
谷氨酸转运体对癫痫持续状态

大鼠突触可塑性的影响 *

韩大东 1) 裘嘉恒 2) 姚 扬 1) 张 涛 2)** 杨 卓 1)**

(1)南开大学医学院，天津 300071；2)南开大学生命科学学院，生物活性材料教育部重点实验室，天津 300071)

摘要 探讨了在大鼠癫痫持续状态模型，谷氨酸转运体功能改变对突触可塑性的影响．健康成年雄性 Wistar大鼠((304.06依
13.79) g)随机分为 5组，短期癫痫实验组(SE)及其对照组(SC)，长期癫痫实验组(LE)及其对照组(LC)，健康对照组(Sham)．匹
鲁卡品皮下注射 (25 mg/kg)建立癫痫模型，建模 14 天后 SE 和 LE 组大鼠右侧海马内注射谷氨酸转运体抑制剂 TBOA
(7.5 nmol，1滋l)，SC和 LC组注射相同剂量的人工脑脊液．注射药物 2 h后，SE和 SC组检测脑电图(EEG)；药物注射后 2
周，LE 和 LC 组检测内嗅区前穿通纤维 -海马齿状回(PP-DG)长时程增强(LTP)和 EEG．电生理学检测后动物灌流取脑做
Fluoro-Jade-B染色．结果表明：脑电功率谱分析，SE组 theta波段能量较 SC组明显下降(P < 0.05)，LE组与其对照 LC组相
比，EEG的 theta波段能量无明显差异(P > 0.05)；LTP检测显示，LE组与对照 LC组相比，兴奋性突触后电位(EPSP)斜率升
高( P < 0.01)；Fluoro-Jade-B染色显示，LE组与对照 LC组相比，给予 TBOA 2周后细胞变性明显增加．结果提示，癫痫持
续状态后，海马神经元损伤，TBOA 导致谷氨酸转运体功能障碍，加重癫痫所至神经元损伤，对海马区突触可塑性产生
影响．
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癫痫是中枢神经系统神经元突发性异常放电，

导致短暂的大脑功能障碍的一种慢性疾病，并常伴

随有发作间期的学习记忆障碍．谷氨酸是中枢神经

系统内重要的兴奋性神经递质，生理情况下参与神

经冲动的传导并调节其效率，病理状态下导致神经

元兴奋性升高并产生神经毒性．有报道称，在病理

条件下皮层谷氨酸能神经元的变化将导致失神性癫

痫发作[1]，而且胶质细胞的谷氨酸释放也发挥着致

痫作用[2]．谷氨酸转运体(EAATs)是一组位于神经
元和胶质细胞膜上的糖蛋白[3]，目前有 5种已明确
的谷氨酸转运体(GLAST/ EAAT1，GLT-1/EAAT2，
EAAC1/EAAT3，EAAT4 和 EAAT5) [4]．谷氨酸转

运体在生理状态下清除细胞外谷氨酸，维持信号在

突触间的正常传递．在某些病理状态下(如 Na+跨

膜梯度减小等)，EAATs不但在表达上发生改变而
且会导致神经毒性谷氨酸释放[5, 6]．谷氨酸 -谷氨酸
转运体共同影响细胞外谷氨酸水平并与谷氨酸受体

协同影响神经元和胶质细胞的生理效应．谷氨酸的

释放与再摄取影响了发生在皮层及海马和边缘系统

的选择性神经变性，包括神经元的缺失、神经细胞

和胶质细胞的增生、星形胶质细胞的肥大和苔藓纤

维出芽，这些变化在癫痫的发病机制及发展过程中

均发挥重要作用．癫痫急性期，在海马 CA1、CA2
和 CA3区的锥体细胞以及齿状回颗粒细胞均可观
察到谷氨酸转运体表达的变化 [7, 8]．慢性期，在

CA3和齿状回的神经元中 EAAC1的表达上调，内
侧丘脑的反应性星形胶质细胞中 GLAST和 GLT-1
表达上调．这些变化可以视为对大量细胞丢失的一

种代偿机制，并阻止进一步的细胞丢失[9]．在潜伏

期，齿状回颗粒细胞层和分子层的 EAAC1表达上
升[10]，但 EAAC1上调表达的远期效应及对自发发
作期神经可塑性的影响，尤其是对兴奋性突触后电
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位和动作电位的产生及同步性方面的影响尚不明

