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摘 要:目的 观察神经元威斯科特-奥德里奇综合征蛋白(NeuralWiskott-Aldrichsyndromeprotein,N-WASP)基因在

耐药性癫痫(drugresistantepilepsy,DRE)患者外周血中的表达变化,分析其作为外周血生物学指标预测DRE的临床价

值。方法 抽取32例DRE患者(耐药组)、40例抗癫痫药物控制良好者(良好组)及32例健康体检者(正常组)的外周

血。采用RT-PCR检测3组人群外周血N-WASP基因相对表达量,分析比较不同用药方式、不同病程及用药前不同癫

痫发作频率N-WASP基因相对表达量差异。结果 耐药组外周血 N-WASP基因相对表达量显著高于良好组(P <
0.01),良好组显著高于正常组(P<0.01)。2种药物联合治疗无效组N-WASP基因相对表达量显著高于2种药物联合

治疗有效组(P=0.035),2种药物联合治疗有效组高于单药治疗有效组,差异无统计学意义(P=0.789)。耐药组和良

好组中病程≥5年组N-WASP基因相对表达量均显著高于病程<5年组(P<0.001)。耐药组和良好组中用药前癫痫

发作频率≥4次/月亚组的N-WASP基因相对表达量均显著高于发作频率<4次/月亚组(P=0.016,P<0.001)。结

论 N-WASP基因表达量在DRE患者外周血中明显升高并且与药物疗效差、病程长和发作频率高密切相关,提示其可

能参与了DRE的发生和发展,或可以作为预测DRE发生的外周血生物学指标之一。
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  Abstract: Objective ToanalyzetheclinicalvalueofNeuralWiskott-Aldrichsyndromeprotein (N-
WASP)mRNAasabiomarkerforforecastingdrugresistantepilepsy(DRE)byobservingtherelativeexpres-
sionofperipheralbloodN-WASPmRNAinpatientswithDRE. Methods Bloodsamplesweredrawnfrom32
patientswithDRE(DREgroup),40patientswellcontrolledwithanti-epilepticdrugs(AEDs)(AEDswell
controlledgroup)and32healthyindividuals(normalgroup).TherelativeexpressionofperipheralbloodN-
WASPmRNAwasmeasuredbyRT-PCRforthethreegroups.AnalysisandcomparisonofN-WASPmRNA
relativeexpressionwereperformedamongdifferentdrugregimens,differentcourseofdiseaseanddifferentsei-
zurefrequencybeforedrugadministration. Results TherelativeexpressionofN-WASPmRNAwassignifi-
cantlyhigherintheDREgroupthanthatintheAEDswellcontrolledgroup(P<0.01).Therelativeexpres-
sionofN-WASPmRNAwassignificantlyhigherintheAEDswellcontrolledgroupthanthatinthenormal
group(P<0.01).TherelativeexpressionofN-WASPmRNAwassignificantlyhigherintheineffectivegroup
withtwodrugscombinedtherapythanthatintheeffectivegroupwithtwodrugscombinedtherapy(P =
0.035).TherelativeexpressionofN-WASPmRNAwashigherintheeffectivegroupwithtwodrugscombined
therapythanthatintheeffectivegroupwithsingledrugtherapy,therewasnostatisticaldifference(P =

—303—

第40卷 第4期          右江民族医学院学报           Vol.40No.4
2018年8月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Aug.2018

①

②

基金项目:广西自然科学基金项目(2014jjAA40417)

通信作者,E-mail:bshuangjianmin@126.com



0.789).TherelativeexpressionofN-WASPmRNAwassignificantlyhigherinthe≥5-yeardiseasecoursesub-
groupthanthatinthe<5-yeardiseasecoursesubgroupintheDREgroupandAEDswellcontrolledgroup(P
<0.001).TherelativeexpressionofN-WASPmRNAwassignificantlyhigherinpatientshavingmorethan4
seizurestimespermonthsubgroupbeforetreatmentthanthosehavinglessthan4seizurestimespermonth
subgroupgroupintheDREandAEDswellcontrolledgroups(P=0.016,P<0.001). Conclusion Theex-
pressionlevelofperipheralbloodN-WASPmRNAissignificantlyincreasedinDREpatientsandiscloselyre-
latedtopoordrugefficacy,longdiseasecourseandhighfrequencyofseizures,suggestingthatitmaybein-
volvedintheoccurrenceanddevelopmentofDRE,anditmaybeoneofperipheralbloodbiomarkersforpredic-
tingDREoccurrence.
  Keywords: drug-resistantepilepsy;N-WASPmRNA;peripheralblood

