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梭曼中毒后不同时间大鼠海马 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体亚单位２Ａ／２Ｂ
及 ＧＡＢＡα１受体表达的变化

宋尚华１，骆　媛２，李万华２，隋　昕２，王永安２

（１．中国人民解放军总医院，北京 １００８５３；２．军事医学科学院毒物药物研究所
军事毒理与生化药理研究室，北京 １００８５０）

　　摘要：目的　观察梭曼染毒大鼠海马组织 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体亚单位 ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ及
ＧＡＢＡα１受体在中毒后不同时间ｍＲＮＡ与蛋白表达的变化。方法　大鼠先 ｉｐ给予 ＨＩ６１２５ｍｇ·ｋｇ－１一
次性ｓｃ给予梭曼１６０μｇ·ｋｇ－１，采用ＨＥ染色及ＴＵＮＥＬ染色观察中毒后不同时间大脑海马组织病理损伤
及神经元细胞凋亡；实时荧光定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法测定海马组织中ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体
在梭曼染毒后３０ｍｉｎ，１ｈ，２ｈ，６ｈ，２４ｈ，４８ｈ及７ｄ的表达变化。结果　组织病理学检查结果显示，在梭
曼染毒后１ｈ出现明显的细胞损伤，在染毒后２４ｈ细胞损伤最为严重；ＴＵＮＥＬ染色显示，在染毒后６ｈ出现
明显细胞凋亡，在染毒后２４ｈ凋亡最为严重。染毒后２ｈ，与正常对照组比较，ＮＲ２Ａ及ＮＲ２Ｂ蛋白表达均
显著上调，但ＧＡＢＡα１受体到染毒后２４ｈ才出现表达明显增加。梭曼染毒后２～６ｈ，与正常对照组比较，
海马ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体ｍＲＮＡ表达显著上调，染毒后２４～４８ｈ，ＮＲ２Ａ及ＮＲ２Ｂ受体ｍＲＮＡ
出现不同程度降低，至染毒后７ｄ恢复正常水平。结论　梭曼染毒后期，出现 ＮＭＤＡ受体亚单位 ＮＲ２Ａ，
ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体ｍＲＮＡ及蛋白表达异常；该表达异常可能与海马神经细胞损伤及凋亡存在一定关系。
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　　神经性毒剂梭曼中毒后，可导致惊厥发生。惊
厥发生后，如不及时控制，持续发作的惊厥可迅速发

展成难治性癫痫，进而引发中枢神经系统明显病理

学改变［１－２］。关于梭曼所致惊厥后期及其引发迟发

性中枢神经系统损伤发生机制，目前尚未阐明。但

药理学研究结果已经证实，一些特异性作用于中枢

Ｎ甲 基Ｄ天 冬 氨 酸 （ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ，
ＮＭＤＡ）受 体 药 物 如 地 佐 环 平 （ｄｉｚｏｃｉｌｐｉｎｅ，
ＭＫ８０１）和加环立定（ｇａｃｙｃｌｃｉｄｉｎｅ，ＧＫ１１）等，以
及中枢 γ氨基丁酸 α１（γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄα１，
ＧＡＢＡα１）受体功能调节剂地西泮，在惊厥发作后期
（惊厥发作后４０ｍｉｎ），均可发挥一定抗惊厥及神经
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保护作用［３－５］，因而提示，ＮＭＤＡ及 ＧＡＢＡ受体与
惊厥发生及由此引发的脑损伤存在密切关系。但上

述两类受体及其主要亚型在惊厥后期表达变化，国

内外至今尚无明确研究结果。基于此，本研究选择

了ＮＭＤＡ两种主要受体亚型ＮＲ２Ａ及ＮＲ２Ｂ，以及
ＧＡＢＡ主要受体亚型ＧＡＢＡα１作为研究对象，在梭
曼所致惊厥大鼠上，观察了惊厥动物海马内ＮＲ２Ａ，
ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体 ｍＲＮＡ及蛋白在惊厥发作
后不同时间表达变化。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
Ｔｒｉｚｏｌ，购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；梭曼，北京

