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艾地苯醌对癫痫大鼠模型神经元线粒体功能、 
能量代谢及抗氧化作用机制研究

崔小丽，孙　宁，赵　瑞，马　妮，贾瑞华 ( 陕西省人民医院神经内一科，西安  710068）

摘　要：目的　建立癫痫模型，研究艾地苯醌（Idebenone）的抗癫痫作用机制。方法　30 只 SD 大鼠，分为空白对照

组（正常大鼠）、建模组和建模 + 艾地苯醌干预组（每组 10 只），建模组和干预组均采用经典氯化锂 - 匹罗卡品的癫

痫诱导方法建立癫痫大鼠模型，艾地苯醌干预 30 天后检测大鼠血清、海马体组织中超氧化物歧化酶活性（superoxide 
dismutase, SOD）和丙二醛（malondialdehyde, MDA）含量的变化，通过 Nissl 染色评估艾地苯醌对神经元的保护作用。

利用 CCK-8 明确艾地苯醌对癫痫细胞模型的最低适用浓度。在无镁诱导的癫痫细胞模型中检测 ATP 生成和线粒体膜电

位，评价艾地苯醌对神经元线粒体产能功能的影响。结果　建模组大鼠血清 SOD 活性为 190.25±18.17 U/ml, 较对照组

（467.22±23.43 U/ml）降低，建模组海马组织中 SOD 活性（107.34±9.33 U/ml）较对照组（298.77±15.32 U/ml）降

低，差异均具有统计学意义（t=-22.10，-16.30，均 P ＜ 0.05）；艾地苯醌干预后大鼠血清和海马组织中 SOD 活性有

所恢复（384.79±29.21 U/ml，212.08±24.32 U/ml），与建模组相比升高，差异具有统计学意义（t=21.06, 13.62，均 P

＜ 0.05）。MDA 的检测结果表明，与对照组相比（7.33±0.87 nmol/L），建模组大鼠血清中 MDA 含量增加（14.01±0.93 
nmol/L），海马组织中 MDA 含量（23.47±1.89 nmol/L）也较对照组（11.03±1.28 nmol/L）升高，差异具有统计学意

义（t=5.72，9.19，均 P ＜ 0.05）；艾地苯醌干预后癫痫鼠血清与海马组织中 MDA 含量均下降（9.35±0.83 nmol/L, 
13.77±1.34 nmol/L），与造模组相比差异具有统计学意义（t=-17.68，-22.87，均 P ＜ 0.05）。Nissl 染色提示艾地苯

醌干预后活性神经元数目增加（1 977±200 个 /mm2）, 与造模组 (1 387±146 个 /mm2) 相比差异具有统计学意义（t=3.32，
P ＜ 0.050）。细胞学实验表明，艾地苯醌干预能够提高线粒体 ATP 产能（0.92±0.14 vs 0.58±0.04），差异具有统计学

意义（t=3.75, P=0.000）；四甲基罗丹明甲酯（TMRM）荧光强度检测表明艾地苯醌干预后线粒体膜电位显著提高（0.97±0.1 
vs 0.48±0.06）, 差异具有统计学意义（t=6.59, P=0.000）。结论　适量艾地苯醌可能通过保护线粒体功能，降低氧化应

激对神经元的损伤发挥抗癫痫作用。
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Study on the Mechanism of Idebenone on Mitochondrial Function,  
Energy Metabolism and Antioxidation in Epileptic Rats Model

