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摘　要：目的　研究大黄素对小鼠癫痫持续状态后 Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）髓样分化因子８８（ＭｙＤ８８）核因子 κＢ（ＮＦκＢ）
炎性信号通路表达的影响，探讨大黄素对海人酸致痫小鼠海马神经细胞保护作用的机制。方法　５４只 ＩＣＲ雄性小鼠随

机分为对照组、癫痫持续状态（ＳＥ）组、大黄素治疗组（２００ｍｇ／ｋｇ），每组１８只。采用腹腔内注入海人酸建立小鼠癫痫持

续状态模型。通过行为学观察小鼠癫痫发作后的行为学改变；尼氏染色观察小鼠海马组织神经细胞的坏死情况；ＲＴ

ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达量。结果　大黄素干预后小鼠癫痫的发作级别及发

作次数降低；海马组织神经细胞的坏死减轻（Ｐ＜０．０５）；同时海马组织中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达下调

（Ｐ＜０．０５）。结论　小鼠癫痫持续状态后可激活 ＴＬＲ４ＭｙＤ８８ＮＦκＢ炎性信号通路，通过大黄素干预后，ＴＬＲ４ＭｙＤ８８

ＮＦκＢ炎性信号通路的 ｍＲＮＡ和蛋白表达下调。大黄素对海人酸致痫小鼠海马神经细胞保护作用的机制可能与其抑制

ＴＬＲ４ＭｙＤ８８ＮＦκＢ炎性信号通路表达有关。
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　　癫痫是一种由多种病因所致的脑神经元异常
同步放电的发作性疾病，具有发作性、短暂性、重

复性等特点，其病因复杂，发病机制尚未完全阐

明。目前公认的与癫痫发病机制有关的因素有：神

经系统炎症反应、缺氧、脑内的兴奋性及抑制性神

经递质失衡等，其中炎症反应是癫痫的重要损伤机

制之一［１］。我们前期的研究工作证实［２］，癫痫发作

后激活了大量的氧自由基和炎症因子的释放，通过

大黄素的干预后，可减轻癫痫所致的海马神经细胞

的损伤，但其具体作用机制尚不清楚。本研究旨在

前期研究工作的基础上，进一步探讨大黄素对海人

酸致痫小鼠海马神经细胞保护作用的机制。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　动物来源　健康 ＩＣＲ雄性小鼠 ５４只，体
重 ２３～２８ｇ，由上海斯莱克实验动物中心提供，许
可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５。饲养条件：常温，
湿度（５５±５）％，亮暗周期 １２／１２ｈ，自由饮水和
进食标准饲料。

１．１．２　主要试剂与药品　兔抗鼠 Ｔｏｌｌ样受体 ４
（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４，ＴＬＲ４）、髓样分化因子 ８８
（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）和核因子

κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）多克隆抗体购自
ｓａｎｔａＣｒｕｚ公司；蛋白浓度试剂盒由上海依科赛生
物制品有限公司提供；ＲＴＰＣＲ试剂盒来购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；尼氏染色液购自碧云天生物公司；大
黄素、海人酸均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．３　动物模型及分组　将 ５４只 ＩＣＲ小鼠采用
随机数字表法分为 ３组：癫痫持续状态（ＳＥ）组、大
黄素治疗组、对照组，每组 １８只。采用腹腔注射
海人酸（１２ｍｇ／ｋｇ）建立小鼠癫痫持续状态模型。
制模过程中因持续癫痫发作死亡 ４只，将制模不成
功者予以剔除，不足预定数额者按随机抽样原则补

齐动物并重新制备模型。制模成功后，大黄素治疗

组以 ２００ｍｇ／ｋｇ的剂量（溶于生理盐水）腹腔注射
大黄素（根据前期的研究结果，大黄素 ２００ｍｇ／ｋｇ
为最佳治疗药物浓度［２］）。对照组、ＳＥ组在相同时
间注射等量的生理盐水。

