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两种海人酸癫痫小鼠模型的建立及比较研究
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经内科１，临床医学研究中心３；６３７０００四川 南充，川北医学院附属医院神经内科２

　　［摘要］　目的　比较分析海人酸（ｋａｉｎｉｃａｃｉｄ，ＫＡ）侧脑室（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ，ＩＣＶ）注射和腹腔
注射（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ，ＩＰ）两种给药路径建立的颞叶癫痫小鼠模型早期的行为学和病理学差
异。方法　１００只Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）雄性小鼠（体质量为２０～２２ｇ），按随机数字表法分
为４组：ＩＣＶ＋ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ（ＮＳ）对照组（ｎ＝１０），ＩＣＶ＋ＫＡ模型组（ｎ＝４０），ＩＰ＋ＮＳ对照组（ｎ＝１０），ＩＰ＋
ＫＡ模型组（ｎ＝４０）。ＩＣＶ＋ＫＡ模型组使用６００ｎＬ的 ＫＡ（０．５ｍｇ／ｍＬ）进行侧脑室注射，ＩＰ＋ＫＡ模型组
按２５ｍｇ／ｋｇ剂量进行腹腔注射，对照组使用等量的生理盐水进行侧脑室和腹腔注射。建立模型 ３ｄ
后，进行行为学、分子生物学（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和神经病理损伤评估（ＦＪＢ染色，ＴＵＮＥＬ染色，免疫荧光染
色）。结果　两对照组无痫性发作，两模型组均出现痫性发作。ＩＰ＋ＫＡ组与 ＩＣＶ＋ＫＡ组死亡率分别为
４７．５０％和６５．００％，造模成功率分别为８０．００％与６０．００％。与 ＩＰ＋ＫＡ组比较，ＩＣＶ＋ＫＡ组小鼠模型成
功率明显增高而死亡率明显减少。ＦＪＢ染色和ＴＵＮＥＬ染色结果显示，与 ＩＰ＋ＫＡ组比较，ＩＣＶ＋ＫＡ组海
马的神经变性和凋亡改变程度变化更加明显（Ｐ＜０．０５）。与 ＩＰ＋ＫＡ组比较，ＩＣＶ＋ＫＡ组海马凋亡蛋白
表达差异也有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光结果显示，ＩＣＶ＋ＫＡ和 ＩＰ＋ＫＡ组海马和皮层的星形胶
质细胞和小胶质细胞较对照组明显激活（Ｐ＜０．０５），但是ＩＣＶ＋ＫＡ组海马和皮层的胶质细胞激活程度均
强于ＩＰ＋ＫＡ组（Ｐ＜０．０５）。ＩＣＶ＋ＫＡ组海马和皮层的 ＧＦＡＰ和 Ｉｂａ１蛋白表达均高于 ＩＰ＋ＫＡ组
（Ｐ＜０．０５）。结论　两种ＫＡ制备方法均可制备出成功的癫痫模型。但 ＩＣＶ路径制备癫痫小鼠具有更
高的成功率和更少的死亡率，并且神经病理损害程度和胶质细胞激活程度更加明显。
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　　癫痫是一种常见的神经系统疾病，主要特征是反复
出现的大脑节律异常［１］。全球范围内，大约有６５００万
人受其影响。当前认为，癫痫发作的病因是神经网络

