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［摘要］ 目的 探讨定痫汤抗癫痫的可能作用机制。 方法 将 66 只大鼠随机分为模型组、定痫汤组、定
痫汤 + K252a组各 22 只，采用锂-匹罗卡品建立大鼠癫痫模型，另将 22 只健康大鼠设为正常组。定痫汤 +
K252a组在大鼠造模前 1 周开始每日给予酪氨酸激酶受体 B ( TrkB) 拮抗剂 K252a 侧脑室注入，每次 5μl，
每日 1 次，共 1 周; 定痫汤组和定痫汤 + K252a组在造模后 1 h 开始给予浓度为 1. 55 g /ml 定痫汤 2ml 灌胃，
同时正常组、模型组均灌服等体积生理盐水，均每日 1 次，连续 6 周。各组大鼠中 11 只监测大鼠脑电图并
记录大鼠癫痫自发性再发作行为的潜伏期、发作频率及持续时间，另 11 只检测大鼠海马脑源性神经营养因
子 ( BDNF) 蛋白表达。 结果 正常组发生癫痫自发性再发作 0 只，模型组大鼠 9 只，定痫汤组 5 只，定痫
汤 + K252 组 8 只。与模型组比较，定痫汤组癫痫自发性再发作潜伏期明显延长，发作频率下降，持续时间
明显缩短，海马 BDNF蛋白表达降低 ( P ＜ 0. 01) 。与定痫汤组比较，定痫汤 + K252 组癫痫自发性再发作的
发作频率增加，持续时间延长，潜伏期缩短，BDNF蛋白表达降低 ( P ＜ 0. 01) 。 结论 定痫汤可能通过调
节 BDNF /TrkB通路发挥抗癫痫作用。
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癫痫作为中枢神经系统的发作性疾病，一次癫

痫发作到随后更多、更密集的发作是癫痫后脑损伤
的主要因素［1］。近年来研究显示，脑源性神经营
养因子 /酪氨酸激酶受体 B ( BDNF /TrkB) 通路是
癫痫反复发作和神经元损伤的关键，其一方面直接

促进癫痫后海马齿状回神经发生、苔藓纤维芽生等
病理改变，另一方面调节神经元的兴奋性，加重癫

痫发作［2］。《医学心悟·癫狂痫》所载定痫丸是中
医学治疗癫痫的经典方剂，研究显示，采用定痫丸

加减治疗癫痫患者可取得显著疗效［3］。本研究观
察定痫汤对癫痫模型大鼠行为及海马 BDNF /TrkB
通路的影响，从而探讨定痫汤抗癫痫的可能机制，

现报告如下。

1 材料与方法

1. 1 动物
雄性 SD 普通级大鼠 88 只，体重 180 ～ 220 g，

由兰州大学医学部动物中心提供，实验动物许可证

号: SYXK ( 甘) 2014-0198。动物的处理遵守国家

健康协会制定的实验动物护理和使用指南［4］。
1. 2 药物
定痫汤由全蝎、僵蚕、石菖蒲、远志、当归、

桃仁、红花、赤芍、胆南星、姜半夏、甘草组成，
比例为 3 ∶ 2 ∶ 2 ∶ 1. 5 ∶ 2 ∶ 2 ∶ 2 ∶ 1. 5 ∶ 1. 5 ∶
1 ∶ 1，由甘肃中医药大学制剂室加工，按照处方
比例取以上药材，用 8 倍量 70%乙醇每次回流 2 h，
提取 3 次，提取浓缩液干燥得干膏，干膏粉碎成细
粉，加入挥发油制备成不含赋形剂的浸膏备用。
1. 3 主要试剂及仪器
盐酸匹罗卡品 ( 批号: P6504 ) 、戊巴比妥钠

( 批号: MFCD03428215) 、TrkB 拮抗剂 K252a ( 批
号: MSDS82497) ，美国 Sigma-Aldrich 公司; 地西
泮注射液 ( 批号: H12020957 ) ，天津金耀药业有
限公司; 东莨菪碱 ( 批号: H31021519 ) ，上海禾
丰制药有限公司; 兔抗 BDNF 多克隆抗体 ( 批号:
B210003E) ，美国 Santa Cruz 公司; 氯化锂 ( 批
号: 140504) ，中国医药集团上海试剂公司; 二甲
基亚砜 ( 批号: MFCD00002089 ) ，美国 Ｒesearch
Organics公司。
动物立体定向仪 ( SＲ-5Ｒ型，日本孚光仪器公
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司) ; 脑电图描记仪 ( Ｒodentpack 型，上海玉研科
学仪器有限公司) ; 全程录像监测系统 ( ET1022
型，武汉优尔生生命科学装备有限公司) ; 多道生

