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拉莫三嗪对癫痫大鼠海马组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３和热休克蛋白７０
表达的影响

高　静１，２，石景鹤１，２，王家勤１，３，张迎辉２

（１．新乡医学院第三附属医院儿科，河南　新乡　４５３００３；２．郑州儿童医院儿科，河南　郑州　４５００５３；３．新乡医学院
第三附属医院儿童康复科，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨不同剂量拉莫三嗪对戊四氮所致癫痫大鼠的行为学、海马组织形态学及Ｃａｓｐａｓｅ３和热休克
蛋白７０（ＨＳＰ７０）表达的影响。方法　选取清洁级健康６周龄雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１００只，随机分为正常对照组、
模型组和拉莫三嗪低、中、高剂量组，每组２０只。正常对照组大鼠腹腔注射生理盐水（３．５ｍＬ·ｋｇ－１），其余各组大鼠
均腹腔注射戊四氮（３５ｍｇ·ｋｇ－１）并观察其行为学变化。以连续出现３次Ⅳ级及其以上发作作为点燃标准。全部点
燃后，模型组和拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠给予戊四氮 ３５ｍｇ·ｋｇ－１每日１次腹腔注射维持点燃，拉莫三嗪低、中、
高剂量大鼠组分别给予拉莫三嗪２０、３０、６０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，连续２周。在末次灌胃２４ｈ内，对各组大鼠进行心
脏灌注固定取海马组织，采用免疫组织化学法检测海马ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３和ＨＳＰ７０蛋白表达。结果　除正常对照组
外，其余各组大鼠均有痫性发作。正常对照组大鼠海马结构完整，其他组大鼠海马神经元体积缩小，与周围组织有脱

离，细胞核深染，有核分裂及核溶解，具有凋亡特征，多数细胞质呈空泡状，海马区神经元细胞排列散乱，无层次感，尼

氏体减少，部分神经元丢失，细胞密度小。与正常对照组比较，模型组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＨＳＰ７０阳性细胞
数增多（Ｐ＜０．０１）；拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数均少于模型组，ＨＳＰ７０阳性细
胞数均多于模型组（Ｐ＜０．０５）；拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数随着剂量的增加
而减少，ＨＳＰ７０阳性细胞数随着剂量的增加而增加，拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３、ＨＳＰ７０阳
性细胞数两两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与正常对照组比较，模型组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３及
ＨＳＰ７０蛋白表达均增加（Ｐ＜０．０５）。拉莫三嗪低、中、高剂量组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达低于模型组（Ｐ＜０．０５），ＨＳＰ７０
蛋白表达高于模型组（Ｐ＜０．０５）。拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达随着剂量的增加
而降低，ＨＳＰ７０蛋白表达随着剂量的增加而增加，拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３、ＨＳＰ７０蛋白
表达两两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　拉莫三嗪对戊四氮所致癫痫大鼠的癫痫发作有保护作用，
可以减轻大鼠癫痫发作的严重程度，其机制可能是通过降低海马组织中Ｃａｓｐａｓｅ３表达、增加 ＨＳＰ７０表达来抑制癫
痫过程中的神经元凋亡。

关键词：　拉莫三嗪；癫痫；大鼠；Ｃａｓｐａｓｅ３；热休克蛋白７０
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ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０５），ｂｕｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＨＳＰ７０ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｌｏｗｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ
ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓｍｏｒｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＨＳＰ７０ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｌｏｗｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ
ｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎ
ＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｄｏｓｅｏｆｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＨＳＰ７０ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎ
ＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｄｏｓｅｏｆｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄ
ＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｌｏｗｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ
ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｌｏｗｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉ
ｕｍｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｄｏｓｅｏｆｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐ
ｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｄｏｓｅｏｆｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ；ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｌｏｗｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ
ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｃａｎｐｒｏｔｅｃｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎ
ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｒａｔｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｅｎｔｅｔｒａｚｏｌｅａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｅｐｉｌｅｐｔｉｃｓｅｉｚｕｒｅ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅａｃｈｉｅｖｅｄｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｂｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ；ｅｐｉｌｅｐｓｙ；ｒａｔ；ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｐｒｏｔｅａｓｅ３；ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０

