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阿司匹林通过抑制PI3K/Akt/mTOR通路治疗癫痫

大鼠反复自发发作

崔小丽 袁婕 王莉 赵瑞 蒋锋

【摘要】  目的 研究阿司匹林治疗癫痫大鼠反复自发发作的分子信号通路。方法 80只SD大鼠，

75只随机分为5组，分别为（1）对照组（C组）；（2）癫痫组（S组）：匹鲁卡品诱导癫痫；（3）癫痫+慢病毒转染

组（ST组）：海马注射慢病毒转染 shRNA［沉默磷脂酰肌醇激酶（PI3K）的p85亚基］；（4）癫痫+阿司匹林组

（SA组）：腹腔注射阿司匹林20 mg/kg；（5）癫痫+雷帕霉素组（SR组）：腹腔注射雷帕霉素6 mg/kg。剩余5只

大鼠分入验证组，用于慢病毒转染的验证。建模后2周，检测各组大鼠癫痫发作的时间和频率，以及海

马内环氧化酶-2（COX-2）、白介素1β（IL-1β）、PI3K的p85亚基（p85）、蛋白激酶B（Akt）、核糖体蛋白S6激

酶（p70S6K）和微管相关蛋白2（MAP2）的表达水平。利用免疫组化染色，检测p70S6K在各组大鼠海马内

的表达量。结果 （1）S组癫痫发作的时间和发作频率均显著高于SA、SR和ST组（P＜0.05），而3个干预

组间差异无统计学意义（P＞0.05）；（2）S组COX-2、IL-1β、p85、Akt、p70S6K和MAP2蛋白水平均显著高

于C组（P＜0.05）；ST和SR组p85、Akt、p70S6K、MAP2蛋白水平均显著低于S组（P＜0.05）；SA组COX-2、
IL-1β、p85、Akt、p70S6K、MAP2蛋白水平均显著低于S组（P＜0.05）；SA组的p85、Akt、p70S6K、MAP2
蛋白水平与SR组差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 阿司匹林可能通过抑制PI3K/Akt/mTOR通路和

MAP2的表达来治疗癫痫大鼠反复自发发作。
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Aspirin inhibits spontaneous seizures in rats with epilepsy by inhibiting the PI3K/Akt/mTOR 
pathway CUI Xiao-li， YUAN Jie， WANG Li， et al. Department of Neurology， Shaanxi Provincial People’s 
Hospital， Xi’an 710068， China

【Abstract】　Objective　To study the molecular signaling pathway of aspirin in recurrent spontaneous 
seizures in epileptic rats. Methods　In 80 SD rats， 75 rats were randomly divided into 5 groups， the control 
group （C group）； the epilepsy group （S group）： epilepsy induced by pilocarpine； epilepsy + lentivirus transfec-
tion group （ST group）： after hippocampal injection of shRNA lentiviral transfection ［silence phosphatidylinositol 
kinase （PI3K） the subunit p85］； the epilepsy + aspirin group （SA group）： intraperitoneal injection of aspirin 20 mg/kg； 
the epilepsy + rapamycin group （SR group）： intraperitoneal injection of rapamycin 6 mg/kg. The remaining 5 rats 
were assigned to test group for validation of the lentivirus transfection. Two weeks after modeling， the frequency 
and time of seizures in rats， and the level of the hippocampal inner cyclooxygenase-2 （COX-2）， interleukin 1β 

（IL-1β）， p85 subunit of PI3K （p85）， protein kinase B （Akt）， ribosomal protein S6 kinase （p70S6K） and microtu-
bule associated protein 2 （MAP2） were tested. Immunohistochemical staining was used to detect the expression of 
p70S6K in the hippocampus of rats in each group. Results　The time and frequency of seizures in S group were 
significantly higher than those of SA， SR and ST group （P＜0.05）， and there was no significant difference among 
the three intervention groups （P＞0.05）. The levels of COX-2， IL-1β， p85， Akt， p70S6K and MAP2 protein 
in S group were significantly higher than those of C group （P＜0.05）， and the level of p85， Akt， p70S6K， MAP2 
in ST and SR group were lower than those in the S group （P＜0.05）. The level of COX-2， IL-1β， p85， Akt， 
p70S6K and MAP2 were significantly lower than that of S group （P＜0.05）， and there was no significant differ-
ence of p85， Akt， p70S6K and MAP2 between SA and SR group （P＞0.05）. Conclusions　Aspirin may treat 
recurrent spontaneous seizures in epileptic rats by inhibiting the PI3K/Akt/mTOR pathway and the expression of 
MAP2.

