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培养大鼠海马脑片模拟痫性发作后 ｐＣＲＥＢ
在细胞凋亡中的作用的初步研究

何志慧，蒋　莉，陈恒胜，张晓萍
（重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆　４０００１４）

【摘　要】目的：观察痫性发作对体外培养海马脑片的损伤作用，研究细胞磷酸化 ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白（Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｐＣＲＥＢ）对损伤海马神经元的作用。方法：以培养１１ｄ的海马脑片为研究对象，随机分
为３组：（１）正常对照组：正常海马脑片培养液培养至１４ｄ。（２）痫性发作模型组：正常海马脑片培养液培养至１４ｄ，更换为含
匹罗卡品（０．５ｍｍｏｌ?Ｌ）的完全培养液作用１ｈ后终止培养。（３）抗 ｐＣＲＥＢ抗体干预组：用含ｐＣＲＥＢ抗体的海马脑片培养液
（ｐＣＲＥＢ抗体终浓度为５μｇ?ｍｌ）预培养３ｄ，换为含匹罗卡品（０．５ｍｍｏｌ?Ｌ）的完全培养液作用１ｈ后终止培养。采用 ＴＵＮＥＬ
原位末端标记法检测各组培养海马脑片凋亡细胞；免疫组化染色观察海马脑片神经元内 ｐＣＲＥＢ蛋白的表达变化。结果：（１）
痫性发作模型组：海马脑片ＣＡ１区发生凋亡的细胞（９５．４４±１４．３０）显著多于对照组（４１．３０±９．３０）（Ｐ＜０．０５）；ｐＣＲＥＢ表达
（２０１３６±１９．３１）较对照组（７５．１２±１３．７１）显著升高（Ｐ＜０．０５）。（２）抗ｐＣＲＥＢ抗体干预组：海马脑片ＣＡ１区发生凋亡的细
胞（１４０．８８±１８．３２）较痫性发作模型组显著增多（Ｐ＜０．０５）；ｐＣＲＥＢ表达（１７２．６０±１７．６８）较对照组显著升高、较模型组显著
降低（Ｐ＜０．０５）。结论：（１）痫性发作可以增加体外培养海马脑片神经细胞凋亡发生，加重神经元损伤。（２）痫性发作后海马
脑片神经细胞ＣＲＥＢ的磷酸化增强，阻断ＣＲＥＢ的磷酸化可导致神经细胞凋亡加重。
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　　ｃＡＭＰ应答元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅ
ｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）是一种真核生物细胞核
内蛋白质，它的功能是调节基因转录，因此被称为调

节转录的核因子，ＣＲＥＢ激活后（ｐＣＲＥＢ）可参予到
机体对外界刺激的反应中去［１，２］。国内外有研究表

明在大鼠惊厥模型中，严重惊厥发作将导致以海马

ＣＡ１、ＣＡ３区为主的神经元凋亡发生［３～６］；而阻断

ＣＲＥＢ的磷酸化过程，可以导致海马细胞凋亡发生
率增加［７］。为了避免在体实验诸多因素的干扰，本

文以体外培养的大鼠海马脑片为研究对象，建立痫

性发作模型，在完整的海马组织层面上对惊厥性脑

损伤及ｐＣＲＥＢ的作用进行研究。

１　材料与方法

１．１　动物与主要试剂
新生６～９ｄ的Ｗｉｓｔａｒ鼠由重庆医科大学实验动物中心

提供，雌雄不限。ＢＭＥ培养基、Ｂ２７、Ｌｇｌｕｔａｍｉｎｅ购自美国
ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司，兔抗大鼠 ｐＣＲＥＢ抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司，小鼠抗兔二抗购自武汉博士德公司，ＴＵＮＥＬ检测试剂
盒购自Ｒｏｃｈｅ公司。插入式微孔滤膜（０．４μｍ孔径、３ｃｍ直
径）为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品。
１．２　海马脑片培养

