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氯喹对戊四氮致痫大鼠皮质和海马谷氨酸和 

NMDAR1表达的影响 

张树华 朱长庚 刘庆莹 魏 瑛 王 伟 

(华中科技大学同济医学院神经科学研究所，武汉 430030； 

华中科技大学同济医学院附属同济医院神经内科，武汉 430030) 

[摘要) 目的 观察氯喹对戊四氮致痫大鼠皮质和海马谷氨酸 (glutamate，Glu)和 N_甲基—I)-天冬氨酸受体 1 

(NlvI【)AR1，NR1)表达的影响，探讨氯喹在癫痫发生发展过程中对神经递质传导的作用。方法 48只健康雄性SD大鼠 
随机分为对照组 (12只)、戊四氮致痫组 (60rag／kg，i．p．，18只)和氯喹干预组 (0．61mg／kg，．L己v．，18只)。每组分 
6个时间点：1 h、2h、4h、8h、12h和24h。观察大鼠行为表现和脑电图改变，用免疫组化检测大鼠皮质和海马Glu和NR1 

的变化。结果 对照组无痫样发作，戊四氮致痫组有重型的痫样发作 (111-V级)，氯喹干预组有轻型的痫样发作 (I一111 

级)(P<0．05)；戊四氮致痫组脑电记录呈频发高幅的痫样波，氯喹干预组痫样波幅低且缓；Glu和NR1在戊四氮致痫组 
表达强，以海马为著，与对照组 比较有显著性差异 (P<0．05)，氯喹干预组与对照组比较无显著性差异 (P>0．05)。结论 

氯喹通过对戊四氮致痫大鼠皮质和海马神经递质Glu和NR1信号传导通路的抑制作用，影响致痫大鼠痫样发作的发生和 

发展。 
(关键词) 谷氨酸； N-甲基一I)_天冬氨酸受体 1； 癫痫； 戊四氮； 氯喹； 大鼠 
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EFFECIS OF CHLOROQUINE ON EXPRESSIONS OF GLUTAMATE AND NMDAR1 IN HIPPOCAMPUS 
AND CEREBRAI ooR1EX oF RATS W ITH SElZURES INDU( D BY 

Zhang Shuhua，Zhu Changgeng ，Liu Qingying，Wei ring1，Wang Wei 

(Neuroscience Research Institute，Tongji Medical College，Huazhong University of Science and 

Technology，Wuhan 430030，China； Department of Neurology，Tongji Hospital， 

Tongji Medical College，Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430030，China) 

lAbstract3 Objective To observe the effects of chloroquine on the expressions of glutamate(Glu) 
and N-methyl-D-asperate receptor 1(NⅣⅡ)AR1，NR1)in hippocam pus and cerebral cortex of rats with 

seizures induced by pentylenetetrazole(PTZ)，and to explore the role of chloroquine in the epileptogenesis 

and development process． Methods Forty-eight male adult SD rats were randomly divided into the control 

group(n一12)， Z group(60mg／kg，i．P，n一18)and chloroquine intervening group(O．61mg／kg，i． 
C． V．，n一 18)．Each group was further classified into lh，2h，4h，8h，12h，and 24h subgroups．The be． 

havior and EEG of rats were observed and recorded．The expressions of Glu and NR1 in hippocampus and 

cerebral cortex were demonstrated with immunohistochemistry．Results The control group showed no sei— 

zure activity．Severe seizure activity was observed in the Z group(Ⅳ一V class)，but slight seizure activi— 

ty(I一Ⅲ class)appeared in the chloroquine intervening group(PdO．05)．EEG showed that there were 
high amplitudes with higher rates in the PTZ group．but slow oscillations in the chloroquine intervening 

group．The expressions of Glu and NR1 were stronger in the PTZ group than those of the control group． 

especially in the hippocampal area(Pd 0．05)．There were no differences in the expressions of Glu and 

NR1 between chloroquine intervening and control groups． Conclusion Chloroquine，by inhibiting the sig- 

llal transductation of Glu and NR1 in hippocampus and cerebral cortex，can alleviate the seizure activities． 

These results suggest that chloroquine may be an ideal anticonvulsant in preventing and treating epilepsy． 

[Key words3 Glutam ate； N-methyl—D-asperate receptor 1； Epilepsy~ Pentylenetrazole； 

Chloroquine； Rat 

(收稿日期]2005-06—28 (修回日期]2005-03-30 

(基金项目]国家自然科学基金重点项目资助 (Na 30230140) 

(作者简介]张树华，男 (1961年)，汉族，博士研究生。 

*通讯作者(To whom correspondence should be addressed) 

