FPS-ZM1对癫痫幼鼠脑内HMGB1、TRX表达的影响及NGF干预作用
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摘要:  目的  研究晚期糖基化终末产物（RAGE）受体阻断剂FPS-ZM1对戊四氮致痫幼鼠海马区高迁移率族蛋白B1（HMGB1）、硫氧还蛋白（TRX）表达的影响及神经生长因子（NGF）干预作用。  方法  将130只清洁级Wistar雄性大鼠幼崽，随机分为A组（正常对照组）、B组（癫痫对照组）、C组（mNGF癫痫干预组）、D组（FPS-ZM1癫痫干预组），幼鼠腹腔注射戊四氮40 mg/kg建立癫痫模型，造模成功后4组均连续1周时间进行干预，A组及B组予等剂量生理盐水、C组予mNGF 2 000 AU/kg、D组予FPS-ZM1 1 mg/kg腹腔注射，干预完成后各组分别于3、24、72 h戊巴比妥腹腔注射麻醉，断头分离出海马。采用Western-blot方法测定海马HMGB1的表达，ELISA法检测海马TRX的含量。  结果  A组大鼠未见惊厥发作，海马区HMGB1表达水平在各时段均明显低于B组，TRX含量高于B组，差别具有统计学意义（P＜0.001）；D组及C组HMGB1表达水平在各时段均低于癫痫对照组，TRX含量均高于癫痫对照组，差异具有统计学意义（P＜0.05）；D组HMGB1表达水平在3、24 h较C组是下降的，差异有统计学意义（P＜0.05），72 h两者之间的差别无统计学意义（P＞0.05）。  结论  FPS-ZM1及mNGF可能通过降低癫痫幼鼠早期脑内炎症反应及氧化应激，从而起到脑保护的作用。
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癫痫（epilepsy，EP）是神经元异常同步放电引起的慢性脑功能障碍，以反复发作性抽搐为临床特征，可伴有各种并发症和后遗症。因而尽快终止癫痫发作，对于大脑功能的保护及减少其后续的损害尤为重要，明确其发病机制亦将有望进行对因治疗。越来越多的研究资料表明，神经系统免疫炎症反应、氧化应激损伤与癫痫的发生发展有着密不可分的关系[1-2]，RAGE（receptor for adcanced glycation end products，RAGE）、NGF（nerve growth factor，NGF）及其介导的信号转导通路与癫痫的关系亦不断被发现[3-4]。本实验采用戊四氮点燃大鼠幼崽建立癫痫模型，并用RAGE抑制剂FPS-ZM1及鼠神经生长因子（mouse nerve growth factor，mNGF）干预致痫幼鼠，记录幼鼠体质量，并分离出海马组织，通过Western-blot测定组织HMGB1蛋白表达水平，ELISA检测TRX的含量，探讨这两种药物对幼鼠的影响，进而来研究慢性点燃癫痫幼鼠神经损伤的程度及FPS-ZM1和mNGF可能的神经保护机制，以期为癫痫的临床治疗提供新的思路。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 动物  清洁级Wistar雄性大鼠130只，3～4周，体质量50～60 g，购于上海斯莱克实验动物有限责任公司，许可证号：SCXK（沪）2017-0005。
1.1.2 试剂  戊四氮（lot：MKCC1690，USA Sigma）；mNGF（lot：20160311，中国未名生物医药有限公司）；FPS-ZM1（lot：2908726，USA Meck Millipore）；ELISA试剂盒（lot：S20180318MY，中国上海朗顿生物科技有限公司）；全蛋白抽提试剂盒（lot：KGP250，中国江苏凯基生物科技发展有限公司）；Western Blotting检测试剂盒（lot：KGP1201，中国江苏凯基生物科技发展有限公司）；显影定影试剂（lot：KGP116，中国江苏凯基生物科技发展有限公司）。
1.1.3 仪器  电泳仪（ Power Supplies Basic，美国Bio-rad）；Trans-Blot Turbo全能型蛋白转印系统（170-4150，美国Bio-rad）；凝胶成像系统（G：BOXChemiXR5，英国SYNGENE）；台式恒温振荡器（HY-4，中国江苏金坛市正基仪器厂）；涡旋振荡器（XW-80A，中国海门其林贝尔），高速冷冻离心机（Sorvall ST 16R，美国Thermo）。
