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大鼠海马中脂蛋白脂酶表达的动态观察
及其对维生素 U含量的影响

石璇%姚宝珍%刘丹

!武汉大学人民医院儿科"湖北 武汉%<=$$$$#

%%!摘%要"%目的% 研究大鼠癫
#

模型海马中脂蛋白脂酶'5(/+/3+,-() 5(/2J-$Y0Y(表达的变化规律$探讨 Y0Y

在癫
#

持续状态'J,2,KJ-/(5-/,(LKJ(后对维生素^含量的影响% 方法% 采用匹罗卡品'0?Yd(腹腔注射法建立癫
#

大鼠模型$免疫荧光方法观察癫
#

损伤后不同时间点海马中Y0Y的表达$比色法测量海马中维生素 '̂4(,̂ (的含

量% 结果% 免疫荧光发现正常组和癫
#

组海马中均有Y0Y表达$且大鼠癫
#

持续状态后 "< '海马区Y0Y表达开

始增加'<Z$6$#($ = 1达高峰'<Z$6$!($以后逐渐下降$C 1时仍维持较高水平$ !< 1后基本恢复正常% 大鼠癫
#

持续状态后 !" '海马4(,̂ 含量开始迅速降低$且明显低于正常 '<Z$6$!($于 "< '达到低谷'<Z$6$!($= [C 1 逐

渐升高$但仍显著低于正常'<Z$6$#($!< 1后基本恢复正常% 结论% Y0Y在癫
#

大鼠模型海马中表达上调$代偿性

加速对4(,̂ 的摄取$从而可能对
#

性发作后氧化应激机制产生影响% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&%OO &%Q#"

!关%键%词"%癫
#

#脂蛋白脂酶#维生素 #̂ 大鼠

!中图分类号"%>;==%%!文献标识码"%H%%!文章编号"%!$$B ;BB=$'"$!$($# ;$=CC ;$#

S*7A75A32*+)*7-622\75266*A+*+3929*77A,-/746-+.*362112,36A+?*3-/*+U)2?2)6

*+5-368*3927*)276F

@".I/&'$ 3)*T&:E1A5'$ -.0%&'4%56&7895'8:;<5=,&87,>?$ <5:6D5P?":?6,8&D:;J/A&' 0',F57?,8G$ J/A&' <=$$$$$

!A,'& '3&:TE1$ #9&,D)GG=8CBF"=I!F=4>:9(

%%<:635-,3) =:>2,3*?2%G+()P-J,(M2,-,'-19)2.(LL'2)M-J+N5(/+/3+,-() 5(/2J-'Y0Y( -b/3-JJ(+) () ,'-'(//+L2./KJ

+N-/(5-/,(L32,J2)1 ,+J,K19(,J-NN-L,+) P(,2.() ^5-P-5J() 32,JN+55+Q()MJ,2,KJ-/(5-/,(LKJ'R (̂6@239A.6%>2,.+1-5+N

R^Q2J()1KL-1 O9(),32/-3(,+)-25()S-L,(+) +N/(5+L23/()-6G'-32,J3-L-(P()M2) ()S-L,(+) +N)+3.25J25()-Q-3-KJ-1 2J2

L+),3+5M3+K/6G'--b/3-JJ(+) +NY0Y() ,'-'(//+L2./25,(JJK-Q2J1-,-3.()-1 KJ()M(..K)+N5K+3-JL-),.-,'+1J2)1 ,'-

5-P-5+NP(,2.() ^Q2J-b2.()-1 O9,'-L+5+3.-3(L.-,'+1 !" '3J$ "< '3J$ = 129J$ C 129J2)1 !< 129J2N,-3R 6̂B264)36%

Y0YQ2J-b/3-JJ-1 () ,'-L+),3+52)1 R^M3+K/J6?) ,'-R^M3+K/$ ,'-Y0Y-b/3-JJ(+) O-M2) ,+()L3-2J-"< '32N,-3R^

'<Z$6$#($ 3-2L'-1 2/-2X = 129J2N,-3R^'<Z$6$!($ 2)1 X-/,2,2'(M' 5-P-5C 129J2N,-3R^'<Z$6$!(6e9!<

129J$ ,'-Y0Y-b/3-JJ(+) Q2J3-1KL-1 ,+,'-5-P-5J(.(523,+,'-L+),3+5M3+K/6G'-5-P-5+NP(,2.() ^O-M2) ,+1-L5()-!"

