
书书书

文章编号：!"""#$%"%（&""’）"!#""%(#"% 论著

成年大鼠缺氧性脑损伤后亚临床痫性发作及海马苔藓纤维出芽

陈) 秀!，吴万福!，胡长林!，蔡文琴&，杨) 忠& ) ) （ ! 重庆医科大学附属第二医院神经内科，重庆 %"""!"；& 第三军医大学基
础医学部神经生物学教研室，重庆市神经科学研究所，重庆 %"""*’）

) ) 摘) 要：目的) 探讨缺氧性脑损伤后亚临床痫性发作的病理生理机制。方法) 采用成年雄性 +,大鼠，充以 ’-氧氮
混合气体缺氧后，监测大鼠脑电活动，检测海马组织苔藓纤维出芽（./001 23456 076/893:;，<=+）的变化。结果) 大鼠缺氧损
伤后痫样放电的发生率为 !(> ?@- ，亚临床痫性发作组缺氧后 @ A海马 BC* 区下锥体细胞层棕黑色颗粒逐渐增多：!% A
呈束状、斑片状颗粒沉积；&’ A呈现明显颗粒沉积条带，亚临床痫性发作组海马 BC* 区苔藓纤维出芽评分明显高于非亚临
床痫性发作组和对照组，而 * 组齿状回（A5:9D95 ;1680；,E）内分子层苔藓纤维出芽评分无差异（! F "G "$）。结论) 成年大
鼠缺氧性脑损害后可出现痫样放电并在海马 BC* 区形成苔藓纤维出芽，而海马 BC* 区苔藓纤维出芽可能与缺氧性脑损
伤后痫性发作有关。

) ) 关键词：缺氧性脑损伤；痫性发作；苔藓纤维出芽
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) ) 临床上缺氧性脑损伤并不少见，呼吸衰竭、溺水、
严重贫血、窒息及中毒、麻醉手术意外等均可引起不同

程度的脑损害。其临床表现复杂多样，严重时出现意

识障碍、癫痫发作甚至死亡。临床观察发现此类癫痫
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发作程度严重、持久、类型多样，而且对常用的抗癫痫

药物几乎没有反应［!］，即使联合用药效果也差。反复

痫性发作可进一步加重缺氧性脑损伤，二者之间形成

恶性循环，这样不仅增加患者病死率，而且增加致残

率。其致痫机制并不清楚，相关的报道大多数是基于

临床研究，而动物实验研究较少。因此，本实验检测了

大鼠缺氧性脑损伤后亚临床痫性发作及其与海马苔藓

纤维出芽（./001 23456 076/893:;，<=+）的关系。
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!" 材料与方法

!" !# 成年大鼠缺氧性脑损伤模型的建立
# # 成年雄性 $%大鼠 !&’ 只，体质量 !(’ ) *’’ +，（第三军医
大学实验动物中心提供）。参考文献［*］进行适当改进，大鼠置
于自制密闭玻璃缺氧箱中，持续充以 &,氧氮混合气体，流量为
’" ( - . /01，通气 !’ /01后开始计时，直至大鼠出现四肢失去张
力，呼吸暂停，将大鼠取出置于空气中，记录其缺氧维持时间，!
次 . 2，连续进行 3 2，箱内 45*和水蒸气分别用钠石灰和 4647*
吸收。用氧浓度仪监测，维持缺氧箱内的氧浓度为（& 8
’9 (）,。采用脑电图、:0;;7<染色评价动物模型。

!" *# 大鼠脑电活动记录及动物分组
# # 脑电图（==>）描记：记录电极对称植于大鼠头顶部，参考
电极植于鼻尖，地线接于正中央。用北科 %?%@*’’’ 数字视频
脑电图仪描记大鼠缺氧前 *’ /01、末次缺氧后 * A内脑电活动，
纸速 B C/ . ;，每只大鼠的记录时间不少于 ! &’’ ;。亚临床痫性
发作以电生理记录到痫样放电为标准［B，D］，即出现棘波、尖波或

高波幅慢波放电。大鼠分为缺氧组和对照组，缺氧组 3! 只大
鼠制模后，根据脑电记录有痫样放电的大鼠纳入亚临床痫性发

作组（! E !D），没有痫性放电的大鼠编号后随机抽取纳入非亚
临床痫性发作组（! E !D）。对照组 F 只雄性 $%大鼠，将其置于
同一容器，持续充以空气，其余条件相同。

