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白藜芦醇对慢性癫痫大鼠脑组织中氨基酸类递质含量的影响
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【摘 要】目的: 测定慢性癫痫大鼠脑组织谷氨酸( Glu) 和 γ-氨基丁酸( GABA) 含量，分析白藜芦醇抗癫痫作用机制。方法: 动

物分为生理盐水组( NS 组) 、癫痫组( KA 组) 、低剂量白藜芦醇组( L-Ｒes 组) 和高剂量白藜芦醇组( H-Ｒes 组) 。利用立体定位

技术，在大鼠右侧海马 CA3 中心区注射海人草酸，建立癫痫大鼠模型，以高、低剂量白藜芦醇干预 10 d，利用高效液相色谱法

测定慢性癫痫大鼠海马和皮层 Glu 和 GABA 含量。结果: 与 NS 组比较，KA 组大鼠海马和皮层 Glu 含量、Glu /GABA 比值均明

显升高( P ＜ 0． 05) ; 与 KA 组比较，L-Ｒes 组大鼠海马 Glu 含量、Glu /GABA 比值均明显降低( P ＜ 0． 05) ，但皮层 Glu 含量、Glu /
GABA 比值却明显高于 NS 组( P ＜ 0． 05) ; H-Ｒes 组大鼠海马和皮层 Glu 含量、Glu /GABA 比值均明显高于 NS 组( P ＜ 0． 05) 。
结论: 白藜芦醇通过维持海马 Glu /GABA 平衡达到抗癫痫作用效果。
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Effects of resveratrol on the changes of amino acids level in brain tissues in chronic epilepsy
rats

LI Min，PAN Qunwan，WANG Haihua，KONG Dehu，WANG Liecheng
Department of Physiology，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To investigate the mechanisms of resveratrol in anti-epilepsy through determining the contents of glutamic acid ( Glu) and γ-ami-
nobutyric acid ( GABA) in rats with chronic epilepsy． Methods: Animals were divided into saline group ( NS group) ，epilepsy group ( KA group) ，low-
dose resveratrol group ( L-Ｒes group) and high-dose resveratrol group ( H-Ｒes group) ． Animal models of epilepsy were induced by injection of kainic acid
( KA) into the center of the CA3 region of the right hippocampus with stereotaxic technology． Ｒesveratrol was intragastrically administered immediately fol-
lowing the first onset of seizure，once a day，for consecutive 10 days． Hight performance liquid chromatography( HPLC) was performed to detect the con-
tents of Glu and GABA in hippocampus and cortex of model rats． Ｒesults: Compared with NS group，the contents of Glu and the ratio of Glu /GABA in
hippocampus and cortex were increased significantly in KA group ( P ＜ 0． 05) ，whereas the contents of Glu and the ratio of Glu /GABA in hippocampus
was decreased in rats treated with L-Ｒes group compared to KA group( P ＜ 0． 05) ，and the rats treated with H-Ｒes group had higher level of Glu and ratio
of Glu /GABA in cortex and in hippocampus( P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Ｒesveratrol may produce anti-epileptic effects by reversing the imbalance between
Glu and GABA in hippocampus in chronic epilepsy rats．
【Key words】HPLC; amino acid; epilepsy; resverat

目前，中枢神经系统内兴奋性和抑制性氨基酸

含量的变化，尤其是两者比例的失衡可能是导致癫

痫发作的直接原因［1］。药物干预是临床上癫痫治

疗的主要手段，然而常见的抗癫痫药物被指出导致

记忆力减退、认知水平下降等副作用，长期服用甚至

会造成药物耐受和成瘾［2］。白黎芦醇 ( resveratrol，
Ｒes) 广泛存在于葡萄、花生、决明子等大约 70 多种

植物中，对神经元有一定的营养、损伤修复作用。既

往研究发现［3］Ｒes 可以保护颞叶癫痫大鼠 CA1 和
CA3a 区神经元活性，抑制苔藓纤维发芽 ( mossy fi-

bres sprouting，MFS) ，遏制癫痫自发发作。Ｒes 作为

一种神经保护因子，能否维持中枢神经系统兴奋性-
抑制性平衡达到抗癫痫作用效果至今未见报道。为

此，本研究建立慢性癫痫动物模型，选择异硫氰酸苯

酯( phenyl isothiocyanate，PITC) 结合高效液相色谱

法检测氨基酸含量，从中枢神经系统氨基酸递质水

平角度对白藜芦醇抗癫痫效果作以下报道。

1 材料与方法

1． 1 试剂 谷氨酸 ( glutamic acid，Glu) ，γ-氨基丁
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酸 ( gamma-aminobutyric acid，GABA ) ，海 人 草 酸

