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摘?要!目的?观察传统型瞬时受体电位通道 .!'@AB."蛋白在匹罗卡品致痫大鼠海马中的表达变化#探讨其在海马苔

藓纤维出芽中的作用$ 方法?(! 只 CD大鼠随机分为实验组! ! E.""和对照组! ! E#!" $ 实验组采用氯化锂 )匹罗卡品

腹腔注射法建立颞叶癫痫模型&对照组腹腔注射等量无菌生理盐水$ 实验组按癫痫持续状态! C/"后 # F'( F'#G F'+" F

和 ." F 分为 G 个亚组#每亚组 #! 只大鼠$ 以上各亚组及对照组再分为 ! 个小组#分别进行 HIJKIL> 746K检测 '@AB. 及突

触重建标志蛋白 C:>2MK6M;:J3> 在海马中的表达和 '311染色观察海马苔藓纤维出芽并评分$ 结果?实验组 '@AB. 蛋白表

达量在 C/后 # F 达高峰!"N"<"#" #其他时间点均显著高于对照组!"N"<"# " $ C:>2MK6M;:J3> 蛋白表达量在 C/后 ( F'

#G F'+" F 和 ." F 显著增加!( F%"N"<"G&#G F'+" F'." F%"N"<"# " #+" F 达峰值!"N"<"# " $ 实验组大鼠齿状回内

分子层在 C/后 ( F 出现 '311颗粒#并呈进行性增加$ 结论?'@AB. 可能参与了苔藓纤维出芽这一过程$

关键词!传统型瞬时受体电位通道 .&匹罗卡品&颞叶癫痫&苔藓纤维出芽&大鼠
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"

'311JK23>3>P

2>F J=6LI<"(.49*.?';II5MLIJJ36> 6Q'@AB. S2J12LVIF4:3>=LI2JIF 2>F LI2=;IF 3KJMI2V 6> # F2:J2QKILC/!"N"<"#"# 2>F 3K
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'311PL2>R4IJ2MMI2LIF 3> 164I=R42L42:IL6QP:LRJFI>K2KRJ3> K;I;3MM6=21MRJ6QI5MIL31I>K24L2KJJ3>=I( F2:J2QKILC/# 2>F K;I>
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??海马苔藓纤维出芽!16JJ:Q37ILJM6RK3>P# YXC "

及其所导致的突触重建是颞叶癫痫特征性的病理

改变#有不少研究发现钙离子通道与 YXC 密切相

关$ 瞬时受体电位通道 ! KL2>J3I>KLI=IMK6LM6KI>K324

=;2>>I4J# '@A=;2>>I4J"是位于细胞膜或胞内细胞

器膜上的一类重要的非选择性阳离子通道#可直接

介导钙离子内流#也可以膜去极化方式激活其他钙

),,!)
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离子通道*#+

$ 已知传统型 '@A通道!=2>6>3=24'@A#

'@AB"与钙离子通道密切相关#但其是否参与 YXC

尚不清楚$ 本研究拟动态监测 '@AB. 蛋白在匹罗

卡品致痫大鼠海马中的变化#结合突触重建标志蛋

白 C:>2MK6M;:J3> 检测和 '311染色#探讨其在 YXC

中的可能作用$

BC材料与方法

B<BC材料

CD雄性大鼠 (! 只 ! . Z- 周龄#体重 !G" [

!" P" #由中南大学湘雅医学院试验动物部提供$

氯化锂'盐酸'匹罗卡品'山羊抗兔 \P]二抗'兔抗

山羊 \P]二抗'WC '̂ CDC''L3J! C3P12公司 " &山羊

'@AB. 多克隆一抗 ! C2>K2BLR_公司 " &兔 C:>2MK60

M;:J3> 多克隆一抗!B;I13=6> 公司 " &蛋白浓度检测

试剂盒 ! Àa公司 " &考马斯亮蓝 ]0!G" ! bCW公

司" &内参
#

02=K3> 蛋白 !上海硕盟 " &阿拉伯树胶

!上海国药集团化学试剂有限公司 " $ 日本光电

G!#" 型脑电图机#垂直板电泳仪和凝胶成像系统

!W360@2F" $

B<DC方法

#<!<#?实验动物分组及造模? CD雄性大鼠 (!