'3J2N,-3R^'<Z$6$!($ 2)1 1-L3-2J-1 ,+2)21(3"< '3J2N,-3R^'<Z$6$!(6H,= 2)1 C 129J2N,-3R $̂ ,'-5-P-5J+N

P(,2.() ^Q-3-J,(55J(M)(N(L2),595+Q-3,'2) ,'-L+),3+5J'<Z$6$#(6e9!< 129J$ ,'-P(,2.() ^5-P-5()L3-2J-1 ,+,'-5-P-5

J(.(523,+,'-L+),3+5M3+K/6(A+,)46*A+6%G'-+P-3W-b/3-JJ(+) +NY0Y() ,'-'(//+L2./KJ.29/5292) (./+3,2),3+5-()

,'-+b(12,(P-J,3-JJ.-L'2)(J.JN+55+Q()MR^O93-MK52,()M,'-K/,2X-+NP(,2.() 6̂

!(9*+C (A+32/7D2.*-35$ !"#"$ #! '$()%OO &%Q#"

%%E2F 8A5.6)% /̂(5-/J9# Y(/+/3+,-() 5(/2J-# 4(,2.() #̂ >2,J

%%癫
#

'-/(5-/J9(是大脑兴奋性和抑制性神经递

质失衡导致的脑神经元异常放电的神经系统疾病$

具有起病突然$反复发作$持续时间较短$但有时可

呈癫
#

持续状态'J,2,KJ-/(5-/,(LKJ$R (̂等特征!!"

%

癫
#

发作$尤其是 R^可造成持久的脑损伤$认知能

力受损和癫
#

易感性增加等!""

$其机制错综复杂$

但近年来众多研究均证明氧化应激 '+b(12,(P-

J,3-JJ(在癫
#

的病理改变中起着重要作用% 脂蛋白

脂酶'5(/+/3+,-() 5(/2J-$Y0Y(是甘油三酯降解为甘

油和游离脂肪酸反应的限速酶!="

% 现有研究表明$

Y0Y在脑部和周围神经系统有丰富的表达$在神经

系统中具有至关重要的作用!<W#"

$并参与多种神经系

统疾病的发生以及演变过程!<$FWC"

% 此外还有实验

表明$Y0Y能维持维生素 '̂4(,̂ (的代谢平衡$从

&CC=&
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而提示该酶具有潜在的抗氧化应激损伤的作用!B"

%

Y0Y与癫
#

发作后的病理改变有何明确联系$迄今

尚无相关报道% 本研究通过观察大鼠正常情况下和

R^后不同时间点海马中 Y0Y的表达及 4(,̂ 含量

的变化$探讨 Y0Y在癫
#

持续状态后氧化应激过程

中可能发挥的作用%

#G材料与方法

#6#G实验分组及模型制作

健康成年 R/32MK-W@2Q5-9雄性大鼠 C" 只'由武

汉大学中南医院实验动物研中心提供($体重 ""$ [

"B$ M$置于温暖*安静*避强光的环境分笼饲养

<B '$允许其自由活动和进食$注意避免特异性应激

反应的发生% 随机将其分为 F 组$即生理盐水对照

'7R(组*R^后 !" ' *"< '*= 1*C 1*和 !< 1组$每组

!" 只% 造模步骤)腹腔注射匹罗卡品 '0?Yd(

=#$ .MEXM$并于注射0?Yd前 =$ .() 腹腔注入氢溴

酸东莨菪碱5.MEXM$以拮抗其外周胆碱能反应% 致

#

处理后按>2L()-

!:"标准$将大鼠癫
#

发作的程度

分为 # 级判定% $ 级)无任何发作迹象#?级)咀嚼*

眨眼*立须等面部肌肉的抽搐#

-

级)以点头运动为

主的颈部肌肉的抽搐#???级)单侧前肢的阵挛*抽

搐#?4级)双侧前肢阵挛*抽搐伴身体立起#4级)双

侧后肢强直*身体背曲强直*跌倒$达到???W4级并持

续 =$ .() 以上为 R $̂可认为 0?Yd模型制作成功$

归入模型组% 如观察 F$ .()$大鼠无反应可再注射

0?Yd! 次% 当大鼠 R^持续 = '$或濒死时腹腔注射

安定 < .MEXM$以终止发作% 凡 R^持续时间未达到

预定要求或中途死亡者均从本研究中排除% 7R 组)

