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摘 要 目的：研究癫痫清颗粒对海人藻酸致癫痫大鼠海马组织中白细胞介素6（IL-6）含量及胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、离子钙

接头分子1（Iba-1）表达的影响，探讨该药防治癫痫的作用机制。方法：将大鼠随机分为假手术组（蒸馏水）、模型组（蒸馏水）、苯妥

英钠组（0.03 g/kg，阳性对照）和癫痫清颗粒低、中、高剂量组（4.74、9.47、18.94 g/kg，以生药计），每组20只，每天 ig给药1次，连续7

d。末次给药1 h后，除假手术组外的其余各组大鼠均于左侧海马 CA1区单次注射海人藻酸复制癫痫模型，观察大鼠行为学变化

及死亡情况。造模24 h后，采用酶联免疫吸附法检测大鼠海马组织中 IL-6含量，采用尼氏染色法对海马组织神经元进行计数，采

用免疫组化法检测大鼠海马组织中GFAP、Iba-1表达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠造模后发生明显癫痫症状，部分大鼠死

亡；海马组织中 IL-6含量及神经元数目明显减少（P＜0.01），GFAP、Iba-1表达明显增强（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组大鼠

癫痫症状及死亡情况得到改善，而海马组织中 IL-6含量虽均不同程度升高，但差异无统计学意义（P＞0.05）；苯妥英钠组和癫痫清

颗粒中、高剂量组大鼠海马组织神经元个数明显增加（P＜0.01），GFAP表达明显降低（P＜0.01）；苯妥英钠组和癫痫清颗粒高剂量

组大鼠海马组织中 Iba-1表达明显降低（P＜0.01）。结论：癫痫清颗粒可通过抑制海马组织中GFAP和 Iba-1的表达、增加海马组织

中神经元数量，从而发挥防治癫痫的作用。

关键词 癫痫清颗粒；白细胞介素6；胶质纤维酸性蛋白；离子钙接头分子1；大鼠

Effects of Dianxianqing Granule on the IL-6 Content and GFAP，Iba-1 Expressions in Hippocampus Tis-

sue of Rats with Kainate-induced Epilepsy
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ZHU Jinghe1，JIA Dong3（1.Dept. of Pharmacology，Liaoning Provincial Institute of TCM，Shenyang 110034，
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na；3.Key Laboratory of TCM Viscera-state Theory and Applications Co-founded by Liaoning Province and Min-
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Dianxianqing granule on the interleukin（IL-6）content and glial fibrillary acid-

ic protein（GFAP），ionized calcium linker molecules 1（Iba-1）expressions in hippocampus tissue of rats with kainate-induced epi-

lepsy，and explore its mechanism of preventing and treating epilepsy. METHODS：Rats were randomly divided into sham operation

group（distilled water），model group（distilled water），phenytoin group（0.03 g/kg，positive control）and Dianxianqing granule

low-dose，medium-dose，high-dose groups（4.74，9.47，18.94 g/kg，calculated by crude drug），20 in each group. Rats were intra-

gastrically administrated once a day，for 7 d. After 1 h of last administration，except for sham operation group，rats in other groups

received single injection of kainite in hippocampus CA1 of left side to induce the epilepsy model. Behavioral changes and death of

rats were observed. After 24 h of modeling，enzyme-linked immunosorbent method was used to detect the IL-6 content in hippocam-

pus tissue of rats，Nissl staining was used to count the hippocampus neurons，and immunohistochemistry was used to detect the