CUI Xiao-li，SUN Ning， ZHAO Rui，MA Ni ，JIA Rui-hua

( Department of Neurology，Shaanxi Provincial People’s Hospital，Xi’an 710068，China)
Abstract: Objective　To study the function of idebenone on neurons and the underlying mechanism in epileptic models. 
Methods　30 SD rats were divided into control group (normal rats), modeling group and modeling + idebenone intervention 
group (n=10 rats in each group). The classic lithium chloride-pilocarpine induced epilepsy model was established to detect the 
effects of idebenone on superoxide dismutase（SOD）activity and malondialdehyde（MDA）level in serum and hippocampus 
after 30 days of intervention. Function of idebenone on neurons was detected by Nissl staining. CCK-8 was used to determine the 
minimum appropriate concentration of idebenone for epilepsy cell models. ATP production and mitochondrial membrane 
potential were detected in the Mg-free epilepsy cell mode. Results　The serum SOD activity in the modeling group was 
190.25±18.17 U/ml, which was lower than that in the control group (467.22±23.43 U/ml), and the SOD activity in the 
hippocampus of the modeling group（107.34±9.33 U/ml） was lower than that in the control group (298.77±15.32 U/ml). The 
differences were statistically significant (t=-22.10, -16.30, all P<0.05). SOD activity in serum and hippocampal tissue of rats 
recovered after intervention of idebenone, (384.79±29.21 U/ml, 212.08±24.32 U/ml), which was higher than that of the 
modeling group, with statistical difference (t=21.06, 13.62, all P < 0.05). Compared with the control group (7.33±0.87 
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nmol/L), the content of MDA in serum in the modeling group was increased (14.01±0.93 nmol/L). MDA content in 
hippocampus (23.47±1.89 nmol/L) was higher than that in control group (11.03±1.28 nmol/L), and the difference was 
statistically significant (t=5.72, 9.19, all P < 0.05). MDA in serum and hippocampal tissue of epileptic rats decreased (9.35±0.83 
nmol/L, 13.77±1.34 nmol/L) after idebenone intervention, and the difference was statistically significant compared with the 
model group (t=-17.68, -22.87, P<0.05). Nissl staining indicated that the number of active neurons increased after idebenone 
intervention (1 977±200 cells/mm2), and the difference was statistically significant compared with the model group (1 387±146 
cells/mm2) (t=3.32, P<0.050). Idebenone intervention could increase mitochondrial ATP productivity (0.92±0.14 vs 0.58±0.04), 
and the difference was statistically significant (t=3.75, P=0.000). TMRM fluorescence intensity assay showed that the 
mitochondrial membrane potential was significantly increased after the intervention of idebenone (0.97±0.1 vs 0.48±0.06), the 
difference was statistically significant (t=6.59, P=0.000). Conclusion　Idebenone can inhibit the oxidative stress induced 
neuronal damage in epileptic seizures by protecting the capacity of mitochondria and play an antiepileptic role.
Keywords: epilepsy；idebenone； oxidative stress； neurons；mitochondria 

线粒体是细胞重要的产能结构，神经元线粒体

功能对于维持神经元稳态和生理功能具有重要意 
义 [1-4]。癫痫常伴随有神经元异常激活 [5-8]，导致神

经系统对能量的需求增加 [9-12]，线粒体是活性氧产

生的主要位点，极易发生氧化应激相关的损伤，导

致神经元缺少 ATP, 离子稳态失衡，进一步加剧氧

化应激，因此癫痫的进展常伴随有氧化应激平衡的

失调和线粒体功能损伤 [8, 13]。最新研究表明，神经

系统能量代谢稳态的恢复对于改善药物难治性癫痫

患者的治疗现状具有重要作用 [14-17]。因此以线粒体

为靶标的神经系统疾病的治疗越来越受到人们重 
视 [18]。我们前期的研究表明艾地苯醌可减少癫痫持

续状态大鼠自发发作的次数及频率，发挥抗癫痫作

用 [19]，而作为一种可溶性辅酶 Q10 的结构类似物，

艾地苯醌在癫痫发作时对线粒体功能、抗氧化的影

响仍有待研究 [20-21]。本研究拟从线粒体功能和能量

代谢的角度研究艾地苯醌的抗癫痫作用，为寻找新

的抗癫痫药物提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　研究对象

1.1.1　动物来源：36 只健康清洁级别的 Spraque-
Dawley (SD) 雄性大鼠购于西安交通大学实验管理

中心，动物合格证号：SCXK（陕）2008-004。

1.1.2　细胞模型：6 孔板在取样前一天用无菌 0.1mg/
ml 多聚赖氨酸（PDL）进行包被。取孕 19 ～ 20 天

SD 大鼠的胎鼠海马组织，分离纯化的细胞置于预

处理的 6 孔板中，用含 Neurobasal, 2ml/dl 50×B27, 
1ml/dl 100×Glutamax 和 0.5ml/dl 200× 双抗的培养

