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皮质发育障碍模型鼠海马区神经元凋亡机制的研究 

黄 华，冯占辉，何选丽，黄 敏，晏 勇 

(重庆医科大学附属第一医院神经内科 重庆市神经病学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨皮质发育障碍(Disorderofcortical developments，DCDs)模型鼠海马神经元的凋亡机制。方法：利用卡莫司汀 

(BCNU)诱导建立 SD大鼠皮质发育障碍动物模型，在出生后 0 d(P0)、15 d(P15)、30 d(P30)、45 d(P45)和 60 d(P 60)时，采用 

TUNEL检测海马区神经元凋亡，RT—PCR方法和免疫组化分别对 8只模型鼠和正常鼠检测海马区 Bcl一2和 Bax的在 mRNA和 

蛋白水平的表达，并结合图像分析系统进行结果分析。结果：成功建立 sD大鼠皮质发育障碍动物模型；与对照组比较，TUNEL、 

免疫组化和 RT—PCR检测结果显示 ：P0模型鼠组海马区神经元凋亡无明显变化，P15、P30、P45、P60模型组神经元凋亡逐渐加 

重，有显著差异(P<0．05)，且随存活时间延长，模型组海马神经元 Bax表达逐渐增强，Bax／Bcl一2比值较对照组增高，具有显著统 

计学意义(尸<0．05)。结论：皮质发育障碍模型鼠海马区存在显著的神经元凋亡，Bcl一2和 Bax参与了其凋亡过程；皮质发育障碍 

模型鼠海马神经元凋亡可能参与了皮质发育障碍所致的癫痫及难治性癫痫的发病机制。 
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Mechanism of apoptosis in hippocampus of the rats with disorder of cortical 

developments 

HUANGHu口。etal 

(Department ofNeurology，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the mechanism of apoptosis in hippocampus of the rats with disorder of cortical developments．Methods： 

The Rats with disorder of cortical developments were established by carrnustine(BUCN)．AT PO，P15，P30，P45，P60，the number of 

apoptosis cell and expression of Bax and Bcl一2 in hippocampus were detected by TUNEL，immunohistochemistry method and RT—PCR； 

then the detected outcomes were analyzed by computer micrograph analysis system in control group and model group．Results：At P15， 

P30，P45，P60，the numbers of apoptosis，Bax，Bcl一2 masculine cell and bc1—2 MRNA，bax MRNA in hippocampus in the model group 

were more than those in the control group．The ratio of Bax／Bcl一2 in model group was significantly higher than those in the control group 

(P<O．05)，but at PO，they were not different．Conclusion：Apoptosis exist notably in hippocampus of rat with disorder of cortical develop— 

ments．bcl一2 and bax probably play a role in apoptosis．Apoptosis may be associated with the pathogenesis of epilepsy or intractable 

epilepsy． 
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皮质发育障碍(Disorder of cortical developments， 

DCDs)是难治性癫痫 的主要病 因之一 ，但其发病机 

制仍不清楚。目前认为难治性癫痫的发病机制有 1̈ ： 

①多药耐药基因在脑组织高表达；②抗癫痫药物作 

用靶点的改变；③免疫学异常；④突触传递功能的 

异常；⑤神经网络以及环路重组等，其中神经元凋 

亡在神经网络以及环路的重组发挥了重要作用。我 
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们在前期的研究中发现 DCDs模型鼠海马线性结构 

中断，锥体细胞丢失，这表明在海马区可能存在着 

细胞凋亡(Apoptosis)，而这种凋亡也可能导致了海 

马结构和神经环路的重组嘲。DCDs模型鼠海马区神 

经元 的凋亡值得深入研究 。因此 ，本实验拟用卡莫 

司汀诱导建立 SD大鼠皮质发育障碍模型，分别采用 

TUNEL检测海马区神经元细胞的凋亡情况 ，RT— 

PCR方法和免疫组化检测 bcl一2和 bax在 mRNA 

和蛋白水平的表达，进而分析 DCDs鼠海马神经元 

凋亡及其机制，并探讨 DCDs模型鼠海马神经元凋 

亡在 DCDs导致癫痫及难治性癫痫发病机制中的作 
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用。 