GFAP，Iba-1 expressions in hippocampus tissue of rats. RESULTS：Compared with sham operation group，rats in model group had

obvious epilepsy symptoms after modeling，and parts of rats died；IL-6 content and number of neurons in hippocampus tissue were

obviously decreased （P＜0.01），while GFAP，Iba-1 expressions were obviously enhanced （P＜0.01）. Compared with model

group，epilepsy symptoms and death in each administration group had improved，while IL-6 content in hippocampus tissue were in-

creased to varying degrees，with no statistical significance（P＞0.05）. The numbers of neurons in phenytoin group，Dianxianqing

granule medium-dose，high-dose groups were obviously in-

creased（P＜0.01）；GFAP expression was obviously decreased

（P＜0.01）. Iba-1 expressions in hippocampus tissue in phenyt-

oin group，Dianxianqing granule high-dose group were obvi-

ously decreased （P＜0.01）. CONCLUSIONS： Dianxianqing
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癫痫是一种以脑内神经元异常反复过度放电引起

的短暂性脑功能障碍综合征，其临床主要表现为肌痉

挛、神志丧失、认知功能障碍、情感运动障碍及感觉异

常[1]。动物实验及癫痫患者切除的结节性硬化海马中可

发现神经胶质细胞被激活、炎性因子及其调节介质的存

在[2-4]。因此，可通过抑制胶质细胞的活化发挥抗癫痫的

作用。癫痫清颗粒为辽宁中医药大学附属第二医院的

院内制剂，前期研究发现其可延长戊四唑及海人藻酸

（Kainic acid，KA）致大鼠癫痫发作的潜伏期、降低发作

分级、缩短发作持续时间、增加脑组织内白细胞介素 4

（Interleukin 4，IL-4）含量[5-9]。本研究以KA致癫痫大鼠

模型为研究对象，通过对模型大鼠脑组织中 IL-6含量、

胶质纤维酸性蛋白（GFAP）和小胶质细胞（MG）标记物

离子钙接头分子 1（Iba-1）表达的测定，进一步探讨癫痫

清颗粒抗癫痫的药理作用机制，为其临床使用提供必要

的药理学基础。

1 材料
1.1 仪器

DW-5脑立体定位仪（成都泰盟科技有限公司）；

Neofuge 13R高速冷冻离心机（上海力申科学仪器有限

公司）；ELx800酶标仪（美国伯腾仪器有限公司）；BX51

显微镜（日本奥林巴斯株式会社）。

1.2 药品与试剂

癫痫清颗粒（由辽宁中医药大学附属第二医院提

供，批号：20140110，规格：生药含量为5.31 g/g）；苯妥英

钠片（天津力生制药股份有限公司，批号：1312027，规

格：每片0.1 g）；KA（美国Sigma公司，批号：MKBQ0979V，

纯度：＞98％）；水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司，

批号：20100709）；IL-6酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒（深

圳市达科为生物技术有限公司，批号：E3060-1406-1）；兔

抗 Iba-1抗体（日本 Wako 公司，批号：CTP1721）；兔抗

GFAP 抗体（北京博奥森生物试剂有限公司，批号：

