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GABAAR 1在弥漫性皮质发育障碍鼠大脑皮质和海马中的表达 

马勋秦，晏 勇，王学峰 

(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：观察 一射线辐照诱导的弥漫性皮质发育障碍(DCD)模型鼠大脑皮质和海马结构中 一氨基丁酸A受体 d 1 

亚型(GABAARd 1)的表达，探讨其与癫痫发生的关系。方法：建立弥漫性皮质发育障碍大鼠模型，察看其行为、EEG改变，喂养 

到 14 16周处死 ，采用常规 HE染色 、Nissl染色和 Timm’s硫化银组织化学方法染色，免疫组织化学方法用 SABC法，肉眼观 

察 ，光镜下观察大脑皮质和海马结构形态及 CA3苔藓纤维发芽情况，大脑皮质和海马中 GABAARd 1阳性细胞形态结构及表 

达情况 ，免疫组化图象系统分析。结果：F 代组大鼠有 自发性癫痫发作，头皮EEG示小波幅节律为主。小脑畸形、胼胝体发育不 

全、大脑皮质和海马 CA1结节状物，皮质下灰质异位 ，海马异位神经元。双侧海马 CA3区均有苔藓纤维发芽，与正常对照组和 

假 手术 组 比较 有显 著差 异 (P<O．05)。GABAAR d 1阳性 细胞 在 F1代组 的 Fr、HL、Parl、Par2、CA1、CA2、CA3和 DG区 

GABAAR oL 1阳性细胞较母鼠组及正常对照组显著减少，有统计学意义(P值均 <O．05)。结论：大脑皮质和海马结构异常及抑制 

性 GABAAR d 1的下调可能是弥漫性皮质发育障碍导致癫痫发作的重要因素之一。 

【关键词h一射线；弥漫性皮质发育障碍；苔藓纤维，海马；GABAARd 1 
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Expression of GABAAR()c 1 subunit in cortical region and hippocampal 

formation of rats with radiation-induced diffuse cortical dysplasia 

朋 xuntai，et 

(Chongqing Key Laboratory ofNeurology，Department ofNeurology，the First Affiliated Hospital，Chongqing 
Medical Univers tT) 

【Abstract】Objective：To correlate diffuse cortical dysplasia(DCD)epileptogenicity and the expression of GABAAR d 1 in adult rat with 

DCD by 一ray irradiated injury．Methods：To establish 一ray—induced model of DCD in rat，and newborn Wistar rats were allowed to 

survive for 14-16 weeks before HE，Nissl Stain，Timm’s histochemical method and SABC immunohistochemistry
． We observed the strnc— 

ture of cortical regions and hippocampal formation with naked eyes and under a light microscope，and assessed the hippocampal mossy fiber 

sprouting after HE staining．Nissl staining and Timm’s histochemical method．The comparisons between every two groups were perform ed 

with Nemenyi test．We observed the expression of GABAAR d 1 subunit in cortical regions and hippocampal form ation in the animal model 

and quantitatively analyzed using immunohjstochemistry of GABAAR d 1 subunit．Results：Norm al rats and irradiated pregnant rats didn’t 

have any seizure．F1 generation rats had seizure by chance．EEG showed no typical sharp waves
， or spikes．In utero irradiation of fetal 

rats had served as an injury-based animal model of cortical dysplasia and neuronal hetemtopia．Exposure of fetal rats to a single dose of 
一 irradiation on embryonic day 1 7 resulted in microcephaly，diffuse cortical dysplasia，neuronal heterotopia

． heterotopic neurons in the 

hippocampus，and hypoplasia of the corpus callosum．The mossy fiber sprouted in hippocampi CA3 area bilaterally
． however there was no 

mossy fiber sprouting in controls or irradiated rats(P<0．05)．Neonatal 一ray irradiated injury could result in CD in cerebral cortex and 

mossy fiber sprouting in hippocampi CA3 area．There were chances of GABAAR d 1 subunit in cortical dyspiasia and hipDocampal form a— 

tion．Only the optical densities of GABAAR o／_l-immunoreactive neurons located at Fr
，
HL，ParI，Par2，CA1，CA2，CA3 and DG area were 

significant different(P<0．05)between the experimental groups and the two control groups．Conclusion：These studies provide important 

mechanisms of epileptogenicity involving mossy fiber sprouting in hippocampi CA3 area and hyperexcitability of the cortical synapse 