只随机分为实验组 ! ! E." " 与对照组 ! ! E#! " $

实验组按癫痫持续状态 C/后 # F'( F'#G F'+" F

和 ." F 分为 G 个亚组#每亚组 #! 只大鼠$ 以上各

亚组及对照组再分为 ! 个小组#分别进行%

!

HIJK0

IL> 746K方法检测 '@AB蛋白及突触素 ! C:>2MK6M;:J0

3>"在海马中的表达&

"

'311染色观察海马 YXC 并

评分$ 实验组大鼠腹腔注射氯化锂 ! a3B4" + 1

/UcVP!约 #!G 1PcVP" # #- Z!* ; 后予匹罗卡品

!A346" !" 1PcVP腹腔注射$ 注射匹罗卡品后观察

大鼠的行为变化#痫性发作程度按 @2=3>I标准*!+进

行分级#达到 @2=3>I

$

Z

%

级并进入癫痫持续状态

的大鼠#为致痫成功组&若无发作或发作未达 @2=3>I

$

Z

%

级的大鼠继续注射匹罗卡品 #" 1PcVPc次#可

重复 . 次#其间达
$

级以上的动物也归为致痫成功

组&. 次后仍未达到标准的为致痫不成功组$ C/

持续 G" 13> 以上者#予 #"d水合氯醛 + 14cVP腹

腔注射终止发作$ 致痫不成功组和死亡大鼠予以

剔除#并在后续的实验中补足$ 对照组大鼠予腹腔

注射生理盐水 #!G 1PcVP#并于注射后观察其行为

学变化$

#<!<! ? 脑电图记录 ? 急性期 ! # F " ' 静止期

! ( F" '慢性期! ." F"实验组大鼠和对照组大鼠分

别进行脑电图描记$ 记录方法为%大鼠麻醉后#用

橡皮套套住大鼠的四肢#固定于木板上#再用细麻

绳套住大鼠门齿以固定头部$ 参考导联描记#一根

电极插入大鼠颞部头皮下#另一根电极插入对侧乳

突皮下#在日本光电 G!#" 型脑电图机上描记脑电

活动$

#<!<+?海马组织蛋白的提取及 HIJKIL> W46K检测

'@AB. 蛋白水平?将各时间点动物用 #"d水合氯

醛! +<G 14cVP"腹腔注射麻醉#迅速断头取脑#完

整分离出海马#用组织裂解液提取海马组织全细胞

蛋白$ 使用 WB̂ 法测定总蛋白浓度$ +(e水浴箱

内 +" 13> 使蛋白变性#用 CDC0Â]/电泳分离蛋

白#用免疫印迹操作 )转膜#再封闭#然后将膜裁

剪成目标条带和内参相应条带并分别置于封闭液

稀释好的一抗中 !山羊 '@AB. 多克隆抗体稀释浓

度为 #

!

G"" # C:>2MK6M;:J3> 多克隆抗体稀释浓度

为 #

!

#""" " #摇床轻摇孵育 +" 13> 后 *e孵育过

夜#'WC'洗 * f#" 13>$ 然后再放在另一塑料袋中

加入封闭液稀释的二抗 !稀释浓度 #

!

#""" " #室

温下摇床轻摇 # ;#'WC'洗 * f#" 13>$ 滴加 D̂ W

液#避光显色$ 将胶片进行扫描#用凝胶图像处理

系统分析目标带的净光密度值#内参为
#

02=K3> !分

子量 *! D̀2" $

#<!<*?灌注取材及 '311染色观察海马苔藓纤维

出芽?于各时间点常规用 #"d水合氯醛!+<G 14cVP"

麻醉实验动物#经左心室灌注生理盐水 #G" 14#再

用含 "<*d硫化钠的 "<4YAW! Mg(<!0(<. "灌注

#" 13>#续用 *e*d多聚甲醛灌注 #G 13> !量约

!G" 14" $ 断头取脑#置 *e*d多聚甲醛固定过夜

后#常规脱水#行冰冻切片#自中脑向额叶行!"

