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姜黄素通过抑制外伤性癫痫鼠脑组织中ｍＴＯＲＣ１的表达发挥抗癫痫效应

陆　波，谢延风，石全红，但　炜，詹　彦，潘凉泽，胡铁弋　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经外科）

　　［摘要］　目的　探讨姜黄素在外伤性癫痫鼠中的抗癫痫效应及对哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合
物１（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲｃｏｍｐｌｅｘ１，ｍＴＯＲＣ１））表达的影响。方法　１２０只ＳＤ雄性大
鼠按抽签法随机分为对照组、模型组和干预组，每组４０只。模型组与干预组构建大鼠皮质铁离子注射
癫痫模型，对照组予以生理盐水注射，干预组于造模前１ｈ腹腔注射姜黄素，连续１４ｄ。各实验组于造
模后６、２４ｈ、３、７、１４ｄ时间点进行相应实验。观察大鼠癫痫发作情况，记录大鼠皮层脑电图特点，透射
电镜观察注射侧皮层神经元，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠注射侧皮层 ｍＴＯＲＣ１蛋白的表达及其磷酸化程度
（ｐｍＴＯＲＣ１），免疫组化法检测ｐｍＴＯＲＣ１蛋白在大鼠注射侧皮层中的表达。结果　对照组未见癫痫
发作，干预组较模型组癫痫发作次数明显减少（Ｐ＜００５），发作程度明显减轻（Ｐ＜００５）；脑电图提示
干预组脑电波波幅及癫痫波次数较模型组明显减低（Ｐ＜００５）；电镜见模型组大鼠神经元变性、死亡等
改变，干预组大鼠神经元亚细胞结构基本正常；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ｍＴＯＲＣ１蛋白在模型组中各
时间点磷酸化激活程度均显著高于对照组（Ｐ＜００５），并于术后２４ｈ达到峰值，在干预组中ｐｍＴＯＲＣ１
显著低于模型组（Ｐ＜００５）；免疫组化结果提示ｐｍＴＯＲＣ１在对照组中低表达，模型组中显著高于对照
组 （Ｐ＜００５），干预组中ｐｍＴＯＲＣ１显著低于模型组（Ｐ＜００５）。结论　在外伤性癫痫大鼠中，姜黄素
可能通过抑制ｍＴＯＲＣ１磷酸化激活而发挥抗癫痫效应。
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　　外伤性癫痫（ｐｏｓｔｔｒａｕｍａｔｉｃｅｐｉｌｅｐｓｙ，ＰＴＥ）是颅脑
损伤后的常见并发症，常给患者带来极大影响，对于其

发生机制和治疗的研究一直是神经科学关注的重点。

近年研究表明，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物 １
（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ ｃｏｍｐｌｅｘ１，
ｍＴＯＲＣ１）介导的信号通路异常激活与外伤性癫痫有
着重要联系，在脑外伤及ＰＴＥ动物模型中 ｍＴＯＲＣ１磷
酸化激活，活化的 ｍＴＯＲＣ１通过磷酸化下游多种效应
分子可产生多重病理生理改变进而参与癫痫的发生、

发展，而抑制 ｍＴＯＲＣ１具有抗癫痫发生的作用［１－３］。

姜黄素是一种具有多重神经保护作用的多酚类化合

物，对ＰＴＥ也表现出一定的治疗作用［４］，但国内外此

类研究较少，其发挥抗癫痫作用的机制仍不完全清楚，

姜黄素是否通过调节 ｍＴＯＲＣ１而发挥抗癫痫作用尚
少见相关报道。本研究试图探究姜黄素在 ＦｅＣｌ３皮层
注射所致外伤性癫痫鼠模型中的抗癫痫效应以及对

ｍＴＯＲＣ１磷酸化的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　试剂：１００ｍｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３溶液（Ｓｉｇｍａ公司），兔抗

鼠ｍＴＯＲＣ１、ｐｍＴＯＲＣ１２４４８单克隆抗体（ＣＳＴ公司），兔
抗鼠ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（北京博奥森生物技术有限
公司），姜黄素（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２　动物及分组
　　雄性健康成年 ＳＤ大鼠 １２０只，体质量 ２００～

