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颞叶内侧癫痫患者颞叶皮层致痫灶中ＮｏｇｏＡ信号通路的表达
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　　［摘要］　目的　研究ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路在ＭＴＬＥ患者颞叶皮层的表达，探讨其在癫痫后异常神经环路形成
过程中的作用。方法　 收集本科ＭＴＬＥ患者颞叶皮层标本１２例与正常颞叶皮层标本１２例，采用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、
免疫组化方法检测ＮｏｇｏＡ、ＮｇＲ、Ｐ７５（ＮＴＲ）、Ｌｉｎｇｏ１、Ｔｒｏｙ表达情况。结果 　ＭＴＬＥ患者颞叶皮层致痫灶中出现神经元丢
失、细胞排列结构紊乱、极性消失和胶质增生等病理改变。与正常对照相比，ＭＴＬＥ患者颞叶皮层ＮｏｇｏＡｍＲＮＡ和蛋白表
达显著降低（Ｐ＜０．０１），ＮｇＲｍＲＮＡ和蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０１）；ＮｏｇｏＡ蛋白在神经元中表达显著升高（Ｐ＜０．０１），
而在胶质细胞中表达显著降低（Ｐ＜０．０１）；ＮｇＲ、Ｐ７５（ＮＴＲ）、Ｔｒｏｙ、Ｌｉｎｇｏ１蛋白主要表达于神经元中，其中前三者表达均
显著升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而 Ｌｉｎｇｏ１蛋白表达降低不显著（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路在 ＭＴＬＥ
患者颞叶皮层中的表达发生改变，提示其非常可能参与了异常神经环路的形成过程。
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　　癫痫是大脑神经元突发性异常放电，导致短暂大
脑功能障碍的一种慢性疾病。临床较常见的颞叶内侧

癫痫（ｍｅｓｉａｌｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉｌｅｐｓｙ，ＭＴＬＥ）是局灶性
癫痫的主要类型之一，放电起源于或首先波及颞叶结
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构，影像学检查常见海马硬化。癫痫的异常放电可使

颞叶皮层的神经环路结构异常重塑，导致兴奋抑制失
衡，形成致痫灶，皮层电极检测可见明确和固定的痫样

放电部位。ＮｏｇｏＡ属于中枢神经髓鞘抑制因子，是主
要表达于少突胶质细胞的整合膜蛋白，在某些神经元

中也有表达。ＮｏｇｏＡ与其受体ＮｇＲ结合，在Ｌｉｎｇｏ１和
Ｐ７５（ＮＴＲ）／Ｔｒｏｙ辅助下，激活ＲｈｏＡ信号通路，调控细
胞骨架重组［１－２］。近年研究表明，ＮｏｇｏＡ参与调控神
经前体细胞分化迁移［３］、神经突起生长［４－５］和突触可

塑性［６－７］。因此我们有理由推测 ＮｏｇｏＡ可能参与影
响ＭＴＬＥ癫痫后颞叶皮层致痫灶中神经环路重塑过
程，关于ＮｏｇｏＡ信号通路与ＭＴＬＥ患者颞叶皮层致痫
灶的研究较少。我们采用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫
组化（ＩＨＣ）方法检测 ＭＴＬＥ患者颞叶皮层致痫灶中
ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路的表达情况，以初步探讨其
在ＭＴＬＥ颞叶皮层神经环路重塑中的作用。

１　资料与方法

１．１　标本来源
　　收集本科２０１１年６月至２０１２年６月明确诊断为药物难治
性颞叶癫痫患者标本共１２例，其中男性９例，女性３例，年龄
６～４３（２６．８±１１．６）岁，病程２～３６（１３．０±９．７）年，发作形式
以复杂部分性发作继发全面性发作为主。术前 ＭＲＩ示患侧海
马区代谢较对侧降低，术中见海马硬化明显者。患者符合手术