network adjacent to cerebral cortex． 

t Key words】 一ray；Diffuse cortical dysplasia；Mossy fiber，hippocampal；GABAAR d 1 

弥漫性皮质发育障碍 (diffuse cortical dysplasia． 

DCD)是根据脑部的发育特征进行分类中的一大类 

作者介绍：马勋泰(1972一 )，男，主治医师，博士生， 

主要研究方向：癫痫的基础与临床 

基金项目：重庆市教委应用基础研究基金 渝教科(2001)12—29和重 

庆市医学科技基金(01—1_013)。 

疾病 ，可见于神经元移行障碍 、皮质异常组织畸形 

和神经元及胶质细胞分裂引起的畸形，如巨脑回、 

灰质异位 、海马神经元异位、小脑畸形、胼胝体发育 

不全等。他是难治性癫痫最重要的病因之一 ，最常 

见的临床表现是癫痫，占75％ 90％，痫性发作类型 

复杂多样 ，许多患者还会同时具有数种发作类型， 
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l5％～30％的患者在某一阶段会出现癫痫持续状 

态，是病灶性癫痫中电活动最活跃 、药物最难控制 

的一种，该类型手术效果极差Il_2】。本实验拟建 ŷ一射 

线辐照诱导的 DCD大鼠动物模型，观察其行为、脑 

电变化，结合组织化学及免疫组织化学方法初步探 

DCD导致癫痫发生的可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 弥漫性皮质发育障碍模型建立及动物分组 

