
sistance transporter from hum anMCF�7 b reast can cer cells [ J] .

P rocN atl Acad S ci USA, 1998, 95 ( 26) : 15665�15670.
[ 2 ] � LEE S S, JEONG H E, Y I JM, et al. Iden tification and fun c�

t ional assessm ent of BCRP polym orph ism s in a korean popu lation

[ J] . D rug M etab Dispos, 2007, 35( 4) : 623�632.
[ 3 ] � YANASE K, TSUKAHARA S, M ITSUHASH I J, et al. Fun c�

t ional SNPs of the b reast cancer resistance protein�th erapeut ic
effects and inh ib itor developm en t [ J] . Cancer L ett, 2006, 234

( 1) : 73�80.
[ 4 ] � KAGE K, TSUKAHARA S, SUGIYAMA T, et a l. Dom in ant�

negat ive inhibit ion of b reast cancer resistance p rotein as d rug ef�
f lux pump through the inh ibit ion of S�S dep endent homod im eriza�
t ion [ J] . In t J Cancer, 2002, 97( 5) : 626�630.

[ 5 ] � YANG C H, SCHNE IDER E, KUO M L, e t a l. BCRP /MXR /

ABCP expression in topotecanres istan t hum an breast carcinom a

cells [ J]. B iochem Pharm acol, 2000, 60 ( 6) : 831�837.
[ 6 ] � KAWABATA S, OKA M, SH IOZAWA K, e t a l. Breast cancer

resistance p rotein d irect ly confers SN�38 res istan ce of lung cancer

cells [ J ]. B iochem B iophys R es Commun, 2001, 280 ( 5 ) :

1216�1223.
[ 7 ] � MALIEPAARD M, SCHEFFER G L, FANEYTE I F, et al.

Sub cellu lar local ization and distribu tion of th e b reast cancer re�
sistance protein transporter in norma lhum an t issues [ J]. C ancer

R es, 2001, 61 ( 8) : 3458�3464.
[ 8 ] � JONKER J W, SM IT J W, BRINKHU IS R F, e t al. Ro le of

b reast can cer res istance protein in the b ioavailab il ity and fetal

pen etrat ion of topotecan [ J] . J Na tl Cancer Inst, 2000, 92

( 20) : 1651�1656.
[ 9 ] � KRU IJTZER C M, BEIJNEN JH, ROS ING H, et a l. Increased

oral b ioava ilab ility of topotecan in comb inat ion w ith the breast

cancer resistance protein and P�glycop rotein inh ib itor GF120918

[ J] . J C lin Oncol, 2002, 20 ( 13) : 2943�2950.
[ 10] � JONKER J W, MER INO G, MUSTERS S, et al. Th e breast

cancer resistance protein BCRP ( ABCG2 ) concen trates d rugs

and carcinogen ic xenotoxin s in to m ilk [ J] . Na tM ed, 2005, 11

( 2) : 127�129.
[ 11] � IMA IY, NAKANEM, KAGE K, et a l. C421A Polymorph ism in

the hum an b reast cancer resistance protein gen e is associatedw ith

low exp ression of Q141K protein and low� level drug res istan ce

[ J] . M ol Cancer Ther, 2002, 1( 8 ): 611�616.
[ 12] � KOBAYASH I D, IE IRI I, H IROTA T, et a l. Funct ion al assess�

m ent of ab cg2 ( bcrp) gene polym orph ism s to protein expression

in human p lacenta [ J] . D rugM etab Dispos, 2005, 33( 1 ): 94�
101.

[ 13] � M IZUARA I S, AOZASA N, KOTANIH. S ingle nucleotide poly�
m orph ism s resu lt in im paired m emb ran e localizat ion and redu ced

atpase act iv ity in mu lt idrug tran sporter ABCG2 [ J] . In t J Canc�
er, 2004, 109( 2) : 238�246.

