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ＦＢＸＬ２０在颞叶癫痫患者及癫痫大鼠模型中的表达变化
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　　［摘要］　目的　通过研究Ｅ３泛素连接酶ＦＢＸＬ２０及其下游蛋白神经元突触膜胞外分泌调节蛋白
１（ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｓｙｎａｐｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｅｘｏｃｙｔｏｓｉｓ１，ＲＩＭ１）在颞叶癫痫患者皮质及匹鲁卡品癫痫大鼠模型皮质、
海马组织中的表达变化，探讨ＦＢＸＬ２０在癫痫形成中的作用。方法　以颞叶癫痫患者手术切除病灶标
本（ｎ＝２５）为癫痫组，以脑外伤减压手术所切皮质标本（ｎ＝１０）为对照组。另取４０只健康雄性ＳＤ大鼠
腹腔注射氯化锂（１２７ｍｇ／ｋｇ），２０ｈ后腹腔注射匹鲁卡品（５０ｍｇ／ｋｇ），每３０分钟重复给予１次匹鲁卡
品（１０ｍｇ／ｋｇ），直到大鼠癫痫发作。２周后出现癫痫自发性发作的大鼠纳入癫痫组；２个月后仍未出现
癫痫自发性发作的大鼠纳入对照组。采用免疫荧光对ＦＢＸＬ２０的表达进行定位；免疫组化检测ＦＢＸＬ２０
的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＢＸＬ２０、ＲＩＭ１的表达水平。结果　免疫荧光检测结果显示 ＦＢＸＬ２０主
要表达于神经元；免疫组化及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果均显示癫痫患者皮质、癫痫大鼠模型皮质与海马中
ＦＢＸＬ２０表达较对照组明显下降（Ｐ＜０．０５）；同时Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示ＲＩＭ１表达较对照组明显升
高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＢＸＬ２０在癫痫患者及大鼠模型中的表达水平明显降低，ＲＩＭ１表达明显升高，提
示ＦＢＸＬ２０可能通过调控ＲＩＭ１参与了癫痫的形成。
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　　癫痫（ｅｐｉｌｅｐｓｙ，Ｅｐ）是中枢神经系统第二大疾病，
以脑部神经元异常放电导致的发作性、反复性脑功能

紊乱为主要表现，患者常有自发性发作的倾向［１］。全

球约有５０００万患者受其困扰［２］。尽管目前有多种治

疗方法，仍有约五分之一的患者不能缓解发作并最终

发展为难治性癫痫。难治性癫痫治疗效果欠佳的原因

是人类对其发病的分子机制研究尚未取得突破性进

展，无法根据发病的中心环节寻找新的治疗方式。但

不论什么机制，最终都通过神经元高度同步异常放电

导致癫痫的发作，如果可以中断神经元的异常放电，则

癫痫发作可以被抑制［３］。神经元的突触重塑被认为

是癫痫异常放电的重要机制，而突触囊泡的异常释放

可以导致异常突触重塑［４－７］。经典的抗癫痫药物左乙

拉西坦，就是通过与 ＳＶ２蛋白相结合，调节突触囊泡
释放，从而发挥抗癫痫的作用［８－９］。

　　突触囊泡的释放与多种突触前膜蛋白的调控相
关。Ｙａｏ等［１０］发现，ＦＢＸＬ２０（Ｆｂｏｘａｎｄｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔｐｒｏｔｅｉｎ２０）作为一种在中枢神经系统中广泛表
达的Ｅ３泛素连接酶，通过调节突触膜胞外分泌调节
蛋白 １（ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｓｙｎａｐｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｅｘｏｃｙｔｏｓｉｓ１，
ＲＩＭ１）的代谢来调节突触囊泡的释放。而 ＲＩＭ１作为
囊泡释放过程中最重要的调节因子之一，有研究提示

其参与了癫痫形成［１１－１２］。

　　ＦＢＸＬ２０的表达水平是否在癫痫患者中发生改
变，其改变是否也参与到癫痫的发生、发展中，目前尚

不清楚。因颞叶癫痫（ｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｅｐｉｌｅｐｓｙ）多为药物
难治性癫痫，且多采用手术治疗，故本实验将在手术切

