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氨基末端激酶通路"
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通路在癫痫持续状态"

0!

#大鼠海马中的活性变化规律及其意义$

方法
"

建立氯化锂
"

匹罗卡品癫痫持续状态模型!在不同时间点用免疫组化法检测海马结构
b9c

和
S

DJ

磷酸化状态!并观察组织

病理学改变$结果
"

对照组
C"b9c

极少活化而
S

DJ

在海马各结构广泛活化$

0!D+#%5

后
b9c

和
S

DJ

在海马神经元强烈激活!

,O

时达到高峰!

(O

后各区均明显减少!

*,O

后降至基础水平!在所有时间点!

b9c

和
S
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在齿状回的活化程度均显著高于
<2*

和
<2D

区$海马结构各区可见到许多神经元发生变性和坏死$结论
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信号转导通路在氯化锂
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匹罗卡品致痫过程中

被激活!并可能在发作后参与海马神经元损伤的病理生理过程$
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癫痫是困扰人类多年的神经系统顽症之一!其发病机制极

为复杂!至今难以完全了解!已证明海马神经元损伤与临床常

见发作类型如复杂部分性发作(癫痫持续状态的形成和发展密

切相关#信号转导与人类健康和疾病有着重要关系!细胞的增

殖(分化(生长(死亡都离不开信号转导通路#丝裂素活化蛋白

激酶%

#%3/

R

L5$.3%N$3LE

S

M/3L%5U%5$HLH

!

A2CcH

&是目前发现

的最重要的信号转导蛋白之一!本研究以氯化锂
"

匹罗卡品致

大鼠癫痫模型为基础!通过观察海马神经元中
A2Cc

家族成

员
."bQ5

氨基末端激酶%

."bQ5$#%5/"3LM#%5$&U%5$HL

!

b9c

&(

S

DJ

的活化规律!及其与痫性神经元损伤的关系!从信号转导

的角度来探索癫痫的形成和发展#

B

"

材料与方法

B-B

"

实验动物分组和建立大鼠癫痫模型
"

清洁级雄性
?%H3$M

大鼠
D)

只!体质量
,++

"

,)+

R

!随机分为致痫组
,F

只!对照组

(

只!由三峡大学医学动物实验中心提供#在清醒状态下!腹

腔注射氯化锂%美国
2&L4%H

公司&

D#L

g

$

U

R

!

*JO

后再腹腔注

射盐酸匹罗卡品%美国
2&L4%H

公司&

)+#

R

$

U

R

!对照组注入等

量生理盐水#按照经典的
B$.%5L

癫痫发作行为标准进行行为

观察记录"

+

级!无任何反应!正常行为状态'

'

级!面部阵挛!

包括眨眼(动须(节奏性咀嚼等'

(

级!

'

级加节律性点头'

,

级!

(

级加前肢痉挛'

-

级!

,

级加后肢站立'

.

级!

-

级加摔

倒)

*

*

#动物发作级别均达到
-

级以上#从出现
-

级发作开始

计时!分别在
D+#%5

及
,

(

(

(

*,O

开始标本制备#

B-C

"

标本制备
"

在相应时间点!两组大鼠用
)Y

水合氯醛腹

腔注射麻醉!经
6Y

冷多聚甲醛磷酸盐缓冲液灌流固定后!根

据
C$4%5/4

立体定位图谱!取含海马结构的两块相邻组织%冠

面&!每块厚约
,##

!石蜡包埋后作连续冠状切片!片厚
)

#

#

!

生理盐水组按同样方法制作标本#

B-D

"

免疫组化染色
"

采用链霉卵白素
"

过氧化物酶法%

0C

法&#兔抗大鼠
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S

O/"b9c

多克隆抗体%

*i*++
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年
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月第
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卷第
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期



体步骤按试剂说明书进行#阴性对照以
C:0

代替一抗孵育!

余同#

B-E

"

组织病理学观察
"

将标本常规制成石蜡切片!

[!

染色!

光学显微镜下观察癫痫持续不同时间海马
<2*

区(

<2D

区(齿

状回颗粒细胞组织病理学变化#

B-F

"

统计学处理
"

在
6++

倍的光镜视野下!分别取海马
<2*

区(

<2D

区和齿状回颗粒细胞的连续
)

个不重复视野!计数

CO/H

S

O/"b9c

和
CO/H

S

O/"

S

DJ

胞体免疫反应阳性细胞!每只鼠

各取
D

张切片!全部数据以
C_7

表示!结果应用
0C00*D-+

统

计软件!行单因素方差分析!不同时间点!不同脑区间比较采用

D

检验!

!

#

+-+)

为差异有统计学意义#

C

"

结
""

果

C-B

"

行为学观察
"

匹罗卡品注射后出现
,+

"

D+#%5

的潜伏

期!表现为竖毛(流涎(排便等外周
A

型胆碱能反应和一些刻

板行为如凝视(咀嚼(吸鼻(探索反复头颈上仰等!随后咀嚼(吸

鼻加强并伴面肌痉挛(点头!最后发展为肢体阵挛伴站立(跌倒

或翻转!之后进入
0!

