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≈摘要  目的 研究钾离子通道相互作用蛋白 tk�≤«�°tl在癫痫发生过程中的变化及其与 Χ2氨基丁酸k����l能神经元的关

系 ∀方法 成年大鼠制作急性戊四唑癫痫模型 o免疫组织化学法结合激光扫描共聚焦显微镜技术观察大鼠脑中 �≤«�°t免疫阳性

神经元与 ���� 能阳性神经元在海马部位的表达及改变 ∀结果 急性戊四唑癫痫大鼠海马部 �≤«�°t阳性神经元数较对照组明显

增加kΠ� s1 sxl o���� 能阳性神经元 !�≤«�°tr���� 双标阳性神经元数与对照组无显著性差异kΠ� s1 sxl ~�≤«�°t和 ���� 能

阳性神经元在海马部位的共存率约为 yv1 | h ∀结论 �≤«�°t在癫痫发生中可能起重要作用 ~�≤«�°t与 ���� 能神经元虽有密切

的共存关系 o但在功能上并不完全一致 ∀
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钾离子通道相互作用蛋白 k�√ ¦«¤±±¨̄2¬±·̈µ¤¦2

·¬±ª³µ²·̈¬±¶o�≤«�°¶l是近年来新发现的一种钙结合

蛋白 o属于神经元钙感受器k± ∏̈µ²±¤̄ ¦¤̄¦¬∏° ¶̈ ±¶²µo

�≤≥l家族中的一员 o目前发现 �≤«�°¶包括 w 种亚

型 }�≤«�°t !�≤«�°u !�≤«�°v和 �≤«�°w o它们分布

在不同的组织中 o调节电压依赖性钾通道k√²̄·¤ª̈ 2ª¤2

·̈§³²·¤¶¶¬∏° ¦«¤±±¨̄¶o�√l亚型 �√w通道的电生理

特性≈t2u  ∀ �≤«�°t 主要在脑中高度表达 o它与脑中

�√w 通道蛋白胞浆侧的 Α 亚基紧密结合 o形成

�≤«�°t2�√w通道复合体 o以 ≤¤u n 依赖性方式影响脑

中 �2型钾电流k�2·¼³̈ �n ¦∏µµ̈±·l的特性 ∀该电流

对神经元动作电位发放频率的控制与树突传入信号的

基金项目 }国家自然科学基金资助项目kvsvzsxsvl ∀

作者单位 }t q广州医学院第二附属医院 o¤q康复科 ~¥q神经内科 o广

州医学院神经科学研究所 o广东广州市 xtsuys ~u q≤ ±̈·̈µ©²µ �̈ ∏µ²2

¶¦¬̈±¦̈ ¤±§ �ª¬±ªo ·«̈ �∏µ±«¤° �±¶·¬·∏·̈ �±¬√ µ̈¶¬·¼ ²© ≤¤̄¬©²µ±¬¤o

≤ �|usvz o≥¤± ⁄¬̈ª²o �≥� ∀作者简介 }罗爱华kt|zv2l o女 o湖北京山

县人 o硕士 o主治医师 o讲师 o主要研究方向 }神经康复 ∀通讯作者 }廖卫

平 ∀

整合有重要的作用 o是神经元放电的主要调节者≈t ov  ∀

对培养神经元中的电生理研究表明 o�≤«�°t 可通过

增加 �√w通道在胞膜表面的密度 !延长 �√w激活时间

和加快激活频率等机制增强 �2型钾电流 o降低神经元

胞体 !树突兴奋性≈t2v  ∀ � ²¥̈ µ·等认为 o目前所发现的

�≤«�°t对神经元 �2型钾电流的调节作用可能仅仅只

是 �≤«�°t一个方面的功能≈w  ~有研究推测 o�≤«�°t

与经典抑制性神经元 Χ2氨基丁酸k����l能神经元群

存在一定相关性 o�≤«�°t 神经元可能为 ���� 能神

经元的一个亚群≈x  ∀本研究采用免疫组织化学法结合

激光扫描共聚焦显微镜k�¤¶̈µ≥¦¤±±¬±ª ≤²±©²¦¤̄ �¬2

¦µ²¶¦²³̈ o�≥≤ � l研究 �≤«�°t 免疫阳性神经元和

���� 能神经元在戊四唑癫痫大鼠海马部位的表达改

变 o并观察了两者在大鼠海马部位的定位关系 o拟进一

步探索 �≤«�°t 的功能及其在癫痫发病中的可能作

用 ∀

1 材料

健康成年体重 t{s ∗ uxs ª雌性 ≥³µ¤ª∏̈2⁄¤º¯̈ ¼

大鼠 o由广州市动物实验中心提供 ∀随机分为 u组 o每
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组 {只 ∀实验前所有大鼠均观察 t周 o入选大鼠均没