１．１．４　标本采集　制模成功后 ２４ｈ，每组各取 ６
只 ＩＣＲ小鼠，腹腔注射水合利醛麻醉后，心脏灌注
４０％甲醛取脑，浸泡 ２４ｈ，石蜡包埋切片，用于尼
氏染色。每组另取 ＩＣＲ小鼠 １２只，麻醉后立即在
冰上断头取海马，其中 ６只提取总蛋白用于 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的检测，其余 ６只提取 ＲＮＡ用于 ＲＴ
ＰＣＲ检测。
１．２　方法
１．２．１　行为学观察　对各组癫痫小鼠的发作级
别、持续时间及发作次数进行观察，分级评价标准

采用 Ｒａｃｉｎｅｓ分级标准［３］。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、湿狗样

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 ３０ｍｉｎ以上者为癫痫持续状态。
１．２．２　尼氏染色　石蜡切片厚度为４μｍ，常规脱
蜡，然后用双蒸水冲洗 ３ｍｉｎ，尼氏染色液染色 １０
ｍｉｎ，双蒸水冲洗，然后通过梯度酒精脱水，经过二
甲苯浸泡 ３ｍｉｎ后，最后中性树胶封片。显微镜下
观察计数小鼠海马 ＣＡ３区尼氏小体的数量。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢｍＲ
ＮＡ的表达　用 Ｔｒｉｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，反转录得到 ｃＤ
ＮＡ。ＴＬＲ４引 物 序 列 （４６９ｂｐ）：５＇ＴＧＴＡＴＣＴＴＴ
ＧＡＡＴＡＴＧＡＧＡＴＴＧＣＴＣＡＧ３＇（上 游 ），５′ＣＴＴＡＡＴ
ＴＣＡＴＡＣＡＣＣＴＧＡＴＡＣＡＣＡＴＧＧ３′（下游）。ＮＦκＢ引
物序列（３８１ｂｐ）：５′ＣＣＴＡＴＣＣＡＣＧＡＣＡＡＣＣＴＴ
３′（上游），５＇ＣＡＴＡＧＡＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＣＡＡＣ３＇
（下游）。βａｃｔｉｎ引物序列（１９８ｂｐ）：５′ＡＴＣＧＴＧ
ＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡ３′（上游），５′ＴＧＣＣＡＣ
ＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡ３′（下游）。ＭｙＤ８８引物
序列（３７５ｂｐ）：５′ＧＣＡＴＧＧＡＡＣＣＡＧＴＧＧＣＴＧＴＧＡＧ
３′（上 游 ），５′ＧＡＧＧＡＡＧＴＧＧＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＧＴ３′
（下游）。热循环条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变
性 ４０ｓ，退火（ＴＬＲ４：５７℃ ４０ｓ；ＭｙＤ８８：５３℃ ４０ｓ；
ＮＦκＢ：５５℃ ４０ｓ），７２℃延伸 １ｍｉｎ，３２个循环。
经凝胶成像系统摄影，扫描并分析电泳带灰度值。

分别以 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢ与 βａｃｔｉｎ灰度比值
表示 ｍＲＮＡ相对含量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和 ＮＦ

κＢ蛋白的表达　匀浆后提取总蛋白，采用二喹啉
甲酸（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度。每个样本中取出等
量的蛋白用样品缓冲液溶解，沸水浴 ５ｍｉｎ，凝胶电
泳、转模、５％脱脂奶粉４℃封闭 １ｈ、洗膜。封闭后
分别加入 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢｍＲＮＡ一抗抗体，
４℃静置过夜，ＴＢＳＴ液洗膜 ３次，每次 １０ｍｉｎ，室温
下加入辣根过氧化酶标记的二抗孵育 １ｈ，再洗膜
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３次，暗室压片、显影。凝胶成像图像分析系统对
蛋白条带进行分析处理。