!以点头为主!伴阵发性阵挛发作(站立!

持续
(

"

*,O

#达到
-

级发作的成功率为
JDY

%

,6

$

,F

&!

D

只发

作在
,

级以下!

,

只死亡!对照组未出现癫痫发作#

C-C

"

CO/H

S

O/"b9c

免疫组化检测
"

对照组中!海马各区少见

b9c

的激活!

0!D+#%5

后!

S

O/H

S

O/"b9c

在
<2*

区(

<2D

区

锥体细胞层和齿状回颗粒细胞层的胞体表达增多!与对照组相

比差异有统计学意义%

!

#

+-+*

&!

,O

时达到高峰!见插
(

图
*

!

以齿状回尤为显著%

!

#

+-+*

&!见插
(

图
,

'

(O

后!

S

"b9c

的表

达水平降至基础水平!在所有时间点!齿状回免疫标记神经元

均显著高于另两个脑区!表达差异有统计学意义%

!

#

+-+*

&#

见表
*

#

C-D

"

CO/H

S

O/"

S

DJ

免疫组化检测
"

对照组中!

S

O/H

S

O/"

S

DJ

免

疫标记神经元广泛存在于海马各区!

0!D+#%5

后!

S

O/H

S

O/"

S

DJ

在
<2*

区(

<2D

区锥体细胞层和齿状回颗粒细胞层的胞

体表达较对照组明显增多!差异有统计学意义%

!

#

+-+*

&!

,O

时达到高峰!呈密集颗粒状分布!

(O

后!上述部位的免疫标记

神经元表达减少!与
,O

相比差异有统计学意义%

!

#

+-+*

&!

*,O

后!各区均接近对照组#在所有时间点!齿状回免疫标记

神经元均显著高于另两个脑区!表达差异有统计学意义%

!

#

+-+*

&#见表
,

#

表
*
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海马结构各区
S

"b9c

胞体免疫反应阳性

"

神经元数量的动态变化$

C_7

'

海马

结构区
对照组

致痫组

D+#%5 ,O (O

<2*

区
*-DF_*-,F 6D-)+_)-(6

%

6J-66_)-I)

!

6-,J_,-**

%

<2D

区
D-I,_,-D+ D*-JF_)-+*

%

DI-**_)-,+

!

(-D6_,-),

%

齿状回
(-,,_*-FF I,-(I_I-6,

%

*,J-DJ_*,-+J

%

*D-I*_,-6,

%

""

%

"

!

#

+-+*

'

!

"

!

#

+-+)

!与同一脑区的前一时间点比较#

表
,

""

海马结构各区
S

"

S

DJ

胞体免疫反应阳性神经元数量的动态变化$

C_7

'

海马结构区 对照组
致痫组

D+#%5 ,O (O *,O

<2*

区
,,-66_,-D(

)(-F6_)-J*

%

(6-+(_(-D*

%

D,-DD_D-D)

%

,*-*,_,-+)

%

<2D

区
*(-)D_*-(,

DJ-+(_D-JI

%

6+-+(_6-+)

!

,,-JF_,-,6

%

*I-,D_*-I*

!

齿状回
6,-*I_)-,F

F(-JF_*+-),

%

*,)-*I_*,-DD

%

))-JD_)-(*

%

6+-+(_6-D*

%

""

%

"

!

#

+-+*

'

!

"

!

#

+-+)

!与同一脑区前一时间点比较#

C-E

"

组织病理学观察
"

对照组海马各区神经元排列整齐!形

态完整!核圆形!染色质分布均匀#

0!

后
D+#%5

至
,O

内与对

照组相比各区细胞无明显变化#

(O

时#

<2*

区和
<2D

区神

经元失去正常结构!胞体呈三角形或圆形!胞质浓缩深染!核固

缩!核仁不明显!齿状回颗粒细胞形态基本完整!见插
(

图
D

(

6

#

*,O

时!

<2*

和
<2D

区病变加重!可见细胞脱失!齿状回神

经元开始出现核固缩!胞浆空泡变性等变化#

D

"

讨
""

论

癫痫的发病机制至今尚未明确!研究表明!海马病变和癫

痫的发生及形成之间存在密切关系!海马结构的病理变化包括

神经元损伤(苔藓纤维出芽%

#/HH

'

P%KLMH

S

M/Q3%5

R

!

A=0

&(胶

质细胞增生!它们既是癫痫发生的结果!也是癫痫继续发展造

成频发和难治的原因)

,

*

#研究发现!海马结构神经元损伤和丢

失是诱发
A=0

的关键因素)

D

*

!癫痫时海马神经元的脱失和微

环境的改变可激活星形胶质细胞的功能!出现增生肥大以及慢

性期的胶质瘢痕质细胞发生病理变化)

6

*

!因此!对癫痫后海马

病理变化的研究具有重要意义和临床价值#

A2CcH

信号转导通路主要有
D

条!即细胞外信号调节酶

%

L43M$.L&&Q&$M"H%

R

5$&ML

R

Q&$3LE

S

M/3L%5U%5$HL

!

