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注射对小鼠脑电图活动的影响#探讨其在癫疒间
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研究中的可行性(

方法
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采用免疫荧光检测方法检测
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慢病毒在培养海

马神经元体系以及小鼠海马内对星形胶质细胞感染的特异性(将小鼠分成两组#脑内注射人工脑脊液组与脑内注射
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慢病毒组#检测脑内注射前后两组小鼠体质量的变化&使用
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结果
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%与人工脑脊髓液注射组相比#小鼠体质量在病毒

注射
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周后无明显差异&$
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病毒注射未明显改变小鼠脑电图功率谱#高频振荡的数目和平均持续时间

均无明显改变(

结论
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应用
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慢病毒脑内注射方法研究星形胶质细胞功能在癫疒间
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中的作用是可行的(
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早在
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世纪
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年代#科学家们就提出了基因

治疗的概念#即通过病毒作为载体进行基因转移来

治疗一些人类疾病*

#

+

(基因治疗研究常用的载体包

括反转录病毒)慢病毒)单纯性疱疹病毒)腺病毒)腺

相关病毒等*
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+

(目前#一些临床试验正尝试通过基

因手段来治疗一些神经系统疾病#如阿尔茨海默病)

,

%B##

,



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
##

月#第
%&

卷

脑肿瘤)慢性疼痛等#这些试验中用到的载体主要是

腺相关病毒$
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(慢

病毒载体不仅可以感染分裂期细胞#还可以感染静

止期细胞和分裂后细胞#并把携带的基因整合到宿

主的基因组中实现长期而稳定的表达*

%

+

(慢病毒载

体介导的基因转移和
I<'

沉默技术被越来越多地

应用到神经功能障碍的研究中#如帕金森病)肾上腺

脑白质营养不良$
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(研究报道用

慢病毒作为基因载体在
5?

大鼠海马神经元培养细

胞*

&

+

)人间充质干细胞*

B

+和小鼠海马*

E

+对疒间
!

样放电

或者癫疒间
!

发生进行研究(

癫疒间
!

作为一种常见的神经系统疾病#其发生的

直接原因是神经元兴奋性的增强(多项研究发现星

形胶质细胞和癫疒间
!

的发生有着密切的关系*

GF#"

+

#如

颞叶癫疒间
!

常伴有反应性星形胶质细胞增生的现

象*
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(因此#能够长期稳定表达携带基因的慢病毒

载体技术在癫疒间
!

发生的研究中有广阔的应用前景(

尽管有研究表明在实验动物的慢病毒注射区无强烈

的免疫反应发生*
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#慢病毒注射区域的胶质细胞的

分布也不会发生改变#而且没有出现明显的病理学变

化*
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#但慢病毒感染神经细胞是否对脑电图产生影响

尚缺乏相关研究(本实验通过在海马齿状回$
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究星形胶质细胞功能在癫疒间
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中作用的可行性(
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材料和方法
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脑内转染含胶质纤维酸性蛋白启动子的慢病毒对小鼠脑电图的影响

一个直径为
#,,

)长度为
!,,

的颅骨电极#以颞叶

处电极为记录电极#前额叶处为参考电极(用电烙铁

将这两个电极焊于排针上#用牙科水泥固定电极和排

针便于后期脑电记录(

#=C

!

冰冻脑组织切片的制备与免疫荧光
!

&

只

K

M̂'DF̂ MD

组小鼠在病毒注射
!

周后经
#[

的戊

巴比妥钠$

"=#

P

"

b

P

%腹腔注射麻醉#打开胸腔暴露

心脏#先将灌流针插入左心室#同时剪开右心耳#灌

注生理盐水至肝脏变白#排尽血液#约
$",̀

#然后

再灌流
C[

多聚甲醛#期间伴有四肢抽搐)尾巴翘起

的现象#约
$",̀

#灌流完后取脑#取出的脑组织置

于
Ch

冰箱中#用
C[

多聚甲醛中固定过夜(次日将

脑组织置于
!"[

的蔗糖溶液中#待其沉底后再转入

到
%"[

的蔗糖溶液中#待其再次沉底后取出用包埋

剂包埋后做冠状冰冻切片#从出现海马时开始取脑

片#切片厚度为
!"