癫痫是一种以局部神经元反复异常放电所引起 

的常见中枢神经系统疾病之一。研究证实[1--11]， 

兴奋性氨基酸，特别是谷氨酸 (glutamate，Glu) 

的过度合成、释放 以及 N-甲基一I)．天冬氨酸受体 
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(N-methyl-D-asperate receptor，NMDAR)活性增 

高与癫 痫 的发生发 展 和维 持 密切相关，利用 

NMDAR阻断剂可以阻断多种实验动物癫痫的发 

生[z，引，提示谷氨酸、NMDAR信号传导通路在癫 

痫的发生中发挥了关键作用。对在体和离体的动物 

实验研究 和癫痫患者脑标本 的研究 中均发 现 

NMDAR表达水平的增高[2卅]。因此，有效调控 

Glu、NMDAR信号传导通路对癫痫的防治具有重 

要意义。新近的研究发现，作为传统抗疟疾药的氯 

喹具有广泛的药理作用[1。 引，除具有抑制 DNA 

复制的作用外，还有抑制细胞蛋白质的合成和合成 

后的修饰及一些酶活性的作用，并可与 CaM 结合 

抑制 Ca。+内流，还有抑制 IL-I~和 TNF-a的合成 

及分泌等作用。那末氯喹是否通过直接或间接作用 

抑制Glu、NMDAR信号传导通路而具有抗痫作用 

呢?文献中尚未见报道，本文旨在探讨氯喹对戊四 

氮致痫大鼠皮质和海马 Glu和 NR1表达的影响， 

以期对癫痫的防治提供有价值的资料。 

材料和方法 

1．实验动物及分组 

成年健康雄性 Sprague-Dawley(SD)大鼠 

(华中科技大学同济医学院实验动物中心提供)48 

只，体重 180--240g，实验室条件下饲养，随机分 

为对照组 (12只)、戊四氮致痫组 (18只)和氯喹 

干预组 (18只)，每组分 6个时 间点：1h、2h、 

4h、8h、12h和 24h。对照组每个时间点 2只，实 

验组每个时间点 3只。 

2．模型制备 

大鼠用 0．4％戊巴比妥钠 (40mg／kg)腹腔注 

射麻醉，然后固定于江湾Ⅱ型立体定位仪上行右侧 

脑室注射，注射点坐标为：前囟后 0．8ram，中线 

右旁开 1．5mm，硬膜下 3．8mm。戊四氮致痫组经 

腹腔注射戊四氮 (60mg／kg，Sigama公司)致痫； 

氯喹干预组预先在侧脑室注射氯喹 6 l(O．61mg／ 

kg，i．c．v．，上海化学工业公司)，5min内缓慢 

注完，留针5min后缓慢起针，2h后腹腔注射戊四 

氮致痫；对照组在侧脑室注射生理盐水 6 l，方法 

同前。 

3．行为学观察和脑电记录 

注射后观察并记录3组大鼠的行为表现，参照 

Smialowski的评估标准分为 6级[̈]：0级一无反 

应；工级一出现面部抽动、吸气声、点头和跑动； 

Ⅱ级一前肢阵挛；Ⅲ级一阵挛伴有站立；Ⅳ级一全 

身性痉挛伴有站立或跌倒；V级一痫样发作伴有跌 

倒和周期性强直痉挛。≤Ⅲ级为轻型发作，Ⅳ一V 

级为重型发作。大鼠麻醉后固定于脑立体定位仪， 

电极植入点为海马：前 囟后 3．6mm，中线旁开 

2．0mm，硬 膜 下 3．3mm；皮 层：中 线 旁 开 

4．0mm，硬膜下 0．5ram。全部电极采用牙托粉加 

502胶固定。脑电记录仪采用 日本 San-E1型 8导 

脑电图机，鼻尖作单极参考记录。定标：2ram一 

5O v，纸速为 15mm／s。 

4．灌注取材 

大鼠麻醉后仰卧固定，开胸经升主动脉灌注。 

先用 150ml 37℃生理盐水快速灌注，然后灌注 4 

多聚 甲醛 溶 液 (0．1mol／L PB 配 制，pH7．4) 

