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%%!摘%要"%目的%研究大鼠反复高热惊厥' R̀(后脑源性神经营养因子'e@7̀ (的改变及神经细胞凋亡情况%

方法%#! 只雄性 R@大鼠按随机数字法随机分为正常对照组'7&组($高热对照组'T&组(和高热惊厥组' R̀

组($热水浴法建立 R̀模型% 酶联免疫吸附试验' Ŷ?RH(测定海马匀浆中e@7̀ 水平$免疫组化法检测e@7̀ 在脑

组织各区的表达$原位末端标记法'GU7̂ Y(检测脑组织细胞凋亡$统计学处理采用 R0RR!=6$ 统计学软件处理% 结

果% Ŷ?RH法测得的 R̀组海马e@7̀ 水平'B:6: \!"6# )MEM(明显高于7&组'#<6< \!B6: )MEM(和 T&组'F<6!

\!#6$ )MEM('<Z$6$!($ R̀组各脑区e@7̀ 阳性神经元d@值亦明显高于7&组和T&组'<Z$6$!(# R̀ 组脑组

织各区凋亡指数'H?(均明显高于7&组与T&组'<Z$6$!($且脑组织各区细胞凋亡程度与 e@7̀ 在脑组织各区

的表达呈正相关'7_$6=="$<Z$6$#(% 结论% 反复 R̀后大鼠脑内e@7̀ 表达明显增加$并且与神经细胞的凋亡

相关% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&%Q! &%Q$"

!关%键%词"%高热惊厥#脑源性神经营养因子#凋亡#大鼠

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

U\75266*A+A1:5-*+;.25*?2.+245A35A79*,1-,3A5-+.-7A73A6*6*+392:5-*+A15-36

8*395272-32.12:5*)262*̀4526

3)$I,/E(5,$ -.2/&'BEV,&'4%56&7895'8:;$5/7:D:BG$ 3/G,'B !A,D=75'P?":?6,8&D);;,D,&85= 8:J5'OA:/ (5=,>&D!:DE

D5B5$ J5'OA:/$ 1A5C,&'B ="#$"C$ !A,'& ' -,2EV$ #9&,D) >'MOD,::I ?,'&4>:9(

%%<:635-,3) =:>2,3*?2%G+J,K19,'-L'2)M-J+NO32()W1-3(P-1 )-K3+,3+/'(LN2L,+3'e@7̀ ( N+55+Q()M3-/-2,-1 N-O3(5-

J-(cK3-J() 32,J2)1 (,J/+JJ(O5-L+33-52,(+) Q(,' )-K3+L9,-2/+/,+J(J6@239A.6% (̀N,9W+)-.25-R/32MK-W@2Q5-9'R@( 32,J

Q-3-32)1+.592JJ(M)-1 ,+,'3--M3+K/J) )+3.25L+),3+5'' _!<($ N-O3(5-J-(cK3-' R̀$ ' _!B($ '9/-3,'-3.(225+)-'' _

!:(6̀ -O3(5-J-(cK3-JQ-3-()1KL-1 O9'+,Q2,-3O2,'6G'-5-P-5+Ne@7̀ () ,'-'(//+L2./25'+.+M-)2,-Q2J.-2JK3-1

KJ()M̂ Y?RH2)1 ,'--b/3-JJ(+) +Ne@7̀ () P23(+KJO32() 3-M(+)JQ2J.-2JK3-1 O9(..K)+'(J,+L'-.(J,396G'-)-K3+L9,-

2/+/,+J(J+N,'-O32() Q2J1-,-3.()-1 O9G1GW.-1(2,-1 O(+,()952,-1W1UG0)(LX -)1 52O5()M'GU7̂ Y(6B264)36%G'-5-P-5

+Ne@7̀ () ,'-'(//+L2./KJ() ,'-̀ R M3+K/'B:6: \!"6# )MEM(Q2J'(M'-3,'2) ,'2,() ,'-)+3.25L+),3+5M3+K/'#<6< \

!B6: )MEM(2)1 () ,'-'9/-3,'-3.(225+)-M3+K/ 'F<6! \!#6$ )MEM( '<Z$6$!(6G'-d@P25K-+Ne@7̀ /+J(,(P-

)-K3+)J() P23(+KJO32() 3-M(+)J+N,'-̀ R M3+K/ Q2JJ(M)(N(L2),59'(M'-3,'2) ,'2,+N,'-)+3.25L+),3+5M3+K/ '<Z$6$!(

2)1 ,'-'9/-3,'-3.(225+)-M3+K/ '<Z$6$!(6G'- R̀ M3+K/ '21 J(M)(N(L2),59'(M'-32/+/,+,(L()1-b() P23(+KJO32()

