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山羊角抗惊厥活性评价及其对小鼠脑内神经递质的影响
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［摘要］ 目的：考察山羊角抗惊厥活性及其对模型小鼠脑内主要神经递质含量变化的影响。方法：选择小鼠 120 只随机

分为 6 组，分别为空白组、模型组、艾司唑仑组（1 mg·kg-1）、羚羊角组（0.2 g·kg-1）、山羊角低剂量组（1.25 g·kg-1）、山羊角高剂量

组（2.5 g·kg-1）。灌胃给药 1 次，灌胃体积均为 10 mL·kg-1，空白组及模型组给予同体积 0.2% 羧甲基纤维素钠（CMC-Na）。小鼠

给药后 2 h 给予阈值电刺激 1 次，以后肢出现强直性惊厥为观察指标，计算强直性惊厥恢复期、惊厥发生率及死亡率；采用超高

效液相色谱-串联质谱法（UPLC-MS/MS）分析小鼠脑组织主要神经递质含量变化。结果：灌胃给予小鼠山羊角粉 2 h 后可以缩

短惊厥恢复期，与模型组比较可以显著降低惊厥发生率和死亡率（P<0.05），抗惊厥效果由强到弱依次为山羊角高剂量组>羚羊

角组>山羊角低剂量组；UPLC-MS/MS 分析显示，与模型组比较，山羊角粉低剂量组可明显降低脑组织中谷氨酸含量（P<

0.05），山羊角粉高、低剂量组可明显降低脑组织中天冬氨酸含量（P<0.05）；山羊角低剂量组和羚羊角粉组明显提高甘氨酸含

量（P<0.05）；山羊角粉高、低剂量组和羚羊角粉可明显提高 γ-氨基丁酸、5-羟色胺含量（P<0.05）。。结论：研究结果表明，山羊

角对电惊厥小鼠模型具有抗惊厥作用，其作用机制可能为通过调节脑组织神经递质的含量变化改善其惊厥的发生发展。
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Anti-convulsant Activity of Goat Horn and Its Effect on Neurotransmitters in Mouse Brain
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［［Abstract］］ Objective：：To investigate the anti-convulsant activity of goat horn and its effect on the main

neurotransmitters in the brain of model mice. Method：：A total of 120 mice were randomly divided into a blank

group，a model group，a positive drug group（estazolam，1 mg·kg-1），a Saigae Tataricae Cornu（STC，

0.2 g·kg-1）group，and low-（1.25 g·kg-1）and high-dose（2.5 g·kg-1）goat horn groups. Drugs were administered

by gavage once at 10 mL·kg-1. Those in the blank group and the model group were given the same volume of

0.2% sodium carboxymethyl cellulose（CMC-Na）. The mice underwent threshold electrical stimulation once 2 h

after administration. Ankylosing convulsion in the hind limbs of mice was used as the index to calculate the
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recovery period， convulsion rate， and mortality of ankylosing convulsion. Ultra-high performance liquid

chromatography-tandem mass spectrometry（UPLC-MS/MS）was established to analyze the changes in the

content of the main neurotransmitters in the brain tissues of mice. Result：： Two hours after intragastric

administration of goat horn powder to mice，the recovery period of convulsion could be shortened and the

convulsion rate and mortality were reduced（P<0.05）. In terms of anti-convulsant effect，the groups were ranked

as follows：high-dose goat horn group > STC group > low-dose goat horn group. UPLC-MS/MS analysis showed

that compared with the results in the model group，goat horn powder and STC decreased the content of glutamic

acid and aspartic acid （P<0.05） and increased the content of glycine， γ -aminobutyric acid， and

5-hydroxytryptamine（P<0.05）. Conclusion：： The results showed that goat horn had a significant anti-

convulsant effect on the electroshock-induced convulsion mouse model，and the underlying mechanism was

presumably attributed to the improvement of the development of convulsion by regulating the changes in

neurotransmitter content in brain tissues.

［［Keywords］］ goat horn； electroshock-induced convulsion model； neurotransmitter； ultra-high

