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［摘要］　目的：探讨戊四氮（ｐｅｎｔｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｚｏｌｅ，ＰＴＺ）化学点燃癫 大鼠在Ｙ迷宫中学习记忆能力与海马脑源性神经营养因

子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）ｍＲＮＡ和蛋白质表达变化的关系，以期为研究癫 患者的记忆损害及其治疗提

供线索。方法：成年健康雄性ＳＤ大鼠随机分为癫 持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）组、ＳＥ对照组、慢性癫 （ｃｈｒｏｎｉｃｅｐｉ

ｌｅｐｓｙ，ＣＥＰ）组和ＣＥＰ对照组。ＳＥ模型按４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射ＰＴＺ溶液，１０ｍｉｎ后注射２０ｍｇ／ｋｇ，然后每１０ｍｉｎ注射１０ｍｇ／

ｋｇ，直至诱发大鼠癫 持续状态发作。ＣＥＰ模型按３５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射ＰＴＺ溶液，每４８ｈ一次，直到连续３次ＲａｃｉｎｅⅣ～Ⅴ
级 性发作。对照组与相应模型组同时腹腔注射同等容量的生理盐水。用交替电刺激Ｙ迷宫试验检测大鼠学习记忆能力，采

用ＲＴＰＣＲ和免疫组织化学法检测大鼠海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ和蛋白质的表达变化。结果：交替电刺激Ｙ迷宫试验中，ＳＥ组大

鼠与ＳＥ对照组相比致 后１ｄ和２ｄ的选择错误总数明显增加（Ｐ＜０．０５）；ＣＥＰ组致 后１ｄ、３０ｄ、３１ｄ的选择错误总数与

ＣＥＰ对照组相比均有明显增加（Ｐ＜０．０５）。在海马中，致 后１ｄ的ＳＥ组和ＣＥＰ组以及致 后３０ｄ的ＣＥＰ组ＢＤＮＦｍＲＮＡ

和蛋白质表达水平均较低。结论：癫 持续状态可导致大鼠短时间的学习记忆功能受损，而慢性癫 引起的学习记忆能力损

伤持续时间较长。癫 所致的学习记忆功能障碍可能与海马ＢＤＮＦ的表达减少有关。
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　　临床发现很多癫 患者除癫 发作症状外，常
伴有学习记忆功能受损，极大的影响了患者的生存

质量［１］。脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕ

ｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）是脑内分布最广的神经营

养因子。研究证明ＢＤＮＦ对基底前脑胆碱能神经
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元等多种神经元的发生和存活都具有促进作用，不
但能抵抗伤害性刺激，促使神经元损伤后的再生，还
能影响突触及神经元的可塑性。近来还证明ＢＤＮＦ
直接参与调节学习和记忆过程。

　　 本研究拟探讨戊四氮 （ｐｅｎｔｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｚｏｌｅ，

ＰＴＺ）化学点燃癫 大鼠在Ｙ迷宫中学习记忆能力
与海马ＢＤＮＦｍＲＮＡ和蛋白质表达变化的关系，以
期为研究癫 患者的记忆损害及其治疗提供线

索。　　　　　　

１　材料和方法

１．１　实验动物与分组　健康成年雄性ＳＤ大鼠７８
只，体质量（２００±２０）ｇ，由河北省实验动物中心提供
［许可证号：ＳＣＸＫ（冀）２００３１００３］。经交替电刺激

Ｙ迷宫试验筛选后获得合格动物７５只，随机分为癫
持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）组、ＳＥ对照组、

慢性癫 （ｃｈｒｏｎｉｃｅｐｉｌｅｐｓｙ，ＣＥＰ）组和 ＣＥＰ对照
组。造模过程中出现死亡或不符合模型要求者，予
以剔除并随机补充，保证每组动物１５只。

１．２　模型制备　ＳＥ模型给予大鼠４０ｍｇ／ｋｇ腹腔
注射ＰＴＺ溶液（美国Ｓｉｇｍａ公司，批号０５６Ｋ１１７４，
浓度为１０ｍｇ／ｍｌ，用生理盐水溶解），１０ｍｉｎ后注射

