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论著·实验研究

ｄｙｎａｍｉｎ１和磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１在内侧颞叶
癫

!

患儿及大鼠海马组织中的表达

张慈柳１　尹飞１　杨治权２　何芳１　陈晨１　姜尚军２　彭镜１

（中南大学湘雅医院，１．儿科；２．神经外科，湖南 长沙　４１０００８）

　　［摘　要］　目的　观察内侧颞叶癫
#

（ｍｅｓｉａｌｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉｌｅｐｓｙ，ＭＴＬＥ）患儿及ＭＴＬＥ大鼠海马组织中ｄｙ
ｎａｍｉｎ１和磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白的表达变化，探讨其在ＭＴＬＥ发生发展中的作用。方法　２５日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
雄性大鼠随机分为急性期对照组、急性期模型组、潜伏期对照组、潜伏期模型组、慢性期对照组、慢性期模型组，应

用氯化锂－匹罗卡品诱导建立ＭＴＬＥ动物模型。同时收集接受神经外科手术、并经病理结果确认存在海马硬化的
５例患儿的海马组织，及病理科尸检４例对照组海马组织。提取海马组织蛋白，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法和免疫组织
化学技术检测总ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白及磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在ＭＴＬＥ患儿及不同时间点 ＭＴＬＥ大鼠海马组织中的表
达变化。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在ＭＴＬＥ大鼠急性期及慢性期表达较同时期对照组显著降
低（Ｐ＜０．０５）；同时，磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在 ＭＴＬＥ患儿海马组织表达较对照组显著下降（Ｐ＜０．０５）。而 ｄｙ
ｎａｍｉｎ１总蛋白在ＭＴＬＥ大鼠各期、ＭＴＬＥ患儿及对照组海马之间表达无明显差异 （Ｐ＞０．０５）。免疫组化结果显示
磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１在对照组大鼠急性期、慢性期、对照组患儿海马神经元胞浆中高表达，而在同时期 ＭＴＬＥ大鼠和
ＭＴＬＥ患儿海马神经元胞浆中表达下降（Ｐ＜０．０５）。结论　磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１而不是ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白在ＭＴＬＥ患
儿及ＭＴＬＥ大鼠出现

#

性发作期间表达下调，其表达变化提示 ｄｙｎａｍｉｎ１可能通过磷酸化／去磷酸化方式参与
ＭＴＬＥ的发生发展。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（２）：１３３－１３７］

