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摘　要：目的　探讨大黄素对海人酸诱导的小鼠癫痫持续状态后海马神经细胞的保护作用。方法　９０只 ＩＣＲ雄性小鼠
随机分为对照组、癫痫持续状态组、大黄素治疗组（分为１００、２００和４００ｍｇ／ｋｇ组），每组１８只。采用海人酸建立小鼠癫

痫持续状态模型。通过 ＨＥ染色和 ＴＵＮＥＬ染色观察大黄素对癫痫鼠海马神经细胞的形态学变化和凋亡情况；比色法测定

谷苷胱肽（ＧＳＨ）和丙二醛（ＭＤＡ）的含量以及超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的活力；ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织中

ＩＬ１β、ＴＮＦα、ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达。结果　大黄素（２００和 ４００ｍｇ／ｋｇ组）可显著减轻癫痫所致的海马神经细

胞的损伤和凋亡，提高 ＧＳＨ和 ＳＯＤ的活性，降低 ＭＤＡ的活性（Ｐ＜０．０５）；同时抑制海马中 ＩＬ１β、ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ３

ｍＲＮＡ和蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５）。结论　大黄素对小鼠癫痫持续状态后海马神经细胞具有抗氧化、抗炎和抗凋亡等神经

保护作用，其作用机制可能与提高 ＧＳＨ和 ＳＯＤ的活性，降低 ＭＤＡ的含量，并抑制 ＩＬ１β、ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ３的表达有关。
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　　癫痫是神经科的常见疾病，对于每次不可避
免的癫痫发作，发作后引起神经元损伤并没因癫痫

发作的停止而终止［１］，于发作后尽快采取有效的脑

保护措施是非常重要的。大黄素是中药大黄的主

要成分之一，有泻下攻积，清热泻火，解毒，活血祛

瘀和抗癌等功效［２］。近期有文献报道大黄素可有

效降低脑缺血再灌注损伤和颅脑爆震伤所引发的

二次损伤［３，４］，但在癫痫防治中是否同样具有此功

能，目前报道甚少。本研究采用海人酸建立小鼠癫

痫持续状态（ＳＥ）模型，研究大黄素对癫痫后海马
神经细胞的保护作用，并初步探讨其作用机制。

１　材料与方法
１．１　动物分组

由上海斯莱克实验动物中心提供的 ＩＣＲ健康
雄性小鼠 ９０只 （许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７－
０００５），体重 ２３～２８ｇ。随机分对照组、癫痫持续
状态（ＳＥ）组和大黄素治疗组（分为 １００、２００和
４００ｍｇ／ｋｇ组）共 ５个组，每组 １８只。
１．２　主要药品、试剂与仪器

海人酸（美国 ＢＩＯＭＯＬ公司）；大黄素（美国 ｓｉｇ
ｍａ公司）；ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ试剂公司）；ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＴＢＡＲＳ试剂盒
（ＣＡＹＭＡＮ公司）；谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）含
量和超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活
力测定试剂盒（南京建成生物公司）；兔抗鼠 ＩＬ
１β、ＴＮＦａ、ｃａｓｐａｓｅ３多 克 隆 抗 体 （ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）。

１．３　方法
１．３．１　制模与给药　采用腹腔内注入海人酸
（１２ｍｇ／ｋｇ）建 立 小 鼠 癫 痫 持 续 状 态 模 型。按
Ｒａｃｉｎｅｓ［５］分级标准评价癫痫行为：０级：正常行为；
Ｉ级：面部肌肉痉挛表现为咀嚼运动、眨眼和动须
等，湿狗样颤动。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 ＳＥ。

制模成功后大黄素治疗组分别以 １００、２００和
４００ｍｇ／ｋｇ的剂量（溶于生理盐水）腹腔注射大黄素。
癫痫持续状态组和对照组注入等量的生理盐水。

１．３．２　标本制备　制模 ２４ｈ后各组取 ６只 ＩＣＲ
小鼠，麻醉后，心脏灌注 ４％多聚甲醛，取脑并浸泡
过夜。常规石蜡切片，用于 ＨＥ和 ＴＵＮＥＬ染色；每

组另取１２只 ＩＣＲ小鼠，麻醉后断头取双侧海马，分
别用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ对 ＧＳＨ、ＳＯＤ和 ＭＤＡ
的测定。

