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检测转化生长因子
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&

$在皮质发育障碍模型大鼠海马的表达!探讨海马形态改变的发生机制及致癫

机制%方法
!

制作皮质发育障碍大鼠模型!选取出生
I)K

幼鼠!利用免疫组化&荧光定量
P<V

和
?".@"ABC#9@

等方法检测
6[7:

$

&

在皮质发育障碍模型大鼠海马区的变化%结果
!

与正常对照组比较!皮质发育障碍组大鼠海马
6[7:

$

&

4Vd;

和蛋白表达明

显降低"蛋白+
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$%结论
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表达变化可能

与皮质发育障碍大鼠海马神经元的迁移紊乱有关%

关键词"大脑皮质#发育障碍#海马#转化生长因子
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皮质发育障碍$

K>.9AK"A.9O39A@>3$#K"M"#9

-

4"B@.

#

Y<Y.

&

是一种大脑皮质发育异常#其中包括大脑皮质的神经元正常而

结构异常的脑畸形*正常皮质神经元的异位或异常皮质神经

元的出现导致了
Y<Y.

的发生#而这些异常的神经元引起皮质

的异常网络形成*引起胚胎期神经元移行异常的因素很多#如

基因突变)射线)冰冻)化学药物等*因此#国内外学者建立神

经元移行异常的动物模型往往利用射线照射)液氮冷冻及化学

药物甲基氧化偶氮甲醇注射的方法*

!>31.

等'

%

(发现幼稚的)

正处于迁移状态的神经元对射线的损伤敏感度较高#一定剂量

的射线会造成移行神经元的死亡*虽然目前仍然不清楚

Y<Y.

发生率#但是随着磁共振影像$

5VR

&的广泛应用#

Y<Y.

的诊断率也明显提高*大约
&0X

"

()X

的难治性或耐药性小

儿癫痫是由
Y<Y.

引起'

&

(

#并且至少
H0X

的
Y<Y.

患者有癫

痫'

*

(

*许多
Y<Y.

相关的基因$如
6W<%

)

6W<&

)

+RW%

)

Y<e

)

7+d%

&已被发现#通过进一步研究这些基因来探讨引起大脑皮

质结构紊乱和神经胶质细胞分化异常的机制*最近有学者用

Y<Y.

动物模型进行实验研究#开始研究某些
Y<Y.

的相关基

因是怎样阻碍或误导正常大脑皮质神经元发育#以及如何引起

癫痫和其他的一些神经系统病变*因此#本课题组选择
e

射

线照射的方法建立神经元移行异常的模型#并在前期的工作中

通过对
Y<Y.

大鼠模型大脑组织进行基因芯片的筛查发现了

一些导致神经元迁移紊乱的基因*本实验对其中的转化生长

因子
:
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&

$
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$

&

&进一步研究#

探讨皮质发育障碍神经元迁移紊乱的机制*

@

!

材料与方法

@'@

!

实验动物和分组
!

I

只
WY

孕鼠用于实验$由第三军医

大学大坪医院实验动物中心提供&#体质量为
*))

"

*0)

N

*幼

鼠出生当天计为
P)

#饲养于
%&F

光照与
%&F

黑暗交替的环

境#自由进食*

I

只孕鼠分成
&

组#

Y<Y.

组
*

只孕鼠和正常对

照组
*

只孕鼠各出生
*)

只幼鼠$雌雄各占一半&#

PI)

时在保

持性别比例对等的前提下完全随机各选取
0

只进行免疫组化

检测#

0

只进行
?".@"ABC#9@

检测#

0

只进行荧光定量
P<V

检测*

@'A

!

e

射线照射诱导的
Y<Y.

模型的建立
!

Y<Y.

组的
*

只

孕
%IKWY

大鼠分别放入长
&)34

)宽
%)34

)高
%)34

的纸盒

中#置于直线加速器治疗机进行
e

射线照射#照射剂量

&))3[

U

#剂量率
&))3[

U

"

4>B

#时间
I).

