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摘要 :目的 :β淀粉样蛋白 (β2amyloid precursor protein ,β2A PP) 是已知的参与阿尔茨海默病机制的关键因子。

β2A PP是否参与难治性癫痫中的病理机制并不清楚。这项研究在于了解β2A PP 的蛋白在难治性癫痫患者术后颞叶皮

质和海马组织中的表达是否异常。方法 :免疫荧光法半定量测定难治性癫痫患者术后颞叶皮质和海马组织中的β2APP

阳性蛋白的荧光值 ,并应用统计软件对实验数据进行单因素方差分析。结果 :免疫荧光强度值分析结果显示β2A PP 在

耐药性癫痫脑组织中表达较对照组明显增高且有统计学意义。结论 :β2APP 在难治性癫痫脑组织中异常增高 ,增高的

β2A PP 可能参与了难治性癫痫的病理机制。
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Abstract :Objective :β2Amyloid precursor protein (β2APP) is known as the key role played in the pathogenesis of

Alzheimer’s disease (AD) . It is now becoming likely thatβ2A PP expression may be associated with ref ractory epilep sy

although the mechanism may not be clear. This study investigated the expression ofβ2A PP protein level in epileptic tem2
poral lobe and hippocampal tissue compared with human control. Methods :We used immunofluorescence to examine the

expression ofβ2A PP protein levels in the temporal lobes and hippocampus of patient s with chronic pharmacoresistant

epilep sy. Result s : Fluorescence intensity ofβ2A PP protein was shown to be increased significantly in the temporal cortex

and hippocampus of the epilepsy group of patient s. Conclusions :Over expression ofβ2A PP may contribute to the patho2
genetic mechanisms of ref ractory epilep sy.
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　　β类淀粉蛋白 (β- A PP) 是淀粉样蛋白的代谢产

物 ,最近有研究显示β2A PP 过度表达可促进轴突延伸

并促使其多向生长[1 ] ,而轴突异常生长是耐药性癫痫

芽生形成和神经网络异常重组的重要分子基础 ,因此 ,

研究β2A PP 在耐药性癫痫中的表达及其作用对于揭

示耐药癫痫芽生的机制有重要意义。我们联合应用免

疫组化和免疫荧光法检测β2A PP 在耐药性癫痫患者

颞叶和海马组织中的表达 ,并探讨其在耐药性癫痫芽

生形成和神经网络重建中的作用 ,现报道如下。

1 　资料和方法

1 . 1 　实验组和对照组实验组病例的选择 :实验组 37

例患者来自 2004 年 12 月～2006 年 7 月在广东省三

九脑科医院 ,第三军医大学新桥医院和重庆医科大学

附属第一医院神外科进行手术治疗的耐药性颞叶癫痫

患者。为了排除年龄老化因素对实验结果的影响 ,实

验组的患者均为中青年且对照组与其年龄匹配。其中

男性 20 例 ,女性 16 例 ,年龄 14～56 岁 ,平均 30. 5 ±

12. 98 岁 ;病程 3～46 年 ,平均 18. 73 ±13. 45 年 ;其中

复杂部分性发作 7 例 ,简单部分性发作合并复杂部分

性发作 2 例 ,复杂部分继发全身强直 - 阵挛性发作例

21 ,强直性发作 2 例、多种类型的发作 4 例 (强直2阵挛

性、强直性、阵挛性 ,复杂部分性) 。共收集颞叶标本

34 例 ,海马标本 7 例。对照组 15 例系在我院因意外

死亡的患者 ,所有对照组患者符合下列条件 : ①无癫痫

病史和家族史 ; ②无颅内肿瘤、外伤或神经系统进行性

疾病 ; ③病理切片证实脑组织结构正常 ; ④家属同意 ,

并签署知情同意书 ; ⑤收集脑组织标本时间在患者死

亡后 16 小时内。其中男 7 例 ,女 8 例 ,年龄 19～53

岁 ,平均 38. 13 ±10. 86 岁 ,共获颞叶 15 例 ,海马 5 例。

所有患者均符合以下条件 : ①符合吴逊、沈鼎烈难
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治性癫痫定义[ 2 ] ,经正规服用过三种或三种以上一线

