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Akt1 在颞叶癫 大鼠海马中的表达变化

【摘要】 目的 研究颞叶癫 模型海马区神经元 Akt1 表达变化，探讨其在癫 发生发展中的作

用。方法 采用氯化锂 ⁃匹罗卡品方法制备颞叶癫 大鼠模型，Western blotting 检测海马区总蛋白、

Quantity one 软件行灰度值分析；免疫组织化学染色观察海马各区 Akt1 蛋白表达变化，计数不同处理组

阳性神经元数目。结果 Western blotting 检测结果显示，与正常对照组相比，癫 模型组大鼠于癫 持

续状态发作即刻海马区 Akt1 蛋白表达升高（t = 2.445，P = 0.034），并于第 30 天时达峰值水平（t = 1.214，
P = 0.002），发作后 24 h 表达水平迅速降低，并低于正常值范围（t = 4.294，P = 0.000），其余各测量时间点

表达无明显改变；与氯化锂组相比，癫 模型组大鼠于癫 持续状态后 1 h 海马区 Akt1 蛋白表达开始降

低，24 h 降至最低水平（t = 4.134，P = 0.000），至发作 48 h 后开始逐渐升高（t = 2.481，P = 0.002），并于发作

第 7 天时升至氯化锂组水平。免疫组织化学染色显示，癫 持续状态发作后海马 CA3 区 Akt1 蛋白表达

阳性神经元数目立即增加，12 h 达高峰（t = 16.586，P = 0.000），48 h 减少并降至正常值水平（t = 0.357，P =
0.089），发作后第 10 天再次增加（t = 3.123，P = 0.000），于第 30 天时阳性神经元数目再次达峰值水平（t =
18.339，P = 0.000），第 50 天开始恢复至正常值水平（t = 3.219，P = 0.000）；氯化锂组仅海马 CA3 区 Akt1 蛋

白表达于实验初始（0 h）升高并高于正常对照组（P < 0.05），海马 CA1 和 CA2 区 Akt1 蛋白表达变化组间

差异均无统计学意义（P > 0.05）。结论 海马及海马 CA3 区 Akt1 蛋白表达均呈现癫 持续状态后升高、

降低、再升高的动态过程，提示可能存在神经元保护作用，对抗细胞凋亡、促进细胞存活。
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【Abstract】 Objective To study the expression of Akt1 in hippocampal neurons in temporal lobe
epilepsy, and explore its role in the development of epilepsy. Methods Two hundred and ten healthy
adult male Sprague ⁃ Dawley (SD) rats were randomly divided into normal group (n = 10), lithium chloride
(LiCl) group (n = 10) and epilepsy group (n = 190). LiCl ⁃ pilocarpine (PILO) was used for animal model of
epilepsy. Total protein was extracted from hippocampus and rat brain slices were obtained at different time
points (0 h, 1 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 7 d, 10 d, 30 d, 50 d) after status epilepticus (SE) in normal group
and LiCl group. Western blotting technique was used for detection of total protein in the hippocampus, and
gray value was analyzed by Quantity one software. Immunohistochemical staining was used to detect the
expression of Akt1 protein in the hippocampus and microscopic counting method (× 200) was used to
quantify positive nerve cells in hippocampal region. Results Compared with the control group, the
expression of Akt1 protein in the hippocampus in epilepsy group was significantly increased at the
beginning of SE and achieved to the peak at 30 d after SE (0 h: 4.09 ± 0.04, t = 2.445, P = 0.034; 30 d: 0.52 ±
0.03, t = 1.214, P = 0.002). The expression level was quickly reduced and was lower than normal value at
24 h after SE (0.27 ± 0.06, t = 4.294, P = 0.000), and no significant differences were seen at other time
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points. In comparison with LiCl group, the Akt1 protein expression in hippocampus in epilepsy group
began to decrease at 1 h after SE, and reached to the lowest level at 24 h after SE (0.27 ± 0.06, t = 4.134,
P = 0.000). At 48 h after SE the Akt1 expression began to increase and achieved to the level of LiCl group
at 7 d after SE. In immunohistochemical staining: Akt1 protein positive cells in hippocampal CA3 area
immediately increased after SE and achieved to the peak (46.70 ± 2.90) at 12 h after SE, but decreased to
normal level (16.20 ± 2.50) at 48 h after SE. The positive neurons increased again (25.00 ± 2.30) at 10 d
and reached to peak level (44.10 ± 1.80) again at 30 d after SE, but began to reduce to normal level (22.30 ±
2.60) at 50 d after SE. In LiCl group, Akt1 protein expression in CA3 area was higher than that in normal
group at 0 h (P < 0.05). Akt1 protein positive cells in CA1 and CA2 areas showed no significant difference
among different groups (P > 0.05, for all). Conclusion The dynamic process of Akt1 protein expression in
hippocampus and the CA3 area of hippocampus after SE showed a higher, lower, and then higher
presentation, suggests a possible cellular protective effect against apoptosis and promotion for cell survival.