［关　键　词］　ｄｙｎａｍｉｎ１；磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１；内侧颞叶癫
#

；海马；大鼠；儿童

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｙｎａｍｉｎ１ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｄｙｎａｍｉｎ１ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄ
ｒａｔｓｗｉｔｈｍｅｓｉａｌｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉｌｅｐｓｙ
ＺＨＡＮＧＣｉＬｉｕ，ＹＩＮＦｅｉ，ＹＡＮＧＺｈｉＱｕａｎ，ＨＥＦａｎｇ，ＣＨＥＮＣｈｅｎ，ＪＩＡＮＧＳｈａｎｇＪｕｎ，ＰＥＮＧＪｉｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉ
ａｔｒｉｃｓ，ＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０００８，Ｃｈｉｎａ（ＰｅｎｇＪ，Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇｊｉｎｇ４３４６＠１６３．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｙｎａｍｉｎ１ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｄｙｎａｍｉｎ１ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆ
ｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄｒａｔｓｗｉｔｈｍｅｓｉａｌｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉｌｅｐｓｙ（ＭＴＬＥ）ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｓｏｆｄｙｎａｍｉｎ１ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏ
ｄｙｎａｍｉｎ１ｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＭＴＬＥ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭａｌｅＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓ（ａｇｅｄ２５ｄａｙｓ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ
ａｃｕｔｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＡＣ），ａｃｕｔｅｓｅｉｚｕｒｅ（ＡＳ），ｌａｔｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ（ＬＣ），ｌａｔｅｎｔｓｅｉｚｕｒｅ（ＬＳ），ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌ（ＣＣ）ａｎｄｃｈｒｏｎｉｃ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｓｅｉｚｕｒｅ（ＣＳ）ｇｒｏｕｐｓ．ＬｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｄｕｃｅａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆＭＴＬＥ．Ｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｓａｍｐｌｅｓｏｆ５ｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙｃｏｎｆｉｒｍｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓｗｈｏｒｅｃｅｉｖｅｄｓｕｒｇｉｃａｌｏｐｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ａｓａｈｕｍａｎｍｏｄｅｌ（ＨＭ）ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｓａｍｐｌｅｓｏｆ４ｄｅａｄｃｈｉｌｄｒｅｎ（ｗｉｔｈｏｕｔｏｒｇａｎｉｃｌｅｓｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ）ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙａｕｔｏｐｓｙａｓａｈｕｍａｎｃｏｎｔｒｏｌ（ＨＣ）ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｙｎａｍｉｎ１ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏ
ｄｙｎａｍｉｎ１ｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄｒａｔｓｗｉｔｈＭＴＬＥｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｄｙｎａｍｉｎ１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＡＳａｎｄＣＳ
ｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（ＡＣａｎｄＣＣｇｒｏｕｐｓ）（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｄｙｎａｍｉｎ１
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＨＭｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅＨＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｙｎａｍｉｎ１ａｍｏｎｇｔｈｅＡＳ，ＬＳａｎｄＣＳｇｒｏｕｐｓａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＨＭ ａｎｄＨＣｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｐｈｏｓｐｈｏｄｙｎａｍｉｎ１ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ
ｏｆＡＣ，ＣＣａｎｄＨＣｇｒｏｕｐｓ，ｂｕｔｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅＡＳ，ＣＳａｎｄＨＭｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｄｙｎａｍｉｎ１，ｎｏｔｄｙｎａｍｉｎ１，ｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄ
ｒａｔｓｗｉｔｈＭＴＬＥｄｕｒｉｎｇｓｅｉｚｕｒｅｓ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ／ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｄｙｎａｍｉｎ１ｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＭＴＬＥ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（２）：１３３－１３７］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｄｙｎａｍｉｎ１；Ｐｈｏｓｐｈｏｄｙｎａｍｉｎ１；Ｍｅｓｉａｌｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉｌｅｐｓｙ；Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｒａｔｓ；Ｃｈｉｌｄ
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　　内侧颞叶癫
#

（ｍｅｓｉａｌｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉｌｅｐｓｙ，
ＭＴＬＥ）是最常见的耐药癫

#

之一，海马硬化为其突

出的临床病理特征。目前研究认为，ＭＴＬＥ合并海
马硬化的形成原因与婴幼儿时期的各种损伤（如外

伤、惊厥、癫
#

持续状态等）相关，在历经数月甚至

数年的潜伏期后可出现自发性癫
#

发作，但其具体

机制尚未完全明确［１２］。癫
#

发作以神经突触上持

续失控的胞吐、胞吞循环为特点。大量研究证实，

ＭＴＬＥ患者神经元突触有明显的结构和功能异常，
这种病态突触通过突触囊泡的快速循环再生使

#

样

放电得以迅速扩布，而高频放电是癫
#

产生的病理

生理基础，可能是难治性癫
#

的重要机制［３］。突触

囊泡释放及回收神经递质是由多种蛋白质介导的极

其复杂的过程，多个环节受到精确调控，因此，越来

越多的研究集中于参与该过程的蛋白质及其相互间

的作用。ｄｙｎａｍｉｎ１（又称发动蛋白１），是一个
９６ｋＤ的三磷酸鸟苷酶（ＧＴＰａｓｅ）。近 ２０年的研究
已证实，ｄｙｎａｍｉｎ１在网格蛋白介导的突触囊泡胞吞
及囊泡循环利用中发挥至关重要的作用［４］，抑制

ｄｙｎａｍｉｎ１ＧＴＰａｓｅ的活性或抑制ＧＴＰ水解囊泡循环
将受阻，非 ｄｙｎａｍｉｎ１依赖的其他调控机制能够维
持生理状态下基本正常的突触囊泡内吞功能，而ｄｙ
ｎａｍｉｎ１对维持神经元高频、长时程放电发挥了关键
作用［５］。因此有理由推测 ｄｙｎａｍｉｎ１通过影响突触
囊泡回收参与了癫

