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!基础研究!

hI

.9结合相关基因在耐药性癫痫患者颞叶组织中的表达

杨
!

柳!周月琴#

!张
!

敏

"重庆市急救医疗中心神经内科
!

,---7,

#

!!

摘
!

要#目的
!

探讨耐药性癫痫患者颞叶组织内锌离子"

hI

.9

#结合相关基因的表达情况%方法
!

将
,8

例耐药性癫痫患者作

为耐药性癫痫组!另外!

.

例意外死亡及
B

例接受颅内减压术者作为对照组%取颞叶组织!在基因芯片扫描预期结果的基础上!运

用逆转录聚合酶链反应"

Y2&/'Y

#检测
hI

.9 结合相关基因
25]

受体相关因子
3

"

2Y)]3

#'

YFI

M

和
gg7

结合蛋白"

Yg0/

#'

''Y,&542

转录复合体亚基
,

"

'542,

#和核受体
,).

"

5Y,).

#在耐药性癫痫患者颞叶中的表达%结果
!

与对照组比较!基因芯

片扫描显示
hI

.9结合相关的
,

个基因
?;GF3

'

;-O.

'

0NS?,

和
N;,G.

在耐药性癫痫组患者颞叶组织中的表达明显增加!

Y2&

/'Y

检测获得相同的结果%结论
!

hI

.9结合相关基因
?;GF3

'

;-O.

'

0NS?,

和
N;,G.

可能参与了耐药性癫痫的发生%
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癫痫是一组以反复发作的脑功能失常$神经元异常放电%

为特征的慢性脑部疾病#全球约有
;---

万左右的癫痫患

者(

7

*

'抗癫痫治疗后#

J-D

!

J;D

癫痫患者的病情可得到控

制#但有
.;D

!

3-D

的患者产生耐药#耐药性癫痫严重危害人

类健康'锌离子$

hI

.9

%存在于人体所有细胞#为生命所必需#

是人体
7--

多种酶的组成部分#锌指结构是由肽链中氨基酸残

基的特征基团与
hI

.9结合形成的一种很短的)可自我折叠成

+手指,形状的多肽空间构型#具有该结构的蛋白多参与基因表

达的调控)细胞分化及胚胎发育等过程'

hI

.9主要分布在海

马齿状回#尤其在苔藓纤维突触囊泡内分布较多(

.

*

'许多研究

表明#

hI

.9含量的异常与癫痫的发生)发展相关(

3&,

*

#但目前关

于
hI

.9和耐药性癫痫的研究报道较少'本课题采用高通量研

究方法寻找
hI

.9相关基因的表达规律#以探讨耐药性癫痫的

发病机制'

A

!

资料与方法

A=A

!

一般资料
!

选择
.--.

年至
.--,

年在重庆医科大学第一

附属医院)首都医科大学天坛医院)北京宣武医院)卫生部北京

医院及第三军医大学新桥医院就治的患者'将
,8

例接受手术

治疗的耐药性癫痫患者作为耐药性癫痫组#其中#男
.;

例#女

.3

例&平均年龄$

.,=7-A?=73

%岁&部分发作继发全身性强直
&

阵挛发作
3,

例#复杂部分性发作
73

例#单纯部分性发作
7

例'

对照组
8

例#其中#男
.

例#女
B

例&平均年龄$

.;=8?A73=;B

%

岁&

.

例为意外死亡后按相关规定进行尸检者#

B

例为接受颅内

减压术患者'

A=B

!

入组条件
!

耐药性癫痫组入组条件!$

7

%具有癫痫发作的

典型表现和脑电图特征&正规服用过
3

种或以上一线抗癫痫药

$如苯妥英钠)卡马西平)丙戊酸镁)苯巴比妥等%&除服用丙戊

酸镁外#患者的血药浓度维持在正常高线&与发作前基线比较#

服药后发作频率无明显减少'$

.

