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咪唑安定拮抗戊四氮对大鼠海马 CA 1区 

动作电位和突触传递的影响* 

谢玉波 熊文勇 徐林 

1广西医科大学第一附属医院麻醉科(南宁 53(XY21)； 中国科学院昆明动物研究所学习与记忆实验室(昆明 

650223) 

【摘要1 目的 观察戊四氮对大鼠海马CA1区动作电位(action potential，AP)、兴奋性突触后电流(excitatory 

rcstsymotic current，EIxSC)的影响以及咪唑安定的拮抗作用。方法 断头法分离Wistar大鼠海马半脑，切片机切出 

400／an厚度的海马脑片，全细胞电流钳记录CA1区锥体神经元动作电位发放情况，全细胞电压钳记录电刺激 

Schaeffer侧 合纤维诱发的CA1区锥体神经元 EPSC的变化。结果 戊四氮使动作电位发放频率增加．EPSC 

值降低；咪唑安定拮抗戊四氮的作用．使动作电位发放减少甚至消失，EPSC值上升至加入咪唑安定前的2．5倍左 

右。结论 咪唑安定可以部分恢复大鼠海马CA1区戊四氮诱发的动作电位发放和EPSC的改变。从而产生抗癫痫 

作用。 

【关键词】 动作电位 兴奋性突触后电流 戊四氮 眯唑安定 

戊四氮(pentylenetetrazole，r,rz)是实验中常用的诱 

发癫痫的药物，它类似于 GABAA受体非竞争性拮抗 

剂，能够显著抑制7一氨基丁酸能神经元活动，从而使 

神经系统兴奋性过度增强，出现癫痫症状_l J。咪唑 

安定是新型苯二氮革类药物，能与中枢神经系统苯二 

氮革受体高度特异结合，从而增强 GABA与 GABAA受 

体结合，促使神经元上的氯离子通道开放，导致氯离子 

内流，形成神经细胞膜的超极化状态，产生神经系统的 

抑制作用，因而可用于抗癫痫治疗 3。本实验应用全 

细胞膜片钳技术，在大鼠海马CA1区锥体神经元记录 

动作电位(AP)和兴奋性突触后电流(EPsC)，分析 PIE 

对动作电位和突触传递的影响以及咪唑安定对 PIZ的 

拮抗作用。 

1 材料与方法 

1．1 主要溶液和试剂 实验液体配方(retool／L)：人工 

脑脊液(NaCl l18，KCl 4．75，KH2P04 1．19，NaHCO3 25， 

MsSO4 1．19，D— ucose 11，CaC12‘2H20 2．94，pH=7．4)； 

*广西壮族自治区科学基金资助项 目(编号：桂科青 0542054) 

电极内液(K—gluconate 170，I-t~ES 10，NaCl 10，MgC122， 

EGTA 0．2，Mg—ATP 3．5，Na—GTP 1．0，pH=7．2)。咪唑 

安定(5 ms／m~)购自徐州恩华药业集团有限责任公司， 

批号 H10980025，其余所用药品及试剂均购 自Sigma公 

司(美国)。 

1．2 脑片制备 将30只13—19 d雄性Wistar大鼠(体 

重4o～60 g，成都军区昆明总医院动物中心提供)快速 

断头，取出海马半脑。迅速粘于切片机载物台上，置入 

装有 0̂，4℃人工冰水脑脊液(以95％02／5％co2饱和) 

的切片槽中。利用 HA752型振动式切片机 (Campden 

仪器有限公司，英国)切为 4OO tan厚度 的海马脑 片。 

随后将脑片转至37％孵育槽孵育 1 h，后室温2O一25℃ 

继续孵育 1 h。孵育槽中仍为以 95％()2／5％C02饱和 

的人工脑脊液。 

1．3 实验方法 脑片移至记录槽中，通过出入水管道 

以95％02／5％CO2饱和的人工脑脊液持续灌注，温度 

3O～32℃，流速为3 ml／min左右，循环液容积为 5O rnl。 

采用Puller一97微电极拉制仪(Sutter公司，美国)将内 

径 1．5 rain硅硼玻璃管(GRAY玻璃公司，美国)拉制成 

实验用记录电极，电极电阻为 3．5～5 Mn。全细胞记 
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录采用Axopatch 200B(Axon仪器公司，美国)膜片钳放 

