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文题释义： 

癫痫持续状态：指连续癫痫发作、持续时间超过 10-30 min 以上或每次癫痫发作间隔时间短、没有意识清

醒期，或者是出现了短暂的意识清醒马上又出现二次发作。分型如下：①局灶性癫痫持续状态：意识清醒，

仅局部某个部位抽动或者感觉异常，对人体的影响相对较小；②全面性癫痫持续状态：在发作期间意识完

全丧失或稍有缓解马上又出现意识丧失，对人体损害较大，易引起脑组织大量的缺氧，严重时可以造成患

者的死亡，应及早干预。 

丝裂原活化蛋白激酶(MAPKs)：是众多信号蛋白的一种，其激活调控一系列细胞活动。活化的 MAPK 通过

磷酸化核转录因子、细胞骨架蛋白及酶类等参与细胞增殖、分化、转化及凋亡的调节。 

 

摘要 

背景：星形胶质细胞增生是癫痫的重要形态学改变，增生的胶质细胞可产生细胞因子，继而激活 JAK/STAT

信号转导进一步促进胶质细胞的增生，从而影响癫痫的发生及复发，星形胶质细胞和信号转导途径相互影

响，在癫痫的发病中发挥重要作用。 

目的：探讨大麻素 2 型受体对癫痫持续状态幼年大鼠星形胶质细胞和 MAPK 通路 ERK、p38、JNK 蛋白激

活的影响。 

方法：健康雄性 SD 大鼠 40 只(18-21 d 龄)，随机分为 4 组：正常对照组、癫痫模型组、大麻素 2 型受体

激动剂 JWH133 组、大麻素 2 型受体拮抗剂 AM630 组，正常对照组仅给予生理盐水，其他各组大鼠腹腔

注射氯化锂和匹鲁卡品建立癫痫模型，并分别进行不同干预。发生癫痫持续状态后 24 h 取脑组织，采用免

疫荧光检测海马组织 GFAP与 p-ERK、p-p38、p-JNK的共表达，Real-time PCR 检测海马组织 GFAP mRNA

的表达。 

结果与结论：①癫痫模型组 GFAP/p-ERK、GFAP/p-p38 共表达较正常对照组增多(P < 0.05)，JWH133 组较

癫痫模型组减少(P < 0.05)，AM630 组较 JWH133 组增多(P < 0.05)；②癫痫模型组 GFAP/p-JNK 共表达较

正常对照组减少(P < 0.05)，JWH133组较癫痫模型组增多(P < 0.05)，AM630组较 JWH133组减少(P < 0.05)；

③癫痫模型组 GFAP 的 mRNA 表达较正常对照组减少(P < 0.05)，JWH133 组较癫痫模型组有明显增多(P < 

0.05)，而 AM630 组 GFAP 的表达降低(P < 0.05)；④结果表明，大麻素 2 型受体可以通过调控 MAPK 通路

ERK、p38、JNK 蛋白，从而影响癫痫持续状态下幼年癫痫大鼠海马区星形胶质细胞。 

关键词： 
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文章特点— 

(1)星形胶质细胞和信号
转导途径相互影响，在
癫痫的发病中发挥重
要作用； 

(2)大麻素 2 型受体在癫
痫中有一定作用，其可
作用于海马区的星形
胶质细胞，也可以作用
MAPK 通路中的 ERK、
JNK 和 P38 分支通路； 

(3)大麻素 2 型受体可以
通过调控 MAPK 通路
ERK、p38、JNK 蛋白，
从而影响大鼠海马区
星形胶质细胞，来减轻
癫痫持续状态后神经
元及星形胶质细胞的
损害。 

实验动物及分组： 
(1)健康雄性 SD 大鼠 40 只； 
(2)随机分为 4 组：正常对照组、癫
痫模型组、JWH133 组、AM630
组。 

干预： 
(1)正常对照组给予生理盐水； 
(2)其他 3 组大鼠腹腔注射氯化锂和
匹鲁卡品建立癫痫模型。 

(3)JWH133 组癫痫终止后，每 6 h
腹 腔 注 射 CB2R 激 动 剂
JWH133(1.5 mg/kg)； 

(4)AM630 组癫痫终止后，每 6 h 先
腹腔注射大麻素 2 型受体拮抗剂
AM630 (1 mg/kg)，15 min 后注射
大麻素 2 型受体激动剂 JWH133 
(1.5 mg/kg)。 