!" B# 标本采集及处理
# # 对照组、亚临床痫性发作组和非亚临床痫性发作组大鼠在缺
氧处理完后第 3、!D、*&天，用 ’" D,硫化钠和 D ,多聚甲醛经心脏
灌注固定，取脑置于 *(,蔗糖脱水，然后行冠状位冰冻切片。

!" D# :0;;7< 染色
# # 将冰冻切片放入 ’" !,甲苯胺蓝内，G’ H IB /01；乙酸乙
醇分化 !( ) *’ ;，镜下控制反应；梯度乙醇脱水，二甲苯透明、
%JK封片，显微镜下观察。

!" (# L0//染色
# # 暗室中将晾干切片浸入新鲜配制的 L0//孵育液（(’,阿拉
伯胶 !*’ /7，柠檬酸缓冲液 *’ /7，氢醌 G’ /7，!3,硝酸银 !" (
/!），孵育 G’ /01，自来水冲洗 !’ /01，梯度酒精脱水透明封片。

!" G# L0//染色海马苔藓纤维出芽半定量评分
# # 光镜下海马齿状回（2<1M6M< +NOP;；%>）内分子层苔藓纤维
出芽半定量评分标准［(］：’ 分：内分子层内未见 L0// 颗粒；!
分：偶见不连续分布的颗粒；* 分：较多颗粒不连续分布；B 分：
颗粒近连续分布；D 分：颗粒连续分布；( 分：颗粒形成致密的层
状带。海马 4QB 区苔藓纤维出芽半定量评分标准［G］：’ 分：
4QB 亚区锥体层或始层无 L0//颗粒；! 分：偶见稀疏分散的颗
粒；* 分：有少量至中等程度的颗粒；B 分：有突出颗粒；D 分：有
突出颗粒，且几乎沿 4QB 区呈连续分布；( 分：沿整个 4QB 区有
连续或近乎连续的稠密的呈层带状的颗粒。每只大鼠观察 G
张连续脑片的海马齿状回和 4QB 区，进行评分，取其平均分值。

!" 3# 统计学方法
# # L0//染色结果取海马苔藓纤维出芽半定量评分的平均分

值，各组数据采用非参数 ROP;S67@T6770; 秩和检验，组间两两比
较用 :</<1N0法检验。所有数据使用 $J$$ !’" ’ 统计软件进行
统计学处理。

#" 结果

*" !# 大鼠缺氧情况观察和脑电活动监测
# # 大鼠缺氧维持时间在 BG ) &B /01。缺氧前大鼠 ==> 以 !
波为主，较多 "波重叠在 !波中，有少量 #波和 $波，缺氧后大
鼠 ==>以 !，$波为主，波幅减低，出现大慢波，在此背景上部
分大鼠反复出现阵发性尖波、尖慢波、棘波发放（图 !）。在末
次缺氧后 * A内，有 !F" 3G,（!D . 3!）大鼠出现痫性放电，即亚
临床痫性发作。对照组（! E F）无痫性放电。

!

"

#

Q：尖波；U：尖慢波；4：棘波

图 !" 大鼠缺氧后 $$%结果

*" *# :0;;7<染色结果
# # 对照组大鼠皮层神经元排列规则，极性好，细胞核大而圆，
核仁明显，细胞质染色均匀；海马区神经细胞排列紧密、规则，

细胞体突起明显，核大而圆。缺氧组第 3 2 大鼠脑片显示：大
鼠皮层、海马 4Q!、4QB 及齿状回等区域变性、坏死的神经元细
胞质浓缩、深染，核碎裂，排列紊乱、稀疏，间隙增宽，细胞体突