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry（UPLC-MS/MS）

惊厥是较为常见的一种小儿多发病，全球约

5%~6% 的小儿曾有过 1 次或多次惊厥的发生［1］。近

年研究发现，惊厥发生的病理生理基础是神经元异

常放电，与神经系统中兴奋性和抑制性神经递质之

间的平衡失调密切相关［2］。目前临床常用的抗惊厥

药物主要有苯二氮䓬类和戊巴比妥类［3］，其作用机

制为通过调节大脑抑制性神经递质 γ -氨基丁酸

（GABA）的释放，阻断谷氨酸（Glu）受体介导的兴奋

性信号或控制离子通道达到调节大脑神经递质平

衡的目的［4］。但上述药物大多存在嗜睡、恶心、共济

失调等不良反应，因此迫切需要寻找不良反应小的

抗惊厥药物。

山羊角为牛科动物山羊的角，作为地方习用药

材主要用于治疗小儿惊厥、高热神昏等疾病［5］。也

有研究提示，山羊角可作为珍稀濒危药材羚羊角的

类效资源，用于肝风内动、惊痫抽搐等病证的治疗，

且具有安全无毒、资源丰富的优势［6］。现代药理研

究表明，山羊角对戊四氮、硝酸士的宁致动物惊厥

模型具有显著改善作用［7-8］，但其生物学机制尚不清

晰，也未见与羚羊角抗惊厥作用的系统比较研究。

电惊厥动物模型作为全身强直阵挛发作的实

验模型，因其实验操作简单省时，被视为是进行抗

惊厥药物筛选时较为理想的动物模型［9］，其发病机

制主要为 GABA 能神经功能降低和兴奋性神经递

质敏感性增强导致的神经递质紊乱［10］。脑组织中

基质复杂，内源性成分对神经递质的测定易造成较

大干扰，且大多数神经递质在体内存在浓度较低，

因此神经递质含量的测定需要极低的检测限［11］。

近年来，超高效液相色谱 -串联质谱法（UPLC-MS/

MS）因其高灵敏度、低检测限、强专属性等优点，特

别适用于微量复杂混合物的分离和高通量研究，已

被广泛应用于复杂基质中痕量组分的分析［12］。鉴

此，本研究通过建立小鼠电惊厥模型研究山羊角抗

惊厥效应，并采用 UPLC-MS/MS 技术对其脑组织中

主要神经递质含量进行分析，以明确山羊角的抗电

惊厥活性，并阐明山羊角对电惊厥模型动物脑内神

经递质含量的影响，为山羊角抗惊厥生物机制的阐

明提供基础，也为其临床应用提供科学依据。

1 材料

1.1 仪器 ACQUITY UPLC 系统、Xevo TQ 检测

器、MassLynx TM 质谱工作站软件（包括四元泵溶剂

系统，在线脱气机和自动进样器；美国 Waters 公

司），VX-Ⅱ型多管涡旋振荡器（北京踏锦科技有限

公司），D3024R 型高速冷冻离心机（大龙医疗设备

有 限 公 司 ），VAP 抗 酸 型 离 心 浓 缩 仪（ 美 国

LABCONCO 公司），Tissuelyser-48 型全自动样品快

速研磨仪（上海净信实业发展有限公司），BT125D

型 1/10 万电子分析天平（德国赛多利斯公司），JTC-

1 型惊厥及痛觉实验交流刺激器（成都仪器厂），
Milli-Q 纯水系统（美国 Millipore公司）。
1.2 药品与试剂 山羊角药材购自内蒙古阿拉善

盟，羚羊角药材购自南京同仁堂药业有限责任公

司，经南京中医药大学段金廒教授鉴定分别为牛科

动物山羊 Capra hirus、赛加羚羊 Saiga tatarica 的角；
艾司唑仑片（江苏常州四药制药有限公司，批号

20201020）；5-羟色胺（5-HT，上海源叶生物科技有

限公司，批号 Z06J12H132483）；L-谷氨酸（Glu）、天
冬氨酸（Asp）、天冬酰胺（Asn）（上海麦克林生化科
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技有限公司，批号分别为 C13642310、C11512944、

