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脑创伤后Ｒｅｇ３ｇ的表达及对早期癫痫发作的作用研究

周天钧，程赛宇　　４０１１２０重庆，重庆医科大学附属第三医院神经疾病中心

　　［摘要］　目的　探讨Ｒｅｇ３ｇ信号激活在创伤性脑损伤 （ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）脑组织中的时
空表达规律和对 ＴＢＩ早期癫痫发作敏感性的影响。方法　采用控制性皮质撞击（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｃｏｒｔｉｃａｌ
ｉｍｐａｃｔ，ＣＣＩ）制备ＴＢＩ模型，在分子与形态学实验中，６０只Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠按照
随机数字表法分为４组：ｓｈａｍ组、ＣＣＩ２４ｈ组、ＣＣＩ７２ｈ组、ＣＣＩ１周组。通过 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免
疫荧光等方法检测Ｒｅｇ３ｇ的时空表达规律。采用海人酸（ｋａｉｎｉｃａｃｉｄ，ＫＡ）诱导癫痫，在脑创伤癫痫发作
实验中，ＷＴ小鼠和Ｒｅｇ３ｇＫＯ小鼠各３０只，按照随机数字表法分组，每组１５只，分别为 ＷＴ（ＣＣＩ）＋ＮＳ
组、Ｒｅｇ３ｇＫＯ（ＣＣＩ）＋ＮＳ组、ＷＴ（ＣＣＩ）＋ＫＡ组、Ｒｅｇ３ｇＫＯ（ＣＣＩ）＋ＫＡ组。在ＣＣＩ基础上进行癫痫诱导发
作，并记录在体脑电结果。结果　①与ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ损伤侧皮层２４ｈ、７２ｈ、１周后，Ｒｅｇ３ｇ基因和蛋
白表达明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；②免疫荧光结果显示，在 ＣＣＩ小鼠皮层组织，Ｒｅｇ３ｇ与
ＮｅｕＮ阳性神经元完全共表达；③在生理盐水注射的ＷＴ和 Ｒｅｇ３ｇ基因敲除小鼠，并没有观察到明显的
癫痫波。而在ＫＡ注射的ＷＴ小鼠和Ｒｅｇ３ｇ基因敲除小鼠，可观察到明显的癫痫波。与ＷＴ小鼠相比，
ＫＡ注射的Ｒｅｇ３ｇ基因敲除小鼠潜伏期明显缩短，总发作时间明显延长，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论　Ｒｅｇ３ｇ对ＴＢＩ后早期癫痫发作起着明显的保护作用，Ｒｅｇ３ｇ可能是抑制ＴＢＩ早期癫痫发作的重要
调控靶点。
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ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘｏｆＣＣＩｍｉｃｅ．③ ＮｏｏｂｖｉｏｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｗａｖｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＷＴａｎｄ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎｅａｒｌｙｓｅｉｚｕｒｅｓａｆｔｅｒＴＢＩ，ａｎｄｉｔｍａｙｂｅａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｔａｒｇｅｔｔｏｉｎｈｉｂｉｔ
ｅａｒｌｙｓｅｉｚｕｒｅｓａｆｔｅｒＴＢＩ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；Ｒｅｇ３ｇ；ｓｅｉｚｕｒｅｓ；ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７１１９０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮＧＳａｉｙｕ，Ｅｍａｉｌ：ｃｓｙ７１１＠１６３．ｃｏｍ

　　创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是由
于头部受到外部直接或间接机械力而导致的暂时或永

久性脑功能损伤，成为当前全球死亡和残疾的重要原

因［１］。ＴＢＩ根据病程可以分为颅脑受到暴力作用时产
生的不可逆性的原发性脑损伤和继发性脑损伤两个阶

段。ＴＢＩ其原因、严重程度、发病机制和临床结果各不
相同［２］。创伤后出现血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，
ＢＢＢ）通透性增加、缺血缺氧所致的氧化应激反应、钙
通道异常、神经炎症反应和谷氨酸兴奋性毒性等均是

