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论著·实验研究

持续惊厥后不同年龄大鼠海马凋亡
调控基因表达的变化

苑爱云　蒋莉　张晓萍

（重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆　４０００１４）

　　［摘　要］　目的　比较惊厥持续状态（ＳＣ）后不同年龄大鼠海马凋亡调控基因 ｂｃｌ２和 ｃＪｕｎ表达的变化，探
索未成熟脑耐受惊厥性脑损伤的分子基础。方法　制作幼年和成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ＳＣ模型，同时设置正常对照组和
实验对照组，每组 ８只。于 ＳＣ后３ｈ，６ｈ，１２ｈ，１ｄ，３ｄ和７ｄ分别处死动物，免疫组化、原位杂交和 ＲＴＰＣＲ测定
海马 ｂｃｌ２和 ｃＪｕｎ蛋白及ｍＲＮＡ的表达。结果　ＳＣ后幼年组和成年组海马 ｃＪｕｎ蛋白表达均升高，ＳＣ后６ｈ达
高峰，显著高于正常对照组（Ｐ＜０．０１），１２ｈ后开始回落。幼年 ＳＣ组 ｃＪｕｎ蛋白表达于 ＳＣ后１ｄ已降至幼年正常
对照组水平，而成年 ＳＣ组直至 ＳＣ后 ７ｄ仍显著高于成年正常对照组（Ｐ＜０．０５）。ＳＣ后 ６ｈ，１２ｈ，１ｄ，３ｄ和 ７ｄ
成年 ＳＣ组 ｃＪｕｎ蛋白表达均显著高于幼年 ＳＣ组（Ｐ＜０．０５）。ＳＣ后幼年组和成年组海马 ｃＪｕｎｍＲＮＡ的表达与
其蛋白表达规律类似。ＳＣ后幼年组和成年组海马 ｂｃｌ２蛋白及ｍＲＮＡ表达升高不明显。结论　 ＳＣ诱导海马凋亡
促进基因 ｃＪｕｎ表达增高，幼年鼠较成年鼠表达明显为弱，且持续时间短，这可能是未成熟脑抵抗惊厥性脑损伤的
机制之一。ＳＣ未能明显诱发凋亡抑制基因 ｂｃｌ２的强表达，其表达受年龄影响小。
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　　国内外动物实验发现，惊厥持续状态（ｓｔａｔｕｓ
ｃｏｎｖｕｌｓｉｏｎ，ＳＣ）发作后将导致以海马神经元死亡为

主的选择性脑损伤［１２］。本课题组的前期研究证实

未成熟脑虽对惊厥具有较高易感性，但对惊厥性脑

·１１４·
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损伤具有相对耐受性，未成熟脑内可能存在抑制惊

厥后神经元凋亡的机制［１３］，此与临床上婴幼儿 ＳＣ
发作后的病死率和致残率较年长儿和成年人明显为

低的现象一致［２］。然而，未成熟脑耐受惊厥性脑损

伤的机理尚不清楚。众所周知，包括神经元在内的

细胞凋亡是受基因调控的程序性死亡过程，鉴于

ｃＪｕｎ和 ｂｃｌ２分别是调控细胞凋亡的凋亡促进基
因和凋亡抑制基因的关键基因之一，本研究以幼年

和成年大鼠作对照，在调控细胞凋亡的基因水平进

行对比研究，观察 ＳＣ后年龄对大鼠海马上述凋亡
调控基因表达的影响，以探讨惊厥性脑损伤年龄差

异性的分子生物学机理。

１　材料与方法

１．１　动物模型制备与分组
健康成年和生后２０ｄ的幼年（按不同时期脑发

育的组织学特征推算，相当于人类成年期和婴儿

期）Ｗｉｓｔａｒ大鼠各 ６４只（重庆医科大学实验动物中
心提供）。其中各 ４８只参照文献［４］采用氯化锂 －
匹罗卡品（Ｓｉｇｍａ公司）诱发 ＳＣ模型。在大鼠惊厥
发作 １５ｍｉｎ后，腹腔注射阿托品（上海禾丰制药有
限公司）１ｍｇ／ｋｇ。在惊厥发作３０ｍｉｎ（３０ｍｉｎＳＣ）
后，腹腔注射水合氯醛（上海禾丰制药有限公司）