理信号采集处理系统 ( ＲM6240 型，成都仪器厂) ;
转膜仪 ( VE-186 型，上海天能科技有限公司) ; 电
泳仪 ( PowerPacHV 型) 、蛋白成像系统 ( Chemi-
DocXＲS型) ，美国 Bio-Ｒad公司。
1. 4 模型建立
锂-匹罗卡品癫痫模型制作［5］: 造模大鼠先腹

腔注射新鲜配制的氯化锂，剂量为 180 mg /kg;
24 h后腹腔注射东莨菪碱 ( 1 mg /kg) 以降低大鼠
的死亡率，15 min后腹腔注射盐酸匹罗卡品，剂量
为 30 mg /kg，癫痫发作依据 Ｒacine 分级进行评
定［6］，30 min后未出现癫痫发作的大鼠重复给予盐
酸匹罗卡品 ( 10 mg /kg ) ，出现癫痫持续状态后
60 min腹腔注射地西泮注射液 ( 4 mg /kg) 以终止
癫痫持续状态。Ｒacine分级标准［6］: 0 级: 无任何
反应; Ⅰ级: 眨眼、动须、搔抓、面肌抽搐并出现
咀嚼运动; Ⅱ级: “湿狗样动作”或节律性点头运
动; Ⅲ级: 双侧前肢阵挛，或一侧前肢或后肢频繁
性抽搐; Ⅳ级: 双侧前肢阵挛，后肢站立; Ⅴ级:
四肢抽搐并跌倒、翻滚。癫痫持续状态开始的标准
为持续出现Ⅳ级及以上发作，发作间期无正常行为。
1. 5 动物分组及给药方法
将 SD大鼠采用随机数字表分为模型组、定痫

汤组、定痫汤 + K252a组各 22 只，另将 22 只健康
大鼠设为正常组。除正常组外，其余各组建立大鼠
癫痫模型。定痫汤 + K252a组在大鼠造模前 1 周开
始每日给予 TrkB 拮抗剂 K252a 预处理: K252a
10μg溶于 1%二甲基亚砜，制成浓度为 10 pmol /μl
的 K252a 溶液，用微量注射器侧脑室注入，每次
5μl，每日 1 次，共 1 周。侧脑室注入方法: 大鼠
用 1%戊巴比妥钠 ( 50 mg /kg) 腹腔注射，麻醉满
意后剃除手术区毛发，将大鼠固定于脑立体定位仪，

安置皮层记录电极，电极位点: 大鼠前囟前 2mm，
中线左右旁 2mm; 前囟后 4mm中线左右旁开 2mm。
在四位点钻开颅骨，不锈钢螺丝电极 ( 直径

0. 7mm，长度 1. 0mm) 植入孔中。4 枚螺丝固定于
颅骨作为电极与注药套管的固定桩，所有电极均用

医用牙托粉固定绝缘。术毕待大鼠清醒后，放回单
笼饲养。实验时经注药套管侧脑室给予 K252a。
定痫汤组和定痫汤 + K252a 组在造模后 1h 开

始灌胃，给予浓度为 1. 55 g /ml 定痫汤 2 ml ( 按
70 kg质量成人量换算成大鼠等效剂量［7］) ，同时正

常组、模型组均灌服等体积生理盐水，各组均每日
灌胃 1 次，连续 6 周。
1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 癫痫行为分析及脑电图监测 各组大鼠中
11 只通过全程录象监测系统，观察记录癫痫自发
性再发作行为，自癫痫持续状态后 14 天起，每天
观察 6 h ( 上午 9 时至 12 时; 下午 14 时至 17 时) ，
连续观察 4 周。给药 6 周后采用脑电图仪描记脑
电图。
1. 6. 2 海马 BDNF蛋白检测 既往文献研究结果
显示，在锂-匹罗卡品癫痫模型中，BDNF 蛋白表
达在癫痫持续状态后 6 ～ 7 天达到高峰［8 － 9］。因此，
剩余 11 只大鼠采用 Western blot分析癫痫持续状态
后 7 天大鼠海马 BDNF的表达。首先将各组大鼠海
马提取后称重，按 80 mg /ml 加入裂解液，冰浴，
将组织打碎，超声匀浆 13000 r /min 离心 15 min，
以上清液提取总蛋白; 将提取的总蛋白进行 SDS-
PAGE分离，将胶上的蛋白条带电转移至 PVDF 膜
上。PVDF膜在丽春红染液中染色，转膜，将膜放
入 TBST中洗膜，放入含有 5%脱脂奶粉的 TBST中
4℃封闭过夜。室温复温 30 min，将膜放入适当稀
释的一抗中 ( 兔抗大鼠 BDNF 多克隆抗体 1 ∶
200) ，洗膜、加入二抗体，用蛋白成像系统进行定
量分析。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 21. 0 统计软件，计量资料用均数 ±

