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鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液对癫痫大鼠认知功能、
血清 NSE及海马神经元的影响及机制分析 *

张丽辉 李毓新 惠 晶 吴延佳 王晓芳△

（西安医学院第二附属医院神经内一科 陕西西安 710038）

摘要 目的：探讨鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液对癫痫大鼠认知功能、血清 NSE及海马神经元的影响。方法：选择 SD

雄性大鼠 50只，随机分为 5组，包括空白组、模型组、A组、B组、C组。空白组大鼠腹腔注射等容量的生理盐水，其余组使用腹腔

注射氯化锂 -毛果芸香碱的方法建立癫痫大鼠模型。空白组、模型组大鼠用微量注射器注射 20 滋L无菌生理盐水，A组同时间点
给大鼠腹腔注射 2000 AU/kg鼠神经生长因子；B组同时间点给大鼠腹腔注射 20 滋L神经节苷脂钠；C组给大鼠腹腔注射 2000

AU/kg鼠神经生长因子联合 20 滋L神经节苷脂钠。进行Morris水迷宫试验、空间探索试验，检测血清 NSE水平与海马神经组织

的神经元，检测血清 NSE水平、海马神经组织的神经元存活率及核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋白水平。结果：模型组第 1、2、3、

4、5 d时的游泳总距离、逃避潜伏期较其他四组高，空白组较 A组、B组、C组高，B组、A组较 C组高（P<0.05），B组、A组对比无
差异（P>0.05）；模型组的平台穿越次数、探索有效时间比率较空白组、A组、B组、C组低，空白组较 A组、B组、C组低，B组、A组

较 C组低（P<0.05），B组、A组对比无差异（P>0.05）；模型组的血清 NSE水平、核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋白水平较空白组、

A组、B组、C组低，海马组织中神经元存活率较高，空白组较 A组、B组、C组低，海马组织中神经元存活率较高，B组、A组较 C

组低，海马组织中神经元存活率较高（P<0.05），B组、A组的 NSE水平、海马组织中神经元存活率、核因子 kB p56、TLR-4、MyD88

蛋白水平对比无差异（P>0.05）。结论：鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液可改善癫痫大鼠的认知功能，减轻海马组织炎症
反应，可能与其可降低血清 NSE及海马组织核因子 kB p56、TLR-4、MyD88水平有关。

关键词：鼠神经生长因子；神经节苷脂钠注射液；癫痫；大鼠

中图分类号：R-33；R742.1 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2023）08-1442-05

Effect of Rat Nerve Growth Factor Combined with Ganglioside Sodium
Injection on Cognitive Function, Serum NSE and Hippocampal Neurons

in Epileptic Rats and Its Mechanism Analysis*

To investigate the effects of rat nerve growth factor combined with ganglioside sodium injection on cogni-

tive function, serum NSE and hippocampal neurons in epileptic rats. 50 male Sprague-Dawley rats were randomly divided into

5 groups, including blank group, model group, A group, B group, C group. The rats in the blank group were intraperitoneally injected

with the same volume of normal saline, and the rats in the other groups were intraperitoneally injected with lithium chloride and pilo-

carpine to establish the epilepsy rat model. Rats in blank group and model group were injected with 20 滋L sterile normal saline with mi-

crosyringes. Rats in A group were intraperitoneally injected with 2000 AU/kg rat nerve growth factor at the same time point. Rats in B

group were intraperitoneally injected with 20 滋L ganglioside sodium at the same time point. C group was intraperitoneally injected with

2000 AU/kg rat nerve growth factor combined with 20 滋L ganglioside sodium. Morris water maze test and space exploration test were

conducted to detect serum NSE level and hippocampal neurons, and to detect serum NSE level, neuron survival rate and nuclear factor

kB P56, TLR-4 and MyD88 protein levels in hippocampal nerve tissue. The total swimming distance at 1,2,3,4, and 5 d were

higher than that of the other four groups, higher in blank than A, B and C, B and A than C (P<0.05), and no difference between groups B
and A (P>0.05); The number of platform crossing and exploration effective time ratio were lower than group blank, A, B and C, lower

than group A, B and C, B and C(P<0.05), and no difference between group B and A (P>0.05); Serum NSE levels, nuclear factors kB p56,

TLR-4 and MyD88 protein levels were lower than blank, A, B, C, higher neuronal survival, A, B, C, lower neuronal survival, C, higher

(P<0.05), NSE, neuronal survival, and nuclear factors kB p56, TLR-4 and MyD88 protein levels (P>0.05). Rat nerve growth
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factor combined with ganglioside sodium injection can improve cognitive function and reduce hippocampal inflammatory response in

epileptic rats, which may be related to the reduction of serum NSE and hippocampal nuclear factor kB P56, TLR-4, MyD88 levels.