用等量生理盐水代替0?Yd注射$余处理同上%

#6!G行为学观察

参考>2L()-标准于每日上午 :v$$ [!$v$$ 观

察大鼠腹腔注射后行为$评定癫
#

发作级别$并于温

暖*安静*避强光的环境中观察 ! '$记录自发性抽搐

的次数%

#6%G标本采集

将各组造模成功的大鼠中随机选取一半$于上

述时间点以 !$D水合氯醛 '<$$ .MEXM(腹腔注射

麻醉$迅速开胸经动脉插管$先以 !$$ .Y生理盐水

洗去血液$随后用 < m含 < D多聚甲醛的0eR 溶液

先快后慢灌流固定 " '$取脑置于 <m "$D蔗糖中直

至沉底% 自海马平面于冰冻切片机连续冠状切片

'厚 !#

%

.( $隔 < 取 !$置于置于 ;B$ m冰箱保存

备用% 其余大鼠则在麻醉之后迅速断头取脑$无菌

操作分离双侧海马$将海马置于;B$ m冰箱保存%

#6JG免疫荧光染色

切片用 #$D冷丙酮'乙醇v丙酮 _!v!( <m固

定 !# .()#0eR 洗 = .() a" 次$=D双氧水封闭

!# .()# 0eR洗 = .() a" 次$加入一抗'兔抗 Y0Y$

!v!$$$RH7GH&>Ui($<m过夜#室温复温 "$ .()$

0eR洗 # .() a= 次#加入二抗' ?̀G&抗兔荧光二

抗$R?h8H($室温孵育 #$ .()# 0eR洗 #.() a= 次#

T+-L'J,染核 = .()$水洗#荧光封片剂封片后$立即

荧光显微镜下显影照相#每只大鼠选取海马水平最

大平面切片 # 张$在光学显微镜下观察*拍照得到图

像$应用?.2M-W03+05KJF6$ 图像处理分析软件对图

像进行数字化分析$Y0Y免疫产物表达强度以累积

光密度值'(),-M32,-1 +/,(L251-)J(,9$?d@( 表示$?d@

值与阳性产物的含量成正比%

#H$G海马中W*3U含量的测定

先准确称取待测海马的重量$按质量比 !v: 加

入组 织 匀 浆 介 质 制 备 成 !$D 的 组 织 匀 浆$

= $$$ 转E.()离心 !$ .()$取组织匀浆上清液$比色

法测定海马中 4(,̂ 的吸光度$根据其吸光度大小

计算出标本中的4(,̂ 含量% 具体操作步骤严格按

试剂盒说明书'南京建成生物公司(进行%

#6'G数据处理和统计分析

所有实验数据以均数 \标准差'H\?(表示$采

用 R0RR !=6$ 统计软件作统计处理$两样本均数比

较采用 R,K1-),nJ8检验$多个样本均数比较采用单

因素方差分析$<Z$6$# 表示为差异有统计学意义%

!G结果

!H#G行为学观察

大鼠在腹腔注射 0?Yd# ["$ .() 后$出现立

毛*流涎*颤抖及流血泪$同时或先后出现刻板行为)

凝视不动或咀嚼*吸鼻加强并伴眨眼*面肌痉挛*点

头*湿狗样震颤*反复头颈上仰$最后出现反复前肢

阵挛*伴直立*跌倒*失去体位控制或在笼内上下翻

跳及狂奔% 在腹腔注射 0?Yd的 F$ 只大鼠中$" 只

没有发作$ # 只为?[

-

级发作$其余 #= 只大鼠均进

展为 R '̂R^!"'组 !! 只$R^"<' 组 !" 只$ R^=1*

R^C1*R^!<1 组各 !$ 只($其中 # 只死亡'R^!"'

组 ! 只$R^"<' 组*R^=1 组各 " 只( $每次发作持

续约 =$ [:$ J$连续 # ["< '$% 7R组安静*温顺$亦

无大鼠死亡%

!6!G免疫荧光检测结果

各组大鼠海马结构中可见绿色荧光$说明均有

&BC=&
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Y0Y表达$并主要于海马&H!*&H= 区锥体细胞层和

