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不同首剂匹罗卡品制作颞叶癫痫大鼠模型的研究 *
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摘要 目的：研究不同首次剂量匹罗卡品对氯化锂 - 匹罗卡品颞叶癫痫大鼠模型诱发成功率、死亡率的影响。方法：90 只 SD 大鼠

随机分为三组，每组首次使用匹罗卡品剂量：A 组 10mg/kg、B 组 20mg/kg、C 组 30mg/kg；随后采用多次注射 10mg/kg 匹罗卡品，

比较 3 组癫痫持续状态诱发成功率、死亡率的差异。结果：A、B、C 组癫痫持续状态诱发成功率分别为 66.7%、90%、93.3%。其中 A

组与 B 组之间诱发成功率差异有统计学意义，P < 0.05；C 组与 B 组之间相比，差异无统计学意义，P >0.05。三组死亡率分别为

20%、23.3%、57.1%，其中 A 组与 B 组之间差异无统计学差异，P > 0.05，；C 组与其它两组相比较差异有统计学差异，P <0.05。结

论：首次剂量 20mg 匹罗卡品，然后 10mg 多次反复注射，癫痫持续状态诱发成功率高、死亡率低，是一种理想的颞叶癫痫模型。
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ABSTRACT Objective: We use different initial doses of pilocarpine after Lithium injections to establish the temporal lobe epilepsy

models, observe the effects of different initial dose of pilocarpine on percentage of rats being induced successfully and the mortality rate.
Methods: 90 SD rats were randomly divided into 3 groups, different initial doses of pilocarpine were used in every group: A group with
10mg/kg; B group with 20mg/kg and C group with 30mg/kg, followed later by repeated application of low dose pilocarpine 10 mg/kg,and
observe the difference in percentage of rats exhibiting SE and the mortality rate between A, B and C. Results: Percentage of rats
exhibiting SE of A, B and C group were 66.7%, 90%, 93.3% respectively. There was significant difference between A and B(P<0.05), but
no difference between C and B (P>0.05). Mortality rate of A, B and C were 20%, 23.3%, 57.1% respectively; there was no difference
between group A and group B(P>0.05), but group C showed difference in mortality rate with the other two groups(P<0.05). Conclusion:
It is a good way to establish the temporal lobe epilepsy model with 20 mg initial dose of pilocarpine followed later by repeated applica-
tion of 10 mg/kg pilocarpine, which could induce more rats exhibiting SE successfully and had lower mortality rate.
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前言

颞叶癫痫(temporal lobe epilepsy) 是最常见的难治性癫痫，

其病因和发病机制复杂，一直是癫痫治疗的难点及热点[1,2]。氯

化锂 - 匹罗卡品持续状态后模型在行为、EEG、病理以及药理

特性上与人类颞叶癫痫非常类似，并且具有制作简单、诱发迅

速、表现典型、痫性发作容易确认、轴突出芽、突触重建明显等

优点，因此近年来一直被认为是一个理想的颞叶癫痫模型而被

用于癫痫发病机制和抗癫痫药物的研究[3,4]。但传统的制作方法

癫痫持续状态（status epilepticus，SE）诱发率低，死亡率高，不利

于用于癫痫模型的研究[5,6]。因此本研究拟在注射氯化锂后，使

用不同首剂量的匹罗卡品制作颞叶癫痫大鼠模型，比较大鼠的

行为学特征、SE 诱发成功率、死亡率，以寻找最佳的颞叶癫痫

大鼠模型制作策略。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

6~8 周龄健康雄性 SD 大鼠，体重（250±20）g，90 只，由中

南大学湘雅医学院实验动物学部提供，在室温 18~25℃、相对

湿度（50~60）%、人工 12 小时昼 / 夜循环照明环境中用全价营
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养饲料分笼饲养，大鼠能自由摄食及饮水。每日定时清洗笼舍。
90 只大鼠随机将分为三组：A 组（n=30）、B 组（n=30）和 C 组

（n=30）。
1.2 癫痫动物模型制作及处理

大鼠腹腔注射氯化锂(LiCL，美国 Sigma 公司) 3mEq/kg(约
125mg/kg)，18~24 小时后给予匹罗卡品(PILO，美国 Boehringer
Mannheim 公司) 腹腔注射，匹罗卡品的首剂量分别为 A 组

