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摘  要 

目的：通过氯化锂–毛果芸香碱建立大鼠癫痫持续状态模型，探究癫痫持续状态大鼠模型中不同时间点

VEGF的表达变化，并探讨蒙药朝伦雄胡-5对VEGF表达的影响。方法：第一部分：选取90只6~8周龄健康

雄性SD大鼠，随机分为造模成功组、给药对照组和生理盐水对照组，每组30只。造模成功组与给药对照

组通过腹腔注射氯化锂–毛果芸香碱制作大鼠癫痫持续状态模型，生理盐水对照组给予同等剂量的生理

盐水处理，造模完成后应用qRT-PCR和Western blot方法检测VEGF转录水平及蛋白水平的表达情况。第

二部分：选取40只6~8周龄健康雄性SD大鼠，随机分为蒙药组和对照组。制作癫痫大鼠模型前3 d，蒙药

组给予蒙药朝伦雄胡-5灌胃处理，对照组给予同等剂量的生理盐水灌胃，3 d后对蒙药组和对照组通过腹

腔注射氯化锂–毛果芸香碱制作大鼠癫痫持续状态模型。造模完成后应用qRT-PCR和Western blot方法

检测VEGF转录水平及蛋白水平的表达情况。结果：第一部分：造模成功组VEGF mRNA表达较给药对照

组和生理盐水对照组相比显著升高(P < 0.05)；给药对照组与生理盐水对照组VEGF mRNA表达水平无明

显差异。且造模成功组VEGF mRNA随着时间的增长而逐渐升高，给药对照组、生理盐水对照组VEGF 
mRNA不随时间而变化。造模成功组较另外2组相比，VEGF蛋白表达水平显著增高(P < 0.05)；给药对照

组与生理盐水对照组VEGF蛋白表达水平无明显差异。而且3组的VEGF蛋白变化均无明显的时间依赖性。

第二部分：蒙药组VEGF mRNA与对照组相比，表达显著降低(P < 0.05)，并且随着时间的增长，VEGF不
断降低；蒙药组较造模成功组VEGF蛋白表达显著降低(P < 0.05)，但并不存在时间依赖性。结论：1) 在
氯化锂–毛果芸香碱诱导的癫痫持续状态大鼠海马中的VEGF mRNA的表达是升高的。2) 在氯化锂–毛

果芸香碱诱导的癫痫持续状态大鼠海马中的VEGF蛋白的表达是升高的。3) 蒙药朝伦雄胡-5可诱导癫痫

持续状态大鼠海马中的VEGF mRNA表达下降，并且随着时间的增长而不断降低。4) 蒙药朝伦雄胡-5在
癫痫持续状态模型中从蛋白水平上可部分抑制VEGF表达升高。 
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Abstract 
Objective: To explore the changes in VEGF expression at different time points in the rat model of status 
epilepticus by lithium chloride-rutin and explore the effect of Mongolian medicine Zhaolun Xionghu-5 
on VEGF expression. Methods: Part I: 90 healthy male rats aged 6~8 weeks were randomly divided into 
successful modeling group, drug administration control group and normal saline control group, with 30 
rats in each group. The rats in the successful modeling group and the control group were intraperitone-
ally injected with lithium chloride-rutin to establish the rat model of status epilepticus. The rats in the 
normal saline control group were treated with the same dose of normal saline. After the modeling, qRT-
PCR and Western blot were used to detect the expression of VEGF transcription and protein levels. Part 
II: 40 healthy male rats aged 6~8 weeks were randomly divided into Mongolian medicine group and 
control group. Three days before the establishment of the rat model of status epilepticus, the Mongolian 
medicine group was given Mongolian medicine Zholun Xionghu-5 by gavage, and the control group was 
given the same dose of normal saline by gavage. Three days later, the Mongolian medicine group and the 
control group were intraperitoneally injected with lithium chloride-rutin to establish the rat model of 
status epilepticus. After the modeling, qRT-PCR and Western blot were used to detect the expression 
of VEGF transcription and protein levels. Results: Part I: The mRNA expression of VEGF in the success-
ful modeling group was significantly higher than that in the administration control group and the nor-
mal saline control group (P < 0.05). There was no significant difference in VEGF mRNA expression be-
tween the administration control group and the normal saline control group. Moreover, VEGF mRNA in 
the successful modeling group increased gradually with the increase of time, while VEGF mRNA in the 
administration control group and normal saline control group did not change with time. Compared with 
the other two groups, the protein expression of VEGF in the successful modeling group was significantly 
increased (P < 0.05). There was no significant difference in VEGF protein expression between the ad-
ministration control group and the normal saline control group. Moreover, the changes in VEGF pro-
tein in the three groups were no time dependence. Part II: Compared with the control group, the expres-
sion of VEGF mRNA in the Mongolian medicine group was significantly decreased (P < 0.05), and with 
the growth of time, VEGF continued to decrease; the expression of VEGF protein in Mongolian medicine 
group was significantly lower than that in successful modeling group (P < 0.05), but there was no time 
dependence. Conclusion: 1) VEGF mRNA expression was increased in hippocampus of rats with status 
epilepticus induced by lithium chloride-rutin. 2) The expression of VEGF protein in hippocampus of rats 
with status epilepticus induced by lithium chlorine-rutin was increased. 3) Mongolian medicine Zhao-
lun Xionghu-5 can induce the decrease of VEGF mRNA expression in hippocampus of rats with status 
epilepticus, and it decreases with time. 4) Mongolian medicine Zhaolun Xionghu-5 can partially inhibit 
elevated VEGF expression at the protein level in the model of status epilepticus. 
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1. 前言 