内抑制性和兴奋性动力学失衡所致［２］，癫痫的主要治

疗手段是药物治疗，以控制癫痫发作频率和降低复发

风险，但仍有 １／３左右患者对抗癫痫药物产生耐药
性［３－５］。对于这类耐药性局灶性癫痫，最有效的治疗

方法是癫痫手术［５］。尽管癫痫手术能够有效帮助约

７０％的患者，但仍有 ３０％的患者的病情未能得到解
决［６］。因此，深入理解癫痫发作的病理生理机制并据

此研发新的抗癫痫药物是当前急需解决的问题。

　　耐药性癫痫的动物模型的开发与模拟疾病进程紧
密相关。其中，海人酸（ｋａｉｎｉｃａｃｉｄ，ＫＡ）诱导的癫痫
模型因其操作的便利性和研究的灵活性而成为当前常

用的持续性癫痫模型之一［７］。该ＫＡ模型使研究人员
能够深入研究癫痫发作时神经元的异常放电、突触传

递的改变以及神经炎症等病理生理过程，为潜在治疗

靶点的发现提供了重要支持。ＫＡ模型可以通过不同
途径制备，包括侧脑室注射、腹腔注射腹腔注射和海马

内注射，每种方式都具有各自的优势。侧脑室注射可实

现药物直接注入脑脊液，使用相对少的药物量即可达到

诱导效果，减少了潜在的干扰和神经系统损伤［８］。腹腔

注射具有方便快捷、单次量化注射多只动物等优点。

然而，在实际研究中，研究者仍面临如何选择适当模型

的挑战。目前，对于侧脑室注射与腹腔注射两种海人

酸诱导的癫痫模型在病理学特征上差异的系统比较研

究尚不充分。因此，本研究通过制备两种不同途径注

射的癫痫模型，采用病理形态学和分子生物学等检测

方法，初步比较分析这两种模型在死亡率、神经变性、

神经凋亡以及胶质细胞激活等方面的差异，为研究者

选择和应用适当的癫痫模型提供初步的实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　选取１００只８～１２周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠，体质
量为１８～２４ｇ，由陆军军医大学动物中心提供［许可证
号：ＳＣＸＫ（渝）２０１７０００２］。实验操作均符合动物伦理学
要求。饲养于恒温恒湿１２ｈ光照／１２ｈ黑暗交替的ＳＰＦ
级动物房内。小鼠自由摄食饮水，室温控制在２２～２５℃。
１．２　动物分组与模型制备
　　小鼠适应性饲养１周后，所有 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按照
随机数字表法分为４组：ＩＣＶ＋ＮＳ对照组，ＩＣＶ＋ＫＡ模
型组，ＩＰ＋ＮＳ对照组，ＩＰ＋ＫＡ模型组。对照组每组
１０只，模型组每组４０只。
　　侧脑室注射ＫＡ的癫痫模型按照本课题组先前方
法制备［６］。将小鼠放置在２％～４％异氟醚的麻醉诱导
箱中，使小鼠到达足够麻醉深度。剪去小鼠头部毛发，

将小鼠门齿固定于立体定位仪前段门齿钳，双侧头部用

耳杆固定。调整小鼠位置及耳杆松紧度，使小鼠脑平面

位于正中央，且平行于水平面。确认小鼠头部固定牢固

不晃动。头皮处消毒，随后用弯剪沿头部失状线将小鼠

头皮剪开，开口范围为１～２ｃｍ。用１０％Ｈ２Ｏ２去除脑
膜，暴露头骨及囟线，确认前囟点，即Ｂｒｅｇｍａ点的位置。
以Ｂｒｅｇｍａ点为坐标原点调零，调整台面前后高度以确
认前后囟点 Ｚ轴差值在±０．０３ｍｍ。调整台面左右高
度，将Ｂｒｅｇｍａ点左右旁开１．０ｍｍ处颅骨Ｚ轴差值控制
在±０．０３ｍｍ。参考 ＦｒａｎｋｌｉｎＰａｘｉｎｏｓ小鼠脑图谱
（２００１），在侧脑室位置（Ｘ：１．００ｍｍ；Ｙ：－０．２２ｍｍ；Ｚ：－
２．５ｍｍ）做标记。用颅钻在标记处钻孔，用玻璃电极吸
取ＫＡ６００ｎＬ，在标记处缓慢进针，深度为２．５ｍｍ。调
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节注射速度为２０ｎＬ／ｓ。注射后留针５ｍｉｎ，后缓慢退
针。确认小鼠无活动性出血后，缝合小鼠头部皮肤。术

