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点燃癫痫模型基因的差异表达及

草果知母汤对其影响
贺 娟 甘贤兵 梁 怡 王洪图

摘要 目的 筛选与点燃癫痫模型发病及草果知母汤发挥疗效相关联的基因。方法 使用mRNA基

因差异显示技术(DDRT—PCR)，筛选差异基因条带，并使用Northem印记杂交排除假阳性。结果 正常对

照组、模型组、中药组存在110条差异条带，其中11条基因表达有明显差异的片段在正常对照组不存在，但

出现在模型组，又在治疗组消失，说明这11条基因是与癫痫发病和治疗密切关联的基因。经NCBI美国国

家基因库检索，这11条基因中的7条为同源基因，有4条基因片段为功能未知的新基因，其中3条新基因经

Northern印记杂交排除了假阳性的可能，已经在GeneBank进行了注册，注册号分别CK325391、CK325392、

CK325393、CK325394。结论 草果知母汤可能通过影响海马组织部分基因片段的表达而起到治疗癫痫模

型的作用。

关键词 差异显示；基因；点燃模型；癫痫；草果知母汤
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Abstract objective To screen the relative genes associated with the genesis of kindling epilepsy and the

effect of Caoguo Zhimu Decoction(CZD)on these genes． Methods mRNA differential display reVerse tran—

scription PCR was used to screen differential gene bind，and Northern blotting hybridization was applied to ex—

clude the false positive reaction．Results There were as more as 1 10 differential expression bindings in the nor—

mal group，model group and the treated group，among them 1 1 binds with differentiaI expression only appeared

in the modeI group but not in the normal gr。up and disappeared in the treated group． It indicated that the 1 1

genes are correlated with the genesis and treatment of kindling epilepsy． By searching in the Gene—bank of

NCBI，7 bindings of the 1 1 were hom01090us genes and 4 gene fragments are noVel genes with unknown func—

tion，which have been re西stered at the Gene_bank，with the registered numbers of CK325391，CK325392，

CK325393， CK325394， respectively， and false positive possibility of 3 noVel genes was excluded．

Conclusion CZD has effect in treating kindling epilepsy may be through influencing the expression of partial

gene fragments in the hippocampus．

Key words differential display；gene；kindling model；epilepsy；Caoguo Zhimu Decoction

癫痫作为一发病率较高的脑部疾病，其发病机制

虽然在研究领域进行过多方面的探索，但确切的原因

一直不甚清晰。鉴于癫痫症状的长期慢性存在，癫痫

生物体基因表达的改变应是其根本的生物学基础，因

此，本实验利用目前先进的基因差异表达(DD)技术，

观察慢性点燃癫痫模型mRNA表达的改变，从而筛选

与癫痫发病和痊愈密切相关的基因条带，探讨癫痫形

成与恢复的分子机制。同时选用对癫痫有较好疗效的

草果知母汤作为药物对照，以期对与癫痫的痊愈密切
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关联的基因进行探索与筛选。

材料与方法

1 实验动物 同窝生SD大鼠6只，出生2周与

母鼠分窝，饲养至1月龄大小，体重120 g左右，进行

分组。

2试剂与仪器戊四唑(PTZ)，美国S培ma公司

产品；RNA提取试剂盒，逆转录试剂盒，扩增试剂盒，

均为美国Invitiogen公司；dh5夕感受态细胞，美国博

大泰克公司；质粒提取试剂盒，TapDNA聚合酶，

PMDl8一T载体，美国Promega公司，A1460；EcoR I、

HindⅢ，日本宝生物公司；2400 PCR仪，美国PE公

司；GenomyxLRs差异显示系统，美国Beckman Coulter
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公司；3700测序仪，美国ABI公司。

