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摘　要：目的　观察阿米洛利对复杂型热性惊厥的作用及其可能机制。方法　建立 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）幼鼠复杂型热性
惊厥模型，将４０只 ＳＤ幼鼠分为正常对照组、热性惊厥组、阿米洛利两种剂量预处理组（１．３阿米洛利组和 １０阿米洛利

组），每组１０只。在热性惊厥发作过程中观察阿米洛利预处理对体温升高、发作潜伏期的影响，以及对热性惊厥后海马

区星形胶质细胞数及白细胞介素１β（ＩＬ１β）ｍＲＮＡ含量的影响。结果　热性惊厥组于 ４．３～６．８ｍｉｎ体温达到 ３９．５℃，

１．３阿米洛利组和１０阿米洛利组分别于８．３～１０ｍｉｎ和９．３～１１．６ｍｉｎ达到３９．５℃，后两者体温达 ３９．５℃的时间明显

晚于热性惊厥组（Ｐ＜０．０１），且１．３阿米 －洛利组和１０阿米洛利组间有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。１．３阿米洛利组发作

潜伏期为１０．６７～１４．５０ｍｉｎ，体温阈值为４１．３～４２．１℃，１０阿米洛利组潜伏期为 １２．３３～１６．６０ｍｉｎ，体温阈值为 ４１．４

～４２．１℃，而热性惊厥组潜伏期为７．６７～９．５０分钟，体温阈值为４１．０～４１．７℃，１．３和 １０阿米洛利两组潜伏期较热性

惊厥组明显延长，并且全身强直发作的体温阈值明显高于热性惊厥组（Ｐ＜０．０１），阿米洛利高低剂量组间有明显差异（Ｐ

＜０．０５）。阿米洛利预处理组星形胶质细胞较正常对照组增多，而较热性惊厥组明显减少（均 Ｐ＜０．０１）。阿米洛利预处

理组 ＩＬ１βｍＲＮＡ含量明显少于热性惊厥组（Ｐ＜０．０１）。结论　阿米洛利可抑制复杂型热性惊厥发作，具有一定的抗热

性惊厥作用，这可能与抑制星形胶质细胞增殖、抑制炎性因子生成有关。
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　　热性惊厥是婴幼儿期最常见的一种抽搐，分
为简单型和复杂型两种［１］。其中复杂型热性惊厥

对儿童的损伤较大，易反复发作且预后不好，不仅

给患儿带来了严重的躯体损害，也常常导致脑内海

马局部回路兴奋性增高，以及不同程度的认知功能

障碍［２］。因此探索复杂型热性惊厥的防治成为医

学领域亟需解决的重要课题。阿米洛利是酸敏感

离子通道和钠
!

氢交换体 １的非特异性拮抗剂，在
戊四氮和匹鲁卡品模型［３，４］中已证实阿米洛利具有

抗癫痫发作的作用，阿米洛利在热性惊厥方面作用

尚无报道。本课题拟通过建立热性惊厥模型，探讨

阿米洛利对热性惊厥的作用及其可能机制。

１　材料与方法
１．１　实验试剂

阿米洛利（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；中性树胶（西安化
学试剂厂）；胎牛血清（宝信试剂公司）；鼠抗神经

胶质 纤 维 酸 性 蛋 白 （ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ）（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；羊抗鼠 ＢｉｏｔｉｎＩｇＧ（Ａｂｃａｍ）；
二甲苯（上海山浦化工）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ａｂｃａｍ）。
１．２　实验器材

肛温 探 测 仪 （ＦＨＣ）；吹 风 机 （Ｐｈｉｌｉｐ）；Ｓｏｎｙ
ＳＲＷ５８００；冰冻切片机（Ｌｅｉｃａ）；ＬｅｉｃａＤＲＭ显微镜
（ＤＭ４０００ＢＬＥＤ）；日本 ＮＩＫＯＮ显微数码图像采集
系 统；低 温 高 速 离 心 机 （ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， ５４１７Ｒ，
５４０８Ｒ）；反转录仪器（ＭＪＲＥＳＥＡＲＣＨＰＴＣ２００）；
ＣＦＸ９６ＴＭ荧光定量 ＰＣＲ检测系统。
１．３　实验动物与分组

