死，导致认知功能障
碍。目前，估计有 １／４的癫痫儿童［２］和 ６５％成人

癫痫患者伴随认知障碍［３］。脑红蛋白（ｎｅｕｒｏｇｌｏｂｉｎ，
ＮＧＢ）是一种新型携氧球蛋白，高度特异性表达于
脊椎动物神经组织，脑组织缺血缺氧后 ＮＧＢ表达
上调，发挥内源性神经保护作用［４］，若抑制 ＮＧＢ表

达，则神经元凋亡裂解产物表达显著增多［５］。但目

前对于 ＳＥ后不同时相下 ＮＧＢ表达动态变化情况
和认知功能变化轨迹研究甚少，本实验采用氯化

锂匹罗卡品（Ｌｉｔｈｉｕｍｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ，ＬｉＰｉｌｏ）建立 ＳＥ
大鼠模型，ＲＭＴ１００迷宫实验观察大鼠 ＳＥ前后认
知功能改变情况，探讨癫痫发作对认知功能的可能

影响机制及 ＮＧＢ在癫痫发作中的作用。
１　材料与方法
１．１　动物与分组

健康雄性 ＳＤ大鼠 ４０只，体重（２２１±３０）ｇ。
随机分为对照组（５只）、模型组（３５只），模型组
再根据观察时间分为：０ｈ、１ｈ、３ｈ、１２ｈ、２４ｈ和
１０ｄ、３０ｄ。同时随机选取同期相同品系 ＳＤ大鼠
４０只，体重（２１８±２６）ｇ，在造模前及造模后第
５ｄ、１０ｄ、１５ｄ、２５ｄ、３５ｄ进行迷宫实验。所有动
物实验过程获得兰州军区总医院动物伦理委员会

批准。

１．２　模型制备
腹腔注射 ＬｉＰｉｌｏ（１２７～２２０ｍｇ／ｋｇ，美国 Ｓｉｇｍａ

公司），间隔 １６～１８ｈ，注射 ＬｉＰｌｉｏ前 ３０ｍｉｎ注射
甲溴东莨菪碱 １ｍｇ／ｋｇ，以减少外周胆碱能反应。
实验动物癫痫发作分级按照 Ｒａｃｉｎｅ评定标准［６］。

实验大鼠痫性发作≥Ⅳ级且持续时间≥３０ｍｉｎ为
造模成功。

对照组：生理盐水代替 Ｐｌｉｏ，其余处理同模型组。
１．３　石蜡切片制备

１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ，ｉ．ｐ．）麻醉大鼠，快

速心脏灌注，０．９％生理盐水 １５０～２００ｍｌ，待右心
耳流出清亮液体、肝脏变灰白后，灌注 ４％多聚甲
醛溶液 ２００～２５０ｍｌ，先快后慢，待大鼠四肢僵硬
后断头取脑，根据 Ｐａｘｉｎｏｓ和 Ｗａｔｓｏｎ的大鼠脑地图
集［７］进行定位，取前囟 －２．５６～－４．５２ｍｍ脑组
织制备石蜡切片，片厚 ４μｍ。
１．４　尼氏染色

石蜡切片脱蜡至水，滴加焦油紫染色液（焦油

紫 ０．１ｇ，蒸馏水 ９９ｍｌ，１％冰醋酸 １ｍｌ），３７℃孵
育 ３０ｍｉｎ。流水冲洗。脱水，透明，封片。采用日
本 ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１显微摄像系统观察海马组织各区
神经元损伤缺失情况。

１．５　免疫组织化学检测
石蜡切片脱蜡至水。热抗原修复。３％Ｈ２Ｏ２

灭活内源性过氧化物酶。滴加 ５％ ＢＳＡ封闭液，室
温 ２０ｍｉｎ。滴加一抗 ＮＧＢ（１∶１００，英国 Ａｂｃａｍ公
司），３７℃孵育 ２ｈ。滴加二抗（生物素化山羊抗兔
ＩｇＧ，博士德生物公司），３７℃孵育 ２０ｍｉｎ。滴加链
酶亲和素生物素过氧化物酶复合物 （ＳＡＢＣ），
３７℃孵育 ２０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，５ｍｉｎ。蒸馏水冲涤。
脱水，透明，封片。免疫组化阳性结果依据 １３点
评分法：阳性细胞的百分率与阳性细胞染色强度的

