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縮寫表 

 

 
AMPA   α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid 

CA    cornu ammonis 

DG    dentate gyrus 

EC    entorhinal cortex 

eEPSC   evoked excitatory post-synaptic current 

GABA   gamma-aminobutyric acid 

mEPSC   miniature excitatory post-synaptic current 

NMDA   N-methyl-D-aspartic acid 

PPF    paired-pulse facilitation  

PPR    paired-pulse ratio 

SE    status epilepticus 

TLE    temporal lobe epilepsy 

TTX    tetrodotoxin 
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摘要 

 

 
 Carisbamate（RWJ-333369）為一新的神經作用藥物，在癲癇動物模型上展現

廣效的抗癲癇作用，但其抗癲癇機轉仍未明。本論文研究 carisbamate 在大鼠海馬回

齒回突觸的藥理作用，利用全細胞膜片箝制技術（whole-cell patch clamp）記錄齒回

顆粒狀細胞（dentate granule cell）的突觸後興奮性電位（excitatory postsynaptic 

current）變化，評估 carisbamate 在本腦區對突觸傳導的影響。 

  

本實驗使用年齡三週的大鼠所製備之冠狀腦切片，在齒回外側的 molecular layer

給予 0.1 Hz 的電刺激，於 perforant pathway 至齒回顆粒狀細胞的突觸前引發動作電

位，並於突觸後顆粒狀細胞記錄 glutamate 活化 α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazole propionic acid （AMPA）受體或 N-methyl-D-aspartic acid（NMDA）受體所

產生之電流。利用 whole-cell patch clamp 技術，記錄位於 Wistar 大鼠的 hippocampus

活體腦切片中 DG 的 granule cell 上由 glutamate 所引發的電流，藉由不同受體的阻斷

劑，分離出 AMPA 受體和 NMDA 受體參與之電流並分析之。另外搭配不同的電生理

技術，區分藥物的在突觸的作用位置。由於 glutamate 釋放受到鈣離子通道所調控，

藉由同時投予鈣離子通道阻斷劑以及 carisbamate 藥物來評估鈣離子通道的作用。 
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結果顯示 carisbamate 對這兩類受體所引發之興奮性電位皆展現濃度依賴性的抑

制效果；另外，100μM carisbamate 會抑制 AMPA 受體在配對刺激（paired-pulse）下

的性質，降低配對刺激比率（paired-pulse ratio）。30 及 100 μM 的 carisbamate 不會

對胞外給予 AMPA 所引發之電流產生影響，也不會影響在 TTX 存在下的 AMPA 最

小興奮性電流（miniature excitatory postsynaptic current）。另外，抑制 L-type 鈣離子

通道無法遮蔽 carisbamate 的抑制作用，顯示該藥物的抑制作用並非透過 L-type 鈣離

子通道。結果顯示（1）carisbamate 確實會抑制 glutamate 受體所引發之興奮性電位並

展現濃度依賴性的抑制作用。（2）carisbamate 以一個相近的比例抑制 AMPA 或

NMDA 引發的興奮性電流，抑制配對刺激比率，不會影響胞外給予 AMPA 引發之電

流，且對最小興奮性電流的電流大小不會產生抑制。因此，評估 carisbamate 的抑制

作用來自抑制突觸前減少 glutamate 釋放。（3）carisbamate 的抑制作用不是透過 L-

type 鈣離子通道而來。 

 

DG 長久以來和癲癇症，特別是顳葉癲癇症具有高度相關性。顳葉癲癇症會改變

DG 調控 hippcampus 的能力，使癲癇發作閾值降低。Glutamate 為 entorhinal cortex 傳

入 DG 的主要興奮性神經傳遞物質，carisbamate 抑制突觸前 glutamate 釋放被視為抑

制外來興奮性訊號的傳遞，減少外界興奮性刺激 hippocampus，降低癲癇發作的機

會。此突觸前的抑制作用被認為是 carisbamate 抗癲癇作用的之一。 
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Abstract 

 

 

 Carisbamate (RWJ-333369) is a novel neuromodulator and shows a broad spectrum 

antiepileptic activity. We suggest that this neuroprotection effect might act through the 

regulation of excitatory synaptic transmission on DG. Our research evaluated its effect on 

excitatory signal transmission to dentate gyrus (DG) granule cell in rat hippocampus slice 

by whole-cell patch clamp technique.  

 

Evoked AMPA/NMDA receptor-mediated excitatory postsynaptic currents 

(eEPSCAMPA/NMDA) were recorded by whole-cell patch-clamp recording from the granule 

cells of DG in brain slice preparation of young Wistar rats (60-120 g, P21). We also used 

paired-pulse stimulation, exogenous AMPA application and AMPA receptor-mediated 

miniature EPSC (mEPSCAMPA) recording to evaluate the effects of carisbamate. Our results 

showed that carisbamate inhibited eEPSCAMPA/NMDA in a concentration-dependent manner. 

The decrease of paired-pulse ratio in 100 µM at 50 and 100 ms interval suggests that 

carisbamate acts presynaptically to reduce AMPA-receptor mediated current from perforant 

pathway. The response to exogenous AMPA application and mEPSC recording in the 
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presence of TTX also showed that carisbamate had no effect on AMPA receptor. 

Furthermore, L-type Ca2+ channel blocker didn’t mask the reduction of eEPSCAMPA by 100 

µM carisbamate.  

 

DG plays an important role in epilepsy, especially in temporal lobe epilepsy (TLE). The 

ability to regulate hippocampus is attenuated in TLE, which makes the seizure threshold 

lower. The inhibition of presynaptic glutamate release by carisbamate may contribute to its 

antiepileptic action.  
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第一章 導論 

 

 
癲癇症（epilepsy） 

 

癲癇症是一種常見的神經疾病，涵蓋各年齡層，從新生兒到老年人都有機會發

生。癲癇症大約影響全球人口的1-2%（McNamara, 1999），許多國家的地區性研究

顯示流行率在4/1000-10/1000間（ILAE, 1997; Forsgren et al., 2005）。後者顯示在歐洲

地區孩童及青少年的癲癇大約有九十萬人（流行率為4.5-5.0/1000），20至64歲為一

百九十萬人（流行率為6/1000），六十五歲以上為六十萬人（流行率為7/1000）。台

灣針對基隆市癲癇病患流行病學之研究顯示，該市30歲以上持續有發作的癲癇病患，

佔其人口中的2.77/1000（Chen et al., 2006）。由於癲癇症的發作無法預期，生命受到

癲癇引起的突發性意外所威脅，壽命也較正常人短。病患有明顯的神經性、精神性以

及社會性的不正常，職業受到限制，結婚機率降低，生活品質下降，因此癲癇症病患

的病情控制一直是很重要的議題。 

 

根據 International League Against Epilepsy（ILAE）在 1981 對癲癇症的分類根據

臨床特徵將分成兩類：（1）partial 和（2）generalized seizure。（1）Partial seizure 起
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始於一小群神經細胞，該群細胞被認為是癲癇發作焦點（seizure focus），因此依照

不同腦區的特性，表現的臨床症狀就以該處的特性為主。Partial seizure 可分為 simple 

partial（不伴隨意識改變）和 complex partial（伴隨意識改變）。發作時可能導致局部

行動異常，如手部抽動；也可能由 partial seizure 發展至全身性的 tonic-clonic 發作，

稱為 secondarily generalized tonic-clonic seizure。Partial seizure 發作前會產生一些不正

常的感覺、恐懼、甚至聞到異位，這些都被稱為發作前的預兆（auras）。預兆的產

生歸因於癲癇發作焦點的電生理異常，反應出 partial seizure 發作早期癥兆。（2）

Generalized seizure 則不會歷經預兆，也不由局部的癲癇發作焦點引發，而是兩個大

腦半球同時發作。其中可以區分為痙攣（convulsive）和非痙攣（nonconvulsive）兩

種。痙攣發作為典型的 generalized seizure，有 myoclonic、clonic、tonic 和 tonic-

clonic 幾種。非痙攣發作最典型的則是好發在兒童的失神性癲癇症（ absence 

seizure）。除了癲癇引發的神經病變外，這些臨床症狀也增加了癲癇病患日常生活中

的風險。 

  

癲癇形成的原因很多，舉凡外傷、腦瘤、中風、腦炎和遺傳，任何直接或間接

對腦部的傷害，都有可能引發癲癇。上述原因造成腦部不正常放電，會引起某些暫時

性的異常行為或症狀。病患的腦部較易興奮，易引發的神經網路自行放電，近而癲癇

發作（Lothman et al., 1991; Duncanet et al., 2006）。發作時，中樞神經細胞不正常的

節律同步放電，引起部份或全腦性的腦部電位異常，導致行為上的各種症狀，如抽

搐、失神、幻覺、錯覺或行為異常（McNamara, 1999）。一般認為，腦部的訊息傳遞

功能依賴興奮性和抑制性神經物質傳遞，會在兩者間維持平衡。當癲癇發作時，興奮

性的神經連結引發更多的興奮性神經傳遞物質釋放，同時抑制性的系統也失去控制神

經細胞引發動作電位的能力，因而演變為癲癇發作。 
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由於無預警的發作是癲癇的特色，對病患生活品質造成嚴重影響，也衝擊病患

的社經能力（Lothman et al., 1991; Murray et al., 1996），於此，醫療介入控制病情相

當重要。新抗癲癇藥物的開發和外科介入治療已經有長足進展，市面上常用 20 多種

抗癲癇藥物有 8 種藥是過去十年間所開發（附表一）。經過臨床調查，仍有 40%的病

人屬於難治型癲癇症。這類病患對一般的抗癲癇藥物反應不佳，對於合併兩種以上的

藥物治療失敗。因而研究新的抗癲癇機轉及開發新的抗癲癇藥物勢在必行（Brodie, 

2005; French, 2007）。 

 

  

抗癲癇藥物及其機轉 

  

癲癇發作難以預測，發作時重則危及生命。因此癲癇病患需要長期接受治療以

控制病情。治療上主要以藥物控制為主，只有在藥物控制失敗的情形下才會考慮非藥

物治療。抗癲癇藥對 60-70%的病患有效，目標在有限的副作用下控制癲癇發作，並

降低發病率和致死率。 

 

廣泛使用的抗癲癇藥物中，依照機轉可分為四大類：第一類、藥物藉由抑制神

經元上電位依賴型的鈉離子通道（voltage-dependent sodium channel）以降低神經興奮

性，代表藥物為carbamazepine、oxcarbazepine、lamotrigine、phenytoin等。電位依賴

型的鈉離子通道是神經細胞上負責動作電位的離子通道，在產生動作電位後會進入不

活化態（inactivation），此類藥物可將電位依賴型鈉離子通道固定不活化態，因此可

降低動作電位發生的頻率（Wickenden, 2002; Armijo et al., 2005）；第二類藥物增強

GABAergic 神 經 傳 導 物 質 的 作 用 ， 以 抑 制 神 經 的 興 奮 性 ， 代 表 藥 物 為

benzodiazepines、barbiturates、tiagabine、vigabatrin等。GABA為中樞神經最重要的抑
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制性神經傳導物質，bezodiazepin及phenobarbital增強GABAA受體的功能，促進其抑