适应证：①严重影响患者生活的难以控制的癫痫发作；②规律
服用２种或２种以上一线抗癫痫药物，血药浓度监测在正常有
效浓度范围内，癫痫发作１年以上（至少１次／月）仍控制不佳；
③头颅ＣＴ或ＭＲＩ检查排除占位性病变以及其他神经系统疾
病；④手术前１周经过视频脑电图检查或者放置硬膜下电极，
术中用皮层电极进行检测，发现有明确和固定的癫痫放电部

位，且能进行手术者；⑤知情同意。正常对照为外伤清创患者
或肿瘤开颅手术为扩大视野必须切除的患者的相对正常颞叶

组织，共１２例，其中男性８例，女性４例，年龄１７～５０（２８．０±
６．２）岁，且符合：①无癫痫病史和家族遗传病史；②病理切片证
实脑皮层结构无异常；③知情同意。
１．２　主要试剂及仪器
　　ＲＮＡｉｓｏ、反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＰＣＲ试
剂盒ＰｒｅｍｉｘＴａｑ均购自ＴａＫａＲａ公司。ＲＴＰＣＲ引物由ＴａＫａＲａ
公司合成，引物序列和扩增产物长度见表 １。兔抗 ＮｏｇｏＡ、
ＮｇＲ、Ｌｉｎｇｏ１、Ｔｒｏｙ多克隆抗体均购自 Ａｂｃａｍ公司，兔抗 Ｐ７５
（ＮＴＲ）、ＧＡＰＤＨ单克隆抗体均购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，即用型
山羊抗兔ＳＢＡＣ免疫组化试剂盒、ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ购自
博士德公司。ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００微量紫外分光光度计，ＢｉｏＲａｄ１０００
型梯度ＰＣＲ仪，ＢｉｏＲａｄｍｉｎｉｐｒｏｔｅａｎ电泳系统，ＢｉｏＲａｄＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ湿转转印系统，ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ凝胶成像系统。
１．３　ＲＴＰＣＲ检测ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲｍＲＮＡ表达
　　ＲＮＡ提取：切取 －８０℃冻存颞叶皮层组织约５０ｍｇ，置于
液氮中研成粉末状，加入 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ，按操作说明提取 ＲＮＡ，
－８０℃保存。ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ：紫外分光光度计测定ＲＮＡ

纯度、浓度，按说明书将１μｇＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，反转录条件
３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，－８０℃保存。ＲＴＰＣＲ：按说明书加入
ＰｒｅｍｉｘＴａｑ、引物、模板，共２０μＬ。ＮｇＲｍＲＮＡ扩增程序：９５℃
５ｍｉｎ→（９４℃ ３０ｓ→４６．５℃ ３０ｓ→７２℃ ３０ｓ）×３０→７２℃
５ｍｉｎ；ＮｏｇｏＡ、βａｃｔｉｎｍＲＮＡ扩增程序：９５℃ ５ｍｉｎ→（９４℃
３０ｓ→５５℃ ３０ｓ→７２℃ ３０ｓ）×２５→７２℃ ５ｍｉｎ。１．５％琼脂
糖凝胶溶液每１００毫升加入１μＬＧｏｌｄＶｉｅｗ混匀凝固，扩增产
物上样６μＬ，电泳１５０Ｖ２５ｍｉｎ，于凝胶成像系统中紫外光下采
集图像。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分析目的基因光密度（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列和扩增产物长度

目的基因 引物序列　　 产物长度（ｂｐ）
ＮｏｇｏＡ 上游５′ＧＧＧＣＴＣＣＴＣＧＧＧＣＴＣＡ３′ ６７

下游５′ＧＣＧＴＡＴＣＡＣＡＧＧＣＴＣＡＧＡＴＧＣ３′
ＮｇＲ 上游５′ＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＴＴＣＣＴＧＣＡＣＧ３′ ４００

下游５′ＡＣＴＧＧＧＧＡＴＡＣＧＧＴＴＧＣＣＡＴ３′
βａｃｔｉｎ 上游５′ＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣ３′ １６３

