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摘 要:目的 探讨灵芝酸A对戊四氮致癫痫大鼠海马树突棘密度及学习记忆的影响。方法 雄性Sprague-Dawley成

年大鼠,一共24只,随机分成4组:癫痫模型组、灵芝酸A组、DMSO组、空白对照组,每组6只。造模阶段(持续28d):
除空白对照组外,其余各组给予腹腔注射戊四氮,剂量35mg/kg,空白组注射与戊四氮同体积生理盐水,每天1次。造

模成功后,用药阶段(持续28d),灵芝酸A组给予灌胃灵芝酸A,剂量10mg/kg,空白组以及模型组灌胃与灵芝酸A同

体积生理盐水,DMSO组灌胃与灵芝酸 A同体积5%DMSO,灌胃前禁饮禁食6h。大鼠的学习与记忆能力,用 Morris
水迷宫检测;海马CA1区神经元树突分支复杂程度以及树突棘密度的改变,用高尔基染色观察检测。结果 4d的水迷

宫定位航行测试,各组大鼠潜伏期差异有统计学意义(P<0.05);与空白组相比,各组潜伏期延长,其中癫痫模型组以及

DMSO组差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,灵芝酸A组潜伏期减短,其中第1天、第3天、第4天差异有统

计学意义(P<0.05);模型组与DMSO组对比,第2天潜伏期有差异(P<0.05),其余天数潜伏期无差异(P>0.05)。
空间探索实验结果显示,不同组别的目标象限停留时间与穿越平台次数均存在差异(P<0.05);与空白对照组比较,各
用药组在水池目标象限停留时间缩短、穿越平台次数减少,其中癫痫模型组和DMSO组有差异(P<0.05);与模型组比

较,灵芝酸A组目标象限停留时间延长、穿越平台次数增加,具有差异(P<0.05)。模型组与DMSO组相比,差异无统

计学意义(P>0.05)。高尔基染色结果,与空白组相比,其他各组的树突棘总密度、成熟型树突棘密度、同心圆交点数都

减少,其中模型组以及DMSO组差异具有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,灵芝酸 A组的树突棘总密度和成熟

型树突棘密度、同心圆交点数都有所增加,其中树突棘密度差异具有统计学意义(P<0.05)。结论 灵芝酸 A对于癫

痫大鼠海马树突棘具有保护作用,从而改善癫痫大鼠的学习记忆功能。
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectofganodericacidAonhippocampaldendritespinedensity
andlearningandmemoryofratswithpentylenetetrazol-inducedepilepsy. Methods Atotalof24adultmale
Sprague-Dawleyratswererandomlydividedinto4groups:epilepsymodelgroup,ganodermicacidAgroup,
DMSOgroup,andblankcontrolgroup,with6ratsineachgroup.Themodelingstage(lasting28days):ex-
cepttheblankcontrolgroup,allgroupsweregivenintraperitonealinjectionofpentylenetetrazolatadoseof35
mg/kg.Theblankgroupwasinjectedwithnormalsalineofthesamevolumeasthatofpentylenetetrazol,once
aday.Aftersuccessfulmodeling,inthemedicationstage(lasting28days),theganodericacidAgroupwasgiv-
enganodericacidAbyintragastricadministrationwithadoseof10mg/kg.Theblankgroupandmodelgroup
wereintragastricallygivennormalsalineofthesamevolumeasthatofganodericacidA;theDMSOgroupwas
intragaxedwith5%DMSOofthesamevolumeasthatofganodericacidA.Beforegavage,theratswerenotal-
lowedtodrinkandeatfor6hours.Morriswatermazewasusedtotestthelearningandmemoryabilityofrats.
Golgistainingwasusedtoobservethecomplexityofdendriticbranchesanddensityofdendriticspinesinhipp-
ocampalCA1. Results Fourdaysofwatermazenavigationtestshowedthatthereweresignificantdifferences
inthelatenciesofallgroups(P<0.05).Comparedwiththeblankgroup,eachgrouphadprolongedlantency,
andthedifferencebetweenepilepsymodelgroupandDMSOgroupwasstatisticallysignificant(P <0.05).
Comparedwiththemodelgroup,ganodericacidgroupAhadshortenedlatency,andthedifferencewasstatisti-
callysignificantonday1,day3andday4(P<0.05).Therewasadifferencebetweenthemodelgroupand
DMSOgroupinthelantencyofthesecondday(P<0.05),butnodifferenceinthelantencyofotherdays(P
>0.05).Theresultsofspaceexplorationexperimentshowedthatthereweredifferencesinthetargetquadrant
residencetimeandtimesofcrossingtheplatformindifferentgroups(P<0.05).Comparedwiththecontrol
group,eachmedicationgrouphadshorteneddurationofstayinthetargetquadrantofthepoolandreduced
timesofcrossingtheplatform,andthereweredifferencesbetweentheepilepsymodelgroupandtheDMSO
group(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,ganodericacidAgrouphadprolongedtargetquadrant
residencetimeandincreasedtimesofcrossingtheplatform,withsignificantdifferences(P <0.05).There
wasnosignificantdifferenceintheseindexesbetweenthemodelgroupandtheDMSOgroup(P>0.05).Golgi
stainingresults:comparedwiththeblankgroup,theothergroupshaddecreaseinthetotaldensityofdendritic
spines,thedensityofmaturedendriticspinesandthenumberofintersectionpointsofconcentriccircles,and
thedifferencebetweenthemodelgroupandDMSOgroupwasstatisticallysignificant(P <0.05).Compared
withthemodelgroup,ganodericacidAgrouphadincreaseinthetotaldensityofdendriticspines,thedensity
ofmaturedendriticspinesandthenumberofintersectionpointsofconcentriccircle,andtheirdifferenceinden-
driticspinesdensitywasstatisticallysignificant(P<0.05). Conclusion GanodericacidAhasaprotective
effectonhippocampaldendriticspinesofepilepticrats,thusimprovingthelearningandmemoryfunctionofep-
ilepticrats.
  Keywords: ganodericacidA;epilepsy;dendriticspines;learningandmemory