制神經興奮性（Macdonald and Kelly, 1994） 。 

 

第三類抗癲癇藥物會作用在鈣離子通道上，像 ethosuximide 作用在 T-type的鈣離

子通道而對  absence seizures 產生療效（Walker et al., 2004）。  Gabapentin 和

pregabalin 亦被認為會作用在突觸前的電位依賴型鈣離子通道，影響鈣離子流入而調

節神經傳遞物質的釋放。第四類藥物則是透過抑制 glutamate 釋放，如 lamotrigine、

levetiacetam；或是抑制 glutamate 受體，像是 topiramate，而產生作用。由於

glutamate 是中樞神經中重要的興奮性神經傳遞物質，當 glutamate 參與的興奮性訊號

受到抑制，會降低神經興奮性。因此，兩種作用皆會抑制神經的興奮性訊號傳遞而產

生抗癲癇作用。此外，有的藥物可能透過更有效率的方式，如 levetiacetam 結合突觸

前 vesicular protein 影響調節突觸前的神經傳遞物質釋放（Lynch et al., 2004）。 

  

現今對抗癲癇藥物的開發主要有兩個方向，一是研發全新結構的抗癲癇藥物，

二是合成目前臨床上使用的抗癲癇藥物之衍生物，如 carisbamate（Bialer et al., 

2007）。除了開發新一代的抗癲癇藥物外，尋找新的抗癲癇藥物作用標的以及降低細

胞興奮性的基因療法等相關研究也正在積極進行中。 

 

  

Carisbamate（RWJ-333369） 

 

Carisbamate（RWJ-333369）為一新的神經作用藥物，由SK-Biopharmaceuticals研

發後，現在由Johnson & Johnson下的Pharmaceutical Research & Development L.L.C. 繼

續進行研究。該藥已經完成第二期臨床實驗進入第三期，以治療癲癇症為主要目標

（Bialer et al., 2007）。Carisbamate被評估為一個新的抗癲癇藥物，在癲癇症的動物
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實驗展現廣效的抗癲癇的能力，ED50的區間大約在 5-60 mg/kg（White et al., 2006; 

Novak et al., 2007）。對於急性囓齒類動物模型包含maximal electroshock（MES）、

pentylenetetrazole（PTZ）、bicuculline和picrotoxin或是audiogenic seizures，都展現治

療的活性，因此具有相當的治療潛力。 

  

在小鼠上， Carisbamate 在 maximal electroshock （ MES ）和 pentylenetetrazole

（PTZ）-induced seizure的動物模型測試中都具有活性。MES屬於電刺激引發的

generalized seizure的動物模式，可在短時間引發tonic-clonic seizure。PTZ是GABA的

antagonist，有別於GABA受體阻斷劑，一樣會在短時間引發generalized tonic-clonic 

seizure。兩者常用來做抗癲癇藥物的初步評估。Carisbamate也會在bicuculline和

picrotoxin引發的seizure也展現抗癲癇能力。Bicuculline及picrotoxin都是GABAA受體的

阻斷劑，注射後會產生較長時間的 tonic-clonic seizure （Rogawski, 2006; Bialer et al., 

2007 ）；該藥能減低在 corneal kindling model發作後的嚴重程度，也會降低

hippocampus kindling model 發作後的嚴重程度和再發作的次數（Rogawski, 2006; 

Bialer et al., 2007）；Carisbamate在兩個absence seizure的動物模式：Genetic absence 

epilepsy rat from strasbourg（GAERS）和Wistar audiogenic sensitive（AS）rat 皆有作

用（Nehlig et al., 2008）；最後，carisbamate能抑制kainate引發癲癇後的再發作

（Grabenstatter and Dudek, 2004) ，也能抑制Li-pilocarpine引發的癲癇，降低神經細胞

損失或劑量依賴性的延後或預防spontaneous recurrent seizures的發展（André et al., 

2005）。 

 

由於carisbamate（S-2-O-carbamoyl-1-o-chlorophenyl-ethanol）為一個含carbamate

官能基的藥物（附圖一），衍生自另一個臨床使用之抗癲癇藥物 felbamate。雙

carbamate官能基的felbamate屬於一種廣效性的抗癲癇藥物，會在培養的神經細胞上抑
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制 repetitive spike firing，被認為會調節電位依賴性的鈉離子通道（White et al., 

1992），但felbamate需要在極高的濃度才會和鈉離子通道結合（Taglialatela et al., 

1996）。Felbamate也會抑制高電位活化的鈣離子電流，但此作用如何產生保護能力

仍未知。在治療的血中濃度下，felbamate會異位調節GABAA受體（Rho et al., 1994; 

Kume et al., 1996）。除此之外，felbamate在濃度 100 µM的情形下會阻斷NMDA受體

參與的突觸反應（Pugliese et al., 1996），而且會在分離的神經細胞上抑制NMDA受

體電流（Rho et al., 1994; Subramaniam et al., 1995; Kuo et al., 2004)。但該藥受限於血

液以及肝毒性，增加體內aldehyde（atropaldehyde or 2-phenylpropenol）（Thompson et 

al., 2000），臨床上使用範圍減少。後續開發的衍生物fluorofelbamate，以一個氟取代

2-position上的氫，而carisbamate為單一carbamate的化合物，苯環上帶有一個氯，兩個

藥物皆可以防止aldehyde的產生而沒有以上副作用。 

 

Felbamate具有廣效性的抗癲癇作用與carisbamate類似，而兩者的結構相似，因此

在後者的研究上可參考之前的研究，發掘是否有雷同之處。實驗證明，carisbamate會

在in vitro的hippocampus神經細胞，抑制spontaneous recurrent epileptiform discharges

（SREDs）和depolarization-induced sustained  firing（SRF）。顯示carisbamate可能作

用於抑制鈉離子通道或改變細胞內鈣離子+平衡。鎂離子處理過的hippocampus細胞模

型spontaneous recurrent epileptiform discharges（SREDs）上，會觀察到carisbamate具

有抑制SREDs的能力。在該實驗中，會於實驗前 24 小時前將培養之SD rats 

hippocampus細胞預先以低鎂離子的紀錄溶液處理。低鎂離子的紀錄溶液會使NMDA

受體過度興奮，影響細胞內鈣離子，造成細胞自發性放電。因此，carisbamate（100 

µM）被認為可以透過調控細胞內鈣離子平衡，抑制這類的自發性放電。另外，

carisbamate會抑制細胞去極化引發的sustained repetitive firing（SRF），降低引發的

spike數量。先前的實驗證明，phenytoin、carbamazepine、valproic acid和lamotrigine都
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會抑制SRF，因此該實驗認為carisbamate除了影響細胞內鈣離子濃度外，也會抑制電

位依賴型鈉離子通道（Deshpande et al., 2008a,b）。 

 

 

Carisbamate 在顳葉癲癇症（temporal lobe epilepsy）的治療作用 

 

Carisbamate 被評估為廣效的抗癲癇藥物，雖然已經進入第三期臨床實驗，詳細

的作用機轉仍屬未知。在臨床前實驗的動物實驗評估中，carisbamate 對於以下三種顳

葉癲癇（Temporal lobe epilepsy, TLE）的動物模式具有療效，分別為 hippocampus 

kindling model、kainate 和 Li-pilocarpine model。Hippocampus kindling 被認為是 TLE

的動物模式（Goddard, 1967）多年，廣泛的用作癲癇藥物的評估，許多臨床上能有效

治療 TLE 的藥物皆能抑制 limbic foci 引發的 kindling 模型，如 phenytoin、lamotrigine

及 carbamazepine 會提高發作 threshold，而 valproate、 tiagabine、diazepam 增加

GABA / benzodiazepine 的作用，阻止 seizure 的惡化跟產生（Morimoto et al., 1997a,b; 

Otsuki et al., 1998）。Carisbamate 能降低 hippocampus kindling model 發作後的嚴重程

度和再發作的次數，顯示該藥對 TLE 具治療潛力。 

  

Li-pilocarpine 和 kainate 引發癲癇發作屬於另外一種 TLE 的動物模式，稱作「重

積性癲癇動物模式（status epilepticus model）」。透過給予藥物，如 pilocarpine 或

kainate，可以在實驗動物上引發重積性癲癇。重積性癲癇指癲癇持續發作一段時間

（5-10 分鐘），或是在 30 分鐘內反覆發作的嚴重情形。最後會用 diazepam 或

barbital 類藥物終止。研究者感興趣的部份在於重積性癲癇發作後所引發的

spontaneous seizures，因此這類動物模式又被稱作「後重積性癲癇引發之顳葉癲癇模

型（post-status epilepticus models of TLE）」（Morimoto et al., 2004）。給予 Li-

pilocarpine 引發 SE 後伴隨著 14~25 天的不發作期，此時 hippocampus 和 dentate gyrus
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間的 hilus 會造成神經損傷及神經迴路再塑造，這些神經細胞損失及新生的興奮性迴

路將造成慢性期的癲癇自發性復發，並持續終生。Carisbamate 被證實對於 Li-

pilocarpine 引發造成的 hippocampus 神經細胞損傷有保護作用，並可以抑制不發作期

的病變，使不發作期延長或阻止癲癇症形成（André et al., 2005）。在 kainate 引發的

SE 動物模型中，carisbamate 可以依照劑量相關性有效抑制癲癇發作，並且與

topiramate 相較之下有更好的藥效。根據 Racine 在 1972 年對實驗動物所做的 seizure

分級，carisbamate 在 30 µM 下對 class III 以上的 seizure 抑制作用接近 100%

（ Grabenstatter and Dudek, 2008）。顯示 carisbamate 無論在 Li-pilocarpine 或 kainate

引發的 TLE 皆能有效抑制癲癇發作。 

  

 

Hippocampus 在癲癇症所扮演之角色 

 

在 TLE 的研究中，hippocampus 和 TLE 具有高度的關聯性。Carisbamate 在 TLE

動物模式展現抗癲癇作用，使我們推測 carisbamate 在 hippocampus 展現某些藥理作

用，因此 hippocampus 為本實驗所重視之。 

  

Hippocampus 與癲癇症之間的關係穩固且有相當的歷史，甚至可以追朔到

hippocampus 最早的研究。在初期的 hippocampus 研究，發現該腦區會表現 seizure-

like 模式（Green and Petsche, 1961; Purpura et al., 1966; Andersen and Lømo, 1969）。

後續的實驗更發現 hippocampus 表現的 epileptiform activity 會對注射抗癲癇藥物產生

反應（McIntyre and Racine, 1986），證明 hippocampus 和 epilepsy 具有相當程度的關

聯性。在手術治療上，顳葉切除也廣泛用來治療 TLE（Feindel, 1993）。  
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TLE 屬於 partial seizure 的一種，病患的癲癇發作位置通常在顳葉內側組織

