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摘要：目的　通过建立并优化６Ｈｚ点燃模型，探究ＫＣＮＱ通道新型开放剂化合物ＱＯ８３抗癫痫活性，为ＱＯ８３在耐药性癫痫中
的应用提供科学依据。方法　将小鼠分为对照组、模型组、阳性药左乙拉西坦（１００ｍｇ·ｋｇ－１）组、对照药卡马西平
（５０ｍｇ·ｋｇ－１）组和ＱＯ８３低（２ｍｇ·ｋｇ－１）、中（４ｍｇ·ｋｇ－１）、高（６ｍｇ·ｋｇ－１）剂量组。建立６Ｈｚ点燃癫痫模型小鼠，腹腔注射
相应药物，３０ｍｉｎ后再次施加６Ｈｚ角膜刺激，进行癫痫行为学评价。随后进行一系列精神行为学实验：悬尾实验、Ｔ迷宫实验、新
物体识别实验，分别观察小鼠的不动时间、选择正确率、认知指数，评价动物的抑郁倾向和学习记忆能力。对６Ｈｚ点燃癫痫模型
小鼠进行免疫荧光染色，观察ｃＦｏｓ蛋白的表达变化，评价ＱＯ８３对特定脑区的保护作用；观察其靶点ＫＣＮＱ２蛋白的表达变化，
评价其对靶蛋白表达的影响。结果　传统抗癫痫药卡马西平（５０ｍｇ·ｋｇ－１）对建立的模型小鼠无明显作用，阳性药物左乙拉西
坦（１００ｍｇ·ｋｇ－１）有效，分别给予２、４、６ｍｇ·ｋｇ－１ＱＯ８３时，呈现剂量依赖性抗癫痫作用，可使点燃小鼠的癫痫大发作率及发作
时间均显著下降。４ｍｇ·ｋｇ－１的ＱＯ８３可明显减少癫痫小鼠在悬尾实验中的不动时间，增加小鼠Ｔ迷宫正确率，增加小鼠新物
体识别指数。ＱＯ８３可明显下调癫痫小鼠海马和梨状皮质区的ｃＦｏｓ表达；上调晚期模型小鼠ＣＡ３、ＤＧ区周围的神经纤维和
ＰＩＲ区ＫＣＮＱ２蛋白的表达。结论　化合物ＱＯ８３具有良好的抗耐药性癫痫活性，其对癫痫动物的保护情况优于阳性药物左乙拉西
坦，同时还具有改善癫痫动物精神行为的作用，表现出对耐药性癫痫的治疗潜力，其作用机制可能与上调靶点蛋白ＫＣＮＱ２表达相关。
关键词：耐药性癫痫；６Ｈｚ点燃模型；钾通道开放剂；ＫＣＮＱ２
ｄｏｉ：１０１１６６９／ｃｐｊ２０２４２２００７　　中图分类号：Ｒ９６６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００１－２４９４（２０２４）２２－２１４８－１１

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＫＣＮＱＣｈａｎｎｅｌＯｐｅｎｅｒＱＯ８３ｏｎ６ＨｚＳｔｉｍｕｌａｔｅｄＥｐｉｌｅｐｓｙＭｏｄｅｌＭｉｃｅ

ＷＡＮＧＺｉｙｕ１，ＷＡＮＧＸｉａｎｇｙｕ１，２，ＬＩＪｉｎｃａｎ３，ＬＶＴｉａｎｙｉ１，ＬＩＹｉｘｕａｎ１，ＷＡＮＧ Ｚｉｔｏｎｇ１，ＭＡ Ｍｅｎｇｙａｎ１，
ＪＩＡＱｉｎｇｚｈｏｎｇ１，２，３（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＨｅｂｅｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ０５００１７，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＩｎｎｏｖａｔｉｖｅ
ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ０５００１７，Ｃｈｉｎａ；３．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＮｅｗＤｒｕｇＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉ
ｃｏｌｏｇｙｏｆＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ０５００１７，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＱＯ８３，ａｎｏｖｅｌＫＣＮＱｃｈａｎｎｅｌｏｐｅｎｅｒ，ｂｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇａｎｄ
ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇａ６Ｈｚｃｏｒｎｅａｌｋｉｎｋｅｄｍｏｄｅｌ，ａｎｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＱＯ８３ｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｅｐｉｌｅｐｓｙ
ＭＥＴＨＯＤＳ　Ｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ（１００ｍｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌ
ｄｒｕｇｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ（５０ｍｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ，ａｎｄＱＯ８３ｌｏｗ（２ｍｇ·ｋｇ－１），ｍｅｄｉｕｍ（４ｍｇ·ｋｇ－１），ａｎｄｈｉｇｈ（６ｍｇ·ｋｇ－１）ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅ６Ｈｚｋｉｎｄｌｅｄｍｉｃｅｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ａｎｄｄｒｕｇｓｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙＡｆｔｅｒ３０ｍｉｎ，６Ｈｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄａｇａｉｎｔｏｏｂｓｅｒｖｅｉｔｓｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅａｎｉｍａｌＡｎｄｓｅｔｕｐａｓｅｒｉｅｓｏｆｂｅｈａｖｉｏｒａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ：ｔａｉｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｔｅｓｔ，Ｔｍａｚｅ
ｔｅｓｔ，ａｎｄｎｅｗｏｂｊｅｃｔｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｔｅｓｔ，ｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅ，ｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｃｃｕｒａｃｙ，ａｎｄｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｉｎｄｅｘｏｆｍｉｃｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｏ
ｅｖａｌｕａｔｅｉｔｓｉｍｐａｃｔｏｎａｎｉｍａｌｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅｔｅｎｄｅｎｃｉｅｓａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎ６Ｈｚｍｏｄｅｌ
ｍｉｃｅｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｃＦｏｓｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＱＯ８３ｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｂｒａｉｎｒｅｇｉｏｎｓ．Ｏｂｓｅｒｖｅ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｔｓｔａｒｇｅｔＫＣＮＱ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｉｔｓｉｍｐａｃｔｏｎｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＲＥＳＵＬＴＳ　Ｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｍｏｄｅｌｍｉｃｅｗｅｒｅｎｏｔｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏｔｈｅａｃｔｉｏｎｏｆｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ（５０ｍｇ·ｋｇ－１），ｂｕｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｇａｉｎｓｔｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ（１００ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｗｈｅｎｇｉｖｅｎ２，４ａｎｄ６ｍｇ·ｋｇ－１ＱＯ８３，ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｃａｎｂｅｏｂｓｅｒｖｅｄ，ｗｈｉｃｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｉｎｃｉ
ｄｅｎｃｅａｎｄｄｕｒａｔｉｏｎｏｆｓｅｉｚｕｒｅｓｉｎｉｇｎｉｔｅｄｍｉｃｅ．Ｔｈｅ４ｍｇ·ｋｇ－１ｏｆＱＯ８３ｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｏｆｅｐｉｌｅｐｔｉｃｍｉｃｅ
ｉｎｔａｉｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｏｆｍｉｃｅｉｎＴｍａｚｅｔｅｓｔ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｉｎｄｅｘ（ＲＩ）ｏｆｍｉｃｅｉｎｎｅｗ
ｏｂｊｅｃｔｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｔｅｓｔＱＯ８３ｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｆｏｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄｐｉｒｉｆｏｒｍｃｏｒｔｅｘｏｆｅｐｉｌｅｐｔｉｃ
ｍｉｃｅ，ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＣＮＱ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＣＡ３，ＤＧｒｅｇｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇｆｉｂｅｒｓａｎｄＰＩＲｒｅｇｉｏｎｓｏｆ