引起继发性脑损伤重要病理因素［３］。颅脑损伤涉及

多因素和多机制，从而引起致癫痫的脑损害而形成创

伤后癫痫，创伤后癫痫发作是 ＴＢＩ引起的常见并发症
之一［４］。由于创伤后癫痫发作的机制仍然不完全明

确，治疗仅限于传统的抗惊厥和抗癫痫药物，因此，针

对创伤后癫痫的研究具有重要的科学意义［５］。

　　胰腺炎相关蛋白（ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，
ＰＡＰ）家族是一组属于再生基因（ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｇｅｎｅ，
Ｒｅｇ）家族的小分泌蛋白，在结构上被归类为钙依赖型
（ｃ型）凝集素［６］。根据基因序列及编码产物的差异，

Ｒｅｇ基因家族根据其一级结构分为４个亚型（ＲｅｇⅠ、
ＲｅｇⅡ、ＲｅｇⅢ和ＲｅｇⅣ）。其中，ＲｅｇⅢ （Ｒｅｇ３）基因
又根据编码长度和蛋白构型差异分为 α、β、γ和 δ
４种［７］。这些蛋白质的表达模式和病理生理作用已在

啮齿动物和人类中得到广泛研究。ＲＥＧ家族蛋白作
为多功能分泌分子，具有营养、调控凋亡和炎症等多种

免疫调节作用。其最初发现于再生胰腺组织中，越来

越多的证据阐明了 ＲＥＧ家族在胃肠道的各种炎症性
相关疾病（如人类克罗恩病和溃疡性结肠炎）以及类

风湿性关节炎等动物模型中表达［７］。Ｒｅｇ３ｇ作为一种
多功能蛋白，诸多研究发现其主要表达于周围神经组

织神经元和中枢神经组织中［８－１０］，并且 Ｒｅｇ３ｇ在神经
损伤后具有增强神经再生［１１］等多种功能。这些研究

说明，Ｒｅｇ３ｇ在神经系统的生理病理过程中起着重要
的作用，但是在ＴＢＩ中的作用和机制并不清楚。因此，

本研究通过制备ＴＢＩ模型，应用基因和蛋白检测，结合
荧光等技术手段，初步探索 Ｒｅｇ３ｇ在 ＴＢＩ中的表达特
点和分布规律；应用 Ｒｅｇ３ｇ敲基因小鼠观察 Ｒｅｇ３ｇ对
ＴＢＩ早期癫痫发作的保护作用。通过该研究可能为脑
创性引发癫痫的分子机制提供初步的实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　８～１２周龄清洁级健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠［重庆
医科大学实验动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１５
０００１］和Ｒｅｇ３ｇ全身敲除小鼠（陆军军医大学王法祥
博士课题组）共１２０只，体质量１７～２４ｇ，分笼饲养，普
通饲料喂养，温度２０～２２℃，湿度６５％～７０％。所有操
作符合动物伦理学要求。

１．２　动物分组与模型制备
　　在分子与形态学实验中，所有野生型（ＷＴ）
Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠按照随机数字表法分为４组：ｓｈａｍ组、
ＣＣＩ２４ｈ组、ＣＣＩ７２ｈ组、ＣＣＩ１周组各１５只。在 ＴＢＩ
癫痫发作实验中，ＷＴ小鼠和Ｒｅｇ３ｇＫＯ小鼠各３０只，按
照随机数字表法分组，每组１５只，分别为ＷＴ（ＣＣＩ）＋ＮＳ
组、Ｒｅｇ３ｇＫＯ（ＣＣＩ）＋ＮＳ组、ＷＴ（ＣＣＩ）＋ＫＡ组、Ｒｅｇ３ｇ
ＫＯ（ＣＣＩ）＋ＫＡ 组。ＴＢＩ模 型 （ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｃｏｒｔｉｃａｌ
ｉｍｐａｃｔ，ＣＣＩ）按照参考文献进行制备［１２］。将小鼠麻醉

