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prepro-orexin 细胞及其神经纤维在致痫模型大鼠中的变化 *
陈福顺 王 卓 王湘庆 郎森阳△

（解放军总医院神经内科 北京 100853）

摘要 目的：研究癫痫模型大鼠中 prepro-orexin 及其神经纤维在不同时间点的变化情况，以阐明 prepro-orexin 在癫痫发生中的作

用，深化癫痫的发病机制。方法：本研究采用海人酸腹腔注射诱发大鼠癫痫发作，并分别于癫痫终止后 8 小时、1、3、7 天和慢性复

发时间点行免疫组化方法检测 prepro-orexin 免疫反应阳性细胞数及其神经纤维的变化情况。结果：prepro-orexin 免疫阳性细胞

的分布主要在外侧下丘脑和穹窿周围核，在海马、大脑皮层及其他大脑组织中并未检测到，各组之间 prepro-orexin 阳性细胞数进

行方差分析表明其差异并不显著，P>0.05；而其免疫阳性神经纤维主要分布在下丘脑、丘脑室旁核及海马，数量稀少；结论：大鼠致

痫后，随着时间的推移，prepro-orexin 免疫阳性细胞总体减少，但未具有统计学意义，但并不能完全认为其与癫痫发作无关；而其

免疫反应神经纤维稀少。
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ABSTRACT Objective: To investigate the changes of the prepro-orexin and its nerve fibers in the rat epilepsy model at different

time points. Methods: Seizures were induced by intraperitoneal injection of kainic acid. The changes of the prepro-orexin
immunoreactive cells and nerve fibers were detected by immunohistochemistry at 8 hours,1,3,7 days and chronic relapsing time after the
termination of epilepsy respectively. Results: Prepro-orexin immunoreactive cells distributed mainly in the hypothalamus and perifornical
nuclei, and were not detected in the hippocampus, cerebral cortex and other brain tissues. Its immunoreactive nerve fibers distributed
sparsely in the hypothalamus paraventricular thalamic nucleus and the hippocampus; Conclusion: The overall reduction of the
prepro-orexin immunoreactive cells is not statistically significant,but can't be fully considerde that they have nothing to do with the
seizure. And their immunoreactive fibers distribut sparsely.
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前言

癫痫是最常见的神经系统疾病之一，其突出的临床特点是

具有反复发作性、每次发作的不可预知性（反射性癫痫除外），

以及必须至少 3 年以上时间的服药治疗。极大的影响了病人的

身心健康，给家庭和社会也带来了巨大的压力，因此，探讨癫痫

发病机制及治疗途径已成为神经病学和神经科学急需解决的

课题。癫痫的发病机制极其复杂，但最后通路是兴奋性和抑制

性不平衡导致大脑神经元异常放电。GABA 是中枢神经系统最

主要的抑制性神经递质，各类癫痫的发生几乎都与脑内 GABA
的功能变化有关。而 Martin G 等人证实 orexins 能增强 GABA
电流 [1]，Denis B 等人实验证明 Orexin 是如何兴奋 GABA 能神

经元[2]，因此，orexins 可能与癫痫有关，是一系列生化、解剖和

电生理改变导致癫痫的自发痫性活动或癫痫持续状态。作为

orexins 水解来源的 orexin 前体—prepro-orexin(prepro-OX)[3, 4] ，

对其研究并不多，而且目前对于 prepro-orexin 与癫痫多时间点

的关系研究国内外尚未见报道。因此，本研究采用海人酸腹腔

注射诱发大鼠癫痫癫痫发作，采用免疫组化方法检测 pre-
pro-orexin 及其神经纤维在不同时间点的变化情况，以试图阐

明 prepro-orexin 在癫痫发生中的关联。

1 材料和方法

1.1 实验动物

成年雄性 Wistar 大鼠，30 只，体重 250-300g，由中国人民

解放军总医院动物中心提供。
1.2 主要仪器和试剂

冰冻切片机为 Lei CA CM1900，Olympus BX53 显微镜，海

人酸（编号 KA0250）购自 sigma 公司，兔抗 prepro-orexin 抗体
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（编号 AB3096）为 Chemicon 公司产品，兔二步法检测试剂盒

