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【摘要】 目的 探讨 α- 细辛醚对癫痫大鼠学习记忆的影响及分子机制。方法 SD 大鼠随机分成

生理盐水组、癫痫组、α- 细辛醚组，采用氯化锂 - 匹罗卡品注射诱导大鼠癫痫造模，α- 细辛醚组造模

前用α-细辛醚干预28 d。水迷宫检测大鼠空间学习记忆能力，Western blot方法检测大鼠海马组织PI3K、

Akt、mTOR蛋白表达，采用RT-PCR技术检测大鼠海马组织PI3K、Akt、mTOR的 mRNA表达。结果 水

迷宫实验结果显示 α- 细辛醚能够改善大鼠的学习记忆能力；Western blot 结果显示，癫痫组海马组织

PI3K、p-Akt、mTOR 蛋白表达较生理盐水组降低（P ＜ 0. 05） ，α- 细辛醚组海马组织的各蛋白表达较癫

痫组增加（P ＜ 0. 05）。RT-PCR 结果显示，癫痫组海马组织 PI3K、p-Akt、mTOR mRNA 表达水平与生理盐

水组比较显著降低（P ＜ 0. 05），α- 细辛醚组海马组织 PI3K、p-Akt 的 mRNA 表达水平与癫痫组比较显著

增高（P ＜ 0. 05） 。结论 α- 细辛醚能够改善氯化锂 - 匹罗卡品致痫大鼠学习记忆，其分子机制可能与

上调 PI3K/Akt /mTOR 表达有关。
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【Abstract】 Objective To explore the molecular mechanism of alpha-asarone to affect learning and 
memory skills of lithium chloride pilocarpine induced Epileptic Rats. Methods SD rats were randomly divided 
into 3 groups： normal saline group， epilepsy group， and alpha-asarone group. Lithium chloride pilocarpine 
injection were applied to induce rat epilepsy models. The rats of the alpha-asarone group were given alpha-
asarone 28 days before modeling. Water maze was used to detect the spatial learning and memory ability of 
the SD rats. Western blot technique was used to detect the expressions of PI3K， Akt and mTOR proteins of 
hippocampus in lithium chloride pilocarpine induced epileptic rats．RT-PCR technique was used to detect the 
expressions of PI3K， Akt and mTOR mRNA of hippocampus in lithium chloride pilocarpine induced epileptic 
rats. Results Water maze test result showed that alpha-asarone can improve the spatial learning and memory 
ability of the SD rats. The expression of PI3K， Akt and mTOR proteins decreased obviously in epilepsy group 
compared with those in saline group （P ＜ 0.05）. The expressions of PI3K， Akt and mTOR proteins increased 
obviously in alpha-asarone group compared with those in epilepsy group （P＜0.05）. The results of RT-PCR technique 
showed that the expressions of PI3K， p-Akt and mTOR mRNA decreased obviously in epilepsy group compared with 
those in saline group （P＜0.05）， and the expressions of PI3K and p-Akt mRNA increased obviously in alpha-asarone 
group compared with those in epilepsy group （P＜0.05）. Conclusions Alpha-asarone can improves learning and 
memory of lithium chloride pilocarpine induced epileptic rats， and the molecular mechanism maybe related to 
up-regulation of the expressions of PI3K， Akt and mTOR proteins and mRNA.
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癫痫是由外伤、感染、肿瘤等疾病导致脑部神
经元异常放电，且伴有情绪、意识、精神、认知等功
能异常的神经系统疾病［1］。在神经系统疾病中发病
率位居第二，仅次于心脑血管疾病［2-3］。临床上，药
物治疗是癫痫治疗方法之一，但疗效不理想。目前，
寻求有效且能通过血脑屏障的药物是治疗癫痫的首
要任务之一。

