
基金项目：大连市科学技术基金计划项目（２００８Ｊ２ＪＨ００５）
收稿日期：２０１０－１１－２６；修回日期：２０１１－０３－０９
作者简介：曾常茜（１９６４－），女，教授，硕士，主要从事癫痫的发病机制研究。
通讯作者：邹飒枫（１９６２－），男，教授，硕士，主要从事癫痫的发病机制研究。Ｅｍａｉｌ：ｄｌｚｓｆ６２＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

·论著·

Ａ型钾通道 Ｋｖ４．１在戊四唑致痫大鼠海马区的表达
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摘　要：目的　通过检测 Ａ型钾通道 Ｋｖ４．１在戊四唑（ＰＴＺ）致痫大鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ３及齿状回区的表达变化，探讨 Ａ型
钾通道在癫痫发病机制中的作用。方法　ＳＤ大鼠４０只，随机分为正常组、致痫后１ｈ、２４ｈ、７２ｈ组。腹腔注射 ＰＴＺ制备

大鼠癫痫模型，应用免疫组化及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术检测 Ｋｖ４．１在各时间段海马 ＣＡ１、ＣＡ３及齿状回区的蛋白表达情况。结

果　致痫组大鼠海马区 Ｋｖ４．１蛋白表达水平在致痫后１ｈ、２４ｈ、７２ｈ三个时间段均明显高于正常组（Ｐ＜０．０５）；各致痫

组之间 Ｋｖ４．１蛋白表达水平无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　大鼠癫痫模型海马区 Ａ型钾通道 Ｋｖ４．１蛋白表达增多，

Ｋｖ４．１的表达上调可能在癫痫的发生中起作用。
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　　癫痫是一组发病机制不完全清楚的慢性脑
病。近年来人们不断从分子、基因及形态学方面探

讨癫痫的发病机制，很多研究表明有些癫痫是离子

通道病［１］，但具体的致病机制仍未完全清楚，因此

离子通道的研究对癫痫有重要意义。本实验通过

免疫组化染色及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术检测致痫前后大
鼠海马区钾通道 Ｋｖ４．１蛋白表达的情况，探讨钾

通道 Ｋｖ４．１是否与癫痫发病相关，为癫痫的诊治
提供实验依据。

１　材料与方法
１．１　动物

ＳＤ雄性大鼠 ４０只，１０周龄，体重（１８０±２０）
克，由大连医科大学实验动物中心提供。饲养条件

为室温、光照每日 １０ｈ、自由饮食和水。
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１．２　试剂
抗鼠 Ｋｖ４．１单克隆抗体购自 ａｌｏｍｏｎｅ公司；β

ａｃｔｉｎ内参蛋白购自上海硕盟；ＳＰ试剂盒和 ＤＡＢ显
色剂购自北京中杉金桥公司；Ｍａｒｋｅｒ购自宝生物公
司；戊四唑（ＰＴＺ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＮＰ４０、ＳＤＳ、
ＰＭＳＦ、ＢＳＡ、丙烯酞胺、Ｔｒｉｓ碱、ＴＥＭＥＤ、过硫酸胺、
澳酚蓝、甘氨酸、ＤＴＴ、考马斯亮蓝 Ｒ２５０均为 Ａｍ
ｒｅｓｃｏ公司产品。
１．３　仪器设备

ＰＯＷＥＲＬＡＢ电生理记录仪（澳大利亚 ＡＤｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ）；ＤＵ６４０紫 外 分 光 光 度 计 （美 国 ＢＥＣＫ
ＭＡＮ）；蛋白电转仪、垂直电泳仪和凝胶成像系统
（美国 ＢｉｏＲａｄ）；低温台式高速离心机（日本 ＨＩＴＡ
ＣＨＩ公司）；－７０℃超低温冰箱（青岛海尔）；显微
镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．４　方法
１．４．１　实验分组　对照组 １０只，实验组 ３０只，
分别在致痫后 １ｈ、２４ｈ、７２ｈ时间段取 １０只进行
实验。

１．４．２　癫痫模型的制作　所有大鼠于实验前饲
养 １周，发现无自发癫痫发作方可入选。首先大鼠
腹腔注射１％ ＰＴＺ溶液５０ｍｇ／ｋｇ，观察大鼠的发作
表现。所有大鼠在注射 ＰＴＺ后出现颈部肌肉痉挛，
随后出现双侧前肢阵挛伴站立以及全身阵挛、失去

