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重组人促红细胞生成素对癫痫大鼠海马齿状回的影响
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　　［摘要］　目的　探讨重组人促红细胞生成素（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｐｉｅｔｉｎ，ｒＨｕＥＰＯ）对癫痫大鼠海马齿状回的影
响。方法　 １４０只大鼠按随机数字表法分为正常对照组２０只，余１２０只制作氯化锂匹罗卡品颞叶癫痫模型，符合条件者
采用随机数字表将其分为癫痫治疗组和癫痫组；各组均经腹腔注射ＢｒｄＵ，治疗组同时予以ｒＨｕＥＰＯ处理；以ＦＪＢ（Ｆｌｕｏｒｏ
ＪａｄｅＢ）免疫荧光观察神经元变性情况，ＢｒｄＵ免疫组化观察细胞增殖情况，Ｔｉｍｍ’ｓ染色观察齿状回苔藓纤维发芽情况。
结果　 海马齿状回神经元变性在癫痫组（３２．３２±５．０９）较治疗组（１１．１２±０．７５）和对照组（６．５０±１．０８）明显（Ｐ＜０．０１），
而治疗组和对照组相比无显著差异；第９天细胞增殖在癫痫组（９２．８±２．９７）较治疗组（１６．９５±０．５４）和对照组（１２．８０±
２．１３）明显（Ｐ＜０．０１），治疗组和对照组相比无显著差异；第２８天细胞增殖在癫痫组（１４６．４５±５．９１）较治疗组（４６．２７±
２９３）和对照组（３８．５２±３．１０）明显（Ｐ＜０．０１），治疗组和对照组相比无显著差异；Ｔｉｍｍ’ｓ染色结果表明在第１４天，癫痫
组（０．４５±０．１９）苔藓纤维发芽比对照组（０．１０±０．１１）明显（Ｐ＜０．０５），第２８天癫痫组（３．６０±０．１６）比治疗组（０．５５±
０１０）和对照组（０．３０±０．１１）更加明显（Ｐ＜０．０１），治疗组与对照组比差异不明显（Ｐ＞０．０５）。结论 　癫痫能诱发大鼠
海马齿状回神经元变性、细胞增殖和苔藓纤维发芽；ｒＨｕＥＰＯ处理能降癫痫大鼠海马齿状回神经元变性和细胞增殖，并能
抑制苔藓纤维发芽。

　　［关键词］　 重组人促红细胞生成素；齿状回；细胞增殖；神经元变性；苔藓纤维发芽
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　　癫痫后细胞死亡、增殖和苔藓纤维发芽及其突触
重建可能在后续的癫痫反复发作中起着关键作用。目

前研究显示重组人促红细胞生成素（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ｒＨｕＥＰＯ）除参与造血功能外，还
能通过不同的机制减轻或阻止疾病导致的神经损

伤［１］，但其抗癫痫作用和机制的研究起步相对较晚，

并多集中于抗凋亡和癫痫发作前预处理的研究，而临

床中见到的癫痫患者，在形成所谓“自发性再发作”

（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｅｉｚｕｒｅ，ＳＲＳ）之前，很难处理，
实际是出现癫痫后，再竭力治疗；本实验在癫痫后数小

时给予ｒＨｕＥＰＯ，比较符合临床实际情况，通过观察其
对大鼠海马齿状回病理改变的影响，以期能为难治性

癫痫治疗新思路的探索提供更多的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及饲养
　　健康成年雄性ＳＤ大鼠１４０只，由泸州医学院实验动物中
心提供，体质量 ２００～２５０ｇ，饲养环境温度 ２０～２５℃，湿度
３０％～７０％，自然光照，１２ｈ昼／夜循环环境，适应性饲养７ｄ后
开始实验。

１．２　主要试剂和仪器
　　ｒＨｕＥＰＯ购于成都地奥九泓制药厂，氟玉Ｂ（ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅ
Ｂ，ＦＪＢ）购于Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，ＢｒｄＵ、小鼠来源抗 ＢｒｄＵ单克隆抗
体、葡萄糖氧化酶、硝酸银购于 Ｓｉｇｍａ公司，硫酸镍铵购于天津
博迪化工股份有限公司，石蜡切片机 ＲＭ２０３５型（德国Ｌｅｉｃａ），
冰冻切片机ＬｅｉｃａＣＭ１９５０（德国 Ｌｅｉｃａ），ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５０荧光
显微镜，ＧＤ８病理彩色图像分析系统为电子科技大学生产。

