
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１２）１３１２６９０４ 论著
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　　［摘要］　目的　探讨外源性硫化氢对癫痫（ｅｐｉｌｅｐｓｙ，ＥＰ）所致大鼠脑认知功能障碍的保护作用及机制。方法　利用

氯化锂匹罗卡品腹腔注射复制雄性ＳＤ大鼠９６只，６周龄，体质量１８０～２２０ｇ。癫痫模型，大鼠分为正常对照组（ＮＣ组）、

癫痫模型组（ＥＰ组）、癫痫＋硫氢化钠组（ＮａＨＳ组）；采用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠的空间学习记忆能力；实时荧光定量ＰＣＲ

检测海马中的胱硫醚β合酶（ＣＢＳ）ｍＲＮＡ和ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达变化。结果　ＥＰ组的空间辨别学习记忆能力与 ＮＣ组比

较明显减退：Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫定位航行实验中逃避潜伏期明显延长（Ｐ＜０．０１），第 ３象限探索有效时间显著缩短 （Ｐ＜

００５）、第３象限游泳距离占总距离的百分比以及穿越平台次数明显减少（Ｐ＜０．０１）；ＮａＨＳ可提高癫痫大鼠的学习记忆能

力，与ＥＰ组比较，空间学习记忆能力各项检测指标均有显著差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。７、３０ｄ时 ＥＰ组大鼠海马 ＣＢＳ

ｍＲＮＡ表达水平明显低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），而ＮａＨＳ组ＣＢＳｍＲＮＡ表达水平明显高于ＥＰ组（Ｐ＜０．０５）；ＥＰ组海马ＣＲＥＢ

ｍＲＮＡ表达在７、３０ｄ时均明显低于 ＮＣ组 （Ｐ＜０．０５），而 ＮａＨＳ组 ＣＲＥＢｍＲＮＡ在２４ｈ、７、３０ｄ时表达显著高于 ＥＰ组

（Ｐ＜０．０５），与ＮＣ组相比，７、３０ｄ时均无差异（Ｐ＞０．０５）。结论　外源性Ｈ２Ｓ可能通过上调癫痫大鼠其海马 ＣＢＳ、ＣＲＥＢ

ｍＲＮＡ表达来改善癫痫大鼠的学习记忆能力。
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　　癫痫（ｅｐｉｌｅｐｓｙ，ＥＰ）是神经元同步异常放电，可
导致大脑短暂性功能障碍和相应的神经生物学、认

知、心理学以及社会学等后果的一种慢性疾病。动物

实验和临床研究均表明，癫痫可导致动物或人注意力

分散、学习记忆能力减退等认知功能受损的表现［１－２］。

但癫痫所致脑损伤的具体机制尚未明确，临床上也缺

乏有效治疗手段，癫痫导致的认知功能障碍极大地影

响了患者的生活质量，也是目前癫痫防治的重点之一。

有研究表明，内源性硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）与
多种疾病的脑认知功能障碍有关，并发现 Ｈ２Ｓ可提高
诱导海马ＣＡｌ区长时程增强（ＬＴＰ），提示 Ｈ２Ｓ可能与
学习记忆有着密切关系［３］。但 Ｈ２Ｓ是否参与了癫痫
导致的脑认知功能障碍，目前尚不清楚。为此，本实验

利用氯化锂匹罗卡品（ＬｉＰＩＬＯ）复制大鼠癫痫模型，
观察外源性的Ｈ２Ｓ供体ＮａＨＳ干预后癫痫大鼠学习记
忆能力、海马光硫醚β合酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＣＢＳ）和环磷腺苷反应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）ｍＲＮＡ表达变化，以
探讨 Ｈ２Ｓ的神经保护作用和改善癫痫大鼠认知功能
障碍的机制。