$

,

#贴于载玻片上备用(

用
Dc5

漂洗脑片每次
#",-2

#洗
%

次#洗去包埋

剂(用含
"=%[S1-7/2\F#""

的
Dc5

破膜
%",-2

(再

用含
$[

羊血清的
Dc5

室温封闭脑片
!O

(然后孵育一

抗
<+0<

或者
M̂'D

#

Ch

过夜(次日脑片复温
%",-2

后#用
Dc5

洗去一抗#洗
C

次#每次
#",-2

(室温孵育

荧光二抗
!O

#再用
Dc5

洗去二抗#洗
C

次#每次
#",-2

(

晾干片子后加入防荧光淬灭剂后封片#拍照(

#=$

!

小鼠体质量称量
!

用电子天平分别称取手术

前
&

周龄
'N5M

组和
K

M̂'DF̂ MD

组小鼠以及手术

后
%

"

C

周后两组小鼠的体质量#并计算每组小鼠体

质量的平均值(

#=&

!

脑电图"

TT̂

#记录
!

手术后
!

周分别对
'N5M

组和
K

M̂'DF̂MD

组小鼠用
<+01/3/

P

系统进行脑电

记录#采样频率为
!$""QU

#滤波范围为
"=#

"

$""QU

#每只小鼠记录
!

"

%*

光照周期的
TT̂

(

#=B

!

统计学处理
!

脑电数据使用
5

K

-b+!

版本
E=""

进行分析#统计学分析采用
5D55#&="

软件(两组间

体质量以
'

<X(

来表示#并采用
"

检验分析&两组小鼠

脑电功率谱数据采用两个独立样本的
"

检验分析&脑

电图高频振荡$

O-

P

OF41+

W

0+2(

8

/;(-33)7-/2;

#

QM@;

%数

据采用
6)22F_O-72+

8

分析(检验水准$

#

%为
"="$

(

A

!

结
!

果

!=#

!K

M̂'DF̂ MD

慢病毒特异性感染海马非神经

元细胞
!

本实验在培养细胞水平检测了此慢病毒对

神经细胞感染的特异性(采用
K

M̂'DF̂ MD

慢病

毒#其基因结构图谱如图
#'

所示(慢病毒侵染胎鼠

海马细胞培养物
C*

后#采用免疫荧光的方法标记神

经元的标志蛋白
<+0<

和
6'D!

定位神经元#慢病毒

感染的细胞与红色荧光所显示的神经元之间几乎没

有重合#如图
#c

所示(由此说明#此慢病毒在培养海

马神经元体系中特异性感染非神经元细胞(

图
!

!

-

M>6@'M>@

慢病毒在培养海马神经元体系中特异性感染非神经元细胞

>*

?

!

!

N$2'2+;0$2.+//))

-

+.*3*.(//

=

*23+.&+,%

=

/+2&*9*0;).$2&(*2*2

?

M>6@

-

0$D$&+0*2.;/&;0+,5*

--

$.(D

-

(/.+//)

'

!

SO+

P

+2+;710(701+/43+27-:-1)3:+(7/1

&

c

!

M30/1+;(+2(+-,)

P

+;/4(03701+*O-

KK

/(),

K

)3(+33-24+(7+*L

8

7O+3+27-:-10;=<+01/2;a+1+3)L+3+*

a-7O<+0<

$

L#

%

)2*6'D!

$

L!

%

C*)

8

;)47+17O+-24+(7-/2=SO+(/F3/()3-U)7-/2/42+-7O+1<+0<2/16'D!a-7O M̂Da);/L;+1:+*

$

(#)2*(!

%

=

5()3+L)1;

!

#""

$

,=̀ SI

!

/̀2

P

F7+1,-2)31+

K

+)7;

&

_IT

!

_//*(O0(bO+

K

)7-7-;:-10;

K

/;771)2;(1-

K

7-/2)31+

P

03)7/1

8

+3+,+27

&

M̂D

!

1̂++2

430/1+;(+27

K

1/7+-2

&

<+0<

!

<+01/2)320(3+)1)27-

P

+2

&

6'D!

!

6-(1/70L03+F);;/(-)7+*

K

1/7+-2!

&

K

M̂'DF̂MD

!

3̂-)34-L1-33)1

8

)(-*-(

K

1/7+-2

K

1/,/7+1F

P

1++2430/1+;(+27

K

1/7+-2

,

$B##

,
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!K

M̂'DF̂ MD

慢病毒特异性感染小鼠海马
?̂

区星形胶质细胞
!

慢病毒注射小鼠海马
!

