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$$!摘$要"$目的$研究新生期反复惊厥对大鼠大脑皮层内糖皮质激素受体#G4ZS*S*2+'S*'0 2,S,.+*2' C?$表达

的影响& 方法$生后#.*W+(1+14'/6$9 0的 P.21GZ,<V1f4,U大鼠 @: 只'随机分成两组'惊厥组每日吸入三氟乙醚诱

导惊厥发作 ! 次'每次持续 ;# -'('连续 > 0%对照组同样操作但不吸入三氟乙醚& 分别于/6<!; 0)!= 0和 !7 0每

组各处死 : 只大鼠'd,W+,2( E4*+法和免疫组化法观察大鼠大脑皮层 C?表达的变化& 结果$与对照组相比' 在

/6<!= 0时惊厥组大鼠大脑皮层胞浆中C?的表达明显下调##_#5#!$'在 /6<!= 0)/6<!7 0 时胞核中 C?表达水

平明显下调##_#5#=$& 与对照组相比较'/6<!; 0时'惊厥组大鼠顶叶区 C?免疫化学累积光密度#ABV$明显降

低##_#5#=$%/6<!= 0时'惊厥组大鼠皮层顶叶区C?免疫化学ABV明显降低##_#5#!$%/6<!7 0时'惊厥组大鼠

皮层顶叶)颞叶)额叶区C?免疫化学ABV明显降低##_#5#!$& 结论$ 新生大鼠反复惊厥造成皮质 C?表达的

异常'可能参与发育期脑损伤& !中国当代儿科杂志##/!/#!#$!%&+U 0-/"

!关$键$词"$惊厥%糖皮质激素受体%脑损伤%新生大鼠
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$$&C<6*)56* DCE4568F4$T*'(R,W+'G1+,+&,,[[,+W*[[4Z2*+&U4<'(0ZS,0 (,*(1+142,SZ22,(+W,'QZ2,W*( G4ZS*S*2+'S*'0

2,S,.+*2#C?$ ,\.2,WW'*( '( +&,21+E21'(5G46:7A<$F*2+U<,'G&+W,R,(<01U<*40 P.21GZ,<V1f4,U21+Wf,2,21(0*-4U

0'R'0,0 '(+*+f*G2*Z.W* S*(+2*41(0 W,'QZ2,5P,'QZ2,Wf,2,'(0ZS,0 EU'(&141(+[4Z2*+&U401'4U[*2W'\S*(W,SZ+'R,01UW5

N21'(Wf,2,W1-.4,0 *( .*W+(1+1401UW!;' != 1(0 !75T&,,\.2,WW'*( *[C?.2*+,'( '( +&,S,2,E214S*2+,\f1W0,+,S+,0 EU

d,W+,2( E4*+1(0 '--Z(*&'W+*S&,-'S14-,+&*05H4<>;6<$T&,,\.2,WW'*( *[C?'( +&,S,2,E214S*2+'S14.41W-1.2*+,'( f1W

W'G('['S1(+4U4*f,2'( +&,W,'QZ2,G2*Z. +&1( '( +&,S*(+2*4G2*Z. *( .*W+(1+1401U!=5T&,,\.2,WW'*( *[C?.2*+,'( '( +&,

S,2,E214S*2+'S14(ZS4,12.2*+,'( 0,S2,1W,0 W'G('['S1(+4U'( +&,W,'QZ2,G2*Z. S*-.12,0 f'+& +&1+'( +&,S*(+2*4G2*Z. *(

.*W+(1+1401UW!= 1(0 !7 ##_#5#=$5%*-.12,0 +*+&,S*(+2*4G2*Z.' +&,1SSZ-Z41+,0 *.+'S140,(W'+U#ABV$ *[C?

'--Z(*2,1S+'R'+U#X?$ 0,S2,1W,0 W'G('['S1(+4U'( +&,.12',+14S*2+,\*( .*W+(1+1401U!; ##_#5#=$' +&,ABV*[C?X?

0,S2,1W,0 W'G('['S1(+4U'( +&,.12',+14S*2+,\1(0 +&,+,-.*214S*2+,\*( .*W+(1+1401U!= ##_#5#=$' 1(0 +&,ABV*[C?