后，剪去头部毛发，固定，根据脑图谱，以 Ｂｒｅｇｍａ为原
点，选择ＡＰ＝－２．０ｍｍ、ＭＬ＝－２．０ｍｍ为圆心，用颅骨
钻打出１个直径３ｍｍ圆，去除颅骨后，采用瑞沃德颅
脑脊髓打击器，将２ｍｍ直径的圆形打击棒调整对准
颅骨上 ３ｍｍ直径圆的中心。随后设置打击速度
３．８ｍ／ｓ，打击深度１ｍｍ，打击停留时间 ０．１２ｓ，进行
头部皮层打击，打击完成后用生理盐水清除血迹，缝

皮、消毒后将实验动物放于麻醉苏醒监护笼内，保护体

温复苏，待小鼠完全苏醒与开始活动后返回笼中单独

饲养。假手术组除 ＣＣＩ损伤外，接受所有外科手术
操作。
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１．３　实验标本处理
　　根据不同时间点和要求取各实验组小鼠，断头取
脑，剥离脑组织后，以撞击点为中心周围３ｍｍ×３ｍｍ×
２ｍｍ的整个皮层组织（包括打击部位及其周围区域）
为取材部位。取材后的脑组织立即装入微量离心管

内，放入液氮中保存。供 ＲＴＰＣＲ（ｎ＝６）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测（ｎ＝６）。另取各组小鼠，使用生理盐水和４％
的多聚甲醛灌注后，固定２４ｈ，用１５％～３０％的蔗糖梯
度脱水沉底。冰冻切片机切片后进行免疫荧光染色

（ｎ＝３）。
１．４　ＲＴＰＣＲ检测Ｒｅｇ３ｇｍＲＮＡ转录水平
　　每组取６只ＣＣＩ模型小鼠，每只小鼠的脑组织分
别加入ＴＲＩｚｏｌ试剂同时放入匀浆珠后，使用匀浆仪进
行匀浆与裂解，加入０．２ｍＬ氯仿后盖好盖，进行剧烈
振荡，４℃，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。离心后吸取上层透
明水相加入同等体积异丙醇充分混匀，４℃，１２０００×ｇ
离心，去上清液以获得ＲＮＡ沉淀。７５％乙醇洗涤后加
入适量的ＲｎａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ充分溶解，获得总 ＲＮＡ。
Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分光光度计测定浓度以及 Ｄ（２６０）／
Ｄ（２８０）比值为１．８～２．０。按照ＴａＫａＲａ逆转录试剂说
明书进行 ｃＤＮＡ逆转录。后继按照 ＴａＫａＲａＴＢＧｒｅｅｎ
试剂说明书进行扩增。

　　引物序列：Ｒｅｇ３ｇ上游引物 ５′ＣＧＡＡＴＣＣＴＴＣＣ
ＴＣＴＴＣＣＴＣ３′，下游引物 ５′ＧＣＣＴＴＧＡＡＴＴＴＧＣＡＧＡＣ
ＡＴ３′，扩增片断为１１８ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物５′ＧＴＧＣ
ＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ３′，下游引物 ５′ＡＴＧＣＣ
ＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ３′，扩增片断为１７４ｂｐ。ＰＣＲ反
应条件如下：９５℃３０ｓ，９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循
环。结果采用２－△△Ｃｔ法计算ＲＮＡ的相对定量。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｅｇ３ｇ蛋白表达水平
　　每组取６只ＣＣＩ模型小鼠，每只小鼠的脑组织分
别加入１ｍＬＲＩＰＡ裂解液和１０μＬ蛋白酶抑制剂（碧
云天公司），同时放入匀浆珠后，使用匀浆仪进行匀浆

与裂解。４℃，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液。根据
ＢＣＡ法蛋白定量试剂盒说明书（碧云天生物技术公
司，中国上海）测定蛋白浓度后，使用 ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ按
照一定比例稀释蛋白和进一步加热变性。蛋白量上样

后恒压电泳（８０Ｖ）３５ｍｉｎ，恒压电泳（１２０Ｖ）４５ｍｉｎ。
ＰＶＤＦ转膜后置于 ０．０５％ ＴＢＳＴ溶解的 ５％脱脂奶粉
中，室温孵育 ２ｈ进行封闭。封闭结束后，加入一抗
Ｒｅｇ３ｇ（１∶１０００，Ｓａｂ，ＵＳＡ）和 ＧＡＰＤＨ（１∶１０００，
Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）孵育，４℃过夜。次日，用 ＴＢＳＴ清洗
３次，每次１０ｍｉｎ。加入 ＨＲＰ标记的二抗（１∶１００００，