(收稿日期: 2011�01�21 )

作者简介:沈江华,女,药师 � � 研究方向:老年用药、合理用药 � � * 通讯作者:王育琴,女,主任药师,硕士生导师 � � 研究方向:医院药学 �

� T el/Fax: ( 010 ) 83198682� � E�m ai:l sjh _happy@ sohu. com

难治性癫痫患者脑组织致痫灶与灶旁组织药物浓度的比较研究

沈江华,姜德春, 王育琴
*

(首都医科大学宣武医院药剂科,北京 100053)

摘要: 目的 � 通过比较难治性癫痫 ( IE)患者脑内致痫灶、灶旁组织的药物浓度的差异,促进阐明 IE的耐药机制。方法 � 收集

自 2007年 4月 ~ 2009年 3月在首都医科大学宣武医院功能神经外科行 �致痫灶切除术 �的 IE患者。用高效液相色谱法

( HPLC)测定脑组织致痫灶和灶旁组织药物浓度,比较其差异。所有患者均在术前获得知情同意。结果 � � 共收集到 23例

患者的脑组织, 分别服用苯巴比妥 ( PB)、苯妥英钠 ( PHT )、卡马西平 ( CBZ)和拉莫三嗪 ( LTG ), 将致痫灶和灶旁组织用电生理

的方法进行分离, 用于脑组织药物浓度的测定。剔除 3例,剩余 20例,包括 PB 4例, CBZ 16例。� 20例患者脑组织致痫灶的

平均药物浓度为 ( 1�83 � 0� 39)�g� mL- 1, 灶旁组织的平均药物浓度为 ( 2�11 � 0� 45)�g� mL- 1, 采用配对 t检验的方法, P =

0� 000< 0� 05,结果有统计学差异, 致痫灶的药物浓度低于灶旁组织。分别观察 PB组与 CBZ组的结果,得出一致性结论。结

论 � 本试验的前续研究已经证实 P糖蛋白 ( P�gp)在脑组织的致痫灶中比灶旁组织表达量多, 且本试验所选药物均是 P�gp的

底物, 在 P�gp表达产物外排泵的作用下, 使致痫灶中的药物浓度低于灶旁组织,导致了患者的耐药。

关键词: 难治性癫痫; 脑组织 ; 药物浓度; 高效液相色谱; 耐药机制
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Comparative Study on Concentrations ofAntiep ileptic Drugs in Epileptogenic Focus and Adjacent Tissue in

Patients w ith Intractable Epilepsy

SHEN Jiang�hua, JIANG De�chun, WANG Yu�qin* (Pharmacey Depar tm ent of X uanwu H osp ital of Cap italM edical Un ivers i�

ty, Beijing 100053, China)

ABSTRACT: OBJECTIVE� To c larify them echanism o f drug res istance by com paring the antiep ileptic drug concentration in ep ilep�
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tic foci and les ion ad jacent tissue� METHODS� Patien ts diagnosed w ith intractable ep ilepsy and underwent exc ision ope ration o f ep i�

leptic fo ci in functiona l neu rosurg ery o f Xuanwu H ospita l o f Capita lM edica lUniversityw ere co llected from April 2007 toM arch 2009�

The drug concentration in the intractable ep ileptic patients w as de term ined by h igh perfo rmance liqu id chrom atography� A ll patients

prov ided informed consent before surgery� RESULTS� Tw en ty�three cases who took phenobarbita l( PB) , phenyto in( PHT ), carbam az�

ep ine( CBZ) or lamo tr ig ine( LTG ) before surge ry, w ere collected� A ll ep ilep tic foci and lesion adjacent tissues w ere d istinguished by

nerv e electrophysio log ica lm ethod, and used for drug concen tration determ ination� Three cases w ere exc luded� The rem a ining cases in�

cluded 4 cases of PB and 16 cases of CBZ� Therew ere 20 patients in th is study� The average drug concentration in ep ileptic foc iw as

( 1�83 � 0� 39)�g� mL- 1. The average drug concentra tion in lesion ad jacent tissuew as ( 2�11 � 0� 45)�g� mL- 1, SPSS sta tistica l a�

nalysis resu lt was statistically s ignificant� The drug concentra tions in epileptic foci tissue w ere low er than that in the lesion� The sam e

resu lts w ere show n in g roups o fPB and CBZ� CONCLUSION� P rev ious study has showed that P�gp expression in ep ileptic foc i is sig�

n ifican tly higher than tha t in lesion adjacent tissue� A ll the drug s inc luded in th is study ( PB, CBZ, PHT and LTG ) are substrates o f P�

gp� W e conc lude tha t the h igher expression o f P�gp in epileptic foc i resu lts in low er drug concentration than that in les ion adjacent

tissue�

KEY WORDS: intractab le ep ilepsy; bra in tissue; drug concentration; HPLC; drug�resistancem echan ism

