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神经生长因子对难治性癫
!

儿童脑海马
!

性放电区神经细胞的影响
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　　［摘　要］　目的　探讨神经生长因子（ＮＧＦ）对难治性癫
!

儿童海马
!

性放电区星形胶质细胞和神经元的影

响。方法　对术中取下的癫
!

儿童脑海马
!

性放电区组织块，采用解离细胞即刻培养技术，在空白对照组及 ＮＧＦ
浓度分别为１２．５、５０、１００ｎｇ／ｍＬ的条件下进行培养，通过免疫荧光细胞化学法，以双苯酰亚胺（Ｂｂ）染核，联合细胞
特异性标志蛋白ＧＦＡＰ、ＭＡＰ２分别标记星形胶质细胞、神经元，在倒置荧光显微镜下计数神经细胞总数，并计算相
应的阳性细胞比率。结果　ＮＧＦ作用４ｈ后，海马区 ＧＦＡＰ阳性的星型胶质细胞比率及 ＭＡＰ２阳性神经元细胞比
率较空白对照组升高，并随着 ＮＧＦ浓度的增高而增加（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＮＧＦ对癫

!

儿童损伤海马区的ＧＦＡＰ＋

星形胶质细胞和ＭＡＰ２＋神经元可能起到一定的保护作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（３）：２３６－２３９］
［关　键　词］　癫

!

；神经生长因子；神经细胞；儿童
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　　难治性癫
!

是一种慢性脑部疾病，长期脑部神

经元过度放电引起神经细胞损伤、凋亡。神经生长

因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）是中枢神经系统中
重要的神经营养因子，在促进中枢神经细胞再生，维

持其存活，减少病理性死亡、抑制细胞凋亡过程中起

重要作用［１２］。本研究探讨应用外源性 ＮＧＦ对难治
性癫

!

儿童海马
!

性放电区胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉ
ａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｏｒｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）阳性的星形胶质细
胞及微管相关蛋白 ２（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

２，ＭＡＰ２）阳性的神经元的影响，以期为 ＮＧＦ是否能
应用在癫

!

儿童中提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清

（ＦＢＳ）（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）
（Ｐｒｏｍｅｇ公司），胰蛋白酶、透明质酸酶、Ｌ多聚赖氨
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酸、双苯酰亚胺（ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｉｄｅ，Ｂｂ）染液（Ｓｉｇｍａ公
司），ＮＧＦ（厦门北大之路生物工程有限公司），抗
ＭＡＰ２、ＧＦＡＰ抗体（Ｚｙｍｅｄ公司），ＩｇＧＦＩＴＣ、ＩｇＧ
ＴＲＩＴＣ（ＳＢＡ公司）。
１．２　脑组织标本来源

选取 １６例手术切除的癫
!

患儿海马
!

性放电

区组织。年龄 ８～１６岁，平均年龄为１２．１±２．４岁，
病程为 １～８年，平均４．２±２．１年，每周发作次数
３～６５次，平均 １７．１±４．４次，持续数秒至数十分
钟，其中男 ９例，女 ７例。病例入选标准：符合难治
性癫

!

诊断标准［３］，并经正规内科治疗，癫
!

控制

效果不佳，影响学习和生活，每月发作 ４次以上，结
合辅助检查如脑电图、磁共振（ＭＲＩ）和／或正电子发
射计算机断层扫描（ＰＥＴ）扫描定位、术中皮质脑电
检测，确定

!

性放电区，并根据影像学、病理结果排

除有胶质瘤、灰质异位、海马硬化等器质性病变的标

本。脑组织的获取与研究获得医学伦理委员会许可。

１．３　方法
１．３．１　脑组织快速解离和培养　　方法［４］：将获

取的新鲜脑组织，除去脑膜，快速充分机械解离，以

含１．３ｍｇ／ｍＬ胰蛋白酶ＥＤＴＡ和０．６７ｍｇ／ｍＬ透明
质酸酶的消化液在３７°Ｃ条件下温和摇育１ｈ后，反
复吹打成细胞悬液，７００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，
加入 １０ｍｇ／ｍＬＢＳＡ的 ＤＭＥＭ，５００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，再以含 １０％ＦＣＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２液
悬浮。以台盼蓝染色法计算细胞成活率，细胞成活