２０ｍｇ／ｋｇ，然后每１０ｍｉｎ注射１０ｍｇ／ｋｇ，直至诱发
癫 持续状态发作，惊厥行为表现采用Ｒａｃｉｎｅ６级
评价标准［２］。ＣＥＰ模型按３５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射ＰＴＺ
溶液，每４８ｈ一次，直到连续３次ＲａｃｉｎｅⅣ～Ⅴ级
性发作。对照组与相应模型组同时腹腔注射同等

容量的生理盐水。

１．３　交替电刺激Ｙ迷宫试验　造模后１ｄ、２ｄ、３０
ｄ、３０ｄ两个时间点进行交替电刺激Ｙ迷宫试验［３］，
每天进行３０次尝试，规定大鼠受电击后从起始臂直
接逃至安全臂为“正确反应”，先进入通电臂则为“错
误反应”，并记录为１次错误。以动物选择错误次数
作为评价大鼠学习能力的指标。

１．４　海马组织中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 的 ＲＴＰＣＲ 检
测　造模后１ｄ和３０ｄ两个时间点，每组随机选取
大鼠４只，Ｙ迷宫试验结束后迅速分离海马。参照

ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）说明书，提取海马总

ＲＮＡ。逆转录：取８μｇＲＮＡ按照美国Ｐｒｏｍｅｇａ公
司提供的逆转录系统试剂盒说明书在美国ＰＥ公司

ＧｅｎｅＡｍｐ９６００型ＰＣＲ仪中逆转录合成ｃＤＮＡ。根
据文献报道的 ＢＤＮＦ序列，设计合成扩增 ＢＤＮＦ
ｃＤＮＡ的引物，引物由上海生工生物工程技术服务
有限公司合成。引物序列分别为：ＢＤＮＦ上游引物

５′ＣＡＣＴＣＣＧＡＣＣＣＣＧＣＣＣＧＣＣＧ３′；下游引

物：５′ＴＣＣＡＣＴＡＴＣＴＴＣＣＣＣＴＴＴＴＡ３′；扩
增长度３６４ｂｐ。为了准确检测表达水平，选用大鼠

βａｃｔｉｎｃＤＮＡ 引物序列作为内参照。βａｃｔｉｎ上游

５′ＧＣＣＡＴＧ ＴＡＣＧＴＡ ＧＣＣＡＴＣＣＡ３′；下游

５′ＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣＧＡＴＡＧ３′；扩增长
度为３７５ｂｐ。ＰＣＲ总反应体积２５μｌ，按以下步骤进
行扩增，ＢＤＮＦ基因扩增条件为：９４℃２ｍｉｎ，然后

９４℃４０ｓ，５６℃４０ｓ，７２℃４０ｓ（３５个循环），７２℃ 延
伸５ｍｉｎ。扩增目的片段长度为３６４ｂｐ。同时扩增
鼠βａｃｔｉｎ作内参照。产物分析：取ＲＴＰＣＲ产物４

μｌ，加上样缓冲液１μｌ，在１．５％琼脂糖凝胶上电泳，
用ＵＶＰ凝胶图像成像系统扫描定量并摄像电泳条
带的灰度，以确定扩增物的相对量。凝胶图像分析
系统（ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒＶｅｒｓｉｏｎ３．０）分析结果。

１．５　脑组织ＢＤＮＦ免疫组织化学检测　造模后１
ｄ和３０ｄ两个时间点，每组随机选取大鼠６只，Ｙ迷
宫试验结束后迅速常规灌注，开颅取脑，将含有海马
的中段脑组织进行后固定；常规脱水、透明、石蜡包
埋。用石蜡切片机，自视交叉向后呈冠状位连续石
蜡切片，切至出现海马结构，每片厚度为５μｍ，每隔

５张取１张，每个标本取１０张，用于免疫组化染色
及阴性对照实验。

　　ＢＤＮＦ免疫组织化学染色按以下步骤进行：二
甲苯脱蜡，梯度乙醇水化，高压抗原热修复，３％过氧
化氢溶液清除内源性过氧化物酶，１０％正常山羊血
清封闭非特异性抗原，依次滴加兔抗ＢＤＮＦ多克隆
抗体稀释液（１１００）（阴性对照用ＰＢＳ代替一抗），
生物素标记的羊抗兔ＩｇＧ工作液（二抗），辣根过氧
化物酶标记的链酶卵白素工作液（三抗）。ＤＡＢ显
色，上行梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，
光镜下观察海马各分区ＢＤＮＦ的表达。

