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石甘散联合托吡酯对癫痫幼鼠认知功能及海马组织CB2R、
MDA、SOD水平的影响

杨昕憓,于 滨

(哈尔滨医科大学附属第一医院神经内科 150000)

  [摘要] 目的 探讨石甘散联合托吡酯对癫痫幼鼠认知功能及海马组织大麻素受体2(CB2R)、丙二醛

(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)水平的影响。方法 将60只SPF级SD幼鼠分为对照组、模型组、石甘散组、
托吡酯组、联合组,每组12只。对照组腹腔注射1

 

mL的0.9%氯化钠溶液,连续注射28
 

d。其余4组均于每日

固定时间腹腔注射戊四氮溶液,建模成功后,对照组及模型组给予0.9%氯化钠溶液(10
 

mg/kg)灌胃,每日2
次。石甘散组给予1

 

g/kg石甘散灌胃,每日1次,托吡酯组给予18
 

mg/kg托吡酯灌胃,每日1次,联合组给予

1
 

g/kg石甘散和18
 

mg/kg托吡酯灌胃,每日1次。连续干预28
 

d后进行 Morris水迷宫测试。测试结束后立

即处死幼鼠,采用考马斯亮蓝法检测海马组织超氧化物歧化酶(SOD)及丙二醛(MDA)水平,采用 Western
 

blot
法检测海马组织大麻素2型受体水平。结果 水迷宫结果显示,5组在同一时间点找到平台时间由高到低分别

为模型组、石甘散组、托吡酯组、联合组、对照组,穿越原平台位置次数及在平台象限搜索时间所占百分比由低

到高分别为模型组、石甘散组、托吡酯组、联合组、对照组。各组CB2R及 MDA水平分别为模型组[(0.39±
0.09)

 

vs.
 

(12.98±2.87)nmol/mg]、联合组[(0.30±0.06)
 

vs.
 

(9.88±1.97)
 

nmol/mg]、石甘散组[(0.20±
0.05)

 

vs.
 

(7.32±1.44)nmol/mg]、托吡酯组[(0.19±0.05)
 

vs.
 

(7.56±1.32)nmol/mg]、对照组[(0.13±
0.04)

 

vs.
 

(5.19±1.12)nmol/mg],而SOD水平由低到高分别为模型组、石甘散组、托吡酯组、联合组、对照

组。结论 石甘散联合托吡酯可显著改善癫痫幼鼠认知功能,并提高海马组织SOD活性及CB2R水平,降低

MOD含量,抑制氧化反应,减轻自由基对脑组织的损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Shigan
 

Powder
 

combined
 

with
 

topiramate
 

on
 

the
 

cog-
nitive

 

function
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

CB2R,MDA
 

and
 

SOD
 

in
 

hippocampus
 

of
 

epileptic
 

young
 

rats.Methods Sixty
 

SPF-grade
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,model
 

group,Shigan
 

Powder
 

group,topira-
mate

 

group
 

and
 

combination
 

group,12
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

control
 

group
 

was
 

intraperitoneally
 

injected
 

by
 

1
 

mL
 

of
 

0.9%
 

sodium
 

chloride
 

solution
 

for
 

consecutive
 

28
 

d,and
 

the
 

remaining
 

four
 

groups
 

were
 

intraperito-
neally

 

injected
 

with
 

pentylenetetrazol
 

solution
 

at
 

fixed
 

time
 

every
 

day.After
 

successful
 

modeling,the
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

were
 

given
 

0.9%
 

sodium
 

chloride
 

solution(10
 

mg/kg)
 

by
 

gavage,twice
 

daily,the
 

Shi-
gan

 

