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调控 RET依赖性 GDNF信号通路对大鼠癫痫模型的影响 *

田沁涛 黑 悦 伊西才 魏礼洲 刘卫平△
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摘要 目的：探究双侧海马 CA1区立体定向注射 anti-GDNF抗体对匹鲁卡品诱导的大鼠癫痫模型的影响。方法：选择成年雄性 SD

大鼠 60只，并随机分为 3组，即假手术组(sham组，n=20)、癫痫模型组(model组，n=20)和 GDNF抑制剂组(anti-GDNF组，n=20)。

使用氯化锂 -匹鲁卡品腹腔注射诱导癫痫模型，sham组只给予氯化锂，anti-GDNF组在造模前 2 h给予大鼠双侧海马 CA1区立

体定向注射 anti-GDNF抗体。在造模后 1、3、7 d观察大鼠癫痫的发作频率，7 d后采用脑电图监测(EEG)测定脑电波的变化情况，

通过免疫组化方法测定海马 CA1区域神经元数量变化 (NeuN表达水平)，造模后 1 d时使用 western blot方法测定海马 CA1区

GDNF、RET和 P53蛋白的表达。结果：Model组大鼠棘 -慢波数量明显高于 Sham组，anti-GDNF组以上指标较 model组显著减

少(P<0.05)；Model组海马 CA1区神经元大量凋亡，但 anti-GDNF组凋亡较 model组显著减少(P<0.05)。与 Sham组比较，在癫痫

发作后 1 d，model组的 GDNF、RET表达水平上调，P53表达水平下降(P<0.05)，而 anti-GDNF组大鼠海马 CA1区 GDNF、RET表

达较 model组明显下调，P53表达水平显著上降(P<0.05)。结论：双侧海马 CA1区立体定向注射 anti-GDNF抗体能够减少癫痫发

作，并对海马神经元起到保护作用，可能与其抑制 GDNF/RET/P53信号通路有关。
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The Effect of RET-dependent GDNF Signaling-regulation in a Rat Model of
Epilepsy*

To investigate the effect of bilateral stereotactic administration of anti-GDNF antibody in the hippocampal

CA1 region of a rat model of pilocarpine-induced epilepsy. 60 adult male SD rats were randomly divided into the sham group

(n=20), model group (n=20) and anti-GDNF group (n=20). Lithium chloride and pilocarpine were intraperitoneally injected to induce

seizures. The sham group was given lithium chloride only and anti-GDNF group was given a stereotactic injection of anti-GDNF anti-

body into bilateral hippocampal CA1 region 2h before seizure induction. Then video monitoring of seizure incidence of the epileptic rats

was done at 1, 3, 7d and EEG monitoring was performed at 7 d. Immunohistochemical staining was used to analyze the amount of neu-

rons (NeuN expression) in the hippocampal CA1 region at 7 d, and western blot was carried out to explore the expression of protein lev-

els of GDNF, RET and P53 in the hippocampal CA1 region at 1 d. Model group tend to have more spike-slow waves than Sham

group, and anti-GDNF group tend to have less than Model group in the parameters above (P<0.05); the amount of apoptotic neurons in

the hippocampal CA1 region of Model group were large, but apoptotic cells of the anti-GDNF group were comparatively less than Model

group (P<0.05); compared to Sham group, protein levels of GDNF and RET were up-regulated and P53 down- regulated in Model group

1 d after seizure induction (P<0.05), however the protein levels of GDNF and RET were obviously down-regulated and P53 up-regulated

in the anti-GDNF group compared to Model group (P<0.05). Bilateral stereotactic administration of anti-GDNF antibody in

the hippocampal CA1 region could reduce the incidence of seizure and have protective effects on the hippocampal neurons, which was

probably related to suppression of GDNF/RET/P53 signaling.
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前言

既往研究表明神经胶质细胞源性的神经营养因子(glial

cell line-derived neurotrophic factor，GDNF) 对癫痫发作后海马

区域神经元具有保护作用[1,2]。但持续性 GDNF高表达可能激活

RET(rearranged during transfection)依赖性 GDNF 神经元凋亡
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通路，即 GDNF-RET-Pit1-P53，最终使 P53表达下调，进而诱导

