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癫痫大鼠海马神经元生化分子的同步辐射显微红外光谱成像研究
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癫痫是影响所有年龄段的慢性脑功能障碍#主要特征为整个或局部脑区神经元异常同步化高频群

集动作电位发放)利用神经毒素海人藻酸$

6̂

%立体定位注射入大鼠海马#诱导大鼠产生癫痫持续状态#建

立颞叶癫痫大鼠模型)应用同步辐射显微光谱和同步辐射显微光谱成像分析癫痫持续状态发作后
9;

小时的

颞叶癫痫大鼠海马角$

?6

%

!

区神经元生物化学分子的胞内浓度和分布是否改变)结果显示反映蛋白质二级

结构的酰胺
#

在
!L<<3K

d!的振动频率和属于脂类功能集团的
9C::

!

E:::3K

d!振动频率#在正常对照大

鼠海马
?6!

神经元胞体内呈高浓度分布#但在癫痫大鼠海马
?6!

神经元胞体#反映蛋白质二级内呈低浓度

分布#并且以细胞核分布浓度最低#但在神经元胞体外围分布浓度相对较高)属于核酸集团的
!:<<

!

!:<;

3K

d!

+[

9

反对称拉伸振动在正常和癫痫大鼠海马
?6!

神经元胞体内分布趋势没有差异#都在胞体内呈高

浓度分布#尤其在细胞核分布浓度最高)对属于酰胺
#

的吸收频率进行二级导数分析显示癫痫海马神经元

的酰胺
#

相对于正常对照多出
!

个
!L<E3K

d!附近的负峰)以上结果提示在发生癫痫持续发作后海马神经

元生物化学分子的细胞分布会出现变化)
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癫痫是影响所有年龄段的慢性脑功能障碍)世界卫生组

织的统计结果表明&人群中患有癫痫的比例在
;q

!

!:q

)

癫痫是一种由多病因所致的发作性疾病#癫痫发生的主要特

征为整个或局部脑区神经元异常同步化高频群集动作电位发

放#临床主要表现为肢体的强直痉挛!

!Q9

"

)近年来#虽然精确

的临床诊断技术不断提高#对抗癫痫药的临床使用进行密集

监控新的抗癫痫药不断地投入临床应用的情况下#但仍有至

少
E:h

的癫痫病人的发作不能有效控制#发展成为难治性或

慢性癫痫!

E

"

)

即使目前关于难治性癫痫的相关研究报道很多#但其确

切病理机制尚不明确)经典的观点认为#癫痫发生是一个过

程#发生进程分为三个阶段&急性期&脑损伤发生(之后进

入潜伏期&在此阶段时期#病人不出现癫痫发作(最后进入

慢性癫痫期即&表现为未受任何刺激的情况下也会产生自发

性惊厥发作)在癫痫急性0潜伏0慢性期发展进程中#发生

许多生物学改变包括一系列分子+细胞+神经环路水平的变

化#最终出现大脑神经元异常同步化电发放!
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)揭示癫痫

发展进程的生物化学分子变化#有助于人们进一步了解癫痫

的发病机制)

红外光谱可以通过对探测样品中所含化学分子成分的特

征性振动模式来确定样品中化学分子空间分布信息和结构组

成!

L
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)在进行红外光谱检测时#将显微镜和傅里叶变换红外

光谱仪耦合#从而在微小尺度进行测量)在生物科学领域#

红外光谱可以原位检测生物组织细胞中的生物化学分子包括

核酸+脂类+蛋白质和碳水化合物的含量+分布#尤其可以

准确分析组织细胞中蛋白质二级结构的改变#提供不同病理

生理条件下细胞或组织中各种生物化学分子的结构+分布和

浓度!
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)与传统热红外光源相比#同步辐射光源在中红外

光区段比传统红外光源亮
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倍)同步辐射红外光谱

显微成像技术$
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%能够在细胞水平对生

物组织或细胞中包含的各种生物化学分子的代谢状态进行分

析)例如
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显示阿尔兹海默氏症特征性病理改变老



年斑中蛋白质构象
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含量上升!
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)本文通过将化学致

癫药物海人藻酸$

O#4&43#34,

#
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%立体定位注射入大鼠海

马#诱导大鼠发生癫痫持续状态#建立癫痫大鼠模型)对癫

痫大鼠海马
?6!