１．３．３　ＨＥ染色　石蜡切片常规脱蜡脱水，ＨＥ染
色观察海马 ＣＡ１和 ＣＡ３区神经细胞的病理形态学
变化。

１．３．４　ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡　按 ＴＵＮＥＬ试
剂盒说明书进行染色与检测。光镜下选择海马

ＣＡ３区比较观察各个视野棕黄色 ＴＵＮＥＬ阳性细
胞，并计数连续 ３张脑切片整个 ＣＡ３区 ＴＵＮＥＬ阳
性细胞数，在 ２００倍视野计算平均阳性细胞百分
数。

１．３．５　海马组织 ＧＳＨ和 ＭＤＡ含量及 ＳＯＤ活力的
测定　取海马组织组织块重量 ９倍体积的匀浆介
质加入海马组织并研碎。将制备好的 １０％的匀浆
用低温离心机离心 １２ｍｉｎ，取上清。严格按试剂盒
说明书检测上清液中 ＧＳＨ量、ＭＤＡ含量和 ＳＯＤ的
活力。

１．３．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
　ＩＬ１β引物序列（２９１ｂｐ）：５’－ＧＣＴＡＣＣＴＧＴ
ＧＴＣＴＴＴＣＣＣＧＴＧＧ－３’（上游），５’－ＴＴＧＴＣＧ
ＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧ－３’（下游）。ＴＮＦα引
物序列（４１３ｂｐ）：５’－’ＣＣＣＣＡＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣ
ＣＡＧＴＡ －３’（上游），５’－’ＣＡＡＡＧＴＣＣＡＧＡＴ
ＴＡＧＧＣＡＧＡＴ－３’（下游）。内参 βａｃｔｉｎ引物序
列 （１９８ｂｐ）：５’ＡＴＣ ＧＴＧ ＣＧＴ ＧＡＣ ＡＴＣ ＡＡＡ
ＧＡＧＡ３’（上游），５’ＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣ
ＣＣＡＡ３’（下游）。操作步骤根据 ＲＴＰＣＲ试剂盒说
明进行。ＰＣＲ反 应 条 件 设 置 如 下：９４℃ 预 变 性
４ｍｉｎ，９４℃变性 ４０ｓ，退火（ＩＬβ：５８℃ ４０ｓ；ＴＮＦ

α：５５℃ ４０ｓ），７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环。ＰＣＲ结
果采用 ＣＴ值比较相对定量法，βａｃｔｉｎ为内参照。
１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＬ１β、ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ
３蛋白表达 　 匀浆后提取总蛋白，二喹啉甲酸
（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度。常规电泳，转膜，封闭后
加入 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ｃａｓｐａｓｅ３一抗抗体（ＴＮＦα为
１∶６００；ＩＬ１β和 ｃａｓｐａｓｅ３为 １∶８００用 ＴＢＳＴ稀
释），４℃静置过夜，洗膜，加入辣根过氧化物酶标
记二抗（１∶２５００用 ＴＢＳＴ稀释），ＴＢＳＴ洗膜三次，
吸取等量 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏ超灵敏型检测试剂盒
Ａ液、Ｂ液，均匀滴于 ＮＣ膜上进行化学发光胶片
显影，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ４．６）分析软件计算
ＩＬ１β、ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平。

·２７４·
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１．４　统计学方法
数据统计采用 ＳＰＳＳｌ７．０软件，实验结果以均

数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析进
行组间差异的显著性检验，再用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行
两两比较，检测水准 α＝０．０５。
２　结果
２．１　ＨＥ染色

对照组海马组织 ＣＡ１和 ＣＡ３区结构正常，锥
体细胞排列整齐，形态正常，细胞着色均匀，胞浆

呈淡红色，胞核呈蓝色且较清亮。ＳＥ组结构明显
异常，细胞排列紊乱，神经元肿胀、呈梭形或三角

形、有的细胞体积缩小、细胞深染与皱缩、细胞与

周围 分 界 不 清 等 神 经 元 坏 死 改 变。 大 黄 素

１００ｍｇ／ｋｇ组仍可见神经细胞排列紊乱，细胞皱缩
和胞核固缩浓染，呈梭形或三角形等现象，但程度

较 ＳＥ组略减轻，大黄素 ２００ｍｇ／ｋｇ组和 ４００ｍｇ／
ｋｇ组细胞形态则改善明显。见图 １。

图 １　ＨＥ染色观察小鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ３区锥体细胞的病理形态学变化（×２００）