神经元凋亡[3,4]，既往相关研究集中于垂体腺瘤以及先天性巨结

肠等[5,6]，此观点并未在癫痫模型中得以证实。本研究拟采用匹

鲁卡品诱导癫痫模型，造模后 2h立体定向注射 anti-GDNF抗

体，而后 1、3、7 d录像监测大鼠癫痫发作频率、EEG测定脑电

变化情况，1d时使用 western blot方法测定 GDNF、RET和 P53

表达水平的变化，14 d后用免疫组化方法测定海马 CA1区域

神经元数量变化 (NeuN 表达水平)，旨在探究 RET 依赖性

GDNF信号通路在癫痫发病中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物和分组

60只 Sprague Dawley(SD)大鼠(雄性，210-250 g)皆由第四

军医大学动物中心提供，所有大鼠随机分为 Sham组(n=20)、

Model组(n=20)和 anti-GDNF组(n=20)，其中 EEG监测、NeuN

免疫组化染色和 Western blot检测各组均为 6只 SD大鼠，过

程中若有死亡则另行补足。

1.2 方法

1.2.1 大鼠癫痫模型的建立 腹腔注射氯化锂(127 mg/kg)，20

h后给予匹鲁卡品(350 mg/kg 30 min后)，严密观察并及时记录

癫痫的发作等级。采用 Racine标准判定癫痫发作等级[7]。当其

出现全身肢体阵挛达到 1 h以上快速终止癫痫发作，注射水合

氯醛(300 mg/kg)。sham组只给予氯化锂(127 mg/kg)，并不给于

水合氯醛。所有动物 1 h后安放于立体定向仪待用。

1.2.2 立体定向注射 anti-GDNF抗体 造模前 2 h取 10％水

合氯醛(3 mg/kg)腹腔麻醉后的所有动物(60只，包括 sham组，

model组和 anti-GDNF组)，给予 anti-GDNF抗体 500 nL(500

滋g/ml)(MAB212，R&D，UK) 注射于双侧海马 CA1区(AP=-1.8

mm；ML=± 1.6mm; DV=-2.0 mm)，sham 组和 model 组给予等

量的生理盐水。

1.2.3 电极置入和脑电(EEG)监测 在脑电监测之前，于造模

后 1、3、7d进行癫痫发作频率监测(每日从 AM 8:00-PM 8:00)。

首先确定硬膜下的电极位置(中线旁 =3 mm，前囟后 =3 mm)，

用 2对电极(4 个 Ag/AgCl电极，直径：100~200 滋m)置入中线
两侧，再将一个无关电极置入鼻侧；链接脑电图记录仪等待基

线稳定后记 60 min。癫痫波数量统计为每分钟所看到的棘波和

棘 -慢波总和[8]。

1.2.4 NeuN免疫组化染色 造模后 7 d处死 sham、model和

anti-GDNF组各 5只，灌注后切片酒精脱蜡，使用 0.01 M柠檬

酸修复液(pH=6.4)，然后在高压锅中煮沸，3% H2O2封闭后，加

血清孵育 1 h，给予兔抗大鼠 NeuN单克隆抗体(1:500，Abcam，

USA)，之后放于湿盒中 4℃过夜。第二日滴加二抗，孵育 30min

后，给予链霉菌抗生物素 -过氧化物酶复合物，最后 DAB显

色，拍照。

1.2.5 Western blot 检测大鼠海马 CA1 区域 GDNF、RET、P53

表达 各组大鼠(sham组、model组和 anti-GDNF组，各 5只)

麻醉状态中给予 0.01 mol/L PBS持续灌注至液体清亮之后冰

上断头分离双侧海马 CA1组织。加入组织裂解液 1.2 mL提取

蛋白并定量(碧云天，上海)。十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶

(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gelelectrophoresis，

SDS-PAGE)为 10%浓度，总蛋白上样量为 60 滋g，跑胶电压为
100V，1× 洗涤缓冲液 (Tris Buffered Saline With Tween, TBST)

洗涤后 5％脱脂牛奶室温封闭 1 h，而后 1× TBST洗 4次 10

min。而后使用 GDNF (1:1000，Abcam，USA)、RET(1:800，Ab-

cam，USA)、P53(1:800，Life Technology，USA)抗体在 4 ℃冰箱

中孵育过夜，加入二抗，室温孵育 1.5 h辣根过氧化物酶底物显

色，计算机扫描后 Image J软件作统计分析。

1.3 统计学分析

采用 SPSS19.0 统计软件对数据进行统计分析，使用

GraphPad Prism 6.0 作图。所有计量数据均以均数± 标准误

(Mean± SEM)表示，多组间比较采用单因素方差(ANOVA)分析，

采用双因素方差分析(two-way ANOVA)分析各组大鼠在 1、3

和 7 d的癫痫发作频率改变，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠 EEG监测结果和癫痫发作频率的比较