按照 Babb~omas L和Smith BretN等【3l介绍的方法 ，步 

骤如下 ：4只 Wistar孕第 17天大鼠均来源于第三军医大学 

大坪医院动物中心，每只体重 250～350g，分次放人一长 20 

cm、宽 12．5 cm、高 11 cm的特制放疗盒中，再把该盒放人 

60Co治疗机进行 一射线照射，射线剂量 1．8Gy，时间 191～ 

206 s(每次 ŷ一射线照射均根据放射剂量，考虑 60Co的衰减， 

重新计算放射时间)，每只 1次 ，̂y一射线照射后将孕鼠放回 

笼中，正常喂养待其分娩。幼鼠在其出生后 21天(P21)断奶， 

常规饲养至 12-16周仅存活 20只。共分 3组，̂y一射线照射 

后生下的乳鼠组 20只(雄鼠：12只 ，雌 鼠：8只 )简称 F1代 

组 ，̂y一射线照射后的母鼠组(4只)简称母鼠组，正常对照组 

10只(雌雄各 5只)不经任何处理。 

1．2 一般行为观 察 

观察动物的意识状态(清醒 、嗜睡、昏睡、昏迷)，生活能 

力(摄食、饮水能力)，行为表现(抽搐发作 、是否活动增多及 

兴奋躁动、攻击行为等)。详细记录(时间 15：00～23：59)，共 

4周。 

1-3 脑 电图描记 

用三根电极，左右两侧顶部头皮下各一根，鼻根额窦安 

置参考电极 ，在二道生理记录议上描记脑电活动。定标： 

0．6m~50 V，走纸速度 1．5 cm／s。尽量在大鼠安静时采集脑 

电图记录，要求每只记录时间不得少于 30 min。 

1．4 实验方法 

1．4．1取材、固定、切片制备和免疫组化步骤 3组大鼠分别 

予 3％戊巴比妥腹腔注射(剂量：1 1．5 m g)麻醉，经 4％多 

聚甲醛 PBS液经心脏灌注固定取材，选大脑中隔区后冠状石 

蜡连续切片，每例间隔 60 m取 1张 ，共取约 10片，片厚 

5 m，行 HE染色、硫堇染色法，链霉亲合素 一生物素 一过氧 

化 酶 复合 物 法 (Strept avidin—Bi0tin-peroxidase C0mDlex。 

SABC法)，一抗 ŷ一氨基丁酸 A受体 1亚型(̂y—amin0hu— 

tync acid A receptor 1 subunit，GABAAR 1)浓度 1：50， 

DAB显色，苏木素轻度复染，脱水，透明，封片，显微镜观察。 

肉眼观察脑的大体标本和光镜下观察 HE染色 、硫堇染色的 

组织切片及免疫阳性细胞表达情况。免疫组化图象分析每只 

大白鼠任取取 5张切每张切片取 10个视野 (X 100倍 )，分 

别测量后肢代表皮质区(H L)、前额叶(Fr)、躯体感觉代表皮质 

区(Par1、Par2)和海马 CAI、CA2、CA3、DG(齿状回)、NA(杏仁 

核)区免疫细胞的阳性平均光密度。 

1．4．2 Timm’s组化染色H方法 实验前按要求依次用硫化钠 

灌注液、4％多聚甲醛 PBS液经心脏灌注固定取材 ，根据大鼠 

立体定位图谱 ，选大脑中隔区后包括海马为中心的冠状切面 

2 3 mm，固定于 4％多聚甲醛磷酸盐缓冲液 24h，再放入 

30％蔗糖溶液 2 3天 ，恒冷 一20 条件下过夜 ，恒冷冰冻切 

片，每例共取约 10片，片厚 30 m，贴附于用铬矾明胶包被 

的玻片上，Timm’s组化染色后每例随机任意取一切片行统 

计处理。染色步骤：经过前面处理的30 m厚冰冻切片在黑 

暗处孵育 60—70 min(孵育液由 50％阿拉伯胶、枸橼酸 、枸橼 

酸钠、氢醌和硝酸银组成)；移出孵育液蒸馏水洗；梯度酒精 

脱水；二甲苯透明、中性树胶封固，光镜观察苔藓纤维发芽的 

情况。对 CA3区和齿状回半定量评分如下 。海马 CA3亚区 

苔藓纤维发芽半定量评分：0分 CA3亚区锥体层或起层无 

颗粒；1分 锥体层或起层偶见稀疏分散的颗粒；2分 锥体层 

或起层有少量至中等程度的颗粒；3分 锥体层或起层有突 

出的颗粒；4分 锥体层或起层有突出的颗粒，且几乎沿 CA3 

区呈连续分布；5分 锥体层或起层沿整个 CA3区有连续或 

近乎连续的稠密的呈层带状的颗粒。海马齿状回内分子层 

(inner molecul~layer，IML)苔藓纤维发芽半定量评分 0分 

在 IML内无 Timm颗粒；1分 在 IML内有少量散在的斑片 

状分布的 Timm颗粒；2分 在 IML内有较多的斑片状 Timm 

颗粒；3分 在 IML内 Timm颗粒近于连续分布；4分 在 IML 

内较浓密的 Timm颗粒带，连续或近于连续分布；5分 连续 、 

浓密、呈层分布的Timm颗粒带。 

1．5 统计学处理 

Timm’s组化染色结果各组数据取苔藓纤维发芽半定量 

评分值 ，3组比较采用非参数秩和 K~skM—WMlis H检验 ，组 

间两两比较用 Nemenyi法检验。免疫组化图象资料用均数 ± 

标准差表示，各组数据作单因素方差分析，并做多组间的两 

两比较，图象分析用 GD一8型病理影像多媒体图文操作系统 

(中国成都金盘电子科技大学多媒体技术有限公司)，数据处 

理用 SAS8．0软件。 

2 结 果 

2，1 大鼠行为观察 

正常对照组和母鼠组大鼠无抽搐发作，Fl代 

组有抽搐发作(10只 Fl代中有 1只，占 10％)，大 

多表现活动增多、兴奋躁动 、搔抓和“洗脸样活动” 

频繁。 

2．2 脑 电 图结果 

正常对照组和母鼠组大鼠皮层电极 EEG无异 

常。大多数(占90％)F1代组 EEG示小波幅快波节 

律为主，无典型的尖波、棘波、尖慢波 、棘慢综合波 
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毖般 自发 癫痫发作 1'19 1’1代火限可 帏世城 

爆 整 

2．3 恼 走体标本 内限观 薛 

大鼠脑硅状 面可 双 【4凡 虚雁多结 俐 

物，海马山有．一些地 灰质门质分界 清．} t质里 

自异位的灰质．迁lJ 肼胝傩缺失 ．小心怀双变大 

情形 

4 走鼠脑皮 晴和海马鲒 构彤态 学变化 

2 4 I 1I 染也 }I代维大腑应厩有多个结1 状或 

I司块状物 大小寸、均 ．其内结构紊乱． 胞JB忠不 

清．腔质细胞增生{ I— i’)潍 (：̂3 川胞排列 

摹乩．r Al【■有臣大的环状结节“訇】 ②)，其 】 
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I卜常 走脑皮磺第二 层 划 兜皮质层和 