１．６　统计学处理　各组检测结果以珚ｘ±ｓ表示，所
有数据均采用ＳＡＳ６．１２统计软件包进行ｔ检验或
单因素ＡＮＯＶＡ分析。

２　结　果

２．１　致 模型建立情况　ＳＥ组大鼠２５只，发作达

Ｒａｃｉｎｅ标准Ⅳ～Ⅴ级、持续３０～６０ｍｉｎ为造模成
功，１０只因强直收缩死亡。ＣＥＰ组大鼠２０只，１６～
２２次注射后有１５只出现连续３次ＲａｃｉｎｅⅣ～Ⅴ级
发作，达到完全点燃，５只因强直收缩死亡。脑电图
检查示，ＳＥ模型者呈尖慢波、尖波和棘波发放；

ＣＥＰ模型者显示在低幅的９～１１Ｈｚα背景节律下，
阵发出现高幅多棘波；对照组脑电活动无癫 放电。

２．２　交替电刺激 Ｙ迷宫试验　与各对照组相比，
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各模型组致 前１ｄ和２ｄ的选择错误总数均无明
显差异，且各组致 前２ｄ的选择错误总数均明显
小于致 后１ｄ（Ｐ＜０．０５，表１）；ＳＥ组致 后１ｄ、２

ｄ及ＣＥＰ组致 后１ｄ、３０ｄ、３１ｄ的选择错误总数
明显增加（Ｐ＜０．０５），ＳＥ组致 后３０ｄ、３１ｄ的选
择错误总数无明显差异（表１）。

表１　致 前后各组大鼠在交替电刺激Ｙ迷宫中选择错误总数的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｏｔａｌｅｒｒｏｒｉｎＹｍａｚｅｉｎｒａｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ
（ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｐｒｅｋｉｎｄｌｉｎｇ

２ｄ １ｄ
Ｐｏｓｔｋｉｎｄｌｉｎｇ

１ｄ ２ｄ ３０ｄ ３１ｄ
ＳＥｃｏｎｔｒｏｌ １１．７±２．７ ８．５±３．１ ７．７±２．７ ７．３±３．２ ８．１±３．３ ７．５±２．８
ＳＥ １２．２±２．０ ８．９±３．２ １０．０±３．０△ １０．３±２．７△△ ９．３±３．７ ８．９±３．１
ＣＥＰｃｏｎｔｒｏｌ １２．１±３．２ ９．３±２．９ ８．０±２．８ ８．８±２．９ ９．１±３．３ ８．１±２．３
ＣＥＰ １１．４±３．７ ８．８±２．０ １０．３±３．１▲ １０．９±３．０ １１．９±３．３▲ １０．７±３．８▲

　Ｐ＜０．０５ｖｓｐｒｅｋｉｎｄｌｉｎｇ２ｄ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳＥｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＣＥＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　大鼠海马组织ＢＤＮＦｍＲＮＡ的表达　各组标
本ＢＤＮＦｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶
电泳结果见图１。经凝胶图像分析系统分析，致
后１ｄＳＥ组和ＣＥＰ组ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达水平均明
显低于相应对照组（Ｐ＜０．０５）；致 后３０ｄＣＥＰ组

ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达水平明显低于相应对照组（Ｐ＜
０．０５），ＳＥ组ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达水平与相应对照组
相比无明显差异。见表２。

图１　各组标本ＢＤＮＦｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ
扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，４：ＳＥｇｒｏｕｐ；２，５：ＣＥＰｇｒｏｕｐ；３，６：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；１３：１

ｄａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ；４６：３０ｄａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ

２．４　海马ＢＤＮＦ免疫组织化学染色　大鼠海马

ＢＤＮＦ阳性反应产物呈棕黄色，着色部位为神经纤
维，还可见于海马各区细胞周围间质内，未见细胞胞
体内有阳性物质分布，背景无明显着色。对照组各

时点、ＳＥ组在致 后３０ｄ均见ＢＤＮＦ免疫阳性产
物末，ＤＧ区也可见大量免疫阳性纤维终末。ＳＥ组
在致 后１ｄ、ＣＥＰ组在致 后１ｄ、３０ｄＢＤＮＦ免
疫反应较弱，与各对照组相比，阳性纤维及细胞周围
间质内的ＢＤＮＦ免疫阳性物质减少。阴性对照未
见免疫反应产物。见图２和图３。