#

的发生发展。近年来研究发现

ｄｙｎａｍｉｎ１基因敲除小鼠出现癫
#

、听力下降等一系

列神经系统症状［６７］。本课题组既往研究也发现

ｄｙｎａｍｉｎ１为 ＭＴＬＥ差异表达蛋白［８］。然而，其在

ＭＴＬＥ病理状态下海马组织中的表达、定位及其是
否在ＭＴＬＥ发病中产生作用目前仍然未知。研究发
现ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白有两种存在状态，磷酸化和去磷
酸化ｄｙｎａｍｉｎ１。其中磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１主要存在
于胞浆中，是一种稳定存在方式，不参与囊泡的循

环。ｄｙｎａｍｉｎ１在钙调蛋白磷酸酶等的作用下发生
去磷酸化而激活，ＧＴＰａｓｅ酶活性增强，ｄｙｎａｍｉｎ１
转移至突触前膜，介导突触前膜的内吞作用，而大

大强化了突触囊泡的循环［９］。通过磷酸化 ｄｙ
ｎａｍｉｎ１的表达变化，可得知其去磷酸化状态及活
性的改变。因此，本研究通过已经建立的发育期

大鼠 ＭＴＬＥ模型以及 ＭＴＬＥ患儿手术切除的海马
组织，观察 ｄｙｎａｍｉｎ１及磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１在海马组
织中的表达变化，为进一步研究其在ＭＴＬＥ慢性化
进程中的作用提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　２５日龄健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）幼鼠（清洁级，由湖南斯莱克景达实验
动物有限公司提供）７５只，在室温１８～２５℃、相对湿
度５０％～６０％、人工１２ｈ昼

$

夜循环照明环境中用

全价营养饲料分笼饲养，幼鼠自由摄食及饮水。

１．１．２　ＭＴＬＥ患儿及对照组海马组织标本的收集
　　选取２００８～２０１１年在中南大学湘雅医院神经
外科接受手术，并经病理检查确认存在海马硬化的

５例患儿，所有患儿均正规服用抗癫
#

药物治疗

２年以上，仍不能控制发作；近６个月平均每月发作
次数≥４次。术前患儿均进行了脑电图、ＣＴ、ＭＲＩ检
查及血药浓度的检测，所有病例术前治疗方案均经

过反复的讨论。５例患儿的临床资料见表１。同时，
选取中南大学湘雅医院病理科尸检４例，在患儿死
亡１２ｈ内尸检获取大脑海马组织作为对照组。对
照组病例纳入标准：无癫

#

病史；无服用抗癫
#

药物

史；无癫
#

家族病史；无神经系统疾病或脑外伤等病

史。对照组病理结果显示均无海马器质性病变（临

床资料见表２）。所有 ＭＴＬＥ患儿及对照组标本在
收集前均获得监护人知情同意，符合伦理学标准。

表１　ＭＴＬＥ患儿临床资料

病例 性别
年龄

（岁）

病程

（年）

海马

来源

抗癫
#

药物

海马硬化

分级

１ 女 ８ ５ 左侧 　ＰＢ，ＬＡＭ，ＶＰＡ １ｂ型
２ 女 ９ ３ 右侧 ＬＥＶ，ＬＡＭ，ＶＰＡ １ａ型
３ 男 １０ ６ 右侧 ＣＢＺ，ＶＰＡ，ＬＥＶ １ｂ型
４ 男 １０ ３ 左侧 ＣＢＺ，ＶＰＡ，ＬＡＭ １ａ型
５ 女 １２ ５ 右侧 ＣＢＺ，ＶＰＡ，ＰＨＴ １ｂ型