X?0,S2,1W,0 W'G('['S1(+4U'( +&,.12',+14S*2+,\' +,-.*214S*2+,\1(0 +&,[2*(+14S*2+,\'( +&,W,'QZ2,G2*Z. *( .*W+(1+1401U

!7 ##_#5#=$5I795;><879<$?,SZ22,(+W,'QZ2,W'( (,*(1+1421+W2,WZ4+'( 1E(*2-14C?,\.2,WW'*( '( +&,S,2,E214S*2+,\

f&'S& -'G&+.41U1( '-.*2+1(+2*4,'( W&*2+<+,2-E21'( '(hZ2U'(0ZS,0 EU,124U2,SZ22,(+W,'QZ2,W5

!I:89J I7964?'.4A8)6*' #/!/' !# #!$*+U 0-/"

$$K4= L7*A<*$P,'QZ2,% C4ZS*S*2+'S*'0 2,S,.+*2% N21'( '(hZ2U% 6,*(1+1421+W

$$普遍认为引起发育中脑损伤的机制除兴奋毒性

机制)氧自由基损伤等以外'炎症损伤占有重要地

位!!"

& 糖皮质激素#G4ZS*S*2+'S*'0' C%$作为强有力

的抗炎物质'能有效地抑制致炎症信号和相关基因

表达'理论上应用 C%治疗发育中脑损伤应有良好

的作用& 但在脑发育期不恰当应用C%可能严重影

响脑的发育!"<;"

'随着相关病例增加'人们发现在围

产期接受C%治疗的早产儿发生脑瘫危险性明显增

高!@"

& 因此是否应用C%治疗发育中脑损伤颇多争

议& 在脑内'C%是通过盐皮质激素受体#-'(,2*S*2<

(9@(
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+'S*'0 2,S,.+*2' ?̀$和糖皮质激素受体#G4ZS*S*2+'<

S*'0 2,S,.+*2' C?$发挥作用的'如果相关受体在脑

内表达发生改变将影响C%对脑的作用'而且C?与

脑发育密切相关& 本实验通过制作新生大鼠反复惊

厥致发育中脑损伤模型'观察脑内 C?表达的变化

规律'以期从C?角度为发育中脑损伤治疗中如何

应用C%提供线索&

!"材料与方法

!5!"三氟乙醚致大鼠惊厥模型的制作及标本采集

生后 9 0的 P.21GZ,<V1f4,U#PV$仔鼠 @: 只#中

南大学湘雅二医院实验动物中心提供$'雌雄随机'

用随机数字表法将大鼠随机分入惊厥组和对照组&

惊厥模型制作参照 D*4-,W方法!="

*将仔鼠放置于

@# S-s"# S-s"# S-的透明实验舱中'通过舱顶

的注射孔滴入 #5! -J三氟乙醚'封闭实验舱'从仔

鼠出现惊厥开始记时';# -'(后取出仔鼠'观察仔鼠

@ && 仔鼠每天诱导惊厥 ! 次'连续 > 0'建立惊厥性

脑损伤模型& 对照组仔鼠除不给予三氟乙醚外'其

他处理与惊厥组完全相同& 于生后#.*W+(1+14' /6$

!; 0)!= 0)!7 0 随机各选取 : 只大鼠处死取脑'在

相同时间点正常对照组处死相同数目大鼠取脑& 左

侧皮层用于d,W+,2( E4*+测定'右侧皮层用于免疫组

织化学实验&

!5#"细胞蛋白提取

依据核蛋白提取试剂盒说明书进行& 将保存于

核蛋白提取液的大脑皮层组织液氮匀浆'室温孵育

!= -'('用 "=# sG的转速离心 = -'('弃除上清液'"

倍体积胞浆裂解缓冲液#%JN$重悬沉淀'使用 9 号

针头注射器反复抽吸'再予 : ### sG离心 "# -'('

留取上清液即胞浆蛋白# 89#n保存$& 沉淀加入

>>#

'

J核提取缓冲液'再用 9 号针头反复抽吸'使

用混悬器轻轻振荡 ># -'('!> ### sG离心 = -'('

留取上清液即核蛋白# 89#n保存$备用& 应用微

量板全波段酶标仪采用紫外吸收法测定蛋白浓度&

!%$"\4<64*9C;76测定皮层XH表达

蛋白标本加入等体积的加样缓冲液!!"= --*4KJ'

T2'W<D%4#.D>5:$'"#]#RKR$甘油'#5##"]#RKR$

溴酚蓝'!#] #RKR$

!

