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目的
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探讨趋化因子
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88H1/

及其受体
88M$%

在小鼠癫痫急性期外周血中的表达变化%方法
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$外周血利用实时荧光定量
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$法检测毛果云香碱致癫痫发
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$肝素抗凝外

周血!提取淋巴细胞层后利用
9;8>+"@5

型流式细胞仪检测外周血淋巴细胞
88M$%

蛋白水平的表达变化%结果
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癫痫小鼠发作

急性期外周血中
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水平'淋巴细胞中
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蛋白表达水平均在癫痫发作
1K

高于对照组"
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癫痫发作早期已出现外周血免疫功能紊乱!该病理变化可能与癫痫发病过程中的炎性反应和神经细胞的凋亡相关%
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近年来炎性反应在癫痫发病中的作用逐渐被人们所认

识&
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)趋化因子因其在炎性反应中发挥重要作用并参与癫痫

发作及癫痫病理过程而受到人们关注&
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)研究发现#趋化因

子及其受体不仅广泛表达于中枢神经系统$

3L,5@EG,L@Q"R+

+

=

+5LC

#
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%#而且参与多种
8Z>

病变#如阿尔兹海默症+多

发性硬化+艾滋病性痴呆等疾病&
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#临床和大量动物实验发现

部分趋化因子及其受体参与了癫痫发病过程&
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#其中本文作

者参与的课题研究在
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年报道过趋化因子受体
88M$%

在

>T#++

小鼠癫痫发病中的可能作用&
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#但目前暂无
88M$%

及

其配体
88H1-

+

88H1/

在癫痫外周血中的表达变化的报道)

本文通过研究
88H1-

+

88H1/

及
88M$%

在毛果云香碱致癫痫

小鼠急性期外周血中的表达变化#探讨其在癫痫发病急性期可

能的作用)
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材料与方法
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实验动物
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昆明
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小鼠由昆明医学院实验动物中

心提供#小鼠的年龄控制在
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#雌雄不拘)诱导前记录每只实验小鼠的年龄+性别

和体质量#对小鼠编号并按照随机数字表法分组$分为
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个不

同时间处理组!癫痫发作
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及
1K

#每组有
)

只老鼠建模成功#于每个时间点设立对照组%)按照分组#
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小鼠分别在毛果云香碱诱导的癫痫持续状态中$
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%不同时间点处死)所有动物实验程序均严格遵守

云南实验动物关怀和使用健康指南研究所的相关规定#在整个

实验过程中#在操作上尽量避免对动物的伤害)
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云香碱和硝酸甲基东莨菪碱购自美国
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方法
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癫痫小鼠模型的建立
!

毛果云香碱诱发癫痫小鼠模型

的建立!
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只小鼠依照文献&

$0.$)

'方法所述操作进行毛果云

香碱诱发癫痫处理)具体操作步骤为!诱导前
'%C#,

#每只小

鼠腹部皮下注射硝酸甲基东莨菪碱
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)实验组小鼠腹

腔注射毛果云香碱
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#对照组给予腹腔注射
%&(̂

ZE8G

溶液
%&$CH

#将小鼠
$

只"笼分开#并放置在安静+光线

较暗的实验间以避免相互激惹和声音刺激)仔细观察和记录

动物的反应并计时)
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实时定量荧光
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%半定量检测
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取
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外周血#每组
$1

只#共
0/

只#按照
CMZ;

的微量提取试剂盒

及一步法
B8M

试剂盒说明书提取外周全血
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#置于
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备用(

>bFM<@LL,

(

双链
7Z;

结合染料用于
MLEG.5#CL

B8M

检测#以突触素作为参照基因#检测
88H1-

+

88a1/CM.

Z;

表达量$引物序列见表
$

%)所有反应重复
'

次)反应总体

积为
1%

#

H

#包括
2

#

H

的
37Z;

#

1

#

H

引物混合物$每种引物

浓度为
$%

#

C"G

"

H

%#
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#

H>bFM<@LL,

(

#

(

#
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水#混和后#在
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O

K58
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中进行反应)反应条件为!

(2]$%

C#,

(

(0]$+

#

)%])+

#

-1]$%+

#

02

个循环(最后冷却至
0

]

)热启动
B8M

方法用于防止不完整的
7Z;

变性#扩增后的

实时
B8M

产物从毛细反应管甩下后#

2

#

HB8M

产物经
$&/̂

琼脂糖凝胶上分离电泳#溴化乙锭染色后在紫外光下观察)用

88H1-

+

88H1/

基因表达量与突触素的表达量比值表示

88H1-

+

88H1/

的相对表达量)

表
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目的基因引物序列

目的

基因
引物序列$

'X.2X

%

引物长度

$

D

I
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产物大小
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D

I
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88H1-

正向!

P88PP<<8P<8<;;P<P<<P<

反向!

P<8<;8;<;<<;<;88;8<;8

1$

11

$0)

88H1/

正向!

P<8P<P8;P88PP8;P<PP;;P

反向!

;;8;P;8<PPPP8P8P<88;PP

1$

1$

$$/

突触素正向!
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反向!
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流式细胞术
!