防化学院，纯度 ＞９５％；乙酰胆碱酯酶重活化剂
ＨＩ６，本所合成；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ，
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ及 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ均由美国
ＴａＫａＲａ公司提供；抗 ＮＲ２Ａ单克隆抗体由美国
Ａｂｃａｍ公司提供；抗 ＮＲ２Ｂ单克隆抗体及抗
ＧＡＢＡα１Ｒ单克隆抗体均由美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司提
供；β肌动蛋白单克隆抗体由美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司
提供；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔、山羊抗小鼠
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二抗均由北京中杉金桥生物技术有限公司提供。

实时荧光定量ＰＣＲ仪、ＰＣＲ扩增仪、垂直板电
泳槽、Ｍｏｄｅｌ４００１Ｐ稳压稳流电泳仪及半干电转仪
均由美国的ＢｉｏＲａｄ提供。
１．２　动物及染毒

ＳＰＦ级，健康 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，雄性，体质
量２４０～２７０ｇ，由北京维通利华动物实验动物技术有
限公司提供，动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００６０００９。将
大鼠随机分组为正常对照组（ｎ＝８）和 ｉｐ给予 ＨＩ６
１２５ｍｇ·ｋｇ－１３０ｍｉｎ后大鼠后肢 ｓｃ给予梭曼
１６０μｇ·ｋｇ－１组（ｎ＝８），分别于染毒后３０ｍｉｎ，１，２，６，２４，
４８ｈ及７ｄ每组取８只大鼠进行指标检测。
１．３　行为学观察及脑电波的记录

大鼠称质量后ｉｐ给予２０％乌拉坦８００ｍｇ·ｋｇ－１

麻醉，将其固定于大鼠脑立体定位仪上，去头部皮

肤，手术刀剥离颅骨外骨膜，范围自大鼠两眼眶之间

至人字缝后２ｍｍ。在两侧皮质及海马处钻孔，将自
制的外层绝缘电极（康铜丝）置于皮质（ＡＰ２．２ｍｍ，
Ｌ４．１ｍｍ，Ｖ８．２ｍｍ）及海马（ＡＰ３．８ｍｍ，
Ｌ３．５ｍｍ，Ｖ３．７ｍｍ）内，无关电极置于两眶间，以
牙托粉固定。埋藏好电极的动物置于不同笼内，饲养

７～９ｄ后用于实验。
将埋藏好电极的动物称质量，按照１．２进行分组

处理，以行为学及电生理学为评价指标，观察ＳＤ大鼠
在染毒后６ｈ内行为学及脑电图的改变。Ｒａｃｉｎｅ分级
Ⅴ级，脑电图上出现高幅高频惊厥波即为惊厥发作。
１．４　苏木素伊红（ＨＥ）染色观察海马ＣＡ１区在梭
曼染毒后不同时间的病理改变

每组各取３只完整大脑于４％甲醛中，至少固
定２４ｈ。视交叉处冠状面切片，二甲苯洗２次，每
次５～１０ｍｉｎ，９５％乙醇洗２次，每次３ｍｉｎ，８０％乙
醇１ｍｉｎ，蒸馏水１ｍｉｎ，苏木素液染色１２ｍｉｎ，随后
用流水稍洗去苏木素液１～３ｓ，１％盐酸乙醇１～
３ｓ，稍水洗 ２０ｓ，促蓝液返蓝 １５ｓ，流水冲洗 １５
ｍｉｎ，蒸馏水冲洗２ｓ，０．５％苏红染色２ｍｉｎ，蒸馏水
稍洗２ｓ，８０％乙醇稍洗１～２ｓ，９５％乙醇洗２次，
每次３ｍｉｎ，无水乙醇１０ｍｉｎ，二甲苯３次，每次３
ｍｉｎ，用滴加中性树脂的盖玻片封片，通风橱内吹
干，光学显微镜下观察组织病理学变化并照相。