1.2 方法
1.2.1 建立动物模型  大鼠幼崽置于福建医科大学实验动物中心适应性饲养1周，自由摄食、水，室内温度22 ℃，相对湿度60%～70%，12 h照明）。130只大鼠分别称质量，按体质量由大到小依次编号，利用随机数字表法获得随机数，再根据随机数进行排序，依次分为A组（正常对照组）、B组（癫痫对照组）、C组（mNGF癫痫干预组）、D组（FPS-ZM1癫痫干预组），其中A组31只，其余每组各33只。A组每日腹腔注射等剂量生理盐水，B、C、D组每日腹腔注射戊四氮40 mg/kg[5]，EP发作分级按照Racine分级法[6]，凡连续5次2级以上的发作判定该鼠被慢性点燃，点燃后癫痫各组PTZ腹腔注射由每日1次改为2～3 d 1次以维持点燃效应。2周后A组和B组腹腔注射等剂量生理盐水，C组腹腔注射4ug/kg的mNGF[7]，D组腹腔注射1 mg/kg的FPS-ZM1[8]，共持续7 d。
1.2.2 幼鼠体质量测量  每日上午8:00-10：00以电子称量仪（精确至0.1g）分别称取各组幼鼠的体质量并记录，观察给药前后的行为学30分钟，如有无异常活动、惊厥发作形式及持续时间。
1.2.3 取材方法  4组幼鼠干预完成（共3周）后3、24、72 h，以2%戊巴比妥40 mg/kg腹腔注射麻醉，断头取出全脑，放置于冰盒上，采用高温灭RNA酶刀片及眼科镊沿后正中将脑组织分开，分离出海马，放入冻存管内，迅速置入液氮中保存，备用。
1.2.4 Western-blot检测HMGB1蛋白表达  提取组织蛋白，用BCA法测定蛋白浓度，经聚丙烯酰胺琼脂凝胶电泳后，转移至PDVF膜上，封闭液封闭。用一抗稀释液孵育PDVF膜，4 ℃过夜，TBST洗膜3次。用5%脱脂奶粉封闭液稀释羊抗兔HRP-IgG室温孵育1～2 h，用TBsT洗膜3次。将PDVF膜从TBST中取出，将含有蛋白质的膜正面朝上，滴加适量EcL工作液，使用G:BOX chemiXR5成像，Gel-Pro32软件对结果进行灰度分析，将目的蛋白条带光密度值与内参灰度值作比较，目的蛋白表达相对水平=目的带表达强度/β-actin表达强度，以此进行半定量分析。
1.2.5 ELISA法测定海马TRX表达  采用酶联免疫吸附法，按照试剂盒说明书进行操作，以取得TRX值。
1.3 统计学处理  HMGB1蛋白表达相对量及TRX含量变化采用
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表示，采用SPSS 24.0软件进行统计分析，多组样本均数比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），并进行方差齐性检验，均数的两两比较采用LSD-t或Dunnett（方差不齐时）检验，P＜0.05为差别有统计学意义。
2 结  果
2.1 幼鼠行为学改变  正常组幼鼠无异常行为，正常活动，无死亡。癫痫模型组幼鼠腹腔注射PTZ后出现不同程度的痫性发作，如湿狗样颤动、咀嚼、节律性点头、前肢阵挛、后肢站立、四肢抽搐及全身强直阵挛。2周后实验组幼鼠被慢性点燃，其中11只死于惊厥大发作，最终存活的大鼠重新编号，利用随机数字表法抽取各组该时段处死的大鼠。剔除取材过程中失误、不满意标本，最终A～D组在各个时段均取得9个样本。
2.2 HMGB1 Wester-blot测结果  与A组比较，B组海马中各时段蛋白表达量均明显升高，差别具有统计学意义（P=0.00）；A组各时段的蛋白表达量差别无统计学意义（P＞0.05）；C组、D组各时段的蛋白表达量均低于B组，差别有统计学意义（P＜0.01）；D组的蛋白表达量在3、24 h较C组低，差别有统计学意义（P＜0.05），在72 h稍高于D组，差别无统计学意义（P＞0.05）。具体见图1及表1。
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图1 不同时段海马区HMGB1蛋白表达水平
Fig. 1 HMGB1 protein expression levels in hippocampus at different times