C11656840）；L- 谷 氨 酰 胺（Gln）、多 巴 胺（DA）、
GABA、甘氨酸（Gly）、甲酸铵、乙酸铵（西格玛奥德

里奇上海贸易有限公司，批号分别为 BCBC6452V、

1420305、BCBM9830V、C10730361、BCBX5107、

BCBV8695）；2-氯苯丙氨酸（IS，上海阿拉丁生化科

技股份有限公司，批号 D2029087）；羧甲基纤维素钠

（CMC-Na，国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ，批 号

20191203）；乙腈（色谱级，德国 Merck 公司）；甲酸

（美国 ACS 公司，批号 C11901830）；生理盐水（抚州

市医宝城医疗器械有限公司，批号 20210103）；超纯

水为实验室自制。

1.3 动物 SPF 级 ICR 小鼠，雌雄各半，体质量 18~

22 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，合格

证号 SCXK（沪）2017-0005。动物常规饲养于南京

中医药大学实验动物中心，温度保持在 20~25 ℃，相

对湿度为 45%±10%，光照周期为 12 h，适应性饲养

3 d。动物实验方案经南京中医药大学动物实验伦

理委员会审查批准（伦理编号 202112A066）。
2 方法

2.1 动物模型复制及给药 取 ICR 小鼠 160 只，首

先测定每只小鼠电惊厥阈值，将惊厥及痛觉实验交

流刺激器输出线前端的两鳄鱼夹用生理盐水浸湿，

分别夹在小鼠的两耳间皮肤和下唇，接通电源，电

惊厥电压从 25 V 开始，频率为 0.3 s/次、周期为 2 s，

当上述条件下小鼠未出现惊厥，以 2 V 的电压差增

加电惊厥电压直至小鼠出现惊厥（2 次电刺激间隔

需大于 5 s），以后肢出现强直性阵挛为指标，此刻电

压为该小鼠的电惊厥阈值；若电压增加至 50 V 小鼠

仍未出现惊厥则舍弃该小鼠［10，13］。空白组小鼠只用

电极夹住两耳间皮肤和下唇悬空 10 s，不造模。

将符合上述条件的小鼠按随机数字表分组法

进行随机分组，分为 6 组：空白组、模型组、艾司唑仑

组、羚羊角组、山羊角低剂量组、山羊角高剂量组，

每组 20 只，雌雄各半。山羊角、羚羊角磅片后经超

微粉碎，筛取过 200 目筛的极细粉，灌胃时用 0.2%

CMC-Na 溶液配成一定浓度的混悬液；艾司唑仑片

用时研细，加 0.2% CMC-Na 溶液配成一定浓度混悬

液。具体给药剂量为艾司唑仑组 ，艾司唑仑片

1 mg·kg-1（临床等效剂量）；羚羊角组，0.2 g·kg-1（临

床等效剂量）；山羊角低剂量组，1.25 g·kg-1（临床等

效剂量）；山羊角高剂量组，2.5 g·kg-1（临床等效剂量

2 倍）；空白组、模型组给予等体积的 0.2% CMC-Na

溶液。

按上述剂量以 10 mL·kg-1灌胃给药，给药 2 h 后

在对应小鼠原阈值下观察是否产生惊厥反应，如果

发生惊厥及时记录小鼠从惊厥到恢复正常开始行

走的时间记为强直性惊厥恢复期及是否死亡，以此

评价药物的抗电惊厥作用。

2.2 UPLC-MS/MS 色 谱 分 析 条 件 ACQUITY

UPLC BEH Amide 色 谱 柱（2.1 mm×100 mm，

1.7 µm）；流 动 相 A（ 含 5 mmol·L-1 甲 酸 铵 、

5 mmol·L-1 乙酸铵和 0.2% 的甲酸水溶液），B（含

1 mmol·L-1 甲酸铵、1 mmol·L-1 乙酸铵和 0.2% 甲酸

的乙腈溶液）；梯度洗脱（0~3 min，10%A；3~9 min，

10%~18%A；9~15 min，18%~20%A；15~16 min，

20%~46%A；16~18 min，46%A；18~20 min，46%~

10%A）；流 速 0.40 mL·min-1，柱 温 30 ℃，进 样 量

2 μL［14］。

2.3 UPLC-MS/MS 质谱分析条件 离子化模式电

喷 雾 正 离 子 模 式（ESI+）；检 测 方 式 多 反 应 监 测

（MRM）；毛细管电压 3.0 kV；离子源温度 150 ℃；脱
溶剂气温度 550 ℃；脱溶剂气流速 1 000 L·h-1；碰撞

气流量 0.15 mL·min-1；锥孔气流量 50 L·h-1。8 种被

测物质及 1 种内标物质质谱检测参数见表 1。

2.4 对照品溶液制备 分别精密称取 8 种对照品

适量，加 20% 甲醇溶解制成 GABA、Asp、Gln、Glu 质

量浓度 6 g·L-1，其余各对照品质量浓度为 2.5 g·L-1

的混合对照品储备液。精密量取上述对照品储备

液适量，用 20% 甲醇溶液稀释 Gly、Asn、DA、5-HT

成质量浓度为 250、125、62.5、31.25、15.625、7.812 5、

3.906 2、1.953 1、0.976 6、0.488 3、0.244 1、0.122 1、

0.061 0、0.030 5、0.015 3、0.007 6 mg·L-1；GABA、

表 1 8种神经递质和 1种内标物质主要质谱参数

Table 1 Mass spectrometry information of 8 neurotransmitters

and internal standard

化合物

5-HT

DA

GABA

Gly

Glu

Gln

Asn

Asp

IS

tR/min

2.57

3.21

4.92

9.73

10.49

10.79

11.25

12.05

3.82

母离子 m/z

177.06

154.02

103.96

75.91

148.03

147.05

132.89

132.01

200.10

子离子 m/z

160.04

90.96

68.62

29.90

101.91

83.99

43.38

73.87

154.10

去簇电

压/V

16

14

14

14

14

14

12

14

10

碰撞电

压/V

12

20

10

12

8

14

16

12

16
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Asp、Gln、Glu 质量浓度为 600、300、150、75、37.5、