取新生６～９ｄＷｉｓｔａｒ鼠，用７５％乙醇浸泡消毒后，无菌
条件下断头取脑，迅速置于含糖（７．５ｍｇ?ｍｌ）的４℃汉克氏
平衡盐溶液（Ｈａｎｋｓ’ｂａｌａｃｅｄｓａｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＨＢＳＳ）中，分离出
完整的海马（海马是相对独立完整的组织，与周围脑组织分

界清楚），放入无菌的３％琼脂块凹槽中，再放置于振动切片
机的载物平台上，在４℃ ＨＢＳＳ液中以４００μｍ厚度进行切
片（垂直于隔颞轴）。６孔培养板内各加入１．３ｍｌ的海马脑
片培养液，然后放入插入式微孔滤膜，并于培养脑片前１ｈ放
入３７℃细胞培养箱中以调节培养基的酸碱度。将完好的海
马脑片分放在各孔内的滤膜上，每孔８张，移去膜表面多余
的液体。置３７℃、５％ＣＯ２、平衡湿度的标准培养箱内培养，
第２天换液１次，后为每周更换培养液２次，每次换液１２
ｍｌ。培养液成分为：５０％Ｅａｇｌｅ氏基础培养基（Ｂａｓａｌｍｅｄｉｕｍ
ｅａｇｌｅ，ＢＭＥ），２５％ＨＢＳＳ，２４％马血清，５０Ｕ?ｍｌ青链霉素，
１ｍｍｏｌ?Ｌ谷氨酰胺，７．５ｍｇ?ｍｌ葡萄糖，ｐＨ７．２，临用时加入
Ｂ２７添加剂（１∶５０体积比稀释）。
１．３　培养海马脑片痫性发作模型的建立［８，９］

取培养１４ｄ的海马脑片，更换培养液为含匹罗卡品（终
浓度０．５ｍｍｏｌ?Ｌ）的完全培养液，作用１ｈ后终止培养，即用
４％多聚甲醛（０．１ｍｏｌ?ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４）固定脑片。
１．４　实验分组

采用培养１１ｄ的海马脑片随机分为３组，每组５孔。
（１）对照组：正常海马脑片培养液培养至１４ｄ。
（２）痫性发作模型组：正常海马脑片培养液培养至１４ｄ，

更换为含匹罗卡品（终浓度０．５ｍｍｏｌ?Ｌ）的完全培养液作用
１ｈ后终止培养。

（３）抗ｐＣＲＥＢ抗体干预组：用含 ｐＣＲＥＢ抗体的海马脑
片培养液（ｐＣＲＥＢ抗体终浓度为５μｇ?ｍｌ）预培养３ｄ，换为含
匹罗卡品（终浓度０．５ｍｍｏｌ?Ｌ）的完全培养液作用１ｈ后终
止培养。

１．５　培养海马脑片ＴＵＮＥＬ染色原位检测凋亡细胞
各组海马脑片终止培养时用 ４％多聚甲醛（０．１ｍｏｌ?Ｌ

ＰＢＳ，ｐＨ７．４）固定，４℃冰箱过夜，然后将脑片换入３０％蔗糖
溶液（０１ｍｏｌ?ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４）中，至脑片沉底后行冰冻连续
冠状切片，片厚２０μｍ，裱于用多聚赖氨酸处理过的玻片上，
－２０℃冰箱保存，行凋亡细胞检测。具体步骤为：ＰＢＳ（００１
ｍｏｌ?Ｌ）漂洗５ｍｉｎ×３次，复合消化液室温下处理２ｍｉｎ，ＰＢＳ
漂洗５ｍｉｎ×３次，在冰上用含０．１％ ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００的０．１％枸
橼酸钠溶液中透化处理２ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，室温下
用３％Ｈ２Ｏ２浸泡玻片２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，加２０μｌ
ＴＵＮＥＬ反应混合液（酶溶液与标记液按１∶９混合）３７℃ ６０
ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，中性甘油封片后进行荧光观察并
照像，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×１次，加２０μｌＣｏｎｖｅｒｔｅｒＰＯＤ，３７℃３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色３～１０ｍｉｎ，镜下控制反
应时间，蒸馏水漂洗中止反应，苏木素复染，室温干燥后，乙

醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。阴性对照片用标记液

代替ＴＵＮＥＬ反应混合液，其余步骤不变。
以细胞核内出现荧光染色或者棕黄色颗粒为阳性表达

神经元。每孔取２张切片，每组共１０张切片，４００倍视野下
于每张切片的ＣＡ１区随机取５个视野，计数每个视野内的阳
性表达细胞。荧光图片计数得出凋亡细胞数，组化复染图片

计数得出凋亡细胞率（阳性细胞数?全部细胞数）。
１．６　培养海马脑片神经元ｐＣＲＥＢ蛋白表达检测

培养海马脑片在各时点用 ４％多聚甲醛（０．１ｍｏｌ?Ｌ
ＰＢＳ，ｐＨ７．４）固定，４℃ 冰箱过夜，然后将脑片换入３０％蔗
糖溶液（０．１ｍｏｌ?ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４）中，至脑片沉底后行冰冻连
续冠状切片，片厚２０μｍ，裱于用多聚赖氨酸处理过的玻片
上，－２０℃冰箱保存，行免疫组化。其主要步骤为：ＰＢＳ
（００１ｍｏｌ?Ｌ）漂洗５ｍｉｎ×３次，３％Ｈ２Ｏ２去离子水室温下处
理２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，枸橼酸液中微波煮沸修复
抗原５ｍｉｎ后自然冷却，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，加入５％ＢＳＡ
室温下处理３０ｍｉｎ，甩去多余液体，加入兔抗大鼠 ｐＣＲＥＢ一
抗（１∶５００）４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，加入生物素
化单克隆小鼠抗兔二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３
次，加入ＳＡＢＣ液，３７℃处理３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次，
ＤＡＢ显色３～１０ｍｉｎ，镜下控制反应时间，蒸馏水漂洗中止反
应。室温干燥后，乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。阴

性对照用ＢＳＡ代替一抗，其余步骤不变。
以细胞核内出现棕黄色颗粒为阳性表达神经元，其中每

孔取２张切片，每组共１０张切片，４００倍视野下于每张切片
的ＣＡ１区随机取５个视野，在图像分析仪上进行图像分析，
测量每个视野内的阳性表达细胞数。

１．７　统计方法
采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件对实验数据进行统计处理。计

量资料均值以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。由于凋亡细胞数
各组间方差不齐，多组间比较单因素方差分析检验（经

ＢｒｏｗｎＦｏｒｓｙｔｈｅ法修正），均值间两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓＣ
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检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　培养海马脑片凋亡细胞原位测定
经ＴＵＮＥＬ染色发现，正常状态下，海马脑片ＣＡ１区存在

少量凋亡细胞。予以匹罗卡品作用后，凋亡细胞增多。各组

凋亡细胞数、凋亡细胞率比较见表１及图１。
２．２　培养海马脑片神经元阳性表达 ｐＣＲＥＢ蛋白细胞数
测定

免疫组化染色显示 ｐＣＲＥＢ在神经元胞核内表达，正常
状态下，海马脑片 ＣＡ１区存在少量 ｐＣＲＥＢ阳性细胞表达。
在给予匹罗卡品作用后，各组阳性细胞增多。痫性发作模型

组、抗ｐＣＲＥＢ抗体干预组神经元内 ｐＣＲＥＢ表达均显著高于
对照组（Ｐ＜０．０５）。抗 ｐＣＲＥＢ抗体干预组神经元内 ｐＣＲＥＢ
表达显著低于痫性发作模型组（Ｐ＜０．０５）。各组阳性细胞
数比较见表１及图２。

３　讨　论

１９８６年 ＭｏｎｔｒｍｉｎｙＭＲ等在脑啡肽原、烯醇丙、
酮酸磷酸羧激酶基因的５端转录调节区内，发现１
段ｃＡＭＰ应答序列，这是１个３０ｂｐ左右的 ＤＮＡ片
段，为许多基因的转录诱导所必需。通过足迹法检

测，发现这种蛋白质特异地和 ＣＲＥ结合，于是将它
命名为ｃＡＭＰ应答元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌ
ｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ），缩写为ＣＲＥＢ。ＣＲＥＢ作为核
内第三信使之一，应激性刺激后，在协同激活剂的诱