140404）；超敏过氧化酶试剂盒（福州迈新生物技术有限

公司，批号：1404289706）；二氨基联苯胺显色液（福州迈

新生物技术有限公司，批号：1403030031）。

1.3 动物

SPF级Wistar大鼠 120只，♂，体质量（200±20）g，

由辽宁长生生物技术有限公司提供[实验动物生产许可

证号：SCXK（辽）2010-0001]。大鼠实验期间分笼饲养、

自由饮食。

2 方法
2.1 分组与给药

将120只大鼠随机分为假手术组、模型组、苯妥英钠

组（阳性对照）和癫痫清颗粒低、中、高剂量组，每组 20

只。根据预实验结果并参考文献[10]设置各组给药剂

量：苯妥英钠组大鼠 ig 0.03 g/kg苯妥英钠蒸馏水溶液，

癫痫清颗粒低、中、高剂量组大鼠分别按生药计 ig 4.74、

9.47、18.94 g/kg癫痫清颗粒蒸馏水溶液，假手术组和模

型组大鼠 ig等体积的蒸馏水。给药体积均为20 mL/kg，

每日给药1次，连续给药7 d。

2.2 造模

参考文献[8]方法复制 KA 致大鼠癫痫模型。末次

给药 1 h后，水合氯醛（350 mg/kg）麻醉大鼠，头部备皮

后，固定于脑立体定位仪上，常规碘酒消毒，沿颅顶中线

行 3～4 cm 手术切口，钝性分离骨膜，将囟门设置为零

点，移动微量进样器，向后3.00 mm，中线旁开2.20 mm，

牙科钻轻钻至穿破骨膜，自钻孔表面垂直进针约 3.70

mm。除假手术组外，其余各组大鼠在3 min内缓慢匀速

注入1 µg/µL KA 1.0 µL，留针5 min；假手术组大鼠注射

等体积生理盐水。最后缝合皮肤，碘伏消毒，注意大鼠

保暖。观察并记录大鼠的行为学变化及死亡情况。

2.3 ELISA法测定KA致癫痫大鼠海马组织中IL-6含量

造模24 h后，各组随机取大鼠10只，断头取脑，冰盘

上迅速剥离海马组织，称质量，按1 ∶9的比例用磷酸盐缓

冲液（PBS）稀释，匀浆，在 4 ℃条件下以离心半径为 10

cm、3 000 r/min离心20 min，取上清液，按照试剂盒说明

操作测定上清液中 IL-6含量。

2.4 尼氏染色测定KA致癫痫大鼠海马组织神经元的

表达及计数

造模 24 h后，各组大鼠有不同程度死亡，将每组剩

余大鼠（约 5～7只）ip 3.5％水合氯醛（10 mL/kg）麻醉，

待其卧倒后剪开胸腔，暴露心脏，将输液针经心尖刺入

左心室，右心耳处剪一小口，先用预冷生理盐水快速灌

注，待右心房流出液体变透明时，将输液针连接至预冷

的 4％多聚甲醛，先快后慢灌注，直至大鼠肝脏发白、四

肢及尾巴抽搐、僵硬时，断头取脑。4％多聚甲醛4 ℃固

定脑组织，常规制成5 μm厚的石蜡切片。将切片脱蜡至

水后浸入10 g/L甲苯胺蓝溶液中染色6 min；蒸馏水浸泡

5 min去除浮色，梯度乙醇脱水；再次用二甲苯透明2次，

每次 5 min，中性树胶封片。将切片置于 200倍显微镜

下，观察各组大鼠海马 CA1区神经细胞的染色情况；于

400倍显微镜下进行图像采集，对各组大鼠脑切片海马

组织CA1区相同部位进行神经元计数[9]。

2.5 免疫组化法测定 KA 致癫痫大鼠海马组织中

GFAP、Iba-1的表达

取“2.4”项下5 μm厚的石蜡切片，常规脱蜡脱水，高

压修复，5％牛血清白蛋白封闭，滴加一抗，4 ℃过夜，

PBS洗涤后，滴加超敏过氧化酶试剂盒内的二抗，二氨

granule can play the role in preventing and treating epilepsy by inhibiting GFAP，Iba-1 expressions in hippocampus tissue and in-

creasing the number of neurons in hippocampus tissue.

KEYWORDS Dianxianqing granule；Interleukin 6；Glial fibrillary acidic protein；Ionized calcium linker molecule 1；Rats
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基联苯胺显色。采用 400倍光学显微镜采集图片，每只

