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二、研究計畫內容： 

 
(一)摘要 
 
    癲癇(epilepsy)，一種中樞神經異常放電的疾病，其典型的症狀為抽蓄，還

會影響患者的生心理健康，截至目前尚未有完全根治的方法，僅能透過手術或藥

物控制來減緩症狀的發作。以往癲癇的藥物治療機制以阻斷鈉離子通道為主，目

前臨床或市售的藥物都有一定的副作用如胃腸不適、過敏性肝衰竭、頭痛、眼球

震顫等，安全性並不高，因此我們希望可以找出一種副作用較小的新型化合物來

治療癲癇的患者。近期研究發現，鉀離子通道活化劑在膜電位的維持上扮演一個

重要的角色，近期鉀離子通道活化劑的開發提供了一項新的選擇。retigabine是已

知鉀離子通道開啟劑，本計畫欲探討本實驗室以retigabine結構衍生合成的結構相

似化合物 methyl {4-[(1-adamantylcarbonyl)amino]phenyl}carbamate (編號8692)、
diethyl 1,4-phenylenebiscarbamate (編號5540)、ethyl {4-[(3-chlorobenzoyl)- 
amino]phenyl}carbamate (編號6696)、ethyl (2-methoxy-4-nitrophenyl)carbamate  
(編號5584)，透過幼鼠腦薄片突觸後電流實驗觀察是否具有相同開啟鉀離子通道

的作用。研究結果顯示編號8692的藥物在海馬迴CA1神經元具有促進鉀離子電流

的作用，值得進一步應用在抗癲癇動物實驗作探討，並釐清其相關作用機制。 
 
(二)研究動機與問題 
 
    生物體中帶電離子的不均勻分布於細胞內外，在生理學上有著非常重要的意

義。由於極性與非極性的限制，離子欲通過細胞膜引發動作電位(action potential)
必須透過離子通道蛋白(ion channel protein)的輔助進行(1)。離子通道蛋白根據其

開關的調控可分為以下兩類: 
(A) 電位依賴型離子通道 (voltage-gated ion channel)：接受動作電位的變化

週期而開關。 
(B) 配體依賴型離子通道  (ligand-gated ion channel)：與特定的分子

(GABA、glutamate etc.)結合調控開關。 
    在中樞神經系統(central nervous system)中，電位型與配體依賴型離子通道扮

演一個很重要的角色(2)，突觸可塑性、記憶生成、感覺傳遞等都與其有密切的

關聯。電位型離子通道需要電位的改變誘發開關；配體依賴型離子通道則需要配

體的誘導開啟並透過移除酶的作用或配體自發性降解來關閉通道形成一個正常

的訊號傳遞，兩者間的增進或抑制的作用形成一個平衡。一旦此平衡受到改變進

而導致訊號異常持續或抑制，將形成一些生理上的疾病。 
    癲癇(epilepsy)，即為一種神經活性異常的疾病，包括局部性的單純性部分發

作(simple partial seizure）或複雜性部分發作（complex partial seizure）；全身性的

強直-陣攣性發作（tonic-clonic seizure，俗稱大發作）或失神性發作（absence 



seizure，俗稱小發作）。其典型的症狀為抽蓄、大小便失控、咬舌、意識障礙、

言語困難、局部性麻痺、併發精神病等(3)，發作時雖然較少直接危及病患的生

命安全，但嚴重時會影響病患的意識、四肢活動，甚至是智能發展，對社會福祉

及個人心理上造成諸多負面的影響。 
    癲癇非單一症狀，可能是由很多不同種外在因素或自發性所引起的，儘管近

期推斷癲癇的病理成因可能為遺傳、創傷或代謝上的問題，但大部分的病例成因

仍未知，因此當前尚未找出完全根治的方法(4)，主要的治療方式僅針對減緩症

狀為主。目前針對癲癇的治療藥物主要是鈉離子通道抑制劑，藉此來抑制癲癇的

現象。用於治療強直-陣攣性發作(大發作)的常見藥物有 carbamazepine、dilantin、
phenytoin、phenobarbital 等。但是這些藥大部分都有一定的副作用如:胃腸不適、