平衡。大鼠成功致痫的标准采用 Ｒａｃｉｎｅ六级评价
标准：０级，无任何反应；１级，湿狗样抖动、面肌痉
挛如眨眼、动须及节律性咀嚼；２级，颈部肌肉痉挛
表现为点头或甩尾；３级，一侧前肢痉挛；４级，双
侧前肢痉挛伴站立；５级，全身痉挛，失去平衡，跌
倒。当达到 ４～５级时，重复惊厥发作 １ｍｉｎ以上，
脑电监测为散在性棘波、尖波、棘慢波时认为致痫

成功。分别在癫痫发作后的 １ｈ、２４ｈ、７２ｈ时间
段取材进行实验。

１．４．３　脑电的引导与分析　每组动物取两只大
鼠行脑电监测。电极安装在右额及右枕（右额坐

标为前囟前 ３．０ｍｍ，中线旁 ２．０ｍｍ，硬膜下 ０．５
ｍｍ；右枕坐标为前囟后 ５．８ｍｍ，中线旁 ３．０ｍｍ，
硬膜下 ０．５ｍｍ）。通过 ＰＯＷＥＲＬＡＢ生理记录仪进
行脑电记录，参数为高通 ０．０３Ｓ，低通 ３０Ｈｚ，量程
５００μｖ～３ｍｖ。在注射前后监测 ＥＥＧ，每 ５ｍｉｎ记
录一次至 １５０ｍｉｎ。通过对脑电图的形态、频率、
波幅进行痫样放电的判断。

１．４．４　脑片制作及组织冻存　１０％的水合氯醛

４００ｍｇ／ｋｇ经腹腔麻醉后，往左心室灌注生理盐水
１００ｍｌ。断头取脑，将脑组织沿中线分成两半，一
半用 ４％多聚甲醛固定 ２４ｈ，４℃，用于免疫组化染
色；另一半分离出海马组织迅速置于液氮中保存，

以备行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测。
１．４．５　免疫组化染色检测钾通道 Ｋｖ４．１的表达
　Ａ型钾通道 Ｋｖ４．１抗原表达检测采用 ＡＢＣ染色
法，各组大鼠脑组织做石蜡切片后常规脱蜡至水；

用柠檬酸盐进行抗原高压锅修复，自然凉至室温；

３％ Ｈ２Ｏ２去离子水孵育，以消除内源性过氧化物
酶活性；滴加试剂盒中试剂 Ａ室温孵育，倾去，勿
洗；用浓度为１∶１５０稀释的兔抗羊 Ａｎｔｉｋｖ４．１孵育，
４℃过夜；滴加试剂 Ｂ，３７℃温箱孵育，滴加试剂 Ｃ，
３７℃温箱孵育；ＤＡＢ显色 １ｍｉｎ，用自来水冲洗，然
后用苏木素复染，酒精脱水、透明，中性树胶封固。

所有切片在光镜下按统一放大倍数（１０×４０倍）
进行定量分析。计算每个高倍视野阳性染色的平

均光密度。

１．４．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测钾通道 Ｋｖ４．１蛋白水平
　①蛋白样品制备：脑组织块剪碎，加单去污剂裂
解液（含 ＰＭＳＦ）裂解 ３０ｍｉｎ后，在 ４℃ １２０００ｒｐｍ
离心 ５ｍｉｎ，取上清液分装于离心管中。②蛋白含
量测定：取上清液加蒸馏水混匀后，用紫外分光光

度计测定 ＯＤ２６０和 ＯＤ２８０数值。③灌胶：将玻璃
板对齐、卡紧，分别灌入 １２％分离胶和 ５％的浓缩
胶。④上样：用微量进样器缓慢加入样品。⑤跑
胶：浓缩胶时电压为 ８０Ｖ，当蛋白跑过浓缩胶至分
离胶时转为 １２０Ｖ，电泳至溴酚蓝刚跑出即可终
止。⑥转膜：利用蛋白电转仪装置，冰中进行，转
膜完毕后封闭液封闭。⑦孵育：ＴＢＳＴ稀释一抗至
一定的倍数，一抗孵育，４℃过夜。二抗孵育 １ｈ，
开始显影。⑧显影：暗室中曝光，大约 ３０ｓ，曝光
完毕后置于显影液和定影液中，自来水冲洗，室温

下晾干。将胶片进行拍照，用凝胶成像系统分析目

的条带，用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对图片进行光密度测
定，取各条带累积光密度与相应的 βａｃｔｉｏｎ的累积
光密度之比作为蛋白表达相对量，对此进行方差分