<巯基乙醇和 @] #RKR$十二

烷基磺酸钠#PVP$"在 9] #fKR$ PVP<聚丙烯酰胺

凝胶电泳#PVP</ACO$分离'每条泳道蛋白上样量

=#

'

G'每次电泳包括两组所有个体的蛋白标本& 电

泳结束后'用半干法电转蛋白至硝酸纤维素#6%$膜

上& 转移后的 6%膜用 =] #fKR$脱脂奶粉封闭

! &'加入兔抗大鼠 C?# ! m=##' P1(+1%2ZQ公司

YPA$'@ n过夜& 用TTNP洗膜'加入辣根过氧化物

酶标记的相应二抗#山羊抗兔 XGC'!m" =##'北京中

杉金桥生物技术有限公司$'室温孵育 ! &'TTNP 充

分洗膜'通过 VAN显色法'显示目的条带& 应用 X<

-1G'(,</2*=5# 图像处理软件# ,̀0'1%UE,2+'SX(S5

YPA'计算累积光密度值#1SSZ-Z41+,*.+'S140,(W'+U'

ABV$代表目的蛋白表达水平&

!5+"免疫组化染色

取双侧大脑半球制作石蜡切片& 用 ;]过氧化

氢灭活内源性过氧化物酶'正常山羊血清封闭 ! &'

滴加兔抗大鼠C?#!m:#'P1(+1%2ZQ公司 YPA$'@n

孵育过夜'应用 AN%法免疫组织化学试剂盒#北京

中杉金桥生物技术有限公司$进行免疫组织化学染

色'具体过程参照说明书& 每个切片的相关区域以

s@## 倍随机分别留取 " 个视野'应用 X-1G'(,</2*

=5# 图像处理软件'计算ABV'代表相关亚单位蛋白

表达水平&

!5-"统计学分析

所有数据采用 P/PP !!5= 统计软件分析'计量资

料以均数L标准差#!L"$表示& 方差齐性检验应用

J,R,(,cW+,W+'两组间均数差异性比较采用独立样本A

检验%组间均数差异比较采用单因素方差分析'以

0

H#5#= 作为检验标准'#_#5#=显示差异有显著性&

#"结果

#5!"三氟乙醚诱导惊厥大鼠的行为特点

实验组大鼠吸入三氟乙醚后约 ! M" -'('惊厥

开始发作'首先表现为烦躁不安'摇头'尖叫'继之四

处乱窜'最终出现强直阵挛发作'每次发作持续 = M

: -'('间歇 ; M= -'('惊厥间歇期意识不恢复& 脱

离实验舱时大鼠处于嗜睡状态'呼吸急促';# -'(左

右恢复正常活动'各组大鼠均无自发性惊厥发生&

#%#"\4<64*9C;76测定的皮层XH的表达

在对照组中'各时间点皮层胞浆蛋白 C?均有

表达'在/6<!7 0 时 C?表达较 /6<!; 0 及 /6<!= 0

时显著增高##_#5#=$& 在核蛋白中'/6<!; 0 时未

检出C?表达' /6<!7 0时C?表达较/6<!= 0显著

增高##_#5#=$& 与对照组比较'惊厥组 /6<!; 0

及/6<!7 0 时胞浆蛋白中 C?表达差异无显著性

## #̂5#=$'/6<!= 0时C?表达显著降低##_#5#=$%

惊厥组 /6<!; 0)/6<!= 0 时皮层核蛋白中未检出

C?的表达' /6<!7 0时皮层核蛋白中 C?表达显著

降低##_#5#=$&见表 !&

(:@(
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表 !"大脑皮层XH表达定量
$#) H:'!L"$

组别
胞$浆

/6<!; 0 /6<!= 0 /6<!7 0

胞$核

/6<!; 0 /6<!= 0 /6<!7 0

对照组 :" L"; >! L!= !7; L"! 8 =" L!> "#! L99

惊厥组 97 L!: @! L!@ !"# L": 8 8 ": L!"