博士德生物技术公司，中国武汉），在室温条件下孵育

１ｈ。用ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。使用ＥＣＬ显影并
采集图像，光密度（ＩｍａｇｅＪ１．８．０）定量分析。
１．６　免疫荧光检测Ｒｅｇ３ｇ的表达与定位
　　取 ３只 ＣＣＩ模型小鼠脑组织切片，每只小鼠取
３片：①清洗：将－２０℃冻存液中保存的脑片取出，室
温复温１０ｍｉｎ，ＰＢＳ中摇洗３次，每次３ｍｉｎ。②破膜：
在ＥＰ管中加入０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，并将脑片捞入 ＥＰ
管中浸没，室温 ２ｈ，捞出脑片，ＰＢＳ洗 ３次，每次
３ｍｉｎ。③孵育一抗：将脑片捞入提前用ＰＢＳ配好的荧
光一抗兔抗Ｒｅｇ３ｇ（１∶５０，ＬＳｂｉｏ，ｌｏｔ＃ＬＳＢ１５３９３），小鼠
抗ＮｅｕＮ（１∶５０，ＥＭＤ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅｃｏｒｐ，ＵＳＡ，ｌｏｔ＃
２９６７８５４），对照组只加 ＰＢＳ溶液。将 ＥＰ管放入４℃
过夜。④孵育二抗：将 ＥＰ管中的脑片捞出 ＰＢＳ洗
３次，每次３ｍｉｎ，避光环境下再捞入 ＰＢＳ配制的荧光
二抗，５４６标记的驴抗兔 ＩｇＧ（１∶２００，Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
ＵＳＡ，ｌｏｔ＃１７４８３４６）和６４７标记的驴抗小鼠ＩｇＧ（１∶２００，
ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＵＳＡ，ｌｏｔ＃１６９２９１２），３７℃水浴锅中避
光孵育５０ｍｉｎ。⑤避光滴加 ＤＡＰＩ染核，３７℃避光孵
育１０ｍｉｎ，捞出脑片ＰＢＳ洗２次，每次３ｍｉｎ，避光环境
下捞片，沥干多余水分，并用封片剂进行封片。片子略

干后于镜下观察并采图。

１．７　早期癫痫发作易感性评估
　　评估 Ｒｅｇ３ｇＫＯ小鼠 ＣＣＩ损伤早期 ＫＡ诱导癫痫
发作易感性的影响。

　　（１）电极准备：使用２通道不锈钢绝缘电极，并将
绞合的双极线植入到右侧皮层位置［１３］［ｂｒｅｇｍａ
（ｍｍ）：ｎｏｓｅｂａｒ０，ａｎｔｅｒｏｐｏｓｔｅｒｉｏｒ１．５，ｌａｔｅｒａｌ１．２，
ｄｏｒｓｏｖｅｎｔｒａｌ１．０）］。电极和套管用丙烯酸牙科接合剂
牢牢地固定在头盖骨，并通过硬膜外螺钉固定电极。

植入完成后，动物返回笼中恢复。

　　（２）药物注射和行为学检测：每组 １５只小鼠，在
ＷＴ型小鼠和Ｒｅｇ３ｇＫＯ小鼠 ＣＣＩ损伤后７ｄ进行，早
上禁食约 ２ｈ。ＫＡ组使用海人酸（ｋａｉｎｉｃａｃｉｄ，ＫＡ，
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）诱发癫痫发作。ＫＡ
（５ｍｇ／ｋｇ）溶解在生理盐水中并通过腹膜内注射递
送。ＮＳ组只注射生理盐水。将每只小鼠置于观察笼
子中，记录脑电的同时，进行行为学观察，观察９０ｍｉｎ
以评估癫痫发作的严重程度。参照 Ｒａｃｉｎｅ评级标准
评定实验动物癫痫发作行为表现；Ⅰ级：节律性口角、
耳或面部抽动；Ⅱ级：点头，尾巴僵硬或甩尾并伴更严
重的面部抽动阵挛；Ⅲ级：出现前肢肌阵挛但不伴直
立；Ⅳ级：多肢抽动或强直；Ⅴ级：站立，全面性强直阵