１．３　动物分组
　　采用随机数字表法将大鼠分为正常对照组２０只，余１２０
只采用氯化锂＋匹罗卡品腹腔注射法制作颞叶癫痫模型，记录
各组大鼠发作情况。采用 Ｒａｃｉｎｅ（１９７２年）分级标准进行评
判［２］，持续出现ＲａｃｉｎｅⅣ～Ⅴ级发作超过６０ｍｉｎ者为符合要
求的模型大鼠，癫痫持续时间未达到预定要求或中途死亡者从

本实验中剔除，将符合要求的大鼠再随机等分为治疗组和癫痫

组，治疗组６ｈ后腹腔注射ｒＨｕＥＰＯ５０００Ｕ／ｋｇ，对照组和癫痫
组腹腔注射等量生理盐水；之后，各组均腹腔注射 ＢｒｄＵ
５０ｍｇ／ｋｇ，２次／ｄ，间隔４ｈ，共注射６ｄ。将最终存活的大鼠用
于下一步实验，每次每组动物数均为４只。

１．４　ＦＪＢ荧光检测
　　参照Ｌｉｕ等［３］的方法在第４天以１０％水合氯醛麻醉动物，

用磨钝的一次性腰穿针（直径约２ｍｍ）经心脏升主动脉插管灌
注，先快速灌注４℃生理盐水１００ｍｌ；换用４℃的４％ ＰＢＳ多聚
甲醛４００ｍｌ灌注，灌注充分后，完整取出脑组织，留取含海马结
构的脑组织，置于４％的ＰＢＳ多聚甲醛液中后固定４ｈ，随后转
移到３０％的ＰＢＳ蔗糖液中，４℃下平衡沉底，行冠状位冰冻切
片，片厚 ３０μｍ，贴片干燥，７０％乙醇和超纯水处理后，浸入
００６％高锰酸钾溶液中摇匀，超纯水清洗，再入０．００１％ ＦＪＢ
和０．１％ 醋酸的染液中处理，避免强光；水洗、干燥、透明、封
片。在荧光显微镜下（×４００）采用蓝色滤色片定量分析海马齿
状回ＦＪＢ阳性反应细胞数量，并采集图像。

１．５　ＢｒｄＵ免疫组化检测
　　分别在第９、２８天，先后以４℃生理盐水和４℃的４％的
ＰＢＳ多聚甲醛灌注，留取含海马的脑组织，梯度乙醇和二甲苯
透明后依次以不同熔点石蜡浸蜡，冠状切片厚 ４μｍ，乙醇展
片，温水捞片，贴片、烘片，常规二甲苯和乙醇脱蜡，参照 Ｏｓａｔｏ
等［４］的方法经预实验确定合适的一抗浓度及孵育时间后，各组

切片在相同条件下行免疫组化反应：１０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐
（ｐＨ６．０）中加热以解除 ＤＮＡ的双链结构，暴露 ＢｒｄＵ；山羊血
清封闭非特异性结合位点，３％过氧化氢 ＴＢＳ（Ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，三羟甲基氨基甲烷缓冲盐水）封闭内源性过氧化物酶，
加入用血清稀释液稀释的小鼠来源抗 ＢｒｄＵ单克隆抗体
（１∶５００），室温下湿盒中过夜，加入生物素化山羊抗小鼠ＩｇＧ抗
体（１∶２００），室温孵育１ｈ，加入卵白素生物素过氧化酶复合物
（ａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｐｅｒｏｘｉｄｏｓｅｃｏｍｐｌｅｘ，ＡＢＣ），室温孵育１ｈ，葡萄糖氧
化酶ＤＡＢ硫酸镍铵混合液中显色（２５ｍｇ０．５ｍｇ／ｍｌＤＡＢ＋
５０ｍｌ蒸馏水＋５０ｍｌ１５ｍｇ／ｍｌ硫酸镍铵醋酸缓冲液 ＋２００ｍｇ
２ｍｇ／ｍｌ葡萄糖＋４０ｍｇ０．４ｍｇ／ｍｌ氯化铵 ＋１ｍｇ０．０１ｍｇ／ｍｌ
葡萄糖氧化酶），待细胞核着色而背底色较淡时吸去显色液，蒸

