
愈痫灵方对 PTZ 致痫大鼠脑组织海马 CA3 区
TLR4尧NF-kB P65尧TNF-琢 表达的影响

也摘要页 目的 探讨愈痫灵方对痫性大鼠脑组织海马区炎性反应因子表达的影响遥 方法 取健康雄性 SD 大鼠 120 只袁
从中随机选取 10 只作为正常对照组, 10 只作为假手术组袁腹腔注射生理盐水曰其余大鼠用戊四氮造模袁将符合模型标准的

大鼠随机分为愈痫灵组尧丙戊酸钠组和模型组袁每组 10 只遥 灌胃后采用免疫组织化学方法检测 TLR4尧NF-kB P65 和 TNF-琢
在海马 CA3 区的表达变化遥 结果 与正常组尧假手术组比袁模型组尧愈痫灵方组尧丙戊酸钠组均上调 TLR4尧NF-kB P65 和

TNF-琢 在脑组织海马 CA3 区的表达渊P约0.01冤袁但后两组表达均低于模型组渊P约0.05冤袁且愈痫灵方组抑制 TLR4 和 NF-kB
P65 在脑组织海马 CA3 区表达的作用优于丙戊酸钠组渊P约0.05冤袁而 TNF-琢 在脑组织海马 CA3 区的表达两组间无明显差异

渊P跃0.05冤曰结论 愈痫灵方可抑制 PTZ 致痫大鼠脑组织海马 CA3 区 TLR4尧NF-kB P65 和 TNF-琢 的表达袁对癫痫反应中炎性

因子的表达有一定的抑制作用遥
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Effects of Yuxianling Decoction on TLR4, NF-kB P65, TNF-琢 Expressions in Brain
Hippocampal CA3 Region of Epileptic Rats Induced by PTZ
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effect of Yuxianling Decoction on the rats' brain tissue inflammatory factor
expression. Methods 120 healthy male SD rats were selected, 10 rats were randomly chosen as a normal control group, 10
rats as the sham -operation group, with normal saline injected in the belly. The other rats were treated with Corazol,
and divided the rats that met the standard into Yuxianling group, sodium valproate group, and model group, with 10 rats in
each group. The expression of TLR4, NF -kB P65 and TNF -琢 in brain hippocampal CA3 region were detected by
immunohistochemistry. Results Compared with the normal group and sham-operation group, the expression of TLR4, NF-kB
P65 and TNF-琢 of the model group, Yuxianling Decoction group, and the sodium valproate group in hippocampal CA3 region
upregulated (P <0.01), while the latter two groups were lower than that of model group (P <0.05), and Yuxianling
Decoction group was better than that of sodium valproate group in inhibiting TLR4 and NF -kB P65 expression
in hippocampal CA3 region (P<0.05). However, there is no significant differences between the two groups in the expression of
TNF-琢 in brain tissue (P>0.05). Conclusion Yuxianling decoction can inhibit the TLR4, NF-kB P65 and TNF-琢 expression
in hippocampal CA3 region of epileptic rats induced by PTZ and it has certain inhibitory effect on the expression of
inflammatory factor in epilepsy.
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癫痫是一个复杂的神经科临床综合征袁 作为一

种多发病尧常见病袁极大地影响了人们的健康[1-2]遥 目

前的抗癫痫药都是控制癫痫症状的发生袁 而不是影

响癫痫发生和发展的病理过程遥中医对癫痫的研究袁
大多从不同角度强调了痰浊尧瘀血的发病机制袁但在

治疗中已经自主或不自主地使用了祛毒之品[3]遥 课

题组前期研究证实愈痫灵方有确切可靠的抗癫痫作

用袁能多角度抑制神经细胞的兴奋性袁发挥抗癫痫的

作用遥本研究在前期研究基础上袁以脑内的炎症反应

在癫痫发作和形成的机制中发挥作用的假说[4-6]袁来
探讨炎症与癫痫的之间关系遥 故本研究从炎性介质

角度探讨愈痫灵方对戊四氮(PTZ)致痫大鼠脑组织

海马 CA3 区 TLR4尧NF-kB P65尧TNF-琢 表达的影

响遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性 SD 大鼠 渊湖南中医药大学动物实验

中心提供袁许可证号院SCXK[湘]2011-0003冤袁鼠龄 8耀
10 周袁体质量渊235依15冤 g袁共 120 只遥 饲养温度 18耀
20 益袁相对湿度为 40%耀60%袁自由进食饮水遥
1.2 药品和试剂