８８３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



挛发作，失去平衡而跌倒。

　　（３）脑电（ｅｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｍ，ＥＥＧ）记录与评
估：癫痫发作是在自由移动的小鼠脑部中测定的，这些

动物脑部电极系统通过万向轴输送至记录与处理系

统。采用 ＲＭ６２４０Ｅ多通道生理信号软件记录脑电图
同步活动，主要观察潜伏期时间，癫痫发作持续时

间［１３－１４］。癫痫波特点：与基线相比，具有２００～６００μＶ
高尖锐波特征，这些波形或为分离形式，或为成簇出现

（３～５Ｈｚ，４～１０ｓ），部分平均持续时间为２０～６０ｓ的
阵发性放电。根据文献［１５］报道，以注射药物后检测
到的第１个癫痫波的时间段为潜伏期。
１．８　统计学分析
　　用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，两组比较采用独立样本 ｔ检验，多组间行单
因素方差齐性检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＣＩ后ＫＡ诱导的急性发作期行为学变化
　　所有ＣＣＩ后小鼠注射 ＫＡ，均出现癫痫活动相关
的行为学改变，如颤动、面部肌肉肌阵挛的自动咀嚼、

运动不能和湿狗样抖动等表现。ＷＴ组和 Ｒｅｇ３ｇＫＯ
小鼠组发作分级见表 １。与 ＷＴ型小鼠相比，Ｒｅｇ３ｇ
ＫＯ小鼠组Ｒａｃｉｎｅ分级明显增高。

表１　ＷＴ（ＣＣＩ）组和Ｒｅｇ３ｇＫＯ（ＣＣＩ）组急性发作期Ｒａｃｉｎｅ

分级百分比（％，ｎ＝１５）

组别 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

ＷＴ＋ＮＳ组 ０ ０ ０ ０ ０

Ｒｅｇ３ｇＫＯ＋ＮＳ组 ０ ０ ０ ０ ０

ＷＴ＋ＫＡ组 ４６．６７ ２６．６７ ２６．６７ ０ ０

Ｒｅｇ３ｇＫＯ＋ＫＡ组 ０ ０ １３．３３ ２６．６７ ６０．００

２．２　Ｒｅｇ３ｇ在ＷＴ小鼠ＣＣＩ模型不同时间点的ｍＲＮＡ
表达

　　应用ＲＴＰＣＲ技术，通过对ＷＴ小鼠ｓｈａｍ组、ＣＣＩ
对侧皮层不同时间点组、ＣＣＩ损伤侧皮层不同时间点
组的Ｒｅｇ３ｇｍＲＮＡ检测，发现Ｒｅｇ３ｇｍＲＮＡ在ｓｈａｍ组
的表达较弱，而 ＣＣＩ损伤侧 ２４ｈ、７２ｈ、１周后 Ｒｅｇ３ｇ
ｍＲＮＡ表达明显升高（Ｐ＜０．０１）。与 ＣＣＩ损伤侧２４ｈ
相比，７２ｈ皮层 Ｒｅｇ３ｇｍＲＮＡ表达进一步升高（Ｐ＜
０．０１）。结果还显示，ＣＣＩ１周损伤侧皮层的 Ｒｅｇ３ｇ表
达水平与ＣＣＩ２４ｈ相比差异无统计学意义，但明显低
于ＣＣＩ７２ｈ损伤侧（Ｐ＜０．０５，图１）。结果表明，在ＣＣＩ

模型不同时间点，Ｒｅｇ３ｇ基因有不同程度的升高，ＴＢＩ
在进展过程中影响了Ｒｅｇ３ｇ的基因表达。
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组别

１：Ｓｈａｍ；２：ＣＣＩ２４ｈ对侧；３：ＣＣＩ７２ｈ对侧；４：ＣＣＩ２４ｈ损
伤侧；５：ＣＣＩ７２ｈ损伤侧；６：ＣＣＩ１ｗ损伤侧；ａ：Ｐ＜０．０１，与
Ｓｈａｍ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＣＩ２４ｈ损伤侧比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，
与ＣＣＩ７２ｈ损伤侧比较

