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加味柴胡疏肝汤激活 RIP1 /RIP3/MLKL信号
通路抑制癫痫小鼠海马细胞坏死性凋亡
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　　摘要：目的 探究加味柴胡疏肝汤通过 RIP1 /RIP3/MLKL通路对癫痫小鼠的调控作用。方法 将 60 只 KM小鼠随机
分为空白组、模型组、加味柴胡疏肝汤低剂量组、加味柴胡疏肝汤中剂量组、加味柴胡疏肝汤高剂量组、卡马西平组。采

用盐酸匹罗卡品制备癫痫模型，予加味柴胡疏肝汤 1 9.52、39.04、78.08 g/（kg· d），卡马西平 30 mg/（kg·d），连续灌胃
2 周，观察小鼠一般情况；脑电波情况；苏木素 -伊红（HE）染色观察病理形态学改变；原位末端转移酶标记技术
（TUNEL）检测神经细胞凋亡率；实时定量反转录聚合酶链式反应（qRT -PCR）及蛋白质印迹（Western Blot）检测小鼠海
马组织 RIP1、RIP3、MLKL、TNF -α、IL -1β、IL -6 的 mRNA和蛋白表达水平。结果 与空白组相比，模型组小鼠体质量

明显降低；脑电图可以明显观测到连续发作的痫样波；HE 染色可见较多神经元固缩，细胞体积减小，形态呈不规则状，
胞核、胞质分界不清，染色加深；凋亡细胞阳性率明显提高；RIP1、RIP3、MLKL、TNF -α、IL -1β、IL -6mRNA 和蛋白的相
对表达量明显增高。各组经药物治疗之后，小鼠体质量较模型组稍有增加；脑电波痫性放电频次及强度明显减少；加味

柴胡疏肝汤中剂量、加味柴胡疏肝汤高剂量组、卡马西平组凋亡细胞阳性率明显低于模型组，差异有统计学意义；加味柴

胡疏肝汤高剂量组、卡马西平组的 RIP1、RIP3、MLKL、TNF -α、IL -1β、IL -6mRNA 和蛋白的相对表达量明显低于模型
组，差异具有统计学意义。结论 加味柴胡疏肝汤可能通过 RIP1 /RIP3/MLKL信号通路发挥抗癫痫作用。
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Modified Chaihu Shugan Decoction（加味柴胡疏肝汤）Activating RIP1 /RIP3/MLKL Signaling
Pathway and Inhibiting Necrotic Apoptosis of Hippocampal Cells in Epileptic Mice
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Abstract：Objective To investigate the regulatory effect of Modified Chaihu Shugan Decoction（加味柴胡疏肝汤）on epilep-
tic mice through the protein kinases 1 （RIP1）/protein kinases 3（RIP3）/mixed lineage kinase domain -like protein（MLKL）
pathway.Method Sixty KMmice were randomly divided into normal group，model group，low dose group of Modified Chaihu Shu-
gan Decoction［1 9.52 g/（kg· d）］，medium dose group of Modified Chaihu Shugan Decoction［39.04 g/（kg·d）］，high dose
group of Modified Chaihu Shugan Decoction［78.08 g/（kg·d）］and carbamazepine group［30 mg/（kg·d）］.Epilepsy models
were prepared using pilocarpine hydrochloride.After continuous gavage for two weeks，the general condition and electroencephalo-
gram（EEG）of the mice were observed.Hematoxylin -eosin（HE）staining was used to observe pathological and morphological
changes.TdT -mediated dUTP Nick -End Labeling（TUNEL）method was used to detect the apoptosis rate of neural cells.
Quantitative real time polymerase chain reaction（qRT -PCR）and Western Blot（WB）measured the mRNA and protein expres-
sion levels of RIP1，RIP3，MLKL，tumor necrosis factor -α（TNF -α），interleukin -1β（IL -1β）and interleukin -6（IL -6）in
the hippocampus of the mice.Result Compared with the normal group，the body weight of the model group mice was decreased
significantly；EEG can clearly observe continuous epileptic waves；HE staining showed that many neurons were pyknotic，with re-
duced cell volume and irregular morphology.The boundaries between the nucleus and cytoplasm were unclear，and the staining
deepened；The positive rate of apoptotic cells significantly increased；The relative expression levels of RIP1，RIP3，MLKL，TNF -
α，IL -1βand IL -6 were significantly increased.After drug treatment，the weight of mice in each group increased slightly com-
pared to that of the model group.The frequency and intensity of epileptic discharges in EEG waves were significantly reduced.
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The positive rates of apoptotic cells in the medium dose and high dose groups of Modified Chaihu Shugan Decoction and carbam-
azepine group were significantly lower than those in the model group，with statistical significance.The relative expression levels of
mRNA and protein of RIP1，RIP3，MLKL，TNF -α，IL -1βand IL -6 in the high dose group of Modified Chaihu Shugan Decoc-
tion and the carbamazepine group were significantly lower than those of the model group，indicating statistical significance.Con-
clusion Modified Chaihu Shugan Decoction may exert its anti epileptic effect through the RIP1 /RIP3/MLKL signaling pathway.