  癫痫作为神经系统常见疾病之一,以脑部异常放

电为主要特点,具有反复发作性。根据流行病学调查

显示,癫痫的发病率为每年每10万人有50.4~81.7
人,并且由于严重的头部创伤、中风和颅内感染等脑部

疾病经治疗后幸存下来的患者增多,癫痫的患病率可

能会增加。世界卫生组织评估,只要经过正确诊断和

治疗,约70%的癫痫患者可以避免癫痫发作[1]。然而

数据显示,癫痫患者经苯妥英钠、卡马西平、苯巴比妥、
乙琥胺等西药的抗癫痫治疗后,部分患者癫痫病情得

到缓解,但由于癫痫发病机制复杂,许多患者在用药的

安全剂量治疗内,病情仍得不到有效控制,并逐渐耐药

发展成难治性癫痫[2]。其发病机制复杂,目前尚未研

究明确,可能与离子通道、神经递质失衡、免疫异常等

相关。癫痫反复发作可导致患者大脑神经元损伤,树
突棘的异常解聚、神经变性,从而引起机体认知、学习、
记忆功能障碍[3]。

中药灵芝是国内常见的一种可食用真菌,其种子

灵芝孢子对癫痫大鼠的神经细胞损伤具有明显的保护

作用[4]。目前已能从灵芝孢子中提取多种三萜类化合

物,其中灵芝酸A是灵芝孢子三萜类化合物中的主要

有效成分,具有极高的药用价值,有抗肿瘤、增强免疫

力、镇静、抗癫痫等作用[5-6]。它对于治疗癫痫不仅有

确切的疗效,而且不良反应少,不易产生耐药性,具有

很大的发展前景[7]。本研究通过腹腔注射戊四氮复制
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大鼠慢性癫痫模型,并灌胃灵芝酸 A,研究灵芝酸 A
对癫痫大鼠海马树突棘形态、密度以及对学习记忆的

影响,进一步探讨灵芝酸A对癫痫大鼠发病的干预机

制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 雄性Sprague-Dawley成年大鼠,一
共24只,重量(200±20)g,购买于长沙市天勤生物技

术有限公司[SCXK(湘)2019-0014]。动物在右江民族

医学院实验动物中心饲养[SYXK(桂)2017-0004],对
实验动物的操作处理符合医学伦理学标准和动物3R
原则,均已经过右江民族医学院伦理委员会批准。所

有动物按自然昼夜,普通环境饲养,室温(25±1)℃,自
由饮食。

1.2 主要试剂与仪器 戊四氮:美国SIGMA公司;
灵芝 酸 A:成 都 埃 法 生 物 科 技 有 限 公 司,纯 度:

97.02%;DMSO:阿拉丁(上海晶纯生化科技股份有限

公司);高尔基染液套装:Servicebio型号G1069;明胶

硫酸铬钾混合液:Servicebio;Morris水迷宫分析系统,
成都泰盟公司;冰冻切片机:Thermo,型号 CRYO-
STARNX50;正置光学显微镜:日本尼康,型号 NI-
KONECLIPSEE100。

1.3 实验方法

1.3.1 动物分组及处理 SD大鼠一共24只,随机分

成4组:癫痫模型组、灵芝酸A组、DMSO组、空白对

照组,每组6只。造模阶段(持续28d):除空白对照组

外,其余各组给予腹腔注射戊四氮,剂量35mg/kg(溶
于0.9%NaCl溶液),空白组注射等体积0.9%NaCl
溶液,每天1次。评分标准根据Racine法评判大鼠癫

痫发作级别[8]:0级:行为上无任何抽搐发作;Ⅰ级:出
现头面部抽动阵挛,如摆动鼠须、眨眼等;Ⅱ级:Ⅰ级加

点头甩尾;Ⅲ级:Ⅱ级加双上肢阵挛性抽搐;Ⅳ级:Ⅲ级

基础上加双下肢呈袋鼠姿势直立或多肢抽动;Ⅴ级:身
体失去控制,倾倒。注射后每天观察大鼠60min,记
录各组大鼠癫痫发作的级别,连续5次出现Ⅱ级及以

上程度发作即为造模成功。造模成功后,用药阶段(持
续28d),灵芝酸 A组灌胃灵芝酸 A,剂量10mg/kg
(溶于5%DMSO溶液配置)[9],空白组以及模型组灌

胃与灵芝酸A同体积生理盐水,DMSO组灌胃与灵芝

酸A同体积5%DMSO,灌胃前禁饮禁食6h。

1.3.2 检测方法

1.3.2.1 Morris水迷宫测试定位航行实验 造模成

功后,首先行水迷宫的定位航行实验,4个组大鼠各随

机抽取6只进行测试,共5d。第1天不做测试,仅给

大鼠自由游泳,时间60s。第2天起开始行定位航行

测试,每天同一时间段同一象限开始,面向水迷宫池壁

把大鼠放入水中,观察和记录逃避潜伏期(s)即大鼠自

放入水池里,直到找见救生平台并爬上平台所需的时

间。休息1min后再换另外一个象限测试,直到水池

4个象限测试结束。连续无间隔测试4d,以检测大鼠

的学习能力。如果大鼠在1min内未能找到平台,则
引导大鼠游至平台爬上去,记录潜伏期为60s。空间

探索实验:第6天,撤掉水池里的平台,统一选择救生

平台对面象限作为放入大鼠进水池的位置,观察和记

录大鼠1min内在平台所处目的象限停留的时间,和
游泳穿过救生平台的次数,以检测大鼠的记忆能力。

1.3.2.2 大鼠海马高尔基染色 提前按照说明书配

置好高尔基染色液,保存备用。大鼠完成水迷宫行为

学测试后,全身麻醉后立即断头处死,取完整大脑置于

50mL离心管,用4%多聚甲醛固定48h,用0.9%
NaCl溶液将取出的脑组织清洗几遍,置于50mL离

心管中加满高尔基染液。放置阴凉通风处避光处理

14d(第1次新染液在高尔基染液浸泡48h后,之后

每隔3d换1次新染液,共计14d)。取出脑组织,蒸
馏水浸洗3次,倒入80%的冰醋酸浸没组织过夜,待
组织变软后蒸馏水洗,置于30%的蔗糖中。切片并避

光过夜晾干。用定影液处理晾干后的组织玻片,染色,
晾干封片。使用拍照显微镜选取脑组织海马CA1区

进行200倍和1000倍成像。每只大鼠选取6个神经

元拍摄,测量1000倍图片中心完整神经元上的第2
或第3树突分支30~90μm长度范围内树突棘的总

个数,测量长度及计数该长度内成熟型树突棘(包括蘑

菇型、粗短型)的数量,以每10μm树突棘个数作为其

密度,即树突棘总数量/树突长度×10。使用ImageJ
1.51K分析软件中 NeuronJ插件绘制200倍图片中

心神经元胞体结构图,使用Shollanaly插件,以胞体

为中心做间距为10μm的10个同心圆,计数树突与

同心圆的交点数,并计算出10个同心圆交点数之和,
以分析树突棘的复杂程度[10]。

1.4 统计学方法 采用SPSS24.0统计软件进行分

析,所有计量资料均经过正态性检验和方差齐性检验,
符合正态分布的数据,以(췍x±s)表示,采用单因素方差

分析(One-wayANOVA),方差齐两两比较采用LSD
检验。不 符 合 正 态 分 布 的 数 据,用 秩 和 检 验 分 析

(Kruskal-WallisH),P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Morris水迷宫测试灵芝酸A对癫痫大鼠学习记