過敏性肝衰竭、頭痛、複視、運動失調、眼球震顫、心律不整、昏睡、產生耐藥

性等。上述的藥物，都不可避免的產生影響患者生活的副作用，說明了這些藥物

在臨床上並非最理想的處方，因此找出新型的藥物便是我們致力的方向。 
    近 10 年來，電位依賴型鉀離子通道活化劑的開發提供了我們新的選擇。研

究發現鉀離子通道對肌肉收縮和膜電位的維持相當重要(5)，而 ML213 和

retigabine 為目前已知的鉀離子通道的活化劑 (6)，其中 retigabine 更是被認定可

以達到抗孿和止痛的效果(7)。我們利用 retigabine 的分子結構中的特定結構苯胺

甲酸酯 (phenyl carbamate)作為模板，開發出 4 種具有相似結構的化合物，試圖

尋找對於中樞神經系統中的海馬迴 CA1 神經元鉀離子通道有促進作用的官能

基。 
實驗初步以 10 µM 的濃度測試以下 4 種新型化合物(Fig 1.) 

(A) methyl {4-[(1-adamantylcarbonyl)amino]phenyl}carbamate (編號 8692) 
(B) diethyl 1,4-phenylenebiscarbamate (編號 5540) 
(C) ethyl {4-[(3-chlorobenzoyl)amino]phenyl}carbamate (編號 6696) 
(D) ethyl (2-methoxy-4-nitrophenyl)carbamate (編號 5584) 

以有統計上顯著差異的增加鉀離子通道電流為篩選目標，使用腦薄片全細胞鉗定

技術(brain slice whole cell patch clamp)給予電壓刺激測定對應電流來探討上述 4

種藥物，同時也希望能釐清當中的作用機制和有效劑量。 

 

 
         retigabine                           



  
           5584                    8692 

 
 

 
   6696                     5540 

Figure 1.  retigabine 及其結構衍生物 

 

研究流程大綱 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

從 retigabine 有相似結構的化合物中篩選出 4 種藥物 

評估此 4 種藥物可能作為 K+通道活化劑的官能基 

利用腦薄片全細胞鉗定技術在海馬迴 CA1 神經元中探討 
藥物對於鉀離子電流的藥理作用 

(腦薄片突觸後電流實驗) 