ＳＤ孕鼠（第四军医大学动物实验中心提供），
模型使用出生后 １０ｄ（ｐｏｓｔｎａｔａｌｄａｙ１０Ｐ１０）雄性
ＳＤ幼鼠，体重 ２０～２４ｇ，１０只一窝，由母鼠喂养。
出生后 ２１ｄ（Ｐ２１），把仔鼠与母鼠分开，三只仔鼠
放入一笼喂养。遵循随机化原则，将 ４０只幼鼠分
为 ４组，具体为正常对照组、热性惊厥组和阿米洛
利两种剂量预处理组（即 １．３ｍｇ／ｋｇ和 １０ｍｇ／
ｋｇ）［３，４］。

１．４　方法
１．４．１　模型的建立　参照文献方法［５］，造模前皮

下注射 ０．９％生理盐水，实验开始前测量仔鼠中心
温度，将仔鼠放置在３升的玻璃容器中，高５０厘米
处放置一可调节风速的吹风机，热空气保持在 ４１
～４８℃，中心温度 ＞３９．５℃开始记录时间，高热期
间中心温度控制在 ４１．５～４２℃之间。实验过程
中，２ｍｉｎ测一次肛温，抽搐发作 ３０ｍｉｎ后将动物
移至温度较低表面，直至其体温完全恢复到基础体

温后放回窝内，母鼠喂养。

一般体温在 ４１℃左右仔鼠会出现行为学变
化，且其变化大致相同，即到达一高热临界值时在

容器中快速移动（高温诱导的运动机能亢进），接

着会出现伴有下颌肌阵挛的移动休息期，另一种表

现为单／双侧后肢阵挛，最终出现全身强直性抽搐
（热性惊厥标准）。实验的观察重点为热性惊厥发

作过程中各组仔鼠的表现，具体测量指标为中心体

温升高到 ３９．５℃的时间，热性惊厥全身强直发作
开始的时间和体温阈值，以及从 ３９．５℃到强直发
作的时间间隔。建模前给予对照组腹腔及皮下注

射等量生理盐水。

１．４．２　免疫组织化学检测　建模 ３ｄ后 ４组动物
中各取 ３只进行灌注取材，制作冰冻切片备用。将
切片从冻存液取出后 ０．０１ｍｏｌ／ｌ（Ｍ）磷酸缓冲盐
溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤 ３次，每次
１０ｍｉｎ；入 ８０％甲醇∶双氧水 ＝１００∶１，３０ｍｉｎ；入
０．０１ＭＰＢＳ３次，各 １０ｍｉｎ；抗体稀释液中浸泡
３０ｍｉｎ；漂片入一抗含小鼠抗 ＧＦＡＰ的抗体稀释液
中，使用自制湿盒，外用保鲜膜包裹，４℃冰箱过
夜。从 ４℃冰箱中取出脑片，入 ０．０１ＭＰＢＳ３次，
每次 １０ｍｉｎ；入二抗生物素化的羊抗小鼠 ＩｇＧ中，
室温孵育 ２ｈ；入 ０．０１ＭＰＢＳ３次，每次 １０ｍｉｎ；入
三抗生物素

!

卵白素ＨＲＰ复合物，室温孵育 ２ｈ。
入 ０．０１ＭＰＢＳ３次，每次 １０ｍｉｎ；入 ＤＡＢ染液，如
５ｍｉｎ后着色较浅，双氧水加量，并适当延长着色时
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间；入 ０．０１ＭＰＢＳ浸泡，用多聚赖氨酸处理过的载
玻片裱片；晾干后浸入 ９５％酒精 ２ｍｉｎ，１００％酒精
２次，各 １０ｍｉｎ；二甲苯 ３次，各 １０ｍｉｎ，中性树胶
封片。

１．４．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测　选择建模后第
１、３、７天的仔鼠，取出新鲜组织提取 ｍＲＮＡ，反转
录为 ｃＤＮＡ。选用 １０μｌ的荧光反应体系，将各组
ｃＤＮＡ加入反应体系中，每组重复 ３次；使用八连管
专用离心机轻微旋转后，将装有荧光反应体系的八

连管依次放入实时荧光定量 ＰＣＲ仪中反应 ２ｈ，选
用相关软件进行数据分析。

１．５　统计学方法
计量资料结果均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表

示，数据经 ＳＰＳＳ１８．０统计软件处理。若仅两组进
行比较，采用两样本 ｔ检验；若多组间比较，应用
ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ和 ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ检验。Ｐ＜０．０５
即差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　阿米洛利预处理可延迟体温升高及热性惊
厥发作的潜伏期

在模型建立前 １ｈ给予阿米洛利（１．３ｍｇ／ｋｇ
和 １０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射。复杂型热性惊厥模型建
立过程中各组 ＳＤ仔鼠均达到全身强直发作，无一
只死亡。模型建立前各组仔鼠体温无显著性差异，