乘积评分［８］。

１．６　八臂迷宫实验
１．６．１　八臂迷宫实验过程　①采用 ＲＭＴ１００大
鼠八臂迷宫系统（泰盟科技公司），首先适应环境

１ｄ。②预训练：随机选择 １、３、４和 ７四个臂作为
喂食臂。连续 ５次工作记忆错误（ｗｏｒｋｉｎｇｍｅｍｏｒｙ
ｅｒｒｏｒ，ＷＭＥ）＝０和参考记忆错误（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｍｏｒｙ
ｅｒｒｏｒ，ＲＭＥ）≤１时为训练成功，不成功的大鼠予以
剔除。③迷宫实验：对训练成功的大鼠腹腔注射
ＬｉＰｌｉｏ制备 ＳＥ模型。于造模后第 ５ｄ、１０ｄ、１５ｄ、
２５ｄ和 ３５ｄ分别进行实验。
１．６．２　观察记录指标　工作记忆错误、参考记忆
错误、总的测试时间、总的入臂次数和平均探究时间。

１．７　统计学分析
实验数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，使用

ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行完全随机设计单因素方
差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。

·２０５·
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对于迷宫数据符合正态分布的采用配对样本 ｔ检
验。检验水准 α＝０．０５，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果
２．１　癫痫大鼠行为学表现

注射 ＬｉＰｉｌｏ后平均（８．００±２．５０）ｍｉｎ出现单
侧前肢阵挛及双前肢交替阵挛等症状，平均（２５．７６
±８．３５）ｍｉｎ出现癫痫Ⅳ级及以上发作，如双侧前
肢阵挛、后肢站立、倾倒失平衡等症状。其中癫痫模

型组有２只大鼠在造模过程中抽搐致死，３只未达
到癫痫发作级别，１只未达到实验终点死亡。对照
组在实验过程中始终无任何发作迹象及抽搐表现。

２．２　海马神经元损伤情况
对照组大鼠海马组织各区神经元排列整体，有

一定方向，神经元胞体呈圆形或椭圆形，胞质淡紫

色。ＳＥ后，海马各区均可见神经元细胞排列紊乱，
失方向，尤其 ＣＡ１区，胞体形态不规则，胞质皱缩
呈暗紫色，随发作后时间进展，ＣＡ１和 ＣＡ３区神经
元存活数呈近直线下降趋势。其中 ＣＡ１区（１２ｈ、
２４ｈ、１０ｄ和 ３０ｄ）、ＣＡ３区（０ｈ、１２ｈ、２４ｈ、１０ｄ
和 ３０ｄ）和 ＤＧ区（１２ｈ、２４ｈ、１０ｄ和 ３０ｄ）神经
元存活数均较对照组明显减少，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见图 １。
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图 １　两组大鼠海马各区神经元存活数比较

注：与对照组同一部位神经元存活数比较， Ｐ＜

０．０５；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１。

２．３　海马组织各区 ＮＧＢ表达情况
２．３．１　海马各区 ＮＧＢ表达水平　ＮＧＢ免疫阳性
物质主要定位于神经元胞质，神经突起也有表达。

ＳＥ后海马各区 ＮＧＢ表达水平均有所上调，随着发
作后时间进展，ＣＡ１和 ＤＧ区 ＮＧＢ表达水平逐渐升

高，均于 ＳＥ后 ２４ｈ达顶峰后轻度下降，但仍持续
高于对照组，而 ＣＡ３区 ＮＧＢ表达呈持续升高趋势。
其中 ＣＡ１区（２４ｈ、１０ｄ和 ３０ｄ）、ＣＡ３区（２４ｈ、１０ｄ
和 ３０ｄ）和 ＤＧ区（１２ｈ、２４ｈ、１０ｄ和 ３０ｄ）ＮＧＢ表
达水平均较对照组明显升高，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见图 ２、图 ３和图 ４。
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图 ２　两组大鼠海马组织各区 ＮＧＢ表达情况比较