Keywords：Modified Chaihu Shugan Decoction（加味柴胡疏肝汤）；epilepsy；RIP1 /RIP3/MLKL pathway；necroptosis

　　癫痫是一种由多种原因引起的脑部神经元异常放电所导
致的短暂脑功能障碍，具有发病率高、复发率高、耐药等特

点［1 -2］，临床上多结合电生理、病因和共病因素共同诊断［3］。

坏死性凋亡是一种与炎症有关的新型细胞死亡形式，是癫痫持

续状态后神经元坏死的作用机制［4］，当细胞凋亡被抑制时，受

体相互作用蛋白激酶 1 和 3（RIP1、RIP3）以及混合谱系激酶结
构域样（MLKL）蛋白在坏死体激活和坏死性凋亡诱导之前被
磷酸化［5］。加味柴胡疏肝汤是“从肝论治”的代表方之一，前

期实验证实加味柴胡疏肝汤对癫痫有确切的治疗作用，可有效

改善癫痫脑电图的异常情况，抑制癫痫的发生发展［6 -7］。因

此，本研究基于此，探究加味柴胡疏肝汤通过 RIP1 /RIP3/
MLKL信号通路对癫痫小鼠的治疗效果，为临床治疗癫痫提供
一定思路。

1 　材料
1 .1 　实验动物　健康雄性 KM小鼠 70 只（其中 1 0 只为造模
备用），6 ~8 周龄，25 ~30 g，由广西中医药大学实验动物中心
提供。饲养于 SPF级广西中医药防治医学分子生物重点实验
室动物中心，温度 22 ~25 ℃，相对湿度 45% ~65%，1 2 h/1 2 h
日夜光照条件下饲养。

1 .2　实验药物　实验中所有中药材由广西中医药大学附属第
一医院中药房提供，加味柴胡疏肝汤组成：柴胡 1 5 g，白芍 1 5
g，枳壳（麸炒）1 0 g，炙甘草 6 g，川芎 1 0 g，香附 1 0 g，陈皮（醋
炒）9 g，浙贝母 1 5 g，生牡蛎（先煎）30 g，钩藤（后下）1 0 g。
采用自动煎药机煎煮，药物浓度浓缩至 500 mg/mL。卡马西
平片（杭州赛诺菲制药有限公司）制作成 30 mg/（kg·d）的混
悬液。

1 .3　主要实验试剂及仪器　trizol（Life Technologies 公司，货
号 343903）；普通 RNA 反转录试剂盒（TAKARA 公司，货号
RR047）；qPCR 试剂盒（TAKARA 公司，货号 RR820）；GAP-
DH：上游：ACCACAGTCCATGCCATCAC，下游：TCCACCACCCT-
GTTGCTGTA，片段长度 432 bp［生工生物工程（上海）股份有
限公司］；其余引物由南宁捷尼斯生物科技有限公司合成：