液进行培养。

1.2　仪器与试剂　氯化锂，匹罗卡品，溴甲基东莨

菪碱（Sigma，美国）；地西泮注射液（西安利君 
精华药业有限公司）；艾地苯醌（S2605，Selleck 中 
国）；无镁细胞外液（14170112, Gibco™ HBSS）； 
超氧化物歧化酶（superoxide dismutase, SOD）活性

检测试剂盒、丙二醛（malonic dialdehyde, MDA）含

量检测试剂盒（上海 Beyotime 生物科技有限公司，批

号：S0103，S0131S）；CCK-8 检测试剂盒 MCE(Cat.  
No: HY-K0301) ；ATP 分析检测试剂盒（ab83355，

Abcam)；TMRM 染色工作液（ab113852，Abcam）； 
多功能酶标仪（Multiskan SkyHigh，赛默飞世尔科

技有限公司，中国） ；荧光倒置显微镜（Nikon,  
日本）。

1.3　研究方法

1.3.1　动物与细胞分组：设置空白对照组（正常大

鼠）、建模组和建模 + 艾地苯醌干预组，每组 10 只。

采用此前研究使用的氯化锂 - 匹罗卡品诱导方式建

模 [19]：氯化锂（3 mEq /kg）注射于实验大鼠的腹腔，

17 ～ 20h 后腹腔注射匹罗卡品 ( 30 mg /kg)。使用

匹罗卡品前 30min 将 1 mg /kg 剂量的溴甲基东莨菪

碱皮下注射以减轻建模时胆碱能作用。艾地苯醌溶

于含 5g/dl 羧甲基纤维素的生理盐水中。建模终止

后 12 h 给予干预组艾地苯醌灌胃（120 mg /kg），

模拟临床给药周期，每天 1 次，持续 30 天；空白

对照组、建模组大鼠平行给予 5g/dl 羧甲基纤维素

灌胃。

原代神经细胞培养 7 ～ 10 天后分为三组：常

规培养（对照组）、无镁细胞外液培养组（诱导建

模组）、无镁细胞外液 + 艾地苯醌组（干预组）。

诱导建模组与干预组均利用经典无镁细胞外液培养

诱导方法培养细胞 [22]，两组细胞培养 2~4h 后更换

常规培养液，用于后续实验。

1.3.2　组织和血清样本制备：实验结束后，10g/dl 
水合氯醛 ( 3.5 ml/kg) 麻醉大鼠，血清用于测定 SOD 
活性、MDA 水平。揭开颅骨取少量脑海马体组织，