海马齿状回颗粒细胞层呈簇状分布'图 ! [图 "($

其中7R 组海马 &H!*&H= 区和海马齿状回中的荧

光最弱$其Y0Y免疫产物的 ?d@值低$提示正常情

况下Y0Y于大鼠海马结构中仅有轻微表达% R^后

!" ' $上述区域仍仅可见较弱的荧光$其 Y0Y免疫

产物的 ?d@值与 7R 组比较差异均无统计学意义

'<l$6$#(% R^后"< '$大鼠海马中&H!*&H= 区以

及海马齿状回结构中的 Y0Y反应产物的 ?d@值开

始较7R组增多 '<Z$6$#($说明Y0Y开始上调#R^

后= 1$ 上述区域的 Y0Y反应产物的 ?d@值达高峰

'<Z$6$!($该时间点Y0Y表达最为强烈$以后逐渐

下降$R^后 C 1时&H!*&H= 区和海马齿状回中Y0Y

反应产物的?d@值仍然明显高于7R 组的相同区域

'<Z$6$!($R^后 !< 1 Y0Y反应产物的?d@值基本

恢复正常$与 7R 组比较差异无统计学意义 '<l

$6$#(%各组海马 Y0Y免疫反应产物 ?d@值的结果

以及变化规律见表 !%

%%图 #G海马(<# 区SDS免疫荧光图' a"$$(%

<为7R组#T[̂ 分别为 R !̂"'$R "̂<'$R =̂1$R Ĉ1及 R !̂<1组% 7R

组*R !̂"'组和 R !̂<1组&H! 锥体细胞层的荧光强度较弱$而 R "̂<'*R =̂1及 R Ĉ1组&H! 锥体细胞层发出较强的绿色荧光% 箭

头所指为Y0Y阳性表达区%

%%图 !G(<% 及齿状回SDS免疫荧光图' a"$$(%

H为7R组# e[̀ 分别为 R !̂"'$R^"<'$R^=1$R^C1 及 R^!<1 组%

7R组*R !̂"'组和 R !̂<1 &H= 区锥体细胞层及齿状回颗粒细胞层的荧光强度较弱#而 R "̂<'$ R =̂1及 R Ĉ1组&H= 区锥体细胞

层及齿状回颗粒细胞层发出较强的绿色荧光% 箭头所指为Y0Y阳性表达区%

&:C=&
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表 #G各时间点海马SDS免疫荧光强度G

'H\?(

分组 &H! &H= 及齿状回

7R %#B< \C$ ! <$B \"B#

R !̂"' %C$B \!$F ! #BB \"$=

R "̂<'

%B"" \:F

2

! CF$ \"=F

2

R =̂1

! ="F \!=B

O

" BFF \!F=

O

R Ĉ1

%B"# \F#

O

! :!! \":C

O

R !̂<1 %F!F \FC ! #=< \!<!

%%与7R组相比2)<Z$6$#$ O)<Z$6$!%

!H%G海马中W*3U的含量

大鼠 R^后 !" '$海马 4(,̂ 含量迅速降低$为

F6!: \!6$:

%

MEM$低于正常组的 :6C$ \!6"B

%

MEM$

差异有统计学意义 '<Z$6$!($ R^后 "< ' 达到

<6=: \!6!$

%

MEM$为最低值% R^后 = [C 1开始逐渐

缓慢升高$= 1及 C 1 海马中4(,̂ 含量分别为 B6$! \

$6FC和 B6"C \!6#!

%

MEM$仍低于7R 组$差异有统计

学意义'<Z$6$#(% R^后 !< 1 &H!*&H= 区及齿状

回的4(,̂ 含量分别为 F!#6B \FF6F 和 ! #=<6= \

!<!6<

%

MEM$基本恢复正常'<l$6$#(%

%G讨论

Y0Y的发现可以追溯到 !:<= 年!="

$后来证实它

是一种糖蛋白$是甘油三酯 'Gh(降解为甘油和游离

脂肪酸'`̀H(反应的限速酶$在神经系统中具有重

要的生理功能$涉及到多种神经系统疾病的发生及

演变% 既往有学者用原位杂交技术证实!<"

$ Y0Y

.>7H在大鼠海马结构中有丰富的表达$其中以

&H!*&H" 和&H= 区锥体细胞层为甚$齿状回颗粒细

胞层次之$小神经胶质细胞和毛细血管内皮也有少

量分布% 本研究结果发现Y0Y在对照组及癫
#

组大

鼠海马神经元胞质内均有分布$以锥体细胞层和齿

状回颗粒细胞层尤为明显$与上述研究结果基本一

致% 本研究发现$R^后大鼠海马中 Y0Y?d@值普遍

升高$特别是 R^状态后 = [C 1 在海马 &H!*&H= 区

锥体细胞层和海马齿状回颗粒细胞层$?d@值的升

高与对照组比较差异有统计学意义% 海马齿状回颗

粒细胞是海马接受外部兴奋的主要部位$在
#

性损

伤后由于门区大量神经元和 &H= 区锥体细胞死亡$

齿状回内分子层失神经传入$同时颗粒细胞也失去

投射靶$苔藓纤维芽生侧枝便进入颗粒体层*齿状回

内分子层以及 &H= 区始层$重建海马神经网络!!$"

%

因此$海马是癫
#

发作敏感的脑区$而齿状回颗粒细

胞以及海马锥体细胞对兴奋性氨基酸的兴奋毒性损

害也比海马其他区域更加敏感$由此推测 R^后大鼠

海马中Y0Y免疫荧光强度在锥体细胞层和齿状回颗

粒细胞层普遍升高是由于 Y0Y表达增加所致$而并

非锥体细胞和颗粒细胞数量的增多% 本研究结果发

现$大鼠 R^后Y0Y在海马上述区域的表达比海马其

他区域更加强烈$从而证实了上述推测%

癫
#

发作所造成的脑损伤一直是临床上有待解

决的问题$ 近年来氧化应激造成的继发性损伤学说

正逐渐引起人们的重视!!!"

