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摘8要!目的8探讨神经生长相关蛋白 ;&!Y:JC;&"在大鼠杏仁核电刺激癫痫持续状态后颞叶癫痫! WN"模型海马区的

表达及意义$ 方法8健康雄性 SE*?-<大鼠 )" 只#分成 ; 组%空白对照组&未刺激组&未发作组和发作组$ 空白对照组%不

植入电极'未刺激组%植入电极未行电刺激'发作组%植入电极电刺激后 #9 @ 内&&" @ 内能观察到稳定的自发性反复发作

! WhW"的大鼠归为发作组#其余归为未发作组$ 分别在 #9 @&&" @ 时#将标本应用 h>CJLh及免疫荧光检测方法检测大鼠

海马 Y:JC;& 的表达$ 结果8致痫 #9 @#发作组&未发作组和未刺激组的 Y:JC;& 表达高于空白对照组#并依次降低!7b

"4"9" $ 致痫 &" @#发作组和未发作组 Y:JC;& 表达仍高于空白对照组#差异有统计学意义!7b"4"9 " '未刺激组与空白

对照组水平相当#二者差异无统计学意义!7d"4"9" $ 结论8Y:JC;& 参与了神经元损伤修复和突触重塑#其可能是颞叶

癫痫的病理基础---突触重塑的重要分子机制$

关键词!颞叶癫痫'癫痫持续状态'神经生长相关蛋白 ;&'突触可塑性

!L./#11,&0&"M7G'EC ,05,..&$().41&"/(%)&-#+&"%#).&/(++&9##.,+#.1* ("%#/1%(%41#.,'

+#.%,$41,0-4$#-9* #+#$%/,$(+1%,)4+(%,&0&"()*2-(+(

,P"#$8# #P*78%'# -P/356&78%'# 20J*+,8$# !PJ06%'&M8$# GJ*+#.5%# 9"*)$&0.5;<8=5>?@8%?6A*8.>6E.>'8>C# )AA$B$5?8D 06E&

=$?5B# -$%'D56G8D$H5B"%$I8>E$?C# -$%'D56# 935%D6%' !))""&# 23$%5

26>>8E=6%D$%' 5.?36>% #P*78%'# J&@5$B% QR$%=8%'3#)&;H6@

791%/($%% :9;#$%,3#8>6E.GA*?E/-?A?+AAIF<A**E6. 6B/<6H?+C-**65E-?A@ F<6?AE.C;& !Y:JC;&" E. ?+A+EFF65-7F,*6B<-?76@AD6B

?A7F6<-DD6KAAFEDAF*0!>PN" -B?A<*?-?,*AFEDAF?E5,*E.@,5A@ K0ADA5?<E5-D*?E7,D-?E6. 6B?+A-70/@-D--.@ E?**E/.EBE5-.5A4<#%5&-18

WEI?0+A-D?+07-DASE*?-<<-?*HA<A@EGE@A@ E.?6KD-.g 56.?<6D# ,.*?E7,D-?A@# .6.C*AE2,<A# -.@ *AE2,<A/<6,F*4>+AKD-.g 56.?<6D/<6,F

+-@ .6E7FD-.?A@ ADA5?<6@A*' ?+A,.*?E7,D-?A@ /<6,F +-@ E7FD-.?A@ ADA5?<6@A*# K,?@E@ .6?,.@A</6ADA5?<E5-D*?E7,D-?E6.' ?+A*AE2,<A

/<6,F +-@ *F6.?-.A6,*<A5,<<A.?*AE2,<AHE?+E. #9 -.@ &" @-0*-B?A<ADA5?<E5-D*?E7,D-?E6. ?+<6,/+ E7FD-.?A@ ADA5?<6@A*' 6?+A<<-?*HA<A

E.5D,@A@ E. ?+A.6.C*AE2,<A/<6,F4>+AAIF<A**E6. 6BY:JC;& E. ?+A+EFF65-7F,*6B<-?*H-*AG-D,-?A@ K0h>CJLh-.@ E77,.6BD,6<A*C

5A.5A-**-0-?#9 -.@ &" @-0*-B?A<ADA5?<E5-D*?E7,D-?E6.4=#14+%18:?#9 @-0*-B?A<ADA5?<E5-D*?E7,D-?E6.# ?+A*AE2,<A# .6.C*AE2,<A#

-.@ ,.*?E7,D-?A@ /<6,F*+-@ *E/.EBE5-.?D0+E/+A<AIF<A**E6. 6BY:JC;& ?+-. ?+AKD-.g 56.?<6D/<6,F# -.@ Y:JC;& AIF<A**E6. @A5<A-*A@

*E/.EBE5-.?D0B<67?+A*AE2,<A/<6,F ?6?+AKD-.g 56.?<6D/<6,F !7b"4"9"4:?&" @-0*-B?A<ADA5?<E5-D*?E7,D-?E6.# ?+A*AE2,<A-.@ .6.C

*AE2,<A/<6,F**?EDD+-@ *E/.EBE5-.?D0+E/+A<AIF<A**E6. 6BY:JC;& ?+-. ?+AKD-.g 56.?<6D/<6,F !7b"4"9"' ?+A<AH-*.6*E/.EBE5-.?