１．５　ｄＵＴＰ缺口末端标记染色观察海马ＣＡ１区在
梭曼染毒后不同时间的凋亡变化

采用 ｄＵＴＰ缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）染色检测
梭曼致惊后海马神经元细胞的凋亡。具体操作步骤

如下：① 先用多聚赖氨酸或ＡＰＥＳ处理玻片；② 石
蜡包埋的切片常规脱蜡至水；③ 蛋白酶 Ｋ消化膜

蛋白及核蛋白，室温孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；④
加入３％Ｈ２Ｏ２，３７℃孵育１０ｍｉｎ，消除内源性过氧
化物酶活性；⑤ 加入 ＴＵＮＥＬ。反应液，湿盒中
３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；⑥ 加入辣根过氧化
物酶抗体，孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；⑦ 加入ＤＡＢ
溶液显色１０ｍｉｎ；⑧ 苏木精复染，常规脱水、透明、
中性树胶封片。最终采用 ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ５．１及
Ｉｎｆｉｎｉｔｙｃａｐｔｕｒｅ６．０对细胞凋亡个数进行统计。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法测定海马组织内 ＮＲ２Ａ，
ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体蛋白表达

各组取大鼠海马组织约１００ｍｇ，加入蛋白裂解液
１ｍｌ，冰上超声破碎，４℃，１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，制备
组织蛋白匀浆液，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。蛋白
ＢＣＡ定量后，通过５％浓缩胶及１２％分离胶进行浓
缩与分离。分离后转至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）膜
上（６０ｍｉｎ，恒流０．０６Ａ），此后５％脱脂牛奶室温
震荡２～３ｈ。取出ＰＶＤＦ膜，加入一抗（ＧＡＢＡα１Ｒ
１∶３０００；ＮＲ２Ａ１∶１０００；ＮＲ２Ｂ１∶５００），４℃过夜
孵育。ＴＢＳＴ常温震荡清洗６ｍｉｎ，加二抗（辣根酶
标记山羊抗小鼠、兔 ＩｇＧ１∶２０００）室温震荡１ｈ，用
ＴＢＳＴ常温震荡清洗６ｍｉｎ。化学发光、显影、定影、
曝光、洗片。胶片扫描后，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析
软件对结果进行积分吸光度分析，以β肌动蛋白为内
标，计算目的蛋白的相对表达量。

１．７　实时荧光定量 ＰＣＲ法测定海马组织 ＮＲ２Ａ，
ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体ｍＲＮＡ表达

梭曼染毒后不同时间点处死动物，分离出海马，

并于－８０℃保存。用 Ｔｒｉｚｏｌ提取法对组织总 ＲＮＡ
进行提取，并将提取得到的 ＲＮＡ进行逆转录，最终
得到 ｃＤＮＡ，置于 －２０℃保存。扩增引物设计如
表１所示。基因表达检测采用ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ荧光标
记法，扩增过程采取两步 法：ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ，
ＧＡＢＡα１Ｒ：９５℃３０ｓ→（９５℃１０ｓ→６０℃３０ｓ）×

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｇｅｎｅｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ
Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

ＮＲ２Ａ Ｆ：５′ＡＣＴＣＧＧＧＡＧＧＡＧＧＴＣＴＡＣ３′ ９４

Ｒ：５′ＣＡＴＡＧＧＡＧＴＧＣＴＧＴＣＧＧＴ３′

ＮＲ２Ｂ Ｆ：５′ＴＧＴＡＣＣＡＡＣＡＧＧＴＣＴＣＡＣＣＴＣＡＡ３′ ６１

Ｒ：５′ＣＧＣＣＴＡＣＣＡＣＴＣＣＧＴＧＣＴＴ３′

ＧＡＢＡα１ＲＦ：５′ＧＣＧＡＣＣＡＴＡＧＡＡＣＣＧＡＡＡＧ３′ １２９

Ｒ：５′ＡＧＡＣＡＧＡＧＧＣＡＧＴＡＡＡＧＣＡＧＡＣ３′

βＡｃｔｉｎ Ｆ：５′ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴ３′ ７６

Ｒ：５′ＧＣＧＧＣＡＧＴＧＧＣＣＡＴＣＴＣ３′

ＮＲ：ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｕｎｉｔ．
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４０→６５℃５ｓ→９５℃５ｓ。以２－△△Ｃｔ表示目的基因
的表达水平。

