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目的
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研究海人酸诱导癫痫大鼠海马组织硫氧还蛋白还原酶"

8CP]

$活性及
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表达变

化&方法
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大鼠随机分为癫痫对照组"

NO

组$和癫痫组"

X+

组$&采用脑室注射海人酸制作大鼠

癫痫模型&海人酸注射
"B

取海马组织匀浆!应用
&

!
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二硫代双"
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硝基苯甲酸$还原法对海马
8CP]

活性进行测

定!采用
M>?@>C4IE;@@<4
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法检测
KE>A=>GKA?
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表达&结果
!
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组
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的表达较
NO

组明显增加!差异有统计学意义"
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癫痫大鼠海马

组织
8CP]

活性明显增加!引起
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裂解!导致神经元凋亡&
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癫痫是由于多种病因引起的慢性脑部疾病#以脑部神经元

过度放电所致的突然-反复和短暂的中枢神经系统功能失常为

特征*近年来研究表明#癫痫病灶处有能量-氧及血流量相应

的变化#特别是缺氧和缺血后再灌注损伤#可产生大量的氧自

由基并形成自由基连锁反应*自由基与癫痫的发生-发展与治

疗有着十分密切的关系+

#

,

*

硫氧还蛋白还原酶$

8CP]Q7#%"%/%&

&是一种还原型烟

酰腺嘌呤二核苷酸磷酸$

N+6*T

&依赖的包含黄素腺嘌呤二

核苷酸$

V6+

&结构域的二聚体硒酶#属于吡啶核苷酸
!

二硫化

物氧化还原酶家族成员*它和
8CP

-

N+6*T

共同构成硫氧还

蛋白系统*

8CP]

有很多生物学功能#与人类某些疾病的发病

机制也密切相关+

$

,

#是未来临床治疗与氧化应激相关性疾病研

究的热点对象+

,

,

*

KA?

1

A?>

家族是一组高效蛋白水解酶#与细胞凋亡密切相

关#其中
KA?

1

A?>!,

是最关键的效应蛋白酶#通过裂解而活化*

本实验用海人酸制作大鼠癫痫模型#通过观察癫痫大鼠海

马组织
8CP]

活性及
KE>A=>GKA?

1

A?>!,

表达变化#探讨癫痫导

致神经元凋亡#为临床癫痫发病机制研究及其诊断治疗提供实

验依据*
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材料与方法

$%$
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材料
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健康成年
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D>!6AME>

J
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O6

&雄性大鼠#体质量

$''

"

,''

2

#

O*V

级#购自中科院上海实验动物中心$证书号

''&

&*

KE>A=>GKA?
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&抗体购自
7>EEO<

2

!

4AE<4

2

8>KB4;E;

2J

公 司*

AK@<4

$
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&$

?K!#'-,#

&抗 体 为

O+N8+7]:e

公司产品*

A4@<!CAII<@(

2

9

$

8"--5

&-胰岛素-

8CP

-盐酸胍-

&

#

&!

二硫代双$

$!

硝基苯甲酸&$

68NR

&为
O<

2

3A!

AEGC<KB

公司产品*海人酸为
R<;3;E

公司产品*

$%/

!

脑室注射海人酸诱导癫痫
!

将实验
O6

大鼠随机分为两

组!癫痫对照组$

NO

组&$

+^#$

&-癫痫组$

X+

组&*大鼠用乙

醚麻醉#定位左侧脑室!前囟后开
'%533

#旁开
#%&33

#颅骨

表面向下
,%&33

*海人酸溶于灭菌生理盐水中#浓度为
"'

'

2

"

3)

#注射体积为
#')

%

NO

组注射相同体积的灭菌生理盐

水*大鼠癫痫按改进的
]AK<4>

分级法+

/

,分级*前驱症状!凝

视-点头和湿狗样抖动*

#

级!面部肌肉痉挛表现为咀嚼运动%

$

级!颈部肌肉痉挛表现为点头运动%

,

级!一侧前肢阵挛%

/

级!站立伴双前肢阵挛%

&

级!在
/

级的基础上身体向后倒下*

选取
/

"

&

级#脑电图显示痫样放电者
#$

只供研究使用*

$%'

!

样品制备
!

海人酸注射
"B

断头快速取脑#分离双侧海

马#置液氮中冻存备用*以下操作均在冰水浴中进行!从液氮

中取出海马加匀浆缓冲液用匀浆器高速匀浆$

#'?Y#'

次&#

/h

下
,'''C

"

3<4

离心
#&3<4

#小心移取上清液#测蛋白后分

装#置
_5'h

冰箱待用*

)
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)

检验医学与临床
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月第
5

卷第
$$

期
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基金项目$徐州市科技发展项目$
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8CP]

活性的测定
!

采用
68NR

还原法#根据
T;E3

2

C>4

+

描述的方法+

&

,测定
NO

组$

+^#$

&和
X+

组$

+^#$

&样品

8CP]

的酶活性*

$%2

!

KE>A=>GKA?

1

A?>!,

的表达检测
!