注：ＡＥ：ＣＡ１区；ＦＪ：ＣＡ３区。Ａ、Ｆ：ＳＥ组；Ｂ、Ｇ：大黄素 １００ｍｇ／ｋｇ治疗组；Ｃ、Ｈ：大黄素 ２００ｍｇ／ｋｇ

治疗组；Ｄ、Ｉ：大黄素 ４００ｍｇ／ｋｇ治疗组；Ｅ、Ｊ：对照组

２．２　ＴＵＮＥＬ染色
对照组 ＣＡ３区基本未见棕褐色的阳性颗粒细

胞；ＳＥ组 ＣＡ３区，呈棕褐色的 ＴＵＮＥＬ阳性颗粒细
胞显著增加（Ｐ＜０．０１）。大黄素（２００和 ４００ｍｇ／
ｋｇ）治疗组较 ＳＥ组 ＣＡ３区 ＴＵＮＥＬ阳性细胞明显减

少，二者之间的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
１００ｍｇ／ｋｇ治疗组海马 ＣＡ３区 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数
较 ＳＥ组有所减少，但二者之间差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见图 ２和表 １。

图 ２　ＴＵＮＥＬ染色检测小鼠海马 ＣＡ３区的细胞凋亡（×２００）
注：Ａ：ＳＥ组；Ｂ：大黄素（１００ｍｇ／ｋｇ）治疗组；Ｃ：大黄素（２００ｍｇ／ｋｇ）治疗组；Ｄ：大黄素（４００ｍｇ／ｋｇ）
治疗组；Ｅ为对照组；图中棕褐色颗粒为阳性表达

·３７４·
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表１　大黄素对小鼠海马ＣＡ３区ＴＵＮＥＬ染色细胞凋亡率　（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） ＣＡ３区细胞凋亡率
ＳＥ组 ６ ０．６１９１±０．０６８６＃

大黄素１００ｍｇ／ｋｇ治疗组 ６ ０．５２３０±０．１０６７
大黄素２００ｍｇ／ｋｇ治疗组 ６ ０．４２８６±０．０４３１

大黄素４００ｍｇ／ｋｇ治疗组 ６ ０．３５９３±０．０３９０

对照组 ６ ０．００８２±０．００４５

　　注：＃为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；为与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＧＳＨ、ＭＤＡ含量及 ＳＯＤ活力检测
与对照组相比，ＳＥ组海马组织 ＧＳＨ含量和

ＳＯＤ活力显著下降，ＭＤＡ含量则显著增多，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与 ＳＥ组相比，大黄素
２００ｍｇ／ｋｇ治疗组及 ４００ｍｇ／ｋｇ治疗组海马组织
ＧＳＨ含量和 ＳＯＤ活力上升明显，ＭＤＡ含量显著降
低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而在大黄素
２００ｍｇ／ｋｇ治疗组与 ４００ｍｇ／ｋｇ治疗组之间相比，
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与 ＳＥ组相比，大
黄素 １００ｍｇ／ｋｇ治疗组 ＧＳＨ含量和 ＳＯＤ活力有所
增加，ＭＤＡ含量略有降低，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见表 ２。