·８４１２· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２２　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年１１月第５９卷第２２期



ｌａｔｅｓｔａｇｅｍｏｄｅｌｍｉｃｅＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＣｏｍｐｏｕｎｄＱＯ８３ｈａｓｇｏｏｄａｎｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｅｐｉｌｅｐｓｙａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｉｔｓｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎ
ｅｐｉｌｅｐｔｉｃａｎｉｍａｌｓｉｓｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍＡｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｉｔａｌｓｏｈａｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒｏｆ
ｅｐｉｌｅｐｔｉｃａｎｉｍａｌｓ，ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｏｒｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｅｐｉｌｅｐｓｙＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｕｐｒｅｇ
ｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎＫＣＮＱ２．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｅｐｉｌｅｐｓｙ；６Ｈｚｋｉｎｄｌｉｎｇｍｏｄｅｌ；ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｏｐｅｎｅｒ；ＫＣＮＱ２

　　耐药性癫痫是指患者经过至少２种抗癫痫药物
（ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃｄｒｕｇ，ＡＥＤ）正规治疗，已经达到最大
耐受剂量，在连续１２个月及治疗前最长发作间隔３
倍时间内，仍不能控制的癫痫。尽管近２０年来开发
了许 多 新 的 ＡＥＤ，但 根 据 统 计 显 示 仍 有 约
３０％～４０％的患者无法克服耐药性癫痫，多数传统
药物对耐药性癫痫没有实质性改善，寻找能克服耐

药的ＡＥＤ是药物研究的一个热点。
６Ｈｚ点燃癫痫模型最早于 １９５１年由 Ｔｏｍａｎ

等［１］建立，该模型的行为学表现和脑电图模式与精

神运动性癫痫的临床表现具有相似性，于是将其视

为精神运动性癫痫发作模型。后来Ｂｒｏｗｎ等［２］在建

模时发现，６Ｈｚ点燃模型动物具有先是极短的阵挛
期，随之僵硬不自觉的行为学表现，这些特征与部分

或边缘性癫痫患者发作的先兆相似，提示６Ｈｚ点燃
模型诱导癫痫发作的机制可能与以往的癫痫模型有

所不同，它能更好地模拟人类边缘癫痫发作。

Ｂａｒｔｏｎ等［３］的研究还发现，当电流强度为３２ｍＡ时，
卡马西平４０ｍｇ·ｋｇ－１可保护７５％的动物，当电流
强度为４４ｍＡ时无效，因为此时的半数有效剂量
（ＥＤ５０）＞８０ｍｇ·ｋｇ

－１，半数毒性剂量（ＴＤ５０）＝
４７９ｍｇ·ｋｇ－１。也就是说，随着电流强度的加大，抗
癫痫药物的 ＥＤ５０逐渐升高，模型的耐药性越来越
强。在４４ｍＡ强度的６Ｈｚ点燃模型被认为是耐药
性癫痫模型。目前，美国国立卫生研究院（ＮＩＨ）已
将６Ｈｚ点燃模型作为耐药癫痫模型，纳入抗癫痫药
物筛选的推荐模型［４］。

电压依赖性钾通道 Ｋｖ７家族（Ｋｖ７１～Ｋｖ７５）
由ＫＣＮＱ（ＫＣＮＱ１～ＫＣＮＱ５）基因编码，在调节神经
元兴奋性中发挥重要作用。其中Ｋｖ７１主要表达在
心肌，其基因突变引发 Ｔｙｐｅ１型的 ＬＱＴ综合征［５］。

ＫＣＮＱ２和ＫＣＮＱ３主要表达在神经系统，该基因突变
会引发良性家族性新生儿癫痫综合征（ｂｅｎｉｇｎｆａｍｉｌｉａｌ
ｎｅｏｎｍａｌｃｏｎｖｕｌｓｉｏｎｓ，ＢＦＮＣ）。Ｋｖ７４在耳蜗内的感
觉外毛细胞（ＯＨＣｓ）中高表达［６］，主要负责调节听觉

神经细胞的内在兴奋性，该基因（ＤＦＮＡ２）突变引起感
音神经性耳聋。Ｋｖ７５主要表达在中枢神经核团［７］。

ＫＣＮＱ２和ＫＣＮＱ３钾通道是构成神经Ｍ通道的分子

基础［８］。Ｍ电流在神经系统发育初期，对海马形态和
功能起重要调节作用，抑制 Ｍ电流导致小鼠海马
ＣＡ１锥体神经元表现出兴奋性增加及海马依赖性空
间记忆缺陷［９］。开放Ｍ通道能引起细胞膜的超极化
从而降低神经元的兴奋性。本实验室合成的 ＫＣＮＱ
通道开放剂ＱＯ８３是一个结构新颖的小分子化合物，
属于一种４（对三氟甲基苄基）３氟１，２，４三苯胺衍
生 物，获 得 中 外 专 利 授 权 【ＵＳ１１２４７９６６Ｂ２，
ＣＮ１０８７０７０８７Ｂ】，在治疗与神经元过度兴奋相关的疾
病，例如癫痫和神经性疼痛等方面有很大潜力，并且

对ＫＣＮＱ通道表现很强的开放作用。体外实验结果
显示，其ＥＣ５０为（０１５±００４）μｍｏｌ·Ｌ

－１。在最大电

刺激（ｍａｘｉｍａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｈｏｃｋｓｅｉｚｕｒｅ，ＭＥＳ）模型和皮
下注射戊四唑癫痫模型中表现出良好效果［１０］，且已

有与其作用机制相似的药物上市并显示出较好疗

效，如钾离子通道开放剂瑞替加滨（ＲＴＧ）能够通过
增强Ｍ电流，阻止脑损伤后神经元过度兴奋导致的
癫痫发作［１１］。为了研究该化合物对６Ｈｚ点燃癫痫
模型是否有效，本研究利用电刺激行为学观察、组织

免疫荧光方法进行评价。

１　材　料
１１　动物

选用８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠［北京斯贝福
生物技术有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９
００１０］，８周龄雄性昆明小鼠［河北医科大学实验动
物中心合格证号：ＳＹＨＫ（冀）２０２０００２］。所有动物
都被饲养在无病原体的环境中，动物可自由饮水摄

食，控制室温（２２±１）℃，控制湿度（５０±５）％，在
１２ｈ黑暗／光照的条件下饲养３ｄ以上。所有的动
物实验严格遵照河北医科大学动物实验中心的动物

伦理学条例及国家实验动物饲养和使用指南，尽量

减少试验的次数和试验用的动物数量，同时保证数

据信息的数量与精确度。

１２　材料及药品
利多卡因（货号：Ｌ３９７８００，ＴｏｒｏｎｔｏＲｅｓｅａｒｃｈ

Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ公司）；盐酸氟西汀片（批号：１３１１０２，上海
中西制药有限公司）；卡马西平（批号：２０２２０２２３，龙
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华医药科技有限公司）；左乙拉西坦片（批号：