下游５′ＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣＧ３′

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路蛋
白表达

　　组织蛋白提取：切取 －８０℃冻存颞叶皮层组织约１ｃｍ３，
加入蛋白裂解液，冰浴中匀浆，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心５ｍｉｎ，取
上清。ＢＣＡ法测定蛋白浓度。加入 ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，煮沸５ｍｉｎ
蛋白变性，－８０℃保存。ＳＤＳＰＡＧＥ：浓缩胶浓度５％，分离胶
浓度ＮｏｇｏＡ为６％，其余为１０％。蛋白上样量４０μｇ，恒压电
泳９０Ｖ３０ｍｉｎ后改为１２０Ｖ９０ｍｉｎ。恒流湿转３００ｍＡ２ｈ。
５％奶粉ＴＢＳＴ溶液室温封闭２ｈ。按目的蛋白相对分子质量裁
剪ＰＶＤＦ膜，一抗（浓度１∶１０００）４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗
３次 ×１０ｍｉｎ，二抗（浓度１∶２５００）３７℃孵育１．５ｈ。ＴＢＳＴ漂洗
３次×１０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。凝胶成像系统白光拍照，ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０软件分析各目的条带ＯＤ值。
１．５　正常对照与 ＭＴＬＥ患者颞叶皮层 ＨＥ染色病理

观察

　　组织固定、包埋、切片：切取 －８０℃冻存颞叶皮层组织约
０５ｃｍ３，甲醛室温固定２４ｈ，常规脱水、透明、浸蜡、包埋；切片
厚０．６μｍ，粘片于防脱载玻片上。常规脱蜡、水化，苏木精浸
染５ｍｉｎ，１％盐酸乙醇分化３ｓ，０．５％氨水返蓝，０．５％伊红复染
１０ｓ，常规脱水、透明，中性树胶封片。
１．６　ＩＨＣ检测ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路蛋白表达
　　ＩＨＣ染色切片制备同１．５。常规脱蜡、水化；载玻片浸于
ＰＢＳ中，微波加热至沸腾后２０ｍｉｎ热修复抗原，室温冷却；浸于
３％Ｈ２Ｏ２ＰＢＳ１５ｍｉｎ封闭内源性过氧化物酶；ＰＢＳ漂洗３次 ×
５ｍｉｎ，５％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ；一抗（浓度１∶１００）４℃孵育过夜；
ＰＢＳ漂洗３次×５ｍｉｎ，二抗（山羊抗兔ＩｇＧ）室温孵育１ｈ；ＰＢＳ
漂洗３次×５ｍｉｎ，三抗（ＳＡＢＣ试剂）室温孵育１ｈ；ＰＢＳ漂洗
３次×５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色２ｍｉｎ；苏木精复染；常规脱水、透明，中
性树胶封片。显微镜观察照相。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分析
免疫阳性细胞ＯＤ值。
１．７　统计学分析
　　对ＲＴＰＣＲ目的基因、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ目的蛋白条带和ＩＨＣ阳
性细胞的 ＯＤ值进行归一化处理得相对 ＯＤ值。使用 ＳＰＳＳ
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１９０统计软件，独立样本ｔ检验比较正常颞叶、ＭＴＬＥ颞叶两组
间的平均相对ＯＤ值。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲｍＲＮＡ表达
　　ＲＴＰＣＲ成功扩增出目的基因片段（图１），ＯＤ值统计分析
结果显示：与正常对照［ＮｏｇｏＡ、ＮｇＲｍＲＮＡ分别为（０．６３±
０１４）、（０．２３±０．０９）］相比，ＭＴＬＥ患者颞叶皮层中 ＮｏｇｏＡ
ｍＲＮＡ表达（０．３７±０．１３）显著下调（Ｐ＜０．０１），而 ＮｇＲｍＲＮＡ
表达（０．７７±０．１４）显著上调（Ｐ＜０．０１）。
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１～２：正常对照；３～４：ＭＴＬＥ患者
图１　ＲＴＰＣＲ检测颞叶皮层ＮｏｇｏＡ、ＮｇＲｍＲＮＡ的表达