后观察小鼠情况，保证环境温度适宜。小鼠痫性发作达

到成功标准１ｈ后，适当注射０．３％的戊巴比妥钠以中
止癫痫发作。

　　腹腔注射ＫＡ（２５ｍｇ／ｋｇ）建立小鼠癫痫模型参考
文献报道方法进行［９］。对照组在相同时间使用等量

的生理盐水进行注射。建立模型后，进行行为学和脑

电观察，收集标本，使用分子生物学和病理形态学等技

术进行检测。

１．３　行为学评估
　　ＫＡ注射后，痫性发作等级按 Ｒａｃｉｎｅ分级［１０］标准

进行判定。Ⅰ级：耳面部抽搐，胡须纤颤；Ⅱ级：头颈部
抽动，出现点头征；Ⅲ级，前肢痉挛，伴直立位；Ⅳ级：前
肢抽搐伴多肢抽动，肢体强直；Ｖ级全身强直阵挛发
作，失去平衡后跌倒。ＩＣＶ＋ＫＡ组和 ＩＰ＋ＫＡ组小鼠均
出现癫痫活动相关的行为改变，如湿狗样抖动、凝视、

颤动、面部肌肉肌阵挛，运动不能，双前肢抽搐及直立

样抽搐等行为，接着发展为全身性抽搐。癫痫发作达

到Ｒａｃｉｎｅ评分Ⅳ级以上，且持续发作超过３０ｍｉｎ则认
为是模型制备成功。

１．４　实验标本处理
　　制备模型３ｄ后，根据实验要求取各实验组小鼠，
断头取脑，在冰上快速剥离脑组织，分离海马，将其放

入微量离心管中，立即放入－８０℃冰箱中保存，用于
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。另取同组其他实验小鼠，用ＰＢＳ和
４％的多聚甲醛心脏灌注后，断头取脑，脑组织经多聚
甲醛固定２４ｈ后，采用１５％～３０％的蔗糖进行梯度脱
水包埋处理。冰冻切片机切片后进行免疫荧光染色。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平
　　将海马组织置于含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的
ＲＩＰＡ裂解缓冲液中进行均质化。在组织完全裂解后，
在４℃下，以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。收集上清液，
使用ＢＣＡ试剂盒测定所得上清液中的蛋白质浓度。将
蛋白浓度调整为５μｇ／μＬ之后，将１０μＬ蛋白样本及
Ｍａｒｋｅｒ上样到聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶
上，分别在８０、１２０Ｖ条件下进行４０ｍｉｎ电泳。然后在
３００ｍＡ条件下将蛋白质转移到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜
上，该过程持续６０ｍｉｎ。用５％脱脂奶粉将ＰＶＤＦ膜封
闭１ｈ后，ＴＢＳＴ洗涤３次，１０ｍｉｎ／次。随后，ＰＶＤＦ膜置
于一抗孵育盒内，４℃，过夜。一抗：ＧＦＡＰ（１∶１０００，美
国ＣＳＴ公司），Ｉｂａ１（１∶１０００，美国 ＣＳＴ公司），ＢＡＸ，
Ｂｃｌ２（１∶１０００，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）。ＴＢＳＴ洗涤
３次后，膜在室温下用ＨＲＰ标记的二抗（武汉博士德公
司），孵育１ｈ。用ＴＢＳＴ洗涤３次，１０ｍｉｎ／次。将Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ化学发光ＨＲＰ底物显影剂的Ａ和Ｂ溶液以１∶１的
比例混合，并将显影剂均匀涂抹到ＰＶＤＦ膜上。将膜放