% 已有证据表明$大量自

由基的产生是癫
#

发生过程中导致脑损伤的重要因

素% 癫
#

发作的核心是脑内神经元的超兴奋性% 作

为主要的兴奋性氨基酸谷氨酸及其78@H受体的功

能异常参与了癫
#

的致病过程% 癫
#

发作后谷氨酸

释放增多$78@H受体过度激活$细胞外的 &2

" ]内

流$激活胞浆内多种 &2

" ]依赖酶$如一氧化氮合酶

'7dR(的活化$导致细胞膜功能失调$引起膜的电生

理紊乱$增加癫
#

易感性!!""

% 4(,̂ 是一种脂溶性维

生素$是良好的抗氧化剂$可清除氧自由基$阻断脂

质过氧化$稳定细胞膜$保护神经细胞和线粒体免受

自由基损害% 目前已有临床资料和动物实验表明$

4(,̂ 能降低癫
#

发作后氧化应激对脑组织造成的

伤害!!="

$亦可防治抗癫
#

药物所致的周围神经损

伤!!<"

$有望成为抗癫
#

药物的辅助治疗!!#"

% 本研究

中大鼠 R^后 !" '$海马中4(,̂ 含量迅速降低$"< '

达到最低谷$在 R^后 = [C 1 逐渐缓慢回升$但仍显

著低于对照组% 推测是由于
#

性损伤后大鼠脑组织

处于缺氧状态$神经细胞过度兴奋而产生大量自由

基$同时正常呼吸链失代偿$从而脑组织出于自我的

保护和修复而消耗组织内大量的 4(,̂ 来对抗氧化

应激所造成的损伤% R^!< 1后大鼠进入慢性期$4(,

^的含量也基本恢复正常%

研究发现$Y0Y基因缺陷小鼠海马内4(,̂ 的含

量明显低于正常小鼠$证明 Y0Y有利于细胞膜转运

摄取4(,̂ $对维持4(,̂ 的代谢平衡有重大作用!B"

%

本研究发现大鼠 R^后 !" '$ 尽管海马中 Y0Y的表

达尚未发生变化$4(,̂ 含量却开始迅速降低$当 R^

后 "< ' 4(,̂ 含量达到低谷时$Y0Y的?d@值开始升

高$提示Y0Y表达开始上调% R^后 = 1 Y0Y的 ?d@

值达到高峰$之后则成下降趋势$而 4(,̂ 却随着逐

渐升高$!< 1 Y0Y的 ?d@值回落至正常$4(,̂ 也基

本恢复正常% R^后 !" '和 = 1 Y0Y的表达与 4(,̂

含量的变化相背离的现象与文献报道的Y0Y表达变

化与4(,̂ 含量变化呈正相关这一现象不一致!B"

$可

能是由于
#

性发作后脑组织处于氧化应激状态$随

着自由基大量生成$细胞膜脂质过氧化$脑组织中的

4(,̂ 被大量消耗$为了加速细胞膜对外周 4(,̂ 的

&$B=&
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摄取来对抗氧化应激所致的脑损伤$Y0Y的表达代

偿性的增强% R^!< 1 后大鼠进入慢性期$4(,̂ 消

耗量逐渐减少$4(,̂ 代谢处于平衡$Y0Y的表达也

随之恢复正常水平%

有研究认为Y0Y具有抗氧化和加重氧化损伤双

重作用$在脑组织遭受慢性氧化应激时可能会加重

大脑损害$而急性损伤造成的短暂或轻度氧化应激

则可能起保护作用$根据不同的病理过程而定!!F"

%

本研究仅从Y0Y表达与 4(,̂ 含量的变化关系来探

讨该酶对
#

性损伤后氧化应激过程的影响$但其在

癫
#

损伤中的具体作用还有待继续研究%

综上所述$本研究显示大鼠在
#

性损伤后海马

中Y0Y表达普遍增强$表达的强度随时间而变化$并

推测
#

性损伤后脑组织可能通过上调Y0Y来代偿性

加速细胞膜对抗氧化因子4(,̂ 的摄取$从而对抗氧

化应激所致的脑损伤%
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