（mesial temporal structures），像是 hippocampus 或 amygdala（Engel, 1996）。病人

無可避免會經歷熱性痙攣（ febrile seizures）或是重積性癲癇（status epilepticus, 

SE）。組織學研究也顯示，在 TLE 病患身上可看到 hippocampus 的病變， （Babb et 

al., 1991; Sutula et al., 1989）。TLE 病患的常見病理特徵是在顳葉形成「顳葉內側硬

化（mesial temporal sclerosis, MTS）」，對神經系統造成損傷。約三分之二的病患在

hippocampus 或其他顳葉組織會觀察到，特徵是神經膠質細胞纖維化（gilosis）和神

經細胞數量減少。核磁共振造影（MRI）顯示 hippocampus 委縮，正子放射型電腦斷

層攝影（PET）顯示該區血流量或 glucose 代謝降低。除了觀察到這類退化現象，癲

癇引起的神經新生可在 hippocampus 觀察到。TLE 病患經手術後切除的 hippocampus

組織可以觀察到 mossy fiber sprouting 和 synaptogenesis。因此，hippocampus 被認為在

TLE 的發生以及病因上扮演極關鍵的角色（Sutula et al., 1989; Mikkonen et al., 

1998）。 

 

 

Dentate Gyrus 在癲癇症所扮演之角色 

 

Dentate gyrus（DG）為 hippocampus 相當重要之腦區，除了本身會調控傳入

hippocampus 的興奮性訊號而影響 hippocampus，也與 TLE 有高度關連性。原因由下

列詳述之。 

 

DG 屬於 hippocampus 的一部分，從解剖學的角度觀察 hippocampus 可分為 DG

及 cornu ammonis（CA）區域兩大部分（附圖二）。而後者又可區分為三個子區域：

CA1-3。其中以 DG 、CA1 和 CA3 最容易區分，CA2 則因缺乏型態上的特徵及特殊

的 interneuron，常忽略而歸入 CA3 之中。DG 的 principle cell 為 granule cell，而 CA1
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和 CA3 的 principle cell 是 pyramidal cell，皆受外來興奮性訊息的刺激和周圍

interneuron 的調控。在 hippocampus 中，大部分的訊息傳遞途徑為單向，entorhinal 

cortex（EC）為 DG 提供主要的訊息傳入，被認為是 intrahippocampal trisynaptic loop

的第一階段。而傳入 DG 後不會回傳至 EC，該路徑稱作 perforant pathway。Perforant 

pathway 傳入 DG 的 molecular layer，與 principal cell 的 dendrite 相接。之後，訊息從

dentate granule cell 經 hilus 傳入 CA3，形成 trisynaptic loop 的第二階段。最後，CA3

的 pyramidal cell 再將訊息經 CA3-CA1 的路徑（Schaffer collaterals）傳入 CA1，完成

一個 intrahippocampal trisynaptic loop。而訊息最後會經 CA1 的 pyramidal cell 傳至 EC

或 subicular complex（Amaral et al., 2007）（附圖三）。 

 

由於 DG 是外界訊息傳入 hippocampus 的第一關，解剖學及生理學上介於 EC 及

CA3 之間，而視該區為調控 hippocampus 的關鍵區域。傳統上認為，DG 會扮演門閥

的角色，阻斷或篩選來自 EC 的興奮性訊號， 調節 hippocampus 的興奮性。早期的實

驗顯示顯示 DG 會限制特定長度和特定頻率的刺激（Andersen et al., 1966）。之後的

實驗證明，在注射藥物引起的 EC discharge 會受到限制癲癇的發作，並限制其影響

範圍（Collins et al., 1983）。一般認為，DG 的特性來自於本身具有較高的靜止膜電

位和周圍含有大量的 GABAergic 細胞所致。在正常情形下，DG 可以阻擋經由刺激

EC 產生的興奮性訊號形成 epileptiform（Behr et al., 1998）。因此，DG 被認為扮演

hippocampus 門閥的角色（Hsu, 2007）。 

 

另外，在許多研究中 DG 被證明與 TLE 的形成以及上述所提之 TLE 動物模式具

有高度相關。Granule cell 的 axon 稱作 mossy fiber，會投射至 CA3，是 dentate gyrus

唯一的 axon 投射區域。在 TLE 的病人（de Lanerolle et al., 1989; Sutula et al., 1989; 

Houser et al., 1990; Babb et al., 1991）以及 TLE 的動物模式皆觀察到 mossy fiber 產生
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sprouting 的情形，這些 mossy fiber 的形態改變會於其他的 granule cell 形成興奮性突

觸（Dudek and Sutula, 2007）。許多實驗都證明 mossy fiber sprouting 會降低癲癇發作

的閾值且會增加自發性癲癇再發作（Buckmaster and Dudek, 1997）。Mossy fiber 屬於

興奮性突觸，新形成的 synapse 會釋放 glutamate，使 granule cell 接收來自鄰近

granule cell 的興奮性訊號。另外也有實驗證明 TLE 的動物模式下，電生理及免疫組

織染色結果顯示 DG 的 interneuron 數量減少，（Sloviter, 1987; Buckmaster and Dudek, 

1997; Gorter et al., 2001），其中包含 GABA interneuron，使癲癇發作閾值降低。由於

GABA 是抑制性的神經傳遞物質，GABA interneuron 顯示 GABA 釋放減少，因此會

增加 DG 的興奮性。 

 

這些結果顯示 TLE 形成會伴隨 DG 興奮性改變，當此區興奮性提高，便容易接

受外來的興奮性訊號，並將興奮性訊號傳至 hippocampus 其他區域。因此，增加 DG 

granule cell 周圍的抑制性訊號或是減少興奮性外來訊號從 EC 傳入，可以作為抗癲癇

藥物的標的。 

 

 

Glutamate 在癲癇症以及 dentate gyrus 所扮演之角色 

 

DG 中最重要的興奮性神經傳遞物質為 glutamate，在 CNS 分布廣泛且含量甚

高。由於癲癇發作時，興奮性的神經連結導致興奮性神經訊號被放大，例如 mossy 

fiber sprouting 會重新在鄰近的 granule cell 上形成新的突觸；同時抑制性的系統也失

去控制神經細胞引發動作電位的能力，例如 GABA interneuron 在 DG 的數量減少。因

此，抗癲癇藥物抑制 glutamate 參與的興奮性訊號傳遞被認為是重要的抗癲癇標的。

在本實驗中，觀察 carisbamate 在 glutamate 的作用主要有下列兩個原因： 

  



 

 12

（一）正常生理情形下，突觸前傳入動作電位。動作電位經電位依賴型鈉離子

通道延軸突傳至突觸末梢，使突觸末梢的電位依賴型鈣離子通道開啟，造成突觸前鈣

離子內流。鈣離子內流會導致含有 glutamate 的 vesicle 和細胞膜融合，將 glutamate 釋

放到突觸間隙（Sudhof, 2004）。Glutamate 為 CNS 主要之興奮性神經傳遞物質，其

受體主要可區分為三類： α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid 

（AMPA）、N-methyl-D-aspartic acid（NMDA）及 kainate 受體。AMPA 和 NMDA

皆為 ligand 依賴型 ion channel。Dentate granule cell 缺乏 kainate 受體，主要以 AMPA

受體及 NMDA 受體為主（Epsztein et al., 2005）。AMPA 受體包含四個 subunits，由

分屬兩類 subunits 的兩個 dimer 組成，中央形成一個 pore。Glutamate 結合至受體時，

pore 會開啟，造成鈉離子和鉀離子為主的陽離子通透，產生內流電流，提高細胞膜電

位。NMDA 受體同樣包含四個 subunits，並在靜止膜電位下受到鎂離子所阻斷。在生

理情形下，glutamate 與 NMDA 受體結合，需要同時 AMPA 受體開啟導致膜電位提高

才會開啟。開啟後，會導致鈣離子、鈉離子和鉀離子通透，幫助膜電位提高。當膜電

位提高超過 threshold，就會在 axon hillock 產生動作電位，並將訊息下傳。EC 經由

perforant pathway 經由上述機轉將 glutamate 釋放到突觸間隙，將興奮性訊號傳給 DG 

granule cell。DG 因為高靜止膜電位（Fricke and Prince, 1984; Scharfman, 1992; Staley 

et al., 1992; Williamson et al., 1993）及周遭含有大量的 GABA interneuron（Mody, 

1992 ）選擇性傳遞興奮性訊號而被認為扮演 hippocampus 門閥的角色，對

hippocampus 產生保護作用。但若突觸前的興奮性訊號達到特定頻率或刺激達到特定

長度後，GABA 的抑制作用會喪失導致門閥開啟（Hsu, 2007）。在 TLE 的動物模式

上發現 GABA interneuron 的數量會減少，使癲癇發作閾值降低可能是失去門閥性質

的原因（Dudek and Sutula, 2007）。若藥物作用 DG 抑制 perforant pathway 傳入的興

奮性訊號，可以減少 DG 門閥開啟的機會。本實驗室先前已經證明臨床上使用的抗癲

癇藥物會透過突觸前或突觸後的作用抑制 glutamate 的訊號傳遞。在 DG，臨床上使
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用的抗癲癇藥物 lamotrigine 會透過抑制 AMPA 受體產生抗癲癇作用（Lee et al., 

2008）；levetiacetam 會抑制突觸前 P/Q- type 鈣離子通道產生抗癲癇作用。因此

carisbamate 是否作用在 DG 影響 glutamate 訊號傳遞是我們所感興趣的。 

 

（二）Glutamate 除了在正常生理情形下即為重要外，在某些細胞病變中也扮演

角色。Glutamate 會對新生鼠的 retina 神經細胞產生毒性（Lucas and Newhouse, 

1956）。並有相當多的證據指出神經細胞暴露在 glutamate 下會造成延遲的細胞死亡

（Lipton and Rosenberg, 1994）。此延遲的細胞死亡可以被 NMDA antagonist 所減

緩，指出細胞死亡可能來自於 NMDA 受體引起的鈣離子內流。隨後又發現 non-

NMDA 受體在 glutamate 引發之細胞死亡也有參與（Koh et al., 1990），鈣離子的堆

積可能來自電位依賴性的鈣離子通道，因此需要 non-NMDA 受體造成的電位改變來

活化（Weiss et al., 1990）。癲癇引發的神經損傷可能來自於 glutamate 引起的細胞死

亡逐漸受到重視。Kainate 屬於其中一種 glutamate 受體的 agonist 可以引發 SE，在

CA3 和 DG 造成神經細胞損傷。在 perforant pathway 刺激同樣會對 hippocampus 產生

類似的細胞損傷，相當類似於興奮性毒性（Nadler, 1981）。 

 