3-M(+)J,'2) ,'-)+3.25L+),3+52)1 ,'-'9/-3,'-3.(225+)-M3+K/J'<Z$6$!(6G'-3-Q2J2/+J(,(P-L+33-52,(+) O-,Q--)

,'--b/3-JJ(+) +Ne@7̀ 2)1 ,'-2/+/,+,(L()1-b() P23(+KJO32() 3-M(+)J'7_$6=="$ <Z$6$#(6(A+,)46*A+6%e@7̀

-b/3-JJ(+) () ,'-O32() ()L3-2J-JN+55+Q()M3-/-2,-1 N-O3(5-J-(cK3-J() 32,J$ 2)1 ,'-()L3-2J-1 e@7̀ -b/3-JJ(+) (J

L+33-52,-1 Q(,' )-K3+L9,-2/+/,+J(J6 !(9*+C (A+32/7D2.*-35$ !"#"$ #! '$()%Q! &%Q$"

%%E2F 8A5.6)% -̀O3(5-J-(cK3-# e32()W1-3(P-1 )-K3+,3+/'(LN2L,+3# H/+/,+J(J# >2,J

%%脑源性神经营养因子' O32()W1-3(P-1 )-K3+,3+W

/'(LN2L,+3$e@7̀ (是神经营养因子 ' )-K3+,3+/'(L

N2L,+3$7G̀(家族成员$广泛存在于脑组织% 研究发

现$e@7̀不仅对脑细胞的生长*发育*分化*成活和

成熟起着至关重要的作用!!"

$且在惊厥性脑损伤中

通过抗凋亡作用起到内源性的保护作用!""

% 但

e@7̀在高热惊厥'N-O3(5-J-(cK3-$ R̀(中研究报道少

见% 本研究拟通过热水浴建立大鼠 R̀模型$利用酶

联免疫吸附试验' Ŷ?RH(与免疫组化法检测大鼠脑

内e@7̀ 表达*GU7̂ Y染色观察神经元凋亡$旨在

&"B=&
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了解反复 R̀后e@7̀ 的变化%

#G材料与方法

#6#G实验动物及模型建立

清洁级 "! 日龄雄性 R/32MK-W@2Q5-9'R@(大鼠

'上海斯莱克实验动物有限责任公司提供(#! 只$体

重 #$ [F# M% 按随机数字法分为正常对照组'7&

组$' _!< 只(*高热对照组'T&组$' _!: 只(和高

热惊厥组' R̀ 组$' _!B 只(% 将 R̀ 组大鼠放置在

'<# \$6=(m热水浴水槽'=$ L.a=$ L.a#$ L.(

内$水深以大鼠沿水槽壁站立时仅露出头部为准%

大鼠在热水中浸浴直至诱发出惊厥$惊厥发生后$立

刻转移至观察台上$即刻测量肛温$同时记录大鼠惊

厥潜伏期*惊厥持续时间及惊厥级别#每天诱发惊厥

" 次$共 !$ 次% 大鼠惊厥程度分级按照文献!="$即

$ 级)无惊厥#

3

级)面部抽动#

-

级)点头#

5

级)前

肢阵挛抽搐#

*

级)全身强直#

,

级)全身强直阵挛%

T&组建立采用'<# \$6=(m温水定时'= .()(浸浴

法$ " 次E1$共 !$ 次$出现惊厥者予剔除 T&组#记

录大鼠出水时的肛温% 7&组不作任何处理%

#6!G标本制备及检测

!6"6!%标本制备%%'!(免疫组化脑标本的制备)