中医药治疗癫痫有着悠久的历史，石菖蒲是治
疗癫痫的一种药材，α- 细辛脑（asarone）是石菖蒲
的主要有效成分，又名 α- 细辛醚。化学名 2，4，5-
三甲氧基-1-丙稀基苯，分子式C12H16O3。临床上，
α- 细辛醚被用于抗癫痫、止咳平喘、健忘、中风失
语、耳鸣、老年性痴呆、降血脂等病症［4］。既往研究
结果证实石菖蒲及其主要成分 α- 细辛醚能够使癫
痫的发作潜伏期得到延长，缓解病症，逆转因癫痫
导致的记忆力下降等症状［5］。本研究拟通过检测
氯化锂 - 匹罗卡品致痫大鼠海马组织 PI3K、Akt 和
mTOR 表达，探讨 α- 细辛醚改善癫痫大鼠学习记
忆的分子机制。

一、材料与方法
1. 材料：（1）动物。清洁级 SD 大鼠，雄性，体重

180～220 g，由宁夏医科大学实验动物中心提供［合
格证号：SCXK（宁）2500-001］。（2）药品及试剂。α-
细辛醚（纯度≥ 98%）（美国 Cayman 公司）。匹罗卡品

（美国 Sigma 公司），兔抗 PI3K、Akt、p-Akt、p-mTOR 单
克隆抗体（德国 Abcam 公司），生物素标记的羊抗兔
IgG 抗体、SP 试剂、DAB 显色剂（北京中杉金桥生物
有限公司），引物由上海生物工程有限公司合成，RT-
PCR 反应试剂盒（Thermo 公司），Trizol（美国 Invitrogen
公司）。

2. 方法：（1）动物分组及给药。SD 大鼠 40 只随
机分成生理盐水组12只、癫痫组12只、α-细辛醚组
12只。生理盐水组注射生理盐水，另外两组大鼠腹
腔注射氯化锂-匹罗卡品制备癫痫模型，氯化锂剂量
为127 mg/kg，匹罗卡品剂量为40 mg/kg。按 Racine 评
分标准，大鼠身体立起伴有双侧前肢抽搐，连续 3 次
以上为癫痫模型成功。α- 细辛醚组大鼠于匹罗卡
品注射前连续28 d给予α-细辛醚，剂量为100 mg/kg，
生理盐水组与癫痫组给予等量的生理盐水。给药方
式均为灌胃［6］。（2）Morris 水迷宫。共 8 d，分为定位
航行与空间搜索两个实验步骤。定位航行 6 d，药物
干预后 2～3 h 记录 SD 大鼠平均逃避潜伏期，观察不

同组大鼠空间学习能力。在第 7、8 天进行空间搜索
实验，记录 SD 大鼠在 60 s 内穿越平台象限的次数，
评价大鼠空间记忆能力。（3）标本采集。水迷宫实
验结束后，10% 水合氯醛麻醉，大鼠断头，冰上迅速
取出海马组织。（4）RT-PCR。应用Trizol试剂一步法
提取海马组织总RNA，按照试剂盒进行逆转录和荧
光定量PCR。PCR反应条件：94 ℃，3 min；94℃，30 s； 
58℃，30 s；72℃，45 s；40个循环。引物序列见表 1。

（5）Western Blot。 应 用 蛋 白 提 取 试 剂 盒 提 取 冰 冻
海马组织总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，蛋白变
性，-20℃保存备用。各组样品采取总蛋白 40 μg，
8%SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白质。电泳后将蛋白
转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂奶粉封闭后，分别
加入1∶500稀释的兔抗大鼠PI3K单克隆抗体，1∶ 
1 000 稀释的兔抗大鼠 Akt 单克隆抗体，1∶1 000 稀
释的兔抗大鼠 p-Akt 单克隆抗体，1∶500 稀释的兔
抗大鼠p-mTOR单克隆抗体，β-Tubulin作为内参照，
4 ℃培育过夜。PBST 洗涤 3 次，加入 1∶5 000 稀释
的荧光标记二抗，37 ℃反应 1 h，PBST 洗涤 3 次，采
用 Odyssey 双色红外线荧光成像系统扫描图像，并
进行半定量比较分析，以目的基因条带与内参基因
β-Tubulin 的比值来表示蛋白的表达水平。