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路蛋
白表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ成功检测各目的蛋白条带（图２）。ＯＤ值统计
分析结果显示：与正常对照［ＮｏｇｏＡ、ＮｇＲ、Ｐ７５（ＮＴＲ）、Ｔｒｏｙ、
Ｌｉｎｇｏ１分别为（０．６４±０．１３）、（０．３５±０．１６）、（０．３１±０．１１）、
（０．３４±０．０９）、（０．５６±０．２０）］相比，ＭＴＬＥ患者颞叶皮层中
ＮｏｇｏＡ（０．３６±０．１５）表达显著降低（Ｐ＜０．０１），而ＮｇＲ（０．６５±
０１９）表达显著升高（Ｐ＜０．０１），与ＲＴＰＣＲ结果相一致；ＮｏｇｏＡ
下游信号通路中，Ｐ７５（ＮＴＲ）（０．６９±０．１４）、Ｔｒｏｙ（０．６６±０．０９）表
达显著升高（Ｐ＜０．０１）；而Ｌｉｎｇｏ１（０．４４±０．１７）表达降低不显
著（Ｐ＞０．０５）。
２．３　正常对照与 ＭＴＬＥ患者颞叶皮层 ＨＥ染色病理

观察

　　ＨＥ染色结果显示，与正常对照相比（图３Ａ），ＭＴＬＥ患者
颞叶皮层（图３Ｂ）有神经元丢失、细胞排列结构紊乱、极性消失
和胶质增生等病理改变。
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１～２：正常对照；３～４：ＭＴＬＥ患者
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测颞叶皮层ＮｏｇｏＡ及下游信号通路蛋白表达
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图３　正常颞叶皮层（Ａ）与ＭＴＬＥ患者颞叶皮层（Ｂ）组织
病理学观察　（ＨＥ）

２．４　ＩＨＣ检测ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路蛋白表达
　　按照形态可将免疫染色阳性细胞分为两类：胞体较大、突
起丰富的神经元和胞体较小、突起较短的胶质细胞。在正常对

照和 ＭＴＬＴ患者颞叶皮层中，可见 ＮｏｇｏＡ在胶质细胞和神经
元中均有表达，而ＮｇＲ、Ｐ７５（ＮＴＲ）、Ｔｒｏｙ、Ｌｉｎｇｏ１则主要表达于
神经元中（图４）。分别分析统计神经元和胶质细胞免疫染色
阳性强度ＯＤ值，结果显示：与正常颞叶皮层相比［胶质细胞
ＮｏｇｏＡ，神经元ＮｏｇｏＡ、ＮｇＲ、Ｐ７５（ＮＴＲ）、Ｔｒｏｙ、Ｌｉｎｇｏ１相对ＯＤ
值分别为（０．６３±０．１４）、（０．４０±０．１０）、（０．４４±０．０４）、（０４６±
０．０５）、（０．４７±０．０６）、（０．５７±０．１３）］，ＭＴＬＥ患者颞叶皮层的
胶质细胞中ＮｏｇｏＡ（０．３７±０．０９）表达显著降低（Ｐ＜００１）；神
经元中ＮｏｇｏＡ（０．６０±０．１０）、ＮｇＲ（０．５６±００９）、Ｐ７５（ＮＴＲ）
（０．５４±０．０６）、Ｔｒｏｙ（０．５３±０．０３）表达均显著升高（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１），Ｌｉｎｇｏ１（０．４３±０．０６）表达降低不显著（Ｐ＞０．０５）。
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Ａ、Ｂ：ＮｏｇｏＡ；Ｃ、Ｄ：ＮｇＲ；Ｅ、Ｆ：Ｐ７５（ＮＴＲ）；Ｇ、Ｈ：Ｔｒｏｙ；Ｉ、Ｊ：Ｌｉｎｇｏ１；Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ：正常颞叶皮层，；Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ：ＭＴＬＥ患者颞叶皮层
右上角方框为指定区域的局部放大，其中Ａ、Ｂ分别为胶质细胞和神经元，其他均为神经元，标尺：１０μｍ

图４　ＩＨＣ检测ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路表达
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３　讨论