３００ｍｇ／ｋｇ止惊，分别于 ＳＣ后 ３ｈ，６ｈ，１２ｈ，１ｄ，
３ｄ，７ｄ处死动物，每组８只。成年鼠和幼年鼠均设
正常对照和实验对照组（先腹腔注射阿托品，１５ｍｉｎ
后腹腔注射水合氯醛），于水合氯醛注射后３ｈ两组
同时处死，每组８只。动物断头取脑，取双侧海马，
左侧海马采用免疫组化和原位杂交观察 ｂｃｌ２蛋
白／ｍＲＮＡ、ｃＪｕｎ蛋白／ｍＲＮＡ的分布，并进行半定
量分析；右侧海马采用 ＲＴＰＣＲ半定量分析 ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ和 ｃＪｕｎｍＲＮＡ。
１．２　ｂｃｌ２和ｃＪｕｎ的免疫组化检测

左侧海马连续冠状冰冻切片（８μｍ），按 ＳＰ法
进行免疫组化染色，观察ｂｃｌ２和ｃＪｕｎ蛋白在海马
中的表达变化（兔抗鼠 ｂｃｌ２、ｃＪｕｎ多抗及 ＳＰ免疫
组化试剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公

司）。每只大鼠取 ３张切片，每张切片分别在海马
ＣＡ１区、ＣＡ３区和齿状回各随机取 ３个视野（２００
倍），应用北航 ＣＭ２０００Ｂ型生物医学图像分析系统
测定其平均光密度值，对惊厥后海马 ｂｃｌ２和 ｃＪｕｎ
蛋白的表达进行半定量观察。

１．３　ｂｃｌ２和ｃＪｕｎｍＲＮＡ的原位杂交检测
取与免疫组化相邻的脑组织切片用原位杂交观

察 ｂｃｌ２和ｃＪｕｎｍＲＮＡ的表达（ｂｃｌ２、ｃＪｕｎ原位杂
交检测试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司）。应用上述方法及软件测定每张切片的平均吸

光度，对惊厥后海马 ｃＪｕｎ和 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达进
行半定量分析。

１．４　ｂｃｌ２和ｃＪｕｎｍＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ检测
取右侧海马组织约 ５０ｍｇ，采用 ＲＴＰＣＲ检测

ｂｃｌ２和 ｃＪｕｎｍＲＮＡ的表达（ＲＮＡ提取试剂盒和
ＲＴＰＣＲ检测试剂盒购自大连宝生物工程有限公
司）。引物由上海生物工程有限公司合成（表 １）。
基因序列及长度见表１。采用凝胶成像分析系统测
定扩增产物条带平均光密度值。将 ｂｃｌ２和 ｃＪｕｎ
条带光密度值与相应 βａｃｔｉｎ光密度值比较，计算平
均光密度比值。

表１　引物序列及长度

基因 引物序列 基因长度（ｂｐ）

ｂｃｌ２ 上游５′ＴＧＣＡＣＣＴＧＡＣＧＣＣＣＴＴＣＡＣ３′
下游５′ＡＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧ３′

２０３

ｃＪｕｎ 上游５′ＧＴＣＴＡＣＧＣＣＡＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＣ３′
下游５′ＧＴＴＣＣＴＣＡＴＧＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣＴ３′

２９１

βａｃｔｉｎ
上游５′ＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＡＧＡＧＡＡＧ３′
下游５′ＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧＡ３′

４１０

１．５　统计学分析
采用 ＳＡＳ软件进行统计分析。数据用均数 ±

标准差（ｘ±ｓ）表示。同一年龄组多个时间点间比较
采用方差分析，不同年龄组相同时点间比较采用 ｔ
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　惊厥后海马 ｂｃｌ２蛋白／ｍＲＮＡ表达的动态变化
ｂｃｌ２免疫组化阳性反应出现于神经元胞膜和