l 1̂～ A3区 昕有锥 体 胞 以 技海 H均 I J眦察 到 

陵 性神经元眦质技柑突、 宾莆色．“神经元胞 

体荇色较深 大呐应质痢五甚锥体神经元的脏伴 I 

耐雍 】 蔽懈的 L性着色． 前一 l l层和 应 

质技【 I匝鲫坚m 圳胞最少 FI代组大脑，￡质 

种经兀舒如主世匣I映r歧质发育障碍的彤忠学变 

化．与正常犬J脑虚J厦川_ 减 在尢J曲止匝中 旃一 

崖 没有 m性 胞 昔包 层 有 浓 密的 摊 

几纤维嚣包 然而．往发育异常皮质结 位 Ⅲ有 

( ̂ B̂ R̂ I阳}_}=荐包神经兀，ftZfl"』 次不清．俐突 

厅同紊乱 日c玎找到r．％11̂Alfc I阳陛呐l1人锥体 

细 胞 (网 4一 i) Fl代 丘鼠海马 flA1 CA2 A3 

II 均llr ( ̂ B̂  “L 性 曹包神经冗减少 

f 4 ．表 水平 r牵，与II常埘』I}} I和母鼠组 

比较有统 汁学意 业 而 ～1 GABAA1t 1 性瞢 

包神经冗表选水平世仃下降．『旦。 正常埘婀组或母 

鼠组 l七较 尢缝计学惑 义 

2．6 统计 分析 结果 

t 

舅 

表 l乐备组 Iimm’ 染色 t̂ 3【玉苷 纤推发苷 

评 分经 K『,~kal— ．|l H检验{II=5676．1 Jl=6．482．奇 
’  

恤袁得n．025<P<11 c)5【】1， 』̈认为3组大白鼠 

晰lL较的潍 5(．A3 苔 维发 F分有 差 

圳：而 3组 H=较】】J -”̈ 、i法传验．结 是明 

hI代组海 CA3 Ti,nm’一 分_I『J址离丁 W 

组(分]=!_．勾 x x =2《)4_1_P<Ofl[15．x、 8 

74()[125<P<O【l11l_1-带埘肌组 。j母鼠组洲 L较尢 

统 计’ 差异 c x x l『̈=c】21．() 0( P) 05} 3组 

状l⋯内铮 层苫藓纤维发萍晔讣的微和随骑t 

_泉丧⋯兀统_+学曹义 丧2 l，̂I1̂ Î{ 1 3组 

人 岫 发 哦 hj - 的 表 J 水 的 lE较 

I AR̂ R̂ c I⋯ 细咆 }I代 秆I』， 鼠组硬_F常 

刘照 【表 差异 ．而 r HL Pa LI l J r2 f 2 

I，̂R̂ R̂ nI mI!L细1世较 II代组qI母鼠 幢I．常 

刊蹦 显 槭少．mn I、l(̂ 3区 引 胞it)J 

眦少 均有统 学意 芷．P值<【】05 NA x祀癌 

细胞u土减少．f̈尤统计学 苣卫 f} 于水 l千̈正常刈 

【 L进行啮 的表 连 较 兀摹蚌 

凰 3 F代蛆海马 f̂ 3区苷藓纤维发芽情况 

湃弓( ～j区斧 奸维啦芽．f ̂3医锥悼圳眦J， limm 粒 垤绌舒m【15-r⋯’一班色 索 I：x ) ×Im． I新头所 

o一 ． ： 
国4 代组皮质和诲马t．AI区免疫阳性细胞表选情况 

吐质和海 I r̂¨̂ Ĥ l 性卅缝元 矗选山标邑№浆符包 胁 l】̂ 皮J ×41／o懈 【：̂】矗．×1011 
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表 1 Timm染色在 3组海马 CA3区苔藓纤维发芽评分比较 

注：ni：各组样本数；Ri：秩和；、 i：平均秩 

表 2 GABAActl在 3组脑皮质不同区中的表达水平的比较(x~s．阳性平均光密度) 

注：N：Normal group(~常对照组)；I：irradiatedgroup(~：鼠组)；FI：F1 generationgroup(F1代组)； 与正常对照组或 比较，P<O．05 