除的颞叶癫痫患者及相对正常皮质中，检测ＦＢＸＬ２０与
ＲＩＭ１的表达情况；由于伦理学的限制，无法获得正常
的人脑海马组织，颞叶癫痫患者海马切除由于手术量

极少也难以获得，锂匹鲁卡品大鼠模型出现自发性发
作后可以很好地反映颞叶癫痫的病理特点，被广泛用

于难治性癫痫的研究。本研究观察锂匹鲁卡品大鼠模
型大脑皮层和海马组织中及癫痫患者皮质中 ＦＢＸＬ２０
的表达，探讨ＦＢＸＬ２０在癫痫形成中的作用。

１　材料与方法

１．１　患者临床特征
　　癫痫组：从建立的１７０例癫痫脑组织库中随机选
取２５例颞叶癫痫病灶组织标本进行研究。这些病灶
组织都是癫痫患者经外科手术切除，而且患者都有临

床症状和特征性脑电图改变。其中女性 １２例，男性
１３例，年龄（２３．０４±１０．０５）岁，患病年限为（１２．９０±
７．２７）年。所有癫痫灶在取材前均经术中电生理检测

并定位，遵从相关标准实验方案进行［１３］。研究标本从

以下医院神经外科获取：重庆医科大学附属第一医院，

首都医科大学天坛医院、宣武医院，第三军医大学新桥

医院、大坪医院。癫痫患者的诊断和发作类型依据

２００１年国际抗癫痫联盟的癫痫分类，具体纳入标准
为：患者对至少３种抗癫痫药物耐药，包括苯妥英钠、
卡马西平、丙戊酸钠、拉莫三嗪、托吡酯和苯巴比妥；２４ｈ
动态脑电图、视频脑电图及术中电生理检查等确定患

者脑组织有固定的异常放电部位；磁共振检查提示这

些患者颅内都没占位性病变及渐进性损伤；没有癫痫

以外的其他神经系统疾病。

　　对照组：收集重庆医科大学附属第一医院神经外
科２０１３－２０１５年外科手术切除的标本。纳入标准为：
既往无中枢神经系统疾病史，未使用过抗癫痫药物，经

常规病理检查为相对正常的皮质。１０例经减压手术
后获得的正常皮质，均为脑外伤患者且无癫痫病史。

其中女性４例，男性６例，年龄（２９．４±１１．２６）岁。
　　两组年龄和性别差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
所有人体标本的使用征得了患者的知情同意，所有实

验动物的处理方式征得了重庆医科大学伦理委员会的

批准。

１．２　癫痫动物模型的制备
　　用锂匹鲁卡品大鼠模型来模拟临床颞叶癫痫的
发作［１４－１５］。在实验中，４０只雄性、健康的 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠（体质量１６０～２５０ｇ）均先腹腔注射氯化
锂（１２７ｍｇ／ｋｇ，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），２０ｈ后腹腔注射匹鲁卡
品（５０ｍｇ／ｋｇ，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），每３０分钟重复给予１次
匹鲁卡品（１０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射），直到大鼠癫痫发作。
１ｈ后用安定（１０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射，Ｓｉｇｍａ）终止发作，
运用Ｒａｃｉｎｅ评分来检测发作级别，评分达到４～５级
被认为点燃成功。观察癫痫发作行为学，动物模型首

次点燃后，将进入一段长约２周的潜伏期，潜伏期过后
观察到自发性发作的动物被认为造模成功［１５－１６］，选入

癫痫组；２个月后仍未出现自发性发作的选入对照组。
所有动物在２个月后断头取脑。
１．３　标本的准备
　　所有取材的新鲜组织标本立即处理。用于 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测的组织每例用冻存管单独包装后，立即放
入液氮罐中储存；用于免疫组化及免疫荧光的组织置

