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低温抑制海马脑片NMDAR1 过度激活的机制研究
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【摘　要】目的：研究低温抑制癫痫发作的分子机制。方法：制作大鼠离体器官型海马脑片模型，并用谷氨酸诱导模拟缺

血性损伤。观察组模型置于 33±1℃的环境中干预处理，对照组继续置于 37℃的环境中，比较两组模型干预前后 CA1、

CA3 区神经元死亡细胞百分比、场电位振幅和频率的变化、突触前膜神经递质释放量的改变和突触后膜 N- 甲基 -D- 天冬

氨酸受体 1（NMDAR1）表达量的变化。结果：观察组 CA1、CA3 区神经元在干预后 6h 死亡细胞比例达到峰值，此后逐渐

回落，干预后各时间段的神经元死亡细胞比例均低于对照组（P ＜ 0.05）；观察组场电位振幅降低了（22.13±8.85）％，

频率降低了（79.14±3.67）％，与对照组相比差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；观察组突触前神经递质 Glu 的释放量在干

预后低于对照组（P ＜ 0.05），GABA 的释放量在干预后高于对照组（P ＜ 0.05）；观察组 CA1、CA3 区 NMDAR1 蛋白水

平低于对照组（P ＜ 0.05）。结论：轻度低温可通过抑制 NMDA 通路上神经递质的释放与受体的表达而发挥抗癫痫作用。

【关键词】低温；NMDAR1；癫痫

癫痫是一类脑部神经元异常过度超同步化放电产生的

综合征，是神经内科常见疾病之一，据《全球癫痫报告》

统计，2019 年，全球约有 5000 多万癫痫患者，其中约 40%

是脑梗死后引发的 [1]。脑梗死后，脑组织缺血缺氧，致使钠

泵衰竭，大量钠离子内流破坏了细胞膜稳定性，加之兴奋性

神经递质如谷氨酸、天冬氨酸大量合成并作用于突触后模，

致使细胞膜过度去极化，从而诱发痫性放电 [2]。有研究表明，

脑梗死后产生的兴奋性神经递质谷氨酸可通过与突触后膜的

N- 甲基 -D- 天冬氨酸受体 1（NMDAR1）相结合介导钙离

子内流，从而诱发癫痫 [3]。轻度低温治疗（33-35℃）是一

种无创的、可运用于脑部缺血性损伤治疗的新技术，大量研

究表明，该治疗方式可减轻缺血缺氧对脑部神经元的毒害，

减少神经元的坏死，对梗死后癫痫的发生也有抑制作用 [4]。

当前，各类研究对轻度低温通过何种途径发挥脑保护作用及

抗癫痫作用的机制阐释得并不清晰。Julie·M.Ziobro 等人 [5]