１．３　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件进行分析。各组

数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用
单因素方差分析和 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验。Ｐ＜０．０５表示
差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　行为学观察

对照组注射等量的生理盐水，无癫痫发作。ＳＥ
组起初为 ＲａｃｉｎｅＩ～ＩＩ级，表现为须动、咀嚼、反复
洗脸等动作；０．５～３ｈ后出现头面部肌肉抽搐、点
头运动、凝视、前肢阵挛、奔跑跳跃、尾巴强直、转

圈、尖叫、四肢及全身强直；最后出现跌倒无法爬

起，反射消失等Ⅳ ～Ⅴ级发作。６～１２ｈ后发作级
别和发作次数逐渐减轻，１２～２４ｈ仍有部分小鼠
出现癫痫发作。ＳＥ组小鼠癫痫发作级别多达到Ⅳ
～Ⅴ级，且发作时间较长，发作次数频繁。大黄素
治疗组发作级别多为 ＩＩＩ级以下，且发作频率减少。
２．２　尼氏染色

对照组小鼠海马 ＣＡ３区尼氏颗粒细胞致密、整
齐，存活数量多。与对照组相比，ＳＥ组 ＣＡ３区尼
氏染色颗粒细胞稀疏、缺如（Ｐ＜０．０１）。而大黄
素治疗组 ＣＡ３区颗粒细胞呈点状、小片状坏死，与
ＳＥ组相比，尼氏颗粒细胞数明显增多，二者之间差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图 １、表 １。

注：Ａ：对照组；Ｂ：ＳＥ组；Ｃ：大黄素治疗组

图１　尼氏染色观察小鼠海马ＣＡ３区尼氏颗粒细胞排列与分布情况（２００×）

表１　３组小鼠海马ＣＡ３区尼氏染色颗粒细胞数量比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数 尼氏颗粒细胞数

对照组 ６ １３３．６６±１５．５６
ＳＥ组 ６ ６５．３３±６．５０ａ

大黄素治疗组 ６ １０９．６６±１２．５８ｂ

Ｆ值 ２４．４１６
Ｐ值 ０．００１

　　注：ａ为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ为与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达
ＲＴＰＣＲ结果显示，对照组仅有少量的 ＴＬＲ４、

ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达。与对照组相比，
ＳＥ组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达均显著
增多（Ｐ＜０．０１）。经大黄素干预后，ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８
和 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达有所下调，与 ＳＥ组相比，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图 ２。
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注：Ａ：各组条带表达情况，１为ＳＥ组；２为大黄素治疗组；３为对照组。Ｂ：为统计分析图，ａ表示与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ表
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图２　ＲＴＰＣＲ检测小鼠海马组织中ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达情况
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２．４　ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢ蛋白的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果显示，各组均出现了不

同程度的蛋白表达。对照组仅有少量的 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢ蛋白表达。与对照组相比，ＳＥ组

蛋白的表达均显著增多（Ｐ＜０．０１）。经大黄素干
预后，ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和 ＮＦκＢ蛋白的表达减少，与
ＳＥ组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见
图３。
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注：Ａ：各组条带表达情况，１为ＳＥ组；２为大黄素治疗组；３为对照组。Ｂ：统计分析图，ａ表示与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ表示

与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５。３组间ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达比较，ＴＬＲ４Ｆ＝２２９．４３２，Ｐ＜０．００１；ＭｙＤ８８Ｆ＝２８．２４０，

Ｐ＝０．００１；ＮＦκＢＦ＝７９．３７９，Ｐ＜０．００１

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测小鼠海马组织中ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８和ＮＦκＢ蛋白的表达情况