析。

１．５　统计学方法
用 ＳＳＰＳ１１．５软件对免疫组化检测的 Ｋｖ４．１蛋

白平均光密度和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ测得的 Ｋｖ４．１蛋白表
达相对量进行方差分析，所有数据以均数 ±标准差
表示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果
２．１　痫样行为及脑电图检测结果

实验组 ３０只大鼠大多在第一次注射 ＰＴＺ５０
ｍｇ／ｋｇ后出现抖动、动须、点头及节律性咀嚼，然后
每 １０ｍｉｎ注射 １０ｍｇ／ｋｇ一至两次后，２８只大鼠出
现全身阵挛、角弓反张、四 肢 强 直、跌 倒，达 到

Ｒａｃｉｎｅ标准 ４～５级，持续约 １０～２０ｍｉｎ后逐渐停
止抽搐缓解。在大鼠抽搐发作中，脑电图明显异

常，表现为大量的棘波、尖波及尖慢波，节律不规

则（见图 １）。对照组大鼠脑电图呈细小 α波，波
幅较均一（见图 ２）。

图 １　实验组大鼠抽搐时的脑电图 图 ２　对照组大鼠的脑电图

２．２　ＰＴＺ致痫大鼠 Ｋｖ４．１蛋白表达变化
结果如图 ３、图 ４所示，瞬时外向钾通道 Ｋｖ４．１

在对照组和实验组均有表达，并且在大鼠海马中广

泛分布。对照组在高倍镜下可见胞浆和胞膜上有

棕黄色阳性反应颗粒，阳性细胞着色较浅。实验组

海马阳性细胞较对照组增加，阳性细胞一般为梭

形，以 ＣＡ１和 ＣＡ３区表达明显。实验组（１ｈ、２４ｈ
和 ７２ｈ）海马各区的平均光密度值与对照组相比
均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。实验组各时间段之
间无明显差异（Ｐ＞０．０５），见表 １。

　　图 ３　大鼠 ＣＡ１区 Ｋｖ４．１表达的免疫组织化学染色（ＤＡＢ染色，苏木素复染，４００×）。Ａ：对照组；Ｂ：致痫后 １ｈ大鼠；　

Ｃ：致痫后 ２４ｈ大鼠；Ｄ：致痫后 ７２ｈ大鼠。

　　图 ４　大鼠 ＤＧ区 Ｋｖ４．１表达的免疫组织化学染色（ＤＡＢ染色，苏木素复染，１００×）。Ａ：对照组；Ｂ：致痫后 １ｈ大鼠；　

Ｃ：致痫后 ２４ｈ大鼠；Ｄ：致痫后 ７２ｈ大鼠。
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表１　免疫组化染色检测钾通道Ｋｖ４．１的表达　　（ｘ±ｓ）

分组
海马分区

ＣＡ１ ＣＡ３ ＤＧ
对照组 ０．２１３±０．００９ ０．２００±０．００５ ０．２２７±０．００８
１ｈ组 ０．２４０±０．０１２ ０．２４３±０．００９ ０．２７０±０．０１１

２４ｈ组 ０．２６２±０．０１６ ０．２３３±０．０１２ ０．２５３±０．０１３
７２ｈ组 ０．２８０±０．０１５ ０．２５３±０．０１５ ０．２７３±０．０１５

　　注：为与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　Ｋｖ４．１蛋白相对浓度的检测结果
结果如图 ５所示：在 ６５ＫＤ处有明显的蛋白条