癫痫(epilepsy, EP)影响全球近 1%的人口，是一种复杂的慢性疾病，儿童与成人相比，更容易发生癫

痫持续状态。癫痫持续状态(status epilepticus, SE)是一种常见的儿科神经内科急性疾病[1]。尽管目前已有

数十种抗癫痫药物可以治疗不同类型的癫痫，但仍有三分之一的患者预后不佳，并对抗癫痫药物表现出

耐药性。因此，在临床上寻找一种有效的抗癫痫药物是一个至关重要且紧迫的问题。 
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)是作为二聚体胱氨酸结糖蛋白分泌的生

长因子家族的一部分，该家族还包括转化因子-β、神经生长因子和血小板衍生生长因子[2]。VEGF 家族

由 VEGF-a、VEGF-b、VEGF-c、VEGF-d、VEGF-e 五个蛋白质亚群和胎盘生长因子(PIGF)组成，它们都

有一个以上的异构体，这些配体结合三个高亲和力酪氨酸激酶(TK)受体，即 VEGFR-1、VEGFR-2 和

VEGFR-3，以及两个共受体，即 neuropilin-1 (NPR-1)和 neuropilin-2 (NPR-2) [2] [3]。VEGF 的信号转导很

复杂，因为多个配体可以与多个受体相互作用，受体可以形成同型二聚体或异源二聚体复合物[4]，而

VEGFR-1 和 VEGFR-2 作为主要受体。生理条件下，神经系统中的 VEGFR-1 和 VEGFR-2 的表达位置不

同。VEGFR-2 是促进神经前体细胞和分化的神经元细胞有丝分裂的主要受体，而 VEGFR-1 则为促进胶

质发育及存活的主要受体。目前研究表明，VEGFR-2 是性质最为明确的 VEGF 受体，介导绝大部分 VEGF
的分子应答，广泛分布于中枢和外周神经系统。现有大量研究表明，在神经系统中，VEGF 可直接作用于

神经细胞，参与多种疾病的病理过程，例如癫痫[5]、孤独症谱系疾病[6]、缺血缺氧性脑病[7] [8]等。 
蒙药朝伦雄胡-5，又名擦拉古德-5，来源于《蒙医方剂汇编》，由朱砂 50 克、巴豆(制) 50 克、胡黄

连 30 克、牛黄 1 克、麝香 1 克这五味药组成[9]。主治急性惊风、胸满便秘、积食不消、四肢抽搐，具有

镇惊、安神、顺气、驱风的功能。目前国内外尚无关于蒙药朝伦雄胡-5 在癫痫中的研究，这也是本研究

的一大创新点。 
先前本课题组将轴突导向分子 Semaphorin 3F (Sema3F)在 0 min、5 min、15 min、30 min 加入到原代

大鼠海马神经元当中，发现了海马神经元中 VEGF 蛋白及 mRNA 的表达随着时间的变化逐渐增多[10]。
课题组另一项研究，在 0 min、30 min 这两个时间点，向培养到 3 天的原代大鼠海马神经元中加入了