同时各组仔鼠实验前后体重差的百分比均小于

３％，组间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。
记录各组 ＳＤ仔鼠体温达到 ３９．５℃的时间，其

中热性惊厥组于 ４．３～６．８ｍｉｎ体温达到 ３９．５℃，
１．３阿米洛利组和 １０阿米洛利组分别于 ８．３～
１０ｍｉｎ和 ９．３～１１．６ｍｉｎ达到 ３９．５℃，后两者体温
至 ３９．５℃ 的 时 间 明 显 晚 于 热 性 惊 厥 组 （Ｐ＜
０．０１），且 １．３阿米洛利组和 １０阿米洛利组间有
显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

在比较全身强直发作时，１．３阿米洛利组发作
潜伏期为 １０．６７～１４．５０ｍｉｎ，体温阈值为 ４１．３～
４２．１℃，１０阿 米 洛 利 组 潜 伏 期 为 １２．３３～
１６．６０ｍｉｎ，体温阈值为４１．４～４２．１℃，而热性惊厥
组潜伏期为 ７．６７～９．５０ｍｉｎ，体温阈值为 ４１．０～
４１．７℃，１．３和 １０阿米洛利两组潜伏期较热性惊
厥组明显延长，并且全身强直发作的体温阈值明显

高于热性惊厥组（Ｐ＜０．０１），阿米洛利高低剂量
组间有明显差异（Ｐ＜０．０５）。

各组从达到 ３９．５℃至全身强直发作的时间间
隔比较，１．３阿米洛利组为 ３．６７～５．５０ｍｉｎ，１０阿
米洛利组为 ４．３３～５．８３ｍｉｎ，而热性惊厥组则为
２．１７～３．６７ｍｉｎ，阿米洛利不同剂量预处理组的
时间间隔较热性惊厥组的明显延长（Ｐ＜０．０１），
阿米洛利两剂量组间也有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
见图 １。
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图 １　ＳＤ大鼠体温升高及热性惊厥发作过程中的各项指标

注：为与热性惊厥组相比，Ｐ＜０．０１；＃为与 １．３阿米洛利组相比，Ｐ＜０．０５。
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２．２　阿米洛利缓解热性惊厥致星形胶质细胞病
理学改变

我们使用 ＤＡＢ法标记 ＧＦＡＰ，观察热性惊厥后
各组动物海马 ＣＡ１区星形胶质细胞的激活情况。
正常对照组中 ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞胞体小、

突起细长，热性惊厥组 ＧＦＡＰ阳性的细胞数目较之
明显增多，突起明显增多、增粗，阿米洛利预处理

组 ＧＦＡＰ阳性的细胞较正常组增多，而较热性惊厥
组明显减少。见图 ２。
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图 ２　脑片 ＤＡＢ染色（抗 ＧＦＡＰ）
注：ＡＤ为海马（１０×）；ＥＨ为 ＣＡ１区（４０×）；Ｉ为 ＣＡ１区星形胶质细胞数量统计图。Ａ、Ｅ为正常对
照组；Ｂ、Ｆ为热性惊厥组；Ｃ、Ｇ为 １．３阿米洛利组；Ｄ、Ｈ组为 １０阿米洛利组；Ｊ为星形胶质细胞计数。
为与正常对照组相比，Ｐ＜０．０１；＃＃为与热性惊厥组相比，Ｐ＜０．０１。标尺 ＝１００μｍ。

２．３　阿米洛利抑制复杂型热性惊厥后炎性因子
的合成

定量 ＰＣＲ显示造模后各处理组 ＩＬ１βｍＲＮＡ
含量总体趋势是下降的，其中第 １天热性惊厥组
ＩＬ１βｍＲＮＡ含量明显增加，第 ３天含量虽有所减
少，仍明显高于正常对照组，第 ７天与正常对照组
无明显差异。１．３阿米洛利组的 ＩＬ１βｍＲＮＡ含量
第 １天明显少于热性惊厥组，仍高于对照组，第 ３
天低于热性惊厥组，而与对照组无差别。１０阿米
洛利组第 １天含量明显高于少于热性惊厥组，仍高
于对照组，第 ３天低于热性惊厥组，而与对照组无
差别。阿米洛利预处理组间无明显差异。见图 ３。
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图 ３　热性惊厥后各组 ＩＬ１βｍＲＮＡ含量对比
注：为与正常对照组相比，Ｐ＜０．０１；＃为与热性惊
厥组相比，Ｐ＜０．０１；＃＃为与热性惊厥组相比，Ｐ＜
０．０１。
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３　讨论
婴幼儿热性惊厥是儿科常见疾病之一，可分为