'

(

(

*照射后的孕鼠正

常喂养待其分娩*幼鼠在其出生后
&%K

断奶#常规饲养至

I)K

*

@'B

!

免疫组化检测
!

6[7:

$

&

免疫组化采用
W;D<

法*检测

方法!二甲苯浸泡脱蜡#梯度乙醇脱水#枸橼酸缓冲液抗原修复

%04>B

#

*X!

&

Z

&

灭活内源性酶
%)4>B

#正常山羊血清封闭抗

原
%F

#去除血清#加入兔抗
6[7:

$

&

多克隆抗体$

W$B@$<A8/

公

司#浓度为
%o&))

&#

*H\

孵育
%F

#

(\

过夜*根据
W;D<

试剂

盒完成
;D<

步骤*以上每一步骤之后均用
)'%49#

"

+PDW

$

-

! Ĥ'&

"

H'I

&洗涤
*

次#每次
04>B

*

Y;D

显色后去离子

0%,%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



水洗涤#苏木素复染#二甲苯透明#中性树胶封片*

@'C

!

荧光定量
P<V

检测
!

对质检合格的
&

组样品的
4Vd;

经紫外分光光度计测定
;

&I)

"

;

&,)

值定量#分别取
0

#

N

4Vd;

为逆转录模板*样品管均设
*

个复管*

P<V

引物以
PA>4"A

"E

-

A"..%'0

软件$

PQ ;

--

#>"KD>9.

U

.@"4.

&进行设计#

%,.

AVd;

作为内参照#用
WjDV [A""B

荧光染料法进行检测*

3Yd;

引物序列#上游引物!

0k:[;[<[; ;[< [;< [;[

[;[6;:*k

%下游引物!

0k:<6[6;[;;;[6[[[<[[[

;6:*k

*

P<V

反应体系为
%)

#

+

#包括
&

#

+5

N

<#

&

#

%

#

+%)]

V6C8OO"A

#

%

#

+Kd6PW

#

)'&0

#

+ Vd$."RBF>C>@9A

#

)'0

#

+

;52VM"A."6A$B.3A>

-

@$."

#

)'0

#

+Z#>

N

9K6

-

A>4"A

#

*'H0

#

+

Vd$."OA""KK!

&

Z

*用
!WQE6$

T

Yd;

聚合酶#在
V9@9A:["B"

*)))P<V

仪中#按下列条件扩增!

J( \

预变性
&4>B

#然后

J(\

变性
*).

#

I%

退火
\*).

#

H&\

延伸
&.

#

&)\04>B

共

*)

个循环*在每一循环的退火温度收集荧光进行实时检测*

调整基线#以空白管不出现阳性为准#与基线交点的循环次数

$

<@

&值为纵坐标#

4Vd;

膜板数的对数值为横坐标#制作标准

曲线*利用待测样本的
<@

值$

*

个重复管的平均值&求出相应

的基因拷贝数#以待测基因的拷贝数与
%,.AVd;

的拷贝数比

值作为检测结果*

@'D

!

?".@"ABC#9@

检测
!

断头取大鼠海马#按说明书操作步

骤进行组织蛋白质提取#

D<;

法测定蛋白质浓度#取约
0)

#

+

蛋白质用于
%0XWYW:

聚丙烯酰胺凝胶电泳#转移至
P2Y7

膜

$

5>##>

-

9A"

公司&后#用含
*X

牛血清白蛋白和
0X

脱脂奶粉溶

液的
6DW6

缓冲液室温封闭
%F

#兔抗
6[7:

$

&

蛋白抗体

$

%o&))

&#或兔抗
$

:$3@>B

抗体$

%o&)))

&$

W$B@$<A8/

公司&#

(

\

孵育过夜#

6DW6

溶液洗膜
(

次#每次
,4>B

*室温下相应加

入羊抗兔
R

N

[

$北京中杉
%

!