周后#取

小鼠脑片做免疫荧光#结果如图
!

所示#被慢病毒感

染的细胞与星形胶质细胞重合$图
!c

%#但与
<+0<

阳性的成熟神经元几乎没有重合$图
!'

%(以上结

果说明慢病毒对成熟神经元不具有感染性而特异性

地感染
?̂

区星形胶质细胞(

!=%

!K

M̂'DF̂MD

慢病毒注射对小鼠体质量的影

响
!

在实验随机分组中#

'N5M

组*$

!"=CGX"=%%

%

P

#

,j#G

+和
K

M̂'DF̂MD

组*$

!"=$%X"=%&

%

P

#

,j!C

+

小鼠的体质量差异无统计学意义$

:

%

"="$

%(由于手

术以及脑电记录过程中有小鼠死亡$

'N5M

组
!

只#

K

M̂'DF̂MD

组
C

只%#手术
%

"

C

周后#

'N5M

组小鼠

的平均体质量为 *$

!C=C&X"=C$

%

P

#

,j#B

+#

K

M̂'DF̂MD

组平均体质量为*$

!C=!BX"=$"

%

P

#

,j!"

+#两组小鼠体质量差异无统计学意义$

:

%

"="$

%#说明
K

M̂'DF̂MD

慢病毒海马内注射短期内对

小鼠体质量无明显影响(

!=C

!K

M̂'DF̂MD

慢病毒注射对小鼠脑电图功率谱

的影响
!

我们记录了慢病毒注射后
!

周小鼠光照周

期的脑电图#并进行了
"=#

"

$""QU

频率段的功率谱

分析(对比
'N5M

组$

,j!B

#

=j##

&

=

表示小鼠的

个数#

,

表示获取的脑电数据个数#平均每只小鼠记录

!

"

%*

%和
K

M̂'DF̂MD

组$

,j%$

#

=j#E

%小鼠的脑

电图功率谱结果#如图
%

所示#我们发现两组小鼠在

脑电图功率谱上不存在明显的差异(由于脑电图记

录仪器本身存在电噪声#在
#""QU

)

#!"QU

)

!""QU

)

$""QU

附近的频率段噪声干扰较大#因此去除了与之

对应的功率谱分析数据(

图
A

!

-

M>6@'M>@

慢病毒特异性感染小鼠海马
KM

区星形胶质细胞

>*

?

A

!

6)&0$.

=

&+))

-

+.*3*.*23+.&*$2%

=

/+2&*9*0;).$2&(*2*2

?-

M>6@*2D$;)+5*

--

$.(D

-

(/,+2&(&+

?=

0;)

#

KM

$

A,,02/430/1+;(+2(+-,)

P

+;/4O-

KK

/(),

K

)3*+27)7+

P8

10;!a++b;)47+17O+3+27-:-10;-2

R

+(7-/2

$

#

$

-̀2+)(OO-

KK

/(),

K

0;

%

=)!7/4!)1+O-

P

OF,)

P

2-4-()7-/2

-,)

P

+;/4L/V+;1+

P

-/2;-2)#7/4#

#

1+;

K

+(7-:+3

8

=<+01/2;a+1+3)L+3+*a-7O<+0<

$

L#

#

L!

%

aO-3+);71/(

8

7+;a+1+3)L+3+*L

8

M̂'D

$

+#

#

+!

%

=SO+

(/F3/()3-U)7-/2/4 M̂Da-7O M̂'D

$

4#

#

4!

%#

L072/7a-7O<+0<

$

(#

#

(!

%

a);/L;+1:+*=5()3+L)1;

!

#""

$

,=

K

M̂'DF̂MD

!

3̂-)34-L1-33)1

8

)(-*-(

K

1/7+-2

K

1/,/7+1F

P

1++2430/1+;(+27

K

1/7+-2

&

<+0<

!

<+01/2)320(3+)1)27-

P

+2

,

&B##

,
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脑内转染含胶质纤维酸性蛋白启动子的慢病毒对小鼠脑电图的影响

图
E

!

64C>

或
-

M>6@'M>@

慢病毒注射小鼠脑电图功率谱分析比较

>*

?

E

!