２５０ｇ，由重庆医科大学实验动物中心供给。按抽签法
随机分为对照组、模型组和干预组，每组４０只。模型
组及干预组构建大鼠皮层注射 ＦｅＣｌ３所致外伤性癫痫
模型。干预组于造模前１ｈ腹腔注射姜黄素［２００ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）稀释溶解］［５］，连续
１４ｄ，对照组及模型组注射相同体积 ＤＭＳＯ。各组于
造模后６、２４ｈ、３、７、１４ｄ时间点分别选取８只大鼠进
行实验。

１．３　外伤性癫痫模型构建
　　大鼠用３．５％水合氯醛溶液（１ｍＬ／１００ｇ）腹腔麻
醉后于立体定位仪上固定，手术处理后用微量注射针

将ＦｅＣｌ３（１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ１．５）溶液５μＬ于５ｍｉｎ内
匀速注射至大鼠左侧感觉运动皮层（矢状缝旁２ｍｍ
冠状缝后１ｍｍ），进针深度 ３ｍｍ，注射完后留针头
５ｍｉｎ以防外溢，对照组用同样方法注射等量生理盐
水［６］。各实验组大鼠于注射孔外另钻５孔，参考 Ｄ’
Ａｍｂｒｏｓｉｏ等［７］的方法以前囟为原点，矢状缝为ｙ轴，过
原点作垂直于ｙ轴直线ｘ轴，单位ｍｍ，以坐标１（－４，
０），２（４，０），３（－４，－６），４（４，－６）钻４个孔，额骨正
中钻孔５做参考电极。将前端钝圆的螺丝置于孔内，
紧贴硬脑膜，牙托粉固定电极。

１．４　外伤性癫痫模型行为学观察及成功的判定
　　造模后持续观察大鼠 ６ｈ行为学改变，用改良
Ｒａｃｉｎｅ评分法［６］（无任何癫痫发作记０分；凝视发作记
１分；规律点头或湿狗样抖动，伴或不伴面部抽动记
２分；单侧前肢抖动记３分；站立、双前肢抖动及持续性
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点头记４分；双侧肢体颤动，失去平衡跌倒而全身性强
直阵挛性发作记５分；发作衰竭死亡记６分），将≥３分
视为造模成功，对造模失败及死亡的大鼠剔出实验并补

齐。以后每日连续观察６ｈ，记录癫痫发作情况。
１．５　皮层脑电图记录
　　于各时间点处死大鼠前监测大鼠皮层脑电１ｈ，以
尖波、棘波波幅到背景波２倍及以上并且超过５ｓ认
为脑电图癫痫波发作，记录各组大鼠脑电波幅及癫痫

波次数。脑电图采集参数：高频滤波 ３５Ｈｚ，灵敏度
０８μＶ，扫描速度３０ｍｍ／ｓ，波幅５ｍｍ／５０μＶ，时间常
数０．３ｓ［８］。
１．６　标本采集及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化及透射电镜

检测

　　各组大鼠于各时间点用 ３．５％ 水合氯醛溶液
（１ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射麻醉后，选取其中４只迅速断
头取脑，取注射部位皮层脑组织以 ４℃ ＰＢＳ缓冲液
１００ｍＬ冲洗 ３次后置入 －８０℃冰箱内保存，用于
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。剩余大鼠用生理盐水及４％多聚甲
醛经左心室灌注后，取注射孔周围皮层脑组织并分为

两部分，分别于４％多聚甲醛及４％戊二醛溶液中浸泡
后用于免疫组织化学及透射电镜检测。

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：提取蛋白质后用 ＢＣＡ法检测
蛋白质浓度并标化，用ＧＡＰＤＨ为内参蛋白。蛋白样品
加入变性缓冲液后于沸水中保持５ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ后上样，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转至硝酸纤维膜，
于５％脱脂牛奶中４℃封闭过夜；分别加入抗ｐｍＴＯＲＣ１
抗体（１∶１０００）、抗ｍＴＯＲＣ１抗体（１∶１０００）、抗ＧＡＰＤＨ
抗体（１∶２０００）４℃孵育过夜，加入二抗（１∶４０００）于
３７℃孵育１ｈ，ＤＡＢ法显色，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软
件对蛋白条带进行灰度值定量分析并统计。