馏水冲洗，ＰＢＳ终止反应。计数颗粒细胞层和门区核抗原呈蓝
黑色的ＢｒｄＵ免疫反应阳性细胞数。

１．６　Ｔｉｍｍ’ｓ染色
　　分别在第１４、２８天行 Ｔｉｍｍ’ｓ染色，先快速灌注４℃生理
盐水约１００ｍｌ，随之灌注４℃的０．１％的硫化钠约１００ｍｌ，再用
生理盐水约 ５０ｍｌ灌洗，之后换用 ４℃的 ４％ＰＢＳ多聚甲醛
４００ｍｌ继续灌注，取脑并修剪，将标本置入４℃的４％ＰＢＳ多聚
甲醛后固定过夜，蔗糖液中沉底，冠状位切片，片厚３０μｍ，贴
片干燥，于暗室和染色盒中参照Ｂｕｃｋｍａｓｔｅｒ等［５］的方法进行染

色：将切片置入Ｔｉｍｍ’ｓ染色液中在２５℃下避光浸染８０ｍｉｎ，
水洗，脱水、透明、封片，参照Ｈｏｌｍｅｓ等［６］的方法对齿状回内分

子层苔藓纤维出芽进行半定量评分；０分：齿状回颗粒细胞上区
无Ｔｉｍｍ’ｓ染色颗粒；１分：齿状回颗粒细胞上区有稀少的
Ｔｉｍｍ’ｓ染色颗粒；２分：齿状回颗粒细胞上区有较多的Ｔｉｍｍ’ｓ

０４２
第３４卷第３期
２０１２年２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３
Ｆｅｂ．１５　２０１２



染色颗粒；３分：齿状回颗粒细胞上区有大量的Ｔｉｍｍ’ｓ染色颗
粒，偶见融合成片状的 Ｔｉｍｍ’ｓ染色颗粒；４分：齿状回颗粒细
胞上区有大量的 Ｔｉｍｍ’ｓ染色颗粒，可融合成带状；５分：齿状
回颗粒细胞上区有融合的Ｔｉｍｍ’ｓ染色颗粒带，并伸入分子层。
每只大鼠切片隔５张取１张，每只取６张，实验结果由两名技
术人员双盲法评估。

１．７　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，结果以 珋ｘ±ｓ表示，多
组间均数比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　造模成功率和动物存活率
　　造模用 １２０只大鼠成功诱发 ＲａｃｉｎｅⅣ级和Ⅴ级发作的
１０４只（８６．６７

!

），随机分为癫痫组和治疗组各５２只，癫痫组
死亡３１只，最终存活２１只（３５．００％）；治疗组死亡２９只，最终
存活２３只（３８．３３％）。ＲａｃｉｎｅⅣ级发作表现为面部抽搐、节律
性点头、前肢阵挛、后肢站立或跌倒；Ⅴ级发作表现为反复的Ⅳ
级发作呈持续状态或抽搐致死。

２．２　各组海马齿状回ＦＪＢ荧光染色阳性细胞数比较
　　ＦＪＢ检测结果显示：癫痫后第４天，海马齿状回变性神经
元在癫痫组较治疗组和对照组明显，主要集中于齿状回颗粒下

区和门区；癫痫组［（３２．３２±５．０９）个／高倍视野］与对照组
［（６．５０±１．０８）个／高倍视野］相比，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；癫痫组与治疗组［（１１．１２±０．７５）个／高倍视野］相比，
也差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；治疗组与对照组相比，差异无
统计学意义。

２．３　各组海马齿状回苔藓纤维发芽比较
　　癫痫后第１４天，各组 Ｔｉｍｍ’ｓ染色颗粒增加均不明显，但
癫痫组（０．４５±０．１９）与对照组（０．１０±０．１１）相比，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；第２８天，癫痫组苔藓纤维发芽明显，并在内

分子层连接成致密的带状，治疗组（０５５±０．１０）评分虽有增
加，但与对照组（０．３０±０．１１）比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；癫痫组（３．６０±０．１６）与对照组、癫痫组与治疗组相比，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图１。
２．４　各组海马齿状回ＢｒｄＵ阳性细胞的比较
　　未加一抗的替代实验组切片（以正常大鼠血清代替一抗进
行实验作为阴性对照）未显示有ＢｒｄＵ免疫反应阳性细胞；癫痫
后第９天，阳性反应细胞在癫痫组明显增加，丛集性分布于颗
粒下区，治疗组增加不明显，散在分布于颗粒下区，对照组有很

