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表达增加可能改变缺氧性脑损伤致大鼠痫性发作敏感性#

陈
"

秀%

!陈莉芬!吴万福!胡长林!

"重庆医科大学附属第二医院神经内科
"
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摘
"

要%目的
"

探讨缺氧性脑损伤大鼠痫性发作敏感性及其囊泡膜谷氨酸转运载体
.,

"

WT#S!,

#'囊泡膜谷氨酸转运载体
.%

"

WT#S!%

#表达变化$方法
"

成年雄性
OF

大鼠随机分为对照组"

$h&)

#和缺氧组"

$h&)

#$两组各取
,$

只大鼠腹腔注射戊四唑

"

>

"4J

?

#"4"J"J=0V9#

!

!̂C

#

,$/

M

*

\

M

!

)/14

检测致痫性发作阈值,两组再各取
,)

只大鼠腹腔注射
!̂C&)/

M

*

\

M

!

%5

!连续
%$5

点

燃大鼠!检测点燃大鼠数目和痫性发作程度!两组中经
!̂C

点燃大鼠分别纳入单纯点燃组和缺氧后点燃组,采用免疫组织化学和

免疫印迹观察对照组"

$h,$

#和缺氧组"

$h,$

#与单纯点燃组和缺氧后点燃组大鼠颞叶皮层'海马和中脑
WT#S!,

'

WT#S!%

表达

的变化$结果
"

缺氧损伤后大鼠癫痫敏感性明显增强$缺氧组颞叶皮层和海马区
WT#S!,

表达高于对照组,而缺氧后点燃组颞

叶皮层和海马区
WT#S!,

表达较缺氧组和单纯点燃组明显增加"

!

$

$8$)

#$各组海马与中脑
WT#S!%

表达差异无统计学意义"

!

%

$8$)

#$结论
"

成年大鼠缺氧性脑损害后癫痫敏感性增强!其可能与
WT#S!,

表达变化有关$

关键词%脑损伤,癫痫,囊泡膜谷氨酸转运载体
.,

,囊泡膜谷氨酸转运载体
.%
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目前!缺氧性脑损伤后并发痫性发作机制还不清楚!但研

究发现海马对缺氧敏感!脑缺氧致海马痫样活动阈值减低 (

,

)

&

痫性发作是多因素综合作用的结果!涉及多种病理生理机制&

其中兴奋性氨基酸谷氨酸也是致痫性发作重要因素&囊泡膜

谷氨酸转运体#

Q";12S#0=

M

#SJ0/0J"J=04;

>

9=J"=;

!

WT#S!;

$对脑

内兴奋性氨基酸!即谷氨酸转运!胞吐释放依靠其转运作用完

成&缺氧性脑损伤后双侧海马
WT#S!,

表达上调!使神经元兴

奋性增加!导致痫性发作(

%

)

&本研究以探讨缺氧性脑损害后痫

性发作敏感性改变和
WT#S!,

,

WT#S!%

表达变化&

!

"

材料与方法

!8!

"

动物分组及成年大鼠缺氧性脑损伤模型的制作
"

成年雄

性
OF

大鼠!体质量
%$$

#

%)$

M

!由第三军医大学实验动物中

心提供!分为缺氧组#

$h&)

$和对照组#

$h&)

$&参考国内外建

立缺氧脑损害方法进行适当改进(

%.&

)

!缺氧组大鼠置于自制密

闭玻璃缺氧箱中!持续充以
(E

氧氮混合气体!流量为
$8)A

'

/14

!通气
,$/14

后开始计时!直至大鼠出现四肢失去张力!呼

吸暂停!取出大鼠置于空气中!记录其缺氧维持时间!每日
,

次!连续进行
&5

!箱内
@P

%

和水蒸气分别用钠石灰和
@0@#

%

吸收&用氧浓度仪监测!维持缺氧箱内的氧浓度为
(E g

$8)E

&对照组大鼠置于同一容器!充以空气!其余条件相同&

!8"

"

癫痫敏感性的检测

!8"8!