表1 RT-PCR 实验的引物序列

基因 引物 序列（5' → 3'）

GAPDH               上游引物                                          GAGTCAACGGATTTGGTCGT

下游引物 GACAAGATTCCCGTTCTCAG

PI3K 上游引物 GGACCCGATGCGGTTAGAG

下游引物 ATCAAGTGGATGCCCCACAG

Akt 上游引物 GGACAAGGACGGGCACATTA

下游引物 CGACCGCACATCATCTCGTA

mTOR 上游引物 CGCGAACCTCAGGGCAA

下游引物 ATTCCGGCTCTTTAGGCCAC

3. 统计学方法：采用 SPSS 17.0 统计软件包进行

分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t，以

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果
1. 3 组大鼠 Morris 水迷宫定位航行实验结果比

较：见表 2。3 组大鼠逃避潜伏期和穿越平台次数比
较差异有统计学意义（F=375.084、31.748，P ＜ 0.05），
癫痫组的逃避潜伏期明显高于生理盐水组，穿越平
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台次数明显低于生理盐水组，经 α- 细辛醚干预，逃
避潜伏期缩短、穿越平台次数提高（P ＜ 0.05）。

表2 3 组大鼠 Morris 水迷宫定位航行实验结果

比较（n=12，x±s）

组别 逃避潜伏期（s） 穿越平台次数（次）

生理盐水组 12.72±3.43a 4.38±1.18a

癫痫组 54.37±5.39 1.22±0.31 

α- 细辛醚组 16.68±3.15a 4.40±1.53a

  注：与癫痫组比较，aP ＜ 0.05

2. 3 组大鼠海马蛋白表达水平比较：见图 1。
α- 细辛醚组、癫痫组大鼠海马组织中 PI3K、p-Akt、
p-mTOR 蛋白表达水平均低于生理盐水组，差异均
有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。经干预，α- 细辛醚组
大鼠海马组织中 PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表达水
平均高于癫痫组，差异均计学意义（均 P ＜ 0.05）。

  注：与生理盐水组比较，aP ＜ 0.05，与癫痫组比较，bP ＜ 0.05

图1 α- 细辛醚对癫痫大鼠海马组织 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达的

影响（n=5）

3. 3组大鼠海马各因子mRNA水平比较：见表 3。与
生理盐水组比较，α- 细辛醚组与癫痫组大鼠海马
组织中 PI3K、Akt、mTOR mRNA 相对表达量均降低，
差异均有统计学意义（FPI3K =188.483，FAkt=151.358，
FmTOR=80.491，均 P ＜ 0.05），癫痫组降低最显著。其
中，α- 细辛醚组与癫痫组比较，癫痫组 PI3K、Akt 

mRNA 相 对 表 达 量 低 于 α- 细 辛 醚 组（tPI3K=7.858、
tAkt=6.087，均 P ＜ 0.05），差 异 有 统 计 学 意 义；癫
痫 组 mTOR mRNA 相 对 表 达 量 低 于 α- 细 辛 醚 组