Rat nerve growth factor; Ganglioside sodium injection; Epilepsy; Rat

前言

癫痫是因大脑的神经元异常放电出现的短暂性中枢神经

系统功能失常的一种慢性脑部镜，疾病特征为神经功能失常[1,2]。

世界约有 1 %癫痫患者，我国癫痫的疾病发病率约有 7 %。癫痫

中最常见的类型是颞叶癫痫，疾病反复发作，会导致患者出现

认知功能障碍，其与海马边缘的病变有一定的相关性，而海马

会参与记忆、学习等功能，因此其与患者的认知功能密切相

关[3,4]。癫痫疾病发作早期，若给予及时治疗，可挽救患者的神经

元受损细胞，因此对于癫痫患者需及早给予治疗[5,6]。有 20 %

~30 %患者使用常用抗癫痫药物治疗后，癫痫会频繁发作，成为

难治性癫痫。而临床上常规的抗癫痫药多存在不良反应，其会

影响患者的治疗依从性[7-9]。因此寻找一种疗效好且安全性好的

癫痫药物是急需解决的问题。神经节苷脂钠注射液是中枢神经

损伤常用的治疗药物，其可穿透血脑屏障，促进患者的神经功

能恢复[10]。鼠神经生长因子是一种突触重建、神经损伤修复的

药物，其对于脑出血、缺血缺氧脑病、外周神经损伤等疾病均有

一定疗效[11]。因此本文分析了鼠神经生长因子联合神经节苷脂

钠注射液对癫痫大鼠认知功能、血清 NSE及海马神经元的影

响，以为临床中癫痫治疗选择有效的药物提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验动物

选择 SD雄性大鼠 50只，平均体重为（190.89± 13.45）g。

试验前一周在动物室适应性饲养一周，环境温度为 22℃

~25℃，自然昼夜，分笼进行喂养，每笼 5只，使用标准饲料进行

喂养，换气通风，自由进食、饮水。定期打扫卫生，保持环境清

洁、整洁。

1.2 试验试剂、药物与仪器

神经节苷脂钠注射液（国药准字：H20093980，规格：2 mL:

20 mg）购自背景赛升药业股份有限公司，鼠神经生长因子（国

药试字 S20020116，规格：2000AU:4 滋g）购自厦门北大之路生
物工程有限公司，氯化锂购自国药集团化学试剂有限公司

（规格：100 g），地西泮购自上海旭东海普药业公司（规格：2 mL/

10 mg），毛果芸香碱购自上海迈瑞尔化学技术有限公司（规格：

25 mg），酶联免疫吸附测定试剂盒购自上海酶科，Nissl染色试

剂购自上海生工生物工程有限公司，总蛋白提取试剂盒购自

Sigma公司，辣根过氧化酶标记山羊抗兔 IgG二抗购自 Abcam

公司，总蛋白提取试剂盒购自 Sigma公司，核因子 kB p56抗

体、TLR-4抗体、MyD88抗体均购自 R&D公司。WMT-100水

迷宫系统购自成都泰盟软件有限公司，RT-6500型酶标仪购自

深圳雷杜公司，超低温冰箱购自 SANYO公司，电泳仪购自

Bio-Rad公司。

1.3 试验动物分组及模型制备

50只大鼠随机分为 5组，包括空白组、模型组、A组（鼠神

经生长因子组）、B组（神经节苷脂钠注射液组）、C组（鼠神经

生长因子联合神经节苷脂钠注射液组）。

使用腹腔注射氯化锂 -毛果芸香碱的方法建立癫痫大鼠

模型[12]，模型组、A组、B组、C组先给予 127 mg/kg氯化锂进行

腹腔注射，在 18~20 h后给予大鼠 30 mg/kg毛果芸香碱进行腹

腔注射，在毛果芸香碱注射前半 30 min前给予 1 mg/kg溴甲基

东莨菪碱进行腹腔注射，以减轻大鼠的胆碱外周反应。在止毛

果芸香碱注射后观察其行为表现，使用 Racine分级标准判定

癫痫发作的出现。其中 0级Wi为正常状态，1级为大鼠的面部

肌肉出现抽动痉挛，2级为 1级症状 +颈部肌肉痉挛，3级为 2

级症状 +前肢痉挛，4级为 3级症状 +后肢站立，5级为 4级症

状 +四肢抽动与身体向后跌倒。若大鼠的癫痫未发作或未达到

4级，每个半小时给予 10 mg/kg毛果芸香碱，直至大鼠出现癫

痫状态。在癫痫发作直至 4-5级同时持续半小时时，则为造模

成功，在大鼠发作 1 h后给大鼠腹腔注射 10 mg/kg地西泮，以

终止癫痫发作。

空白组大鼠腹腔注射等容量的生理盐水。

1.4 给药方式

大鼠造模成功后 1 d，对于 50 只大鼠经腹腔注射 400

mg/kg水合氯醛进行麻醉，之后将大鼠固定在大鼠立体定位仪

上，之后将头皮切开将头骨暴露出来，注射靶点为右侧的海马

CA3中心区，空白组、模型组大鼠用微量注射器注射 20 滋L无
菌生理盐水，每隔 10 d注射 1次，共注射 3次；A组同时间点

给大鼠腹腔注射 2000 AU/kg鼠神经生长因子；B组同时间点

给大鼠腹腔注射 20 滋L神经节苷脂钠；C 组给大鼠腹腔注射
2000 AU/kg鼠神经生长因子联合 20 滋L神经节苷脂钠。
1.5 观察指标

1.5.1 Morris水迷宫试验 在给药 40 d时，对 50只大鼠进行

训练、测试，大鼠面朝池壁，之后随机从水迷宫 4个象限进行入

水点入水一次，每天 4次，共训练 5 d，记录 50只大鼠的逃避潜

伏期，若大鼠入会 90 s内未能爬上平台或未能找到平台，将其

置入平台站立 10 s，之后让大鼠休息 30 s~60 s，再次进行下次

训练，记录每组第 1、2、3、4、5 d时大鼠的游泳总距离、逃避潜

伏期[13]。

1.5.2 空间探索试验 在 50只大鼠进行试验的第 6天，行空

间探索试验，测验每组大鼠对原有平台的记忆能力，待撤除平

台后，将大鼠置入水中，记录大鼠在 90 s中的平台穿越次数、探

索有效时间比率[14]。

1.5.3 血清 NSE水平与海马组织的神经元检测 [15,16] 空间探

索试验结束后，每组取 5只大鼠，在腹腔注射 400 mg/kg水合

氯醛进行麻醉，解剖大鼠后经腹主动脉采血 2 mL，离心并置于

-80℃下保存，使用酶联免疫吸附法检测各组大鼠的 NSE水

平。在采集血标本后，开胸将大鼠暴露，使用 4℃生理盐水冲洗
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血液，之后灌注 4 %多聚甲醛磷酸缓冲盐，灌注 1 h后将脑组织

剥离，在 4℃多聚甲醛溶液中进行固定，时间为 72 h，之后经冠

状面切为 3段，取海马段进行石蜡包埋，切片，使用 Nissl染色

液在 37℃下进行染色，时间为 30 min，风干，二甲苯透明，用中

性数胶进行封片，在显微镜下观察计数存活的神经元数目。

1.5.4 海马组织中的核因子 kB p56、TLR-4、MyD88 蛋白水平

检测[17] 空间探索试验结束后，每组取剩余 5只大鼠，用 1.5.3

方法取海马组织，使用免疫印迹法对海马组织中的核因子 kB

p56、TLR-4、MyD88蛋白水平进行检测。

1.6 统计学方法

SPSS23.0软件，计量资料 x± s 表示，t检验、方差检验分
析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 对比 5组大鼠不同时间点的游泳总距离

模型组第 1、2、3、4、5 d时的游泳总距离较较其他四组高，

空白组较 A组、B组、C组高，B组、A组较 C组高（P<0.05），B
组、A组对比无差异（P>0.05）。

表 1 5组大鼠不同时间的游泳总距离（x± s，cm）
Table 1 Total swimming distance of rats in 5 groups at different times（x± s, cm）