１．８　统计学分析
实验结果数据结果用ｘ±ｓ表示，使用ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ５进行数据分析，两组间资料比较采用完全随机
设计资料单因素ｔ检验；计量资料经过正态性检验和
方差齐性检验，Ｐ＜０．０５为有显著统计学意义。

２　结果

２．１　梭曼染毒大鼠行为及脑电图变化
梭曼染毒后２～５ｍｉｎ，大鼠首先出现３～５ｓ的

无意识咀嚼，咀嚼声音清晰可见，并逐渐由间断性发

展为持续性，在无意识咀嚼后不久便出现点头运动

及全身性轻微抽搐，后经过１０～１５ｍｉｎ的惊厥潜伏
期后，大鼠全身呈僵直状，管状尾，站立不稳，达到

Ｒａｃｉｎｅ分级Ⅳ～Ⅴ级，并且持续长达１～３ｈ，后惊
厥症状减轻，但仍达到Ⅲ～Ⅳ级的惊厥水平，直到染
毒后６ｈ仍明显存在。

与行为表现相吻合的是，中毒大鼠脑电图在梭

曼染毒后３０ｍｉｎ～１ｈ开始出现明显的紧张性放
电，其特点为高幅高频的棘状脑电波；至染毒后

６ｈ，脑电波幅度频度明显减弱，表现为间断性放电；
至染毒后２４ｈ，仍存在间断性的紧张性放电（图１）。

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｏｆＥＥＧａｔｄｉｆｆｅｒｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｓｏｍａｎ．Ｒａｔｓｗｅｒｅｓｃｇｉｖｅｎｓｏｍａｎ１６０μｇ·ｋｇ－１
３０ｍｉｎｌａｔｅｒａｆｔｅｒＨＩ６１２５ｍｇ·ｋｇ－１ｉｐｇｉｖｅｎ．ＥＥＧｗａｓｒｅｃｏｒｄｅｄ
ｏｎ０（Ａ），３０ｍｉｎ（Ｂ），１ｈ（Ｃ），６ｈ（Ｄ）ａｎｄ２４ｈ（Ｅ）ａｆｔｅｒｓｏｍａｎ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ．

２．２　梭曼染毒大鼠海马ＣＡ１区组织病理变化
２．２．１　ＨＥ染色

如图２所示，正常海马ＣＡ１区可见大量致密的

椎体细胞及颗粒细胞，细胞排列整齐、均匀分布，形

态完整，核质清晰（图２Ａ）。梭曼中毒后１ｈ，细胞
出现明显损伤，表现为细胞体积明显减小，核分叶固

缩，细胞排列紊乱，轮廓模糊界限不清，胞质与胞核

凝结在一起，出现暗细胞（ｄａｒｋｎｅｕｒｏｎｓ）（图２Ｃ）；
此后，随着中毒时间的延长，细胞损伤进一步加重，

至中毒后６ｈ，组织损伤最为严重，表现为神经元细
胞大量坏死，出现大量空泡，细胞层数减少，几乎看

不到正常的细胞，同时纤维结构角质化（图２Ｆ）；中
毒后４８ｈ损伤有所缓解，可见胶质细胞的增生和神
经元再生（图２Ｇ）；至中毒后７ｄ，仍存在明显细胞
损伤（图２Ｈ）。

Ｆｉｇ．２　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔＣＡ１ｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ａｔｄｉｆｆｅｒｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｏｍａｎｅｘｐｏｓｕｒｅ（ＨＥ×２００）．
ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ－Ｈ：０．５，１，
２，６，２４，４８ａｎｄ７ｄａｆｔｅｒｓｏｍａｎｅｘｐｏｓｕｒｅ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｄａｒｋｎｅｕ
ｒｏｎｓ．