的研究中，利用谷氨酸的毒性作用，制备了器官型海马脑片

脑缺血后症状性癫痫的模型，与动物模型一致性较好，是一

种理想的研究路径。因此，本研究通过制作大鼠离体器官型

海马脑片模型，探索低温对神经细胞的保护作用，以及低温

对 NMDA 通路的影响，以揭示内在的分子机制，为临床治

疗脑梗死并发癫痫患者提供参考。

1 材料和方法

1.1 器官型海马脑片模型的制备

将出生后 8 天的 40 只 Wister 雄性大鼠麻醉后断头，取

出大脑，经背侧冠状面切取海马组织，切成 0.4mm 左右的

切片，置于平衡盐溶液中。取每个海马的中间 5 片，置于 6

孔组织培养皿中，该培养皿中培养基组成为：25％马血清、

25％ Hanks 平衡溶液（HBSS）、1％青霉素 - 链霉素、36 

mmol/L 葡萄糖和 25mmol/LHepes 缓冲液（pH7.2）。培养箱

环境设置为：温度 37℃、5％ CO2/95％空气的混合气体。培

养 1 天后，换成不含抗生素的培养基，之后每周 2 次更换培

养基。

1.2 谷氨酸损伤

海马脑片培养 3 周后，将培养基换成 3.5mmol/L 的谷氨

酸培养基，置于培养箱中培养 35 分钟，取出切片，用 HBSS

洗涤 2 次，置于之前的培养基中继续培养 24 小时。

1.3 低温干预处理

将 40 只大鼠培养的切片模型随机分为观察组和对照组

两组各 20 份。对照组继续在温度为 37℃的培养箱中培养 2

小时，观察组置于温度为 33±1℃左右的培养箱中培养 2 小

时。处理完毕后，测量分析各项数据。

1.4 死亡神经元测定

使用二乙酸荧光素（FDA）- 碘化丙啶（PI）分子荧光

法评估 CA1、CA3 区神经元在干预前 1 小时、干预后 6 小时、

24 小时、72 小时神经元死亡细胞比例。FDA 可用于细胞活

力的测定，在 490-500nm 波长的激发光下呈绿色荧光。PI

可用于标记死亡细胞或细胞膜不完整的细胞，可在 546nm

波长的激发紫外光下观察到。使用 Leica 荧光显微镜，取每

只大鼠的 1 张切片，在高倍镜（400 倍）下选取切片 CA1、

CA3 区的 2 个部位进行观察。神经元死亡细胞比例等于 PI 标

记的细胞数除以 PI 标记的细胞数与 FDA 标记的细胞数之和。

1.5 场电位记录

取两组的切片培养物，使用人工脑脊液灌注（5ml/

min），人工脑脊液组成为 120mmol/LNaCl、3.5mmol/LKCl、

1mmol/LMgSO4、2.5mmol/CaCl2、1.25mmol/LNaH2PO4、

26mmol/LNaHCO3、10mmol/L 葡萄糖和 95％ O2-5％ CO2，

调节 pH 至 7.4，渗透压至 310mOsm。使用倒置显微镜观
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察细胞。从硅硼酸盐毛细玻璃管中拉出 2-5MΩ 电阻的膜

片电极，用以下溶液填充膜片钳：145mmol/LK- 葡萄糖酸

盐、1mmol/LMgCl2、1.1mmol/LEGTA、4mmol/LNaATP、

15mmol/L 磷酸肌酸、10mmol/LHepes，调节 pH 至 7.2，渗透

压至 295mOsm。使用 EPC-9 型膜片钳放大器及其配套软件

PULSE/PULSEFIT 记录数据。记录两组海马切片在不同的温

度环境中 CA1、CA3 区域锥体神经元的膜片钳数据变化。

1.6 突触前神经递质测定

使用高效液相色谱法—质谱检测法测定两组切片培养

物干预前及干预后的突触前神经递质谷氨酸（Glu）、γ-

氨基丁酸（GABA）释放量的变化 [6]。使用 Thermo Ultimate 

3000 超高效液相色谱仪检测系统和 Thermo Q Exactive 高分

辨质谱仪。两组各取 10 份干预前及干预后 24 小时的海马脑

片切片培养物，剪碎，置入研磨管中，加入缓冲液，经多

次离心提纯后得到纯化的神经突触体。将纯化的样品置入

1.5mL 的 EP 管中，用萃取液稀释后进行均质化处理，并进

一步行衍生化处理，得到最终样品上机测定。

1.7 NMDAR1 蛋白水平测定

使用免疫组化染色测定 NMDAR1 蛋白水平。两组各取

10 份干预前及干预后 24 小时的海马脑片切片培养物，制作

石蜡切片，按照免疫组化染色步骤进行 NMDAR1 染色，使

用 Leica DM2500 显微镜及其图像分析软件在高倍视野下测

定 CA1、CA3 区各 3 个区域的累计光密度值，计算两组的

平均光密度值。平均光密度值 = 累计光密度值 / 观察面积。

1.8 统计学分析

使用 SPSS22.0 软件进行数据分析。其中，计量资料符

合正态分布时用 `x±s 表示，组间对比行 t 检验。P ＜ 0.05

表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 比较两组海马脑片模型干预前后 CA1、CA3 区神

经元死亡细胞百分比

对照组 CA1、CA3 区神经元随着时间推移，死亡细胞

比例逐渐升高；观察组 CA1、CA3 区神经元在干预后 6h 死

亡细胞比例达到峰值，此后逐渐回落。对比两组干预后各时

间段的神经元死亡细胞比例，观察组均低于对照组，差异有

统计学意义（P ＜ 0.05）。见表 1、表 2、图 1、图 2。

表 1 两组海马脑片模型干预前后 CA1 区神经元死亡细胞百

分比比较

组别 干预前 1h
干预后
6h 24h 72h

对 照 组
CA1

10.87±2.86 27.69±2.55 20.47±2.11 18.36±1.83

观 察 组
CA1

10.64±2.93 31.26±2.13 37.01±2.24 48.18±2.62

t 值 0.251 4.805 24.671 41.729
P 值 0.402 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