【Key words】 Protein kinases; Hippocampus; Epilepsy; Immunoblotting;
Immunohistochemistry; Disease models, animal
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颞叶癫 是临床最为常见的难治性癫 ，其发

病原因和发病机制十分复杂，长期以来一直是癫

治疗的难点与热点问题。颞叶癫 的典型病理改

变为海马硬化，表现为海马神经元缺失和苔藓纤维

芽生。经研究证实，匹罗卡品能够诱发海马门区神

经元死亡及苔藓纤维芽生，类似人类颞叶癫 的临

床表现及病理学特征［1⁃2］，而氯化锂与匹罗卡品具有

协同作用，可减少匹罗卡品的药物剂量，降低癫

动物的死亡率。目前蛋白激酶 B（Akt）在中枢神经

系统疾病中的作用广泛受到关注，有研究显示在急

性脑缺血、帕金森病（PD）、阿尔茨海默病（AD）等中

枢神经系统疾病中蛋白激酶可通过对抗细胞凋亡

机制而促进神经元存活［3⁃4］。蛋白激酶的 3 种亚型

及多样化底物是其发挥多种功能的结构基础，Akt3
的异常突变与增加激酶活性和癫 敏感性有关［5］，

而 Akt1 在细胞生存、增殖和代谢中则发挥重要作

用。在本研究中，我们对癫 持续状态（SE）后颞叶

癫 大鼠海马组织中的 Akt1 蛋白表达变化进行动

态观察，以期探讨该蛋白在癫 发生与发展过程中

的作用机制。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物及分组 共 210 只健康清洁级雄性

Sprague⁃Dawley（SD）大鼠，鼠龄 3 ~ 4 个月，体质量为

280～320 g，由北京维通利华动物实验技术有限公

司提供。任意分为正常对照组（对照组，10 只）、单

纯氯化锂组（氯化锂组，10 只）和氯化锂 ⁃匹罗卡品

癫 模型组（癫 模型组，190 只）。实验期间笼养，

于室温、自然光环境下予以充足的食物和水，自然

昼夜循环。

2. 主要试剂 氯化锂（LiCl·H2O）相对分子质量

60.41 × 10 3，含量 500 g（纯度 > 97%，批号：980814），

购自北京化工厂。地西泮（规格：2 ml∶10 mg，批号：

1003101）和硫酸阿托品（规格：1 ml∶0.50 mg，批号：

1106211）均为天津金耀氨基酸有限公司产品。免

疫试剂中Ⅰ抗为 Akt1 兔抗大鼠单克隆抗体（1∶

100），购自美国 Cell Signaling 公司（编号：2983S），通

用型 SP⁃9000 免疫组织化学检测试剂盒［含辣根过

氧化物酶（HRP）标记的链霉菌卵白素山羊抗兔、山

羊抗小鼠 IgGⅡ抗和小鼠抗甘油醛 ⁃3⁃磷酸脱氢酶

（GAPDH）单克隆抗体，工作浓度均为 1∶1000］购自

北京中杉金桥生物技术有限公司，二氨基联苯胺

（DAB）显色试剂盒、放射免疫沉淀分析（RIPA）细胞

裂解液和苯甲基磺酰氟（PMSF）蛋白酶抑制药均为

北京索来宝科技有限公司产品。苏木素染液购自

武汉博士德生物工程有限公司。

3. 主要实验仪器 DYCZ⁃40D 型电泳仪（规格：

150 mm × 100 mm × 140 mm）由北京六一仪器厂生

产。贺利氏 Primo⁃R 型台式高速冷冻离心机（离心

半 径 5 cm、转 速 300 ~ 15 000 r/min）购 自 德 国

Heraeus 公司。美国 164⁃5050 型伯乐基础电源电泳

仪（电压：300 V，电流：400 mA，功率：75 W）和 200 万

像素科研级凝胶成像系统（GelDoc ⁃ It310 Imaging
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System，编号：002⁃000005，分辨率：1600 × 1200）由