@$1+0)

-

+.&0;D(2(/

=

)*)$3LLM*264C>$0

-

M>6@'M>@/+2&*9*0;)*2

8

+.&+,D*.+

TT̂ a);1+(/1*+*(/27-20/0;3

8

4/1!7/%*)

8

;4/1+)(O,/0;+=SO+3-

P

O7(

8

(3+TT̂ *)7)41/,'N5M

P

1/0

K

$

,j!B

#

=j##

%

)2*

K

M̂'DF̂MD

P

1/0

K

$

,j%$

#

=j#E

%

a+1+)2)3

8

U+*L

8

0;-2

PK

/a+1;

K

+(710,)2)3

8

;-;

$

41/,"=#7/$""QU

%

=c+()0;+/47O++3+(71-()32/-;+

#

)17-4)(7;)1/02*

#""QU

#

#!"QU

#

!""QU

#

)2*$""QUa+1++3-,-2)7+*=TT̂

!

T3+(71/+2(+

K

O)3/

P

1)

K

O

8

&

'N5M

!

'17-4-(-)3(+1+L1/;

K

-2)3430-*

&

K

M̂'DF̂ MD

!

3̂-)34-L1-33)1

8

)(-*-(

K

1/7+-2

K

1/,/7+1F

P

1++2430/1+;(+27

K

1/7+-2

!=$

!K

M̂'DF̂ MD

慢病毒注射对小鼠脑电图中

1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

的数目以及平均持续时间的影

响
!

通过
5

K

-b+!

软件的
MAI*-

P

-7)34-37+1-2

P

从原

始的脑电数据中分离出
E"

"

!""QU

$

1-

KK

3+

%和

!$"

"

$""QU

$

4);71-

KK

3+

%这两个频率段的波(根据

文献*

#%F#C

+

#定义一个
1-

KK

3+

或者一个
4);71-

KK

3+

为

连续
C

个振幅都明显高于基线
E

个
5?

$

;7)2*)1*

*+:-)7-/2

%的波(典型的
1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

如图

C'

所示(人工核查部分
5

K

-b+!

软件自动检索的

1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

#如图
Cc

所示#发现软件自动检

索和人工识别存在一定的差异#

1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

软件识别的精确度分别是
B&=$[

和
E#="[

#这与

5)3),-

等*

#%

+的结果类似(因此#我们用这一软件分

析比较了
'N5M

组$

,j!&

#

=j##

%和
K

M̂'DF̂ MD

组$

,j%#

#

=j#$

%小鼠脑电中
1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

的数目#结果发现两组间差异无统计学意义 $图

CN

%(同样#两组小鼠的脑电中
1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

的平均持续时间的差异无统计学意义$图
C?

%(

图
"

!

64C>

或
-

M>6@'M>@

慢病毒注射小鼠脑电
H>7)

分析

>*

?

"

!

H>7)(2(/

=

)*)$3LLM*264C>$0

-

M>6@'M>@/+2&*9*0;)*2

8

+.&+,D*.+

'

!

I+

K

1+;+27)7-:+/1-

P

-2)371)(+;

$

0

KK

+1

%

)2*71)(+;4-37+1+*-2E"F!""QU)2*!$"F$""QU41/,7O+/1-

P

-2)3a):+;

$

3/a+1

%

=SO+L3)(b(-1(3+;;O/a7O+

7

8K

-()3+V),

K

3+/41-

KK

3+)2*4);71-

KK

3+)2*7O+L3)(b)11/a;;O/a7O+

K

/;-7-/2/41-

KK

3+)2*4);71-

KK

3+-27O+/1-

P

-2)3a):+;

&

c

!

SO+20,L+1;/41-

KK

3+;

$

$BTT̂ ;+

P

,+27;)2*+)(O3);7-2

P

#"";

%

)2*4);71-

KK

3+;

$

$BTT̂ ;+

P

,+27;)2*+)(O3);7-2

P

%;

%

(/027+*L

8

7O+5

K

-b+!FL);+*;/47a)1+)2*:-+a+1;a+1+

(/,

K

)1+*

&

N

#

?

!

SO+L/VF

K

3/7;;O/a7O+):+1)

P

+20,L+1)2*,+)23);7-2

P

7-,+/41-

KK

3+)2*4);71-

KK

3+-2+)(O

P

1/0

K

$

'N5M

#

,j!&

#

=j##

&

K

M̂'DF

M̂D

#

,j%#

#

=j#$

%

='N5M

!

'17-4-(-)3(+1+L1/;

K

-2)3430-*

&

K

M̂'DF̂MD

!