使用匀浆仪匀浆，4℃高速离心后取上清，用于测

定组织 SOD，MDA 水平。0.37g/dl 硫化钠生理盐

水灌注，4ml/dl 多聚甲醛 ( 4 ℃，pH = 7.4) 灌洗固

定剩余脑组织后包埋、切片。

1.3.3　超氧化物歧化酶活性、丙二醛水平检测：

SOD 活性和 MDA 含量检测采用化学显色、比色方



46 现代检验医学杂志　第 38 卷　第 1 期　2023 年 1 月　J Mod Lab Med, Vol. 38, No. 1, Jan. 2023

法检测，具体操作严格按说明书流程进行，均为显

色反应，反应结束后进行比色分析。

1.3.4　Nissl 染色：组织切片经常规脱蜡，1g/dl 甲

苯胺蓝在 60℃孵箱中染色 15min，蒸馏水清洗后使

用 95ml/dl 乙醇分化，100ml/dl 乙醇脱水，二甲苯

透明后拍照，在 200 倍显微镜下，随机选择的 5 个

视野中对 Nissl 阳性小体进行计数。

1.3.5　神经元细胞活力实验：细胞毒性检测实验选

取 0，1，2，5，10，20，50 和 100 μmol/L 艾地苯

醌浓度梯度，药物处理 24h 后加入 CCK-8，酶标仪

470nm 波长检测各孔的吸光值。使用 Gene5 软件

（BioTech）进行分析。

1.3.6　线粒体膜电位、ATP 产量的检测：采用 ATP
分析检测试剂盒检测上述各组的 ATP 产量， 检测

原理为甘油的磷酸化产物在 570 nm 处有吸收峰，

以标准品 ATP 产量为对照，可通过分光光度法定量。

反应全程避光。现配 PBS+detergent 工作液裂解细

胞，黑色 96 孔板中各孔加入标准品、30μl 细胞裂

解液 +10μl ATP 底物，振荡混匀后于 570nm 测吸

光度值。ATP 浓度 =（A 样品 /A 标准）× 稀释倍数 [23]。

线粒体膜电位由 TMRM 染色法检测，TMRM
（四甲基罗丹明甲酯）是一种能渗入细胞的、带正

电荷的红橙色染料，能够标记具有活性的线粒体，

很容易在活跃的线粒体中积累。而去极化或失活的

线粒体膜电位会降低，表现为 TMRM 染色（阳性

率）降低。实验步骤：消化离心收集细胞，用适量

TMRM 染色工作液重悬细胞，调整密度至 7×105

个 /ml。细胞培养箱中孵育 30min，多功能酶标仪 /
检测分析结果 [24]。

1.4　统计学分析　定量数据采用均数 ± 标准差

（x±s）表示，使用 GraphPad Prism8 进行数据统计

分析与作图。活性比率卡方统计，组间比较采用单

因素方差分析以及 t-Test 检验，P ＜ 0.05 为差异具

有统计学意义。

2　结果

2.1　艾地苯醌对癫痫鼠血清、海马体中 SOD 活性

和 MDA 含量的影响　与对照组大鼠相比，建模组

（癫痫建模组）血清中 SOD 活性降低（190.25±18.17 
U/ml vs 467.22±23.43 U/ml），MDA水平增加（14.01± 
0.93 nmol/L vs 7.33±0.87 nmol/L），差异具有统计

学意义（t=-22.10，5.72，均 P ＜ 0.05)。与建模组 
相比，艾地苯醌可以显著提高 SOD 活性（384.79± 
29.21U/ml），并降低 MDA 含量（9.35±0.83 nmol/L），

差异具有统计学意义 (t=21.06，-17.68, 均 P ＜ 0.05)。
上述结果表明艾地苯醌有助于提高癫痫鼠血清的抗

氧化水平。

海马组织检测结果表明，与对照组大鼠相比，

建模组（癫痫建模组）SOD 酶活性下降（107.34±9.33 
U/ml vs 298.77±15.32 U/ml），MDA水平增加（23.47± 
1.89 nmol/L vs 11.03±1.28 nmol/L），差异具有统计

意义（t=-16.30, 9.19, 均 P ＜ 0.05）。与建模组相 
比，艾地苯醌可提高大鼠海马组织 SOD 酶活性 

（212.08±24.32 U/ml），并降低 MDA 水平（13.77± 
1.34 nmol/L）, 差异均具有统计学意义（t=13.62， 
-22.87, 均 P ＜ 0.05）。提示艾地苯醌可提高癫痫

模型海马体组织的抗氧化水平。

2.2　艾地苯醌对大鼠海马神经元的保护作用　海

马组织尼氏染色结果表明，与正常组相比，癫痫建

模组海马神经元密度降低（1 387±146 个 /mm2 vs  
2 128±125 个 /mm2），差异具有统计学意义（t=-6.78, 
P=0.000）；艾地苯醌组海马神经元密度（1 977± 
200 个 /mm2）与正常组相比（2 128±125 个 /mm2）， 
差异无统计学意义（t=22.08, P=0.193）；与癫痫组