&)))

&抗体孵育
&F

#同样方法洗膜

(

次#用增强型化学发光试剂$

W$B@$<A8/

公司&显色#凝胶成

像分析系统摄像*

@'H

!

统计学处理
!

用
WPWW%0')

软件包对数据进行统计学分

析*计量数据以
KG>

表示#两独立样本均数间比较采用
6

检

验*以
!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@

!

免疫组化检测结果
!

Y<Y.

组大鼠海马区
6[7:

$

&

阳性

细胞的数量明显减少#染色强度也明显减弱#特别是在海马的

<;%

区减少更为明显*

Y<Y.

组大鼠海马区
6[7:

$

&

的表达主

要集中在神经元细胞质*在正常情况下#正常对照组大鼠海马

区神经元细胞质中有一定强度的
6[7:

$

&

表达*见插
+

图
%

*

!!

"

!

!

$

)')0

#与正常对照组比较*

图
&

!!

Y<Y.

组与正常对照组大鼠的海马组织

6[7:

$

&

4Vd;

表达

A'A

!

荧光定量
P<V

结果
!

Y<Y.

组大鼠海马
6[7:

$

&

4Vd;

相对表达倍数为
)'(,G)')H

*正常对照组海马
6[7:

$

&

4V:

d;

相对表达倍数为
%'%&G)'%I

#本实验结果显示
6[7:

$

&

4Vd;

在
Y<Y.

组中相对表达量低于正常对照组$

!

$

)')0

&*

见图
&

*

A'B

!

?".@"ABC#9@

结果
!

Y<Y.

组大鼠海马组织标本中的

6[7:

$

&

蛋白表达明显弱于正常对照组*使用
8̀$B@>@

U

9B"

采

图分析软件得出每个条带的平均光密度$

ZY

&值$每个目的条

带与相应的
$

:$3@>BZY

值的比值&#

Y<Y.

组的平均
ZY

值为

)'I)G)'%H

#正常对照组的平均
ZY

值为
)'J&G)'%J

#二者比

较差异有统计学意义$

!

$

)')0

&#见图
*

)

(

*

!!

正常对照组泳道为!

%

)

*

)

(

)

H

)

,

%

Y<Y.

组泳道为!

&

)

0

)

I

)

J

)

%)

*

图
*

!!

Y<Y.

组和正常对照组大鼠海马组织

6[7:

$

&

?".@"ABC#9@

电泳图

!!

"

!

!

$

)')0

#与正常对照组比较*

图
(

!!

Y<Y.

组和正常对照组大鼠海马组织

6[7:

$

&

蛋白相对表达量

B

!

讨
!!

论

神经元迁移紊乱是
Y<Y.

显著的病理特征#神经元移行异

常是由新形成的神经细胞不能移行到皮质中正常的位置而致#

在神经元迁移过程中任何一个环节受阻#都有可能会导致神经

元的迁移紊乱#常见的有无脑回)巨脑回)皮层下异位带)室周

异位结节)皮层下灰质异位以及多小脑回'

0

(

*神经元迁移紊乱

与原发性顽固性癫痫关系密切#特别在儿童顽固性癫痫患者#

神经元迁移紊乱可能是致癫的主要因素'

I

(

*

6[7:

$

是在
&)

世纪
,)

年代早期发现的具有转化特性的

蛋白质#它是由
%%&

个氨基酸组成的多肽亚单位以二硫键相连

而成的双聚体分子#它在生物体内大部分是以前体的形式存

在*目前在人与哺乳动物可检出
*

种亚型#即
6[7:

$

%

)

$

&

)

$

*

'

H:,

(

*

6[7:

$

参与了多种生理病理过程#包括抑制上皮细胞

的增殖)促进细胞的分化)促进胶原的合成)促进血管的生成)

促进成纤维细胞及单核细胞趋化)改变细胞黏附的状况)参与

免疫反应等过程'

J

(

*大量研究表明#

6[7:

$

及其受体在中枢神

经系统内存在广泛表达'

%):%%

(

#

6[7:

