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［摘要］目的 探讨高温生理盐水局部灌注兔大脑皮层能抑制青霉素诱导癫痫发作．方法 72只兔 3 组

（n=24）：假手术（S）组，高温（65℃）灌注（HP）组，常温（23℃）灌注组（OP）．于 2 d、3 d、7 d和 30

d观察各组灌注后毁损部位组织形态病理改变和超微结构改变，评价运动功能障碍．另将 72只兔分 3组（n =

24）：假手术（S）组：高温 （65 ℃）灌注（HP）组，未灌注（NHP）组，于 0 h、2 h、6 h、24 h 观察各组

EEG的变化和测定海马组织的 GABA，Glu含量，评价高温生理盐水局部灌注抑制癫痫发作的有效性．结果

（1）行为学和 EEG观察：高温生理盐水局部灌注使癫痫发作平均在 2 min内停止，且 EEG显示尖波，棘波消

失；（2）病理改变：HP组皮层灌注区浅层可见有变性，轻度局部脑水肿，软膜下少量出血，但深部未见异

常．电镜观察：浅层可见神经细胞肿胀或固缩，甚至出现胞浆胞核的溶解，树突、线粒体肿胀,轴突髓鞘苍白、

偶有脱髓鞘现象．深层结构未见明显异常．OP组和 S组未见明显异常；（3） S组海马组织 GAGA和 Glu含量

在各时间段基本无变化．HP组 GABA在各时间段逐渐增加，而 Glu含量逐渐减少，以 2 h改变最为明显，与 S

组、NHP组比较均 <0.05，有统计学意义．NHP组 0 h的 GABA含量明显较 S组低，而 Glu含量却明显高于 S

组， NHP组在 2 h内 GABA和 Glu含量变化不明显，6 h和 24 hGABA有所上升，Glu略有下降．结论 高温

生理盐水局部灌注可以抑制青霉素诱导的癫痫发作.
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［Abstract］ Objective To investigate the seizure of rabbit induced by penicillin can be inhibited by high temperature normal

saline perfusing．Methods Part Ⅰof experiment: the rabbits were randomly divided into 3 groups:sham operation group(S)，high

temperature normal saline perfuse groups (HP)； ordinary temperature normal saline perfuse groups (OP). We reviewed the change of

pathobiology and ultramicrostructure in the damaging tissue and observed the influence of motor region in 2 hours，3 days，7days 30

昆 明 医 学 院 学 报 2007，（6）：89 ~ 94
Journal of Kunming Medical College

CN 53 - 1049 R

mailto:liyu@163.com


days．PartⅡof experiment：the rabbits were randomly divided into 3 groups:sham operation group(S)，high temperature normal saline

perfuse groups(HP)，none high normal saline perfuse groups(NHP). We determined γ-aminobutyric acid(GABA)，glutamate(Glu) in

hippocampus at 0 h，2 h，6 h，24 h by means of high performance liquid chromatography and observe the changes of EEG．Re-

sults Seizure can be inhibited by 65℃ normal saline regionally perfusing rabbit cortex in 2 minutes.the damage of the perfusing tissue

is only in superficial layer．The function of the deep layer was not effected．The level of GABA was heighened postoperation at 0 h，2

h，6 h，24 h，the level of Glu was degraded．The lever in 2 h was significantly changed in hippocampus.there was significantly dif-

ference between HP groups and NHP groups( < 0.05)；HP groups and S groups( < 0.05)．Conclusion The seizure induced by

penicillin can be inhibited by 65℃ normal saline regionally perfusing cortex.