400ml，lh灌注完毕后开颅取脑，后固定于4 多 

聚甲醛溶液中5--6h(4℃)，再置于2O 蔗糖溶液 

(pH7．4)中4℃过夜，待组织块沉底后用恒冷箱 

(一2O℃)切片机作额状切片，厚度为 3O m，取 

含大脑皮质、梨状区和背侧海马最大断面的切片供 

做免疫组织化学染色，：PBS接片。 

5．免疫组织化学染色 

切片经 0．01mol／L PBS充分洗涤后置于0．3 

Hz O2一甲醇中 20min阻断内源性过氧化物酶，然后 

在 1：40牛血清中 37℃孵育 1h，依次入兔抗 Glu 

抗体 (1：1500，Santa Cruz公司)4"C 48h，生物 

素化羊抗兔 IgG (1：200，北京中山公司)和 SA／ 

HRP(1：200，北京中山公司)37℃孵育 lh；鼠 

抗 NR1单克隆抗体 (1：200，Santa Cruz公司) 

4℃ 48h，37℃孵育 lh，HRP标记的羊抗 鼠 IgG 

(1：200，北京中山公司)37℃孵育 lh。DAB显 

色。其问用 0．01mol／L PBS充分洗涤，梯度酒精 

脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜观察。 

阴性对照实验用 PBS代替一抗孵育切片，结 

果为阴性。 

6．图像分析及统计处理 

采用 HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分析 

系统进行图像分析。每只动物测2张切片，每张测 

海马 CA1、CA3、齿状回 (DG)和大脑皮质，在 

100倍视野下获取各区的平均光密度 (OD)值， 

数据由分析系统自动计算。统计学检验：痫样发作 

程度比较采用 X。检验，Glu和 NR1 OD值差异检 
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验采用方差分析，q检验， 

学意义。 

结 

以 P<0．05认为有统计 

果 

1．行为学观察和脑电图记录 

对照组无痫样发作；戊 四氮致痫组在注射 

lmin左右后即出现前后肢阵挛、全身性痉挛伴有 

站立或跌倒、或有跌倒和周期性强直痉挛，持续 2 
—

3 min，间隔 1—2min再次发作，但程度递减， 

发作间隔时间延长，0．5—1h后只在受到刺激 (如 

海马 

(Hippocampus) 

皮质 

(Cortex) 

图 la 

声、光等)时才出现 I一Ⅱ级的痫样发作；氯喹干 

预组在注射戊四氮 2min左右后大鼠出现痫样发 

作，其程度较戊四氮组轻，多表现为出现面部抽 

动、点头和跑动、前肢阵挛或阵挛伴有站立，持续 

时间 1．5min左右，两组结果 比较差异有显著性 

(P<0．05，表 1)。脑电图记录显示对照组无痫样 

放电，戊四氮致痫组呈现频发高幅的尖波、棘波、 

棘慢波或棘慢复合波，氯喹干预组显示慢波和小棘 

波 (图 1a—c)。 

图 lb 图 lc 

图 1 3组大鼠EEG记录结果 

Fig．1 The results of EEG recording in 3 groups 

a：对照组皮质和海马脑电图；b：氯喹干预组皮质和海马脑电图；e：戊四氮致痫组皮质和海马脑电图 

a：EEG of control group；b：EEG of ehloroquine intervening  group；e：EEG of PTZ group 

表 1 3组实验动物痫样发作程度、潜伏期和持续时间比较 ( 士s) 

Table 1 Comparison of seizure intensity，latent period and duration time among 3 groups( 士s) 

与氯喹干预组比较 (compared with曲loroquine intervening group)。P<O．05，一 P<O．O1 

2．Glu和 NR1免疫组化结果 

Glu呈胞浆表达 (图 2a—c)，其在戊四氮致痫 

组的海马 CA1区、CA3区、DG和皮质的表达较 

氯喹干预组强，以海马为著 (P<0．05，表 2)，氯 

喹干预组与对照组比较差异无显著性 (P>0．05， 

表 2)。NR1主要表达于胞膜，胞浆也呈不同程度 

表达 (图3a—c)，阳性细胞在皮质各层内弥散分 

布，但以锥体细胞层表达强，在海马CA1、CA3 

和DG的锥体细胞层和颗粒细胞层均有强的表达， 

3组作比较后发现，NR1在戊四氮致痫组的皮质和 

海马表达较氯喹干预组和对照组强，差异有显著性 

(P<O．05，表 2)。 
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与对照组比较 (o0lIlI)a同 with control group)。P<0．05，一P<0．01 