愈痫灵汤剂渊YXL冤院处方由川芎尧石菖蒲尧全蝎尧
红花尧黄芩尧熊胆粉等 13 味中药组成袁饮片购自湖南

中医药大学中医门诊部遥 丙戊酸钠片渊VPA冤院规格

0.2 g/片袁湖南省湘中制药有限公司遥 戊四氮院美国

Alfa Aesar 公司遥 TLR4曰 鼠 NF-kB P65曰TNF-琢曰
SABC 免疫组化染色试剂盒曰DAB 显色试剂盒曰(武
汉博士德生物有限公司)遥
1.3 主要仪器

Olympus U-TVO.5XC-3 双目显微镜渊日本奥林

巴斯公司冤曰Motic Images Plus 2.0ML 图像采集系统

渊麦克奥迪实业集团公司冤曰MIAS 医学图像分析系

统 渊北航公司冤曰Moticam Pro 205A 显微摄像系统

渊麦克奥迪实业集团公司冤曰Shandon325 型石蜡切片

机渊英国 Shandon 公司冤曰AE-240 精密分析天平渊瑞
士 Mettler 公司冤遥
1.4 模型制备

采用戊四氮渊PTZ冤腹腔注射造模袁根据王丽的

方法[7],以新鲜超纯水配制浓度为 1.75%PTZ 溶液袁于
每天同一时间给予大鼠 35 mg/kg (即 2 mL/kg)腹腔

注射袁以诱发 SD 大鼠全身强直-阵挛发作渊general鄄
ized tonic-clonic seizures袁GTCS冤袁并在注射 PTZ 后

观察 l h 内动物的反应并记录发作级别袁 连续观察

28 d遥 参照文献[8]将癫痫大鼠分为 7 级进行评判袁
凡连续 5 次记录达到 2 级或 2 级以上惊厥的大鼠为

癫痫模型遥 凡连续 5 d 发作程度达到 4 级以上的大

鼠袁停药 1 周袁再次以相同剂量 PTZ 注射袁如惊厥发

作仍保持在 4 级以上的大鼠则视为点燃成功的大

鼠遥
1.5 实验分组及给药

将健康雄性 SD 大鼠 120 只袁按随机数字表法

从中选取 10 只作为正常对照组曰 选取 10 只作为

假手术组袁腹腔注射生理盐水曰其余 100 只用戊四

氮渊PTZ冤造模遥 造模成功率为 61%袁在符合模型标

准的大鼠中随机选取 30 只袁 再随机分为 3 组袁愈
痫灵组尧丙戊酸钠组和模型组袁每组 10 只曰加正常

对照组 10 只袁假手术组 10 只袁总计 5 组袁共 50
只遥

采取灌胃法给药遥 药物剂量换算方法参照贺石

林野剂量-体表面积冶换算法[9]院以 300 g 大鼠尧60 kg
成人为用药换算的体质量参考标准袁 愈痫灵方以成

人每天一剂尧丙戊酸钠以成人每天 1.2 g 的摄入量袁
即愈痫灵尧 拉莫三嗪尧 丙戊酸钠用药剂量分别为院
3.3 g/(kg窑d)袁1.33 mg/(kg窑d)袁31.9 mg/(kg窑d)遥 模型

组尧 假手术组和正常组每天给予同等体积蒸馏水

渊3 mL/d冤灌胃袁均为每天 1 次袁共 21 d遥
1.6 观察指标及检测方法

每组随机取 5 只大鼠的海马样本袁 海马组织常

规脱水尧石蜡包埋尧石蜡切片袁采用免疫组织化学方

法袁 检测 TLR4尧NF-kB P65尧TNF-琢 在海马体中的

表达变化遥 用显微镜和图像分析系统采集图像院在
40伊的光镜下袁每张切片随机选取 5 个相邻视野袁棕
黄色为阳性染色遥以切片背景的灰度值作背底校正袁
对每张切片海马 CA3 区 TLR4尧NF-kB P65尧TNF-琢
的免疫反应产物进行平均光密度值测定遥
1.7 统计学方法