造模后 7 d进行 EEG监测以及 1、3、7 d进行癫痫发作频

率监测，结果如图 1所示。EEG结果显示 Sham组几乎没有棘 -

慢波，而 Model组的棘 -慢波数量比 anti-GDNF组明显增高

(P<0.05)。Sham几乎没有癫痫发作，而Model和 anti-GDNF组

1 d时癫痫发作次数比较差异无统计学意义(P>0.05)，但两组 3 d

和 7 d比较差异具有明显统计学意义，anti-GDNF组癫痫发作

次数明显低于Model组(P<0.05)。

2.2 各组大鼠海马 CA1区神经元 NeuN染色

造模后 7 d，采用 NeuN免疫组化染色方法观察海马 CA1

区域神经元数量的变化情况。Sham组 CA1区 NeuN阳性细胞

数量稳定在 (45± 3.5)，Model组 NeuN阳性细胞数量明显减少

(P<0.05)，anti-GDNF组阳性细胞数量相比 Model 组 NeuN 有

所回升(P<0.05)。

2.3 各组大鼠海马 CA1区 GDNF、RET和 P53表达比较

为了进一步观察 GDNF、RET和 P53蛋白表达情况，验证

anti-GDNF对该通路的调控作用，于造模后 1 d通过 western

blot检测其表达情况。结果显示：与 Sham组比较，Model组

GDNF和 RET蛋白表达水平显著上调，而 P53表达下降(P<0.

05)，anti-GDNF组 GDNF和 RET表达相比 Model组明显下调

(P<0.05)，且 P53表达水平回升(P<0.05)。

3 讨论

癫痫为常见、难治性疾病，目前针对临床、基础研究众多但

治疗鲜有突破[9,10]。RET依赖性 GDNF信号通路在垂体瘤、先天

性巨结肠中有着十分重要的作用[11-13]，但该通路介导的细胞凋

亡作用在癫痫模型中是否相同，通过调控 GDNF-RET能否对

癫痫发病发展产生积极影响尚未可知[14]。GDNF-RET-P53信号

通路是目前被广为认知的一种能够诱导神经元凋亡作用的信

号通路[15]。在 GDNF高表达的情况下，定位于细胞膜的酶受体

RET表达被激活，使得下游 RET/Pit1/p14ARF/p53分子表达，

最终导致 P53表达水平下降，从而介导神经元凋亡。研究显示

GDNF、GDNF受体 琢(GDNF琢)以及 RET的表达在大鼠癫痫模

型造模后 8-10h显著上调，并于 2 d后下降至正常水平[16]。本研

究建立在前期的研究结果之上，考虑到 RET和 GDNF的表达
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高峰在 1 d左右，所以选用造模后 1 d蛋白水平表达变化做对

比，发现 RET和 GDNF于造模之后立即升高，与现有研究结果

相同；另一方面，GDNF以及 RET的升高，使得 P53表达水平

下降，可能进一步促成海马 CA1区神经元凋亡。

图 1 各组大鼠 EEG监测结果以及 1、3、7d癫痫发作频率比较

Fig.1 Comparison of the EEG monitoring (A1and A2) and incidence of seizure (B) at 1,3,7d among three groups

图 2 各组大鼠海马 CA1区 NeuN免疫组化染色和统计结果

Fig.2 The Immunohistochemical staining of NeuN in the hippocampal CA1 region of a rat model of epilepsy among three groups. Horizontal bar=20 滋m.

图 3 三组海马 CA1区 GDNF, RET和 P53蛋白表达的比较

Fig.3 Comparison of the protein levels of GDNF, RET and P53 in the hippocampal CA1 region among three groups
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由于 GDNF本身为癫痫发病后神经元为自身保护所旁分

泌的一种营养因子，其可能在癫痫疾病初期对神经元起到保护

作用。但进一步研究显示 GDNF持续高表达对动物模型中神

经元凋亡有着联系[17,18]。目前的研究仅表明 GDNF的升高和海

马区域神经元的凋亡，但调控该通路后对癫痫病情发展以及神

经元保护的作用尚不明确。本研究结果显示在造模前使用 an-

ti-GDNF中和抗体干预 GDNF-RET信号通路可对癫痫产生抑

制作用，保护海马区域神经元。

本研究通过探究 RET依赖性 GDNF信号通路在癫痫发病

后的表达变化，发现 GDNF-RET-P53通路在造模后被激活，

GDNF、RET表达水平上调，P53水平下降，可能参与了癫痫发

病过程；进一步通过对海马 CA1区定向注射 anti-GDNF抗体

的方式观察到抑制该通路能起到降低癫痫发作频率和 EEG异

常波形，上调海马区域神经元数量的作用。至于以上信号通路

的变化是否只发生在双侧海马的神经元内，是否对海马区胶质

细胞等起作用将有待于进一步探究。
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