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[摘要] 目的　观察卡马西平(CBZ)对癫痫大鼠中脑腹侧被盖区(VTA)多巴胺(DA)能神经元 Kv7.4 通道的影响。

方法　50只雄性Wistar大鼠随机分为5组：对照组、癫痫组和低、中、高浓度CBZ组，每组10只。对照组以外的4组大鼠

均用氯化锂-匹罗卡品诱发癫痫构建癫痫大鼠模型；模型构建成功后，低、中、高浓度CBZ组分别通过灌胃给予10、30、

50 mg/kg CBZ，对照组和癫痫组灌胃给予等量生理盐水，1次/d，连续7 d。观察各组大鼠行为学表现，通过分光光度法检

测VTA丙二醛(MDA)、还原型谷胱甘肽(GSH)含量及超氧化物岐化酶(SOD)活性，免疫荧光及激光共聚焦观察各组大鼠

VTA区酪氨酸羟化酶(TH)、Kv7.4蛋白的表达，Western blotting检测TH、Kv7.4的表达情况。结果　对照组大鼠行为无异

常；匹罗卡品注射后癫痫组大鼠出现抽搐、咀嚼、流涎等症状，低、中、高浓度CBZ组大鼠上述症状均有所缓解。与对

照组比较，癫痫组大鼠VTA区MDA含量明显升高(P<0.05)，GSH含量、SOD活性、DA能神经元数及TH、Kv7.4蛋白表达

水平明显降低(P<0.05)；与癫痫组大鼠比较，低、中、高浓度CBZ组大鼠癫痫发作潜伏期延长，VTA区GSH含量、SOD

活性、DA能神经元数及TH、Kv7.4蛋白表达水平均明显升高(P<0.05)，中、高浓度CBZ组大鼠癫痫发作率、VTA区MDA

含量均明显降低(P<0.05)。结论　CBZ 可能通过抑制癫痫大鼠脑内氧化应激反应，促进 VTA 区 DA 能神经元活动，激活

Kv7.4通道，缓解癫痫发作。
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[Abstract] Objective　To investigate the effect of carbamazepine (CBZ) on Kv7.4 channels of dopaminergic (DA) neurons in the 

ventral tegmental area (VTA) of the midbrain of epileptic rats. Methods　50 male Wistar rats were randomly divided into 5 groups: control 

group, epilepsy group, and low, medium, high concentration CBZ group, 10 in each group. Except control group, rats in other groups were 

induced epilepsy with lithium chloride and pilocarpine to establish epilepsy rat model. After the model was successfully constructed, the rats 

in low, medium, and high concentration CBZ groups were given CBZ (10, 30, and 50 mg/kg) by gavage respectively, while rats in control 

group and epilepsy group were given the same amount of normal saline by gavage once a day for 7 days. The behavior changes of rats were 

observed. The malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) content and superoxide dismutase (SOD) activity in VTA were determinate 

by spectrophotometric. The protein expression of tyrosine hydroxylase (TH) and kv7.4 in VTA were detected by immunofluorescence and 

laser confocal microscopy. Western blotting was used to detecte the TH and Kv7.4 expression. Results　No abnormal behavior showed 
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with rats in control group. After pilocarpine injection, rats in epilepsy group experienced symptoms such as convulsions, chewing, and 
salivation, and the symptoms in low, medium, and high concentration CBZ group were alleviated. Compared with rats in control group, the 
MDA content of the rats in epilepsy group was significantly increased (P<0.05), the GSH content, SOD activity, number of DA neurons in 
the VTA region, and the expression of TH and Kv7.4 protein were significantly reduced (P<0.05). Compared with rats in epilepsy group, the 
seizure latency, GSH content, SOD activity, number of DA neurons in VTA area, and TH and Kv7.4 protein expression levels significantly 
increased in the low, medium and high concentration CBZ group (P<0.05); seizure rate and MDA content significantly decreased in the 
medium and high concentration CBZ group (P<0.05). Conclusions　CBZ could alleviate oxidative stress response in brain of epileptic 
rats, promote DA neuron activity at VTA, activate Kv7.4 channels, and relieve epileptic seizures. 

