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%的表达与细胞凋亡

的关系&方法
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将
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只日龄
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的大鼠分为惊厥组和对照组!惊厥组进一步分为惊厥后
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'
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'

0/F

!每组
)

只&采用吸入三

氟乙醚诱导新生期大鼠反复惊厥持续状态模型!酶联免疫吸附试验"

5WA@9

%检测血清
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水平!实时荧光定量
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%和原位末端标记法"
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%分别检测海马
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的表达和细胞凋亡&结果
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与对照组相比!

4f65W

显示惊厥组海马神经

元细胞凋亡明显增多"
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增高"

!

$

%&%$

%!

0/F

后下降至正常水平&
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与细胞凋亡呈正
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%&结论
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线粒体损伤可能参与了发育期反复惊厥后脑损伤&

"关键词#
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反复惊厥$

/.

羟基
.1Z.

脱氧鸟嘌呤核苷$细胞色素
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线粒体途径是细胞凋亡的重要途径&
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*当有害物质如活

性氧自由基等作用于线粒体#一方面可以使线粒体内膜通透性

增高#线粒体肿胀#外膜破裂#线粒体凋亡标志物细胞色素
:
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%释放至胞质#通过激活
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家族诱发细胞凋亡(另

一方面可以通过线粒体
;69

链断裂)位点突变)双链畸变及

;69

碱基的氧化损伤等形式造成
;69

损伤#进一步导致细

胞凋亡#
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脱氧鸟嘌呤核苷$
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%作为损伤
;69

后形成的最常见产物#是
;69

损伤的重要指标&
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*线粒体作

为细胞内的重要细胞器在癫痫发病中的作用已受到学者的广

泛关注&
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*本研究拟通过建立新生期反复惊厥大鼠模型#观察

反复惊厥发作后
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和
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的表达及其与细胞凋亡的

关系#探讨线粒体损伤在发育期反复惊厥脑损伤中的意义*
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方法
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新生期大鼠反复惊厥模型的建立
!

采用三氟乙醚按照

田甜等&
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'的方法致反复惊厥#使惊厥持续
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(每天诱导
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惊厥组相同*

D&E&E

!

标本的制备和取材
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取对照组和反复惊厥后
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)
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大鼠各
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只#
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水合氯醛麻醉后心脏取血#并立即断头#

冰上取一侧海马
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%检测
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表达水平(另一半脑组织立即置于
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的多

聚甲醛中固定#用于制作石蜡标本进行苏木精
.

伊红$
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%)原

位末端标记法$
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%染色(取出的血液静置
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后
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C#,

离心
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#取上清液#分装于
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管中#立即置

于
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保存备用#以酶联免疫吸附试验$
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%检测
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水平*
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法检测细胞凋亡
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取
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多聚甲醛溶液中固

定
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周以上的脑组织#常规脱水)透明)浸蜡)包埋#切片#脱蜡#
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法检测细胞凋亡*操作过程按凋亡试剂盒说明书进

行#在高倍视野下$
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个不同的视野#计算各个视野的
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出
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保存标本#常温解冻#所有标本均为同批测定*各项

操作严格按试剂盒说明进行#每份标本重复
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次#取其均值*

结果基于每次
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标准溶液实验的线形校正曲线计算#

所得数据以每微克
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所含的
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法检测
:

=
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的表达
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参照
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试

剂说明书#提取海马的总
769

并逆转录
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*
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用
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探针法*
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反应用
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作为内

参#反应条件!
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预变性
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#

(0\

变性
$2+

#
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退火延

伸
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#循环
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次*绘制扩增曲线#反应结束后得到各反应

管的循环阈值$
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%#将目的基因
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的
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的
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的
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值#即

#
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基因相对表达量以
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:E表示*
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统计学处理
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应用
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软件行统计学分析#计量

资料以
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表示#组间比较采用单因素方差分析#相关性分析

采用
3BI>+",

相关分析#以
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为差异有统计学意义*
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结
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果

E&D
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凋亡细胞
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染色及计数结果
!

海马
:9$

区#对照

组少见
4f65W

阳性细胞#细胞核呈深染棕褐色$图
$9

%#惊厥

组末次惊厥后
'F

凋亡细胞开始明显表达#高峰表达主要出现

于末次惊厥后
10F

$图
$8

%#末次惊厥后
0/F

可见阳性细胞开

始衰减*惊厥组末次惊厥后
'

)

10

)

0/F

凋亡细胞数均高于对

照组#差异均有统计学意义$均
!
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%&%$

%#见表
$

*

!!

9

!对照组(

8

!惊厥组末次惊厥后
10F

*

图
$

!!

大鼠海马
:9$

区
4f65W

染色

凋亡细胞表达%

_0%%

&

E&E
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血清
/.?R.![

水平的动态变化
!

与对照组相比#惊厥组

血清
/.?R.![

水平在末次惊厥发作后
'

)

10
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均升高$

!
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或
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%(其中末次惊厥后
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增高最明显#见表
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*
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E:C769

表达水平的动态变化
!