A值 #5##= !59>@ @5";= 8 8 @57@

#值 #57@9 #5##> #5#=7 8 8 #5#@;

$$注* 8无阳性表达

#%$"免疫组化法测定的XH表达

在各时间点对照组大鼠的额叶)顶叶)颞叶区均

有C?阳性细胞分布& 在 /6<!; 0 时'C?阳性部位

为胞浆'在 /6<!= 0)/6<!7 0 时胞浆和胞核均有阳

性表达& 在 /6<!; 0 时'惊厥组大鼠顶叶区 C?免

疫化学ABV明显低于正常对照组##_#5#=$'而在

额叶)颞叶区两组差异无显著性## #̂5#=$&在 /6<

!= 0时'惊厥组大鼠顶叶区C?免疫化学ABV明显

低于对照组##_#5#!$'在额叶和颞叶区差异无显

著性## #̂5#=$& 在 /6<!7 0 时'惊厥组大鼠顶叶)

颞叶)额叶区 C?免疫化学 ABV明显低于对照组

##_#5#!$'见表 "'图 !&

表 #"大脑皮层XH免疫化学积分光密度的变化
$#) H!>'!L"$

组别
/6<!; 0

额$叶 顶$叶 颞$叶

/6<!= 0

额$叶 顶$叶 颞$叶

/6<!7 0

额$叶 顶$叶 颞$叶

对照组 : ;># L>97 : "!7 L:># !@ #!> L7#" @ =#9 L;7@ !# 7#" L77! > 7== L:9@ != ;>> L! !#" "! "#9 L! >:@ !@ @># L! #9;

惊厥组 9 7#; L:=" = @@9 L>!> !! :"> L! !7# @ 9@! L@=" > ;=9 L97= = ":: L;:7 : =@! L7#! !! !7! L97@ 7 7@@ L! #99

A值 #5!9> >5:9" "5!@9 #5!=; !"5:#; ;5#;@ ""577= "95":= :5:!=

#值 #5>>9 #5#!" #5!=# #5>7: #5##! #5#:: #5###9" #5###7@ #5##=

$$注* 8无阳性表达

$$图 !"皮质 XH的表达$Y&P显色# _!//%"上排为生

后 !; 0皮质顶叶C?的表达'下排为生后 !7 0皮质额叶C?的表达'

均显示惊厥组阳性细胞数量和强度低于对照组#箭头示阳性细胞$&

$"讨论

在脑内'C?作为下丘脑<垂体<肾上腺 # &U.*<

+&141-ZW<.'+Z'+12U<102,(14' D/A$轴的组成部分'一

方面参与C%反馈调节 D/A轴'另一方面属于核转

录因子'调节包括能量代谢)蛋白合成)信号传导在

内的重要的细胞生命过程'影响许多重要机体功能'

包括神经系统发育)记忆的形成)情感等!><9"

& C?

广泛分布于大脑各区'包括海马)下丘脑)神经胶质

细胞)垂体细胞!:<7"

& 脑内C?表达与脑发育密切相

关'在脑发育早期' 脑内 C?表达呈现时相性和区

域性& 生后第 ! 周末大鼠脑内C?的表达仅为成年

时的 ;#]'在生后 ! 个月才达到成年水平'此时

D/A轴的功能并不完善'机体对应激反应的能力也

相对不足!!#"

& 本实验通过d,W+,2( E4*+及免疫组化

显示C?在生后早期大脑皮层即有表达'随着日龄

的增加大脑皮层 C?的表达呈现迅速增加'而且在

额)颞)顶叶区的表达水平不尽相同'提示 C?的表

达在发育期脑呈现一定的规律性变化& 同时发现在

生后早期新生大鼠 C?主要表达于细胞胞浆'而后

细胞胞核中表达迅速增加& 正常情况下'C?在无

皮质酮存在时主要存在于细胞胞浆'当与皮质酮结

合后转入核内'结合到激素反应元素'调节靶基因表

达!!!"

& 提示在脑处于迅速发育早期'C?作为重要

的核转录因子将调节神经细胞内相关靶基因表达'

参与到早期的脑发育过程&

除了发育因素外'应激是影响脑内 C?表达的

一个重要因素'不同的应激事件对脑内 C?表达的

影响有所差异& 给予大鼠单一急性应激 ;# & 后'大

鼠皮质的C?-?6A表达明显增高!!""