【Key words】　Epilepsy； Aspirin； Inflammatory reaction； Short hairpin RNA； Rapamycin； Mi-
crotubule associated protein 2
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近年来，越来越多的研究表明［1］，炎性反应参与

了癫痫的形成过程，并在其中起到了重要作用。炎

性反应可导致神经元的坏死和凋亡，也可诱导新生

神经元的异常迁徙和苔藓纤维的芽生，并在脑内形

成异常环路。有假说指出异常环路的形成有可能是

导致癫痫反复自发性发作的原因。有动物实验研究

表明［2］，早期应用雷帕霉素可显著减少苔藓纤维的

芽生，其发挥药效的机制是抑制哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白 (mTOR)。相似的，本实验组前期研究表明［3］，

癫痫大鼠建模成功后3 h给予阿司匹林也可显著抑

制脑内苔藓纤维的芽生，但其发挥药效的具体信号

通路尚不清楚，mTOR通路是否也参与其中？本实

验拟通过氯化锂-匹鲁卡品 (LICL-PILO)诱导建立

大鼠癫痫模型，探索阿司匹林治疗癫痫大鼠反复自

发发作的分子信号通路。

1 材料与方法
1.1 实验动物的分组及干预 健康SD大鼠 (第四

军医大学实验动物中心 )80只，体重为200~225 g，饲
养于 (西京医院动物房 )，12 h-12 h光-暗环境 (8：00~ 
20：00)，自由饮水、标准饮食。

随机抽取5只大鼠分入验证组。水合氯醛 (10%， 
3.5 ml/kg)麻醉，取3 μl带有红色免疫荧光蛋白的慢

病毒，按照试剂盒说明书提供的操作流程进行慢病

毒转染。参照Paxinos和Watson［4］的方法进行海马

定位，并注射慢病毒转染短发夹RNA(shRNA)，用以

沉默磷脂酰肌醇激酶 (PI3K)的p85亚基。

其余75只大鼠，随机等分为5组：(1)对照组(C组 )：
常规饲养，脑内 (3 μl)和腹腔内 (20 mg/kg)分别注入

生理盐水；(2)癫痫组 (S组 )：按照崔小丽等［3］的方法，

利用匹鲁卡品诱导大鼠癫痫模型 (Racine［5］评级Ⅳ级

以上达70 min)，并颅内和腹腔注射等量的生理盐水；

(3)癫痫+慢病毒转染组 (ST组 )：癫痫建模终止后，行

海马注射慢病毒转染 shRNA，同时腹腔注射等量的

生理盐水；(4)癫痫+阿司匹林组 (SA组 )：癫痫建模

终止后3 h，根据前期实验结果，腹腔注射阿司匹林

20 mg/kg，同时颅内注射等量的生理盐水；(5)癫痫+
雷帕霉素组 (SR组 )：癫痫建模终止后3 h，腹腔注射

雷帕霉素6 mg/kg和生理盐水14 mg/kg。
1.2 方法
1.2.1 行为学观察及录像分析 建模4 d后，各组随

机选取5只大鼠，进行每天8：00~20：00的连续录像

10 d。根据Racine［5］标准进行评级，记录Ⅳ级和Ⅳ级

以上癫痫发作的持续时间和频率。

1.2.2 Western blot检测目标蛋白水平 建模成功后

14 d，对各组未做行为学观察的10只大鼠，使用水合

氯醛 (10%，3.5 ml/kg)进行麻醉，行脱颈处死，在冰上

分离出海马组织。每只大鼠取50 mg海马，加入蛋白

裂解液 (Cell Signaling， USA)，制取组织匀浆，并经离

心提取其上清液。首先进行上清液中的蛋白定量，

然后使用聚丙烯酰胺凝胶 (SDS-PAGE)进行蛋白电

泳。半干后，转移至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上。使用5%
脱脂牛奶，在室温下封闭2 h。然后，再加入各种一抗，

环氧合酶-2(COX-2，1∶1 000，Sigma)、白细胞介 
素1(IL-1β，1∶500，Novus)、p85亚基 (p85，1∶1 000，
艾博抗 )、蛋白激酶 (Akt，1∶1 000，CST)、核糖体蛋白