起明显减少，核仁模糊。

*" B# L0//染色结果
# # 对照组大鼠海马结构内银颗粒沉积将苔藓纤维染成棕黑
色，主要集中在 4QB 区的透明层内和齿状回颗粒细胞层下的门
区内，4QB区锥体细胞层和齿状回内分子层未见染色颗粒（图 *
Q）。亚临床痫性发作组缺氧处理后 3 2 4QB 区下锥体细胞层
（即始层）棕黑色颗粒逐渐增多；!D 2呈束状、斑片状颗粒沉积；
*& 2呈现明显颗粒沉积条带（图 *U ) %），而 3、!D、*& 2齿状回内
分子层仅见少量棕色颗粒。非亚临床痫性发作组 3、!D、*& 2 在
4QB区锥体细胞层可见较多的稀疏染色颗粒，齿状回 VW- 几乎
未见染色颗粒。经 ROP;S67@T6770; 检验，B 组大鼠海马 4QB 区苔
藓纤维发芽评分结果有显著差异（" X ’" ’!，表 !），而齿状回苔
藓纤维发芽评分无统计学意（" Y ’" ’(，表 !）。组间两两比较用
:</<1N0法检验，结果表明亚临床痫性发作组海马 4QB 区苔藓
纤维发芽评分明显高于非亚临床痫性发作组和对照组（" X
’9 ’(）；非亚临床痫性发作组又高于对照组（" X’" ’(）。
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!

!! !"

# !#
$：对照组；%：亚临床痫性发作组 & ’；(：亚临床痫性发作组 !) ’；*：亚临床痫性发作组 +, ’

图 !" 对照组和亚临床痫性发作组海马 #$% 区病理变化"（-.// 0+11）

表 &" 各组海马 #$% 和 ’(区苔藓纤维出芽评分比较

($2 *3
组别 !