忆的影响 定位航行测试逃避潜伏期4d中,各组潜

伏期差异均有统计学意义(P <0.05)。与空白组相

比,各组潜伏期增加,其中模型组和DMSO组差异有

统计学意义(P<0.05)。与模型组相比,灵芝酸A组

潜伏期缩短,其中第1天、第3天、第4天差异具有统

计学意义(P <0.05)。与灵芝酸 A组相比,DMSO
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组潜伏期均增加,差异具有统计学意义(P <0.05)。
模型组与DMSO组相比,第2天潜伏期差异有统计学

意义(P<0.05),其余天数潜伏期差异无统计学意义

(P>0.05)。结果见图1、表1。空间探索实验结果

显示,不同组别在救生平台象限停留的时间与穿过救

生平台次数均存在差异(P <0.05)。与空白对照组

比较,各组在救生平台象限停留的时间缩短、穿过救生

平台次数减少,其中癫痫模型组和DMSO组有差异

(P<0.05)。与模型组比较,灵芝酸A组目标象限停

留时间延长、穿越平台次数增加,有差异(P<0.05)。
与灵芝酸 A组相比,DMSO组目标象限停留时间缩

短,穿越平台次数减少,差异具有统计学意义(P <
0.05)。模型组与DMSO组相比,差异无统计学意义

(P>0.05)。结果见表2。 图1 水迷宫定位航行实验

                   表1 大鼠定位航行实验平均逃避潜伏期             单位:s

组别 n 第1天 第2天 第3天 第4天

空白组 3 19.00±4.13 15.25±3.54 10.58±2.25 9.08±2.13
模型组 3 41.67±9.61a 25.83±3.79a 22.58±6.99a 20.25±4.79a

灵芝酸A组 3 23.75±1.95b 20.00±1.50 12.00±3.54b 9.67±2.81b

DMSO组 3 39.25±4.25ac 32.92±5.05abc 27.92±2.36ac 21.50±3.38ac

F 11.535 12.749 11.650 11.387
P 0.003 0.002 0.003 0.003

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组相比,a:P<0.05;与模型组相比,b:P<0.05;与灵芝酸 A组相比,c:P<
0.05。

表2 大鼠目标象限停留时间及穿越平台次数

组别 n
目标象限

停留时间/s

穿越平

台次数

空白组 3 32.33±3.10 4.67±2.08
模型组 3 15.48±7.85a 1.00±1.00a

灵芝酸A组 3 28.35±1.72b 4.00±1.00b

DMSO组 3 15.71±2.30ac 1.00±1.00ac

F 11.349 6.182
P 0.003 0.018

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组相比,a:

P<0.05;与模型组相比,b:P<0.05;与灵芝酸 A组相比,c:

P<0.05。

2.2 高尔基染色检测灵芝酸A对癫痫大鼠海马CA1
区神经元树突棘的影响

2.2.1 各组大鼠神经元树突棘密度的比较结果 与

空白组相比,其余各组的树突棘总密度、成熟型树突棘

密度都减少,其中模型组和DMSO组具有差异(P <
0.05)。与模型组相比,灵芝酸A组的树突棘总密度、
成熟型树突棘密度都有所增加,差异具有统计学意义

(P<0.05)。模型组、DMSO组之间差异无统计学意

义(P>0.05)。结果见图2、表3。

注:箭头所示为分析的树突棘。

图2 大鼠海马CA1区神经元高尔基染色结果(1000×)

2.2.2 神经元树突棘同心圆交点测复杂程度比较结

果 与空白组相比,各用药组的树突棘同心圆交点数

减少,复杂程度降低,其中模型组、DMSO组差异具有

统计学意义(P<0.05)。与模型组相比,灵芝酸A组

的树突棘同心圆交点数增加,复杂程度有所增加,但差

异无统计学意义(P >0.05)。模型组与DMSO组之

间差异无统计学意义(P>0.05)。结果见图3,表4。
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表3 各组大鼠海马CA1区神经细胞树突棘密度