　　癫痫是一种由多种病因引起的、以大脑神经元异
常同步过度放电而导致的突然、短暂并反复发作的中

枢神经系统功能失常为特征的脑部疾患，是神经系统

的常见疾病之一。全世界癫痫患病率约为８‰，发展
中国家的患病率高于发达国家，约６０％的癫痫患者
于儿童期起病，儿童癫痫患病率高达 ０．４０％ ～
０５８％［１］，其发病机制较为复杂，迄今为止尚未完全

阐明。目前，癫痫仍以抗癫痫药物（ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃｄｒｕｇ，
ＡＥＤ）治疗为主，ＡＥＤ根据其作用靶标可分为影响钠
离子通道的药物、影响钙离子通道的药物以及影响神

经递质γ氨基丁酸（γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）激活
的药物３类。拉莫三嗪是一种新型抗癫痫药物，其主
要是选择性作用于电压门控钠离子通道，抑制病灶内

神经元反复异常放电，同时抑制谷氨酸的病理性释

放，其作用机制异于其他常用的 ＡＥＤ［２］，尤其是对
患儿的认知功能影响较小［３］。Ｃａｓｐａｓｅ３是介导细
胞凋亡的核心蛋白酶，是Ｃａｓｐａｓｅｓ家族的核心成员，
ＨＳＰ７０可维持神经元内蛋白自稳，对神经元有保护
作用［４］。拉莫三嗪剂量变化是否会对 Ｃａｓｐａｓｅ３和
热休克蛋白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）水平
造成影响，目前尚未见相关研究证实。基于此，本研

究应用戊四氮建立癫痫大鼠模型后给予不同浓度的

拉莫三嗪进行干预，观察拉莫三嗪对戊四氮致癫痫

大鼠海马神经元的保护作用及对 Ｃａｓｐａｓｅ３和
ＨＳＰ７０表达的影响，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物　清洁级健康６周龄雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
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Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠１００只，体质量（１８０．０±２０．０）ｇ，由
新乡医学院实验动物中心提供。ＳＤ大鼠饲养于新乡
医学院人体解剖学与组织胚胎学重点实验室，于１２ｈ
光亮／黑暗、环境温度１８～２５℃下分笼喂养，普通饲
料，自由进食、进水，每２ｄ更换１次垫料。
１．２　主要试剂与仪器　戊四氮（美国Ｓｉｇｍａ公司），
拉莫三嗪（波兰 ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓＳＡ
公司，进口药品注册证号 Ｈ２０１４０４７８），ＨＳＰ７０一抗
（ｂｓ０１２６Ｒ）、Ｃａｓｐａｓｅ３一抗（ｂｓ００８１Ｒ）（北京博奥
森生物技术有限公司），ＳＰ９００１免疫组织化学染色
试剂盒、３，３′二氨基联苯胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，
ＤＡＢ）辣根过氧化氢酶（北京中杉金桥生物技术有
限公司），ＺＨ９５０７２８５显微镜（重庆光学仪器厂），
切片机（德国ＬＥＩＣＡ公司）。
１．３　方法
１．３．１　实验分组及各组大鼠干预措施　将１００只
ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、模型组和拉莫三嗪
低、中、高剂量组，每组２０只。模型组及拉莫三嗪
低、中、高剂量组大鼠每天腹腔注射戊四氮

３５ｍｇ·ｋｇ－１，并观察其行为学变化３０ｍｉｎ；正常对
照组大鼠腹腔注射等体积的生理盐水。行为学判断

按Ｒａｃｉｎｅ分级法［５］：０级：无任何反应；Ⅰ级：湿狗样
抖动，面肌痉挛、眨眼、动须、抽搐及节律性咀嚼；Ⅱ
级：颈部肌肉痉挛，点头和（或）甩尾；Ⅲ级：一侧前肢
痉挛；Ⅳ级：双侧前肢痉挛伴伸直站立；Ⅴ级：全身阵挛
甚至失去平衡及摔倒。以连续出现３次Ⅳ级及以上
发作作为点燃标准，即癫痫动物模型建立成功。点燃

后，正常对照组大鼠继续每日腹腔注射生理盐水；其

余４组大鼠继续腹腔注射戊四氮维持点燃，在此基础
上，拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠分别给予拉莫三嗪

