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大鼠海马神经元癫痛模型中神经元凋亡及 caspase 3 基因的表达

刘建民1\赵文元卢亦成周晓平赵 五名 l
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[摘要] 町的:探讨体外培养大鼠海马神经元癫病模型中神经元丢失的分子机制。方法:制备大鼠海马神经元癫病样放电

细胞模型，以膜片钳全细胞记录对模型放电进行检测，采用 RT-PCR 法克隆大鼠全长 caspase 3 cD:'-JA，采用原位杂交和流式

细胞术检测模型中 caspase 3 基因表达和神经元凋亡情况。结果:成功克隆获得大鼠全长 caspase 3 cDNA，其序列与文献报

道一致。模型组海马神经元癫病样放电 3 h 后 caspase 3 基因表达开始增多， 6 h 后凋亡细胞开始明显增加，两者均较对照组

明显增加。结抢:癫痛样放电可能启动神经元 caspase 3 表达，继而介导神经元凋亡。
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Caspase 3 expression and neuronal apoptosis induced by recurrent epiIeptic discharge in cuItured hippocampal 

neurons in rats 
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[ABSTRACTJ Objective: To explore the molecular mechanism of neuronal loss induced by epileptic discharge in Sombati' s 

model of cultured hippocampal neurons in rats. Methods: Sombati' s model of cultured hippocampal neurons was established and 

the discharge was detected with patch clamp. Full-length caspase 3 cDNA was cloned with RT-PCR in rats. Gene expression of 

caspase 3 and apoptotic neurons in Sombati' s epileptic model was detected with in situ hybridization and flow cytometry. Re­

sults: Full-length caspase 3 cD 'JA in rat was obtained by PCR , whose sequence corresponded to that reported. The expression 

of caspase 3 in hioppocampal neurons in the model group increased 3 h after recurrent epileptic discharge , while the number of 

apoptotic neurons in the model group increased 6 h after epileptic discharge. Both parameters were significantly higher than 

those of contro l. Conclusion: The epileptic discharge may trigger neuronal caspase 3 expression and neuronal apoptosis may be 

induced subsequently. 
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Caspase 3 是 caspases 家族的核心成员，在哺乳

动物中 caspase 3 通过水解相应的蛋白底物，介导了

大多数细胞的凋亡。本实验首先克隆 caspase 3 全

长 cDNA，同时建立体外培养大鼠海马神经元的癫

痛模型，然后检测模型中神经元凋亡和 caspase 3 的

表达情况，初步探讨癫摘样放电致神经元丢失凋亡

的分子机制，为干涉、控制神经元的调亡提供依据。

1 材料和方法

l. 1 动物和试剂 出生 24 h 内的新生 SD 大鼠由

本校实验动物中心提供，凋亡 DNA 快速抽提纯化

试剂盒购自上海生工生物工程有限公司，RNA 抽提

试剂盒购自上海华舜公司， DMEM 、 B27 培养液均

为 Gibco 公司产品， PCR 引物由上海陆嘉公司合

戚， Caspase 3 流式检测试剂盒购自美国 BD 公司。

l. 2 模型制备参照 Sombati 法[汀，取 24 h 内新
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生 SD 大鼠 4 只，断头取脑，解剖出双侧海马，置入

OOC 解剖液 1 ml 中，剔除结缔组织后剪碎，加

0.125%腆蛋白酶 1 ml ，置 3rc 、 5%C02 孵箱内消

化 19 min ，加种植液 C20%DMEM 培养液 +10%胎

牛血清+10%马血清) 2 ml 终止消化 10 mino 将消

化后的海马组织移人离心管内加 2 ml 种植液吸管

吹打后，静置 5 min，吸取上层细胞悬液以种植被稀

释成 5 X 105 /时，取 1 ml 接种至涂有 0.1%多聚赖

氨酸的 35 mm 培养皿中心，置 3rc 、 5%C02 孵箱

内培养 24 h 使细胞贴壁后，更换 B27 元血清培养液

1 ml 培养，每 3 d 更换一半培养液。第 8 天改无镇
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培养液培养 3 h 后，恢复 1327 无血清陪养液 1 ml 培