　　注：ＣＢＺ：卡马西平；ＬＡＭ：拉莫三嗪；ＬＥＶ：左乙拉西坦；卡西平；

ＰＢ：苯巴比妥；ＰＨＴ：苯妥英钠；ＶＰＡ：丙戊酸钠。海马硬化分级标准

参照文献［１０］。

表２　对照组患儿临床资料

病例 性别
年龄

（岁）

死后获取

标本时间（ｈ）
海马来源 死亡原因

１ 女 ８ １０ 右侧 致命性胸部外伤

２ 男 １０ ８ 右侧 致命性腹部外伤

３ 男 １０ １２ 左侧 致命性胸腹部联合外伤

４ 女 １１ １０ 左侧 心肌病

１．２　方法
１．２．１　ＭＴＬＥ动物模型制备及分组　　根据 Ｗｕ
等［８］已成功建立的方法，将７５只幼鼠随机分为生理盐
水对照组（２７只）、匹罗卡品诱导模型组（４８只）。氯化
·４３１·
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锂１２７ｍｇ／ｋｇ（美国Ｓｉｇｍａ）行腹腔注射，模型组于１７～
１８ｈ后腹腔注射３０ｍｇ／ｋｇ的匹罗卡品（美国Ｓｉｇｍａ），
诱发出现癫

#

持续状态（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）。对照
组予生理盐水腹腔注射代替匹罗卡品，余同模型组。

使用匹罗卡品前０．５ｈ予东莨宕碱１ｍｇ／ｋｇ腹腔注射
以拮抗外周胆碱能反应。达到Ｌａｄｏ幼鼠癫

#

发作分

级标准５～７级并持续１．５ｈ或濒危时予水合氯醛
３００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射终止发作。模型组４８只大鼠中
４１只达到ＳＥ并符合分级标准，存活３２只进入实验，成
功率为６６．７％；对照组未出现癫

#

发作，存活２７只进
入实验。根据自发

#

性发作出现及稳定时间（自发
#

性发作往往在致
#

后３周左右出现，８周趋向稳定），对
照组和模型组各分为３个亚组，每亚组９只动物（４只
大鼠提取海马总蛋白，５只灌注取脑用于免疫组化）用
于实验：急性模型组（ＳＥ后１．５ｈ，ＡＳ组）、急性对照组
（ＳＥ后１．５ｈ，ＡＣ组）、潜伏期模型组（ＳＥ后３周，ＬＳ
组）、潜伏期对照组（ＳＥ后３周，ＬＣ组）、慢性期模型组
（ＳＥ后８周并出现自发

#

性发作，ＣＳ组）、慢性期对照
组（ＳＥ后８周，ＣＣ组）。
１．２．２　海马总蛋白的提取　　常规用１０％水合氯
醛（剂量３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠，断头取脑，分离获得
大鼠海马组织。ＭＴＬＥ患儿或对照组患儿新鲜分离
海马组织，用４℃生理盐水冲洗２次，去除血渍后，
液氮下研磨组织成粉末状，加入 ＲＩＰＡ组织裂解液
及ＰＭＳＦ蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂等，冰上裂
解１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心３０ｍｉｎ，取上清，分装并
冻存于液氮中备用。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析检测蛋白的表达　　取出
液氮中保存的各组海马总蛋白，每组随机取样，以

２５μｇ上样量于聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转膜，封
闭后与一抗磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１ｓｅｒ７７４（１∶７５０，美国
Ａｂｃａｍ）、ｄｙｎａｍｉｎ１（１∶７５０，美国 Ａｂｃａｍ）４℃孵育过
夜，与适当稀释浓度的 ＨＲＰ标记的相应二抗（美国
ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）室温孵育１ｈ后 ＥＣＬ试剂
发光，显影和定影。将上述胶片扫描后采用 ＩｍａｇｅＪ
软件检测所得条带灰度值，以 ＧＡＰＤＨ（１∶１００００，美
国Ｓｉｇｍａ）为内参照；以将目的条带灰度值除以同一
标本内参照条带灰度值所得到的比值作为该目的蛋

白表达量的半定量结果。实验重复３次。
１．２．４　免疫组化检测蛋白在海马组织中的表达及
分布　　（１）灌注取脑及标本处理：腹腔注射１０％
水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠后经升主动脉快速
灌注３７℃生理盐水５００ｍＬ，然后缓慢灌注４％预冷
多聚甲醛磷酸缓冲液（ｐＨ７．４，４℃）５００ｍＬ固定，断
头取脑。４％多聚甲醛固定２４ｈ（４℃），常规石蜡包

