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Abstract Objective To investigate the effect of IＲF3 on the secretion of inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α
in hepatic stellate cells induced by LPS． Methods Transient transfection of plasmid pcDNA3-IＲF3 into LX-2 of
human hepatic stellate cells by liposome was used to detect the transfection efficiency，and the expression of inflam-
matory factor IL-6 and TNF-α was detected by Western blot and qＲT-PCＲ． Ｒesults The results of qＲT-PCＲ and
Western blot showed that the expression of TNF-α and IL-6 in LX-2 cells stimulated with 2 μg /ml LPS for 12 h was
significantly lower than that in normal control group，while the expression of TNF-α and IL-6 increased significant-
ly． However，after pcDNA3 was transfected into LX-2 cells for 12 h，the expression levels of inflammatory factors
IL-6 and TNF-α in pcDNA3 transfected group were significantly inhibited in LX-2 cells compared with the control
group． Conclusion IＲF3 can inhibit the expression of inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α in LX-2 induced
by LPS．
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甘氨酸转运体 1 抑制剂 M22 对
癫痫小鼠认知障碍的改善作用研究

林力峰，梁 维，刘 洲，冼文川，钟望涛

摘要 目的 研究甘氨酸转运体 1(GlyT1)抑制剂 M22 对戊
四氮(PTZ)诱导的癫痫小鼠认知功能障碍的改善作用。方
法 按照体质量随机将筛选的 50 只 C57BL /6 小鼠分为 3
组:空白对照组(Control，n = 10)，模型组(Model，n = 20)，
M22 组(M22，n = 20)。空白对照组腹腔注射等量的生理盐
水，模型组和 M22 组小鼠腹腔注射 PTZ (30 mg /kg)制备慢
性点燃癫痫模型，连续腹腔注射 PTZ 2 周时间，并同时通过
灌胃给予 M22 组小鼠 40 mg /(kg·d)的 M22。2 周后采用
Morris水迷宫实验对其学习记忆功能进行评价，然后将小鼠
处死，对其海马进行 HE 染色，并测定小鼠大脑皮层的凋亡
相关蛋白，对其神经元细胞的凋亡情况进行评价。结果
Morris水迷宫实验结果显示癫痫发作导致了小鼠认知功能
障碍，而 M22 对其认知障碍具有改善作用;HE 染色结果显
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示模型组小鼠神经元明显发生凋亡，而 M22 具有保护作用。

凋亡相关蛋白测定显示 M22 对于癫痫导致的神经元凋亡具
有显著的保护作用。结论 甘氨酸转运体 1 抑制剂 M22 能
够显著提高癫痫小鼠的学习、记忆能力，抑制神经元细胞凋
亡，为癫痫或者难治性癫痫患者提供新的选择。
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癫痫是由于脑部神经元高度同步化异常放电而

引起的慢性、反复发作的短暂性大脑兴奋 －抑制功
能失调综合征。其主要的临床特性是发作性、重复
性、刻板性与短暂性［1 － 3］;有文献

［4］
报道 30% ～

40%的癫痫患者均伴有不同程度的认知障碍。目前
的抗癫痫药物均不能明显改善癫痫患者的认知功能

损伤与多动障碍，有些药物甚至能够加重患者的认

知损伤，并且加重多动障碍的发生
［5-6］。

甘氨酸作为脑内最为重要的兴奋性神经递质，
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可激活 N-甲基-D-天冬氨酸受体(N-methyl-D-aspar-
tic acid receptor，NMDA)进而联合作用于谷氨酸介
导的神经传递。研究［7 － 8］

表明 NMDA 受体的激活，
对于学习记忆能力的维持以及长时程增强起着重要

的作用。研究［9 － 10］
表明，突触间隙的甘氨酸水平又

受突触前膜的甘氨酸转运体 1(glycine transporter 1，
GlyT1)调节，GlyT1 抑制剂又可以提高 NMDA 受体
周围甘氨酸的浓度。因此可以间接通过抑制甘氨酸
转运体活性来激活 NMDA受体，增强 NMDA受体的
活性。有研究［11］显示在癫痫模型中 GlyT1 抑制剂
2，4-dichloro-N-{［4-( cyclopropylmethyl)-1-( ethylsul-
fonyl) piperidin-4-yl］methyl}benzamide (M22)具有
明显的抗惊厥作用，并对于癫痫发作具有一定的治