美国 Bio⁃Rad 公司提供。ZG57⁃1 型电热恒温干燥箱

（功率：6 kW，温度：50 ~ 250 ℃）为天津争光真空仪

器厂产品。精密天平 PB⁃S/A 系列（精确度：0.001 g）
购自美国 Mettler Toledo 公司。85⁃2 型恒温磁力搅

拌器（转速：100 ~ 2000 r/min，控温精度：± 1 ℃，控温

范围：室温 ~ 100 ℃）购自上海司乐仪器有限公司。

ND1000 紫外分光光度计（波长范围：220 ~ 750 nm，

波长精度：1 nm，分辨率：3 nm）购自美国 NanoDrop
科技有限责任公司。

二、实验方法

1. 癫 持续状态模型的制备 （1）制备方法：按

3 mmol/kg 剂量腹腔注射氯化锂，24 h 后腹腔注射匹

罗卡品 20 mg/kg，当大鼠癫 发作达 Racine 分级标

准［6］Ⅴ级 1 h 后，经腹腔注射硫酸阿托品 1 mg/kg 和

地西泮 10 mg/kg 以终止发作。凡癫 发作达 Racine
分级标准Ⅴ级，且经硫酸阿托品和地西泮治疗后症

状控制良好者即为模型制备成功大鼠。正常对照

组以同等体积的生理盐水取代氯化锂和匹罗卡品

行腹腔注射。氯化锂组大鼠按 3 mmol/kg 剂量腹腔

注射氯化锂，24 h 后注射同等体积生理盐水替代匹

罗卡品。（2）癫 发作分级：根据 Racine 分级标准

（1972 年）［6］，大鼠癫 发作状态分为 5 级。0 级，无

抽搐发作；Ⅰ级，面部抽搐和孤立性肌阵挛；Ⅱ级，

全身性阵挛抽搐；Ⅲ级，全身性阵挛抽搐，伴站立；

Ⅳ级，全身性强直⁃阵挛抽搐，伴站立和跌倒；Ⅴ级，

与Ⅳ级相同状态，反复发作呈持续状态或抽搐致

死。癫 持续状态即为持续出现Ⅴ级者。

2. 免疫印迹法（Western blotting）检测海马区

Akt1 蛋白表达变化 正常对照组和氯化锂组各选

择 5 只大鼠，癫 模型组随机选择 50 只大鼠并分为

10 个亚组，每组 5 只。分别于癫 持续状态发作后

0、1、6、12、24 和 48 h，以及第 7、10、30 和 50 天时断

头切取脑组织，迅速分离双侧海马组织、手术刀切

碎后置于冰上，500 μl 细胞裂解液（RIPA 与 PMSF 含

量为 1∶100）充分混匀，超声匀浆粉碎、静置 30 min；
4 ℃、离心半径 5 cm、13 000 r/min 高速离心 20 min，
弃沉淀物、取上清液约 400 μl 备用。取 2 μl 上清液

进行蛋白定量分析。其余上清液与等体积 2 × 十二

烷基磺酸钠（SDS）上样缓冲液混合后煮沸 15 min，
缓慢冷却后分装，保存于 ⁃ 80℃冰箱备用。取等量

蛋白质样品经十二烷基磺酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS⁃PAGE）分离，80 V 聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

电压恒压转膜 80 min，膜封闭液封闭 1 h（不洗），滴

加 Akt1 兔抗大鼠单克隆抗体（Ⅰ抗）4 ℃摇床过夜；

次日复温 30 min，磷酸盐蛋白质缓冲液（PBST）洗膜

5 min（× 3 次），滴加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG Ⅱ抗，室温孵育 1 h，PVDF 洗膜 5 min（× 3 次）。

