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两种耐药性颞叶癫痫模型海马硬化及苔藓纤维发芽的

对比

许兰，王丽琨，周鑫，伍国锋
（贵州医科大学附院 急诊医学科，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：用杏仁核电刺激慢点燃和匹罗卡品腹腔注射的方法建立多药耐药性颞叶癫痫模型，对比两种
模型海马神经元坏死及苔藓纤维发芽（ＭＦＳ）情况。方法：ＳＤ大鼠分为正常对照组、杏仁核敏感组、匹罗卡品敏
感组、杏仁核耐药组及匹罗卡品耐药组，每组１０只；后４组大鼠分别采用杏仁核电刺激慢点燃和匹罗卡品腹腔
注射的方法建立颞叶癫痫模型、用苯巴比妥和苯妥英钠或卡马西平进行耐药性筛选，正常组大鼠不做任何处理；

用ＨＥ染色观察海马组织神经元坏死情况，用硫化银染法（Ｔｉｍｍ`ｓ）观察海马组织ＭＦＳ情况。结果：４组模型大
鼠海马ＣＡ３区神经元坏死比例均较正常对照组大鼠明显增多（Ｐ＜００５），且２组模型耐药大鼠高于各自的模型
敏感组（Ｐ＜００５），但２种模型敏感组海马神经元坏死比例比较及２种模型耐药组神经元坏死比例比较，差异
均无统计学意义（Ｐ＞００５）；匹罗卡品敏感组及耐药组大鼠海马组织的ＭＦＳ评分分别高于杏仁核敏感组及耐药
组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：匹罗卡品耐药模型ＭＦＳ程度重，更加有利于癫痫耐药机制的研究。
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　　颞叶癫痫是最常见的耐药性癫痫类型，其主要
的病理改变是海马硬化（ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ＨＳ）及苔藓纤维发芽（ｍｏｓｓｙｆｉｂｅｒｓｐｒｏｕｔｉｎｇ，ＭＦＳ）。
耐药性癫痫模型是研究癫痫治疗过程中发生耐药

的机制及发现新的治疗靶点的重要工具［１－２］。杏

仁核电刺激慢点燃癫痫模型是通过重复不变抽搐

剂量的电刺激、促进模型动物痫性活动强度逐渐增

加、最终出现全身性癫痫，这一动物模型对于研究

癫痫发作时继发全身强直阵挛机制有重要作用；匹

罗卡品癫痫模型则是注射匹罗卡品后迅速诱导癫

痫持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）的发生，２周后
出现自发性癫痫的反复发作［３］：这２种模型都是公
认的颞叶癫痫模型，但哪一种模型更能反映出海马

的ＨＳ或ＭＦＳ，国内外尚没有文献报道。本研究采
用２种方法制作耐药性癫痫模型，观察颞叶 ＨＳ及
ＭＦＳ的改变，探讨哪种模型能够更好地模拟颞叶
耐药性癫痫患者海马的病理改变。

１　材料及方法
１１　主要器材和试剂

ＤＷ－２０００脑立体定位仪、ＢＬ－４２０Ｆ生物机
能实验系统及 ＢＬ－４２０Ｆ刺激器 （成都泰盟科技
有限公司制造），苯巴比妥注射液（上海新亚药业

有限公司），戊巴比妥钠及卡马西平（山东大学齐

鲁医院），匹罗卡品（美国ｓｉｇｍａ公司），自凝牙托粉
（上海齿科材料厂），苯妥英钠粉针剂（武汉远城科

技发展有限公司）。

１２　实验分组
健康成年雄性清洁级 ＳＤ大鼠１４０只，体质量

１８０～２２０ｇ、平均（２００５±４３）ｇ，由贵州医科大学
动物实验中心提供。将大鼠随机分为正常对照组、

杏仁核敏感组、匹罗卡品敏感组、杏仁核耐药组及

匹罗卡品耐药组，正常对照组不予任何处理，其余

４组分别制作杏仁核慢点燃和腹腔注射匹罗卡品
癫痫模型，造模完成后，每组有１０只大鼠进入后续
试验。

１３　模型制作及耐药性模型筛选
１３１　杏仁核耐药性癫痫模型的制作　模型制作

方法参照本课题组文章［４］，模型制作成功后以苯

妥英钠（ｐｈｅｎｔｏｉｎ，ＰＨＴ）及苯巴比妥（ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ，
ＰＢ）筛选耐药模型，依据杏仁核后放电阈值（ａｆｔｅｒ
ｄｉｓｃｈａｒｇｅｓｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＡＤＴ）变化进行抗癫痫药物的
疗效判断，应用抗癫痫药物后与用药前 ＡＤＴ值比
较，给药后ＡＤＴ值不增加或增加小于２０％ 的大鼠
为耐药模型大鼠，ＡＤＴ值增高２０％以上纳入药物
敏感大鼠，ＡＤＴ值变化不定的大鼠不纳入实验
分组。

