
Neural Injury And Functional Reconstruction，September 2018, Vol.13, No.9

·论著·
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摘要 目的：探讨颞叶癫痫模型大鼠海马区血管形成素-1（Ang-1）、血管内皮生长因子（VEGF）的表达及其

在颞叶癫痫中的作用。方法：选取雄性Wistar大鼠60只，腹腔注射氯化锂-匹罗卡品及生理盐水分别建立颞

叶癫痫模型组及对照组；观察大鼠行为学改变，比较2组大鼠海马区Ang-1、VEGF 的动态表达过程。结果：

模型组均可见动物出现行为呆滞、活动减少、凝视、前肢搔痒样动作或平衡不能等异常表现，部分伴有外周

胆碱能反应，但症状程度较轻，持续数十分钟后可自行缓解。对照组动物无抽搐表现。第1小时，模型组的

Ang-1表达较对照组减少（P<0.05），至第3天降至最低水平，后逐渐升高（P<0.05），至18 d接近正常水平（P<

0.05）；VEGF表达第1天升高（P<0.05），至第3天升至最高水平（P<0.05），后逐渐降低，至18 d接近正常水平

（P<0.05）。结论：抽搐频繁时，Ang-1表达持续降低，VEGF表达持续升高；抽搐减少时，Ang-1和VEGF表达

逐渐恢复正常。Ang-1与VEGF表达呈直线负相关关系。
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Expression of Angiopoietin-1 and Vascular Endothelial Growth Factor in Hippocampus of
Rats with Temporal Lobe Epilepsy and Its Effect on Temporal Lobe Epilepsy ZHANG Jing，ZHAI
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Huhhot 010030, China

Abstract Objective: To investigate the expression of angiopoietin-1 (Ang-1) and vascular endothelial growth

factor (VEGF) in the hippocampus of rats with temporal lobe epilepsy and its effect on temporal lobe epilepsy.

Methods: Sixty male Wistar rats were obtained. Intraperitoneal injections of LiCl-pilocarpine or normal saline

were administered to generate the temporal lobe epilepsy model group and control group, respectively. Rat

behavior change was observed, and dynamic changes in the expression of Ang-1 and VEGF in the hippocampus

were analyzed. Results: Epilepsy model group animals displayed sluggish behavior, decreased activity, fixed

gaze, scratching motion in forearms, or imbalance and other abnormal behaviors. A portion of these rats also

showed peripheral cholinergic reactions, but these symptoms presented at a lesser degree and spontaneously

resolved after several minutes. Control group animals displayed no seizures. At 1 hour, the model group showed

decreased Ang-1 expression compared to the control group (P<0.05); at 3 days, expression reached its lowest

level, then gradually increased (P<0.05); at 18 days, expression approached normal levels (P<0.05). At 1 day,

VEGF expression was increased (P<0.05); at 3 days, expression reached its highest level (P<0.05) then gradually

decreased; at 18 days, expression level was close to normal (P<0.05). Conclusion: Ang-1 expression decreases

with frequent tics and returns to normal levels with reduced tics. VEGF expression increases with frequent tics

and returns to normal levels with reduced tics. The expression of Ang-1 and VEGF demonstrates a negative

linear correlation.
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癫痫是一种常见的神经系统慢性疾病，

由大脑神经元异常过度同步放电导致短暂

大脑功能障碍。临床表现为反复发作的运

动、感觉、自主神经、意识和精神行为等不同

程度的障碍，具有不可预见性、长期性、反复

性，不仅危害患者本身，而且给家庭和社会

带来严重的经济负担。既往研究表明神经

系统、内分泌系统及免疫系统均参与癫痫的

发生、发展[1,2]。近年来很多研究表明血脑屏

障破坏和炎症因子参与癫痫的发病[3,4]，微血

管作为血脑屏障（blood brain barrier，BBB）

的重要组成部分，其形态功能改变都有可能

增加BBB的通透性。BBB的破坏与癫痫的

发病近年来逐渐被重视，作为血脑屏障的重

要组成部分，微血管形态功能改变亦与BBB

通透性密切相关。目前，血管形成素 -1

（angiopoietin-1，Ang-1）、血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）
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在血管形成中的作用已得到证实。氯化锂-匹罗卡品