Powder
 

group
 

was
 

given
 

the
 

gavage
 

of
 

1.0
 

g/kg
 

Shigan
 

Powder,the
 

topiramate
 

group
 

was
 

given
 

the
 

ga-
vage

 

of
 

18
 

mg/kg
 

topiramate,once
 

daily,and
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

given
 

the
 

gavage
 

of
 

1.0
 

g/kg
 

Shigan
 

Powder
 

and
 

18
 

mg/kg
 

topiramate,once
 

daily.After
 

28
 

d
 

continuous
 

intervention,the
 

Morris
 

water
 

maze
 

test
 

was
 

performed.Immediately
 

after
 

the
 

test,the
 

young
 

rats
 

were
 

sacrificed.The
 

levels
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

in
 

the
 

hippocampus
 

were
 

measured
 

by
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue.The
 

lev-
els

 

of
 

cannabinoid
 

type
 

2
 

receptors
 

in
 

the
 

hippocampus
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

water
 

maze
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

time
 

of
 

five
 

groups
 

finding
 

the
 

platform
 

at
 

the
 

same
 

time
 

point
 

from
 

high
 

to
 

low
 

was
 

the
 

model
 

group
 

>Shigan
 

Powder
 

group
 

>
 

topiramate
 

group
 

>combination
 

group
 

>control
 

group,the
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number
 

of
 

times
 

to
 

cross
 

the
 

original
 

platform
 

position
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

the
 

search
 

time
 

in
 

the
 

platform
 

quadrant
 

from
 

low
 

to
 

high
 

was
 

the
 

model
 

group
 

<Shigan
 

Pwoder
 

group
 

<topiramate
 

group
 

<combination
 

group
 

<control
 

group.The
 

levels
 

of
 

CB2R
 

and
 

MDA
 

in
 

each
 

group
 

were(0.39±0.09)nmol/mg
 

and(12.98±
2.87)nmol/mg

 

in
 

the
 

model
 

group,(0.30±0.06)nmol/mg
 

and
 

(9.88±1.97)
 

nmol/mg
 

in
 

the
 

combination
 

group,(0.20±0.05)nmol/mg
 

and
 

(7.32±1.44)nmol/mg
 

in
 

the
 

Shigan
 

Powder
 

group,(0.19±0.05)nmol/
mg

 

and
 

(7.56±1.32)nmol/mg
 

in
 

the
 

topiramate
 

group,[(0.13±0.04)nmol/mg
 

and(5.19±1.12)nmol/mg
 

in
 

the
 

control
 

group,while
 

the
 

SOD
 

levels
 

from
 

low
 

to
 

high
 

were
 

the
 

model
 

group
 

<
 

Shigan
 

Powder
 

group
 

<
 

topiramate
 

group
 

<combination
 

group
 

<control
 

group.Conclusion Shigan
 

Powder
 

combined
 

with
 

topira-
mate

 

can
 

significantly
 

improve
 

the
 

cognitive
 

function
 

in
 

the
 

epileptic
 

young
 

rats,increase
 

the
 

SOD
 

activity
 

and
 

CB2R
 

level
 

in
 

hippocampus
 

tissues,reduce
 

the
 

MOD
 

content,inhibit
 

the
 

oxidative
 

response,and
 

reduce
 

the
 

free
 

radical
 

damage
 

to
 

brain
 

tissue.
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words] epilepsy;hippocampus;cognitive
 