取材及检测指标： 
(1)发生癫痫持续状态后

24 h 取脑组织； 
(2)采用免疫荧光检测海
马 组 织 GFAP 与
p-ERK、p-p38、p-JNK
的共表达； 

(3)Real-time PCR 检测
海 马 组 织 GFAP 
mRNA 的表达。 

结论： 
大麻素 2 型受体可以
通过调控 MAPK 通路
ERK、p38、JNK 蛋白，
从而影响癫痫持续状
态下幼年癫痫大鼠海
马区星形胶质细胞。 



曹庆隽，杨凤华，王华. 癫痫持续状态下幼年癫痫大鼠海马区星形胶质细胞：大麻素 2 型受体调控 MAPK 通路的作用[J]. 

中国组织工程研究，2020，24(32):5179-5185. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.2868 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 5180 

Hippocampal astrocytes in juvenile rats with persistent epilepsy: the role of cannabinoid receptor type 2 
in regulating MAPK pathway   
 
Cao Qingjun, Yang Fenghua, Wang Hua (Department of Pediatric Neurology in Shengjing Hospital of China Medical University, Shenyang 

110004, Liaoning Province, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: Astrocyte proliferation is an important morphological change in epilepsy. Proliferated glial cells can produce cytokines, and 

in turn activates JAK/STAT signal transduction to promote glial cell proliferation, which affects the occurrence and recurrence of epilepsy. 

Astrocytes and signal transduction pathways interact with each other to play a role in the pathogenesis of epilepsy. 

OBJECTIVE: To investigate the effect of cannabinoid receptor type 2 (CB2R) on the activation of ERK, p38, and JNK proteins in astrocytes 

and MAPK pathways in juvenile rats with persistent epilepsy. 

METHODS: Forty healthy male Sprague-Dawley rats (18-21 days old) were randomly divided into four groups: normal control group, epilepsy 

model group, CB2R agonist JWH133 group, CB2R antagonist AM630 group. The normal control group was given only normal saline. In the 

other groups, rats were intraperitoneally injected with lithium chloride and pilocarpine to establish epilepsy models, and different interventions 

were performed. Twenty-four hours after the onset of epilepsy, brain tissues were taken. Co-expression of GFAP and p-ERK, p-p38, and 

p-JNK in hippocampal tissue was detected by immunofluorescence. Real-time PCR was used to detect the expression of GFAP mRNA in 

hippocampal tissue. 

RESULTS AND CONCLUSION: The co-expression of GFAP/p-ERK and GFAP/p-p38 was significantly higher in the epilepsy model group 

than the normal control group (P < 0.05), significantly lower in the JWH133 group than the epilepsy model group (P < 0.05), and significantly 

higher in the AM630 group than the JWH133 group (P < 0.05). The co-expression of GFAP/p-JNK was significantly lower in the epilepsy 

model group than in normal control group (P < 0.05), significantly higher in the JWH133 group than the epilepsy model group (P < 0.05), and 

significantly lower in the AM630 group than the JWH133 group (P < 0.05). The mRNA expression of GFAP was significantly decreased in the 

epilepsy model group compared with the normal control group (P < 0.05), significantly increased in the JWH133 group compared with the 

epilepsy model group (P < 0.05), and significantly reduced in the AM630 group compared with the JWH133 group (P < 0.05). Therefore, 

CB2R can regulate the expression of ERK, p38, JNK proteins in the MAPK pathway, thereby affecting astrocytes in the hippocampus of 

juvenile rats with persistent epilepsy. 

Key words: cannabinoid receptor type 2; status epilepticus; astrocytes; MAPK pathway; juvenile rats; experiment 
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0  引言  Introduction 

颞叶癫痫是难治性癫痫最常见的类型，占癫痫总发病率

的20%
[1]，严重影响患者的学习、生活及家庭，成为神经系

统疾病的一个顽疾。癫痫的发病机制十分复杂，至今未完全

搞清楚，目前认为癫痫的发病机制与离子通道、神经递质、

免疫、神经胶质细胞的改变有关[2]。丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinases，MAPKs)是众多信号蛋