［Key words］ High temperature normal saline；Regionally perfuse；Rabbit；Cortex；Seizure

随着现代医学的发展，用神经导航系统和神

经电生理技术定位在清醒状态下准确切除癫痫病

灶是癫痫外科新策略，然而术中癫痫的发作是阻

碍这一技术推广的关键[1,2]．因此，寻找预防和治

疗术中癫痫发作的方法已成为研究热点．目前国

内外对术中癫痫发作的处理主要是用丙泊酚，咪

唑安定,雷米芬太尼等短效镇痛麻醉药，但不容易

掌握术中唤醒的时间，且本身这些麻醉药有致癫

痫[3]和抑制呼吸等副作用．已有报道，皮层热灼术

可以治疗功能区癫痫[4,5]．本研究旨在探讨高温生

理盐水局部灌注兔大脑皮层对青霉素诱导癫痫发

作的抑制作用.

1 材料和方法

1.1 药物与试剂

青霉素 80万 u/支(哈尔滨制药厂)，利多卡因

5 mＬ/支（扬子江药业），异丙酚 20 mL/支(广药

集团)，γ-氨基丁酸（GABA）标准品 （Sigma公

司），谷氨酸（Glu）标准品（Sigma公司） .

1.2 主要仪器

Voyageur 型数字脑电图仪（美国，NICOLET

公司）， HP1100型高效液相色谱仪（美国，安捷

伦公司）；色谱柱：预柱 ZORBAX SB C8（2.1 mi-

n×12.5 mm，3.5滋m），Symmetry C18（2.1min×50

mm，3.5滋m） （Waters 公司），质谱仪： （美国

ABI Q TRAP）， 电 子 显 微 镜 （日 本 ，

TEM-100CX），生物光学显微镜（德国，Leica），

皮质电极（美国，Grass公司），电动磨钻 （天津

医疗器械厂）

1.3 实验动物

健康大白兔 144只，体重 (2.50±0.50)kg，雌

雄不拘，由昆明医学院实验动物中心提供．术前

禁食 12 h，不禁水.

1.3.1 实验动物癫痫模型的复制

用异丙酚 （1 mg/kg） 经耳缘静脉诱导麻醉

后，再将兔固定，剃光顶部毛发，用利多卡因（5

mg/kg）局麻，取左顶骨矢状缝与冠状缝各旁开

10 mm，开一个约 20 mm×20 mm的骨窗，暴露出

顶叶皮质，皮质上依脑定位仪固定四根皮质电极

于皮质下约 0.05 mm 注射青霉素 （1.6～4.8） 万

U/kg，在脑电图监测仪监测下观察至出现癫痫波,

兔出现症状而制成癫痫模型，描记兔皮质脑电图.

1.3.2 实验动物分组

运动功能障碍评价实验：72 只，随机分 3

组：①假手术（S）组：仅行开颅手术，不复制癫

痫模型，也不灌注生理盐水；②高温灌注(HP)组，

开颅手术、复制癫痫模型，用高温 65℃生理盐水

局部灌注皮层；③常温灌注 （OP） 组：开颅手

术、复制癫痫模型，用常温 23℃生理盐水局部灌

注皮层，每组 24只．

海马组织的 GABA，Glu含量测定实验：72

只，随机分 3组：①假手术（S）组：仅行开颅手

术，不复制癫痫模型，也不灌注生理盐水；②未

灌注（NHP）组，开颅手术、复制癫痫模型，但

不灌注生理盐水；③高温灌注（HP）组：开颅手

术、复制癫痫模型，用高温 65℃生理盐水局部灌

注皮层，每组 24只．

1.4 标本收集

运动功能障碍评价实验，于灌注后 2 h、3 d、

7 d和 30 d处死，迅速取出灌注区大脑皮层，分

成两部分：一部分用 10 %福尔马林固定，用于光

镜观察；另一部分快速在冰块上切成 1 mm3的小

块，然后用 2.5 %戊二醛固定．用于电镜观察.
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海马区的 GABA，Glu含量测定实验，于灌注

后 0 h、2 h、6 h和 24 h处死,迅速取出右侧海马，

并立即将海马放在 -30℃的冰箱冷冻．3 d内测定

GABA和 Glu含量.