!Bc

&通路(

b9c

通路(

S

DJ

通路!活化时呈磷酸化形式%

S

"A2CcH

&!广泛参与细

胞的增殖和分化(细胞周期的调控及细胞凋亡(坏死的调节)

)

*

#

近来研究常常将
S

DJ

通路和
b9c

通路放在一块研究!二者主

要都被细胞应激信号激活!通过调节核转录因子
."bQ5

(

21=",

等的表达发挥诱导神经元凋亡的作用)

(

*

!当
S

DJ

$

b9c

信号通

路激活后!其底物
21=",

(

."bQ5

磷酸化!活化的
21=",

结合到

."bQ5

启动子!进而提高
."bQ5

的转录活性!大量活化的
."bQ5

进一步调节环氧化酶
",

%

<7X",

&的表达!产生神经元损伤

效应)

I

*

#

海马结构具有特殊的血供解剖特点!其前下部分由脉络膜

前动脉和大脑中动脉双重供血!而
<2*

区和
<2D

区仅由脉络

膜前动脉供血!且经过长的分支和扭转才能到达
<2*

区!因

此!

<2*

区
<2D

区神经元对缺氧及神经毒素损伤更为敏感#

通过研究也证实在实验性大鼠颞叶癫痫持续状态!海马神经元

的损伤易感区依次为
<2*

区(

<2D

区(齿状回(

<2,

区)

J

*

#本

实验观察到癫痫持续
(O

时!

<2*

和
<2D

区有明显的神经元

坏死!齿状回颗粒细胞形态基本完整!很少有变性神经元!

*,O

后齿状回颗粒细胞病变也较
<2*

区和
<2D

区轻!与血供解剖

原理相符#但有研究表明!海马
<2*

区神经元对缺血的选择

易损性并不能完全由血供解剖因素来解释!其中胶质细胞病理

变化及信号转导也起重要作用)

F

*

#
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在研究中观察到
S

"

S

DJ

在
<2*

(

<2D

区表达持续性升高!

0!(O

后仍高于对照组!直到
*,O

后才接近正常水平!同时在

组织病理学可观察到
0!(O<2*

(

<2D

区神经元明显坏死!推

测
S

DJ

通路的激活诱导了这两个亚区的神经元损伤!参与癫痫

后
<2*

(

<2D

区神经元高易损性的形成#

CDJ

信号通路的促

癫痫机制不仅在于诱导神经元凋亡作用!还可能与参与发作后

胶质增生有关#研究发现
S

DJ

在海人酸致痫鼠胶质细胞有迟

发性表达!并主要位于易损区
<2*

(

<2D

区的反应性星形胶质

细胞核内!提示
S

DJ

信号通路参与诱导海人酸致痫后迟发性细

胞损伤和反应性胶质增生)

*+

*

#

c%#

等)

**

*用
S

DJ

特异性激活

抑制剂
0:,+D)J+

后!证实在海人酸致痫海马中反应性星形胶

质细胞增生受到抑制!

<2*

(

<2D

区的神经元脱失也明显减少#

此外!本研究发现
S

"

S

DJ

在正常神经元有中等程度的表达!可

能与
S

DJ

参与有丝分裂同期的调控有关!实验证实!

S

DJ

抑制

剂能显著加速有丝分裂周期!表明
S

DJ

的活化是有丝分裂周期

的关键调节因素)

)

!

*,

*

#

本研究也发现
S

"b9c

在发作后短暂升高很快便又降至基

础水平!

0!(O

S

"b9c

在海马各区几乎无表达!这可能与
b9c

通路仅参与神经元损伤有关!当发作进行到一定程度后!被其

它信号如
b9c

抑制蛋白
"*

%

b9c%53LM$.3%5

RS

M/3L%5"*

!

b>C"*

&所

抑制)

*D

*

#研究发现!分别对
=V:

$

9

小鼠%一种神经元对兴奋

性毒素损伤敏感的鼠系&和
<)I:;

$

(

小鼠%神经元对兴奋性毒

素损伤耐受的鼠系&海人酸致痫后!仅在前者海马神经元检测

到
b9c

免疫反应活性增高!且分存于
<2*

(

<2D

区(齿状回门

区及颗粒细胞!

<2,

区几乎无变化!表明
b9c

通路可能是癫痫

后诱导神经元损伤的关键)

*6

*

#

b9c

通路的激活不仅启动神经

元核内的凋亡程序!也能促进损伤神经元的轴突外向生长)

*)

*

!

提示
b9c

信号通路也可参与癫痫海马的
A=0

!从而促进癫痫

的形成与发展#此外!胶质细胞增生也参与并可能促进
b9c

通路的神经元的损伤作用)

*(

*

#

总之!本研究证实
b9c

和
S

DJ

信号转导通路在氯化锂
"

匹

罗卡品致痫过程中被激活!并可能在发作后参与海马神经元损

伤的病理生理过程!而海马神经元的损伤与保护是一个复杂的

病理生理过程!其机制由多种相互平行和交叉的信号转导途径

来共同调节!具体的调控机制有待进一步研究#
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