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二肽基肽酶４和白介素６在热性惊厥疾病中的表达及意义
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［摘　要］　目的　探讨二肽基肽酶４（ＤＰＰ４）和白介素６（ＩＬ６）在热性惊厥（ＦＳ）疾病中的表达变化及意义。方法　选取ＳＰＦ
级正常１４日龄ＳＤ大鼠，通过经典ＦＳ热水浴模型进行造模。利用大鼠全基因组表达谱芯片筛选差异基因，并利用生物信息学方法
进行相互作用网络分析，采用荧光定量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）、蛋白免疫印迹法（ＷＢ）、酶联免疫吸附方法（ＥＬＩＳＡ）检测２组ＤＰＰ４和ＩＬ６的
基因和蛋白表达水平。选取５０例ＦＳ患儿为热性惊厥组和２５例健康体检儿童为正常对照组，采用ＱＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ检测２组ＤＰＰ４
和ＩＬ６基因及蛋白表达水平。结果　表达差异基因相互作用网络图显示免疫因子 ＤＰＰ４与 ＩＬ６之间可能存在相互作用关系；动
物及临床水平表明，ＦＳ组ＤＰＰ４及ＩＬ６基因表达水平显著高于正常组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＰＰ４及 ＩＬ６基
因及蛋白在动物及临床水平具有高表达模式，提示这两个基因与ＦＳ的发生发展存在密切联系，揭示了免疫因素在 ＦＳ发生发展中
起到非常重要作用，为研究ＦＳ的发病机制提供了新的临床依据和新的治疗靶点。
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　　热性惊厥（ｆｅｂｒｉｌｅｓｅｉｚｕｒｅｓ，ＦＳ）是小儿较常见的中
枢神经系统功能异常的症状［１］，尤以婴幼儿常见。热

性惊厥过程中伴随有血清内一系列指标的变化，严重

的热性惊厥可遗留神经系统后遗症。大多数 ＦＳ具有
自愈性，但少部分患者可发展为非热惊厥，并慢慢导致

海马及颞叶硬化，这是导致癫痫发生的病理基础。目

前，关于ＦＳ疾病的确切发病机制尚不清楚。随着研究
的不断深入，免疫和炎症因素在 ＦＳ的发生发展过
程中起到非常重要的作用［２３］。在惊厥或癫痫发生过

程中，中枢神经系统神经元、星形胶质细胞分泌的细胞

因子、趋化因子等免疫炎性因子增多，改变下游免疫相

关信号通路，从而改变神经递质的功能，进而引起神经

元兴奋性的改变［４５］。白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，
ＩＬ６）作为一种重要的炎症细胞因子，同时也是神经保
护和神经营养因子，在惊厥和癫痫等神经系统疾病中

起一定作用［６］。炎症细胞因子可以通过介导神经递

质受体的组装和磷酸化从而快速改变经典神经递质的

功能，进而引起神经元兴奋性的改变［７］。

在前期研究中，我们发现了一种免疫相关基因二

肽基肽酶４（Ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ４，ＤＰＰ４）［８］。ＤＰＰ４
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作为一种丝氨酸蛋白水解酶，具有独特的降解蛋白作

用，能降解肽链Ｎ末端第二个残基上的脯氨酸或甘氨
酸，产生Ｎ端二肽，故称为二肽基肽酶。ＤＰＰ４的蛋白
水解功能突出表现在其底物多样性，主要分为胃肠道

激素类、神经肽类物质和趋化因子类［９１０］。这三类酶

解底物与惊厥和癫痫之间存在着密切的联系。目前临

床研究方面未见 ＦＳ与 ＤＰＰ４的相关研究报道。有学
者通过研究表明，ＤＰＰ４与ＩＬ６之间存在相互关系，通
过降低Ｈ３Ｋ２７的甲基化水平可以增加 ＤＰＰ４和 ＩＬ６
的表达水平［１１］，但是二者之间具体联系还需进一步深

入研究。

在本研究中，我们通过经典的热水浴诱导惊厥模

型建立了ＦＳ动物模型，随后利用大鼠全基因表达普芯
片比较分析了２组之间的差异基因，并采用多种生物
信息学方法对差异基因间的相互作用网络关系进行深

入挖掘和分析。为了进一步验证动物水平研究结果，

利用ＥＬＩＳＡ和定量ＰＣＲ的方法检测临床ＦＳ患儿血清
中ＤＰＰ４和ＩＬ６的基因及蛋白水平变化，探讨二者在
ＦＳ发病中的临床意义，为临床治疗 ＦＳ提供了重要的
依据。