疗作用。该文主要探究 GlyT1 抑制剂 M22 对于癫
痫小鼠的认知功能障碍的改善作用及其主要作用机

制。

1 材料与方法

1． 1 试剂 M22 购自深圳 MedChemExpress 公司;
甘氨酸购自上海威奥生物科技有限公司;实验所需

的一抗、二抗与戊四氮( pentylenetetrazole，PTZ)均
购自美国 Sigma公司。
1． 2 动物 实验动物为清洁级 C57BL /6 雄性小鼠
50 只(动物购自南京大学 －南京生物医药研究院)，
体质量 25 ～ 30 g。动物饲养和实验场所为广东医科
大学实验动物中心和广东医科大学神经病学研究

所。小鼠的整体饲养在通风良好，光照周期为 12 h
昼夜交替，环境温度(25 ± 1) ℃，湿度为(50 ±
10)%的恒定环境，并可以自由饮水摄食。动物实
验的所有操作在每天 9:00 ～ 17:00 期间进行。所有
动物实验完全符合广东医科大学实验动物中心的动

物伦理学条例。
1． 3 癫痫模型的建立与动物分组 在分组前，对实
验动物进行 4 d 的水迷宫训练，剔除存在学习记忆障
碍的小鼠。然后将50只 C57BL /6小鼠按照质量随机
分为 3组，分别是空白对照组(Control，n = 10)，模型
组(Model，n =20)，M22组(M22，n =20)。空白对照
组小鼠腹腔注射等量的生理盐水，模型组和 M22 组
小鼠则是经过腹腔注射 PTZ (30 mg /kg) 制备慢性点
燃癫痫模型，连续腹腔注射 PTZ 2 周时间，并同时通
过灌胃给予M22组小鼠 40 mg /(kg·d)的M22［按照
0. 1% (w /v)的比例将 M22均匀分散在羧甲基纤维素
中］。参照癫痫发作 Ｒacine分级标准:0级:无任何反
应或表现出兴奋症状;Ⅰ级:面部肌肉阵挛，包括动须、

节奏性咀嚼、眨眼;Ⅱ级:伴随Ⅰ级症状，并新添加节律
性点头;Ⅲ级:伴随Ⅱ级症状，并新添加肌阵挛、伴随身
体直立;Ⅳ级:伴随Ⅲ级症状，并新添加后肢站立，有强
直阵挛发作;Ⅴ级:伴随Ⅳ级症状，并新添加失去体位
控制、跌倒。在癫痫模型点燃过程中观察其癫痫发作
情况;当达到Ⅲ级并持续 3 d以上时，则被认为癫痫模
型已经完全点燃。
1． 4 认知功能检测 利用水迷宫实验测试小鼠的
学习记忆能力，当连续给药 14 d 后开始利用 Morris
水迷宫实验进行检测。Morris水迷宫实验水温控制
在(20 ± 0. 5) ℃，加入二氧化钛使得池水变为不透
明的白色，以遮盖实验小鼠在水中的嗅觉和视觉。
Morris水迷宫由一个圆柱型水池(直径:80 cm;高:
70 cm)和可移动站台组成(直径:8 cm)。实验时使
得水面高于平台 1cm。连续进行 4 d 训练，每天开
始时，将小鼠从任意一个象限面向池壁放入水中，每