于４％多聚甲醛室温下固定２４ｈ。用于免疫组化检测
的组织经石蜡包埋，完成后切为连续冠状切片，厚度

５μｍ；用于免疫荧光检测的组织进行冰冻切片，切片
厚度为１０μｍ。盖玻片包被多聚赖氨酸后盖于切片
上，分别储存于室温及－２０℃冰箱中。
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１．４　免疫荧光双标对ＦＢＸＬ２０定位
　　将－２０℃保存的冰冻组织切片取出，放入丙酮浸
泡３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ×３次，随后滴加 ０．４％
Ｔｒｉｔｏｎ，放入３７℃水浴箱中３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×
３次；将切片放入修复盒中，加入枸橼酸缓冲液，放入
微波炉中高火３ｍｉｎ，再低火１５ｍｉｎ，完成后 ＰＢＳ冲洗
５ｍｉｎ×３次，加山羊血清在３７℃封闭３ｈ，弃掉血清，
加入兔抗ＦＢＸＬ２０多克隆抗体（１∶５０）与小鼠抗 ＭＡＰ２
（１∶５０），或者兔抗 ＦＢＸＬ２０与山羊抗鼠 ＧＦＡＰ抗体
（１∶５０）混合液，放入湿盒并４℃过夜；次日，弃掉表面
液体后ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，避光条件下加入ＴＲＩＴＣ
标记的山羊抗小鼠抗体及 ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔抗体
（１∶２００），３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，滴加
ＤＡＰＩ抗核抗体常温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后配制甘油
封片，运用激光共聚焦显微采集荧光图像。

１．５　免疫组织化学检测ＦＢＸＬ２０的表达
　　石蜡切片进行脱蜡和入水，完成后进行抗原修复：
组织切片浸于二甲苯中２０ｍｉｎ，随后依次在梯度酒精
中浸泡５ｍｉｎ，置于３％Ｈ２Ｏ２室温孵育１０ｍｉｎ，放入微
波炉进行抗原修复。取出切片冷却，于室温下滴加山

羊血清封闭液，３０ｍｉｎ后弃掉封闭液，加入兔抗
ＦＢＸＬ２０一抗（北京博奥森公司，１∶５０），４℃环境过
夜，弃掉一抗后滴加山羊抗兔二抗，３７℃环境孵育１
ｈ，随后滴加 ＳＡＢＣ复合物（北京中杉公司）显色。运
用ＯｌｙｍｐｕｓＰＭ２０全自动显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ）在２００
倍及４００倍视野下观察，阳性标准为细胞膜或细胞质
染成棕色或黄色。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件计算切片
平均光密度值。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＢＸＬ２０、ＲＩＭ１蛋白表达变化
　　对每例组织标本逐一进行检测。每例组织加入蛋
白提取液（碧云天公司）后匀浆，提取总蛋白后检测浓

度并配平。蛋白样品上样于聚丙烯酰胺凝胶系统电

泳，完成后电转３ｈ至ＰＶＤＦ膜。将膜置于５％脱脂牛
奶中封闭１ｈ，结束后滴加兔抗 ＦＢＸＬ２０一抗（１∶４５０，
北京博奥森公司），兔抗ＲＩＭ１一抗（１∶９００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司），兔抗ＧＡＰＤＨ抗体（１∶２０００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），
４℃过夜。随后 ＴＢＳＴ洗膜２０ｍｉｎ，在膜上孵育 ＨＲＰ
标记羊抗兔二抗（１∶３５００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），２ｈ后运
用ＥＣＬ显色。运用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件用来检测条带光
密度值，分析每组ＦＢＸＬ２０、ＲＩＭ１与 ＧＡＰＤＨ的平均光
密度值（ＦＢＸＬ２０／ＧＡＰＤＨ、ＲＩＭ１／ＧＡＰＤＨ）。
１．７　统计学方法
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件
进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　动物模型的行为学表现
　　大鼠首次注射匹鲁卡品约１４ｄ后出现自发性发
作，自发性发作标准为无明显诱因动物出现湿狗样抖

动、前肢抖动伴强烈阵挛、四肢搔抓样动作，强烈体颤

伴跌倒等。造模后有２３只达到４／５级发作，有５只达
到３／４级发作，作为癫痫组；有９只大鼠未出现自发性
发作，作为对照组，死亡３只。对照组与癫痫组消除了
因暴露因素所造成的差异，更能模拟颞叶癫痫的病理

变化。

２．２　癫痫患者和动物模型脑组织中的免疫双标荧光
结果

　　通过免疫荧光双标检测颞叶癫痫患者大脑皮层中
ＦＢＸＬ２０的表达部位。结果显示 ＦＢＸＬ２０（绿色）与
ＭＡＰ２（红色）重合，说明其在神经元中表达；不与ＧＦＡＰ
（红色）重合，显示不在星形胶质细胞中表达（图１）。通
过免疫荧光双标检测癫痫动物模型海马及大脑皮层中