３５６１４５，珠海制药有限公司）；化合物 ＱＯ８３（批号：
２２１２２７１，本实验室自行合成）。磷酸缓冲盐粉末
ＰＢＳ（货号：ＢＬ６０１Ａ，北京兰杰柯科技有限公司）；蔗
糖 （货号：５７５０１，天津市大茂化学试剂厂）；质量
分数４％多聚甲醛 （货号：ＢＬ５３９Ａ，北京兰杰柯科技
有限公司）；聚乙二醇叔辛基苯基醚（Ｔｒｉｔｏｎ）（货号：
Ｔ８７８７，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；驴血清（货号：ＳＬ０５０，北
京索莱宝科技有限公司）；牛血清白蛋白 ＢＳＡ（货
号：Ｒ０１７０８５，上海凛恩科技发展有限公司）；ＯＣＴ包
埋液 （货号：４５８３，美国 ＳＡＫＵＲＡ公司）。ｃＦｏｓ一
抗为 ＲａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌｔｏｃＦｏｓＢＳＡ ｆｒｅｅ（Ａｂｃａｍ
ａｂ１９０２８９），ｋｃｎｑ２一抗为 Ｒａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
ｔｏＫＣＮＱ２（ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＣａｔ＃ＤＦ１３４５１，ＲＲＩＤ：
ＡＢ＿２８４６４７０）。二抗为 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８ｄｏｎｋｅｙ
ａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＬＯＴ＃２３７６８５０）。
封片剂（Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｉｏｔｅｃｈ，货号：０１００２０）
１３　仪器

小鼠角膜电极（本实验室自行制造）；电惊厥仪

（ＧＲＡＳＳＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＳ４８Ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ）；冰冻切片机
（ＣＭ１９５０，德国Ｌｅｉｃａ公司）；病理切片扫描仪 （Ｐａｎ
ｎｏｒａｍｉｃＳｃａｎⅡ，匈牙利 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ公司）；激光扫
描共聚焦显微镜（ＬＳＭ９００，德国Ｚｅｉｓｓ公司）。

２　方　法
２１　６Ｈｚ角膜点燃模型

电惊厥仪刺激参数调整为（４４ｍＡ，０２ｍｓ，３ｓ，
６Ｈｚ）进行电刺激，连续３周，每天２次，两次间隔大
于４ｈ，观察并记录小鼠癫痫行为学评分。角膜刺激
前先用质量分数０５％利多卡因对小鼠眼部进行局
部麻醉，再将直径与角膜相同的铜制电极用生理盐

水浸泡后紧贴小鼠角膜，即可给予电刺激。刺激结

束后立即将动物放入观察箱内，记录动物癫痫行为

学发作情况。对照组小鼠给予相同操作但不给予电

刺激。

２２　癫痫行为学判定
根据Ｒａｃｉｎｅ［１２］等级分类法判定动物癫痫行为

等级：１级：面部抽搐；２级：点头；３级：单侧前肢阵
挛发作；４级：起身，双侧前肢阵挛发作；５级：双侧前
肢阵挛发作伴倒地。１～３级为局灶性癫痫发作，
４～５级发作为全身性癫痫大发作。若动物出现连续
３次或累计１０次４～５级发作则认为造模成功。
２３　动物分组及给药

相同批次的动物随机平均分配给各组：对照组

｛给予质量分数 ２５％的环糊精溶液［含体积分数
０１％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）］｝；左乙拉西坦组（ＬＥＶ，
１００ｍｇ·ｋｇ－１）；卡马西平组（ＣＢＺ，５０ｍｇ·ｋｇ－１）；氟
西汀组（ＦＬＸ，５２ｍｇ·ｋｇ－１）；ＱＯ８３低（２ｍｇ·ｋｇ－１）、
中（４ｍｇ·ｋｇ－１）、高（６ｍｇ·ｋｇ－１）剂量组，每组９只
（行为学实验，ｎ＝９）或３只（免疫荧光实验，ｎ＝３）。造
模成功后次日开始给药，给药期间依旧给予相同

角膜刺激，所有药物均采用腹腔注射方式给药。

所有动物实验均按照河北医科大学实验动物福

利伦理文件及操作要求完成。左乙拉西坦、氟西

汀由生理盐水溶解；卡马西平、ＱＯ８３由含体积
分数０１％ ＤＭＳＯ的质量分数 ２５％环糊精溶液
溶解。

２４　动物行为学实验
所有动物行为学实验在最后一次给药的次日早

９点开始，同一个体所需进行的所有行为学实验在
同一天内前后完成，顺序依次为：新物体识别实验、

Ｔ迷宫自主交替实验、悬尾实验。每种不同的行为
学实验之间间隔２ｈ以上。
２４１　悬尾实验　将小鼠尾部后三分之一处用胶
带固定，悬挂于支架上，头部距离台面１５ｃｍ，进行
摄像，摄像背景与小鼠毛色呈明显反差。计时６ｍｉｎ
后停止，利用小动物行为学分析软件Ｓｍａｒｔ３０软件
对小鼠后４ｍｉｎ（３～６ｍｉｎ）的不动时间进行统计。
２４２　Ｔ迷宫自主交替实验　实验前充分抚摸动
物每天１～２ｍｉｎ，连续５～７ｄ。实验时将动物放入
Ｔ形迷宫的主干臂；打开闸门，让动物离开主干臂进
入一个目标臂（四肢进入臂内），重复１０次，记录每
次进入的目标臂，前后两次进入的目标臂不同则视

为正确，否则视为错误。１０次选择后计算选择正确
率。正确率＝正确次数／１０。每次更换动物前用体
积分数７５％乙醇清洗迷宫，消除气味干扰。
２４３　新物体识别实验　将Ａ、Ｂ两个物体放在侧
壁的左右两端，动物背朝两物体放入场地中央，放入

后立即开启录像１０ｍｉｎ，实验者立即离开测试房间，
用Ｓｍａｒｔ３０记录动物与这两个物体接触的情况，包
括鼻子或嘴巴触及物体的次数和距离物体２～３ｃｍ
范围内探究的时间、次数。待动物休息１ｈ与２４ｈ
后开始新测试，这时将场地内的 Ｂ物体换作 Ｃ物
体，同样录像５ｍｉｎ。按公式１计算认知指数（ｒｅｃｏｇ
ｎｉｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＲＩ）。每次更换动物前用７５％乙醇清
洗迷宫，消除气味干扰。

ＲＩ（％）＝新物体接触时间／（新物体接触时
间＋旧物体接触时间）×１００％ 公式（１）
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２５　免疫荧光
最后一次刺激２ｈ后，用４５ｍｇ·ｋｇ－１戊巴比妥

全身麻醉小鼠，３ｍｉｎ后经小鼠心脏灌入磷酸缓冲
液，使血液排出，至流出液近无色，将磷酸缓冲液换

成质量分数４％多聚甲醛溶液灌入，至小鼠身体僵
硬，停止灌流，断头取脑。脑组织放入质量分数４％
多聚甲醛溶液中在４℃固定２４ｈ，随后脑组织放入
质量分数３０％蔗糖溶液４８ｈ至完全脱水。完全脱
水的脑组织用包埋液（质量分数６０％蔗糖ＯＣＴ＝１∶
１）包埋，－８０℃冰箱保存，冰冻组织块用冷冻切片
机切成２５μｍ薄片。一抗用体系（５０ｍＬＰＢＳ＋２５
ｇＢＳＡ＋１２５μＬＴｒｉｔｏｎ）稀释，稀释比均为１∶４００，４
℃孵育过夜（１８～２４ｈ）。室温孵育二抗２ｈ。最后用
含有细胞核染剂的封片剂封片，在荧光显微镜下观