  癫痫是由于脑部神经元高度异常同步化放电所致

的慢性发作性疾病,WHO报告目前全球约有7000万

癫痫患者。癫痫治疗方法以药物治疗为主,药物种类

繁多,近年来也研发出很多新药,但是经过抗癫痫治疗

后仍然有约30%的患者无法达到满意的疗效,发展为

耐药性癫痫(DRE)[1]。神经元威斯科特-奥德里奇综

合征蛋白(N-WASP)是中枢神经系统 RhoGTPases
信号通路重要的细胞骨架调节蛋白,参与轴突、树突生

长及物质转运,形成丝状和板状伪足,在病理情况下,
使神经元、神经胶质细胞通过突触联系形成异常神经

网络。神经网络异常重塑是DRE重要病理学特征,提
示N-WASP可能与DRE的发病机制密切相关,但是

目前国内外有关这方面的文献报道很少。本研究拟通

过检测DRE患者外周血中N-WASP基因的表达,探
讨N-WASP在DRE发病机制中的作用,并对比不同

用药方式、不同病程及用药前癫痫发作频率对该指标

的表达变化。

1 资料和方法

1.1 研究对象 选取2016年5月—2018年6月在

右江民族医学院附属医院神经内科住院或门诊就诊的

癫痫患者72例。纳入标准:①符合国际抗癫痫联盟

(ILAE)2001年 制 定 的 癫 痫 和 癫 痫 综 合 征 分 类 标

准[2];②患者依从性好,至少服用过一种或一种以上抗

癫痫药物;③患者年龄满18周岁。排除标准:①患有

恶性肿瘤、严重高血压、不稳定性心脏病、血液病、肝肾

功能不全等严重器质性疾病的患者;②由进行性器质

性脑病或其他中枢神经系统疾病等导致的症状性癫痫

患者;③诊断错误、治疗不规范、依从性差的患者;④妊

娠及哺乳期患者。DRE诊断标准[1]:根据癫痫发作类

型,选择两种一线、作用机制不同、没有药物间相互作

用、可耐受的抗癫痫药物,经足量、足疗程治疗(单药或

联合用药)仍未能控制癫痫发作者。抗癫痫药物控制

良好诊断标准[1]:根据2010年ILAE定义的“无发作”
标准:合理选用1种或2种一线抗癫痫药物治疗,达到

长于3倍治疗前无发作间期或大于1年无癫痫发作。

根据DRE的诊断标准,将病例分为癫痫耐药组和药物

控制良好组。其中耐药组:32例,男17例,女15例,
年龄19~51岁,平均年龄(35.00±9.73)岁,病程≥5
年21例,病程<5年11例,抗癫痫治疗前发作频率≥
4次/月23例,发作频率<4次/月9例;良好组40例,
男21例,女19例,年龄18~50岁,平均年龄(31.98±
11.04)岁,病程≥5年12例,病程<5年28例,抗癫痫

治疗前发作频率≥4次/月8例,发作频率<4次/月

32例。选取同期来院体检的32名健康人作为正常

组,其中男15例,女17例,年龄20~55岁,平均年龄

(35.44±10.35)岁。3组性别、年龄之间比较差异无

统计学意义(P >0.05),耐药组与良好组病程、用药

前癫痫发作频率构成比差异有统计学意义(P <
0.05)。见表1。研究对象或其监护人均签署知情同

意书,本研究已通过本单位伦理委员会批准。

表1 3组一般资料比较

变量
耐药组

(n=32)

良好组

(n=40)

正常组

(n=32) χ2/F P

性别 0.312 0.856
 男 17 21 15
 女 15 19 17
年龄(岁) 35.00±9.73 31.98±11.0435.44±10.35 1.203a 0.305
病程(年) 9.088 0.003
 ≥5 21 12
 <5 11 28
发作频率(次/月) 19.513 <0.001
 ≥4 23 8
 <4 9 32

 注:a为F 值,其余为χ2 值

1.2 仪器与试剂 实时荧 光 定 量 PCR 仪(瑞 士

Roche公司),1-14R高速冷冻离心机(德国Eppendorf
公司),PTC-200普通梯度仪。血液总RNA提取试剂

盒(美国ThermoFisherScientific公司)、逆转录试剂

盒(立陶宛Fermentas公司)、荧光定量扩增试剂盒(瑞
士Roche公司)。

1.3 荧光定量法检测外周血N-WASP基因相对表达
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量 采集受检者空腹外周静脉血约2ml于EDTA抗

凝管中,置于4℃冰箱保存,4h内提取RNA。实验过

程:①引物设计与合成:由生工生物工程(上海)股份有

限公司设计合成,引物序列:N-WASP:上游引物:5′-
TGGAGATACTTGTCAAGTTGCT-3′;下 游 引 物:

5′-CTGTAGCCATGGGTAGATTAGG-3′;扩增片段

大小152bp。GAPDH上游引物5′-CAGGAGGCAT-
TGCTGATGAT-3′;下 游 引 物:5′-GAAGGCT-
GGGGCTCATTT-3′;扩增片段大小:138bp。②提取

RNA。取1ml全血经4℃3000×g(g指重力加速

度)离心5min后弃上清,加入750μlTrizol液,混均。
室温静置5min后加入150μl氯仿,混均。室温静置

3min后4℃12000×g 离心15min取上层水相置

于新的EP管中,再次4℃12000×g离心15min去

除上层水相中杂质,将上层水相转移至新的EP管中,
余按照Trizol试剂盒说明书进行操作。所提取的总

RNA经紫外分光光度仪检测其纯度和浓度,要求

A260/A280在1.7~2.2之间。按逆转录试剂盒说明

书操作,反应体系为20μl。③检测 N-WASP基因表

达:PCR反应体系为20μl:其中CYBERGreenqPCR
SuperMix10μl,cDNA模板2μl,上、下游引物各0.6

μl,加Rnase-free水至20μl。使用荧光定量PCR仪

进行扩增,重复45个循环;反应结束后,由软件自动得

出荧光反应曲线、每个标本反应体系的扩增效率及Ct
值。采用2-ΔΔCt法进行数据相对定量分析,计算出 N-
WASP相对表达量。

1.4 统计学方法 应用SPSS24.0软件进行统计学

处理,计量资料数据以(췍x±s)或 Median(Q1~Q3)表
示,多组间比较采用方差分析,两组间用LSD-t法或

Wilcoxon秩和检验。计数资料采用χ2 检验。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组 N-WASPmRNA相对表达量比较 3组

N-WASPmRNA相对表达量比较差异有统计学意义

(F=52.672,P <0.001),经LSD-t法多重比较发

现,耐药组显著高于良好组(P <0.01),而良好组又

显著高于正常组(P<0.01),见表2。

表2 3组N-WASPmRNA相对表达量比较 (췍x±s)

组别 n N-WASP基因相对表达量

耐药组 32 6.10±3.24
良好组 40 2.95±1.23a

正常组 32 1.11±0.51ab

 注:F=52.672,P<0.001;a:与耐药组比较,P<0.01;b:

与良好组比较,P<0.01

2.2 不同用药方式N-WASPmRNA相对表达量的

比较 3组不同用药方式之间N-WASPmRNA相对

表达量u差异有统计学意义(P<0.001),见表3。经

LSD-t法多重比较发现,2种药物联合治疗无效组显

著高于2种药物联合治疗有效组(P=0.038),2种药

物联合治疗有效组高于单药治疗有效组,但差异无统

计学意义(P=0.789),见表4。

表3 不同用药方式N-WASPmRNA
相对表达量的比较 (췍x±s)

用药方式 n
N-WASPmRNA

相对表达量

2种药物联合治疗无效 32 5.52(3.82,7.36)

2种药物联合治疗有效 11 4.28(1.39,4.76)
单药治疗有效 29 2.66(208,3.40)

 注:F=20.366,P<0.001

表4 3种不同用药方式之间N-WASPmRNA
相对表达量多重比较

分组 Z P
单药治疗有效-2种药物治疗有效 -8.296 0.789
单药治疗有效-2种药物联合治疗无效 26.553 <0.001
2种药物联合治疗有效-2种药物联合治疗无效 -18.257 0.038

2.3 不同病程N-WASPmRNA相对表达量的比较

 耐药组中病程≥5年患者N-WASPmRNA相对表

达量显著高于病程<5年(P<0.001),同时良好组中

病程≥5年患者N-WASPmRNA相对表达量也显著

高于病程<5年(P<0.001),见表5。

表5 不同病程N-WASPmRNA
相对表达量的比较 (췍x±s)

组别 n
N-WASP基

因相对表达量
Z P

耐药组 -4.032 <0.001
 病程<5年 11 3.41(2.52,4.20)

 病程≥5年 21 7.26(5.52,8.67)
良好组 -3.838 <0.001
 病程<5年 28 2.31(1.65,3.15)

 病程≥5年 12 4.36(2.96,4.73)

2.4 用药前不同癫痫发作频率N-WASPmRNA相

对表达量的比较 耐药组中用药前癫痫发作频率≥4
次/月患者的N-WASPmRNA相对表达量显著高于

发作频率<4次/月患者(P=0.016)。同时良好组中

用药前癫痫发作频率≥4次/月患者的N-WASPmR-
NA相对表达量显著高于发作频率<4次/月患者(P
<0.001),见表6。
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表6 用药前不同癫痫发作频率N-WASP
基因相对表达量的比较 (췍x±s)