表1 不同时段海马区HMGB1蛋白表达水平比较
Tab. 1  Comparison of HMGB1 protein expression levels in hippocampus at different times

	分组
	n
	3 h
	24 h
	72 h

	A组
	9
	0.08±0.02
	0.09±0.02
	0.09±0.03

	B组
	9
	0.24±0.05☆
	0.45±0.06☆
	0.4±0.05☆

	C组
	9
	0.16±0.05＊
	0.34±0.03＊
	0.23±0.04＊

	D组
	9
	0.12±0.04＊△
	0.29±0.04＊△
	0.25±0.03＊


HMGB1高迁移率族蛋白B1。A组：正常对照组；B组：癫痫对照组；C组：mNGF癫痫干预组；D组：FPS-ZM1癫痫干预组。与A组比较，☆：P＜0.01；＊：与B组比较P＜0.01；△：与C组比较P＜0.05； 
2.3 TRX ELISA检测结果  与A组比较，B组各时段TRX含量均降低，差别有统计学意义（P＜0.05）；A组各时段TRX含量差别无统计学意义（P＞0.05）；C、D组各时段TRX含量均较B组高，差别有统计学意义（P＜0.05）；C、D两组各时段的TRX含量差别均无统计学意义（P＞0.05，表2）。
表2 不同时段海马区TRX含量比较
Tab. 2  Comparison of TRX content in hippocampus at different times      ng/mL
	分组
	n
	3 h
	24 h
	72 h

	A组
	9
	27.51±6.36
	27.71±5.71
	27.24±7.4

	B组
	9
	17.63±3.64◇
	16.72±4.67◇
	16.22±4.25◇

	C组
	9
	22.21±3.26▽
	21.74±4.54▽
	21.37±3.91▽

	D组
	9
	22.87±4.3▽
	22.03±3.25▽
	22.1±4.43▽


TRX：硫氧还蛋白。A组：正常对照组；B组：癫痫对照组；C组：mNGF癫痫干预组；D组：FPS-ZM1癫痫干预组。◇：与A组比较P＜0.01；▽：与B组比较P＜0.05.