察拍摄。结果用ＩｍａｇｅＪ进行荧光强度分析。
２６　统计学分析

采用ＧｒａｐａｄＰｒｉｓｍ８０软件进行统计分析。所
有数据均表示为均值±标准误（珋ｘ±ｓｘ），当两独立样
本均符合正态性分析，则首选采用ｔ检验；若不符合
正态性分析，或样本量较小（ｎ＜６）时采用非参数
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验，Ｐ＜００５被认为有显著性差异。

３　结　果
３１　化合物ＱＯ８３对６Ｈｚ癫痫模型小鼠的影响

６Ｈｚ角膜点燃模型效果与动物品系关系密切，
为选取更合适的动物品系，本研究选取了Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠及ＫＭ小鼠进行电刺激。结果显示，经过２１ｄ
的６Ｈｚ角膜刺激，从每日两次刺激后动物癫痫行为
学评分结果（图１Ａ～Ｂ）可见，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠比ＫＭ
小鼠癫痫发作等级评分波动幅度小，呈现的结果更

稳定。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，在点燃第１３天时，有７５％小
鼠呈现癫痫大发作，且所有小鼠癫痫发作等级平均值

大于４级；在第１６天时，所有小鼠癫痫发作等级趋于
稳定；在第２１ｄ时，有９１％的小鼠癫痫大发作（图
１Ｃ），而没有癫痫大发作的小鼠将被淘汰。可见
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠比ＫＭ小鼠更适合用于建立６Ｈｚ角膜
点燃模型，此研究采用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为造模动物。

经过２１ｄ点燃，癫痫模型评分稳定后将动物分
７组，分别为模型组、阳性药物 ＬＥＶ１００ｍｇ·ｋｇ－１，
对照药 ＣＢＺ５０ｍｇ·ｋｇ－１，ＦＬＸ５２ｍｇ·ｋｇ－１，
ＱＯ８３低剂量２ｍｇ·ｋｇ－１、中剂量４ｍｇ·ｋｇ－１、高剂
量６ｍｇ·ｋｇ－１。各组均腹腔注射给药，连续给药３ｄ
（模型组给予溶媒），于末次给药后施加同样刺激观

察发作级别、持续时间，计算大发作保护率。结果显

示：与模型组比较，ＬＥＶ能够显著降低动物癫痫大
发作级别，从（５００±００１）降至（３００±０４７）
（Ｐ＜０００１），ＣＢＺ组与 ＦＬＸ组未有明显治疗效果
（Ｐ＞００５），化合物ＱＯ８３低、中、高３个剂量组评分
值分别为（３５５±０４４）（２２５±０４５）（１７５±０２５），
均能够显著降低动物癫痫大发作级别（（Ｐ＜００１、
Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１），且中、高剂量组的降低程度高
于阳性药物 ＬＥＶ组（２２５±０４５、１７５±０２５ｖｓ
３００±０４７）（图１Ｄ）。记录癫痫３级以上发作持续
时间，与模型组比较（２２４５±３４５）ｍｉｎ，ＬＥＶ、ＣＢＺ、
ＦＬＸ３组动物癫痫持续时间没有显著差异，ＱＯ８３
低、中、高３个剂量组均能显著降低动物癫痫发作持
续时间，分别为：（１２２４±１７２）（１０２４±０８３）
（７５８±０８９）ｍｉｎ（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１）
（图１Ｅ）。比较各组５级发作的保护率，ＬＥＶ、ＣＢＺ、
ＦＬＸ与 ＱＯ８３低中高 ３个剂量组分别为 ６７％、
４４％、１１１％、４４％、８７％、１００％（图 １Ｆ），ＱＯ８３无
论从癫痫发作级别评分，还是癫痫持续时间以及发

作保护率，均呈剂量依赖性抗癫痫效果（图 １Ｄ～
Ｆ），且中、高剂量保护效果优于阳性药物ＬＥＶ。
３２　化合物ＱＯ８３对癫痫动物精神行为的影响

根据文献［１３］报道，６Ｈｚ点燃的小鼠极度活
跃，无焦虑样行为，但会出现一系列精神行为症状群

（ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＮＰＳ），包括快感缺失、动
机缺乏、社交情感障碍，以及学习和记忆能力也受到

严重损害。因此，本研究通过小鼠悬尾实验、Ｔ迷宫
自主交替实验、新物体识别实验，来评价药物对癫痫

模型小鼠精神行为的影响。在癫痫模型稳定后，应

用悬尾实验测试动物不动时间，与对照组比较，模型

组不动时间明显延长，分别为（５５４４±６１５）
（１０２９０±７９８）ｍｉｎ（Ｐ＜０００１），提示６Ｈｚ点燃癫
痫模型小鼠有明显的抑郁表现。抗抑郁阳性药物

ＦＬＸ组小鼠的不动时间为（２５３６±９４０）ｍｉｎ，与模型
组相比不动时间显著降低（Ｐ＜０００１）；ＬＥＶ、ＣＢＺ、
ＱＯ８３中剂量（４ｍｇ·ｋｇ－１）也均能够明显降低动物
不动时间，分别为（６８０７±９６６）（６４５７±７５１）
（５５３８±１１４３）ｍｉｎ（Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜００１）
（图２Ａ），提示化合物ＱＯ８３中剂量（４ｍｇ·ｋｇ－１）对
动物癫痫大发作导致的抑郁行为有改善作用。

在Ｔ迷宫自主交替试验中，与正常组比较，模
型组正确率明显下降，分别为 （０６６±００３）
（０４２±００３）（Ｐ＜０００１），提示６Ｈｚ癫痫模型小
鼠有明显的空间记忆能力受损的表现。ＦＬＸ、ＬＥＶ、
ＣＢＺ不同程度提高了动物选择的正确率，分别为
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Ａ－Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠经２１ｄ６Ｈｚ角膜刺激后癫痫发作等级；Ｂ－ＫＭ小鼠经２１ｄ６Ｈｚ角膜刺激后癫痫发作等级（ｎ＝９）；Ｃ－Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠经２１ｄ６Ｈｚ角膜刺激后

点燃率；Ｄ－给与药物干预后，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠癫痫发作等级［ｎ＝９，除模型组（ｎ＝８）和ＬＥＶ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（ｎ＝８）有动物在造模期间死亡］；Ｅ－Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠经

２１ｄ６Ｈｚ角膜刺激后癫痫持续时间［［ｎ＝９，除模型组（ｎ＝８）和ＬＥＶ１００ｍｇ·ｋｇ－１组（ｎ＝８）有动物在造模期间死亡，且癫痫发作等级０级的动物没有计算在

内］；Ｆ－药物对６Ｈｚ癫痫动物的保护率；与模型组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１。

Ａ－ｓｅｉｚｕｒｅｓｃｏｒｅｏｆＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅｉｎ２１ｄａｙｓｏｆ６Ｈｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ；Ｂ－ｓｅｉｚｕｒｅｓｃｏｒｅｏｆＫＭｍｉｃｅｉｎ２１ｄａｙｓｏｆ６Ｈｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（ｎ＝９）；Ｃ－ｋｉｎｄｌｉｎｇｒａｔｅｏｆ