带，各实验组与对照组相比蛋白条带明显宽厚，而

各实验组蛋白条带之间基本相同。结果提示，海马

神经元有 Ｋｖ４．１表达，实验组大鼠海马区 Ｋｖ４．１表
达上调，这与免疫组化染色检测的结果一致。致痫

后 １ｈ、２４ｈ、７２ｈ大鼠海马区 Ｋｖ１．４蛋白相对浓度
与对照组相比均有明显差异（Ｐ＜０．０５），见表 ２。

图 ５　对照组与致痫后 １ｈ、２４ｈ、７２ｈ组的凝胶成像结果

表２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测海马电压门控钾通道Ｋｖ４．１与相应内参光

密度比值　（ｘ±ｓ）

分组 Ｋｖ４．１蛋白
对照组 １．５９７±０．０１９
１ｈ组 １．８７３±０．１１１

２４ｈ组 １．９５６±０．００９

７２ｈ组 １．８３８±０．０１２

　　注：为与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
癫痫是由广泛神经元异常同步化放电所致，此

过程中，细胞内外离子分布和转运的异常起了重要

作用。这些离子进出细胞受离子通道的调节，离子

通道的异常可以促发癫痫。在电休克诱导的惊厥

中新皮质和海马细胞外钾离子浓度较正常值高 ４
倍，从而导致癫痫的异常神经元放电［２］。钾通道

Ｋｖ４．１属于瞬时外向钾通道或 Ａ型钾通道，该通
道具有快速激活和快速失活的特性。去极化时通

道暂时开放，产生短暂外向电流，即 ＩＡ电流。ＩＡ
电流是动作电位复极化早期外向电流的主要成分。

当 Ａ型钾通道持续失活时，动作电位时程延长导
致 Ｃａ２＋内流增加，触发神经递质大量释放并调节
钙依赖的后续进程，并介导兴奋性突触后电位

（ＥＰＳＰ），增强神经元兴奋性，导致癫痫发作［３］。到

目前为止，用实验手段证实在哺乳类细胞至少存在

５种 表 达 ＩＡ电 流 的 钾 离 子 通 道 亚 基：Ｋｖ１．４、
Ｋｖ３．４、Ｋｖ４．１、Ｋｖ４．２和 Ｋｖ４．３［４］。有研究表明
Ｋｖ４家族成员是海马神经元中产生 ＩＡ电流的最主
要成分，它能通过阻止动作电位在树突处的产生并

限制动作电位的反向传播，延长神经冲动发放的间

隔时间等来降低神经元的兴奋性［５］。这种 Ａ型钾
通道广泛分布在许多类型的神经元上，并在海马锥

体 ＣＡ１区神经元树突末梢呈高密度分布。它们参
与调节突触的输入、动作电位的起始和反向传播、

改变神经元兴奋性突触后电位幅度、影响神经元的

兴奋性及信号传导。Ａ型钾通道的快速激活和失
活使我们假设在 ＥＰＳＰ中有一个潜在的抑制作用，
该通道参与了同步性的抑制性输入，从而抑制神经

元兴奋［６］。

戊四唑是一种中枢神经系统致惊厥剂，可增加

中枢神经细胞膜的通透性，通过阻止 ＧＡＢＡ自发释
放，进 一 步 导 致 离 子 通 道 功 能 异 常 而 引 发 癫

痫［７，８］。本实验在 ＰＴＺ致痫模型上对不同时间段
大鼠海马 ＣＡ１、ＣＡ３和 ＤＧ区 电 压 门 控 钾 通 道
Ｋｖ４．１行免疫组化染色和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测。结果
显示：实验组各时间段（１ｈ、２４ｈ、７２ｈ）免疫组化
染色平均光密度高于正常对照组，以 ＣＡ１和 ＣＡ３
区最为显著，具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎＢｌｏｔ检测出大鼠海马区电压门控钾通道 Ｋｖ４．１
蛋白相对浓度在致痫组各时间段蛋白表达均高于

对照组，而致痫组之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。
以上实验结果表明，在癫痫发作的急性期，机体通

过增加通道 Ｋｖ４．１蛋白的表达，进而增加 Ａ型钾
电流，限制动作电位的产生和兴奋性的传导，从而

阻止癫痫的发作，对癫痫发作起到保护作用。国内

学者［９］在戊四唑致痫模型上同样发现大鼠海马

ＣＡ３区钙超载严重，与钙超载的荧光钙离子成像的
研究结果一致，所以可以认为 ＣＡ３区的钙超载参
与了癫痫的发病机制。有实验证明 Ｋｖ４．２和Ｋｖ４．３
表达水平升高后，可增强 Ａ型钾电流，减慢神经冲
动的发放频率，抑制神经元兴奋性，从而限制异常

放电扩散，起到抗痫性发放的作用。这提示 Ｋｖ４．２
和 Ｋｖ４．３表达水平升高可能是神经元在产生异常
电兴奋后出现代偿性自我保护反应［１０］。Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ分析表明在海马硬化症和神经胶质瘤中，在损
害处和 ＥＰＫ激活途径中总的 Ｋｖ４．２是增加的［１１］。
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本实验通过对 Ｋｖ４．１的研究，证实 Ｋｖ４．１参与癫
痫的发病机制，为以 Ａ型钾通道为靶点的抗癫痫
药物的开发提供依据。
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