埋，切片机上在海马部位作冠状连续切片，厚度为

４μｍ，每隔５张取２片，每例标本（双侧海马结构）
取片不少于 ５张。（２）免疫组化分析检测磷酸化
ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白的表达：经常规脱蜡水化，３％ Ｈ２Ｏ２
作用 １０ｍｉｎ，微波热修复，加入一抗（磷酸化 ｄｙ
ｎａｍｉｎ１ｓｅｒ７７４，１∶５０）４℃孵育过夜。取出后ＰＢＳ清
洗３次，每次５ｍｉｎ，然后参照二步法免疫组化检测
试剂盒（北京中杉 ＰＶ９０００）说明书操作，加入聚合
物辅助剂（试剂１）３７℃作用３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ
×３次后，与辣根过氧化物酶标记山羊抗兔／小鼠
ＩｇＧ多聚体（试剂 ２）３７℃作用 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗
５ｍｉｎ×３次。ＤＡＢ染色１０ｍｉｎ，流水充分冲洗，苏
木素染核。常规封片。（３）免疫组化结果判断标准：
各亚组每只大鼠按要求取５张切片，光镜下（４００倍）
随机取５个视野清晰、组织结构正常的区域，观察
ＭＴＬＥ组与对照组海马组织中磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白
的阳性表达情况。分别对切片的磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１
阳性细胞进行计数，并取其均数作为各标本该指标的

阳性细胞计数。免疫组化结果判定：以胞质染色为棕

黄色者视为阳性反应细胞。免疫组化形态学观察：磷

酸化ｄｙｎａｍｉｎ１阳性表达位于胞浆，呈现大小不一的
棕黄色颗粒，细胞核用苏木素复染后呈现蓝色。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，数据采用

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两样本均数比较采用ｔ检
验，多样本均数比较用单因素方差分析，组间两两比

较采用ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白和磷酸化
ｄｙｎａｍｉｎ１在各期ＭＴＬＥ大鼠模型海马中的表达

ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白在ＭＴＬＥ大鼠急性期、潜伏期及
慢性期均有表达，与相应时期对照组比较差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１ｓｅｒ７７４蛋白在
ＭＴＬＥ大鼠急性期及慢性期与相应时间点对照组相比，
蛋白表达量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），潜伏
期与其对照组相比表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见图１。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白和磷酸
化ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在 ＭＴＬＥ及对照组患儿海马组
织中的表达

两组患儿海马组织标本均检测到 ｄｙｎａｍｉｎ１总
蛋白和磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１的表达。ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋
白的表达在ＭＴＬＥ患儿和对照组海马之间表达无明
·５３１·
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显差异，个体之间表达也基本一致（Ｐ＞０．０５）。而
磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１在ＭＴＬＥ患儿海马组织表达较对
照组显著下降（Ｐ＜０．０５）。见图２。
２．３　免疫组化检测磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在各时
期ＭＴＬＥ大鼠海马组织中的表达

磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１在对照组大鼠急性期和慢性期
海马神经元胞浆中高表达，而在同时期ＭＴＬＥ大鼠海
马组织中表达下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而
潜伏期磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１的表达在对照组和ＭＴＬＥ大
鼠海马组织中差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图３、
表３。
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　　图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白和磷酸化
ｄｙｎａｍｉｎ１在ＭＴＬＥ大鼠模型各期海马总蛋白中的动态表
达　ＡＣ：急性期对照组；ＡＳ：急性期模型组；ＬＣ：潜伏期对照组；ＬＳ：
潜伏期模型组；ＣＣ：慢性期对照组；ＣＳ：慢性期模型组。上图为Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ电泳图；下图为ｄｙｎａｍｉｎ１表达统计图（ｎ＝４）。ａ：与同期对

照组相比，Ｐ＜０．０５。
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　　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白和磷酸化

ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在ＭＴＬＥ和对照组患儿海马组织中的表达

　上图为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳图，１～４泳道为对照组，５～９泳道为ＭＴＬＥ
组；下图为ｄｙｎａｍｉｎ１表达统计图（ｎ＝４）。ａ：与对照组相比，Ｐ＜０．０５。