10mg/kg、B 组 20mg/kg、C 组 30mg/kg，若无痫性发作或痫性发

作未达到 Racine[7]制定的痫性发作标准Ⅲ~Ⅴ级者，每隔 30 分

钟可重复腹腔注射匹罗卡品 10mg/kg/ 次，直至出现痫性发作。
发作程度按 Racine 制定的标准进行分级，达到Ⅲ~Ⅴ级的大鼠

进入癫痫持续状态（status epilepticus，SE），归于致痫成功组；未

达到Ⅲ~Ⅴ级的大鼠继续注射 PILO 直至次数达到 6 次，其间

达Ⅲ级以上的动物也归到致痫成功组；6 次后仍未达到标准的

归于致痫不成功组。致痫成功后从第一次大发作开始 SE 50 分

钟以上者，以 10%水合氯醛 3ml/kg 终止。急性诱发 SE 后，每天

观察动物行为，观察时间为 8AM~8PM。
1.3 脑电图描记

三组在急性期（2h）、静止期（7d）分别进行脑电图描记。记

录方法为：大鼠麻醉后，用橡皮套套住大鼠的四肢，固定于木板

上，再用细麻绳套住大鼠门齿以固定头部。参考导联描记，一根

电极插入颞部头皮下，另一根电极插入对侧乳突皮下，在日本

光电 5210 型脑电图机上描记脑电活动。
1.4 灌注取材

1.4.1 取材 三组均于急性期（2h）、静止期（7d）常规用 10%水合

氯醛（剂量 3.5ml/kg）麻醉动物。沿肋弓剪开腹部皮肤、肌肉、腹
膜，剪断肋骨，剪开膈肌，此时小心勿刺中心脏，剪至第二肋骨，

轻分离心脏与胸壁，用止血钳翻开肋骨固定于鼠嘴皮肤，再用

镊子分离心脏前筋膜，暴露主动脉弓；左手食指、拇指夹住心

脏，用 12 号磨钝针头从心尖部刺入心脏后，轻握针寻找主动脉

出口，切忌用力穿破心脏，进入主动脉后夹上动脉夹。同时灌注

生理盐水和剪开右心耳，灌注生理盐水约 15 分钟，即 400mL
左右，见右心耳流水变清亮、肝脏变苍白色，随后灌注 4℃4%的

多聚甲醛，即可见四肢颤动，灌注先快后慢（约 150mL+150mL
），必要时可夹住腹主动脉，并让鼠头稍低，以保证鼠脑充分灌

注，表现为鼠前后肢、尾、颈僵硬，约灌注 300~400mL后，停止灌

注。断头取脑，沿枕骨下剪断鼠头部，然后剪开头皮、尽量分离，

用大剪刀剪开鼠枕骨，再用止血钳撬开头骨，完全暴露脑组织，

小心勿损及脑组织，轻用止血钳插入颅底分离出脑组织，大脑

置 4℃4%多聚甲醛固定过夜后，移入 30%蔗糖置 4℃冰箱。
1.4.2 冰冻切片及贴片 脑组织在 30%蔗糖中沉底后，将冰冻切

片机温度调至 -18℃~-20℃，将沉底的脑组织修材，固定于基座

上，自中脑向额叶行 20μm 冠状连续切片，隔三取一，每只动物

取四套，收集有海马的脑片于 0.01mol/l 磷酸盐缓冲液(PBS)
中。将脑片贴片于用多聚赖氨酸处理过的载玻片上，切片充分

晾干后，-80℃冰箱保存备用。
1.4.3 尼氏染色 切片自 -80℃冰箱拿出后晾干，蒸馏水漂洗，

0.1%焦油紫室温下染色 10min，镜下观察，如染色过深，将切片

浸入 95％乙醇中分色，镜下监视至满意效果。自来水洗，脱水

（70%乙醇 3min、95%乙醇 3min、100%乙醇 1min×3 次），二甲

苯透明（5min×2 次），中性树脂封片。镜下观察海马区域的病

理改变。
1.5 统计学处理

各组 SE 诱发成功率、死亡率的比较, 应用 SPSS 11. 5 统计

学软件 Fisher's exact test 进行检验。

2 结果

2.1 行为学改变

用氯化锂腹腔注射后，大鼠行为活动无变化；在匹罗卡品

注射 5~30 分钟后，大鼠开始呈现外周胆碱能反应：立毛、流涎、
颤抖及流血泪，同时或先后出现刻板行为：凝视不动、咀嚼、吸
鼻或探索行为、湿狗样震颤、反复头颈上仰，随后出现眨眼、面
肌痉挛、点头，最后出现反复双侧前肢阵挛、伴直立、跌倒或翻

