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摘要 目的：观察左旋组氨酸(L-His)对匹罗卡品（PLO）致痫大鼠皮质脑电图及大鼠海马各区神经细胞凋亡的影响。方法：雄性 SD

大鼠 30只，随机平均分为对照组（匹罗卡品组）、干预组（匹罗卡品＋左旋组氨酸组）。各组给予相关干预处理后腹腔注射匹罗卡
品建立癫痫模型，行皮质脑电图观察及海马区细胞凋亡染色观察。结果：经皮质脑电图显示，干预组潜伏期延长、痫波频率及大发

作次数较对照组明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）。凋亡染色显示，对照组的海马各区细胞在各时间点的凋亡数明显高于干

预组，差异具有统计学意义（P<0.05）。结论：左旋组氨酸可以延迟匹罗卡品致痫的形成并降低点燃后癫痫发作程度，降低海马各区

细胞凋亡数值，提示左旋组氨酸具有抗痫作用。
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Influence of L-histidine on Epileptic Seizure and Hippocampus Nerve Cell
Apoptosis of Pilocarpine-induced Models of Epilepsy Rats

To study the influence of l-histidine on epileptic seizure electrocorticogram and hippocampus nerve cell
apoptosis of pilocarpine (PLO)-induced models of epilepsy rats. A total of 30 male SD rats were randomly divided into control
group (PLO group, n=15) and intervention group (PLO+L-His group,n=15). After related intervention treatment, the rats of the two
groups were given intraperitoneal injection of pilocarpine to establish the models of epilepsy rats, whose electrocorticogram and staining
of the apoptosis of hippocampus cells were observed. Cortical EEG showed that there was a prolongation of latency in the
intervention group, in which, the epileptic wave frequency and the number of epileptic seizure were significantly decreased compared
with that in the control group, and the difference was statistically significant (P<0.05). Apoptosis staining showed that the number of
apoptosis of the hippocampal cells in each time point of control group was significantly higher than that of the intervention group, and
the difference was statistically significant(P<0.05). L-His can prolong the formation of epilepsy induced by PLO and reduce
the epileptic seizure extent after kindling, and decrease the apoptosis of the hippocampal cells, which indicates L-His has the function of
anti-epilepsy.
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前言

化学结构上，左旋组氨酸( L-histidine , L-His)为杂环氨基
酸,是组胺形成必需的前体物质。组胺作为一种神经递质，在调

节多数中枢神经的活动中起到重要作用[1-3]。目前世界范围内研

究发现，癫痫的发病与人类大脑内组胺的变化关联密切 [4]。本

实验以匹罗卡品（Pilocarpine,PLO）致痫大鼠模型为研究对象，

观察左旋组氨酸对大鼠脑电及海马区神经细胞凋亡的影响，探

讨癫痫的发病机制及有效治疗途径。

1 材料与方法

1.1 实验动物和分组
健康纯系雄性 SD大鼠 30只（Ⅱ级，北京军事医学科学院

实验动物中心，合格证编号：0052938）,体重（250± 10）g。常规

饲养，照明、饮水、进食自由。将动物随机分为两组，匹罗卡品组

（对照组）15只；匹罗卡品联合左旋组氨酸组（干预组）15只。两

组动物均予匹罗卡品 350 mg/kg体重剂量腹腔注射诱导颞叶
癫痫模型（以 Racine为参考标准,据动物行为特征将癫痫分为
5个级别：Ⅰ级：咀嚼、头部阵挛为代表的节律性的嘴部和面部
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运动；Ⅱ级：点头；Ⅲ级：前肢阵挛现象；Ⅳ级：身体上举现象；Ⅴ