S6激酶 (p70S6K，1∶250，艾博抗 )、微管相关蛋白

2(MAP2，1∶1 000，Sigma)，在4℃条件下孵育过夜。

再加入二抗，山羊抗兔 IgG(1∶5 000，Sigma)、山羊抗

小鼠 IgG(1∶3 000，Sigma)，然后室温孵育1 h。对各

种蛋白经过显色、成像。然后，使用Image J进行扫描，

测定各条带的灰度值，最终标定各种不同蛋白的表

达水平。

1.2.3 海马切片制作及免疫组化染色 建模 14 d
后，将剩余的30只大鼠 (行为学观察25只+验证组

5只 )进行麻醉，迅速开胸，将针头固定于主动脉，

并剪破右心耳。首先使用生理盐水 150 ml灌注冲

去血液，然后分两次，各200 ml多聚甲醛 (4%，4℃，

PH=7.4)对组织进行初步固定；取出脑组织，在多聚

甲醛中进行固定，冰冻状态下制作30 μm的海马组

织切片。每只大鼠各随机抽取5张切片行p70S6K免

疫组化染色。(1)p70S6K免疫组化染色：按超敏即用

型二步法检测试剂盒的使用说明书，对切片先进行

脱蜡、水化，接着利用微波对抗原进行碱性热修复，

然后灭活内源性氧化酶，再加入稀释后的浓缩型抗

体p70S6K(1∶100)，孵育12 h后再加入辣根酶标记的

抗鼠 IgG，最后DAB和苏木素染色，树胶封片。(2)切
片的图像处理和分析：使用荧光显微镜分别观察病

毒转染切片和免疫组化切片。其中，每张免疫组化

切片随机选取3个完整的高倍镜视野，使用 Image J
软件计算其光密度值，并取其平均值记为该张切片

的平均光密度值。

1.3 统计学方法 运用SPSS 19.0统计学软件进行

统计分析，计量资料以均数±标准差 (x±s)表示，

癫痫发作次数及频率组间比较采用U检验，其余数

据则采用单因素方差分析，组间的两两比较，使用

SNK-q检验，检验水准设置为α=0.05。
2 结果
2.1 验证组慢病毒转染效果 见图1(见本期封三 )。
慢病毒转染验证组大鼠2 d后，麻醉处死，制作脑切

片并行免疫荧光染色。在荧光显微镜下观察红色荧

光蛋白的表达，结果显示，整个海马区均有红色荧光

分布，占总细胞数量的80%~95%，提示慢病毒转染

高效且成功。

2.2 不同组癫痫发作时间和频率 见图2。S组大鼠

发作时间和发作频率均显著高于其他3组 (P＜0.05)；
而其他3组间比较，差异均无统计学意义 (P＞0.05)。
2.3 各组蛋白的表达水平比较 见表1。S组COX-
2、IL-1β、p85、Akt、p70S6K、MAP2蛋白水平均显著
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高于C组 (P＜0.05)；其中ST组因慢病毒转染抑制了

PI3K-p85；SR组因抑制了mTOR通路，均使得两组

p85、Akt、p70S6K、MAP2蛋白水平均显著低于S组
(P＜0.05)；而SA组因阿司匹林对于COX-2的抑制

作用，进而导致 IL-1β、p85、Akt、p70S6K、MAP2蛋
白水平均显著低于S组 (P＜0.05)。 但SA组的p85、

Akt、p70S6K、MAP2蛋白水平与SR组比较，差异无

统计学意义 (P＞0.05)。
2.4 不同组p70S6K免疫组化染色结果 见图3，4。
S组平均光密度值显著高于其他各组 (P＜0.05)；C
组、S组和ST组平均光密度值显著高于SA组和SR
组 (P＜0.05)；而SA组和SR组之间差异无统计学意

义 (P＞0.05)。
3 讨论

PI3K/Akt/mTOR信号转导通路不仅仅存在于人

类的中枢神经系统内，而是广泛存在于各种组织器

官内，对于细胞生长、分化和增殖，该通路均有重要

调控作用［6］。各类营养、生长因子、胰岛素等分子

是该通路的上游激活因子；其作用靶点则主要有两

个，分别是p70S6K和4EBP1。两者通过磷酸化水平

的变化，可起到调节下游蛋白质翻译［7］的作用。研

究表明，p70S6K与癫痫的发生、发展有着重要联系。

p70S6K具有促进细胞生长、mRNA合成和 rRNA翻

译的功能；在神经系统中则介导了谷氨酸和亮氨酸

对于突出信号的调节过程［8］；同时在人类癫痫和癫

痫的动物模型中均发现了p70S6K免疫荧光染色的

MD的增高，表明其表达水平增高，提示mTOR信号

通路的激活。

雷帕霉素是哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 (mTOR)
的特异性抑制剂［9］。对于mTOR信号通过的激活有

