
重庆医科大学学报20帱年第33卷增刊l I JoumaI of Chongqi ng Medi caI Un．Ⅳe鸭时20帽．VoI ．33 No．s1) 一33一

基础研究 文章编号：0253—3626( 2008)s1—0033—04

皮质发育不良模型鼠脑层特异性标志物SMI一32的表达

官云里，晏勇，马勋泰，黄华，张建刚

(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：探讨层特异标记物非磷酸化神经丝重链(sMI一32) 在皮质发育不良( cor t i cal dy叩l 鹊i a，cD) 模型鼠大脑皮 质中的

表达。方法：孕17d大鼠腹腔注射卡莫司汀，所产子 l代鼠于第28d取大脑皮质组织进行病理学检查。结果：药物组尼氏染色见

皮层组织紊乱、巨大神经元和神经元异位。免疫组化染色见sMI 一32在第1躯体感觉运动区( SMl 区) 的表达减少，多数在第Ⅳ、Ⅵ

层表达且有簇集，在第Ⅱ、V层表达较少，第Ⅲ层几乎无表达。结论：大脑皮质特异性层标志物sMl 一32在cD模型鼠皮质表达异

常，可 作为CD病理 诊断的一项指 标。
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cD是指脑在发育过程中受到各种内外环境有

害因素干扰或损害引起的大脑皮质发育的形态学

紊甜姻。这些有害因素通过干扰大脑发育各时期内

主要基因的有序、正确表达，导致影响细胞增殖、分

化、凋亡、移行、组织的基因发生突变，从而影响了

神经元的正常移行、分化、增殖、组织等过程，引起

常见的皮质发育畸形如无脑回、双皮质、微脑回、神

经元异位、脑穿通畸形等。临床上cD是引起癫痫发

作、脑性瘫痪、精神发育迟缓、神经精神障碍的重要

原因㈣。目前临床诊断cD较困难，很多病例最后需

要依赖病理学活检确诊。近年来的研究揭示，正常
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大脑皮质有6层，各层的神经元均有其特异的mRNA

和蛋白表达模式( 分子表达) ，构成了各皮质层的特

异性标志物( Layer - speci 6c mar ker s，LSMs)，如非磷

酸化神经丝重链( SMI -32)、转运素样增强子4(TLE4) 、

转录因子T_brai n一1(％r 1)、雌激素受体8l (ER81)、微

管相关蛋白l B(MAPl B)等。通过检测LsMs的表达水

平及分布情况可判断各皮 质层结构的正常或发育不

良，包括神经元异位症和皮质发育异常等，但这些研

究还刚刚起 步，一些15Ms还未 被广泛认i 丁囹。 本实验通

过检测sMI 一32在cD模型鼠大脑皮质的表达，探讨其

对CD的诊断价值，为CD的诊断和治疗提供理论依据。

1材料与方法

1．1动物模型制作
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实验用sD孕鼠来源于重庆医科大学动物实验中心．体重