[Key words] carbamazepine; epilepsy; ventral tegmental area; dopaminergic neuron; Kv7.4 channel

癫痫是一种中枢神经系统慢性疾病，可导致精

神功能短暂失调，出现认知功能障碍、惊厥、痉挛

等症状，对患者的生活质量和社会功能造成严重影

响[1-3]。中脑腹侧被盖区(ventral tegmental area，VTA)
聚集着大量多巴胺(dopamine，DA)能神经元，参与

奖赏、厌恶、慢性疼痛等多种精神性疾病[4-5]。有研

究显示，癫痫的发作与多巴胺系统密切相关[6-7]；

Kv7.4 通道是一种钾离子通道，参与调节 VTA 区 DA
能神经元的兴奋性，且在癫痫的治疗中发挥重要作

用[8]。卡马西平(carbamazepine，CBZ)是一种抗癫痫

药物，研究显示其能降低氯化锂-匹罗卡品(lithium-
pilocarpine，Li-Pc)诱发的癫痫发作频率，减轻癫痫

发作强度[9]。目前，有关CBZ对癫痫DA能神经元影

响的报道较少。本研究观察CBZ对癫痫大鼠VTA区

DA 能神经元 Kv7.4 通道的影响，旨在为癫痫发病机

制和治疗的相关研究提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物　8周龄 SPF级雄性Wistar 大鼠 50只，

体重 250 g 左右，购自湖北省实验动物研究中心[实
验动物生产许可证号：SCXK(鄂)2015-0018]。大鼠

饲养于唐山怡安生物工程有限公司实验动物研究中

心[实验动物使用许可证号：SYXK(冀)2020-014]。饲

养环境干净、安静，温度 18~25 ℃，湿度 50%~80%，

自由进食水。大鼠适应性饲养 1 周后进行实验。本

研究方案经唐山市工人医院医学伦理委员会批准(批
准号：TSS58684)，大鼠实验遵循3R原则。

1.2　 主 要 试 剂 及 仪 器　 盐 酸 氯 化 锂 ( 批 号 ：

20200321)、盐酸匹罗卡品(批号：20200415)购自美

国 Sigma公司；卡马西平片(规格：100 mg/片；国药

准 字 ： H37020785； 批 号 ： 20201124)， 丙 二 醛

(malondialdehyde， MDA) 含量检测试剂盒 ( 批号：

20200617)、还原型谷胱甘肽 (reduced glutathione，
GSH)含量检测试剂盒(批号：20200129)、超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活性检测试剂盒