Sema3F，而对照组加入了同等剂量的胎牛血清，后应用高通量测序的方法发现实验组的 VEGF mRNA 较

对照组表达明显升高[11]。以上也提示了 VEGF 在神经系统中具有一定的潜在作用。 
本实验旨在通过建立癫痫持续状态大鼠模型，观察癫痫发作急性期 VEGF 的变化情况，以及应用蒙

药朝伦雄胡-5 对 VEGF 表达的改变情况，探讨该药物在癫痫疾病中的潜在作用。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

实验动物：6~8 周龄健康雄性 Sprague-Dawley (SD)大鼠 130 只，由内蒙古医科大学实验动物中心提供

(许可证号：SCKK2012-0004)。实验程序和动物使用及护理规程由内蒙古医科大学动物伦理委员会批准。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 第一部分：大鼠癫痫持续状态模型的建立及分组 
选取 90 只 6~8 周龄健康雄性 SD 大鼠，采用随机数字法将它们随机分为 3 组，分别为造模成功组、
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给药对照组与生理盐水对照组，每组各 30 只。前两组通过腹腔注射氯化锂–毛果芸香碱制作癫痫持续状

态大鼠模型，首先给予氯化锂(127 mg/kg)腹腔注射，间隔 18~24 h 后给予阿托品(1.5 mg/kg)腹腔注射，30 
min 后再给予毛果芸香碱腹腔注射，首次剂量为 60 mg/kg，无发作者，以后每 30 min 给予 10 mg/kg，最

多给予 5 次，直至出现 IV~V 级惊厥发作(参考 Racine 分级标准) [12]。在大鼠持续惊厥 90 min 后给予地

西泮(10 mg/kg)腹腔注射止惊，以后每隔 10 min 注射地西泮 10 mg/kg，直至惊厥停止。生理盐水对照组

给予同等剂量的生理盐水处理。造模完成后，选取造模成功后 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h 为时间点，每组

每个时间点随机选取 3 只大鼠处死，留取海马组织标本，使其保存于−80℃冰箱，用于后续的实验。 

2.2.2. 第二部分：应用蒙药朝伦雄胡-5 对大鼠癫痫持续状态模型进行干预 
选取 6~8 周龄健康雄性 SD 大鼠 40 只，随机分为 2 组，为蒙药组和对照组。制作癫痫大鼠模型前 3 

d，蒙药组给予蒙药朝伦雄胡-5 (10 mg/kg 1 次/日)灌胃处理，对照组给予同等剂量的生理盐水灌胃[9]。3 
d 后对蒙药组和对照组通过腹腔注射氯化锂–毛果芸香碱制作大鼠癫痫持续状态模型，制作模型方法同

第一部分。选取造模成功后 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h 为时间点，每组每个时间点随机选取 3 只大鼠处

死，留取海马组织标本，保存于−80℃冰箱，用于后续的实验。 

2.2.3. qRT-PCR 法检测 VEGF 表达量 
1、RNA 提取 
1) 从−80℃冰箱中取出组织放于冰上，剪取小块组织放在 EP 管中剪碎，用取样器吹打混匀； 
2) 将处理后的样品置于室温下 5 min，使得核酸蛋白复合物完全分离； 
3) 匀浆样品中加入氯仿 0.2 ml，关闭管盖，猛摇匀液 15 s，室温放置 3~5 min； 
4) 2~8℃1200 rpm 离心 10 min； 
5) 加入 500 ul 洗柱液在吸附柱中，室温下放置 2 min，2~8℃12,000 rpm 离心 2 min； 
6) 在步骤 4)中，将 200 ul 无水乙醇加入收集的上清中，混合。上清液加入吸附柱静置 2 min，2~8℃，