简单型和复杂型两种［１］，简单型热性惊厥的特点为

发作时程短（＜１０ｍｉｎ），并且 ２４ｈ内或同次发热
疾病中不再发作，没有局灶特征。流行病学研究证

实简单型热性惊厥与癫痫发生无相关性［６］。而复

杂型热性惊厥是发作时间 ＞１０ｍｉｎ的长时程热性
惊厥发作（ｐｒｏｌｏｎｇｅｄｆｅｂｒｉｌｅｓｅｉｚｕｒｅ，ＰＦＳ），可伴局灶
症状，或首次发作后 ２４ｈ内重复发作。在复杂型
热性惊 厥 儿 童 中，约 有 ５％ ～９％ 的 发 作 长 于
３０ｍｉｎ，达到癫痫持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ），
占儿童期 ＳＥ的 ２５％，且其复发率较高，对神经系
统造成不同程度的损伤［７］。伴有中央颞叶硬化的

癫痫患者中高达 ４０％ ～６０％的有 ＰＦＳ病史［８］。有

研究［９］发现复杂型热性惊厥显著特点为适度且重

要的轴突重塑，无神经元缺失或神经发生，其中胶

质细胞和炎性因子发挥重要作用。

发热导致脑内温度升高，进而通过一些机制影

响锥体细胞［７］和中间神经元［１０］。研究发现特定离

子通道参与其中，如瞬时受体电位香草酸通道亚型

１和 ４受脑内温度调控，与热性惊厥发作有关［１１］，

环核苷酸门控通道［１２］和 Ｃａｖ１．２钙通道［１３］也与热

性惊厥相关。有研究［１４］发现代表星形胶质细胞的

ＧＦＡＰ和 Ｓ１００β表达量明显增多，提示星形胶质细
胞在热性惊厥中发挥作用。临床研究［１５，１６］证实炎

症是导致热性惊厥发作的一重要因素。对于热性

惊厥而言，发热不仅升高脑内温度，还释放大脑内

炎症介质，特别是细胞因子 ＩＬ１β。ＩＬ１β能增强
谷氨酸受体的钙通透性，以及促癫痫发作的激酶活

性［１７］。已在热性惊厥儿童脑脊液和／或血浆中检
测到较高水平的 ＩＬ１β［７］。

复杂型热性惊厥常常导致其脑内海马局部回

路兴奋性增高［１８，１９］，以及不同程度的认知功能障

碍［２０］。因此，探索复杂型热性惊厥的防治成为医

学领域亟需解决的重要课题。在以前的戊四氮／匹
鲁卡品模型［３，４］中已证实阿米洛利具有抗癫痫发作

的作用，并且提出抗癫痫发作的作用可能与酸敏感

离子通道有关。已有研究［２１］发现低氧诱导脑缺血

模型中阿米洛利的作用优于金刚胺和唑泊来德。

阿米洛利在热性惊厥方面的效果如何尚不得而知。

Ｐ１０Ｐ１１仔鼠的海马体相当于人类婴儿期的，
模型选用 Ｐ１０Ｐ１１仔鼠建超热状况，依赖于热气，
升高核心和脑内温度，最终导致癫痫发作。本部分

实验采用气浴诱发 ＳＤ幼鼠热性惊厥，模拟人类儿
童复杂型热性惊厥，并造模前给予阿米洛利，观察

其是否具有抗热性惊厥作用，同时探索阿米洛利抗

热性惊厥作用的机制。

本实验首次研究阿米洛利在热性惊厥中可能

起到的作用。研究发现阿米洛利明显减缓体温升

高、延长发作潜伏期，并且全身强直发作的体温阈

值明显升高，具有显著的抗热性惊厥作用，其中阿

米洛利高剂量组较低剂量组明显减缓体温升高，延

长强直发作潜伏期，但强直性发作的体温阈值两组

间无显著性差异，提示阿米洛利抗热性惊厥的作用

与剂量之间有一定的正相关性。通过免疫染色和

ＲＴＰＣＲ证实热性惊厥后 ＧＦＡＰ和 ＩＬ１β表达量明
显增加，而阿米洛利预处理后各表达量明显减少，

提示阿米洛利具有抑制星形胶质细胞激活，改善炎

性水平的作用。

结合已有的文献报道［２１］，我们推断在复杂型热

性惊厥中阿米洛利所表现出来的抗热性惊厥作用

可能是通过抑制星型胶质细胞激活，减少炎性因子

释放从而发挥作用。但其相关的作用机制还需进

一步探讨。
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