图１　ＲＴＰＣＲ检测Ｒｅｇ３ｇ在各组皮层中的ｍＲＮＡ表达（ｎ＝６）

２．３　Ｒｅｇ３ｇ在 ＷＴ小鼠 ＣＣＩ模型不同时间点的蛋白
表达

　　使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测技术，进一步观察ＷＴ小鼠
ｓｈａｍ组、ＣＣＩ损伤侧组和 ＣＣＩ对侧组不同时间点皮层
组织的Ｒｅｇ３ｇ蛋白表达。结果显示，ｓｈａｍ组也存在较
弱的Ｒｅｇ３ｇ蛋白表达，在ＣＣＩ损伤侧皮层２４ｈ、７２ｈ和
１周 Ｒｅｇ３ｇ蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０１）。尽管 ＣＣＩ
１周损伤侧皮层的 Ｒｅｇ３ｇ蛋白表达水平明显升高，但
与ＣＣＩ２４ｈ损伤侧和７２ｈ损伤侧表达比较差异无统
计学意义（图 ２）。结果表明，在 ＴＢＩ发病过程中，
Ｒｅｇ３ｇ蛋白表达增强，Ｒｅｇ３ｇ参与了ＴＢＩ的发病过程。
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组别

１：Ｓｈａｍ；２：ＣＣＩ２４ｈ对侧；３：ＣＣＩ７２ｈ对侧；４：ＣＣＩ２４ｈ损
伤侧；５：ＣＣＩ７２ｈ损伤侧；６：ＣＣＩ１ｗ损伤侧；ａ：Ｐ＜０．０１，与
Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＣＩ２４ｈ损伤侧比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｅｇ３ｇ在各组皮层中的
蛋白表达（ｎ＝６）
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２．４　Ｒｅｇ３ｇ在模型鼠脑组织中的表达与定位
　　为进一步明确 Ｒｅｇ３ｇ表达与细胞定位情况，使用
免疫荧光技术，检测 Ｒｅｇ３ｇ与神经元标记蛋白 ＮｅｕＮ
的细胞共定位表达。免疫荧光染色显示，在 ＣＣＩ小鼠
皮层组织，Ｒｅｇ３ｇ与 ＮｅｕＮ阳性神经元完全共表达
（图３）。结果表明，在脑创伤后组织中，Ｒｅｇ３ｇ主要表
达于神经元胞体中。

２．５　Ｒｅｇ３ｇ对脑创伤急性期癫痫发作敏感性影响
　　在ＣＣＩ模型基础上，进一步检测对癫痫发作的敏
感性（潜伏期，ｌａｔｅｎｃｙ）影响，以明确Ｒｅｇ３ｇ在ＴＢＩ早期
癫痫发作中的功能特点。如图４所示，在生理盐水注
射的ＷＴ小鼠和 Ｒｅｇ３ｇ基因敲除小鼠，并没有观察到
明显的癫痫波。而在ＫＡ注射的 ＷＴ小鼠和 Ｒｅｇ３ｇ基
因敲除小鼠，可以观察到明显的癫痫波，并且与 ＫＡ注
射的ＷＴ小鼠相比，ＫＡ注射的Ｒｅｇ３ｇ基因敲除小鼠的
潜伏期明显缩短（Ｐ＜０．０５），发作总持续时间明显延长
（Ｐ＜０．０５）。结果显示，Ｒｅｇ３ｇ基因敲除小鼠在 ＫＡ诱

导的急性癫痫发作痫样放电潜伏期明显缩短，放电明

显增加，提示 Ｒｅｇ３ｇ基因在 ＴＢＩ早期癫痫发作敏感性
中起着重要的作用。

３　讨论

　　创伤性脑损伤（ＴＢＩ）不仅是导致年轻人发病和死
亡的主要原因，而且还是癫痫发作的主要原因。创伤

后的早期癫痫在脑损伤后１周内即可发生，其发生率
为４．４％～５３％，约２５％经历过早期创伤后癫痫发作的
患者会在数月或数年后再次癫痫发作［１６］。ＴＢＩ诱导
的癫痫发作通常对传统抗癫痫药物具有抗药性，因此