抗癫痫药 (苯妥英钠、卡马西平、丙戊酸、苯巴比妥) ,发

作频率没有明显减少 ; ②无明显病因可寻 ,神经系统体

格检查没有局灶性神经系统体征或虽有体征但与癫痫

发作无关 ; ③头颅 CT 或核磁共振检查除海马硬化外 ,

没有其他异常 ; ④患者的发作类型符合国际抗癫痫联

盟 1981 年有关癫痫发作类型分类的规定 ; ⑤术前定位

及术中皮质电极监测发现有明确和固定的癫痫放电部

位 ,有手术适应症 ,且能进行手术者 ; ⑥患者及其家属

术前签注知情书。

1 . 2 　实验方法

1 . 2 . 1 　样本收集 :实验组和对照组标本获取后 ,置于

4 %多聚甲醛固定 48 小时 ,随后常规石蜡包埋切片 ,常

温保存备用。术后标本同时送常规的病理检查。

1 . 2 . 2 　病理学形态检查 :两组石蜡标本用石蜡切片机

行连续冠状切片 ,片厚 4～6μm ,每个标本分别制备

10 张切片 ,排序 ,完成后 ,每个标本随机抽取 2 张 ,行

伊红染色观察耐药癫痫脑组织的病理形态变化。

1 . 2 . 3 　免疫荧光检测 :石蜡切片常规脱水 ,抗原热修

复 20 min 后 0. 3 %催酮混合 1 %牛血清蛋白穿透 1h ,

山羊血清封闭 5h ,加入一抗β2A PP 兔抗人抗体 ( Santa

Cruz ,U SA) ,滴度 1 ∶100 ,室温孵育 16h ,洗去一抗 ,

加 FITC 标记的山羊抗兔抗体 (北京中杉生物公司) ,

室温下孵育 3h ,洗去二抗 ,甘油混合 PBS 封片。激光

共聚焦显微镜 (Leica Microsystems Heidelberg Gm2
b H , Germany)行激光扫描图像采集。实验组及对照

组每张切片上选取 5 个视野 ,测平均荧光强度值。

表 1 .β2APP 免疫荧光强度值统计结果分析

实验组荧光强度值 对照组荧光强度值 t 值或 t’值 P值
β2APP 颞叶组织 29. 25 ±1. 71 9. 74 ±1. 36 36. 92 < 0. 05
β2APP 海马组织 32. 79 ±2. 68 13. 87 ±1. 66 17 < 0. 05