确．本实验应用锂 -匹鲁卡品癫痫大鼠模型，探讨
谷氨酸转运体对癫痫持续状态的作用和对远期突触

可塑性的影响及其作用机制．

1 材料与方法

1援1 建模及实验分组

本实验采用雄性 Wistar 大鼠，体重(304.06依
13.79) g(275～330 g)，由军事医学科学院提供．建
模前 20 h给予 LiCl2，皮下注射匹鲁卡品(Pilocarpine,
Pilo, 25 mg/kg, Sigma, USA)诱导癫痫发作．建模前
30 min给予硫酸阿托品(1 mg/kg, i.p.)，对抗匹鲁卡
品的外周胆碱能作用．癫痫发作持续 30 min以上
视 为 建模 成 功 [11]， 发 作 60 min 后 给 予 安 定
(10 mg/kg，i.p.)终止发作减少死亡率．

Wistar大鼠 32只随机分为 5组：短期癫痫实
验组(SE)及其对照组(SC)，长期癫痫实验组(LE)及
其对照组(LC)，健康大鼠对照组(Sham)，大鼠建模
14天后，30%乌拉坦(4 ml/kg. i.p.)麻醉，手术暴露
颅骨，立体定向引导在 SE和 LE组大鼠的右侧海
马内(前囟后 3.1 mm，右侧 2.5 mm，深 4.0 mm)缓
慢匀速注射 (5 min)谷氨酸转运体抑制剂 TBOA
(7.5 nmol/1 滋l，Sigma，USA)，及在 SC 和 LC 组
大鼠的相同部位注射相同剂量人工脑脊液，留针

15 min．
1援2 电生理学

大鼠给予 TBOA 2 h(SE 和 SC 组)及 14 天后
(LE和 LC组)， 30%乌拉坦(1.2 g/kg)麻醉，固定于
头部立体定位仪(Narishige，Japan)，检测右侧海马
内嗅区前穿通纤维(PP)和海马齿状回(DG)之间长时
程增强(LTP)并记录右侧 DG区 EEG．依据 Paxinos
和 Watson 大鼠脑立体定位图谱(1986 年)，记录
LTP时，置于 PP的刺激电极为前囟后 8.0 mm，中
线旁 4.4 mm，置于 DG 的记录电极位于前囟后
4.2 mm，中线旁 2.5 mm．用比较接近生理变化的
theta频率刺激( theta burst stimulation，TBS)诱导出
LTP (Power Lab，Australian)．记录电极和刺激电
极均缓慢插入，直到选一固定强度而能记录出最大

群体峰电位(population spike，PS)的部位，调整刺
激强度至记录的电位反应稳定增加 20%后，记录
15 min低频(0.1 Hz，波宽 0.1 ms)诱导的反应作为
基础值，再给予高频刺激 (10 个 4 Hz 的串刺激，
每个串刺激有 4个频率为 100 Hz的单脉冲，TBS
重复 5次，每次间隔 20 s)诱导长时程增强(LTP)．

记录并保存刺激前 15 min至刺激后 1 h的反应，分
析兴奋性突触后电位(EPSP)的斜率和 PS的波宽．
LTP记录后，记录 DG区的 EEG．
1援3 病理及组织学

电生理实验结束后大鼠经心脏灌流取脑，固

定、脱水、包埋、石蜡切片(Leica，Germany)，然
后作特异性标记神经元变性的荧光染色 [12]，即

Fluoro-Jade-B染色，观察海马区神经元变性情况．
1援4 数据分析

实验各组 LTP和 EEG的数值都用均数(x)依标
准误差(s)表示，组间差异使用多因素方差分析
(ANOVA)．P < 0.05 视为具有显著性差异；P <
0.01视为具有极显著性差异．

2 结 果

2援1 LTP
兴奋性突触后电位(EPSP)的斜率：LC与 Sham

组相比，高频刺激后各个时间点 EPSP的斜率显著
降低(P < 0.05)；LE与 Sham组相比，HFS后各个
时间点 EPSP的斜率显著增加 (P < 0.01；P < 0.05)；
LE与 LC组相比，HFS后各个时间点 EPSP的斜率
显著增加(P < 0.01；P < 0.05)，如图 1所示．

PS的宽度：LE、LC与 Sham组相比，HFS后
各个时间点 PS的宽度均无明显变化 (P > 0.05)，如
图 2所示．

Fig. 1 LTP was induced using HFS after
recording a stable baseline for 15 min

LTP lasted at least 60 min. Comparison of slopes of EPSP in LE, LC and

Sham groups. Data were expressed as x 依 s. * P < 0.05 compared with

the Sham group. : LE group (n=6); : LC group (n=7); :