RIP1：上游：AAGACCCAGATAGATGTCCCA，下游：CTCACT-
TCTTTCTGCTTGTTGTC，片段长度 227 bp；RIP3：上游：CATCT-
TCTGACCCCCTCCCT，下游：GCCCTGTCATTGGATTCGGT，片段
长度 1 77 bp；MLKL：上游：ATACAGGCTACACCATTCGG，下游：
CTCTGCTTTAGTGCTCTTTGC，片段长度 1 51 bp；TNF -α：上游：
CCCACGTCGTAGCAAACCAC，下游：ACAAGGTACAACCCATCG-
GC，片段长度 1 02 bp；IL -1β：上游：GCCACCTTTTGACAGT-
GATG，下游：CACAGCCACAATGAGTGATACT，片段长度 1 78
bp；IL -6：上游：CACTACAGGCTCCGAGATGA，下游：CGTT-
GCTTGGTTCTCCTTGT，片段长度：1 42 bp。Anti -GAPDH（Ser-
vicebio公司，GB1 5004）；Anti -RIP1、Anti -RIP3、Anti -TNF -
α、Anti -IL -1β（武汉三鹰，1 751 9 -1 -AP、1 7563 -1 -AP、
26405 -1 -AP、26048 -1 -AP）；Anti -MLKL、Anti -IL -6（Af-
finit，DF741 2、DF6087）HRP -山羊抗兔二抗（Servicebio 公司，

GB23303）。荧光定量 PCR 仪（Roche 公司，RocheLightCycler
480 Ⅱ）；多功能成像仪（GE 公司，AI600）。
2　方法
2.1　模型制备　癫痫小鼠模型制备参考文献［8］，将 70 只 KM
小鼠按随机数字表法分为空白组（1 0 只）和模型组（60 只），模
型组腹腔注射 1 7 mg/kg的硫酸阿托品，30 min后腹腔注射 1 80
mg/kg的盐酸匹罗卡品制备模型。注射 30 min 后参照经典
Racine（1 972）的实验动物痫性发作标准［9］观察小鼠，对未达 4
级标准的小鼠每隔 1 5 min给予首剂 1 /3 剂量的匹罗卡品追加
注射，追加 2 次后仍未达到 4 级以上痫性发作则视为造模失
败，不纳入后续行为学观察及指标检测。痫性发作持续 1 h 后
给予地西泮终止痫性发作［1 0］。将造模成功的小鼠按照随机数

字表法分为模型组、加味柴胡疏肝汤低剂量组、加味柴胡疏肝

汤中剂量组、加味柴胡疏肝汤高剂量组、卡马西平组，每组 1 0
只，中药组分别给予中药 1 9.52、39.04、78.08 g/（kg·d），西药
组给予卡马西平 30 mg/（kg·d），连续灌胃 2 周。
2.2　观察小鼠一般情况　包括小鼠精神情况、体质量、毛发、
饮食等一般情况。

2.3　脑电图检测各组小鼠脑电波情况　将小鼠麻醉后固定四
肢，使用脑立体定位仪定位，手持颅钻在小鼠左右颞侧开窗，大

小约 2 mm ×2 mm，暴露脑组织，将电极针插入颞骨表面，连接
同侧耳电极，待稳定后监测脑电图波变化情况。设定纸速为 3
cm/s，敏感度 1 00 μV/cm。通过 NCERP 5.01 数据分析软件记
录小鼠皮层脑电图。

2.4　各组小鼠标本采集　灌胃 2 周后麻醉处死小鼠，一部分
取全脑，固定于 4%的多聚甲醛中，后续进行苏木素 -伊红
（HE）染色及原位末端转移酶标记技术（TUNEL）观察病理学
改变。另一部分取小鼠海马，冻存于-80 ℃冰箱，后续运用实
时定量反转录聚合酶链式反应（qRT -PCR）、蛋白质印迹
（Western blot）技术检测相关 mRNA及蛋白表达水平。
2.5　病理学观察　将小鼠大脑组织置于适量 4%多聚甲醛中
固定，石蜡切片，小鼠海马区脑组织经 HE 染色，光学显微镜观
察病理形态学改变。