率＝（活细胞数／总细胞数）×１００％，调整细胞浓度
为 １×１０５个／ｍＬ接种于 ６孔培养板内，每孔内预置
Ｌ多聚赖氨酸包被的无菌洁净盖玻片，以含 １０％
ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２液为标准培养基，并设空白对照
组（未添加 ＮＧＦ）及 ＮＧＦ浓度分别为 １２．５、５０、
１００ｎｇ／ｍＬ的３个给药组，于 ３７°Ｃ、５％ＣＯ２条件下
培养 ４ｈ后，细胞贴壁，刮取贴壁的细胞备用。
１．３．２　免疫荧光细胞化学分析　　细胞培养 ４ｈ
后，用４％的多聚甲醛固定细胞，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液
洗１０ｍｉｎ×３遍，以封闭液（含１％ＢＳＡ，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ
的 ＰＢＳ液，ｐＨ７．４）室温下封闭 ３０ｍｉｎ，每张细胞爬
片加 ５０μＬ一抗，４℃，湿盒内孵育 ２４～３６ｈ；将细
胞爬片以含１％ＢＳＡ的 ＰＢＳ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ；
暗室内分别滴加与一抗相对应的耦联荧光素的二

抗，室温避光孵育３０～４０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次，每次
１０ｍｉｎ；每片滴加 １∶１０００的 Ｂｂ染核 １ｍｉｎ；而后立
即置于倒置荧光显微镜下，每张爬片随机选取 ５个
视野摄像，取各视野的平均值作为各组的观测值。

ＴＲＩＴＣ激发波长 ５６８ｎｍ、发射波长５８５ｎｍ；ＦＩＴＣ激

发波长４８８ｎｍ、发射波长５６８ｎｍ；Ｂｂ激发波长３７２ｎｍ，
发射波长 ４８８ｎｍ。寻找 ＦＩＴＣ（或 ＴＲＩＴＣ）标记的绿
色（或红色）的免疫染色阳性的细胞并计数、拍照；

视野不变，转换为 ３７２ｎｍ的激发光，拍摄同视野内
被 Ｂｂ染为蓝色的细胞核，同视野下的图片用
ＩｍａｇｅＰｒｏ做图像重合。
１．３．３　细胞计数　　随机计数５个视野内的荧光
免疫染色阳性的细胞数和总细胞数；计算阳性细胞

百分含量，免疫染色阳性的细胞百分率 ＝（免疫染
色阳性细胞数／细胞总数）×１００％。
１．４　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，免疫染
色阳性的细胞百分比数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表
示，多组间比较采用单因素方差分析及 ｑ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　存活的解离细胞数量
苔盼蓝染色计数细胞存活率为 （９６．２±

０．２）％，细胞胞体呈圆形，提示解离的海马区组织
块取材、转运过程组织细胞保存良好。

２．２　体外培养 ４ｈ细胞形态
相差显微镜下观察体外培养 ４ｈ细胞形态：细

胞胞体呈圆形，大小不一，无突起，细胞贴壁良好，折

光性强。

２．３　ＮＧＦ对神经细胞的影响
在空白对照组及 １２．５、５０、１００ｎｇ／ｍＬ３个不同

浓度的 ＮＧＦ给药组中，ＧＦＡＰ＋的星形胶质细胞占神
经细胞百分率，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而且
ＧＦＡＰ＋星形胶质细胞占神经细胞百分比，随着 ＮＧＦ
浓度的升高而升高。

同样在上述４个分组中，ＭＡＰ２＋的神经元占神
经细胞百分率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），随着
ＮＧＦ浓度的升高，ＭＰＡ２＋神经元占神经细胞百分比
升高（表１，图１）。

　　表１　ＮＧＦ对 ＧＦＡＰ＋星形胶质细胞及 ＭＡＰ２＋神经元
比率的影响　（ｘ±ｓ，％）

组别 ｎ ＧＦＡＰ＋星形胶质细胞 ＭＡＰ２＋神经元
空白对照 １６ ３４．１±４．１ １３．４±３．６
ＮＧＦ１２．５ｎｇ／ｍＬ １６ ３７．５±３．８ａ １８．０±２．３ａ

ＮＧＦ５０ｎｇ／ｍＬ １６ ４２．４±４．８ａ，ｂ ２１．６±１．９ａ，ｂ

ＮＧＦ１００ｎｇ／ｍＬ １６ ４７．１±３．９ａ，ｂ，ｃ ２５．５±２．１ａ，ｂ，ｃ

Ｆ值 ２５．８９ ５６．７３
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＮＧＦ１２．５ｎｇ／ｍＬ组比较，

Ｐ＜０．０５；ｃ：与ＮＧＦ５０ｎｇ／ｍＬ组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图１　ＮＧＦ对星形胶质细胞和神经元的影响（免疫荧光，×２００）　细胞浆红色的为 ＧＦＡＰ＋星形胶质细胞，绿色的为
ＭＡＰ２＋神经元，蓝色为Ｂｂ染的细胞核，箭头所指为染色阳性细胞。ＮＧＦ组细胞存活的比率高于空白对照组，且随着 ＮＧＦ浓度的升

高而增加。

３　讨论

难治性癫
!