相比，艾地苯醌干预组神经元密度增加（1 977± 
200 个 /mm2 vs 1 387±146 个 /mm2），差异具有统

计学意义（t=3.32, P=0.000）。

2.3　艾地苯醌对神经元活力的影响　见表 1。为了

明确艾地苯醌的体外最低使用剂量，用 0，1，2，5，

10，20，50 和 100μmol/L 艾地苯醌处理原代细胞

24h 后，进行 CCK-8 细胞活力检测。结果显示，0 ～ 50 
μmol/L 艾地苯醌对神经元细胞活性无影响，当浓

度高至 100μmol/L 时神经元活力受到显著抑制。

因此本研究采用 1μmol/L 艾地苯醌进行后续实验。
表 1     不同浓度艾地苯醌对神经元活性的影响

浓度（μmol/L） 细胞活力（%） t P

0 100 1 -

1 98±6 0.28 0.532

2 98±12 0.18 0.694

5 91±11 0.03 0.066

10 91±18 0.02 0.103

20 89±5 0.03 0.067

50 90±3 0.02 0.072

100 25±5 0.00 0.000

2.4　艾地苯醌能够恢复癫痫细胞线粒体的产能功能　

细胞学实验表明，与常规培养组相比，癫痫建模

组 ATP 产量降低（0.58±0.04 vs 1），差异具有统 
计学意义（t=49.41，P=0.037），使用 1μmol/L 艾地 
苯醌干预后神经元 ATP 产生水平与对照组（0.92± 
0.14 vs 1）的差异无统计学意义（t=1.94, P=0.109）； 
艾地苯醌干预组能够恢复线粒体的产能功能，与

癫痫建模组相比，艾地苯醌干预组 ATP 产量提高

(0.92±0.14 vs 0.58±0.04)，差异具有统计学意义
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(t= 3.75, P=0.000)。TMRM 染色法检测艾地苯醌对