　　免疫组化检测：取出已包埋的石蜡块行冠状面切
片，片厚５μｍ，ＳＰ染色。ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。
抗ｐｍＴＯＲＣ１一抗浓度为１∶１００。４００倍光镜视野下
观察组化染色结果，采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析
系统半定量分析免疫阳性产物平均光密度值。

　　透射电镜观察：切取注射孔周围皮层脑组织，标本
大小为１ｍｍ３，于４％戊二醛中固定后按要求进行电镜
标本制备，透射电镜下观察神经元超微结构。

１．７　统计学分析
　　计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计
软件进行数据处理，多组间均数比较用单因素方差分

析，用ＬＳＤｔ检验比较两两之间的差异。

２　结果

２．１　行为学观察
　　对照组大鼠无癫痫发作。模型组及干预组均可见
癫痫发作，造模成功率分别为模型组８５．１％（４０／４７），
干预组８１．６％（４０／４９）。大鼠于造模后约１．５ｈ麻醉
清醒，出现不停头颈右偏，右侧绕尾打转，过程中可见

不同程度的发作，如规律点头、凝视、面部抽动、单侧的

前肢抖动、双前肢抖动和持续性点头、站立、双侧肢体

颤动、跌倒、全身强直阵挛性发作。发作后可见瘫软，

发作间期大鼠易激惹、进食减少，实验中无大鼠衰竭死

亡。癫痫发作频率及等级均在造模后６ｈ内最高，平
均６～３０ｍｉｎ就发作１次，持续１～３ｍｉｎ，３ｄ内癫痫
发作频率仍较高，７ｄ后发作次数有所减少，但仍可见
癫痫发作。干预组大鼠癫痫发作次数较模型组显著减

少（Ｐ＜００５），发作程度明显减低（Ｐ＜００５，表１）。
２．２　皮层脑电图结果
　　对照组大鼠的脑电以 β、α为主，散在 θ波，波幅
均值小于２００μＶ，未见癫痫波。各时间点模型组及干
预组均可见癫痫波，表现为单棘波、双棘波、棘慢波、尖

波等多种形式，波幅可高达３００μＶ，发作后可有抑制
波。波形异常程度与大鼠癫痫的发作次数及严重程度

基本一致。模型组主要在１、３导联观察到癫痫波，偶
可见全脑爆发样癫痫波，脑电波平均波幅显著高于对

照组（Ｐ＜００５）。干预组在１、３导联可见癫痫波，未
见全脑爆发样癫痫波，脑电波平均波幅及癫痫波发作

次数较模型组均显著减低（Ｐ＜００５，图１，表２）。

表１　各组大鼠不同时间癫痫发作次数及行为学评分 （ｎ＝４０，珋ｘ±ｓ）

６ｈ ２４ｈ ３ｄ ７ｄ １４ｄ
组别

次数 评分 次数 评分 次数 评分 次数 评分 次数 评分

对照组 ０ １．０３±０．４７ ０ １．０２±０．４７ ０ １．１７±０．２５ ０ １．２２±０．２５ ０ １．１８±０．２１

模型组 ８．８±１．７ａ ４．１１±０．２０ａ １４．９±２．０ａ ４．１０±０．２２ａ １９．９±２．８ａ ４．００±０．２２ａ ２４．５±３．４ａ ３．９３±０．１４ａ ３１．５±４．２ａ ３．８１±０．１１ａ

干预组 ５．２±１．４ｂ ３．８２±０．１３ｂ ７．４±１．５ｂ ３．７３±０．１０ｂ ８．５±１．２ｂ ３．６７±０．１１ｂ ９．４±１．３ｂ ３．６２±０．１３ｂ １０．３±１．８ｂ ３．６１±０．１５ｂ

ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与模型组比较
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表２　各组大鼠不同时间癫痫波次数及脑电波平均波幅比较 （ｎ＝４０，珋ｘ±ｓ）