了解ＴＢＩ后的癫痫发作诱导机制至关重要。此外，早
期的创伤后癫痫发作在ＴＢＩ诸多病理机制中起着重要
的作用。因此，控制创伤后癫痫发作至关重要，但其机

制目前仍不明确。本研究通过制备 ＴＢＩ模型，应用
ＲＴＰＣＲ和Ｗｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结合免疫荧光等技术手段，发
现Ｒｅｇ３ｇ在ＴＢＩ组织中呈现基因和蛋白高表达特点，并
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Ａ：ＤＡＰＩ；Ｂ：ＮｅｕＮ　箭头示与Ｒｅｇ３ｇ表达重叠的ＮｅｕＮ阳性神经元；Ｃ：Ｒｅｇ３ｇ　箭头示Ｒｅｇ３ｇ表达；Ｄ：Ｍｅｒｇｅ　
箭头示Ｒｅｇ３ｇ与ＮｅｕＮ阳性神经元共表达

图３　Ｒｅｇ３ｇ在ＣＣＩ模型小鼠脑组织中的细胞表达与定位
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Ａ：ＷＴ和Ｒｅｇ３ｇＫＯ的ＣＣＩ模型小鼠注射生理盐水（ＮＳ组）或海人酸（ＫＡ组）后的在体脑电；Ｂ、Ｃ：ＷＴ和 Ｒｅｇ３ｇ
ＫＯ的ＣＣＩ模型小鼠注射ＮＳ或ＫＡ在体脑电的潜伏期时间（Ｂ）和持续时间（Ｃ）　１：ＷＴ（ＣＣＩ）＋ＮＳ；２：Ｒｅｇ３ｇＫＯ
（ＣＣＩ）＋ＮＳ；３：ＷＴ（ＣＣＩ）＋ＫＡ；４：Ｒｅｇ３ｇＫＯ（ＣＣＩ）＋ＫＡ；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ（ＣＣＩ）＋ＫＡ组小鼠比较

图４　ＫＡ诱导的ＣＣＩ模型小鼠脑电记录

０９３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



且主要表达于神经元胞体中。同时，Ｒｅｇ３ｇ基因敲除
后明显增强了ＴＢＩ后早期癫痫发作的敏感性。本研究
数据支持神经源性的Ｒｅｇ３ｇ在ＴＢＩ病理过程中起着较
强的保护作用这一论点。本研究初步提示，Ｒｅｇ３ｇ可
作为抑制ＴＢＩ诱发癫痫发作的潜在新靶点。
　　Ｒｅｇ３ｇ在神经系统中的表达和功能目前已经有一
定的研究和探索，表现在外周和中枢均有表达。首先，

诸多研究证实 Ｒｅｇ３ｇ在外周神经组织中能够诱导表
达。在外周组织炎症和神经损伤后，背根神经节

（ＤＲＧ）神经元中强烈诱导 Ｒｅｇ３ｇ的表达，说明其在受
损的周围神经中能够被诱导，其中雪旺细胞被认为是

Ｒｅｇ３ｇ表达的主要来源［１０］。其次，Ｒｅｇ３ｇ在中枢神经
组织中也能够被诱导表达。有研究通过对ＴＢＩ模型等
大鼠脑组织检测发现，ＴＢＩ周围区域内 Ｒｅｇ３ｇ蛋白表
达明显升高［８，１７］。为了探索 Ｒｅｇ３ｇ在 ＴＢＩ中的作用，
本研究首先检测了Ｒｅｇ蛋白家族成员Ｒｅｇ３ｇ在ＴＢＩ脑
组织中的基因和蛋白表达特点。通过检测Ｒｅｇ３ｇ基因
和蛋白结果发现，Ｒｅｇ３ｇ的表达不仅在第 １天显著升
高，而且在创伤后１周仍保持升高。以往的报道已经
证实，ＩＬ６在癫痫组织中明显高表达，作为炎症因子在
癫痫发作与病理形成过程中起着重要的作用［１８］。另