组别 n
N-WASP基

因相对表达量
Z P

耐药组 -2.413 0.016
 发作频率<4次/月 9 4.17(3.31,4.90)

 发作频率≥4次/月 23 7.27(4.00,8.14)
良好组 -3.72 <0.001
 发作频率<4次/月 32 2.48(1.76,3.29)

 发作频率≥4次/月 8 4.66(3.51,5.10)

3 讨论

由于耐药性癫痫的发病机制尚不完全清楚,导致

约30%癫痫患者疗效差,即使经过规范抗癫痫药物治

疗仍出现反复发作,给患者的心理、生理造成沉重的打

击,严重影响患者生活质量。因此,进一步深入研究

DRE的发病机制,寻找早期预测DRE的生物学指标,
对有效防治DRE具有重大的临床价值。

N-WASP作为中枢神经系统最重要的成核促进

因子之一,最早于1996年从牛脑组织中被纯化,系

WASP家族重要成员之一,与 WASP结构具有 约

50%的同源性,因在哺乳动物脑组织中表达最多而得

名。人类N-WASP基因位于7q31.3处,编码505个

氨基酸,分子量为65kDa[3]。N-WASP是中枢神经系

统RhoGTPases信号通路重要的细胞骨架调节蛋白,
由上游的细胞分裂周期42GTP结合蛋白(celldivi-
sioncycle42GTP-bindingprotein,Cdc42)激活 N-
WASP后,与 肌 动 蛋 白 相 关 蛋 白2/3(actin-related
protein2/3,Arp2/3)结合,促使肌动蛋白单体聚合形

成肌动蛋白多聚体,刺激神经突起生长与分支[4]。在

神经系统中,正常生理条件下N-WASP参与了神经髓

鞘的准确形成[5]、正常生长锥的生长及正常神经突触

形成[6]。沈秀莲等[7]通过结构域基因敲除及过表达研

究发现,N-WASP主要是通过PolyPro、VCA结构域

调控中枢神经系统神经元迁移,促进神经突触的生长。

Hebbrecht等[8]制作了一种针对N-WASP的VCA区

域的纳米抗体,与神经细胞作用后发现侵袭性伪足减

少、功能下降。有研究表明N-WASP过度表达促进神

经纤维异常芽生,参与阿尔茨海默病发病[9]。这些研

究结果表明,N-WASP维持正常神经网络结构与功能

起重要的作用,但是在病理情况下可促进异常神经网

络形成导致各种疾病发生。
由于条件及伦理限制,癫痫患者脑组织取材困难

很难得到,而外周血取材具有操作便捷、可重复性强、
易被患者接受的优势,本研究通过检测DRE患者外周

血中N-WASP基因的表达,分析比较耐药组、药物控

制良好组和健康对照组表达差异,并对比不同用药方

式、不同病程及用药前癫痫发作频率该指标的表达变

化,结果发现,N-WASP基因在DRE组患者外周血中

的表达显著高于药物控制良好组,药物控制良好组又

显著高于健康对照组。这研究表明N-WASP基因表

达异常与DRE发病有关,具体机制可能是癫痫发作后

促使N-WASP基因过度表达,生长锥的异常生长,错
误地介导海马苔藓纤维芽生、海马齿状回神经元错误

迁徙形成异常神经网络,导致耐药性癫痫发生。Xiao
F等[6]通过对52例耐药性癫痫脑组织与32例脑外伤

切除脑组织基因芯片扫描发现,N-WASP基因在耐药

性癫痫患者脑组织中的相对表达量显著高于正常对照

组,提示N-WASP基因表达与DRE发病机制密切相

关,与本研究结果类似。
既往在临床上对耐药性癫痫患者的危险因素分

析,发现首次用药疗效差、单药治疗无效、病程长和发

作频 率 高 是 DRE 患 者 发 生 耐 药 的 独 立 危 险 因

素[10-11]。本研究通过对比不同用药方式、不同病程及

用药前不同癫痫发作频率N-WASP基因表达变化,发
现对抗癫痫药疗效差即多药联合治疗才有效、病程长、
用药 前 癫 痫 发 作 频 率 高 的 癫 痫 患 者 外 周 血 中 N-
WASP基因的表达显著增加,这一结果更进一步显示

N-WASP基因表达增加对DRE的发生具有较大的预

警价值,可以作为早期预测DRE发生的外周血生物学

指标之一。
总之,本研究发现N-WASP基因在DRE患者外

周血中明显高表达,同时受到用药方式、病程及癫痫发

作频率的影响,提示 N-WASP基因的过度表达参与

DRE的发生发展,可以作为早期预测DRE发生的外

周生物学指标之一。
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