PVDF 膜化学发光显色、洗脱，GAPDH 二次杂交、发

光显色。以 Quantity one 4.6.2 分析软件（美国 Bio⁃
Rad 公司）测定每一样品目标蛋白质电泳条带和相

对应 GAPDH 电泳条带灰度值，两数值的比值为相

对灰度值。

3. 免疫组织化学染色观察 Akt1 蛋白表达变

化 正常对照组和氯化锂组各选择 5 只大鼠，癫

模型组随机选择 50 只并分为 10 个亚组，每组 5 只。

分别于癫 持续状态发作后 0、1、6、12、24 和 48 h，
以及第 7、10、30 和 50 天时断头切取脑组织，置质量

分数为 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h，石蜡包埋，制

备层厚为 5 ~ 7 μm 的脑组织切片，置 60 ℃烤箱烘烤

1 h；二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化、蒸馏水和磷酸盐缓

冲液（PBS）浸泡，92 ~ 98 ℃水浴加热 15 min 修复抗

原，以质量分数为 3%的过氧化氢室温处理 20 min
灭活内源性过氧化物酶，滴加正常山羊血清封闭液

50 μ l 封闭 40 min，滴加 1∶100 稀释的 Akt1 兔抗大

鼠单克隆抗体（Ⅰ抗），4 ℃过夜，滴加生物素化山羊

抗兔 IgGⅡ抗，37 ℃湿盒孵育 40 min，滴加辣根过氧

化物酶标记的链霉菌卵白素，37 ℃湿盒孵育 1 h。
DAB 室温显色 4 ~ 5 min，苏木素复染 1 min，盐酸乙

醇分化、氨水返蓝，流水冲洗 2 min，梯度乙醇脱水、

二甲苯透明、中性树胶封片。每只大鼠均任意选择

5 张海马组织切片，每一亚组共计 25 张脑组织切

片。Akt1 蛋白主要表达于细胞质，因此以细胞质染

色呈棕黄色颗粒为阳性。采用日本 Nikon 公司生产

的 E⁃200 光学显微镜分别计数海马 CA3、CA2 和 CA1
区阳性神经元数目。

三、图像分析及统计分析方法

实验数据采用 SPSS 17.0 统计软件进行计算与

分析。经 Kolmogorov⁃Smirnov 检验显示不同测量时

间点相对灰度值及阳性神经元数目均呈正态分布，

实验数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示，采用 Levene
法进行方差齐性检验（P = 0.089），成组设计的多样

本 均 数 的 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析（one ⁃ way
ANOVA 检验），多个样本均数与同一组均数之间的