有报道Ｒｅｇ３ｇ为ＩＬ６上调“次级”信号因子，因此，我
们推测 Ｒｅｇ３ｇ表达上调可能与 ＩＬ６的调控有关［１９］。

这些结果说明，Ｒｅｇ３ｇ强烈高表达在 ＴＢＩ中具有重要
的作用。

　　诸多研究证明，Ｒｅｇ基因与不同细胞类型中的表
达和再生、细胞生长和存活、细胞黏附和凋亡等密切相

关［２０］。Ｒｅｇ３ｇ在外周神经系统中的表达得到广泛论
证，但是Ｒｅｇ３ｇ在中枢神经中的细胞定位特点尚无文
献报道。在本研究中，使用免疫荧光双染发现，在 ＴＢＩ
脑皮层组织中，Ｒｅｇ３ｇ主要表达于神经元标记蛋白
ＮｅｕＮ阳性的神经元细胞中。有研究证明 Ｒｅｇ３ｇ可作
为巨噬细胞的化学吸引介质，用于去除髓鞘和轴突碎

片，而这种功能是神经再生的关键环节，这些现象表明

神经元中高表达的Ｒｅｇ３ｇ可能是去除神经元髓鞘和轴
突碎片的关键作用所在，Ｒｅｇ３ｇ在周围神经再生过程
中具有重要的作用［１０－１１］。先前的研究揭示 Ｒｅｇ３ｇ在
胰腺炎的进展中起主要作用，其已被描述为肝脏和肠

黏膜细胞中的生长因子以及胰腺腺泡细胞中的抗凋亡

因子［２０］。由于在ＫＡ诱导的癫痫模型能够诱导Ｒｅｇ３ｇ
的表达［１７］，据此我们推测Ｒｅｇ３ｇ可能在ＴＢＩ后早期癫
痫发作中也起着重要的作用。本研究进一步通过制备

ＴＢＩ模型和诱导癫痫发作发现，Ｒｅｇ３ｇ基因敲除明显缩

短了早期癫痫发作的潜伏期，Ｒｅｇ３ｇ的缺失使癫痫发
作易感性得到了增强。前述研究结果说明，Ｒｅｇ３ｇ在
ＴＢＩ癫痫发作过程中起着重要的调控神经元兴奋性的
作用。推测可能的原因：①Ｒｅｇ３ｇ与 ＩＬ６的相关
性［１９］，考虑在癫痫过程中，细胞因子等的启动作用，

Ｒｅｇ３ｇ通过进一步的自分泌和旁分泌以发挥短期控制
和长期影响的作用，以进一步调控受损的神经元生长、

分化和存活脑区；②由于神经元树突棘是兴奋性突触
后结构的基础，动态变化是影响神经元突触重塑及放

电环路形成，进而影响神经电活动和癫痫形成中最重

要的病理改变［２１］。而 Ｒｅｇ３ｇ明显高表达于神经元的
特点可能在癫痫发作中影响神经元树突棘，进而在影

响神经元兴奋性中起着重要的作用。另外，本研究中

形态学特点显示 Ｒｅｇ３ｇ除了表达于神经元胞体外，也
可能显示表达于神经元轴突。由于Ｒｅｇ３ｇ抗体等实验
限制，本研究尚未对其树突棘的确切定位进行论证，但

这种影响作用仍然值得进一步探索与揭示。

　　综上所述，本研究通过制备 ＴＢＩ模型，检测了 ＴＢＩ
后Ｒｅｇ３ｇ基因和蛋白明显高表达，并且 Ｒｅｇ３ｇ主要高
表达于神经元胞体，Ｒｅｇ３ｇ基因敲除明显缩短了 ＴＢＩ
后早期癫痫发作的潜伏期，初步揭示了 Ｒｅｇ３ｇ在 ＴＢＩ
后早期癫痫发作中起着明显的保护作用。但对于 ＴＢＩ
后继的病理因素及 Ｒｅｇ３ｇ对自发性癫痫发作的行为、
脑电等影响仍需进一步研究。
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