 Glutamate 的過度釋放被認為是 mesial temporal sclerosis 的形成原因之一。

Glutamate 引發的神經損害類似於癲癇引發的神經損害。在 hippocampus 內注入

glutamate 會產生類似於 pilocarpine 或 kainate 所引發的神經損傷，顯示癲癇發作時所

釋放的過量 glutamate 可能會對神經造成損害。另外，以 HPLC 對人以及實驗動物在

癲癇發作後的研究顯示，癲癇發作會釋放大量的 glutamate 和 aspartate 等興奮性胺基

酸（excitatory amino acids, EAA）。另外，hippocampus 含有大量的 glutamate 受體，

尤其是 CA3 和 hilus 存在大量的 kainate 受體，當 glutamate 過度釋放時，容易在突處

後產生過量的鈣離子流入，造成細胞毒性而死亡。另外、NMDA 以及 non-NMDA 的
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阻斷劑，如 MK-801 或 NBQX 則可以保護癲癇引發的神經損害。因此，抑制突觸前

glutamate 釋放或抑制突觸後 glutamate 受體便是抗癲癇藥物的重要作用標的（Liu et 

al., 1995）。 

  

 

實驗動機及目的 

 

Carisbamate（RWJ-333369）為一新的神經作用藥物，除了在許多動物模式上展

現廣效性的抗癲癇作用外，也已經進入第三期臨床試驗。Carisbamate 可以作用在 Li-

pilocarpine 及 kainate 引發的動物模式上抑制癲癇再發作；carisbamate 也可以抑制

hippocampus kindling 動物模式的再發作，皆顯示 carisbamate 對 TLE 的治療具有相當

潛力。在 TLE 的病人以及動物模式中，hippocampus 病變為其特色，因此我們推測

carisbamate 的對 TLE 治療作用來自於抑制 hippocampus 的興奮性或是抑制

hippocampus 的興奮性訊號傳導。 

 

已知 DG 為 hippocampus 的重要腦區之一，調控興奮性訊號的傳入，在控制

hippocampus 的興奮性扮演重要的角色。該區接受來自 entorhinal cortex 的興奮性訊

號，由 perforant pathway 投射到 DG 的 granule cell 上，釋放 glutamate 而產生作用。

Glutamate 為中樞神經重要的興奮性神經傳遞物質，除了維持正常生理情形下的訊息

傳遞功能外，當癲癇發作時，突觸前過度釋放 glutamate 也會造成毒性；此外，

perforant pathway 的過度活化也會造成 DG 失去調節作用。之前已有研究顯示，抗癲

癇藥物會作用在 DG，抑制 glutamate 系統的興奮性作用（Frizelle et al., 1999; Lee et 

al., 2008）。因此 carisbamate 是否能作用在 perforant pathway 到 dentate gyrus 突觸而

影響 glutamate 訊號傳遞就相當重要。另外，先前的實驗指出 carisbamate 對電位依賴

型鈉離子通道以及影響細胞內鈣離子的可能性（Deshpande et al., 2008a,b）。電位依
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賴型鈉離子通道及細胞內鈣離子濃度都被報導過是突觸前釋放神經傳遞物質的重要途

徑（Sudhof, 2004），在本實驗中 carisbamate 是否透過類似的機轉影響 glutamate 訊號

傳遞也為我們感興趣。 

 

本篇論文使用的紅外線顯微鏡下的 whole-cell patch clamp 技術可以依外型辨別而

明確記錄到 DG 的 granule cell。實驗中使用 whole-cell patch clamp 觀察 AMPA 及

NMDA 兩種受體引發的突觸後興奮性電位，研究 carisbamate 在離體腦切片對 DG 內

glutamate 受體對於藥物的反應。並可透過研究 paired-pulse 電刺激評估 synapse 前的

興奮性改變，及胞外給予 AMPA 和 miniature EPSC 記錄來評估藥物的作用位置。 

 

首先我們觀察到 carisbamate 可以抑制 AMPA 和 NMDA 受體參與之電刺激引發

突觸後興奮性電流，並且對突觸前的配對刺激比率（paired-pulse ratio）產生影響，顯

示該藥可能在突觸前作用。在外給 AMPA 的實驗中，carisbamate 無法抑制其引發的

電流，且在 mEPSC 顯示對於影響電流大小無效，結果指向該藥在突觸前的作用。最

後，外給鈣離子通道拮抗劑評估抗癲癇藥物的作用機轉。此份研究可以為 carisbamate

的抗癲癇作用提出近一步的解釋。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 16

附表一：常用的抗癲癇藥物及作用機轉 

 
Duncan JS, Sander JW, Sisodiya SM, Walker MC. (2006) Adult epilepsy. Lancet  367:1087-100. 
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A 
 
 
 
 
 
 
 
B 

單一 carbamate 的化

物，苯環上帶有一個氯。 

ogawski MA, Loscher W. (2004) The neurobiology of antiepileptic drugs. Nat Rev Neurosci 
:553–564 

 
 

 
 

 
附圖一：Carisbamate（RWJ-333369）的結構。A 圖：Carbamate 的結構式。B 圖：

Felbamate、fluorofelbamate 及 carisbamate（RWJ-333369）的結構式。雙 carbamate 的

抗癲癇藥物：Felbamate 被認為會調節電位依賴型鈉離子通道以及高電位活化的鈣離

子電流，並阻斷 NMDA 受體參與的突觸反應。該藥會產生血液及肝毒性，增加體內

aldehyde （atropaldehyde or 2-phenylpropenol）。以一個氟取代 2-position 上的氫所形

成的 fluorofelbamate 可以防止 aldehyde 的產生。而 carisbamate 為

合

 
R
5
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附圖二：dentate gyrus 的立體結構。A 圖：dentate gyrus 的基本結構示意圖，以及其分

類（granule cell 和非 granule cell：GABA 類 interneuron 和 glutamate 類的 mossy 

cell）。B 圖：dentate gyrus 的 2D 切面，顯示背側冠狀切面（dorsal coronal planel）及

hippocampus 中段水平切面（mid-hippocampal horizontal planel）的差異。在背側冠狀

切面，dentate gyrus 成 V 字形包圍 CA3，而 hippocampus 中段水平切面的 dentate 

gyrus 弧形較大。C 圖：由喙部（rotstal）到尾部（caudal）的 hippocampus 冠狀切

面，顯示所謂的背側鋒（dorsal blade）的形狀並不固定。D 圖：齧齒類動物

（rodent）及靈長類動物（primate）hippocampus 位置比較圖。 

 
Scharfman H, Witter M. (2007) The dentate gyrus: a comprehensive guide to structure, function, 
and clinical implications. Prog Brain Res 163:xii. 
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附圖三：老鼠 hippocampus 結構。A 圖：水平切面 Nissel 染色圖展示 hippocampus 的

結構，箭頭表示神經投射途徑。1. 從 Entorhinal cortex（EC）第二層（layer II）投射

至 dentate gyrus（DG）和 CA3 的 stratum lacunosum-moleculare（sl-m），除此之外

EC 第三層（layer III）投射至 CA1。2. DG 的 granule cell 經 mossy fiber 投射至 CA3

的 stratum lucidum（sl）。3. CA3 經由 Schaffer collateral 投射至 CA1 的錐細胞。最後

CA1 直接或間接經由 subiculum（Sub）投射至 EC 的深層。B 圖：線條表現分區和分

層。Dentate gyrus 分為 molecular layer（ml）、granule cell layer（gcl）、polymorphic

（pl）。C 圖：DG 的在水平切面下的分區示意圖。 

 
Amaral DG, Scharfman HE, Lavenex P. (2007) The dentate gyrus: fundamental neuroanatomical 
organization (dentate gyrus for dummies). Prog Brain Res 163:3-22. 



 

 20

 

 

第二章 實驗材料及方法 

 

 

第一節 實驗材料 

 

 

實驗動物 

 

 使用年齡四週至六週大的公 Wistar 大鼠（60～120 公克）購自台大醫學院實驗

動物中心，存放方式依照美國國家衛生院（U.S. National Institutes of Health）制定之

實驗動物管理及使用指南（Guide for the Care and Use of Laboratory Animals ），存放

在聚碳酸酯樹脂盒中，每盒最多四隻。該環境控制在日夜各十二小時光照週期（下午

七時關燈）、攝氏 22±2 ℃，溼度介於 50%至 70％間，可自由飲食。維持良好環境以

減少實驗動物痛苦及降低使用數量。本實驗經由台灣大學實驗動物使用及管理委員會

（Animal Ethics Committee of the National Taiwan University）核准得實行之。 
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試劑與藥品配方 

1.試劑 

Picrotoxin (PTX)         Tocris Co. 

D-serine          Tocris Co. 

Tetrodooxin (TTX)         Tocris Co.  

6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX)     Tocris Co. 

DL-aminophosphonovaleric acid (DL-APV)     Tocris Co. 

α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA)   Tocris Co. 

Carisbamate        Johnson & Johnson Co. 

Ethylenediaminetetra-acetic acid       Sigma Co. 

HEPES          Sigma Co. 

QX314          Tocris Co. 

Sodium Chloride (NaCl)        Sigma Co. 

Cesium Chloride (CsCl)        Sigma Co. 

Sodium hydroxide (NaOH)        Sigma Co. 

Sodium bicarbonate (NaHCO3)       Sigma Co. 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)       Sigma Co. 

Nimodipine          Tocris Co. 