单位:个/10微米  

组别 n 总密度 成熟型

空白组 3 5.42±2.31 4.52±1.38
模型组 3 2.23±0.88a 2.11±0.79a

灵芝酸A组 3 5.14±0.87b 4.48±0.85b

DMSO组 3 3.41±1.54a 3.15±1.42a

F 5.901 6.162
P 0.005 0.004

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与空白组相比,a:

P<0.05,与模型组相比,b:P<0.05。

注:箭头所示为分析的神经元。

图3 大鼠海马CA1区神经元高尔基染色结果(200×)

表4 各组大鼠海马CA1区神经细胞树突棘同心圆交点数

单位:个   

组别 n 同心圆交点数

空白组 3 89.50(75.00~115.75)
模型组 3 36.50(28.50~39.25)a

灵芝酸A组 3 63.50(58.00~84.25)

DMSO组 3 36.50(29.25~39.75)a

H 18.371
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示;②与空白组

相比,a:P<0.05。

3 讨论

大脑是人体重要的中枢神经系统组成部分,含有

大量的神经元,接受外部信息刺激,通过整合后传给效

应细胞,参与机体的学习、记忆等功能。树突棘是神经

元胞体树突上的棘状突起,根据生长形态分为成熟型

树突棘(包括粗短型、蘑菇型)和非成熟型树突棘(包括

瘦长型、丝状型)。成熟型树突棘形态稳定,是机体学

习记忆功能的重要基础,非成熟型树突棘是新生的树

突棘,被认为是成熟型树突棘的前体,在生长发育过程

中,会逐渐缩短发育为成熟型的树突棘,但因形态不稳

定,大脑受到外界伤害或刺激下,会导致非成熟树突棘

转变成熟过程受阻,甚至树突棘变性脱落、神经细胞死

亡,致树突棘密度降低或成熟型树突棘密度比例降低。
另外,大脑受到损伤后,大量树突棘变性死亡,会刺激

新生树突棘增多,但新生的不成熟树突棘可在脑内形

成异常环路导致痫样放电。因此成熟型树突棘与非成

熟型树突棘之间的动态变化,以及棘的生长发育、数
量、形态等对突触可塑性有着关键的作用[11-12]。宋兆

莹等[13]用海人酸致癫痫大鼠实验发现大鼠海马CA1
区树突棘密度降低,其密度变化参与突触可塑性变化,
而齿状回分子层树突棘密度与CA1区树突棘变化相

反,呈增高趋势,推断其新生的树突棘可能与癫痫兴奋

性增强有关。而树突棘的生长过程受到许多信号通路

的调控,例如eEF2/eEF2K、Rho/ROCK/cofilin等信

号通路,可通过改变突触可塑性变化,对机体的记忆形

成产生重要的影响[14-17]。
本研究用戊四氮对大鼠进行癫痫模型复制,模型

组大鼠海马CA1区树突棘总密度和成熟型树突棘密

度均减少,树突棘复杂程度降低,水迷宫定位航行实验

中表现为逃避潜伏期延长,空间探索实验中表现为救

生平台所处现象停留时间缩短、穿越平台次数减少,说
明癫痫大鼠的海马树突棘受到损伤,并导致学习和记

忆功能受到损害。灵芝酸 A是灵芝三萜类物质中含

量最为丰富的成分,经过灵芝酸 A治疗,海马树突棘

总密度和成熟型树突棘密度均增加,树突棘复杂程度

提高,说明灵芝酸A能稳定癫痫大鼠海马神经元树突

棘细胞骨架,减少树突棘骨架回缩,对树突棘的损伤具

有保护作用。水迷宫定位航行实验中灵芝酸 A组大

鼠逃避潜伏期缩短,空间探索实验中目标象限停留时

间延长、穿越平台次数增多,用药后大鼠树突棘密度增

加,可明显改善该组大鼠的学习和记忆功能。综上所

述,灵芝酸A可对癫痫大鼠海马树突棘起到一定保护

作用,从而改善癫痫大鼠的学习记忆功能,为临床治疗

和药物研究提供了实验依据,具体调控的分子机制与

药用机理仍需进一步研究。
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