６ｈ ２４ｈ ３ｄ ７ｄ １４ｄ
组别

次数 波幅（μＶ） 次数 波幅（μＶ） 次数 波幅（μＶ） 次数 波幅（μＶ） 次数 波幅（μＶ）
对照组 ０ ７１．９７±１１．２３ ０ ６７．９７±１４．６５ ０ ７２．７０±１２．８０ ０ ７１．８８±１２．５９ ０ ６９．２４±７．７６
模型组 １１．１±２．２ａ２１１．４３±１９．９３ａ ７．３±１．８ａ ２２３．９２±２４．４２ａ ７．５±２．２ａ ２２６．３８±２０．０６ａ ５．８±２．１ａ ２０７．２６±１６．６３ａ ５．４±２．０ａ ２０８．７５±１７．９３ａ

干预组 ５．１±１．８ｂ １４７．２９±２０．７５ｂ ３．１±１．５ｂ １４１．３２±２１．３６ｂ ２．６±１．４ｂ １３９．９７±１６．９１ｂ １．８±１．２ｂ １２７．２６±２３．０２ｂ １．１±１．０ｂ １１４．９９±１３．３２ｂ

ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与模型组比较
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Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：干预组
图１　造模后２４ｈ各组大鼠皮层脑电图表现
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Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：干预组　Ｍｓ：髓鞘；Ｍｅ：异染色质边聚；Ｃｈ：肿胀的线粒体
图２　造模１４ｄ电镜下观察各组大鼠神经元超微结构 （ＴＥＭ）

２．３　透射电镜观察结果
　　对照组中大鼠注射侧皮层神经元亚细胞超微结构
正常。模型组大鼠在造模早期，部分神经细胞胞质水

肿变性，细胞器破坏减少，异染色质增多。注射第

７天，细胞结构紊乱，染色质边聚，可见早期凋亡。注
射第１４天，可见较多细胞膜结构的溶解和破坏，髓鞘
化改变，大量的肿胀的线粒体、空泡及溶酶体，多量畸

形的细胞核，异染色质凝聚，细胞死亡。干预组大鼠的

情况介于上两组之间，未见明显大量细胞变性、死亡等

改变，神经元亚细胞结构基本正常，少量异染色质聚于

细胞核，尚可见均匀的胞质和丰富的线粒体和内质网

（图２）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　ｍＴＯＲＣ１在各时间点表达无明显组间差异（Ｐ＞
０．０５），提示ｍＴＯＲＣ１在中枢处于稳定表达状态，不受
造模及用药干预的影响。ｐｍＴＯＲＣ１则在对照组中低
表达，在模型组中表达持续增高。以 ｐｍＴＯＲＣ１／
ｍＴＯＲＣ１的比值代表ｍＴＯＲＣ１的活化程度。ｐｍＴＯＲＣ１／
ｍＴＯＲＣ１在模型组中各时间点均显著高于对照组
（Ｐ＜００５），并于术后２４ｈ达到峰值，３ｄ内保持较高
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水平，在干预组中各时间点均显著低于模型组（Ｐ＜
００５，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：模型组；３：干预
组；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜
００５，与模型组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐｍＴＯＲＣ１、ｍＴＯＲＣ１蛋白在各

组大鼠皮层中的表达

２．５　免疫组化检测结果
　　在ｐｍＴＯＲＣ１表达高峰时间点（２４ｈ），取注射点
周边相同位置皮层用免疫组化法，进一步测定其蛋白

的表达。结果显示 ｐｍＴＯＲＣ１主要表达于神经元胞
膜，在对照组皮层神经元中呈弱阳性表达，在模型组神

经元中高表达（０．３３±０．０８），表达量较对照组
（０．０９±０．０２）显著增加（Ｐ＜００５），而干预组中表达
量（０．１１±０．０３）较模型组显著减少（Ｐ＜００５，图４）。