２．４　免疫组化检测磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在
ＭＴＬＥ和对照组患儿海马组织中的表达

磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１在对照组患儿海马组织中高

表达（１７±５个／视野），而在ＭＴＬＥ患儿中表达减少
（７±３个／视野），两组间差异有统计学意义（Ｐ＝
０．０３２，ｔ＝３．２４）。见图４。

　　表３　各组大鼠海马组织磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１表达阳性
细胞数　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 急性期 潜伏期 慢性期

对照组 ５ ４４±１１ ４１±７ ３８±６
模型组 ５ ２２±６ ３１±５ ２１±４
ｔ值 ４．０４ ２．２８ ５．１６
Ｐ值 ０．００４ ０．０５２ ０．０１
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　　图３　免疫组化检测磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在各时期
ＭＴＬＥ大鼠海马组织中的动态表达（×２００）　磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ
１在对照组急性期和慢性期海马神经元胞浆中高表达，而在同期模

型组大鼠海马组织中表达下降。而潜伏期磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１的表达

在对照组和模型组间差异无统计学意义。箭头所指为磷酸化 ｄｙ

ｎａｍｉｎ１阳性表达细胞（右上角小图取自箭头所标处，×４００）。
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　　图 ４　免疫组化法检测磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白在
ＭＴＬＥ组和对照组患儿海马组织中的表达（×４００）　磷酸化
ｄｙｎａｍｉｎ１在对照组海马组织中高表达，而在ＭＴＬＥ组海马组织中表

达降低。图中棕黄色为阳性表达细胞。

３　讨论

ｄｙｎａｍｉｎ蛋白家族是 ＧＴＰ酶超家族中的成员，
具有５个功能结构域，分别为 ＧＴＰａｓｅ结构域、中间
区、ＰＨ结构域、ＧＴＰ酶效应结构域和脯氨酸富集结
构域。在哺乳动物中目前已经发现了３种亚型，其

·６３１·
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ｄｙｎａｍｉｎ１只在脑、神经元突触连接部位及神经内分
泌细胞中特异性表达，是一种突触前膜蛋白；

ｄｙｎａｍｉｎ２则广泛表达于各种组织细胞；ｄｙｎａｍｉｎ３
主要分布在脑组织中，但含量远远低于 ｄｙｎａｍｉｎ１，
同时在睾丸和肺中也有少量表达［１１］。ｄｙｎａｍｉｎ１
ＧＴＰａｓｅ的活性受到微管蛋白、酸性磷脂、包含 ＳＨ３
端的调节蛋白、钙调蛋白磷酸酶等的调节，当

ｄｙｎａｍｉｎ１接受各种调控寡聚化或自我寡聚化后，其
ＧＴＰ酶活性大大增高，并在网格蛋白包裹的内陷囊
泡颈部聚集成环，通过水解 ＧＴＰ调节自己收缩，最
终将囊泡与突触前膜割开，从而完成网格蛋白介导

的突触囊泡胞吞过程［１２］。ｄｙｎａｍｉｎ１有７个磷酸化
位点，而丝氨酸７７４是其最重要的磷酸化位点，约占
ｄｙｎａｍｉｎ１总磷酸化的４７％［９］。本研究选用该位点

磷酸化蛋白进行研究，能有效反映磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１
的表达情况。本研究结果显示总的 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白
在所有ＭＴＬＥ大鼠、ＭＴＬＥ患儿组和对照组标本中
表达基本恒定，说明在海马组织中 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白
总量恒定，与癫

#

是否发作无关。

以ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白作为内参，对磷酸化 ｄｙ
ｎａｍｉｎ１进行半定量研究发现，磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１在
ＭＴＬＥ大鼠急性期及慢性期表达均较同时期对照组
下降，潜伏期未见明显改变，同时在ＭＴＬＥ患儿海马
组织中也有表达下降。在免疫组化的研究中，磷酸化

ｄｙｎａｍｉｎ１的表达与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果趋势一致。尽
管磷酸化 ｄｙｎａｍｉｎ１蛋白表达大幅度波动的原因不
清楚，但是推测与