18.75、9.375、4.687 5、2.343 8、1.171 9、0.585 9、

0.293 0、0.146 5、0.073 2、0.036 6、0.018 3 mg·L-1 的

系列混合对照品溶液，4 ℃冷藏备用。

精密称定内标 IS 4 mg，溶于 20% 甲醇溶液制成

40 mg·L-1 的内标储备液，后稀释至 4 mg·L-1 冷藏

备用。

2.5 脑组织样品的采集及样品溶液制备 各组动

物行为学观察结束后，对存活的小鼠腹腔注射 2%

戊巴比妥钠麻醉剂，剂量为 45 mg·kg-1，颈椎脱臼处

死后置于冰上取全脑，惊厥致死的小鼠直接置于冰

上取全脑。用生理盐水冲洗净脑组织表面血迹后

用滤纸吸去水分，液氮猝灭后均置于-80 ℃冰箱冷

冻备用。每组随机取 12 只小鼠称取其脑组织 0.2 g

于 1.5 mL 离心管，按照质量-体积 1∶2 加入相应体积

20% 甲醇溶液，匀浆 90 s，在温度 4 ℃、11 188 ×g 条

件下离心 10 min，精密吸取上清液 200 μL，加入内

标工作液（4 mg·L-1）50 μL 和预冷的 0.1% 甲酸水-乙

腈（2∶3）溶 液 750 μL，涡 旋 2 min，在 温 度 4 ℃、

11 188 ×g 条件下离心 10 min，取上清用 0.22 μm 微

孔滤膜滤过后进样分析［15］。

2.6 方法学考察

2.6.1 专属性考察 按照 2020 年版《中华人民共和

国药典》第四部生物样品定量分析方法验证原则

（9012）［16］，对内源性神经递质按照 2.5 项下所述方

法制备空白小鼠脑组织样本（不加内标）及空白小

鼠脑匀浆基质外加一定浓度混标和内标溶液样本

的色谱图进行对比，以各离子监测通道内化合物的

保留时间是否一致为依据，对其专属性进行确定。

2.6.2 标准曲线与线性范围 精密吸取 2.4 项下系

列浓度的对照品溶液 200 μL，离心浓缩至干，加入

空白小鼠脑匀浆上清液 200 μL 复溶，再加入内标溶

液 50 μL 和 0.1% 甲酸水 -乙腈（2∶3）溶液 750 μL 使

得外加递质溶液浓度稀释 5 倍，按 2.5 项下方法处理

并配制成系列浓度的脑组织溶液，并按 2.2 项下和

2.3 项下的条件进行 UPLC-MS/MS 分析。将 6 份空

白样品中待测物的峰面积与对应内标峰面积的比

值平均值设为 Y0，将待测物的峰面积与对应内标峰

面积的比值设为 Yn（n=1，2，3……），以脑匀浆基质

中加入的待测物对照品浓度（mg·L-1）为横坐标（X），
Yn减去 Y0的值为纵坐标（Y），进行线性回归运算，绘

制标准曲线。

2.6.3 精密度与准确度 精密吸取空白小鼠脑匀

浆上清 200 μL，加入低、中、高 3 个质量浓度的对照

品溶液，得到含 5-HT、DA、GABA、Gly、Glu、Gln、

Asp、Asn 低、中、高 3 个质量浓度的质控样品（QC）。
按 2.5 项下方法处理脑组织样品，并按 2.2 项和 2.3

项下的条件进行 UPLC-MS/MS 分析。以精密度表

示同 1 份样本多次分析测定结果间的接近程度，定

义为测量值的相对标准差，采用准确度表示实测结

果的平均值与真实浓度值之间的差异，表示为（测

得值/真实值）×100%。于同日内连续进样 6 次，计算

日内精密度和准确度；连续测定 3 d，计算日间精密

度和准确度。

2.6.4 提取回收率与基质效应 取 2.6.3 项下低、

中、高 3 个质量浓度的 QC 样品，每个质量浓度平行

制备 6 份，按 2.5 项下方法处理脑组织样品，并按 2.2

项和 2.3 项下的条件进行 UPLC-MS/MS 分析，扣除

内源性递质响应，得外加递质的峰面积与内标峰面

积比值 A；按 2.5 项下方法处理空白小鼠脑组织样

品，得含内标的空白基质，分别加入低、中、高 3 个浓

度混合对照品，进样分析，扣除内源性递质响应，得

外加递质的峰面积与内标峰面积比值 B；除将空白

小鼠脑匀浆基质换成 20% 甲醇溶液，其他按 2.5 项

下方法处理，配制低、中、高 3 个浓度不含基质的对

照品溶液，进样得待测成分峰面积与内标峰面积比

值 C。 提 取 回 收 率 =A/B×100%；基 质 效 应 =A/C×

100%［17］。

2.6.5 稳定性 精密吸取空白小鼠脑匀浆基质

200 μL，配制成低、中、高 3 个质量浓度的 QC 样品，

每个质量浓度平行配制 6 份，分别考察室温下放置

2 h 再处理、反复冻融循环 3 次、QC 样品-80 ℃下放

置 21 d 的稳定性。

2.7 统计学方法 采用 SPSS 22.0 进行统计分析，

计量资料用 x̄± s 表示，组间比较惊厥发生率及死亡

率采用秩和检验，组间比较神经递质含量采用单因

素方差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 各给药组行为学观察结果分析 各组强直性

惊厥恢复期、惊厥发生率及死亡率具体结果见表 2。

由表 2 可见，模型组小鼠的惊厥发生率为 95.65%，

死亡率为 26.09%，与空白组比较惊厥发生率与死亡

率均显著升高，表明小鼠电惊厥模型造模成功。给

药后与模型组比较，艾司唑仑组明显缩短强直性惊

厥恢复期（P<0.05），羚羊角组与山羊角低、高剂量组

强直性惊厥潜伏期显示缩短趋势，但差异无统计学

意义。与模型组相比，艾司唑仑组、羚羊角组和山

羊角低剂量组可明显降低小鼠惊厥发生率（P<0.05，
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P<0.01），死亡率与模型组相比有降低趋势但差异无

