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耐药性癫痫患者脑组织中Bcl 一2蛋白的表达及临床意义
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【摘要】目的：研究耐药性癫痫患者脑组织中Bcl —2蛋白的表达，以探讨其在耐药性癫痫发生及发展中的作用。方法：收集153

例耐药性癫痫患者术后脑组织标本，按随机化原则从中抽取20例作为本次研究的实验组，用免疫组织化学、免疫荧光，检测Bcl 一2

蛋白表达产物，按照配对设计原则与性别相同、年龄近似的对照组进行比较。结果：免疫组化及免疫荧光均町见Bcl 一2蛋白在实

验组中的表达量与对照组相同部位相比明显增加，￡检验示实验组与对照组问的差异有统计学意义(P<O．05)。结论：耐药性癫

痫患者脑组织中Bcl 一2表达增高与在耐药性癫痫形成中起着重要作用的细胞凋亡有关，这种异常表达的蛋白质参与了耐药性癫

痫的发牛发展。
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耐药性癫痫是临床上尚 未解决的一个问题，其

病理研究中最为重要的发现之一就是神经元凋亡

或坏死【M。细胞凋亡的发生是由基因控制的，凋亡

通路中的Bcl 一2家族成员发挥重要的调节作用圈，随着

对凋亡相关蛋白的发现及功能研究，发现Bcl 一2家族

蛋白由抗凋亡和促凋亡成员组成。其中，Bcl —2为抗

凋亡基因，研究表明Bcl 一2可阻止许多刺激物诱发的

细胞凋亡，它抑制的是细胞凋亡的共同通道【q。为了

探讨其与耐药性癫痫的关系，我们用免疫组化和免

疫荧光方法分别检测了Bcl 一2在耐药性癫痫患者颞
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叶、海马脑组织中的表达，现报道如下。

1资料和方法

1．1实验组与对照组

实验组共20例，全部来自2005—2006年在第=三军医大学新

桥医院，重庆医科大学附属第一医院，湖北省脑科医院及广

东i 九脑科医院行手术治疗的患者。符合下列条件：(1) 发作

类型符合国际抗癫痫联盟1981年有关癫痫发作的分类。( 2)

规则服用两种或两种以上一线抗癫痫药物( 如苯妥 英钠卡

马西平、丙戊酸、苯巴比妥) ，发作与用药前比较没有明显好

转；( 3) 头颅cT或MRI 检查除外占位性病变以及其他神经系统

疾病；( 4) 手术前l 周放置硬膜下电极，术中用皮质电极进行

检测，发现有明确和固定的癫痫放电部位，有手术适应症，且
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能进行手术者。( 5) 患者及家属术前签署知情同意书。其中男