表２　大黄素对小鼠海马ＧＳＨ含量、ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活力的影响　

　（ｘ±ｓ）

组别
例数

（ｎ）
ＳＯＤ活力
（ｍＵ／ｍｇ）

ＧＳＨ含量
（ｍＵ／ｍｇ）

ＭＤＡ含量
（ｍＵ／ｍｇ）

ＳＥ组 ６ ３７．８３±５．２２＃ １０．３３±２．０＃ ６２５．２７±２６．１５＃

大黄素

１００ｍｇ／ｋｇ组
６ ４３．５８±５．８５ １２．０３±２．２０ ５５５．４８±３２．７０

大黄素

２００ｍｇ／ｋｇ组
６ ５２．８１±２．８３ １５．９４±１．１５４３４．３９±５５．２３

大黄素

４００ｍｇ／ｋｇ组
６ ５７．８１±５．２５ １７．９５±１．４４３６８．３７±４１．３６

对照组 ６ ６５．９７±２．６１ １９．３９±３．８７ ２９８．９７±２４．７８
　　注：＃为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；为与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达
各组均有 ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达。对

各组条带进行光密度分析，可见对照组仅有微弱的

ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达。ＳＥ组 ＩＬ１β和 ＴＮＦ

αｍＲＮＡ表达明显增多。大黄素１００ｍｇ／ｋｇ治疗组
有降低 ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达的趋势，但与
ＳＥ组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。大黄
素 ２００及 ４００ｍｇ／ｋｇ治疗后可明显降低 ＩＬ１β和

ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达强度，与 ＳＥ组相比，差异性具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而大黄素 ２００ｍｇ／ｋｇ
治疗组与 ４００ｍｇ／ｋｇ治疗组之间相比，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。见图 ３和表 ３。
２．５　ＩＬ１β、ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，各组均有 ＩＬ１β、ＴＮＦ

α、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达（图 ４），对各组条带进行
光密度分析，可见对照组仅有较微弱的 ＩＬ１β、
ＴＮＦα、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，而 ＳＥ组 ＩＬ１β、ＴＮＦ

α、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量则显著增加，二者之间差
异明显（Ｐ＜０．０１）。与 ＳＥ组相比，大黄素 ２００、
４００ｍｇ／ｋｇ组可显著降低 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白的表达量，二者之间差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。２００ｍｇ／ｋｇ与 ４００ｍｇ／ｋｇ治疗组相比
（Ｐ＞０．０５），无统计学意义。大黄素 １００ｍｇ／ｋｇ治
疗组则有下降趋势，但无统计学意义（ｍｇ／ｋｇ）。
（图 ４）。
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图３　ＲＴＰＣＲ检测小鼠海马组织中 ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ

的表达水平

注：１：ＳＥ组；２：大黄素１００ｍｇ／ｋｇ治疗组；３：大黄素２００ｍｇ／

ｋｇ治疗组；４：大黄素４００ｍｇ／ｋｇ治疗组；５：对照组

表３　ＲＴＰＣＲ检测ＩＬ１β和ＴＮＦαｍＲＮＡ在不同组别的相对表达

　　（ｘ±ｓ）

组别
例数

（ｎ）
ＩＬ１β／

βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
ＴＮＦα／

βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
ＳＥ组 ６ ２．２３９６±０．２０８０＃ ２．３５６０±０．０７４１＃

大黄素１００ｍｇ／ｋｇ组 ６ ２．１１７０±０．２２９０ ２．２４７９±０．１５４３
大黄素２００ｍｇ／ｋｇ组 ６ １．６１３８±０．１０９５ １．６３４５±０．３３３４

大黄素４００ｍｇ／ｋｇ组 ６ １．２１５７±０．２５６０ ０．９０５８±０．１４４３

对照组 ６ ０．７８０２±０．７８０２ ０．７９３４±０．１９４９
　　注：＃为与对照组比较，Ｐ＜０．０１；为与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５

·４７４·
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠海马组织中ＩＬ１β、ＴＮＦα及ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平

注：Ａ：各组ＩＬ１β、ＴＮＦα及ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平电泳图；Ｂ：各组 ＩＬ１β、ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平柱形

图；１：ＳＥ组；２：大黄素１００ｍｇ／ｋｇ治疗组；３：大黄素２００ｍｇ／ｋｇ治疗组；４：大黄素４００ｍｇ／ｋｇ治疗组；５：对照组；＃为

与对照组比较，Ｐ＜０．０１；为与ＳＥ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论
癫痫持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）是严重的