与对照组相比#惊厥

组大鼠
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E:

表达在末次惊厥后
'F

升高#持续至惊厥发作后

10F

$

!

$

%&%$

%#在惊厥发作后
0/F

下降至正常水平#见表
$

*

表
$
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新生期大鼠反复惊厥后不同时间点细胞凋亡情况及
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的表达%
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#与对照组比较*
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相关性分析
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血清
/.?R.![

水平及
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E:C769

表达

水平均与凋亡细胞数呈正相关$

:

值分别为
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值

分别为
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讨
!!

论
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研究表明#细胞凋亡是反复惊厥发作后脑损伤的主要形

式&

2

'

*在细胞凋亡的死亡受体)内质网信号和线粒体信号
'

条

途径中#线粒体途径是中枢神经系统疾病较重要的细胞凋亡

途径&

)

'

*

线粒体既是能量代谢和细胞呼吸的重要场所#更是细胞凋

亡的中心&

-

'

*而
:

=

E:

是线粒体电子传递链的重要组成部分#

其既参与线粒体能量代谢#当其释放到细胞质中又直接参与细

胞凋亡的调节*大量实验研究发现
:

=

E:

从线粒体释放到细

胞质是多种细胞凋亡的共同表现#在细胞凋亡过程中起关键作

用#敲除
:

=

E:

基因的细胞能对刺激因素诱导的凋亡具有明显

的耐受性&

/

'

*已有研究表明#癫痫发作后
6.

甲基
.;

天冬氨酸

$

6S;9

%受体激活#钙超载)活性氧等可引起线粒体的通透性

转运孔开放#

:

=

E:

释放至细胞质&

(

'

*

:

=

E:

与凋亡蛋白活化因

子
.$

$

9

<

IO.$

%及天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶$

:I+

<

I+B

%

.(

形成
:

=

E:

"

9

<

IO.$

"

:I+

<

I+B.(

复合体#作用于下游的
:I+

<

I+B.

'

#从而诱发细胞凋亡&

$%

'

*本研究发现#

:

=

E:

在反复惊厥发作

后海马组织中表达量明显增加#并在
'F

时呈现出明显表达#

持续至惊厥发作后
10F

*结合本课题组前期对反复惊厥后

:I+

<

I+B.'

表达变化在
$1F

出现峰值的研究结果发现&

$$

'

#

:

=

E:

从线粒体中释放后#可进一步激活下游的
:I+

<

I+B.'

级联反应

诱导细胞凋亡(本研究
4f65W

法亦显示在惊厥发作后
10F

海马
:9$

区细胞凋亡达到高峰#

:

=

E:

和凋亡细胞数呈正相

关#进一步说明
:

=

E:

与细胞凋亡有关*但末次惊厥发作后
0/

F:

=

E:

已经回落到正常水平#而细胞凋亡仍有轻度升高#提示

:

=

E:

增高后通过
:I+

<

I+B.'

级联反应等机制才能诱导细胞凋

亡的发生#存在一定的后续效应#进一步支持上述观点*

氧化应激是导致惊厥发作后脑损伤的重要途径#在动物实

验及人体内都证实#惊厥发作后氧化应激与惊厥发作后细胞凋

亡有关&

$1.$'

'

*在机体内存在氧化和抗氧化两大系统#大量的

实验证实#在惊厥发作后该系统失衡#氧化系统被激活#抗氧化

物酶活性降低#脑防御氧自由基功能受损或降低#机体的总抗

氧化能力下降#活性氧产生过多和聚集#进一步诱导细胞凋

亡&

$0

'

*

;69

损伤是氧化损伤的重要表现之一&

1

'

#线粒体

;69

是
;69

的重要组成部分#在机体内发挥重要功能*当

(%(0
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年
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02

卷第
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期



机体受到外界刺激时#

;69

链上鸟嘌呤
[

被氧化为
/.?R.

![

#可导致基因发生
[

&

4

突变#

/.?R.![

的部位还易发生碱

基脱落和
;69

链断裂*因此#检测
;69

氧化损伤产物
/.

?R.![

表达#将为探讨
;69

氧化损伤与反复惊厥后脑损伤

发生的关系提供生物标志&

$2

'

*本实验研究显示#反复惊厥发

作后
/.?R.![

持续增高至惊厥发作后
0/F

#提示在反复惊厥

发作后存在
;69

损伤*

/.?R.![

与细胞凋亡的相关性分析

显示#二者之间呈正相关#但
/.?R.![

先于细胞凋亡下降#提

示
;69

损伤后可能通过一系列的机制才能进一步导致细胞

凋亡的发生#与
]#K

等&

$)

'的研究结果相似*

综上所述#新生期反复惊厥后存在细胞凋亡#线粒体途径

在细胞凋亡过程中发挥重要作用*线粒体损伤及可能的修复

途径是一个非常复杂的过程#涉及众多因子的参与#还待更进

一步的深入研究#从而为治疗发育期惊厥性脑损伤提供新的思

路和治疗靶点*
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