2.6　TUNEL 法检测神经细胞凋亡率　取已制备好的组织，经
石蜡包埋、切片，二甲苯脱蜡及乙醇脱水，蛋白酶 K消化后，加
入 TUNEL 反应混合液 50 μL 于标本上在暗湿盒中反应 37
℃ ×30 min，在组织处加 50 ~1 00 μL DAB底物进行核染，反应
1 5 ~25 ℃ ×1 0 min，拍照后苏木素复染，封片镜检。
2.7　qRT -PCR 检测各组小鼠海马组织 RIP1、RIP3、MLKL、
TNF -α、IL -1β、IL -6 mRNA的表达水平　取小鼠海马组织，
运用 trizol法提取总 RNA，测定 RNA 浓度及纯度，逆转录为
cDNA。以 cDNA为模板进行扩增，扩增程序为：95 ℃/30 s；40
cycles：5 ℃/5 s；60 ℃/20 s；95 ℃/0 s；60 ℃/1 5 s；95 ℃/0 s。
以 GAPDH为内参，采用 2 -ΔΔCt法对结果进行分析。
2.8　Western Blot检测各组小鼠海马组织 RIP1、RIP3、MLKL、
TNF -α、IL -1β、IL -6 的蛋白表达水平　取小鼠海马组织提
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取蛋白，运用 BCA法测定蛋白浓度，根据目的蛋白大小配制不
同浓度的胶，电泳转膜，5%脱脂牛奶封闭，4 ℃孵育一抗过夜，
GAPDH、RIP1、RIP3、MLKL、TNF -α、IL -1β、IL -6（1 ∶1 000），
TBST清洗 5 次，二抗（1 ∶5000）常温孵育 1 h，ECL 显影液显
影，以 GAPDH为内参进行分析。
2.9　统计学方法　采用 SPSS 26.0 软件进行数据分析，所有
计量资料以 ■x±s表示，符合正态分布以及方差齐性的，多组间
比较采用单因素方差分析。不符合的多组间采用非参数检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　小鼠一般情况　空白组小鼠形体正常，精神状态佳，皮毛
致密，光泽可，进食饮水正常。造模后小鼠形体瘦小，体质量较

空白组减轻，毛发少泽，精神差，饮食饮水减少，时有节律性点头

动作，伴嘴角流涎。给药组治疗 2周后，小鼠精神状态好转，体质
量较模型组略增加，但均未达空白组水平。各组体质量见表 1。

表 1 　各组小鼠体质量情况（■x±s） 单位：g

组别 n 造模前体质量 造模后体质量 给药后体质量

空白组　　　　　　　　 10 33.01 ±1.36 40.34 ±2.69 45.1 3 ±3.95
模型组　　　　　　　　 10 33.36 ±1.31 37.57 ±1.59* 37.97 ±1.01 *

加味柴胡疏肝散低剂量组 1 0 34.42 ±1.50 37.44 ±1.60* 38.84 ±1.96*

加味柴胡疏肝汤中剂量组 1 0 33.87 ±1.34 36.21 ±2.1 8* 39.33 ±1.62*

加味柴胡疏肝汤高剂量组 1 0 34.1 1 ±1.36 36.62 ±1.49* 39.73 ±1.62*

卡马西平组　　　　　　 10 34.36 ±0.87 35.87 ±1.35* 40.25 ±1.44*

　　注：*与空白组比较，P<0.05；△与模型组比较，P<0.05。
3.2　各组小鼠脑电图情况　与空白组小鼠脑电图相比，模型
组小鼠脑电图可以明显观测到连续发作的痫样波，以高频次节

律性的多棘波、尖波为主。其余组与模型组相比，脑电波痫性

放电频次及强度明显减少，其中卡马西平组最明显，其余依次

为加味柴胡疏肝汤高剂量组、加味柴胡疏肝汤中剂量组、加味

柴胡疏肝汤低剂量组。见图 1。

图 1 　各组小鼠脑电图

3.3　小鼠海马神经元细胞 HE 染色情况　空白组和卡马西平
组小鼠神经元形态规则，排列整齐密集，胞核大而圆，染色质

少，核仁明显，均未见明显异常。模型组和加味柴胡疏肝汤低

剂量组可见较多神经元固缩，细胞体积减小，形态呈不规则状，

胞核、胞质分界不清，染色加深。加味柴胡中剂量组及高剂量

组偶见神经元固缩，细胞体积减小，形态呈不规则状，胞核、胞

质分界不清，染色加深。见插页ⅩⅩⅩ图 2。
3.4　各组小鼠 TUNEL染色结果　与模型组相比，加味柴胡疏
肝汤中剂量、加味柴胡疏肝汤高剂量组、卡马西平组凋亡细胞

