
书书书

第
!

卷第
"

期
#$$"

年
%

月 !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

中国当代儿科杂志
&'()*&+),-.

/

0-1(2,3

4+56!7+6"

89

:

6#$$"

!收稿日期"

!

#$$";$<;=>

#

!

!修回日期"

!

#$$";$!;#?

!基金项目"

!

卫生部临床学科重点项目$编号
#$$>;$?>#

%&

!作者简介"

!

李朝阳$

>?@>;

%'男'博士研究生&主攻方向(小儿神经系统疾病&

!通讯作者"

!

秦炯'北京市西城区西安门大街
>

号'北京大学第一医院儿科'邮编(

>$$$="

&

)论著)

大鼠海马线粒体解偶联蛋白
A"

在
热性惊厥后的表达

李朝阳!秦炯!韩颖!常杏芝!杨艳玲

"北京大学第一医院儿科!北京
!

>$$$="

#

!!

!摘
!

要"

!

目的
!

人类热性惊厥多发生于
!

个月
!

<

岁的儿童&小儿热性惊厥的发生率随体温上升明显升

高'惊厥发生时体温为
=%6$

!

"#B

&但是热性惊厥的病理生理机制目前仍不明确&该实验拟通过研究热性惊厥

$

C-D3(5-E-(F93-E

'

GH

%对发育期大鼠脑内海马区神经元线粒体解偶联蛋白
I&0"

表达的影响'探讨热性惊厥过程中

细胞能量代谢的变化&方法
!

采用热水浴诱导大鼠热性惊厥模型&

@#

只发育期大鼠分为
=

组(对照组$

)J#"

%'热

性惊厥组$

)J#"

%'高热未惊厥组$

)J#"

%&该实验通过免疫组化*原位杂交两种定性实验#以及
K-E,-3)D5+,

半定

量实验'测定大鼠海马
I&0"

在热性惊厥后的含量的变化&结果
!

惊厥组大鼠脑内海马区神经元细胞内
I&0"

的

蛋白含量高于高热组和对照组'高热组
I&0"

的表达低于惊厥组和对照组&与对照组$

>"%=$6@<L!">6?>

%相比'

热性惊厥组
MN4

+

23-2

值增高$

##><$6!=L"#=6"

%$

!

"

$6$<

%'而高热组的
MN4

+

23-2

值降低$

>$<>>6!=L=$#6$@

%

$

!

"

$6$<

%&结论
!

热性惊厥可能导致解偶联蛋白表达增多'作用增强'热能释放增多'基础代谢率增高'防止活

性氧族$

OPH

%的形成#同时
8Q0

的产生减少'可能反复的热性惊厥影响了线粒体能量储备的功能&
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热性惊厥$

C-D3(5-E-(F93-E

'

GH

%是婴幼儿时期

常见的中枢神经系统器质或功能异常的紧急症状'

其病理生理基础为高热使脑细胞功能紊乱&但
GH

的发生及其反复发作的细胞和分子机制仍然不完全

明确&常杏芝等!

>

"已发现热性惊厥大鼠海马神经元

线粒体出现皱缩*嵴模糊*消失等损伤后结构改变&

而线粒体的主要功能是产生
8Q0

'这一功能是通过

氧化磷酸化的偶联作用来完成的&线粒体内膜的解

偶联蛋白能破坏这种偶联作用'使质子通过线粒体

内膜产生质子漏'影响
8Q0

的生成'同时伴随着热

能的释放'这种热能为基础代谢率提供了
<$Z

的

能量!

#

"

&

本研究通过检测发育期大鼠解偶联蛋白在热性

惊厥后的表达来探讨热性惊厥过程中线粒体的功能

改变&

%

!

材料和方法

%6%

!

热性惊厥模型制作

参照韩颖等!

=

"方法进行&热水浴箱'箱内的水

深以大鼠沿箱壁站立时仅露出头部为准&对照组水

温
=@B

'高热处理组水温为
""6<B

'

<.()

内发生

惊厥者立即取出为热性惊厥组#

<.()

内未发生惊

厥者立即取出为高热未惊厥组&此后热性惊厥组热

水浴时间为至惊厥发作为止'高热未惊厥组大鼠

置于
""6<B

热水中的时间为前一次惊厥组在

""6<B

热水中的平均时间'隔日诱导惊厥
>

次'共

>$

次&

%6!

!

实验动物分组

HN

大鼠由北京大学医学部实验动物中心提供&

实验期间动物保证环境安静和昼夜节律'自由摄食*

饮水&

#>

日龄
HN

大鼠
@!