3̂-)34-L1-33)1

8

)(-*-(

K

1/7+-2

K

1/,/7+1F

P

1++2430/1+;(+27

K
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&

QM@

!

Q-

P
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41+

P
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8
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!

讨
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论

慢病毒载体对海马
?̂

区具有很强的感染效

率*

#$

+

#这和我们的实验结果一致(本实验采用的慢

病毒其启动子是由
M̂'D

基因序列改造而来#因此

它可以特异性地将
M̂D

基因整合到海马
?̂

区表

达
M̂'D

的星形胶质细胞中并令其持续而稳定地

表达#这一特性有助于此慢病毒将其他功能基因整

合到星形胶质细胞中(但鉴于海马
?̂

区的颗粒下

区$

;0L

P

1)203)1U/2+

#

5̂ H

%是成年哺乳动物脑中

产生新生神经细胞的区域之一#此处
M̂'D

阳性的

星形胶质细胞虽然在电子显微镜下表现出成熟星形

胶质细胞的超微结构#如有中间丝束)间隙连接的复

合体等*

#&

+

#但它们和成熟的星形胶质细胞存在一定

的差异!如成熟的星形胶质细胞表达
5#""

%

而
5̂ H

处放射样星形胶质细胞不表达*

#&

+

#而且
5̂ H

处放射

样星形胶质细胞尚具有分化成为其他细胞$如颗粒

细胞%的能力(慢病毒感染海马
?̂

区的星形胶质

细胞后#小鼠脑电图功率谱以及高频振荡都没有受

到显著影响(但是其他海马区的星形胶质细胞被此

慢病毒感染后小鼠脑电活性是否会变化还需要进一

步的探究(

脑电图中的
QM@;

是神经元高频率活动同步化

的表现#被认为在正常和病理的脑功能中都有重要

作用(

QM@;

频率段的
1-

KK

3+

最初是在正常海马和

其他海马旁结构中发现的#后来在癫疒间
!

动物海马的

齿状回区也有发现#而
QM@;

频率段的
4);71-

KK

3+

可以反映癫疒间
!

相关的病理进程*

#B

+

#所以
1-

KK

3+

和

4);71-

KK

3+

在癫疒间
!

的研究中被广泛关注(本研究通

过颅骨电极来记录
TT̂

#并且关注了慢病毒在体注

射对
1-

KK

3+

$

E"

"

!""QU

%和
4);71-

KK

3+

$

!$"

"

&""

QU

%这两个频率段的影响(

1-

KK

3+

在正常的动物和

人的海马以及海马旁结构中都可以发现#而
4);7

1-

KK

3+

最初是在内侧颞叶癫疒间
!

患者和大鼠癫疒间
!

模型

中报道的*

#B

#

#E

+

(也有研究报道
4);71-

KK

3+

在癫疒间
!

发

作间歇期的
TT̂

中出现频繁#它和能产生自发癫疒间
!

的区域有着紧密的联系*

#E

+

(在啮齿动物的发作起

始区也常常有
4);71-

KK

3+

的发生*

#E

+

(近年来的研究

表明自发性的
QM@;

也可以被头皮电极记录

到*

#B

#

#G

+

(从分析的结果来看#慢病毒感染星形胶质

细胞以后#脑电中
1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

的数目以及

每个
1-

KK

3+

和
4);71-

KK

3+

的平均持续时间没有发生

显著的改变(但由于实验中慢病毒主要感染两侧海

马的
?̂

区#而颅骨电极记录的位置是左侧颞叶皮

层#所以
?̂

区的
QM@;

是否发生变化还需要进一

步通过埋置颅内电极#记录
?̂

区的场电位进行更

为深入的探究(

TT̂

在癫疒间
!

研究中是一种常用的手段#本研究

通过分析
K

M̂'D

慢病毒注射后小鼠
TT̂

在功率

谱及
QM@;

数目及平均持续时间上的变化#从颅骨

脑电方面论证了用此方法研究星形胶质细胞在癫疒间
!

中的作用可行(虽然有研究表明在实验动物的慢病

毒注射区不会发生强烈的免疫反应*

#!

+

#慢病毒注射

区域的胶质细胞的分布也不会发生改变*

%

+

#但是被

慢病毒感染的星形胶质细胞的电生理特性$如膜电

位%及生化分子特性$如星形胶质细胞反应性增生%

是否发生改变#以及这些变化是否会对后期癫疒间
!

研

究的实验产生影响还需要更进一步的研究(
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