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难治性颞叶癫痫海马星形胶质细胞中P-gp、p53表达与凋亡探讨
段宝奇 1，刘 忆 2，胡 静 1，高觉民 1

(江苏省中医院神经外科 1、血液净化中心 2，江苏 南京 210029)

【摘要】 目的 探讨难治性颞叶癫痫海马星形胶质细胞中P-gp、p53的表达和凋亡的意义。方法 对17例

难治性颞叶癫痫患者(实验组)和3例严重颅脑外伤、2例半球脑梗塞患者(对照组)的手术标本分别进行免疫组化

检查P-gp、p53；原位末端标记检测细胞凋亡；免疫印迹法检测P-gp、p53。结果 对照组P-gp主要在血管内皮细

胞表达，未见胶质细胞有p53和凋亡表达；实验组P-gp分布在血管内皮细胞和星形胶质细胞中，14例有p53和凋

亡在星形胶质细胞表达；免疫印迹法P-gp，p53表达较对照组明显增加。结论 难治性颞叶癫痫海马星形胶质细

胞中有P-gp、凋亡异常表达，p53可能发挥了调节作用。
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Expression of P-gp, p53 and apoptosis in the hippocampal astrocyte in patients with refractory temporal lobe
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【Abstract】 Objective To explore the expression of P-gp, p53 and apoptosis in the hippocampal astrocyte in

patients with refractory temporal lobe epilepsy. Methods The specimens were obtained from 17 patients with refrac-

tory temporal lobe epilepsy. The expression of P-gp, p53 was measured by immunohistochemistry and Western blot.

The level of apoptosis was determined by TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling. Results P-gp and p53 were high-

ly expressed in the hippocampal astrocyte. Increased apoptosis level of hippocampal astrocyte was also observed.

Conclusion The expression of P-gp, p53 and the level of apoptosis is significantly increased in the hippocampal as-

trocyte. P53 may play a role during this process.
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难治性颞叶癫痫易引起早逝、外伤、精神病、认知
障碍等严重后果[1]，多需要手术切除海马，虽然诸多学
者对海马神经元改变致耐药难治等进行广泛研究，但
关于海马星形胶质细胞在其中的作用研究较少。本文
通过免疫组化、免疫印迹法(Western blot)、原位末端标
记(TUNEL)方法检测P-gp、p53和细胞凋亡在星形胶质
细胞的表达，探讨其在难治性颞叶癫痫患者中的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料 17例难治性颞叶癫痫手术患者
为2005年4月至2011年8月在我科手术的患者，其中
男性7例，女性10例，年龄8~36岁，平均23.5岁，病程
3~32年，平均 10.5年。所有患者均正规服用抗癫痫
药物治疗两年以上，仍不能控制发作，平均每个月发
作>3次。术前患者均进行了长程视频脑电图检测棘
波定位于颞叶；头部MR检查符合海马硬化诊断标准；
癫痫血药浓度检测在有效浓度范围；均在皮层和深部
电极监测下行前颞叶切除术。对照组为手术内减压
治疗严重颅脑外伤3例和半球脑梗塞2例，均无癫痫
发作史。所有患者均有患者或家属签署手术同意书。

1.2 标本 手术切除的每例脑组织标本均留取

部分放入液氮保存备用，其余予4%多聚甲醛固定，常
规石蜡包埋，切成6 μm厚的切片，备行免疫组化和凋
亡检测。

1.3 主要试剂 P-糖蛋白抗体购自Santa Cruz公
司；p53抗体、β-action和二抗购自武汉博士德公司；原
位末端标记检测细胞凋亡(TUNEL)试剂盒由Roche公
司提供；即用型快速免疫组化MaxVision试剂盒，二氨
基联苯胺(DAB)显色试剂等购自福州迈新生物公司。