3 讨  论
临床中75%～80%癫痫起源于儿童时期，且约1/3的患儿对于常用的抗癫痫药物疗效不佳，儿童处于生长发育的重要时期，反复发作的癫痫易造成儿童大脑的损伤。因此，对于癫痫发作后脑损伤的标志物的研究以及用何药物进行干预以减轻脑损伤是目前国内外研究的热点。
FPS-ZM1是一种新型、高亲和力的RAGE受体抑制剂，可透过血脑屏障，在既往的研究中发现其对动物模型无毒性作用 [9]，即使治疗剂量的500倍亦属安全范围。RAGE广泛表达于细胞表面，当其与配体结合后可启动多条信号通路，引起细胞内氧化应激和免疫炎症反应，进而引起一系列疾病的发生，而可以抑制机体的炎症反应。mNGF是从小鼠颌下腺提纯的活性蛋白，可降低炎症反应，改善过氧化反应，减轻神经元的损伤，已成功应用于脑卒中及脑出血等神经系统疾病的治疗[10]。
本实验结果显示，戊四氮致痫幼鼠其海马组织中HMGB1表达在各时段均明显高于正常对照组，应用FPS-ZM1及mNGF干预后，HMGB1的表达在病程早期阶段均出现了显著的下降，3及24 h时FPS-ZM1组HMGB1表达较mNGF组降低更为显著，但72 h时两者的表达差别无统计学意义。HMGB1是一种炎性因子，同时也是一种促炎细胞因子，与炎症反应密切相关，既往认为其在中枢神经系统内通常不表达或者表达很少，但近来动物实验和临床资料均表明癫痫个体中其表达明显增高[11]。本研究提示，在癫痫幼鼠病程的早期阶段，FPS-ZM1减轻免疫炎症的作用较mNGF更为显著，随着时间的推移，FPS-ZM1和mNGF两者降低炎症反应的效果趋于一致。FPS-ZM1产生作用的机制很大程度上是基于其作用的靶点，它可通过抑制RAGE的表达进而阻断其下游的信号转导通路，有学者通过移植瘤体相关细胞实验证实FPS-ZM1可通过下调RAGE受体活性，进而降低HMGB1表达[12]，本实验进一步从癫痫的动物模型验证了FPS-ZM1干预后HMGB1表达下降，从而减轻机体炎症反应，减轻癫痫大鼠的脑损伤，且在病程初期就可以发挥较好的作用。mNGF抗炎作用很大程度上取决于其与体内NGF受体结合后所产生的生物学效应。
TRX是一类高度保守、多功能、广泛表达的小分子量蛋白质，它可催化多种氧化还原反应，在神经系统疾病的发展和神经元的保护中发挥作用。当体内氧化应激失调时，其表达反而受到抑制。本研究发现，戊四氮致痫幼鼠海马组织中TRX含量均低于正常对照组，TRX的含量在应用FPS-ZM1和mNGF干预后较癫痫组均是升高的，两者间各时段的表达差别是无统计学意义的，表明癫痫幼鼠病程的早期两者改善氧化应激损伤的效果较为接近。FPS-ZM1可通过抑制RAGE以减少TRX内源性抑制剂的表达使TRX的表达增多，进而发挥抗氧化应激作用。既往多方实验研究推测mNGF可通过和体内受体结合产生的级联反应发挥抗氧化作用。在临床上mNGF对癫痫的作用尚存争议，但抗氧化、抗炎作用仍值得肯定，后续将通过进一步的研究来明确其临床疗效。
本研究验证了免疫炎症、氧化应激参与癫痫的发病过程。FPS-ZM1及mNGF可能通过降低戊四氮致痫幼鼠早期脑内的炎症反应及氧化应激损伤，从而起到脑保护作用。 
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Effect of FPS-ZM1 on the Expression of HMGB1 and TRX in the Brain of Young Rats with Epilepsy and the Intervention of NGF

LI Dongmei, CHEN Qiaobin, CHEN Lang, FANG Qiong

Department of Pediatrics, Fujian Provincial Hospital, Fuzhou 350001, China

ABSTRACT：  Objective  To explore the effect of Receptor for adcanced glycation end products(RAGE) inhibitor FPS-ZM1 on the expression of high mobility group box-1(HMGB1) and Thioredoxin(TRX) in the brain of young rats with chronic epilepsy induced by pentylenetetrazole and the intervention of NGF.  Methods  130 clean level of male Wistar rats were randomly divided into group A (normal control group), group B (epilepsy control group), and group C (mNGF epilepsy intervention group)，group D (FPS-ZM1 epilepsy intervention group), the rats were intraperitoneal injected with pentylenetetrazol 40 mg/kg to establish an epilepsy model. After successful modeling, groups A and B were given equal doses of normal saline, group C were given mNGF 4ug /kg, and group D were given FPS-ZM1 1 mg/kg by intraperitoneal injection for 7 days. The hippocampus was isolated at 3, 24 and 72 h after the intervention，rats were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital. The expression of HMGB1 in hippocampus was determined by Western-blot method, and the content of TRX was detected by ELISA.  Results  There was no seizure in group A，the expression level of HMGB1 in hippocampus was significantly lower than that in group B at different time points，the TRX content was higher than that in group B(P＜0.001). The expression level of HMGB1 in group C and group D were lower than those in group B at different time points, the TRX content were higher than group B, the difference was statistically significant (P<0.05); The expression level of HMGB1 in group D was decreased at 3 h and 24 h compared with group C, the difference was statistically significant (P<0.05);And there was no significant difference between 72 h in this two groups (P>0.05).  Conclusion  Both FPS-ZM1 and mNGF could reduce the cerebral inflammatory reaction and oxidative stress in the early stage of epilepsy young rats, which may play an important role in brain protection.
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