12,000 rpm 离心 2 min； 
7) 将 600 ul 冲洗液加入吸附柱中，12,000 rpm 离心 2 min； 
8) 重复 7)； 
9) 2~8℃12,000 rpm 离心 2 min，将吸附柱置于室温放置数分钟将吸附柱中的残留漂洗液去除； 
10) 将吸附柱放入新管中，将 50~100 ul RNase-free ddH2O 滴入膜中心，室温放置 5 min，室温 12,000 

rpm 离心 2 min，得到 RNA。 
2、总 RNA 逆转录及 RT-PCR 
① RNA 逆转录：用 FastKing 一步法通过预混试剂合成第一链 cDNA。50 ng~2 ug 总 RNA 可建立 20 

ul 反应体系。 
② Real-time PCR：采用两步法进行。 

2.2.4. Western Blot 检测 VEGF 蛋白表达量 
1) 从−80℃冰箱中取出海马组织放在冰上，剪取小块组织被放在 EP 管中，再切成小块，每管加入裂

解液 200 ul~300 ul，冰裂 45 min； 
2) 裂解后，4℃12,000 rpm 离心 15 min； 
3) 蛋白质浓度测定：加 5× loadingbuffer，煮沸 5 min，−80℃保存。 
4) 上样电泳：100℃处理 5 min，每孔取总细胞蛋白 100 μg。电泳采用每凝胶 15 mA 恒流电源进行。 
5) 转膜：膜转移过程在 4℃下进行，膜转移条件为 100 V/100 mA。 
6) 免疫印迹显色：ECL 显色系统。 
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① 封闭：用 1× PBST 配制 5%脱脂奶，4˚摇床过夜或室温 2 h。 
② 一抗：用封闭液稀释一抗，将 PVDF 膜浸泡于一抗孵育液中，4℃孵育过夜。 
③ 洗膜：一抗回收，用 PBST 洗膜 3 次，每次 5 分钟。 
④ 二抗：孵育各自对应的种属的二抗，室温，45 min。 
⑤ 洗膜：用 PBST 洗膜 3 次，每次 5 分钟。 
⑥ 显色曝光。 

2.3. 统计学分析 

采用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学分析，计量资料以均数 ± 标准差(x ± s)表示，两组间比

较采用两样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 第一部分：癫痫持续状态大鼠模型海马组织中 VEGF mRNA 及蛋白水平变化情况 

在造模期间，共有 4 只大鼠因癫痫持续状态而导致死亡，有 17 只未出现惊厥发作，造模成功率为

65.0%。首先，为了探究癫痫持续状态大鼠模型海马组织中 VEGF 的表达情况，我们应用 qRT-PCR 法测

定了大鼠癫痫持续状态后 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h 这 5 个时间点 VEGF mRNA 的表达情况，结果发现

造模成功组 VEGF mRNA 表达较给药对照组和生理盐水对照组显著升高(P < 0.05)；给药对照组与生理盐

水对照组 VEGF mRNA 表达水平无明显差异。且造模成功组 VEGF mRNA 随着时间的增长而逐渐升高，

给药对照组与生理盐水对照组的 VEGF mRNA 不随时间而变化。为了进一步研究，应用 Western blot 法
测定了大鼠癫痫持续状态后 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h，VEGF 蛋白的表达情况，造模成功组较另外 2 组

相比，VEGF 蛋白表达水平显著增高(P < 0.05)；给药对照组与生理盐水对照组 VEGF 蛋白表达水平无明

显差异。而且 3 组的 VEGF 蛋白变化均无明显的时间依赖性。 

3.2. 第二部分：应用蒙药朝伦雄胡-5 对癫痫持续状态大鼠模型干预后，大鼠海马组织中 VEGF  
mRNA 及蛋白水平变化情况 

为了较好地探究蒙药朝伦雄胡-5对癫痫持续状态大鼠VEGF的影响，我们应用了 qRT-PCR和Western 
blot 两种方法对大鼠海马组织 VEGF mRNA 及蛋白进行了测定，结果发现，在 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h
这 5 个时间点，蒙药组 VEGF mRNA 与对照组相比，表达显著降低(P < 0.05)，并且随着时间的增长，

VEGF 不断降低；在 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h，蒙药组较造模成功组 VEGF 蛋白表达显著降低(P < 0.05)，
但并不存在时间依赖性。 