统计学意义；山羊角高剂量可显著降低小鼠惊厥发

生率（P<0.01），明显降低死亡率（P<0.05），这表明山

羊角的抗惊厥作用具有一定的剂量依赖性，高剂量

表现出更好的抗惊厥效应。从惊厥发生率与死亡

率指标比较，抗惊厥效果由强到弱为山羊角高剂量

组>羚羊角组>山羊角低剂量组。

3.2 脑内神经递质分析

3.2.1 方法学考察结果

3.2.1.1 专属性 由于本实验所有待测物均为脑组

织中内源性物质，因此无法获得不含待测物的空白

生物样品，故参照文献［14］采用在小鼠脑匀浆基质

外加一定浓度混标和内标溶液样本，进行色谱图对

比以考察方法的专属性。专属性考察结果具体见

图 1，结果显示空白小鼠脑组织样本与外加一定浓

度混标和内标溶液样本的色谱图中各待测成分保

留时间一致，且外加一定浓度混标和内标溶液样本

相应成分色谱峰峰面积增加，这表明各待测成分未

受到脑匀浆基质中杂质及内源性物质的干扰，且待

测成分与内标可以实现完全分离。

3.2.1.2 标准曲线与线性范围 本实验采用背景扣

除法，即在含内源性物质的真实空白基质中添加内

源性标准品，在扣除真实基质的背景响应后，与内

源性标准品的添加浓度建立校准曲线，以此计算生

物样本的浓度。定量下限（LLOQ）是标准曲线上最

低浓度点，信噪比（S/N）>10。各待测物质的标准曲

线、线性范围及定量下限见表 3，结果显示各待测物

在小鼠脑匀浆基质中线性均良好。

3.2.1.3 精密度与准确度 实验结果显示脑匀浆液

基质中 8 种待测成分日内、日间准确度在 85.07%~

114.8%、精密度 RSD 均低于 14.8%，表明该方法满

足生物样品测定的要求，见表 4。

3.2.1.4 提取回收率与基质效应 实验结果表明，

小 鼠 脑 匀 浆 基 质 中 5-HT、DA、GABA、Gly、Glu、

Gln、Asp 和 Asn 的提取回收率在 88.94%~114.41%，

基质效应在 87.20%~114.35%，见表 5，表明小鼠脑匀

浆基质中的内源性物质对待测成分的影响较小，且

脑匀浆基质的提取回收率符合生物样品的测定

要求。

3.2.1.5 稳定性 实验结果见表 6，小鼠脑匀浆基质

中 5-HT、DA、GABA、Gly、Glu、Gln、Asp 和 Asn 在室

温下放置 2 h 再处理、反复冻融循环 3 次，QC 样

品-80 ℃下放置 21 d 的 RSD 均<14.5%，表明脑匀浆

表 2 不同给药组强直性惊厥恢复期、惊厥发生率及死亡率（n=20）

Table 2 Recovery period，incidence and mortality of convulsion

in different treatment groups（n=20）

组别

空白组

模型组

艾司唑仑组

羚羊角组

山羊角低剂量组

山羊角高剂量组

剂量/g·kg-1

0.001

0.2

1.25

2.5

强直性惊厥恢

复期/s（ x̄± s）

50.81±12.22

34.18±14.662）

46.31±20.70

44.64±11.67

42.10±10.63

惊厥发生

率/%

0.00

95.651）

43.483）

54.173）

68.182）

18.183）

死亡率/%

0.00

26.091）

8.70

16.67

22.73

0.002）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

注：A. 空白脑匀浆基质；B. 空白脑匀浆基质+混合对照品+内标

溶液；1.5-羟色胺；2. 多巴胺；3.γ-氨基丁酸；4. 甘氨酸；5.L-谷氨酸；
6.L-谷氨酰胺；7.天冬酰胺；8.天冬氨酸；IS.2-氯苯丙氨酸

图 1 小鼠脑匀浆基质中 8种主要成分及内标的 MRM

Fig. 1 Multi-reaction monitoring chromatograms of eight active

components and internal standard in matrix of mice brain

表 3 8种神经递质在脑匀浆基质中的线性关系考察

Table 3 Results of linear relationships of 8 transmitters in matrix

of mice brain

成分

5-HT

DA

GABA

Gly

Glu

Gln

Asn

Asp

线性方程

Y=37.697X+0.052 9

Y=10.302X-0.006 8

Y=0.217 5X+0.909

Y=0.092X+0.028 8

Y=1.731 5X+3.643 4

Y=1.892 5X+3.720 2

Y=0.971 5X+0.228 2

Y=0.739 5X+0.833 3

R2

0.999 9

0.999 5

0.998 0

0.994 8

0.999 6

0.999 0

0.999 0

0.999 6

线性范围

/mg·L-1

0.001 6~25.000 0

0.001 6~24.800 0

0.003 8~119.200 0

0.001 6~25.000 0

0.003 8~61.200 0

0.003 8~60.200 0

0.001 5~24.700 0

0.003 8~60.600 0

LLOQ

/mg·L-1

0.001 6

0.001 6

0.003 8

0.001 6

0.003 8

0.003 8

0.001 5

0.003 8
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样品在上述放置条件下均稳定，可满足分析测试