白的一种，其激活调控一系列细胞活动。活化的MAPK通过

磷酸化核转录因子、细胞骨架蛋白及酶类等参与细胞增殖、

分化、转化及凋亡的调节[3-5]。MAPK通路包括4种下游途径：

细胞外信号调节激酶(extracellular signal-regulated kinase，

ERK)、c-Jun氨基酸末端激酶(c-Jun N-terminal kinase，

JNK)、P38和ERK5/BMK1。大麻素2型受体(cannabinoid 

receptor type 2，CB2R)属于G蛋白偶联受体超家族，在中枢

神经系统中有广泛的分布，比如大脑皮质、胼胝体、海马、

基底节区、小脑。研究显示，CB2R在癫痫持续状态下幼年

癫痫大鼠海马区呈现高表达，随癫痫发作后时间的延长达到

高峰；CB2R通过调节PI3K/AKT通路增加“癫痫微环境”下

星形胶质细胞增殖活性。由此可见，大麻素类物质对癫痫的

发作有抑制作用，能够减轻癫痫对局部脑组织的损害。基于

以上研究背景，该研究旨在通过检测MAPK通路中的不同蛋

白来阐明CB2R对幼年大鼠癫痫持续状态后的作用，以此来

研究CB2R对癫痫的意义。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2017年9月至2018年9月在中国

医科大学附属盛京医院实验室完成。 

1.3  材料  健康雄性SD大鼠40只，18-21 d龄，体质量

30-50 g，购自辽宁长生生物有限公司，保持12 h/12 h明/

暗周期，室温维持在22-24 ℃，自由进食和饮水。40只SD

大鼠随机分为4组，每组10只：正常对照组、癫痫模型组、

CB2R激动剂JWH133组和CB2R拮抗剂AM630组。 

1.4  实验方法 

1.4.1  癫痫动物模型建立  首先大鼠经腹腔注射氯化锂 

(3 mEq/kg，即127 mg/kg)，18-20 h后腹腔注射匹鲁卡品

(30 mg/kg)，在注射匹鲁卡品前30 min腹腔注射溴化甲基

东莨菪碱(1 mg/kg)以拮抗匹鲁卡品外周胆碱能反应，每 

30 min腹腔注射1次10 mg/kg匹鲁卡品，直到出现癫痫持

续状态，每只大鼠匹鲁卡品注射剂量≤60 mg/kg。正常对

照组以生理盐水代替氯化锂及匹鲁卡品，其他处理同上。

观察大鼠腹腔注射匹鲁卡品后行为学变化，痫性发作等级

评价标准采用Racine(1972年)分级标准：0级：无反应；Ⅰ

级：耳面部肌肉抽搐；Ⅱ级：以点头或甩尾为主的肌肉抽

搐；Ⅲ级：单侧肢体的阵挛及抽搐；Ⅳ级：双侧肢体阵挛

或全身强直阵挛发作，伴有身体直立；Ⅴ级：抽搐，持续

站立、身体背曲强直、跌倒。根据以上评价标准，经过Ⅳ

级以上发作后进入惊厥持续状态认为造模成功，为减少动

物死亡率，在癫痫持续状态后90 min给予地西泮(10 mg/kg)

腹腔注射以终止癫痫持续状态，监测癫痫持续状态脑电图。 

1.4.2  造模后各组干预情况  正常对照组：正常大鼠腹腔

注射生理盐水；癫痫模型组：腹腔注射氯化锂和匹鲁卡品 
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造模，发生癫痫持续状态后24 h处死采集标本；JWH133