%无明确病因#体格检查提示

无局灶性神经系统体征#或虽有体征但与癫痫发作无关&术后

脑组织检查未发现能引起癫痫发作的病因'$

3

%头颅
'2

或磁

共振成像检查除提示海马硬化外#无其他异常'$

,

%患者的发

作类型符合国际抗癫痫联盟
7?87

年有关癫痫发作类型分类的

规定'$

;

%手术前
7

周放置硬膜下电极#术中用皮质电极进行

监测#发现有明确且固定的癫痫放电部位#有手术适应证#且能

进行手术者'对照组入组条件!$

7

%无中枢神经系统病史&$

.

%

尸检未发现脑组织有能够引起癫痫发作的结构和功能损伤#取

材与死亡的时间间隔小于
;P

'上述患者均获得家属同意#并

签署知情同意书'

A=C

!

样本采集
!

耐药性癫痫组患者在手术中取颞叶组织待

;JJ
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年
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检#对照组尸检及手术患者的取材部位为颞叶组织'组织样本

采集后立即放入液氮$

V7?B_

%保存备用'

A=D

!

高通量基因芯片差异表达谱分析
!

由上海博星基因芯片

有限责任公司进行芯片制备#将耐药性癫痫组及对照组样本总

Y5)

配对#进行探针标记(芯片分别编号!芯片
7

$人
!,-H

%)

芯片
.

$人
!,-H

%)芯片
3

$人
!7,-H

%*'用
1KOI)%%O

"

,---

扫

描仪扫描芯片#以
\$I$/FW/%E3=-

图像处理软件分析
'

"

3

)

'

"

;

两种荧光信号的强度和比值'筛选出
'

"

3

)

'

"

;

信号强度

值均大于
.--

的基因点#并将
'

"

;

"

'

"

3

比值大于
.

的基因点

的基因作为差异表达基因'实验重复
.

次'

A=E

!

引物合成及逆转录聚合酶链反应$

%$R$%H$Q%OIHK%F

#

QOH$&

#

ET

"

N$%OH$KPOFI%$OKQFEI

#

Y2&/'Y

%

!

根据
\$I$<OIZ

中基因

的
NY5)

和
*5)

序列#引物的设计和合成都由
:IQ%ER$

M

$I

公

司完成#引物序列见表
7

'按常规步骤使用
0:4h4@

试剂提取

总
Y5)

#然后进行逆转录合成
K*5)

第一链#操作参照

2OaO@O

产品说明书$大连宝生物工程有限公司%#反应产物于

V.-_

保存'

/'Y

反应参数!

?, _

预变性
;NFI

#

?,o

变性

3-H

#

;;

!

B-_

退火
3-H

#

J._

延伸
3-H

#共
3;

个循环#最后

J._

延伸
7-NFI

'

/'Y

产物在
7=;D

琼脂糖凝胶上电泳#采

用
0FE&%OC

凝胶成像系统软件分析电泳条带#分别检测
25]

受

体相关因子$

25]%$K$

#

QE%OHHEKFOQ$CSOKQE%

#

2Y)]

%

3

)

YFI

M

和

gg7

结合蛋白$

%FI

M

OICgg7<FICFI

M#

%EQ$FI

#

Yg0/

%)

''Y,&

542

转录复合体亚基
,

$

''Y,&542Q%OIHK%F

#

QFEIKEN

#

T$W

#

HL<LIFQ,

#

'542,

%)核受体
,).

$

ILKT$O%%$K$

#

QE%HL<SONFT

"

,

#

M

%EL

#

)

#

N$N<$%.

#

5Y,).

%)

$

&OKQFI&S

)

$

&OKQFI&HNY5)

的光

密度值#目的基因的相对光密度
f

目的基因光密度值
p

$

&OKQFI

光密度值'

表
7

!!