"

戊四唑致首次痫性发作阈剂量和潜伏期
"

缺氧组和对

照组各取
,$

只大鼠!于造模后
%+3

开始腹腔注射戊四唑#

O1

M

.

/0

公司$

,$/

M

'

\

M

!每
)

分钟注射
,

次!直到出现伴向后站立

的肌阵挛为止(

&

)

!记录戊四唑致首次痫性发作阈剂量和潜

伏期&

,'&,

重庆医学
%$,,

年
)

月第
+$

卷第
,+

期

#

基金项目%重庆市自然科学基金资助项目#

@O!@%$$(II)%&'

$%四川省教育厅资助项目#

$(V2$&'

$&

"

!

"

通讯作者'

!"#

"#

$%&

$

'&'7&$((

%

-./01#

"

3322##%$$$

!?

0399829/824

&

"

%

"

现在泸州医学院附属医院神经内科#

'+'$$$

$工作&



!8"8"

"

戊四唑致痫性发作程度和点燃数量
"

缺氧组和对照组

另各取
,)

只大鼠!于造模后
%+3

腹腔注射阈下剂量戊四唑
&)

/

M

'

\

M

!每
%

天注射
,

次!连续
%$5

&每次注射后观察
&$/14

!

根据改良
H0214"

评分标准(

+

)判断痫性发作程度!即
$

级"无惊

厥%

,

级"湿狗样颤动!面肌抽动,咀嚼%

%

级"肌阵挛%

&

级"肌阵

挛!站立%

+

级"强直
f

阵挛发作!倒向一侧%

)

级"全面强直
f

阵

挛发作!向后倒&

+

#

)

级发作连续
&

次以上!即达到点燃标

准&记录戊四唑点燃过程中大鼠痫性发作程度以及两组大鼠

%$5

后被点燃的数量&将缺氧组和对照组中被戊四唑点燃大

鼠分别纳入缺氧后点燃组和单纯点燃组&

!8#

"

免疫组织化学
"

缺氧组,对照组,缺氧后点燃组和单纯点

燃组大鼠用水合氯醛#

&)$/

M

'

\

M

$腹腔麻醉!以
+E

多聚甲醛

经心脏灌注!取脑置于
+E

多聚甲醛中后固定
%+3

!

&$E

蔗糖

脱水!然后行冠状位冷冻切片&切片用
&EK

%

P

%

和正常山羊

血清 封 闭 后!分 别 加 入 兔
WT#S!,

,

WT#S!%

多 克 隆 抗 体

#

,j)$$$T"4"!"]

公司$

+c

过夜!脑片的后续操作采用
Ô

法!用硫酸镍铵配制显色液显色!光镜下阳性细胞呈蓝色&阴

性对照采用
ÎO

分别取代一抗&

WT#S!,

,

WT#S!%

阳性分析

根据大鼠脑图谱选取脑片部位!在
%$

倍的物镜下选取右背侧

海马,颞叶皮质,中脑部位!然后在荧光屏上设定测量框的面

积!中脑为
&&,)8+JJ/

#

'$8)JJ/D)+8(JJ/

$!其余测量区均

为
',*)8)JJ/

#

'78$JJ/ D(78)JJ/

$&各相应脑区选取
+

个

部位计数!取其平均值&计算测量框内阳性神经元的个数!并

随机选
'$

个阳性神经元!测其胞质平均光密度#

9

>

J120#F"4;1.

J

?

!

PF

$值&

!8$

"

WT#S!,

,

WT#S!%

蛋白免疫印记分析
"

缺氧组,对照组,

缺氧后点燃组和单纯点燃组大鼠!断头取脑!冰上分离颞叶皮

层和海马!匀浆液
%,$$D

M

离心
,$/14

#

+c

$!去上清液!稀释

沉淀!再
,)$$$D

M

离心
,)/14

#

+c

$

%

次!留上清液!

I=0569=5

法蛋白定量&

WT#S!,

,

WT#S!%

分子质为
')\F

!采用
,$E

的

分离胶!

)DOFO

凝胶加样缓冲液!然后半干转至
ŴF̀

膜&

用
)E

脱脂奶粉封闭
%3

!然后依次加入兔
WT#S!,

,

WT#S!%

多克隆抗体#

,j)$$$

$

&*c

孵育
%3

!