显著的抑制作用。大量研究表明，雷帕霉素通过对

该通路的抑制，可有效抑制神经元的丢失、星形胶

质细胞的增生及苔藓纤维的芽生，并有效改善癫痫

症状［10］。本实验所得结果也表明，大鼠癫痫模型中

表1 各组蛋白的表达水平比较 (mg/ml，x±s)

组别 只数 COX-2 IL-1β p85 Akt p70S6K MAP2 

C 组 10 0.97±0.03#* 1.00±0.02# 1.29±0.02# 1.44±0.35# 0.80±0.09#* 0.62±0.05#*

S 组 10 1.80±0.10* 1.36±0.06* 1.43±0.11* 1.92±0.18* 1.02±0.06* 0.85±0.07*

ST 组 10 1.78±0.08* 1.34±0.08* 0.90±0.02#* 1.38±0.16# 0.85±0.08#* 0.58±0.05#*

SA 组 10 0.50±0.07# 1.13±0.07# 1.20±0.15# 1.45±0.26# 0.59±0.11# 0.35±0.06#

SR 组 10 1.50±0.06* 1.33±0.05* 1.26±0.09# 1.58±0.37# 0.57±0.05# 0.33±0.04#

    注：与 S 组比较 #P ＜ 0.05；与 SA 组比较 *P ＜ 0.05

图3 各组p70S6K免疫组化染色

注：与 S 组比较 #P ＜ 0.05

图2 不同组大鼠癫痫发作的时间及频率比较
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COX-2、IL-1β、p85、Akt和p70S6K蛋白水平均显著

升高，提示mTOR通路被激活；通过转染可有效沉默

PI3K的p85亚基的慢病毒 shRNA，即可抑制该通路，

从而导致p85、Akt和p70S6K蛋白水平的显著降低；

而雷帕霉素也可抑制该通路的激活，引起p70S6K水

平的降低。而阿司匹林首先降低COX-2和 IL-1β
水平，从而有效抑制了大鼠海马内的炎性反应。进

而引起p85、Akt和p70S6K蛋白水平的降低，起到抑

制通路激活的作用。因此，不难发现阿司匹林也具

有抑制mTOR通路激活的能力，其药效也可能是借

此通路来发挥。

近年来，随着癫痫研究［11］的深入，学者们发现

苔藓纤维芽生，其侧突发生分叉和反折［12］并与颗粒

细胞形成非对称性［13］(兴奋性 )的突触联系。这种

异常的兴奋性回路的形成，可能是导致癫痫反复发

作，并难以治愈的重要病理机制［14］。

MAP2是一种特异性与微管相互作用的微管相

关蛋白 (Ⅱ型 )，主要表达于神经元的胞体、树突及突

触后致密区，其与微管连接，以磷酸化依赖性的方式

调节突触的可塑性、细胞骨架的动力学及稳定性［15］。

如果阻断海马神经元中MAP2的表达，将导致神经

元突起的数目和生长的减少或停止。而在非神经细

胞中过表达MAP2，则会导致该细胞胞浆内出现类树

突状的伸长。这些均提示MAP2可能参与了细胞突

起生长和神经元极性的形成。Kato等［16］在大鼠癫

痫模型的海马颗粒层中发现了MAP2免疫活性的增

强，且其表达的时间和空间分布于苔藓纤维的芽生

相一致。另一方面，张继伟［17］的研究表明，mTOR
通路可以通过CD44促进MAP2的表达及神经元细胞

突的生长，进而促进神经元的再生。综合以上研究

结果表明，mTOR通路可能通过调控MAP2的表达来

参与调节苔藓纤维的芽生。本实验组前期研究表明，

阿司匹林也可显著抑制癫痫大鼠脑内苔藓纤维的芽

生［3］。再结合本实验结果，MAP2的表达水平可能

和mTOR通路的激活存在着相关性和一致性。因此，

阿司匹林可能是通过抑制mTOR通路来抑制苔藓纤

维的芽生和异常环路的形成，最终降低癫痫的反复

发作。
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    注：与 S 组比较 #P ＜ 0.05；与 SA 组比较 口 P ＜ 0.05

图4 各组p70S6K免疫组化染色平均光密度值比较