1 材料与方法 

1．1 模型制作 

孕 17 d的 l0只 SD大鼠 (由第三军医大学大坪医院野 

战外科研究所实验动物中心提供)，体重 290～320 g。随机抽 

取 5只用于建立 DCDs模型，按照 Benardete等介绍的方法 

加以改进，在孕 17 d向sD孕鼠腹腔注射卡莫司汀(15 mg／kg， 

用生理盐水稀释至 4 mg／m1)；另5只作正常对照组 ，腹腔注 

射等量生理盐水。处理后将孕鼠放回笼中正常喂养待其分 

娩。5只注药孕鼠共产仔鼠53只、存活48只；注入生理盐水 

孕鼠产仔鼠60只，存活58只。随机抽取模型组仔鼠和正常 

仔鼠各 40只，分为 P0、P15、P30、P45、P60共 5组，每个时间 

点各 8只。 

1．2 子代大鼠生长发育和一般行为学观察 

于 P0、P15、P30、P45和 P60各时间点测量各组仔鼠体 

重，每天 8AM至 6PM观察仔鼠有无异常行为、自发癫痫发作 

等。 

1．3 病理学检查 

分别于 P0、P15、P30、P45和 P60各时间点随机取4只模 

型组和 4只对照组仔 鼠，经腹腔注射 1％戊 巴比妥钠(40 

mg／kg)麻醉动物。麻醉成功后立即暴露心脏 ，经左心室插管 

至升主动脉，快速灌注PBS 250 ml，随后灌注 4％多聚甲醛一 

PB液 500 ml(0．1 mol／L，pH 7．4)进行 内固定 ，然后选海马最 

大切面处标本经充分水洗(过夜)后 ，行脱水、透明、石蜡包 

埋、制成厚度为 4 m的石蜡切片并染色。 

1．4 TUNEL检测海马神经元凋亡 

标本制备同上，每个标本取邻近的2张切片行TUNEL 

染色。具体操作方法参照试剂盒说明书(Roche公司)。显微 

镜观察，细胞核内出现凋亡小体(细胞核中可见的棕黄色小 

体即为凋亡小体)即为阳性细胞，选取海马神经细胞分布均 

匀的视野，在 40倍物镜下计数 l0个视野凋亡细胞数 ，以此 

作为海马神经细胞凋亡指数(Apoptosis index，AI o 

1．5 免疫组化 ABC法检测 Bcl一2、Bax表达 

标本制作同上，按常规操作，工作浓度：Bcl一2为 1：100， 

Bax为 1：200。试剂一抗(多克隆抗鼠Bcl一2、Bax抗体及检 

测试剂(武汉博士德公司)，操作按说明书进行。采用 Mias一 

2000图像分析系统对免疫组化染色的切片进行图像分析， 

胞质染成棕黄色即为阳性。 

1．6 RT—PCR方法检测海马 区的 bcl一2 mRNA、baxmRNA的 

袁达 

1．6．1 在出生后 0 d、15 d、30 d、45 d和 60 d各时间点，给予 

模型组仔鼠和对照组仔鼠各 4只腹腔注射 1％戊巴比妥钠 

40 mg／kg，麻醉成功后立即断头取脑，分离出海马组织后立即 

放在液氮中保存。 

1．6．2 RNA提取、纯化及 cDNA合成抽提 RNA时每例标本 

取 200 mg组织置于液氮中，击碎 ，加入 1 ml Trizol Reagenl试 

剂(GIBCO BRI公司)，匀浆后按说明书提取组织总 RNA，并 

用寡聚(dT)纤维素进行纯化，最后 ，用 Reverse Transcription 

试剂盒(Invitrogen公司)将 RNA反转录成cDNA。 

1．6-3 引物设计、合成及 PCR反应：引物设计及合成由上海 

博亚生物工程公司完成，RT—PCR引物根据 GenBank中 bax 

基因 (基因号：NM0l7059)、bcl一2基因 (基因号：L14680)、 

GAPDH (基因号 ：MI7701)用 DNAMAN 4．0程序设计如下： 

表 1 RT—PCR引物设计及合成程序 

1．6．4 RT--PCR按照 Invitrogen公司一步法 RTPCR试剂盒 

(SuperScript One—Step RT—PCR with Platinum Taq kit)说明书， 

在冰上依次加入 12．5 l 2×buffer，1．0 l总 RNA，0．5 l 

正向引物，0．5 l反向引物，0．5 1 ssRT／Taq酶混合物，10 

l DEPC水，总体积为25 l。在PE一2400 DNA扩增仪上进 

行 RT—PCR：50％ 30 min合成 cDNA，94~C 2 rain预变性并活 

化 Platinure Taq，之后按 94~C45 s，55cC 30 s，72T1 30 s，进行 