( kainic acid，KA) ，PITC，均购自 Sigma 公司; 白藜芦

醇( 纯度≥98% ) 购自西安中鑫生物技术有限公司。
1． 2 仪器 用卡 SN-2 型鼠类脑立体定位仪，日本

Narishige 科学仪器公司; Agilent 1100 高效液相色谱

仪、Venusil-AA 氨基酸分析专用柱 ( 4． 6 mm × 250
mm，5 μm) ，美国 Agilent 公司。
1． 3 动物分组及癫痫模型建立 SPF Wistar 雄性

大鼠( 250 ± 20) g，南京医科大学实验动物中心提供

［SCXK( 苏) 2002-0031］，分为生理盐水组( NS 组，n
=3) ，癫痫组( KA 组，n = 4) ，低剂量白藜芦醇组［L-
Ｒes 组，15 mg / ( kg·d) ，n = 3］，高剂量白藜芦醇组

［H-Ｒes 组，30 mg / ( kg·d) ，n = 4］。
大鼠经水合氯醛 ( 350 mg /kg) 腹腔麻醉后，固

定于立体定位仪上，暴露颅骨，右侧海马 CA3 中心

区参照大鼠脑立体定位图谱［4］: 前囟后 4． 0 mm，矢

状缝旁开 4． 4 mm，硬脑膜下 3． 8 mm。将 2． 5 μL
KA( 0． 4 g / L) 注射入海马 CA3 区，术后缝合头皮;

对照组同法在 CA3 区注射生理盐水。依据 Ｒacine
分级标准［5］，Ⅰ级: 咀嚼、眨眼、立须等面部肌肉抽

搐;Ⅱ级: 以点头运动为主的颈部肌肉抽搐;Ⅲ级: 单

侧前肢阵挛、抽搐;Ⅳ级: 双侧前肢阵挛、抽搐伴身体

立起;Ⅴ级: 双侧后肢强直，身体背曲强直，跌倒伴全

身阵挛。观察 1 ～ 6 h，癫痫急性发作程度达Ⅳ级以

上者为成功模型大鼠。L-Ｒes 组和 H-Ｒes 组在癫痫

首次大发作后即通过灌胃给药，每天 1 次，持续 10
d; NS 组和 KA 组同时灌胃生理盐水。
1． 4 脑组织样品处理 大鼠断头取脑，分离海马和

颞叶皮层，称质量; 加生理盐水，电动匀浆 10 s ( 25
000 r /min ) ，匀 浆 液 经 4 ℃ 离 心 20 min ( 12 000
r /min) ，取上清，加 3 倍体积乙腈混匀，4 ℃离心 10
min( 12 000 r /min) ，取上清，经冷冻干燥后，流动相

A 溶解，4 ℃离心 10 min( 12 000 r /min) ，取上清，流

动相 A 稀释，4 ℃保存。

1． 5 色谱条件 流动相 A: 50 mmol /L 乙酸钠( pH
5． 5，含 5% 甲醇) ，流动相 B: 100% 乙腈; 进样量:

50 μL; 流速: 1 mL /min; 柱温: 40 ℃ ; 紫外检测波长:

254 nm; 梯度洗脱程序( 表 1) 。
1． 6 衍生化反应 混合氨基酸标准溶液或稀释样

品 200 μL，置于 1 mL 离心管中，加入三乙胺乙腈溶

液 100 μL，PITC 乙腈溶液 100 μL，混匀，室温放置 1
h，加入正己烷 400 μL，振摇后放置 10 min 将上层正

己烷去除，再加 400 μL 正己烷，振摇后放置 10 min，

取下层溶液，0． 45 μm 滤膜过滤，收集在进样管中。
1． 7 统计学分析 实验数据以均数 ± 标准差( 珋x ±
s) 表示，采用 SPSS 16． 0 软件进行统计分析，组间资