２．２．２　ＴＵＮＥＬ染色
对染毒后不同时间点海马 ＣＡ１区总细胞进行

ＴＵＮＥＬ染色（图３）后，镜下观察发现 ＣＡ１区神经
元在梭曼染毒后６ｈ就出现明显凋亡，表现为细胞
结构模糊，黄褐色凋亡小体出现（图 ３Ｂ），染毒后
２４ｈ时凋亡最严重（图３Ｃ），染毒后４８ｈ时凋亡仍
明显存在（图３Ｄ）。定量数据显示（图４），与正常对
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照组比较，染毒后６ｈ时海马ＣＡ１区出现明显细胞
凋亡（Ｐ＜０．０５），染毒后 ２４ｈ达到高峰（Ｐ＜
０．０１），随后细胞凋亡有所改善，但染毒后４８ｈ时凋
亡仍明显存在（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＡ１ｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｏｍａｎｅｘｐｏｓｕｒｅ（ＴＵＮＥＬ×４００）．Ｓｅｅ
Ｆｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａ．ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ－Ｈ：６，２４，４８ｈ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｓｏｍａｎ．Ｔｈｅａｒｒｏｗｄｉｒｅｃｔｓｔｏａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙ．

Ｆｉｇ．４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｉｎｒａｔＣＡ１ｏｆｈｉｐ
ｐｏｃａｍｐｕｓａｔｄｉｆｆｅｒｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｏｍａｎｅｘｐｏ
ｓｕｒｅ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｒａｔｓｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．３　梭曼染毒后不同时间大鼠海马 ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ
及ＧＡＢＡα１受体蛋白在表达变化

如图５和图６所示，与正常对照组相比，ＮＲ２Ａ
及 ＮＲ２Ｂ蛋白在染毒后 ２ｈ即表达明显增加
（Ｐ＜０．０５），但ＧＡＢＡα１受体蛋白至染毒后２４ｈ才
出现明显表达上调（Ｐ＜０．０５）。在出现明显表达上
调后的时间段内，ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体蛋
白总体表达呈降低趋势，但与正常对照组比较并无

统计学差异。

２．４　梭曼染毒后不同时间大鼠海马 ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ
及ＧＡＢＡα１受体ｍＲＮＡ表达变化

如 表２所 示 ，与 正 常 对 照 组 相 比 ，海 马

Ｆｉｇ．５　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＲ２Ａ／２Ｂｉｎｈｉｐｐｏｃａｍ
ｐｕｓａｔｄｉｆｆｅｒｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｏｍａｎｅｘｐｏｓｕｒｅｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｃｗａｓｔｈｅ
ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡａｎｄＢ．Ｌａｎｅ１．ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
ｌａｎｅ２－８：０．５，１，２，６，２４，４８ａｎｄ７ｄｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｓｏ
ｍａｎ．ｘ±ｓ，ｎ＝６－８．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎ
ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ．６　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＡＢＡα１ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｏｍａｎｅｘ
ｐｏｓｕｒｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｒａｔｓｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｂ
ｗａｓｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ．Ｌａｎｅ１．ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅ２－８：０．５，１，２，６，２４，４８ａｎｄ７ｄｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｘｐｏ
ｓｕｒｅｔｏｓｏｍａｎ．ｘ±ｓ，ｎ＝６－８．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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Ｔａｂ．２　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＲ２Ａ／２ＢａｎｄＧＡＢＡα１
ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒ
ｓｏｍａｎｅｘｐｏｓｕｒｅ