$

&

基因定位于
%*

T

&I

*

6[7:

$

&

是一种多功能的生

长因子#可在放射状胶质细胞)星型胶质细胞及分化的神经元

表达*它是调节发育)修复等过程的关键因子之一*其功能主

要包括调控细胞周期)调节早期发育)分化)细胞外基质形成)

造血)血管的发生)趋化作用和免疫应答'

%&

(

*该基因有
*

个作

I%,%
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月第
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用途径!$

%

&促分裂原活化蛋白激酶$

4>@9

N

"B:$3@>M$@"K

-

A9@">B

1>B$."

%

5;Pf

&信号途径#

5;Pf

路径与细胞的迁移有关'

%*

(

*

放射状胶质细胞为皮质发育过程中的神经元迁移起支撑作用#

其表面大量表达
6[7:

$

&

和
6[7:

$

*

'

%&

(

*可能
6[7:

$

&

在细胞

迁移方面#特别对于迁移中的神经元与放射状胶质细胞的识别

或结合有一定关系*$

&

&细胞分裂周期#

6[7:

$

&

对于细胞分裂

周期的作用表现为诱导细胞周期停滞#同时促进分化的神经元

迁移'

%(

(

*$

*

&转化生长因子信号途径$

6[7:C"@$.>

N

B$#>B

N

-

$@FS$

U

&*有关
6[7:

$

&

对神经元的存活)分化方面的研究提

示#

6[7:

$

&

可能对神经元有营养作用#但它本身并不表现为神

经营养因子的作用#而可能是通过增强其他神经营养因子的功

能来发挥神经营养作用*这些因子有成纤维细胞生长因子
&

)

睫状节神经细胞营养因子)神经胶质细胞源性的神经营养因子

等'

%0

(

*有体外实验证实使用抗体中和
6[7:

$

&

后会导致神经

细胞增殖减少#诱导退行性变#导致细胞凋亡增加#甚至引起神

经细胞死亡#加入
6[7:

$

&

会促进神经细胞增殖'

%I

(

*

6[7:

$

&

主要通两个丝氨酸"苏氨酸激酶受体$

6[7:

$

V:

+

和
6[7:

$

V

,

&来传递信号#

6[7:

$

V

+

和
6[7:

$

V

,

形成的异二聚体在

6[7:

$

&

信号转导中起主导作用#

6[7:

$

&

首先直接与
6[7:

$

V

,

结合#形成复合物#此时
6[7:

$

&

构象发生改变#从而可被

6[7:

$

V

+

所识别并结合#形成
6[7:

$

V

,

"

6[7:

$

&

"

6[7:

$

V

+

复合物#复合物中的
+

型受体被
,

型受体磷酸化#磷酸化的
R

型受体将信号放大并进一步向后传递#从而产生相应的生物学

效应'

%H

(

*

6[7:

$

&

是一种作用复杂)对神经系统发育关系重大

的细胞因子*

作者前期的基因芯片扫描发现
Y<Y.

大鼠模型中
6[7:

$

&

的基因表达下调#本实验的前期结果显示
Y<Y.

组大脑外形与

正常对照组相比明显变小#体积缩小*

!Q

染色显示
Y<Y.

组

大鼠海马区特别是
<;%

出现明显的神经元迁移紊乱'

%,

(

*说

明
e

射线诱导的
Y<Y.

大鼠模型能够很好地模拟人的
Y<Y.

*

本实验的结果显示在免疫组化中
Y<Y.

大鼠模型的海马区的

6[7:

$

&

的表达减少#特别是在海马的
<;%

区显著的减少#

?".@"ABC#9@

进一步显示
Y<Y.

组大鼠模型的海马区
6[7:

$

&

表达下调#荧光定量
P<V

从
4Vd;

水平进一步证实
6[7:

$

&

下调*本实验的模型表现的大脑发育障碍特别是海马区的神

经元迁移紊乱#

6[7:

$

&

表达下调很可能起了重要作用*
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