� � 癫痫以药物治疗为主,目前抗癫痫药物有 20多

种,其中用药物不能控制的顽固性癫痫约占 20%左

右,最后发展为难治性癫痫 ( intractable ep ilepsy, IE )

或顽固性癫痫 ( re fractory epilepsy, RE )
[ 1�2]
。难治性

患者的耐药可能依赖两个主要机制: � 药物作用靶

点减少; �药物难以到达中枢神经系统,致使在病灶

内的浓度达不到有效浓度范围。后者归因于多药耐

药相关蛋白 ( mult idrug resistance prote in, MRP)将进

入中枢神经系统的药物外排
[ 3]
。

本试验将难治性癫痫患者脑组织的致痫灶和灶

旁组织药物浓度作比较, 为阐明难治性癫痫的耐药

机制提供依据。

1� 研究对象

收集自 2007年 4月 ~ 2009年 3月于首都医科

大学宣武医院功能神经外科的患者, 服用抗癫痫药

物至少 5个半衰期,血药浓度达稳态,但是癫痫发作

仍未得到有效控制,接受致痫灶切除手术,术中用神

经电生理的方法分离致痫灶和灶旁组织, 病例检查

后将标本冻存于 - 80 � 冰箱待用。入选标准: �诊
断为难治性癫痫,并且进行致痫灶切除手术; � 术前

患者服用抗癫痫药物 [苯巴比妥 ( PB )、苯妥英钠

( PHT)、卡马西平 ( CBZ)和拉莫三嗪 ( LTG )单用或

合用 ]。排除标准: � 未取得知情同意书者; � 术前

诊断为恶性肿瘤患者; �服用其他药物 [奥卡西平、

丙戊酸钠、左乙拉西坦 ( levet iractam, LEV )等 ]的手

术患者。剔除标准: � 未将脑组织致痫灶和灶旁组
织分开者; � 致痫灶和灶旁组织取自不同部位者

(如致痫灶和灶旁组织分别取于颞叶和额叶 )。

本试验通过宣武医院伦理委员会审批, 所有患

者均于术前签署知情同意书。

2� 方 � 法

2�1� 脑组织的处理
用分析天平称取 0�3~ 0�5 g冻存的脑组织, 先

用剪刀充分剪碎,放入 10 mL的离心管中, 按 w /v=

1�1的比例加入组织裂解液 [ 4�6]
, 充分震荡, 静置 6

h,让脑组织与组织裂解液充分混匀。将离心管放入

盛有冰水混合物的烧杯中, 用匀浆机将脑组织进行

匀浆,以肉眼观察不到成块组织且匀浆液均匀为宜,

再用超声粉碎仪对脑组织匀浆液继续粉碎, 以达到

充分匀浆的目的。

2�2� 脑组织药物浓度的测定
采用 HPLC,取脑组织匀浆液 0�2mL到 1�5 mL

的离心管中, 加入乙腈 0�2 mL, 漩涡混匀后, 置于高

速离心机中离心 15 m in, 转速为 13 000 r� m in
- 1
,取

上清液于另一离心管中,再次离心 5m in,取上清液经

有机相的微孔过滤膜 ( 0�22 �m )过滤后进样
[ 7]
。色

谱条件:磷酸盐缓冲液�甲醇 �乙腈�丙酮 = 55�22�12�

11;用 NaOH溶液将流动相的 pH调至 7�0,流速 1�0
mL� m in

- 1
。紫外检测波长: 210 nm;温度:室温

[ 8 ]
。

2�3� 统计学处理
应用 SPSS统计学软件, 分别计算致痫灶和灶旁

组织药物浓度的平均药物浓度及标准差,将致痫灶

和灶旁组织的药物浓度进行正态性分布检验, 然后

做配对 t检验。

3� 结 � 果

本试验共收集到 23例患者的脑组织,分别服用

PB、PHT、CBZ和 LTG。由于 2例服用 PHT的患者

脑组织药物浓度过低, 1例服用 PB的患者脑组织药
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物浓度过高,故舍去, 剩余 20例的脑组织药物浓度