１　材料与方法

１．１　动物与试剂
　　成年雄性 ＳＤ大鼠，体质量１８０～２２０ｇ，由第三军医大学大
坪医院野战外科研究所实验动物中心提供；氯化锂、盐酸匹罗

卡品、硫氢化钠均由美国Ｓｉｇｍａ公司提供。

１．２　动物分组
　　雄性ＳＤ大鼠９６只，分成３组，分别为对照组（ＮＣ组）、癫

痫模型组（ＥＰ组）、癫痫模型＋硫氢化钠组（ＮａＨＳ组），每组３２

只。每组又分为２、２４ｈ、７ｄ和３０ｄ４个时间点，其中２、２４ｈ各

时相点６只，７、３０ｄ各时间点１０只。

１．３　大鼠癫痫模型的制作
　　氯化锂匹罗卡品复制大鼠癫痫模型，氯化锂３ｍｍｏｌ／ｋｇ腹

腔注射，１８～２４ｈ后首剂腹腔注射匹罗卡品３０ｍｇ／ｋｇ，３０ｍｉｎ后
如无Ⅳ级以上发作，再每隔１５ｍｉｎ注射１０ｍｇ／ｋｇ追加剂量，直至

出现Ⅳ级以上无明显间歇的癫痫持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，

ＳＥ）。ＳＥ后１ｈ，注射地西泮１０ｍｇ／ｋｇ终止ＳＥ，如效果不佳可于

３０ｍｉｎ后再注射１次。ＮａＨＳ组于每次注射匹罗卡品前２５ｍｉｎ
分别给予大鼠腹腔注射Ｈ２Ｓ外源性供体ＮａＨＳ（１４μｍｏｌ／ｋｇ），ＮＣ
组及ＥＰ组腹腔注射相同体积的生理盐水。

１．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠学习记忆能力
　　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫装置和实验方法参照文献［４］，分别检测各

组大鼠定位航行逃避潜伏期、空间探索原平台象限的有效时

间、原平台象限游泳距离占总距离的百分比以及穿越平台

次数。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测海马组织ＣＢＳ和ＣＲＥＢｍＲＮＡ
的表达

　　在２、２４ｈ、７、３０ｄ时间点，大鼠迅速断头取脑，在冰盘取海

马，按试剂盒操作说明提取总 ＲＮＡ，取收集的 ＲＮＡ母液２０μｌ

加ＤＥＰＣ水９８０μｌ稀释 （×５０）后，采用 Ｔｕ１８１０紫外分光光

度仪检测ＲＮＡ纯度和浓度，重复３次，Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值在

１．６～２．０范围内表示ＲＮＡ纯度较理想，并根据Ｄ（２６０）值计算

出ＲＮＡ样品母液浓度［ＲＮＡ浓度＝Ｄ（２６０）×４０μｇ／ｍｌ×稀释

倍数］，配制５０ｎｇ／μｌ的ＲＮＡ样品液体。从基因ＧｅｎＢａｎｋ检索

设计出引物序列，由 ＴａＫａＲａ生物工程公司合成。ＣＢＳ上游引

物：５′ＴＣＡＴＣＣＴＧＣＣＣＧＡＣＴＣＴＧＴＧ３′，下游引物：５′ＧＧＴＧ

ＣＡＧＡＴＡＧＧＣＴＣＡＧＣＴＣＴＴＧ３′，扩增产物长度为３３８ｂｐ；ＣＲＥＢ

上游引物：５′ＧＣＡＣＴＡＡＧＧＴＴＡＣＡＧＴＧＧＧＡＧＣＡＧＡ３′，下游引

物：５′ＡＣＡＧＴＴＣＡＡＧＣＣＣＡＧＣＣＡＣＡＧ３′，扩增产物长度为

３９１ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ

３′，下游引物：５′ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３′，扩增产

物长度为２２７ｂｐ；逆转录反应：取５０ｎｇ／μｌＲＮＡ，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）

为引物进行反转录及ｃＤＮＡ合成。荧光定量ＰＣＲ反应，反应前

模板稀释６．５倍，反应体系：ｃＤＮＡ２μｌ；上游引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．２５μｌ；下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２５μｌ；ＳＹＢＲｓｕｐｅｒＭｉｘⅡ荧光

混合物１２．５μｌ，模板混合液（上游、下游引物）０．５μｌ；ＤＥＰＣ水

９．５μｌ；ｃＤＮＡ２μｌ；同时每对引物设一阴性对照。反应条件：第

１步：预变性９５℃×８ｍｉｎ，１个循环；第２步：ＰＣＲ反应９５℃×
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１５ｓ，６０℃×１ｍｉｎ，４０个循环；第３步：融解曲线分析，９５℃ ×
３０ｓ；５５℃×１５ｓ；９５℃×３０ｓ，８０个循环，建立 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
融解曲线证实扩增的特异性并分析结果，读取 Ｃｔ值，以管家基
因βａｃｔｉｎ为内参，用ＣＢＳ、ＣＲＥＢ基因表达／βａｃｔｉｎ基因表达的
比值进行相对定量分析。

１．６　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对所得各组数
据进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　外源性Ｈ２Ｓ对癫痫大鼠学习记忆能力的影响
２．１．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫定位航行实验　　定位航行实验历时
５ｄ，随着训练次数的增多，各组大鼠逃避潜伏期均有不同程度
的缩短，与ＮＣ组比较，ＥＰ组逃避潜伏期明显延长（Ｐ＜０．０１），
ＮａＨＳ组较ＥＰ组逃避潜伏期明显缩短 （Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　各组大鼠定位航行实验逃避潜伏期比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 第１天 第２天 第３天 第４天 第５天