240～3409。实验组孕鼠在孕第17d以BCNu(1，3一二氯乙基一亚

硝基脲，又名卡莫司汀) 15mg／ l ( g： I )口5％的葡萄糖液稀释成4m咖， l

进行腹腔注射。对照组孕鼠在孕第17d以等量5％的葡萄糖液

腹腔注射。然后，将2组孕鼠在同等条件下正常饲养、待产。子

1代( Fl 代)大鼠出生后同其母鼠一起饲养至2l d后开始断奶

喂养161。期间对F1代 鼠进行行为学观察。

1．2组织学染色

Fl 代鼠在出生后28(1(P28)时用3％戊巴比妥钠 按45mg／l 【g

笙刮珐明空沿三 !刊j }目弊，以 生理酷皂，j 钥阿l够聚甲醛 (月弧1mol／L PBs，pH=74

配制) 经心脏灌注取脑，然后将脑组织后同定6～18h。以嗅结

节前缘为前界、视交叉前缘为后界按冠状切面切取组织块

(包含第l 躯体运份动感觉皮质一sMl 区)。先后以20％、30％

的蔗糖PBS溶液( O．0l mol ／L PBS，pH=7．4) 在4℃环境下梯度

脱水24h(以组织块沉底为最佳)，然后将组织块按嘴尾侧方

向切成40“m厚的连续冠状冰冻切片，再随机选取部份切片进

行硫堇(0．2％) 染色171，在光镜下观察并照相。

1．3免疫组织化学染色

切片准备同前。一抗为sMI一32(美国covance公司生产) 。

SP试剂盒( sP9( ) () 2)由中杉试剂公司提供。使用sP法对切片进

行漂浮染色。

1．4统计学方法

数据以平均值±标准差( 互±s) 表示，实验组与对照组两

样本均数的比较使用sPss l 4．0统计软件，采用￡检验进行统计

学处理，P<0．05为差 异有统计 学意 义。

2结果

2．1 F1代鼠大小、行为及形态学特征

30只对照组与BCNu暴露组F1代鼠均无自发性

抽搐，但后者行动明显迟缓，对外界刺激反应迟钝。

在出生的当天，对照组F1代鼠体重及脑组织重量显

著高于BCNU暴露组，平均体重之比是7．5／4．3，而平

均脑湿重之比是372／203(P<0．05)。然而，到成年时

(产后第56d)，对照组与暴露组Fl 代鼠体重无明显差

异，但平均脑湿重差异仍明显：为1．8l 门．239( P<0．05) 。

2．2常规组织学

( 1) 大体：BcNu暴露组F1代鼠均见明显皮质畸

形，脑背面见四叠体完全 显露，脑的重量较对照组

减小接近40％。(2)镜下：尼氏染色显示BCNU暴露组

与对照组皮质构筑有明显 差异(图1、2) 。与对照组

比较，BCNu暴露组见皮质板变薄及异位结节形成

( 即神经元簇集) 。在成年鼠对照组皮质见典型的6

层皮质结构，而在BCNu暴 露组却见皮层紊乱、皮质

变薄，浅层和深层均有大型神经元簇集。

图l 对照组Ni ssl 染色(×10)

图2药物组Ni ssl 染色(×10)

2．3免疫组织化学染色

SMI 一32染色：对照组鼠脑皮质中，sMI 一32在SMl

区的第Ⅱ、Ⅲ、V层锥体细胞表达，在第V层表达明

显、均一而稳定呈条带状分布。BcNu暴露组的鼠脑

皮质层结构较紊乱，SMI 一32阳性细胞减少，多数在Ⅳ、

Ⅵ层表达且有簇集，而在第Ⅱ、V层表达较少，第Ⅲ

层几乎无表达，细胞极向紊乱、消失(图3、4)。在高

倍镜下(×40) ( 图5、6) 可见树突变细、弯曲、胞体缩

小、胞体部分也可见小的轴突轴丘。在皮质中尚可

见部分分散的或簇集的直径小、核大而胞浆少的未

成熟神经元。偶见气球细胞( 主要成分是膜界限不

清、胞浆嗜伊红、一个或多个畸形核的神经元)、畸

形神经元、球形或多极形神经元。

3讨论

BCNu是一种亚硝脲类烷化剂，具有高度的脂溶

性，能透过血脑屏障进入脑组织引起脑细胞损害。作

为烷化剂，BCNU除了烷化DNA外，对蛋白质和RNA

也有烷化作用，町造成DNA结构和功能损害，细胞
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圈3对照组SMI 一32免疫缀化染色(sP。×l o)

瞬4药物组SMl 一32免疫组化染色 f sP。×l O}

鞠5对臻组S雄～32免疫绣能染色《sP，×40；

鞠6药穆缓SMl 一32免疫缝能染色{SP，×姻}

凋亡，严重时可致细胞死亡。在胚胎的第15．17d，BCN

绥篷入子宫后将影响增生洼内的神经元煮滞经胶渍煎
体，从而弓l 起明显的脑CD及神经元{多行障碍酗t oj 。实验

鼹示注射Bc科U的孕17器p大鼠所产Fl 代仔鼠的行

动明显迟缓，对外界反应迟钝，鼠脑重壁明显减轻。

组织病理学显示大脑皮质变薄、各皮质层组织结构

弥漫性紊乱、神经元异常，而异位神经元结节多位

于浅层皮屡，鹾示为典型的弥漫性C矜，与文献擐遽

一致⋯”，说明本方法所建CD模型是成功的，属于弥
漫性CD。

s麓{一32为非磷酸化神经丝单克隆撬体，能识别

非磷酸化神经丝重链NF—H(Neurof i l ament —H)。NF—

H的分子量为200ku，与NF—L( 68ku) 、NF～M( 150ku)