的测量结果均在标准曲线范围内, 其中包括 PB 4

例, CBZ 16例。

难治性癫痫患者脑组织致痫灶和灶旁组织的药

物浓度结果见表 1。

20例患者 ( 14名男性, 8名女性,年龄为 11~ 46

岁,平均年龄 23�13岁 )脑组织致痫灶平均药物浓度

为 ( 1�83 � 0�39) �g� mL
- 1
,灶旁组织的平均药物浓

度为 ( 2�11 � 0�45)�g� mL
- 1
,采用配对 t检验的方

法, P = 0�000< 0�05 ( n = 20) , 结果有统计学意义,

表明致痫灶的药物浓度低于灶旁组织。

4例服用 PB患者致痫灶的平均药物浓度为

( 2�07 � 0�55)�g� mL
- 1
,灶旁组织的平均药物浓度

为 ( 3�45 � 0�38) �g� mL
- 1
, 由于例数较少,不能进

行统计学分析,但观察其趋势: 致痫灶的药物浓度比

灶旁组织的药物浓度低; 16例 CBZ的致痫灶平均药

物浓度为 ( 1�78 � 0�34)�g� mL
- 1
,灶旁组织的平均

药物浓度为 ( 2�03 � 0�41) �g� mL
- 1
, 采用配对 t检

验的方法, P = 0�000< 0�05( n = 16) , 结果有统计学

意义, 致痫灶的药物浓度低于灶旁组织。

表 1� 难治性癫痫 ( IE)患者脑组织致痫灶与灶旁组织抗癫

痫药物浓度结果

Tab� 1� Com para tives o f antiepileptic drugs in epileptog en ic fo�

cus and lesion adjacent tissue in 20 pa tients w ith in trac tab le epi�

lepsy

Serial

number
D rug s

A na tom ica l

o f

epileptogenic

fo cus

A na tom ica l

o f les ion

adjacent

tissue

Drug

concentrations in

ep ileptogenidc

focus

/�g�mL - 1

D rug

concentrations

in lesion

adjacent

tissue /�g�mL- 1

1 PB H ippocampus T empora l 1. 97 2. 73

2 PB H ippocampus T empora l 1. 94 2. 30

3 PB H ippocampus T empora l 1. 20 1. 84

4 PB H ippocampus T empora l 3. 18 2. 92

5 CBZ Fronta l Fronta l 1. 90 2. 23

6 CBZ Fronta l Fronta l 1. 78 1. 82

7 CBZ Parietal Parietal 2. 72 3. 11

8 CBZ Fronta l Fronta l 1. 81 1. 95

9 CBZ Parietal Parietal 1. 29 1. 30

10 CBZ H ippocampus T empora l 2. 22 2. 02

11 CBZ Fronta l T empora l 2. 52 3. 66

12 CBZ H ippocampus T empora l 1. 42 1. 56

13 CBZ H ippocampus T empora l 1. 61 2. 16

14 CBZ H ippocampus T empora l 1. 69 2. 06

15 CBZ H ippocampus T empora l 2. 00 2. 26

16 CBZ Fronta l Fronta l 1. 60 1. 97

17 CBZ H ippocampus T empora l 1. 82 1. 99

18 CBZ H ippocampus T empora l 1. 46 1. 78

19 CBZ H ippocampus T empora l 0. 64 0. 77

20 CBZ H ippocampus Fronta l 1. 92 1. 80

注: PB-苯巴比妥; CBZ- 卡马西平

No te: PB- phenobarbita;l CBZ- carbam azepine

4� 讨 � 论

4�1� 目标药物筛选的依据
由于本试验的前期研究

[ 9]
发现: 难治性癫痫的

耐药机制可能与 P糖蛋白 ( P�gp)有关, 故本试验在