３　讨论

　　脑外伤后颅内出血，红细胞破裂，铁离子沉积等病
理生理改变可使大脑癫痫易感性增加并导致癫痫的发

生，因此人们常用 ＦｅＣｌ３皮层注射来诱导大鼠发生癫
痫［６，８－９］。本实验中，我们在大鼠感觉运动皮层注射

ＦｅＣｌ３后观察其行为学变化６ｈ，发现模型组及干预组
均有明显癫痫发作，并伴有脑电图的异常痫性放电，与

人类ＰＴＥ发作相似，模型组与干预组造模成功率分别
为８５．１％和８１．６％，再次证明其是一种稳定、可靠的
外伤性癫痫动物模型。

　　ｍＴＯＲ是一种相对保守的非典型丝／苏氨酸蛋白
激酶，在控制细胞生长、代谢方面发挥重要作用，当结

合不同组分后形成ｍＴＯＲＣ１和ｍＴＯＲＣ２两种复合体，
其中ｍＴＯＲＣ１与蛋白合成、细胞分化等有着重要联
系，ｍＴＯＲＣ１在接受上游信号后通过磷酸化调节 Ｓ６、
４ＥＢＰ１等众多下游分子而参与多种生理病理过程，其
在信号通路中处于重要的调控位置。在中枢神经系统

中，ｍＴＯＲＣ１呈低表达状态，起到调节神经元生长分
化、突触发生等作用［１］。研究显示：ｍＴＯＲＣ１在中枢内
还具有调控 Ｋ＋、Ｃａ２＋等离子通道以及 ＮＭＤＡ转运体
开放，促进ＩＬ１β等炎性因子释放，调节神经细胞谷氨
酸转运体、ＡＭＰＡ、ＧＡＢＡ等多种氨基酸受体表达的作
用。ｍＴＯＲＣ１异常活化后将会产生一系列复杂的病理
生理改变，使得神经元兴奋性增高、异常细胞同步放电

并最终导致癫痫的发生［１－２，１０－１１］。在脑外伤及 ＰＴＥ
动物模型中研究者们均检测到了 ｍＴＯＲＣ１介导的信
号通路的持续磷酸化激活，而抑制 ｍＴＯＲＣ１后大鼠癫
痫发作的频率及等级均明显减低，同时脑组织中神经

元死亡、星形胶质细胞增生及苔藓样纤维出芽等相关

的ＰＴＥ病理改变也明显减少［３］。本研究发现，对照组
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Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：干预组
图４　免疫组化检测造模２４ｈ后ｐｍＴＯＲＣ１在各组大鼠皮层的表达
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大鼠 ｍＴＯＲＣ１的磷酸化程度很低，而模型组 ｍＴＯＲＣ１
磷酸化程度则显著增加，增加的程度与动物癫痫的发

作次数、严重程度呈现出一致性。结合他人的研究，我

们有理由认为，ｍＴＯＲＣ１异常磷酸化激活是启动外伤
性癫痫发生、发展重要的信号，是癫痫治疗的重要靶

点。目前，一种ｍＴＯＲＣ１抑制剂作为新型的抗癫痫药
已进入临床实验（治疗结节硬化症，常伴难治性癫痫）

阶段［１２］。

　　姜黄素是姜黄属植物来源的多酚类单体分子，易
穿透血脑屏障，具有抗炎、抗氧化、清除自由基等广泛

药理活性［１３］。研究发现其对脑梗死、帕金森病、癫痫

等多种中枢神经疾病均具有一定的治疗作用。本研究

发现，姜黄素可显著减低 ＰＴＥ大鼠的癫痫发作频率和
等级，抑制脑皮质异常放电，减少病灶处皮层神经元的

变性、死亡，从行为学、脑电图和细胞超微结构３个层
次证明姜黄素对 ＰＴＥ大鼠呈现一定的保护作用。体
外研究证实，姜黄素具有抑制 ｍＴＯＲＣ１信号通路作
用［１４］，因此为进一步探究姜黄素发挥抗癫痫效应的机

制，我们检测了大鼠脑组织中 ｍＴＯＲＣ１在干预后的磷
酸化情况。结果显示，干预组大鼠皮质的 ｍＴＯＲＣ１磷
酸化程度处于较低水平，提示姜黄素可能通过抑制

ｍＴＯＲＣ１磷酸化激活而发挥抗癫痫效应。
　　综上所述，我们认为，ｍＴＯＲＣ１蛋白的磷酸化激活
与ＰＴＥ的发生有着重要联系。姜黄素在 ＰＴＥ大鼠中
表现出良好的抗癫痫作用，其效应机制可能和抑制

ｍＴＯＲＣ１活化有关。总之，ｍＴＯＲＣ１在外伤性癫痫发
生、发展中的具体分子机制以及姜黄素在神经保护效

应中的量效关系都还需要进一步研究。
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