计量资料采用野曾依s冶表示遥多组间均数比较用方

差分析袁方差分析前袁先进行正态性尧方差齐性检验袁
满足条件者用 F检验袁F检验有统计学意义者袁再进

行两两比较曰两两比较方差齐者用 SNK 法袁方差不

齐者用 Tambane爷s T2 法遥 当资料不符合正态分布

时袁采用多个独立样本比较的秩和检验遥所有数据均

采用 SPSS17.0 统计软件进行分析袁结果以 P<0.05
为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 各组大鼠脑组织海马区中 TLR4 表达的比较
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图 1 各组大鼠脑组织海马区 TLR4 阳性表达光镜图渊免疫组化袁伊400冤

图 2 各组大鼠脑组织海马区 NF-kB P65 阳性表达光镜图渊免疫组化袁伊400冤

表 2 各组大鼠脑组织海马 CA3 区 NF-kB P65
平均光密度值的比较

注院与模型组比较袁银P<0.05袁银银P<0.01曰与正常组尧假手术组比袁
吟吟P<0.01曰与丙戊酸钠组比较袁﹟P<0.05遥

组别

正常组

假手术组

模型组

愈痫灵方组

丙戊酸钠组

F值

P值

n
10
10
10
10
10

NF-kB P65 吸光度值渊OD冤
0.128依0.019银银

0.134依0.027银银

0.286依0.030
0.212依0.018银银吟吟﹟

0.248依0.019吟吟银

45.35
0.00

注院与模型组比较袁银银P<0.01袁银P<0.05曰与正常组尧假手术组比袁
吟吟P<0.01曰与丙戊酸钠组比较袁﹟P<0.05遥

与正常组尧假手术组比袁模型组尧愈痫灵方组尧丙
戊酸钠组脑组织海马 CA3 区中 TLR4 的表达均明

显增加渊P<0.01冤曰愈痫灵方组尧丙戊酸钠组脑组织海

马 CA3 区中 TLR4 的表达均低于模型组渊P<0.01袁P<
0.05冤曰且愈痫灵方组脑组织海马 CA3 区中 TLR4 的

表达低于丙戊酸钠组渊P<0.05冤遥 说明造模过程刺激

机体增加 TLR4 在脑组织海马区中的表达袁 但愈痫

灵方组尧丙戊酸钠组均对这种表达有一定程度的抑

制作用袁且这种抑制作用愈痫灵方组优于丙戊酸钠

组遥 见表 1 与图 1遥

表 1 各组大鼠脑组织海马区 TLR4 平均光密度值的比较

渊曾依s冤
组别

正常组

假手术组

模型组

愈痫灵方组

丙戊酸钠组

F值

P值

n
10
10
10
10
10

TLR4 吸光度值渊OD冤
0.208依0.028银银

0.212依0.024银银

0.346依0.029
0.264依0.011银银吟吟﹟

0.306依0.034银吟吟

26.02
0.00

2.2 各组大鼠脑组织海马区中 NF-kB P65 表达的

比较

与正常组尧假手术组比袁模型组尧愈痫灵方组尧
丙戊酸钠组脑组织海马 CA3 区中 NF-kB P65 的表

达均增高渊P<0.01冤曰愈痫灵方组尧丙戊酸钠组脑组织

海马 CA3 区中 NF-kB P65 的表达均低于模型组

渊P<0.01袁P<0.05冤曰且愈痫灵方组脑组织海马 CA3 区

中 NF-kB P65 的表达低于丙戊酸钠组渊P<0.05冤遥说

明造模过程刺激机体增加 NF-kB P65 在脑组织海

马区中的表达袁但愈痫灵方组尧丙戊酸钠组均对这

种表达有一定程度的抑制作用袁且这种抑制作用愈

痫灵方组强于丙戊酸钠组遥 见表 2袁图 2遥

2.3 各组大鼠脑组织海马 CA3 区中 TNF-琢 表达的

比较

与正常组尧假手术组比袁模型组尧愈痫灵方组尧
丙戊酸钠组脑组织海马 CA3 区中 TNF-琢 的表达均

增高渊P<0.01冤曰愈痫灵方组尧丙戊酸钠组脑组织海马

CA3 区中 TNF-琢 的表达均低于模型组 渊P<0.01袁P<

0.05冤曰 但愈痫灵方组脑组织海马 CA3 区中 TNF-琢
的表达与丙戊酸钠组比较袁差异无统计学意义渊P>
0.05冤遥 说明造模过程刺激机体增加 TNF-琢 在脑组