１３２　匹罗卡品耐药性癫痫模型的制作　选取
ＳＤ大鼠腹腔注射匹罗卡品 ３０ｍｇ／ｋｇ［５］，根据
Ｒａｃｉｎｅｓ分级［６］评价癫痫发作程度，观察大鼠给药

３０ｍｉｎ内有无ＲａｃｉｎｅｓⅣ级以上癫痫发作，若无Ⅳ
级以上发作则每隔３０ｍｉｎ重复注射１０ｍｇ／ｋｇ匹
罗卡品，直至出现Ⅳ级及以上癫痫持续发作；ＳＥ出
现持续９０ｍｉｎ后，用地西泮１０ｍｇ／ｋｇ终止发作，
将１４ｄ后有自发性癫痫发作的大鼠视为造模成
功，在其右侧杏仁核植入电极监测脑电图，植入方

法参考文献［４］。模型制作成功后使用２４ｈ视频
脑电监护系统记录大鼠癫痫发作频率、持续时间及

发作级别。２周后开始筛选耐药模型大鼠，并腹腔
注射ＰＢ［７］，总量３０ｍｇ／ｋｇ，２次／ｄ，给药过程共持
续２周并记录癫痫发作次数和脑电图变化，用 ＰＢ
后癫痫发作持续时间和发作频率减少 ＞５０％的为
药物敏感的大鼠，用ＰＢ后癫痫发作持续时间和发
作频率减少 ＜５０％的为耐 ＰＢ的癫痫大鼠。对耐
ＰＢ的癫痫大鼠，继续选用卡马西平（ｃａｒｂａｍａｚ
ｅｐｉｎｅ，ＣＢＺ）进行耐药性筛选，ＣＢＺ灌胃每次
４０ｍｇ／ｋｇ，３次／ｄ，连续给药１４ｄ。判断方法如 ＰＢ
耐药，对ＰＢ及ＣＢＺ均耐药则入选耐药组。
１４　海马组织病理形态学观察
１４１　海马坏死神经元数量观察　采用 ＨＥ染
色，灌注后取双侧大鼠海马，石蜡包埋及ＨＥ染色。
４００倍镜下在大鼠海马ＣＡ３区选取５个视野，计算
坏死神经元占总细胞数的百分比：坏死神经元细胞

数＜１０％为（＋），坏死神经元细胞数 １１％ ～２５％
为（＋＋），坏死神经元细胞数 ２６％ ～５０％为（＋
＋＋），坏死神经元细胞数＞５０％为（＋＋＋＋）。
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１４２　海马 ＭＦＳ观察　采用硫化银染法（Ｔｉｍｍ＇
ｓ），ＭＦＳ在大鼠海马齿状回和 ＣＡ３区锥体层及起
始层，用于评分的每张切片均取自大鼠大脑中隔

区。采用大鼠海马齿状回及ＣＡ３区ＭＦＳ半定量评
分标准［８］

１５　统计学方法
所有数据用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行分析。

定量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，先进行正
态分布检验及方差齐性检验，多组定量资料比较采

用单因素方差分析，当方差分析出现整体间有统计

学意义的结果时，进一步使用ｑ检验法进行组间的
两两比较，如方差不齐则矫正方差齐性，若不能校

正方差齐性，则改为非参数秩和检验。等级资料

（如神经元细胞数，ＭＦＳ）组间比较，采用χ２检验或
成组设计等级资料的秩和检验。Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２１　模型制作情况
随机选择１０只ＳＤ大鼠为正常对照组。７０只