区神经元进行同步辐射红外显微光谱测量

和同步辐射显微光谱成像#初步研究癫痫发生初期海马神经

元是否存在胞内生化分子的分布和代谢改变)
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实验部分

GNG
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海人藻酸诱导颞叶癫痫大鼠的建立以及海马组织切片

样品制备

实验用
(+F

级雄性
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%大鼠由上海大

学实验动物中心提供#
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E

月龄#体重
!C:
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#正常环

境饲养#

!9$

光照'
!9$

黑暗#自由进食#经反复行为学实验

确认无运动异常后进行实验)使用
Lh

水合氯醛$
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#
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%麻醉#固定于大鼠立体定位仪$

P(Q9

#

P#245$4
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#
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B

#&

%#暴露颅骨前囟#根据
+#Z4&)5#&,T#/5)&

大鼠图谱

$

!=CL

%确定右侧海马三维坐标&前囟后
;c;

!

;c9KK

#矢状

缝右侧
;c!

!

;cEKK

#颅骨骨膜下
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!

;c!KK

)将
9

%

A
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$

:c<

%

7

%注射入大鼠右侧海马#注射速度
:c<

%

A

*

K4&

d!

#留针
<K4&

方便药物充分渗入脑组织)大鼠苏醒后进

行行为学观察#判断注射入海人藻酸$

O#4&43#34,

#

6̂

%后癫

痫发作的次数以及发作级数)癫痫行为的发作程度分级依照

*#334&-

标准&

:

级&无反应(

!

级&节律性嘴和面部抽动(

9

级&躯体波动样游走性痉挛(

E

级&全身肌阵挛+臀部上翘(

;

级&躯体向一侧翻转(

<

级&仰翻位#全身强直痉挛发作)

如果实验大鼠出现
;

级及以上程度的癫痫发作行为超过
E

次

$含
E

次%#或者出现
E

级以上发作时间超过
E:K4&

$含
E:

K4&

%#即可判定为
6̂

诱导大鼠产生癫痫持续状态发作#这

些实验大鼠被认为是颞叶癫痫大鼠)
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戊巴比妥钠$
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#
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%将大鼠麻醉后#

;h

多聚甲醛溶液对大鼠进行全身组织固定#固定后取下大鼠全

脑#

E:h

蔗糖梯度脱水后置冰冻切片机$

"432)K M<9<

%对大

鼠海马切片$
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%

K

%#并将切片贴附于
Y#F

9

玻片)

GNJ

!

利用同步辐射红外显微光谱测量癫痫大鼠海马中神经

元分子组成

相关同步辐射红外显微成像和显微光谱检测实验在合肥

国家同步辐射实验室的红外谱学实验站进行)红外显微光谱

及红外显微成像通过傅里叶变换红外光谱仪$

Y28O-2HF(

LL]

%耦合红外显微镜$

Y28O-2M

.B

-24)&E:::

%采用透射模式收

集#通过
<!9

次重复累积进行光谱采集#分辨率为
;3K

d!

#

并且将
9:

%

Kg9:

%

K

狭缝尺寸定位检测尺寸)红外显微成

像光斑大小为
!:

%

Kg!:

%

K

#对正常大鼠和癫痫大鼠海马

形态正常的神经元进行覆盖探测)采用
[+W(

软件$

<c<

版

本%采集和处理光谱测量和显微成像数据)

9

!

结果与讨论

!!

单侧海马注射致癫剂海人藻酸$

O#4&43#34,

#

6̂

%会导致

大鼠注射侧大脑呈现同步化群集高频放电#高兴奋性的神经

元细胞内生物化学分子的结构+浓度+定位可能会出现变

化)图
!