@EBBA<A.5AE. Y:JC;& AIF<A**E6. KA?HAA. ?+A,.*?E7,D-?A@ -.@ KD-.g 56.?<6D/<6,F*!7d"4"9"4>&0$+41,&018Y:JC;& E*E.G6DGA@ E.

?+A@-7-/A<AF-E<-.@ *0.-F?E5FD-*?E5E?06B.A,<6.*# H+E5+ 7-0KA?+AF-?+6D6/E5-DK-*E*6B>PN-.@ ?+AE7F6<?-.?76DA5,D-<7A5+-C

.E*76B*0.-F?E5FD-*?E5E?04

?#* 6&/-1% ?A7F6<-DD6KAAFEDAF*0' *?-?,*AFEDAF?E5,*' /<6H?+C-**65E-?A@ F<6?AE.C;&' *0.-F?E5FD-*?E5E?0

+("#+
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88大量研究证明#突触重塑对于海马兴奋性的

异常增高及颞叶癫痫敏感性的发生和维持有重要

作用$ 但迄今为止#突触重塑的分子机制仍不清

楚$ 国内外研究认为#神经生长相关蛋白 ! Y:JC

;& "在神经元轴突生长&突触重塑过程中发挥重要

作用#是突触重塑的内在决定因素#同时兼有神经

元修复作用$ 大鼠杏仁核电刺激癫痫持续状态后

颞叶癫痫模型! WN"与人类的慢性颞叶癫痫病理特

征极其相似$ 本研究通过建立大鼠 WN模型#然后

采用 h>CJLh及免疫荧光检测方法#观察 Y:JC;&

在 WN大鼠海马区的动态表达水平#以探讨其在颞

叶癫痫发病机制中的作用$

@A材料和方法

@4@A实验动物和分组

9 n( 周龄体重在 !&" n!%" /之间的成年

SE*?-<大鼠 )" 只#由青岛市药品检验所提供 .许可

证号 WLoe!鲁 " !""'"""% " / $ 将大鼠分为四组%

空白对照组%不植入电极'未刺激组%植入电极后

未行电刺激'发作组%电刺激后 #9 @ 内&&" @ 内能

观察到稳定的自发性反复发作 ! WhW "的鼠归为发

作组#其余归为未发作组$ 其中空白对照组 ; 只#

未刺激组 #) 只#其余归为发作组和未发作组$ 将

四组分为 #9 @&&" @ 两个亚组#在电刺激后 #9 @&

&" @ 两个时间点统一处死动物#以 h#9 &h&" 表示

在两个时间点进行 h>CJLh反应#以 ]#9 &]&" 表示

在两个时间点进行免疫荧光检测$

@4BA模型制作及评分

#4!4#8模型的建立8大鼠麻醉!呼吸心跳均匀#刺

激后肢无反应或者角膜反射消失"固定于脑立体定

位仪上#然后沿正中切开颅骨表面皮肤约 # 57左

右#暴露颅骨及前囟#创面止血$ 以前囟后&4" 77&

旁开 ;4( 77&硬脑膜下 (4( 77为坐标#分别于左

右两侧杏仁核插入自制漆包镍铬电极#电极两尖端

间距 "4!9 77'并在顶骨&额骨上用两个螺丝加强

固定#用牙托粉固定颅骨表面$ 术后观察大鼠呼

吸&心率&体温#各项指标正常后放回饲养笼$ 术

后给予青霉素预防感染$

#4!4!8刺激参数8单相方波#强度 ;""

(

:#波宽

# 7*#频率 )" i2#仅持续刺激一次#时间 !" 7E.#

同时观察大鼠行为表现$

#4!4&8h-5E.A评分8根据 h-5E.A的评分标准)#*进

行发作级别评分$

)

级%不动&闭眼&胡须动'

*

级%点头&咀嚼伴有面部抽搐'

+

级%一侧前肢抬

起#阵挛'

,

级%站立并伴有两侧前肢的阵挛'