（编号 PV-6001）购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
1.3 方法

1.3.1 实验动物分组及模型制作 本实验符合卫生部实验动物

使用与管理指导意见和解放军总医院实验伦理委员会的有关

规定。实验大鼠分笼饲养，饲料与水充足供应，自由摄取。动物

房室温 22℃，湿度 20% -30%，12h-12h 明暗交替。
先饲养适应 1 周后，按动物体重大小编号，随机化分为 6

组，每组 5 只，1 组为对照组，2－6 组为海人酸（KA）组。KA 组

按腹腔注射 KA 诱发急性癫痫发作 SE 后的时间段分 5 组 （时

间点为发作后的 8 小时、1 天、3 天、7 天、慢性复发型组），慢性

复发型组为 KA 组注射 KA 诱发 SE 成功，7 天后再用阈下剂

量的 KA（4 mg/kg）制作慢性复发型癫痫模型。对照组为腹腔注

射等量生理盐水。观察 KA 组大鼠出现痫性发作的时间和表

现，并使痫性发作持续 30 分钟后，腹腔注射地西泮（10mg/kg）
终止发作。各组于相应时间点灌注取材。
1.3.2 大鼠癫痫变化强度分级及判断标准 按 Racine RJ 描述的

5 级标准：1 级，闭眼、竖毛，胡须抖动，嗅、面部抽搐；2 级，点头

运动、咀嚼运动、沿着面部肌肉痉挛；3 级，一侧前肢抬起，轻微

阵挛；4 级，用后肢站起伴有两侧前肢的阵挛；5 级，站立、双侧

前肢阵挛加重，失去平衡跌倒伴全身阵挛[5]。致痫成功标准为达

Racine 分级 4 级以上。
1.3.3 免疫组织化学染色 2%戊巴比妥钠（50mg/kg）将大鼠麻

醉后，经左心室刺入升主动脉，剪开右心耳，先快速灌注冷 PBS
200ml 后，再灌注 4%多聚甲醛 0.1molPBS (pH 7.4,4℃)250ml，
开颅取脑, 固定于上述灌注液中, 然后经含 15%、20%，30%蔗

糖的 PBS 溶液先后梯度脱水沉底,待脑组织沉底后，取脑组织

修块，根据 Paxinos 大鼠图谱定位神经核团，自对耳线 10.70mm
处开始至对耳线 2.7mm 止的范围内于冰冻切片机上行厚度为

30μm 的冠状位连续切片。分别将切片置于 24 孔中，每孔为连

续的 10 张，并用冻存液 -20℃保护切片。选取切片时每只动物

选取 4 片，选取部位为对耳线 6.7mm 至 5.7mm 范围内的连续

4 孔，每孔各取 1 片。用兔抗 prepro-orexin 抗体检测 pre-
pro-orexin 及其神经纤维在大鼠下丘脑、皮层、海马及丘脑室旁

核等的表达。具体如下：(1)EDTA，95℃，15min，PBST 洗片，

3min×3 次；（2）3%H2O2 去离子水孵育 10min，以阻断内源性过

氧化物酶，PBST 洗片，3min×3 次；（3）滴加 10%羊血清，孵育

30min；（4） 滴加一抗兔抗 prepro-orexin 抗体（1：100，Chemi-
con），4℃，48h，PBST，3min×3 次；（5） 弃去一抗，PBS 洗片 ,
3min×3 次；（6）滴加山羊抗兔 IgG 抗体 -HRP 多聚体，室温孵

育 30min，PBS 洗片，3min×3 次；(8)DAB 显色 6min，终止反

应；（9）裱片，自然晾干后，依次脱水透化，中性树胶封片。镜下

观察阳性表达部位呈棕黄色。
1.3.4 图像处理 利用图像分析系统对每张免疫组织化学染色

切片进行定量分析。免疫组化染色切片经 Olympus BX53 显微

镜在 10 倍下观察，并以其配备的 Cannon 数码照相机利用

Olympus Cell Sens Ver1.2.1 图像摄取软件摄取图像，图像像素

为 5184×3456。用 Image-Pro Plus 图像分析系统定量测定每张

切片相应部位的阳性细胞数及神经纤维的累积光密度（IOD）

及其测量面积（area），测量面积截取每张切片相同部位丘脑室

旁核处 753185μm2。
1.3.5 统计方法 数据采用均数±标准差(X±S)，使用 SPSS17.0
统计软件处理数据, 采用区组方差分析, 检验水准 α=0.05，以

P<0.05 为有统计学差异。

2 结果

2.1 prepro-orexin 免疫阳性细胞的变化情况

对各区组脑组织的多部位免疫组化切片实验表明，pre-
pro-orexin 免疫阳性细胞的分布主要在外侧下丘脑和穹窿周围

核，在海马及大脑皮层及其他大脑组织中并未检测到。
2.1.1 prepro-orexin 免疫阳性细胞数 在对照组及致痫后不同

的时间点，prepro-orexin 免疫阳性细胞的数目见表 1，各区组

prepro-orexin 免疫组化染片结果见图 1 所示。

2.1.2 prepro-orexin 免 疫 阳 性 细 胞 数 变 化 对 各 区 组 pre-
pro-orexin 免疫阳性细胞数进行方差分析，结果如表 2 所示，各