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅｉｎ２１ｄａｙｓｏｆ６Ｈｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ；Ｄ－ｓｅｉｚｕｒｅｓｃｏｒｅｏｆＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅａｆｔｅｒｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ［ｎ＝９ｅｘｃｅｐｔｍｏｄｅｌ（ｎ＝８）ｇｒｏｕｐａｎｄＬＥＶｇｒｏｕｐ（ｎ＝

８）ｆｏｒｓｏｍｅａｎｉｍａｌｓｄｉｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｍｏｄｅｌｉｎｇｓｔａｇｅ］；Ｅ－ｅｐｉｌｅｐｓｙｄｕｒａｔｉｏｎｏｆＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅａｆｔｅｒ２１ｄａｙｓｏｆ６Ｈｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ［ｎ＝９ｅｘｃｅｐｔｍｏｄｅｌ（ｎ＝８）ｇｒｏｕｐａｎｄ

ＬＥＶｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）ｆｏｒｓｏｍｅａｎｉｍａｌｓｄｉｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｍｏｄｅｌｉｎｇｓｔａｇｅａｎｄａｎｉｍａｌｓｗｉｔｈｏｕｔｅｐｉｌｅｐｓｙ（ｓｅｉｚｕｒｅｓｃｏｒｅ０）ｎｏｔｃｏｕｎｔｅｄ］；Ｆ－ｐｅｒｃｅｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔ６Ｈｚｓｅｉ

ｚｕｒｅｓ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图１　ＱＯ８３可保护动物阻止癫痫发作曼惠特尼（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ）检验。珋ｘ±ｓｘ
Ｆｉｇ１　ＱＯ８３ｐｒｏｔｅｃｔｓａｎｉｍａｌｓｆｒｏｍｅｐｉｌｅｐｓｙ（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙｔｅｓｔ）．珋ｘ±ｓｘ

（０７１±００４）（０６２±００４）（０６２±００７）
（Ｐ＜０００１、Ｐ＜００１、Ｐ＜００５），其中 ＦＬＸ改善作
用最明显。化合物 ＱＯ８３的３个剂量均有改善作
用，并且呈剂量依赖性，分别为（０６４±００３）
（０６５±００５）（０７３±００４）（Ｐ＜００１、Ｐ＜００１、
Ｐ＜０００１）（图２Ｂ），提示化合物 ＱＯ８３对６Ｈｚ癫
痫模型小鼠的空间记忆能力有改善作用。

在新物体识别试验中，给药１ｈ后与正常组比
较，６Ｈｚ模型组动物认知指数（ＲＩ）明显下降，分别
为（０７９±００６）（０４４±００６）（Ｐ＜００１），ＬＥＶ、
ＣＢＺ可明显提高动物的 ＲＩ值，分别为（０７２±００７）

（０７２±００７）（Ｐ＜００５、Ｐ＜００５），与模型组比较化
合物 ＱＯ８３中剂量组（４ｍｇ·ｋｇ－１）也明显提高了
动物 的 ＲＩ值 至 （０７１±００７）（Ｐ＜００５）
（图２Ｃ）；２４ｈ后各给药组 ＲＩ值与模型组相比无
显著性差异。提示 ＱＯ８３用药后短时内具有改善
动物认知的能力。）

以上实验说明，抗癫痫药 ＬＥＶ、ＣＢＺ对于癫痫
伴随的抑郁、空间记忆力下降、认知能力降低方面均

有不同程度改善，这种作用可能与控制癫痫发作有

关。ＦＬＸ作为抗抑郁的一线药物，在改善抑郁行为、
提高记忆力方面表现出色，但对于认知能力的改善
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作用不明显。ＱＯ８３作为ＫＣＮＱ通道高选择性化合
物，在改善癫痫症状评分方面表现出剂量依赖特征，

但是在改善抑郁行为、记忆能力和认知能力方面，只

有中剂量（４ｍｇ·ｋｇ－１）作用最明显，所以在后续实
验中以该剂量进行观察，这也间接说明 ＱＯ８３改善
癫痫动物精神行为的作用不同于抗癫痫作用呈现的

明显的剂量依赖性。

Ａ－悬尾实验中动物的不动时间；Ｂ－Ｔ迷宫实验中动物的正确率；Ｃ－新物体

识别实验中动物的认知指数（ＲＩ）；与对照组比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１；与

模型组比较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，５）Ｐ＜０００１。

Ａ－ｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙｔｉｍｅｉｎｔａｉｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｔｅｓｔ；Ｂ－ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｉｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｌ

ｔｅｍａｔｉｏｎｏｎａＴｍａｚｅｔｅｓｔ；Ｃ－ｔｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｉｎｄｅｘ（ＲＩ）ｏｆｎｏｖｅｌｏｂｊｅｃｔｒｅｃｏｇｎｉ

ｔｉｏｎｔｅｓｔ１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，
５）Ｐ＜０００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图２　ＱＯ８３对癫痫小鼠行为学的影响（ｔ检验）。ｎ＝９或８，珋ｘ±ｓｘ
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＱＯ８３ｏｎｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｅｐｉｌｅｐｓｙｍｉｃｅ
（ｔｔｅｓｔ）．ｎ＝９ｏｒ８，珋ｘ±ｓｘ

３３　化合物ＱＯ８３对海马脑区ｃＦｏｓ表达的影响
ｃＦｏｓ基因是参与细胞外刺激后细胞增殖和分

化的早期反应基因，被认为是将短期刺激转化为长

期反应的主要信号分子，并且与急性刺激后的神经

反应性有关，可将其用来考察神经活动［１４］。根据

Ｂａｒｔｏｎ等［３］研究结果，６Ｈｚ点燃的小鼠脑部梨状皮
质（ＰＩＲ）、外侧杏仁核（ＬＡ）及海马（ＨＩＰ）ＣＡ１、ＣＡ３
区ｃＦｏｓ表达明显升高。为探究药物对动物特定脑
区的保护情况，使用ｃＦｏｓＡｎｔｉｂｏｄｙ荧光染色标记ｃ
Ｆｏｓ蛋白，观察其在小鼠脑中的表达变化，用 ＤＡＰＩ
核染。

结果显示，在经过３ｄ的６Ｈｚ刺激后，与对照
组相比，Ｍｏｄｅｌ组的 ＰＩＲ区及海马各区（ＣＡ１、ＣＡ３、
ＤＧ）荧光强度显著增强（Ｐ＜０００１）。给予药物
ＬＥＶ或化合物ＱＯ８３治疗后，海马各区荧光强度显
著降低（Ｐ＜００１），ＰＩＲ区域荧光强度显著降低（图
３）。经过２１ｄ６Ｈｚ长期刺激，Ｍｏｄｅｌ组ＰＩＲ区及海
马各区（ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ）荧光强度与对照组相比显
著增强（Ｐ＜０００１），与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＬＥＶ或化合
物 ＱＯ８３组的 ＰＩＲ及海马各区荧光强度均显著降
低（Ｐ＜０００１）（图 ４）。ｃＦｏｓ蛋白的表达反映了
小鼠受电刺激后海马及皮质神经元激活的动态变