少量阳性细胞散在分布；癫痫组（９２．８０±２．９７）与对照组
（１２８０±２．１３）相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；癫痫组与
治疗组（１６．９５±０．５４）相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；治
疗组与对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；第２８天，癫
痫组阳性反应细胞进一步明显增多，并大量向门区迁移，部分

分布到颗粒细胞层和内分子层，治疗组阳性细胞数虽有增加并

也有部分向门区迁移，但增加不明显，对照组阳性细胞增加不

明显，且仍主要位于颗粒下区；癫痫组（１４６．４５±５．９１）与对照
组（３８．５２±３１０）比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），癫痫组与
治疗组（４６．２７±２．９３）比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），治疗
组与对照组比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图２。

３　讨论

　　ＦＪＢ是一种阴离子荧光素衍生物，能选择性地标
记变性神经元及其轴突、树突［７］；ＢｒｄＵ是反映细胞增
殖和分化状态的一个重要标记物，掺入强度可直接表

现细胞增殖能力的大小［８］；Ｔｉｍｍ’ｓ染色法能显示苔
藓纤维终末，常用于显示海马突触重建的程度［９］。本

实验的给药方案是在癫痫发作后６ｈ给予ｒＨｕＥＰＯ进
行干预，结果显示，ｒＨｕＥＰＯ在癫痫模型大鼠中发挥了
有意义的神经保护作用。
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Ａ：对照组第１４天；Ｂ：治疗组第１４天；Ｃ：癫痫组第１４天；Ｄ：对照组第２８天；Ｅ：治疗组第２８天；Ｆ：癫痫组第２８天
图１　第１４和２８天大鼠海马齿状回苔藓纤维发芽情况　（Ｔｉｍｍ’ｓ染色×２００）
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Ａ：对照组第９天；Ｂ：治疗组第９天；Ｃ：癫痫组第９天；Ｄ：对照组第２８天；Ｅ：治疗组第２８天；Ｆ：癫痫组第２８天
图２　第９和２８天大鼠海马齿状回ＢｒｄＵ阳性细胞的比较　（ＡＢＣ×２００）