1.5 观察项目

运动功能障碍评价实验：①用数码相机记录

兔 24 h行为变化，评价运动功能；②肉眼、光镜

和电镜观察毁损部位组织病理形态学的变化．

海马组织的 GABA，Glu含量测定实验：①脑

电图监测仪监测下观察 EEG的变化；②高谱液相

色谱分析仪测定海马区的 GABA，Glu含量．

1.6 统计学方法

运动功能障碍评价实验采用描述性方法比较

各组的病理，超微结构改变；海马组织 GABA，

Glu含量测定实验，采用描述性方法描述各组

脑电图变化和用 SPSS11.5 方差分析比较各组

GABA，Glu含量的差异.

2 结果

2.1 运动功能障碍行为学观察

S组无抽搐，神志清楚，活动良好．NHP组

动物抽搐时间较长，平均为 210 min，动物活动较

少，未进食．HP组动物清醒，均能活动，无偏瘫

发生，行走较平稳，大部分动物能进食．

2.2 组织病理形态学改变

大体标本观察发现，HP组 2 h可见局部皮层

表面变白，部分有坏死，并有脑表面小血管扩张

和轻度脑肿胀，少量软膜下出血，深层结构未见

异常．3 d可见局部皮层表面浅层苍白坏死，脑肿

胀基本消退．7 d可见脑表面浅层坏死与深层分

离．脑膜增生．30 d脑表面见脑膜增生和血管增

生．S组和 OP组各时间段未见肉眼大体改变.

光镜观察病理组织形态学发现， HP组 2 h切

片可见局部皮层其表层为嗜酸性变的坏死区，软

脑膜部分断裂，其下可见出血，部分神经细胞肿

胀或变性坏死，见图 1；深层为水肿区，神经细

胞无变性坏死；坏死区与水肿区分界清楚；3 d时

切片可见深层水肿区部分消失；浅层部分神经细

胞脱失．7 d时观察水肿区完全消失，软膜下出血

已吸收．30 d时切片观察可见胶质和血管，脑膜

增生．S组和 OP组各时间段未见病理改变．

2.3 电镜病理超微结构变化

HP组 2 h局部浅层神经元的坏死明显，突出

表现在核染色质溶解，神经元数量少，水肿变性

或蜕变，浓缩胞体变小，核浓缩．胞质内脂褐素

增加，粗面内质网脱颗粒，见图 2；少数神经元

呈 /暗细胞变．有髓神经及无髓神经病变不显著；

血脑屏障血管高度扩张，但星形胶质足突水肿极

轻微，深层未见上述改变．3 d时观察神经细胞肿

胀仍稍有肿胀，部分神经细胞固缩．胞体缩小，

染色质比正常深，部分血管内皮细胞固缩．偶见

轴突呈脱髓鞘改变．7 d时观察，浅层神经细胞水

肿完全消失．部分神经细胞固缩．可见巨噬细

胞．30 d时观察部分神经细胞脱失，神经纤维未

见变性． S组和 OP组各时间段未见病理改变．

2.4 脑电图变化

2.5 海马组织 GABA和 Glu含量变化

S组海马区 GAGA和 Glu含量在各时间段基

图 1 兔脑组织病理形态学变化 (HE× 40)

Fig.1 The change of pathobiology of the rabbit brian

（HE× 40）

A : S组; B: HP组.
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本无变化．HP 组 GABA 在各时间段逐渐增加，