ＳＤ大鼠制作杏仁核耐药模型，其中５３只完成造模
过程，１８只未有癫痫发作，成功点燃３５只；进行药
物筛选，２只死亡，剩余３３只中有１２只对 ＰＨＴ耐
药，继续进行 ＰＢ耐药性筛选，有２只对 ＰＢ敏感，
最后筛选出耐药组１０只，敏感组１８只，因 ＡＤＴ值
不稳定不能分组５只。最终分别选取杏仁核敏感
组和耐药组各１０只进行实验。６０只ＳＤ大鼠制作
匹罗卡品耐药模型，４４只完成造模过程，其中癫痫
发作２９只，植入电极发生颅内感染死亡１只，麻醉
过量死亡２只，共有２６只完成药物筛选，对 ＰＢ耐
药有１５只，继续进行 ＣＢＺ药物筛选，其中３只对
ＣＢＺ敏感，最后筛选出符合耐药组 １２只，敏感组
１４只，分别选取匹罗卡平敏感组和耐药组各１０只
进行实验。

２２　海马组织病理学观察
２２１　ＨＥ染色观察海马坏死神经元　正常组大
鼠海马ＣＡ３区无明显神经元损伤性改变，海马锥
体细胞呈圆形或椭圆形，色质分布均匀，核仁明显，

未见神经细胞、胶质细胞等形态学改变（图１Ａ）。
杏仁核和匹罗卡品敏感组大鼠海马 ＣＡ３区破坏基
本相似，见图１Ｂ和 Ｄ；耐药组大鼠海马 ＣＡ３区组
织结构明显异常，且匹罗卡品耐药模型较杏仁核耐

药模型破坏更为严重，见图１Ｃ和Ｅ。

２２２　海马 ＣＡ３区神经元坏死情况　正常对照
组的大鼠海马ＣＡ３区仅可见少量神经元坏死，２种
癫痫模型的海马神经元坏死明显加重。２种模型
敏感组海马 ＣＡ３区神经元坏死比例比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）；匹罗卡品耐药组较杏仁核
耐药组神经元坏死比例增加，但差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）；２种模型敏感组及耐药组神经元坏死
比例均较正常对照组明显升高（Ｐ＜００５），且耐药
组高于敏感组（Ｐ＜００５）。见表１。大鼠海马ＣＡ３
区神经元坏死情况采用（＋）～（＋＋＋＋）的半定
量方式进行统计，结果显示：杏仁核敏感组海马坏

死神经元与匹罗卡品敏感组比较，差异无统计学意

义（Ｐ＝０３９）；杏仁核耐药组海马坏死神经元与匹
罗卡品耐药模型比较，差异亦无统计学意义（Ｐ＝
０３６），证明２种模型在海马神经细胞的坏死程度
上无明显差异。

表１　各组大鼠海马ＣＡ３区坏死神经元比例
Ｔａｂ．１　Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｎｅｃｒｏｔｉｃｎｅｒｖｅｃｅｌｌｓｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ３ｉｎｅｐｉｌｅｐｔｉｃａｌｒａｔｓ

　组别 海马坏死神经元比例（％）
对照组 ５．７０
敏感组

　杏仁核模型 １７００（１）

　匹罗卡品模型 １７４０（１）

耐药组

　杏仁核模型 ２２５０（２）

　匹罗卡品模型 ２３４５（２）

注：（１）与正常对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与敏感组比较，Ｐ
＜００５。

２３　海马ＣＡ３区及齿状回ＭＦＳ
正常对照组均未见 ＭＦＳ。杏仁核敏感组可见

海马齿状回的浅颗粒层和内分子层开始出现

ＭＦＳ，齿状回、门区有密集浓染的黑色颗粒，偶尔或
极少见到有ＭＦ穿越齿状回颗粒细胞层到齿状回
内分子层（图２Ａ）。匹罗卡品敏感组可见海马齿
状回的浅颗粒层和内分子层出现ＭＦ发芽、并逐渐
加重，在齿状回外分子层形成密度较小、淡染的色

带，齿状回门区 ＭＦ发芽也逐渐增加，染色密度逐
渐加深（图２Ｂ）。杏仁核耐药组可见海马齿状回颗
粒细胞ＭＦ发芽增加，颗粒细胞轴突穿越颗粒细胞
层，颗粒细胞上区有较多片状分布的 Ｔｉｍｍ颗粒，
内分子层可见散在的Ｔｉｍｍ颗粒，海马锥体细胞层
内有中等程度Ｔｉｍｍ颗粒（图２Ｃ）。匹罗卡品耐药
组海马ＭＦ发芽进行性增加，海马齿状回颗粒细胞
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层可见ＭＦ穿越颗粒细胞层，主要位于齿状回“Ｖ”
字形结构的上、下侧颗粒细胞层，颗粒细胞上区可