-

级%站立&跌倒#伴有全身性阵挛发作$ 其中
,

&

-

级发作为继发性全身发作$ 由于视频监控设备的

分辨度不能达到
)

&

*

级的监测标准#故本研究只

记录
+

n

-

级大鼠癫痫的发作情况$

@4CA标本的采集及切片

#4&4#8新鲜脑组织的提取8麻醉#直接断头取

脑#在冰面上取电极插入点前后之间 # 57脑组织#

于 $("p冰箱内保存$

#4&4!8石蜡切片的制作8将各组大鼠在 #9 @&

&" @两个时间点麻醉#灌注取脑#留取电极插入点

前后之间 # 57脑组织#制成 9

(

7石蜡切片用于免

疫荧光的检测$

@4EA免疫荧光组织化学染色

切片常规脱蜡#"4"! 76DXPJRW 漂洗 & 次转移

至 &U i

!

"

!

中室温孵育 #" 7E.#蒸馏水冲洗'微波

抗原修复#"4"! 76DXPJRW 漂洗 & 次#每次 & 7E.'

加正常山羊血清工作液室温封闭 &" 7E.'转移切片

至 #q!"" 兔抗 Y:JC;& 多克隆抗体工作液中#;p

过夜'&%p水浴箱复温 # +#"4"! 76DXPJRW 漂洗

切片 & 次后转移至 >h]>L标记的羊抗兔 ]/Y! # q

!"" "工作液中#&%p避光孵育 ;9 7E.'"4"! 76DXP

JRW 漂洗切片 & 次后裱片#缓冲甘油封片#荧光显

微镜下观察并采集图像$ 在 #"" 倍镜下#每张切片

拍摄病灶海马区阳性细胞最多但互不重叠的 & 个

视野#用 ]JJ)4" 图片分析软件计数每个视野的平

均阳性细胞数#进行统计分析$

@DNA=O'G>=检测

用 ><E26D提取组织总 h_:#依照试剂盒说明反

转录成 5=_:#总体积 !"

(

P$ JLh反应%引物序

列%Y:JC;& 上游引物% 9 (CYY:Y:>YYL>L>YL>:LC

& ( #下游引物% 9 (CL:L:>LYYL>>Y>>>:YC& ( #产物

片段长度 !&% KF'

!

C-5?E.CB%Y::LLL>::YYLL::LL#

!

C-5?E.C<% >Y>L:LYL:LY:>>>LL# 产 物 片 段 长 度

&"9 KF$ JLh反应参数%'9p预变性 9 7E.''9p变

性 &" *#9(49p退火 &" *#%!p延伸 &9 *#共 &9 个

循环'%!p延伸 9 7E.$ JLh产物进行琼脂糖凝胶

电泳$ 以 Y:JC;& 与
!

C-5?E. 灰度值之比作为 Y:JC

;& 7h_:的相对表达量$

@4PA统计学分析

采用 WJWW #&4" 统计软件进行统计处理#所有

计量资料均进行正态检验和方差齐性检验$ 实验

数据中计量数据用均数 a标准差 ! NaE"表示#组

+'"#+
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间比较采用单因素方差分析 ! :_lO:" #两两比较

采用 PW=C?检验'组内比较采用配对 ?检验$ 7b

"4"9 表示差异有统计学意义$

BA结果

B4@A模型发作情况

#) 只未刺激组大鼠未观察到明显的自发性反

复癫痫发作现象';" 只植入电极行电刺激的大鼠

中#在电刺激过程中出现明显
+

n

-

级发作的大鼠

共 &( 只#! 只未观察到明显癫痫发作的大鼠排除

在实验组以外$ 在 &( 只大鼠中##9 @ 内出现 WhW

的大鼠共 #" 只#在 #9 n&" @ 内出现 WhW 的大鼠共

## 只#即在 &" @ 内出现明显
+

n

-

级癫痫发作的

大鼠共 !# 只#未发作的大鼠共 #% 只$ 将 !# 只癫

痫发作大鼠归为发作组##% 只未发作大鼠归为未

发作组#与未刺激组和空白对照组大鼠一起进行

h>CJLh和免疫荧光检测$ 刺激结束至可观察到 &

级以上癫痫发作的时间大都在 ; n&" @ 之间#平均

#' @#WhW 在 &" @ 内出现的概率为 994&U#由于实

验条件所限#

)