4. 讨论 

惊厥是儿科神经病学中最常见的急症，儿童抽搐的发病率比成年人高[13]并且儿童更容易发生癫痫

持续状态(SE)，导致严重的神经系统后遗症，如癫痫、认知障碍、情感障碍，从而极大地影响着患儿的生

活质量。目前，SE 后癫痫的发生机制尚不完全清楚，也没有有效的治疗方法来修复惊厥所致的脑损伤或

者有效地预防癫痫的发生。癫痫发生是一种以自发性反复性癫痫(SRS)为特征的病理过程。急性惊厥性脑

损伤向癫痫转化的发展过程，根据脑内发生的不同生理病理变化和 SRS 的发生时间，可分为急性期、潜

伏期和慢性期。在动物模型中，0~3 d 为急性期，3~7 d 为潜伏期，7~10 d 左右为慢性早期。VEGF 是神

经系统与血管之间重要的联系因子[14]，然而，关于其在癫痫中是否发挥作用的相关研究有限，因此在本

实验中我们选择了 VEGF 这一因子，同时选择了氯化锂–毛果芸香碱诱导的癫痫大鼠模型，因为这个模
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型引起的癫痫发作以及脑组织损伤与人类的癫痫发作较相似[15]。 
VEGF 家族需依赖 VEGF 受体发挥相应的生物学功能。目前已知的 VEGF 受体及相关受体有 VEGFR-

1 (FIt-1)、VEGFR-2 (FIk-1/kDR)、VEGFR-3 (FIt-4)、神经纤维蛋白-1 和神经纤维蛋白-2。VEGFR-1 和

VEGFR-2 是主要受体。VEGFR2 是一种酪氨酸激酶受体，可激活多条下游的信号通路，引起神经发生、

血管生成、神经回路重建和异常神经网络形成。激活 PI3K/PKB 信号通路和 MAPK/ERK 信号通路是重要

的信号通路，在细胞增殖、分化和凋亡中发挥重要作用[16]。这两种途径都可能在癫痫的发生发展中发挥

作用。 
癫痫通常被认为是由过度的神经元活动引起。因此，过度的神经元活动是目前使用的抗癫痫药物的

主要作用靶点。然而，仍有多达 30%的癫痫患者对现有的抗癫痫药物表现出耐药性，这表明癫痫不仅与

神经细胞有关，还可能与其他脑细胞有关。星形胶质细胞、周皮细胞和内皮细胞构成了血脑屏障(BBB)，
它调节着脑实质和循环血液之间的物质交换。有人认为血脑屏障功能障碍，尤其是屏障渗漏，会加剧癫

痫的发生发展，反之，癫痫发作也会诱发血脑屏障渗漏。此外，多项研究表明血脑屏障功能障碍是发生

难治性癫痫的主要原因之一。VEGF 是一种与血脑屏障功能障碍相关的分子之一[17]。在啮齿动物模型

中，VEGF 能够诱导血脑屏障渗漏[18]，这表明 VEGF 与难治性癫痫的发生也存在相关性。先前本课题组

将 Sema3F 在 0 min、5 min、15 min、30 min 这 4 个时间点，加入到原代大鼠海马神经元当中，发现了海

马神经元中 VEGF 蛋白及 mRNA 的表达随着时间的增长而逐渐增多。本课题组另一项研究，在 0 min、
30 min 这两个时间点，在培养到 3 天的原代大鼠海马神经元中加入了 Sema3F，而对照组加入了同等剂量