观察到连续性的 Ｔｉｍｍ颗粒；齿状回内分子层和
ＣＡ３区起始层出现密集的深染颗粒，形成浓密的

条带（图２Ｄ）。匹罗卡品敏感组 ＭＦＳ的程度较杏
仁核敏感组加重，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），
匹罗卡品耐药组 ＭＦＳ的程度较杏仁核耐药组加
重，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。

注：Ａ为正常对照组，箭头示神经细胞、胶质细胞等未见形态学改变；Ｂ为杏仁核敏感组，箭头示锥体细胞排列疏松、形态
不规则，胞膜皱缩、胞浆变空，核模糊不清，神经细胞减少，胶质细胞轻度增多；Ｃ为杏仁核耐药组，箭头示在Ｂ的基础
上出现胞膜皱缩、胞核固缩；Ｄ为匹罗卡品敏感组，箭头示病理改变基本同Ｂ；Ｅ为匹罗卡品耐药组可见组织结构明
显异常，箭头示在Ｃ的基础上核不规则，多呈三角形，胞浆变红，核固缩或消失，呈现神经细胞明显变少的改变。

图１　各组大鼠海马ＣＡ３区神经元（ＨＥ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ３ｉｎｅｐｉｌｅｐｔｉｃａｌｒａｔｓ

注：Ａ为杏仁核敏感组，Ｂ为匹罗卡品敏感组，均未见明显ＭＦＳ；Ｃ为杏仁核耐药组，锥体细胞的上方有２级ＭＦＳ（箭头处）；
Ｄ为匹罗卡品耐药组，内分子层可见有大量棕黄色的ＭＦＳ，ＭＦＳ穿过锥体细胞层（箭头处），提示有３级ＭＦＳ。

图２　杏仁核和匹罗卡品模型敏感组及耐药组大鼠海马ＭＦＳ情况（Ｔｉｍｍ＇ｓ，×２０）
Ｆｉｇ．２　Ｍｏｓｓｙｆｉｂｅｒｓｐｒｏｕｔｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｒｏｕｐｏｆ

ａｍｙｇｄａｌｏｉｄｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅｍｏｄｅｌ
表２　杏仁核和匹罗卡品模型敏感组及耐药组

大鼠海马ＭＦＳ评分比较（秩和检验）
Ｔａｂ．２　ＭＦＳｓｃｏｒｅｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｇｒｏｕｐｏｆａｍｙｇｄａｌｏｉｄｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅｍｏｄｅｌ

　分组 ｎ
ＭＦＳ评分平均秩次
ＣＡ３区 齿状回

杏仁核敏感组 １０ ９４０ ８５０
匹罗卡品敏感组 １０ １１６０（１） １２５０
杏仁核耐药组 １０ ７７０ ７５０
匹罗卡品耐药组 １０ １３３０（２） １３５０（２）

注：（１）与杏仁核敏感组比较，Ｐ＜００５；（２）与杏仁核耐药组

比较，Ｐ＜００５。

３　讨论

目前癫痫的治疗以药物为主，大多数癫痫患者

经单一或联合用药足疗程、足剂量治疗后发作可得

到控制，但仍有约３０％的患者频繁发作，表现为反
复性癫痫发作［９］。反复发作给患者心理、认知等

方面带来严重负面影响，同时也增加了患者病死

率［１０］。耐药性癫痫是指每个月至少４次的频繁癫
痫发作，经２种以上的一线抗癫痫药物正规治疗２
年以上，仍不能有效改善［１１］。耐药性颞叶癫痫是

成人最常见的局灶性癫痫综合征，目前其病因尚不

明确［１２］。反复癫痫发作患者存在海马进行性硬

化，齿状回的苔藓纤维（ｍｏｓｓｙｆｉｂｅｒ，ＭＦ）异常出芽，
从而产生异位突触联系和回返兴奋环路，引起癫痫

的反复自发性发作［１３－１４］。耐药性癫痫是目前研究

的热点和难点，故选择一种有效的耐药性模型对该

研究至关重要。

杏仁核电刺激慢点燃的耐药癫痫大鼠是一种

有用的耐药性癫痫模型，但成功率低，耗时耗力。

匹罗卡品癫痫模型简单易行，但很多因素影响模型

制作的成功率，这些因素包括动物死亡或不能诱导
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出癫痫持续状态［１５］。ＢｅｔｈｍａｎｎＫ［１］用 ＰＢ及 ＰＨＴ
对杏仁核点燃模型进行耐药性筛选，结果发现对