标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间比较采用单因素方差分
析，两两比较用 LSD检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计
学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠癫痫自发性再发作发生情况比较
正常组发生癫痫自发性再发作情况 0 只，模型

组大鼠 9 只，定痫汤组 5 只，定痫汤 + K252 组 8
只。表 1 示，与模型组比较，定痫汤组癫痫自发性
再发作潜伏期明显延长，发作频率及持续时间明显

减少 ( P ＜ 0. 01) 。定痫汤 + K252 组自发性再发作
的发作频率和持续时间高于定痫汤组，潜伏期短于

定痫汤组 ( P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组大鼠癫痫自发性再发作的发生情况比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数
潜伏期
( d)

发作频率
( 次 /d)

持续时间
( s)

模型组 9 16. 2 ± 6. 2* 3. 3 ± 1. 0* 57. 0 ± 15. 1*

定痫汤组 5 26. 7 ± 5. 6 1. 8 ± 0. 9 38. 2 ± 17. 4
定痫汤 + K252a组 8 18. 6 ± 4. 9* 2. 9 ± 1. 2* 49. 3 ± 11. 1*

注: 与定痫汤组比较，* P ＜ 0. 01
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2. 2 各组大鼠海马 BDNF蛋白表达比较
表 2示，与正常组比较，模型组大鼠海马 BDNF

蛋白表达明显升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，
定痫汤组和定痫汤 + K252a 组 BDNF蛋白表达均明
显降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，且定痫汤 + K252a 组降低
BDNF蛋白表达弱于定痫汤组 ( P ＜ 0. 01) 。各组大
鼠海马 BDNF蛋白电泳图见图 1。

表 2 各组大鼠海马 BDNF蛋白表达比较( /β-actin，珋x ± s)

组别 鼠数 BDNF

正常组 11 0. 521 ± 0. 007
模型组 11 2. 012 ± 0. 053*

定痫汤组 11 0. 953 ± 0. 021△

定痫汤 + K252a组 11 1. 552 ± 0. 067△▲

注: BDNF，脑源性神经营养因子; 与正常组比较，* P ＜

0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01; 与定痫汤组比较，▲P ＜ 0. 01

注: BDNF，脑源性神经营养因子
图 1 各组大鼠海马 BDNF蛋白电泳图

2. 3 各组大鼠脑电图结果
图 2 示，正常组大鼠脑电图背景活动以低波幅

波为主，没有棘波、癫痫样波出现; 模型组大鼠脑
电图中有大量的棘波、癫痫波叠加在杂乱的背景活
动中; 定痫汤组大鼠脑电图中棘波、癫痫波明显减
少，背景活动以低波幅波为主; 而定痫汤 + K252a
组大鼠脑电图中棘波、癫痫样波明显多于定痫汤组。

图 2 各组大鼠脑电图表现

3 讨论

癫痫作为神经系统的常见疾病，其发病机制目

前仍不完全清楚，而癫痫发作后引起脑内炎症反

应、神经细胞凋亡、胶质增生及苔藓纤维芽生和神
经网络重塑是癫痫反复发作的病理基础［10］。定痫
汤为我们临床抗癫痫常用复方，方中全蝎、僵蚕为
君药以熄风止痉，胆南星、半夏清热化痰、镇惊利
窍，配以石菖蒲、远志豁痰开窍共为臣药，当归、
桃仁、红花、赤芍活血化瘀、开窍通络为佐药，甘
草调和诸药为使药。

