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论著·实验研究

不同增生程度星形胶质细胞对癫
!

大鼠
多药耐药基因 ＭＤＲ表达的影响

陈小聪　黄绍平　王雪莹

（西安交通大学医学院第二附属医院儿科，陕西 西安　７１０００４）

　　［摘　要］　目的　探讨星形胶质细胞增生与癫
"

大鼠多药耐药基因（ＭＤＲ）表达的关系。方法　将新生Ｓｐｒａ
ｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠大脑皮层星形胶质细胞分离、纯化并培养至第３代后，采用肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）分别作用２ｈ、
２４ｈ及４８ｈ以刺激星形胶质细胞增生。将不同增生程度的星形胶质细胞培养液分别注入到癫

"

大鼠侧脑室，用

ＰＣＲ法、免疫组化法和免疫印记法测定脑组织ＭＤＲ产物 Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）表达。结果　ＴＮＦα刺激后２ｈ胶质细
胞开始增生，２４ｈ达高峰；增生的胶质细胞培养液可使癫

"

大鼠ＭＤＲ表达上调，表达量与增生程度一致。结论　
星形胶质细胞增生可使癫

"

大鼠ＭＤＲ基因表达上调，可能参与了难治性癫
"

的形成。
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　　癫
"

是一种反复发作的神经系统疾病，其中

２０％～２５％为难治性癫
"

［１］。许多研究都认为，难

治性癫
"

与多药耐药基因（ＭＤＲ）表达上调有密切
关系［２９］。反应性胶质细胞增生、神经元丢失及苔藓

纤维出芽是癫
"

患者最重要的病理学特征，其中胶

质细胞增生、活化，并释放某些活性物质使神经元的

兴奋性提高，与癫
"

脑的兴奋性、易感性升高有着直

接而密切的关系，是癫
"

反复发作的重要诱因之

一［１０］。近年来，越来越多实验已证实星形胶质细胞

在癫
"

发病机制中起重要作用，一些研究发现难治

性癫
"

患者及试验动物脑部病灶区胶质细胞 ＭＤＲ
表达增强，提示胶质细胞与癫

"

耐药的形成有一定

相关［４７］。为进一步了解胶质细胞增生及活化程度

与ＭＤＲ表达之间的相关性，本研究利用肿瘤坏死因
子（ＴＮＦ）在体外培养基激活星形胶质细胞，使其发
生不同程度反应性增生后注入氯化锂匹鲁卡品癫
"

大鼠侧脑室，通过ＰＣＲ和免疫组织化学方法观察
ＭＤＲ基因表达情况，以期为了解难治性癫

"

耐药的

发生机制提供一些实验依据。

·８０９·
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１　材料与方法

１．１　材料
２～３ｄＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生大鼠６只（雌

雄不限）用于皮层分离，１５ｄＳＤ幼鼠８０只用于癫
"

模型制备。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清、兔抗大
鼠胶质纤维酸性蛋白（ｒａｂｂｉｔａｎｉｔｒａｔＧＦＡＰ）、异硫氰
酸荧光素标记羊抗兔二抗、兔抗大鼠 Ｐ糖蛋白（Ｐ
ｇｐ）ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）、胰蛋白酶、重组大鼠
ＴＮＦα（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）、匹鲁卡品、氯化锂、Ｈａｎｋｓ液
和ＰＢＳ液、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、ＰＣＲ及逆转录试
剂盒（ＭＢＩ公司）、琼脂糖粉（沃尔森公司）、ＥＢ（沃尔
森公司）、ＰＣＲ引物由上海三博远志公司合成等。
１．２　方法
１．２．１　大鼠脑皮质细胞的原代和传代培养及鉴定
　　参照 ＭｃＣａｒｔｈｙ等方法［１１］，大鼠冷冻麻醉消毒

后在超净台剥下皮层，结合机械分离和胰酶消化后

制备单细胞悬液接种，差速贴壁１ｈ，培养１４ｄ以后
上摇床以去除混杂细胞，细胞融合后传代，每次传代

前都经历胰酶冲洗和差速贴壁，传 ３代后利用
ＧＦＡＰＦＩＴＣ免疫荧光法对所获细胞进行鉴定。
１．２．２　ＴＮＦα干预　　将传代稳定的细胞随机分
为：ＴＮＦα组 （培养液内含终浓度为 ２ｎｇ／ｍＬ的
ＴＮＦα）；对照组（不加任何刺激物）。ＴＮＦα组又按
照孵育时间不同分为２ｈ、２４ｈ和４８ｈ组。
１．２．３　ＭＴＴ法测试ＴＮＦα对星形胶质细胞的增殖
作用　　取传代稳定的细胞，接种于９６孔板中，分
别加入ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ作用２ｈ、２４ｈ、４８ｈ后加入
ＭＴＴ作用３ｈ，在４９０ｎｍ测试吸光度，每组７孔。
１．２．４　条件培养基（ＡＣＭ）收集　　将各组星形胶
质细胞收集培养液，经直径为２２μｍ的 ＺＥＩＳＳ滤器
（ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＢｅｄｆｏｒｄ）过滤后离心（５０００ｒ／ｍｉｎ）２０ｍｉｎ，
弃去沉淀储于－８０℃备用。
１．２．５　氯化锂匹鲁卡品癫

!