导下，其丝氨酸 １３３位磷酸化而激活转录［１０］。

ＣＲＥＢ激活后（ｐＣＲＥＢ）可以增强机体对外界刺激的
应对能力［１１］，可通过调控 ＮＴＦｓ和即刻早期基因产
物（ｂｃｌ２、ｃｆｏｓ等）的表达，从而发挥重要的生理
作用［１２，１３］。

表１　不同实验条件对培养大鼠海马脑片ＣＡ１区细胞凋亡及ｐＣＲＥＢ表达的影响（珔ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｐｔｏｓｉｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｉｎＣＡＩａｒｅａｏｆ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｌｉｃｅｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＣＲＥＢ（珔ｘ±ｓ）

组别 视野数（个） 凋亡细胞数（个） 凋亡细胞率（％） ｐＣＲＥＢ阳性细胞（个）

对照组 ５０ ４１．３０００±９．３０２７３ １２．５５００±１．９４６１４ ７５．１２００±１３．７１３７５

痫性发作模型组 ５０ ９５．４４００±１４．３００２２▲ ４１．０２０４±３．５０４４４▲ ２０１．３６００±１９．３０６０８▲

抗ｐＣＲＥＢ抗体干预组 ５０ １４０．８８００±１８．３１６５４▲★ ６８．３９９４±２．６０５９７▲★ １７２．６０００±１７．６７５０７▲★

Ｆ值（渐近Ｆ分布） ５９５．０２５ ５１１７．４５１ ７５２．００５

注：▲，与对照组比较，Ｐ＜０．０５；★，与模型组比较，Ｐ＜０．０５

　　　　Ａ．对照组 Ｂ．癫痫样发作模型组 Ｃ．抗ｐＣＲＥＢ抗体干预组

图１　不同处理组培养大鼠海马脑片ＣＡ１区凋亡细胞表达（ＤＡＢ，４００×）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎＣＡ１ｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｌｉｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＤＡＢ，４００×）

　　　　Ａ．对照组 Ｂ．癫痫样发作模型组 Ｃ．抗ｐＣＲＥＢ抗体干预组

图２　不同处理组培养大鼠海马脑片ＣＡ１区ｐＣＲＥＢ表达（ＤＡＢ，４００×）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＣＲＥＢｉｎｎｅｕｒｏｎｓｉｎＣＡ１ｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｌｉｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＤＡＢ，４００×）
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　　本课题组前期在体研究表明：严重惊厥发作将
导致以海马ＣＡ１、ＣＡ３区为主的选择性脑损伤，而这
种脑损伤主要表现为神经元死亡，其中包括神经元

凋亡过程［５，６］；大鼠对惊厥的应激反应涉及细胞

ＣＲＥＢ的磷酸化过程，而经一侧侧脑室注射抗
ｐＣＲＥＢ抗体，可以导致该侧海马细胞凋亡发生率的
增加［７］。ＫｉｍＢＷ等发现 ｐＣＲＥＢ在一定时间窗内
有减少凋亡和促进未成熟海马细胞功能完善的作