组：腹腔注射氯化锂和匹鲁卡品造模，癫痫终止后，每6 h

腹腔注射CB2R激动剂JWH133(参考剂量1.5 mg/kg)，发生

癫痫持续状态后24 h处死采集标本；AM630组：模型+ 

CB2R激动剂+CB2R拮抗剂：腹腔注射氯化锂和匹鲁卡品

造模，癫痫终止后，每6 h先腹腔注射拮抗剂AM630(参考

剂量1 mg/kg)，15 min后注射CB2R激动剂JWH133 (参考

剂量1.5 mg/kg)，发生癫痫持续状态后24 h处死采集标本。 

1.4.3  标本采集及制备  实验动物分别于癫痫持续状态

后24 h处死。先将实验动物(每组10只)给予10%水合氯醛

(350 mg/kg)腹腔麻醉，经左心室灌流(生理盐水和40 g/L

多聚甲醛)后迅速开颅取脑，一部分脑组织于40 g/L多聚甲

醛中低温避光固定，脱水、透明、浸蜡、包埋，制成5 μm

厚的组织切片用于免疫荧光等检测，另一部分脑组织放入

液氮速冻转至-80 ℃保存用于后续Real-time PCR检测。 

1.4.4  免疫荧光检测大鼠脑海马组织中GFAP与p-ERK、

p-p38、p-JNK的共表达  以GFAP来标记星形胶质细胞，

应用免疫荧光方法对海马组织中星形胶质细胞进行鉴定。

p-ERK、p-p38、p-JNK是GFAP通路中的主要3个通路分支，

分别是ERK、p38、JNK的活化形式，所以检测p-ERK、

p-p38、p-JNK的免疫荧光表达。 

  取出多聚甲醛固定的脑组织，进行石蜡包埋、切片、

免疫荧光前准备，抗原热修复，体积分数为3%过氧化氢以

及体积分数为5%-10%血清封闭非特异性抗体，一抗稀释

浓 度 GFAP/p-P38(1 ∶ 50/1 ∶ 200) ， GFAP/p-ERK1/2   

(1∶50/1∶50)，GFAP/p-JNK(1∶50/1∶100)。按照上述

组合滴加抗体共同孵育，滴加至完全覆盖细胞，4 ℃孵育

过夜，浸泡在PBS中5 min×3次，滴加荧光二抗，二者均用

PBS(1∶200)稀释(以下操作注意避光)，滴加至完全覆盖组

织，室温孵育90 min；浸泡在PBS中5 min×3次，滴加DAPI

至完全覆盖组织以复染核，浸泡在PBS中5 min×3次，胶头

滴管滴加半滴抗荧光淬灭剂，盖玻片封固。 

  随机选取5个视野，分别计数每个视野p-ERK、p-p38、

p-JNK与GFAP共表达的星形胶质细胞数，并除以总GFAP

阳性的细胞数，计算出双重荧光表达率，最后取平均值。 

1.4.5  Real-time PCR检测大鼠脑海马组织中GFAP 

mRNA的表达  取出-80 ℃冷冻保存的幼年大鼠海马组

织，在EP管中加入50 mg组织与1 mL Trizol，剪碎脑组织

并用5 mL注射器抽打，提取细胞沉淀中的总RNA，紫外分

光光度计测定总RNA的浓度和纯度，按Takara(RR047A)

反转录试剂盒条件配20 μL体系进行反转录，取出标本，按

Takara(RR047A)扩增试剂盒说明加入引物(Takara公司设

计合成，见表1)及试剂配20 μL体系进行PCR扩增，反转录

得到cDNA；新鲜稀释阳性模板，取不同梯度上机，得出

RT-PCR标准曲线；上样，每个样本2个指标，每个指标3

个重复孔。 

 

 

 

 

 

 

 

1.5  主要观察指标   ①CB2R对癫痫发作的影响；②

CB2R对大鼠海马星形胶质细胞MAPK通路的影响；③癫痫

幼年大鼠海马GFAP mRNA的动态表达。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 12.0软件进行分析，计量