目的基因的引物序列

目的基因 引物序列
片段长度

$

<

#

%

?;GF3 ;c&22)'')'2\)2\\\2\'2)')'&3c 338

;c&\')\)2))\))'))'\\))'\&3c

;-O. ;c&222\\\)22\2)\'\2'2\'&3c ,??

;c&'2\\)\\2')'2\2\\)2\)&3c

0NS?, ;c&2\)2'''22'\)2\2')'2'\&3c ,8J

;c&)\\'2\'2\2''22\22\2))2\&3c

N;,G. ;c&2\22\\\)2\\2')))\))\&3c 3?3

;c&22\\)''2\2)2 \'2))2'\&3c

$

&OKQFI&S ;c&2\)'\2\\)')2''\')))\&3c .-;

;c&'2\\))\\2\\)')\'\)\\&3c

$

&OKQFI&H ;c&2''2\2\\')2'')'\)))'2&3c 3B;

;c&\2'))\)))\\\2\2))'\'))'&3c

A=F

!

统计学处理
!

应用
1/1173=-

软件进行统计分析#计量

数据用
IA<

表示#组间比较采用单因素
5

检验#单因素分析有

显著性差异的指标#将其作为自变量进行多元线性回归分析#

以
.

$

-=-;

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B=A

!

总
Y5)

的抽提以及质控
!

耐药性癫痫组和对照组脑组

织样本的总
Y5)

浓度分别为
7;,=3J

#

M

"

N@

及
7BJ=.7

#

M

"

N@

'两组样本采用紫外分光光度计检测光密度$

E

#

QFKOTC$IHF&

Q

"

#

4*

%值#其
4*

.B-

"

4*

.8-

分别为
7=83,

和
7=?-8

#均介于

7=J

!

.=.

&电泳结果显示
Y5)

条带清晰#提示样本的总
Y5)

质量合格#见图
7

'

B=B

!

基因芯片和
Y2&/'Y

结果
!

扫描的
,-?J

条人类基因#

耐药性癫痫组与对照组共有
,;7

条基因表达有差异#其中耐药

性癫痫组患者脑组织中基因表达上调的有
.?7

条#下调的有

7B-

条#其中
?;GF3

)

;-O.

)

0NS?,

和
N;,G.

这
,

种与锌

结合相关的基因在耐药性癫痫组患者脑组织中的表达较对照

组明显增强$

.

$

-=-7

%#其
'

"

;

"

'

"

3

比值分别为
.=,;7

)

.=..8

)

.=;7B

及
.=,,;

'

Y2&/'Y

的结果与芯片表达谱分析结果一

致'耐药性癫痫组患者脑组织中
?;GF3

)

;-O.

)

0NS?,

和

N;,G.

基因的相对光密度分别为
-=,JA-=7.

)

-=3;A-=73

)

-=;8A-=77

及
-=,7A-=.-

#与对照组比较差异有统计学意义

$

.

$

-=-7

%#见图
.

)

3

'

!

7

!耐药性癫痫组&

.

!对照组'

图
7

!!

总
Y5)

电泳图

!

+

!

+O%Z$

&

7

!

;

泳带!耐药性癫痫组&

B

!

7-

泳带!对照组'

图
.

!!

耐药性癫痫和对照组患者脑组织中
?;GF3

%

;-O.

%

0NS?,

和
N;,G.NY5)

的表达

图
3

!!

耐药性癫痫和对照组患者脑组织中
?;GF3

%

;-O.

%

0NS?,

和
N;,G.NY5)

表达的相对光密度值比较

C

!

讨
!!