TTX、CNQX 和 DL-APV 皆溶解於 double distill water。PTX 和 Carisbamate 溶解於

100%的 DMSO。DMSO 於 ACSF 的最終濃度小於 0.3%。  
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2.溶液配方 

 

單位：mM 

(1) internal solution : 140 CsCl, 9 NaCl, 1 MgCl2, 1 EDTA, 10 HEPES, 5 QX-314；

pH 7.3。 

(2) external solution : 125 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 26 NaHCO3 

(3) cutting solution (low Ca2+): 125 NaCl, 2.5 KCl, 0.5CaCl2, 5 MgCl2, 26 NaHCO3 

(4) AMPA EPSC recording solution : 125 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 26 NaHCO3, 50 

μM DL-APV, 100 μM PTX 

(5) NMDA EPSC recording solution (Mg2+ free) : 125 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 26 

NaHCO3, 10 μM CNQX, 10 μM D-serine, 100 μM PTX 

(6) mEPSC & exogenously AMPA current recording solution : 125 NaCl, 2.5 KCl, 2 

CaCl2, 26 NaHCO3, 50 μM DL-APV, 100 μM PTX, 1 μM TTX 
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第二節  實驗方法 

 

 

Hippocampus 活體腦切片製備 

 

實驗動物被斷頭犧牲後，迅速將腦取出放置入低溫cutting solution中，該溶液含

有以下成份，經 95 % O2與 5 % CO2 混合氣通氣後，以 1N HCl及NaOH滴定至pH值

7.4。取出的腦切除小腦（cerebellum）、延髓（medulla）、嗅球（olfactory bulb）與

前腦（prefrontal cortex）後，得到 0.5x0.5x1 cm3的腦切塊，用快乾膠把腦塊的小腦切

面黏在microslicer的標本台上。用microslicer（DTK-1000, Dosaka, 日本京都）以冠狀

切法（coronal brain slice）切出厚度 300 µm的brain slice，接著放進裝有人工腦脊液

（artificial cerebrospinal fluid ，ACSF）的燒杯中於室溫下置放一個小時，經 95 % O2

與 5 % CO2 混合氣通氣後，以 1N HCl及NaOH滴定至pH值 7.4。最後，腦切片在記錄

前靜置於室溫下（23±2 ℃）一個小時（Onodera et al., 2000）。 

 

 

 
圖 一 ： 刺 激 電 極 置 於 
molecular layer（ML），刺

激 perforant pathway 的 axon
釋 放 glutamate ， 作 用 於

dentate granule cell 的

dendrite 。 記 錄 電 極 會 在

granule cell layer（gcl）記錄

granule cell，得到 glutamate
引發的電流。 
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電生理學記錄：細胞膜片箝制（whole cell patch-clamp） 

 

腦切片移至 recording chamber，該 recording chamber 安置在顯微鏡（BX51, 

Olympus, Tokyo, Japan）的記錄台上，腦切片浸於 ACSF 中並持續灌流，流速每分鐘

1 至 2 ml，維持於室溫下（23 ± 2℃）。以紅外光顯微鏡（Olympus, Tokyo, Japan）搭

配高倍水鏡（400x）觀察並記錄 hippocampus 下 dentate gyrus 的 granule cell。使用

Axopatch 200B 放大器對該細胞進行全細胞膜片箝制技術（whole cell patch-clamp）記

錄。記錄電極以拉針器（P97, Sutter Instrument, Novato, CA, U.S.A.）用標準硼矽酸玻

璃毛細管（standard-walled borosilicate glass capillaries）拉出。該電極電阻維持在 3-

8Ω，並填充含 CsCl 的 internal solution，內含。紅外光顯微鏡將影像投影在顯示器

（JVC, Japan）上，操作 manipulator（ONU-31P, Olympus, Japan）將記錄電極在低倍

下移到 dentate granule cell layer 上，再用高倍水鏡以及給予記錄電極正壓的情形下，

將記錄電極移至 granule cell 上。當釋放正壓時同步給予負壓，便能使細胞膜與記錄

電極形成緊密貼合。此時記錄電極會記錄到極大的電阻，因而稱為 giga seal。接著給

予一個短暫的負壓將細胞膜記錄電極所吸付的小面積細胞膜破壞，使記錄電極內溶液

和細胞質相通，稱為 whole cell 形成。Whole cell 形成後，將細胞將膜電位固定在 -70 

mV 記錄，用補償消去 70~80%來自 8 ms，-5 mV 引發後產生電流的 onset 和 offset 來

測量 series resistance 和 whole-cell capacitance。突觸電流濾掉 5k Hz 以上的訊號，經

10k Hz 數位化 and 直接用記錄軟體 AxoScope9.0（Axon Instrument）記錄在電腦硬碟

中。全部實驗固定間隔測量 access resistance，並捨棄改變超過 20%的記錄結果。以

填充 3M NaCl 溶液的玻璃電極置於 DG 的 molecular layer（圖四），搭配刺激器（S-

48, Grass-Telefactor, W. Warwick, RI, U.S.A.）和 isolation unit（A.M.P.I., Jerusalem, 

Israel）引發 EPSC。刺激長度為 10 到 50 µs，強度介於 5 到 20 V 間，頻率 0.1 Hz。為

了避免低頻刺激下造成的 synaptic fatigue（Abrahamsson et al., 2005），會於 whole-



 

 25

cell 形成後，連續刺激五分鐘之後再開始記錄。 eEPSC 以平均後電流頂點量測大小，

由給藥前後各取三分鐘分別作為控制組和給藥組（圖五）。 

 

當 DG cell 的突觸前 perforant pathway 受到外來電刺激，會在突觸前的 axon 形成

動作電位。動作電位經電位依賴型鈉離子通道延 axon 傳至 axon terminal，使該觸的

電位依賴型鈣離子通道開啟，造成突觸前鈣離子內流，引發胞釋作用（exocytosis）

將 glutamate 釋放到突觸間隙。Glutamate 為 CNS 主要之興奮性神經傳遞物質，其受

體主要可區分為三類：AMPA、NMDA 及 kainate 受體，AMPA 和 NMDA 皆為 ligand

依賴型 ion channel。DG cell 缺乏 kainate 受體，因而排除該受體引發之電流影響

（Epsztein et al., 2005）。Glutamate 結合至受體時，AMPA 受體的 pore 會開啟，造成

鈉離子和鈣離子為主的陽離子通透，產生內流電流，提高細胞膜電位。NMDAg 受體

在生理情形下，除了需藥 glutamate 與 NMDA 受體結合外，也需要 AMPA 受體開啟

導致膜電位提高，使鎂離子離開 pore，NMDA 受體才會開啟。開啟後鈣離子為主的

陽離子通透增加，幫助膜電位提高，最後產生興奮性動作電位。 

 

AMPA受體參與的EPSC（AMPA receptor-mediated EPSC, eEPSCAMPA）可以在含

有 GABAA 受體阻斷劑 picrotoxin （ PTX, 100 µM ）和 NMDA 受體阻斷劑 DL-

aminophosphonovaleric acid（DL-APV, 50 μM）的ACSF溶液中而得；NMDA受體參與

的EPSC（NMDA receptor-mediated EPSC, eEPSCNMDA）可以在含有picrotoxin（PTX, 

100 µM ）、 AMPA 受體阻斷劑 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione （ CNQX, 10 

µM），和NMDA受體異位調節劑D-serine（10 μM）的無鎂離子ACSF溶液中，將膜

電位固定在-70 mV 記錄而得。另外，用 50 和 100 ms的兩種刺激間隔來測量paired-

pulse ratio（PPR），由第二個EPSC（pulse 2, P2）除以第一個EPSC（pulse 1, P1）而

得，以用來評估藥物作用於synapse的位置（Andreasen et al., 1994）。為了記錄



 

 26

AMPA 受 體 參 與 的 最 小 EPSC （ AMPA receptor-mediated miniature EPSC, 

mEPSCAMPA），在ACSF中加入鈉離子通道阻斷劑tetrodotoxin（TTX, 1 µM）、 PTX

（100 µM）和DL-APV（50 µM），不施給電刺激直接記錄而得。 

 

胞外給予 AMPA 和 NMDA 的實驗中，我們在 DG 的 molecular layer 給予 AMPA

（10 mM）和 NMDA（10 mM）引發內流電流。AMPA 和 NMDA 每 1.5 分鐘局部給

予。由 Picospritzer（General Valve, Fairfield, NJ, USA）對 patch pipettes 施加壓力（玻

璃管尖端直徑 1-2 µm，長度 10-50 ms 壓力 5-15 psi，Wuarin Deduk） 。用含有 TTX

（1 µM）， PTX（100 µM）和 DL-APV（50 µM）的 ACSF 溶液記錄 AMPA 受體引

發的內流電流，用含 TTX（1 µM），PTX（100 µM）和 CNQX（10 µM）的 ACSF

溶液記錄 NMDA 引發的內流電流。除胞外給予 AMPA 和 NMDA，其餘藥物和 ACSF

溶液皆經由灌流給予。 

 

 

結果分析和統計 

 

使用Clampex 9.0 software（Axon Instrument）收集實驗數據。用Clampfit 9.0

（Axon Instrument）分析eEPSC。用Mini Analysis Program version 6.0（Synaptosoft 

Inc., Fort Lee, NJ, USA）分析mEPSCAMPA。為評估給予藥物前後是否有影響，以給予

藥物之前的電流大小作為基準，將給予藥物之後的電流絕對值標準化

（normalized）。本論文實驗數據以Student’s t-test分析加以運算，實驗數據皆以平均

值±標準差（mean±S.E）表示，在p值小於 0.05 即是為有顯著差異。 
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圖二：外給刺激及藥物給予時間示意圖。  

 
(1) eEPSCAMPA/NMDA：刺激長度 10-20 µs，強度 5-20 V，

頻率 0.1 Hz。 
(2) Paired-pulse 記錄：P1/P2 刺激間隔 50/100 ms， 刺激

長度 10-20 µs，強度 5-20 V，頻率 0.1 
(3) mEPSC 記錄：不給電刺激直接記錄。 
(4) 胞外給予 AMPA：間隔 1.5-2 mins，長度 10-50 ms，
壓力 5-15 psi。 
 

10-15 分 3-5 分 20-30 分 

取給藥前五分鐘做控

制組。 
給藥 3-5 分鐘 藥物產生作用至電流

穩定後，取穩定後五

分鐘作為實驗組。 
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第三章  結果 

 

 
第一節 電流引發之 AMPA/NMDA 參與興奮性突觸後電流具有專一性 

 

Glutamate受體參與之興奮性突觸後電流（eEPSC）可由 whole-cell patch clamp記

錄而得。當細胞與記錄電極形成whole-cell後，實驗所使用之Axopatch 200B放大器可

將細胞膜電位固定在設定的電位上，為全細胞膜電位箝制（whole-cell patch 

clamp）。本實驗將膜電固定在-70 mV，並使用以CsCl為主的細胞內液（internal 

solution）填充記錄電極，因此在突觸後抑制大多數的電位依賴型鈉離子、鉀離子及

鈣離子。在這樣的系統下，AMPA受體參與之興奮性突觸後電流（eEPSCAMPA）可以

在灌流ACSF含有GABAA受體阻斷劑PTX（100 µM）和NMDA受體阻斷劑DL-APV

（50 µM）的情形下記錄而得。該內流電流可以受到AMPA受體的選擇性拮抗劑

CNQX（ 10 µM）所抑制（圖三A）。NMDA受體參與之興奮性突觸後電流

（eEPSCNMDA）則可以在灌流Mg2+-free ACSF含有GABAA受體阻斷劑PTX（100 

µM）、CNQX（10 µM）和D-serine（10 μM）的情形下記錄而得，NMDA所參與的

內流電流則可以被NMDA的選擇性拮抗劑DL-APV（50 µM）所抑制（圖三B）。證

明本實驗所記錄得之eEPSCAMPA/NMDA各來自單一種類的glutamate受體，可透過此實驗

系統研究藥物對於glutamate系統所造成的影響。 
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第二節 Carisbamate 抑制 AMPA/NMDA 參與之興奮性突觸後電流 

 