　　目前已经知道癫痫会导致大量的海马齿状回神经
元死亡和抑制性神经元的丢失［１０］，而神经元坏死会增

加齿状回细胞的更新速度，并导致齿状回异常的神经

发生［１１］，这些新生细胞８０％ ～９０％分化为颗粒细胞；
同时，在癫痫后神经元异常增殖过程中，齿状回祖细胞

异常迁移到门区和内分子层，这些异位的新生颗粒细

胞发生苔藓纤维出芽，并与原来的和同期新生的颗粒

细胞形成大量的异常突触和神经环路，并与 ＣＡ３区和
ＣＡ１区残存的锥体细胞同步暴发性放电，使海马结构
的兴奋性和致痫性明显增高，整个系统的自身抑制功

能降低，使海马结构处于一种动荡不稳的状态，在内外

各种诱发因素的作用下，导致癫痫发作，进一步加重海

马结构的损害，如此形成恶性循环［１２］，因此，癫痫后细

胞死亡、增殖和苔藓纤维发芽及其突触重建可能在后

续的癫痫反复发作中起着关键作用。

　　ｒＨｕＥＰＯ在正常人或神经组织损伤时，可透过血
脑屏障进入脑实质［１３］；ＥＰＯ受体广泛分布于中枢神
经系统中，在癫痫、脑缺血等脑损伤情况下，脑组织

ＥＰＯ受体表达将增加；ｒＨｕＥＰＯ能通过与中枢神经系
统中广泛存在的 ＥＰＯ受体结合而发挥抗凋亡、抗炎、
抗氧化、减轻兴奋性氨基酸毒性损害、营养神经、直接

的组织保护等作用［１３］；而采用抗 ＥＰＯ阻断其作用则
会加剧癫痫发作的严重度。最近研究表明，ｒＨｕＥＰＯ
能抑制齿状回异常的细胞增殖及高兴奋性，从而抑制

癫痫的发作［１４］；但ｒＨｕＥＰＯ的抗癫痫作用和机制研究
起步相对较晚，并多集中于其抗凋亡方面的研究［１５］，

而且绝大多数的 ｒＨｕＥＰＯ给药方案集中在癫痫发作

前的预处理，但实际上，临床见到的癫痫患者，在 ＳＲＳ
形成之前，很难进行药物预处理，实际情况是在癫痫诊

断明确后，再进行相应的治疗包括药物、手术等。实验

中治疗组给予较高剂量（５０００ＩＵ／ｋｇ）的ｒＨｕＥＰＯ后，
明显地降低了齿状回神经元的坏死，其神经保护作用

在后续观察中得到进一步的验证，其降低了坏死导致

的齿状回神经发生，并抑制新生神经元的异常迁移和

新生神经元的异常突触形成，使得“神经元死亡增加
神经元的异常增殖加剧异常的苔藓纤维发芽增加异
常突触和神经环路形成增多海马结构的兴奋性和致
痫性增高癫痫发作加剧”这一恶性循环链条被抑制。
　　但对于ｒＨｕＥＰＯ潜在的副作用，如有可能导致红
细胞生成过多而致血液浓缩、加重血栓形成倾向、升高

血压、促进肿瘤的生长、产生ｒＨｕＥＰＯ抗体等［１６］，应采

取各种策略增加其生物利用度而降低其潜在的副作用。
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磷酸吡哆醛丁咯地尔胶囊治疗慢性脑供血不足临床分析
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　　为观察磷酸吡哆醛丁咯地尔胶囊治疗慢性脑供血不足
（ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＣＣＣＩ）的疗效，我院神
经内科在２００９年６月至２０１０年６月使用磷酸吡哆醛丁咯地尔
胶囊治疗ＣＣＣＩ５０例，并设丁咯地尔片对照组比较，证明其疗
效确切、显著，报告如下。

１　临床资料

１．１　一般资料
　　选择２００９年６月至２０１０年６月在我科门诊和住院 ＣＣＣＩ
患者。磷酸吡哆醛丁咯地尔胶囊治疗组，５０例，男２２例，女２８
例，年龄６１～８６岁，平均７２．５岁；合并２级高血压１１例，１级
高血压２３例，心肌缺血４例，糖尿病３例，血脂异常１１例。随
机选择同期患者作为对照组５０例，男性２４例，女性２６例，年龄
６０～８７岁，平均７４．３岁；合并２级高血压１０例，１级高血压２５
例，心肌缺血３例，糖尿病３例，血脂异常１２例。两组间年龄、
性别、合并症均无明显差异。所有患者发病时间＞３个月，且符
合ＣＣＣＩ诊断标准［１］。

１．２　治疗方法
　　治疗组：磷酸吡哆醛丁咯地尔胶囊胶囊１粒，２次／ｄ，口服，

对照组：丁咯地尔片１粒，２次／ｄ，口服＋维生素Ｂ６２粒，３次／ｄ，
口服，疗程均为１４ｄ；对高血压病者给予适当降压，使血压稳定
在１４０／９０ｍｍＨｇ左右。冠心病患者无心绞痛或心律失常者无需
特殊处理，糖尿病者应用降糖药物，使空腹血糖降至８．０ｍｍｏｌ／Ｌ
以下。在治疗后观察症状、体征变化情况，复查ＴＣＤ。
１．３　疗效观察指标及统计学方法
　　在治疗后观察症状、体征变化情况，复查ＴＣＤ，观察椎动脉
系统血流速度，评定疗效，并进行统计学处理。两组疗效比较

采用χ２检验，治疗前、后两样本椎动脉系统血流速度、血液流变
学特点的比较采用两组独立样本的 ｔ检验；同一组样本治疗前
后椎动脉系统血流速度、血液流变学特点的比较采用前后比较

的ｔ检验。均采用 ＳＰＳＳ１６．０软件完成。按文献［２］报道的标
准判断疗效。

２　结果

２．１　１４ｄ后两组疗效比较
　　治疗组显效率为６８％（３４例），对照组为３８％（１９例），两组
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；治疗组组总有效率（痊愈＋
有效＋一般）为９６％（４８例），对照组为７８％（３９例）（Ｐ＜０．０５）。
２．２　两组治疗前后血液流变学变化
　　治疗组及对照组全血黏度（ｍＰａ／ｓ）高切治疗前分别为
（５３０±０．７１）、（５．５１±０．３９），治疗后分别为（４．３１±０．８５）、

（５５０±０．３９）；治疗组及对照组全血粘度（ｍＰａ／ｓ）低切治疗前
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