要求。

3.2.2 各给药组小鼠脑内神经递质结果分析 模

型组与各给药组小鼠脑内主要内源性神经递质含

量测定结果见表 7。与空白组比较，模型组小鼠脑

组织 Glu、Asp、DA 含量均升高，其中 DA、Asp 差异

具有统计学意义（P<0.05，P<0.01）；与空白组比较，

模型组小鼠脑组织 GABA、Gly、Asn 显著降低（P<

0.01）。上述结果表明，电刺激致小鼠惊厥模型其脑

组织中神经递质呈现异常释放现象。

与模型组比较，艾司唑仑组及羚羊角、山羊角

不同剂量组均可回调由电惊厥所致小鼠脑组织中

Glu、GABA、Asp、Gly、DA、Gln、Asn 含量异常情况。

艾司唑仑组 Glu 含量显著下调（P<0.01），5-HT、Gly、

Gln 含量明显上调（P<0.05，P<0.01）；羚羊角组 Glu、

Asp 含量下调，但差异无统计学意义；5-HT、GABA、

Gly、Gln 含量显著上调（P<0.01）；山羊角低剂量组

Glu、Asp、DA 含量显著降低（P<0.01），5-HT、Gly、

GABA 含量明显上调（P<0.05）；山羊角高剂量组

Asp 含量明显下调（P<0.05），5-HT、GABA 含量显著

上调（P<0.01）。根据给药后各神经递质回调的程

度，可以发现羚羊角对 Gly 和 Gln 神经元通路更为

敏感，山羊角对 DA、Glu、Asp 神经元通路更为敏感，

同时羚羊角和山羊角均可通过调节 GABA、5-HT 神

经元通路起到抗惊厥功效。

4 讨论

惊厥是指大脑运动神经元异常放电导致骨骼

肌发生的非自主性强直与阵挛性抽搐，使用强电流

刺激动物头颅会引起其全身强直性惊厥，可以建立

模拟癫痫大发作的模型［18］。本实验通过观察山羊

角对强直性惊厥发生的预防作用，给药后给予原刺

激发现惊厥发生率降低，提示山羊角可能通过抑制

病灶放电，提高惊厥发作阈值起到抗惊厥作用。通

过比较惊厥行为学指标，可发现山羊角抗电惊厥作

用具有一定的剂量依赖性，山羊角低剂量抗惊厥作

用弱于羚羊角粉，随着山羊角剂量增加，小鼠惊厥

发生率和死亡率均下降，抗电惊厥效果强于羚羊

角粉。

电惊厥模型的发生机制主要与 GABA 能神经

系统功能降低和 N-甲基 -D-天冬氨酸（NMDA）受体

敏感性增强相关［19］，其中脑内神经递质 Glu、Asp、

GABA、Gly 的异常释放为惊厥发生发展的重要环

节［20］。本实验给予小鼠电刺激造模后 GABA 含量

显著下降，Asp 含量显著升高，表明与电惊厥相关的

氨基酸能通路表达异常，兴奋性神经递质过度释

放，抑制性神经递质含量减少，脑内神经递质紊乱，

小鼠惊厥模型复制成功；给予山羊角后 GABA 和

Asp 含量均显著回调，小鼠惊厥状态得到改善，强直

性惊厥恢复期缩短，死亡率降低，表明山羊角可通

过缓解脑内神经递质紊乱表现出抗惊厥功效。而

羚羊角粉组对 Asp 的回调不显著，表明羚羊角的抗

惊厥作用可能不涉及 Asp 通路。

Glu 在脑组织中含量丰富，可从谷氨酸能神经

元的突触前末端释放并产生动作电位，Glu 含量异

常升高可造成兴奋毒性脑损伤［2］，从而导致癫痫的

发生和发展。本实验中模型组 Glu 含量高于空白

组，提示模型组中 Glu 含量积累过多，脑内动作电位

积累过多使得小鼠惊厥发作，各给药组 Glu 含量均

表 4 小鼠脑匀浆基质中 8种成分的精密度与准确度分析（n=6）
Table 4 Precision and accuracy of eight components in mice

brain matrix（n=6）

成分

5-HT

DA

GABA

Gly

Glu

Gln

Asn

Asp

理论质量浓度

/mg·L-1

0.001 6

0.195 3

25.000 0

0.001 6

0.193 8

24.800 0

0.003 8

0.465 6

59.600 0

0.001 6

0.195 3

25.000 0

0.003 8

0.478 1

61.200 0

0.003 8

0.470 3

60.300 0

0.001 5

0.193 0

24.700 0

0.003 8

0.473 4

60.600 0

日内

准确

度/%

91.51

101.64

90.43

103.41

102.57

85.07

93.50

97.30

92.52

101.42

106.26

99.57

98.83

98.95

114.71

109.93

99.95

112.94

88.27

113.64

87.32

88.86

101.96

104.57

精密度

RSD/%

6.7

6.4

6.4

7.3

6.3

3.6

8.6

9.9

13.1

10.8

5.7

1.9

11.0

13.3

8.4

14.0

8.4

10.4

13.1

10.5

6.8

9.7

10.3

11.8

日间

准确

度/%

85.35

103.43

94.80

98.96

94.98

85.12

86.17

102.95

113.66

92.80

85.41

99.53

90.67

85.26

114.80

98.57

112.03

111.42

103.50

103.81

87.92

84.98

99.62

109.53

精密度

RSD/%

7.2

5.0

4.2

10.3

6.6

5.3

5.5

8.9

5.0

14.8

10.9

10.2

12.9

10.0

10.0

14.5

8.2

6.4

13.6

7.0

4.3

4.7

12.0

6.4
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有不同程度的下降，其中山羊角低剂量组 Glu 含量

下降幅度大于羚羊角组及山羊角高剂量组，表明山

羊角可能通过降低兴奋性神经递质 Glu 含量使小鼠

脑内神经递质达到平衡，进而缓解惊厥的发生程

度；羚羊角组给药后 Glu 含量与模型组比较无显著

性差异，表明羚羊角降低兴奋性神经递质 Glu 效果

较弱。

星形胶质细胞通过其细胞膜上的谷氨酸转运

体可将 Glu 从突触间隙中摄取，从而防止过度兴奋。

在星形胶质细胞中，Glu 通过谷氨酰胺合成酶转化

为 Gln，然后 Gln 通过谷氨酰胺酶转化回 Glu 并释

放，该循环即谷氨酸-谷氨酰胺循环［21］。谷氨酰胺合

成酶在癫痫患者体内会明显降低，从而影响 Gln 的

合成，减慢谷氨酸-谷氨酰胺循环，促进癫痫发生［22］，

提示在惊厥发生时 Gln 合成会变少。本实验结果显

示，与空白组相比模型组 Gln 含量降低，表明造模后

谷氨酸-谷氨酰胺循环可能受到抑制，使得 Glu 无法

及时转化为 Gln，兴奋性神经递质 Glu 在脑内不断积

累，而 Gln 含量降低，给药后各给药组 Gln 含量均升

高，该研究结果与 KANAMORI 等［23］评价大鼠癫痫

模型造模前后 Glu、Gln 含量变化趋势结果相一致。

据此推测，羚羊角、山羊角治疗惊厥的机制可能涉

及谷氨酸-谷氨酰胺循环代谢通路。与模型组比较，

山羊角低剂量组 Glu 含量显著下降，羚羊角组 Gln

含量显著上升，表明在谷氨酸 -谷氨酰胺循环中，山

羊角对 Glu 通路更加敏感，而羚羊角对 Gln 通路更

加敏感。

在星形胶质细胞中，Glu 通过谷氨酸脱羧酶可

转化为 GABA［2］，GABA 可降低神经元及兴奋性氨

基酸的活性，减小神经细胞的损伤。苯二氮䓬类及

戊巴比妥类药物主要通过增加 GABA 与其受体的

结合，进而增加氯通道开放的频率、延长氯通道开

表 5 小鼠脑匀浆基质中 8种成分的提取回收率与基质效应（n=6）

Table 5 Extraction recoveries and matrix effects of eight components in mice brain matrix（n=6）