表２　大鼠海马组织ＢＤＮＦｍＲＮＡ表达

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＢＤＮＦｍＲＮＡ

ｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＢＤＮＦ／βａｃｔｉｎ（Ｇｒａｙｓｃａｌｅｖａｌｕｅ）

１ｄａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ ３０ｄａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．５０±０．０７ ０．５３±０．０７
ＳＥｇｒｏｕｐ ０．３６±０．０７ ０．４９±０．０９
ＣＥＰｇｒｏｕｐ ０．３９±０．０６ ０．４１±０．０６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图２　致 后１ｄＳＥ组海马ＢＤＮＦ免疫组织化学染色

Ｆｉｇ２　ＢＤＮＦｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎ

ＳＥｇｒｏｕｐ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ（×４００）

Ａ：ＣＡ３；Ｂ：ＤＧ



第５期．王维平，等．癫 后学习记忆障碍大鼠海马中脑源性神经营养因子表达的变化 ·４９１　　 ·

图３　致 后３０ｄＳＥ组海马

ＢＤＮＦ免疫组织化学染色结果

Ｆｉｇ３　ＢＤＮＦｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎ

ＳＥｇｒｏｕｐ３０ｄａｙｓａｆｔｅｒｋｉｎｄｌｉｎｇ（×４００）

Ａ：ＣＡ３；Ｂ：ＤＧ

３　讨　论

　　ＰＴＺ可使致 动物产生与人类极为相似的行为

及神经病理学改变［４］，其本身不具有神经毒性作用，

对大鼠的记忆无明显影响［５］。Ｙ迷宫被广泛应用于

大鼠辨别性学习、空间变化作业、工作记忆以及参考

记忆的测试［６］。本实验显示：ＳＥ组大鼠致 后１ｄ

Ｙ迷宫选择错误总数增加，而ＣＥＰ组大鼠的选择错

误总数在致 后１ｄ和３０ｄ均有明显增加。表明，

癫 持续状态可引起大鼠短时间的学习记忆能力受

损；反复发作的慢性癫 也引起大鼠学习记忆能力

损害，且持续时间较长。

　　海马是ＢＤＮＦ表达最丰富的脑区，学习的获得与

海马中的ＢＤＮＦｍＲＮＡ激活有关［７］。本研究结果显

示：ＳＥ导致大鼠短期内出现明显的交替电刺激Ｙ迷

宫学习记忆功能受损，同时伴有海马组织ＢＤＮＦ

ｍＲＮＡ以及ＣＡ３、ＤＧ区ＢＤＮＦ蛋白表达水平的降

低；随着时间的推移，大鼠的学习记忆功能逐渐恢

复，海马ＢＤＮＦ表达水平也相应增高。ＣＥＰ引起大鼠

近期和远期学习记忆功能受损，伴随海马ＢＤＮＦ的表

达水平下降。结果表明海马ＢＤＮＦ的表达变化可能

参与了癫 后认知功能改变的病理生理过程。

　　此外，海马ＣＡ３和ＤＧ区均可见大量ＢＤＮＦ免
疫阳性纤维终末，说明ＣＡ３区锥体细胞合成ＢＤＮＦ
并可沿神经元轴突顺行运输。这可能证实了神经元
可产生并顺行运输营养性分子的看法［８］。传统的观
点认为ＢＤＮＦ与其支配神经元轴突末梢膜上的高亲
和性受体ＴｒｋＢ结合后，逆行运输至胞体产生生物学
效应。近年来许多研究表明ＢＤＮＦ在神经元内可顺
行运输至末梢并释放，继而被二级或三级靶神经元
摄取，参与多项重要的生理功能［９］。结合本实验，我们
认为大鼠学习记忆功能降低至少部分可能是由于海马

神经纤维顺行运输的ＢＤＮＦ减少所致。
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