扩增，30个循环，最后 72℃延伸 7min。RT—PCR产物用 1．5％ 

Agrose电泳分离鉴定，所有操作均在完全相同条件下进行。 

1．6．5 半定量分析 电泳结果经 GeneSnaI(SynGene．Versi0n 

5．00．09)成像后用 GeneToots(SynGene1．Version 3．00．22)进行 

半定量分析，曲线下峰面积作为 PCR产物含量，用 目的基因 

(bax、bcl一2)与同一标本内参照基因(GAPDH)积分值之比， 

表示该基因mRNA相对表达水平。 

1．7 统计学分析 

采用 SPSS10．0软件进行统计处理，RT—PCR检测的实验 

数据以；±S表示，各组问的表达差异应用成组 t检验进行分 

析，P<0．05为显著性差异。用计算机显微图像分析系统观察 
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T U N E L 阳性 细 胞 、 B a x 、 B c l 一 2 阳性 细 胞 分 布 ， 计 算 阳性 细 胞

数 ， 各 组 测 定 数 据 用 ；± S 表 示 ， 进 行 方 差 分 析 ， P < 0 ． 0 5 为 显

著性差 异 。

2 结 果

2 ． 1 一 般 行 为 学观 察

模 型 组 仔 鼠体 型 较 小 ， 活 动 量 减 少 ， 轻 度 嗜 睡 、

灵 活 性 降 低 等 表 现 ， 但 试 验 过 程 中未 观 察 到 自发 性

癫 痫 发 作 。

2 ． 2 病 理 检 查

H E 和 尼 氏 染 色 显 示 对 照 组 仔 鼠海 马 各 区 线 型

结 构 清 楚 ， 无 异 位 细 胞 出 现 ( 图 1 A 、 图 2 B ) 。 模 型 组

仔 鼠海 马 C A l ～ C A 2 区 线 型 结 构 模 糊 、 中断 ， 异 位 神

经 元 呈 簇 状 堆 积 ， 扰 乱 锥 体 细 胞 层 ， 可 见 海 马 神 经

元 呈 结 节 状 异 位 ( 图 1 C 、 图 2 D 箭 头 所 示 )

A ． 对 照 组 c ． 模 型 组 ( H E x 1 0 0 ) T 表示 海 马 异 位 神经 元

图 1 仔 鼠海 马 病 理 学变 化

B ． 对 照 组 D ． 模 型 组 ( N i s s e l × 1 0 0 ) f 表 示 海 马 异 位 神经 元

图 2 仔 鼠海 马 病 理 学 变化

2 -3 海 马 神 经 元 凋 亡

光 镜 下 观 察 ， T U N E L 染 色 阳 性 凋 亡 神 经 元 的 细

胞 核 呈 棕 黄 色 ， 神 经 元 体 积 缩 小 ， 呈 三 角 形 或 扇 形 ，

核 固 缩 深 染 ， 核 内染 色 质 浓 聚 ， 染 色 质 浓 集 于 核 周 ，

呈 新 月 形 、 环 形 、 长 条 形 、 块 状 小 体 甚 至 形 成 核 碎

片 。 而 阴 性 神 经 元 的 胞 核 则 不 显 示 黄 色 ， 神 经 元 形

态 正 常 故 较 易 区 别 。 T U N E L 结 果 显 示 ， 在 对 照 组
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仔 鼠 P 0 和 P 1 5 海 马 未 见 T U N E L 阳 性 细 胞 ，
P 3 0 、

P 4 5 和 P 6 0 可 见 少 量 T U N E L 标 记 细 胞 ( 见 图 3 E ) 。

模 型 鼠 仔 鼠 海 马 在 P 0 时 未 见 T U N E L 阳 性 细 胞 ，

P 1 5 、 P 3 0 、 P 4 5 和 P 6 0 时 可 见 T U N E L 阳 性 细 胞 ， 且

随 鼠 龄 增 长 逐 渐 增 多 ( 见 图 3 F ) 。 除 P 0 之 外 ， 其 余 各

时 间 点 的 模 型 仔 鼠 海 马 T U N E L 阳 性 细 胞 均 较 同 龄

对 照 组 显 著 增 多 ， 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 见 表 1 。
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E ． 对 照 组 F ． 模 型 组 ( T U N E L × 2 0 0 ) T 表示 海 马 异位 神经 元