&

1冠

状连续切片#收集有海马的脑片贴片#室温晾干$ 在

暗室中入显影液中显色 ." Z-" 13>!'311显影液配

方
!

G"d阿拉伯树胶 ." 14#柠檬酸盐缓冲液#" 14#

G<.d 对 苯 二 酚 溶 液 +" 14# #(d 硝 酸 银 溶 液

#<G 14" #流水冲洗 G 13> 终止反应#常规脱水'透明'

树胶封片$ 各时间点每只大鼠随机选取 * 张切片#

对照组大鼠选取相近断面的切片$ 在生物光学显

微镜 #" 倍物镜下观察海马 B̂ + 区和齿状回颗粒

细胞上区 '311颗粒并评分#采用 " ZG 分半定量评

分标准*++ 如下% " 分%未见 '311颗粒& # 分%偶见

'311颗粒#'311颗粒不连续分布&! 分%较多 '311

颗粒不连续分布& + 分%'311颗粒近连续分布& *

分%'311颗粒连续分布#G 分%'311颗粒形成致密

)""+)
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的层状带$

B<EC统计学处理

实验数据均用均数 [标准差!H[D"表示#成组

设计多样本均数用单因素方差分析 ! %̂iĵ " #实

验组与对照组间比较用两样本 +检验#检验水准
!

E"<"G $ 统计分析和图表绘制分别用 CACC #(<"

统计软件和 Y3=L6J6QKiQQ3=I/5=I4!""+ 进行$

DC结果

D<BC行为学变化及脑电图表现

用氯化锂腹腔注射后#实验组大鼠行为活动无

变化&在匹罗卡品注射 G Z+" 13> 后#大鼠开始呈

现外周胆碱能反应#开始发作尚不频繁#随着时间

延长#发作频率增高$ 用于致痫的大鼠共 ." 只#

其中 G+ 只大鼠达到 @2=3>I

$

Z

%

级并进入 C/&进

入 C/状态后#有 - 只因抽搐致死#其余大鼠在!* Z

(! ; 后进入静止期#静止期大部分大鼠行为正常#

少数抽搐严重的大鼠进入静止期后活动迟钝#不能

主动进食进水#数天后衰竭死亡#共计 . 只$ 存活

的大鼠于 #G F 后出现自发发作#呈强直 )阵挛性

发作#持续时间短暂#约半分钟至 # 13>#发作次数

从 # F 数次至数天 # 次不等#慢性期内大鼠无死

亡$ 致痫不成功和死亡大鼠予以剔除#并在后续的

实验中补足$ 实验组大鼠 C/后 # F !急性期 " //]

均异常#表现为
'

节律增多及单个'多个棘波或阵

发连续棘波群发放&C/后 ( F !静止期 " //]正常&

C/后 ." F!慢性期"则可记录到散发尖波'棘波或

棘慢波$ 对照组未出现诱发发作及自发发作#用同

样方法记录 //]亦未见癫痫样放电波$

DFDC!"#$% 蛋白表达变化

HIJKIL> W46K结果显示#实验组 '@AB. 蛋白表达

量在 C/后 # F 达高峰 ! "N"<"# " #其他时间点均

显著高于对照!"N"<"# " $ 见表 # '图 # $

DFECG/,73*+36/.0,蛋白表达变化

HIJKIL> W46K结果显示#实验组 C:>2MK6M;:J3> 蛋

白表达量在 C/后 ( F'#G F'+" F 和 ." F 较对照组

显著增加!"N"<"G 或 "N"<"# " #+" F 达峰值 !"