注：与对照组同一部位神经元存活数比较， Ｐ＜

０．０５；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１。

２．３．２　神经元存活数与 ＮＧＢ表达水平相关性分
析　ＳＥ后，海马 ＣＡ１和 ＣＡ３区神经元存活数与
ＮＧＢ表达水平呈正相关（ｒ＝０．２０６，Ｐ＝０．０１５；ｒ
＝０．３０６，Ｐ＝０．０１１），而 ＤＧ区神经元存活数与
ＮＧＢ表达水平无相关性（ｒ＝０．０６１，Ｐ＝０．６７８）。
２．４　八臂迷宫各记录指标值
２．４．１　ＳＥ前后 ＲＭＥ和 ＷＭＥ次数比较　随 ＳＥ后
时间延长，ＲＭＥ次数呈近直线递增趋势，ＷＭＥ次
数呈 Ｊ型递增趋势。其中第 １０ｄ、１５ｄ、２５ｄ和 ３５ｄ
的 ＲＭＥ次数均较 ＳＥ前明显增多（Ｐ＜０．０５），第
１５ｄ、２５ｄ和 ３５ｄ的 ＷＭＥ次数也较 ＳＥ前明显增多
（Ｐ＜０．０５）。见图 ５Ａ和图 ５Ｂ。
２．４．２　ＳＥ前后总入臂次数比较　随 ＳＥ后时间延
长，总入臂次数呈近直线递增趋势，其中第 １０ｄ、
１５ｄ、２５ｄ和 ３５ｄ总入臂次数均较 ＳＥ前显著增多，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。见图 ５Ｄ。
２．４．３　实验总测试时间和平均探究时间比较　
随 ＳＥ后时间延长，第 ５ｄ、１０ｄ、１５ｄ、２５ｄ和 ３５ｄ迷
宫总测试时间均较 ＳＥ前延长，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。ＳＥ后第 ５ｄ、１０ｄ、１５ｄ、２５ｄ和 ３５ｄ
大鼠平均探究时间均较 ＳＥ前延长，其中第５ｄ平均
探究时间较 ＳＥ前明显延长，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）。见图 ５Ｃ和图 ５Ｅ。
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图 ３　两组大鼠海马组织 ＣＡ１区 ＮＧＢ表达情况（×２００）

注：Ａ：对照组；Ｂ：ＳＥ后 ０ｈ；Ｃ：ＳＥ后 １ｈ；Ｄ：ＳＥ后 ３ｈ；Ｅ：ＳＥ后 １２ｈ；Ｆ：ＳＥ后 ２４ｈ；Ｇ：ＳＥ后 １０ｄ；Ｈ：ＳＥ后 ３０ｄ。
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图 ４　两组大鼠海马组织 ＣＡ３区 ＮＧＢ表达情况（×２００）

注：Ａ：对照组；Ｂ：ＳＥ后 ０ｈ；Ｃ：ＳＥ后 １ｈ；Ｄ：ＳＥ后 ３ｈ；Ｅ：ＳＥ后 １２ｈ；Ｆ：ＳＥ后 ２４ｈ；Ｇ：ＳＥ后 １０ｄ；Ｈ：ＳＥ后 ３０ｄ。
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图 ５　ＳＥ前后大鼠迷宫实验各记录指标比较

注：Ａ：参考记忆错误；Ｂ：工作记忆错误；Ｃ：平均探究时间；Ｄ：总入臂次数；Ｅ：总测试时间。与 ＳＥ前比

较，Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１。
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２．４．４　神经元存活数与认知水平相关性分析　
大鼠 ＳＥ后，海马 ＣＡ１区神经元存活数与 ＲＭＥ和
ＷＭＥ次数均呈负相关；ＣＡ３区神经元存活数也与
ＲＭＥ和 ＷＭＥ次数呈负相关；ＤＧ区神经元存活数
与 ＲＭＥ及 ＷＭＥ次数无相关性。见表 １。