资料以x
_

±s表示，两组均值比较在方差齐时用t 检验，若

方差不齐用K个样本独立检验，P < 0.05为差异有显著性

意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  癫痫模型的建立  每只幼年大鼠均在匹鲁卡品注射

后8-20 min出现临床症状，从最开始有立毛、流泪等外周

胆碱症状，随之出现了少动、凝视、眨眼、面部痉挛、点

头样动作、单侧肢体及双侧肢体抽搐、双下肢强直、躯干

背曲强直、站立、跌倒或反转，呈现强直-阵挛持续状态，

在10-40 min均已经达到Ⅳ级。 

癫痫发作达到持续状态共30只幼鼠，24 h内有频繁发

作，发作后精神状态差、食欲减退、活动减少，部分幼年

大鼠24 h后仍有间断发作，持续时间逐渐减少，可自行缓

解，发作形式同急性期。 

2.2  CB2R减轻癫痫发作  因为各组均在发生癫痫持续状

态24 h后处死大鼠，在应用地西泮终止惊厥持续状态后，

癫痫模型组、JWH133组、AM630组有短时间的惊厥终止，

组织工程实验动物造模过程的相关问题 

造模目的： 观察 CB2R 对幼年模型大鼠癫痫持续状态后的作用 

选择动物的基本资料： 健康雄性 SD 大鼠 40 只，18-21 d 龄，体质量 30-50 g，

购自辽宁长生生物有限公司 

模型与所研究疾病的关

系： 

研究显示，CB2R 在癫痫持续状态下幼年癫痫大鼠海

马区呈现高表达 

造模技术描述： 腹腔注射氯化锂和匹鲁卡品建立癫痫模型 

动物数量及分组方法： 40 只 SD 大鼠随机分为 4 组，每组 10 只：正常对照

组、癫痫模型组、CB2R 激动剂 JWH133 组和 CB2R

拮抗剂 AM630 组 

造模成功评价指标; 痫性发作等级评价标准采用 Racine(1972 年)分级标

准，经过Ⅳ级以上发作后进入惊厥持续状态认为造模

成功 

造模后取材及观察指标： 癫痫持续状态后 24 h取大鼠脑海马组织，观察CB2R

对癫痫发作的影响、CB2R 对大鼠海马星形胶质细胞

MAPK通路的影响、癫痫幼年大鼠海马GFAP mRNA

的动态表达 

伦理委员会批准: 该实验经过中国医科大学附属盛京医院动物实验伦

理委员会批准，批准号为 2018PS201K 

 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 

β-actin F：5’-GGA GAT TAC TGC CCT GGC TCC TA-3’ 

 R：5’-GAC TCA TCG TAC TCC TGC TTG CTG-3’ 

GFAP F：5’-TAG GAG TGG TAG GGC AGA CTT G -3’ 

 R：5’-GCA ACC AGG AAT AGA CCT TCA CAA-3’ 
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但在惊厥持续状态后24 h内仍有间断惊厥发作，并且每组

均有大鼠可达Ⅳ级、Ⅴ级。癫痫模型组、JWH133组、AM630

组惊厥持续状态终止后仍可达Ⅳ级、Ⅴ级的比率分别为

40%(4/10)，20%(2/10)，50%(5/10)，各组再次达到Ⅳ级、

Ⅴ级的持续时间不等，组内差异较大，无明显规律。癫痫

模型组、JWH133组、AM630组在大鼠未发作阶段均精神

状态差、食欲减退、活动减少。正常对照组大鼠正常饮食

活动，无一例惊厥发作。 

2.3  CB2R对大鼠海马星形胶质细胞MAPK通路的影响  

2.3.1  GFAP+p-ERK荧光显示结果  见图1。癫痫模型组

匹鲁卡品致幼年大鼠癫痫持续状态后，其GFAP+p-ERK共

表达较正常对照组海马区CA1、CA3和DG区有明显的增

加，以CA1区较明显(P < 0.05)，而JWH133组较癫痫模型

组有所减少(P < 0.05)，JWH133组与正常对照组相差不

多；AM630组在经过激动剂JWH133和拮抗剂AM630处理

后，GFAP+p-ERK共表达较JWH133组有明显增多(P < 

0.05)，并且较癫痫模型组也有所增加，双重荧光比值分析

见表2和图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2  GFAP+p-p38荧光显示结果  见图3。癫痫模型组匹