１　材料与方法

１．１　ＦＳ动物模型
选取１０只ＳＰＦ级１４ｄ龄正常ＳＤ大鼠，根据经典

的热水浴诱导惊厥动物模型的方法进行造模［１２］，按照

ＦＳ的５级行为学评分标准：０级为未发生惊厥；１级为
面部抽动；２级为点头、甩尾；３级为一侧前肢抬起痉
挛；４级为全身强直，双侧前肢抬起、痉挛；５级为全身
强直阵挛，跌倒，选取 ＦＳ行为评分最高的３只 ＳＤ大
鼠进行基因芯片分析，同时选取 ３只正常 ＳＤ大鼠。
实验动物来源于山东大学实验动物中心，动物合格证

编号：ＳＣＸＫ（鲁）２００３０００４。
１．２　基因芯片分析

将上述大鼠海马组织样品送至上海伯豪基因公司

（Ａｇｉｌｅｎｔ中国代理商）按照安捷伦基因芯片（大鼠）标
准化操作流程进行芯片分析。

１．３　差异表达基因相互作用网络分析
通过整合 Ｐｕｂｍｅｄｔｅｘｔｍｉｎｉｎｇ、同源预测、基因

ｎｅｉｇｈｂｏｒ、蛋白蛋白相互作用、基因融合等数据，建立
一个包含所有差异表达基因的单节点的调控网络。这

是一种利用已知数据库信息知识来驱动的分子网络的

构建，目的在于对前人的研究结果和本实验的生物信

息进行关联分析，以期找到一些新的基因共表达的线

索，发现新的规律，从而有助于对疾病发病机制的研究。

１．４　临床研究对象
选取２０１６年１月至１２月来潍坊市妇幼保健院就

诊的５０例ＦＳ儿童作为热性惊厥组（ＦＳ组），根据既往
病史及其临床特征符合 ＦＳ的临床诊断标准［１３］，其中

男２５例，女 ２５例，年龄 ６个月至 ５岁，平均（３．１±
０．７９）岁。选择同一时期在我院检查的２５例健康儿童
体检者作为正常对照组，男１５例，女１０例，年龄６个
月至５岁，平均（３．０±０．６９）岁。排除具有近期感染
或者其他免疫疾病。２组性别、年龄等一般资料比较，
差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
１．５　动物及临床标本采集及检测方法

动物实验中，提取ＦＳ组和正常组大鼠的海马组织
分别提取ＲＮＡ和脑组织匀浆液用于检测基因和蛋白
水平的表达变化。临床研究中，ＦＳ组在发作后 ２４ｈ
内抽取静脉血５ｍＬ（ＥＤＴＡ抗凝），其中一部分全血样
本用于提取 ＲＮＡ，准备后续进行荧光定量 ＰＣＲ检测
ＤＰＰ４和 ＩＬ６基因表达改变；另一部分全血进行
３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清冻存于－８０℃，准备
后续进行酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＤＰＰ４及
ＩＬ６的含量变化，其操作方法依据 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明
书。对照组样本采取同样的方法处理。

１．６　荧光定量ＰＣＲ检测
提取全血样本的总ＲＮＡ，利用逆转录试剂盒（Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ）将 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ作为模板。根据每个
基因的ｃＤＮＡ序列设计特异的荧光定量 ＰＣＲ引物初
步检测各个基因的表达情况；按照天根荧光定量试剂

盒标准操作方法操作。反应体系：２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｍｉｘ９．０μＬ；上游引物（１０μＭ）０．４μＬ；下游引物（１０
μＭ）０．４μＬ；ｃＤＮＡ１．０μＬ；水９．２μＬ；总体积２０μＬ。
反应条件如下：预变性９４℃ １ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，退
火（基因不同，退火温度不同）１５ｓ，６８℃延伸１５ｓ，４０
个循环。选取 βａｃｔｉｎ基因为内参基因。为了分析各
个基因的相对表达量，根据公式２－△△ｃｔ＝［ｃｔ（ｔａｒｇｅｔ）
ｃｔ（ａｃｔｉｎ）］Ａ［ｃｔ（ｔａｒｇｅｔ）ｃｔ（ａｃｔｉｎ）］Ｂ。大鼠基因序列
引物列表如表１所示，人类基因序列引物列表如表２
所示。