而 Glu含量逐渐减少，以 2 h改变最为明显，与 S

组、NHP 组比较均 < 0.05，有统计学意义．

NHP组 0 h的 GABA 含量明显较 S组低，而 Glu

含量却明显高于 S组，NHP组在 2 h内 GABA和

Glu含量变化不明显，6 h和 24 hGABA有所上升，

Glu略有下降，见表 1、表 2．

3 讨论

功能区癫痫一直是癫痫外科的难点，因此，

寻找预防和治疗术中癫痫发作的方法已成为研究

热点．研究表明，局部射频热凝和皮层热凝可以

阻断痫灶的同步化放电，从而达到治疗癫痫的目

的．栾国明[4]等人已经研究皮层热凝术可以治疗癫

痫. Dunlop PRC等 [6]研究局部高温对脑的影响时发

现：狗正常脑组织受热高限为 42℃ 45 min或 43

℃ 15 min，在 43 ℃60 min观察到血脑屏障的破

坏．蒋大介 [7]认为射频热凝对脑皮层损伤温度

60～80℃不会引起焦痂而致粘连出血．然而，高

温生理盐水局部灌注治疗癫痫还未见报道．我们

用 65℃生理盐水局部灌注皮层抑制癫痫，平均在

2 min内停止．且癫痫停止后，随即灌注停止．同

时灌注后病理发现仅仅局限于局部浅层，对深层

结构没有损伤．行为学观察，未发现有肢体偏瘫

图 3 脑电图变化

Fig.3 EEG of cortex in rabbits

A: S组； B: HP组灌注前； C: HP组灌注后.

图 2 兔脑组织电镜病理超微结构

Fig.2 The change of ultramicrostructure of the

rabbit brian

A : S组; B: HP组.

S组脑电活动无癫痫样放电，而 HP组灌注前

和 NHP 组脑电图表现为典型的尖波,棘波发放，

同时观察到癫痫波出现在癫痫发作症状之前1~3 min，

尤其在注射青霉素该处的皮质电极先出现癫痫波，随

后各电极均出现癫痫波．NHP组则在平均 210 min后

癫痛发作自行停止，HP组灌注后可见尖波，棘波消

失，见图 3．
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和昏迷的现象．因此，可以认为 65℃生理盐水局

部灌注皮层是安全有效的．

青霉素是一种经典的致痫剂，用于失神性癫

痫和局限性癫痫模型的复制及发病机制的研究 [8].