ＦＢＸＬ２０的表达部位。ＭＡＰ２为神经元特异性标记物，
而ＧＦＡＰ为星形胶质细胞特异性标记物。结果显示在
海马与皮层中，ＦＢＸＬ２０（绿色）与 ＭＡＰ２（红色）重合，
不与ＧＦＡＰ（蓝色）重合（图１）。这说明 ＦＢＸＬ２０主要
表达在神经元胞质中，不在星形胶质细胞中表达。

２．３　ＦＢＸＬ２０在癫痫患者和动物模型中的免疫组化
结果

　　在人脑对照组中，检测到 ＦＢＸＬ２０在神经元细胞
膜和细胞质呈较强阳性表达（图２Ａ），而癫痫组中阳
性表达较弱（图２Ｄ）。癫痫组中 ＦＢＸＬ２０的平均光密
度值明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），即癫痫患者大脑皮
质中ＦＢＸＬ２０表达水平较正常人显著降低。通过免疫
组化检测ＦＢＸＬ２０在颞叶癫痫大鼠的海马和大脑皮层
表达，显示 ＦＢＸＬ２０主要表达在海马与皮层的神经元
中，在对照组中呈较强阳性表达，而癫痫组中阳性表达

较弱，在没有加入ＦＢＸＬ２０抗体的阴性对照组中，没有
观察到阳性表达的细胞。癫痫组中ＦＢＸＬ２０的平均光
密度值明显低于对照组（Ｐ＜００５），即动物模型中
ＦＢＸＬ２０表达水平较对照组显著降低（图２、表１）。

表１　免疫组化观测癫痫患者皮质、大鼠皮质、海马
ＦＢＸＬ２０的表达（光密度值，珋ｘ±ｓ）

组别 患者皮质 大鼠皮质 大鼠海马

对照组 １．５７±０．１４（１０） １．２３±０．１１（９） １．１７±０．０５（９）

癫痫组 ０．８３±０．０３ａ（２５）０．８１±０．０６ａ（２８） ０．６２±０．１６ａ（２８）

括号内数据为对应例数；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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图１　免疫荧光双标检测癫痫患者和动物模型大脑皮层中ＦＢＸＬ２０的表达定位　（激光共聚焦显微镜）
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Ａ：对照组人脑皮质；Ｂ：对照组大鼠皮质（２个月）；Ｃ：对照组大鼠海马（２个月）；Ｄ：癫痫组患者皮质；Ｅ：癫痫组大
鼠皮质（２个月）；Ｆ：癫痫组大鼠海马（２个月）

图２　免疫组化观察癫痫患者和动物模型大脑皮质、海马中ＦＢＸＬ２０的表达　（×４００）
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测癫痫患者和动物模型中
ＦＢＸＬ２０、ＲＩＭ１蛋白的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＢＸＬ２０、ＲＩＭ１的表达水平，用
ＧＡＰＤＨ作为内参，结果显示在（４４～４８）×１０３检测到
ＦＢＸＬ２０，在１８９×１０３检测到 ＲＩＭ１。检测结果用内参
ＧＡＰＤＨ标准化后显示，ＦＢＸＬ２０在癫痫患者及大鼠模
型中的表达水平较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）；而
ＲＩＭ１较对照组则明显升高（Ｐ＜０．０５，图３、表２）。
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１、２：对照组患者；３、４：癫痫组患者；５、６：对照组动物
皮质；７、８：癫痫组动物皮质；９、１０：对照组动物海马；
１１、１２：癫痫组动物海马

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＦＢＸＬ２０、ＲＩＭ１蛋白的表达变化

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测癫痫患者皮质，大鼠皮质、海马
ＦＢＸＬ２０、ＲＩＭ１的表达（光密度值，珋ｘ±ｓ）

蛋白 组别 人脑皮质 大鼠皮质 大鼠海马

ＦＢＸＬ２０
对照组 １．３９±０．３２（１０） ２．１±０．３７（９） １．４１±０．５６（９）

癫痫组 ０．４１±０．１３ａ（２５） ０．６±０．１６ａ（２８）０．３１±０．０９ａ（２８）

ＲＩＭ１
对照组 ０．４７±０．１１（１０） ０．６２±０．３３（９） １．０１±０．２１（９）

癫痫组 １．２１±０．３５ａ（２５） １．８±０．２７ａ（２８）１．５７±０．１９ａ（２８）

括号内数据为对应例数；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

３　讨论

　　突触重塑是癫痫发病机制的重要理论之一，它是
神经元选择性增强或者减弱突触的功能以应对外界刺

激的过程，常通过改变突触相关受体的数量和神经递

质的释放量实现［１６－１７］。神经递质的释放与突触囊泡

释放密切相关，受多种囊泡相关蛋白调控。

　　ＲＩＭ１即突触膜胞外分泌调节蛋白１，相对分子质
量１８９×１０３，主要分布于突触前膜活性区域，参与突
触囊泡释放的激活［１８－１９］。Ｘａｎｔｈｏｓ等［２０］研究发现