大鼠模型制备及条件

培养基侧脑室注射　　生后１５ｄＳＤ幼鼠８０只，体重
４５～７０ｇ，分为对照组、２ｈ、２４ｈ和４８ｈ组（ｎ＝２０），
每组中１０只用于ＲＴＰＣＲ和免疫印迹法，另１０只用
于免疫组化。建立氯化锂匹鲁卡品癫

"

大鼠模

型［１２］参照包新民等［１３］所著大鼠脑立体定向图谱，将

大鼠头部固定在ＢＡＳ立体定向仪上，定位侧脑室，于
前囟后 １ｍｍ，旁开 ２ｍｍ进针，深度 ３．５ｍｍ，用
１μＬ的微量注射器和微量推进器以１μＬ／ｍｉｎ的速
度向侧脑室内分别注入不同增生程度星形胶质细胞

培养液１０μＬ，对照组同法注射无任何刺激条件下

的星形胶质细胞培养液１０μＬ，动物存活２ｈ后处死
进行检测。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＭＤＲ１表达　　各组取１０只
大鼠置于 －２０℃冰箱 １５ｍｉｎ后，７５％乙醇浸泡消
毒。在冰上取脑，剥切海马，置于无 ＲＮＡ酶的 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ管中，－８０℃保存。取 １００ｍｇ脑组织按照
说明书利用 Ｔｒｉｚｏｌ法进行 ｍＲＮＡ提取操作，使用
ＤＥＰＣ处理无菌水溶解 ＲＮＡ样品，紫外分光光度计
定量 ＲＮＡ浓度，提取 ＲＮＡ在 Ａ２６０／Ａ２８０值在
１．６～１．８之间。ＲＮＡ提取成功后，严格按 ＭＢＩ说
明书进行逆转录ＰＣＲ操作，成功扩增出 ｃＤＮＡ作为
ＰＣＲ模板，βａｃｔｉｎ作为对照。ＭＤＲ１、βａｃｔｉｎ引物序
列见表１。采用 ２５μＬ体系，退火温度为 ５６℃，３５
个循环。ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳，数码凝
胶图像分析系统进行图像分析，ＰＣＲ所测ＭＤＲ１的表
达值以ｍＲＮＡ的灰度值／相应βａｃｔｉｎ的灰度值表示。

表１　大鼠ＭＤＲ１和βａｃｔｉｎ引物序列

引物名称 引物序列 ＰＣＲ产物大小

ＲＭＤＲ１Ｐ１ ５′ＴＣＣＡＧＣＧＧＣＡＧＡＡＣＡＧＣＡＡＣ３′ ２３１ｂｐ
ＲＭＤＲ１Ｐ２ ５′ＧＡＧＣＡＧＣＧＴＣＡＴＴＧＧＣＡＡＧＣ３′
ＲβａｃｔｉｎＰ１ ５′ＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ３′ １４６ｂｐ
ＲβａｃｔｉｎＰ２ ５′ＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧ３′

１．２．７　免疫组织化学法检测 Ｐｇｐ表达　　各组取
１０只大鼠处死后经灌注固定取脑，恒冷箱切片，依次
加入兔抗Ｐｇｐ（１∶１０００）４℃，７２ｈ湿盒孵育，辣根标
记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２００）３７℃１ｈ，ＳＡＢＣ复合物
（１∶２００）３７℃１ｈ，ＤＡＢ显色５～１５ｍｉｎ。上述每步间
均用 ＰＢＳ充分洗涤。所有切片脱水、透明、中性树
胶封片，光镜下观察、摄片。以 ＰＢＳ缓冲液替代一
抗作阴性对照。应用彩色病理图文报告分析系统，