在化学发光成像仪的托盘上，并拍摄图像以备存。

１．６　ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＢ染色
　　采用ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＢ（ＦＪＢ）染色技术检测退行性神经
元。使用９５％和１００％乙醇对组织进行梯度脱水处理，
每个浓度的乙醇浸泡时间为３～５ｍｉｎ。使用０．０６％高
锰酸钾溶液浸泡小鼠海马切片１０ｍｉｎ，将０．０１％的ＦＪＢ
染色剂溶解在醋酸中，搅拌至完全溶解，以制备ＦＪＢ溶
液。将处理后的组织切片浸泡在ＦＪＢ染色溶液中，切片
在暗处孵育２０ｍｉｎ。随后用蒸馏水冲洗，风干切片，并
用封片剂封片。使用荧光显微镜观察ＦＪＢ染色的结果。
１．７　ＴＵＮＥＬ染色
　　使用 ＴＵＮＥＬ染色试剂盒（美国 Ｒｏｃｈｅ公司）检测
凋亡细胞。将２５μｍ厚的组织切片贴于组织防脱片
上，随后组织切片用０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００促渗 １０ｍｉｎ。
加入ＴＵＮＥＬ反应混合物，３７℃孵育１ｈ。用ＰＢＳ洗涤
后，样品用 ４′，６二胺基２苯并啉（ＤＡＰＩ）进行 ５ｍｉｎ
的核染色。最后，使用抗荧光淬灭封片剂封片，在荧光

显微镜下进行观察。

１．８　免疫荧光
　　采用免疫荧光染色标记星形胶质细胞标记物
ＧＦＡＰ与小胶质细胞标记物 Ｉｂａ１。取出样本脑片，将
脑片浸入５％的ＢＳＡ中封闭３０ｍｉｎ。将抗体按照（一
抗原液∶一抗稀释液）１∶５００的比例进行稀释，每张脑
片５０μＬ，完全浸没脑片，４℃过夜。第２天取出样本，
用ＰＢＳ清洗，加入稀释好的二抗后，室温孵育２ｈ。随
后每个样本加入 ５０μＬ的 ＤＡＰＩ染色液，室温避光孵
育复染１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后，滴加抗荧光淬灭剂对样本
进行封片处理。使用全景扫描仪对样本图像进行采

集，用ＩｍａｇｅＪ进行统计分析。
１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件进行分析。各组数据
以珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用独立样本ｔ检验，多组间使用
单因素方差齐性检验。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　腹腔注射和侧脑室注射模型诱导的急性发作期
行为学变化

　　２组模型制备后，急性发作期的 ３～５ｈ内，ＩＣＶ＋
ＫＡ组和 ＩＰ＋ＫＡ组发作分级见表１所示。结果显示，
与ＩＰ＋ＫＡ组小鼠比较，ＩＣＶ＋ＫＡ组Ｒａｃｉｎｅ分级Ⅳ级以
上占比明显增高。说明ＩＣＶ＋ＫＡ组具有更明显的癫痫
发作行为学表现。

２．２　腹腔注射和侧脑室注射对小鼠死亡率与成功率
的影响

　　两对照组无痫性发作，两模型组均出现痫性发作。
经ＫＡ注射７２ｈ后，ＩＣＶ＋ＫＡ组与ＩＰ＋ＫＡ组死亡率分别
为４７．５０％和６５．００％（表２），造模成功率分别为８０．００％
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与６０．００％。由此可见，ＩＣＶ＋ＫＡ组的死亡率较ＩＰ＋ＫＡ组
低，但造模成功率高于ＩＰ＋ＫＡ组。结果说明，ＩＣＶ＋ＫＡ组
具有更低的死亡率，但是具有更高的模型成功率。

表１　２组致痫组小鼠急性发作期Ｒａｃｉｎｅ分级（％）
Ｒａｃｉｎｅ分级

组别 ｎ
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

ＩＣＶ＋ＮＳ组 １０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＰ＋ＮＳ组 １０ ０ ０ ０ ０ ０
ＩＣＶ＋ＫＡ组 ４０ ０ ０ ２０ ２５ ５５
ＩＰ＋ＫＡ组 ４０ ０ １０ ３０ ２５ ３５