表１　海马各区存活神经元数与大鼠认知水平相关性分析

ＣＡ１区
ｒ值 Ｐ值

ＣＡ３区
ｒ值 Ｐ值

ＤＧ区
ｒ值 Ｐ值

ＲＭＥ次数 －０．５７９ ０．０００ －０．４５４ ０．００２ －０．１３０ ０．４９３
ＷＭＥ次数 －０．４７０ ０．００１ －０．５０７ ０．０００ ０．０２４ ０．９０１

３　讨论
八臂迷宫实验是测试动物工作记忆和参考记

忆的组合，通过观察动物寻找食物过程中所走的路

程长度及典型错误次数评价动物空间学习记忆能

力，较客观反映动物认知功能障碍程度。因此本实

验采用 ＲＭＴ１００大鼠八臂迷宫实验评估大鼠 ＳＥ
前后认知功能改变情况。

先前研究证实 ＳＥ后大鼠出现探索行为和空间
记忆能力受损及定向行为消失［８］，且癫痫发作持续

时间与特定功能下降有关［９］。本实验结果显示，大

鼠 ＳＥ后出现明显的空间学习记忆功能受损，随发
作后时程延长，ＲＭＥ和 ＷＭＥ次数呈逐渐递增趋
势，其中 ＷＭＥ次数（第 １５ｄ、２５ｄ和 ３５ｄ）、ＲＭＥ次
数（第 １０ｄ、１５ｄ、２５ｄ和 ３５ｄ）和（第 １０ｄ、１５ｄ、２５ｄ
和 ３５ｄ）总入臂次数均较 ＳＥ前增多，ＳＥ后各时间
点迷宫总测试时间和第 ５ｄ平均探究时间均较 ＳＥ
前延长。这些数据提示 ＳＥ可导致认知功能损害。
另外，发现 ＲＭＥ和 ＷＭＥ次数在 ＳＥ后第 ３５ｄ显著
增加，对于是早期癫痫发作导致脑组织损伤逐渐进

展的原因还是慢性期自发性痫性发作加剧脑损伤

所致，目前仍不十分清楚，但不排除两者协同作用

可能，无论是何种机制，癫痫的治疗都应越早越

好。

目前关于癫痫发作伴随认知障碍的原因是癫

痫本身还是合并症等仍存在争议。本实验证实，大

鼠 ＳＥ后，海马组织 ＣＡ１区神经元存活数与 ＲＭＥ、
ＷＭＥ次数呈负相关性，ＣＡ３区神经元存活数与
ＲＭＥ、ＷＭＥ次数也呈负相关，即癫痫发作后海马组
织神经元存活数与大鼠认知功能损害程度呈负相

关性，随着海马神经元存活数逐渐减少，认知障碍

程度越严重。本实验大鼠 ＳＥ后出现明显认知功能

障碍，而随着发作后时间延长，海马各区神经元损

伤坏死明显，其中 ＣＡ１和 ＣＡ３区神经元存活数呈
近直线下降趋势，ＣＡ１区（１２ｈ、２４ｈ、１０ｄ、３０ｄ）、
ＣＡ３区（０ｈ、１２ｈ、２４ｈ、１０ｄ、３０ｄ）和 ＤＧ区（１２ｈ、
２４ｈ、１０ｄ、３０ｄ）神经元存活数均较对照组减少。
这些数据均提示 ＳＥ后发生的认知功能障碍可能与
癫痫发作所致海马组织本身病理改变相关。