图 3 海 马 凋 亡 细 胞

2 ． 4 B a x 和 B c l 一 2 蛋 白 在 D C D s 鼠 海 马 的 表 达

在 出生 后 0 d 的 模 型 鼠 海 马 中 B a x 和 B e l 一 2 未

见 表 达 ． 与 对 照 组 相 比 无 显 著 差 异 ；在 P 1 5 、 P 3 0 、 P 4 5

和 P 6 0 各 时 间 点 ， 模 型 鼠海 马 中 B a x 和 B c l 一 2 的 表

达 均 较 对 照 组 增 多 ， 以 及 B a x ／B c l 一 2 均 较 对 照 组 有

显 著 统 计 学 差 异 (P < 0 ． 0 5 ) ， 且 随 存 活 时 间 延 长 ，
B a x

逐 渐 增 强 ， B e l 一 2 在 P 3 0 达 到 高 峰 后 平 稳 下 降 。 ( 见

图 4 、 5 ， 表 1 ) 。
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C ． 对 照 组 P 0 、 P 1 5 、 P 3 0 、 P 4 5 、 P 6 0 相 应 时 间点 的模 型 组 ( D A B X 2 0 0 )

图 4 B a x 蛋 白在海 马 的表 达

C ． 对 照 组 P O 、 P 15 、 P 3 0 、 P 4 5 、 P 6 0 相 应 时 间点 的模 型 组 ( D A B X 2 0 0 )

图 5 B c l 一 2 蛋 白在 海 马 的表达

表 1 海 马神 经 细 胞 凋 亡 指 数 及 B c l 一 2 、 B a x 表 达 f 互± s 。 n = l O)

注 ：

’

与对 照组 同时间点 相 比 ， P < O． 0 5

?
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2 ． 5 R T - P C R 结 果

2 ． 5 ． 1 总 R N A 纯 度 和 浓 度 总 R N A 的 电 泳 图 表

明 所 抽 提 到 的 总 R N A 是 完 整 的 ， 无 降解 。 标 本 中总

R N A 的 平 均 浓 度 为 1 ． 8 2 4 _

+ 0 ． 0 2
， 平 均 纯 度 A 瑚 。 ／

A 2 8 0 。 ， 为 1 ． 8 0 _
+ 0 ． 6 1 7 4

。

2 ． 5 ． 2 扩 增 循 环 数 和 模 板 量 对 P C R 产 物 的 影 响

用 相 当于 8 Ix g 总 R N A 的 逆 转 录 产 物 于 2 0 ¨ 1 扩 增

体 系 中 进 行 不 同 循 环 数 扩 增 ( 1 8 ～ 3 2 个 循 环 ) ， 目 的

基 因 扩 增 产 物 和 循 环 数 间 具 有 良好 的 线 性 关 系 ：而

在 1 8 ~ 2 4 个 循 环 之 间 时 ，
G A P D H 扩 增 产 物 和 循 环

数 之 间 具 有 良好 的 线 性 关 系 。 由 此 ， 在 进 行 定 量

R T - P C R 时 选 用 3 0 个 循 环 。 用 总 R N A 的 逆 转 录 产

物 于 2 0 斗l 扩 增 体 系 扩 增 3 0 个 循 环 。 在 所 用 模 板 浓

2 0 0 0 b p

1 0 0 0 b p
7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

度 范 围 内 ， 模 板 投 入 量 和 P C R 产 量 之 间 具 有 良好 的

线 性 关 系 。

2 ． 5 ． 3 b c l 一 2 和 b a x 基 因 的 表 达

对 P C R 产 物 电泳 结 果 进 行 密 度 扫 描 ， 确 定 扩 增

产 物 的 相 对 量 。 从 电 泳 图 ( 图 6
、 图 7 ) 可 以 看 出 ．

b c l - 2 和 b a x m R N A 扩 增 产 物 在 P 0 时 对 照 组 和 模 型

组 没 有 差 异 ， 而 在 P 1 5 、 P 3 0 、
1

'
4 5 和 P 6 0 时 ．f)c l 一 2 、

b a x m R N A 表 达 量 较 对 照 组 明 显 增 高 ( P < 0 ． 0 5 ) 。 b c l 一

2 m R N A 表 达 量 在 P 1 5 和 P 3 0 增 高 达 高峰 ， 在 P 4 5

和 P 6 0 时 逐 步 下 降 ， b a x m R N A 表 达 量 在 P 1 5 、 P 3 0 、

P 4 5 和 P 6 0 逐 渐 增 高 ， 在 P 6 0 达 到 高 峰 。 在 P 1 5 、

P 3 0
、

P 4 5 和 P 6 0
， 模 型 组 b a x ／b c l 一 2 也 逐 渐 增 高 ， 与 对

照 组 相 比 有 显 著 性 差 异 (P < O． 0 5 ) ( 见 表 2 ) 。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

m a k e r ． 2 0 0 0 b p ；1 、 3 ⋯ 5 7 9 为 P 0 、 P 1 5 、 P 3 0 、 P 4 5 、 P 6 0 模 型 组 泳 道 2 ⋯ 4 6 8 、 1 0 为 P 0 、 P 1 5 、 P 3 0 、 1
'
4 5 、 P 6 0 对 照 组 泳 道