用［１４］。ＣｈｕｎＨ以及 ＬｉＮ等发现 ｐＣＲＥＢ在脑损伤
过程中也参与了保护神经元、减轻神经细胞凋亡的

信号传导过程［１５，１６］。但由于体内实验往往受到较

多因素的干扰，故本文以单一痫性放电的神经毒性

作用及ｐＣＲＥＢ在神经元凋亡中的作用为研究内容，
在已建立体外长期稳定的海马脑片培养技术的基础

上［１７］，以体外培养的大鼠海马脑片为研究对象，用

节后拟胆碱药匹罗卡品加入培养液中制作培养海马

脑片的痫性发作模型，采用免疫组化染色观察各组

脑片ｐＣＲＥＢ的表达，用 ＴＵＮＥＬ染色法对各组培养
海马脑片凋亡神经元进行了检测。由于海马脑片

ＣＡ１区对外界损伤最为敏感［１８，１９］，故分别在荧光显

微镜和普通光学显微镜下对各组培养海马脑片ＣＡ１
区的凋亡细胞作了荧光计数和凋亡细胞率的统计比

较，并在图像分析仪上对ＣＡ１区的ｐＣＲＥＢ的阳性表
达细胞作了测定和统计比较。结果显示，正常培养

脑片即存在少量凋亡细胞，可能与脑片培养过程中

的细胞自我新陈代谢有关。而无论是以荧光计数还

是凋亡细胞率比较，痫性放电组的凋亡神经元均较

正常对照组显著增多；痫性发作引起了海马脑片神

经元ｐＣＲＥＢ表达显著增加；给予外源性抗 ｐＣＲＥＢ
抗体干预则引起了海马细胞凋亡发生率显著增加。

本研究的结果表明，痫性发作能够加重海马脑片组

织中神经元凋亡，而阻断 ＣＲＥＢ的磷酸化可导致海
马脑片组织中神经细胞凋亡加重。因此，无论是在

体、还是体外培养海马脑片实验，本组研究结论是一

致的：（１）痫性发作可以增加神经细胞凋亡发生，加
重神经元损伤。（２）痫性发作后神经细胞 ＣＲＥＢ的
磷酸化增强，阻断 ＣＲＥＢ的磷酸化可导致神经细胞
凋亡加重。

痫性发作是由于大脑神经元异常放电引起脑功

能紊乱［２０］。由于凋亡是一个可控制的细胞主动死

亡方式，即为采取干预措施激活神经元保护机制、选

择性阻断神经元凋亡发生的关键环节提供了新的思

路。鉴于ｐＣＲＥＢ在细胞凋亡中的保护作用，能否通
过促进ＣＲＥＢ磷酸化从而达到有效减轻惊厥后神经
元凋亡和坏死发生的目的，值得进一步研究。
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ＰＡＲＧ基因沉默对肿瘤局部 Ｂ２２０＋ＤＥＣ２０５＋ＤＣ的影响

王洁琼，王娅兰，杨　怡，盛永涛
（重庆医科大学基础医学院病理学教研室、分子医学与肿瘤研究中心，重庆　４０００１６）

【摘　要】目的：探讨聚（腺苷二磷酸核糖）水解酶［Ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｇｌｙｃｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＰＡＲＧ］基因沉默对肿瘤局部 Ｂ２２０＋

ＤＥＣ２０５＋ＤＣ增殖分化的影响及其在大肠癌转移中的作用。方法：以ＰＡＲＧｓｈＲＮＡ慢病毒载体转染ＣＴ２６细胞为实验组，未转
染ＣＴ２６细胞和空载体ＣＴ２６细胞为对照组，分别在小鼠脾包膜下接种形成肝转移模型；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测脾脏移植瘤中
ＰＡＲＧ、ＰＡＲＰ、ＮＦκＢ蛋白的表达；免疫荧光双标法检测脾脏中 Ｂ２２０＋ＤＥＣ２０５＋ＤＣ的表达；ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠血清中 ＩＬ
１０、ＴＧＦβ的表达。结果：ＰＡＲＧ基因沉默后，脾脏移植瘤体积缩小，肝脏转移癌结节数目减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
脾脏移植瘤中ＰＡＲＧ、ＰＡＲＰ、ＮＦκＢ蛋白的表达量明显较对照组降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；脾脏组织中的 Ｂ２２０＋

ＤＥＣ２０５＋ＤＣ较对照组明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；血清中 ＩＬ１０、ＴＧＦβ的表达较对照组显著降低，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：ＰＡＲＧ基因沉默可抑制小鼠结肠癌ＣＴ２６细胞肝转移，可能与 ＰＡＲＧ沉默后下调 ＰＡＲＰ，并下调 ＮＦ
κＢ的活性，从而影响ＮＦκＢ依赖性因子ＩＬ１０、ＴＧＦβ的表达，进而影响Ｂ２２０＋ＤＥＣ２０５＋ＤＣ的增殖分化有关。
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