有癫痫发作 ∀

2 方法

2 q1 动物模型建立  模型组大鼠以 t h戊四唑k³̈ ±2

·¼̄ ±̈ ·̈̈·µ¤½²̄ o°× � o购自 ≥¬ª°¤公司lys °ªr®ª一次

性腹腔注射 o观察大鼠的发作表现 ∀所有大鼠均在

°× �注射后 ts °¬±内发生头颈部肌群抽搐 o四肢阵

挛 ~tx ∗ us °¬±内出现急性发作 o倒地 o四肢强直痉挛 o

尾巴直立 o身体扭曲 o甚至窜跳 o双眼结膜充血 o口唇紫

绀 o持续数秒 ∗ 数十秒后强直程度略微缓解 o但 u ∗ x

°¬±后重复出现全身强直阵挛大发作 o有 u只大鼠在

°× �注射后 t «内死亡 o剔出实验 ∀

对照组 {只大鼠分别同时注射相同体积的生理盐

水 o均无癫痫发作表现 ∀

注射 t «后 o模型组大鼠和对照组大鼠分别以

ts h水合氯醛麻醉后灌注取脑 ∀

2 q2 免疫组织化学反应  大鼠脑组织置振动切片机

k� ×≥2wsss o美国l切片 o片厚 xs Λ° o留取海马各区完

整且部位相近的切片 o按 � ·̄µ¤¶̈ ±¶¬·¬√ ×̈ � ≥2°超敏试

剂盒步骤进行免疫组织化学反应 o切片 ⁄��染色后显

微镜下观察 ∀小鼠抗2�≤«�°t单克隆抗体由美国加州

大学张灼华教授提供k浓度 t Β tsssl o兔抗2���� 多

克隆抗体购自 ≤«̈ °¬¦²±公司k浓度 t Β ussl ∀免疫荧

光双标记中分别用羊抗鼠 ƒ�× ≤ !鼠抗兔 × � �× ≤k浓度

均为 t Βxsl标记 �≤«�°t !���� 阳性神经元 ~切片反

应后即刻置激光扫描共聚焦显微镜下k�̈¬¦¤ × ≤≥2

≥°u o德国l分别用波长为 w{{ ±° !xy{ ±°的激发光激

发扫描 o同时用相应计算机软件叠加扫描图片 o可见

�≤«�°t免疫阳性神经元呈绿色 o���� 能免疫阳性

神经元呈红色 o�≤«�°tr���� 能双标阳性神经元呈

桔黄色 ∀空白对照实验用 °�≥代替一抗 o结果均为阴

性 ∀

2 q3 资料收集和数据处理  每只大鼠选取 x张切片 o

对激光扫描叠加后的图片kws ≅ l和普通光学显微镜下

kts ≅ l影像 o进行海马部位单 !双标阳性神经元计数 o

所得数据用kmξ ? σl表示 o应用 ≥°≥≥ tt1 x软件进行独

立样本 τ检验 o检验水平 Α� s1 sx ∀

3 结果

3 q1 阳性神经元计数  显微镜下观察 o�≤«�°t免疫

阳性神经元在大鼠海马部位主要分布于锥体细胞层 !