３　讨论
近年来，大量的实验研究表明，炎症反应在癫

痫发病中扮演着非常重要的角色。癫痫发作后可

激活神经细胞、神经胶质细胞以及大量炎症介质的

释放，包括白细胞介素类、干扰素类、肿瘤坏死因

子类等［４］。炎症反应同时也可诱导癫痫发作，促进

海马发生病理性改变，如神经元损伤丢失、胶质细

胞再生、苔鲜纤维发芽等［５］。炎症反应不仅是癫痫

的一个结果，还可能是癫痫发作的原因之一［６］。

Ｔｏｌｌ样受体是一类跨膜受体，现已在人和小鼠
体内发现 １３种 ＴＬＲ，分别命名为 ＴＬＲ１～ＴＬＲ１３，
ＴＬＲ４只是 Ｔｏｌｌ样受体家族成员之一。研究显示
ＴＬＲ４是一个重要的天然免疫受体，它不仅能介导
脂多糖等外源性配体引起炎症反应，还能介导受损

或应激产生的内源性配体引发炎症反应［４］。此外，

ＴＬＲ４根据是否与 ＭｙＤ８８接头蛋白结合，分为：
ＴＬＲ４介导的 ＭｙＤ８８依赖信号通路与 ＴＬＲ４介导的
ＭｙＤ８８非依赖信号通路两条信号转导通路。本研
究只针对 ＴＬＲ４介导的 ＭｙＤ８８依赖信号通路进行
了研究，具有一定的局限性。

ＴＬＲ４是小胶质细胞、星型胶质细胞和神经元
的重要炎性受体［７］。ＴＬＲ４介导的 ＭｙＤ８８依赖信
号通路（ＴＬＲ４ＭｙＤ８８ＮＦκＢ）是通过 ＴＬＲ４受体与
外源性或内源性配体结合，再与 ＭｙＤ８８相结合形

成信号转导复合物，从而进一步激活 ＮＦκＢ，活化
的 ＮＦκＢ可诱发下游的炎症靶基因 （如 ｉＮＯＳ、
ＣＯＸ２、ＴＮＦα、ＩＬ１等）的表达［８９］。研 究表明，

ＴＬＲ４介导的信号通路在癫痫的产生和发展中发挥
了重要作用，在某种程度上干预 ＴＬＲ４信号通路等
免疫反应能成功预防癫痫发作［１０］。ＴＬＲ４缺陷的
Ｃ３Ｈ／ＨＪ型小鼠或 ＴＬＲ４拮抗剂能对抗海人藻酸所
致的痫性发作［１１］。本研究也证实，癫痫发作后可

上调小鼠海马组织中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢｍＲＮＡ
和蛋白的表达，从而激活 ＴＬＲ４ＭｙＤ８８ＮＦκＢ炎
性信号通路，引发炎性反应。

大黄素是从中药大黄的根茎中提取的主要有

效活性单体成分，具有抗氧化、抗炎、清除自由基、

抑菌、免疫调节、利水消肿、改善微循环等诸多药

理学作用［１２１３］。近期有文献报道，大黄素对中枢神

经系统具有保护作用，可有效降低脑缺血再灌注损

伤、颅脑爆震伤所引发的二次损伤［１４１５］。我们前期

的研究结果显示［２］，大黄素可减轻癫痫所致的海马

神经细胞的损伤、凋亡，提高 ＧＳＨ、ＳＯＤ的活性，降
低 ＭＤＡ的含量，并抑制 ＩＬ１β、ＴＮＦα等炎症介质
的表达。基于前期的研究基础，本研究进一步探讨

大黄素对海人酸致痫小鼠海马神经细胞保护作用

的机制。通过 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ等实验方法
证实，大黄素可降低癫痫发作后小鼠海马组织中
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ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达。
综上所述，大黄素可减轻海人酸诱导的小鼠持

续癫痫状态后所致的海马神经细胞的损伤，具有抗

氧化、抗炎、抗凋亡等神经保护作用，其机制可能

与抑制 ＴＬＲ４ＭｙＤ８８ＮＦκＢ炎性信号通路的活
化，从而减少氧自由基和炎症介质的释放有关，但

其具体作用机制有待深入研究。
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