$

#

%为
6̂

注射癫痫大鼠和正常对照大鼠海马切片在

可见光显微镜下的形态图)图
!

$

_

%显示
6̂

注射癫痫大鼠和

正常对照大鼠的大脑海马
?6!

区神经元的同步辐射显微红

外吸收光谱#红外光斑面积大约可以覆盖单个神经元胞体)

图
!

$

_

%中红外光谱特征吸收峰所属功能基团振动模式指认

见表
!

)在表
!

中#属于脂质基团的吸收区域集中在红外

E:::

!

9C::

和
!D<:

!

!D9:3K

d!区段#对这些区段的显微

光谱进行分析能够判断脂类功能集团的浓度!

D

#

!!

"

)分析结果

显示癫痫大鼠
6̂

注射侧海马神经元胞体在属于
?M

9

反对

称拉伸振动的
9=E:3K

d!的积分吸收面积比正常大鼠海马神

经元样增加了约
=h

)位于
!L<<3K

d!附近的酰胺
#

和位于

!<;<3K

d!附近的酰胺
$

是构成蛋白质的主要成分#其中位

于
!L<<3K

d!附近的酰胺
#

对蛋白质的二级结构变化较敏

感#主要包含
?[

的拉伸振动#

?P

拉伸振动以及
PM

弯曲

振动$图
!

#表
!

%

!

!9Q!E

"

)为进一步明晰酰胺
#

的光谱结构#我

们对
!L<<3K

d!的光谱区段进行了二级导数分析$图
9

%)相

对于正常大鼠海马样品#癫痫大鼠
6̂

注射侧海马神经元胞

体的酰胺
#

在
!L<E3K

d!附近多出一个额外的负峰#提示癫

痫大鼠大脑高兴奋性放电活动可能会损伤神经元的蛋白质二

级结构)位于
!9EL3K

d!附近的的
+[

9

反对称拉伸振动和位

于
!:CL3K

d!附近的
+[

9

对称拉伸振动能够反映核酸的浓

图
G

!
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$%正常对照大鼠和癫痫大鼠海马光镜形貌图!黑色

方框区域为红外光斑覆盖区*"
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$%正常对照大鼠和癫

痫大鼠海马
2BG

神经元的红外吸收光谱
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%&正常对照大鼠海马($
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注射侧
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表
G

!

图
G

所示红外吸收光谱的各生化分子集团频率指认
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频率'
3K

d! 振动模式指认
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==L ?[

拉伸振动$碳水化合物%

!

!:C< +[

9

对称拉伸振动$核酸%

!

!!D: ?[

0

[

0

?

反对称弯曲振动$脂类%

!

!9EL +[

9

反对称拉伸振动$核酸%

!

!E::

酰胺
'

&

?P

拉伸振动#

PM

弯曲振动#

?[

拉

伸振动#

## $$

[ ? P

弯曲振动$蛋白质%

!

!EC: ?M

E

对称弯曲振动$脂类%

!

!;L: ?M

9

剪切振动(

?M

E

反对称弯曲振动$脂类%

!

!<;<

酰胺
$

&

PM

弯曲振动#

?P

拉伸振动$蛋白

质%

!

!L<<

酰胺
#

&

?[

拉伸振动#

?P

拉伸振动#

PM

弯

曲振动$蛋白质%

!D<:

! ##

!D9: ? [

拉伸振动$脂类%

!

9C<: ?M
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对称拉伸振动$脂类%

!

9=9; ?M
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反对称拉伸振动$脂类%

!

9=L: ?M

E

反对称拉伸振动$脂类%

E;::

!

E9:: [M

拉伸振动$碳水化合物%

图
J

!

正常对照大鼠和癫痫大鼠海马
2BG

神经元红外光谱

中属于
,+*:"@

吸收振动频率的二级导数分析

$

&正常对照大鼠海马(

%

&癫痫大鼠海马的
6̂

未注射侧(

!