（tmTOR=0.418，P ＞ 0.05），但差异无统计学意义。

表3 3 组大鼠海马组织 PI3K、Akt、mTOR mRNA 表达水平

比较（n=5）

组别 PI3K Akt mTOR

生理盐水组 1.254±0.079 1.101±0.074 1.024±0.067

癫痫组 0.577±0.056a 0.531±0.062a 0.602±0.049a

α- 细辛醚组 0.786±0.063ab 0.731±0.058ab 0.653±0.079a

  注：与生理盐水组比较，aP ＜ 0.05；与癫痫组比较，bP ＜ 0.05

讨论 癫痫是世界范围的常见神经系统慢性疾
病，药物治疗是其常用的治疗方法，因此寻找有效
的药物是癫痫研究的重点之一。以往研究发现［7］

中草药石菖蒲中提取的有效活性成分 α- 细辛醚对
多种类型的癫痫动物模型均具有一定的抗癫痫作
用，但在 α- 细辛醚抗癫痫作用机理方面较少研究
报道。

PI3K 信号通路是细胞内信号通路之一，Akt 位
于 P13K 的下游，与细胞增殖和凋亡等过程相关联。
一些学者［8-9］研究发现匹鲁卡品致痫大鼠海马神经
元大量凋亡，p-Akt 表达水平下降，Akt 可能参与了
匹罗卡品诱导的癫痫大鼠海马神经元的凋亡，并且
Akt 活化后将信号传递给多种下游底物，其中，哺
乳动物雷帕霉素蛋白（mTOR）为 Akt 下游底物之一。
mTOR在PI3K途径中既是下游效应器又是上游调节
器。mTOR 的信号至少由两种不同的复合体形式完
成，即对雷帕霉素敏感的 mTOR 复合体 1（mTORC1）
与对雷帕霉素不敏感的复合体 2（mTORC2）完成，
发挥其独特的作用。活化 mTORC1 磷酸化的底物
主 要 包 括 S6K（Thr-389）、eIF4E（Ser-209）和 4EBP1。
mTORC2 磷酸化 Akt 的作用位点在 Ser-473［10-11］。

本实验以氯化锂 - 匹罗卡品致癫痫大鼠为研究
对象，用天然药物石菖蒲的单体成分 α- 细辛醚预
防性给药 28 d，结果显示，α- 细辛醚能够改善大鼠
的学习记忆能力，同时，RT-PCR 和 Western blot 技术
分别分析了 α- 细辛醚组、癫痫组与生理盐水组的
SD 大鼠海马组织中 PI3K/Akt/mTOR 信号通路的部
分核酸和蛋白表达的影响，结果显示 α- 细辛醚组
海马组织 PI3K、p-Akt 和 p-mTOR mRNA 和蛋白表达
水平与癫痫组比较显著增高。

本实验发现，α- 细辛醚对实验性癫痫大鼠的
学习记忆能力有显著的改善作用，对癫痫大鼠海马
神经元 PI3K/Akt/mTOR 信号通路有作用，为 α- 细
辛醚作为抗癫痫的辅助药物提供更多的实验依据。
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本刊文稿中缩略语的书写要求

在本刊发表的学术论文中，已被公知公认的缩略语在摘要和正文中可以不加注释直接使用 (表1)；不常

用的和尚未被公知公认的缩略语以及原词过长、在文中多次出现者，若为中文可于文中第1次出现时写明

全称，在圆括号内写出缩略语，如：流行性脑脊髓膜炎(流脑)；若为外文可于文中第1次出现时写出中文全称，

在圆括号内写出外文全称及其缩略语，如：阿尔茨海默病 (Alzheimer disease， AD)。若该缩略语已经公知，也

可不注出其英文全称。不超过4个汉字的名词不宜使用缩略语，以免影响论文的可读性。西文缩略语不得

拆开转行。
表1　《神经疾病与精神卫生》杂志常用缩略语

缩略语 中文全称 缩略语 中文全称 缩略语 中文全称

CNS 中枢神经系统 CSF 脑脊液 GABA γ- 氨基丁酸

IL 白细胞介素 AD 老年痴呆症 ( 阿尔茨海默病 ) PD 帕金森病

MRI 磁共振成像 CT 电子计算机体层扫描 DSA 数字减影血管造影

PCR 聚合酶链式反应 EEG 脑电图 MR 磁共振

HE 苏木素 - 伊红 BDNF 脑源性神经营养因子 PET 单光子发射计算机断层扫描

SOD 超氧化物歧化酶 ELISA 酶联免疫吸附剂测定 CRP C 反应蛋白

MMSE 简易精神状态检查 NIHSS 美国国立卫生研究院卒中评分 TIA 短暂性脑缺血发作

TNF 肿瘤坏死因子 WHO 世界卫生组织 HAMD 汉密尔顿抑郁量表

HAMA 汉密尔顿焦虑量表 PANSS 阳性与阴性症状量表 rTMS 重复经颅磁刺激

5-HT 5- 羟色胺 SSRIs 选择性 5- 羟色胺再摄取抑制剂 MoCA 蒙特利尔认知评估量表

PTSD 创伤后应激障碍 ICD-10 国际疾病分类第十版 DSM 美国精神障碍诊断与统计手册

CCMD-3 中国精神障碍分类与诊断标准
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