养， IW制备成海马神经元癫摘样放电的细胞模型。

以启-养 8 d 但未经无镜处理的细胞作为对照。

1. 3 全细胞膜片钳记录模型放电情况 采用 Hamill

法，操作如下:取，'1 11古养皿，以记录用细胞外液灌流置

换培养液，灌1m速度 1~2 ml/ min。在倒置相差显微

镜下，通过微操纵仪将微电极(门径 1~2μm) 以 45
0

角度推向神经元 ， )j--观察电极电阻变化。 Z与电极电阻

突然增大时表示微电极已接触神经元表面，此时通过

微电极内施加 20 ~ 30 cmHzO (1 cmHzO = O. 098 

kPa)负)长，吁电极电阻升至 6 .0时，表明微电极已与

细胞形成紧密封接，调节快电容补偿旋钮消除瞬间电

容电流。再次向微电极内施加约 100 cmHzO 负 j长，

当电阻下降，观察到来自细胞膜的跨膜电容电流后，

表明全细胞记录已形成，可记录电位。

1. 4 RT-PCR 克隆 caspase 3 全长 cDNA 断头处

死 SD 大鼠，迅速取1. 5g 的肾组织，剪畔，采用异硫

氨酸肌法抽提组织总 RNA，沉淀物济于 DEPC 处理

的双蒸水中备用。 PCR 引物的序列为: caspase 3 F 

Primer 5'-ATG GAC AAC AAC GAA ACC TCC 

GTG-3' , caspas巳 3 R Primer 5' -CCA CTC CCA 

GTC ATT CCT TTA GTG-3' 0 逆转录反应体积

为 20μ1 ，先以 2μg 总 RNA 、 O. 5μg 0ligo-DT 加

HzO 至 14μ1，由匀后置 70'C 水浴 10 min。再加入

1μ1( 10 mmol/U dNTP 、 2μ1(0.1 mol/UDTT 、 l

μ1 Supercript II RT 及 2μl 相应的 10 X buffer 1昆合

后 25
0

C 10 min , 37
0

C 1 h; 94
0

C 3 min; 4 0

C 保存，

80'C 分装。 PCR 的反应体积为 20μ1，反应组分

有 1μl 逆转录产物，引物 F 1 f.l l00 pmo l) ，引物 R1

μ100 pmo l) , MgCI2 1. 5μ1(25 pmol/U , dNTP 1μl 

(5 pmol/U , 10 X PCR buffer 2. 5μ1 (无馍离子)、

HzO 16.5 f.lL 95
0

C 3 min 后加入 Ultima' 川 DNA 多

聚酶 lμlCIU) 0 PCR 参数 :95
0

C 40 日， 55
0

C 40 s , 

72 0C 1 min ， 30 个循环后， 72
0

C 延伸 5 mino PCR 产

物纯化试剂盒纯化所得片段，1. 2%琼脂糖凝胶电泳

鉴定后，交由上海陆嘉生物公司测序。

1. 5 原位杂交检测i 常规方法进行，探针制备采用

RT-PCR 法， dNTP 以地高丰 (DIG)标记，反应条件

同1. 4。将盖玻片培养的神经元标木漫入 0.1 mo l/ 

L P13S 5 minX3 次 ;0.1 mol/ L 甘氨酸漂洗 5 min; 

O. 5μg/ml蛋白酶 K 室温消化 30 min;4% 多聚甲醒

固定 5 min;O. 1 mol/L P13S 5 minX 3 次 ;0.25%醋

酸酣室温处理 10 min; 2 X SSC 漂洗 10 mino 标本

放入探针(经 95'C 10 min 后迅速置冰上冷却变性)

含量为 O. 5μg/ml 的杂交液( 50% 去离子甲毗胶、

10% 葡聚精硫酸醋、 1 X Denhardt 液、 10 mmol/ 

LTris-HCl 、 O. 3 mol/L NaCl , 1 mmol/L EDT A 、 10

mmol/ L 变性鱼精 DNA )43'C 杂交 6 h; 4 X SSC 漂

洗 15 min; 2 X SSC 凛洗 30 min; 1 X SSC 漂洗 15

min;0.5XSSC 漂洗 15 min; 0.05 mol/L PI3S 漂洗

5 minX 3 次;含 0.5% Hz()z 十 O. 05 mo l/L P13S 处

理 30 min; 加 AKP-Anti-DIG-Ab Fab 室温 4 h; 