1.2 方法
1.2.1 免疫组化 采用即用型快速免疫组化

MaxVision试剂盒。分别加入P-gp、p53一抗，37℃孵
育 1 h，磷酸盐缓冲液 (PBS)冲洗 2 min×3 次，滴加
MaxVision二抗，37℃或室温孵育 10~15 min，PBS冲
洗 2 min×3次，DAB显色，苏木素复染。P-gp在胞膜
和胞浆、p53在胞核染成黄色或棕色为阳性。在高倍
显微镜下随机选取视野，计数100个细胞中的阳性细
胞个数，重复5次，取其均值。

1.2.2 凋亡细胞检测 使用TUNEL试剂盒进行
检测，按说明书操作，以细胞核染成紫褐色为阳性。
在高倍显微镜下随机选取视野，计数100个细胞中的
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阳性细胞个数，重复5次，取其均值。
1.2.3 免疫印迹法 取出液氮保存的脑组织标

本，在冰浴下用玻璃研磨器磨碎，加入细胞裂解液裂
解细胞1 h；4℃下12 000 r/min离心20 min，取上清后
采用Bradford比色法进行蛋白定量。取等量的蛋白
样品，经 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，并转运
于硝酸纤维素膜上。用含5%脱脂奶粉的TBST室温
封闭2 h，洗膜后分别与一抗P-gp (1:500)、p53 (1:200)

及β-抗体(1:6000)孵育4℃过夜，次日TBST洗脱5 min

共 3次，加HRP标记的二抗(1:400)孵育 2 h。加入增
强化学发光剂中反应数分钟，最后以高效显影胶片曝
光并冲洗胶片。Labworks软件分析结果时以蛋白条
带作为内参照。计算 P-gp、p53蛋白条带及β白条带
与内参照蛋白条带像素灰度的百分比值，作为蛋白表
达的相对水平。

1.3 统计学方法 采用 SPSS11.0 软件进行统
计学分析，所有的实验结果以均数±标准差(x-±s)表
示，两组间的比较采用 t检验，P<0.05 认为差异有统
计学意义。