成分

5-HT

DA

GABA

Gly

Glu

Gln

Asn

Asp

理论质量浓度/mg·L-1

0.001 6

0.195 3

25.000 0

0.001 6

0.193 8

24.800 0

0.003 8

0.465 6

59.600 0

0.001 6

0.195 3

25.000 0

0.003 8

0.478 1

61.200 0

0.003 8

0.470 3

60.300 0

0.001 5

0.193 0

24.700 0

0.003 8

0.473 4

60.600 0

提取回收率/%

x̄± s

102.64±4.33

99.87±0.62

97.73±0.81

97.37±4.22

90.09±3.45

99.24±1.03

89.72±7.06

111.64±29.28

95.76±2.81

107.54±12.56

114.41±12.18

95.86±4.65

99.73±14.63

106.85±4.05

98.53±1.40

101.98±14.22

99.54±13.12

95.64±1.45

104.73±9.03

95.78±3.45

97.18±1.18

111.58±13.99

94.38±10.59

88.94±2.47

RSD

4.2

0.6

0.8

4.3

3.8

1.0

7.9

14.8

2.9

11.7

10.7

4.9

14.7

3.8

1.4

14.0

13.2

1.5

8.6

3.6

1.2

12.5

11.2

2.8

基质效应/%

x̄± s

98.31±6.22

100.89±1.74

104.64±5.08

101.98±13.11

88.05±2.52

96.50±1.63

87.20±6.92

97.60±11.62

87.32±2.93

107.81±15.75

108.46±17.08

105.12±3.63

111.48±12.65

114.35±1.65

102.51±4.82

90.08±12.48

103.50±9.83

97.62±1.65

113.77±14.40

105.18±5.55

103.06±2.21

96.79±7.02

97.51±5.65

96.51±2.00

RSD

6.3

1.7

4.9

12.9

2.9

1.7

7.9

11.9

2.2

14.6

15.8

3.5

11.4

1.4

4.7

13.9

9.5

1.7

12.7

5.3

2.2

7.3

5.8

2.1
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放时间以达到抗惊厥作用［24］。本实验中与空白组

比较，模型组 GABA 含量显著下降，而不同剂量山

羊角粉给药后均可显著回调惊厥小鼠脑中 GABA

含量，提示山羊角可通过促进抑制性氨基酸 GABA

的释放降低神经元过度放电造成的损伤，改善小鼠

的惊厥情况并降低死亡率。羚羊角组可显著提升

GABA 含量且升高幅度高于山羊角低剂量组，提示

山羊角需提高剂量使 GABA 含量升高幅度变大进

而提高抗惊厥活性。

DA 属于单胺类神经递质中的儿茶酚胺和苯乙

表 6 小鼠脑匀浆基质中 8种成分的稳定性考察（n=6）
Table 6 Stability of eight components in mice brain matrix（n=6）

成分

5-HT

DA

GABA

Gly

Glu

Gln

Asn

Asp

理论质量浓度/mg·L-1

0.001 6

0.195 3

25.000 0

0.001 6

0.193 8

24.800 0

0.003 8

0.465 6

59.600 0

0.001 6

0.195 3

25.000 0

0.003 8

0.478 1

61.200 0

0.003 8

0.470 3

60.300 0

0.001 5

0.193 0

24.700 0

0.003 8

0.473 4

60.600 0

室温放置 2 h/%

准确度

92.51

99.32

92.14

97.10

97.06

83.14

86.37

90.07

102.83

113.76

104.49

94.69

113.89

87.82

104.68

110.49

107.02

98.86

98.98

99.44

85.02

87.60

101.60

92.29

RSD

9.8

6.0

6.5

10.2

7.2

4.6

7.6

12.8

10.1

10.8

5.9

5.0

8.4

9.1

10.3

12.0

12.0

12.0

14.5

11.1

7.3

9.9

9.1

5.7

反复冻融循环 3 次/%

准确度

98.75

108.53

88.08

104.47

102.49

85.13

87.03

102.57

91.13

111.86

101.77

93.59

110.95

89.71

97.36

85.44

111.91

95.18

102.30

90.14

87.68

106.99

94.50

86.27

RSD

14.1

8.4

4.7

11.8

7.1

5.6

5.8

11.7

12.3

3.1

8.1

2.9

4.1

13.2

8.0

8.8

11.7

8.8

10.6

8.3

9.5

7.6

12.2

6.3

-80 ℃放置 21 d/%

准确度

92.47

95.41

92.28

105.12

97.39

85.18

93.99

101.03

114.49

105.42

115.69

105.59

114.03

94.33

114.66

113.25

99.48

114.88

99.61

107.06

86.07

107.46

110.24

114.58

RSD

14.4

8.5

3.0

8.1

8.4

1.6

7.3

13.7

12.2

12.3

9.4

6.5

7.9

13.1

2.4

12.9

7.5

1.2

13.6

6.1

3.6

4.3

7.8

3.7

表 7 各组小鼠脑组织神经递质含量（x̄± s，n=12）

Table 7 Transmitters content determination of mice brain tissues（x̄± s，n=12） mg·L-1