多重比较进行 LSD⁃t检验。以 P ≤ 0.05 为差异具有

统计学意义。
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结 果

一、动物模型的建立

根据 Racine 分级标准（1972 年），癫 模型组的

190 只大鼠经氯化锂 ⁃匹罗卡品腹腔注射后大多数

达 癫 持 续 状 态，诱 发 成 功 率 约 为 83.68%（159/
190）；经硫酸阿托品 1 mg/kg 和地西泮 10 mg/kg 治疗

后，其中部分动物发作症状明显缓解，模型制备成

功率达 72.63%（138/190）。本组实验动物制模过程

中癫 持续状态死亡率约为 23.16%（44/190）。

二、海马区 Akt1 蛋白表达变化

1. Western blotting 法 图 1，2 和表 1，2 显示，与

正常对照组相比，癫 模型组大鼠于癫 持续状态

初始阶段和发作后第 30 天时海马区 Akt1 蛋白表达

水平显著升高，并达峰值水平（0 h：t = 2.445，P =
0.034；30 d：t = 1.214，P = 0.002）；发作后 24 h 表达迅

速降至最低水平并低于正常值范围（t = 4.134，P =
0.000）；其余各测量时间点表达均无明显改变。与

氯化锂组相比，癫 模型组大鼠于癫 持续状态后

1 h 海马区 Akt1 蛋白表达水平开始下降，至 24 h 降

至最低水平（t = 4.294，P = 0.000），48 h 再次升高（t =
2.481，P = 0.002），并于癫 持续状态后第 7 天时升

至氯化锂组水平。

2. 免疫组织化学染色 显示 Akt1 阳性神经元

胞质呈黄染、胞核为淡蓝色（图 3）。由图 3 和表 3，4
可见，与正常对照组相比，氯化锂组和癫 模型组

大鼠海马 CA3 区阳性神经元数目于癫 持续状态

后 0、1、6、12 和 24 h，以及第 10、30 和 50 天时显著增

多,且组间差异具有统计学意义（均 P < 0.01）；

发作后 48 h 和第 7 天时，海马 CA3 区阳性神经

元数目与正常对照组之间无明显差异（均 P >
0.05）。与氯化锂组比较，癫 模型组大鼠在

癫 持续状态发作后 0、1、6、12、24 和 48 h，以
及第 7、30 和 50 天时海马 CA3 区阳性神经元

数目显著增多，且两组之间差异具有统计学意

义（P < 0.01）；但发作第 10 天时，两组海马 CA3
区阳性神经元数目差异无统计学意义（P >
0.05）。与正常对照组相比，氯化锂组和癫

模型组大鼠海马 CA1 和 CA2 区阳性神经元数

目差异无统计学意义（均 P > 0.05）。免疫组织

化学染色显示，癫 持续状态后大鼠海马 CA3
区 Akt1 蛋白表达水平即刻升高并且于发作后

12 h 达峰值水平（t = 16.586，P = 0.000），48 h 降

至正常值范围（t = 0.357，P = 0.089），并分别于

发作第 10（t = 3.123，P = 0.000）和第 30 天时再

次升高并达峰值水平（t = 18.339，P = 0.000），

至发作第 50 天时表达水平降低（t = 3.219，P =
0.000）。与正常对照组和癫 模型组相比，氯

化锂组大鼠于癫 持续状态发作即刻（0 h）海

马 CA3 区 Akt1 蛋白表达水平升高，且组间差

异均有统计学意义（P < 0.05）。不同处理组大

鼠海马 CA1 和 CA2 区 Akt1 蛋白表达变化，差

异无统计学意义（均 P > 0.05）。

讨 论

对人类颞叶癫 及各种癫 持续状态动

物模型的研究业已证实，癫 持续状态后的神

A B C D E F G H I J K L
60
36

相
对

分
子

质
量
（

×1
03 ）

Akt1
GAPDH

A：正 常 对 照 组（normal control group） B：氯 化 锂 组（LiCl
group） C：癫 持续状态后 0 h（0 h after SE） D：癫 持续状
态 后 1 h（1 h after SE） E：癫 持 续 状 态 后 6 h（6 h after
SE） F：癫 持续状态后 12 h（12 h after SE） G：癫 持续状
态后 24 h（24 h after SE） H：癫 持续状态后 48 h（48 h after
SE） I：癫 持续状态后第 7 天（7 d after SE） J：癫 持续状
态后第 10 天（10 d after SE） K：癫 持续状态后第 30 天（30 d
after SE） L：癫 持续状态后第 50 天（50 d after SE）。下图同
（the same in Figure 2）
图 1 Western blotting 检测显示，癫 模型组大鼠于癫 持续
状态后 24 h 海马区 Akt1 蛋白表达水平最低，于发作后第 30 天
达峰值水平

Figure 1 Akt1 protein expression reaches to the lowest level
at 24 h after SE, and achieves to the peak level at 30 d after SE
(0 h, 1 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 7 d, 10 d, 30 d, 50 d after SE)

∗

∗

∗

∗P < 0.05
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0.00
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灰
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图 2 不同处理组大鼠各测量时间点海马区 Akt1 蛋白表
达水平的比较
Figure 2 The comparison of the relative gray values of
Akt1 protein expression in the hippocampus among
different groups (0 h, 1 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 7 d, 10 d,
30 d, 50 d after SE)
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表 1 不同处理组大鼠各测量时间点海马区 Akt1 蛋白表
达水平的比较（x ± s，相对灰度值）

Table 1. The relative gray values of Akt1 proteinexpression in the hippocampus in different groups (x ± s,
relative gray value)

组 别

正常对照组（A）
氯化锂组（B）
癫 模型组

0 h（C）
1 h（D）
6 h（E）

12 h（F）
24 h（G）
48 h（H）

7 d（I）
10 d（J）
30 d（K）
50 d（L）

样本例数

10
10

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

Akt1 蛋白

0.42 ± 0.05
0.47 ± 0.09

0.49 ± 0.04
0.41 ± 0.07
0.36 ± 0.07
0.35 ± 0.07
0.27 ± 0.06
0.35 ± 0.06
0.40 ± 0.05
0.42 ± 0.04
0.52 ± 0.03
0.43 ± 0.04