胞浆内，原位杂交阳性反应位于神经元胞浆，均呈棕

黄色。两者阳性细胞均主要分布于海马 ＣＡ１区、
ＣＡ３区及齿状回。免疫组化结果显示，ＳＣ后幼年鼠
及成年鼠海马 ｂｃｌ２蛋白表达略有增加，但各组间
差异均无统计学意义。ＲＴＰＣＲ和原位杂交结果发
现ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达亦呈现上述规律。结果提示，无
论在幼年鼠或成年鼠，无论在蛋白水平还是在

ｍＲＮＡ水平，ＳＣ均未能明显诱发抑制性凋亡基因
ｂｃｌ２的强表达。
２．２　惊厥后海马ｃＪｕｎ蛋白／ｍＲＮＡ表达的动态变化

ｃＪｕｎ免疫组化阳性反应主要出现在神经元胞
核内，原位杂交阳性反应出现在神经元胞浆，均呈棕

黄色。阳性细胞均主要分布于海马 ＣＡ１区、ＣＡ３区
·２１４·
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及齿状回。免疫组化（图１）、ＲＴＰＣＲ和原位杂交结
果（图２）均显示，在正常情况下，幼年鼠海马 ｃＪｕｎ
蛋白／ｍＲＮＡ表达较成年鼠明显为高（Ｐ＜０．０５）。
３０ｍｉｎＳＣ后 ３ｈ，幼年 ＳＣ组和成年 ＳＣ组海马
ｃＪｕｎ蛋白／ｍＲＮＡ表达较正常对照明显升高（Ｆ值
分别为 ５．８２和 ６．９５，Ｐ＜０．０５），均于 ＳＣ后 ６ｈ达
到高峰，１２ｈ后开始回落。ＳＣ后 １ｄ，幼年鼠海马
ｃＪｕｎ蛋白／ｍＲＮＡ表达已接近正常对照水平。成年
鼠在 ＳＣ后７ｄ仍显著高于正常对照水平。ＳＣ后成
年鼠海马 ｃＪｕｎ蛋白／ｍＲＮＡ表达较幼年鼠更为明
显，ＳＣ后 ６ｈ反超幼年鼠，ＳＣ后６ｈ至７ｄ的５个
时点均显著高于幼年组。
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　　图１　ＳＣ后不同龄期大鼠海马ｃＪｕｎ蛋白表达的平均
光密度（免疫组化）　与同年龄正常对照组相比较，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：
Ｐ＜０．０１；与成年组相同时间点比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１
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　　图２　ＳＣ后不同龄期大鼠海马 ｃＪｕｎｍＲＮＡ的表达
（原位杂交）　与同年龄正常对照组相比较，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；
与成年组相同时间点比较，ｃ：Ｐ＜０．０５

３　讨论

惊厥发作将导致海马神经元死亡，未成熟脑内

神经元死亡率明显低于成熟脑［５］。本课题组前期

在对细胞凋亡和凋亡早期细胞色素 Ｃ释放的研究
发现，未成熟脑对惊厥性脑损伤具有相对耐受

性［１２，６］。本研究进一步在调控细胞凋亡的基因水

平探索此年龄的差异性。

众所周知，凋亡是细胞受基因调控的程序性死

亡过程。ｃＪｕｎ和 ｂｃｌ２均是调控细胞凋亡的关键
基因。ｃＪｕｎ为核内原癌基因，其编码的蛋白质参与
细胞凋亡的调控。在正常情况下，ｃＪｕｎ参与细胞生
长、发育、分化等生理过程；病理状况下，可增加线粒