+c

过夜!浓缩型生物素

化的羊抗兔
Z

M

T

#

,j,$$$

!博士德公司$!

O<

'

KĤ

#

,j,$$$

!

博士德公司$!

F<I

显色&

+

.02J14

作内参&各反应间用
!IO!

充分洗涤&

ŴF̀

膜常温晾干后进行条带图像扫描分析!计算

各条带的
PF

值&

!8K

"

统计学处理
"

两组动物点燃例数与非点燃例数用四格表

的确切概率法!癫痫发作的级别用秩和检验!戊四唑致痫剂量

与潜伏期!

PF

值数据以
Fg-

表示!采用采用独立样本
9

检验

和方差分析及
I

检验&所有实验数据用
Ô OO,$8$

进行统计

处理&

"

"

结
""

果

"8!

"

癫痫敏感性的检测

"8!8!

"

戊四唑致首次痫阈剂量和潜伏期的测定
"

缺氧组戊四

唑首次致痫阈剂量明显低于对照组#

&(8)g%8*Q;)%8)g,8'

!

!

$

$8$)

$&缺氧组戊四唑致痫潜伏期也显著低于对照组

#

,(8'g,8&Q;%*8&g,8'

!

!

$

$8$)

$&

"8!8"

"

戊四唑致痫发作程度和点燃数量
"

戊四唑点燃过程中

痫性发作程度观察显示缺氧组大鼠痫性发作程度明显比对照

组严重#表
,

$&经
%$5

戊四唑点燃!缺氧组和对照组大鼠分别

点燃了
,,

只和
*

只大鼠!缺氧组明显比对照组更易点燃#表

%

$!因此!纳入缺氧后点燃组和单纯点燃组大鼠分别为
,,

只

和
*

只&

"8"

"

免疫组化染色检测脑组织
WT#S!,

,

WT#S%

表达
"

WT#S!,

主要分布于皮层和海马神经元胞体和突起部分!而

WT#S!%

主要分布于中脑神经元内!呈颗粒样着色!海马齿状

回及门区也有少量分布&缺氧后点燃组颞叶皮层和海马区

WT#S!,

免疫阳性细胞
PF

值显著高于其他
&

组#

!

$

$8$)

$!

缺氧组和单纯点燃组大鼠
WT#S!,

免疫阳性细胞
PF

值较对

照组也明显增加#

!

$

$8$)

$%中脑,海马齿状回及门区
WT#S!%

免疫阳性细胞
PF

值各组间差异无统计学意义#

!

%

$8$)

$!见

表
&

和封
%

图
,

,

%

&

表
,

"

缺氧组与对照组戊四唑诱发痫性发作级别

戊四唑注射次数
平均痫性发作级别

缺氧组0 对照组

, ,8'+ ,8*%

% ,8', ,8'%

& ,87* ,8**

+ ,8(( %8$,

) %8$' ,87(

' &8$* %8&&

* %8*' %8)+

( &8&% %8*+

7 &8*, &8$%

,$ +8$, %87(

""

0

"

!

$

$8$)

!与对照组比较&

表
%

"

缺氧组与对照组戊四唑点燃的大鼠数目&

$

(

组别 点燃 未点燃 合计

缺氧组
,,

0

+ ,)

对照组
* ( ,)

""

0

"

!

$

$8$)

!与对照组比较&

表
&

"

各组相关脑区
WT#S!,

*

WT#S!%

免疫阳性细胞
PF

值&

Fg-

(

组别
$

WT#S!,

颞叶皮层 海马

WT#S!%

中脑 海马

对照组
* ()8+$g,,8* '*8&$g,$8* (&8+%g+8*, )*8&%g,$8&*

缺氧组
*

,,*8&$g,%8,

05

7*8&$g*8+

05

(*8&'g*8,* '$8&$g*8,+

单纯点燃组
+

,,)8&%g,+8*

0

,$'8*$g78*

0

*78&%g+87* )'8*$g78'*

缺氧后点燃组
(

,&78($g,$8,

0Y2

,&'8&$g,,87

0Y2

('8(7$g'8$, ''8&g*87&

2 ,,8&% 78&) %87) %8+*

!