F值

5.472

P值

0.007

组间两两比

A∶B
A∶C
A∶D
A∶E
A∶F
A∶G
A∶H
A∶I
A∶J
A∶K
A∶L

t值

1.086
2.445
0.260
1.560
1.820
4.294
2.004
0.632
0.000
1.214
1.086

P值

0.117
0.034
0.565
0.093
0.053
0.000
0.089
0.922
0.933
0.002
0.355

组间两两比

B∶C
B∶D
B∶E
B∶F
B∶G
B∶H
B∶I
B∶J
B∶K
B∶L

t值

0.454
1.177
2.157
2.353
4.134
2.481
1.520
1.135
1.179
2.062

P值

0.557
0.034
0.002
0.010
0.000
0.002
0.096
0.137
0.097
0.511

表 2 不同处理组大鼠各测量时间点海马区 Akt1 蛋白表
达水平的多重两两比较

Table 2. The paired comparison of the relative grayvalues of Akt1 protein expression in the hippocampusamong different groups at each time point

经元死亡具有典型的细胞凋亡特征［7］。有关癫 细

胞凋亡的分子机制及调控为近年基础研究所关注

的焦点。磷脂酰肌醇 3⁃激酶（PI3K）/Akt 信号转导通

路参与了细胞增殖、分化和凋亡过程，与人体多种

生理功能有关［8⁃9］。Akt 处于这一信号转导通路的中

心环节，是一种保护性蛋白质，由其所介导的信号

转导通路与细胞存活、生长有关。Akt 是一种丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶，相对分子质量约为 60 × 10 3［10］，

目前在哺乳动物中已发现至少 3 种 Akt 家族成员，即

PKBα/Akt1、PKBβ/Akt2 和 PKBγ/Akt3，它们的氨基

酸 序 列 有 85％ 的 同 源 性，分 别 定 位 于 14q32.32、
19q13.1-q13.2 和 1q44。活化型 Akt 可以通过磷酸

化作用激活或抑制其下游参与细胞凋亡的一些靶

蛋 白 ，例 如 Bad、半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 ⁃ 9
（caspase⁃9）、核因子⁃κB（NF⁃κB）等，介导多种生长

因子而诱发细胞生长，经不同途径促进细胞存活，

为重要的抗凋亡因子［11］。

目前，有关 Akt 在癫 发作时的表达及在发病

机制中的作用研究结果表明，有多种物质可通过

Akt 实现神经元保护作用，从而减少癫 发作时的

神经元死亡［12⁃15］。Goto 等［13］利用 Western blotting 法

检测氯化锂⁃匹罗卡品癫 模型大鼠海马区整合素

连接激酶（ILK）、神经肽（NPY）与磷酸化 Akt 之间的

关系，发现癫 持续状态第 5 天时磷酸化 Akt 表达水

平显著升高，提示 Akt 表达水平的升高可能对癫

持续状态大鼠海马区神经元具有保护作用。本研

究 Western blotting 检测结果显示，癫 持续状态初

始状态和癫 持续状态第 30 天时大鼠海马区 Akt1
蛋白表达水平明显升高，而癫 持续状态 24 h 时

Akt1 表达水平明显降低，表明癫 持续状态发作后

Akt 蛋白在海马区的表达呈先升高后降低、发作后

期再度升高的动态改变。此与以往的研究结果不

尽一致，可能与 Goto 等［13］未测量急性期各时间点

Akt1 蛋白表达变化有关，而且磷酸化蛋白质为活性

蛋白，表达水平变化较快。免疫组织化学染色结果

显示，Akt1 蛋白的表达部位主要位于海马 CA3 区锥

体细胞胞质，CA1 和 CA2 区仅有少量表达。癫 持

续状态时海马 CA3 区 Akt1 蛋白表达水平升高并于

发作后 12 h 达峰值水平，48 h 降至正常值范围；发作

第 10 天时再度升高，第 30 天达峰值水平，第 50 天逐

渐恢复至正常值水平，而 CA1 和 CA2 区 Akt1 蛋白表

达则无明显变化。吴志国等［16］通过氯化锂⁃匹罗卡

品癫 模型观察磷酸化 Akt 蛋白表达变化，其结果

显示癫 持续状态时海马 CA3 区和 CA1 区磷酸化

Akt 蛋白表达水平均上调，并于发作后 6 h 达峰值水

平，第 3 天降至正常值水平。此结果亦与以往的研

究不尽一致。首先，在本研究中，我们采用的是

Akt1 蛋白而非磷酸化的活性蛋白，因此其表达变化

可能比较缓慢；此外，Akt 蛋白分为 Akt1、Akt2 和

Akt3 共 3 种亚型，其中 Akt1 蛋白广泛分布于各种组
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织中，可受多种激活剂的调节；Akt2 蛋白也广泛分