#

性活动有密切关系。因为无论是

急性期、慢性期的大鼠，还是ＭＴＬＥ患儿都存在频繁
的癫

#

发作，脑电图提示
#

性放电。磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ
１与ｄｙａｎｍｉｎ１总蛋白的比例下降，提示去磷酸化的
ｄｙｎａｍｉｎ１增多，其生物活性增强，可能参与了癫

#

病

理状态下，高频放电时快速的突触囊泡胞吞及神经递

质传递。而在ＭＴＬＥ大鼠潜伏期，大鼠临床上未监测
到频繁癫

#

发作，脑电图无异常高频放电，推测此时

的ｄｙｎａｍｉｎ１以稳定的磷酸化形式存在于胞浆中。
这一发现亦有力地证实了 ｄｙｎａｍｉｎ１与癫

#

发生存

在着密切的关系，但是具体的机制不明。Ｆｅｒｇｕｓｏｎ
等［１３］发现，ｄｙｎａｍｉｎ１基因敲除鼠在生理状态下，仍
然能维持基本正常的突触囊泡胞吞功能；但当给予强

烈的外源性刺激后，突触囊泡胞吞作用严重受损；停

止强刺激后突触囊泡胞吞功能基本恢复。从而证实，

非ｄｙｎａｍｉｎ１依赖的其他调控机制能够维持生理状
态下基本正常的突触囊泡胞吞功能，而ｄｙｎａｍｉｎ１在
维持神经元高频、长时程放电过程中发挥了关键作

用。

综上所述，本研究发现磷酸化ｄｙｎａｍｉｎ１而不是
ｄｙｎａｍｉｎ１总蛋白在ＭＴＬＥ患儿及ＭＴＬＥ大鼠出现

#

性发作期间表达下调，其动态变化提示ｄｙｎａｍｉｎ１可
能通过磷酸化／去磷酸化方式参与 ＭＴＬＥ的发生发
展，为研究ＭＴＬＥ的发病机理提供了新思路，并将可
能为ＭＴＬＥ的治疗开辟新药物靶点。

［参　考　文　献］

［１］　ＭｕｒａｍａｔｓｕＲ，ＩｋｅｇａｙａＹ，ＭａｔｓｕｋｉＮ，ＫｏｙａｍａＲ．Ｅａｒｌｙｌｉｆｅｓｔａｔｕｓ
ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓｉｎｄｕｃｅｓｅｃｔｏｐｉｃｇｒａｎｕｌｅｃｅｌｌｓｉｎａｄｕｌｔｍｉｃｅｄｅｎｔａｔｅｇｙ
ｒｕｓ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２００８，２１１（２）：５０３５１０．

［２］　ＷａｈａｂＡ，ＡｌｂｕｓＫ，ＨｅｉｎｅｍａｎｎＵ．Ａｇｅａｎｄｒｅｇｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｎｔｉｃｏｎｖｕｌｓａｎｔｓａｎｄｂｕｍｅｔａｎｉｄｅｏｎ４ａｍｉｎｏｐｙｒｉｄｉｎｅ
ｉｎｄｕｃｅｄｓｅｉｚｕｒｅｌｉｋｅｅｖｅｎｔｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘ
ｓｌｉｃｅｓ［Ｊ］．Ｅｐｉｌｅｐｓｉａ，２０１１，５２（１）：９４１０３．

［３］　ＳｃｈｍｉｄＥＭ，ＭｃＭａｈｏｎＨＴ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｎｅｔｗｏｒｋｂｉ
ｏｌｏｇｙｔｏｄｅｃｏｄｅｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００７，４４８（７１５６）：８８３
８８８．

［４］　ＦｅｒｇｕｓｏｎＳＭ，ＤｅＣａｍｉｌｌｉＰ．Ｄｙｎａｍｉｎ，ａｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ
ＧＴＰａｓｅ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１２，１３（２）：７５８８．

［５］　ＣｌａｙｔｏｎＥＬ，ＡｎｇｇｏｎｏＶ，ＳｍｉｌｌｉｅＫＪ，ＣｈａｕＮ，ＲｏｂｉｎｓｏｎＰＪ，Ｃｏｕｓ
ｉｎＭＡ．Ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｙｎａｍｉｎｓｙｎｄａｐｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｔｒｉｇ
ｇｅｒｓａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂｕｌｋｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓｏｆｓｙｎａｐｔｉｃｖｅｓｉｃｌｅｓ［Ｊ］．Ｊ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２００９，２９（２４）：７７０６７７１７．