图 6 b a x 在 不 同 时 间 点 的 表 达

2 0 0 0 b p

1 0 0 0 b p
7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

1 0 0 b p

M

m a k e r ． 2 0 0 0 b p ；1 、 3 ⋯ 5 7 9 为 P O 、 P 1 5 、 P 3 0 、 P 4 5 、 P 6 0 模 型 组 泳 道 2 ． 4 、 6 、 8 、 10 为 P 0 、 P 15 、 P 3 0 、 P 4 5 、 P 6 0 对 照 组 泳 道

图 7 b c l 一 2 在 不 同 时 间点 的表 达

表 2 不 同 时 间点 b c l 一 2 m R N A 和 b a x m R N A 的表 达 量 f 矗 s 1
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3 讨 论 

DCDs又称皮质发育不良、皮质发育畸形、灰质 

异位征、神经元移位征等，临床以多种类型的癫痫 

发作，发育迟缓和智力障碍等为主要表现 ，是导致 

药物难治性癫痫的主要原因。为了解 DCDs不同类 

型 的形成 机制和 DCDs引起难 治性癫痫 的机理 ， 

DCDs的动物模型就应运而生 ．成为难治性癫痫研 

究的重要工具。其中MAM动物模型是较为经典的 

DCDs模型，但是由于国内购买困难 ，多采用 BCUN 

大鼠DCDs模型。在本实验中观察到模型组仔鼠体 

型较小，活动量减少 ，轻度嗜睡、灵活性降低等表 

现 ，病理组织学 HE和 Nissl染色可见海马 CA1～ 

CA2区线型结构模糊 、中断，异位神经元呈簇状堆 

积，扰乱锥体细胞层 ，可见海马神经元呈结节状异 

位【8J，这与文献报道一致，说明模型建立成功。 

细胞 凋亡 又称程 序性 细胞 死 亡 (Programmed 

cell death，PCD)，是一种基因控制的细胞 自主性死 

亡过程。bcl一2基因家族是近年来研究较多的一种 

凋亡基因，bcl一2和bax形成了凋亡的正负调控，它 

们的比例决定 了细胞是否走向凋亡。当 Bax在细胞 

中过量表达，Bax／Bax二聚体的比例大于Bcl一2／Bax 

二聚体的比例时，促进细胞的死亡。当 Bcl一2过量表 

达 ．Bcl一2／Bax二聚体大于 Bcl一2／Bcl一2的比例时凋 

亡被抑制。 

本试验 TUNEL结果显示随着模型鼠存 活时间 

的延长，海马神经元凋亡数目逐步增多。免疫组化 

和 RT—PCR结果提示 bcl一2、bax在其 MRNA和蛋 

白水平均存在高表达，在 P15 d后 bax／bcl一2比值 

越来越高，促进了皮质发育障碍模型鼠中海马神经 

元凋亡。但是关于 DCDs海马神经元凋亡的诱导因 

素目前仍然不清楚，可能与大脑发育过程中血管内 

皮发生障碍和小胶质细胞激活有关，前者导致海马 

区的缺氧 ，而激活的小胶质细胞释放大量的炎症介 

质可能是凋亡的启动因素。但其确切机制有待进一 

步深入研究。 

60％皮质发育障碍所致的癫痫为难治性，其原 

因是多方面的。海马神经元凋亡在其中可能发挥了 

一 定的致癫作用，有文献 O1表明凋亡可能与海马的 

神经元的重组有关，海马正常的神经环路的改变， 

海马苔藓纤维芽生，突触重塑有关，这些改变也正 

是难治性癫痫的重要发病机制。本试验结果表明在 

DCDs模型鼠海马区存在大量神经元凋亡，这为诠 

释 DCDs导致癫痫或难治性癫痫的发病机制提供了 

理论依据。也就为临床治疗DCDs所致的 IE提供了 

新的治疗观点和契机。 
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