级：身体上举伴随跌倒现象）。将Ⅲ级以上发设定为癫痫模型成

功诱导标准，剔除未达标准大鼠，另行补充。

1.2 药品与试剂
药品：左旋组氨酸（L-His）；匹罗卡品（PLO）；多聚甲醛

（Sigma公司）；试剂：磷酸盐缓冲液（广州市鸿洲实验器材有限

公司）；原位细胞凋亡检测试剂盒（德国宝灵曼公司）；水合氯醛

(AGAC)及分析纯（天津市化学试剂厂）。
1.3 皮质脑电图检测

大鼠模型均腹腔注射水合氯醛麻醉(300 mg/kg)，安置脑电
记录电极。固定后，将大鼠颅骨双侧额叶皮质、顶叶皮质相对应

部位打开直径为 1 mm的骨孔，分别插入银、氯化银球形记录

电极。将参考电极按置于大鼠前囟后 2 mm。手术后休养 5d，手

术 5 d后开始皮质脑电图检测。连接记录装置，检查脑电图记

录是否正确可靠。对照组以 350 mg/kg匹罗卡品腹腔注射建

模，然后连续记录 2 h皮质脑电图。干预组以 300 mg/kg左旋组

氨酸腹腔注射，1 h后以 350mg/kg匹罗卡品腹腔注射建动物模

型。连续记录 2 h内皮质脑电图变化数据。
1.4 皮质脑电图分析指标

潜伏期：腹腔注射匹罗卡品到痫波（包括慢波、多棘慢波、

棘（尖）、（尖）波）首次出现的时间段。

痫波频率：每间隔 12 min，计数一次时程为 1 min的脑电

图中尖波 /棘波的数值；2 h共采集 10个数值，该组数据平均

数为每分钟痫波频率。

大发作频率：连续痫波时间超过 10 s作为一次大发作。记

录数据，计算出每组数据平均值及标准差。

1.5 病理组织取材方法

于动物模型建模成功后的 24、48、72 hr为时间点，每组中

分别抽取建模大鼠 5只，腹腔注射水合氯醛试液 (350 mg/kg)麻

醉，开胸行升主动脉灌流 250 mL 4%多聚甲醛、250 mL生理盐

水（4℃）。将脑取出，于 4%多聚甲醛溶液中固定。取出海马，切

开最大剖面冠状，制备石蜡切片（厚度为 6 滋m），行细胞凋亡染
色。凋亡细胞染色按凋亡检测试剂盒设计程序进行。方法从略。

1.6 凋亡染色分析

凋亡染色后，凋亡细胞的细胞核呈棕褐色或棕色，光学显

微镜下观察, CA1 区、CA3 区、齿状回，在高倍视野（10× 20）

下，以 130 滋m× 130 滋m网格随机取 6个面积各为 0.0169 m2

的区域，将染色凋亡的阳性细胞计数，用图像分析系统检测阳

性反应密度比值，计算每组数据均平均值与标准差值。

1.7 统计学分析

采用 SPSS11.0 统计软件分析数据，实验数据以（x± s）表

示，按单因素方差分析（One-Way ANOVA）进行方差分析，以

P＜ 0.05为标准。

2 分析结果

2.1 未达检的样本数值

匹罗卡品组（对照组）建模大鼠 23只，剔除 5只，成功率为
78%（18/23）；匹罗卡品联合左旋组氨酸组（干预组）建模大鼠
22只，剔除 5只，成功率为 77%（17/22），组间无统计学差异

（P>0.05）。
2.2 皮质脑电图指标

干预组的痫波放电出现的潜伏期显著延长，痫波频率及大

发作次数相对于对照组显著减少，统计结果差异具有统计学意

义（P<0.05）。见表 1。

表 1 两组潜伏期、痫波频率和大发作次数比较

Table 1 Comparison of prolonged latency, epileptic wave frequency and big attack times between the two groups

组别

Groups

数量

n

潜伏期 (s)

Prolonged latency(s)

痫波频率(min-1)

Epileptic wave frequency(min-1)

大发作次数

Big attack times

对照组 Control group

干预组 Intervention group

15

15

117.6± 37.13

475± 112.5a

386.68± 60.38

136.7± 24.6a

94.2± 23.2

21.8± 3.56a

注：与对照组比较，Pa<0.05。

Note: Compared with control group, Pa<0.05.

2.3 海马各区凋亡细胞数值的比较

数据显示，对照组凋亡的染色阳性细胞分布于海马各区,

包括 CA1、CA2、CA3区及齿状回，致痫后 24 h达到高峰，以
CA1及 CA3区最为显著，随着存活时间的延长，染色阳性细胞

的数值逐渐下降，显著高于干预组，差异具有统计学意义（P<0.