讨 论 

癫痫发生时，由于 Glu过度释放和突触前膜 

的再摄取障碍[1-引，致使 Glu在癫痫发生灶中浓度 

升高，同时 N 仍 ARs激活造成特定脑区神经元兴 

奋，导致同步异常放电产生惊厥。因此，Glu、 

N 仍ARS信号传导通路的激活对癫痫的发生、发 

展和维持方面起重要作用。在体和离体的癫痫动物 

模型均显示[1 ]，癫痫发作时，NR1在皮质和海 

马的表达增强，同时显示 Glu不仅参与癫痫 的产 

生，而且引起神经元损伤，这种损伤又可以成为癫 

痫的致病原因。在颞叶癫痫患者的脑标本也显示 

NR1表达的增加 ]。研究证明，Glu信号传导通路 

的激活实是一个十分复杂的过程Ea-a]：释出的 Glu 

首先激活非NMDA受体 (如AMPA受体)，Ca2+ 

内流引起靶细胞去极化，使 NMDA受体离子通道 

中的 Mg2+解离，Glu进一步激活 NMDA受体， 

使Ca2+进一步内流；胞内ca。+升高除进一步引起 
一

系列 Glu的兴奋效应外，还可进一步激活 PKC 

(蛋白激酶 C)引起一系列的级联反应，致使多种 

底物蛋白磷酸化，如持续激活PKA (依赖 cAMP 

的蛋白激酶)后其活性亚基可进入细胞核，激活基 

因转录促使新蛋白合成和新突触形成，建立新的突 

触联系，为癫痫的进一步发展和扩散创造结构基 

础 。对 NMDAR的克隆研究发现其由两个亚基构 

成[8]，即NR1和 NR2A-2D，其中 NR1为功能亚 

基。因此，NMDA受体的激活、Ca2+的细胞内内 

流以及一系列酶的激活，在癫痫的发病中具有重要 

意义。 

实验结果显示，在行为表现方面，预先注射氯 

喹后再注射戊四氮大鼠的痫样发作程度较单纯注射 

戊四氮致痫大鼠的轻，持续时间短，说明氯喹具有 

降低大鼠的痫样发作程度、延迟痫样发作时间和延 

长发作间隔时间的作用；脑电记录结果显示，单纯 

注射戊四氮致痫的大鼠呈典型的痫样放电，EEG 

为高幅的尖波、棘波、棘慢综合波，预先给予氯喹 

后再注射戊四氮致痫的大鼠，EI 显示为慢波和 

小幅的尖波，表明痫样放电受到明显抑制。免疫组 

织化学结果显示，Glu和 NR1在单纯注射戊四氮 

致痫的大鼠表达明显增强，以海马区为著，与文献 

报告相符[2 ]。在预先注射氯喹后再注射戊四氮的 

大鼠，Glu和 NR1的表达则无明显增强的趋势， 

表明氯喹对 Glu和 NR1的表达有抑制作用。 

关于氯喹的上述作用机制，可通过其以下药理 

作用来解释：①多种癫痫样模型均显示 NMDA受 

体数量增加[2 ]，而氯喹能使一些细胞器内的 pH 

升高[1引，影响Fez+从转铁蛋白的解离，降低了细 

胞内铁的浓度，干扰细胞内铁的代谢，影响进入 

DNA复制途径和基因表达途径中的几种酶的活性， 

从而影响 DNA的复制和基因的转录，抑制蛋白质 

的合成和新突触的形成；②能使核内体 (endo-- 

some)、高尔基器和溶酶体内pH升高，由此影响 
一 些酶的活性，包括酸性水解酶、蛋白质修饰酶 

等[1 ，干扰了蛋白质的合成和／或蛋白质合成后的 

修饰，而使蛋白质合成降低或不具有活性，同时影 

响G 的合成和释放；③Glu和 NR1信号传导通 

路激活的一个重要环节是细胞内Ca2+浓度升高， 

氯喹具有与 CaM结合、抑制细胞 Ca2+内流的作 

用[1 ，由此影响Glu、NR1信号传导通路的传递 

效率，或在某种程度上起阻断作用；④新近的研究 

结果显示[8]，IL-I~和 NMDARs之间存在功能上 

的相互作用：IL-I~能够提高 NMDA受体功能， 
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并通过 NMDA受体增加或促进谷氨酸的作用。另 

有实验资料显示，TNF-a与 Glu的代谢和星形胶 

质细胞的功能有关[9--11]，如将胚胎脑细胞与 TNF- 

a共同孵育[1。。，发现星形胶质细胞对 Glu的摄取 

功能受到抑制，间接影响 Glu代谢，导致神经元 

兴奋性增强。氯喹通过抑制胶 质细胞 IL-lO和 

TNF-a合成和分泌，从而抑制 Glu、NR1信号传 

导通路的激活。 

综上所述，氯喹通过不 同途径、多个环节对 

Glu、NR1信号传导通路激活的干预，从而影响癫 

痫的发生和发展。氯喹的这一作用可能在防治癫痫 

的发生发展和复发方面具有重要意义，但氯喹的具 

体作用机制尚需进一步深人探讨。 
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