'相反遭受反

复应激的大鼠'其血浆皮质酮水平升高'纹状体)皮

质区的C?表达逐渐减少'D/A轴功能持续亢进'直

接导致神经细胞树突数目)轴突和突触减少'使神经

元遭到破坏!!;"

& 发育期所遭受的应激同样会导致

D/A轴功能改变'使脑的结构和功能发生变化'并

且这种变化可延续到成年期'给脑带来更为深远的
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影响!!@"

& JWG*2等!!="将 ": 日龄的 PV大鼠置于应

激环境中 @ 周后'大脑皮质C?基因表达持续下调&

本实验通过d,W+,2( E4*+发现与对照组相比较' /6<

!= 0时惊厥组大鼠大脑皮层胞浆中C?的表达较对

照组明显下调'在/6<!= 0)/6<!7 0时胞核中C?表

达水平明显下调'通过免疫组织化学分析进一步证

实这些改变具有时空性'在不同区域变化也不尽相

同'C?的表达降低由顶叶区逐渐波及到额叶和颞

叶区& 提示新生大鼠反复惊厥干扰皮层神经细胞内

C?表达变化的规律'胞核内 C?表达增加过程延

迟'将影响到靶基因的表达'从而干扰脑的正常发育

过程&

电生理研究显示生理情况下'C?通过电压依

赖性钙通道 #R*4+1G,<0,.,(0,(+S14S'Z- S&1((,4W'

3V%%W$增强钙内流'促进突触电位形成& 应激状态

下'体内大量分泌的C%会与C?结合'而C%与C?

结合后可抑制长时程增强 #4*(G<+,2- .*+,(+'1+'*('

JT/$的形成'不利于正常机能的发挥!!>"

' 同时 C%

与C?结合'则会增大动作电位后超极化电位#1[+,2<

&U.,2.*412'Q1+'*(' AD/$的幅值并延长AD/的时程'

即降低了神经元的兴奋性!!9"

& 当细胞暴露在惊厥

这样强烈的去极化情况时'C?活化后钙内流增强

可能变成一种危险因素'损害细胞的功能'严重者导

致细胞死亡& 本实验显示C?在反复惊厥后短期内

持续下调'可能为机体一种自我保护机制'减少因反

复惊厥导致的异常钙内流增加'避免因反复惊厥所

致应激引起C?过度激活导致细胞死亡&

正常的D/A轴对包括神经系统在内的机体发

育是必须的'C%通过 C?调节神经细胞存活)生长

和凋亡过程'此时应用外源性 C%干扰 D/A轴的稳

定'必将影响到脑的发育& 但当脑损伤发生时'D/A

轴将也随之发生变化'目前 C%是否用于惊厥后脑

损伤的治疗存在较大争议'本实验发现新生期反复

惊厥可以导致急性期大脑皮层 C?表达下调'如果

此时再给予过多的C%'不但不能达到抑制脑内炎症

反应的目的'反而会带来许多不良反应& 因此何时

予以外源性 C%治疗'治疗后能否起到预想的治疗

作用'需要进一步探讨&
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4Ẁ 5P+2,WW1(0 S*G('+'*(* 12,S*2+'<

S*W+,2*'0WG**0 *2E10 GZUW- !)"5T2,(0W6,Z2*WS'' !777' ""

#!#$* @""<@">5

!@"$ *̀(+'441/' TZ(,QX' Z̀(*Q̀ %' P14S,0*̀ ' F,'hj*̀ ' Z̀x*Q<

%1W+1x,01)?' ,+145O[[,S+*[G4ZS*S*2+'S*'0W*( ;<('+2*.2*.'*('S

1S'0<'(0ZS,0 *\'01+'R,W+2,WW'( WU(1.+*W*-,W!)"5OZ2)/&12-1<

S*4' "##@' @::#!$*!7<"=5

!="$D*4-,WCJ' C1'2W1)J' %&,R1WWZW<AZ<J*Z'W6' N,(<A2'i5%*(<

W,gZ,(S,W*[(,*(1+14W,'QZ2,W'( +&,21+* -*2.&*4*G'S141(0 E,<

&1R'*214,[[,S+W!)"5A(( 6,Z2*4' !77:' @@#>$*:@=<:=95

!>"$V*(4,Ù /' PS&
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