3 讨 论 

由于人类皮质发育障碍标本极少且获取困难 ， 

近年来通过放射怀孕大鼠建立弥漫性皮质发育障 

碍动物模型便成为国外公认的较多应用于研究与 

脑发育不良有关的癫痫发病机制一种 良好的动物 

模型，被认为类似于人类灰质异位症 、弥漫性移位 

或皮质下结节 、海马环状或团块状异常、胼胝体发 

育不全、小脑畸形等。该模型按照 Babb TL和 Smith 

BN等介绍的方法，操作简单方便，成功率高。 

本实验发现健康妊娠 17天 Wistar孕鼠经 60Co 

治疗机用剂量为 1．8Gyŷ一射线辐照后，生下第一 

代幼鼠饲养至成鼠双侧大脑皮质、海马结构明显病 

损。HE染色示大脑皮质有多个结节状或团块状物， 

大小不均 ，其内结构紊乱，细胞形态不清 ，胶质细胞 

增生，神经元脱失。海马齿状回细胞排列紊乱，CA1 

区有巨大的环状结节 ，其中有锥体细胞缺失、异常 

及大量颗粒细胞增生，杏仁核皮质细胞结构紊乱， 

成团，可见小脑皮质结节状物；Nissl染色可见皮层 

变薄 ，结构紊乱 ，大多胶质结节位于 2 3层 ，海马 

CA1区团块状结构清楚可见 ，CA2有中断，CA3结 

构紊乱，有向锥体细胞层发芽的趋势；这些提示大 

脑皮质也可能存在异常的兴奋性突触环路，这与有 

关报道一致[61。Timm’s染色双侧海马 CA3区苔藓纤 

维发芽。另外大鼠行为、脑电方面也有改变。免疫组 

化显示整个脑皮质结节区抑制性 GABAAR Ot 1数 

目选 择 性 减 少 ，海 马 CA1、CA2、CA3区可 见 

GABAAR Ot 1均有不同程度的减少。 

与癫痫发生有密切关系的结构中海马和大脑 

皮质均有较多 GABA受体存在，GABA神经递质通 

过作用于 GABA受体，对中枢神经系统各部位神经 

元都有普遍的抑制作用，GABAAR Ot 1对 GABA通 

过 GABAA受体介导的抑制功能非常重要，有关 

DCD的 GABAAR Ot 1亚单位表达在癫痫发病机制 

中的研究报道较少 ，以前的研究表明f7】：癫痫脑组织 
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GABAA受体和其亚单位表达下降或增高或无变 

化，这可能于受体表达的部位及不同的受体亚单位 

水平有关。本研究发现 F1代大鼠脑皮质结节和海 

马神经元损伤或变性主要发生于 CA1、CA2和 CA3 

区的锥体细胞，GABAAR Ot 1的表达水平下降，出现 

海马环路的破坏，进一步导致神经元抑制功能的降 

低。这些改变说明脑皮质结节状异位和海马 CA1、 

CA2、CA3区锥体细胞层 GABAAR Ot 1表达的改变 

主要取决于神经元的缺失 、变性过程，提示其引起 

神经元抑制功能的降低可能是癫痫发生的一种分 

子机制，当然 GABAAR Ot 1仅仅是 GABA亚型的一 

种，其他的还有待进一步研究。 

因此 ，结合 F1代大鼠的行为、脑电、大脑皮质 

结节形成和海马结构损伤，尤其是双侧海马 CA1区 

结节和 CA3区苔藓纤维发芽，GABAAR Ot 1的表达 

情况 ，推测 DCD致癫痫的重要分子机制可能是大 

脑皮质的结构紊乱和双侧海马 CA3区苔藓纤维发 

芽形成的异常兴奋性突触环路和受体抑制功能的 

降低共同促进了神经元的超兴奋性 ，引起痫性发作 

的易感性明显增加，而皮质结节周围兴奋性神经递 

质谷氨酸的增加导致兴奋突触机制增强，海马结构 

兴奋性和抑制性神经递质及受体的破坏所导致的 

兴奋与抑制功能的失衡，建立起异常的、反复兴奋 

的兴奋性联系，从而引起神经元异常同步化过度放 

电，致癫痫发作 ，此为各种综合因素相互作用的结 

果。然而实验观察到典型的痫性发作不多，可能跟 

我们实验设计的观察窗窄有关，因为 Kondo S等[s研 

究长时间观察到该 DCDs模型大鼠有自发性癫痫发 

生，而且颅内脑电显示有棘波、尖波等爆发，体外电 

生理实验证明皮质异常脑片存在超兴奋性，组织学 

研究发现大量中间神经元的减少、GABA受体的下 

调以及 NMDA和 NMDA受体亚型的增加所有这些 

均存在 ，他们也证实了神经元的兴奋和抑制功能失 

衡。这与局灶性皮质发育异常仅局限于脑皮质病灶 

明显有相同之处，但不同之处局灶皮质异常的神经 

递质及受体在海马无改变，也无海马与脑皮质的异 

常兴奋和抑制性环路存在。啮齿动物受体结合研究 

也已证明 ，大脑皮质和海马结构异常，兴奋和抑制 

的失衡可能是 DCD致癫痫的机制之一，而大脑皮 

质和海马结构中这些神经递质及受体实如何起作 

用，与这些异常结构有什么直接关系，有待进一步 

深入研究。 
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