论

癫痫是神经系统的常见病)多发病'癫痫发病机制的研究

一直是国际神经科学研究的前沿#借助分子生物学)神经药理

学)脑影像学)神经行为学以及基因工程动物模型等研究手段#

人类在癫痫研究的许多方面取得了显著成绩#然而癫痫的发病

机制难以完全归因于某一分子事件和基因的改变#神经网络自

身稳态的破坏)异常神经网络的形成以及环境因素对癫痫的发

生)发展都起着重要作用'
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大通量检测基因表达的芯片技术成为研究癫痫发生)发展

机制的重要手段#利用其可同时对成千上万基因进行同步检测

的功能#使人们能够综合分析不同个体)组织的不同发育阶段

的病变特征#高通量地研究基因功能#揭示疾病的发生机制#具

有高效)快速及同步分析生物信息的特点'本课题利用基因芯

片技术同步检测耐药性癫痫患者脑组织中
,-?J

条基因表达

的差异#发现有
,;7

条基因表达异常#

?;GF3

)

;-O.

)

0NS?,

和
N;,G.

这
,

种与
hI

.9结合相关的基因在耐药性癫痫组患

者脑组织中的表达较对照组明显增强#采用
Y2&/'Y

扩增证

实这些差异表达基因的存在#说明耐药性癫痫患者脑组织中确

实存在
hI

.9相关基因的异常表达'

耐药性癫痫#又称难治性癫痫#是指临床上经合理使用多

种抗癫痫药物治疗后#抗癫痫药物的血药浓度已达到患者的最

大耐受剂量#但癫痫发作仍不能得到有效控制的癫痫'流行病

学调查发现#大约有
J-D

难治性癫痫为颞叶癫痫#颞叶癫痫最

显著的临床特征是长期反复出现的自发性癫痫发作#颞叶癫痫

患者脑组织出现明显病理改变#伴随不同临床和脑电图表现#

颞叶癫痫患者对大部分抗癫痫药物产生了耐药性(

;

*

'

人们发现
hI

.9在脑组织内的分布主要集中在海马)颞叶)

皮层和杏仁核#这与耐药性癫痫的好发部位基本一致'

0FQOIF&

PF%U$

和
'LIIFI

M

PON

(

3

*向大鼠脑组织内注射小剂量
hI

.9后#

引起大鼠跳跃)奔跑)强直阵挛性抽搐&

/$F

和
aELONO

(

B

*通过

在兔子海马内注射硫酸锌#成功建立了阵挛和继发性癫痫发作

模型&还有研究发现#某些癫痫患者脑组织的
hI

.9浓度明显高

于正常人(

J&8

*

'这些研究提示
hI

.9与癫痫发作密切相关'本

研究旨在从基因角度揭示
hI

.9与耐药性癫痫的关系'

尽管
hI

.9与癫痫发作关系的机制还不清楚#然而#目前的

研究 发 现
hI

.9 可 抑 制
*

&

氨 基 丁 酸 $

*

&ONFIE<LQ

"

%FKOKFC

#

\)0)

%转运体活性#

\)0)

能清除突触间隙内的
\)0)

#而突

触内存在大量
\)0)

#使突触后
\)0)

受体易被激活而发挥

抑制作用'在神经元兴奋情况下#

hI

.9浓度升高#可通过抑制

5&

甲基
&*&

天冬酰胺受体而降低神经元兴奋性&同时#通过增加

\)0)

数量来增强其抑制作用(

?

*

'

hI

.9还可影响电压门控离子通道的闭合'研究发现#

hI

.9是
5O

9

&a

9

&)2/

酶的竞争性抑制剂#可显著抑制
5O

9

&

a

9

&)2/

酶活性#使细胞膜的离子梯度受到破坏而失去稳定

性#出现过度兴奋状态#导致癫痫发作(

7-

*

'

另外#

hI

.9诱导神经元死亡也是其诱导癫痫发作的一个

重要因素(

77

*

'组织化学研究发现#在癫痫状态下#神经纤维内

的
hI

.9浓度明显减少$以苔藓纤维通路最为显著%#而在受损

的海马
')3

)

')7

区锥体细胞内出现大量
hI

.9聚集#细胞内

hI

.9聚集量与神经元受损程度明显正相关'

gEZE

"

ONO

等(

7.