(批号：20200512)购自北京索莱宝科技有限公司；抗

酪氨酸羟化酶(tyrosine hydroxylase，TH)抗体(批号：

20201011)、抗 GAPDH 抗体(批号：20201101)、IgG

(Alexa Fluor® 488)抗体(批号：20201007)、抗 Kv7.4 抗

体(批号：20200314)购自英国Abcam公司；辣根过氧

化物酶标记的二抗(批号：20201101)购自北京博尔西

科技有限公司；BCA 蛋白浓度检测试剂盒(批号：

20201102)购自上海碧云天公司；蛋白电泳及电转移

装置(型号：AU5800)购自北京市六一仪器厂；酶联

免疫分析仪(型号：EVO75)购自澳大利亚 Techan 公

司；超低温冰箱 ( 型号： MDF-U32V) 购自美国

Thermo公司。

1.3　方法

1.3.1　实验动物分组与癫痫大鼠模型构建[10]　将 50
只雄性Wistar大鼠随机分为5组：对照组、癫痫组和

低、中、高浓度 CBZ 组，每组 10 只。癫痫组和低、

中、高浓度CBZ组大鼠先用氯化锂-匹罗卡品诱发癫

痫构建癫痫大鼠模型：腹腔注射氯化锂(127 mg/kg)，
20 h后背部皮下注射匹罗卡品(20 mg/kg)。注射匹罗

卡品后连续2 h观察各组大鼠癫痫发作情况，并记录

癫痫发作等级、潜伏期、死亡等情况。按照 Racine
(1972 年)评级标准对癫痫发作情况进行分级：0 级，

无发作；1级，口、鼻、面肌阵挛；2级，节律性点

头或湿狗样抖动；3 级，全身震颤、前肢局限性阵

挛；4级，前肢阵孪伴竖立；5级，全身强直阵挛发

作伴摔倒。3级及以上定为癫痫发作。癫痫持续状态

后 1 h，注射地西泮 10 mg/kg终止癫痫持续状态。给

药：低、中、高浓度CBZ组在给予氯化锂、匹罗卡

品前 30 min，分别通过灌胃给予 10、30、50 mg/kg 
CBZ；对照组、癫痫组灌胃给予等量生理盐水；观

察各组大鼠一般行为学。次日后在同一时间点，低、

中、高浓度 CBZ 组通过灌胃分别给予 10、 30、
50 mg/kg CBZ，对照组和癫痫组灌胃给予等量生理

盐水，每天1次，连续7 d。
1.3.2　检测各组大鼠血液中CBZ浓度　给药结束4 h
后经静脉取血，离心后使用荧光偏振免疫分析法测

定各组大鼠血液中CBZ的浓度，即峰浓度。

1.3.3　检测各组大鼠VTA区MDA、GSH含量及SOD
活性　末次给药后，每组随机选取 5 只大鼠，麻醉

后根据大鼠脑立体定位图取VTA区组织，取一部分

组织进行研磨，加入生理盐水配制比例为 10% 的组
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织匀浆备用，另一部分组织提取组织蛋白备用。分

别根据MDA、GSH、SOD检测试剂盒说明书进行操

作，检测 VTA 区组织中 MDA、GSH 含量和 SOD
活性。

1.3.4　免疫荧光及激光共聚焦观察各组大鼠VTA区

TH、Kv7.4 蛋白的表达　末次给药后，每组随机选

取 5 只大鼠，麻醉后用 4% 多聚甲醛溶液灌注固定，

取脑组织放入4%多聚甲醛溶液固定2 h，移入30%蔗

糖溶液，组织块沉底后，行冠状位连续冰冻切片，

厚40 μm。选取VTA区切片行免疫荧光检测，加TH
抗体(1∶100)、Kv7.4抗体(1∶100)，4 ℃孵育 48 h，加

荧光二抗(TH：1∶500，Alexa Fluor® 488 标记；Kv7.4：
1∶1000，FITC 标记)，室温孵育 2 h，漂洗后用荧光

封片剂封片，在荧光显微镜下观察。TH是一种表达

于 DA 能神经元的 DA 合成限速酶，随着 DA 能神经

元的丢失，TH含量会同时减少，因此，以TH含量

作为反映DA能神经元数量的指标。

1.3.5　 Western blotting 检测各组大鼠 VTA 区 TH、

Kv7.4蛋白的表达水平　提取大鼠剩余部分VTA区组

织总蛋白，用BCA法检测蛋白浓度后，进行十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，加一抗(抗
TH、Kv7.4 抗体，1∶1500)4 ℃孵育过夜；次日，洗

膜加二抗(1∶5000)室温孵育 2 h，TBST 洗膜后，加

ECL 发光液，在凝胶成像系统中拍照，并进行灰度

值分析，以GAPDH蛋白为内参。目的蛋白相对表达

水平=目的蛋白灰度值/GAPDH蛋白灰度值。

1.4　统计学处理　采用 SPSS 22.0 软件进行统计分

析。计量资料符合正态分布，以 x̄±s表示，两组间比

较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，进

一步两两比较采用LSD-t检验。计数资料以例(%)表
示，组间比较采用χ2检验。P<0.05 为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　各组大鼠血药浓度检测结果　对照组和癫痫组

由于未进行CBZ给药，故不进行血药浓度检测。低

浓度CBZ组大鼠的血液CBZ浓度为(4.61±0.82) μg/ml，
中浓度CBZ组大鼠的血液CBZ浓度为(8.75±1.46) μg/ml，
高浓度CBZ组大鼠的血液CBZ浓度为(10.42±2.38) μg/ml。
各浓度CBZ组血液CBZ浓度差异明显(P<0.05)。
2.2　各组大鼠一般行为学观察　对照组大鼠行为学