function;Shigan
 

Powder;topiramate

  癫痫是一类由已知或未知病因所致的脑部神经

元过度同步化放电为特征的发作性脑病。目前医学

上关于癫痫的发病机制尚无统一定论[1-2]。已有研究

证实,氧化应激所致的后续反应可能在癫痫的发生、
发展中扮演着重要角色。氧化应激产物自由基的过

度表达可对蛋白质等大分子物质造成损伤,进而破坏

细胞结构,引起细胞凋亡[3-5]。因此如何抑制癫痫患

者发病或产生的氧化应激反应是治疗癫痫的关键所

在。托吡酯为一类广谱抗癫痫药物,已被证实对多种

类型癫痫均具有较好的治疗效果,并可作为一线抗痫

药物单独或与其他药物联合使用[6-7]。中医药为我国

传统医学范畴,其具有毒副作用小、疗效显著等特点,
已广泛运用于临床中,而石甘散是有石菖蒲和甘松组

成的抗痫药物,临床效果显著[8-9]。基于此,本研究通

过探讨石甘散联合托吡酯对癫痫幼鼠认知功能及海

马组织大麻素受体2(CB2R)、丙二醛(MDA)、超氧化

物歧化酶(SOD)水平的影响,旨在为临床上治疗癫痫

提供相关依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

选取60只10日龄SD大鼠,体重为25~35
 

g,购
于河南省实验动物中心[动物许可证:SCXK-(豫)
2019-017]。于屏障环境下饲养1周后开始实验,将
60只SD大鼠分为对照组、模型组、石甘散组、托吡酯

组、联合组,每组12只。
1.1.2 主要仪器试剂

托吡酯(西 安 杨 森 制 药 有 限 公 司,国 药 准 字:
H20020555,每片25

 

mg);石甘散:由石菖蒲、甘松按

1∶1比例进行配置;戊四氮、SOD试剂盒、MDA试剂

盒(上海碧云天生物科技有限公司);CB2R兔多克隆

抗体、兔抗 GADPH(武汉博士德生物工程有限公

司);ECL高效化学发光试剂盒(美国 Genview 公

司);蛋白提取试剂盒(宝生物工程有限公司)。Bio
 

Rad
 

450酶标仪(美国Bio
 

Rad公司);JY-SCZ2型十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)蛋
白电泳仪(北京六一仪器厂)。

1.2 方法

1.2.1 建模

对照组腹腔注射1
 

mL的0.9%氯化钠溶液,连
续注射28

 

d。其余4组均于每日固定时间腹腔注射

戊四氮溶液(实验前30
 

min将300
 

mg戊四氮晶体溶

于150
 

mL的0.9%氯化钠溶液),连续注射28
 

d,以
RACINE[10]制订的分级法为评断标准,当SD大鼠出

现5次级以上Ⅱ级及以上症状即为癫痫模型构建

成功。
1.2.2 干预

对照组及模型组给予0.9%氯化钠溶液(10
 

mg/
kg)灌胃,每日2次,连续28

 

d。石甘散组给予1
 

g/kg
石甘散灌胃,每日1次,托吡酯组给予18

 

mg/kg托吡

酯灌胃(使用前,以0.1
 

mg托吡酯:0.1
 

mL的0.9%
氯化钠溶液比例进行稀释),每日1次,联合组给予

1
 

g/kg石甘散和18
 

mg/kg托吡酯灌胃,每日1次,连
续干预28

 

d。
1.2.3 认知功能评价

水迷宫实验:水迷宫由直径为1.3
 

m,高0.5
 

m
的圆形蓄水池及透明玻璃构成,水深0.3

 

m。实验期

间水迷宫周围参照物摆放顺序无变动,水温为室温。
在测试前1

 

d,水池内不放平台,让大鼠于池中自由游

泳120
 

s,让其熟悉周围环境,此阶段持续5
 

d后开始

测试。定位航行实验:放置平台,第1~4天每日上午

及下午固定时间按照东北、西北、西南、东南4个象限

将大鼠面向池壁完全浸入水中,记录其从入水到找到

平台时间。若120
 

s内未找到平台则引导其找到平

台,搜索时间记为120
 

s。所有大鼠在找到平台后均

保持在台上30
 

s,让其熟悉周围参照物。空间探索时

间:第5天撤掉平台,将大鼠头向东北迷宫壁的中点

浸入水中,记录大鼠在120
 

s内穿越原平台次数及在

原平台处探索时间,并计算百分比。
1.2.4 CB2R、MDA、SOD水平检测

水迷宫实验结束后立即处死大鼠,并提取海马组

织。冰浴条件下超声震碎制成10%组织匀浆液,并于

4
 

℃、3
 

000
 

r/min条件下离心10
 

min,采用考马斯亮

蓝检测法测定海马组织 MDA及SOD水平。取海马
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组织,根据蛋白提取试剂盒提取总蛋白并测定浓度。
根据 Western