鲁卡品致幼年大鼠癫痫持续状态后，其GFAP+p-p38共表

达较正常对照组海马区CA1、CA3和DG区有明显增加，以

CA1区较明显，而JWH133组较癫痫模型组有所减少，

JWH133组与正常对照组相差不多；AM630组在经过激动

剂JWH133和拮抗剂AM630处理后，GFAP+p-p38共表达

较JWH133组有明显增多，并且较癫痫模型组也有所增加，

双重荧光比值分析见表2和图4。 

2.3.3  GFAP+p-JNK荧光显示结果  见图5。正常对照组

GFAP+p-JNK存在共表达，癫痫模型组匹鲁卡品致幼年大

鼠癫痫持续状态后，其GFAP+p-JNK共表达较正常对照组

海马区CA1、CA3和DG区有减弱，而JWH133组较癫痫模

型组有增强，AM630组在经过激动剂JWH133和拮抗剂

AM630处理后，GFAP+p-JNK共表达减弱，与单纯癫痫模

型组无明显差异，可见通过调节CB2R会影响JNK在匹鲁卡

品致幼年大鼠癫痫持续状态后的海马区表达，见表2和图6。

2.4  癫痫幼年大鼠海马GFAP mRNA的动态表达  癫痫

模型组GFAP的mRNA表达较正常对照组减少，JWH133

组较癫痫模型组有明显增多，而AM630组GFAP的表达降

低，见图7。 

3  讨论  Discussion 

颞叶癫痫是难治性癫痫最常见的类型，占癫痫总发病率

20%
[1-6]，严重影响患者的学习、生活及家庭，成为神经系统

疾病的一个顽疾。在儿童期可发病的癫痫疾病中，颞叶癫痫

对抗癫痫药物不敏感，使患儿的癫痫发作控制不良，对其神

经系统的正常发育产生较严重的影响，故应当积极控制在儿

童期发作的颞叶癫痫，以减少对患儿生长发育的不良影响。 

癫痫的发病机制十分复杂，至今未完全搞清楚，目前

认为癫痫的发病机制与离子通道、神经递质、免疫、神经

胶质细胞的改变有关[7-12]。该实验应用匹鲁卡品致癫痫持续

状态模型，该模型较点燃模型及海人酸致痫大鼠模型在行

为、脑电图、病理等特性上与人类颞叶癫痫有很高的相似

性[13-20]，在此基础上研究CB2R对幼年大鼠发生癫痫持续状

态的作用，以及对癫痫持续状态海马组织中星形胶质细胞

和MAPK信号通路的影响。 

在匹鲁卡品诱导持续状态癫痫模型组幼年大鼠，给予

地西泮注射终止其惊厥持续状态后仍有间断的Ⅳ级、Ⅴ级

惊厥发作，而在给予CB2R激动剂JWH133后，其再次发生

Ⅳ级、Ⅴ级惊厥的频率较癫痫模型组有明显减少 (P < 

0.05)，而这种保护作用在给予CB2R拮抗剂AM630后被明

显抑制，JWH133组与AM630组再次发生Ⅳ级、Ⅴ级惊厥

的概率也有明显差异(P < 0.05)，可见激活CB2R可以减轻

癫痫大鼠的临床发作，而抑制CB2R后大鼠癫痫发作加重，

可见调控CB2R可以影响癫痫的发作。 

在既往的研究中多针对神经元的活性和增殖情况，对

于星形胶质细胞的研究较少，虽然癫痫的发生是因为大脑

神经元异常放电所引起的，但是作为中枢神经系统中数量

最多、体积最大的星形胶质细胞在癫痫发生中的作用也是

至关重要的[21-28]。既往认为星形胶质细胞主要是对神经元

提供营养和支持作用。现在随着研究的深入，发现星形胶

质细胞可以通过调动离子和神经递质来作用于神经元，例

如星形胶质细胞调控信号通路、谷氨酸受体、水和钾、钙

离子代谢、缝隙连接和炎症免疫反应，这些作用都与癫痫

的发病密切相关[29-34]。现在对癫痫的信号通路研究较为广

泛，如MAPK、NF-κB、mTOR、Wnt等[33-37]，该实验主要

对MAPK通路进行研究。 

MAPKs是众多信号蛋白的一种，其激活调控一系列细

胞活动。活化的MAPK通过磷酸化核转录因子、细胞骨架蛋

白及酶类等参与细胞增殖、分化、转化及凋亡的调节[14-22]。

MAPK 信号转导是以三级激酶级联的方式进行的，首先

MAPK激酶的激酶(mitogen-activated protein kinase kinase 

kinase，MAKKK)受有丝分裂原刺激磷酸化而激活，在此基

础 上 MAPKKK 转 而 磷 酸 化 激 活 MAPK 激 酶

(mitogen-activated protein kinase kinase，MAPKK)，最后

由MAPKK磷酸化激活MAPK，使其活化进而转入核内。

MAPK 通路包括 4 种下游途径：ERK、 JNK 、P38 和

ERK5/BMK1。XU等[38]通过对脊髓基因的扩增、表达分析，  

表 2  CA1 区免疫双重荧光检测 GFAP 与 p-ERK、p-p38、p-JNK 共

表达荧光比值                                           (x
_

±s) 

Table 2  Fluorescence ratio of co-expression of GFAP and p-ERK, 

p-p38, and p-JNK in CA1 detected by immunofluorescence 

双荧光 正常对照组 癫痫模型组 JWH133 组 AM630 组 

GFAP/p-ERK 0.363±0.021 0.565±0.121 0.271±0.073 0.623±0.110 

GFAP/p-p38 0.226±0.034 0.412±0.087 0.193±0.021 0.326±0.056 

GFAP/p-JNK 0.428±0.085 0.167±0.042 0.330±0.045 0.205±0.064 
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图注：箭头所示为海马星形胶质细胞。癫痫模型组 GFAP+p-ERK 共