表 2 两组海马脑片模型干预前后 CA3 区神经元死亡细胞百

分比比较

组别 干预前 1h
干预后
6h 24h 72h

对照组

CA3
15.21±3.11 46.05±4.38 53.47±3.84 57.64±4.90

观察组

CA3
15.06±3.15 34.26±4.51 30.16±5.01 21.55±3.86

t 值 0.152 8.387 16.515 25.875
P 值 0.440 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001
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图 1 两组海马脑片模型干预前后 CA1 区神经元死亡细胞百
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图 2 两组海马脑片模型干预前后 CA3 区神经元死亡细胞百

分比

2.2 比较两组海马脑片模型干预前后场电位振幅、频率

变化

轻 度 低 温 干 预 降 低 了 癫 痫 发 作 时 场 电 位 的 振 幅 和

频率，在低温干预 2 小时的过程中，场电位振幅降低了

（22.13±8.85）％，频率降低（79.14±3.67）％，与对照组

相比差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。见图 3、图 4。

图 3 对照组干预 2 小时的场电位
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图 4 观察组干预 2 小时的场电位

2.3 比较两组海马脑片模型干预前后突触前神经递质

Glu、GABA 释放量的变化

观察组突触前神经递质 Glu 的释放量在干预后明显降

低，与对照组相比差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；观察组

突触前神经递质 GABA 的释放量在干预后明显升高，与对

照组相比差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。见表 3 和图 5、

图 6。
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图 5 两组海马脑片模型干预前后突触前神经递质 Glu 释放量
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图 6 两组海马脑片模型干预前后突触前神经递质 GABA 释

放量

2.4 比较两组海马脑片模型干预前后 CA1 区、
CA3 区 NMDAR1 光密度值变化

观察组 CA1 区、CA3 区 NMDAR1 光密度值在干预后均

明显降低，与对照组相比差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。

见表 4 和图 7、图 8、图 9、图 10、图 11、图 12。
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图 7 两组海马脑片模型干预前后 CA1 区 NMDAR1 光密

度值

表 3 两组海马脑片模型干预前后突触前神经递质 Glu、GABA 释放量的比较

组别
Glu（pmol/mg） GABA（pmol/mg）

干预前 干预后 t 值 P 值 干预前 干预后 t 值 P 值

对照组 4.67±0.59 4.81±0.61 0.738 0.233 8.16±0.34 8.05±0.40 0.937 0.177

观察组 4.70±0.54 2.74±0.49 12.021 ＜ 0.001 8.09±0.38 11.26±0.53 21.738 ＜ 0.001

t 值 0.168 11.831 0.614 21.620

P 值 0.434 ＜ 0.001 0.271 ＜ 0.001

表 4 两组海马脑片模型干预前后 CA1 区、CA3 区 NMDAR1 光密度值比较

组别
CA1 区 CA3 区

干预前 干预后 t 值 P 值 干预前 干预后 t 值 P 值

对照组 0.312±0.025 0.385±0.019 10.397 ＜ 0.001 0.387±0.017 0.452±0.025 9.615 ＜ 0.001

观察组 0.308±0.021 0.267±0.023 5.887 ＜ 0.001 0.39±0.020 0.291±0.028 12.867 ＜ 0.001

t 值 0.548 17.689 0.511 19.182

P 值 0.293 ＜ 0.001 0.306 ＜ 0.001
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图 8 两组海马脑片模型干预前后 CA3 区 NMDAR1 光密度值

