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伴海马硬化的颞叶癫痫患者海马组织内 BDNF 表达变化
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摘要 目的：研究伴海马硬化的难治性颞叶癫痫（TLE）患者海马组织内脑源性神经营养因子（brain derived neurotrophic factor, BDNF）的

表达变化，探讨其在难治性颞叶癫痫发病机制中的作用。方法：采集 5 例伴海马硬化的难治性 TLE 患者手术中切除的海马组织，

用逆转录 - 聚合酶链反应(RT-PCR)法检测 BDNF mRNA 表达，并与 3 例非海马硬化 TLE 患者对照。结果：与非海马硬化组比较，

伴海马硬化的难治性 TLE 患者海马组织中的 BDNF mRNA 表达明显增加(P<0.01)。结论：伴海马硬化的难治性 TLE 患者海马组

织中 BDNF mRNA 表达表达增高，可能在海马硬化和难治性颞叶癫痫发生、发展中具有重要作用。
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ABSTRACT Objective: To study the expression of brain derived neurotrophic factor (BDNF) in hippocampi resected from patients

with intractable temporal lobe epilepsy (TLE) associated with hippocampal sclerosis and discuss its function in the pathogenesis. Methods:

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) were used to test the expression of BDNF mRNA in the surgically removed

hippocampus tissue from 5 patients with intractable TLE associated with hippocampal sclerosis, and the results were compared with the

data from 3 patients with intractable TLE without hippocampal sclerosis. Results: Expression of BDNF mRNA were significantly in-

creased in hippocampus tissue (P<0.01) resected from patients with intractable TLE associated with hippocampal sclerosis compared with

that of controls. Conclusions: The results indicate that the expression of BDNF mRNA increases in the hippocampi of patients with in-

tractable TLE associated with hippocampal sclerosis, and it may play an important role in the generation and development of hippocam-

pal sclerosis and intractable TLE.
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前言

颞叶癫痫（temporal lobe epilepsy，TLE）常常发展为难治性

癫痫，经多种抗癫痫药物治疗不佳的患者，可以选择手术治疗。
伴海马硬化(hippocampal sclerosis, HS)的难治性颞叶癫痫系最

常见适合外科手术治疗的癫痫综合征，通过手术切除病变海马

后多数效果良好。目前海马硬化发生机制及与癫痫的关系尚不

完全清楚，硬化海马内包含着极其复杂的细胞、分子基础以维

持这种病理生理状态[1]。作为神经营养因子家族最具代表性的

因子，近年来 BDNF 与癫痫的关系受到了广泛关注，大量动物

实验表明 BDNF 在癫痫发病机制中有着重要作用，可能与海马

硬化的发生发展存在密切关系，但其具体的作用机制目前尚不

清楚，因此本实验应用逆转录 - 聚合酶链反应(RT-PCR)法研究

伴海马硬化的难治性颞叶癫痫患者手术切除的海马组织中

BDNF 表达变化，以探讨其在难治性癫痫中的作用。

1 材料与方法

1.1 临床资料

本次实验研究的组织标本收集自哈尔滨医科大学附属第

一医院神经外科 2008 年～2009 年手术治疗的 8 例难治性颞

叶癫痫患者术中切除的病变海马组织。其中海马硬化组 5 例，

男 3 例，女 2 例，年龄 9 岁～45 岁，平均 26.4±15.0 岁，病程

8～36 年，平均 19.6±12.4 年，患者符合下列条件：①有难治性

颞叶癫痫的典型临床表现，并符合国际抗癫痫联盟分类标准；
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②无明显继发病因，发作间期神经系统检查没有局灶性神经功

能缺损的体征或虽有体征但与癫痫发作无关。③头部 MRI 检

查和术后病理证实海马硬化；④所有病例均经正规抗癫痫药物

治疗，仍有频繁抽搐发作，具有手术治疗指征；⑤患者及其家属

术前签署知情同意书。非硬化组共 3 例，男 2 例，女 1 例，年

龄 22～43 岁，平均 30.7±11.0 岁，病程 9～34 年，平均 24.0±
13.2 年，符合下列条件：①有难治性颞叶癫痫的典型临床表

现，并符合国际抗癫痫联盟分类标准；②无明显继发病因，发作

间期神经系统检查没有局灶性神经功能缺损的体征或虽有体

征但与癫痫发作无关。③头部 MRI 检查和术后病理未发现海

马硬化；④所有病例均经正规抗癫痫药物治疗，仍有频繁抽搐

发作，具有手术治疗指征；⑤患者及其家属术前签署知情同意

书。
1.2 标本采集和保存

海马硬化组和非硬化组患者的海马标本于外科手术中采

集后，立即放入液氮罐中速冻，置于 - 70℃冰箱中保存备用。
1.3 逆转录 - 聚合酶链反应(RT-PCR)