大鼠取 5张连续冠状切片。采用 JEOA 801D 形态学图

像分析软件分析GFAP、Iba-1的表达（若胞浆呈棕褐色，

则为阳性表达），并记录各切片中GFAP、Iba-1的平均光

密度（IOD）值。

2.6 统计学方法

用SPSS 17.0统计学软件对结果进行统计分析。计

量资料以 x±s表示。首先对数据进行正态性检验，符合

正态分布的数据，多组间比较采用单因素方差分析，若

方差齐则采用LSD检验进行两两比较，若方差不齐则采

用Dunnett’s T3检验进行两两比较；若不符合正态分布，

则采用非参数检验进行统计分析。P＜0.05表示差异有

统计学意义。

3 结果
3.1 大鼠行为学及死亡情况观察结果

大鼠海马组织内注射KA 5 min后，出现排便、咀嚼、

呼吸急促、胡须颤动和面部肌肉抽搐等症状。约 1 h后

麻醉药效果消退，除上述症状外大鼠逐渐出现翘尾、流

涎、节律性点头、“湿狗样”抖动、单侧（或双侧）前肢抖动

症状。最后，随着癫痫发作程度的加深，出现狂跑、跳

跃、翻滚、头部向硬物猛烈撞击、全身强直等癫痫大发作

症状，症状反复多次，并持续数小时以上。各组大鼠均

有死亡情况。癫痫清颗粒组癫痫大鼠的行为学改变有

减弱，死亡情况减少。假手术组、模型组、苯妥英钠组和

癫痫清颗粒低、中、高剂量组大鼠死亡只数分别为3、5、3、

4、3、3只。

3.2 大鼠海马组织中 IL-6含量的测定结果

与假手术组比较，模型组大鼠海马组织中 IL-6含量

明显减少（P＜0.01）；与模型组比较，苯妥英钠组和癫痫

清颗粒各剂量组大鼠海马组织中 IL-6的含量均有一定

增加，但差异无统计学意义（P＞0.05）。假手术组、模型

组、苯妥英钠组和癫痫清颗粒低、中、高剂量组大鼠海马

组织中 IL-6含量分别为（2 633.00±457.73）、（1 238.72±

287.51）、（1 737.75 ± 185.87）、（1 356.00 ± 340.61）、

（1 524.83±272.45）、（2 206.50±381.85）pg/mL。

3.3 大鼠神经元染色观察及计数结果

假手术组大鼠海马组织中神经元细胞结构清晰、排

列整齐，染色质分布均匀，可见丰富蓝色颗粒状的尼氏

小体；与假手术组比较，模型组大鼠海马组织中神经元

细胞结构明显改变，神经元数目减少（P＜0.01），核内染

色质凝集，尼氏小体数减少；与模型组比较，苯妥英钠组

及癫痫清颗粒各剂量组大鼠海马组织中神经元细胞结

构较清晰，神经元损伤减轻，其中癫痫清颗粒中、高剂量

组大鼠海马组织神经元个数较模型组明显增加（P＜

0.01）。染色结果见图1，神经元计数结果见表1。

3.4 大鼠海马组织中GFAP、Iba-1表达的测定结果

3.4.1 海马组织中GFAP表达测定结果 假手术组大鼠

海马组织中GFAP阳性细胞数较少，胞体较小，突起及其

分枝细长而少，染色较弱。与假手术组比较，模型组大
鼠海马组织中GFAP阳性细胞数目明显增多，胞体增大，

突起及其分枝增多且粗长，染色强度明显增强（IOD值
明显升高，P＜0.01）。与模型组比较，苯妥英钠组及癫
痫清颗粒各剂量组大鼠海马组织 GFAP 阳性细胞数减
少，突起及分枝亦减少，染色强度减弱（其中苯妥英钠组
和癫痫清颗粒中、高剂量组 IOD值明显降低，P＜0.01）。

免疫组化染色图见图2，测定结果见表2。

3.4.2 海马组织中 Iba-1表达的测定结果 假手术组大
鼠海马组织中 Iba-1阳性细胞数较少，胞体较小，突起及
分枝较少，免疫染色较弱，细胞呈“静息状态”。与假手
术组比较，模型组大鼠海马组织中 Iba-1阳性细胞数增
多，胞体增大变狭长状及圆形，突起增多、变短增粗，染
色加深（IOD 值明显升高，P＜0.01），细胞呈“活化状
态”。与模型组比较，苯妥英钠组及癫痫清颗粒各剂量
组大鼠海马组织中 Iba-1阳性细胞数较模型组减少，胞
体减小，染色强度降低（其中苯妥英钠组和癫痫清颗粒
高剂量组 IOD值明显降低，P＜0.01）。免疫组化染色图
见图3，测定结果见表2。