n

*

级发作难以监测到#故该时间

段不能作为真正意义上 WhW 出现的潜伏期#只能在

一定意义上说明问题$

BDBA各组 M7G'EC )=Q7在不同时间点的相对表

达量

D9 @ 时#发作组&未发作组和未刺激组的条带

相比空白对照组的条带亮#且相对表达量较空白对

照组明显高#说明 Y:JC;& 7h_:表达较对照组高#

差异具有统计学意义 ! 7b"4"9 " '发作组和未刺

激组相比组间差异明显#也具有统计学意义 ! 7b

"4"9 " ' &" @ 时未发作组 Y:JC;& 7h_:表达较

#9 @时表达量无明显差异#组内差异无统计学意义

!7d" "9 " '未刺激组 &" @ 时 Y:JC;& 7h_:表达

较# 9 @时表达减少 #与空白对照组相比无明显差

异'同时#发作组&未发作组与未刺激组比较#差异

具有统计学意义 ! 7b"4"9 " #但发作组与未发作

组之间在 #9 @&&" @ 时差异都不具有统计学意义

!7d"4"9 " #见表 # $

表 @A发作组$未发作组$未刺激组和空白对照组在 @N -$CF -M7G'

EC )=Q7相对表达量

组别 #9 @ &" @

发作组 "4)(& a"4#"( "4&() a"4#;9

未发作组 "49;; a"4##9 "4;() a"4#!%

未刺激组 "4;'& a"4"'% "4!9( a"4"('

空白对照组 "4!&; a"4#&! "4!&; a"4#&!

!"# $%

&!' $%

!
"
(

!

"

#

$

)
#
(

!

%

&

$

!
"
(

!

'

(

$

*
#
(

!

)

(

$

!
+
(

"

&

$

*
#
(

"

&

$

*

+

,

-

$

./

,-./0!

图 @ A发作组'未发作组'未刺激组和空白对照组在

#9 @'&" @ Y:JC;&7h_:相对表达量"

BDCA各组 M7G'EC 荧光免疫反应情况

空白对照组海马的颗粒细胞&锥体细胞门区&

L:& 区的 Y:JC;& 呈无表达或者低表达状态$ 在#9 @

时#未刺激组 Y:JC;& 荧光染色表达一般#染色阳性

细胞稀少'与空白对照组比较#差异有统计学意义!7

b" "9" '与未发作组和发作组比较#差异均具有统计

学意义!7b" "9" $ 在 #9 @ 和 &" @ 时#未发作组和

发作组可见海马门区及 L:& 区 Y:JC;& 荧光表达较

强#染色阳性细胞较多'与空白对照组相比较#差异具

有统计学意义!7b" "9" '发作组与未发作组之间比

较#差异不具有统计学意义!7d" "9" #见表 !$

图 BA发作组'未发作组'未刺激组和空白对照组在 #9 @'&" @ 时 Y:JC;& 表达" :(空白对照组&R(#9 @ 未刺激组&

L(&" @ 未刺激组&=(#9 @ 未发作组&N(&" @ 未发作组&T(#9 @ 发作组&Y(&" @ 发作组"

+"##+
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表 BA发作组$未发作组$未刺激组和空白对照组在 @N -$CF -时

M7G'EC 表达

组别 #9 @ &" @

发作组 #) a!49 #( a#4'

未发作组 #! a&4& #& a!4'

未刺激组 ; a#4% ! a#49

空白对照组 ! a#4! ! a#4!

CA讨论

癫痫的电点燃诱发自发性反复发作#必需在动

物出现
-

级发作后还需大量电刺激才能出现#即广

泛电点燃模型$ 基于该模型制作过程比较繁琐#

OE5A@67E.E等)!*提出了电点燃诱导癫痫持续状态后

模型#即 WN模型#该模型具有以下特点%

"

在初始

刺激与 WhW 之间有一潜伏期#该潜伏期反映癫痫在

细胞和分子水平的形成过程)&*

#这一特性与人类继

发性癫痫发作极为相似$

#

该模型的病理变化是海

马硬化#与人类颞叶癫痫患者海马的形态学变化相

似'