化过程，上述结果提示 ＬＥＶ及化合物 ＱＯ８３无论
在模型急性期或模型后期，均能有效缓解神经元

异常活化。

３４　化合物 ＱＯ８３对小鼠脑内海马区 ＫＣＮＱ２表
达的影响

ＫＣＮＱ２通道在许多脑区都有表达，包括海马体
各区、海马下托、新皮质和丘脑网状核［１５］，其在海马

体和皮层区域表达比较丰富。为探究化合物ＱＯ８３
是否能对其作用靶点基因 Ｋｖ７２的表达产生影响，
使用ＫＣＮＱ２Ａｎｔｉｂｏｄｙ荧光染色标记 ＫＣＮＱ２蛋白，
观察其在小鼠脑中的表达变化。

小鼠经过３ｄ的６Ｈｚ刺激后，与对照组比较，
Ｍｏｄｅｌ组ＣＡ１区锥体细胞与ＰＩＲ区颗粒细胞层荧光
强度显著提高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＣＡ３区荧光强
度有所降低。给予药物 ＬＥＶ后与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
ＣＡ１、ＣＡ３、ＤＧ区的锥体细胞层荧光强度变化不明
显，ＰＩＲ区域荧光强度显著下降（Ｐ＜００１）。给予
药物ＱＯ８３后与 Ｍｏｄｅｌ组相比 ＣＡ１区荧光强度显
著升高（Ｐ＜００５），其他脑区变化不明显（图 ５）。
海马ＣＡ２区域的辨识和划分存在争议，因此我们没
有在此讨论ＣＡ２区域的变化。经过２１ｄ的６Ｈｚ刺
激，Ｍｏｄｅｌ组海马 ＣＡ１、ＤＧ区、ＰＩＲ区的锥体细胞层
荧光强度显著降低 （Ｐ＜００００１，Ｐ＜００１，
Ｐ＜００００１），ＣＡ３区荧光强度变化不明显。给予药
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物ＬＥＶ或化合物 ＱＯ８３后，与 Ｍｏｄｅｌ组比较，海马
ＣＡ１、ＣＡ３区锥体细胞层荧光强度变化不明显，ＤＧ、
ＰＩＲ区锥体细胞及其周围的纤维区域荧光强度有明
显提高（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１或 Ｐ＜００１）（图６）。

以上结果提示，ＫＣＮＱ２蛋白在不同的造模时期，或
者癫痫模型发展过程中动态变化，推测这种动态变

化是为了更好地保护神经元免受外界电刺激造成神

经损伤。

Ａ－海马区（左）和与ＤＡＰＩ共标（右）的ｃＦｏｓ表达全景图（５×，标尺 ＝５００μｍ）；Ｂ－使用共聚焦显微镜（２０×）观察海马和 ＰＩＲ不同区域的 ｃＦｏｓ表达情况

（标尺＝５０μｍ）；Ｃ－６Ｈｚ角膜刺激增加海马和ＰＩＲ区域ｃＦｏｓ的表达，ＬＥＶ和ＱＯ８３可以逆转这种增加；与对照组比较，１）Ｐ＜０００１，２）Ｐ＜００００１；与模型组比

较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，５）Ｐ＜００００１。

Ａ－ｐａｎｏｒａｍｉｃｍａｐ（５×）ｏｆｃＦｏｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ｌｅｆｔ）ａｎｄｍｅｒｇｅｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｒｉｇｈｔ）（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５００μｍ）；Ｂ－ｕｓｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（２０×）ｔｏｃａｐｔｕｒｅｃＦｏｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄＰＩＲ（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５０μｍ），Ｃ－６ＨｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃＦｏｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄＰＩＲｒｅｇｉｏｎｓ，ＬＥＶａｎｄ

ＱＯ８３ｃａｎｒｅｖｅｒｓｅｔｈｉｓｉｎｃｒｅａｓｅ；１）Ｐ＜０００１，２）Ｐ＜００００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，５）Ｐ＜００００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图３　药物对短期点燃（３ｄ）模型中ｃＦｏｓ表达的影响（ｔ检验）。ｎ＝３只小鼠×３切片，珋ｘ±ｓｘ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｒｕｇｓｏｎｃＦｏｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｈｏｒｔｔｅｒｍｋｉｎｄｌｉｎｇｍｏｄｅｌ（３ｄ）（ｔｔｅｓｔ）．ｎ＝３ｍｉｃｅ×３ｓｌｉｃｅ，珋ｘ±ｓｘ

４　讨　论
本研究建立和优化了一种耐药性癫痫模型—

６Ｈｚ点燃模型，阐明ＫＣＮＱ通道开放剂ＱＯ８３具有潜
在的抗耐药性癫痫活性。在预实验中设置了一系列

给药浓度（１～４０ｍｇ·ｋｇ－１），发现在２ｍｇ·ｋｇ－１剂量
时ＱＯ８３即可改善动物癫痫大发作，与上市药物左乙
拉西坦（ＬＥＶ）１００ｍｇ·ｋｇ－１作用相当。ＬＥＶ在临床
上常作为耐药性癫痫治疗药物，ＣＢＺ作为常规用药，
对耐药性癫痫不敏感。选择 ＬＥＶ与 ＣＢＺ两种药物
作为对照药，目的在于能更好地评价６Ｈｚ癫痫模
型小鼠的耐药效果，从实验结果看，无论是癫痫发

作级别的评分，还是防止癫痫发作的保护率，ＬＥＶ
均表现出明显优于 ＣＢＺ的效果，证明了该模型的
可靠性，这为进一步评价新化合物 ＱＯ８３提供了
依据。

本研究通过不同种系的小鼠筛选，发现造模动

物对模型稳定性影响较大，用Ｃ５７小鼠建立的６Ｈｚ
角膜点燃模型比以往报道的点燃成功率更高

（９０５％ ｖｓ８０％［１６］），且造模过程中动物死亡率较

低，与先前的报道有所不同（７９％ ｖｓ２２５％）［１３］。
在６Ｈｚ点燃模型问世以前，常用的癫痫动物模型有
杏仁核电点燃模型、化学模型和遗传性癫痫模型等。
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Ａ－海马区（左）和与ＤＡＰＩ共标（右）的ｃＦｏｓ表达全景图（５×，标尺 ＝５００μｍ）；Ｂ－使用共聚焦显微镜（２０×）观察海马和 ＰＩＲ不同区域的 ｃＦｏｓ表达情况

（标尺＝５０μｍ）；Ｃ－６Ｈｚ角膜刺激增加海马和ＰＩＲ区域ｃＦｏｓ的表达，ＬＥＶ和ＱＯ８３可以逆转这种增加；与对照组比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１，３）Ｐ＜００００１；

与模型组比较，４）Ｐ＜００１，５）Ｐ＜０００１，６）Ｐ＜００００１。

Ａ－ｐａｎｏｒａｍｉｃｍａｐ（５×）ｏｆｃＦｏｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ｌｅｆｔ）ａｎｄｍｅｒｇｅｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｒｉｇｈｔ）（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５００μｍ），Ｂ－ｕｓｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（２０×）ｔｏｃａｐｔｕｒｅｃＦｏｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄＰＩＲ（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５０μｍ）；Ｃ－６ＨｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃＦｏｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄＰＩＲｒｅｇｉｏｎｓ，ＬＥＶａｎｄ