取正常及癫痫急性期不同时间点$
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C#,

+

'%C#,

+

$K

+

1K

%肝素抗凝外周血$实验组!每组
'

只#共

$1

只(对照组!每组
'

只#共
$1

只)总计
10

只%#加淋巴细胞分

离液
1CH

#

$2%%@

"

C#,

离心
2C#,

#提取淋巴细胞层#再以磷

酸盐缓冲液$

BF>

%

1CH

漂洗后离心
'

次#去除上清液后用

-%̂

乙醇固定
'%C#,

)异硫氰酸荧光素$

9WP8

%标记的人抗鼠

单克隆抗体
88M$%

及阴性对照羊抗鼠免疫球蛋白
<

$

W

O

<

%

9WP8

$法国国际免疫公司%标记后的淋巴细胞分离液#用
9;8.

>+"@5

型流式细胞仪$美国
F7

公司%检测)测试结果用
8LGG

hTL+5BG"5

$美国
F7

公司%分析点图及组方图#以荧光强度的

几何均数表示外周血淋巴细胞中
88M$%

的表达水平)

@&B

!

统计学处理
!

采用
<@E

I

K

I

E!B@#+C0&%

统计软件进行统

计分析#计量资料用
B 2̀

表示#采用方差分析#以
C

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

癫痫动物模型的建立
!

昆明
>T#++

小鼠在毛果云香碱诱

导后$

12&/̀ $2&)

%

C#,

后进入癫痫持续状态$凝视逐渐频繁#

间或出现咀嚼运动#有大量唾液从口腔流出#逐渐出现点头运

动#由前肢剧烈抽搐发展到后退+向后跌倒和身体旋转#甚至角

弓反张%#对照组未见癫痫发作)维持时间为$

)&/`$&/

%

K

#病

死率
$/&1̂

)在造模中#将约
$̂

小鼠未能成功诱导并剔除)

!!

;

!

88H1-CMZ;

相对表达水平(

F

!

88H1/CMZ;

相对表达水

平)

%

!

C

$

%&%2

#与对照组比较)

图
$

!!

癫痫小鼠外周血
88H1-

&

88H1/CMZ;

表达

!!

;

!对照组
88M$%

表达量(

F

!癫痫发作
1K

后
88M$%

表达量)

图
1

!!

癫痫小鼠外周血淋巴细胞
88M$%

的表达

A&A

!

88H1-

+

88H1/CMZ;

水平在癫痫小鼠急性期外周血中

的表达检测
!

提取昆明
>T#++

小鼠外周血
CMZ;

#行
88H1-

+

88H1/MLEG.5#CLB8M

检测#结果显示
88H1-

+

88H1/CMZ;

表达水平在癫痫小鼠发作
1K

明显高于对照组$

C

$

%&%2

%#见
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重庆医学
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年
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图
$
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!

88M$%

蛋白在癫痫小鼠外周血淋巴细胞中的表达检测

!

用制备好的外周血淋巴细胞悬液行流式细胞检测#结果显示

88M$%

在急性癫痫小鼠发作
1K

的外周淋巴细胞中表达水平

$&)-̀ %&)2

明显高于对照组
1%&/)̀ '&12

#差异有统计学意义

$

C

$

%&%2

%#见图
1

)

B
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讨
!!

论
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炎性细胞趋化因子是一类相对分子质量为
/%%%

"

$0%%%

的小分子家族#根据其基因组成和
Z.

端
1

个高度保守半胱氨

酸残基位置不同#可分为
8

+

88

+

8c8

+

8c'80

种亚型#它们能

够趋化不同的炎性细胞参与急+慢性炎性反应以及先天性或获

得性炎性反应)趋化因子及其受体介导的免疫炎性反应在癫

痫发作中的作用正逐渐被人们所认识#其在癫痫发病过程中表

达的异常增高被认为是激活和促进炎性细胞向癫痫受损区聚

集的机制之一)目前
88

"

88M

+

8c8

"

8c8M

+

8c'8

"

8c'8M

家

族成员均被发现与癫痫发病过程相关&

/.$1

'

#趋化因子及其受体

在癫痫发病过程中异常表达也被证实与神经细胞的凋亡密切

相关&

$2

'

)本课题组在前期研究中首次在正常
>T#++

小鼠海马

组织中检测到
88M$%

的表达#发现在诱发癫痫持续状态过程

中及发作后
88M$%

表达异常&

$'

'

#提示
88M$%

及其配体

88H1-

+

88H1/

在癫痫发作中可能发挥了一定的作用#但它们

是否在癫痫发作急性期外周血中也出现异常表达变化/ 目前

尚不清楚)本研究利用
MLEG.5#CLB8M

方法检测了毛果云香

碱致癫痫小鼠外周血急性期$

$%C#,

+

'%C#,

+

$K

+

1K

%

88H1-

+

88H1/CMZ;

的表达水平#利用流式细胞术检测了外周血淋

巴细胞
88M$%

的表达变化#结果显示
88H1-

+

88H1/CMZ;

在毛果云香碱致痫小鼠发作
1K

外周血中出现明显表达上升

$

C

$

%&%2

%#

88M$%

在外周淋巴细胞上的表达也在
1K

出现表

达的上调#本研究结果进一步证实了癫痫发作早期存在一系列

免疫因子表达的变化#

88M$%

及其配体
88H1-

+

88H1/

的异常

表达也可能与癫痫发病过程相关)随着对趋化因子及其受体

在癫痫病理过程中作用的逐步了解#终将阐明免疫炎症与癫痫

的关系#为癫痫尤其是难治性癫痫的治疗提供新的靶点)
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