阳性率降低，差异有统计学意义。见表 2。

3.5　各组小鼠海马组织中 RIP1、RIP3、MLKL 的 mRNA 表达
水平　模型组、加味柴胡疏肝汤低剂量组、加味柴胡疏肝汤中
剂量组的 RIP1、RIP3、MLKL的 mRNA 的相对表达量明显高于
空白组，有统计学意义。加味柴胡疏肝汤中剂量组、加味柴胡

疏肝汤高剂量组、卡马西平组的 RIP1、RIP3、MLKL 的 mRNA
的相对表达量明显低于模型组，具有统计学意义。加味柴胡疏

肝汤低剂量组的 RIP3、MLKL 的 mRNA 的相对表达量明显低
于模型组，差异具有统计学意义。见表 3。

表 2　各组小鼠凋亡细胞阳性率比较（■x±s）

组别 n 凋亡细胞阳性率/（%）

空白组　　　　　　　　 1 0 9.09 ±4.50
模型组　　　　　　　　 1 0 39.03 ±0.44*

加味柴胡疏肝散低剂量组 1 0 29.59 ±2.35*

加味柴胡疏肝汤中剂量组 1 0 28.82 ±6.50*△

加味柴胡疏肝汤高剂量组 1 0 24.39 ±0.77*△

卡马西平组　　　　　　 1 0 1 8.79 ±1 .70*△

　　注：*与空白组比较，P<0.05；△与模型组比较，P<0.05。
表 3　各组小鼠海马组织中 RIP1、RIP3、MLKL的

mRNA相对表达量（■x±s）

组别 n RIP1 RIP3 MLKL

空白组　　　　　　　　 10 0.14 ±0.03　 0.35 ±0.02　 0.05 ±0.02　
模型组　　　　　　　　 10 1.01 ±0.15* 1.01 ±0.16* 1.00 ±0.08*

加味柴胡疏肝散低剂量组 1 0 0.69 ±0.13* 0.69 ±0.05*△ 0.55 ±0.17*△

加味柴胡疏肝汤中剂量组 1 0 0.52 ±0.22*△ 0.63 ±0.05*△ 0.35 ±0.04*△

加味柴胡疏肝汤高剂量组 1 0 0.41 ±0.06△ 0.47 ±0.06△ 0.27 ±0.02△

卡马西平组　　　　　　 10 0.35 ±0.01 △ 0.40 ±0.05△ 0.19 ±0.04△

　　注：*与空白组比较，P<0.05；△与模型组比较，P<0.05。
3.6　各组小鼠海马组织中 RIP1、RIP3、MLKL的蛋白相对表达
量　模型组、加味柴胡疏肝汤低剂量组、加味柴胡疏肝汤中剂
量组的 RIP1、RIP3、MLKL蛋白的相对表达量明显高于空白组，
具有统计学意义。加味柴胡疏肝汤高剂量组、卡马西平组的

RIP1、RIP3、MLKL蛋白的相对表达量明显低于模型组，具有统
计学意义。加味柴胡疏肝汤低剂量组、加味柴胡疏肝汤中剂量

组的 RIP1 蛋白的相对表达量明显低于模型组，差异具有统计
学意义。见表 4、图 3。
表 4　各组小鼠海马组织中 RIP1、RIP3、MLKL的蛋白相对表达量（■x±s）

组别 n RIP1 RIP3 MLKL

空白组　　　　　　　　 10 0.43 ±0.01 　 0.38 ±0.08　 0.38 ±0.04　
模型组　　　　　　　　 10 0.94 ±0.1 1 * 0.89 ±0.04* 0.94 ±0.09*