秩和（4.）平均秩和（!4.）秩和（4.）平均秩和（!4.）
对照组 5 ,6# 7 5# 6!!89 &5# 7 ,# ,22

非亚临床痫性发作组 !) +)2# 7 !&# 2528 !)!# 7 !1# !&+
亚临床痫性发作组 !) 2!2 +2# 1&+ !66 !!# ,7&

" 5# 72+ 7# )2&
# :1# 1! ;1# 17

8：# : 1# 17，与亚临床痫性发作组比较；9：# : 1# 17，与非亚临床

痫性发作组比较

%" 讨论

" " 大鼠反复间断缺氧后，脑电图出现弥漫性慢波增
多，<.==>? 染色显示大鼠弥漫性缺氧性脑损伤形成，病
变累及海马、皮层、皮层下结构等区域，使这些部位的

神经元排列紊乱、稀疏，肿胀、变性、坏死，证明此方法

处理的大鼠存在缺氧性脑损伤。在缺氧性脑损害后发

现部分大鼠脑电图呈现弥漫性慢波背景基础上出现棘

波、尖波、尖慢波等痫性放电。痫性发作以电生理记录

痫样放电为标准，即亚临床痫性发作或临床前发作，出

现现棘波、尖波或高波幅慢波放电。根据大鼠缺氧后

脑电图呈现的异常波形，因此可称为缺氧性脑损伤后

亚临床痫性发作或临床前发作。目前国内外类似的研

究少，本研究亚临床发作率为 !5# 6&@。临床上，各种
原因所致的缺氧性脑损害并不少见，其后并发癫痫发

作常属难治性癫痫的范畴。但动物实验中很难观察到

通过缺氧诱发典型的痫性发作，但脑电图可记录到痫

性放电，因此，对缺氧性脑损伤后早期亚临床痫性发作

的研究有助于探讨此类癫痫发病机制。

" " 在正常情况下，海马齿状回颗粒细胞的轴突，即苔
藓纤维，穿过多形细胞层，投射至海马门的中间神经元

和 ($2 区锥体细胞的顶树突近段。苔藓纤维发芽系
一种神经再生现象，即海马齿状回颗粒细胞的轴突

（苔藓纤维）在齿状回内分子层、($2 区锥体细胞层或
下锥体细胞层（即始层）的异常生长，形成苔藓纤维突

触重组。有关引起苔藓纤维出芽的机制目前不十分清

楚，涉及神经营养因子、钙通道蛋白、谷氨酸受体以及

细胞黏附分子等因素，也有学者认为是各种神经损伤

激活 A$BC 信号转导通路，触发靶蛋白基因表达，新
蛋白合成优先促使这些蛋白的运输，以营养和指导轴

突生长，促使神经元轴突发芽，导致神经网络突触重

组，从而对细胞的结构和功能产生长时程影响，最终形

成苔藓纤维发芽。

" " 海马内苔藓纤维出芽所导致的突触重组是癫痫病
理生理过程中一个非常重要的变化，本实验结果显示

缺氧性脑损害后亚临床痫性发作大鼠海马 ($2 区苔
藓纤维发芽明显，并且随时间增加不断加重，经缺氧处

理过的非亚临床痫性发作大鼠海马苔藓纤维也有一定

程度出芽，提示缺氧性脑损伤后，无论有无亚临床痫性

!7



发作大鼠均形成了苔藓纤维发芽，但亚临床痫性发作

大鼠苔藓纤维发芽更明显。目前认为海马神经元特别

是门区及 !"# 区细胞死亡是诱发苔藓纤维发芽的关
键因素，但也有认为是癫痫反复发作的结果［$］。还有

认为二者互为因果，癫痫反复发作诱发了苔藓纤维发

芽 ，而苔藓纤维发芽形成的局部兴奋性环路又导致癫

痫的反复发作。本研究中苔藓纤维发芽形成除与痫性

发作有关外，可能与缺氧损伤也密切相关，缺氧致海马

门区和 !"# 区神经细胞大量死亡，从而诱发苔藓纤维
发芽。苔藓纤维发芽形成提示颗粒细胞兴奋性增高；

同时它与 !"# 区锥体细胞建立了突触联系或突触重
建，形成了兴奋性突触环路，使痫性发作的易感性增

加［%］；此外，苔藓纤维末梢上有大量的高亲合性的海

人酸受体及富含谷氨酸，可以引起兴奋性突触后电位，

并且由于突触重组打破了齿状回内分子层兴奋&抑制
平衡，引起癫痫发作。尽管苔藓纤维发芽也可形成抑

制性突触，但兴奋性突触的形成占优势，同时齿状回对

兴奋的滤过作用降低，冲动便在再生神经回路中迅速

传播，最终导致癫痫反复发作。因此，可以认为缺氧性

脑损伤后亚临床痫性发作时海马 !"# 区苔藓纤维发
芽可能是造成缺氧性脑损伤后痫性发作难治的重要机

制之一。本实验中齿状回内分子层苔藓纤维发芽评分

无差异，可能与观察时间窗有关。
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个案与短篇 文章编号：’GGG&HIGI（FGG%）G’&GGHF&G’

荨麻疹患者血清特异性 !"#检测结果分析

黄^ 海，王儒鹏，何云志^ ^ （第三军医大学新桥医院皮肤科，重庆 IGGG#$）

^ ^ 为了解重庆地区荨麻疹患者过敏原情况，对近期送检至我
科 #FG 例荨麻疹患者血清 ’’ 类常见过敏原 M?Z 抗体水平的检
测分析，结果报告如下。

$% 资料与方法

’3 ’^ 一般资料
^ ^ #FG 例荨麻疹患者全部来自同一时期我院皮肤科门诊患
者；其中男性 ’FQ 例（#R3 I_），女性 ’RI 例（QG3 Q_）；年龄 ’H ‘
$% 岁，平均 #I3 F 岁；其中急性荨麻疹 ’GR 例（#I3 ’_），慢性荨
麻疹 F’’ 例（QH3 R_），急慢性荨麻疹诊断符合《杨国亮皮肤病
学》诊断标准［’］。

’3 F^ 试验方法
^ ^ 取静脉血，分离血清，采用海奥生物公司 M(V 过敏原检测

^ ^ 作者简介：黄^ 海，男，湖南省长沙市人，技师，主要从事皮肤疾病临床检验方
面的研究。电话：（GF#）Q%$$IFHF

^ ^ 收稿日期：FGG$&G$&’G；修回日期：FGG$&’’&’H

试剂盒 M(V&$G’、M(V&$GF，按试剂盒说明书进行操作。选用测
试的过敏原种类分为吸入组和食入组。

’3 #^ 统计学方法
^ ^ 采用 !F检验。

&% 结果

F3 ’^ 总 M?Z阳性率及特异性 M?Z检测结果
^ ^ 分为急性荨麻疹及慢性荨麻疹 F 组，各组总 M?Z 阳性率及
特异性 M?Z阳性率阳性率结果见表 ’，根据检测结果，可以得出
以下结论："两组总 M?Z 阳性率高，只有在慢性荨麻疹组中个
别病例未见总 M?Z升高。#特异性 M?Z检出阳性率在慢性荨麻
疹组中较低。$两组的特异性 M?Z 阳性结果存在明显不同，急
性荨麻疹组以食入性特异 M?Z为主，而慢性荨麻疹以吸入性特
异 M?Z为主。
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