对各组大鼠大脑海马随机抽取的不重叠４个视野进
行分析，有棕黄色颗粒沉着者为阳性细胞，计算阳性

吸光度值。

１．２．８　免疫印迹法检测Ｐｇｐ表达　　取冻存的组
织１００ｍｇ提取总蛋白。制备 ＳＤＰＡＧＥ凝胶，加样
电泳。采用湿转法转膜，将 ＰＶＤＦ膜浸入含１０ｇ／Ｌ
的脱脂奶粉辣根过氧化物酶的 ＴＢＳＴ封闭液中，置
于水平摇床上，室温封闭 ｌｈ，然后用 ＴＢＳＴ清洗 ３
次，每次 ５ｍｉｎ。用ＴＢＳＴ配制一抗（兔抗大鼠Ｐｇｐ，
１∶４００），将ＰＶＤＦ膜的放入配好的抗体稀释液中，保
证抗体吸附面全部与液体接触，中间无气泡，４℃过
夜，ＴＢＳＴ清洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ。用 ＴＢＳＴ配制
ＨＲＰ标记的山羊抗兔二抗（工作浓度为１∶２０００）。
化学显色后将光片采用 ＢｉｏＲａｄ２０００型凝胶成像系
统扫描后，Ｐｇｐ的表达量以测定的 Ｐｇｐ的灰度值／
·９０９·
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相应的βａｃｔｉｎ的灰度值表示。
１．３　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理数据。数据以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用方差分析及
ＬＳＤ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　星形胶质细胞的纯化培养
取３次传代的细胞，接种至鼠尾胶原包被的盖

玻片上，用胶质纤维酸性蛋白抗体做免疫荧光检

测，ＧＦＡＰ阳性细胞约为（９５±２）％。
２．２　ＭＴＴ法测定

发现ＴＮＦα干预后２ｈ无明显增生，２４ｈ增生
明显，４８ｈ回落。见表２。
２．３　不同增生程度星形胶质细胞对 ＭＤＲ１表达的
影响

２．３．１　ＰＣＲ测定 ＭＤＲ１表达　　经灰度分析，
ＴＮＦα组的ＭＤＲ１较对照组表达增高，且和星形胶
质细胞的增生程度正相关。见图１、表３。
２．３．２　免疫组化测定Ｐｇｐ表达　　ＴＮＦα组的Ｐ
ｇｐ表达量较对照组增高，且和增生程度正相关，２ｈ
开始升高，２４ｈ达高峰，４８ｈ回落。见图２、表３。
２．３．３　免疫印记法测定Ｐｇｐ表达　　免疫印迹法
检测Ｐｇｐ蛋白表达及灰度值比值分析见图３、表３，
ＴＮＦα刺激组与正常对照组相比，Ｐｇｐ表达增高，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　ＴＮＦα干预后的星形胶质细胞吸光度　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 吸光度

对照组 ６ ０．５３３±０．０３３
２ｈ组 ６ ０．５６８±０．０３０
２４ｈ组 ６ １．２０２±０．０４２ａ，ｂ

４８ｈ组 ６ ０．６４３±０．０１４ａ，ｃ

Ｆ值 ７５６．２７
Ｐ值 ＜０．０５

　　ａ：与对照组相比 Ｐ＜０．０５；ｂ：与２ｈ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与

２４ｈ组比较，Ｐ＜０．０５

　　表３　ＰＣＲ法、免疫组化法及免疫印记法检测 ＭＤＲ１
或Ｐｇｐ灰度分析　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＰＣＲ检测
ＭＤＲ１

免疫组化法检测

Ｐｇｐ
免疫印记法检测

Ｐｇｐ
对照组 １０ ５４４０±１９３ ０．２７７±０．０２０ ８７９±４５
２ｈ组 １０ ９２０９±２２７ａ ０．３９２±０．０２０ａ １２０１±１０３ａ

２４ｈ组 １０ ２１２２９±５４６ａ，ｂ ０．４２１±０．０７０ａ，ｂ １９１４±８８ａ，ｂ

４８ｈ组 １０ １４３１１±４７８ａ，ｃ ０．３６１±０．０２４ａ，ｃ ９３７±４０ａ，ｃ

Ｆ值 ３０３６．４１ ２５．２０ ４１２．４７
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与对照组相比Ｐ＜０．０５；ｂ：与２ｈ组相比，Ｐ＜０．０５；ｃ：与２４ｈ

组相比，Ｐ＜０．０５
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图１　各组大鼠ＭＤＲ１表达ＰＣＲ结果

　　图２　Ｐｇｐ在各组脑组织中的表达（免疫组织化学染色，×１００）　Ａ：对照组Ｐｇｐ表达很少，主要在毛细血管内皮细胞及
少数星形胶质细胞胞浆中；Ｂ：２ｈ组Ｐｇｐ表达稍增高，主要在毛细血管内皮细胞及少数星形胶质细胞胞浆中和部分神经元上；Ｃ：
２４ｈ组Ｐｇｐ表达明显增高，主要在毛细血管内皮细胞及少数星形胶质细胞胞浆中和神经元上；Ｄ：４８ｈ组Ｐｇｐ表达回落，但仍可在
毛细血管内皮细胞及少数星形胶质细胞胞浆中和神经元上表达（黑色箭头示毛细血管内皮细胞，红色箭头示星形胶质细胞）。
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　　图３　免疫印迹法检测Ｐｇｐ蛋白表达