织海马区中的表达袁但愈痫灵方组尧丙戊酸钠组均

对这种表达有一定程度的抑制作用袁且这种抑制作

用效力相当遥 见表 3袁图 3遥
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表 3 各组大鼠脑组织海马 CA3区 TNF-琢
平均光密度值的比较

注院与模型组比较袁银银P<0.01袁银P<0.05曰与正常组尧假手术组比袁
吟吟P<0.01遥

组别

正常组

假手术组

模型组

愈痫灵方组

丙戊酸钠组

F值

P值

n
10
10
10
10
10

TNF-琢 吸光度值渊OD冤
0.220依0.023银银

0.210依0.029银银

0.320依0.035
0.262依0.019银银吟吟

0.280依0.016银吟吟

15.47
0.00

图 3 大鼠脑组织海马区 TNF-琢阳性表达量表达渊免疫组化袁伊400冤

3 讨论

现代医学研究发现袁癫痫发作的起始脑区及传

播脑区都会出现明显的炎性反应袁并且在癫痫发作

之后的脑内中可检测到各种炎性介质的增多[10]遥 炎

性因子渊如 IL-1尧TNF-琢 和 IL-6冤的受体在相应脑

区的小胶质细胞尧星形胶质细胞和神经元上表达亦

都明显上调遥 同时研究[11]还显示出脑部炎性反应又

可促进神经细胞兴奋和癫痫发作遥
目前袁炎性反应在癫痫中的发病机制尚不十分

明确袁 但有研究发现核因子 KB 转录途径调节的炎

性因子基因表达增强袁可引起海马神经元的损伤[12]遥
另外还有两个激酶系统院神经酰胺介导的酪氨酸激

酶和有丝分裂原活化蛋白激酶袁在活化后可磷酸化

胞质蛋白和核转录因子袁从而触发级联反应袁促使效

应细胞分泌多种炎性细胞因子袁参与介导神经细胞

损伤的过程[13]遥故癫痫发作过程中袁能有效的抑制炎

性反应可减轻癫痫持续发作的状态遥
同时袁中医对于癫痫的病因和发病机制亦尚不

明确袁中医认为癫痫属本虚标实袁上盛下虚之证袁以
风尧热尧痰尧瘀尧虚为主要病理因素袁邪闭脑窍尧元神失

控是疾病的关键遥 许多学者对癫痫病因病机的认识

虽不尽相同袁但大多从不同角度强调了痰浊尧瘀血在

发病机制中的作用[14]遥 对此袁导师王净净教授认为[15]