2 结 果

2.1 P-gp免疫组化 对照组P-gp只在微血管内
皮细胞膜表达，而实验组微血管内皮细胞和部分星形
胶质细胞膜都有表达(图1)。

2.2 p53免疫组化 对照组未见明显 p53阳性

细胞，实验组有 14例可见 p53阳性细胞，主要为星形

胶质细胞，少部分神经元细胞(图2)。

2.3 TUNEL 对照组未见凋亡阳性细胞，实验

组可见凋亡阳性细胞，主要为星形胶质细胞，少数神

经元细胞(图3)。

2.4 Western blot分析 P-gp和p53在癫痫患者

中表达较对照组明显增高(图4、图5)。

2.5 统计学分析 显微计数显示实验组 P-gp、

p53 免疫组化和凋亡阳性细胞较对照组明显增加；

Western blot分析提示实验组P-gp、P53较对照组表达

明显增加，结果见表1。

图1 P-gp免疫组化(×200)
注：A：对照组可见微血管内皮细胞膜呈现棕色阳性反应；B：实验组

微血管内皮细胞和部分星形胶质细胞膜呈现棕色阳性反应；黑色
→为微血管内皮细胞，白色→为星形胶质细胞。

图2 p53免疫组化(×200)
注：A：对照组未见明显 p53 阳性细胞；B：实验组可见 p53 阳性细

胞；白色→为p53阳性细胞。

图3 TUNEL (×200)
注：A：对照组未见凋亡阳性细胞；B：实验组可见较多凋亡阳性星

形胶质细胞；黑色→为凋亡细胞。

图4 Western blot分析

注：Western Blot分析显示 P-gp在对照组和实验组中的表达。1：实验

组；2~4对照组。

图5 Western blot分析

注：Western Blot 分析显示 p53 在对照组和实验组中的表达；1：实验

组；2~4：对照组。
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3 讨 论

颞叶癫痫多为难治性癫痫，即表现出对多种抗癫

痫药物耐药，人们发现多药转运体与耐药相关，其中

又以 P-gp 的作用为著。P-gp 是多耐药基因编码的

170 kD膜蛋白，在正常脑组织中主要在微血管内皮

细胞表达，可阻止内源性和外源性物质进入中枢神经

系统，成为血脑屏障作用的一部分，许多抗癫痫药物

也是其作用底物而被排出细胞膜外。癫痫发作可以

造成内皮细胞损伤，血脑屏障被破坏，进而构成第二

道屏障的胶质细胞产生级联反应，也高表达P-gp。从

本组实验我们发现：实验组免疫印迹法显示 P-gp较

对照组有更高的表达；而免疫组化显示除血管内皮细

胞外有部分星形胶质细胞 P-gp阳性，对照组未见阳

性P-gp胶质细胞。胶质细胞P-gp高表达，可进一步

限制抗癫痫药物作用于异常放电的神经元[2]，促成癫

痫耐药难治。

难治性颞叶癫痫多有海马神经元丢失、凋亡及胶

质细胞反应性增生，本组实验我们也有相似发现。同

时免疫组化和免疫印迹法发现实验组胶质细胞较对

照组有明显的 p53高表达，这与Engel等[3]、Xu等[3]报

道结果一致。而TUNEL发现星形胶质细胞较神经元

凋亡明显，这可能是由于：(1)脑组织中胶质细胞为神

经元细胞的20~50倍，而硬化海马组织中神经元丢失

较多，使神经元和胶质细胞比例进一步下降，导致实

验组可见的神经元细胞数量减少。(2)癫痫患者的硬

化海马组织中神经元细胞以坏死为主要方式，凋亡可

能是次要原因[4]。(3)癫痫发作多伴有脑组织的缺氧，

而在体条件下星形胶质细胞比神经元更易受损；且

海马区星形胶质细胞比神经元更易发生凋亡；同时

反应性星形胶质细胞化后，星形胶质细胞更容易发

生死亡[5]。结合本组实验结果，我们认为调控细胞凋

亡的p53在星形胶质细胞高表达，也支持星形胶质细

胞较神经元细胞更易发生凋亡。

随着分子生物学的研究深入，人们在癫痫研究中

发现P-gp、p53与凋亡之间有密切关系。如Morrison

等[6]发现敲除p53的小鼠可以减少癫痫发作导致的细

胞凋亡，并认为缺少p53在癫痫发作中有减少凋亡作

用，p53参与了凋亡的调控。而Engel等[3]发现在颞叶

癫痫患者海马组织内p53表达上升和凋亡表现，并认

为癫痫后受损细胞可以通过 p53途径诱导凋亡。研

究发现 p53 也参与了 P-gp 的调控 [7]，如表达 P-gp 的

MDR-1 下游启动子有 p53 的结合位点，从而调节

P-gp表达；p53还可以与转录调节因子ETS-1协同作

用或者通过对核因子R33等多种细胞因子做出反应

而增加 P-gp 的表达，虽然其中可能有 p53 变异的结

果，但野生型p53也同样具有类似的作用。动物模型

发现癫痫可以促使p53和P-gp的表达，同样癫痫患者

中P-gp表达明显加强[2]。结合本组实验结果，我们认

为由于癫痫的反复发作，脑组织胶质细胞受到应激、

缺氧等损伤信号的作用，p53水平首先增加，从而提

高P-gp的表达，以抵抗损伤的影响，但是P-gp的增加

却导致了癫痫耐药；当损伤刺激反复并达到细胞难以

修复时，则p53诱导细胞凋亡，而星形胶质细胞凋亡，

则其对神经细胞的保护、营养修复作用减弱，这都导

致了难治性癫痫的形成。

本实验把p53对P-gp和凋亡的作用联系起来，可

能反映了以p53为调控通路的癫痫动态变化，同时我

们发现以上变化发生在胶质细胞，所以胶质细胞在癫

痫的作用及是否可以通过调控胶质细胞功能协同治

疗癫痫值得深入研究。
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表1 两组免疫组化(p53、P-gp)、TUNEL、Western blot结果(x-±s)
组别

对照组

实验组

例数

5

17

P-gp

0

13.84±7.73

P53

0

10.47±7.52

TUNEL

0

5.82±3.41

P-gp

0.72±0.14

1.43±0.42

P53

0.37±0.16

1.26±0.37

Western blot
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