表现无异常；匹罗卡品注射后癫痫组大鼠出现抽搐、

咀嚼、流涎等症状，低、中、高浓度CBZ组大鼠上

述症状均有所缓解。与癫痫组大鼠比较，低、中、

高浓度 CBZ 组大鼠癫痫发作潜伏期均明显延长

(P<0.05)，中、高浓度CBZ组大鼠癫痫发作率均明显

降低(P<0.05，表1)。

2.3　各组大鼠 VTA 区 MDA、GSH 含量及 SOD 活性

比较　与对照组比较，癫痫组大鼠VTA区MDA含量

明显升高(P<0.05)，GSH 含量及 SOD 活性明显降低

(P<0.05)；与癫痫组大鼠比较，低、中、高浓度CBZ
组大鼠 MDA 含量依次降低(P<0.05)，GSH 含量及

SOD活性均明显升高(P<0.05，表2)。
2.4　各组大鼠VTA区TH、Kv7.4免疫荧光及激光共

聚焦观察结果　与对照组比较，癫痫组大鼠VTA区

DA 能神经元数明显减少(P<0.05)；与癫痫组比较，

低、中、高浓度组大鼠 VTA 区 DA 能神经元数均明

显增多(P<0.05，图1)。
2.5　各组大鼠 VTA 区 TH、Kv7.4 蛋白表达水平比

较　与对照组比较，癫痫组大鼠 VTA 区 TH、Kv7.4

表1　各组大鼠一般行为学观察结果(n=10)
Tab. 1　 General behavioral observation results of rats in each 
group (n=10)

组别

对照组

癫痫组

低浓度CBZ组

中浓度CBZ组

高浓度CBZ组

癫痫发作潜伏期
(min, x̄±s)

0

13.31±2.57(1)

17.84±1.32(1)(2)

21.24±1.54(1)(2)(3)

26.47±1.26(1)(2)(3)

癫痫发作
[例(%)]

0

10(100.00)(1)

8(80.00)(1)

3(30.00)(1)(2)(3)

1(10.00)(1)(2)(3)

CBZ. 卡马西平；与对照组比较，(1)P<0.05；与癫痫组比较，

(2)P<0.05；与低浓度CBZ组比较，(3)P<0.05

表2　各组大鼠VTA区MDA、GSH含量及SOD活性比较(x̄±s, n=10)
Tab.2　Comparison of MDA, GSH content and SOD activity in VTA area of rats in each group (x̄±s, n=10)

分组

对照组

癫痫组

低浓度CBZ组

中浓度CBZ组

高浓度CBZ组

MDA (nmol/g∙prot)

602.12±32.13

854.16±34.21(1)

804.67±36.31(1)(2)

756.24±35.16(1)(2)(3)

667.35±34.32(1)(2)(3)(4)

GSH (ug/g∙prot)

122.04±8.25

75.59±9.13(1)

87.16±8.24(1)

97.64±8.06(1)(2)(3)

108.24±8.22(1)(2)(3)(4)

SOD (U/mg∙prot)

124.08±10.04

76.76±8.12(1)

87.47±7.05(1)(2)

98.52±7.13(1)(2)(3)

109.13±7.24(1)(2)(3)(4)

VTA. 中脑腹侧被盖区；MDA. 丙二醛；GSH. 还原型谷胱甘肽；SOD. 超氧化物歧化酶；CBZ. 卡马西平；与对照组比较，(1)P<0.05；

与癫痫组比较，(2)P<0.05；与低浓度CBZ组比较，(3)P<0.05；与中浓度CBZ组比较，(4)P<0.05
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蛋白表达水平均明显降低(P<0.05)；与癫痫组大鼠相