Groups n Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5

Model group 10 63.09± 9.09 58.09± 8.43 54.09± 7.23 49.09± 6.44 45.23± 5.98

Blank group 10 42.09± 8.99 38.45± 6.45 33.89± 6.23 29.09± 5.43 25.34± 4.89

Group A 10 56.78± 7.88 50.23± 7.23 45.67± 7.23 40.00± 4.23 35.09± 3.78

Group B 10 55.99± 7.09 50.45± 7.56 45.00± 6.34 39.19± 3.09 34.78± 3.89

Group C 10 50.80± 6.54 46.23± 6.23 40.23± 5.98 35.09± 4.33 30.23± 3.09

F - 9.925 9.809 12.720 22.946 27.502

P - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

2.2 对比 5组大鼠不同时间点的逃避潜伏期

模型组第 1、2、3、4、5 d时的逃避潜伏期较空白组、A组、B

组、C组高，空白组较 A组、B组、C组高，B组、A组较 C组高

（P<0.05），B组、A组对比无差异（P>0.05）。

表 2 对比 5组大鼠不同时间点的逃避潜伏期（x± s，s）
Table 2 The escape latency of 5 groups of rats at different time points was compared（x± s, s）

Groups n Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5

Model group 10 960.67± 78.90 930.34± 79.43 900.34± 69.90 870.89± 63.43 840.09± 64.90

Blank group 10 638.98± 55.43 620.24± 48.90 600.34± 45.67 570.22± 59.89 530.77± 50.90

Group A 10 789.89± 68.99 743.66± 52.13 700.34± 51.23 670.67± 55.49 632.09± 51.23

Group B 10 791.09± 71.54 745.90± 49.00 704.23± 52.34 672.34± 53.09 634.00± 52.34

Group C 10 720.90± 75.23 700.09± 78.98 660.12± 73.22 640.89± 74.34 590.34± 69.09

F - 28.308 332.330 35.920 32.862 40.129

P - 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000

2.3 对比 5组的平台穿越次数、探索有效时间比率

模型组的平台穿越次数、探索有效时间比率较空白组、A组、

B组、C组低，空白组较 A组、B组、C组低，B组、A组较 C组

低（P<0.05），B组、A组对比无差异（P>0.05）。

表 3 对比 5组的平台穿越次数、探索有效时间比率（x± s）

Table 3 The Times of platform crossing and the effective time ratio of exploration were compared among the five groups（x± s）

Groups n Number of platform crossings(Times) Explore the effective time ratio（%）

Model group 10 3.67± 0.78 32.09± 7.89

Blank group 10 11.40± 2.56 52.98± 5.77

Group A 10 5.89± 1.45 40.99± 9.34

Group B 10 5.94± 1.54 40.02± 9.45

Group C 10 7.89± 1.99 46.99± 5.23

F - 26.920 10.300

P - 0.000 0.000

1444窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.8 APR.2023

2.4 对比 5组大鼠的血清 NSE水平、海马组织中神经元存活

率、核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋白水平

模型组的血清 NSE水平、核因子 kB p56、TLR-4、MyD88

蛋白水平较空白组、A组、B组、C组低，海马组织中神经元存

活率较高，空白组较 A组、B组、C组低，海马组织中神经元存

活率较高，B组、A组较 C组低，海马组织中神经元存活率较高

（P<0.05），B组、A组的 NSE水平、海马组织中神经元存活率、

核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋白水平对比无差异（P>0.05）。

表 4 对比 5组大鼠的血清 NSE水平、海马组织中神经元存活率、核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋白水平（x± s）
Table 4 The levels of serum NSE, neuronal survival rate, nuclear factor kB P56, TLR-4 and MyD88 protein in hippocampus were compared among the 5