表２　２组致痫组诱导的小鼠急性发作期死亡率
组别 ｎ 存活数 死亡数 死亡率／％

ＩＣＶ＋ＫＡ组 ４０ ２１ １９ ４７．５０
ＩＰ＋ＫＡ组 ４０ １４ ２６ ６５．００

２．３　侧脑室注射比腹腔注射模型有更明显的神经变
性改变

　　神经元变性是癫痫发作的重要病理性标志。ＦＪＢ
染色是最重要的神经元变性改变的检测方法。因此，

本研究采用ＦＪＢ染色判定两种模型的神经变性改变情
况。在皮层（ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ，ＣＣ）组织，两种模型组并
没有显示出明显的 ＦＪＢ阳性标记细胞。与此相反，在
海马组织，两种模型小鼠都出现明显的 ＦＪＢ阳性标记
物细胞，与ＩＰ＋ＫＡ组比较，ＩＣＶ＋ＫＡ组 ＣＡ３、ＤＧ两区
域显示出更明显的ＦＪＢ阳性标记物细胞，二者之间差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。结果说明，ＩＣＶ＋ＫＡ
组比ＩＰ＋ＫＡ组具备更强烈的神经变性改变。

!" !#

!" !# !" !# !" !#

!" !#

!" !# !" !# !" !#

!" !#

!" !#

!" !# !" !#

$%&'()

组
$*'()

组
$%&'+,

组
$*'+,

组

%
%

区
%
,
-

区
.
/

区

%%

区
%,-

区
./

区

0

0

1

23!!2"

4

25"!2"

4

!5"!2"

6

25"!2"

6

45"!2"

7

75"!2"

7

85"!2"

7

95"!2"

7

-5"!2"

!

95"!2"

!

25"!2"

!

"

:
;
<

阳
性
荧
光
强
度
=

区
域

0

0

1

2 """

4""

7""

8""

9""

4"

7"

8"

9"

!

8

-

9

2

"

:
;
<

阳
性
细
胞
数
=

区
域

%

,

<

%%

区
%,-

区
./

区

$%&>()

组

$*>()

组

$%&>+,

组

$*>+,

组

$%&>()

组

$*>()

组

$%&>+,

组

$*>+,

组

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＣＶ＋ＫＡ组比较

Ａ：各组小鼠的皮层和海马组织ＣＡ３区、ＤＧ区的ＦＪＢ阳性神经元的表达与分布　箭头：示ＦＪＢ阳性细胞；Ｂ：各组

ＦＪＢ阳性神经元的荧光强度量化比较；Ｃ：各组ＦＪＢ阳性神经元数量的量化比较

图１　海人酸腹腔注射与侧脑室注射模型小鼠神经元的神经变性改变（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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２．４　侧脑室注射模型比腹腔注射模型有更明显的神
经凋亡改变

　　在癫痫患者的大脑中，神经元凋亡可能会发生，并
且与癫痫的发病机制密切相关。为更深入比较两种模

型的差异，本研究比较了２种模型的神经元凋亡差异，
以有助于更好地理解癫痫模型的病理生理过程。

ＴＵＮＥＬ染色是最重要的神经元凋亡改变的形态学检
测方法，而 ＢＡＸ（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ）和 Ｂｃｌ２
（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２）是２个与细胞凋亡密切相关的重
要靶蛋白。因此，本研究通过使用ＴＵＮＥＬ染色和凋亡
蛋白表达量检测以判定两种模型的神经凋亡改变情

况。在皮层组织，对照组并没有出现明显的ＴＵＮＥＬ染

色阳性细胞。与此相反，在海马组织，两种模型小鼠都

出现明显的ＴＵＮＥＬ染色阳性标记物细胞（图２Ａ）。与
ＩＰ＋ＫＡ组比较，ＩＣＶ＋ＫＡ组 ＣＡ３，ＤＧ两区域显示出更
明显的ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞，二者之间差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ）。另外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显
示，两模型组 ＢＡＸ和 Ｂｃｌ２蛋白表达差异明显，ＩＣＶ＋
ＫＡ组ＢＡＸ蛋白表达量显著高于 ＩＰ＋ＫＡ组，ＩＣＶ＋ＫＡ
组Ｂｃｌ２蛋白表达量显著低于ＩＰ＋ＫＡ组（图２Ｃ），差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。结果说明，两种癫
痫模型的凋亡程度存在明显差异，与腹腔注射模型相

比，侧脑室注射模型有更明显的神经凋亡改变。
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２．５　侧脑室注射比腹腔注射模型有更明显的星形胶
质细胞激活改变