料采用单因素方差分析进行比较，组内差异在单因

素方差分析后利用 LSD 法进行比较。P ＜ 0． 05 具有

统计学意义。

表 1 洗脱梯度表

Tab 1 List of gradient elution

Time( min) A( % ) B( % )

0 100 0
20 90 10
30 82 18
40 70 30

40． 01 0 100
50． 00 0 100
50． 01 100 0

A: 50 mmol /L sodium acetate，B: 100% acetonitrile

2 结果

2． 1 HPLC 色谱检测 空白试剂除杂质峰外，无其

他色谱峰( 图 1A) ; 氨基酸混合标准溶液中 Glu 的保

留时间为 16． 58 min，GABA 的保留时间为 29． 70
min( 图 1B) ; 癫痫大鼠海马样品杂质峰、试剂峰与氨

基酸峰分离良好( 图 1C) 。

图 1 空白试剂，氨基酸标准溶液和海马样品的色谱结果

Fig 1 HPLC findings by blank reagents，standard amino acids and hippocampus samples
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2． 2 慢性癫痫大鼠海马和皮层氨基酸递质含量

KA 注射 2 周后，大鼠进入癫痫慢性发作期，相继出

现不同形式的自发性发作，主要表现为: 活动时突然

停止、身体不平衡经常性跌倒、四肢强直伴抽搐，在

笼内狂奔等，持续 10 ～ 40 s 不等。测得癫痫慢性发

作期大鼠海马和皮层 Glu、GABA 含量及 Glu /GABA
比值如下: 与 NS 组比较，KA 组大鼠海马和皮层 Glu

含量、Glu /GABA 比值均明显升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与

KA 组比较，L-Ｒes 组大鼠海马 Glu 含量、Glu /GABA
比值均明显降低( P ＜ 0. 05) ，但皮层 Glu 含量、Glu /
GABA 比值均明显高于 NS 组( P ＜ 0. 05 ) ; H-Ｒes 组

大鼠海马和皮层 Glu 含量、Glu /GABA 比值均明显

高于 NS 组( P ＜ 0. 05) ，见表 2。

表 2 慢性癫痫大鼠海马和皮层 Glu，GABA 含量及 Glu /GABA 比值( 珋x ± s)
Tab 2 The ratio of Glu /GABA and contents of Glu，GABA in hippocampus and cortex in chronic epilepsy rats( 珋x ± s)

Groups n
Hippocampus Cortex

Glu GABA Glu /GABA Glu GABA Glu /GABA

NS 3 0． 28 ± 0． 24 0． 03 ± 0． 01 8． 90 ± 6． 28 0． 12 ± 0． 11 0． 02 ± 0． 01 7． 19 ± 4． 24
KA 4 1． 19 ± 0． 69* 0． 07 ± 0． 03 18． 24 ± 6． 49* 1． 11 ± 0． 38* 0． 07 ± 0． 01 15． 48 ± 3． 45*

L-Ｒes 3 0． 39 ± 0． 07# 0． 04 ± 0． 01 9． 44 ± 4． 32# 1． 04 ± 0． 35* 0． 05 ± 0． 01 18． 82 ± 3． 08*

H-Ｒes 4 1． 24 ± 0． 29* 0． 06 ± 0． 03 19． 62 ± 3． 27* 0． 98 ± 0． 30* 0． 07 ± 0． 00 14． 48 ± 3． 00*