表１　大鼠基因序列引物列表

基因名称（ｒａｔ） 引物序列（５’３’）

ＤＰＰ４
Ｆ：ＡＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣＴＴＣＣＴＣＧＡＧＧＣＣＴＡ

Ｒ：ＧＴＴＧＣＡＧＴＣＣＴＣＴＧＴＧＡＡＣＡＣＴＧＴＧＧ

ＩＬ６
Ｆ：ＧＡＧＡＡＧＴＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＧＡＡＧＧＡＧ

Ｒ：ＡＴＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＡＴＣＧＡＣＡＧＧＡＴＡＴＡＴＴ

βａｃｔｉｎ
Ｆ：ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ

Ｒ：ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ
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表２　人类基因序列引物列表

基因名称（ｈｕｍａｎ） 引物序列（５’３’）

ＤＰＰ４
Ｆ：ＧＡＧＣＴＡＡＴＡＡＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＧＣＡＴ

Ｒ：ＧＡＧＣＡＡＡＡＧＴＡＧＴＡＣＧＴＧＣＣＡＡＧ

ＩＬ６
Ｆ：ＡＡＧＴＧＴＧＴＧＡＧＧＡＧＴＣＣＡＴＴＧＣ

Ｒ：ＧＧＣＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＴＴＴＧＡＧＡＧＡＴ

βａｃｔｉｎ
Ｆ：ＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴ

Ｒ：ＣＣＡＧＴＴＴＴＴＡＡＡＴＣＣＴＧＡＧＴＣＡＡＧＣ

１．７　统计学处理
各组数据均以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行统计学分析。２组间统计分
析采用ｔ检验，３组间统计分析采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ
法，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异
具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　基因芯片结果
分级聚类主要根据基因表达谱数据的相似性，经

过分级聚类分析，所有实验样本被分为两个主要的不

同集群，符合我们预期的实验分组结果（图１ａ）。为了
进一步的分析基因间的相互作用关系，我们选取免疫

相关的差异基因，利用 ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ软件结合数据库信
息构建了基因网络关系图。结果显示 ＩＬ６作为 ＦＳ一
个重要的易感基因位于基因网络图的中心，预测结果

显示ＤＰＰ４与 ＩＬ６可能存在着紧密的联系（图１ｂ）。
这些分子网络中的差异表达基因可能在 ＦＳ疾病的发
生发展中起到重要的作用。上述实验结果可以推断出

ＦＳ与免疫炎症因素存在紧密相互关系。

ａ：分级聚类结果；ｂ：基因相互作用关系预测图
图１　基因芯片分析结果

２．２　动物水平ＤＰＰ４和ＩＬ６基因表达检测
根据网络关系图预测分析结果，ＩＬ６与免疫相关

基因ＤＰＰ４可能存在密切相互作用，因此我们选择
ＤＰＰ４和ＩＬ６基因作为易感基因进行检测分析。结果
显示，ＦＳ组ＤＰＰ４与ＩＬ６基因表达水平均高于正常对
照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。

：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１
图２　动物ＤＰＰ４与ＩＬ６基因表达检测

２．３　动物水平ＤＰＰ４和ＩＬ６蛋白表达检测
经ＷＢ检测分析，ＦＳ组ＤＰＰ４蛋白表达显著高于

正常对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。
经ＥＬＩＳＡ检测分析 ＩＬ６在大鼠海马匀浆液中的蛋白
表达，正常对照组为（６９７．５６±２５．４９）ｎｇ／ｍＬ，ＦＳ组为
（１６５．３２±２８．９８）ｎｇ／ｍＬ，差异具有极显著性统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。

ａ：ＷＢ检测 ＤＰＰ４在大鼠海马组织中的蛋白表达；ｂ：ＤＰＰ４蛋
白的相对表达量统计图　：Ｐ＜０．０５

图３　大鼠海马组织ＤＰＰ４蛋白水平分析

２．４　ＤＰＰ４和ＩＬ６在ＦＳ患者中的基因表达检测
为了进一步证明动物研究结果，我们从临床入手

进行检测分析，检测 ＦＳ患儿血清组 ＤＰＰ４和 ＩＬ６基
因表达水平。结果显示，ＦＳ组的ＤＰＰ４和ＩＬ６表达水
平显著高于正常对照组，差异具有统计学意义，见

图４。
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：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１
图４　临床ＦＳ患儿ＤＰＰ４与ＩＬ６基因表达分析

２．５　ＤＰＰ４和ＩＬ６在ＦＳ患者中ＥＬＩＳＡ检测结果
ＦＳ组患儿中的 ＤＰＰ４表达水平均高于正常对照

组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＩＬ６蛋白表达
水平均高于正常对照组，差异具有极显著性统计学意