Sham group (n=6).
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2援2 EEG
计算海马 DG部位 EEG的功率谱，theta波段

能量显示：给予谷氨酸转运体抑制剂 TBOA 2 h后
SE组的 theta 波段能量下降(0.04依0.02) V2，与 SC
组(0.10依0.02) V2 相比具有显著性差异(P < 0.05)；
给予 TBOA 14 天后 LE 组 EEG 的 theta 波段能量
(0.04依0.02) V2与 LC组(0.03依0.01) V2相比已无显

著性差异．并且 LC theta波段能量较 SC组明显降
低((0.10依0.02) V2和(0.03依0.01) V2，P < 0.05)，但
是 LE组与 SE组相比未见此趋势(图 3)．

2援3 组织学

Fluoro-Jade-B染色是一种特异性标记变性神经
元的荧光染色．如图 4所示：LE组，给予 TBOA
引起的谷氨酸转运体功能障碍，在给予 TBOA 2周
后，齿状回可见大量颗粒细胞变性(绿色荧光所示)
(图 4a)．LC组，给予人工脑脊液 2周后，齿状回
颗粒细胞变性明显少于 LE 组(较少的绿色荧光)
(图 4b)．

3 讨 论

长时程增强(LTP)是记忆的分子机制之一 [13]，

本实验中用以衡量兴奋性突触后电位(EPSP)和群峰
电位的变 化[14, 15]，以了解癫痫潜伏期中谷氨酸转

运体的作用及对自发发作期突触可塑性的影响．

DL-TBOA用于阻滞的谷氨酸转运体包括分布在神
经元的 EAAC1和胶质细胞的 GLT1与 GLAST[16]．

相比于其他转运体抑制剂，TBOA 的优势在于：
a．它是一类非转运性抑制剂，不降低递质释放；
b．它在电生理记录和电泳条带测定时，没有谷氨
酸受体激动剂的作用[17, 18]．

LTP的诱导和维持包含有 NMDA受体介导的
内向 Ca2+流，因此，EPSP的斜率改变不仅是突触
可塑性的改变，还提示相同的刺激将产生不同程度

的 Ca2+内流．在癫痫的化学点燃模型中，点燃对

LTP的幅值、极性和饱和度具有不同的影响[19]．本

实验中谷氨酸转运体对 LTP的影响也有类似结果，
如图 1所见：LC组与 Sham组相比，EPSP的斜率
明显降低 ，说明在癫痫病程中，机体上调谷氨酸

转运体表达，降低 EPSP的同步性即降低突触后神
经元的可塑性，减少神经元的 Ca2+内流以保护残

存神经元．LE组 EPSP的斜率不但高于 LC组，甚
至与正常对照 Sham组相比也明显增强，说明阻滞
谷氨酸转运体后，谷氨酸转运体的功能障碍逆转了

Fig. 2 LTP was induced using HFS after
recording a stable baseline for 15 min

LTP lasted at least 60 min. Comparison of width of PS in LE, LC and

Sham groups. Data were expressed as x 依 s. * P < 0.05 compared with

the Sham group. : LE group (n=6); : LC group (n=7); :

Sham group (n=6).
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Fig. 3 Comparison of theta band power
spectrum of SE, SC, LE and LC groups

Data were expressed as x 依 s. * P < 0.05 compared with SC group;

**P < 0.05 compared with LC group. : SE(n =6); : SC(n=7); :

LE(n=6); : LC(n=7).
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Fig. 4 Fluoro鄄Jade鄄B staining of LE group ( a) and LC
group (b)

Degenerating cells showed green flourescence. The number of

degenerating cells in (a) was more than that of (b).
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这种趋势[20]，这样的保护机制随之消失，细胞承担

了更多的 Ca2+超载，进一步引起变性、凋亡 /死亡
及再生．换言之，正是谷氨酸转运体介导了该机

制．Fluoro-Jade-B染色显示(图 4 )：在 TBOA干预
2周后，LE组的变性细胞明显多于 LC组，从病理
学上证实上述推断．相关文献报告提出癫痫发作在