05）。干预组海马各区阳性细胞数值较低，随时间延长数值稍有

下降，见表 2,图 1。

表 2 两组各时间点海马各区凋亡染色阳性细胞计数（个）

Table 2 The number of apoptosis staining positive cell in the hippocampal cells in each time point of the two groups

组别
Groups

不同时间点凋亡染色阳性细胞计数
The number of apoptosis staining positive cell in each time point

24 h 48 h 72 h

对照组(n=15)
Control group

CA1区 CA1 district
CA3区 CA3 district
齿状回 Dentate gyrus

44.2± 1.30
47.4± 2.30
33.4± 2.07

36.8± 0.84
28.2± 3.42
29.6± 1.14

40.5± 2.12
37± 7.07
32± 1.41

干预组(n=15)
Intervention group

CA1区 CA1 district
CA3区 CA3 district
齿状回 Dentate gyrus

23.30± 6.83
24.56± 5.41
21.83± 4.05

19.46± 4.93
21.66± 7.43
17.37± 4.95

15.74± 6.92
20.13± 5.20
16.47± 5.57
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3 讨论

癫痫疾病的发生与海马功能障碍密切相关。癫痫疾病形成

在过程中，海马神经细胞被激活，形成病理性的神经信号传导，

产生电信号并扩展向边缘，诱发癫痫症状发生[5-7]。目前公认，采

用匹罗卡品腹腔注射建立的大鼠癫痫模型为颞叶癫痫动物典

型的模型，该种模型的病理特征表现有与人类颞叶癫痫十分类

似。L-His为一杂环氨基酸，是组胺的前体物质。L-His进入中枢

神经后在组氨酸脱羧酶(HDC)的催化作用下，脱羧基转变为组

胺，进而发挥其调节中枢的效应。Haas H研究组胺及左旋组氨
酸发现，L-His只有进入中枢并且在 HDC的作用下转变为组胺

后，才能发挥其相应的效应（抑制进食）[8]。Suzuki R 的研究显

示，外周注射 L-His后，可显著提高组胺在大脑皮层、纹状体、

丘脑及下丘脑等处的含量[9]。目前，关于 L-His与癫痫的研究取

得了较大进展，Mobarakeh JI等发现大鼠杏仁核点后脑内组胺
含量显著降低，并且遗传性癫痫易感大鼠的脑内组胺含量相对

于正常野生型大鼠显著降低[10]，提示癫痫发作与脑内组胺水平

密切相关。本研究发现经组氨酸干预之后的各项脑电指标与对

照组比较有明显差异，免疫组化的研究结果显示，NPY表达经

组氨酸干预后明显降低，从而显示 L-His具有显著的抗痫作
用。

组胺的抗癫痫药理作用被认为主要是通过其受体发挥作

用。大鼠 PTZ诱导的化学性点燃癫痫实验结果显示，苯海拉明

（H1受体拮抗剂）能促进癫痫点燃形成过程，内源性组胺对癫

痫具有抑制作用，其抑制作用是通过中枢组胺 H1受体发挥的
[11-13]。实验证明，H3受体拮抗剂同样可以增加内源性组胺的释

放，Clobenpropit（选择性最强的 H3受体阻断剂）通过阻断 H3

受体，能够增加脑内组胺的合成与释放[14]，提示癫痫可通过脑

内组胺经 H3受体的作用延缓形成[15]。Clobenpropit可明显地减

缓大鼠戊四唑诱发慢性癫痫的形成，但存在剂量依赖性。并且

其作用可被选择性的组胺 H3 受体激动剂 immepip抑制。目

前，细胞凋亡的研究已引起科学界广泛关注，癫痫导致的脑损

伤既有急性脑细胞死亡，也有迟发性神经元死亡（神经细胞经

过 2～ 3 d后出现的死亡）[16]。以往的研究显示[17]，细胞凋亡发生

一方面与基因表达有关（p53、bc1-2、c-jun、早期 c-fos等）；另一

方面自由基、兴奋性氨基酸、Ca2+等在细胞凋亡过程中也具有

一定影响。研究表明[18,19]，在人类癫痫与大鼠匹罗卡品模型均有

一个共同的特征，即神经元的减少、损伤和凋亡[20]。

本研究对海马区神经元细胞凋亡进行动态观察，发现细胞

凋亡在癫痫发作 24 h后达到高峰，以 CA3、CA1区明显。经左

旋组氨酸干预后，细胞凋亡数值明显降低，证实左旋组氨酸可

有效减轻癫痫发作程度及神经细胞病理损伤。现有的国内外文

献对 L-His及其与癫痫的相关研究较少，希望本研究能为癫痫

的发病机制及新药研发提供新的思路和策略。
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