Ｔｉｍｅａｆｔｅｒ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（２－△△Ｃｔ）

ＮＲ２Ａ ＮＲ２Ｂ ＧＡＢＡα１Ｒ

０ｍｉｎ １．４４±０．３２ １．０２±０．３０ ０．６８±０．１１

０．５ｈ １．５４±０．４７ １．３１±０．５６ ０．８４±０．１４

１ｈ １．５４±０．６４ １．４０±０．４９ ０．８９±０．２５

２ｈ １．８９±０．６６ １．４０±０．７１ ０．８８±０．１７

６ｈ １．５７±０．１９ １．４２±０．４４ ０．７１±０．１６

２４ｈ ０．６１±０．２７ ０．６４±０．２８ ０．５１±０．２４

４８ｈ ０．３８±０．１７ ０．３８±０．２４ ０．２４±０．０６

７ｄ １．０１±０．５２ １．１３±０．６０ ０．４７±０．１１

ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｘ±ｓ，ｎ＝６－８．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

ＧＡＢＡα１受体及 ＮＲ２Ａ受体 ｍＲＮＡ变化出现最
早，在染毒后２ｈ表达即显著增加（Ｐ＜０．０５），但
ＮＲ２Ｂ受体 ｍＲＮＡ在染毒后６ｈ才出现显著改变
（Ｐ＜０．０５）；随着染毒时间的延长，ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ
及ＧＡＢＡα１受体 ｍＲＮＡ均出现不同程度降低，在
染毒后２４～４８ｈ降至最低（Ｐ＜０．０５）；至染毒后７
ｄ，除 ＧＡＢＡα１受体外，上述各受体 ｍＲＮＡ基本恢
复至正常水平，与染毒前相比无明显差异。

３　讨论

关于梭曼中毒所致惊厥及由此引发中枢神经系

统损伤的发生机制，目前尚未完全阐明。但既往研

究结果已初步证实，ＮＭＤＡ及ＧＡＢＡ等兴奋性及抑
制性氨基酸受体功能失衡是导致临床常见惊厥维

持、延续及相关脑区病理学损伤的主要原因［６－７］。

作为ＮＭＤＡ及 ＧＡＢＡ受体主要功能亚基，ＮＲ２Ａ，
ＮＲ２Ｂ及 ＧＡＢＡα１受体对维持脑内兴奋性［８－９］及

抑制性［１０－１１］平衡发挥重要调节作用。为深入阐明

梭曼所致惊厥及由此引发的迟发性神经损伤发生机

制，本研究选择了梭曼中毒后，病理学改变发生最

早、且与认知及学习记忆功能关系最为密切脑区海

马［１２］作为研究对象，从ｍＲＮＡ及蛋白等不同水平，
观察了海马ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ及ＧＡＢＡα１受体在梭曼
中毒后不同时间表达变化。

本实验结果发现，梭曼染毒后，ＮＲ２Ａ及 ＮＲ２Ｂ
表达出现得更快、更为迅速，其 ｍＲＮＡ及蛋白在染
毒后２～６ｈ均出现显著上调，且ＮＲ２Ａ变化尤为敏
感，在染毒后２ｈ时，ｍＲＮＡ及蛋白均出现显著上

调；除此之外，在梭曼中毒早期（染毒后２ｈ），同样
观察到ＧＡＢＡα１受体 ｍＲＮＡ表达上调，尽管其蛋
白直至染毒后２４ｈ才出现显著改变。此后，各受体
亚型ｍＲＮＡ在染毒后２４～４８ｈ（ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ）及
染毒后７ｄ（ＧＡＢＡα１受体）均出现表达下调；其蛋
白表达水平总体亦呈降低趋势。相对于 ＮＭＤＡ及
ＧＡＢＡ主要受体亚型表达变化，在梭曼中毒后１ｈ，
即可观察到明显病理学损伤；在中毒后６ｈ，首次观
察到凋亡细胞出现。上述研究结果初步证实ＮＭＤＡ
及ＧＡＢＡ主要受体亚型表达在梭曼中毒后出现显
著改变。值得说明的是，本研究中ｍＲＮＡ与蛋白表
达结果并不是一致的，其原因可能与ｍＲＮＡ在翻译
时存在的表达调控有关。翻译水平上的表达调控使