２０、３０、６０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，模型组大鼠给予生理
盐水灌胃，共２周。
１．３．２　各组大鼠海马组织形态学观察　大鼠采用
１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛溶液按照３ｍＬ·ｋｇ－１腹腔注射
行全身麻醉，９ｇ·Ｌ－１生理盐水及４０ｇ·Ｌ－１多聚甲
醛溶液灌注固定，断头取脑，剪除颅骨外软组织，完

整取出大脑组织，置入４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液中固
定２４ｈ，常规脱水、透明、浸蜡、包埋，在视交叉后海
马区行连续冠状切片，切片厚度为４μｍ，将切片在
３７℃单蒸水中捞于多聚赖氨酸玻片上，置于５８～
６０℃ 烤箱中干燥３ｈ后取出。切片经尼氏染色后
在光学显微镜于４００倍视野下观察各组大鼠海马组
织形态学表现。

１．３．３　免疫组织化学法检测各组大鼠海马ＣＡ３区
Ｃａｓｐａｓｅ３和ＨＳＰ７０蛋白表达　取各组大鼠海马组

织，按照免疫组织化学染色步骤进行脱蜡、水化、去

离子水孵育、滴加一抗、滴加生物素标记山羊抗兔

ＩｇＧ、ＤＡＢ显色，其中正常对照组不加一抗，以
０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲溶液代替一抗。每只大
鼠随机选择２张切片，每个切片选定 ＣＡ３区的任意
３个高倍视野（４００倍）。阳性结果判断：Ｃａｓｐａｓｅ３
和 ＨＳＰ７０阳性表达为细胞质中出现棕黄色颗粒。
利用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析系统测量分析每个
视野中Ｃａｓｐａｓｅ３和ＨＳＰ７０阳性细胞数目及平均吸
光度值。

１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，若数
据符合正态分布且方差齐，采用单因素方差分析对

多组均数进行比较，多样本均数间两两比较采用最

小显著性差异法，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　各组大鼠行为学表现　正常对照组大鼠均无
痫性发作。模型组、拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠

在给予戊四氮腹腔注射后３～７ｍｉｎ出现湿狗样抖
动，面肌痉挛、眨眼、动须、面部抽搐，直至出现３次
Ⅳ级及其以上发作。全部点燃后，模型组大鼠在腹
腔注射戊四氮后１～３ｍｉｎ即出现面部及颈部肌肉
痉挛、双侧前肢痉挛、全身痉挛及摔倒，部分发作形

式表现为口鼻青紫、流出血性泡沫、强直阵挛，痫性

发作达到 Ⅳ～Ⅴ级。拉莫三嗪各剂量组大鼠在腹
腔注射戊四氮后５～８ｍｉｎ出现眨眼、节律性咀嚼、
动须、一侧前肢痉挛、双侧前肢痉挛伴伸直站立等，

多表现为 Ⅲ ～Ⅳ 级，个别发作表现为 Ⅴ 级，但未
出现全身阵挛强制发作。模型组及拉莫三嗪低、中、

高剂量组分别有１４、１８、１６、１８只大鼠造模成功。
２．２　各组大鼠海马组织形态学表现　正常对照组
大鼠海马神经元形态及结构完整，呈锥体形、梭形、

三角形、长条形或多边形，细胞核多为椭圆形，淡染，

细胞质染色清晰，齿状回（ｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓ，ＤＧ）区神经
细胞密度大，形态规则，排列整齐，为均匀紫蓝色，尼

氏小体着蓝色，未见明显丢失（图１Ａ）。模型组大
鼠海马区神经元肿胀，包膜皱缩，形态不规则，无层

次感，密度增大，细胞核染色不均匀，大小不一，胞内

尼氏小体明显减少，部分神经元丢失（图１Ｂ）。拉莫
三嗪低、中、高剂量组大鼠海马神经元皱缩，体积缩

小，ＤＧ区可见杂乱排列的神经元细胞，与周围组织
有脱离，核深染，有核固缩、分裂及核溶解，具有凋亡

特征，损伤细胞外可见多数细胞质呈水肿性空泡状

（图１Ｃ～Ｅ）。
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Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：拉莫三嗪低剂量组；Ｄ：拉莫三嗪中剂量组；Ｅ：拉莫三嗪高剂量组。