青霉素是中枢神经系统内抑制性递质γ-氨基丁

酸(GABA)的拮抗剂，能抑制 GABA能神经元，引

起抑制性突触活动减弱或兴奋性突触活动增强，

从而导致神经元兴奋性增高．当神经元兴奋性突

触后电位（EPSP）综合超过一定阈值即可产生阵

发性去极化移位（PDS）．脑电图记录到的棘波

就是 PDS有关动作电位的反映[9,10]．本实验采用青

霉素皮质注射成功复制了兔癫痫模型，观察到兔

癫痫发作以左侧前肢先出现抽搐，此与实验选取

右顶叶出现癫痫症状一致，此后再出现口，面部

肌肉阵挛，四肢抽搐，最终全身大发作的现象，

与人类失神发作基本接近．

垂直柱状结构是皮质的主要信息传导结构，

是大脑皮层的基本单位．即依次Ⅰ为分子层、Ⅱ

外颗粒层，Ⅲ外锥体细胞层，Ⅳ内颗粒层，Ⅴ为

内锥体细胞层、Ⅵ多形细胞层，Ⅰ～Ⅱ层含少量

的星形细胞．主要是横行的神经纤维，这种柱状

结构直径约 500 滋m，是由 103～104个互相联系

的神经细胞垂直串联组成，它与软脑膜表面垂直

并贯穿于整个皮层，每个垂直柱内有传入、传出

和联络神经纤维及各种神经细胞，构成垂直的柱

内环路，并可通过星形细胞的轴突与邻近的细胞

柱相联系[11]．皮质各功能区的功能主要由皮层内

垂直于皮质表面的垂直纤维来完成．除了神经细

胞的垂直联系，皮层内还有大量的水平纤维联系，

是由皮质内细胞树突间端端、侧侧联系组成，它

们也接受和传导皮质内锥体细胞、梭形细胞等神

经细胞的冲动．癫痫放电的产生和传播主要依赖

于水平纤维间的联系，由致痫灶向临近皮质放

电．引起周围皮质的广泛同步化放电，进而产生

临床发作．多处软脑膜下横切术，主要是通过横

切刀切断水平纤维，使癫痫的同步化放电的途径

中断，从而控制癫痫的发作，同时又保留了大部

分垂直柱状结构的功能，在临床已得到了广泛应

用[12,13]．根据上述原理，用高温生理盐水局部灌注

以及微量注射癫痫灶周围的脑组织使其受到热效

应作用，使脑表面浅皮层（Ⅰ～Ⅱ层）的横行纤

维变性，而不损伤深层的垂直功能柱，分割大脑

皮层，阻断痫灶的同步化放电，从而可达到对癫

痫的治疗 [ 14 ]．我们用高温生理盐水局部灌注在

2 min内能使癫痫发作停止，同时比较 HP组灌注

前与灌注后 EEG 的变化，灌注后尖波，棘波消

失．说明应用高温生理盐水局部灌注能够有效地

控制癫痫．实验病理切片提示，上述高温

表 1 各组不同时间段海马组织 GABA含量变化［（x±s） , 滋mol/g］

Tab.1 The change of the contents of GABA in hippocampus at different time［（x±s） , 滋moL/g］

组 别 n 0 h 2 h 6 h 24 h

S组 24 19.11± 6.24 17.58± 7.23 20.23± 5.98 19.33± 6.44

NHP组 24 15.02± 5.90* 16.27± 6.11* 19.37± 5.90* 18.22± 6.10

HP组 24 14.21± 4.99*﹟ 22.49± 5.23*﹟ 23.41± 4.67*﹟ 23.89± 4.56

与 S组比较， * < 0.05；与 NHP组比较，﹟ < 0.05．

组 别 n 0 h 2 h 6 h 24 h

S组 24 60.21± 13.43 59.32± 14.29 61.78± 13.44 60.65± 12.97

NHP组 24 94.59± 12.49* 8.35± 11.67* 88.22± 13.28* 73.44± 12.87

HP组 24 95.32± 13.45*﹟ 72.33± 12.24*﹟ 70.27± 11.39*﹟ 66.26± 13.25

表 2 各组不同时间段海马组织 Glu含量变化［（x±s） , 滋mol/g］

Tab.2 The change of the contents of Glu in hippocampus at different time［（x±s） , 滋moL/g］

与 S组比较， * < 0.05；与 NHP组比较，﹟ < 0.05．
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参数造成的病变深达 0.8 mm，达到兔皮层的 2/3，

己能有效地破坏兔皮层 I ~ III层的水平纤维，从而

阻断了癫痫的同步化放电，达到了治疗的目的．

癫痫发作是由兴奋性神经递质和抑制性神经

递质失衡导致．Glu是一种中枢兴奋性神经递质，

其含量升高可增强神经中枢的兴奋性 [15,16,17]GABA

是中枢抑制性神经递质，故其含量升高可增加对

神经中枢的保护作用[15,18]．海马区神经递质的变化

可直接反映大脑神经细胞分泌各种神经递质[15].我

们实验中发现 S组海马区 GAGA和 Glu含量在各

时间段基本无变化．HP组 GABA在各时间段逐

渐增加，而 Glu含量逐渐减少，以 2 h改变最为

明显，与 S组、NHP组比较均 < 0.05,有统计学

意义．NHP组 0 h 的 GABA 含量明显较 S组低，

而 Glu 含量却明显高于 S 组， NHP 组在 2 h 内

GABA和 Glu含量变化不明显，6 h和 24 h GABA

有所上升，Glu略有下降.结果提示，65℃生理盐

水局部灌注皮层能够抑制癫痫发作，其作用可能

与抑制 Glu释放有关.

综上所述,本研究证实 65℃生理盐水局部灌

注皮层能够抑制癫痫发作，且该温度短时间内不

会对兔大脑功能造成影响．为抑制清醒手术术中

癫痫发作提供了一种最简单的方法．具有重要的

应用前景和临床实用价值．但兔脑与人脑有很大

的差异，用高温生理盐水灌注人脑皮层抑制术中

癫痫发作还需进一步研究．
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