$

$8$)

$

$8$)

%

$8$)

%

$8$)

""

0

"

!

$

$8$)

!与对照组比较%

Y

"

!

$

$8$)

!与单纯点燃组比较%

2

"

!

$

$8$)

!与缺氧组比较%

5

"

!

%

$8$)

!与单纯点燃组比较&

%'&,
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表
+

"

各组
ÔF.7)

和
WT#S!,

*

WT#S!%

免疫印记值&

Fg-

(

组别
$

WT#S!,

颞叶皮层 海马

WT#S!%

中脑 海马

对照组
& $8'(*,g$8$%$% $8*$$,g$8$%%, $8,7)(g$8$,&( $8%$)(g$8$,$(

缺氧组
&

$8()%,g$8$%)&

25

$8(++&g$8$&%,

25

$8,77*g$8$$7% $8,7%,g$8$,$,

单纯点燃组
&

$8()&&g$8$,,+

2

$8('*,g$8$%)%

2

$8%$7+g8$,$* $8,77,g$8$,,%

缺氧后点燃组
&

$87))(g$8$%+(

0Y2

$87+*'g$8$&$(

0Y2

$8,((,g$8$$77 $8,77+g$8$,,)

2 +8)* )8$% ,87& %8$,

!

$

$8$)

$

$8$)

%

$8$)

%

$8$)

""

0

"

!

$

$8$)

!与缺氧组比较%

Y

"

!

$

$8$)

!与单纯点燃组比较%

2

"

!

$

$8$)

!与对照组比较%

5

"

!

%

$8$)

!与单纯点燃组比较&

"8#

"

免疫印迹检测
WT#S!,

,

WT#S!%

蛋白表达
"

免疫蛋白印

迹检测"缺氧后点燃组颞叶皮层和海马区
WT#S!,

的
PF

值明

显高于其他
&

组#

!

$

$8$)

$!缺氧组和单纯点燃组
WT#S!,

的

PF

值高于对照组#

!

$

$8$)

$#表
+

!图
&

$!这一结果与免疫组

织化学结果相似&各组海马区和中脑组织
WT#S!%

的
PF

值

差异无统计学意义#

!

%

$8$)

$!见表
+

,图
+

&

""

<

""对照组%

I

"缺氧组%

@

"单纯点燃组%

F

"缺氧后点燃组

图
&

""

海马和颞叶皮层
WT#S!,

免疫印记分析

""

<

""对照组%

I

"缺氧组%

@

"单纯点燃组%

F

"缺氧后点燃组

图
+

""

海马和中脑
WT#S!%

免疫印记分析

#

"

讨
""

论

本实验结果显示!缺氧性脑损伤大鼠经戊四唑点燃例数明

显增多!发作程度也明显加重!同时戊四唑诱导痫性发作阈剂

量降低以及潜伏期缩短!说明缺氧性脑损伤大鼠痫性发作敏感

性显著增高&中枢神经系统的海马,皮层神经元对缺氧敏感!

其中!以海马
@<,

,

@<&

和门区的抑制性中间神经元为海马结

构内最易受损的部位&前期研究大鼠经
(E

氮氧混合气体缺

氧处理后!采用光镜和电镜病理学观察!证实大鼠皮层,海马神

经元肿胀,变性,坏死以及凋亡!神经元特异性核蛋白染色结果

发现缺氧损伤后大鼠海马
@<,

区,颞叶皮层以及中脑神经元

脱失显著(

).'