大器，电刺激脉冲的给出及电信号的采集通过计算机 

程序 Clampx 8．0及digidata1320A接12来完成。采样频 

率为 10 kHz，低通 Bessel滤波频率为2 kHz。 

1．4 电流钳模式记录动作电位 在 CA1区神经元胞 

体记录自发的(0 nA刺激)和0．1 nA刺激下的动作电 

位发放情况，各记录 10 sweeps，膜钳制电流为0 nA。20 

张脑片( =20)分为两组：戊四氮 +生理盐水组(PN 

组)和戊四氮+咪唑安定组(PM组)，每组 l0张。两组 

细胞稳定5～10 min后，记录 AP的产生；加入0．069 g 

戊四氮于50 II1l循环液中(终浓度为 10 mmol／L)，每隔 

10 win记录AP一次，共记录30 min；再分别加入32 m 

生理盐水或咪唑安定(相当于 10 tnnol／L)，继续记录 

AP 30 min。 

1．5 电压钳模式记录 EPSC 应用 PSIU6刺激隔离器 

(A—MSystems公司，美国)连接双极刺激电极刺激 

Schaeffer侧支／联合纤维(刺激冲动为0．1 n18)，CA1区 

锥体神经元记录 EPSC。刺激强度以达最大 EPSC的 

50％左右为宜，膜钳制电压为 一70 mV。20张脑片(n 

=20)分为两组：戊四氮+生理盐水组(PN组)和戊四 

氮+咪唑安定组(PM组)，每组 l0张。两组给予单刺 

激(刺激间隔为 20 s)，CA1区神经元记录基础 F_PSC 

10 min，加入0．069 g戊四氮，继续记录EPSC 30 re．in；然 

后再分别加入 32 生理盐水或咪唑安定(相当于 

10／nnol／L)，继续记录 EPSC 40 rain。 

1．6 统计学方法 采用 Clamfit 8．0，Ofi~n 5．0软件进 

行数据分析，Ⅱ·sC幅值做标准化处理。组内比较采用 

配对 t检验，组间比较采用单因素方差分析。 

2 结果 

2，1 咪唑安定拮抗戊四氮对大鼠海马 CA1区AP发放 

频率的影响 在膜刺激电流为0，0．1 nA条件下，PN组 

加入 10 mmol／L PIz后，AP发放频率明显增加，生理盐 

水对 AP的发放无影响；PM组加入 PIz后，AP发放频 

率也明显增加，再加入 10 tanol／L咪唑安定后，AP发放 

逐渐减少甚至消失(表1)。 

表 1 两组动作电位发放情况比较 i±5。，l=10 

*与基线值比较P<0．05；鼻与加人戊四氮10Ⅱ血比较P<0．05；△与PN组比较P< 

0．05 

2．2 咪唑安定拮抗戊四氮对大鼠海马 CA1区EPSC的 

抑制作用 PN组 EPSC的基线值为 1．002±0．019，加 

入 10 mmol／L PIE后 EPSC幅值为 0．356 4-0．024；再加 

入生理盐水后 EPSC幅值为 0．364 4-0．021，与基线值 比 

‘ 655 ‘ 

较差异有显著性(P<0．05)，与加入戊四氮后比较差异 

无显著性(P>0．05)。PM组加入 10 mmol／L PIE后， 

EPSC值明显下降，15 min左右达最大抑制效果，EPSC 

幅值从0．988 4-0．031降至 0．349 4-0．023，抑制程度为 

65．1％(P<0．05)；再加入 10 tanol／L咪唑安定后，EPsC 

幅值明显上升，l5—20 min左右达最大值，为0．862 4- 

0．035，是加入咪唑安定前的247．0％(P<0．05)，而且 

此时EPSC幅值没有恢复到基线值，二者差异有显著性 

(P<0．05)(图 1)。 

1．2 

o 8 

宙 

嚣 0．4 

O．O 

0 l0 20 30 40 50 60 70 80 90 

时间 (min) 