次让小鼠游泳 60 s 来寻找隐藏的站台。如果成功
地找到站台，则让小鼠在站台上停留 15 s;如果 60 s
内未能成功找到站台，则将小鼠牵引到站台上同样

停留 15 s。第 5 天则进行测试，去掉平台并记录小
鼠在 60 s内在目标象限的运动总路程、目标象限停
留时间等指标。
1． 5 海马 HE染色观察 行为学测试以后，立即将
小鼠处死，迅速取脑组织并采用 4%的多聚甲醛进
行固定，常规石蜡包埋，制成厚 3 μm 的切片，进行
常规苏木精 －伊红(HE) 染色，光学显微镜下观察
海马细胞形态变化。
1． 6 凋亡相关蛋白测定 采用 Westem blot法测定
Bcl-2、Bax 和细胞色素 C(Cytochrome C，CytC)等凋
亡相关蛋白的含量表达。低温条件下取大鼠皮层脑
组织，称重后液氮匀浆。4 ℃条件裂解 30 min，4 ℃、
12 000 r /min 离心 10 min，取上清液;采用 BCA 法
测定皮层组织的蛋白含量。采用 SDS 聚丙烯酰胺
凝胶进行电泳;冰浴条件下转膜 2 h; 采用 TBST 反
复漂洗 3 次;置于平缓摇床内，37 ℃条件下封闭孵
育 1 h;再用 TBST 漂洗 3 次加入Ⅰ抗后 4 ℃孵育过
夜;采用 TBST 漂洗 3 次后;加入荧光Ⅱ抗置于 37
℃平缓摇动孵育 1 h;再一次 TBST 反复漂洗 3 次。
然后进行凝胶图像，并对数据处理系统分析。
1． 7 脑皮质 GFAP 和 FGF-2 蛋白表达的测定
Westem blot 法检测脑组织的胶质纤维酸性蛋白
(glial fibrillary acidic protein，GFAP)和成纤维细胞
生长因子 2 ( fibroblast growth factor-2，FGF-2)的蛋
白表达量。具体步骤如上所述。
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1． 8 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行统计
分析，多组比较采用单因素方差分析，以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 水迷宫实验结果 Model 组较 Control 组潜伏
期显著延长(P ＜ 0. 05)，表明癫痫发作造成了实验
小鼠的学习认知功能发生障碍;当给予 M22 后，M22
组与 Model组相比潜伏期显著降低(P ＜ 0. 05)，明
显恢复到 Control 组水平，表明 M22 对于癫痫导致
的认知功能障碍有显著的改善作用。此外，Model
组与 Control组相比，穿越站台次数与目标象限活动
时间都明显缩短(P ＜ 0. 05)，当给予 M22 后 M22 组
较 Model组的穿越站台次数与目标象限活动路程均
明显恢复到 Control组水平。见图 1。
2． 2 海马 HE染色观察 海马组织 HE 染色结果:
Control组小鼠海马神经元细胞形态完整，边缘清
晰，细胞核结构清晰并呈现圆形，染色质分布均匀;

Model组小鼠海马神经元细胞则出现细胞形态模型
不清，结构出现不完整，海马神经元出现不同程度的

凋亡，染色质凝聚，细胞核轮廓消失;当给予 M22
后，小鼠海马神经元细胞则出现恢复到 Control 组的
水平，表明 M22 具有神经保护作用，能够抑制神经
元的凋亡，保护神经元细胞免受损伤。见图 2。
2． 3 大脑皮层凋亡相关蛋白表达量的测定 通过

Western blot检测小鼠大脑皮层凋亡相关蛋白的表
达量，见图 3。Model 组小鼠大脑皮层的 Bcl-2 /Bax
的比值较 Control组显著降低，当给予 M22 后，癫痫
小鼠的 Bcl-2 /Bax 的比值显著升高;此外，Model 组
小鼠大脑皮层的 CytC蛋白表达量较 Control 组显著
升高，当给予 M22 后，癫痫小鼠的 CytC 蛋白表达量
显著降低;以上结果均表明癫痫会加速神经元凋亡，

而 M22 具有神经保护作用。
2． 4 大脑皮层 GFAP和 FGF-2 蛋白表达量的测定

GFAP和 FGF-2 蛋白的表达见图 4:Model 组小鼠
大脑皮层的 GFAP蛋白含量较 Control 组显著升高;
当给予 M22 时，小鼠大脑皮层的 GFAP 蛋白含量显
著回调。此外，Model 组小鼠大脑皮层的 FGF-2 蛋
白含量较 Control组显著降低;当给予 M22 时，小鼠
大脑皮层的 FGF-2 蛋白含量显著升高。

3 讨论

癫痫是一种常见的神经系统疾病，病因复杂;但

是反复的癫痫发作可导致大脑功能损伤，尤其易导

致认知功能障碍。在癫痫患者中，认知功能损伤的
发生率大约在 30% ～ 40%。此外，在癫痫疾病相关
研究中，PTZ可诱导动物产生和人类癫痫患者相似
的行为学和神经病理学改变，且 PTZ 并不具有神经
毒性作用，因此被广泛用于抗癫痫药物研究及其相

关发病机制研究
［3］。

图 1 水迷宫实验结果
A:穿越站台次数;B:逃跑潜伏期;C:目标象限活动时间;与 Control组比较:* P ＜ 0. 05

图 2 海马组织 HE染色 × 50
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图 3 小鼠大脑皮层凋亡相关蛋白的测定