～起结合成为神经丝( 直径约10nm)，是神经丝3个

驻单位NF—L、NF一醚、NF—H的重要结构单位。神经丝

每个亚单位均由2个结构域d一螺旋域( 为功能骨架)

和碳末端组成，碳末端随磷酸化的量而变化形成了

不陵分子量大小的亚单位嚣F—L、嚣卜麓、炎F一珏。每季錾

驻单位分别潮不同的mRNA翻译而成，且在不同粪

测神经元和不同发育期分别Fh其各自的基因调控。

大量研究表明，在享枣经元中，NF- L稷N卜麓最先出现，

以后NF—H才逐渐毒现，它的冉现使辘突结构变得更

加稳定。NF—H在神经丝表面形成横桥使神经丝彼

此相连而稳定成形。NF—H的变化可通过神经丝的

变化表现出来并逶遂Np瓣黪坑俸染色( s麓l - 32染色)

得到证实。神经丝是神经元的主要细胞骨架成份，

参与轴突、树突的形成与稳定，并与细胞分化、树突

分支、长轴突及高度髓鞘化辘突有关。=}枣经丝对皮质

第V层锥体神经元形态的形成和维持尤为重要，蒸

数量的增加伴随着细胞大小的增加㈣。第V层锥体

神经元在胚胎第15～18d嘲镁{ j 脑室旁的神经生发巾

心产生，第19。20d移行到翳标层，在最物到达第v层

的神经元从形态学上无法与其他皮质层的神经元

区分i 删；但在产后第5d，树突开始分叉，第14d时，可

检测蓟电生理变囊：瞄。与其健皮质层的害孛经元鲍较，

第V层的 锥体 神经 元有 愿多 的神 经熊 ，尤 以SMl 一32

数量最多⋯嘲。NF—H最早在产后第7d出现，此时间

恰与体树突形态学有关的锥体神经元的亚类形成

一致。神经丝蘑链非磷酸化抗原反应检测可显示神

经元胞体、树突、及大的轴突。目前多认为神经丝具

有反映脑功熊和解剖分区的菲常特翳的皮质层分

布模式，享牵经丝染色是证实皮质梅筑的有用工具"。雄。

本实验选用一抗sMl 一32和SP免疫组化法标记

皮质锥体神经元，结果显示：对照组SMI 一32在SMl

簇的第羹、毽、￥层锥体细胞有阳性表达，与文献缀

道一致唧。而药物组各皮质层SMl 一32阳性细胞减少，
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多数在Ⅳ、Ⅵ层表达，而在第Ⅱ、V层表达较少，第

Ⅲ层几乎无表达，且细胞极向紊乱、消失，可见神经

元簇集及异常形态的神经 元如球形、多极形、未成

熟神经元。其机制主要是BCNU影响神经元的DNA、

RNA从而影响神经丝蛋白(NF—H、NF—M、NF—L) 的转

录、翻译、表达异常，由于神经丝数量的减少使轴突／

树突变细弯曲，胞体缩小 、胞体部分见小的轴突轴

丘，由此导致神经元形态 异常而出现畸形、多极形

神经元，致细胞骨架受损而出现神经元移行、分化、

成熟障碍等。另外，神经 丝与营养物质的运输速度

有关，这对大的神经元整体的维持也很重要。

研究结果提示皮质层特异标记物SMI一32能在

皮质各层表达，可作为确 定皮质各层神经元的正常

结构、揭示CD神经元的异 常构筑等的有用标志物之

一。但因SMI 一32尚不能显示所有神经元的全部轴

突，因而对皮质中部份小型锥体神经元的轴一树、轴一

轴、轴一体连接关系不能清楚显示，亦不能显示中间

神经元、其它类型锥体神 经元的异常，故需要结合

其他种类的特异性层标志物如钙结合蛋白cal bi ndi n—

D一28一k( 标记大脑皮质第1、Ⅱ层中间神经元) 等进

行分析。另外，本实验仅限于对CD模型鼠SMl 区的

SMI一32的初步探索，故对sMI一32在模型鼠其它皮质

区和发育各期的表达情况，有待进一步研究。随着

更多的皮质特异性层标志 物的发现，必将对CD的活

体诊断提供新的技术手段和方法。
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