　　星形胶质细胞是中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）中的一种神经胶质细胞，星形胶质细胞与
癫痫之间存在密切的关联。但两种模型的星形胶质细

胞的激活差异尚不清楚。因此，本研究通过星形胶质

细胞标记蛋白ＧＦＡＰ染色和蛋白表达定量以比较两种
模型的星形胶质细胞的形态学、结构和蛋白表达差异

变化。在皮层组织，与对照组比较，两模型组星形胶质

细胞明显激活。同时，在海马组织，两种模型小鼠都出

现明显的星形胶质细胞激活表现（图３Ａ）。出现胞体
膨胀的细胞体积明显增大、细胞突起数量的明显增多、

更多的不规则分支等特征表现。与 ＩＰ＋ＫＡ组比较，
ＩＣＶ＋ＫＡ组皮层、ＣＡ３，ＤＧ两区域显示出更明显的激
活特征，二者之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图
３Ｂ）。另外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示，两模型组 ＧＦＡＰ
蛋白表达差异明显（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ、Ｄ）。结果说明，两
种癫痫模型的星形胶质细胞激活程度存在明显差异。
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２．６　侧脑室注射比腹腔注射模型有更明显的小胶质
细胞激活改变

　　小胶质细胞作为中枢神经系统中的一种免疫细
胞，它们在神经系统中的免疫调节和炎症反应中起着

重要作用。小胶质细胞与癫痫之间存在密切的关联。

在星形胶质细胞比较的基础上，本研究进一步通过小

胶质细胞标记蛋白ＩＢＡ１染色和蛋白表达定量以比较
两种模型的小胶质细胞的形态学、结构和蛋白表达差

异。结果显示，在皮层组织和海马组织中，与对照组比

较，两模型组小胶质细胞明显激活。在激活状态下，小

胶质细胞的胞体会显著膨胀，变得更加肿胀；展示出更

多和更长的细胞突起；分支变得更加复杂和丰富

（图４Ａ）。与ＩＰ＋ＫＡ组相比，ＩＣＶ＋ＫＡ组皮层、ＣＡ３，
ＤＧ两区域显示出更明显的激活特征，二者之间差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。另外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果也显示，两模型组ＩＢＡ１蛋白表达差异明显，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ、Ｄ）。结果说明，两种癫
痫模型的小胶质细胞激活程度存在明显差异。
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３　讨论