數據統計與分析 

結論 



(三)文獻回顧與探討 
 
    在藥物設計邏輯上，以往治療神經異常放電所引發的疾病，如癲癇、神經性

疼痛(neuropathic pain)，都是使用電位依賴型鈉離子通道的抑制劑(8)、電位依賴

型鈣離子通道調控劑(9)及神經傳導物質 GABA 的抑制劑(10)。其中，已知藥物

lidocaine 是以鈉離子通道抑制做為治療神經性疼痛的藥物(11)。鈉離子通道的作

用在控制細胞興奮性及幾項異常的病理，像是心律不整、癲癇、痙攣等，因此已

找出它對治療慢性神經痛的潛力。而 lidocaine 的發現，已被廣泛運用在抗心律

不整、局部麻醉等，藉由使鈉離子通道失去活性為治療方針。又特定的鈉離子次

型通道是痛覺和神經性疼痛的關鍵因素，這表明未來很有可能以鈉通道抑制劑具

有較低的毒性和較強的功效來治療神經性疼痛(12)。 
    而最近的研究指出 KCNQ 鉀離子通道蛋白家族活化劑在治療神經興奮性疾

病是有效果的，且 Kv channel(電位依賴型鉀離子通道)對調節細胞膜的興奮，有

相當重要的影響(13)。鉀離子通道在肌肉的收縮放鬆及維持靜止膜電位有一定的

相關性(14)。目前已被發現的鉀離子通道活化劑 flupirtine 和 retigabine，確認可

達到抗痙攣及止痛的成效(13,15 ,16)。而 ML213 則發現是屬於電位依賴型鉀離子

通道 KCNQ2 和 KCNQ4 的活化劑(6)。且在使用了 ML213 後，小鼠的胸主動脈、

腎動脈及腸繫膜動脈皆會有舒張的表現(17)。由以上研究出的藥物的作用性，我

們可以試著去尋找對於中樞神經鉀離子通道有作用的鉀離子通道活化劑。因此利

用 retigabine 的分子結構中的特定結構苯胺甲酸酯 (phenyl carbamate)作為模板，

尋找結構相似物，利用幼鼠腦薄片電流實驗篩選設計出的化合物，研究化合物及

其相關官能基的活性。 
   實驗技術方面，本實驗室對腦薄片全細胞鉗定技術實驗已有一年半經驗累積

可供參考，本計畫所選擇的腦區為海馬迴 CA1 神經元，是目前研究最為詳盡的

腦區之一且易於建立，因此本計畫便選擇該腦區進行初步探討，近年來也有許多

相關的研究文獻可觀摩學習再精進(18)，成功篩選的藥物將會進一步測試抗癲癇

動物實驗(19)，透過藥物 Pentylenetetrazole 誘導癲癇發作的小鼠模組進行更多相

關的藥理活性分析，與神經電生理實驗的數據相輔相成，期望探索能對抗癲癇的

重要官能基。無論是開發新型藥物或是舊藥新用我們都將會加以詳細且謹慎的探

討，秉持著以研究最合適臨床第一線用藥為宗旨的精神。 
 
(四)研究方法及步驟 
 
幼鼠腦薄片突觸後電流實驗 
 
實驗動物飼養: 

    研究中照顧及使用實驗動物皆遵照1996年美國實驗動物學會發表的實驗飼

養標準(Guide for The Care and Use of Laboratory Animals, National Academies 



Press, 1996)。實驗動物由樂斯科生技股份有限公司所購得，品種為遠交系SD幼

鼠，取P(postnatal day)7~20做為研究材料，飼養動物的場所溫度控制在222C，
溼度為6010%，並維持各十二小時之日夜光照週期，實驗動物允許自由的進食

及飲水。 

腦薄片製備: 

    取出幼鼠一隻保定後用斷頭台在未麻醉的狀況斷頸犧牲取其頭部，完畢後迅

速剪開頭皮並將腦殼挑開，再用鑷子將腦殼完全清除，接著使用手術刀將小腦以

後與大腦額葉前1/3切掉將大腦鏟出。 

    鏟出的大腦迅速用快乾膠垂直固定在切片機(D.S.K/DTK-1000)的載物台

上，然後將冰沙狀態的切片用溶液(cutting solution):NaCl 87, KCl 2.5, NaHCO3 25, 
NaH2PO4 1.25, CaCl2 0.5, MgCl2‧6H2O 7, D-glucose 25, sucrose 75(mM)倒入切片

機的chamber中並充著含95%O2與5%CO2的混合氣進行切片，切片的速度與頻率

分別約0.16mm/s與40Hz，厚度200μm。切片切下後移至含濾網的燒杯中，杯內裝

有人工腦脊液(artificial CSF) :NaCl 125, KCl 2.5, NaHCO3 25, NaH2PO4 1.25, 
CaCl2 2, MgCl2‧6H2O 1, D-glucose 25(mM)，燒杯持續充氧並讓薄片在35℃下靜

置1個小時讓受損的細胞修復。 

 

腦薄片藥物投予與電生理記錄: 
    將靜置好的切片放入 recording chamber (體積＜0.5ml)中，並且持續灌流

aCSF，放入薄片固定器將其固定在 chamber 中央且持續充氧，使用顯微鏡(Nikon 
Eclipse FN1)DIC 鏡頭觀察操作，架設地線消除背景值，並選用玻璃微管(WPI, OD 
2.0 mm, World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL)透過水平拉針器(P-97, 
Sutter Instrument)製備微小玻璃針，選定下針位置後，將填充著內液: KCl 140, 
MgCl2‧6H2O 4, HEPS 10, Na2 phosphocreatine 10, Mg-ATP 4, Na2-GTP 0.3, EGTA 
10 (mM)的微小玻璃電極(電阻約 4~7MΩ)吸破突觸後神經細胞進行記錄。 
    藥物投予為神經元穩定後以胞外給予藥物的方式15分鐘在灌流系統中的

aCSF，wash則是灌流新鮮的aCSF將藥物洗掉。記錄過程利用clampex軟體設定

protocol給予對應電壓刺激神經記錄其電流值，經由高阻抗放大器 (Axon 
instruments MultiClamp 700B)將訊號放大，再通過類比數位訊號轉換器(Axon 
instruments digidata 1440A)轉換，最後搭配Clampfit 10.0軟體觀察記錄及儲存至電