图１　各组大鼠海马组织形态（尼氏染色，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｎｉｓｓｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．３　各组大鼠海马ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３和ＨＳＰ７０阳
性细胞数比较　结果见图２、图３和表１。与正常对
照组比较，模型组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３和
ＨＳＰ７０阳性细胞数增多（Ｐ＜０．０１）；拉莫三嗪低、
中、高剂量组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞
数均少于模型组，ＨＳＰ７０阳性细胞数均高于模型组

（Ｐ＜００５）；拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马
ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数随着剂量的增加而减
少，ＨＳＰ７０阳性细胞数随着剂量的增加而增加，拉莫
三嗪低、中、高剂量组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＨＳＰ７０阳性细胞数两两比较差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：拉莫三嗪低剂量组；Ｄ：拉莫三嗪中剂量组；Ｅ：拉莫三嗪高剂量组。

图２　各组大鼠海马ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达（ＤＡＢ，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＤＡＢ，×４００）

Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：拉莫三嗪低剂量组；Ｄ：拉莫三嗪中剂量组；Ｅ：拉莫三嗪高剂量组。

图３　各组大鼠海马ＣＡ３区ＨＳＰ７０蛋白表达（ＤＡＢ，×４００）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＤＡＢ，×４００）
表１　各组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＨＳＰ７０阳性细胞
数比较

Ｔａｂ．１　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄ
ＨＳＰ７０ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎＣａｓｐａｓｅ３阳性细胞数 ＨＳＰ７０阳性细胞数
正常对照组 ２０ ７．４０±３．２５　 ３．２０±２．５８　
模型组 １４ ３３．２０±３．９４ａ １９．５０±４．０３ａ

拉莫三嗪低剂量组 １８ ３０．００±１．８３ｂ ２１．２０±３．４９ｂ

拉莫三嗪中剂量组 １６ ２７．００±３．４０ｂｃ ２３．１０±３．７３ｂｃ

拉莫三嗪高剂量组 １８ ２１．２０±４．５２ｂｃｄ ２６．１０±４．１５ｂｃｄ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与拉莫

三嗪低剂量组比较ｃＰ＜０．０５；与拉莫三嗪中剂量组比较ｄＰ＜０．０５。

２．４　各组大鼠海马ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３和ＨＳＰ７０蛋
白表达比较　结果见表２。与正常对照组比较，模
型组大鼠海马ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３及ＨＳＰ７０蛋白表达
均增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。拉莫三嗪
低、中、高剂量组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达低于模型组，
ＨＳＰ７０蛋白表达高于模型组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马
ＣＡ３区Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达随着剂量的增加而降
低，ＨＳＰ７０蛋白表达随着剂量的增加而增加，拉莫三
嗪低、中、高剂量组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＨＳＰ７０蛋白的表达两两比较差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５）。
表２　各组大鼠海马 ＣＡ３区 Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＨＳＰ７０蛋白表达
比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄ
ＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＣＡ３ｚｏｎｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）
组别 ｎ Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达 ＨＳＰ７０蛋白表达
正常对照组 ２０ ０．３２１±０．０４５　 ０．２５６±０．０２２　
模型组 １４ ０．５４６±０．０８１ａ ０．３０９±０．０１９ａ

拉莫三嗪低剂量组 １８ ０．４８４±０．０４９ｂ ０．３７９±０．０５６ｂ

拉莫三嗪中剂量组 １６ ０．４６２±０．０５０ｂｃ ０．４２８±０．０５５ｂｃ

拉莫三嗪高剂量组 １８ ０．３７７±０．５２３ｂｃｄ ０．４８４±０．０９０ｂｃｄ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与拉
莫三嗪低剂量组比较ｃＰ＜０．０５；与拉莫三嗪中剂量组比较ｄＰ＜
００５。
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３　讨论