得相关酶活性受到抑制或激活，导致蛋白延迟或提

前表达；同时大鼠个体差异也会对蛋白表达结果产

生一定的影响［１３］。

目前尚未完全明确 ＮＭＤＡ受体及其主要亚型
在梭曼中毒不同阶段数量及功能变化与惊厥维持、

延续及由此引发脑损伤的规律性关系。但现有研究

结果已经发现［１４－１５］，在梭曼中毒所致惊厥发作后

４０ｍｉｎ，一些单纯作用于胆碱能系统药物如阿托品、
东莨菪碱，完全失去抗惊疗效；而特异性 ＮＭＤＡ受
体拮抗剂如ＭＫ８０１等，在此阶段仍可发挥明显抗
惊作用，且其对惊厥控制时间快于惊厥发作后５ｍｉｎ
给药，提示 ＮＭＤＡ受体在惊厥发作后４０ｍｉｎ对惊
厥维持延续起着更为重要作用。结合本研究结果，

ＮＭＤＡ受体主要亚型表达上调最早出现在梭曼中
毒后２ｈ，因而推测在惊厥发作后４０ｍｉｎ，ＮＭＤＡ受
体拮抗剂ＭＫ８０１发挥的良好抗惊作用，很可能源
于其对持续活化 ＮＭＤＡ受体功能的抑制作用。关
于ＮＭＤＡ受体主要亚型 ＮＲ２Ａ及 ＮＲ２Ｂ受体表达
与惊厥发生及脑损伤的关系，目前的观点一般认为，

ＮＲ２Ａ在各种原因引发脑损伤中的表达上调能够降
低损伤程度，是机体针对兴奋性神经毒性的一种自

我保护；而 ＮＲ２Ｂ主要介导 ＮＭＤＡ受体的兴奋性
神经毒性，其表达上调对神经元损伤发生起“易化”

作用［４］。除此之外，作为 ＧＡＢＡ主要受体亚型
ＧＡＢＡα１在惊厥后期出现的表达上调，亦可能是机
体针对中枢神经系统持续兴奋性的一种负反馈调

节；支持上述观点的研究结果在于，作为 ＧＡＢＡＡ
受体受体选择性调节剂，地西泮在梭曼所致惊厥后

期仍可发挥良好抗惊作用［１７－１８］。至于在染毒后

２４ｈ～７ｄ，ＮＭＤＡ及 ＧＡＢＡ主要受体亚型出现的
显著表达下调，目前尚无确定结论。较为公认的观

点是，在中毒后期，神经元细胞出现明显损伤，该损

·２３３· 中国药理学与毒理学杂志２０１３年６月第２７卷第３期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ３，Ｊｕｎ２０１３



伤可诱发ＧＡＢＡα１等主要受体亚型出现显著“内吞
作用”，进而导致受体表达数量降低。另外一个值

得注意的现象是，在本研究中，先观察到海马神经细

胞的病理学损伤，而后出现ＮＲ２Ａ及 ＮＲ２Ｂ表达变
化；在此变化出现后，进而观察到凋亡。上述结果，

提示ＮＲ２Ａ及 ＮＲ２Ｂ表达异常可能不是病理学损
伤的始动因素，但与病理学损伤发展，以及凋亡的出

现存在更为密切关系。

前已述及，作为一种非特异性的ＮＭＤＡ受体拮
抗剂，尽管ＭＫ８０１在梭曼所致惊厥及由此引发脑
损伤中表现出一定的治疗效果，但因其作用的非特

异性，导致ＭＫ８０１抗惊及神经保护作用仍存在明
显缺陷［５，１８］。在本研究中，发现ＮＭＤＡ主要受体亚
型ＮＲ２Ａ及ＮＲ２Ｂ在惊厥后均出现显著改变，且上
述受体表达上调在时间上存在一定差异。因此，针

对不同受体亚型表达的差异性，结合不同受体亚型

功能，选择特异性受体亚型拮抗剂或激动剂进行针

对性治疗，可能成为梭曼中毒所致惊厥治疗今后的

研究重点。
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