性12例，女性8例，年龄15—44岁，平均(22．23±9．13) 岁；病程

3。28年，平均( 9．65土6．13) 年。部分继发全身强直一阵挛性发

作11例，复杂部分性发作3例，有多种发作类型者6例( 强直性

发作、 单纯部分性、 复杂部分性 发作) 。对照组20例 ，是按配对

原则选择与实验组性别相同，年龄相似，在我院或第三军医

大学新桥医院行手术减压或清创患者的颞叶脑组织，符合下

列条件：( 1) 无癫痫病史和家族性遗传病史；( 2) 病理切片证

实脑组 织结构基本正 常；( 3) 家属同意 ，并签署知情 同意书。其

中男11例，女9例，年龄16～44岁，平均( 23．05±9．17)岁。

1．2方法

1．2．1标本的收集及其保存实验组和对照组患者 脑组织

在术中采集，标本取出后部分立即放入液氮中保存备用。部分

置于4％多聚甲醛中同定48h( 4℃) ，随后常规石蜡包埋切片，

常温保存备用。每组随机抽取l 张做HE染色，以确定解剖部

位。

1．2．2免疫组化染色将选定的每份标本随机切片12张，片

厚4um，然后按随机化原则从每份标本抽取2张，组成新的待

测 标 本 。 采 用 sAB喇 行 检 测 。 抗 体 购 置 sant a Cmz Bi ot ech—

nol ogy公司，按试剂盒说明书进行染色，Bcl 一2抗体滴度1：100，

4℃过夜，加人生物素标记的二抗，DAB显色。图像数据分析

在光镜下采用北航CM一200B型生物医学图像分析系统，分别

对试验组和对照组切片进行图像分析，每张切片随机选取8个

视野， 检测每个视 野阳性神经 元的光密度 值。

1．2．3免疫荧光检测组织切片脱蜡抗原修复后，滴加O．4％

嘶t on x—100和 l ％牛血清白蛋白室温下放置1h，随后滴加山

羊f I } L清封闭液封闭5h，甩去封闭液。加一抗(1：100，sant a cmz

Bi ot echnol ogy公司)，4℃过夜，PBs洗去一抗，加绿色荧光标记

的二抗( 1：100， 博十 德公司)，)， 室温 下避光孵育l h，PBs冲洗

后封片。应用ki ca Tcs—sP2共聚焦显微镜观察结果，每张切

片随机选取8个视野 ，测定荧光强度。

2结果

2．1 HE染色

实验组和对照组海马脑组织均能够发现明确

的神经元条带，实验组颞叶及海马可见神经胶质细

胞增生和神经元脱失，对照组颞叶及海马脑组织形

态结构均 正常。

2．2免疫组化

实验组和对照组颞叶和海马神经元胞质中均

可见棕黄色颗粒，说明均有Bcl 一2表达( 图1) 。空白对

照组中未见阳性染色。由图l 可见Bcl 一2蛋白表达量

实验组(1A、l c) 明显高于对照组( 1B、1D)。实验组

颞叶、对照组颞叶、实验组海马、对照组海马平均吸

光度(A) 分别为0．043±0．011、0．021±0．006、0．047±

0．009、O．019±0．009。￡检验表明两组颞叶之间Bcl 一2

的表达差异有统计学意义(P<0．05)，两组海马之间

比较差异同样有统计学意义(P<0．05)。

1A实验组颞叶；l B对照组颞叶；l c实验组海马；1D对照

组海马；l A、l c可见较多神经细胞被染成棕黄色，l B、l D可见

神经细胞胞质着色较浅，阳性神经细胞数目明显较少

图1 Bcl 一2免疫组织化学染色( DAB×200)

2．3免疫荧光

实验组和对照组颞叶和海马神经元胞质中均

发出绿色荧光，说明均有Bcl 一2表达( 图2)。由图2可

见实验组( 2A、2C) 荧光强度明显高于对照组( 2B、2D) 。

实验组颞叶、对照组颞叶、实验组海马、对照组海马

荧光强度分别为17．5±2．9、10．8±3．1、23．1±3．5、11．1

±2．1。￡检验表明两组颞叶之间的表达差异有统计

学意义(尸<0．05)，两组海马之间比较差异同样有统

计学意义(P<0．05) 。

3讨论

癫痫是由脑神经元高度同步化过度放电所导

致的反复、发作性、短暂 性中枢神经系统功能失常

为特征的慢性脑病。癫痫发作可导致神经元损伤，

其中有一部分是通过细胞 凋亡途径实现的，神经元

凋亡也是兴奋性突触环路 形成的重要原因。许多资

料显示在癫痫中凋亡相关 基因的表达明显增加，这

可引起神经元广泛性坏死，导致神经元间突触联系

的重组，而神经网络及环路的重组是难治性癫痫形

成的原因同。

动物模型和癫痫患者的神经影像及病理研究

已证明癫痫发作可诱导脑细胞的凋亡【4】。细胞凋亡
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2A实验组颞叶；2B对照组颞叶；2c实验组海马；2D对照组

海马；2A、2C可见神经细胞细胞胞质发出较强的绿色荧光；

2B、2D可见神经细胞胞质荧光强度较弱，发出荧光的神经细胞

数目明显较少

图2 Bcl 一2免疫图片( ×200)

是指细胞在各种死亡信号刺激后发生的一系列瀑

布式激活的主动性细胞死亡过程。细胞凋亡过程可

分为3个阶段：死亡信号的传递；凋亡的调控与执行；

凋亡的特征性改变。其中Bcl 一2、cyt c、和caspase为细

胞凋亡所需的三个效应器。Bcl 一2家族通过涮控C1I r t

c的释放参与凋亡过程，是调节细胞凋亡的重要基

因家族。根据Bcl 一2家族对细胞凋亡的作用可将它们

分为相对立的两大类：抗凋亡基因Bcl —1、Bcl 一2、Bcl —x、

Bcl 一) 【l ；促凋亡基因bax、bak、bad、bcl —Xs。两类分子

的比例决定了细胞是否发生凋亡。Bcl 一2蛋白定位于

线粒体外膜上，是促进细胞存活，抑制凋亡的基因，

可阻止前凋亡因子Cyt C从线粒体释放，从而抑制细

胞凋亡翻。

本实验发现，耐药 | 生癫痫患者脑组织中Bcl 一2的表

达水平较正常脑组织中明显增高( P<0．05) ，这表明
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Bcl 一2表达水平的增高可能是神经细胞自我保护的

机制，提示脑组织在反复多次的痫性发作后可通过

Bcl 一2这一细胞凋亡抑制基因的上调来对神经元损

伤作出反应。Bcl 一2水平的增高可抑制细胞凋亡，但

这种自我保护机制是有限的，Bcl 一2可通过凋亡的早

期环节而发挥作用，可阻止或降低细胞皱缩、染色

质浓缩和DNA裂解的发生等。

本实验结果提示Bcl 一2参与了癫痫，特别是耐药

性癫痫的发生及发展过程中神经细胞的抗损伤过

程，了解其对凋亡的调控机制进而抑制癫痫发作引

起的神经细胞凋亡对耐药性癫痫的治疗可能有一

定的指导意义，调控Bcl 一2的表达有可能成为新抗癫

痫的治疗 靶点。
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