3引物设计使用中科院微生物所设计的1一12

号随机引物(加M13反转录子)作为5’端引物，锚定

引物T7一T12M(T7为W启动子，M为A、G、C)为3’
端引物，在进行扩增时，在锚定引物上加入荧光标记

物。

4 点燃癫痫模型的建立 造模方法：按亚惊厥量

的PTz(戊四唑，pentylenetetraz01)32 mg／kg给予大鼠

腹腔注射，每天1次，持续28天。停药7天后，用同样

的剂量进行点燃，每天1次，连续5天。凡连续5次达

到2级以上惊厥，或2次5级以上惊厥者，为达到点燃

标准。大鼠行为惊厥评分标准，参照文献u’的方法。

5 中药液的制备草果知母汤由草果12 g 知

母12 g 黄芩12 g 厚朴8 g 白芍12 g等12味中

药组成，均为市售常用药品，经鉴定后使用。使用醇提

法，将药液浓缩为1 g／m1的浓度，冰箱冷存待用。

6动物的分组及处理 将6只SD大鼠取5只

进行造模，另1只作为正常对照组。选达到点燃标准

的大鼠5只，随机分为模型组和中药组，模型组2只，

中药组3只。正常对照组、模型组均双蒸水灌胃每天

2 ml／kg；中药组草果知母汤醇提液灌胃每天5 g／kg。

用药前测定动物的反应级别，用药28天后，用相

同剂量的PTZ点燃，测定反应级别，并与用药前进行

比较。结果如下：正常对照组1只，在治疗前后均为0

级；模型组2只，在治疗前后均为6级；中药组3只，在

治疗前均为6级，在治疗后2只为0级，1只为5级。

选取正常对照组1只，模型组2只，中药组降为0级的

2只，进行下面的实验。将动物处死，取大鼠海马组

织。

7总RNA的提取5个大鼠海马组织，1#为正

常对照组，2#为模型组2只合并，3#为中药组2只合

并，用异硫氰酸胍一苯酚一氯仿一步抽提法提取总RNA，

用Rnase—free Dnase I除去其中污染的DNA，经甲醛变

性凝胶电泳鉴定其完整性，并以紫外分光光度计检测

其纯度。

8 逆转录反应(RT—PCR) 选择锚定引物

T7T12APl#，4#，8#，以总RNA为模板进行逆转录

反应，每管反应体系及过程如下：总RNA 4肚1，AP 2

弘l，H20 6肛1，混合，70℃5 min，冰上放置3 min，加入

溶液I 12弘l，5×buffer 4牡l，Er】■r 1 mol 2弘l，250

肚NTPmix(1：1：1：1)SuperScriptU 0．2肛l。反应条件

为25℃5 min，42℃10 min，50℃60 min，0℃15 min。

9 cDNA的扩增 选取与逆转录引物序列相同

的带荧光标记的锚定引物，并选用1#、2#、3#3条随

机引物，以逆转录产物cDNA为模板，进行PCR反应。

反应体系如下cDNA 2肛l，10×bufferl肛1，M孑+(50

肛m)1肛l，dNTPmix(1：1：1：1)2弘l，TMR．AP(1#、4#、

8#)1弘l，Arbitrary Primer(1#、2#、3#)1肛l，Tap

polymerase O．2肛l，H20 1．8 pl。PCR反应条件为

95℃2 min，94℃15 s，0℃30 s，共进行4个循环；

94℃30 s，58℃30 s，72℃1 min，72℃延伸10 min，共

30个循环。

10 荧光标记差异显示PCR(DD—PCR) 配置

5．6％的变性聚丙烯凝胶，胶厚250肚m，大小61 cm×

33 cm。将8肛1 PCR产物加4．0 pl上样缓冲液，95℃

变性后上样。3 000 V、100 W、58℃电泳4．5 h。干

胶、洗胶，重复3次，干胶后置于Genomyx SC扫描，用

系统所带的Acquire SC program软件分析处理扫描结

果，找出差异条差异条带。

11 回收差异条带并进行再扩增 用Acquire SC

program软件将选定的差异条带定位，用一次性手术

刀片切割下所需条带，置于20～30肚】TE溶解液中，

37℃水浴30～60 min，备用。扩增体系和反应条件与

9相同。将上述PCR扩增产物以摩尔比3：1连接到

PMDl8一T vector上，16℃连接过夜。将5“1连接反应