区组之间差异显著性 P 值 P>0.05，其差异并无统计学意义；而

图 1 prepro-orexin 免疫组化染片

Fig. 1 Prepro-orexin immunohistochemistry

表 1 prepro-orexin 免疫阳性细胞数

Table 1 Counts of prepro-orexin containing neurons

Group N Mean S

Controls 5 82.72 53.546

8h 5 79.40 47.834

1d 5 72.50 51.320

3d 5 73.43 38.682

7d 5 52.00 37.829

Chronic

relapsing
5 69.25 43.043

Total 30 72.16 45.675
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Note: a=0.05, P>0.05.

Squares df
Mean

square
F

Signifi-

cance

Between

groups
8271.165 5 1654.233 0.784 0.564

Within the

group
181571.390 86 2111.295

Total 189842.554 91

表 2 prepro-orexin 免疫阳性细胞数 ANOVA 分析

Table 2 Counts of prepro-orexin containing neurons ANOVA analysis

图 2 prepro-orexin 免疫阳性细胞数变化曲线

Fig. 2 The counts' curve of prepro-orexin containing neurons

prepro-orexin 免疫阳性细胞数随癫痫发作后时间的推移，其变

化趋势呈现一路向下趋势，但在慢性复发后又升高，具体如图

2 所示。

2.1.3 prepro-orexin 神经纤维的变化 经免疫组化染色切片检

测结果表明 prepro-orexin 免疫反应阳性神经纤维分布稀少，可

在海马、室旁核、下丘脑等处检测得到。如图 3、图 4 所示。

3 讨论

1998 年，2 组研究人员各自发现了 orexin，其由前体 pre-
pro-orexin 水解而来[3, 4]，大鼠 prepro-orexin 由 569 个核苷酸序

列编码，含有 130 个氨基酸的蛋白质，包括 1 个分泌信号序列

和 3 个附加区，可在蛋白酶作用下水解为 orexin-A 和 orex-
in-B，其 orexin 系统与饮食[4, 6, 7]、交感神经活动[8]、以及睡眠与觉

醒状态的调控有关 [9]，发作性睡病也与其功能障碍有关[9-12]；在

体内存在 orexins 的 2 个受体 --OX1R、OX2R，广泛分布于中枢

神经系统[4, 13, 14, 15, 16, 17]。目前对于 prepro-orexin 的研究较少，与癫

痫的关系更是稀少，而关于其在癫痫发生的过程中随时间的推

移，多时点下是否有变化，及其变化趋势如何更是尚未见报道。
本实验对此进行了探索研究。

通过对 prepro-orexin 采用免疫组化方法检测，结果表明

prepro-orexin 阳性细胞分布在下丘脑和穹窿周围核，在海马、
大脑皮层等其他处并未检测到。Morale A 等采用原位杂交技术

也持了此点[18]。各组之间 prepro-orexin 阳性细胞数进行方差分

析表明其差异并不显著，P<0.05，这说明在整个致痫发生后

prepro-orexin 阳性细胞的数量并未发生具有统计学意义的变

化，但其变化曲线总体的变化是下降的，尤其在致痫后的第 7
天出现了变化较大的减少，之后尽管致痫模型大鼠慢性复发，

其数量仍较致痫后第 7 天增加，这是较为有意思的。Morales A
等人对匹罗卡品诱导的大鼠颞叶癫痫模型检测其 prepro-orex-
in mRNA 水平的组织浓度，发现在下丘脑处致痫后 1-3 天其值

图 3 对照组室旁核

Fig. 3 The paraventricular of the control group
图 4 对照组海马

Fig. 4 The hippocampus of the control group

是下降的，与本研究结果的变化趋势是相符合[18]。prepro-orexin
免疫反应阳性神经纤维发现极少，主要分布在下丘脑、丘脑室

旁核及海马，并且数量稀少。
综上实验所得结果，可推测作为 orexin-A、orexin-B 的前体

prepro-orexin 在癫痫大鼠癫痫诱发癫痫发作过程中，其阳性细

胞数有变化，尽管并未具有统计学意义，但并不能完全认为其

与癫痫发作无关，尤其是在慢性复发时变化较大，值得深思；同

时本实验也说明了 prepro-orexin 应是并非直接参与癫痫发作

过程，而是可能是先要分解为 orexin-A、orexin-B 之后再起作

用，此推论有赖于对 orexin 的进一步实验中以证实。
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