ＰＢ耐药的癫痫大鼠中，８０％左右对 ＰＨＴ也耐药。
ＰＢ、ＰＨＴ或ＣＢＺ是作用机制完全不同的一线抗癫
痫药，ＰＢ作用于 γ氨基丁酸受体，激活氯离子通
道导致突触后膜超极化，从而抑制突触后神经元的

活动；而ＰＨＴ或ＣＢＺ为钠通道阻滞剂，阻断钠离子
内流从而抑制癫痫病灶内神经元的激活。临床上

对ＰＢ的患者对 ＰＨＴ甚至 ＣＢＺ也耐药，提示对第
一种抗癫痫药无效的患者可能即是耐药性癫痫，因

此选用对２种作用机制不同的抗癫痫药耐药的大
鼠作为耐药癫痫模型是可靠的。ＰＨＴ因副作用大
目前已经逐渐退出临床使用，所以本研究匹罗卡品

癫痫模型筛选用相同机制的ＣＢＺ来替代ＰＨＴ。
颞叶癫痫的特征为复发性癫痫，癫痫反复发作

可致神经细胞坏死和 ＭＦＳ，其中 ＭＦＳ可促进异常
兴奋性环路的形成，最终导致难治性癫痫。ＭＦＳ
是突触重组的主要形式，广泛存在于难治性癫痫患

者和癫痫动物模型的脑组织中［１６］。ＭＦＳ是一种异
常的神经再生、突触重构的过程，与难治性癫痫的

发生、进展密切相关［１７］。成年大鼠海马结构受到

损伤后可发生ＭＦＳ现象［１８］，耐药性癫痫患者海马

齿状回区域存在由 ＭＦＳ造成的异常轴突长出、突
触重建现象［１９］。且颞叶癫痫大鼠随着每一次癫痫

发作，其发作活动会呈逐渐增强趋势，同时伴有更

明显的ＭＦＳ现象［２０］。在本研究中，无论是电点燃

还是化学点燃耐药性模型都有相似的病理改变。

匹罗卡品耐药模型神经元损坏较杏仁核耐药模型

更加严重，但差异没有统计学意义。但两种模型的

海马ＣＡ３区及齿状回的ＭＦ异常出芽非常明显，尤
以匹罗卡品耐药癫痫海马的 ＭＦＳ为甚，与杏仁核
模型的ＭＦＳ相比差异具有统计学意义。这些结果
与Ｗｕ等［２１］研究相似，有明显的神经细胞丢失及

ＭＦＳ，还分离出多种与突触相关的蛋白，认为 ＭＦＳ
与异常兴奋网络的形成密切相关。匹罗卡品诱导

癫痫后，很多在癫痫发作条件下产生的颗粒细胞异

常移位到齿状回区域，这些异源性颗粒细胞具有高

度兴奋性，从而导致 ｐａｐｅｚ环路兴奋性增加，易于
导致癫痫发作［２２］。但其功能还存在争论［２３－２４］，

Ｋｏｙａｍａ等［８］认为预防 ＭＦＳ可能是癫痫治疗的新
策略，但Ｈｅｎｇ等［２５］认为，ＭＦＳ对于癫痫的形成并
非必要，因为他们阻断 ＭＦＳ后并不影响自发性癫
痫的形成及发作频率。研究表明，匹罗卡品诱发癫

痫状态后１ｈ足以导致海马组织 ＭＦＳ［２６］。本实验

中终止ＳＥ的时间基本在６０～９０ｍｉｎ，因此本研究
发现明显的ＭＦＳ就不难解释。

综上所述，２种模型都是可靠的耐药性颞叶癫
痫模型，２者在海马神经元坏死方面无明显差异，
匹罗卡品敏感组和耐药组的ＭＦＳ发芽均较杏仁核
模型明显加重，说明匹罗卡品模型更能够模拟出耐

药性癫痫患者的 ＭＦＳ的改变，更利于耐药性癫痫
发病机制的研究。
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