表达较正常对照组增多，而 JWH133 组较癫痫模型组有所减少， 

AM630 组在经过激动剂 JWH133 和拮抗剂 AM630 处理后，

GFAP+p-ERK 共表达较 JWH133 组有明显增多，并且较癫痫模型组

也有所增加 

图 1  CA1 区免疫双重荧光检测 GFAP 与 p-ERK 共表达(红：p-ERK；

绿：GFAP，×400) 

Figure 1  Co-expression of GFAP and p-ERK in CA1 region 

detected by double immunofluorescence staining (red: p-ERK; 

green: GFAP, ×400) 

正常对照组 

   

癫痫模型组 

   

JWH133 组 

    

AM630 组 

图注：与正常对照组比较，a
P < 0.05；与癫痫模型组比较，b

P < 0.05，

与 JWH133 组比较，c
P < 0.05 

图 2  CA1 区免疫双重荧光检测 GFAP 与 p-ERK 共表达 

Figure 2  Co-expression of GFAP and p-ERK in CA1 region 

detected by double immunofluorescence staining 
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癫痫模型组 

JWH133 组 

AM630 组 

图注：箭头所示为海马星形胶质细胞。癫痫模型组 GFAP+p-p38 共

表达较正常对照组增加，JWH133 组较癫痫模型组有所减少，AM630

组在经过激动剂 JWH133 和拮抗剂 AM630 处理后，GFAP+p-p38 共

表达较 JWH133 组有明显增多，并且较癫痫模型组也有所增加 

图 3  CA1 区免疫双重荧光检测 GFAP 与 p-p38 共表达(红：p-p38；

绿：GFAP，×400) 

Figure 3  Co-expression of GFAP and p-p38 in CA1 region 

detected by double immunofluorescence staining (red: p-p38; 

green: GFAP, ×400) 

正常对照组 

   

癫痫模型组 

   

JWH133 组 

    

AM630 组 

p-ERK            GFAP            DAPI           MERGE 

p-P38            GFAP           DAPI         MERGE 

图注：与正常对照组比较，a
P < 0.05；与癫痫模型组比较，b

P < 0.05；

与 JWH133 组比较，c
P < 0.05 

图 4  CA1 区免疫双重荧光检测 GFAP 与 p-p38 共表达 

Figure 4  Co-expression of GFAP and p-p38 in CA1 region 

detected by double immunofluorescence staining 
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正常对照组 
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JWH133 组 

AM630 组 
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图注：箭头所示为海马星形胶质细胞。正常对照组 GFAP+p-JNK 共表

达非常少，癫痫模型组较正常对照组有少许减弱，而 JWH133 组较癫痫

模型组略有增强，但较正常对照组变化不大，AM630 组在经过激动剂

JWH133 和拮抗剂 AM630 处理后，GFAP+p-JNK 共表达近乎消失 

图 5  CA1 区免疫双重荧光检测 GFAP 与 p-JNK 共表达(红：p-JNK；

绿：GFAP，×400) 

Figure 5  Co-expression of GFAP and p-JNK in CA1 region 

detected by double immunofluorescence staining (red: p-JNK; 

green: GFAP, ×400) 

p-JNK            GFAP         DAPI         MERGE 

正常对照组 
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AM630 组 

图注：与正常对照组比较，a
P < 0.05；与癫痫模型组比较，b

P < 0.05；

与 JWH133 组比较，c
P < 0.05 

图 6  CA1 区免疫双重荧光检测 GFAP 与 p-JNK 共表达 

Figure 6  Co-expression of GFAP and p-JNK in CA1 region 

detected by immunofluorescence 
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图注：与正常对照组比较，a
P < 0.05；与癫痫模型组比较，b

P < 0.05；

与 JWH133 组比较，c
P < 0.05 

图 7  各组大鼠大脑海马组织 GFAP mRNA 的表达 

Figure 7  GFAP mRNA expression in the hippocampus of rats 
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显示CB2R激活可以通过MAPK途径对紫杉醇导致的神经病