 

blot试剂盒说明书进行电泳、转膜、封
闭,采用1∶300比例稀释后的兔抗CB2R孵育过夜。
次日TBST洗涤后,加入辣根过氧化物酶(HRP)标记

的山羊抗兔二抗,孵育2
 

h后,进行成像,并采用Im-
age

 

J软件进行灰度值分析。根据内参标准计算目标

条带相对值,判断蛋白相对表达量。
1.3 统计学处理

采用SPSS
 

22.0进行统计分析,计数资料用例数

和百分数表示,计量数据用x±s表示,组间比较采用

独立样本t检验,相关性分析采用Pearson相关法。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 水迷宫结果

第1~4天,5组在同一时间点找到平台时间由高

到低分别为模型组、石甘散组、托吡酯组、联合组、对
照组。撤掉平台后,穿越原平台位置次数及在平台象

限搜索时间所占百分比由低到高分别为模型组、石甘

散组、托吡酯组、联合组、对照组,见表1、2。
表1  各组大鼠搜索平台时间(x±s,s)

组别 第1天 第2天 第3天 第4天

对照组 27.34±7.73abcd 17.35±5.31abcd 11.48±3.12abcd 6.95±1.72abcd

联合组 31.43±6.57abc 24.52±3.32abc 18.79±2.27abc 12.02±1.69abc

托吡酯组 39.47±8.65a 31.68±4.91a 23.46±3.38a 17.07±1.99a

石甘散组 39.98±8.71a 31.45±4.96a 23.82±3.16a 17.95±2.01a

模型组 47.65±11.21 38.18±7.24 29.79±4.98 20.56±2.98

  a:P<0.05,与模型组比较;b:P<0.05,与石甘散组比较;c:P<

0.05,与托吡酯组比较;d:P<0.05,与对照组比较。

表2  各组大鼠穿越平台时间及在原平台象限搜索

   时间所占百分比(x±s)

组别 次数(次) 时间百分比(%)

对照组 15.76±3.46abcd 58.45±3.71abcd

联合组 12.59±1.92abc 44.78±3.22abc

托吡酯组 9.32±1.76a 33.45±2.24a

石甘散组 9.48±1.84a 33.71±2.43a

模型组 6.21±1.34 22.35±2.19

  a:P<0.05,与模型组比较;b:P<0.05,与石甘散组比较;c:P<

0.05,与托吡酯组比较;d:P<0.05,与对照组比较。

2.2 脑组织 MDA及SOD水平比较

各组 MDA水平由高到低分别为模型组、石甘散

组、托吡酯组、联合组、对照组,而SOD水平由低到高

分别为模型组、石甘散组、托吡酯组、联合组、对照组,
见表3。
2.3 海马组织CB2R蛋白水平比较

各组CB2R蛋白水平表现分别为模型组(0.39±
0.09)、联 合 组(0.30±0.06)、石 甘 散 组(0.20±
0.05)、托 吡 酯 组(0.19±0.05)、对 照 组 (0.13±
0.04),模型组与其他各组比较差异有统计学意义
(P<0.05);石甘散组与对照组及联合组比较差异有

统计学意义(P<0.05);托吡酯组与对照组及联合组

比较差异有统计学意义(P<0.05),见图1。

表3  各组脑组织 MDA及SOD水平比较(x±s)
组别 SOD(U/mg) MDA(nmol/mg)
对照组 35.18±3.65abcd 5.19±1.12abcd