液加入50“1感受态细胞中，冰浴45～60 min。37℃

倒置培养10～16 h。

12 质粒DNA的提取与酶切鉴定 按美国

promega生物公司的A 1460试剂盒说明书操作，方法

为碱裂解法。PMD一18T vector的内切酶为EcoR I和

HindⅢ，所用缓冲液类型均为HindⅢbuffer，将提取的

质粒置入37℃的内切酶中消化3 h，而后将酶切产物

进行电泳，所得片段大小与DD图基本～致。

13测序送上海博雅测序公司测序。

14 Northern印记杂交选正常对照组和模型组

的海马RNA各10肛g，加入分离液，进行电泳4 h，而

后将胶转移到尼龙膜上，并继续转移至含亚甲蓝溶液

的玻璃器皿中染色5 min。在20 ml预杂交液中68℃

温育膜2 h，100℃加热P标记的双链DNA 5 min，使之

变性，迅速转移至冰水中冷却，把变性的放射性标记的

探针直接加到预杂交液中，在合适的温度下继续温育

16 h，将膜转移到另一含有0．1％的SDS的0．5×SSC

的塑料盒中，在印记纸上晾干膜，然后在一70℃条件

下，在含增感屏的暗盒内，对x光片(KodakⅪ～R5胶

片)放射自显影48 h。

结 果

1 mRNA差异显示结果 见图1。本实验对点
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燃癫痫模型大鼠海马mRNA的表达进行差异显示研

究，观察了PTz致痫、草果知母汤抗癫痫状态下海马

组织mRNA表达的差异性。如图1所示，正常对照

组、模型组、中药组3组mRNA的表达存在差异者共

有111条，其表达存在以下几种特点：(1)一部分基因

在正常对照组存在，但在模型组和中药组消失，这部分

基因片段共有68条，说明长期使用PTZ导致了部分

基因的损伤；(2)部分基因在正常对照组存在，在模型

组消失，但在中药组出现，说明草果知母汤促进了

PTz所损伤部分基因的修复，这一部分基因有4条；

(3)一部分基因在正常对照组不存在，但出现在模型组

和中药组，说明戊四唑的使用导致了某种基因的表达，

是癫痫模型相关基因，这一部分基因有28条；(4)，一

部分基因在正常对照组不存在，但出现在模型组，又在

中药组消失，这一部分基因既与癫痫的发病相关联，又

与草果知母汤治疗作用的发挥有关系，是癫痫发病和

草果知母汤抗癫痫的候选基因。这一部分基因共有11

条，分另0为3#、4#、5#、6#、15#、16#、36#、40#、46

注：M为分子量标准。从上到下的大小依次是

1 200、900、700、500、300、100 bp

图2 PCR扩增电泳图

#、92#、103#，将作为进一步研究的对象。

胶；M为分子量标准，从上到下的大小依次是l 200、

900、700、500、300、100 bp

图3质粒酶切电泳图

结果显示，各条序列的两端均为T7启动子和M13反

转录因子的互补序列，经NCBI美国国家基因库检索，

其中3#序列与位于鼠染色体8q31位置的核糖体蛋

白(ribosomal protein S25)的基因有97％的同源性，

5#序列与鼠染色体15p12位置的神经元肿瘤抗原

(paraneoplastic antigen MA2)有99％的同源性，6#序

删季蠹黧薹￡冀慧黧黧薯》罴 篡竺篇篇等纛冀嬲嚣掌：篓襟
模型组、中药组的mRNA，中间的1、4、8分别为1#、4#、8#锚

姒儿dx儿JLd 1，1uu，u H孙’’u呷，J，o一’阻。肺、不u’r

定引物，最后的l、2、3分别为1#、2#、3}}随机引物 xq37位置的FMR2蛋白(FMR2 protein)有99％的同

图1 mRNA差异显示结果 源性，46#序列与位于果蝇染色体11p11位置的交叉

2差异条带的扩增结果 回收在模型组存在但 同族体1(roundabout homolog 1)有99％的同源性，

在正常对照组和中药组不存在的11条差异条带，其长 103#序列与位于鼠染色体4q22位置的s一腺甘高半胱

度在350～650 bp之间，作为癫痫发病和草果知母汤 氨酸水解酶(S—adenosyl—L—homocysteine hydr01ase)