腦中。 

 
數據分析: 

    使用Clampfit 10.0軟體觀察記錄並將其量化轉用Sigma Plot 10.0繪製圖型，學

生氏t檢定(Student's t-test)與配對t檢定(paired t-test)用以計算投予藥物前後的電流

值在統計上的顯著差異，data以平均±S.E.M表示，n代表樣本數，P＜0.05表示有

統計上顯著差異。 
 



(五)實驗結果 
 
    本計畫所應用的電生理 Protocol 為 Total current 如 Fig 1.，起初將神經元鉗定

在-70mV 的電位，爾後在 70ms 內從-80mV 開始以 10mV 為間隔刺激一次，最高

至 20 mV，後在將神經元鉗定回-70mV。 
 
1. Control 組 
    實驗首先觀察 Control 組，由於藥物的溶劑為 0.06%(v/v)的 DMSO，因此

Control 組投予 0.06%(v/v)的 DMSO ，觀察溶劑是否會對神經元有所影響，結果

如 Fig 2.，將其電流值量化可得 Fig 3.，可以發現投予溶劑十五分鐘對於海馬迴

CA1 神經元的鉀離子通道並無統計上的顯著差異(n=3)。 
 
2. 投予藥物組(10 μM) 
    實驗接著依序觀察本實驗室開發編號 5584、5540、6696、8692 的 4種藥物

對於海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道之作用。實驗首先是投予 5584 (10 μM)，
結果如 Fig 4.，將其電流值量化可得 Fig 5.，可以發現投予 5584 (10 μM)十五分鐘

對於海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道雖無統計上的顯著差異，但可看出有抑制

的趨勢(n=3)。 
 

實驗其次是投予 5540 (10 μM)，結果如 Fig 6.，將其電流值量化可得 Fig 7.，
可以發現投予 5540 (10 μM)十五分鐘對於海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道亦無

統計上的顯著差異，但可看出有抑制的趨勢(n=3)。 
 

實驗接著是投予 6696 (10 μM)，結果如 Fig 8.，將其電流值量化可得 Fig 9.，
可以發現投予 6696 (10 μM)十五分鐘對於海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道亦無

統計上的顯著差異，但可看出有抑制的趨勢(n=4)。 
 

實驗最後投予 8692 (10 μM)，結果如 Fig 10.，將其電流值量化可得 Fig 11.，
可以發現投予 8692 (10 μM)十五分鐘對於海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道出現

統計上的顯著差異，更可從 Fig 13.的重疊圖觀察電流有微幅的上升(Protocol 如
Fig 12.)，我們可以研判有促進鉀電流的趨勢(n=3)。 
 
3. 投予藥物 8692 高濃度(30 μM) 
    由上述的實驗結果可以發現，5584、5540、6696此3種藥物對於幼鼠海馬迴

CA1神經元的鉀電流均有抑制的作用；然而8692對於鉀電流有達到統計上顯著差

異的促進，因此我們針對8692提高濃度到30 μM再作測試，如Fig 14.，將其電流

值量化可得Fig 15.(n=3)，重疊圖如Fig 17. (Protocol如Fig 16.)，我們可以確定8692
在海馬迴CA1神經元中是有促進鉀離子電流的藥理作用，值得進一步探討其相關



機轉，並且應用在抗癲癇動物實驗上。 

 
(六)實驗結果圖 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. 電生理 Protocol 
 

A                            B                             C 
Control                      DMSO (0.06%)                   Wash 

 
Figure 2. DMSO (0.06%)對幼鼠海馬迴CA1神經元的鉀離子通道之作用。 
 



 

Figure 3. 電流電壓標準化統計圖，投予DMSO (0.06%)十五分鐘與加藥前(Control)               
相比並無太大顯著差異(*P＜0.05, **P＜0.01 vs. Control)。 
 

A                                B                            C 
Control                         5584 (10 μM)                     Wash 
 

 
Figure 4. 5584 (10 μM)對幼鼠海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道之作用。 