３　讨论

难治性癫
"

是长期困扰癫
"

临床治疗的难题，

近年来对难治性癫
"

研究重点集中在其耐药机制

上。一些难治性癫
"

患者脑组织免疫组化研究表

明，在胶质细胞特别是一些增生性星形胶质细胞胞

体以及突起都有 ＭＤＲ蛋白的不同程度表达［２７］，说

·０１９·
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明星形胶质细胞和难治性癫
"

的形成之间有相关

性。星形胶质细胞是如何影响耐药基因表达的，其

机制目前尚不清楚。

本研究通过 ＴＮＦα诱导体外星形胶质细胞增
生，观察不同增生程度星形胶质细胞培养液对癫

"

ＳＤ大鼠脑组织ＭＤＲ表达的影响，结果表明，增生的
星形胶质细胞培养液可使惊厥大鼠脑组织 ＭＤＲ表
达上调，表达量与增生程度一致，与既往在体研

究［８１０］结果一致。丁成云等［５］和 Ｍａｒｃｈｉ等［６］的研

究还发现，表达升高的 ＭＤＲ蛋白（Ｐｇｐ）的阳性标
记细胞几乎均为星形胶质细胞，ＭＤＲ１和星形胶质
细胞活化标志物 ＧＦＡＰ的免疫双标记结果显示，在
难治性癫

"

的反应性脑星形胶质细胞内同时具有

ＧＦＡＰ和ＭＤＲ１蛋白的高表达。这些研究大多是在
体研究，内环境复杂，而本研究为体外实验，实验干

扰因素少，有力地证实星形胶质细胞增生可使 ＭＤＲ
表达上调，和难治性癫

"

的形成有一定相关。

ＭＤＲ是一种能量依赖性膜蛋白基因超家族，啮
齿类以 ＭＤＲ１为主。ＭＤＲ１所编码的 Ｐｇｐ表达增
高可阻止抗癫

"

药物（ＡＥＤｓ）进入靶细胞，以往的研
究已经证实许多常用的抗癫

"

药物均可作为 Ｐｇｐ
的底物［７］。在体微透析技术证实，Ｐｇｐ抑制剂可影
响 ＭＤＲ１表达，可显著提高局部脑区细胞外液中
ＡＥＤｓ的浓度［８９］。Ｐｇｐ通过利用分解 ＡＴＰ所释放
出的能量，以主动转运的方式将多种 ＡＥＤｓ泵出细
胞外或者泵回到血液中，从而减少了 ＡＥＤｓ在脑组
织中的浓度，降低了抗癫

"

药物的作用效果和神经

元对药物的敏感性，参与了难治性癫
"

患者对ＡＥＤｓ
耐药的机制。本研究通过 ＴＮＦα刺激体外培养不
同增生程度的星形胶质细胞后发现，星形胶质细胞

培养液对ＭＤＲ表达有调控作用，同时也证实星形胶
质细胞增生与ＭＤＲ表达呈时间依赖性。对星形胶
质细胞分泌功能的研究证实在癫

"

发作前后星形胶

质细胞所分泌的细胞因子等发生了明显的变化［１４］。

由此推测星形胶质细胞对 ＭＤＲ的表达调控可能也
是通过多种活性成分实现的。与癫

"

相关研究较多

的细胞因子是白细胞介素１（ＩＬ１）和 ＴＮＦα。在中
枢神经系统中，星形胶质细胞上存在 ＴＮＦα的受
体，本研究采用 ＴＮＦα作为激活物，ＴＮＦα与其受
体结合后，可激活磷脂酰胆碱特异性磷脂酶Ｃ，该酶
活化后可水解细胞膜磷脂酰胆碱，释放甘油二酯，游

离的甘油二酯激活使鞘磷脂水解，释放出神经酰胺，

神经酰胺结合并激活 ＩκＢ激酶与核因子κＢ（ＮＦ
κＢ）解离。有活性的 ＮＦκＢ进入核内，启动含有
ＮＦκＢ序列的基因转录［１５］。这些靶基因不仅包括

了ＴＮＦα，也包括ＭＤＲ等。
本研究证实星形胶质细胞对难治性癫

"

ＭＤＲ
的表达具有调控作用，这种作用可能是通过细胞因

子作用于星形胶质细胞或者激活的星形胶质细胞能

够产生多种的趋化因子和细胞因子，如 ＴＮＦα、ＩＬ１
来实现的。今后的研究中有望通过调控星形胶质细

胞增生和／或细胞因子的分泌或作用来抑制ＭＤＲ的
表达，从而为寻找新的控制难治性癫

"

的作用靶点

提供新思路。
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