ＮＣ组 ２４．８±１２．４ａ１６．５±１０．２ａ ８．９±８．４ａ ７．１±６．１ａ ６．９±３．８ａ

ＥＰ组 ５０．８±１６．９ ３３．８±１０．８ ３０．８±９．６ １２．８±８．２ １１．５±６．９

ＮａＨＳ组 ２６．４±１０．５ａ１９．７±８．８ａ ９．９±４．８ａ ８．８±３．７ａ ７．９±３．２ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＥＰ组比较

２．１．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫空间探索实验　　与 ＮＣ组比较，ＥＰ组
和ＮａＨＳ组第３象限探索有效时间均显著缩短 （Ｐ＜０．０５），ＥＰ
组在第３象限游泳距离占总距离的百分比以及穿越平台次数
均较ＮＣ组明显减少（Ｐ＜０．０１）；与ＥＰ组比较，ＮａＨＳ组第３象
限探索有效时间明显延长、第３象限游泳距离占总距离的百分
比显著增大、穿越平台次数明显增多（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。从
搜索策略来看，ＮＣ组和 ＮａＨＳ组大鼠的游泳轨迹主要集中在
平台及其周围，ＥＰ组大鼠的游泳轨迹则主要集中在水池边缘，
没有明显的各象限区别（表２）。

表２　各组大鼠原平台象限探索有效时间、游泳距离占总距离

百分比及穿越平台次数（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 探索有效时间 （ｓ） 游泳距离／总距离（％） 穿越平台次数（次）

ＮＣ组 ６．９８±１．３６ ４０．２３±６．３６ ６．６１±１．１４

ＥＰ组 ５．６３±４．８２ａ ２７．３６±８．４６ｂ ２．７１±１．００ｂ

ＮａＨＳ组 ６．４０±１．４３ａｃ ３６．１１±５．００ａｃ ５．６３±１．１６ａｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与

ＥＰ组比较

２．２　外源性对癫痫大鼠海马 ＣＢＳ和 ＣＲＥＢｍＲＮＡ表
达的影响

　　ＥＰ组大鼠海马 ＣＢＳｍＲＮＡ表达在２、２４ｈ时高于 ＮＣ组
（Ｐ＜０．０５），在７、３０ｄ时低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；ＮａＨＳ组海马
ＣＢＳｍＲＮＡ表达在７、３０ｄ时均高于 ＥＰ组（Ｐ＜０．０５）。与 ＮＣ
组比较，ＥＰ组大鼠海马组织 ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达在２、２４ｈ时显
著升高（Ｐ＜０．０５），而７、３０ｄ时显著下降（Ｐ＜０．０５）；ＮａＨＳ组
在２４ｈ、７ｄ和 ３０ｄ时 ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达量明显高于 ＥＰ组
（Ｐ＜０．０５）；与 ＮＣ组比较，ＮａＨＳ组在７、３０ｄ时 ＣＲＥＢｍＲＮＡ
表达量无明显差异（Ｐ＞０．０５）。见表３。

３　讨论

　　大鼠在注射匹罗卡品后，可出现起源于边缘系统
的类似人类颞叶癫痫的痫性发作，并可以发展为 ＳＥ，
表明匹罗卡品诱发的癫痫大鼠模型具有与人类颞叶癫

痫相似特征。癫痫发生后，患者或动物常伴有学习记

忆力减退等认知功能受损的表现［１－２］。本研究结果也

显示，癫痫大鼠空间学习记忆能力明显下降，并用外源

性Ｈ２Ｓ供体ＮａＨＳ干预后可显著改善癫痫大鼠空间学
习记忆能力，提示癫痫大鼠脑认知功能障碍可能与脑

内的Ｈ２Ｓ有关。
　　Ｈ２Ｓ是近年来发现的第３类新型气体信号分子，
可作为细胞内和细胞间的信号传导分子，在心血管系

统和神经系统中有重要的生理作用［５］。脑内 Ｈ２Ｓ合
成的主要酶是ＣＢＳ，小鼠的ＣＢＳ基因敲除后脑内几乎
测不到 Ｈ２Ｓ，改变 ＣＢＳ的活性可以调节 Ｈ２Ｓ的生
成［６］，ＣＢＳ主要分布在脑组织中，尤其在海马中高度
表达［７－８］。在体内的Ｈ２Ｓ１／３以气体形式存在，２／３以
ＮａＨＳ形式存在，体内的Ｈ２Ｓ与ＮａＨＳ之间存在动态平
衡关系，有利于内环境的稳定［７］。Ｈａｎ等［９－１０］研究发