体膜通透性，并通过对 ｂｃｌ２家族的抑制，促进线粒
体内细胞色素 Ｃ释放，诱导细胞凋亡［７］。大量研究

发现惊厥可以导致 ｃＪｕｎ表达的增加［８９］。本研究

发现，严重惊厥发作将诱导促凋亡基因 ｃＪｕｎ在蛋
白和 ｍＲＮＡ水平的表达增高，其表达的部位与前期
实验证实的惊厥后海马神经元凋亡的部位呈现一致

性，提示惊厥后海马 ｃＪｕｎ的表达可能参与了 ＳＣ后
海马神经元的凋亡过程，与文献报道一致［８９］。Ｓｔｏ
ｒｅｙ等［９］在三氟乙醚致惊模型中发现，不同程度的

惊厥发作后幼年大鼠海马 ｃＪｕｎ表达均没有显著升
高，而成年大鼠海马则呈现 ｃＪｕｎ的显著升高，呈现
年龄依赖性。本研究显示 ＳＣ后海马 ｃＪｕｎ表达也
呈现明显年龄差异性，成熟脑 ｃＪｕｎ表达的程度明
显高于未成熟脑。ＳＣ后ｃＪｕｎ的表达呈动态变化过
程，与成年组相比，幼年组海马 ｃＪｕｎ的表达呈迅速
回落趋势，ＳＣ后 １ｄ已降至正常水平，而成年鼠 ＳＣ
后 ７ｄ仍显著高于正常对照。与 ＳＣ后海马细胞凋
亡及凋亡早期事件的变化规律一致［２，６］，支持 ＳＣ后
成熟脑细胞凋亡的发生较未成熟脑更为持续而严重

这一特征。幼年鼠海马 ｃＪｕｎ的高表达持续时间较
短，降低时间早，此年龄特异性可能是 ＳＣ后幼年鼠
海马细胞凋亡过程迅速被抑制的内在基础，也可能

是未成熟脑抵抗惊厥性脑损伤的机制之一。

ｂｃｌ２与细胞凋亡密切相关，具有“主开关“的
作用［１０］。已经证实，ｂｃｌ２编码蛋白的表达可直接
影响线粒体膜的功能，阻止细胞凋亡早期事件的发

生，包括线粒体膜电位下降、细胞色素 Ｃ释放等，促
进细胞生存，防止其死亡。尽管 ｂｃｌ２对细胞凋亡
有抑制作用，但惊厥后神经元 ｂｃｌ２表达的变化，目
前尚存在争议。Ｈｅｎｓｈａｌｌ等［１１］认为兴奋毒性诱导

神经元损伤过程中，神经元 ｂｃｌ２表达上调以抵抗
脑损伤。安仁哲等［１２］用匹罗卡品诱导惊厥，却未发

现 ｂｃｌ２表达的上调。Ｆｅｒｒｅｉ［１３］用海人酸致惊后，甚
至发现海马 ｂｃｌ２表达降低。本课题组前期实验研
究中，曾用美解眠致惊模型，发现惊厥后幼年及成年

·３１４·
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鼠海马 ｂｃｌ２表达明显升高，但幼年鼠 ｂｃｌ２表达持
续时间更长，且其表达的程度也较高，提示惊厥后

ｂｃｌ２的持续高表达可能是未成熟脑抵抗惊厥性脑
损伤的分子机制之一，ｂｃｌ２对惊厥性脑损伤可能具
有保护作用［１４］。但本研究采用氯化锂匹罗卡品致
惊后，无论在幼年鼠还是成年鼠均未发现 ｂｃｌ２表
达的明显增强，提示惊厥后神经元 ｂｃｌ２的表达无
明显年龄差异，其对惊厥性脑损伤的抑制作用不明

显。推测可能与 ＳＣ后 ｃＪｕｎ的高表达对 ｂｃｌ２的
表达的抑制作用有关。另外，是否因模型不一致及

检测方法的敏感性存在差异，尚待探索。

本研究结果提示，严重惊厥发作后海马内促凋

亡基因 ｃＪｕｎ的表达与惊厥性脑损伤的发生存在一
致性，年龄是影响其表达的重要因素，ＳＣ后早期调
控 ｃＪｕｎ的表达可能对减轻脑损伤具有积极作用；
而凋亡抑制基因 ｂｃｌ２的表达在本组不同年龄 ＳＣ
中变化不大，其在抑制 ＳＣ后脑损伤中的价值，有待
进一步证实。
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