各组大鼠在 R̀组末次惊厥后 "< '予 !$D水合氯醛

=6# .YEXM腹腔注射麻醉后$在无菌条件下断头$放

入冰块内$每组随机取 !$ 只$剪开头皮$剥去头顶

骨$用高温消毒的手术器械将整个脑组织拿出$在冰

盘上用滤纸吸去血液$沿大脑矢状缝垂直切取左侧

脑组织置 <D多聚甲醛固定液 <m过夜后$转移至

C#D乙醇中待做常规石蜡包埋#从视交叉处开始连

续冠状切片% '"(海马匀浆制备)钝性分离右侧脑

海马后$立即冻存管中$ ;!:Fm液氮保存$然后转移

至;B$m冰箱% 待检测时做匀浆)取每组 F 只海马

按 !v!$'AE4(加入7R$用玻璃匀浆器制成匀浆 <m

= $$$ 3/.离心 "$ .()$仔细收集上清液$分装后保

存在;B$m超低温冰箱中待测%

!6"6"% Ŷ?RH测定海马匀浆中 e@7̀ 水平%%

e@7̀ Ŷ?RH试剂盒由美国&'-.(L+)公司提供% 操

作步骤)提前 "$ .() 从冰箱内取出试剂盒$以平衡

到室温% 用双蒸水稀释浓缩洗涤液% 溶解标准品$

并按需要稀释% 海马匀浆稀释 "$ 倍% 从密封袋中

取出板条$除'GH(孔和空白孔外$加样本和标准品

!$$

%

YE孔% 敲打边缘混匀后封板$< m过夜% 用抗

体稀释液稀释生物素化 e@7̀ 单克隆抗体% 洗板

< 次$除GH孔和空白孔外$加生物素化 e@7̀ 单克

隆抗体工作液 !$$

%

YE孔$敲打边缘混匀后封板$水

平微量振荡器上室温 = '% 洗板 < 次$除GH孔和空

白孔外$加辣根过氧化物酶W酶联交合物工作液 !$$

%

YE孔$敲打边缘混匀后封板$水平微量振荡器上室

温 ! '% 洗板 < 次$加 !$$

%

Y四甲基联苯胺至各孔$

避光$室温 !# .()$向各孔加 !$$

%

Y终止液混匀后

即刻用酶标仪测量d@<#$ 值$得到相应的浓度 a"$

即为标本的浓度值%

!6"6=%e@7̀ 免疫组化检测%%按常规 R0法进

行$切片脱腊至水#以 =D T

"

d

"

室温封闭内源性过

氧化物酶#高压修复#滴加抗 e@7̀ 抗体 '美国

&'-.(L+)公司(浓度为 !v" $$$$<m冰箱过夜#滴加

二抗#@He显色% 正常山羊血清代替一抗作阴性对

照% 每张切片分别在海马齿状回 ' 1-),2,-M93KJ$

@h(*&H= 区*&H! 区及颞叶皮层'L+3,-b+N,-./+325

5+O-$&GY(随机观察 # 个不连续视野' a<$$($使用

d59./KJ自动图像采集系统进行图像采集$用 ?.2M-

/3+/5KJ#6$! 版本的专业图像分析软件进行图像分

析取其光密度'+/,(L251-)J(,9$d@(值%

!6"6<%原位末端标记法!GU7̂ Y#检测细胞凋亡%

%按试剂盒说明书进行操作$试剂盒由 >+L'-公司

提供% 主要过程包括)T

"

d

"

室温孵育#蛋白酶 f消

化#末端脱氧核苷酸转移酶'G1G(反应液 =Cm孵育

:$ .()#二氨基联苯胺'@He(显色% 实验设立不加

G1G的阴性对照% 以胞核出现棕黄色颗粒为阳性细

胞% 每张切片各选阳性细胞最集中的 # 个高倍视野

' a<$$($每个高倍视野阳性细胞数除以每个视野

的所有细胞数$取其平均数计算出凋亡指数'H?(%

#6%G统计学处理

采用 R0RR !=6$ 软件处理$数据以均数 \标准

差'H\?(表示$两组样本均数比较采用 8检验#多组

样本均数比较采用单因素方差分析$均数的两两比较

采用YR@% 两变量的相关分析采用直线相关分析%

!G实验结果

!6#G热水浴诱导大鼠惊厥模型

在实验中 R̀ 组共有 < 只死亡)第 = 次*第 F 次

惊厥发作各死亡 ! 只$第 B 次惊厥发作死亡 " 只#

T&组有 < 只出现惊厥发作)" 只发生在第 ! 次水

浴$第 < 次*第 C 次水浴各惊厥 ! 只#7&组无 ! 只发

生意外% 最后 R̀ 组剩余 !< 只$T&组剩余 !# 只$

7&组 !< 只% R̀组诱发不同程度的惊厥共 !<$ 次$

其中
-

级 < 次'"6:D($

5

级 <C 次'==6FD($

*

级

<# 次'="6"D($

,

级 << 次'=!6<D(% 平均惊厥潜

&=B=&
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伏期为 !:$6: \=B6" J#平均惊厥持续时间为:F6B \