抗癫痫的相关基因进行深入研究。先回收此11个条 99％同源，36#虽然与大鼠所已测定的基因序列的某

带，进行PCR扩增，其扩增产物进行聚丙烯凝胶电泳， 个片段有同源性，但为功能尚未研究的片段。其他

如图2所示，条带清晰，说明回收及扩增纯度较好。 4#、15#、16#、92#基因片段同源性较低，为功能未

3扩增条带进行质粒转染酶切结果 经质粒转 知的新基因，已经在GeneBank进行了注册，基因登记

染扩增后，用EcoR工和HindⅢ进行酶切，而后将酶切 号和注册号分别为：CK325391，CK325392，

产物进行电泳，如图3所示，所得片段大小与DD图、 CK325393，CK325394。

PCR扩增图基本一致。 5 Northern印记杂交 本研究选取15#、16#、

4序列分析将酶切产物进行电泳后的条带回 92#3个cDNA片段进行了模型组和对照组各海马组

收，经DNA测序分析其产物，所得11条mRNA序列 织RNA的杂交，并以mRNA的18s作为阳性对照，在

 万方数据



主垦史亘堕堡盒苤查!!!!至!旦箜!!鲞箜!塑婴!!旦M!璺!P!!堕!里!!!!!∑!!!!!盟!：1

92#(M，N)15#(M，N)16#(M，N)

注：M，N代表不同的碱基

图4杂交24h的反应状况

92#(M，N)15#(M，N)16样(M，N)

图5杂交48h的反应状况

24h(图4)和48h(图5)的杂交条带曝光结果如图6所

示。结果表明，在两个时间点，模型组的3个条带均存

在着阳性反应，而正常对照组则反应为阴性；作为阳性

对照的mRNAl8s，在正常对照组和模型组均存在阳性

反应(图6)。从而证实本研究所发现的此3个条带，

均为阳性。

讨 论

DDRT—PCR是1992年由Liang和Pardec创立的

一种鉴定与克隆哺乳动物正常生理状态与病理状态之

间差异表达基因的方法H’，由于此技术具有其他研究

基因表达技术所无法比拟的优势，如仅需要少量的

mRNA；能定性、定量检测细胞或组织mRNA的表达；

在发现新基因方面灵敏性好等，因此，首次报道后，即

迅速的被广泛应用于生物医学领域。

但是，本技术也存在一些缺陷，诸如cDNA的质量

较低，在序列胶中往往呈不清晰状态；所得差异片段的

假阳性高，可达85％等。本实验针对上述问题在操作

过程中进行了改进，除使用双碱基锚定引物，减少每一

条引物产生的第一条cDNA的数量，使差异显示时“重

叠带”减少；增加引物长度，提高复性温度，提高扩增产

物的特异性外，还采用以下两种方法：(1)将荧光物质

标记于锚定引物的5’端，可产生清晰、明亮、低背景的

分辨效果，操作周期仅2天，从而避免了同位素标记曝

光时间长、带型不佳、不方便定位、易污染等缺点；(2)

在锚定引物的5’端和随机引物的3’端分别增加T7

(22mer)和M13r(24mer)序列，此两种序列分别来自

原核生物，可尽可能的降低真核mRNA序列中非特异

性扩增的机会，因此，减少了假阳性的可能旧。。

慢性点燃癫痫模型是反复地给予动物一种阈下的

电或化学刺激，当刺激积累到一定程度，便转化为一种

阈上的电发放效应，在相同的刺激下，引起癫痫发作，

点燃一旦形成便终身携带¨3。因为此模型最大程度的

24h(M，N) 48h(M，N)