联合组 27.12±4.42abc 9.88±1.97abc

托吡酯组 20.57±3.97a 7.56±1.32a

石甘散组 20.94±4.03a 7.32±1.44a

模型组 14.54±3.38 12.98±2.87

  a:P<0.05,与模型组比较;b:P<0.05,与石甘散组比较;c:P<

0.05,与托吡酯组比较;d:P<0.05,与对照组比较。

图1  海马组织CB2R蛋白 Western
 

blot结果

3 讨  论

流行病学资料显示,世界范围内癫痫发病率约为

5%,且是儿童时期最为常见的慢性神经系统疾病之

一,高发于出生后的第一年[11]。大部分癫痫儿童的智
力无明显异常,但有部分患儿会表现为暂时或永久性

的认知损伤,这将严重影响患儿的生活质量及身心健

康。研究认为,导致癫痫患儿认知功能的主要因素包

括引起癫痫发作的神经病理因素,其次为癫痫的发作

形式、社会心理因素及抗癫痫药物,上述因素相互作

用导致患儿的认知功能障碍[12-13]。抗痫药物为目前

临床上治疗癫痫的主要方式,其具有应用范围广、使
用时间长等特点,而单药或多药物的长期应用导致抗

痫药物对患者,特别是大脑处于发育期的患儿认知功
能的影响则是临床工作者及家长的关注重点。

托吡酯是一种新型抗痫药物,其发挥作用的主要

机制包括以下几个方面[14]:(1)通过γ-氨基丁酸(GA-
BA)受体作用,从而对GABA介导的神经抑制作用产

生促进作用;(2)对电压依赖性钠离子通过产生阻断

作用;(3)调节谷氨酸水平从而调节离子通道;(4)对
部分电压门控及钙门控钾离子通道内流具有增强作

用。有研究发现,托吡酯对正常幼鼠的认知功能无影

响,而对癫痫幼鼠的认知功能具有一定 的 改 善 作

用[15]。而也有研究发现,托吡酯对癫痫患者的运动

力、注意力等方面产生负面影响[16]。石甘散属我国传

统医学范畴,由石菖蒲及甘松组成。研究发现,石甘
散可改善戊四氮所致的癫痫大鼠海马组织中的谷氨

酸、GABA水平,从而调节离子通道,抑制神经元放

电,最终保护脑细胞,发挥抗痫的作用[17]。现代药理

学研究表明,石菖蒲含有氨基酸、有机酸、挥发油等成

分,具有抗惊厥、镇静、脑保护及益智等作用[18]。而甘

松发挥药效的主要成分为甘松新酮,并具有改善认知

功能、保护脑神经及镇静等作用[19]。基于此,本研究

探讨了石甘散联合托吡酯对癫痫幼鼠认知功能的影

响。结果显示,单独用药或联合用药均可改善癫痫幼

鼠的认知功能,且石甘散联合托吡酯治疗对幼鼠的认

知功能改善效果更为明显。
氧化应激及其所致的神经细胞凋亡是诱发并导

致癫痫反复发作的主要原因,其主要机制为活性氧簇
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ROS的过度表达从而增加了细胞间的钙离子浓度,进
而导致脑部神经元的重塑、坏死及凋亡[5]。SOD为机

体内超氧化物酶,具有清除自由基、还原有毒过氧化

物的作用;MDA是脂质发生氧化应激的终产物,具有

细胞毒性,二者在癫痫的发生、发展中均发挥着重要

作用。内源性大麻素系统在中枢神经系统中起着重

要作用,而CB2R为内源性大麻素受体之一,主要表

达于外周免疫细胞。近年来,随着研究的深入,发现

CB2R在中枢神经系统中的特定区域也有所表达。有

研究发现,在毛果芸香碱诱导的癫痫大鼠模型慢性期

中,大麻素可改善大鼠的癫痫行为,并通过对神经元

自噬作用激活从而产生抗氧化作用[20]。本研究结果

显示,单独用药或联合用药均可改善癫痫幼鼠的脑组

织MDA、SOD及海马CB2R水平,且石甘散联合托吡

酯治疗对幼鼠的各指标改善效果更为明显,提示可抑

制癫痫幼鼠的氧化作用。
综上所述,石甘散联合托吡酯可显著改善癫痫幼

鼠认知功能,并提高海马组织SOD活性及CB2R水

平,降低 MOD含量,抑制氧化反应,减轻自由基对脑

组织的损伤。
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