　　癫痫影响神经可塑性，如轴突发芽、突触重塑、神
经发生等，这些病理变化常伴有异常神经环路的重塑，

易化痫样放电的产生与传播［８－９］。细胞骨架影响癫痫

发作后的细胞水肿、蛋白转运、神经递质运输、树突变

形等过程，参与调控神经可塑性［１０］。

　　ＮｏｇｏＡ激活 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ／ｃｏｆｉｌｉｎ信号通路，解聚
细胞骨架结构中的纤维状肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）。有研究
显示：ＮｏｇｏＡ能够抑制中枢神经系统轴突生长和再
生，而中和 ＮｏｇｏＡ可显著促进轴突的发芽和生长；
ＮｏｇｏＡ降低树突复杂程度，抑制突触传递，限制突触
可塑性；ＮｏｇｏＡ在胚胎时期参与调控神经前体细胞迁
移；成年后ＮｏｇｏＡ亦影响神经母细胞的迁移；ＮｏｇｏＡ／
ＮｇＲ通路通过抑制神经干细胞分化来影响神经元新生
速度［３－７，１１－１２］。上述研究表明，ＮｏｇｏＡ及其下游信号
通路参与轴突、树突、树突棘延伸和神经发生过程，影

响神经可塑性。

　　研究表明，ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路与癫痫关系
密切，例如：ＮｏｇｏＡ在颞叶癫痫患者和海人酸癫痫动
物模型海马中表达增高［１３－１４］；Ｐ７５（ＮＴＲ）在毛果芸香
碱诱导大鼠癫痫模型的海马、梨状皮质、内嗅皮质表达

增高［１５］；ＮｇＲ下游的ＧＴＰＲｈｏ在海人酸诱导急性癫痫
大鼠大脑中表达增高［１６］。ＮｏｇｏＡ信号通路在癫痫后的
表达变化提示其很可能参与ＭＴＬＥ颞叶神经重塑过程。
　　我们对 ＭＴＬＥ患者颞叶皮层致痫灶的研究显示：
致痫灶中发生神经元丢失、细胞排列结构紊乱、极性消

失和胶质增生等病理改变；ＲＴＰＣＲ提示致痫灶中
ＮｏｇｏＡｍＲＮＡ表达显著降低，而 ＮｇＲｍＲＮＡ显著升
高；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示致痫灶中 ＮｏｇｏＡ蛋白表达
显著降低，ＮｇＲ、Ｐ７５（ＮＴＲ）、Ｔｒｏｙ蛋白表达均显著升
高，Ｌｉｎｇｏ１蛋白表达降低不显著；ＩＨＣ显示 ＮｏｇｏＡ在
胶质细胞的表达显著降低，而在神经元的表达则显著

升高，ＮｇＲ、Ｐ７５（ＮＴＲ）、Ｔｒｏｙ表达均显著升高，Ｌｉｎｇｏ１
表达降低不显著。３种方法所得实验结果基本一致，
其中部分不同但并不矛盾，例如考虑到在致痫灶中存

在神经元丢失以及神经元、胶质细胞数量差异，故虽然

ＩＨＣ见ＮｏｇｏＡ在神经元表达升高和胶质细胞表达降
低，而Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ中二者综合后整体表达降低；再如，
在不同方法检测各分子表达差异的显著性并不完全一

致，是由于不同方法的敏感性、特异性不同所致。上述

结果证实了ＮｏｇｏＡ及其下游信号通路在 ＭＴＬＥ患者
颞叶皮层致痫灶中表达发生改变，提示其非常可能参

与异常神经环路的形成过程，但因该信号通路中的各

个分子变化趋势并不一致，故这种变化对异常神经环

路形成的综合效应仍需进一步研究。

　　目前干预ＮｏｇｏＡ信号通路已用于治疗部分神经
系统疾病，例如用 ＮｇＲ受体拮抗剂 Ｎｅｐ１４０促进脊髓

损伤修复等。涉及神经系统损伤修复过程的影响因素

非常复杂，因此采用ＮｏｇｏＡ信号通路激动剂或阻断剂
来干预异常神经环路形成的时机及效应都不确定，但

随着对癫痫发病机制的深入研究，干预ＮｏｇｏＡ信号通
路可能成为癫痫的治疗靶点。
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