BDNF /TrkB通路作为中枢神经系统的重要信
号通路，当 BDNF 和其特异性受体 TrkB 结合可引
起海马兴奋环路的建立、激活 N-甲基-D-天冬氨酸
( NMDA) 受体，而激活的 NMDA 受体导致细胞内
Ca2 +内流，增强兴奋性突触后电位，增加癫痫发作
的敏感性［11］。癫痫发作后 BDNF 增加，使兴奋性
突触后电流增加，进一步加重 Ca2 +超载，引起神
经元死亡和癫痫反复发作［12］。为进一步明确定痫
汤的抗癫痫作用是否通过 BDNF /TrkB 通路，本研
究设定痫汤 + K252a 组，即大鼠在造模前给予
TrkB拮抗剂 K252a进行预处理。
本研究结果显示，定痫汤组和定痫汤 + K252a

组均可减少癫痫大鼠癫痫自发性再发作的发生、发
展，延长其潜伏期，减少发作频率及持续时间，说

明治疗方案可抑制癫痫大鼠的痫性放电。当造模前
提前给予 TrkB 拮抗剂 K252a 预处理后，由于
K252a作为 TrkB 受体的拮抗剂，可有效地阻止
BDNF和其受体 TrkB 的结合，阻断 BDNF /TrkB 通
路的作用［7］。与单纯给予定痫汤比较，预处理给
予 K252a后大鼠癫痫自发性再发作潜伏期缩短，
发作频率、持续时间增加，说明 TrkB 拮抗剂
K252a阻止了定痫汤的抗癫痫作用，也提示定痫汤
可能是通过 BDNF /TrkB 通路发挥抗癫痫作用。另
外，定痫汤组和定痫汤 + K252a组亦可降低大鼠海
马 BDNF 蛋白表达，并且定痫汤组较定痫汤 +
K252a组降低更明显。综上所述，定痫汤对癫痫大
鼠痫性放电具有一定的抑制作用，其机制可能通过

调节 BDNF /TrkB通路发挥作用。
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Effects of Dingxian Decoction ( 定痫汤) on BDNF /TrkB Pathway of Hippocampus in Epilepsy Model Ｒats
SUN Hong1，WANG Xiaorong2，CHEN Songsheng1，GAO Zhen1，ＲEN Hongwei1

( 1． The Second Affiliated Hospital of Xi'an Jiaotong University，Xi'an 710004; 2 Affiliated Hospital of Gansu University of Chinese
Medicine)

ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of anti-epilepsy effect of Dingxian Decoction ( 定痫
汤) ． Methods A total of 66 rats were randomly divided into model group，Dingxian Decoction group and Dingxian
Decoction + K252a group，with 22 rats in each group． Lithium pilocarpine was used to establish rat epilepsy model，
and 22 healthy rats were set as normal group． K252a-antagonist tyrosine kinase receptor B ( TrkB) was injected into
lateral ventricles of rats in Dingxian Decoction + K252a group one week before the establishment of model，5μl each
time and once a day for a week; Dingxian Decoction group and Dingxian Decoction + K252a group were given 2 ml
Dingxian Decoction through lavage at the concentration of 1. 55 g /ml 1 hour after the establishment of model，while
normal group and the model group were given the same volume of normal saline once a day for 6 weeks． Eleven rats in
each group were monitored by electroencephalogram ( EEG) and the latency，frequency and duration of spontaneous
epileptic recurrence were recorded． The expression of brain-derived neurotrophic factor ( BDNF) in hippocampus was
detected in the other 11 rats of each group． Ｒesults There was no spontaneous epilepsy recurrences in the normal
group，while 9 rats in the model group，5 rats in the Dingxian Decoction group and 8 rats in the Dingxian Decoction +
K252 group showed spontaneous epilepsy recurrence． Compared with the model group，the latency of spontaneous re-
currence of epilepsy in Dingxian Decoction group was significantly prolonged，the frequency and duration of epilepsy
were significantly reduced，and the expression of BDNF protein in hippocampus was decreased ( P ＜ 0. 01 ) ． Com-
pared with Dingxian Decoction group，the frequency and duration of spontaneous epilepsy recurrence in Dingxian
Decoction + K252 group were increased，and the latency was shortened and the expression of BDNF was decreased
( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Dingxian Decoction may play an anti-epileptic role by regulating BDNF /TrkB pathway．
Keywords epilepsy; Dingxian Decoction; brain-derived neurotrophic factor; tyrosine kinase receptor B; spontane-
ous recurrence of epilepsy
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