 

Figure 5. 電流電壓標準化統計圖，投予 5584 (10 μM)十五分鐘與加藥前(Control)  
相比雖無顯著差異，但其趨勢是抑制鉀電流的(*P＜0.05, **P＜0.01 vs. Control)。 
 

A                           B                          C 
Control                    5540 (10 μM)                  Wash 

 

Figure 6. 5540 (10 μM)對幼鼠海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道之作用。 



 

Figure 7. 電流電壓標準化統計圖，投予 5540 (10 μM)十五分鐘與加藥前(Control)  
相比亦無顯著差異，但其趨勢是抑制鉀電流的(*P＜0.05, **P＜0.01 vs. Control)。 
 

A                              B                           C  
Control                       6696 (10 μM)                    Wash 

Figure 8. 6696 (10 μM)對幼鼠海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道之作用。 



 

Figure 9. 電流電壓標準化統計圖，投予 6696 (10 μM)十五分鐘與加藥前(Control)  
相比亦無顯著差異，但其趨勢是抑制鉀電流的(*P＜0.05, **P＜0.01 vs. Control)。 
 

A                             B                          C 
Control                      8692 (10 μM)                   Wash 

 
Figure 10. 8692 (10 μM)對幼鼠海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道之作用。 



 

Figure 11. 電流電壓標準化統計圖，投予 8692 (10 μM)十五分鐘與加藥前(Control)  
相比達到統計上的顯著差異，其趨勢是促進鉀電流的(*P＜0.05, **P＜0.01 vs. 
Control)。 

 

   Figure 12. 重疊圖 Protocol 
 
 

Figure 13. 投予 8692 (10 μM)十五分鐘與 Control 相比之電流重疊圖。 
 



A                              B                             C 
Control                       8692 (30 μM)                      Wash 

Figure 14. 8692 (30 μM)對幼鼠海馬迴 CA1 神經元的鉀離子通道之作用。 

 

Figure 15. 電流電壓標準化統計圖，投予 8692 (30 μM)十五分鐘與加藥前(Control)  
相比達到統計上的顯著差異，其趨勢明顯促進鉀電流的(*P＜0.05, **P＜0.01 vs. 
Control)。 
 



 
 

  Figure 16. 重疊圖 Protocol 
 
Figure 17. 投予 8692 (30 μM)十五分鐘與 Control 相比之電流重疊圖。 
 
(七)討論 
 
    回顧過去的文獻，KCNQ(kv7)蛋白家族對於中樞神經的膜興奮性調節扮演非

常重要的角色(20)，可以穩定膜電位，retigabine 為已知的 KCNQ 激活劑(21)，臨

床上用來治療癲癇。綜合本研究計畫的實驗結果，我們成功篩選出能促進鉀離子

電流的藥物 8692，因此我們從 8692 中初步了解可以促進鉀離子通道開啟的相關

活性官能基，爾後將會透過藥物誘導癲癇的動物實驗模式(19)進行更多藥理活性

的分析，期望探索能對抗癲癇的活性官能基。 
    而實驗近期將會持續補足 retigabine對於幼鼠海馬迴CA1神經元的鉀離子通

道之作用，作為本實驗室開發藥物的 positive control。海馬迴為目前研究最為詳

盡的腦區之一，對於學習與記憶扮演了重要的角色(22)，透過本計畫可以初步了

解實驗室開發藥物 8692 的電生理作用，未來實驗會在初級運動皮質區(Primary 
motor cortex) 測試，該區的神經元過度興奮是造成癲癇的主因之一，且 KCNQ
蛋白家族在該區具有調節膜電位的功能(23,24)，因此我們欲觀察藥物 8692 在該

腦區是否與海馬迴有相同的藥理作用。探討完 retigabine 及其結構相似物之系列

後，遠程實驗規劃將會探討 ML213 的相關官能基修飾化合物，期許能夠探索出

新型藥物作為臨床的第一線用藥來對抗癲癇。 
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    實驗的方面，幼鼠腦薄片突觸後電流實驗，截至目前為止已有 1 年半的經驗

累積了，爾後我會繼續加強此實驗的操作技術。任何的問題與盲點我都將積極地
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