groups（x± s）

Groups n Serum NSE（滋g/L）
Neuronal survival

in the hippocampus

Nuclear factor kB

P56 protein
TLR-4 protein MyD88 protein

Model group 5 3.59± 0.78 15.23± 3.23 0.95± 0.18 1.07± 0.21 0.87± 0.19

Blank group 5 0.53± 0.09 69.80± 10.23 0.36± 0.09 0.47± 0.10 0.38± 0.07

Group A 5 2.19± 0.54 43.90± 9.89 0.70± 0.12 0.82± 0.14 0.64± 0.13

Group B 5 2.23± 0.41 44.34± 10.23 0.71± 0.14 0.84± 0.16 0.62± 0.15

Group C 5 1.57± 0.43 25.11± 9.89 0.53± 0.09 0.63± 0.11 0.48± 0.11

F - 24.584 26.435 14.725 11.609 9.303

P - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

3 讨论

癫痫是一种常见的神经系统疾病，是根据癫痫病变神经元

的放电扩散及病变神经元部位，临床会表现为感觉、运动、行

为、意识、自主神经等障碍，每次发作称为癫痫发作，患者会存

在一种或几种发作，期发作具有复发性、发作性、自行缓解等特

点[18-20]。虽然多数癫痫患者用药后疾病可得到有效控制，而仍存

在一些患者治疗后疗效不佳的情况，不能有效的控制癫痫发

作，目前不同国家、地区对癫痫的药物选择及疗效评价均有差

异，难以形成统一共识[21,22]。因此对于癫痫患者需选择有效的治

疗药物，本文分析了鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液

对癫痫大鼠认知功能、血清 NSE及海马神经元的影响，以为临

床上癫痫选择有效的治疗药物提供依据。

本文结果表明，模型组第 1、2、3、4、5 d时的游泳总距离、

逃避潜伏期明显较空白组、A组、B组、C组高，空白组的游泳

总距离、逃避潜伏期明显较 A组、B组、C组高，B组、A组的游

泳总距离、逃避潜伏期明显较 C组高，平台穿越次数、探索有效

时间比率明显较低，表明与单独应用鼠神经生长因子、神经节

苷脂钠注射液相比，鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液

可改善癫痫大鼠的认知功能，主要是由于癫痫发作时，大鼠细

胞间隙的游离 Zn2+增多，会刺激MT1/2布偶两表达，引起谷氨

酸能递质、锌转运蛋白、酌-氨基丁酸受体及离子通道改变，会增
加机体组织的兴奋性，诱发癫痫的发作，在机体的脑组织受损

时，机体中的脑细胞会应激性的分泌出多种神经营养因子，从

而对幸存神经元进行保护，修复受损的神经元，而机体自身分

泌营养因子量不足，对于短期大量神经元损伤不能有效应对，

因此及时给予足够的外源性神经因子，及时补充自身营养因

子，以降低脑组织受损[23,24]。鼠神经生长因子相对分子质量为

26500，其是小鼠颌下腺提取出的一种纯化生物活性蛋白，对于

缺血性脑病、脑出血等脑疾病有重要作用，本文发现给予鼠神

经生长因子后，也改善了癫痫大鼠的认知功能，与臧欢欢等研

究结果相似[25]。神经节苷脂钠注射液是从猪脑中提取的神经保

护生物制剂，可穿透血脑屏障，修复多种因素引起的中枢神经

系统性损伤，因此联合鼠神经生长因子，协同改善了大鼠的认

知功能[26,27]。

本文结果表明，模型组的血清 NSE水平、海马组织核因子

kB p56、TLR-4、MyD88蛋白水平明显较空白组、A组、B 组、C

组低，空白组的血清 NSE 水平、海马组织核因子 kB p56、

TLR-4、茁肌动蛋白水平明显较 A组、B组、C组低，B组、A组

的血清 NSE水平、海马组织核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋

白水平明显较鼠 C组低，海马组织中神经元存活率明显较高，

表明鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液改善癫痫大鼠

的认知功能，可能与其可降低血清 NSE及海马组织核因子 kB

p56、TLR-4、MyD88蛋白水平有关，主要是由于核因子 kB p56、

TLR-4、MyD88与癫痫发生、发展密切相关，其中 TLR-4可结合

IL-1、脂多糖等因子，激活下游的信号分子[28]；核因子 kB p56位

于 TLR通路小欧，与多种促炎因子表达密切相关，是一种重要

的炎症因子调节因子，MyD88是 TLR-4介导信号通路的一种

关键蛋白，其可使得核因子 kB p56由胞质转移至胞核，可调控

转录调，此外其也可促进炎性级联反应，加快癫痫进展[29]；NSE

是神经元特异性同工酶，多存在于脑神经元胞质中，在神经元

坏死后，大脑血脑屏障的通透性会增加，使得 NSE逸出，释放

至血清中[30]，因此鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液改

善癫痫大鼠的认知脑功能，可能与其可降低癫痫大鼠的血清

NSE及海马组织核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋白有关。

总之，鼠神经生长因子联合神经节苷脂钠注射液可改善癫

痫大鼠的认知功能，减轻海马组织炎症反应，可能与其可降低

血清 NSE及海马组织核因子 kB p56、TLR-4、MyD88蛋白水平

有关。
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