布于各脏器组织中，但在卵巢组织和胰腺细胞中呈

密集分布；Akt3 蛋白则主要存在于大脑和睾丸组织

中，在细胞代谢过程中发挥不同作用。其中，Akt1
蛋白主要调控细胞生长［17 ⁃ 18］，例如 Akt 基因敲除

（Akt1-/-）小鼠表现为躯体生长缺陷［17］，酵母中的 Akt
同源基因 S突变可延长酵母寿命［19］，鉴于此，我们选

择 Akt1 作为检测蛋白质。在本研究中，正常对照

组、氯化锂组和癫 模型组大鼠海马 CA1 区仅少量

表达 Akt1 蛋白，且 3 组之间差异无统计学意义，这一

结果也与此前的研究不尽一致。推测可能与癫

信号存在 3 条转导通路有关，即兴奋传导自海马

CA3 区到达 CA1 区时已经逐渐减弱，对海马 CA1 区

神经元未造成损害。在病理情况下，锂盐对脑缺

血、颅脑创伤、癫 导致的神经元损伤具有一定的

保护作用，可促进神经营养因子如脑源性神经营养

因子（BDNF）和神经保护蛋白 Bcl⁃2 表达水平上调，

抑制糖原合成酶激酶 3β（GSK⁃3β）活性，抑制 N⁃甲
基⁃D⁃天冬氨酸受体（NMDAR）、激活 Akt 蛋白等［20］，

其中 PI3K/Akt 信号转导通路是调节细胞存活的重要

通路，亦是各条信号转导通路的枢纽。本研究结果

显示，氯化锂组大鼠 Akt1 蛋白阳性神经元数目明显

高于正常对照组，其神经元未受损害可能与氯化锂

组大鼠于腹腔注射氯化锂之后 24 h 方才取出脑组

织有关，此时氯化锂已激活 PI3K/Akt 信号转导通路，

导致 Akt1 蛋白表达水平显著升高；氯化锂组大鼠较

癫 模型组处死即刻（0 h）Akt1 蛋白表达水平升高，

亦与癫 发作时神经元死亡有关，故而导致 Akt1 蛋

白表达水平降低。

在本研究中，Western blotting 检测与免疫组织

化学染色所得结果不尽一致。免疫组织化学染色

显示，癫 持续状态 12 h 后海马 CA3 区 Akt1 蛋白达

峰值水平，而 Western blotting 检测则提示 Akt1 蛋白

于癫 持续状态后即刻达峰值水平，这可能与免疫

图 3 光学显微镜观察显示，不同处理组大鼠各测量时间点海马 CA3 区 Akt1 蛋白表达阳性 免疫组织化学染色（SP 二步法） ×
200 3a 正常对照组大鼠海马 CA3 区仅少量表达 Akt1 蛋白 3b 氯化锂组大鼠海马 CA3 区仅少量表达 Akt1 蛋白 3c 癫 持
续状态后 1 h 大鼠海马 CA3 区 Akt1 蛋白表达升高 3d 至癫 持续状态后 12 h 大鼠海马 CA3 区 Akt1 蛋白表达水平最高

Figure 3 The expression levels of Akt1 protein in CA3 area in hippocampus detected in control group, LiCl group and epilepsy
group under light microscope Immunohistochemical staining (SP two⁃step method) × 200. Expression of Akt1 protein in CA3 area
in hippocampus of control group (Panel 3a). Expression of Akt1 protein in CA3 area in hippocampus of LiCl group (Panel 3b). Higher
expression of Akt1 protein in CA3 area in hippocampus at 1 h after SE (Panel 3c). The highest expression of Akt1 protein in CA3
area in hippocampus at 12 h after SE (Panel 3d)
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组 别

正常对照组（A）
氯化锂组（B）
癫 模型组

0 h（C）
1 h（D）
6 h（E）

12 h（F）
24 h（G）
48 h（H）

7 d（I）
10 d（J）
30 d（K）
50 d（L）
F值

P值

样本
例数

10
10

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

CA3 区阳性
神经元数目

16.80 ± 2.80
24.80 ± 2.50

19.30 ± 2.60
29.60 ± 2.30
39.90 ± 3.10
46.70 ± 2.90
33.70 ± 2.10
16.20 ± 2.50
15.50 ± 2.30
25.00 ± 2.30
44.10 ± 1.80
22.30 ± 2.60