［６］　ＬｉｕＹＷ，ＬｕｋｉｙａｎｃｈｕｋＶ，ＳｃｈｍｉｄＳＬ．Ｃｏｍｍｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｔｒａｆｆｉｃ
ｋｉｎｇｄｅｆｅｃｔｓｏｆｄｉｓｅａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｙｎａｍｉｎ２ｍｕｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｔｒａｆ
ｆｉｃ，２０１１，１２（１１）：１６２０１６３３．

［７］　ＢｏｕｍｉｌＲＭ，ＬｅｔｔｓＶＡ，ＲｏｂｅｒｔｓＭＣ，ＬｅｎｚＣ，ＭａｈａｆｆｅｙＣＬ，Ｚｈａｎｇ
ＺＷ，ｅｔａｌ．Ａｍｉｓｓｅｎｓｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｎａｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｌｔｅｒｎａｔｅｅｘ
ｏｎｏｆｄｙｎａｍｉｎ１ｃａｕｓｅｓｅｐｉｌｅｐｓｙｉｎｆｉｔｆｕｌｍｉｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＧｅｎｅｔ，
２０１０，６（８）：ｅ１００１０４６．

［８］　ＷｕＬ，ＰｅｎｇＪ，ＷｅｉＣ，ＬｉｕＧ，ＷａｎｇＧ，ＬｉＫ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚａｔｉｏｎ，ｕｓｉｎｇｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｔｈｅｍｅｓｉａｌｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｏｆｅｐｉｌｅｐｔｉｃ
ｒａｔｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｖａｌｐｒｏａｔｅ［Ｊ］．ＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓ，２０１１，
４０（１）：２２１２３８．

［９］　ＧｒａｈａｍＭＥ，ＡｎｇｇｏｎｏＶ．Ｔｈｅｉｎｖｉｖｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆｒａｔ
ｂｒａｉｎｄｙｎａｍｉｎＩ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００７，２８２（２０）：１４６９５
１４７０７．

［１０］ＰｒｏｐｅｒＥＡ，ＪａｎｓｅｎＧＨ，ｖａｎＶｅｅｌｅｎＣＷ，ｖａｎＲｉｊｅｎＰＣ，Ｇｉｓｐｅｎ
ＷＨ，ｄｅＧｒａａｎＰＮ．Ａｇｒａｄｉｎｇｓｙｓｔｅｍｆｏｒｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｍｏｓｓｙｆｉｂｅｒｓｐｒｏｕｔｉｎｇ［Ｊ］．Ａｃ
ｔａＮｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ，２００１，１０１（４）：４０５４０９．

［１１］彭镜，吴蕾，张慈柳，尹飞．ＤｙｎａｍｉｎＩ的功能结构域及其在
突触囊泡内吞过程中的作用［Ｊ］．生理科学进展，２０１１，４２
（２）：１２１１２４．

［１２］ＳｍｉｌｌｉｅＫＪ，ＣｏｕｓｉｎＭＡ．ＤｙｎａｍｉｎＩｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｏｎ
ｔｒｏｌｏｆｓｙｎａｐｔｉｃｖｅｓｉｃｌｅｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＳｏｃＳｙｍｐ，２００５，
（７２）：８７９７．

［１３］ＦｅｒｇｕｓｏｎＳＭ，ＢｒａｓｎｊｏＧ，ＨａｙａｓｈｉＭ，ＷｌｆｅｌＭ，ＣｏｌｌｅｓｉＣ，Ｇｉｏ
ｖｅｄｉＳ，ｅｔａｌ．Ａｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｆｏｒｄｙ
ｎａｍｉｎ１ｉｎｓｙｎａｐｔｉｃｖｅｓｉｃｌｅｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００７，３１６
（５８２４）：５７０５７４．

（本文编辑：周勇）

·７３１·