致痫大鼠模型是近年应用较多的一种公认的边缘系统

痫性发作模型，癫痫持续状态（status epilepticus，SE）及

反复出现的痫性发作，可导致海马结构易损区的特异

性损伤改变，较好地反映了人类颞叶癫痫的相关特征，

故可作为人类急慢性颞叶癫痫研究的理想模型。本研

究通过氯化锂 -匹罗卡品造模大鼠，运用 Western

blotting 技术检测癫痫大鼠海马区 Ang-1、VEGF 的动

态表达变化，探讨Ang-1、VEGF在癫痫发病中的可能

作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 健康雄性 Wistar 大鼠（动物编号

06072A）60只购自内蒙古医科大学实验动物中心，8～

12 周龄，体质量 270～330 g；精神较好，反应灵敏，体

形正常，毛色光泽，饲养于我院动物实验室。将大鼠

分到几个笼子中进行饲养，保证饲养环境中无特殊病

原体，湿度恒定在 50%~60%，温度恒定在（20±2）℃，

采用12 h循环式人工照明，保证饲料、水足够。

1.1.2 主要试剂 BCA蛋白浓度测定试剂盒（购于碧

云天生物技术公司）；PVDF 膜（购于德国 Millipore 公

司）；GAPDH 抗体（购于杭州贤至生物有限公司）；

Ang-1、VEGF、HRP标记的羊抗兔二抗（购于武汉博士

德生物工程有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 造模 将大鼠随机分为空白对照组（n=15，腹腔

注射生理盐水）和模型组（n=45），模型组采取氯化锂-

匹罗卡品致痫大鼠，腹腔先注射氯化锂（10 mg/ kg），

18～24 h 后注射匹罗卡品（20 mg/ kg），20 min内如未

发生抽搐症状，20 min后重复注射匹罗卡品（10 mg/kg），

重复注射不得超过3次。首先将阿托品（1 mg/kg）注射

到大鼠腹腔，采用皮下注射，30 min后才可进行匹罗卡

品处理，因为匹罗卡品会造成机体发生外周胆碱能反

应，所以之前要先注射阿托品，起到拮抗作用。

1.2.2 行为学观察 对大鼠的行为学变化进行观察并

分级，采用 Racine 分级评价标准：面部出现阵发性痉

挛定为Ⅰ级；头部出现节律性点头动作定为Ⅱ级；一侧

前肢发生抽搐定为Ⅲ级；两侧前肢均出现抽搐定为Ⅳ

级；四肢均出现抽搐，或平衡能力消失，走路不稳，有跳

跃动作定为Ⅴ级。如果行为改变等级在Ⅳ级、Ⅴ级，且

连续发病时间长达 30 min，就必须给予 10%水合氯醛

（4 mL/kg）终止发作。发作级别达Ⅳ级及以上的存活

大鼠纳入模型组。

1.2.3 Western blotting 技术检测大鼠海马区 Ang-1、

VEGF 每组取 1 d、3 d、13 d、18 d 4 个时间点处死大

鼠：腹腔注射10%水合氯醛（4 mL/kg）麻醉后将其头皮

剪掉，切开颅骨以便看到清晰的脑组织，将脑组织置于

冰块上眼科剪分离大脑皮质，取出海马。使用试剂盒

检测大鼠海马区 Ang-1、VEGF，具体操作步骤按照试

剂盒说明进行。

1.3 统计学处理

采用SPSS 17.0统计学软件分析数据，正态分布的

计量资料以（均数±标准差）表示，独立样本的 t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 行为学观察