 
图 9 对照组 CA1 区干预前后 NMDAR1 表达（400 倍）

注：左图干预前、右图为干预后

 
图 10 观察组 CA1 区干预前后 NMDAR1 表达（400 倍）

注：左图干预前、右图为干预后

 
图 11 对照组 CA3 区干预前后 NMDAR1 表达（400 倍）

注：左图干预前、右图为干预后

 
图 12 观察组 CA3 区干预前后 NMDAR1 表达（400 倍）

注：左图干预前、右图为干预后

3 讨论

脑缺血是诱发癫痫的一大因素，脑梗后患者癫痫的发

生率较高，有研究显示，对于 60 岁以上的新发癫痫病例，

45% 与脑血管病变相关。脑梗后，神经元经历了缺血再灌

注损伤，大量自由基的产生破坏了细胞结构，进一步加重细

胞损伤，细胞内离子通道开放关闭功能失常，极易发生自

发性放电而诱发癫痫 [7]。NMDA 受体是一类离子型谷氨酸受

体，主要分布于神经元细胞膜表面，海马组织分布密度最高，

NMDAR1 是构成该受体的基本亚单位 [8]。大量研究表明，

谷氨酸与 NMDAR 结合后可以介导癫痫的发生，并且导致神

经元的损伤。在一项大鼠癫痫模型的研究中，诱发癫痫后导

致了海马及颞叶皮质中 NMDAR1 蛋白表达上调，这一现象

在海马 CA3 区和齿状回尤其明显，进而推测 NMDAR1 参与

了癫痫的发生 [9]。有研究显示 [10]，癫痫持续状态时，神经

元细胞死亡数量与持续时间呈正相关，而当使用 NMDA 受

体拮抗剂时，细胞死亡比例减少，伴随细胞外钙离子浓度将

低，由此引出，癫痫持续状态时细胞死亡与 NMDA 通路介

导的钙离子外流有关。针对癫痫持续状态，除药物治疗外，

临床上多辅以低温治疗。轻度低温治疗因其所降的温度低，

发挥脑保护作用的同时，产生的并发症相对较少较轻，应用

价值较高 [11]。部分研究显示 [12]，轻度低温可通过抑制 Na-

K-ATP 酶影响神经细胞的兴奋性而控制癫痫。也有动物模

型研究表示 [13]，轻度低温可改变突触间兴奋性与抑制性神

经递质如谷氨酸、γ- 氨基丁酸的释放影响细胞的信号转导，

从而降低神经元兴奋性，改善癫痫持续状态。

本研究中，我们制备了大鼠器官型海马脑片模型，并

用谷氨酸溶液诱导模拟缺血性损伤，从而诱发痫性放电。从

表 1 和表 2 可以看出，在缺血性损伤后采取轻度低温干预可

以降低神经元死亡细胞比例，起到脑保护作用。结合以往的

研究报道，该作用的发生机制可能有以下几个方面：①缺血

性损伤后，大量自由基如超氧阴离子、羟自由基、、一氧化

氮等生成，攻击细胞线粒体、DNA 等，导致神经元细胞损

伤或死亡，轻度低温可以抑制自由的产生而发挥神经元保护

作用 [14]；②细胞凋亡与是多基因共同调控的结果，如 Bcl-2

家族、caspase 家族以及原癌基因及抑癌基因，轻度低温时，

caspase-3 的表达减少，Bcl-2 表达增加，引起胶质纤维酸性

蛋白上调，抑制了细胞凋亡，从而发挥脑保护作用 [15]；③

轻度低温治疗可抑制炎症细胞的黏附、聚集，减少脑缺血后

引发的炎症因子的释放 , 如 IL-2、IL-2、IL-6、TNF-α，

阻断炎性级联反应，从而保护脑组织 [16]。从图 1 和图 2 可

以看出，轻度低温确实可以抑制脑缺血后诱发的癫性放电，

这对指导临床治疗有参考价值。黄亮 [17] 在研究中提出，轻

度低温可以抑制突触前膜兴奋性神经递质的释放，抑制神经

细胞兴奋传导，阻止细胞外钙离子浓度的升高而终止癫痫。

为探索低温抑制癫痫的具体机制，结合各项临床研究与猜

想，我们研究了 NMDA 通路上神经递质与受体的表达情况，

结果显示，轻度低温干预可抑制突触前膜兴奋性神经递质

Glu 的释放，促进突触前膜抑制性神经递质 GABA 的释放，
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且突触后膜 NMDAR1 的表达下调，从而推断，轻度低温通

过抑制 NMDA 通路的过度激活而起到抗癫痫作用。

4 结论

轻度低温可减脑缺血后神经元的损伤，抑制神经元自

发性放电，具有良好的脑保护作用，其抗癫痫作用可能是通

过抑制 NMDA 通路上突触前神经递质 Glu 的释放与突触后

受体 NMDAR1 的表达而实现的。
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