应用 TRIZOL 法从冻存的海马标本中提取总 RNA，用

Nanodrop ND-1000 UV 微量紫外分光光度计进行 RNA 定量分

析，琼脂糖凝胶电泳实验分析总 RNA 质量。应用 TaKaRa cD-
NA 逆转录试剂盒进行 cDNA 第一链的合成（实验条件和步骤

参考试剂盒说明书）。用 Pubmed 上的 Primer-Blast 设计 BDNF
的 引 物 ：BDNF 上 游 引 物 为 5'-AAACATCCGAGGACAAG-
GTG-3'，下游引物为 5'- AGAAGAGGAGGCTC CAAAGG-3'
( 产 物 249bp)。 内 参 照 β-actin 上 游 引 物 为 5'- A-

GAAAATCTGGCACCACAC C-3'， 下 游 引 物 为 5'-TAG-
CACAGCCTGGATAGCAA-3'（产物 173bp）。引物由南京金思

特科技有限公司合成。PCR 反应体系：cDNA 模板 4μl，上、下游

引物各 1 μl，10×Buffer 液 5 μl (含 MgCl2)，2.5mmol/L dNTP
4μl，5 U /μl Easy Taq DNA 聚合酶 0.5μl（北京全式金生物技术

有限公司），加双蒸水至 50μl。PCR 反应条件：94℃预变性

4min，94℃变性 30 s，54℃退火 40 s，72℃延伸 30 s，循环 35 次

后 72℃后延伸 7 min。将扩增后的 PCR 产物在 2%琼脂糖凝胶

(溴化乙啶染色)上电泳分离，凝胶经扫描成像后用凝胶成像分

析系统 Gel Doc 2000（Bio-Rad） 及相应的分析软件（Quantity
one）分析各电泳带吸光度值,半定量分析将表达量化：目的基因

表达丰度值 = 目的基因吸光度值 / 内参 β-actin 吸光度值。
1.4 统计学处理

实验数据用 SPSS 15.0 软件进行统计学处理。海马硬化组

和非硬化组标本 BDNFmRNA 表达的半定量分析结果以 (X±
S)表示，组间差异比较采用 t 检验。

2 结果

PCR 扩增产物在 2%琼脂糖凝胶中电泳后可见在 200～
300bp 间出现一条带，与预期的目的条带位置相符。难治性颞

叶癫痫患者海马硬化组和非硬化组的海马组织的 BDNF 总的

mRNA 经逆转录后的扩增片段的电泳条带分析结果见表 1 和

图 1、图 2。统计检验结果表明，硬化组海马标本的 BDNF mR-
NA 表达量显著高于非硬化组, 差异有统计学意义（P＜0.01)。

3 讨论

Note :▲P＜0.01 HS group compared with Non-HS group

表 1 海马硬化组和非硬化组的海马组织中 BDNF mRNA 表达(x±s)

Table1 mRNA expression of BDNF in hippocampi from HS and non-HS group

Group Case number BDNF

HS group 5 1.133±0.074▲

Non-HS group 3 0.979±0.015

1:Marker; 2: HS group; 3 Non-HS group

图 1 硬化和非硬化海马组织中 BDNF mRNA 的 RT-PCR 电泳图

Fig. 1 Electrophoretogram of BDNF mRNA RT-PCR results in

hippocampi from HS and non-HS group 图 2 硬化和非硬化海马组织中 BDNF mRNA 表达

Fig.2 BDNF mRNA expression in hippocampi from HS and non-HS

group
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癫痫是神经系统最常见病症之一，其中颞叶癫痫为最常见