急性期模型组大鼠经腹腔注射匹罗卡品后，一般

在 30 min 左右出现洗脸样动作、面部抽动、口角咀嚼

样动作、凝视或者头摆、不自主运动、流涎、血泪等，为

癫痫发作的早期表现。28 只大鼠纳入模型组，排除

12只（26.7%），注药后持续抽搐死亡 2只（4.4%），于注

药后 3 d 内死亡 3 只（6.7%），此期大鼠精神、食欲较

差，活动明显减少。静止期：在此时期无癫痫症状出

现，但是有些大鼠表情僵硬，静止期平均时间为（8.6±

2.2）d。慢性期：大鼠出现自发性癫痫，与急性期表现

相似，发作时间为每周 1~3 次，Ⅰ~Ⅴ型持续时间不

长，大概发作 1 min 即可停止。处于慢性癫痫期的大

鼠对外界刺激异常敏感、易激惹，未发作时精神食欲

可接近正常大鼠。

2.2 各组大鼠海马区Ang-1、VEGF随时间的表达过程

对照组Ang-1 表达随时间表达无显著性差异；第1

天，模型组的Ang-1表达较对照组减少（P<0.05），后持

续下降，至第 3天降至最低，第 13天升高（P<0.05），至

18 d接近对照组水平（P<0.05）。对照组VEGF 表达随

时间表达无显著性差异；第 1天，VEGF表达较对照组

增加（P<0.05），后持续下降，至第3天降至最低水平，第

13 天升高（P<0.05），至 18 d 接近对照组水平（P<0.05）

（表1、图1）。

2.3 模型组Ang-1与VEGF表达的相关性

通过双变量直线相关分析可得出 Ang-1 与 VEGF

表达呈负相关（r＝－0.735，P<0.05）。

3 讨论

边缘系统痫性发作模型即氯化锂-匹罗卡品致痫大
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鼠模型，海马结构易损区会由于癫痫的反复性发作以