齿状回颗粒细胞层 o分子层也可见少量分布 ~�≤«�°tr

���� 能双标阳性神经元散在分布于海马各层及齿状

回部位 o呈三角形 !圆锥体形 !圆形或椭圆形 ∀显微镜

下计数分析kts ≅ l o模型组大鼠海马部 ≤ �t !≤ �v区

�≤«�°t阳性神经元数较对照组增加k Π� s1 sxl ∀见

表 t及封三彩图 t1 tk �t !�ul ∀ ���� 能阳性神经

元 !�≤«�°tr���� 双标阳性神经元计数较对照组均

无显著性差异kΠ� s1 sxl ∀见表 u !表 v ∀

3 q2 �≤«�°tr���� 在神经元中的共存  激光扫描

共聚焦显微镜下观察对照组大鼠切片 o�≤«�°tr��2

�� 双标阳性神经元约占总阳性神经元数的 yv1 | h ∀

单标 �≤«�°t阳性神经元群中有大约 zz1 z h的神经元

同时为 ���� 表达阳性神经元 o而单标 ���� 阳性

神经元群中也有大约 zz1 | h的神经元同时为 �≤«�°t

表达阳性 ∀见表 w !封三彩图 t1 uk�t !�u !�vl ∀模型

组大鼠海马部 �≤«�°t !���� 及 �≤«�°tr���� 双

标阳性神经元的表达与对照组近似 ∀

4 讨论

癫痫是由于神经元异常放电引起的一类临床综合

征 o是神经系统常见的一种慢性疾患 o它严重危害着人

类的健康 ∀癫痫的发病机制极其复杂 o研究表明 o细胞

内外离子分布异常可引起脑内起步神经元及神经元群

出现痫性发放 ∀离子进出细胞受离子通道的调节 o作

为神经元之间或神经元与效应细胞之间藉以传递各种

生理和病理信息的核心媒介 o离子通道与癫痫的研究

已愈来愈引起人们的重视 ∀

钾离子通道是离子通道中分布最广 !类型最多的

一类 o它主要参与细胞静息电位和动作电位复极化过

程的调节 o影响神经元的兴奋性电活动 ∀ �≤«�°t 作

为电压门控型钾通道 �√w的调节蛋白 o直接影响 �√w

通道的 �2型钾电流特性 o在神经元的兴奋性调节方面

有着十分重要的作用≈y  ∀

戊四唑是常用的化学致痫剂 o一次抽搐剂量给药

可诱发大鼠急性癫痫发作 ~反复多次亚抽搐剂量给药

可诱发点燃 o直至全身强直阵挛发作 ~因此 o戊四唑癫

痫模型是癫痫发病机制及抗癫痫药物筛选研究常用的

模型之一 ∀目前 o对戊四唑的致痫机制尚未完全了解 o

多数研究认为 o戊四唑促发痫性活动与经典抑制性神

经递质 ���� 能系统的抑制功能降低有关≈z  o但也有

不同观点≈{  ∀

本实验研究显示 o在单次大剂量戊四唑诱发的急

性癫痫发作模型中 ot «内海马部 �≤«�°t阳性神经

元数量较对照组显著增加 o提示 �≤«�°t在癫痫发生

中起重要作用 ∀可能伴随神经元兴奋性冲动的大量发

放 o≤¤u n内流 o胞内 ≤¤u n浓度升高 o�≤«�°t迅速增加 o

以增加 �√w通道在胞膜表面的密度 o增强 �2型钾电

流 o减慢神经冲动的发放频率 o降低神经元兴奋性 o起

抗痫性活动的作用 ∀ �≤«�°t阳性神经元的改变主要

出现在大鼠海马的 ≤ �t !≤ �v区 o说明海马 ≤ �t !≤ �v

区 �≤«�°t阳性神经元对痫性放电活动较为敏感 ∀

���� 能神经元是中枢神经系统重要的中间神经

元 o它合成并释放经典的抑制性神经递质 ���� ∀动

#vw{#中国康复理论与实践 ussz年 |月第 tv卷第 |期 ≤«¬± � � «̈¤¥¬̄ × «̈ ²µ¼ °µ¤¦·o≥ ³̈qussz o∂ ²̄ qtv o �²q|