义（Ｐ＜０．０１），见表３。
表３　ＤＰＰ４和ＩＬ６在患儿血清中的蛋白表达（珔ｘ±ｓ）

组别　　　 ｎ ＤＰＰ４（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｎｇ／Ｌ）

正常对照组 ３０ ４２８．３３±１８．５０ ５．９３７±０．９６１

ＦＳ组 　　 ５０ ５５４．９１±４４．０３ ３５．９６±２．９７７＃

：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＦＳ是一种婴幼儿时期比较常见的，没有明显中枢
神经系统感染的临床疾病。目前关于 ＦＳ的发病机制
有多学种说，但目前越来越多的证据表明免疫因素在

ＦＳ发生中起到重要作用。
本研究结果显示，ＦＳ组中ＤＰＰ４和ＩＬ６基因及蛋

白水平显著高于正常组，表明二者参与了ＦＳ的发生发
展过程，其具体机制需要进一步研究。此外，在基因相

互作用关系分析图中显示，ＤＰＰ４与 ＩＬ６之间可能存
在密切的相互作用，提示他们可能起到非常关键的作

用，但是二者之间具体是通过何种路径来起作用的目

前还未见相关报道。大量文献表明，免疫和炎症因素

在 ＦＳ的发生发展过程当中起到很重要的作用［１４１５］。

神经细胞功能的改变引起惊厥或癫痫发生，主要是通

过增加一些炎性细胞因子、趋化因子的释放等机制完

成的。研究表明，ＩＬ６在中枢神经系统中有着极其重
要的作用，其可以影响神经元的分化及发育，同时与神

经系统的兴奋性的产生和维持有着密切的关系［１６１７］。

有专家认为，ＩＬ６可以起到一种神经保护作用。在抗
癫痫过程中，ＩＬ６通过影响兴奋性氨基酸的释放，减轻
对神经元的损伤从而抑制惊厥的产生［１８］。另有研究

显示，当受到惊厥或癫痫诱导后，ＩＬ６的表达水平会迅
速升高［１９２０］，同时 ＩＬ６也可以起到增加惊厥易感性。
研究表明，在培养的原代神经元中增加 ＩＬ６的表达水
平，可增加惊厥敏感性，其机制可能是 ＩＬ６通过减弱
海马神经元中ＧＡＢＡ神经元的抑制作用，进而增加了
惊厥敏感性［２１］。

ＤＰＰ４是一种Ｔ细胞表面抗原，可作为二肽基肽
酶水解多种不同的底物，包括胃肠肽激素类（ＧＬＰ１）、
神经肽类（ＮＰＹ）、趋化因子类（ＣＣＬ３、ＣＸＣＬ１０）等［９］。

研究表明，ＧＬＰ１可以通过 ＧＬＰ１Ｒ受体信号通路减
弱惊厥发作，将小鼠的ＧＬＰＲ受体敲除后发现可以增
加惊厥的严重程度和神经元的兴奋性［２２２３］。ＤＰＰ４的
另一种底物神经肽Ｙ，可以通过其受体抑制惊厥和癫
痫的发生。神经肽 Ｙ广泛分布于中枢和外周神经系
统组织，可以影响海马、下丘脑等不同大脑区域中神经

元的活性，通过其受体抑制癫痫的发生从而起到神经

保护作用［２４２５］。

趋化因子作为ＤＰＰ４新一类的酶解底物，可以调
节离子通道、神经递质释放和钾离子内流。神经元和

胶质细胞释放的趋化因子如 ＣＣＬ３、ＣＸＣＬ１０通过改变
ＧＡＢＡ受体、ＮＭＤＡ受体的表达水平而调节细胞内外
钙离子水平，最终引起神经元兴奋性的改变［２６］。在惊

厥或癫痫诱导后，大鼠海马区域趋化因子表达量会迅

速升高［２７］。ＤＰＰ４抑制剂具有一定的抗炎效果，可减
弱由糖尿病引起的炎症因子 ＩＬ６和 ＩＬ１β的升高，提
示免疫炎症可能在ＦＳ中起到重要的作用［２８］。

本研究基因芯片分析结果发现，免疫炎症因素在

ＦＳ的发生发展中可能起到非常重要的作用。动物及
临床研究结果显示ＤＰＰ４及ＩＬ６在 ＦＳ组中的高表达
模式，提示这２种基因均参与了 ＦＳ的发病过程，但二
者是通过何种机制来促进或抑制ＦＳ的发生，及其二者
是如何相互作用的尚需要进一步研究。
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