在carisbamate對eEPSCAMPA作用實驗中，以頻率 0.1 Hz的電刺激情形下記錄。此

劑量相關的抑制作用，隨著劑量上升，抑制的程度越大（圖四）。結果顯示，在

carisbamate 100 µM的作用下，會對eEPSCAMPA產生顯著抑制（圖五）。Carisbamate給

予後的 eEPSCAMPA的平均電流改變為控制組的 106.7±11.4%（ 10 µM, n=4）、

78.0±7.1%（30 µM, n=7）、72.7±6.9%（100 µM, n=4）、74.2±5.6%（300 µM, n=4）

其中 30 µM、100 µM、300 µM都具有顯著差異（p<0.03, Student’s t-test）（圖八）。

另外，carisbamate也會對eEPSCNMDA產生顯著的劑量相關抑制作用（圖六）。在

carisbamate 100 µM的作用下，會對eEPSCNMDA產生顯著抑制（圖七）。在carisbamate

對eEPSCNMDA作用實驗中，carisbamate給予後的eEPSCNMDA的平均電流改變為控制組

的 87.8±3.9%（10 µM, n=4）、83.1±2.6%（30 µM, n=5）、80.6±4.2%（100 µM, 

n=6）、77.7±6.1%（300 µM, n=4），其中 30 µM、100 µM、300 µM都具有顯著差異

（p<0.01, Student’s t-test）（圖八）。由於evoked EPSCAMPA/NMDA皆受到carisbamate抑

制，而且在 30 µM及 100 µM的 eEPSCAMPA/NMDA並沒有顯著差異（圖九），說明該抑

制作用可能來自於突觸前抑制，並進一步透過其他實驗證明之。 

 

 
第三節 Carisbamate 高濃度對 paired-pulse ratio（PPR）產生抑制作用 

 

為了要確認carisbamate在突觸的作用位置，以 50 ms或 100 ms成功引發的兩個刺

激所測量計算出的PPR（paired-pulse ratio）來評估。PPR的改變屬於突觸的短期可塑

性（short-term synaptic plasticity）之一，被認為反映突觸前的改變（Zucker, 1989; 
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Manabe et al. 1993）。在給予carisbamate前，paired-pulse刺激所記錄得之eEPSCAMPA 

PPR為 1.33±0.05（刺激間隔 50 ms, n=11）和 1.26±0.05（刺激間隔 100 ms, n=9），為

典型的paired-pulse facilitation（PPF），符合先前在DG的實驗所顯示（Andreasen & 

Hablitz, 1994; Lee et al., 2008）。在給予carisbamate 30 µM的情況下，不論是刺激間隔

50 ms（1.37±0.11）或 100 ms（1.27±0.11），都沒有看到對PPR造成顯著影響。但是

在給予carisbamate 100 µM的情形下，在刺激間隔 50 ms和 100 ms的情況下，皆產生

抑制PPR的作用（圖十A和圖十一A）。在刺激間隔 50 ms的情況下，PPR抑制到

1.19±0.08（p<0.05）；刺激間隔 100 ms的情況下，PPR抑制到 1.13±0.08（p<0.01），

兩者皆有顯著抑制（圖十B和圖十一B）。這樣的結果顯示carisbamate可能作用在突

觸前產生抑制作用，且此作用只在高劑量展現。 

 

 

第四節 Carisbamate 無法影響胞外給予 AMPA 引發之電流 

 

為了近一步確認carisbamate的AMPA抑制作用是否來自突觸後， 在膜電位箝制

在-70 mV的情形下，以含有TTX（1 µM）、 DL-APV（50 µM）和PTX（100 µM）的

ASCF灌流下，胞外給予AMPA（10 mM）。由於TTX為一電位依賴型Na+ channel阻

斷劑，可以阻斷突觸前因動作電位引起的glutamate釋放。此時，胞外給予AMPA作用

於AMPA受體上，使該受體通道開啟並產生一內流電流，改變可反映出突觸後的作

用。實驗中，改變Picospritzer的給藥時間長度可以改變內流電流大小，胞外給予

AMPA引發之內流電流大小控制在 60-70 pA間。取carisbamate給予的前後來評估藥物

在突觸後對AMPA受體的影響。結果顯示，carisbamate無法對胞外給予引發的AMPA

內流電流產生抑制作用（圖十二A)。30 µM carisbamate給予後平均電流為原本的

106.2±0.03%（n=4）、100 µM carisbamte給予後為 101.9±0.03%（n=5），都沒有造成
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顯著抑制（圖十二B）。該結果間接顯示carisbamate的對AMPA電流的抑制來自突觸

前作用。 

 

 
第五節 Carisbamate對於mEPSCAMPA的電流大小和頻率皆無影響 

 

為了證明 carisbamate的作用位置，另外記錄 mEPSCAMPA 來分析並評估。

mEPSCAMPA可在膜電位箝制在-70 mV的情形下，含有TTX（1 µM）、 DL-APV（50 

µM）和PTX（100 µM）的ASCF灌流下直接記錄而得。在這種條件下，記錄電極在

沒有突觸前電刺激的情形下，會記錄到一些電流大小較小的EPSCAMPA，這是由突觸

前的axon terminal自發性的glutamate釋放，作用在突觸後AMPA受體上造成通道開啟

所致（圖十三）。記錄mEPSCAMPA並分析其數據可以用來評估藥物在突觸前後的作用

位置。在 30 µM的carisbamate下，給藥前的mEPSC平均電流大小為 9.48±0.39 pA

（555 次），給藥後為 9.05±0.47（582 次），並沒有顯著的改變（student test及KS-

test： P>0.05）（圖十四）；在 100 µM的carisbamate下，藥前的mEPSC平均電流大小

為 8.05±0.85（245 次），給藥後為 7.95±0.77（218 次），如同低濃度下，電流大小並

無顯著改變（student test及KS-test： P>0.05）（圖十五）。此結果符合之前實驗所觀

察到結果，carisbamate無法直接影響AMPA受體。另外，在 30 µM的carisbamate下，

給藥前的平均頻率為 0.35±0.05 Hz，給藥後為 0.42±1.1 Hz；在 100 µM的carisbamate

下，給藥前的平均頻率為 0.26±0.07 Hz，給藥後為 0.23±0.07 Hz（圖十六）。兩個濃

度對mEPSC的頻率皆無明顯變化。 

 

 

第六節 Nimodipine 無法遮蔽 carisbamate 在突觸前產生的抑制作用 
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突觸前的axon terminal含有高電位依賴型鈣離子通道，可以感受動作電位產生的

去極化而開啟，導致鈣離子流入，引發突觸前glutamate釋放。由於paired-pulse ratio改

變被認為反應突觸前細胞內鈣離子濃度，因此本實驗選用其中一種高電位依賴型鈣離

子通道：L-type鈣離子通道阻斷劑nimodipine。10 µM的nimodipine會對eEPSCAMPA產

生抑制（圖十七），抑制後的平均電流大小為控制組的 0.82±0.04％（n=4, 

p<0.01），一段時間後給予carisbamate 100 µM仍會展現抑制作用，carisbamate抑制後

的平均電流大小為控制組的 0.63±0.09％（p<0.05）（圖十八）。由於nimodipine無法

遮蔽carisbamate在突觸前產生的抑制作用，我們認為L-type 鈣離子通道並不是

carisbamate的作用位置。
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第四章 討論 

 

 
本實驗主要探討具有抗癲癇潛力的藥物 carisbamate（RWJ-333369）是否可以

DG 經由抑制 glutamate 所參與的興奮性訊息傳遞而達到抗癲癇作用。由於 carisbamate

為一新的神經作用藥物，該藥詳細的作用機轉仍不明確，本實驗利用 whole-cell patch 

clamp 技術，記錄位於 Wistar 大鼠的 hippocampus 活體腦切片中 DG 的 granule cell 上

由 glutamate 所引發的電流，藉由使用不同受體的阻斷劑，分離出 AMPA 受體和

NMDA 受體參與之電流，使用 Student’s t-test 分析投予 carisbamate 前後的電流大小變

化。並使用不同的電生理技術，區分藥物的在突觸的作用位置。由於 glutamate 釋放

受到鈣離子通道所調控，藉由同時投予鈣離子通道阻斷劑以及 carisbamate 藥物來評

估鈣離子通道的作用。 

 

實驗結果顯示carisbamate在perforant pathway-dentate gyrus granule cell突觸展現抑

制eEPSCAMPA及eEPSCNMDA的能力，且該抑制作用具有濃度依賴性。而carisbamate

（30 µM, 100 µM）皆抑制eEPSCAMPA和eEPSCNMDA，且有類似的抑制幅度，指向

carisbamate會作用在突觸前抑制glutamate釋放，減少突觸間隙的興奮性神經傳遞物質

濃度，因而對glutamate引發之電流有抑制能力。突觸前的短期可塑性PPF來自突觸前
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短暫的鈣離子累積，使突觸反應增加。Carisbamate（100 µM）造成的paired-pulse 

ratio的降低被認為是作用於突觸前使鈣離子濃度降低造成。接著，在TTX存在的情形

下，胞外給予AMPA會作用在突觸後AMPA受體上引發內流電流。Carisbamate無法對

AMPA引發之內流電流產生抑制作用，顯示該藥無法直接作用於AMPA受體上，間接

解釋carisbamate對eEPSCAMPA所產生的抑制作用來自於突觸前。另外，mEPSCAMPA的

電流或頻率可以反應出突觸後藥物對AMPA受體造成改變或藥物作用於突觸前影響

glutamate釋放。在TTX的存在下，carisbamate不會影響mEPSCAMPA的電流大小和頻

率。 

 

在本實驗系統中，以電刺激在molecular layer給予perforant pathway會於局部突觸

產生同步（synchronous）之動作電位。當動作電位傳至axon terminal時，去極化會導

致高電位依賴型鈣離子通道開啟。引發鈣離子內流使其在細胞濃度上升，促使vesicle

跟細胞膜fusion，將glutamate釋放至突觸間隙。當Glutamate作用於突觸後的AMPA或

NMDA受體，會產生內流電流。因為外加的電刺激會使來自不同突觸的同步釋放

glutamate，使得突觸後記錄到一個電刺激引發之興奮性電流，該電流由不同的突觸所

累加而來。因此，記錄此內流電流所得之結果若受到藥物作用而產生改變，顯示藥物

做用於電刺激引發過程其中的環節。此為本實驗主要的應用技術，當給予carisbamate

造成eEPSCAMPA/NMDA皆受到抑制，表示carisbamate會作用於glutamate系統。 

 

先前報告指出，當glutamate的突觸前釋放受到影響而改變突觸間隙的glutamate濃

度時，會以類似比例影響NMDA及 non-NMDA參與之EPSC（Perkel and Nicoll, 

1993）。該實驗在guniea-pig的hippocampus活體腦切片中，記錄CA1 的細胞所得之

NMDA/non-NMDA EPSC 。使用 GABAB 受體致效劑 baclofen 和 adenosine 拮抗劑 

theophylline影響突觸前釋放。GABAB受體致效劑baclofen會對non-NMDA受體參與之
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電流及NMDA受體參與之電流產生相近幅度的抑制；theophylline 則會增加glutamate