选择药物时全部选择 P�gp的底物, PB、CBZ、PHT和

LTG都是 P�gp的底物,因此选择了此 4种药物。

4�2� 术中致痫灶和灶旁组织的区分
各项术前、术中评估手段都无法精确判断难治

性癫痫患者致痫灶的部位, 而对于术前行 �深部电

极埋置术 �的患者, 则可以通过术中脑电图分析确

定发作期异常放电的起源点,定义为致痫灶
[ 10]
。发

作起源点即电极点上率先出现持续脑电图变化并伴

有相应的临床发作症状, 这种变化要明显区别于发

作间期的异常放电, 并与意识不同阶段的变化相

鉴别
[ 11]
。

术前致痫灶定位相对明确, 未行 �深部电极埋

置术 �的患者, 可以在术中根据异常放电来判断, 异

常放电的集中部位为致痫灶, 周围相对放电不明显

或不放电的部位为灶旁组织,视为正常脑组织。

4�3� 取材的定位
癫痫发作起源于脑皮质, 故所有灶旁组织均取

材于脑皮质, 有枕叶、顶叶、额叶和颞叶等部位。其

中颞叶癫痫中, 将异常放电的集中部位 � � � 硬化的

海马作为致痫灶,而将颞叶皮层作为灶旁组织;其他

类型癫痫 (额叶、枕叶等 ) ,致痫灶为术中电生理监

测中放电的集中部位,而灶旁组织为相对远离致痫

灶的部位。

4�4� 致痫灶在 IE患者脑组织中的作用

所谓致痫灶是指大脑皮层上引起癫痫发作的区

域, 手术切除此区域,发作将完全消失
[ 12]

, 难治性癫

痫患者异常放电起源部位和异常放电部位均集中于

致痫灶。本试验中直接通过术中电生理的变化区分

致痫灶和灶旁组织,能直接反映 IE患者的大脑功能

状况。

4�5� 致痫灶与灶旁组织药物浓度差异的原因
造成致痫灶与灶旁组织药物浓度差异的原因有

两个。一是 P�gp发挥药物外排泵的作用, 将脑组织

细胞内的药物泵出细胞外; 二是由于多药耐药相关

蛋白的作用。

P�gp是转运蛋白 ATP结合物 ( ATP�bind ing cas�
sette transpo rters, ABCT )超家族的成员之一, MDR1

编码的 P�gp与耐药相关 [ 13�15]
。本试验的前期结果

发现: P�gp在致痫灶的表达高于灶旁组织
[ 9]
, 而很

多研究报道大部分 AEDs是 P�gp的底物。推测很
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可能是由于 P�gp在致痫灶的高表达改变了 AEDs

在脑组织的药物分布, 导致其在作用靶点部位浓度

降低而出现耐药。

目前对致痫灶研究的文献很少。Ak等
[ 16]
对 28

例局灶性皮质发育不良 ( FCD )病人进行研究, 根据

病理变化区分出癫痫致痫灶,以 10例尸检脑组织为

对照组,结果 P�gp在致痫灶脑组织表达高于正常脑
组织。而且本试验的前期研究发现了一致性的结

果,即 P�gp在难治性癫痫患者脑组织致痫灶中表达
量高于灶旁组织。有研究发现, P�gp可以限制抗癫
痫药物 PHT、CBZ、PB、托吡酯和 LTG等进入作用位

点从而引起耐药
[ 17]
。

本试验的结果发现,对于 PB和 CBZ来说, 致痫

灶的药物浓度低于灶旁组织,但是由于收集的服用

PB药物的患者例数较少, 不足以作统计学分析,只

能观察出致痫灶的药物浓度低于灶旁组织的趋势,

但是致痫灶中 CBZ的药物浓度低于灶旁组织是可

以肯定。

5� 结论与展望

综上所述,由于抗癫痫药物大部分都为 P�gp的
底物, 而且脑部致痫灶的 P�gp表达量比灶旁组织要
高,故 AEDs被吸收入血后不能均匀分布于脑组织,

由于 P�gp表达产物发挥药物外排泵的作用将药物
泵出致痫灶,导致致痫灶的药物浓度低于灶旁组织,

故而致痫灶脑组织达不到治疗的有效浓度, 进而造

成癫痫患者对药物的不敏感。

虽然无直接证据证实 MDR的过度表达是癫痫

难治的主要原因, 但也不会仅仅是一种表象。针对

药物外排现象,将来的突破点是选用最合适的 MDR

抑制剂,寻找非 MDR的底物或研制能逃避 MDR外

排作用的药物。目前已发现一种新型的药物 LEV

能有效治疗部分难治性癫痫。大鼠杏仁核点燃制作

的 IE模型对众多 AED s耐药, 而唯一例外的就是

LEV。它不被 P�gp的抑制剂维拉帕米及 MRPs的抑

制剂丙磺舒抑制,推测可能不是 P�gp或 MDPs的底

物
[ 18]
。此结论也验证了这一点, 并为以后发现更多

的癫痫药物治疗方案打下了理论基础。
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