物实验研究表明 o癫痫发作与大脑中 ���� 能神经元

的选择性减少或脑中 ���� 的含量降低有关 o如常用

抗癫痫药物丙戊酸钠k∂ °�l的作用机制就认为是通过

增加突触水平的 ���� 浓度而产生的≈|  ∀本实验研

究中可见正常大鼠海马部 �≤«�°t阳性神经元群中有

约 zz1 z h的神经元同时为 ���� 表达阳性 o两者共存

率约 yv1 | h o提示 �≤«�°t阳性神经元与 ���� 能阳

性神经元有密切的共存关系 o �≤«�°t主要与 ����

能抑制性神经元共存 o发挥其调节神经元兴奋性的功

能 ∀研究还发现 o海马部位 �≤«�°t阳性神经元群中

大约 uu1 v h为非 ���� 能神经元 o其性质还有待进一

步研究 ∀

本研究发现 o在模型组 o仅 �≤«�°t阳性神经元总

数较对照组显著增加 o而 ���� 能阳性神经元总数较

对照组无显著性差异 o即两者在同一模型的相同时段 o

其表达变化不平行 o提示 �≤«�°t与 ���� 能神经元

虽有密切的共存关系 o但两者在功能上尚存在一定的

差异 ∀

近年来 o随着分子生物学 !膜片钳等技术的发展 o

有关癫痫发病机制的研究有了飞速的发展 o除传统的

神经递质调节外 o离子通道的电压敏感性 !电流内阻抗

的调节等也都是调节神经元的兴奋性重要途径≈ts  ∀

对 �≤«�°t这种新型钙结合蛋白的研究 o包括其与经

典的抑制性 ���� 能神经元关系的研究 o有利于进一

步探讨癫痫发作的多源性调节机制 ~在癫痫的治疗方

面有可能从钾离子通道相互作用蛋白等方面入手 o寻

找治疗新途径 ∀

表 1  大鼠海马各区 ΚΧηΙΠ1 阳性神经元计数

组别 ± ≤ �t ≤ �u ≤ �v ≤ �w ⁄�

模型组 y tyx qw ? t| qt uv q| ? { qt tt| qv ? tu qv tw qs ? u qx wx qu ? tw qy

对照组 { ttx qy ? tv qu tz qy ? u q| |s qx ? tu q| tu qu ? w qy wu q{ ? x qw

Π s qssz s quwt s qstw s qvtt s qyu|

表 2  大鼠海马各区 ΓΑΒΑ能阳性神经元计数

组别 ± ≤ �t ≤ �u ≤ �v ≤ �w ⁄�

模型组 y tvz qy ? t{ qz ut qv ? t qs ts| qx ? z qt tz q| ? u qt v{ qs ? t qs

对照组 { tut qx ? uv qw us qu ? u qt || q| ? tt qqv tw qv ? t q| vx qu ? t q{

Π s qt{w s qvwy s quzy s qwvs s qzwy

表 3  大鼠海马各区 ΚΧηΙΠ1/ ΓΑΒΑ双标阳性神经元计数

组别 ± ≤ �t ≤ �u ≤ �v ≤ �w ⁄�

模型组 y tuw qs ? ty qx tz qz ? u qt |y qv ? ts qu ts q{ ? u qt wt qs ? y qz

对照组 { tuy qy ? t{ qv t{ qz ? t qv {| qu ? tw qx tt qw ? u qu vz qy ? x qx

Π s qt{z s qsxy s qsxw s qwxu s qsxu

表 4  对照组大鼠海马各区 ΚΧηΙΠ1 !ΓΑΒΑ !双标阳性神经元计数(ν = 8)

部位 �≤«�°t单标阳性神经元数 ���� 单标阳性神经元数 双标阳性神经元数k h l

≤ �t ux qy ? z qu vu qw ? z qw {| qt ? y qvkyu qw ? v qwl

≤ �u u qy ? s qu x qu ? t qs tx qt ? u qtky| qv ? t qwl

≤ �v ty qs ? v q| ux qw ? y qz zw qx ? x qzkys qv ? u qwl

≤ �w t q{ ? s qy v q| ? s qz ts qw ? u qukyv qw ? u qul

⁄� ts qv ? u qw u qy ? s qv vu qy ? x qxkyu qw ? v qtl

合计 xy qz ? ts qv zv qv ? | qy uuu q{ ? z quwkyv q| ? v qxl
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≈u  � ²µ²«¤¶«¬≠ o�¤·¤±² �o�«¼¤≥ ö·¤̄ q� ²̄ ¦̈∏̄¤µ¦̄²±¬±ª¤±§¦«¤µ¤¦2
·̈µ¬½¤·¬²± ²© ≤ ��°r�≤ ��°w ¤ ±²√¨̄ ∞ƒ2«¤±§ ³µ²·̈¬± ¬±·̈µ¤¦·¬±ª

º¬·«³µ̈¶̈ ±¬̄¬± ¤±§ √²̄·¤ª̈ 2ª¤·̈§ ³²·¤¶¶¬∏° ¦«¤±±¨̄ ¶∏¥∏±¬·�√w qu

≈�  q� �¬²̄ ≤«̈ ° oussu ouzzktzl }tw|yx p tw|zx q

≈v � ¦̈® ∞�o�²º ¥̄¼ � o �± • ƒ o ·̈¤̄ q � ¨°²§̈ ¬̄±ª¬±¤¦·¬√¤·¬²± ª¤·¬±ª

²© �√w ¦«¤±±¨̄¶¥¼ �≤«�°t o¤ ¶°¤̄ 2̄°²̄ ¦̈∏̄¤µ2º ¬̈ª«·¦¤̄¦¬∏°2¥¬±2
ª¬±ª³µ²·̈¬±≈�  q� °«¼¶¬²̄ oussu oxv{kvl }y|t p zsy q