加味柴胡疏肝散低剂量组 1 0 0.66 ±0.06*△ 0.75 ±0.02* 0.79 ±0.1 8*

加味柴胡疏肝汤中剂量组 1 0 0.70 ±0.03*△ 0.73 ±0.01 * 0.78 ±0.08*

加味柴胡疏肝汤高剂量组 1 0 0.57 ±0.04△ 0.51 ±0.08△ 0.48 ±0.1 1 △

卡马西平组　　　　　　 10 0.54 ±0.03△ 0.49 ±0.1 8△ 0.44 ±0.1 1 △

　　注：*与空白组比较，P<0.05；△与模型组比较，P<0.05。

　　注：A 为空白组；B 为模型组；C 为加味柴胡疏肝汤低剂量
组；D 为加味柴胡疏肝汤中剂量组；E 为加味柴胡疏肝汤高剂量
组；F为卡马西平组。
图 3　各组小鼠海马组织中 RIP1、RIP3、MLKL的蛋白相对表达量
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3.7　各组小鼠海马组织中 TNF -α、IL -1β、IL -6 的 mRNA
相对表达量　模型组、加味柴胡疏肝汤低剂量组的 TNF -α、
IL -1β、IL -6 的 mRNA 相对表达量明显高于空白组，具有统
计学意义。加味柴胡疏肝汤中剂量组的 IL -1β、IL -6 的 mR-
NA相对表达量明显高于空白组，具有统计学意义。加味柴胡
疏肝汤高剂量组、卡马西平组的 TNF -α、IL -1β、IL -6 的
mRNA相对表达量明显低于模型组，具有统计学意义。加味柴
胡疏肝汤中剂量组的 IL -1β、IL -6 的 mRNA相对表达量明显
低于模型组，具有统计学意义。加味柴胡疏肝汤低剂量组的

IL -1β的 mRNA相对表达量明显低于模型组，具有统计学意
义。见表 5。

表 5　各组小鼠海马组织中 TNF -α、IL -1β、IL -6 的
mRNA相对表达量（■x±s）

组别 n TNF -α IL -1β IL -6

空白组　　　　　　　　 10 0.1 3 ±0.06 0.1 5 ±0.1 2　 0.1 6 ±0.01
模型组　　　　　　　　 10 1 .00 ±0.1 2* 1 .00 ±0.1 1 * 1 .04 ±0.36*

加味柴胡疏肝散低剂量组 1 0 0.71 ±0.05* 0.61 ±0.09*△ 0.76 ±0.1 0*

加味柴胡疏肝汤中剂量组 1 0 0.69 ±0.1 1 △ 0.54 ±0.1 3*△ 0.72 ±0.1 6*

加味柴胡疏肝汤高剂量组 1 0 0.54 ±0.1 1 △ 0.39 ±0.09△ 0.51 ±0.1 0△

卡马西平组　　　　　　 10 0.36 ±0.02△ 0.1 7 ±0.05△ 0.24 ±0.02△

　　注：*与空白组比较，P<0.05；△与模型组比较，P<0.05。
3.8　各组小鼠海马组织中 TNF -α、IL -1β、IL -6 的蛋白相
对表达量　模型组、加味柴胡疏肝汤低剂量组、加味柴胡疏肝
汤中剂量组 TNF -α、IL -1β、IL -6 的蛋白相对表达量明显高
于空白组，具有统计学意义。加味柴胡疏肝汤中剂量组 TNF -
α、IL -6 的蛋白相对表达量明显高于空白组，具有统计学意
义。加味柴胡疏肝汤高剂量组、卡马西平组 TNF -α、IL -1β、
IL -6 的蛋白相对表达量明显低于模型组，具有统计学意义。
加味柴胡疏肝汤中剂量组 IL -1β蛋白相对表达量明显低于模
型组，具有统计学意义。见表 6、图 4。