及SE而出现特异性损伤的变化，能模拟人类颞叶癫痫

的相关特征[5]，故可作为人类急慢性颞叶癫痫研究的理

想模型。本研究对大鼠有一定要求：均为雄性、年龄相

似，给药时间间隔一样，这样能够避免其他因素对实验

的影响。

已有研究证实Ang-1的主要生物学功能有以下几

点：①抑制内皮细胞凋亡，促进内皮细胞生存，减少血

管的萎缩和退化，促进内皮细胞出芽、迁移、趋化；②稳

定血管，防止渗漏。VEGF可使血管壁的基质成分受

到破坏，管壁结构变得薄弱，血管内皮细胞通透性增

高，在机体缺氧状态、血液切变能力变化状态时VEGF

及血小板衍生生长因子（platelet-derived growth factor，

PDGF）等一系列促血管生长因子能进一步表达 [6]。

Ang-1 的表达在脑缺血再灌注后显著增加，酪氨酸激

酶 2（tyrosine kinase-2，Tie-2）与 Ang-1 相结合，抑制微

血管内皮细胞的凋亡，还可以将VEGF引起的血管通

透作用进一步降低，使脑出血后BBB的渗漏量降低，

最终达到减轻脑水肿程度的目的[6]；脑缺血缺氧性脑病

患者可以利用间充质干细胞进行治疗，此干细胞先用

Ang-1进行转染，治疗后发现，大鼠的血管功能、结构

都比对照组改善效果要好[7]。颞叶癫痫中，海马硬化发

生较多，主要表现为星形胶质细胞结构和功能的改

变。实验中，癫痫大鼠急性期海马有Ang-1的降低，这

可能破坏海马区新生血管的稳定性，从而影响海马区

血液的供应。研究证实，癫痫发作期间，BBB 转运减

低，尤其癫痫脑组织糖供应极低[8-10]。这可能由于海马

区Ang-1减少，从而影响内皮细胞的功能，进而影响到

BBB的转运。现在仍然不清楚癫痫发作时BBB功能

改变的具体持续时间，是整个脑部组织都有损害还是

仅有癫痫灶有病变。与BBB完整性直接相关的除了

内皮细胞是否存在紧密连接、星型胶质细胞的功能是

否正常，还与细胞的胞饮作用密切相关。在中枢神经

系统中会形成一种独特的毛细血管结构，胶质细胞起

辅助作用，而胶质细胞在传递特定信息、刺激时通过内

皮细胞完成。BBB出现损伤后脑组织会发生各种损伤

症状，如水肿、免疫损伤，而屏障结构被破坏、通透性降

低是BBB的主要变化。但BBB是如何起到保护作用

的呢？胶质细胞的足突是中枢神经系统形成特殊毛细

血管的决定因素。应用传统方法已确定癫痫发作时，

BBB的通透性会出现变化，同时血脑脊液屏障也有相

似改变，脑部血管中的内皮细胞会出现非特异性增

高。机体抽搐时间越长，对BBB的伤害越大。研究显

示，癫痫发作时，脑内的血流量增多，之后会激活这部

分脑血管内皮细胞的吞饮活性。此时出现的BBB功

能受损在症状消失后会恢复，但是若受到血流、血压、

神经元活动、血管扩张等因素的影响，BBB的损伤会加

重[11]。

脑血管畸形患者中发现VEGF高表达者中畸形血

管更易破裂出血[7]。实验中VEGF表达在癫痫发作急

性期初期便开始增高，这可能与癫痫发作引起的脑部

缺血缺氧诱导所致，亦可能与匹罗卡品药物诱导

VEGF表达增加，从而使BBB破坏增加，BBB通透性增

强，促使损伤因子进入脑部，造成脑部损害，导致癫痫

的反复发生，后者又导致VEGF的表达增加。VEGF在

血管微环境里的含量大幅度增高时，Ang-2/Tie2 会发

挥出竞争性抑制Ang-1/Tie2的血管结构稳定作用，使

内皮细胞对VEGF的敏感程度增加，使血管基底膜加

速裂解，之后新毛细血管会形成[12]。局部血管的VEGF

在某种因素的影响下含量降低，血管会出现退变 [13]。

机体正常时，VEGF在血管内皮细胞中含量很低，内皮

细胞活化后VEGF的表达才增高。癫痫发作经历了短

暂的静止期，其功能较前有所恢复，发作后 13 d，发现

Ang-1的表达增高，VEGF表达降低，这既可促使新生

血管的产生，又减少血管渗漏，从而使BBB通透性减

低，也有助于营养物质的输送，使脑部功能逐渐恢复正

组别

对照组

造模后1 d

造模后3 d

造模后13 d

造模后18 d

模型组

造模后1 d

造模后3 d

造模后13 d

造模后18 d

只数

15

3

4

4

4

45

10

15

15

15

Ang-1/GAPDH

0.412±0.013

0.431±0.015

0.422±0.017

0.418±0.012

0.358±0.083①

0.262±0.013①

0.355±0.017①

0.418±0.025

VEGF/GAPDH

0.339±0.018

0.326±0.017

0.342±0.019

0.331±0.022

0.760±0.018①

0.873±0.012①

0.591±0.017①

0.326±0.014

表1 2组大鼠Ang-1、VEGF 随时间的动态表达过程（x±s）

注：与对照组比较，①P<0.05

对照组 1 d 3 d 13 d 18 d

Ang-1

VEGF

GAPDH

模型组

图1 Western blotting 检测海马区Ang-1、VEGF 蛋白表达
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常，癫痫发作逐渐减少。在慢性期，大鼠短暂的抽搐偶

尔可以看见，这可能与神经细胞损伤的不可逆性有

关。癫痫发作时细胞功能障碍引起的离子通道改变、

神经异常网络的形成及神经电活动异常均可诱导癫痫

的反复发作。

综上所述，本研究证实，癫痫大鼠海马区急性期

Ang-1低表达，VEGF高表达，慢性期Ang-1和VEGF的

表达均逐渐恢复至正常水平，且二者表达呈负相关，这

提示二者表达变化与癫痫发作有一定关系，但本研究

存在不足之处，时间点设置太少，且未进行海马区微血

管形态学及BBB通透性的观察，不能更直观阐述二者

在癫痫发生发展中的作用，在研究癫痫的发病机制上

缺乏一定的说服力。但本研究中Ang-1、VEGF随时间

的动态表达变化与癫痫发作频率有一定的相关性，这

为临床研究抗癫痫药物提供了新的思路，是否可以通

过提高Ang-1 表达，降低VEGF 表达来减少癫痫发作

频率，还有待进一步的研究。
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