只'体重
!$

!

>$$

:

'分为

对照组
#"

只'高热未惊厥组
#"

只'热性惊厥组$惊

厥
>$

次者%

#"

只&

每组大鼠分成
=

亚组(免疫组化亚组*原位杂交

亚组*

K-E,-3)D5+,

亚组'每亚组
%

只&

%6H

!

原位杂交

分别在最后一次诱导惊厥后
#"'

将大鼠行心

脏灌注'然后断头取脑'液氮速冻'切片'片厚
>$

#

.

&分别进行原位杂交'检测海马的
I&0"

的
.OA

78

的表达$

I&0"

原位杂交试剂盒'寡核苷酸探

针'天津
Q[N

公司提供%'具体步骤参照试剂盒说明

书'

N8[

显色'中性树脂封片&结果判断(阳性细胞

为胞浆内棕黄色颗粒'位于细胞浆'背景无颜色&根

据海马齿状回内阳性细胞染色颗粒$棕黄色色颗粒%

的浓密程度进行半定量分级($

;

%

!

$

\\\\

%&

%6#

!

免疫组化

切片及切片之前的步骤同上'免疫组化检测海

马的
I&0"

的蛋白表达&

I&0"

一抗$羊抗鼠%由天

津
Q[N

公司提供#二抗及免疫组化试剂盒由北京中

山公司提供&具体步骤参照免疫组化试剂盒说明

书'

N8[

显色'中性树脂封片&阴性对照采用
0[H

代替
I&0"

一抗&结果判断(阳性细胞为胞浆内棕

黄色颗粒'位于细胞浆'背景无颜色&根据海马齿状

回内阳性细胞染色颗粒$棕黄色色颗粒%的浓密程度

进行半定量分级($

;

%

!

$

\\\\

%&

%6I

!

K-E,-3)D5+,

分析

分别在最后一次诱导惊厥后
#"'

将大鼠断头

取脑'剥离海马&液氮速冻'

;%$B

保存&提取蛋白

$蛋白提取液(

<$.Y Q3(EAX&5

'

/

X@6<

'

<$.Y

Y

:

&5

#

'

<.Y]̂ Q8

'

$6#<ZQ3(,+)_A>$$

'和蛋白

酶抑制剂#超声匀浆'

"B

离心机
>$$$$3

+

.()

'

=$

.()

'吸取上清夜分装'

;%$B

保存%'比色法$

[321A

C+31

法%测蛋白含量'电泳$

%Z

的聚丙烯酰胺凝胶'

每个加样孔上样量为
%$

#

:

%'转膜'封闭过夜

$

"B

%'一抗过夜$浓度为
>̀ #<$

'

"B

'

QQ[H>$.()

a=

次%'二抗$浓度
>̀ #$$$

%室温
#'

'

QQ[H

洗膜

>$.()a=

次'用
]&b

发光试剂盒$

H2),2&39F

公司

提供%显示目的蛋白条带'其中
I&0"

一抗$羊抗

鼠%*二抗$兔抗羊%天津
Q[N

公司提供&结果判断(

根据
_A

线上目的条带的
MN4

$

(),-

:

32,-11-)E(,

T

W259-

%+

23-2

来判定目的蛋白的含量$

Y95,(5.2

:

-

5(

:

',R2D()-,

'

25

/

'25.2

:

-3QY#$$$

'计算机图像分

析系统%&

%6$

!

统计学分析

应用
H0HH

统计软件'等级资料用非参数检验

多个独立样本秩和检验$

c39Ed25AK255(EQ-E,

%进行

分析#计量资料用$

#

JL?

%表示'采用单因素方差分

析进行均数比较&

!

!

结果

!6%

!

原位杂交

热性惊厥组海马细胞内阳性颗粒的染色程度

$

\\\

!

\\\\

%'含量均高于对照组$

\\

!

\

\\

%和高热组$

\

%'而高热组阳性程度又低于对照

组&经统计学分析后结果同免疫组化'均
!

"

$6$<

&见图
>

&

!6!

!

免疫组化

热性惊厥组海马细胞内阳性颗粒的染色程度

)

#!#

)
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$

\\\

!

\\\\

%'含量均高于对照组$

\\

!

\

\\

%和高热组$

\

%'而高热组阳性程度又低于对照

组'统计学分析均
!

"

$6$<

&见图
>

&

图
%

!

各组
I&0"

原位杂交与免疫组化$

N8[

染色'

a#$$

%

J4

+

05,%

!