=:6! J#惊厥时平均肛温为'<"6= \$6C(m% 大鼠死

亡率为 ""D '<E!B (% T&组发生惊厥的几率为

"!D '<E!:($其出水时的平均肛温为 ' <"6= \

$6#(m$与 R̀组大鼠惊厥时的肛温相比差异无统

计学意义'8_$6<="$ <l$6$#(%

!H!GUSIX<检测海马TLR̂ 水平的结果

= 组大鼠组间比较海马 e@7̀ 水平差异有统计

学意义'R_:6F"B$ <Z$6$#(% 其中 R̀ 组'B:6: \

!"6# )MEM(明显高于 7&组'#<6< \!B6: )MEM(和

T&组'F<6! \!#6$ )MEM( '均 <Z$6$!($T&组与

7&组比较差异无统计学意义'<l$6$#(%

!H%GTLR̂ 免疫组化结果

e@7̀ 主要表达于神经元的突起和胞浆边缘%

7&组大鼠海马 @h区*&H=*&H! 区及 &GY仅少量

细胞有e@7̀ 阳性表达# R̀ 组各脑区 e@7̀ 阳性神

经元明显增多$e@7̀ 阳性神经元d@值亦明显高于

7&组和T&组'<Z$6$!($且@h区*&H= 区 d@值

明显高于 &H! 区和 &GY$差异均有统计学意义

'均<Z$6$!(% 而T&组与 7&组 e@7̀ 阳性神经

元d@值经比较差异无统计学意义'<l$6$#(% 见

表 !*图 !%

表 #G各组大鼠脑组织各区TLR̂ 阳性细胞=L值的比较
%'H\?(

组别 鼠数 @h &H= &H! &GY

7&组 !$ $6"# \$6$" $6"! \$6$" $6!: \$6$! $6!B \$6$"

T&组 !$ $6"F \$6$" $6"= \$6$" $6"$ \$6$! $6!B \$6$!

R̀组 !$

$6=# \$6$"

2$O

$6=< \$6$"

2$O

$6=! \$6$!

2$O

$6=! \$6$"

2$O

R值 CF6!= "BC6!" !F"6C: !C<6"=

<值 Z$6$! Z$6$! Z$6$! Z$6$!

%%2)与7&组比较$<Z$6$!# O)与T&组比较$<Z$6$!%

%%图 #G% 组大鼠海马(<# 区TLR̂ 表达
'免疫组化$@Hea"$$(%<)7&组# T)T&组# () R̀组% 7&组与T&组少量细

胞有e@7̀ 表达$而 R̀组e@7̀ 阳性神经元明显增多%

!HJGM[RUS检测结果

7&组与T&组仅见 ! 至数个阳性细胞出现$而

R̀组海马 @h区*&H=*&H! 区与 &GY均出现大量

的凋亡阳性细胞$各区 H?从高到低依次为 @h区*

&H= 区*&H! 区*&GY$经比较差异均有统计学意义

'<Z$6$!(% R̀组各区H?均明显高于7&组与T&

组'<Z$6$!($但 T&组与 7&组各区 H?差异无统

计学意义'<l$6$#(% 见表 "$图 "%

表 !G各组大鼠脑组织各区<I的比较G

'H\?$D(

组别 鼠数 @h &H= &H! &GY

7&组 !$ C6: \$6B C6C \!6$ C6F \$6# C6C \$6F

T&组 !$ B6: \!6: C6C \$6: C6: \$6: B6$ \!6"

R̀组 !$

="6F \"6!

2$O

":6$ \!6"

2$O

"<6= \$6:

2$O

""6" \!6!