３．１　模型制备方法对病理表现的影响
　　ＫＡ因其生理相似性、可控性和高度可重复性而
成为研究癫痫病理机制、药物筛选和治疗策略的重要

工具。然而，目前常见的 ＫＡ模型制备方法包括脑局
部注射和全身（腹腔）注射，这两种方法在病理表现上

是否存在差异尚不清楚。本研究结果表明，采用 ＩＣＶ
方式制备的模型小鼠具有更低的死亡率、更明显的癫

痫发作行为学表现、较重的病理损伤（如凋亡和神经

变性改变），以及更明显的胶质细胞激活等特征。这

些特征的差异有助于更深入地理解脑病理损伤和胶质

细胞激活在癫痫发作中的作用。

３．２　神经元凋亡与癫痫发病机制的关联
　　在癫痫中，不正常的神经元电活动可能导致神经
细胞的凋亡，这种凋亡过程与癫痫的发病机制紧密相

关。在癫痫发作期间，异常的神经元兴奋性和细胞损

伤可能导致细胞内环境的变化，凋亡通路可能被激活，

进而触发神经细胞的程序性死亡。这种神经凋亡可能

对癫痫的发展和持续性有重要影响，包括影响神经网

络的结构和功能，从而在癫痫的发作和发展中扮演着

重要角色［１１］。此外，在癫痫的发展中氧化应激是一个

重要因素。氧化应激可以通过激活或抑制特定的信号

通路来促进或阻止神经元的凋亡。研究表明，氧化应

激在癫痫引起的不同类型的神经元死亡中发挥着关键

作用［１２］。本研究通过ＴＵＮＥＬ染色法详细比较了两种
模型中的凋亡特征。结果显示，相比于腹腔注射模型，

侧脑室注射模型中神经细胞的凋亡更为显著。

３．３　神经变性在癫痫中的作用
　　神经变性，指神经系统中神经元结构和功能的逐
渐受损，通常涉及多种机制，如氧化应激、线粒体功能

障碍、细胞凋亡和炎症［１３］。在癫痫领域，神经变性的

作用机制复杂，既可能是癫痫的原因，也可能是其结

果［１４］。癫痫的反复发作可引发缺血、缺氧等病理变

化，这些变化可能进一步加剧神经变性。而神经的受

损和变性也可能增加癫痫发作的频率和严重性，形成

一种恶性循环。为了更深入地探讨腹腔注射和侧脑室

注射 ＫＡ模型对神经变性的影响，本研究运用了 ＦＪＢ
染色方法进行了检测。ＦＪＢ作为一种阴离子荧光染
料，可以有选择性地标记脑片上的变性神经元，包括神

经元胞体、树突、轴突和轴突终末［１５］。本研究结果显

示，腹腔注射ＫＡ制备的癫痫模型中，ＦＪＢ标记的变性
神经元数量明显低于侧脑室注射模型，这２组之间存

在显著性差异。这一发现强调了腹腔注射和侧脑室注

射ＫＡ对模型神经变性的影响存在显著差异。
３．４　胶质细胞激活与癫痫发展的关系
　　最新研究发现，胶质细胞在癫痫发作期间经历明
显的形态学和分子特征的改变，这些改变可能与其激

活状态紧密相关［１６－１７］。此外，胶质细胞能够释放多种

信号分子，如谷氨酸、ＡＴＰ和乳酸等，这些分子对神经
元的兴奋性产生直接影响，从而促使癫痫发作的发

生［１８］。另外，胶质细胞的活化与神经炎症反应密切相

关，激活的胶质细胞会产生炎症介质，包括细胞因子和

白细胞黏附分子，这些分子可以导致神经元的兴奋性

增加，进一步加剧癫痫的风险［１９］。还有研究揭示，激

活的胶质细胞可能参与神经保护机制，以减轻癫痫发

作对神经系统的损害［２０］。本研究进一步揭示，在两种

不同的癫痫小鼠模型中，侧脑室注射模型具有更明显

的胶质细胞激活的形态学和结构特征，表现为胶质细

胞体积增大、细胞突起增多、分支形态不规则明显加剧

等特征。然而，受研究限制，本研究尚未进一步揭示胶

质细胞激活的分子标志物改变，以便更准确地识别激

活状态。

３．５　模型选择对实验结果的影响
　　前述结果可见，两种模型均具备癫痫发作的行为
学特征和表现，均可以模拟癫痫的特定类型、症状或发

病机制方面的效果。同时，两模型均也具备癫痫的一

些常规病理特征表现：神经变性改变、凋亡改变、胶质

细胞激活等。本结果也进一步揭示侧脑室注射模型具

有更明显的病理特征，更能够彰显癫痫模型的重要特

征。但是腹腔注射模型也具备其优势，因为在脑局部

进行特异性观察，如双光子观察，包埋多通道电极、光

纤记录等操作的同时，侧脑室注射会影响到这些操作，

此时，腹腔注射可以发挥较好的优势。另外，腹腔注射

不具备侧脑室注射的局部操作难度大、创伤性和易感

染等特点，并且重复性和一致性稍强。但是这些因素

对实验结果的可靠性和有效性的影响，部分时候还取

决于实验操作人员本身。

　　综上所述，本研究揭示了两种不同癫痫小鼠模型
在死亡率、行为学表型和病理学损伤变化等存在明显

的差异。利用ＩＣＶ路径进行癫痫小鼠的制备，其成功
率较高，死亡率较低，并且在神经病理损伤和胶质细胞

激活方面的表现更为突出，此方法可以作为优选的制

备策略。本研究为模型的选择提供了更全面的视角，

这有助于深入理解癫痫的发病机制，并为潜在的治疗

策略提供有力支持。
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