I&0".O78-V

/

3-EE(+)()E(,9'

T

D3(1(E2,(+)2)1(..9)+'(E,+R'-.(E,3

T

$

N8[

'

a#$$

%

!!

&+.

/

23-1U(,','-&+),3+5

:

3+9

/

'

,'--V

/

3-EE(+)E+CI&0".O782)1

/

3+,-()()'(

//

+R2.

/

9E()R3-2E-1(),'-GH

:

3+9

/

2)1

1-R3-2E-1(),'-G-D3(5-

:

3+9

/

!6H

!

K-E,-3)D5+,

结果

与对照组相比$

>"%=$6@<L!">6?>

%'大鼠脑海

马区热性惊厥组
I&0"

的蛋白表达增强$

##><$6!$

L"#=6"$

%'高 热 组
I&0"

的 蛋 白 表 达 减 弱

$

>$<>>6!=L=$#6$@

%'$

@

#

'

#>

J><#6><

'

!

"

$6$<

%&各组均数两两比较'差异有显著性'均
!

"

$6$<

&

H

讨论
!

!!

解偶联蛋白目前分
<

个亚型(

I&0>

*

I&0#

*

I&0=

*

I&0"

*

I&0<

&

I&0

各亚型在体内的分布(

I&0>

仅在棕色脂肪中表达'

I&0=

仅在骨骼肌和

心脏中表达'

I&0"

脑组织中表达$多数脑组织含有

丰富的
I&0"

'而脊髓*胼胝体*黑质和含量很低%'

I&0<

在脑*睾丸和肝等组织中有表达!

"

"

&而

I&0#

的表达就很广泛'包括骨骼肌*白色脂肪组

织*脑$在脊髓*下丘脑*小脑*脑室系统%中含量丰

富'其他脑组织中含量低!

<

"

&

I&0#

和
I&0"

在脑内的分布各有不同(

I&0#

在海马和大脑缺乏'而在脑组织的下丘脑*小脑*脑

室系统含量丰富'

I&0"

的
.O78

和蛋白则在海马

和大脑皮层的含量较丰富!

!

"

&既往的文献认为大脑

皮层和海马是惊厥的易损伤部位&

在免疫组化*原位杂交和
K-E,-3)D5+,

检测中'

均发现高热组
I&0"

的表达低于惊厥组和对照组&

国外文献报道!

@

"

'寒冷环境中
I&0

明显增多#

I&0"

和
I&0<

低温时两者分别升高
>6<

倍和
>6@

倍&高热时'基础代谢率增加'氧耗和能量消耗也增

加'本试验发现高热过程海马细胞内
I&0"

表达减

少&解偶联过程中释放的热能为基础代谢率提供了

<$Z

的能量!

#

"

'

I&0"

表达减少则热能释放减少'推

测高热过程中
I&0"

有使脑内增高的基础代谢率

减低的作用'这可能是一种动物自身的保护调节反

)
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惊厥组海马神经元细胞内
I&0"

表达增多提

示热性惊厥导致
I&0"

解偶联作用明显增强'进而

使线粒体
8Q0

的产生减少'这样就影响了线粒体

能量储备的功能&另一方面'热性惊厥时解偶联作

用增强'细胞产热增多'同时脑内细胞代谢率增强'

这与惊厥时神经元异常放电所引起的高代谢率是相

一致的!

%

"

&而线粒体能量的损伤和改变时的自由基

产物是神经变性病的重要机制!

?

"

&这可能是线粒体

功能损伤的病理生理基础之一&

[32)1

等!

>$

"认为

氧化磷酸化过程中产生很多的活性氧族$

3-2R,(W-

+V

T:

-)E

/

-R(-E

'

OPH

%'

b2

T

,+)

等!

>>

"发现在卡因酸

诱导的大鼠惊厥模型中
OPH

产生明显增多'这对细

胞有明显的毒性作用&

I&0

增高产生的质子漏能

明显降低线粒体膜电位'同时防止
OPH

的形成!

>#

"

&

故我们认为本实验热性惊厥组中
I&0

明显增多则

可以对神经细胞起到保护作用&

在热性惊厥过程中'

I&0"

在高热阶段的表达

减低有利于保护脑细胞'减少脑内热能的释放#而在

惊厥发生时
I&0"

又明显增高以提高细胞代谢率'

防止
OPH

的形成'同时
8Q0

的产生减少'影响了线

粒体能量储备的功能&提示
I&0"

随脑细胞不同

情况而发生了功能性的改变'以适应机体的功能变

化&
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