转，部分动物出现四肢强直－阵挛发作。开始发作尚不频繁，随

着时间延长，发作频率增高。进入 SE 状态后，部分大鼠因抽搐

致死 （其中 A 组 4 只，B 组 6 只，C 组 13 只），其余大鼠在

24~72 小时后进入静止期，静止期大部分大鼠行为正常，少数

抽搐严重的大鼠进入静止期后活动迟钝，不能主动进食进水，

数天后衰竭死亡（其中 A 组 0 只，B 组 1 只，C 组 3 只）。存活的

大鼠在 15~45 天后均出现自发性发作，发作呈强直 - 阵挛性发

作，持续时间短暂，约半分钟至 1 分钟，发作次数从 1 天数次至

数天 1 次不等，慢性期内的大鼠无死亡。故 ABC 组诱发成功率

分别为 66.7%、90%、93.3%；死亡率分别为 20%、23.3%、57.1%。
三组诱发成功率比较：A 组与 B 组，P < 0.05，有统计学意

义；C 组与 B 组，P > 0.05，无显著统计学意义；死亡率比较：A
组与 B 组，P > 0.05，无显著统计学意义; C 组与 B 组，P < 0.05，

有统计学意义。以上提示，与 A,C 两组比较，B 组诱发成功率更

高，死亡率更低（详见表 1）。

2.2 脑电图改变

三组诱发 SE 成功的大鼠脑电图均可描记出癫痫波发作。
2.3 颞叶癫痫的病理改变

三组大鼠匹罗卡品致 SE 后海马齿状回门区和 CA1、CA3

表 1 动物模型制作情况统计

Table 1 Statistics of the temporal lobe epilepsy model establishment

A group

B group

C group

Rats exhibiting SE

20

27

28

Achievement ratio

(20/30) 66.7%*

(27/30) 90.0%

(28/30) 93.3%

Mortality rate

(4/20)20.0%

(7/27)23.3%

(16/28)57.1%*

Note: Compared with B group * P < 0.05.
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区均有不同程度的神经元减少。CA1 区和 CA3 区锥体细胞层