N"<"# " $ 见表 ! '图 ! $

表 BC对照组与实验组不同时间点!"#$% 蛋白平均=H值C"H[D#

蛋白 对照组
实验组

# F ( F #G F +" F ." F

'@AB. "<#",( ["<"". "<G!+, ["<"+# "<*G-( ["<"!* "<*(,( ["<"*. "<*+,# ["<"*" "<*G,( ["<"!#

??注$与对照组相比!"N"<"#%

表 DC对照组与实验组不同时间点G/,73*+36/.0,蛋白平均=H值C"H[D#

蛋白 对照组
实验组

# F ( F #G F +" F ." F

C:>2MK6M;:J3> "<#+.. ["<"## "<#+-( ["<"!#

"<#.,, ["<"!G

!

"<#,!G ["<"+"

!!

"<!+., ["<"!G

!!

"<!!!G ["<"!(

!!

??注$

!

和
!!

为与对照组相比!分别为"N"<"G!"N"<"#%

!"!

!

"

"# #$%

!&'()*+

, -, %,. ./0

图 BC'@AB. 蛋白在对照组及实验组不同时间点的表达

!"#$%&'%(")*+

!"

,-.

/ 0/ 1/2 234

!5$6&*+

图 DCC:>2MK6M;:J3> 蛋白在对照组及实验组不同时间点

的表达

DFIC!0--染色

对照组大鼠未见苔藓纤维穿越齿状回颗粒细

胞层到齿状回内分子层 !见图 + " $ 匹罗卡品致痫

大鼠 C/后 ( F#内分子层出现点状 '311颗粒# C/

后 #G F 起 '311颗粒进行性增加直到本研究结束

! C/后 ." F" !见图 * 至图 . " $ 具体评分见表 + $

表 EC对照组与实验组各时间点齿状回内层子层 !0--染色评分?

评分分值"例数#

对照组
实验组

# F ( F #G F +" F ." F

"".# ""G# #"G# !"*# +"!# "".#

#""# #"## !"## +"!# *"+# #""#

G"##

)#"+)
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图 EC'311染色对照组大鼠海马" f*" #

图 IC'311染色实验组 C/后 #G F 大鼠海马" f*" #

图 JC'311染色实验组 C/后 +" F 大鼠海马" f*" #

图 %C'311染色实验组 C/后 ." F 大鼠海马" f*" #

EC讨论

氯化锂 )匹罗卡品致痫大鼠模型在行为'//]