癫痫是儿童神经科的多发病，严重危害儿童的

身心健康。拉莫三嗪作为广谱的新型抗癫痫药物，

具有抗癫痫以及神经保护双重作用，目前已广泛应

用于临床。癫痫反复发作所致的脑部不可逆性损伤

一直是人们研究的焦点。目前，点燃动物模型主要

分为急性点燃动物模型和慢性点燃动物模型［６］。

刘智良等［７］研究证明，慢性点燃效应最符合人类癫

痫发生机制。本实验采用不具有神经毒性的戊四氮

制作慢性点燃癫痫大鼠模型，通过尼氏染色发现，模

型组及拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠海马神经元皱

缩、核分裂及核溶解，具有凋亡特征。经拉莫三嗪干

预后损伤神经元较模型组减少，证实拉莫三嗪对癫

痫损伤的脑功能改善作用与阻止神经元死亡及维持

神经元结构完整性有关。

痫性发作可造成大量神经元凋亡，在神经元凋

亡的级联反应中，Ｃａｓｐａｓｅｓ家族发挥了重要作用，其
中Ｃａｓｐａｓｅ３是介导细胞凋亡的核心蛋白酶［８１２］，被

称为死亡蛋白。ＫＲＡＪＥＷＳＫＡ等［１３］发现，在脑损伤

大鼠海马组织内存在大量表达的 Ｃａｓｐａｓｅ３及凋亡
神经元，推测 Ｃａｓｐａｓｅ３可能在癫痫发作时表达增
加，并促进细胞凋亡，最终使海马神经元凋亡。而有

研究显示，ＨＳＰ７０的神经保护作用主要表现在抑制
线粒体细胞色素 Ｃ的释放，并阻止 Ｃａｓｐａｓｅ３活
化［１４］，从而起到抗凋亡作用，通过对戊四氮制作的

大鼠癫痫模型的研究发现，癫痫发作后海马区

ＨＳＰ７０表达增加［１５］。本研究观察到正常对照组大

鼠海马Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＨＳＰ７０蛋白均呈低表达，模型
组大鼠海马Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＨＳＰ７０在海马神经元细胞
中表达量开始较正常对照组增多，说明处于癫痫状

态下，死亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３和保护性蛋白 ＨＳＰ７０表
达均增多，拉莫三嗪低、中、高剂量组大鼠随着拉莫

三嗪剂量逐渐增大，Ｃａｓｐａｓｅ３表达逐渐降低，ＨＳＰ７０
表达逐渐增多，推测拉莫三嗪可能在癫痫发生过程

中通过降低 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达、增加 ＨＳＰ７０的表达
来减少神经元凋亡，发挥神经保护的作用。拉莫三

嗪可以降低癫痫大鼠海马 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达、增加
ＨＳＰ７０的表达，减轻癫痫发作后大鼠海马神经元的
凋亡，对戊四氮致痫大鼠海马神经元有保护作用。

随着拉莫三嗪剂量的增加，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达逐渐
降低，ＨＳＰ７０蛋白表达逐渐增多，说明拉莫三嗪对戊
四氮致痫大鼠的神经保护作用随着剂量的增加而

增强。

　　参考文献：
［１］　张晓莉，曾皎，顾家鹏，等．５种抗癫痫药物单药治疗初诊癫痫

患儿２ａ单药保留率比较［Ｊ］．新乡医学院学报，２０１６，３３（４）：

２９７３０１．

［２］　ＳＩＴＧＥＳＭ，ＧＵＡＭＥＲＯＳＡ，ＮＥＫＲＡＳＳＯＶＶ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｒ

ｂａｍａｚｅｐｉｎｇ，ｐｈｅｎｙｔｉｏｎ，ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ，ｏｘｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ，ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ

ｔｏｐｉｒａｍａｔｅａｎｄｖｉｎｐｏｃｅｔｉｎｇｏｎｔｈｅｐｒｅｓｙｎａｐｉｃＣａ２＋ｃｈａｎｎｅｌｍｅｄｉａ

ｔｅｄｒｅｌｅａｓｅｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅＮａ＋ｃｈａｎｎｅｌｍｅｄｉａ

ｔｅｄｒｅｌｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２００７，５３（７）：８５４８６２．

［３］　ＶＡＬＥＮＣＩＡＩ，ＰＩＮＯＬＲＩＰＯＬＬＧ，ＫＨＵＲＡＮＡＤＳ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｃａｃｙ

ａｎｄｓａｆｅｔｙｏｆｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｃｈｌｉｄｒｅｎａｎｄａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｅｐｉｌｅｐｓｙ［Ｊ］．ＰａｅｄｉａｔｒＮｅｕｒｏｌ，２００９，１３（２）：１４１１４５．