局灶性癫痫综合征，常发展为难治性癫痫，严重影响患者生活

质量[2]。TLE 分为外侧颞叶癫痫综合征(LTLE)和内侧颞叶癫痫

综合征(MTLE)[3]。MTLE 远较 LTLE 常见，估计在部分性癫痫

中，仅 MTLE 即占 60%-70%。海马硬化相关性颞叶癫痫是主要

的 MTLE。海马硬化是难治性颞叶癫痫最常见的病理学类型，

其大体病理表现为海马体积变小、萎缩变硬，往往同时累及钩

回、杏仁核及海马旁回。HS 组织学典型所见为海马结构的神经

细胞脱失和胶质细胞增生[4]。但目前海马硬化的发生机制尚未

完全明确, 硬化的海马中存在复杂的细胞和分子水平的改变，

它是颞叶癫痫的病因或结果一直存在争议，有学者认为海马硬

化可能是一种动态的演变过程[5]。
颞叶癫痫经传统抗癫痫药治疗效果不佳者可考虑手术治

疗，伴海马硬化的难治性颞叶癫痫为最适合外科治疗的癫痫综

合征[6]。常用的手术方式包括颞叶前部切除术和选择性杏仁核 -

海马切除术。颞叶前部切除术是最常见的手术方法，约占所有

癫痫手术的 80%，同时它也是控制发作效果较好的手术，其操

作要点是切除包括杏仁核外侧部和前海马在内的前颞叶的大

部分[7]。对本次实验的 8 名患者主要采用的是颞叶前部切除术，

术前辅助应用经硬膜下植入 EEG 监测发作间期和发作期以确

定致痫病灶。其中对照组 3 例非海马硬化患者术前头部核磁共

振检查没有发现海马硬化的证据，手术中切除海马组织送病理

检查后除外海马硬化病变。实验组 5 例患者术前头部核磁共振

检查已发现海马硬化的表现，术后病理结果支持海马硬化诊

断。
神经营养因子是靶组织分泌的一组特异性蛋白分子, 有促

进神经细胞生长分化和维持功能的作用，主要包括 NGF、BD-
NF、NT-3、NT-4 和 NT-5 等 [8]。BDNF 是德国神经生物学家

Barde 等首次由猪脑提取的一种碱性蛋白，1989 年 Leibrock 等

将其基因克隆，并测序成功，它是神经营养因子家族中最具代

表性的成员之一。BDNF 通过与其特异的功能受体 TrkB 的相

互结合和作用，在神经系统的损伤、修复及多种疾病如缺血性

脑病、阿尔茨海默病、帕金森病、肌萎缩性侧索硬化症、脊髓损

伤、卒中等的发生、发展中发挥着重要的作用[9-10]。BDNF 与癫痫

的关系是近年研究的热点，其在癫痫发生、发展中所起的作用

尚存很大争议[11-12]。有些研究者认为 BDNF 及其受体 TrkB 的

作用可减缓和阻止癫痫发作及由发作所引起的神经元的病理

改变[13]。有些研究者认为 BDNF 对海马神经元兴奋性的调节作

用以及癫痫后上调表明其具有促癫痫发作作用[14]。我们以前的

研究发现难治性 TLE 患者术中切除的颞叶和海马组织中 BD-
NF、TrkB 受体的表达与非癫痫患者比较明显增加，认为 BDNF

和 TrkB 受体可能通过导致海马齿状回颗粒细胞苔藓纤维发芽

及突触结构和功能变化从而促进癫痫慢性发展[15]。在本次研究

中我们进一步对伴有海马硬化和不伴有海马硬化的难治性

TLE 患者的海马组织的 BDNF 表达变化进行了研究和统计分

析，发现硬化组的海马组织中的 BDNF mRNA 表达明显高于

非硬化组的海马组织，提示 BDNF 可能参与了海马硬化的过

程。
神经营养因子与海马病变的关系以及具体的作用机制目

前尚不完全清楚。一些动物实验发现海马颗粒细胞在应对急性

神经元损伤时 BDNF 和 NGF 的 mRNA 水平明显增加，在最初

的几个小时内，BDNF 和 NGF mRNA 的水平与对照相比显著

增加，此后这两种因子的水平都下降[16]。在缺血和低血糖损伤

中也发现了类似的神经营养因子水平变化[17]，提示这可能是海

马的一种急性病理生理反应。但是目前检测存在慢性损伤的动

物和人的海马中神经营养因子 mRNA 水平的研究还较少。有

研究发现阿尔茨海默病患者的海马中 BDNF mRNA 水平与尸

检标本比较明显减少[18]。Lowenstein 等的研究认为神经营养因

子增加可能和慢性神经元缺失及苔藓纤维重组有关[19]。Math-
ern 等[20]的研究发现与非海马硬化病例比较，伴海马硬化的颞

叶癫痫患者的海马颗粒细胞中 BDNF、NGF 等神经营养因子

mRNA 水平增加，BDNF mRNA 水平与 Ammon 氏角神经元缺

失情况及苔藓纤维发芽呈正相关。这些研究者认为海马硬化组

织中颗粒细胞 BDNF 增加后可能通过逆行运输以支持剩余的

神经元，或者支持来自海马外的神经轴突，而且神经营养因子

增加还可能诱导或促进突触重组或苔藓纤维发芽时的神经突

触发生。我们的实验结果进一步验证和支持了 Mathern 等的研

究，证实了伴海马硬化的难治性颞叶癫痫患者的海马组织内存

在 BDNF 基因表达的持续改变，而这一改变可能参与了海马硬

化的病理机制，与癫痫的慢性发展具有密切的关系。
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