$

该模型易诱发 WhW#且发作稳定&制作简单$

因此该实验选用 WN模型进行 Y:JC;& 与颞叶癫痫

发生的相关实验研究$

Y:JC;& 最早于 (" 年代初由 WgA.A等);* 从兔再

生的外周神经中获得#大量研究表明 Y:JC;& 在生

长&分化的神经元纤维末梢含量极高$ 当损伤时#

损伤周围的神经元通过侧枝发芽和反应性轴突再生

进行功能代偿#突触在形态和功能上的改变即所谓

的突触重塑$ 这些区域 Y:JC;& 水平将升高#但随

着损伤修复时间的延长而逐渐回落$ 通过免疫荧光

发现#无论在电刺激还是植入电极未行电刺激的大

鼠中#通常并不表达或低表达的海马颗粒细胞&门

区及 L:& 区 呈 现 Y:JC;& 不 同 程 度 的 高 表 达$

Y:JC;& 已被作为当今研究脑损伤修复和突触重塑

的一种首选标志物)9*

$ 同时 P-.A<6DDA等))*认为突触

可塑性改变可能是颞叶癫痫的维持和认知功能损害

的基础$ 因此#我们可以推断#Y:JC;& 参与癫痫的

特异性表达$

国内外大量实验研究证实#在化学点燃致痫模

型中#Y:JC;& 伴随苔藓纤维出芽&突触重塑而增

高)%# (*

$ 但随着突触重塑的完成#Y:JC;& 7h_:开

始下降#新鲜出芽逐渐减弱$ 本实验通过建立电刺

激癫痫持续状态后模型发现#在该模型建立后的

#9 @和 &" @ 内 Y:JC;& 的表达相比空白对照组呈持

续高表达状态#与化学点燃模型结果相符)(*

$ 通过

h>CJLh检测发现 #9 @ 时发作组 Y:JC;& 7h_:的

表达明显高于其他组$ 随着癫痫状态的稳定建立#

苔藓纤维出芽&突触重塑逐渐停止#最终 &" @ 时

Y:JC;& 7h_:的明显下降$ 通过免疫荧光检测发

现#在发作组中 #9 @ 及 &" @ 时 Y:JC;& 维持在高表

达状态#同样与化学点燃模型结果吻合$ 因此#

Y:JC;& 可作为神经系统中苔藓纤维出芽&突触重塑

的重要标志物$

本实验通过 h>CJLh检测发现#在 #9 @ 时#发作

组&未发作组中均发现 Y:JC;& 7h_:的高表达$

&" @ 时发作组 Y:JC;& 7h_:的表达明显降低#而

未发作组仍维持在高水平$ 一方面可能由于实验观

察时间较短#突触重塑尚未完成#造成 Y:JC;& 持续

高表达'另一方面可能与该实验本身条件有关#在

未发作中可能存在
)

C

*

级发作的大鼠#但却未形成

稳定的自发性反复发作#致使未发作组 Y:JC;& 7hC

_:持续在高表达水平直至达到 WhW 状态$

通过本实验发现#在未刺激组中 Y:JC;& 初期

高表达#这可能与神经元修复有关#当神经元修复

完成后 Y:JC;& 恢复到正常表达水平$ 未发作组在

&" @ 时较未刺激组仍处于高表达状态#考虑电刺激

本身就属于 ,二次0损伤#加剧了 Y:JC;& 7h_:的

表达#直至完成新的突触重塑#这可能就是为什么

行电刺激可能导致癫痫发作#而只植入电极不行电

刺激却不会出现癫痫发作的原因$ 此外#该实验中

同样行电刺激而有些大鼠在 &" @ 内未形成稳定的

自发性癫痫反复发作#是不是因此就可以否定 ,二

次0损伤的作用呢1 本研究前期实验证实#刺激前

所选用大鼠的脑电基础状态无差别#即对电流刺激

不存在易感性和抵抗性)'*

$ 考虑由于实验条件的限

制#毕竟只能观察到
+

C

-

级癫痫发作#所以未发作

或者推迟发作的具体机制还有待进一步实验研究$

国内有文献报道#在癫痫点燃模型中#致痫大鼠

在 # @ 后&% @ 后&#9 @ 后和 &" @ 后为 Y:JC;& 表达

高峰期)#"*

$ 该模型前期研究发现#在 % @ 内出现稳

定的高反应性癫痫状态大鼠几乎没有#呈现潜伏

期##9 @ 后才处于自发发作期#因此我们选择 #9 @

和 &" @ 作为研究的两个时间点$ 通过检测我们发

现#致痫大鼠在该两个时间点 Y:JC;& 确实呈高表

达状态#是否在潜伏期有同样表达#还需要大量实

验进行研究$

本实验成功建立了电刺激大鼠杏仁核的 WN模

型$ 通过实验我们发现#Y:JC;& 与颞叶癫痫的发生

存在相关性#表明该蛋白在癫痫发生的突触重塑过

+###+
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程中起到重要作用$ Y:JC;& 可能是突触重塑变化

的重要分子基础$ 例如 R激肽受体在颞叶癫痫的

苔藓纤维出芽也起到重要作用)##*

#所以 Y:JC;& 是

否是参与突触重塑癫痫发作的决定因子还是联合其

它相关蛋白共同起作用1 目前国内外尚无统一报

道$ 总之颞叶癫痫海马突触重塑是多因素&多步骤

复杂的变化过程#还需大量实验进一步研究证实$
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