现，Ｈ２Ｓ外源性供体 ＮａＨＳ可明显减轻反复热性惊厥
所致的幼年大鼠海马神经元的损伤，而 ＣＢＳ抑制剂
ＨＡ则可明显的加重其海马神经元的损伤；Ｈ２Ｓ还可通
过上调内源性抗氧化系统活性，增加抗氧化剂谷胱甘

肽水平，对抗氧化应激对细胞的伤害作用［１１］。本研究

发现，癫痫发生后，大鼠海马ＣＢＳｍＲＮＡ表达呈现早

表３　各组大鼠海马组织ＣＢＳ和ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达比较（ＣＢＳ、ＣＲＥＢｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ，珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

ＣＢＳｍＲＮＡ ＣＲＥＢｍＲＮＡ
组别

２ｈ ２４ｈ ７ｄ ３０ｄ ２ｈ ２４ｈ ７ｄ ３０ｄ

ＮＣ组 １２５±１０ １２０±１６ １３２±２９ 　１０８±２６　 １２４±１０ １０７±６７ １０７±２９ １５４±２６

ＥＰ组 １３２±１１ａ １４８±２４ａ ９５±４ａ ９８±８ａ １８６±１１ａ １６５±８２ａ １００±４ａ １３２±８ａ

ＮａＨＳ组 １３４±９ａ １３０±２６ａｂ １５９±４ａｂ １０６±３０ｂ １９３±９ａ １８３±２６ａｂ １０７±４ｂ １５３±９８ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥＰ组比较
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期（２、２４ｈ）上调，晚期（７、３０ｄ）下调的变化，提示Ｈ２Ｓ
可能参与了癫痫的发生、发展过程。同时，本实验发现

ＮａＨＳ干预后可显著上调癫痫大鼠海马 ＣＢＳｍＲＮＡ表
达，从而可使癫痫大鼠海马 Ｈ２Ｓ生成增加，以发挥其
神经保护作用。并已有研究表明，Ｈ２Ｓ可通过激活
ｃＡＭＰ途径，增强ＮＭＤＡ受体介导的反应，诱发 ＮＭＤＡ
受体依赖型的海马ＣＡ１ＬＴＰ［６］，而海马 ＬＴＰ是学习记
忆的神经学生理学基础，这可能是 ＮａＨＳ干预后可改
善癫痫大鼠空间学习记忆能力的机制之一。

　　本研究发现，外源性 Ｈ２Ｓ供体 ＮａＨＳ还可显著提
高癫痫大鼠海马 ＣＲＥＢｍＲＮＡ的表达。ＣＲＥＢ作为记
忆功能分子在１９８７年被Ｍｏｎｔｍｉｎｙ发现并命名，ＣＲＥＢ
可调节位于其下游的大量基因的转录，参与神经元存

活、分化、生长重要作用［１２－１３］。ＣＲＥＢ在学习记忆过
程中的重要作用已得到充分的肯定，被确定为影响记

忆存储的关键蛋白，且与 ＬＴＰ和突触可塑性相关［１４］。

提高ＣＲＥＢ活性或功能有望成为改善学习记忆功能的
新途径，甚至可能改善正常衰老相关的学习记忆功能

下降［１４－１５］。本研究结果显示，癫痫大鼠早期 ＣＲＥＢ
ｍＲＮＡ表达并未下调，这可能是对癫痫脑损伤做出的
一种内源性保护性效应，但在持续反复癫痫发作过程

中ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达水平下降；用外源性 Ｈ２Ｓ供体
ＮａＨＳ干预后，癫痫大鼠海马 ＣＢＳｍＲＮＡ表达上调，从
而可使癫痫大鼠海马Ｈ２Ｓ生成增加，使癫痫大鼠海马
ＣＲＥＢｍＲＮＡ表达上调，认知功能得到明显改善。提
示Ｈ２Ｓ刺激癫痫大鼠海马ＣＲＥＢ的表达可能是其发挥
神经保护及其促进学习记忆作用的机制之一。

　　本研究结果表明，ＮａＨＳ可显著改善癫痫大鼠认
知功能缺陷，提高癫痫学习记忆能力，其机制可能与上

调海马ＣＢＳ和 ＣＲＥＢ的表达有关。这为探讨 Ｈ２Ｓ提
高学习记忆能力的分子机制补充了新内容，为临床上

防治癫痫脑认知功能缺陷提供了新的思路。
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