神经科急症，其中全面性惊厥性癫痫持续状态具有

潜在致死性［６］。反复癫痫发作可激活神经细胞、神

经胶质细胞释放大量的活性氧自由基和炎症介质，

如白细胞介素类、干扰素类以及肿瘤坏死因子类

等［７］，造成脑组织再次损伤。ＴＮＦα和 ＩＬ１β是两

个重要的促炎细胞因子，它们不仅参与癫痫所致的

脑内异常免疫炎症反应，还可调节神经元的兴奋

性。高水平的细胞因子可导致海马苔藓纤维发芽

及硬化，从而加剧癫痫的发作［８］。我们的研究证

实，癫痫发作后海马神经元结构明显异常，细胞排

列紊乱，核固缩深染等神经元坏死改变。通过

ＴＵＮＥＬ染色检测到，癫痫发作后海马神经元有大量
凋亡现象出现。为进一步证实癫痫发作后引发神

经细胞的凋亡，我们对处于细胞凋亡蛋白酶级联切

割途径中核心位置的重要指标—ｃａｓｐａｓｅ３进行了
检测，癫痫发作后 ｃａｓｐａｓｅ３含量较对照组显著增
加。此外，我们分别对氧自由基 ＧＳＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ和
炎症介质 ＩＬ１β、ＴＮＦα进行了检测，癫痫发作后
海马组织 ＧＳＨ含量和 ＳＯＤ活力显著下降，ＭＤＡ含
量则显著增多，ＩＬ１β和 ＴＮＦα表达明显增多。说
明癫痫发作可激活大量的氧自由基和炎症介质。

在高炎症因子和高兴奋性的病理情况下，不仅增加

神经元兴奋性、诱导神经细胞凋亡，还可破坏血脑

屏障，使外周免疫细胞与炎性物质浸入到大脑，最

终导致或加重癫痫，形成恶性循环［９］。

大黄素为蒽醌类衍生物，具有抗炎、止血、消

肿、止痛、抗肿瘤、免疫抑制和改善微循环等作用，

临床主要用于治疗便秘、黄疸、消化道出血、颅脑

损伤以及癌症等疾病［１０］。最近文献报道大黄素可

减轻脑缺血、心肌缺血所致再灌注损伤，能有效抑

制脑缺血、心肌缺血后引起的氧化炎性反应，从而

降低细胞的坏死与凋亡［３，１１］。此外，研究显示［１２］大

黄素还可以减轻谷氨酸ＮＭＤＡ受体途径对神经元
的兴奋毒性作用，即能抑制癫痫发生过程中谷氨酸

引起的兴奋性增高，降低癫痫发作阈值。Ｇｕ等［１３］

发现大黄素可以通过影响 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶等离子

通道的活性减轻脑水肿，升高 ＳＯＤ、Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ

酶活性，降低 ＭＡＤ水平。Ｙａｎｇ等［１４］用海人酸建立

大鼠颞叶癫痫模型，经大黄素处理后大鼠表现出癫

痫发作级别降低，脑电图提示棘波和尖波等癫痫波

发放减少。本实验研究采用海人酸建立小鼠癫痫

模型，通过腹腔注射大黄素对其进行干预，发现大

黄素（２００、４００ｍｇ／ｋｇ）可显著减轻癫痫所致的海
马神经细胞的损伤和凋亡；提高 ＧＳＨ和 ＳＯＤ的活
性，降低 ＭＤＡ的活性，从而减轻癫痫发作后所引起
的氧化损伤；同时检测到海马组织中 ＩＬ１β和
ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ３的表达量下调。大黄素 ２００
ｍｇ／ｋｇ与 ４００ｍｇ／ｋｇ治疗效果无显著差异。由此
得出，大黄素（其中以 ２００ｍｇ／ｋｇ为最佳治疗浓
度）对小鼠癫痫持续状态后海马神经细胞具有神

经保护作用。

综上所述，大黄素可减轻癫痫所致的海马神经

细胞的损伤和凋亡，提高 ＧＳＨ和 ＳＯＤ的活性，降低
ＭＤＡ的含量，并抑制 ＩＬ１β和 ＴＮＦα及 ｃａｓｐａｓｅ３
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的表达有关。具有抗氧化、抗炎和抗凋亡等神经保

护作用，其具体作用途径与详尽机制有待进一步研

究。
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