釋放，並以近似的比例增加NMDA和non-NMDA所參與之電流。顯示當glutamate在突

觸間隙的濃度改變時。會同步對NMDA受體及non-NMDA受體所引發的電流產生改

變。在本實驗中觀察到AMPA受體及NMDA受體所參與之電流具有近似的抑制幅度反

映出carisbamate在突觸前的抑制作用導致突觸間隙的glutamate濃度改變，顯示該藥可

能在突觸前產生抑制作用。 

 

為了深入探討carisbamate的作用位置，本實驗給予paired-pulse stimulation評估藥

物作用位置。結果顯示高濃度carisbamate（100 µM）下會影響在DG所記錄得之PPF 

ratio。根據之前的報告指出，PPR的改變屬於突觸的短期可塑性（short-term synaptic 

plasticity），在兩個連續刺激下，依照P2/P1 之比例可以分為paired-pulse facilitation和

paired-pulse depression兩種，兩者皆被認為會反映出突觸間或神經迴路的改變。

（Zucker, 1989; Manabe et al. 1993）。其中有許多突觸都會展現PPF的特性，長久以

來被認為與突觸前的神經傳遞物質釋放有關，並且與突觸前鈣離子通道或突觸內鈣離

子濃度相關（Blitz et al., 2004）。之前實驗證明，在perforant pathway-dentate gyrus的

突觸展現PPF的特性。在rat上，以whole-cell patch clamp對hippocampus腦切片的DG進

行研究，該研究顯示glutamate釋放所產生的PPF可以在AMPA受體所參與的電流紀錄

而得；PPF並不會改變eEPSCAMPA的rise time和decayed time constant；PPF在刺激間隔

100 ms的情形下平均增加電流為 35.7±2.1％，與我們的實驗相近；在連續電刺激小於

350 ms的情形下都會展現PPF；另外，給予baclofen抑制突觸前glutamate釋放並不改變

PPF ratio；給予GABAA受體阻斷劑bicuculline也無法改變PPF ratio。當降低胞外鈣離

子濃度時， PPF ratio也會隨之降低（Andreasen et al., 1994）。這些結果除了展示

perforant pathway-dentate gyrus有PPF的特性外，也反應突觸前鈣離子濃度所參與之神
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經傳遞物質釋放的改變。Carisbamate在 100 µM情形下會抑制PPF ratio顯示該藥可能

透過抑制突觸前機轉產生抑制作用。 

 

AMPA為AMPA受體的選擇性致效劑，單獨給予AMPA會直接作用在突觸後的受

體上，使AMPA受體開啟引發內流電流（Lee et al., 2008）。Glutamate受體主要有兩

種：ionotropic和metabotropic。前者會形成離子通道影響膜電位傳遞訊息，後者則透

過secondary messenger進行下游的訊號傳遞。AMPA受屬於ionotropoic的glutamate受

體，會使鈉離子和鉀離子通透，而且也會對鈣離子展現較慢的通透性。AMPA受體主

要有四種 subunits ： GluR1-GluR4 ，每一個 AMPA 受體都是由四個 subunit 組成

（Ashcroft, 2000）。AMPA受體主要存在於突觸後，當胞外投予AMPA作用在受體

時，會導致AMPA受體開啟產生電流。當細胞箝制在-70 mV的情況下，會記錄到一個

累加的AMPA電流。此電流在含有TTX的灌流液下，排除了突觸前glutamate的作用；

雖然使用高選擇性的AMPA引發電流，仍然在含有DL-APV以及正常濃度鎂離子的情

況下記錄，排除NMDA的作用。本實驗結果顯示，carisbamate不會影響胞外給予

AMPA引發之電流，證明carisbamate對於eEPSCAMPA的抑制作用來自突觸前。 

 

在 TTX 存在的情形下，電位依賴型鈉離子通道受到抑制，此時所記錄得

miniature EPSC 顯示出沒有動作電位的情形下所表現的訊號傳遞。此時所觀察到的電

流為 AMPA 受體受到突觸前短暫釋放的 glutamate 作用而開啟的結果。mEPSC 以單

一 vesicle 釋放所引發之電流大小為基準成倍數關係。有許多原因會影響 mEPSC 的大

小，其中當藥物作用在突觸後 AMPA 受體上產生抑制作用時，會改變 AMPA 受體的

對離子的通透性，減少 mEPSC 的平均電流大小（Lee et al., 2008）。本實驗結果顯示

carisbamate 不會改變其電流，同樣指出 carisbamate 在 30 µM 或 100 µM 下皆不會作用

於 AMPA 受體，證明 carisbamate 對 AMPA 受體無法產生作用，與之前的實驗相符。 
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我們的實驗結果，carisbamate的抑制作用來自於突觸前的證據包含：一、

carisbamate會依照濃度相關性抑制eEPSCAMPA/NMDA，並有相似的抑制幅度；二、

carisbamate在高濃度下會降低PPF ratio；三、carisbamate不會對胞外給予AMPA所引

發之內流電流產生抑制作用；四、carisbamate不會抑制mEPSC的電流大小。因此，我

們評估carisbamate產生的抑制作用來自於抑制突觸前的glutamate釋放。 

 

正常生理情形下，突觸前傳入動作電位。動作電位經電位依賴型鈉離子通道延

軸突傳至突觸末梢，使突觸末梢的電位依賴型鈣離子通道開啟，造成突觸前鈣離子內

流。鈣離子內流會導致含有 glutamate 進行胞釋作用（exocytosis）（Sudhof, 2004）。

影響突觸前神經傳遞物質是放的可能機轉有下列幾項： 

 

（一）鈣離子通道以及突觸前axon terminal鈣離子濃度。突觸前釋放神經傳遞物

質中，鈣離子扮演重要的角色（Katz, 1969），神經傳遞物質在突觸前的釋放需要動

作電位傳入，當動作電位傳入使電位依賴型的鈣裡子通道開啟時，便會引起突觸前的

胞釋作用：含有神經傳遞物質的vesicle和細胞膜融合，將神經傳遞物質釋放到突觸間

隙。在大部分的突觸間，動作電位引起P/Q-type（CaV2.1）和N-type（CaV2.2）的鈣

離子通道開啟，另外一部分則由R-type（CaV2.3）和L-type（CaV1 系列）的鈣離子通

道所作用（Dietrich et al., 2003）。鈣離子通道在神經傳遞物質釋放所扮演的角色主要

有二：一、鈣離子通道同步開啟引發釋放神經傳遞物質，其過程小於 50 μs；二、鈣

離子通道非同步開啟，在動作電位發生後產生自發性開啟，導致神經傳遞物質釋放

（Hagler & Goda, 2001），這兩種情形都需要鈣離子通道參與。鈣離子進入細胞後，

會幫助SNARE（soluble NSF attachment receptor element）protein complex的形成，促

進胞釋作用將神經傳遞物質釋放到突觸間隙。因此，調控鈣離子通道或影響細胞內鈣

離子濃度會是carisbamate調控glutamate釋放的機轉之一（Sudhof, 2004）。由於
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carisbamate經由另一個具抗癲癇作用藥物felbamate修飾而來。同樣為廣效性抗癲癇藥

物的felbamate被認為會抑制高電位依賴型鈣離子通道。而先前的carisbamate實驗中指

出在預先以鎂離子處理過的hippocampus細胞模型spontaneous recurrent epileptiform 

discharges（SREDs）上，會觀察到carisbamate具有抑制SREDs的能力。在該實驗中，

會於實驗前 24 小時前將培養之SD rats hippocampus細胞預先以低鎂離子的紀錄溶液處

理。低鎂離子的紀錄溶液會使NMDA受體過度興奮，影響內鈣離子，造成細胞自發性

放電。Carisbamate（100 µM）被認為可以透過調控內鈣離子平衡，抑制這類的自發

性放電。Carisbamate有可能透過改變細胞內鈣離子濃度的方式來影響突觸前的

glutamate釋放（Deshpande et al., 2008a,b）。本實驗使用L-type鈣離子通道阻斷劑

nimodipine（10 µM）作為比較，投予nimodipine後會抑制eEPSCAMPA，此時再給予

carisbamate仍會有進一步抑制，顯示carisbamate並非透過L-type 鈣離子通道抑制突觸

前釋放。不排除透過其他兩類的鈣離子通道。Carisbamate作用於突觸前是否經過N-和

P/Q type鈣離子通道仍須進一步驗證。 

 

（二）電位依賴型鈉離子通道。除了高電位依賴型鈣離子通道外，動作電位傳

遞需要電位依賴型鈉離子通道，才能在axon terminal產生去極化以驅動電位依賴型鈣

離子通道（Vautrin and Barker, 2003）。其他實驗指出carisbamate會抑制細胞去極化引

發的sustained repetitive firing（SRF），降低引發的spike數量。先前的實驗證明，

phenytoin、carbamazepine、valproic acid和lamotrigine都會抑制SRF，因此該實驗認為

carisbamate除了影響細胞內鈣離子濃度外，也會抑制電位依賴型鈉離子通道

（Deshpande et al., 2008a,b）。在我們的實驗中，30 µM可以抑制AMPA電流至

78.0±7.1%，而PPR改變在carisbamate 100 µM才有顯著差異。由於PPR主要反應突觸

前axon terminal內鈣離子變化，當carisbamate阻斷鈉離子通道而影響glutamate釋放的

作用可能不反應在PPR改變中，導致carisbamate在 30 µM可以看到對eEPSCAMPA/NMDA
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產生抑制，卻在高濃度carisbamate（100 µM）才看到降低PPR的作用。有些實驗指

出，mEPSC的頻率會反映出突觸前對於藥物的影響，當藥物作用於突觸前會改變

mEPSC的頻率（Cunningham et al., 2004）；但在某些實驗中，突觸前的抑制作用不

一定會改變mEPSC的頻率（Lee et al., 2008）。在突觸前的axon terminal上幾乎沒有電

位依賴型的鈉離子通道，以高電位依賴型的鈣離子通道為主（Vautrin and Barker 

2003）。因此TTX存在的情況下鈉離子通道受到抑制，因此高電位依賴型鈣離子通道

無法開啟。若藥物作用在電位依賴型鈉離子通道或鈣離子通道上，藥物作用便無法反

映在mEPSC的頻率上。由於本實驗系統下無法單獨觀察藥物對鈉離子通道之作用，

carisbamate是否直接抑制電位依賴型的鈉離子通道，仍須未來的實驗證實。 

 

（三）許多蛋白質都被認為會參與突觸前 vesicle 和細胞膜融合以及神經傳遞物

質的釋放（Sudhof, 1995），這些情形被認為是透過 protein kinase 活化所致

（Greengard et al., 1993）。 PKA 和 PKC 曾經被報導會影響 DG 的突觸前神經傳遞物

質釋放（Chen and Roper, 2003），某些抗癲癇藥物被報導會透過 PKC 和 adenylyl 

cyclase 的活化來影響 glutamate 釋放（DeLorenzo et al., 1977; Maneuf and McKnight, 

2001）。之前的實驗顯示，藥物作用在突觸前影響 protein kinase 不會對 mEPSC 的頻

率造成影響（Takasu et al., 2008）。因此，carisbamate 對 mEPSC 的頻率沒有影響，

不能排除突觸前抑制 glutamate 釋放透過 protein kinase 的機轉而來。 

 