比，低、中、高浓度组大鼠 VTA 区 TH、Kv7.4 蛋白

表达水平依次增高(P<0.05，图2)。

3　讨　　论

癫痫是常见的神经系统疾病，发作时出现肌阵

挛、失神、强直、全面强直－阵挛等症状[11]。本研

究采用 Li-Pc 诱发大鼠癫痫模型，模型大鼠出现抽

搐、咀嚼、流涎等症状，与人类癫痫发作有相似的

临床病理特征，且与 Huang 等[12]的报道一致，提示

癫痫大鼠模型构建成功。本研究结果显示，CBZ 干

预治疗后大鼠癫痫发作症状有所缓解，发作潜伏期

依次延长，癫痫发作率、癫痫发作分级依次降低，

提示CBZ可延长癫痫发作潜伏期，有效缓解癫痫发

作症状，与 CBZ 在抗癫痫临床治疗中的作用一

致[13-14]，但其具体作用机制尚未完全明了。

癫痫发作使神经元异常放电，导致脑内氧化与

抗氧化作用紊乱[15-16]。MDA 是脂质过氧化反应的产

物，可作为过氧化指标，而 SOD、GSH可作为抗氧

化指标。本研究结果显示，与对照组比较，癫痫组

大鼠 VTA 区 MDA 含量显著升高，GSH 含量及 SOD
活性显著降低，提示脑内氧化应激活性变化与癫痫

CBZ. 卡马西平；VTA. 中脑腹侧被盖区；TH. 酪氨酸羟化酶；DA. 多巴胺；A. 免疫荧光观察（400×）；B. DA能神经元计数；C. 激光共

聚焦观察；与对照组比较，(1)P<0.05；与癫痫组比较，(2)P<0.05；与低浓度CBZ组比较，(3)P<0.05；与中浓度CBZ组比较，(4)P<0.05

图1　各组大鼠VTA区TH、Kv7.4免疫荧光及激光共聚焦观察结果比较

Fig.1　Comparison of the level of TH and Kv7.4 in VTA area of rats in each group (immunofluorescence and laser confocal)
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发作密切相关。癫痫发作时，脑内过氧化反应增强，

抗氧化能力减弱，导致MDA大量产生，对神经元结

构和功能造成损伤[17-18]。本研究还显示，不同浓度

CBZ干预组大鼠VTA区MDA含量依次降低，GSH含

量及 SOD 活性依次升高，与王丽[19]的研究结果一

致，提示CBZ可抑制癫痫大鼠脑内的氧化应激反应，

但其对神经元的作用尚需进一步研究。

有研究显示，癫痫发作时脑部神经元兴奋性异

常增强，可引发过度放电，导致中枢神经系统功能

失常[20]。TH 是 DA 能神经元的标记物，可反映 DA
能神经元的功能状态和活动能力。DA能神经元功能

障碍与癫痫发作关系密切。因此，增强DA能神经元

功能有助于缓解癫痫。本研究结果显示，癫痫组大

鼠VTA区TH蛋白表达水平显著降低，DA能神经元

数显著减少，与Tripathi和Bozzi[21]的报道一致，提示

癫痫大鼠脑内DA能神经元功能活性降低。不同浓度

CBZ 干预组大鼠 VTA 区 TH 蛋白表达均显著升高、

DA能神经元数依次增多，提示CBZ可调控癫痫大鼠

脑内 VTA 区 TH 蛋白表达，增强 DA 能神经元活性。

有研究显示，氧化应激与DA能神经元系统功能密切

相关，癫痫发作时氧化应激增强，抗氧化能力减弱，

导致 DA 能神经元功能下降[22]；推测 CBZ 可能通过

抑制癫痫大鼠脑内氧化应激反应而增强DA能神经元

的功能活性。

离子通道在神经元调节中发挥重要作用。Kv7.4
通路属于Kv7/KCNQ家族，是重要的K+通道，参与

调节VTA 区DA 能神经元的兴奋性。Kv7.4通路开放

时，神经元兴奋性被抑制。研究显示，Kv7.4与癫痫

等神经系统疾病的发病密切相关[23]。Li 等[24]报道，

Kv7.4通道下调是VTA 区DA 能神经元兴奋性改变的

原因。本研究结果显示，与对照组比较，癫痫组大

鼠VTA区Kv7.4蛋白表达水平显著降低，提示癫痫发

作引起VTA区DA能神经元功能活性降低(TH阳性神

经元数减少)与 Kv7.4 蛋白表达水平改变有关。与癫

痫组比较，低、中、高浓度CBZ组大鼠VTA区Kv7.4
蛋白表达依次升高，提示CBZ可调节Kv7.4蛋白表达

水平；推测CBZ可激活Kv7.4通路，促进TH蛋白表

达，增强癫痫大鼠 VTA 区 DA 能神经元功能活性，

对癫痫发作症状有缓解作用。

综上所述，CBZ可能通过激活癫痫大鼠Kv7.4通

路，促进TH蛋白表达，增强癫痫大鼠VTA区DA能

神经元活性，减轻癫痫大鼠脑内氧化应激反应，缓

解癫痫发作症状。上述结果为临床癫痫治疗提供了

一定参考。但本研究也存在一定的不足，如未对癫

痫潜伏期与急性发作期大鼠机体氧化应激水平进行

比较，且CBZ对Kv7.4通路的具体作用机制还有待后

续使用通路激活剂或抑制剂处理来进一步研究。另

外，本研究未进行肝功能及血常规检测，可能忽视

了CBZ临床应用的安全性，需要进一步深入研究。
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