及病理改变上与人类颞叶癫痫非常类似#近年来一

直被视为理想的颞叶癫痫模型而广泛应用于颞叶

癫痫发病机制和抗癫痫药物的研究$ 约 ."d Z

("d的颞叶癫痫患者伴有海马硬化#包括神经细

胞脱失#胶质增生和海马苔藓纤维出芽!YXC"及其

所导致的突触重建$ 目前占主导地位的假说是

YXC 引起的突触重建导致海马内回返兴奋性环路

的形成#促使海马兴奋性增高#使癫痫易感性进一

步增强#从而导致癫痫的反复发作和长期维持#形

成难治性颞叶癫痫$

'311染色法是利用苔藓纤维比周围神经纤维

网有较高的含锌量这一特性#对苔藓纤维进行特异

性染色$ '311染色颗粒实质是苔藓纤维突触末

端#'311颗粒增多即提示突触发生增加$ 本研究

中 '311染色揭示#异常出芽的苔藓纤维在齿状回

内分子层的生长具有时间依赖性#随 C/后时间延

长#其程度进行性增加#至本研究终点 ." F 达高

峰$ YXC 的变化趋势提示突触重建对促进颞叶癫

痫的发生发展有重要意义$

突触蛋白! C:>2MK6M;:J3> "是一种相对分子质量

为 +-""" 的钙结合蛋白#在神经元胞体合成后主

要转运至轴突终末#特异性地分布于突触前囊泡膜

上#是突触终末特异性标志物$ 它既是突触发生的

标志#又能反映突触的传递效能$ B6R4KI

**+ 认为在

癫痫形成过程中#神经元突触重建需持久的基因表

达及一定的物质基础$ C:>2MK6M;:J3> 直接参与了神

经元间信息的传递#对突触传递效能的变化有显著

影响#与突触可塑性密切相关*G+

$ g3>_等*.+发现点

燃癫痫模型大鼠反复抽搐后#随着囊泡合成增加#

C:>2MK6M;:J3> 表达增多#以满足突触活动增强对突

触囊泡的需要$ 本研究结果显示#与对照组相比#

实验组大鼠在 C/后 #G F#海马 C:>2MK6M;:J3> 蛋白

的表达显著上升# C/后 +" F 达到最高峰#直至本

研究终点 ." F 仍然明显高于正常#与本研究中

'311颗粒增多基本一致#表明伴随苔藓纤维出芽

有新的突触联系形成$

有不少研究发现钙通道与 YXC 密切相关#例如

a型钙通道参与 WD%X诱导出芽的作用*(+

#钙通道

阻断剂尼 卡 地 平 可 阻 滞 匹 罗 卡 品 致 痫 诱 导 的

YXC

*-+

$ '@A通道主要介导钙离子'钠离子和镁离

子流的跨膜转运#最早发现于果蝇的视觉系统#迄

今在哺乳动物已发现 !- 种亚型#分属于 ( 个亚家

族%'@AB''@Aj''@AY''@Â ''@AA''@AYa和 '@0

A%$ '@A通道表达广泛#调节机制各异#参与痛温

)!"+)

? ??h6RL>246Q\>KIL>2K36>24%IRL646P:2>F %IRL6JRLPIL:?!"#! #+, ! * "?



觉'机械感觉'视觉'味觉'维持细胞内外的离子稳

态和细胞生长调控等众多生命活动*#+

$ 由于它们

可能与各种人类疾病相关#引起了越来越多国内外

学者的关注$

'@AB在哺 乳 动 物 的 脑 组 织 中 有 较 高 的 表

达 $ 依据 氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 及 功 能 的 相 似

度 #哺乳动物 '@AB家族可分为 ( 个亚家族 %'@0

AB# # '@AB! # '@AB+ c. c( 以 及 '@AB* cG # 其 中

'@AB! 仅 表 达 于 大 鼠 和 小 鼠 # 在 人 类 属 伪 基

因 *#+

$ '@AB主要参与细胞膜受体激活磷脂酶 B

! AaB"后所介导的钙离子进入 $ ]蛋白偶联受

体 ! ]AB@"及受体酪氨酸激酶 ! 'L̀ "分别通过激

活磷脂酶 B

#

和
(

激活 '@AB通道 *#+

$ WD%X与

受体酪氨酸激酶 W! 'LVW" 结合后 #可激活磷脂

酶 B继而激活 '@AB通道 $ 有研究指出 # '@AB

通道介导了 WD%X引起的小脑颗粒细胞轴突导

向的作用 #提示 '@AB可能参与了神经元发育和

可塑性的过程 *,+

$ Y6KI44等 *#"+报道 WD%X通过激

活 AaBc\A+ @来开放 '@AB通道 #从而起到对神

经元的保护作用 $

'@AB. 在脑组织中表达最多$ 大量研究表明

'@AB. 1@%̂ 及蛋白表达于大鼠海马#同时还表达

于人脑海马组织$ 而且 '@AB. 大量表达于海马神

经元兴奋性突触尤其是突触后*##+

$ '@AB. 通道可

通过磷脂酶 B!AaB"依赖机制由 ]蛋白耦联受体

!]AB@J"和受体酪氨酸激酶!'L̀J"激活#活化后可

能通过 B2Ỳ

)

0B@/W通路发挥促树突生长的作

用*#!+

$ 本研究发现#实验组大鼠 '@AB. 在 C/后

# F 表达显著性上调 ! "N"<"# " #呈进行性上升#

." F 时升至最高峰 ! "N"<"# " #'@AB. 表达显著

上调与 '311颗粒及 C:>2MK6M;:J3> 表达增多在时间

上相关#提示 '@AB. 在癫痫的病理情况下表达上

调#可能参与苔藓纤维异常出芽#但其具体机制尚

不明了#尚有待于进一步研究$

通过本实验发现 '@AB. 可能参与了苔藓纤维

出芽#这为阐明癫痫发病机制#开发抗癫痫新药提

供新的思路和理论依据$
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