ＱＯ８３ｃａｎｒｅｖｅｒｓｅｔｈｉｓｉｎｃｒｅａｓｅ；１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１，３）Ｐ＜００００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００１，５）Ｐ＜０００１，６）Ｐ＜００００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图４　药物对长期点燃（２１ｄ）模型中ｃＦｏｓ表达的影响（ｔ检验）。ｎ＝３只小鼠×３切片，珋ｘ±ｓｘ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｒｕｇｓｏｎｃＦｏｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｋｉｎｄｌｉｎｇｍｏｄｅｌ（２１ｄ）（ｔｔｅｓｔ）．ｎ＝３ｍｉｃｅ×３ｓｌｉｃｅ，珋ｘ±ｓｘ

这些模型普遍存在一些难以解决的问题，譬如耐药

性比例较低、建模过程繁琐费力、动物消耗多或者存

在药物间相互作用等［１７］，以至于它们不能完整阐释

药物药理作用，或成为解决耐药性癫痫的得力工具。

６Ｈｚ点燃模型以其独特的发作机制和突出的优势
成为了目前最具潜力的动物癫痫模型。而且４４ｍＡ
强度的６Ｈｚ模型还对许多 ＡＥＤ显示出耐药性，已
成为了耐药性癫痫研究的必要模型。其对于人类边

缘性癫痫发作的拟合无疑也给了临床用药更准确的

指导。但还是要与其他模型搭配使用，各取所长相

互完善，以便发挥它们的最佳作用。

癫痫患者脑部呈现神经元异常放电的病理现

象，现有的抗癫痫药物一般通过减少病理性过度放

电或提高脑组织兴奋性阈值来治疗或减轻癫痫的发

作。ｃＦｏｓ作为神经元激活或兴奋的标志物，广泛用

于癫痫等中枢神经系统疾病发生时神经元异常放电

的监测。在对 ｃＦｏｓ蛋白进行免疫荧光染色时，可
以观察到在模型早期海马区整体 ｃＦｏｓ强烈表达，
而在模型后期 ｃＦｏｓ较模型前期表达下降，可能是
动物对长期的刺激产生了适应性或神经元疲劳，不

能再持续兴奋；但在 ＰＩＲ区域，ｃＦｏｓ无论在模型早
期或晚期都强烈表达，未见下降趋势。给予药物

ＬＥＶ及化合物 ＱＯ８３可见 ｃＦｏｓ表达全面下降，说
明其均能够保护动物特定脑区，避免刺激引发的异

常放电。

根据ＫＣＮＱ２的亚细胞定位不同，其对神经元
的兴奋性发挥多方面调节作用，胞体 ＫＣＮＱ２主要
产生Ｍ电流（ＩＫＭ），ＩＫＭ抑制使神经元去极化，增加神
经元的兴奋性，ＩＫＭ激活使细胞膜超极化，降低神经
元的兴奋性；树突 ＫＣＮＱ２通道会被反向传播的
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Ａ－海马区（左）和与ＤＡＰＩ共标（右）的ＫＣＮＱ２表达全景图（５×，标尺＝５００μｍ）；Ｂ－使用共聚焦显微镜（２０×）观察海马和ＰＩＲ不同区域的ＫＣＮＱ２表达情况（标

尺＝５０μｍ）；Ｃ－３ｄ６Ｈｚ角膜刺激增加ＣＡ１、ＰＩＲ区锥体神经元和ＤＧ区颗粒细胞中ＫＣＮＱ２的表达，ＬＥＶ和ＱＯ８３没有改变海马中的ＫＣＮＱ２表达，但降低了ＰＩＲ

区ＫＣＮＱ２表达；与对照组比较，１）Ｐ＜００００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００１。

Ａ－ｐａｎｏｒａｍｉｃｍａｐ（５×）ｏｆＫＣＮＱ２ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ｌｅｆｔ）ａｎｄｍｅｒｇｅｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｒｉｇｈｔ）（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５００μｍ）；Ｂ－ｕｓｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（２０×）ｔｏｃａｐｔｕｒｅ

ＫＣＮＱ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄＰＩＲ（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５０μｍ）；Ｃ－３ｄ６ＨｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅＫＣＮＱ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｙｒａｍｉｄａｌｎｅｕｒｏｎｓｏｆＣＡ１，

ＰＩＲｒｅｇｉｏｎａｎｄｇｒａｎｕｌａｒｃｅｌｌｓｏｆＤＧｒｅｇｉｏｎ，ＬＥＶａｎｄＱＯ８３ｄｉｄｎｏｔａｌｔｅｒｔｈｅＫＣＮＱ２ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，ｂｕｔｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅＫＣＮＱ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＰＩＲｒｅｇｉｏｎ；
１）Ｐ＜００００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图５　药物对短期点燃（３ｄ）模型中ＫＣＮＱ２表达的影响（ｔ检验）。ｎ＝３只小鼠×３切片，珋ｘ±ｓｘ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｒｕｇｓｏｎＫＣＮＱ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｈｏｒｔｔｅｒｍｋｉｎｄｌｉｎｇｍｏｄｅｌ（３ｄ）（ｔｔｅｓｔ）．ｎ＝３ｍｉｃｅ×３ｓｌｉｃｅ，珋ｘ±ｓｘ

动作电位强烈激活，以减弱后去极化和重复放电；轴

突ＫＣＮＱ２通道密集分布在轴突起始段（ａｘｏｎｉｎｉｔｉａｌ
ｓｅｇｍｅｎｔ，ＡＩＳ）和郎飞氏节处，与 Ｎａｖ通道共分布影
响动作电位的起源和传导［１５］。通过免疫荧光观察

ＫＣＮＱ２在海马区的表达，可以发现在造模早期（３ｄ
时）海马区锥体细胞和颗粒细胞 ＫＣＮＱ２表达增加，
这与Ｃａｖｅｒ等［１８］发现的急性化学刺激诱导的惊厥

时，海马 ＣＡ１、ＣＡ３区域 ＫＣＮＱ２ｍＲＮＡ含量升高相
一致，提示ＫＣＮＱ２通道在受到急性损伤刺激时，适
应性表达增高发挥了保护作用。

ＱＯ８３的干预主要体现在增大通道电流、增强
通道开放功能，降低兴奋性刺激损伤，同时在一定

程度上还能增加通道表达，有利于改善癫痫症状保

护神经。在造模后期海马区锥体细胞和颗粒细胞

ＫＣＮＱ２表达下降，可能是由于长期的异常放电导致

神经损伤或失代偿所致。此时使用 ＱＯ８３在增强
钾通道电流的同时，钾通道表达也明显增加，这种保

护机制有助于损伤的神经元恢复活性。给予ＱＯ８３
后除了增加神经元上 ＫＣＮＱ２通道表达，还增强神
经纤维上的通道表达，这样更利于 ＱＯ８３通过轴突
侧支以补偿受损的回路。尤其是苔状纤维在使用

ＱＯ８３后 ＫＣＮＱ２表达提高的程度最明显。因此，
ＱＯ８３能通过促进神经元或神经纤维的 ＫＣＮＱ２表
达降低神经兴奋性。关于 ＫＣＮＱ２的表达情况，大
量研究表示其在神经纤维网，尤其是苔藓纤维和透