表 6　各组小鼠海马组织中 TNF -α、IL -1β、IL -6 的
蛋白相对表达量（■x±s）

组别 n TNF -α IL -1β IL -6

空白组　　　　　　　　 10 0.31 ±0.07 0.23 ±0.1 8 0.32 ±0.1 2
模型组　　　　　　　　 10 0.82 ±0.21 * 0.90 ±0.08* 0.83 ±0.1 4*

加味柴胡疏肝散低剂量组 1 0 0.77 ±0.06* 0.63 ±0.1 6* 0.79 ±0.09*

加味柴胡疏肝汤中剂量组 1 0 0.76 ±0.1 5* 0.51 ±0.09△ 0.78 ±0.1 3*

加味柴胡疏肝汤高剂量组 1 0 0.47 ±0.1 1 △ 0.33 ±0.20△ 0.42 ±0.07△

卡马西平组　　　　　　 10 0.38 ±0.20△ 0.20 ±0.09△ 0.33 ±0.1 5△

　　注：*与空白组比较，P<0.05；△与模型组比较，P<0.05。

　　注：A 为空白组；B 为模型组；C 为加味柴胡疏肝汤低剂量
组；D 为加味柴胡疏肝汤中剂量组；E 为加味柴胡疏肝汤高剂量
组；F为卡马西平组。
图4　各组小鼠海马组织中 IL -1β、TNF -α、IL -6的蛋白相对表达量

4　讨论
癫痫是一种常见的神经系统疾病，以反复发作及抑制性神

经元和兴奋性神经元之间的同步破坏为特征［1 1］。全球有

1 % ~2%的人患有癫痫，影响超过 70 万人，除了癫痫疾病本

身，患者还会出现一系列的社会、心理及经济方面的问

题［1 2 -1 3］。目前癫痫的治疗以西药为主，但调查显示有 20% ~
30%的患者对药物治疗无效，并且某些抗癫痫药物有一定的致
畸风险［1 4］，而中医药不良反应弱、疗效佳，因此在治疗癫痫患

者时应结合传统中医中药以增强抗癫痫的临床效果。

坏死性凋亡是程序性炎症细胞死亡的一种，由与细胞凋亡

的相同刺激激发，死亡形态与坏死相似［1 5］，当参与细胞凋亡的

半胱氨酸蛋白酶 8（Caspase -8）受到抑制时，RIP1 招募并磷酸
化 RIP3，形成核小体，核小体磷酸化 MLKL 形成坏死体。
MLKL寡聚体转移到质膜中富含磷脂酰肌醇（PIP）的斑块上，
形成大孔，通过离子内流、细胞膨胀和膜溶解导致细胞坏死并

加重炎症反应，参与不同的生理病理过程［1 6］。坏死性凋亡本

身可能是与癫痫有关的炎症祖细胞，另外癫痫发作可能会增强

炎症前体，从而导致坏死性凋亡［1 7］。研究表明，坏死性凋亡可

能与癫痫持续状态有关，RIP3 和 p -MLKL的表达在幼年大鼠
SE 后 24 h后增加，72 h达到峰值，7 d后下降，提示MLKL可能
在癫痫持续状态下引起的坏死性凋亡中起到重要作用［1 8］。

NecroX -7 是一种新型坏死抑制剂，对抗坏死损伤方面具有广
泛的应用，通过清除线粒体 ROS，从而阻止坏死［1 9］，经

NecroX -7 处理后的颞叶癫痫小鼠海马神经胶质增生较少，并
且MLKL和p -MLKL 表达明显减弱，表明 NecroX -7 的抗癫
痫的作用可能通过坏死性凋亡这一途径［4］。另外，中医药也

能通过坏死性凋亡这一途径，改善癫痫所导致的脑部损伤。杜

仲可以抑制 SE 大鼠海马组织中的 RIP1、MLKL的表达，减少海
马组织中凋亡神经元的数量［20］。经姜黄素治疗后的 SE 大鼠
海马组织中凋亡的神经元较少，并且抑制 RIP1、MLKL 的高表
达［5］。本研究表明，癫痫小鼠海马组织中 RIP1、RIP3、MLKL
及炎症因子高表达，提示坏死性凋亡可能在癫痫的发生发展中