也称顽固性癫
!

，是指临床经过迁

延、对抗癫
!

药物治疗反应很差的癫
!

，患病率可达

２０％～２５％，其中以颞叶癫
!

，特别是海马
!

性放电

所致较为常见［５］。由于海马在学习记忆等认知功

能方面起着重要作用，该区神经元长期过度放电必

然导致神经细胞损伤、凋亡，从而影响学习记忆［６８］。

ＮＧＦ作为中枢神经系统中重要的多功能的神
经营养因子，在 １０１５～１０９ｍｏｌ／Ｌ浓度范围内即可
发挥有效的神经营养和神经保护效应，可刺激胞体

和树突的发育及影响神经纤维支配靶区的密度，在

早期神经细胞发育分化起着重要的作用［９１０］。在病

理情况下，ＮＧＦ具有抗细胞凋亡，减少兴奋性氨基
酸对损伤神经元毒性的作用［１１１２］，可有效延缓由于

脑损伤引起的神经元立即死亡，脑损伤后可维持一

定数量的神经元存活，在合适的微环境中与神经细

胞粘附分子、延伸因子等共同作用下促进神经环路

的重建，最终达到生理功能的重建［１３］。有研究发

现，ＮＧＦ可延缓新生大鼠缺氧缺血脑损伤后脑水肿
的发生，减轻脑水肿的程度；并增加突触素阳性产

物，提示ＮＧＦ具有促进受损神经细胞再生和修复的
作用［１４１５］。在癫

!

的动物模型中，发现与未加 ＮＧＦ
组相比，ＮＧＦ组海马 ＣＡ１区在各相应时间点病理改
变较轻，锥体细胞存活数量也较多，各相应时间点海

马 ＣＡ１凋亡的神经细胞显著减少
［１６１７］。

在临床上有进行过抗癫
!

药物加用 ＮＧＦ的研
究，发现实验组较对照组除可以有效减少发作频度

外，对行为、语言表达能力及生活能力等都具有明显

的改善，而且可以减轻癫
!

及抗癫
!

药物对儿童认

知功能不利影响的报道［１８］，但是关于 ＮＧＦ作用于
难治性癫

!

儿童脑损伤神经细胞的研究，目前尚未

见报道。

本研究选取了难治性癫
!

儿童损伤海马区脑标

本，设立 １２．５、５０、１００ｎｇ／ｍＬ３个浓度梯度及空白
对照组，观察应用 ＮＧＦ后对癫

!

儿童海马区神经细

胞的影响，发现在 ＮＧＦ浓度为１２．５～１００ｎｇ／ｍＬ范
围内，培养的海马区神经细胞数随着 ＮＧＦ浓度的增
加而增加，星形胶质细胞及神经元占神经细胞总数

均随着 ＮＧＦ浓度的增高而增加，与 ＮＧＦ浓度呈正
的量效关系，从而提示了 ＮＧＦ对癫

!

儿童损伤海马

区的神经细胞可能起到一定的保护作用。

在癫
!

动物模型中，观察到癫
!

发作可引起海

马区神经元、神经胶质细胞的损伤，而其变性坏死，

可能在诱导癫
!

的反复发作中起着重要的作用［１９］。

梁建民等［２０］在观察颞叶癫
!

大鼠海马区超微结构

变化时发现，该区神经元功能下降，突触活性降低；

星形胶质细胞出现代谢紊乱和功能异常表现，可引

起营养传递功能减低而促进神经元变性坏死［２１］，也

因其调节递质功能降低而诱发癫
!

发作。因此，保

护海马区受损神经元及神经胶质细胞，维持细胞外

微环境的电解质平衡，在抑制癫
!

发作方面，可能起

到积极的作用。

因此，上述研究提示 ＮＧＦ可能对癫
!

后损伤的

神经元及星形胶质细胞起到一定的保护作用，对维

持正常神经网络功能，减轻反复发作对儿童认知功

能的损害具有一定的参考价值。
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