明层的染色最为强烈［１５，１９２０］。但是，也有报道在海

马锥体层（ｓｐ）和颗粒层（ｇ）中表达高，除了少数细
胞体外（例如ＣＡ３）染色较轻［８］，在整个主要细胞层

（ＣＡ１、ＣＡ３的锥体细胞层和齿状回的颗粒细胞层）
的细胞体上均有中度标记。本研究也发现不同周龄
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Ａ－海马区（左）和与ＤＡＰＩ共标（右）的ＫＣＮＱ２表达全景图（５×，标尺＝５００μｍ）；Ｂ－使用共聚焦显微镜（２０×）观察海马和ＰＩＲ不同区域的ＫＣＮＱ２表达情况（标

尺＝５０μｍ）；Ｃ－２１ｄ６Ｈｚ角膜刺激降低了ＣＡ１和ＰＩＲ区域的ＫＣＮＱ２表达，ＬＥＶ和ＱＯ８３没有改变海马中的ＫＣＮＱ表达，但增加了ＰＩＲ区域ＫＣＮＱ２的表达；与

对照组比较，１）Ｐ＜０００１，２）Ｐ＜００００１；与模型组比较，３）Ｐ＜００１，４）Ｐ＜０００１。

Ａ－ｐａｎｏｒａｍｉｃｍａｐ（５×）ｏｆＫＣＮＱ２ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ｌｅｆｔ）ａｎｄｍｅｒｇｅｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｒｉｇｈｔ）（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５００μｍ），Ｂ－ｕｓｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（２０×）ｔｏｃａｐｔｕｒｅ

ＫＣＮＱ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄＰＩＲ（ｓｃａｌｅｐｌａｔｅ＝５０μｍ）；Ｃ－２１ｄ６ＨｚｃｏｒｎｅａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｅＫＣＮＱ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＡ１ａｎｄＰＩＲｒｅｇｉｏｎｓ，ＬＥＶ

ａｎｄＱＯ８３ｄｉｄｎｏｔａｌｔｅｒｔｈｅＫＣＮＱ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，ｂｕｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅＫＣＮＱ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＰＩＲｒｅｇｉｏｎ；１）Ｐ＜０００１，２）Ｐ＜００００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００１，４）Ｐ＜０００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图６　药物对长期点燃（２１ｄ）模型中ＫＣＮＱ２表达的影响（ｔ检验）。ｎ＝３只小鼠×３切片，珋ｘ±ｓｘ
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｒｕｇｓｏｎＫＣＮＱ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｏｎｇｔｅｒｍｋｉｎｄｌｉｎｇｍｏｄｅｌ（２１ｄ）（ｔｔｅｓｔ）．ｎ＝３ｍｉｃｅ×３ｓｌｉｃｅ，珋ｘ±ｓｘ

的小鼠 ＫＣＮＱ２表达情况有所差异，而 Ｍ通道被证
明与海马早期的发育有关，ＫＣＮＱ２缺陷会导致海马
发育不全［２１］。另外，随着年龄老化，ＫＣＮＱ２的表达
会下降，从而导致神经元兴奋性增加，导致睡眠呈现

碎片化［２２］。综上，ＫＣＮＱ２在锥体细胞和颗粒细胞
中的表达情况似乎会跟随年龄变化有关，这一点有

待进一步考证。

Ｌｏｐｅｚ等［２３］的研究显示，慢性社会失败压力

（ＣＳＤＳ）模型会导致小鼠腹侧海马区域谷氨酸能
神经元中 ＫＣＮＱ２蛋白含量降低，给予药物氯胺酮
后，随着小鼠抑郁倾向的改善，其 ＫＣＮＱ２蛋白含
量回升。本研究的６Ｈｚ角膜点燃模型小鼠使用药
物保护，改善其抑郁症状后，腹侧海马未见回升，

说明６Ｈｚ角膜点燃小鼠的癫痫伴抑郁与 ＣＳＤＳ抑
郁模型机制可能不同，也说明本研究中抑郁是由

癫痫引起，而非与癫痫割离。ＫＣＮＱ通道开放剂
ＱＯ８３化合物作为一个结构新颖的小分子化合物，
不仅能够增强ＫＣＮＱ通道电流，而且还能增加ＫＣ
ＮＱ２通道蛋白的表达，这一作用可能有利于改善
动物的抑郁行为。

本研究发现了化合物 ＱＯ８３的抗耐药性癫痫
活性，并能够改善耐药性癫痫动物的行为学表现，保

护动物特定脑区免受电刺激影响。其作用机制可能

与靶点 ＫＣＮＱ２在特定脑区的表达量和表达方式
（神经元或神经纤维）有关，此部分有待进一步研究

考证。此外，通过对不同造模时期的动物进行免疫

组织染色，观察到了此耐药性癫痫模型的发展情况。

其中ＫＣＮＱ２的表达由短期时增高到长期时降低，
可能是癫痫发作或耐药性癫痫发作的一个重要因

素。总之，本研究为 ＱＯ８３的临床应用和其他钾通
·７５１２·

中国药学杂志２０２４年１１月第５９卷第２２期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２２



道开放剂药物的开发提供了线索和依据，希望有助

于耐药性癫痫的治疗和预防。
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［１９］　ＫＬＩＮＧＥＲＦ，ＧＯＵＬＤＧ，ＢＯＥＨＭＳ，ｅｔａｌ．ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭ
ｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｕｎｉｔｓＫＣＮＱ２ａｎｄＫＣＮＱ３ｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ［Ｊ］．
Ｎｅｕｒｏｉｍａｇｅ，２０１１，５８（３）：７６１７６９．

［２０］　ＴＩＮＥＬＮ，ＬＡＵＲＩＴＺＥＮＩ，ＣＨＯＵＡＢＥＣ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＫＣＮＱ２
ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ：ｓｐｌｉｃｅｖａｒｉａｎｔｓ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＢｒａｉｎｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈＫＣＮＱ３［Ｊ］．
ＦＥＢＳＬｅｔｔ，１９９８，４３８（３）：１７１１７６．

［２１］　ＰＥＴＥＲＳＨＣ，ＨＵＨ，ＰＯＮＧＳＯ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭｃｈａｎｎｅｌｓｉｎｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｒｅｖｅａｌｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎ
ｎｅｕｒｏｎａｌｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ，ｒｅｓｏｎａｎｃｅａｎｄｂｅｈａｖｉｏｒ［Ｊ］．ＮａｔＮｅｕｒｏｓｃｉ，
２００５，８（１）：５１６０．

［２２］　ＬＩＳＢ，ＤＡＭＯＮＴＥＶＭ，ＣＨＥＮＣ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｅｘｃｉｔａｂｌｅａｒｏｕｓ
ａｌｃｉｒｃｕｉｔｓｄｒｉｖｅｓｌｅｅｐｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｄｕｒｉｎｇａｇｉｎｇ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２０２２，３７５（６５８３）： ｅａｂｈ３０２１． ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．
ａｂｈ３０２１．

［２３］　ＬＯＰＥＺＪＰ，ＬＣＫＥＮＭＤ，ＢＲＩＶＩＯＥ，ｅｔａｌ．Ｋｅｔａｍｉｎｅｅｘｅｒｔｓ
ｉｔｓｓｕｓｔａｉｎｅｄａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｖｉａｃｅｌｌｔｙｐｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆＫｃｎｑ２［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，２０２２，１１０（１４）：２２８３２２９８．

（收稿日期：２０２４０４１５）

·８５１２· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２２　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年１１月第５９卷第２２期