［４］　王劲，陈燕，王琳．高体积分数氧对骨髓间充质干细胞含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶３和增殖细胞核抗原表达的影响

［Ｊ］．中华实用儿科临床杂志，２０１６，３１（３）：２１７２２０．

［５］　ＲＡＣＩＮＥＲＪ，ＳＴＥＩＮＧＡＲＴＭ，ＭＥＩＮＴＹＲＥＤＣ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

ｋｉｎｄｌｉｎｇｐｒｏｎｅａｎｄｋｉｎｄｉｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｓ：ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｂｒｅｅｄｉｎｇａｎｄ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＥｐｉｌｅｐｓｙＲｅｓ，１９９９，３５（３）：１８３

１９５．

［６］　谢学孔．癫痫病学［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，１９９５：２３３２３９．

［７］　刘智良，徐如祥，张新伟．点燃效应癫痫动物模型研究状况及

评价［Ｊ］．第一军医大学学报，２００１，２１（８）：６２１６２３．

［８］　ＬＯＲＥＮＴＥＬ，ＭＡＲＴ?ＮＭＭ，ＡＲＧＵＥＳＯＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍｃａｓｐａｓｅ

３ｌｅｖｅｌｓａｎｄｍｏｒｔａｌｉｔｙａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅｔｒａｕ

ｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＢＭＣＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，２０１５，１５（１）：１６．

［９］　王怀立，陈继红，禚志红，等．甘草甜素通过抑制癫痫幼鼠高迁

移率族蛋白１减轻神经元损伤的研究［Ｊ］．中华实用儿科临床

杂志，２０１７，３２（１４）：１１１１１１１５．

［１０］　ＧＬＵＳＨＡＫＯＶＡＯ，ＧＬＵＳＨＡＫＯＶＡＯ，ＢＯＲＬＯＮＧＡＮＣ，ｅｔａｌ．

ＲｏｌｅｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃＣａｓｐａｓｅ３

ｃｌｅａｖｅｄｔａｕａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｄａｍａｇｅｉｎｔｈｅ

ｃｏｒｐｕｓｃａｌｌｏｓｕｍａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏ

ｔｒａｕｍａ，２０１８，３５（１）：１５７１７３．

［１１］　蔡丽，周炼红，易贝茜，等．提前光照刺激对早产近视小鼠视

网膜中ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响［Ｊ］．眼科新进展，２０１７，３７（９）：

８１９８２３．

［１２］　张婷婷，赵岩松，王海宇，等．Ｎ乙酰５羟色胺（ＮＡＳ）对视网

膜缺血再灌注损伤（ＲＩＲＩ）大鼠视网膜活性 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ

２、Ｂａｘ表达的影响［Ｊ］．眼科新进展，２０１７，３７（８）：７０１７０４，

７０８．

［１３］　ＫＲＡＪＥＷＳＫＡＭ，ＹＯＵＺ，ＲＯＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆ

ｃａｓｐａｓｅ８ｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｓｏｆｃｏｎ

ｔｒｏｌｌｅｄｃｏｒｔｉｃａｌｉｍｐａｃｔａｎｄｋａｉｎｉｃａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｄｅｘｃｉｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．

ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１１，６（９）：ｅ２４３４１．

［１４］　ＬＩＣＹ，ＬＥＥＪＳ，ＫＯＹＧ，ｅｔａｌ．Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０ｉｎｈｉｂｉｔｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｒｅｌｅａｓｃａｎｄｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ

Ｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０００，２７５（３３）：２５６６５

２５６７１．

［１５］　ＥＫＩＭＯＶＡＩＶ，ＮＩＴＳＩＮＳＫＡＹＡＬＥ，ＲＯＭＡＮＯＶＡＩＶ，ｅｔａｌ．

ＥｘｏｇｅｎｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎＨＳＰ７０／ＨＳＣ７０ｃａｎｐｅｎｅｔｒａｔｅｉｎｔｏｂｒａｉｎｓｔｒｕｃ

ｔｕｒｅｓａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄｓｅｉｚｕｒｅｓ

［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｃｈｅｍ，２０１０，１１５（４）：１０３５１０４４．

（本文编辑：孟　月　英文编辑：孟　月）

·６７２· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０１８年　第３５卷