痰和瘀都是因体内津血运行失常而生成病理产物袁
痰来自津袁瘀本乎血袁津血同源袁痰瘀也同源袁痰阻血

难行袁血凝则疾难化袁又因瘀血内阻袁久必生痰袁痰浊

停滞更致血瘀袁 痰浊和瘀血这些病理产物在体内蓄

积日久袁反过来又加重脏腑功能的失调袁加重病情袁
这是癫痫发作最常见的病机遥 因此要遵守治痰要活

血袁血活则痰化曰治瘀要化痰袁痰化则瘀消的大原则遥
在此大原则的基础上袁 导师进一步意识到治理内生

之毒袁使用祛毒之品的重要性遥 导师认为袁凡是进入

人体袁猛烈损害肌体袁耗伤正气袁破坏阴阳平衡的物

质袁均称毒邪遥毒与邪难以截然分开袁毒蕴邪中袁邪能

生毒袁 故毒邪并称遥 因此导师团队依据毒邪学说推

测袁在癫痫发病与病机演变过程中袁毒可以作为病邪

而内侵袁也可因脏腑功能失调袁野毒冶这一病理产物可

蕴郁成痫而成为癫痫病因之一袁 因此本研究拟从毒

邪的角度探讨愈痫灵方抗癫痫的机制遥 愈痫灵方具

有活血祛瘀尧化痰开窍尧熄风通络的功效袁本方由川

芎尧石菖蒲尧全蝎尧红花尧黄芩尧熊胆粉等 13 味中药组

成袁方中川芎为君袁川芎活血化瘀尧行气祛风袁野上行

头目尧下行血海冶袁为血中之气药遥以石菖蒲尧红花尧竹
茹尧熊胆粉为臣袁佐以黄芩清热燥湿解毒遥 选用虫类

药以化瘀搜风通络曰蜈蚣配全蝎以毒攻毒袁增强熄风

止痉功效曰僵蚕祛风定惊袁化痰散结袁加金银花清热

解毒袁加强方中蜈蚣尧全蝎攻毒散结与黄芩清热燥湿

解毒之功曰冰片芳香野通诸窍袁散郁火冶袁能引诸药上

行入于脑髓神机起到野引经药冶的作用袁且芳香走窜

醒神开窍袁可达速效之功遥
本次研究中袁 癫痫模型组大鼠脑组织海马区

TLR4尧NF-kB P65尧TNF-琢 的大量表达袁说明戊四氮

制造癫痫模型的过程中袁 刺激机体产生了大量的炎

性因子袁直接诱导了机体的炎症反应的发生遥而愈痫

灵方可有效地降低大鼠脑组织海马 CA3 区 TLR4尧
NF-kB P65尧TNF-琢 的表达量袁 从而一定程度上抑

制这些炎性因子的表达袁进而降低癫痫发生的可能袁
减轻癫痫反应遥 相关研究亦显示出[16-17]院通过抑制癫

痫大鼠模型脑组织海马区上述炎性因子的表达袁可
减轻大鼠癫痫持续状态袁 进而减轻对中枢神经系统

的毒性损害袁 可能是通过调节神经系统免疫炎症反

应而实现的袁 对癫痫发作导致的神经细胞损伤具有

一定的保护作用遥
野从毒论治冶为导师王净净教授 渊下转第 40页冤

湖南中医药大学学报 圆园16 年第 36 卷

渊曾依s冤

36



最新提出的观点袁 愈痫灵方已在小

儿病毒性脑炎继发性癫痫的临床治疗中取得一定成

效[18]遥 本研究从炎性反应因子的表达入手袁为癫痫

野从毒论治冶提供一定的佐证袁为临床治疗提供了更

加丰富的依据遥
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4 分析与讨论

4.1 色谱条件的选择

已报道的色谱条件[4]不适合此血浆供试品的分

离袁因此对流动相进行优化,选择甲醇-0.1%三乙胺

水溶液渊磷酸调 pH3.0冤袁可使血样中秦皮甲素与杂

质峰峰型分离度良好袁 皆可基线分离袁 且检测限较

低袁可满足体内药物分析要求遥
4.2 不同给药途径大鼠药动学差异分析

秦皮甲素大鼠灌胃与腹腔注射给药药动学

行为差异主要体现在 院Cmax尧V/F (c)尧AUC0 -Tn尧ke
渊P<0.01冤袁而 ka 与 f 无统计学差异袁故认为不同

给药途径的秦皮甲素在大鼠体内的组织分布是造

成其降低尿酸作用差异的主要原因遥推测腹腔注射

给药后秦皮甲素主要分布于大鼠的脉管系统袁多经

肝脏代谢曰而口服给药后秦皮甲素迅速分布于全身

的高血流量灌注组织袁一部分经肝脏代谢袁一部分

在分布的器官中代谢遥故使得平均滞留时间 MRTip
< MRTig尧一级消除速率常数 keip 跃 keig遥
4.3 对秦皮甲素降低血尿酸作用时滞原因的推测

Kong L 等人报道[1]秦皮甲素腹腔注射给药具有

降低血尿酸作用但存在时滞 渊服药后 1.5-5 h 为其

作用时间冤袁可能是滞留时间段内有降低血尿酸作用

的代谢成分产生[5-7]遥
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