Carisbamate為一含有 carbamate官能基藥物，經由另一個具抗癲癇作用藥物

felbamate所修飾。同樣為廣效性抗癲癇藥物的felbamate被認為會調節電位依賴型的鈉

離子通道（White et al., 1992; Taglialatela et al., 1996）、抑制高電位依賴型鈣離子電

流、在GABAA受體產生異位調節（Rho et al., 1994; Kume et al., 1996）並阻斷NMDA

受體參與的突觸反應（Pugliese et al., 1996）。本實驗中，由於灌流液中加入PTX，抑
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制GABAA受體在DG的作用，因此無法觀察carisbamate對GABAA受體的影響。在其他

實驗中，有許多對TLE動物模型具有活性藥物之抗癲癇作用，來自於增加突觸前

GABA釋放或減少周圍GABA再回收（Macdonald and Kelly, 1994），本實驗中不排除

carisbamate的抗癲癇作用包含增強GABA的抑制。另外，本實驗探討carisbamate對胞

外給予NMDA引發內留電流的影響，無法直接排除carisbamate對NMDA受體的影響。

但在本實驗中，eEPSCAMPA/NMDA的抑制幅度類似且NMDA抑制幅度略小，顯示

carisbamate直接作用於NMDA受體的可能性較低。 

 

開發抗癲癇藥物於過去二十年間有長足進展，大部分的癲癇病人受惠於市售的

抗癲癇藥物，使病情得到良好的控制，但仍有大約 40%的病人受苦於難治型癲癇

症，無法用藥物良好的控制病情（Duncan et al., 2006; French, 2007)。TLE 在難治型癲

癇症中相當常見且容易診斷，尤以 hippocampal sclerosis 最為常見（Engel, 1996）。

臨床以及實驗都有許多證據顯示 hippocampus 與癲癇症的相關性，強化該腦區在 TLE

治療上所扮演的角色（Sutula et al., 1989; Babb et al., 1991; Rogawski et al., 1999; Eid et 

al., 2008）。Carisbamate 除了在不同的癲癇動物模式上展現了廣效的抗癲癇作用，其

中包含 TLE 的動物模式，足見該藥物的抗癲癇作用包含 hippocampus 腦區的保護能力

（André et al., 2005; Rogawski, 2006; Bialer et al., 2007; Nehlig et al., 2008）。 

 

DG 在許多研究被證明與 TLE 的形成以及上述所提之 TLE 動物模式具有高度相

關。Granule cell 的 axon 稱作 mossy fiber，會投射至 CA3，是 dentate gyrus 唯一的

axonw 投射區域。在 TLE 的病人（de Lanerolle et al., 1989; Sutula et al., 1989; Houser 

et al., 1990; Babb et al., 1991）以及 TLE 的動物模式皆觀察到 mossy fiber 產生

sprouting 的情形，這些 mossy fiber 的形態改變會於其他的 granule cell 形成興奮性突

觸（Dudek and Sutula, 2007）。許多實驗都證明 mossy fiber sprouting 會降低癲癇發作
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的閾值且會增加自發性癲癇再發作（Buckmaster and Dudek, 1997）。另外也有實驗證

明 TLE 的動物模式下，電生理及免疫組織染色結果顯示 DG 的 interneuron 數量減

少，（Sloviter, 1987; Buckmaster and Dudek, 1997; Gorter et al., 2001），其中包含

GABA interneuron，使低癲癇發作閾值降低。證明在 DG 對於 TLE 形成或發作，扮演

關鍵的角色。 

 

縱合以上結果，本實驗認為 carisbamate 在 DG 抑制突觸前的 glutamate 釋放具有

下列兩種意義： 

 

（一）維持 DG 的門閥功能。DG 主要由 EC 投射而來，此投射路為 perforant 

pathway，為 entorhinal cortx 至 dentate gyrus 的主要路徑。該路徑作為 hippocampus tri-

synapse 的起點接受外來訊息，並含有大量的 GABA interneuron，因此被認為扮演

hippocampus 門閥的角色，調控來自 EC 的外來訊息（Fricke and Prince, 1984; Stringer 

et al., 1989; Scharfman, 1992; Staley et al., 1992; Williamson et al., 1993）。因此

perforant pathway 也被認為會影響 DG 的興奮性。當 perforant pathway 過度活化時會

對 hippocampus 造成損傷。在 in vivo 的動物實驗中，連續四天刺激 perforant pathway

會使 DG granule cell 更容易 discharge（Kienzler F et al., 2006）。證明 perforant 

pathway 興奮性增加時，容易改變 DG 的興奮性而引發癲癇症。正常生理情況下，DG 

granule cell 很少產生動作電位，因為該細胞有很高的靜止膜電位（Fricke and Prince, 

1984; Scharfman, 1992; Staley et al., 1992; Williamson et al., 1993），以及周圍有很強

的 GABA 受體參與之抑制（Mody, 1992）。早期的實驗顯示，用電極刺激成年兔的

EC 或 perforant pathway 時，可以由埋在 DG 的電極記錄得到 EPSPs，並且伴隨著一個

持續 100-150 ms 的巨大 IPSP。當刺激頻率高於 10 Hz 時，會觀察到 population spike

的數量減少。在電刺激的長度小於 1 s 時，確實會觀察到此抑制作用；但當刺激長度



 

 42

大於 6 s 時，granule cell 的反應反而會增強。當刺激頻率則最大到 10 Hz，當刺激頻

率超過至 20 Hz 時，訊號反而會被阻斷。這兩個結果顯示 DG 會限制特定長度和特定

頻率的刺激（Andersen et al., 1966）。之後的實驗證明，當局部注射藥物所引發 EC

的 spike 若小於每分鐘 10 個，不會在觀察到行為上或代謝上的異常；或引發的 spike

每分鐘介於 10-30 個，則會觀察到 DG 和 EC 的 deoxyglucose 增加，但僅限於 DG 的

molecular layer；若引發的 spike 每分鐘大於 40 個，則會引發癲癇，並且代謝上的改

變除了 EC、DG 外，還擴及 CA1、CA3 或偶而擴散至部分 limbic 系統。這樣的結果

顯示 DG 會限制癲癇的發作，並限制其影響範圍（Collins et al., 1983）。DG 雖然有

門閥的作用，能將興奮性訊號檔在門外，但有實驗顯示 DG 門閥的特性在某些情形下

會被「破壞（ breakdown）」。實驗顯示， kindling 後和正常實驗動物製備的

hippocampus 腦片相比，正常腦片刺激 DG 引發 epileptiform 的情形比 kindling 後的腦

片困難，顯示在 kindling 後會降低 DG 門閥的作用（Behr et al., 1998）。當突觸前過

度興奮，DG granule cell 周圍的 GABAergic 細胞無法成功抑制時，就可以突破 DG 這

道關卡（Hsu, 2007）。當藥物作用於突觸前，有效抑制 glutamate 釋放時，便能抑制

突觸前興奮性訊號，降低 GABAergic 細胞抑制失敗的機會，避免 hippocampus 接受外

來刺激而引發癲癇。因此，藥物抑制 glutamate 對於在癲癇發作情形下維持 DG 的功

能扮演很重要的角色。 

 

（二）減緩在癲癇發作下 glutamate 大量釋放引起的細胞毒性。許多證據指出神經

細胞暴露在 glutamate 下會造成延遲的細胞死亡（Lipton and Rosenberg, 1994）。當

NMDA 受體活化或 non-NMDA 受體活化間接活化電位依賴型鈣離子通道時，使得細

胞內部有大量鈣離子堆積而導致細胞死亡（Weiss et al., 1990）。癲癇引發的神經損

傷可能來自於 glutamate 引起的細胞死亡逐漸受到重視，Glutamate 的過度釋放會形成

mesial temporal sclerosis（Liu et al., 1995），因而癲癇發作的情形下會引起神經損
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傷。MK-801 或 NBQX 可以保護癲癇引發的神經損害（Liu et al., 1995）。因此，抑制

突觸前 glutamate 釋放對於 TLE 具有一定程度的保護作用。 

 

臨床上許多抗癲癇藥物抑制 glutamate 釋放或直接抑制 glutamate 受體，可以產生

抗癲癇作用，可在不同的藥物和顳葉相關的腦區觀察到。在 DG，lamotrigine 可以抑

制突觸後 AMPA 受體參與的興奮性電流（Lee et al., 2008）。在 amygdala，topiramate

透過作用在 GluR5 kainate 受體抑制 glutamate 引發的興奮性電流（Gryder and 

Rogawski MA, 2003）。在 entorhinal cortex，gabapentin 和 pregabalin 則會作用於突觸

前的 P/Q- type 鈣離子通道而抑制 glutamate 釋放（Cunningham et al., 2004）。本實驗

室先前的研究也顯示在 DG，新一代的抗癲癇藥物 levetiracetam 會抑制突觸前

glutamate 釋放，而且此抑制作用同樣來自抑制突觸前的 P/Q- type 高電位依賴型鈣離

子通道。 

 

由於 TLE 會導致 DG 癲癇發作閾值下降，hippocampus 興奮性提高，因此減少

glutamate 系統的活性降低，可以有效減少發作次數。抑制 DG 突觸前的抑制，則可以

減少 DG 周邊 GABAergic 抑制失敗的機會，維持 DG 的正常門閥功能，達到預防癲

癇發作的目的。本實驗結果顯示 carisbamate 會抑制 DG 突觸前 glutamate 釋放，為該

藥可能的抗癲癇機轉。而該藥是否透過抑制 L-type 以外的鈣離子通道，或由其他機

轉而來，則需後續實驗證明之。 
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第五章 結論 

 

 
綜合實驗結果，得到以下結論： 

 

（1）Carisbamate 在 P21 的 Wistar 大鼠所製備的腦片上，確實在 hippocampus 的 DG

抑制 glutamate 受體所引發之興奮性電位並展現濃度依賴性的抑制作用。 

 

（2）Carisbamate 以一個相近的比例抑制 AMPA 或 NMDA 引發的興奮性電流，抑制

配對刺激比率；carisbamate 不會影響胞外給予 AMPA 引發之電流；carisbamate 對

mEPSC 的電流大小不會產生抑制。因此，評估 carisbamate 的抑制作用來自抑制突觸

前減少 glutamate 釋放。 

 

（3）Carisbamate 的抑制作用不是透過 L-type 鈣離子通道而來。此突觸前的抑制作用

被認為是 carisbamate 抗癲癇作用的之一。 

 

（4）Carisbamate 抑制 glutamate 的釋放以降低 DG 的興奮性並維持 DG 的門閥功能被

認為是該藥的抗癲癇作用之一。  
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