4 讨论
神经细胞胞质内的游离核糖体分布于粗面内质网

中，光镜下呈嗜碱性颗粒或小块，即为尼氏小体。癫痫

发作时，神经元受损，尼氏小体的数量会减少甚至消失，

图 1 各组大鼠海马组织中神经元细胞的显微镜图（尼

氏染色，×400）

Fig 1 Microscopic images of neurons cells in hippo-

campus tissue of rats in each group（Nissl stain-

ing，×400）

A.假手术组 B.模型组 C.苯妥英钠组

D.癫痫清颗粒低剂量组 E.癫痫清颗粒中剂量组 F.癫痫清颗粒高剂量组

表1 各组大鼠海马组织中神经元计数结果（x±±s）

Tab 1 Results of the number of neurons in hippocam-

pus tissue of rats in each group（x±±s）

组别
假手术组
模型组
苯妥英钠组
癫痫清颗粒低剂量组
癫痫清颗粒中剂量组
癫痫清颗粒高剂量组

n

7

5

7

6

7

7

神经元计数，个
33.02±1.52

17.64±3.19＊＊

30.84±0.70##

22.60±1.68

27.68±1.11##

29.36±1.66##

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜

0.01
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影像神经细胞的数量。因此，常根据神经细胞的数量差

异来判别神经细胞损伤程度。苯妥英钠除了是经典的

抗癫痫药外，还可减轻癫痫发作时的炎症反应 [11]，故本

研究以其为阳性对照。本研究结果显示，苯妥英钠和癫

痫清颗粒均可升高KA致癫痫大鼠海马组织中神经元细

胞数量，且高剂量癫痫清颗粒的作用与苯妥英钠接近，

提示癫痫清颗粒具有改善神经元损伤的作用。

星型胶质细胞具有调控脑电压及离子通道平衡、保

护神经元和分泌神经营养因子的作用。正常情况下，星

型胶质细胞胞体较小、分枝细长，呈“静止型”。GFAP是

星型胶质细胞的特异性标志物，GFAP表达量的多少可

反映其活性的大小[12]。当脑组织受到外界损伤时，迅速

激活的星型胶质细胞胞体增大、分枝增多，GFAP表达增

强，呈“反应型”。罗景华等[13]对40例颞叶内侧癫痫患者

手术中切除的海马组织进行观察，发现海马各区GFAP

表达均增强。在本研究中，模型组大鼠海马组织中

GFAP表达明显增强，与上述研究结果一致。与模型组

比较，各给药组大鼠海马组织中GFAP的表达明显减弱，

提示癫痫清颗粒可能通过降低癫痫大鼠脑组织中GFAP

的表达，抑制癫痫大鼠海马组织中星型胶质细胞的激活

而发挥抗癫痫作用。

小胶质细胞具有维持神经元细胞环境稳定的作

用。一般情况下，小胶质细胞处于静息状态，呈分枝

形。当受到外界刺激后，小胶质细胞活化可以从形态上

支链状形态通过缩回这些分枝朝着超支链或变形虫样

形态转变区分，几个标记物（包括 Iba-1、CDllb及Mac-1

等）的表达会上调。小胶质细胞活化后具有“两面性”，

一面是释放促炎因子、细胞毒素等，此过程为经典途径

的M1型毒性机制；另一面则是当疾病发展到一定阶段

时，小胶质细胞发挥着清除死亡的神经元和吞噬细胞碎

片的作用，此过程为活化的小胶质细胞替代途径的M2

型神经保护机制[14]。本研究中，模型组大鼠海马组织中

Iba-1表达增强，各给药组海马组织中 Iba-1表达降低。

炎症反应在癫痫发作过程中具有重要的作用。癫

痫动物模型和癫痫患者脑组织中均存在炎症因子的变

化。IL-6主要由脑内神经胶质细胞产生，可参与机体的

炎症反应、细胞免疫和造血功能调控等。研究发现，癫