F 4． 638 2． 916 5． 124 7． 003 3． 007 6． 170
P 0． 028 0． 087 0． 021 0． 008 0． 076 0． 012

* P ＜ 0． 05 compared with NS group，#P ＜ 0． 05 compared with KA group

3 讨论

3． 1 氨基酸递质和癫痫 Glu 及其类似物大剂量

作用于哺乳动物可引起细胞的变性死亡，称为 Glu
兴奋性毒性作用［6］。Glu 的清除依赖于谷氨酸转运

体摄取，是维持细胞外 Glu 处于较低浓度，保护神经

元免受毒性损伤的主要途径。Ueda 指出［7］: 癫痫大

鼠海马谷氨酸转运体 mＲNA 的表达在 KA 注射后 4
h 明显降低，5 d 后降低更明显。Eid［8］指出星形胶

质细胞中谷氨酸转运体合成酶缺陷是细胞外 Glu 聚

集的分子基础。本研究中慢性癫痫大鼠海马和皮层

Glu 浓度增加可能是由于 Glu 特异性转运体功能障

碍所致。
既往研究显示［3］，海人草酸诱导的慢性癫痫大

鼠海马 CA1、CA3 区和 DG 门区神经元大量死亡，颗

粒细胞内分子层和 CA3 区锥体细胞分子层可观察

到大量苔藓纤维发芽，并伴有海马 KA 受体表达显

著增加。推测 Glu 可能是通过 KA 受体介导兴奋性

毒性作用，诱发海马 CA3 区神经元死亡，造成苔藓

纤维突触后膜空位，导致苔藓纤维与自身或颗粒细

胞层的其他颗粒细胞形成过度的兴奋性通路，增强

谷氨酸能兴奋性突触传递，提高了海马神经元同步

化放电的几率，进而引发癫痫的发作。
Glu 在谷氨酸脱羧酶作用下脱羧生成 GABA，后

者是脑内重要的抑制性递质。本研究中，GABA 含

量变化并不明显，但海马 Glu /GABA 比值却明显增

高，皮层 Glu /GABA 比值亦表现严重失衡，推测在癫

痫发展到慢性期，由于长期 Glu 兴奋性毒性作用已

经波及并造成更大的脑边缘系统损伤( 即癫痫病灶

扩大化) 。对颞叶癫痫伴海马硬化的患者研究显

示［9］，在神经元变性死亡的 CA1 区、CA3 区和 DG
门区，谷氨酸转运体蛋白表达减少，谷氨酸脱羧酶表

达亦减少。这样细胞外大量积聚的 Glu，逐渐流向

谷氨酸转运蛋白缺乏区，使得邻近神经元同步化放

电频率增加，从而引起慢性癫痫的自发发作。
3． 2 Ｒes 对慢性癫痫大鼠脑组织 Glu /GABA 平衡

的维持 Ｒes 作为一种外源性生物活性物质，通过

抗氧化、清除自由基，对神经元起到营养、损伤修复

作用。既往研究［3］证实 Ｒes 对 CA1 和 CA3a 区神经

元的保护尤其是对 CA3a 区神经元的保护，使苔藓

纤维的突触没有形成完全的空位，存活的 CA3a 区

的锥体神经元通过代偿性作用抑制苔状纤维发芽，

但 Ｒes 对 DG 门区和 CA3b 和 CA3c 区神经元没有

明显的保护作用。本研究中，低剂量 Ｒes 对慢性癫

痫大鼠海马 Glu /GABA 比值失衡具有明显保护作

用，但对皮层 Glu /GABA 比值失衡没有明显保护作

用。推测 Ｒes 对海马神经元的保护可能是通过遏制

Glu 兴奋性毒性作用产生的自由基、活性氧对其神

经元的伤害，继而维持兴奋性-抑制性的平衡，但对

更大范围的皮层几乎无保护作用。另外，本研究中，

高剂量 Ｒes 对海马和皮层 Glu /GABA 比值失衡均没

有保护作用。有研究甚至指出当给予高剂量 Ｒes
( 下转第 313 页)
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否一致尚需进一步实验研究。
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时，经灌胃给药 10 d 的颞叶癫痫大鼠全部死亡［10］，

这提 示 高 剂 量 Ｒes 对 机 体 可 能 产 生 一 定 的 毒 性

作用。
通过本研究，我们推测白藜芦醇抗癫痫效果的

作用机制可能是通过保护海马神经元、维持神经元

Glu /GABA 平衡实现的。
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