应用免疫印迹法检测
NO

组$

+ /̂

&和
X+

组$

+^/

&

KE>A=>GKA?

1

A?>!,

的表达#氯化硝基

四氮唑蓝"
&!

溴
!/!

氯
!,!

吲哚基
!

磷酸盐显色*免疫印迹显色条

带扫描后以
)AI[;CF?

软件分析处理*

$%)

!

统计学方法
!

实验数据以
T0H

表示*

X+

组与
NO

组比

较采用
>

检验#以
!

$

'%'&

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

NO

组和
X+

组
8CP]

活性分别为!$

-#0#.

&-$

##"0/'

&

:

"

3

2

#

X+

组
8CP]

活性明显高于
NO

组#差异有统计学意义

$

>̂ ,%&$

#

!

$

'%'&

&*海人酸诱导癫痫大鼠海马组织
KE>A=>G

KA?

1

A?>!,

表达明显增加#差异有统计学意义$

!

$

'%'&

&#见

图
#

*

图
#

!!

海人酸诱导的
KE>A=>GKA?

1

A?>!,

表达

'

!

讨
!!

论

海人酸是脑内兴奋性氨基酸递质
!

谷氨酸的结构类似物#

在脑内它作用于谷氨酸或门冬氨酸能神经元末梢突触上的海

人酸受体#刺激内源性兴奋性氨基酸释放#抑制其再摄取#引起

癫痫发作#造成线粒体功能障碍和脑内多区域特别是海马神经

元凋亡*海人酸模型应用广泛#其特点是具有理想的颞叶癫痫

的共同特征#是模拟人类颞叶癫痫理想的动物模型+

"

,

*

癫痫发病中痫性活动的产生及神经细胞死亡与自由基息

息相关#癫痫反复发作时#自由基的生成也许是造成细胞死亡

的原因之一 +

#

,

*在癫痫发作后的脑组织中#与凋亡相关的各

种基因表达增加#表明癫痫发作后神经元损伤与细胞凋亡密切

相关*在诸多凋亡的诱因中#体内代谢或外源性因素产生的自

由基均被证实可诱导细胞凋亡#清除自由基#阻断自由基反应#

可以抑制由于癫痫发作导致的细胞毒性反应#抑制细胞的凋亡

和死亡#保护神经元#抑制疾病的进展*

8CP]

-

8CP

和
N+6*T

三者构成
8CP

系统#其普遍存在于

所有生物细胞中*主要作用是通过二硫键
!

巯基的交换反应维

持细胞内外氧化还原平衡及在氧化应激反应中具有抗氧化和

清除自由基作用*已有研究发现该系统在多种神经疾病#如脑

缺血-缺氧及脑外伤中有神经保护作用+

-

,

*

8CP]

是一种
N+6*T

依赖的包含
V+6

结构域的二聚体

硒酶#属于吡啶核苷酸
!

二硫化物氧化还原酶家族成员#催化

8CP

还原反应#其活性决定着
8CP

作为二硫化物氧化还原酶的

功能*它通过催化
N+6*T

将小分子蛋白质
8CP

上的
!O$

还

原成$

!OT

&

$

的反应#即维持
8CP

的还原型#而
8CP

在氧化还

原调节和抗氧化防御中有着重要作用*氧化态
8CP

不仅在消

除自由基方面#更在缺血时通过信号转导下调
KA?

1

A?>!,

的表

达#从而抑制细胞凋亡的发生+

5!.

,

*

KA?

1

A?>!,

是细胞凋亡信号转导通路的关键性效应酶#是

细胞凋亡的执行者#其正常以酶原的形式存在#依靠裂解而活

化#活化后的
KA?

1

A?>!,

裂解相应的胞浆胞核底物#如
+6*!

核

糖聚合酶#最终导致细胞凋亡*

KA?

1

A?>!,

的激活是神经细胞

凋亡的最后共同通路#它的活化意味着凋亡的不可避免#

KA?

1

A?>!,

检测为细胞发生凋亡的分子水平检测指标*

本实验检测了
8CP]

活性和裂解的
KA?

1

A?>!,

情况*结果

显示#海人酸明显诱导了
8CP]

活性增强*

8CP]

活性增强#更

多氧化态硫氧还蛋白$

8CP!O$

&被还原为
8CP!

$

OT

&

$

#进一步促

进了
KA?

1

A?>!,

的活化+

.!#'

,

*活化的
KA?

1

A?>!,

在癫痫大鼠海马

诱导神经元凋亡*因此#通过抑制海人酸诱导的癫痫导致的

8CP]

活性增强#减少
8CP!

$

OT

&

$

的生成#进而抑制
KA?

1

A?>!,

的裂解#减少它的活化#可以对神经元起到保护作用#

8CP]

可

能成为癫痫治疗的潜在靶点%癫痫对神经元的损伤并未因其发

作停止而终止#在发作停止后神经元凋亡还会持续一段时间*

因此#

8CP]

活性监测则可能成为癫痫诊断与疗效考核及预后

的指标#这方面的研究有待进一步深入*
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