线粒体膜电位的影响的结果表明，与常规培养组相

比，癫痫建模组 TMRM 染色强度降低（0.48±0.06 
vs 1），提示癫痫建模组线粒体膜电位降低，癫痫

组线粒体功能较对照组显著降低，差异具有统计学

意义（t=-22.08, P=0.000）。与癫痫建模组相比，使

用 1μmol/L 艾地苯醌干预组能够很好地保护线粒

体膜电位，艾地苯醌干预组较癫痫建模组膜电位升

高（0.97±0.1 vs 0.48±0.06），干预组与建模组之

间的差异具有统计学意义（t=6.59, P=0.000）。以

上结果均提示，艾地苯醌能够对线粒体的产能功能

进行有效保护。

3　讨论

癫痫的发作常由大脑神经元同步异常放电导

致，尽管抗癫痫药物持续更新迭代，仍有超过 30%
患者进展为难治性癫痫 [25-26]。癫痫发作后大脑的组

织结构、信号通路、物质代谢发生一系列变化，导

致神经元的损伤凋亡、苔藓纤维芽生、胶质增生以

及炎症发生等一系列反应 [27]。海马神经元的损伤和

死亡会进一步促进癫痫进展，因此与神经元损伤有

关的信号通路逐渐成为癫痫潜在的治疗靶点。

在红藻氨酸、匹罗卡品等经典化学诱导的癫痫

模型中均检测到多个脑区脂质过氧化标记物的增

加，及抗氧化物的活性降低 [28-30]，提示癫痫过程中

可能存在氧化还原状态的失衡。在遗传性癫痫易感

大鼠中可检测到抗氧化酶活性的降低以及过氧化

物的增加 [31-33]。而转基因动物模型进一步证实了氧

化应激在癫痫发作以及发展中的作用 [34-36]，过表达

线粒体中的 SOD2 能发挥对海马神经元的保护作

用。在药物难治性癫痫和癫痫持续状态患者的海马

和血液中均检测到抗氧化酶活性的降低 [37-38]，提示

抗氧化或可能缓解癫痫发作。神经系统的代谢紊乱

会扰乱神经元兴奋性以及突触功能，导致癫痫的发 
生 [39-40]，艾地苯醌目前已被用来治疗神经退行性疾

病和病因为线粒体功能障碍的患者，那么艾地苯醌

是否能在治疗癫痫过程中通过保护线粒体功能发挥

抗氧化及去除自由基的作用仍有待阐明。

艾地苯醌是可溶性辅酶 Q10 类似物，比辅酶

Q10 更易穿过血脑屏障，一系列临床前研究表明艾

地苯醌可对抗β淀粉样蛋白产生的神经毒性，发

挥神经保护作用。我们前期的研究亦表明艾地苯醌

可以减少癫痫持续状态大鼠后期的反复自发发作，

与经典研究的结论一致，我们认为艾地苯醌可能通

过减少苔藓纤维芽生发挥抗癫痫发生的作用。神

经元活动需要大量 ATP 并维持很高的代谢转化效 
率 [41]，但脑组织中几乎没有过氧化氢酶，而谷胱甘

肽过氧化物酶，还原型谷胱甘肽和维生素 E 等抗氧

化物质的丰度也很低，因此脑组织极易受到氧化应

激相关的损伤。癫痫发作会剧烈地扰动大脑能量代

谢。有研究表明糖酵解产物丙酮酸可以发挥抗惊厥

发作的功能 [42]，癫痫患者及癫痫动物模型中常出现

乳酸堆积 [43]，表明癫痫发生过程存在能量代谢稳态

失衡 [44]，因此，以线粒体功能为靶标的癫痫治疗策

略受到人们的重视。

线粒体呼吸链是细胞氧化磷酸化发生的重要场

所，有研究报道癫痫发作后 ATP 的消耗增加，癫

痫持续发作导致线粒体膜电位去极化以及线粒体衰

竭。我们前期的研究表明艾地苯醌可减少大鼠自发

癫痫发作的次数及频率，恢复大鼠的认知能力。艾

地苯醌作为一类靶向线粒体的抗氧化剂，在癫痫发

作后能否通过改善脑能量代谢和氧化应激状态发挥

抗癫痫作用仍有待阐明。与维生素 E 等经典抗氧化

物相比，艾地苯醌能够更有效地抑制活性氧以及过

氧化物的生成，维持氧化还原稳态。SOD 在体内发

挥修复细胞和减少过氧化物的作用，老年急性脑出

血并发癫痫患者的血清中 SOD 降低、MDA 升高 [45]，

目前艾地苯醌对该酶活性影响的研究较少 [46-47]。本

研究中，我们在癫痫大鼠模型中检测了使用艾地苯

醌后大鼠血清与海马组织中 SOD 酶活性的变化，

同时也检测了艾地苯醌对 MDA 生成的影响。我们

通过经典的癫痫诱导细胞模型，研究和探索了艾地

苯醌对恢复癫痫发生带来的能量调节紊乱的作用，

结果提示艾地苯醌能够恢复海马组织中的氧化还原

平衡，保护线粒体的产能功能，但其中的分子机制

仍有待进一步阐释。阐明这一现象背后的线粒体功

能机制将从能量代谢角度解释抗癫痫药物作用的理

论依据，如可从根本上治疗药物难治性癫痫，将有

良好的市场前景，同时也可减少癫痫共病的发生，

降低国家与人民的经济负担。

本研究评价了艾地苯醌对癫痫动物模型和细胞

神经元的抗氧化作用，并从能量代谢的角度探索了

艾地苯醌对线粒体功能的保护作用。我们的研究表

明艾地苯醌能够保护癫痫鼠的神经元，对大鼠血清

及海马组织中 SOD 酶活性的恢复、MDA 的清除具

有促进作用，在细胞模型中我们检测到艾地苯醌对

线粒体产能具有保护作用。对于给药的时间窗、给

药浓度、时长，仍在进一步研究中。
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