*

认为
3-

#

NET

"

@hI

.9可使体外培养的神经元死亡'

研究发现耐药性癫痫可能的发病机制包括细胞能量代谢

障碍)神经元凋亡)皮层发育异常和神经网络的重建(

73&7,

*

'在

各种原因导致的耐药性癫痫患者的脑组织中均存在神经元的

凋亡#而越来越多的研究证实细胞内
hI

.9浓度的动态平衡与

细胞凋亡密切相关'在临界值以下#

hI

.9水平增加#可预防或

改善与细胞凋亡有关的细胞退行性变#而超过临界值#

hI

.9水

平的增加#则可促进细胞凋亡#其机制可能是促进反应性氧化

产物的产生和积聚#激活自杀相关因子$

SOKQE%OHHEKFOQ$CHLF&

KFC$

#

])1

%配体途径)肿瘤坏死因子$

QLNE%I$K%EHFHSOKQE%

#

25]

%

+

及细胞色素
'

介导的
'OH

#

OH$&3

活化途径#直接或间

接激活细胞的凋亡(

7;&7B

*

'本研究发现在耐药性癫痫患者脑组

织中#与
hI

.9代谢相关的基因表达异常#推测
hI

.9异常导致

的神经元凋亡可能参与了耐药性癫痫的发生)发展'

hI

.9代谢受到多种因素的调节'

2Y)]3

属于
2Y)]

超

家族中的重要一员#是存在于细胞质的重要接头分子#它一方

面接收外来刺激信号#另一方面又通过其
2Y)]

同源结构域

募集细胞质内其他含有
2Y)]

结构域的蛋白分子传递信号'

近年来#人们发现
2Y)]

在细胞内发挥着两种截然不同的作

用#它既是核因子
ZO

##

O0

通路的负向调控因子(

7J

*

#又是正向

调控
:

型干扰素产物的关键因子(

78

*

#二者都在先天和后天免

疫中发挥重要作用'

Yg0/

是一种多肽梳齿蛋白#它可通过与

转录因子及多肽梳齿蛋白产物的结合#在胚胎发育)细胞凋亡

等过程中发挥重要作用(

7?

*

'保守的
'542,

对于多种细胞功

能具有重要作用#它参与
NY5)

调控(

.-

*

)蛋白泛素化"降解(

.7

*

及组氨酸甲基化等过程(

..

*

'

5Y,).

在调节细胞增殖)分化及

凋亡等过程中也发挥关键作用#它在调节血糖和血脂平衡)脂

肪细胞分化)炎症及血管重建等方面发挥重要作用(

.3

*

'上述
,

个蛋白均属锌指蛋白#都含有与
hI

.9结合的结构域#能够直接

或间接影响
hI

.9的结合(

7J

#

.,

*

#并都参与调节细胞的凋亡'有

研究认为同属于锌指蛋白家族的
5!@Y'7

$

5!@%$

#

$OQKEI&

QOFIFI

M

7

%

(

.;

*

)锌指结构同源盒
70

$

[FIKSFI

M

$%PEN$E<EW7<

#

h]!X70

%

(

.B

*

)植物同源结构域指蛋白
B

(

#

TOIQPEN$ECENOFI

$

/!*

%

&TFZ$SFI

M

$%B

#

/!]B

*等基因与癫痫也有着密切的联

系(

.J

*

#因此推测与
hI

.9结合相关的
?;GF3

)

;-O.

)

0NS?,

和
N;,G.

基因也参与了癫痫的发生)发展'

目前对
hI

.9结合相关基因的研究刚刚开始#在本研究中#

基因芯片和
Y2&/'Y

检测结果提示耐药性癫痫患者脑组织中

与
hI

.9结合相关的
,

种基因有明显的异常表达#这从一个新

的角度对耐药性癫痫的发生机制进行了初步探讨#但它们是否

在蛋白质水平上也存在表达异常#其内在机制还有待进一步

研究'
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