海马产生了一系列的变化，包括 PP-DG传导通路
上谷氨酸能神经元递质释放的增加[21]、神经元的变

性、死亡[22]与再生的增加[23]，苔藓纤维出芽以及由

此产生的突触重组[24]，而且在星型胶质细胞，谷氨

酸水平升高时反应性逆行释放谷氨酸，并借此调整

谷氨酸能神经元的神经传递[25]．由 TBOA介导的谷
氨酸转运体功能障碍加强了上述变化．有研究报

道，海马齿状回年轻、新生的颗粒细胞在海马区突

触可塑性方面发挥着重要作用[26]，正是这些新生细

胞包括增生的胶质细胞参与介导并增强了 LTP的
EPSP斜率，而 EPSP斜率的增加又导致细胞更大
的 Ca2+ 超载并导致细胞变性，形成一个恶性循

环．群峰电位的宽度代表着某一脑区内神经元动作

电位的同步性，本实验中，群峰电位的宽度在 LE、
LC和正常对照 Sham组之间均无明显变化，说明
无论是谷氨酸转运体功能障碍还是癫痫病程对 DG
区域神经元动作电位的同步性无明显影响．

theta波为海马区生理脑电波集中的频段，反
映海马区神经细胞的活性．给予 TBOA 2 h后，SE
组的 theta 波段能量(0.04依0.02) V2较 SC 组(0.10依
0.02) V2明显下降，说明海马区谷氨酸转运体即时

的功能障碍引起突触间谷氨酸堆积，影响神经元功

能．在给予 TBOA 2周后， LE 组在 EEG 功率谱
theta波段能量(0.04依0.02) V2与 LC组(0.03依0.01) V2

相比已无显著性差异，提示此时 TBOA导致的谷
氨酸转运体功能障碍对神经元活动已无直接影响．

SC组与 LC 组相比，两次 EEG 功率谱 theta 波段
能量随时间下降，而在 SE组和 LE组却没有这样
的趋势，反而在数值上略有上升．很有可能是新生

细胞参与介导了 LE 组 EEG theta 波段能量的增
加．Fluoro-Jade-B染色结果证实了这一推测．谷氨
酸转运体功能障碍导致 LE组神经元变性较 LC组
明显增多，进而导致神经元再生及胶质细胞反应性

增生．

综上所述，a．TBOA所致的谷氨酸转运体功
能异常引起 EPSP 斜率增加，提示细胞钙负荷增
加，削弱了机体保护机制，进一步加重癫痫所至神

经元损伤．b．TBOA所致的谷氨酸转运体功能异

常并不改变 LTP的 PS宽度，提示癫痫持续状态后
谷氨酸转运体对癫痫大鼠突触可塑性 EPSP和 PS
产生不同的影响．
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Effects of Glutamate Transporters on Synaptic
Plasticity in Status Epilepticus Rats*

Han Da-Dong1), Qiu Jia-Heng2), Yao Yang1), Zhang Tao2)**, Yang Zhuo1)**

(1)College of Medicine, Nankai University, Tianjin 300071, China;
2)College of Life Science, Key Laboratory for Biological Active Material of Ministry of Education, Nankai University, Tianjin 300071, China)

Abstract The effects of glutamate transporters on synaptic plasticity in rat models of pilocarpine-induced status
epilepticus were investigated. Male Wista rats ((304.06依13.79) g) were randomly divided into 5 groups, short-term
seizures (SE) and its control (SC), long-term seizures (LE) and its control (LC), normal control (Sham) groups.
Epilepsy rat models were induced by injection of pilocarpine (25 mg/kg, i.d.). Glutamate transporter inhibitor,
DL-threo-benzyloxyaspartate (TBOA, 7.5 nmol，1 滋l) was microinjected into right side of hippocampus after 14
days of initial status epilepticus in SE and LE groups. The same volumes of artificial cerebrospinal fluid were
injected into same side of hippocampus in SC and LC groups. Electroencephalographys (EEG) were detected in SE
and SC groups after 2 h of drug injection. Long term potential (LTP) at perforant pathway and dentate gyrus
(PP-DG) and EEG were recorded in LE and LC groups after two weeks of drug injection. Example of Fluoro-Jade-B
staining in the rat brain was made at the end of electrophysiological experiment. The results showed that there was
a significant decrease in theta band power of EEG in SE group compared with that of SC group (P < 0.05). There
was no significant difference in theta band power of EEG between LE and LC groups(P > 0.05). The slope of
excitatory postsynaptic potential (EPSP) was significantly increased in LE group compared with that of LC group
(P < 0.01). Fluoro-Jade-B showed more neuronal degeneration in LE group compared with that of LC group. The
results suggested that TBOA induced damage of glutamate transporters and enhanced the neurotoxicity of status
epilepticus, which contributed the synaptic plasticity in status epilepticus rats.
Key words glutamate transporters, epilepsy, synaptic plasticity, long term potential (LTP)
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