神经元排列紊乱，可见部分神经元形态不完整，细胞肿胀或皱

缩、轮廓模糊、界限不清，细胞间距加大，胞浆尼氏小体减少。齿

状回颗粒细胞边界不整齐、排列松散、增宽，呈现颗粒细胞发散

改变。SE 后 7d，CA 区域及齿状回均可见胶质细胞增生（见图

2,3,4）。

图 1 SE 2h 后脑电图

Fig.1 Electroencephalogram of 2h after SE

图 2 SE 后 7d 大鼠海马 CA1 区

尼氏染色×100

Fig.2 Nissl staining in the hippocampal of 7days after SE

图 3 SE 后 7d 大鼠海马门区

尼氏染色×100

Fig.3 Nissl staining in the hilus of 7days after SE

图 4 SE 后 7d 大鼠海马 CA3 区

尼氏染色×200

Fig.4 Nissl staining in the CA3 subfield of 7days after SE

3 讨论

根据氯化锂 - 匹罗卡品致痫大鼠模型的行为过程和 EEG
改变可分为三个时期：1）急性期，即大鼠被诱发全身强直 - 阵

挛发作持续状态后 24 小时内；2）静止期，又称为潜伏期，大鼠

不出现痫性发作，EEG 和行为基本正常，约 4~44 天；3）慢性自

发发作期，静止期后反复出现类似于人类复杂部分性发作的自

发发作[3]。该模型具有以下优点：1）制作简单，诱发迅速；2）有效

致痫剂量与致死剂量之间的跨度大，安全性好，存活率高；3）表

现典型，致痫过程清晰，痫性发作的分级容易确认；4）如急性期

SE 持续时间超过 30 分钟以上，则在慢性期可出现稳定的自发

性痫性发作，轴突出芽、突触重建明显，但其病理变化的严重性

与 SE 持续时间无关[8-10]。此模型不利因素是：如致痫剂量过大，

持续状态不易控制，在制作过程中可能出现大量动物死亡，但

如剂量过低，模型诱发成功率又不高。因此，致痫剂量的选择是

模型制作成功与否的关键。
氯化锂 - 匹罗卡品的致痫机制尚未完全明了，匹罗卡品是

M 型乙酰胆碱受体 (MAchRs) 激动剂，主要是 通 过 激 动

MAchRs 实现的。MAchRs 同 G- 蛋白耦联，G- 蛋白将受体的刺

激信号传递给磷脂酶 C，磷脂酶 C 水解膜磷脂 4，5 二磷酸 - 磷

脂酰肌醇，使其分解为两种第二信使：三磷酸肌醇( IP3) 和二脂

酰甘油(DG)。这两种物质可以刺激神经元引起痫性放电，并且

在过量的情况下也可以引起神经元的损伤。匹罗卡品可能就是

通过这个机制引起持续性全身强直 - 阵挛发作[11]。氯化锂对匹

罗卡品起易化作用，它能通过抑制肌醇单磷酸酶来阻断磷酸 -
磷脂酰肌醇循环中 IP3 降解成肌醇，增加了 IP3 的含量，从而

与匹罗卡品相协同，减少了 PILO 的用量，降低了致痫动物的死

亡率[12]。
以海马神经元变性缺失和神经胶质增生为表现的海马硬

化是颞叶癫痫的标志性病理改变[13]，约 60%~70%的颞叶癫痫

患者伴有海马硬化[14]。本研究中匹罗卡品首剂量不同的三组大

鼠模型 SE 发作时都能描记到癫痫放电波；尼氏染色结果均可

显示，致痫后 CA1、CA3 区锥体细胞和门区神经元大量减少，

齿状回颗粒细胞部分减少，可见胶质细胞增生。以上改变均类
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似于人类颞叶癫痫海马硬化的病理特征。证明三组不同首剂的

匹罗卡品制作的颞叶癫痫模型是成功的。
最初的匹罗卡品致痫动物模型单用匹罗卡品，其有效致痫

量为 320～400mg/kg[15]，动物死亡率高；后改为在用匹罗卡品前

18 小时予以 LiCl 预处理，匹罗卡品的有效致痫剂量减少至 30
mg/kg，死亡率仍接近 50%[16]。Glien[17]等在氯化锂预处理的基础

上改用多次小剂量（10 mg/kg）腹腔注射 PILO 后，死亡率明显

下降（21.1%），但其癫痫诱发率不高。本研究中 B 组我们 PILO

的首次剂量应用 20mg/kg，后仍多次小剂量给予 PILO10mg/kg，

结果示癫痫诱发成功率大大提高，为 93.3%，较传统方法（诱发

成功率为 63%）有明显提高；死亡率与传统方法无明显差别，为

23.3%。C 组 PILO 的首次剂量为 30 mg/kg，后仍多次小剂量给

予 PILO10 mg/kg，结果示癫痫诱发成功率为 93.3%，但死亡率

较高，为 57.1%。通过统计学分析，诱发成功率三组诱发成功率

比较：A 组与 B 组有统计学意义；C 组与 B 组无显著统计学意

义；死亡率比较：A 组与 B 组无显著统计学意义；C 组与 B 组

有统计学意义。总之，多次小剂量的 PILO 注射方法减少了传统

一次性大剂量 PILO 给药对大鼠的全身毒性作用，减少了死亡

率；而相较其他首剂量，PILO 首次剂量为 20mg/kg 的，模型癫

痫诱发成功率更高，死亡率更低，仍有稳定的慢性期痫性自发

发作率。因此匹罗卡品首剂为 20mg/kg 的多次小剂量改良法明

显优于传统方法并优于其它首剂量给药法，制作的颞叶癫痫模

型更加理想。此经验值得广泛推广。
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