O. 05 mol/L PI3S 漂洗 5 min X 4 次; O. 05 mo l/L 

Tris← HCl 漂洗 5 min; 以 N13T-13CIP 显色 3 h ，封片。

1. 6 流式细胞术检测 依据凋Î丁流式细胞仪检测

试剂盒操作:细胞培养标本以 4'C P I3S(O.l mol/L , 

pH 7.2) 轻柔洗涤 2 次，棍悬 1 X I3inding 缓冲被 l

ml ， Ann巳xin-FITC 5μ1 ， PI 2μ1 ，室温下避y(;放置 15

mln ，加 1 X I3inding 缓冲液 0.4 ml ，即可上机检测。

2 结果

2. 1 海马神经元癫病样放电细胞模型的制备 对

照组正常神经元静息膜电位约为 (56:::!::: 10) mV , 

偶有动作电付出现。模型组神经元经元侯培养 3 h 

后，阵发性，'1 1 现连续的 14~50 mV 动作电位，放电

频率 4~ 16 Hz ，同时 :1'， 现阵发性去极化移忱。

2. 2 Caspase 3 基因 cDNA 的克隆 RT-PCR 扩增

产物电泳显示约 800 bp DNA 片段厌带(图1)，与预

期值一致。序列训IJ定显示所得克隆的开放阅读杠架

长 843 峙，其序列与文献报道，2J 完全一致。
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图 1 RT-PCR 产物电泳分析

Fig 1 Electrophoretic analysis of RT-PCR product 

1 :l'rodUCI of RT-PCR; M: 100 bp marker 

2. 3 Caspase 3 原位杂交 对照组阳性染色神经元

少于 10% ，神经元突起饱满，形成广泛的突触联系;

模型组无镇处理 3 h 后阳性细胞明显增多，尤其是

12 h 后有较多强阳性染色神经元，过些神经元基本

保持有神经元突起，但突起变得菲薄(罔 2) 。
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图 2 无筷处理 12 h 后 caspase 3 的表达

Fig 2 Caspase 3 mRNA expression within 

neurons 12 h after Mg-free processing( X 400) 

2. 4 流式细胞术检测结采 流式细胞术分析显示，

在无镇处理 6 h 后，凋亡细胞开始明显增加 (P<

0.01)。细胞各时间段的凋亡时间曲线的斜率各异，

说明单位时间内凋亡细胞数不尽一致(图 3) 。
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图 3 流式细胞术检测海马神经元的凋亡

Fig 3 Flow cytometry study of apoptosis 

。f hippocampal neurons 

养、 P<O. 01 v-' control group 

3 ì:寸论

一般认为 caspase 3 是介导细胞桐亡的核心蛋

白酶归。额叶癫病患者海马神经元死亡的机制是热

点研究课题， Gillardon 等-""采用原位杂交检测了由

海人藻酸诱发的癫响大鼠的海马组织，发现海马组

织存在 caspase 3 基因表达和调亡神经元，因而推测

可能是神经元癫痛样放电的兴奋性激活调控

caspase 3 的表达和海马神经元的凋亡丢失。但该

癫病模型所使用的海人藻酸具有神经毒性，且未能

排除模型中缺血、缺氧和神经毒性药物等干扰因素，

因此难以确定海马神经元癫病样放电与 caspase 3 

激活及神经元凋亡的必然联系。为排除干扰因素，

本研究采用 Sombati 法 [1~将原代培养的大鼠海马神

经元作短期无镇培养，结果发现神经元反复出现癫

痛样放电动作电位，由此得到一种新的海马神经元

癫摘样放电的细胞模型。在此基础上采用原位杂交

技术检测神经元癫摘样放电后 caspase 3 在神经元

中的表达，发现 caspase 3 被激活表达，且随着放电

的延续，其表达阳性的细胞递增。同时，流式细胞术

检测显示神经元癫摘样放电后凋亡神经元增加。本

模型中未添加神经毒性物质，且培养环境稳定，避免

了血压波动及缺血、缺氧的干扰，克服了 Gillardon

等的研究中多重影响因素的干扰。

值得注意的是，本实验中原位杂交显示 caspase

3 基因表达阳性的神经元保持有神经元突起，并未

表现凋亡的形态特征，这与以往研究结果是一致的:

Pittman 等民发现 caspase 3 激活表达时，凋亡细胞

处于凋亡执行期 (comm山nent) 的起始阶段，此时细

胞尚未进入凋亡活跃期，因此尽管 caspase 3 已激活

表达，但神经元仍保持原有形态特征。本实验中无

镜处理 3 h 后即有 caspase 3 表达，而凋亡神经元在

6 h 后开始明显增加这一结果则进一步佐证了这一

观点;当神经元进入凋亡活跃期后，细胞形态发生改

变的同时贴壁能力减弱，在染色过程中脱落丢失，因

此染色封片时无法观察到这类细胞工。

通过本研究我们发现，癫痛样放电导致神经元

凋亡， caspase 3 参与了该凋亡过程。由此可以设

想，或许通过阻止 caspase 3 表达或抑制 caspase 3 

活性这一策略可以减少神经元凋亡、延缓海马硬化

的进程工，但结果如何还有待进一步研究。
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