ＲＩＭ１活性及表达的异常可导致突触的异常重塑。
ＦＢＸＬ２０是一种广泛表达于中枢神经系统神经元兴奋
性突触前膜的Ｅ３泛素连接酶，可与ＲＩＭ１的Ｃ２Ｂ区结
合，为ＲＩＭ１贴上泛素化“标签”导致其降解［２１］。

　　本研究以颞叶癫痫患者及锂匹鲁卡品癫痫大鼠
动物模型为研究对象，检测癫痫脑组织中 ＦＢＸＬ２０、
ＲＩＭ１的表达情况。免疫荧光双标结果显示，ＦＢＸＬ２０
与神经元标记物———ＭＡＰ２具有共定位关系，但不与
星形胶质细胞的标记物———ＧＦＡＰ共表达，与 Ｔａｋａｇｉ

等［２２］的研究结果一致。同时可见神经元轴突处荧光

明显，而轴突是形成突触连接的重要部位，提示

ＦＢＸＬ２０可能在神经元突触连接处发挥生理作用。
　　进而本研究检测了癫痫患者和动物模型中
ＦＢＸＬ２０的表达水平。免疫印迹和免疫组化均发现，
癫痫患者大脑皮质中 ＦＢＸＬ２０的表达量明显降低，匹
鲁卡品大鼠模型脑组织中发现相同变化趋势，提示

ＦＢＸＬ２０异常表达与癫痫发生关系密切。Ｙａｏ等［２３］通

过Ｃｒｅ／ｌｏｘｐ基因敲除技术抑制小鼠脑部ＦＢＸＬ２０的表
达后，发现中枢神经元兴奋性突触后电位（ｍＥＰＳＣ）显
著增强，伴随有小鼠夜间活动增多，躁狂行为增加。这

说明ＦＢＸＬ２０可能影响了ｍＥＰＳＣ的变化，进而导致异
常的突触重塑。

　　在神经元突触前膜中，ＦＢＸＬ２０主要作用是调节
ＲＩＭ１的代谢，影响囊泡释放。因此本研究检测了
ＲＩＭ１的表达变化，发现在癫痫患者及动物模型脑组织
中，其表达水平较对照组明显升高。而Ｙａｏ等［１０］在小

鼠脑组织中敲除 ＦＢＸＬ２０后也发现，ＲＩＭ１半衰期延
长，具有生理活性的ＲＩＭ１显著升高，进而ＮＭＤＡ受体
介导的兴奋性突触后电位（ｍＥＰＳＣ）频率升高；当重新
导入ＦＢＸＬ２０后，ＲＩＭ１的水平下降，ｍＥＰＳＣ频率得以
恢复；若同时敲除 ＲＩＭ１，ｍＥＰＳＣ的相关改变则被逆
转。这些研究均提示 ＦＢＸＬ２０可以通过调节 ＲＩＭ１的
代谢，进而诱导异常突触重塑。

　　从本研究的结果来看，ＦＢＸＬ２０主要表达于神经
元，并且在癫痫患者和动物模型中其表达明显异常，并

伴随有 ＲＩＭ１相应的表达变化。因此我们推测：
ＦＢＸＬ２０表达降低，使得 ＲＩＭ１泛素化降解减少，导致
有生理活性的 ＲＩＭ１蓄积。蓄积的 ＲＩＭ１通过影响突
触前膜钙离子浓度，使得 ＮＭＤＡ受体介导的 ｍＥＰＳＣ
频率和强度增加，导致突触重塑，进而参与癫痫的

发生。

　　本研究检测了颞叶癫痫患者及大鼠模型中
ＦＢＸＬ２０的表达水平，发现 ＦＢＸＬ２０在癫痫中表达降
低，并提出“ＦＢＸＬ２０的降低可能导致了癫痫相关的突
触重塑，从而引发癫痫”这一新的思路，下一步我们将

在动物模型中探索其具体的分子机制。
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