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前言

颞叶内侧癫痫(mesial temporal lobe epilepsy，MTLE)是较

为常见的难治性癫痫的类型，海马在其发病机制中起到了主要

的作用[1]，其特征性的病理改变为神经元的丢失和苔藓纤维发

芽 (mossy fiber sprouting)[2，3]。脑源性神经营养因子 (brain de-

rived neurotrophic factor，BDNF)是一种促进神经元生长、神经

再生及维持神经元存活和功能的营养因子，与细胞表面 TrkB

受体结合影响多条胞内信号转导路径及突触传递[4，5]，其异常表

达与多种神经系统疾病发病机制密切相关。大量研究表明癫痫

动物模型海马神经元 BDNF表达会明显升高[6，7]。有研究者报

道海马神经元的凋亡导致 BDNF合成分泌过多从而促进癫痫

的发生[8，9]。内源性 BDNF的上调的同时会加重抽搐导致的神

经元损伤，BDNF相应的减少会减弱抽搐发作所致神经元的损

伤，说明 BDNF的增加或许会导致神经元的损伤[10]。miRNA是

一种类似于 siRNA的分子，在物种进化过程相当保守，对细胞

生长和发育过程中起多种调节作用。研究表明某些 miRNA能

明显的抑制癫痫发作，如 miRNA-124[11，12]、miRNA-23b-3p等[13]。

miRNA-132在脑组织中表达丰富，有研究表明其在癫痫海马

中的表达明显增高，可能参与癫痫的发生[14，15]。BDNF与 miR-

NA在神经系统的发病机制中可能有交互作用[16，17]。因此，本研

究旨在探讨 BDNF对海马 miR-132的表达及齿状回颗粒细胞

抑制性突触后电流(sIPSCs)的影响，进而明确 BDNF在 MTLE

发病中的作用。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料

脑源性神经生长因子(BDNF)、甲碘荷包牡丹碱(BMI)、生
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图 1 BDNF增高了MTLE患者术后海马组织 miR-132的表达

Fig. 1 BDNF increased the expression of miR-132 in the hippocampus of

MTLE patients after operation

图 2 BDNF抑制MTLE患者术后海马齿状回颗粒细胞自发性抑制性突触后电流的频率和幅度

Fig. 2 BDNF inhibited the frequency and amplitude of sIPSCs of granule cells of MTLE patients after operation

注：与灌流前比较，** P<0.01；与Washout比较，** P<0.01。

Note: compared with before perfusion, ** P<0.01; compared with washout，** P<0.01.

物胞素(Biocytin)、异去甲槟榔次碱(Isoguvacine hydrochloride)、

木防己苦毒素 (PTX)、多聚甲醛(paraformaldehyde)、NaCl、Ca-

Cl2、NaH2PO4、NaHCO3、KCl、MgSO4·7H2O、KOH、EGTA、MgCl2、

HEPES、dextrose、K2-ATP、sucrose均购自 sigma公司(St Louis，

MO，USA)、超纯水、蒸馏水、组织胶水、PCR引物(上海生物工

程技术有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 RT-PCR BDNF (100 ng/mL) 应用 1 小时前后检测

mir-132的表达。按照试剂盒说明书，循环阈值表达结果，均值

加减 SD，各组间差异以△ △ CT=△ CT(目的基因)-△ CT(actin)，

应用 2-△ △ CT方法来检测 miRNA的相对表达。BDNF(100 ng/mL)

应用 1小时前后分别为 Control组及 BDNF组。

1.2.2 Whole-cell记录及 BDNF(100 ng/mL)灌流 齿状回颗粒

细胞电压钳制在 -20 mV，APⅤ(50 滋m)与 CNQX(20 滋m)加入
到灌流液中用以阻断兴奋性电流。记录 sIPSCs稳定后，灌流液

中加入 BDNF(100 ng/mL)、BDNF(100 ng/mL)应用前后分别为

Control组及 BDNF组。

1.3 统计学分析

数据应用 SPSS13.0统计软件包分析，均数士标准差( X±

SD)表示，两样本均数采用 t检验，以 P<0.05认为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 BDNF增高海马 mir-132的表达

12例MTLE患者术后海马组织经 BDNF(100 ng/mL)灌流

1小时后 mir-132表达较灌流前明显增加，差异有统计学意义

(P<0.01)。

2.2 BDNF抑制自发性抑制性突触后电流的频率和幅度

齿状回颗粒细胞电压钳制在 -20 mV，形成记录稳定后，AP

Ⅴ(50 滋m)和 CNQX(20 滋m)加入到灌流液中阻断兴奋性电流。
灌流液内加入 BDNF (100ng/ml)。记录 6个颗粒细胞测量 sIP-

SCs的动力学特性。常规监测输入阻抗(10-25MΩ )，以输入阻

抗变化不超过 15%为标准。结果表明 BDNF应用前后比较

sIPSCs幅度明显减小，差异有统计学意义(P<0.01);BDNF组与

Control组比较 sIPSCs频率明显减弱，差异有统计学意义(P<0.

01)。Washout 组分别与 Control组比较，差异无统计学意义

(P>0.05)。

3 讨论

IPSC主要是由 GABA所诱导。动物与人类的癫痫脑组织

中都有不同程度 GABA能神经元的减少[18，19]。GABA神经元的

轴突发芽和和神经环路重组都可能促进癫痫的发生[20]。戊四氮
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作为 GABAA的受体阻滞剂可以诱导癫痫模型 [21]，通过下调

BDNF信号可阻止 GABA神经元的凋亡及抑制海马 CA1神经

元的激活[22]。GABA为中枢神经系统最重要的抑制性递质，兴

奋性递质与抑制性递质失衡为癫痫发病的本质，抑制神经元的

兴奋性也是癫痫治疗的基本原理。本研究结果显示 BDNF可迅

速降低 sIPSCs的频率和幅度，说明 BDNF降低了抑制性的作

用，相对的增强了兴奋性进而对癫痫的发病可能起到促进作

用。虽然此结果未能完全阐明该作用是通过突触前还是突触后

实现的，但 BDNF的这种对神经网络的兴奋性作用是肯定的。

BDNF作为近年癫痫研究的热点因素，对癫痫发病起到的

作用不尽相同。多数学者认为 BDNF对癫痫的发生有促进作用
[23，24]。但具体机制并不明确，而且多数研究对象是动物。研究表

明 miRNA-132通过影响神经元树突及细胞的凋亡、兴奋性对

癫痫的发病起到促进作用，干预 miRNA被视为未来抗癫痫的

发展方向。本研究结果表明 BDNF明显增加人类 miRNA-132

的表达，进而说明其可能与癫痫发病的关系。

综上所述，BDNF对 sIPSCs及 miRNA-132的作用都可能

促进了癫痫疾病的发生，但 BDNF这种兴奋性作用与 miR-

NA-132表达上调是否存在相互关系还不能确定，我们下一步

将继续明确此机制。
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