)

&海马,颞叶皮层以及中脑神经元脱失的病理损

害可能扰乱该区域
T<I<

能神经元介导的痫性抑制作用(

*

)

&

而最近研究发现!在致痫灶中
T<I<

可使细胞膜产生去极化

而对细胞产生兴奋作用!这其中存在着
T<I<

活性由抑制到

兴奋的转换(

(.7

)

&同时!残存神经元的可塑性与脑兴奋性增高

密切相关!残存神经元代偿性异常兴奋或结构重建是癫痫发作

敏感性增强的结构基础(

%

)

&此外!有证据显示!缺氧损伤时!某

些兴奋性递质如谷氨酸触发海马区神经元钙超载!由此导致神

经元迅速死亡!该区域病理损伤可能对降低痫性发作阈值发挥

重要作用(

,$.,,

)

&因此!缺氧性脑损伤后神经元变性,坏死,显

著脱失可能增加癫痫敏感性&

癫痫敏感性增加与脑内神经网络的兴奋性和抑制性活动

平衡紊乱有密切关系!而脑内兴奋性活动又与兴奋性递质!特

别是谷氨酸有密切联系&谷氨酸释放前需要囊泡膜谷氨酸转

运载体#

WT#S!

$将谷氨酸运至突触前膜的囊泡内(

,%

)

!此过程

中
WT#S!

发挥重要作用!从而也间接影响谷氨酸释放&

WT#S!

分不同亚型!主要有
WT#S!,

与
WT#S!%

!超微结构显

示脑内
WT#S!,

和
WT#S!%

均表达于
T#S

能神经元非对称性

突触的轴突终末内!但是它们在中枢神经系统内的分布呈互补

性!即绝大部分表达
WT#S!,

的神经元并不表达
WT#S!%

!反

之亦然(

,&

)

&

WT#S!,/HG<

主要位于皮质,海马和杏仁核!而

WT#S!%/HG<

则主要位于间脑和脑干(

,+

)

&本实验中皮层与

海马神经元胞体与突起均有
WT#S!,

表达!

WT#S!%

在中脑与

海马门区和齿状回的神经元的胞体和突起表达!此分布特点与

文献报道一致(

,)

)

&目前已将
WT#S!,

和
WT#S!%

作为中枢神

经系统内
T#S

能终末的特异性标记物!其改变可能导致
T#S

能

神经元突触兴奋性变化(

%

)

&有研究发现!缺氧性脑损害后

WT#S!,

免疫反应性增强在神经元环路重建过程中发挥重要

作用!同时通过
WT#S!,

免疫反应性增强使谷氨酸释放增加!

从而形成脑缺氧后海马高兴奋性的病理改变(

%

)

&神经环路重

建与海马高兴奋性都可成为脑损伤后内源性刺激因素!导致痫

性发作(

,$

)

&本研究中
WT#S!,

免疫反应性在缺氧组!缺氧后

点燃组与单纯点燃组大鼠的海马与皮层组织明显升高!此结果

提示脑缺氧或痫性发作后!可能谷氨酸释放增加!导致皮层和

海马谷氨酸能神经元兴奋性增高&兴奋性增加既可以是损伤

后脑功能适应性变化!也可能是形成痫性放电的重要因素之

一(

%

)

&因此!

WT#S!,

免疫反应性增强导致神经元兴奋性增高

可能成为缺氧性脑损害后重要的致痫因素之一&前面已提到

WT#S!

在脑内分布上有差异!表明它们在中枢神经系统内所

发挥的作用可能有所不同&研究中
WT#S!%

免疫反应性无明

显改变!其原因尚不明确!需进一步研究&
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等(

,+

)和文玉军等(

,)

)的结果相似&

K";;

等从转基因动物体内

获得携带
T̀ ^

的
INO@;

!将其移植入脑卒中脑内!

T̀ ^

示踪

显示
INO@;

在脑内能存活!向梗死区迁徙!并分化为有功能

的神经元&文玉军等(

,)

)用携带
T̀ ^

的逆转录病毒载体感染

INO@;

后移植入脑出血大鼠纹状体!在脑出血灶周边至少可

存活
+

周!主要分布于出血灶周边!并向周围脑实质迁移&

本实验结果显示!

T̀ ^

感染的
INO@;

在脑出血脑内外均能

持久表达绿色荧光蛋白!并扩散至整个细胞!显示出细胞的完整

形态!因此!

T̀ ^

作为
INO@;

有效标记物有利于直接在活细胞

状态下动态观察细胞生长!方便进行细胞水平上的各种研究!以

及有利于追踪体内移植细胞与宿主整合的可塑性研究&
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