2$O

R值 =BC6"< C$=6!C C=!6=! =<!6$$

<值 Z$6$! Z$6$! Z$6$! Z$6$!

%%2)与7&组比较$<Z$6$!# O)与T&组比较$<Z$6$!%

%%图 !G% 组大鼠海马(<# 区M[RUS染色
'@He$ a"$$(%<)7&组# T)T&组# () R̀组% 7&组与T&组仅见! 至数个阳

性细胞出现$而 R̀组海马&H! 区出现大量的凋亡阳性细胞%

&<B=&
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!H$GTLR̂ 的表达与细胞凋亡的关系

e@7̀ 在脑组织各区的表达特点与 GU7̂ Y标

记的脑组织各区细胞凋亡程度相一致$呈正相关关

系'7_$6=="$ <Z$6$#(%

%G讨论

近年来的研究发现 R̀可造成脑损伤$并且可能

发展为颞叶癫
#

和海马硬化% 本课题组既往的动物

实验研究也证实了 R̀ 可以导致脑损伤!<"

% 本研究

GU7̂ Y染色结果表明$ R̀ 组海马各区和 &GY均出

现大量的凋亡阳性细胞$进一步证明反复 R̀发作可

导致脑神经细胞凋亡%

R̀频繁发作后$在神经元发生凋亡和坏死的同

时机体必然会启动一系列内源性的保护机制% 目前

已经发现了一些生物因子参与了惊厥性脑损伤的防

御作用$如抗氧化防御系统中的超氧化物歧化酶*谷

胱甘肽过氧化物酶*金属离子转运结合蛋白等!#WF"

%

最近研究证实$一些7G̀ 可以通过抑制凋亡起到保

护作用% 7G̀ 家族成员之一的e@7̀ 主要分布在与

惊厥敏感性密切相关的海马*杏仁核和皮质% 在神

经元内e@7̀ 主要定位于胞体和轴突!C"

% 因此有研

究认为e@7̀ 是在惊厥性脑损伤中起内源性保护作

用的主要成份$ 并得到许多研究的证实!BW:"

%

T2M('232等!!$"用匹罗卡品诱发大鼠癫
#

发作 < ' 后

即出现海马e@7̀ .>7H的高表达$且其高表达有

促进新生神经细胞增殖的作用% 王虔等!!!"采用体

外培养大鼠皮质神经元并建立低剂量短时程谷氨酸

损伤模型$以重组腺病毒分别于损伤前*后转导外源

性e@7̀ #用 A-J,-3) O5+,检测 e@7̀ 和 eL5W" 的表

达情况#用 GU7̂ Y法检测神经元凋亡的情况$结果

发现重组腺病毒于损伤前*后转导 e@7̀ 可分别使

e@7̀的表达量上升$eL5W" 的表达量上升$而细胞凋

亡率下降$提示腺病毒转导的外源性 e@7̀ 可保护

谷氨酸损伤神经元免于凋亡$诱导 eL5W" 表达增高%

上述研究结果表明e@7̀ 对惊厥脑损伤具有保护作

用% 但有关e@7̀ 在 R̀方面的研究$目前国内外尚

少见报道% 本研究发现$ R̀ 组大鼠血清和海马的

e@7̀ 水平明显增高$与 f(.等!!""的研究结果相

仿#免疫组化定位发现$ R̀ 发作后$e@7̀ 以 @h区

和&H= 区为最多$与脑组织各区细胞 H?从高到低

依次为@h区*&H= 区*&H! 区*颞叶皮层呈正相关%

因此$推测由于@h区和 &H= 区在海马结构中损伤

最严重$所以启动大量的内源性 e@7̀ 来对抗这种

损伤$e@7̀ 的升高可能是脑损伤启动的内源性保

护机制的结果% 有关e@7̀ 对惊厥脑损伤的保护作

用机制目前有人推测可能为)通过调节凋亡前蛋白

'e2b(及抗凋亡蛋白 'eL5W"(的表达抑制细胞凋

亡!!="

#对抗兴奋性氨基酸毒性损伤!!<"

#惊厥发生

后$脑组织 e@7̀ 高表达可能导致核因子
6

e活

化!!#"

$而后者在脑损伤后神经元存活的信号传导中

起关键作用$该推测有待进一步研究证实%
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