图1 两组 EPSC的时程 一效应曲线 

3 讨论 

脑内兴奋性／抑制性神经信息传导失衡是癫痫发 

作的基础L4J。目前已公认，癫痫发作时癫痫灶内谷氨 

酸有效含量增加，7一氨基丁酸(GABA)含量下降，同时 

存在GABA能神经元的丢失。戊四氮在实验中常被用 

来诱发癫痫，很多实验证实，戊四氮拮抗 GABÂ 受体， 

使脑内GABA含量降低；脑电图上表现为脑电波变尖 

变锐，出现棘波、棘慢综合波等癫痫的特异性波；而且 

它也会使神经系统动作电位发放频率增快，群峰电位 

增多 5。咪唑安定和 GABAA受体上的苯二氮革位点 

结合，增强 GABA的作用，使 7一氨基丁酸能抑制性突 

触传递功能得到强化，从而可以使癫痫症状减弱或消 

失。 

本实验采用全细胞膜片钳技术，在大 鼠海马 CAI 

区锥体神经元记录动作电位和EPSC，观察戊四氮对动 

作电位发放和突触传递的影响以及咪唑安定是否具有 

拮抗戊四氮的作用。结果发现：戊四氮+生理盐水组 

和戊四氮+咪唑安定组在加入10 mmol／L戊四氮后，动 

作电位发放频率显著增加，EPSC幅值明显下降；生理 

盐水不影响戊四氮的效果，而 10 ttmol／L咪唑安定会使 

动作电位发放频率降低甚至消失，EPSC幅值显著上升 

至加入咪唑安定前的 2．5倍左右。 

近年来动物实验中发现咪唑安定具有明显抗惊厥 

作用，其与苯二氮革受体的亲和力为地西泮的3倍，其 

效价约为地西泮的2～3倍。2l世纪90年代中后期国 

外相继报道应用咪唑安定持续静脉输注治疗癫痫持续 

状态取得明显疗效 ，报道疗效在 90％ 一95％之间I6J。 

朱少波【 ]用咪唑安定持续输注治疗惊厥性癫痫持续状 

态患儿24例，总有效率为 91．67％。胡剑平等 J也报 
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道使用眯唑安定治疗持续癫痫，只要掌握好用药剂量 

和做好插管准备则既有效又安全，是治疗持续癫痫的 

首选药物。 

临床上一般将用0．3 mg／kg的地西泮、20 mg／kg的 

苯巴比妥和20 mg／kg的苯妥英钠无效的癫痫持续状态 

定义为难治性癫痫持续状态(RSE)，持续静脉滴注眯唑 

安定治疗癫痫持续状态和 RSE已有很多成功的报道。 

PRA 等 9在小样本的 RSE患者研究中，比较了异 

丙酚和咪唑安定的作用，两者在临床和脑电发作控制 

方面差异无显著性。采用急性生理和慢性健康评估， 

评分≥20以眯唑安定治疗者生存率优于异丙酚。 

综上所述，我们认为眯唑安定可以部分恢复大鼠 

海马 CA1区戊四氮诱发的动作电位发放和 F__2SC的改 

变，从而产生抗癫痫作用。 
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病毒性心肌炎小鼠的 

【摘要】 目的 观察卡维地洛对柯萨奇病毒as(CVBs)病毒性心肌炎小鼠的疗效。方法 将8O只小鼠随机 

分为3组：正常对照组(n=20)，心肌炎组(n=30)与卡维地洛组(n=30)，利用BALB／C小鼠感染cv 建立病毒性 

心肌炎模型，感染24 h后每天灌胃给予卡维地洛 10 ms／ks直至第 14天，分别于接种第7天和第14天随机从各组 

抽取若干只小鼠取血后处死并留取心脏等标本。结果 卡维地洛降低病毒性心肌炎小鼠急性期的死亡率，显著减 

轻心脏病理损伤，显著降低 HW／BW(HW=心脏重量，BW=身体重量)比值；小鼠感染cvB3后第7天和第14天体 

内脂质过氧化物丙二醛(邶 A)增高而超氧化物岐化酶(soD)降低；卡维地洛干预后第7天小鼠心肌与血清中MDA 

含量显著降低，SOD舍量有增加趋势但无统计学意义；干预后第 14天 SOD含量显著增加，MDA含量显著降低。结 

论 卡维地洛对病毒性心肌炎有保护作用，不仅可以显著减轻感染小鼠的心肌损害，提高生存率，还具有明显抗 

氧化功效。 

【关键词】 卡维地洛 抗氧化 心肌炎 柯萨奇病毒码 

一 卡维地洛作为第三代非选择性 B受体阻滞剂，具 

有多种神经激素拮抗特性，既阻滞 岛，＆受体，又具有 

a 肾上腺能受体的阻滞作用，且无拟交感活性以及拥 

有强大的抗氧化特性。相比传统 B受体阻滞剂，其显 

著降低慢性心衰患者的死亡率L1 ；能减少心肌缺血 

再灌注损伤的梗死范围，并在心肌缺血再灌注损伤中 

有抗炎症抗氧化抗凋亡的活性【3J3。但卡维地洛治疗病 

毒性心肌炎的实验研究国外资料甚少、国内尚未见报 

道，本文研究的目的：是通过腹腔接种柯萨奇病毒 

(CⅦ )观察卡维地洛对病毒性心肌炎小鼠的疗效以及 

探讨卡维地洛对氧自由基等的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 病毒 CVB3 Nancy株为武汉大学医学院国家病 

毒学重点实验室保存。病毒经 Hep 2细胞活化增殖， 

CPE达 75％ 以上 (+++ ～ ++++)时收获 ，其滴 度为 
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