&癫痫大鼠海马的
6̂

注射侧
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-
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度)对红外显微光谱的分析显示癫痫大鼠
6̂

注射侧海马神

经元胞体在位于
!:CL3K

d!

+[

9

的吸收积分强度较正常大

鼠显著下降)

!!

对于正常对照大鼠和癫痫大鼠海马
?6!

区神经元的主

要生化分子在神经元胞体内的空间分布情况进行定位#我们

做了同步辐射红外光谱显微二维平面成像分析)构建细胞显

微成像的数据采集自代表性海马
?6!

神经元的红外显微光

谱#代表性海马
?6!

神经元的光学图像叠加区域见图
E

)在

对样品进行光栅扫描后#对主要生化分子功能集团的积分强

度进行计算)图
E

为正常对照大鼠和癫痫大鼠海马
6̂

未注

射侧和
6̂

注射侧
?6!

区代表性神经元的光学图像和主要

生化分子功能集团的红外光谱显微成像图谱)位于
!:<<

!

!:<;3K

d!的
+[

9

反对称拉伸振动属于核酸吸收区域#因此

主要位于神经元的细胞核区域!

!;

"

)核酸如
P̀6

也是胞内线

粒体基因组的主要组成成分#因此位于
!:<<

!

!:<;3K

d!的

振动频率也许反映出细胞核或线粒体内的核酸在神经元内的

空间定位)如图
E

显示在正常对照和癫痫海马神经元中在

!:<<

!

!:<;3K

d!的振动频率最大浓度都位于细胞核和胞

体中#提示在癫痫高兴奋性放电活动发生
9;$

后神经元核

酸分布没有变化)反映蛋白质二级结构的酰胺
#

的吸收位于

!L<<3K

d!的振动频率附近!

!9Q!E

"

)同步辐射红外光谱显微二

维平面成像显示
!L<<3K

d!的振动频率在正常对照大鼠海马

?6!

神经元胞体内呈高浓度#但在癫痫大鼠海马
6̂

未注射

侧和
6̂

注射侧
?6!

神经元胞体内呈低浓度分布#在细胞

核内分布浓度最低#但在神经元胞体外围区域分布浓度较

高)提示在癫痫大鼠神经元内的蛋白二级结构异常#这可能

是癫痫发生过程中大脑海马神经元的陆续死亡的重要分子基

础)在
9C::

!

E:::3K

d!区间主要为脂类的
?M

9

和
?M

E

拉

伸振动)同步辐射红外光谱显微二维平面成像显示
9C::

!

E:::3K

d!振动频率在正常对照海马
?6!

神经元胞体内呈

高浓度分布#在癫痫海马
6̂

未注射侧和
6̂

注射侧
?6!

神

经元呈现胞体内低浓度分布而胞体外区域高浓度分布的趋

势)由于细胞体膜和细胞器膜的主要成分为磷脂#因此这种

癫痫海马神经元的脂类功能集团分布改变可能与癫痫高兴奋

性放电造成的细胞体膜和细胞器膜的结构和功能改变有

关!

!<

"

)

E

!

结
!

论

!!

同步辐射红外显微光谱检测和同步辐射红外显微成像初

步研究癫痫大鼠海马
?6!

区神经元生物化学成分的结构和

细胞内定位特异性变化)实验结果显示相对于正常海马神经

元#癫痫大鼠神经元的蛋白质二级结构和脂类功能集团在胞

内的分布出现改变#表现为反应蛋白质二级结构的酰胺
#

和

脂质在癫痫大鼠神经元胞体内呈低浓度分布#但在神经元胞

体周围分布相对较高)表明癫痫大鼠高兴奋癫痫放电活动会

改变神经元生物化学成分的结构和分布#从而导致神经元损

伤#并且这些生化分子的改变早于细胞形态的改变)

L<;
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图
O

!

正常对照大鼠和癫痫大鼠海马
2BG

神经元同步辐射红外显微光谱生化集团图像
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