痫模型大鼠脑组织中 IL-6表达会增加[15]。然而，也有研

究表明，IL-6具有神经保护和营养的作用，其可减轻N-

甲基天门冬氨酸对神经元的损伤，抑制神经元细胞凋

亡 [16]。小胶质细胞-凋亡细胞共培养后，IL-1β及肿瘤坏

死因子α的mRNA表达水平较正常培养的小胶质细胞显

著降低[16]。在本研究中，模型组大鼠脑组织 IL-6含量降

低，笔者推测这可能是由于凋亡细胞的存在，促进了小

胶质细胞的吞噬功能并抑制了 IL-6的表达。给予癫痫

清颗粒后 IL-6含量增加，这可能是由于凋亡细胞的数目

减少，小胶质细胞吞噬功能下降，从而导致 IL-6表达增

加，但具体机制尚需要进一步探讨。
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表 2 各组大鼠海马组织中GFAP、Iba-1表达的测定结

果（x±±s）

Tab 2 Determination results of GFAP，Iba-1 expres-

sions in hippocampus tissue of rats in each

group（x±±s）

组别

假手术组
模型组
苯妥英钠组
癫痫清颗粒低剂量组
癫痫清颗粒中剂量组
癫痫清颗粒高剂量组

n

7

5

7

6

7

7

IOD值
GFAP

0.356±0.068

0.703±0.099＊＊

0.511±0.018##

0.672±0.021

0.550±0.011##

0.514±0.009##

Iba-1

0.371±0.085

1.177±0.060＊＊

0.780±0.106##

1.084±0.145

1.076±0.094

0.822±0.063##

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜

0.01
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阴炎净洗剂对大鼠接触性皮炎湿疹的防治作用及机制研究Δ
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摘 要 目的：研究阴炎净洗剂对大鼠接触性皮炎湿疹（ACD）的防治作用及机制。方法：将60只大鼠随机分为空白对照组、模型

对照组、阳性对照组（地塞米松）和阴炎净洗剂高、中、低剂量组（分别给予2倍浓缩液、1倍浓缩液和原液），每组10只。除空白对

照组外，其余各组大鼠均于腹、背（2 cm×2 cm）部涂布二硝基氯苯复制ACD模型。从造模第9天起，各给药组大鼠背部涂布相应

药物100 µL，空白对照组和模型对照组大鼠涂布纯化水100 µL，每天给药3次，连续10 d。给药结束后，对皮肤变应性反应进行评

分并测定皮肤肿胀度；采用苏木精-伊红染色观察皮肤病理变化；采用酶联免疫吸附法测定血清中白细胞介素2（IL-2）、IL-4、IL-6

和干扰素γ（IFN-γ）含量。结果：与空白对照组比较，模型对照组大鼠变应性反应评分和皮肤肿胀度均显著升高（P＜0.01）；电镜下

可见表皮结痂坏死、真皮层损伤严重、毛囊坏死；血清中 IL-2、IL-4、IFN-γ含量显著增加（P＜0.05或 P＜0.01），IL-6含量略有增加

（P＞0.05）。与模型对照组比较，除阴炎净洗剂低剂量组大鼠皮肤肿胀度、血清中 IL-4含量以及各给药组大鼠血清中 IL-6含量改

善不显著外，其余指标均显著改善（P＜0.05或P＜0.01）。结论：阴炎净洗剂对大鼠ACD具有一定的防治作用，其机制可能与降低

血清中 IL-2、IL-4、IFN-γ含量有关。

关键词 阴炎净；接触性皮炎湿疹；白细胞介素；干扰素γ；大鼠
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