的胎牛血清，之后应用高通量测序的方法发现实验组的 VEGF mRNA 较对照组表达显著升高，以上本课

题的研究结果也提示了在神经系统中 VEGF 具有一定的作用。 
VEGF 对神经系统中的血管和神经有着双重作用。一方面，它能够促进血管增殖，加剧癫痫的发生。

另一方面，它能够抑制海马细胞凋亡，促进神经干细胞(neural stem cells, NSCs)增殖，以及修复受损的神

经[19]，对癫痫的发生有保护作用。既往研究发现，SE 后癫痫的发展过程中 VEGF 和 VEGFR2 的表达存

在波动现象，这与 SRS 的发生趋势是一致的[20]。VEGF 可促进 SE 后急性期海马 NSCs 的再生，提示其

可能参与了癫痫的发生。研究人员已经证明了 VEGF 的双重作用参与了正常成人大脑的神经和血管生成。

在脑缺血模型中已经证实，VEGF 在脑损伤后的不同时期具有不同的作用。缺血早期阻断 VEGF 的表达

可减轻脑水肿，在亚急性期促进 VEGF 表达可改善脑血管灌注，促进血管生成以及损伤部位的神经生成，

而且还不会破坏血管的渗透性[21]。一项研究[22]显示，在颅脑损伤的亚急性期，将外源性 VEGF 注入侧

脑室，可以促进内皮细胞增殖，增加血管总数，从而达到保护大脑的作用。因此，目前 VEGF 在癫痫的

发生中的具体作用机制仍然是不明确的。 
VEGF/VEGFR 信号在中枢神经系统血管生成中至关重要 [23]。一些研究中，有的强调了

VEGF/VEGFR 信号通路在癫痫病中的负面作用，包括血管畸形、血脑屏障功能障碍和血管的过度生成。

也有研究显示，VEGF/VEGFR 信号在中枢神经系统中有神经营养作用，包括诱导神经突生长和抑制神经

元死亡。一些研究报道了 VEGF 在毛果芸香碱诱导的 SE 大鼠中具有抗癫痫作用[24]，应用 VEGF 治疗可

减少脑组织神经元的自发放电，并促进体内海马神经发生，提高识别能力。此外，使用 VEGF 治疗能够

改变星形胶质细胞的形态，特别是其分支的形态，这可能会改善癫痫发作后的海马区域的功能。在实验

性癫痫模型中，VEGF 在三个突触回路中每个主要的谷氨酸突触水平上抑制诱发的突触后电位，并减少

毛果芸香碱导致 CA3 区诱发的或自发的癫痫发作[25]。在本实验中，在使用氯化锂–毛果芸香碱诱导的

癫痫持续状态的大鼠海马组织中，发现 VEGF 的表达明显增高，这也提示了 VEGF 对癫痫的发生具有一

定的潜在作用。 
蒙医药的发展早在 3000 年前就有了记载，一些传统的蒙医药方剂在民间广为流传。这些古老的民间
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偏方被用于治疗各种疾病，初步奠定了蒙医药发展的基础。蒙医以阴阳五行哲学为指导，辨证治疗六种

基本疾病。蒙医沿用至今，疗效准确可靠。它是在长期临床实践的基础上逐步发展起来的。蒙医药为蒙

古民族的繁荣昌盛、疾病防治作出了贡献，丰富了祖国的医学宝库，应继续发扬光大。在本研究中，我

们使用蒙药朝伦雄胡-5 对癫痫持续状态大鼠模型进行干预，希望能为癫痫的治疗提供新的治疗手段。实

验结果发现，与对照相比，在蒙药组中，该药物会对 VEGF mRNA 及蛋白起到了一定的抑制作用。 
综上，本实验发现 VEGF 参与了癫痫的病理过程，且在毛果芸香碱诱导的大鼠发生癫痫持续状态后

的 24 小时内，VEGF mRNA 以及蛋白的表达是升高的，这提示在癫痫发作的急性期，VEGF 可能具有一

定的潜在作用，但其具体的保护机制还需要进一步研究。而蒙药朝伦雄胡-5 在癫痫发作的急性期会抑制

癫痫大鼠模型海马组织中 VEGF mRNA 和蛋白的表达，表明该药物在癫痫这一疾病的治疗方面可能具有

一定作用，我们在后续实验中会继续研究该药物的作用机制。 

5. 结论 

1) 在氯化锂–毛果芸香碱诱导的癫痫持续状态大鼠海马中的 VEGF mRNA 的表达是升高的。 
2) 在氯化锂–毛果芸香碱诱导的癫痫持续状态大鼠海马中的 VEGF 蛋白的表达是升高的。 
3) 蒙药朝伦雄胡-5 在大鼠癫痫持续状态模型中从转录水平上可诱导 VEGF 表达下降，并且随着时间

的增长而不断降低。 
4) 蒙药朝伦雄胡-5 在癫痫持续状态模型中从蛋白水平上可部分抑制 VEGF 表达升高。 
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