与 Control组比较:* P ＜ 0. 05

图 4 大脑皮质 GFAP和 FGF-2 蛋白表达的测定

与 Control组比较:* P ＜ 0. 05

目前，在动物学习记忆能力评价中常用的实验

是 Morris水迷宫实验［12］，因此本文在评价 PTZ诱导
的癫痫小鼠的认知功能是采用 Morris水迷宫实验进

行评价，结果表明 PTZ 导致的癫痫小鼠的潜伏期较
Control组显著增加，而穿越平台次数和目标象限停
留时间均显著降低，表明 PTZ 导致的癫痫小鼠的认
知功能显著降低。当给予 PTZ 导致的癫痫小鼠
M22 后，其 Morris 水迷宫实验相关评价指标显著回
调到 Control 组水平，表明 M22 对于 PTZ 导致的癫
痫小鼠的认知功能障碍具有显著的改善作用。
研究
［13］
表明癫痫发作后，可导致海马神经元凋

亡、坏死;而海马神经元与学习认知功能具有显著的
相关性，海马神经元的损伤可能是其发生认知功能

障碍的主要原因。因此，本文对其海马组织进行
HE染色观察，结果显示 Model组小鼠的海马神经元
细胞出现大量坏死，当给予 M22 后，其神经元坏死
减少，表明 M22 具有神经保护作用。为了进一步评
价神经元的凋亡情况，对其大脑皮层的相关凋亡蛋

白进行测定，结果表明 Model 组小鼠大脑皮层的
Bcl-2 /Bax的比值较 Control 组显著降低，而 CytC 蛋
白表达量较 Control组显著升高，当给予 M22 后，癫
痫小鼠的 Bcl-2 /Bax的比值与 CytC蛋白表达量均显
著回调;以上结果均表明癫痫会加速神经元凋亡，而

M22 具有神经保护作用。
此外，星型胶质细胞对于脑部环境起着重要的

控制作用，对于胞外钾离子和谷氨酸的堆积有着重

要的调控作用。GFAP 是星型胶质细胞激活的特异
性标志物。星型胶质细胞激活表明神经细胞受到损
伤，因此 GFAP经常作为评价脑损伤的一个重要指
标
［14］。本研究测定了大鼠皮层组织的 GFAP 蛋白
量的表达，结果显示 Model 组 GFAP 蛋白表达量较
Control组显著升高，当给予 M22 后，其表达量显著
降低，表明 M22 具有神经保护作用。此外，FGF-2
为一种抑制细胞凋亡蛋白

［15］，在 Model 组显著降
低，当给予 M22 后显著回调，表明 M22 可抑制细胞
凋亡，具有神经保护作用。
综上所述，甘氨酸转运体 1 抑制剂 M22 可以改

善癫痫小鼠认知功能障碍，提高癫痫小鼠的学习、记
忆能力，抑制神经元细胞凋亡，为癫痫或者难治性癫

痫患者提供新的选择。
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Effects of glycine transporter 1 inhibitor
M22 on cognitive impairment in epileptic mice

Lin Lifeng，Liang Wei，Liu Zhou，et al
(Dept of Neurology，The Affiliated Hospital of Guangdong Medical University，Zhanjiang 524001)

Abstract Objective To study the effects of glycine transporter 1 (GlyT1) inhibitor M22 on cognitive impairment
in epileptic mice induced by amyl four nitrogen． Methods According to the weight，50 C57BL /6 mice were ran-
domly divided into three groups: blank control group (Control，n = 10)，model group (Model，n = 20)，M22
group (M22，n = 20) ． Chronic ignited epilepsy model were prepared by intraperitoneal injection of PTZ (30 mg /
kg) in model group and M22 mice，while the control group was injected saline，continuous intraperitoneal injection
of four nitrogen for 2 weeks and at the same time by intragastric administration of M22 mice 40 mg /(kg·d) M22．
After two weeks，the learning and memory function was evaluated by Morris water maze test． Then the mice were
sacrificed and their hippocampus were stained with HE stainning，and the apoptosis related proteins in the cerebral
cortex of mice were measured，and the apoptosis of neurons was evaluated． Ｒesults The results of Morris water
maze test showed that epileptic seizures induced cognitive impairment in mice，while M22 could improve their cog-
nitive impairment． HE staining showed that neurons in the model group were obviously apoptosis，while M22 exer-
ted protective effect． Apoptosis related protein assay showed that M22 had a significant protective effect on the neu-
ronal apoptosis induced by epilepsy． Conclusion Glycine transporter 1 inhibitor M22 can significantly improve the
learning and memory ability of epileptic mice，inhibit neuronal apoptosis，and provide new options for patients with
epilepsy or intractable epilepsy．
Key words epilepsy; cognitive dysfunction; M22
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