有研究发现，颞叶癫痫（ＴＬＥ）解剖存在海马硬
化迹象［１０，１１］。大鼠 ＳＥ后空间记忆能力快速下降与
海马细胞密度降低相关［１２］。另有研究也证实，人

类中央 ＴＬＥ高频率癫痫发作与跨中央颞叶结构的
灰白质脑萎缩相关［１３］，而此灰白质结构异常与认

知下降存在关联［１４］。ｆＭＲＩ证实这些认知损害均是
异常的神经元网络覆盖了脑功能的广泛区域而不

仅仅局限于癫痫病灶的结果［１５］。总之，癫痫发作

所致认知功能下降可能与癫痫本身所致海马组织

及海马结构外病理改变相关。

ＮＧＢ为 １７ｋＤａ单体蛋白质，属于血红素类球
蛋白，于 ２０００年被德国学者 Ｂｕｒｍｅｓｔｅｒ等［１６］首次发

现，与血红蛋白和肌红蛋白功能相似，即促进氧向

神经元线粒体扩散或作为 ＮＡＤＨ氧化酶促进 ＡＴＰ
产生，维持神经元功能。有研究发现天门冬氨酸氨

基转移酶（ＡＳＴ）也表达［１７］。

癫痫发作时对氧需求大大增加，造成脑组织神

经元细胞相对缺氧环境改变，而 ＮＧＢ作为氧载体，
在缺氧情况下表达上调［４］，其表达程度与组织缺氧

耐受性呈正相关［１８］，与脑组织损伤程度呈负相

关［１６］，抑制 ＮＧＢ表达，可明显降低缺氧后神经元细
胞存活。本实验结果显示海马 ＣＡ１区和 ＣＡ３区神
经元存活数与 ＮＧＢ表达水平呈正相关，即癫痫发
作后 ＮＧＢ表达水平越高，海马神经元存活数目越
多。提示 ＮＧＢ高表达可能对缓解局部脑组织缺氧
及神经元的继发性损伤具有重要的神经保护作用。

结合本实验，ＳＥ后 ＮＧＢ表达上调，其中 ＣＡ１
区（２４ｈ、１０ｄ和 ３０ｄ）、ＣＡ３区（２４ｈ、１０ｄ和 ３０ｄ）
和 ＤＧ区（１２、２４ｈ、１０ｄ和３０ｄ）ＮＧＢ表达水平均较
对照组明显升高，可见 ＳＥ后 ＮＧＢ较长时间处于高
表达状态，而已知 ＮＧＢ是神经系统特异性携氧球
蛋白，推测癫痫发作加重局部神经元缺氧。其中

ＣＡ１和 ＤＧ区 ＮＧＢ表达于 ２４ｈ达到顶峰后轻度下
降，但持续处于高表达状态，ＣＡ３区呈持续升高趋
势，表明 ＮＧＢ在癫痫发作后迅速产生，而随后的表
达减少过程较产生过程相对缓慢许多，提示 ＮＧＢ

·５０５·
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的神经元保护作用具有持续性，但具体持续多久尚

不清楚。另外，本实验发现 ＳＥ后第 １０ｄ和 ３０ｄ时
ＮＧＢ表达水平显著增加，但无法判断 ＮＧＢ表达增
加是多次发作累积效应还是最后一次发作的急性

表达。那么 ＮＧＢ表达后续轻度下降的原因是否与
癫痫导致缺氧时间过长致神经元死亡裂解有关，用

甲苯胺蓝染色证实其神经细胞密度与对照组一致，

考虑为 ＮＧＢ本身表达下降所致，推测 ＮＧＢ对脑保
护作用有一定极限。随着癫痫发作时程的进展，携

氧球蛋白 ＮＧＢ表达呈递增趋势，可能是癫痫发作
所致缺血缺氧的一种神经保护代偿机制。然而，有

少数研究发现海马组织缺血后，神经元 ＮＧＢ表达
水平出现相反变化［１９，２０］。对于差异性研究结果考

虑可能与实验所用缺血缺氧模型不同或者海马及

皮质神经元对缺血缺氧反应性不同等相关。

总之，大鼠 ＳＥ后出现明显的认知功能障碍，且
与海马组织神经元存活数呈负相关，考虑癫痫所致

认知功能损害可能与海马组织本身病理改变相关。

此外，ＳＥ后 ＮＧＢ表达上调，且上调程度与海马神
经元存活数呈正相关，提示 ＮＧＢ可能是癫痫发作
所致缺血缺氧的一种神经保护代偿机制。然而，目

前对于癫痫发作后认知功能改变具体机制研究矛

盾不一，因此，仍需大量研究深入探讨。另外，对

癫痫的治疗提出新的挑战，不能只局限于控制癫痫

症状，也应考虑癫痫患者未来生活质量问题。
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