15.564
0.005

CA2 区阳性
神经元数目

0.20 ± 0.50
0.20 ± 0.50

0.20 ± 0.40
0.20 ± 0.40
0.20 ± 0.40
0.20 ± 0.40
0.20 ± 0.50
0.20 ± 0.40
0.20 ± 0.50
0.20 ± 0.40
0.20 ± 0.50
0.20 ± 0.40

0.083
0.986

CA1 区阳性
神经元数目

2.60 ± 0.90
2.20 ± 1.00

2.40 ± 1.00
2.50 ± 0.90
2.20 ± 1.00
2.40 ± 0.90
2.20 ± 1.00
2.10 ± 1.00
2.20 ± 1.10
2.30 ± 1.00
2.30 ± 1.10
2.20 ± 0.90

0.647
0.904

表 3 不同处理组大鼠各测量时间点海马区 Akt1 蛋白阳
性神经元数目的比较（x ± s，细胞计数）

Table 3. The comparison of number of Akt1 positive cellsin the hippocampus among different groups (x ± s, cells)

组间两两比

A∶B
A∶C
A∶D
A∶E
A∶F
A∶G
A∶H
A∶I
A∶J
A∶K
A∶L

t值

4.766
1.463
7.899

12.365
16.586
10.797

0.357
0.802
3.123

18.339
3.219

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.089
0.064
0.000
0.000
0.000

组间两两比

B∶C
B∶D
B∶E
B∶F
B∶G
B∶H
B∶I
B∶J
B∶K
B∶L

t值

3.410
3.160
8.478

12.790
1.219
5.439
6.122
0.132

14.009
1.550

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.822
0.000
0.000

表 4 不同处理组各测量时间点海马 CA3 区 Akt1 蛋白阳
性神经元数目的多重两两比较

Table 4. The paired comparison of positive Akt1 proteinexpression in the hippocampus at different time in differentgroups
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组织化学染色结果未计入齿状回区有关。且癫

的信号转导存在 3 条突触转导通路，可能信号首先

传到齿状回，故齿状回 Akt1 蛋白变化较为显著，因

此导致 Western blotting 检测出现癫 模型组大鼠在

处死即刻 Akt1 蛋白即达峰值水平；然后神经元死

亡，发作 24 h 后降至最低水平。表明癫 持续状态

24 h，神经元凋亡达高峰，然后于发作第 30 天时再

次达峰值水平，与免疫组织化学染色结果相近，提

示可能存在神经网络重建。

本研究结果显示，癫 持续状态时 Akt1 蛋白表

达呈高峰状态，并于发作后期再次出现表达高峰，

提示急性期 Akt1 蛋白表达水平升高可能具有抑制

神经元凋亡、加强神经元保护的作用；发作后期

Akt1 蛋白表达呈代偿性升高，可能存在神经网络重

建、促进神经再生机制。然而，目前对 Akt1 蛋白保

护神经元的具体机制仍未阐明，随着对该蛋白作用

机制和癫 发病机制的进一步认识，可为颞叶癫

的治疗提供新的方法［21］。
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Figure 1 Light microscopoy findings. Spindled cells arrayed in loose fascicular or storiform HE staining low power magnified
Figure 2 Desmoplastic region of tumor tissue is rich in elongate GFAP⁃positive glial cells Immunohistochemical staining (EnVision)
low power magnified

促纤维增生性婴儿星形细胞瘤/神经节胶质细胞瘤

·临床医学图像·
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促纤维增生性婴儿星形细胞瘤/神经节胶质细胞瘤（DIA/DIG）为临床罕见的低级别神经上皮来源肿瘤（WHOⅠ级），好发

于幕上，大多于 2 岁前发病。其组织病理学特征表现为：光学显微镜下可见软脑膜纤维组织增生，以及分化较差的神经上皮成

分和皮质成分；大多数病例肿瘤组织中以富含胶原和网织纤维的纤维增生区为主要成分，梭形细胞排列呈疏松的束状和（或）

席纹状（图 1），这些梭形细胞中有很大一部分为胶质纤维酸性蛋白（GFAP）免疫组织化学染色阳性的星形胶质细胞（图 2）。
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