起到一定作用。

癫痫，中医病名为“痫病”，中医学认为，癫痫是由风、气、

火、痰、瘀等病理因素导致人体气机逆乱、元神失控而发病［21］。

《素问·至真要大论篇》提出“诸风掉眩，皆属于肝。”肝气失于

疏泄条达，则容易产生风、痰、郁等病理因素，由此提出“从肝

论治”的治则。“从肝论治”可以从调节气机的方向减轻由风

生痰的几率，从而减少癫痫的发病［22］。加味柴胡疏肝汤在柴

胡疏肝汤的基础上加以浙贝母、生牡蛎、钩藤，起到疏肝解郁，

化痰熄风的功效。本课题组前期研究表明，加味柴胡疏肝汤在

癫痫中可能通过抑制 lncRNA -UCA1 的表达来激活 miRNA -
1 87 从而抑制 MAPK8/Wnt/β-catenin 细胞凋亡通路，对癫痫
的发生发展起到抑制作用［23 -25］。另外，加味柴胡疏肝汤可以

激活癫痫小鼠海马组织中 miRNA -204 的表达，从而使 AKT/
mTOR/P70S6K通路磷酸化，降低自噬相关基因 ATG7、LC3Ⅱ
的表达，减少癫痫小鼠海马神经元过度自噬和凋亡［6，8］。本研

究显示，加味柴胡疏肝汤的治疗后，癫痫小鼠海马组织中

RIP1、RIP3、MLKL及炎症因子的高表达得到抑制，提示加味柴
胡疏肝汤可能通过抑制 RIP1 /RIP3/MLKL信号通路，对癫痫的
治疗起到一定作用。

加味柴胡疏肝汤由柴胡、白芍、枳壳、川芎、香附、陈皮、浙

贝母、生牡蛎、钩藤、炙甘草组成。君药柴胡可以通过调节

TREM2/NF -κB/IκBα通路以抑制神经炎症，从而改善大鼠的
癫痫状态和癫痫持续状态［26］，另外柴胡的多糖成分可以激活

PI3K/Akt/GSK-3β通路和癫痫中的氧化应激来上调 TREM2
以减轻神经元凋亡［27］。臣药川芎抗癫痫的主要成分为川芎
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嗪，川芎嗪通过降低凋亡因子 Bim、炎症因子 IL -2、IL -6 和
TNF -α的表达和增强海马神经元细胞黏附分子 -140
（NCAM-1 40）表达对神癫痫起到治疗作用［28］。香附提取物

可能通过增加 GABA的表达水平起到具有预防 PTZ 引起的癫
痫发作、抗氧化活性的潜在作用［29］。芍药苷是从芍药中提取

的萜类糖苷化合物，芍药苷孵育可阻断原代培养海马神经元中

的 Na +电流和谷氨酸诱导的细胞内 Ca2 +水平增加、膜去极化
和神经元死亡，从而发挥抗癫痫作用［30］。钩藤碱为钩藤的主

要成分之一，GENG H等［31］通过网络药理学，发现钩藤碱是一

种安全可靠的多靶点抗癫痫的化合物，钩藤碱可能通过感觉知

觉调控、转运调控、cGMP 分解代谢过程、系统过程调控、铁转
运等靶点，参与吗啡成瘾、神经活性配体受体相互作用、肾素分

泌和 cGMP -PKG信号通路起到抗癫痫作用。以上研究表明，
加味柴胡疏肝汤可能通过多途径治疗癫痫，并且具有疗效好，

不良反应较小等特点。

本研究显示，加味柴胡疏肝汤可以通过调控 RIP1 /RIP3/
MLKL通路，抑制 TNF -α、IL -1β、IL -6 炎症因子的表达，改
善癫痫小鼠海马组织凋亡率，以起到抗癫痫作用。
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加味柴胡疏肝汤激活 RIP1 /RIP3/MLKL信号
通路抑制癫痫小鼠海马细胞坏死性凋亡

（正文见 144 -148 页）

注：箭头表示阳性结果。

图 2　各组小鼠造模后海马神经组织变化（HE 染色）