组别

空白组

模型组

艾司唑仑组

羚羊角组

山羊角低剂量组

山羊角高剂量组

5-HT

0.004±0.001

0.004±0.002

0.008±0.0034）

0.007±0.0024）

0.006±0.0033）

0.007±0.0044）

DA

0.008±0.003

0.015±0.0071）

0.012±0.005

0.015±0.003

0.007±0.0054）

0.012±0.005

GABA

47.84±18.35

24.61±9.882）

29.39±13.95

50.09±16.034）

42.74±20.633）

63.48±17.394）

Gly

17.60±5.51

7.38±2.692）

10.51±2.973）

15.47±4.064）

11.00±4.133）

10.79±5.03

Glu

33.01±11.26

40.30±9.19

26.75±9.394）

34.17±9.31

22.30±6.254）

30.99±15.07

Gln

35.30±8.22

26.21±9.47

34.63±7.743）

44.40±12.114）

29.85±13.31

27.74±14.65

Asn

1.37±0.46

0.75±0.342）

0.90±0.46

1.02±0.50

0.84±0.35

0.93±0.55

Asp

18.42±7.21

30.85±9.352）

26.42±10.63

26.92±8.41

19.97±6.144）

22.15±9.743）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01
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胺家族［2］。研究表明，多巴胺 D1 和 D2 样受体信号

在癫痫发生过程中具有相反的作用，D1 受体信号促

癫痫，而 D2 受体信号抗癫痫［25］。BABAIE 等［26］研究

发现多巴胺能系统的过度活动会导致惊厥阈值降

低，服用有效的抗多巴胺能药物有助于控制患者的

癫痫发作。本实验中，与空白组比较模型组 DA 含

量显著升高，随后对造模成功的小鼠给予不同剂量

山羊角粉、羚羊角粉和艾司唑仑，结果表明低剂量

山羊角粉可以显著降低惊厥小鼠脑内 DA 含量，从

而减轻小鼠惊厥程度，表明山羊角可能通过抑制

DA 的释放起到抗惊厥作用；而羚羊角组 DA 含量高

于模型组，提示羚羊角可能对 DA 能神经元通路不

敏感。

5-HT 是与学习、焦虑惊厥等相关的单胺类神经

递质［27］，脑内 5-HT 能神经递质水平升高可以抑制

惊厥发作，5-HT 耗竭会降低惊厥发作的阈值，通常

用作抗惊厥药［28］。服用 5-HT 1A 受体激动剂可减少

源自海马的癫痫发作，抑制成年雄性大鼠的电生理

活动。而大脑中缺乏 5-HT 神经元的小鼠癫痫发作

阈值较低，更容易在癫痫发作后死亡［29］。本实验

中，与空白组相比模型组 5-HT 含量降低但并无显著

性差异，但给药后各给药组 5-HT 含量均显著升高，

表明山羊角和羚羊角均可通过提高小鼠脑内 5-HT

含量达到抗惊厥作用，且羚羊角组升高 5-HT 的程度

高于山羊角低、高剂量组。

Asp 是脑内主要的兴奋性神经递质［30］，NMDA

是 Asp 的高能量形式，被用来诱发实验动物的癫痫

发作［31］。多项实验表明 Asp 含量在造模后异常升

高，给予抗惊厥药物后含量下降［30，32-33］。本实验结

果与上述文献一致，表明山羊角和羚羊角可通过降

低兴奋性神经递质 Asp 的释放使小鼠脑内惊厥状况

改善。天冬酰胺合成酶通过 ATP 依赖反应可将 Asp

转化为 Asn，患有天冬酰胺合成酶缺乏症的个体会

出现严重的惊厥，其血清或脑脊液中的 Asn 含量明

显减少［34］。Asn 缺乏引起的神经损伤可能是由于大

脑中天冬酰胺的消耗或天冬氨酸的积累导致兴奋

性增强和神经元损伤［35］。本实验中，Asn 含量在造

模后降低，给药后上升，与上述文献造模前后变化

趋势一致，但不具有显著性差异。这表明山羊角和

羚羊角发挥抗惊厥作用时可能对 Asn 代谢通路作用

不显著。

Gly 作为一种抑制性神经递质，其激活 Gly 受体

后产生抑制性突触后电位［36］。研究表明 Gly 在动物

惊厥模型及癫痫人体样本中含量均较低，给予抗惊

厥药物后含量升高［33，37］。本实验中造模后 Gly 含量

极显著降低，给药后各给药组含量显著升高，与上

述文献变化趋势一致，表明羚羊角及山羊角可通过

增加抑制性神经递质 Gly 的释放使惊厥小鼠脑内兴

奋性神经递质过度活跃导致的异常放电情况得到

缓解，且羚羊角作用于甘氨酸能神经元通路作用强

于山羊角。

综上所述，山羊角与羚羊角预防性给药后，与

模型组相比，5-HT 与抑制性神经递质 Gly、GABA 含

量均显著升高；山羊角可回调兴奋性神经递质 Asp、

Glu 的释放，而羚羊角可显著升高脑组织中 Gln 水

平。研究结果提示，山羊角和羚羊角均可通过调节

脑兴奋性及抑制性氨基酸水平使电惊厥小鼠的惊

厥率及死亡率下降，进而起到抗惊厥作用，但其作

用趋势及具体作用的神经递质尚有差异，其分子机

制尚有待进一步探讨。
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