1 . 3 　统计学分析 :采用 SPSS11. 0 统计软件对实验数

据进行单因素方差分析 (One Way ANOV) ,数据用平

均数±标准差 ( �x ±s) 表示 ,两组数据比较时若方差齐

用 t 检验 ,方差不齐用 t’检验 , P < 0. 05 为有显著性

差异。

2 　结果

2 . 1 　病理形态检查结果 : H E 染色显示耐药性颞叶癫

痫脑组织和海马中有不同程度的神经元丢失 ,变性 ,胶

质细胞增生和轴突走向紊乱 (图 1) 。

2 . 2 　免疫荧光结果 :激光共聚焦扫描结果显示耐药性

癫痫颞叶和海马组织内均可见大量绿色荧光着色的β2
A PP 阳性细胞 ,在胞浆和轴突均有沉积 ,而对照组极少

见阳性细胞 (图 2) 。免疫荧光强度值分析结果显示β2
A PP 在耐药性癫痫脑组织中表达较对照组明显增高且

有统计学意义 (表 1) 。

3 　讨论

尽管引起难治性癫痫的病因非常复杂 ,但苔藓纤

维芽生和神经元网络重组仍然是难治性癫痫最为明显

的病理特征 ,神经元网络重组可能通过改变痫样放电

的传播方向和路径 ,避开抗癫痫药物作用的一些重要

靶点 ,导致难治性癫痫的形成[3 ] 。但由于芽生形成和

神经元网络重组机制不清楚 ,无法对耐药性颞叶癫痫

作出早期诊断和进行有效治疗 ,因此 ,研究与芽生机制

密切相关的基因表达有利于揭示耐药性癫痫形成机

制 ,并为寻找新的治疗途径提供重要线索。

β2A PP 是 A PP 加工的正常产物 ,主要在中枢神经

系统表达 ,正常成熟脑中仅有少量的β2A PP 表达。β2
A PP 与细胞骨架蛋白之间存在着紧密的内在联系 ,正

常的β2A PP 对于神经系统发育中轴突的生长是必须
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的 ,细胞学实验已经证实β2A PP 基因敲除后的海马神

经元显示活力减少和神经轴突发育迟滞[4 ] 。但β2A PP

的表达异常增多却可能导致轴突和神经网络结构和功

能改变 ,AD 最具有特征性的病理改变即是β2A PP 常

积聚引起的突触结构破坏和神经元纤维缠结。而在脑

损伤的患者中 ,β2A PP 的积聚和免疫阳性常作为一种

标记物来判断病人是否有轴突损伤[5 ,6 ] 。在动物实验

发现 ,NMDA 注入海马 CA1 区后 ,其兴奋性毒性诱导

CA1 区和少部分皮层β2A PP 蛋白质表达和神经微丝

的异常积聚是同时出现的[7 ] ,进一步提示β2A PP 与突

触功能改变存在某种内在联系。

为了排除年龄老化因素对实验结果的影响 ,实验

组的患者均为中青年且对照组与其年龄匹配。我们的

实验发现在耐药性颞叶癫痫患者的颞叶组织和海马组

织中 ,β2A PP 表达较对照组明显上调。呈强阳性表达

的β2A PP 不仅分布于神经细胞的胞浆 ,在轴索也可见

大量β2A PP 阳性分布 ,提示β2A PP 可能通过发挥对轴

索异常增生的作用参与耐药性癫痫芽生和神经网络

重组。

β2A PP 的作用机制很可能是通过影响 tau 蛋白等

微管相关蛋白发挥其调节轴突生长作用的。我们的前

期研究中发现磷酸化的 tau 蛋白在耐药性癫痫患者脑

组织中明显增高[8 ] ,而动物实验也发现急性癫痫模型

中磷酸化 Tau 蛋白水平明显增高 ,且其表达增高的时

间和部位与苔藓纤维出现的时间和部位一致[9、10 ] ,提

示 Tau 蛋白参与了苔藓纤维异常发芽的病理过程 ,在

难治性癫痫的形成中起着重要作用 ,而β2A PP 是促进

tau 蛋白磷酸化的重要上游因子[ 11、12 ] 。β2A PP25235)

通过激活 Tau 蛋白激酶 1/ 3β糖原合成激酶 ( GS K2
3β) ,至少使 tau 的 5 个磷酸化位点激活[13 ] 。

β2A PP 还通过激活细胞周期蛋白依赖性激酶 5

(CD K5) ,丝裂原激活的蛋白激酶 ( MA P K) ,促进细胞

骨架蛋白磷酸化[14、15 ]而这些神经细胞骨架蛋白异常与

突触重塑和神经网络重建均有重要关联 ,进一步提示

β2A PP 可能是芽生和神经网络重建的关键环节。

β2A PP 参与耐药性癫痫芽生和网络重组的具体分

子机制尚需进一步的研究 ,我们的实验结果表明β2
A PP 的异常高表达很可能在芽生和神经网络重组中发

挥重要作用 ,监测存在于脑脊液和血液中的β2A PP 的

含量和阻断脑组织中β2A PP 的作用环节 ,可能为耐药

性癫痫的早期分子诊断和早期治疗开辟新的途径。
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