≈w  �∏µª²¼±¨ � ⁄o • ¬̈¶¶��q × «̈ ± ∏̈µ²±¤̄ ¦¤̄¦¬∏° ¶̈ ±¶²µ©¤°¬̄¼ ²©

≤¤u n 2¥¬±§¬±ª³µ²·̈¬±¶≈�  q�¬²¦«̈ ° �ousst ovxvk°·tl }t p tu q

≈x  ÷¬²±ª � o �²√¤¦¶�o �«¤±ª � q ⁄¬©©̈ µ̈±·¬¤̄ §¬¶·µ¬¥∏·¬²± ²© �≤«�°¶

°� ��¶¬± ¤§∏̄·°²∏¶̈ ¥µ¤¬±≈�  q �µ¤¬± � ¶̈ � ²̄ �µ¤¬± � ¶̈oussw o

tu{kul }tsv p ttt q

≈y  �«∏ ÷ � o • ∏̄© � o ≥¦«º¤µ½ � o ·̈¤̄ q ≤«¤µ¤¦·̈µ¬½¤·¬²± ²© «∏°¤±

�√w qu ° §̈¬¤·¬±ª¤µ¤³¬§̄¼2¬±¤¦·¬√¤·¬±ª·µ¤±¶¬̈±·√²̄·¤ª̈ 2¶̈ ±¶¬·¬√¨�n

¦∏µµ̈±·≈�  q� ¦̈̈³·²µ¶≤«¤±±¨̄¶ot||| oykxl }v{z p wss q

≈z  • ¤̄¶« �� o�¬ � o �«¤² ×�o ·̈¤̄ q �¦∏·̈ ³̈ ±·¼̄ ±̈·̈·µ¤½²̄ ¬±­̈¦·¬²±

µ̈§∏¦̈¶µ¤·����2� µ̈¦̈³·²µ °� �� ¯̈ √¨̄¶¤±§ ���� ¶·¬°∏̄¤·¬²±

²© ¥̈ ±½²§¬¤½̈ ³¬±¨ ¥¬±§¬±ª º¬·« ±² ©̈©̈ ¦·²± ¥̈ ±½²§¬¤½̈ ³¬± ¥̈¬±§¬±ª

¶¬·̈ §̈ ±¶¬·¼≈�  q°«¤µ°¤¦²̄ ²ª¼ ot||| ou{|kvl }tyuy p tyvv q

≈{ °¤∏̄ ≥ � o≥®²̄ ±¬¦® ° q � ¤³¬§¦«¤±ª̈ ¶¬± ¥µ¤¬± ¥̈ ±½²§¬¤½̈ ³¬±¨µ̈¦̈³2
·²µ¶¤©·̈µ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·¶̈¬½∏µ̈¶≈�  q≥¦¬̈±¦̈ oussu }{|u p {|w q

≈| �²¶¦«̈ µ • q�¤¶¬¦³«¤µ°¤¦²̄ ²ª¼ ²©√¤̄³µ²¤·̈ }¤µ̈√¬̈ º ¤©·̈µvx ¼ ¤̈µ¶

²©¦̄¬±¬¦¤̄ ∏¶̈ ©²µ·«̈ ·µ̈¤·° ±̈·²© ³̈¬̄ ³̈¶¼≈�  q≤ �≥ ⁄µ∏ª¶oussu oty

ktsl }yy| p y|w q

≈ts  � ¦̈® ∞�o ≤²√¤µµ∏¥¬¤¶ � q �√w ¦«¤±±¨̄¶ ¬̈«¬¥¬· °²§∏̄¤·¬²± ²©

¦̄²¶̈§2¶·¤·̈ ¬±¤¦·¬√¤·¬²± ¬± ¬±¶¬§̈2²∏·³¤·¦«̈ ¶≈�  q�¬²³«¼¶�ousst o

{tkul }{yz p {{v q

k收稿日期 }ussz2sw2uyl

#ww{# 中国康复理论与实践 ussz年 |月第 tv卷第 |期 ≤«¬± � � «̈¤¥¬̄ × «̈ ²µ¼ °µ¤¦·o≥ ³̈qussz o∂ ²̄ qtv o �²q|