图6 18s的阳性对照

模拟了人类癫痫的发病过程，因此，被认为是研究癫痫

发病机理最理想的动物模型。此模型的慢性形成过程

以及终身携带的特点，暗示其必然存在基因表达的改

变。因此，通过分析其基因表达，对认识癫痫形成的内

在机制将有重要意义。在使用DDRT—PCR研究癫痫

模型基因的差异表达方面，先后有人研究了快速电点

燃、马桑内酯点燃、先天性癫痫易感E1大鼠以及先天

性失神发作癫痫鼠的基因差异表达H“，但据我们所

知，PTz慢性点燃癫痫模型的差异表达，尚未有研究。

本研究利用DDRT—PCR检测出7条与癫痫发病

和草果知母汤治疗有明显关联的已知基因，其中核糖

体蛋白是由复杂的蛋白和rRNA组成的酶系统，据既

往的研究，许多风湿性疾病如系统性红斑狼疮、白塞氏

病(眼、口、生殖器三联症)出现的严重中枢神经系统症

状，如器质性脑综合征、癫痫等，常与核糖体蛋白有密

切关系喁3。核糖体蛋白与癫痫的关系在过去的文献资

料中有一定的涉及，但一直未有资料明确证实其参与

癫痫的发病，本实验结果证实，核糖体蛋白或rRNA不

仅与癫痫发病密切相关，而且其表达的降低可以对癫

痫的治疗有重要的作用。

FMR2是与脆性X综合征相关联的基因，脆性x

综合征是一种以智力障碍表现为主的x连锁遗传病，

该病与位于xq27处的一个对叶酸敏感的脆性位点有

关，据Moore SJ等报道，有4例脆性X综合征患者，其

精神发育迟滞、癫痫较其他的同类患者严重，发现其基

因存在FMRl和FMR2的共同缺失∽。；Timms KM分

析了严重的Hunter综合征患者的基因类型，发现有严

重癫痫症状患者的基因序列存在FMR2片段的删

除u⋯。而本研究则发现了与既往的研究不同的结果，

即FMR2表达的上调参与癫痫模型的形成，而其表达

的降低则与癫痫的痊愈相关，其在本研究中呈现的变

化，对癫痫发病机理和治疗的深入具有重要意义。

甘油二酯酶I(DGKI)是在细胞信号的转换过程
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中促进第二信使物质甘油二酯磷酸化并转化为磷脂酸

的一种酶。其基因表达与疾病的相关性研究目前进行

的较少，sommer w等首先研究发现DGKI与遗传性

酗酒有关n¨，但其与癫痫的关系则未见报道。本实验

研究揭示其不仅与癫痫发病有密切关系，而且与癫痫

的治疗亦有极大相关性。

S一腺苷一L一高半胱氨酸水解酶(SAH)是生物体内

广泛存在的一种酶，能可逆性地催化S．腺苷一L一高半胱

氨酸，将其分解为腺甘和高半胱氨酸，具有多种生物学

效应。以前对其临床功能的研究多集中在抗病毒的效

应上。其与癫痫的关系，Mita T等对先天性遗传性癫

痫E1小鼠的基因建立了cDNA文库，并对其进行了

序列分析，发现E1小鼠的基因序列中出现与大鼠的

SAH同源的基因，并且呈现多态性u引。根据本实验研

究结果，sAH不仅在点燃癫痫模型组呈高表达，而且

在中药组表达降低，说明其在癫痫发病和恢复中的作

用不容忽视。

同时，本研究发现的4条新基因条带中有3条经

Northern印记杂交得以证实，其功能有待于进一步

研究。

在过去的研究中，我们在“脾胃转枢为五脏藏神的

关键”理论指导下，选用草果知母汤作为治疗癫痫的基

本方，证实草果知母汤对各种类型的癫痫模型均有明

显的拮抗作用，并能改变脑内多种神经递质及受体的

含量和活性u引。本研究进一步证实，草果知母汤能从

海马组织的基因表达层面对点燃癫痫产生影响，说明

草果知母汤有从基因水平治疗癫痫的生物学基础。
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