理改变起到保护作用。BALENQA等[39]通过对人类特殊易感

细胞 HEK293 细胞进行实验，发现 CB2R 可以激活

ERK1/ERK2信号通路。SU等 [40] 发现CB受体激动剂

WIN55、212-2和脂肪酸酰胺水解酶抑制剂URB597对慢性

低灌注导致的神经元凋亡有抑制作用，是通过抑制c-Jun N

端激酶信号通路而实现的。WANG等[41]在实验性膀胱炎中

发现有CB2R的激活，是通过MAPK通路而实现的，其中

ERK1/2、p38和JNK均有参与，但是3条通路之间的交叉并

未提及。该实验通过检测MAPK通路中的不同蛋白来阐明

CB2R对幼年大鼠癫痫持续状态后的作用，以此来研究

CB2R对癫痫的意义。 

GFAP 作为星形胶质细胞特异性的表达蛋白，

Real-time PCR结果显示：癫痫模型组较正常对照组GFAP 

mRNA表达减少，考虑在癫痫持续状态后24 h处死大鼠，

星形胶质细胞仍处于缺血缺氧状态，故GFAP表达减少，

而JWH133能够减少癫痫持续状态对星形胶质细胞的损

害，然而通过何种作用机制来保护AST，需要进一步研究。

实验以GFAP与MAPK通路中ERK、JNK和P38活化后的形

式，即p-ERK、p-JNK和p-p38进行双标检测。GFAP与

p-ERK双标在CA1、CA3、DG区均有共同表达，癫痫模型

组较正常对照组增多，说明癫痫持续状态后可以促使星形

胶质细胞内的ERK激活，使其磷酸化，继续进行下一步通

路的传递，而JWH133组GFAP与p-ERK的共表达较癫痫模

型组有所减少，但在AM630组中共表达再次增多，说明应

用CB2R选择性激动剂JWH133可以抑制星形胶质细胞中

ERK的活化，而这种作用可以被CB2R抑制剂AM630所减

弱，CB2R可以对癫痫持续状态后的星形胶质细胞的ERK

进行调控；而同样在GFAP与p-p38的共表达中，癫痫模型

组较正常对照组明显增多，说明星形胶质细胞内的p38激

活，而这种激活却在应用JWH133后有所缓解，在AM630

组中再次增多，可见CB2R同样可以作用星形胶质细胞中

的p38通道；但是在p-JNK与GFAP的共表达中，却没有得

到与GFAP与p-ERK和p-p38共表达相类似的结果。癫痫模

型组中p-JNK与GFAP表达较正常对照组有所减少，

JWH133组较癫痫模型组增多，而AM630组再次减少，说

明在癫痫持续状态后MAPK通路中的JNK被抑制，但是在

JWH133的作用下却可以引起 JNK的活化增多，使用

AM630后进一步抑制其活化作用。整体可见CB2R在癫痫

中有一定作用，其可作用于海马区的星形胶质细胞，并且

可以作用MAPK通路中的ERK、JNK和P38分支通路。 

实验在成功应用匹鲁卡品诱导癫痫持续状态后，应用

CB2R选择性激动剂JWH133及抑制剂AM630，观察癫痫

持续状态发作后的癫痫发作强度。所有动物均在癫痫持续

状态后24 h处死，癫痫本身除了惊厥急性期对大鼠有影响，

并且随着年龄增长，对大鼠的认知及行为也均有影响，所

以在以后的研究中要对大鼠的生长进行一个动态监测，同

时检测不同时间段MAPK通路中一系列蛋白表达变化情

况。MAPK通路非常复杂，最重要的3条通路分别是ERK、

p38和JNK，而通路中各蛋白之间的相互作用非常复杂，该

研究只针对通路中的3个主要蛋白进行研究，但是也只对蛋

白的激活做了检测，并未对蛋白通路阻断后星形胶质细胞

的变化及CB2R的激活进行研究。癫痫持续状态后急性期

有MAPK通路中3个分支通路的改变，分别是ERK、p38和

JNK与星形胶质细胞间的共表达，发现癫痫持续状态后急

性期海马组织中p-ERK、p-p38激活状态与星形胶质细胞共

表达明显增加，增加CB2R的活性可以抑制星形胶质细胞

中p-ERK、p-p38激活，而p-JNK在癫痫持续状态后的表达

有所减少，增加CB2R的活性却能够促进星形胶质细胞中

p-JNK激活。该实验是应用动物标本进行研究，为明确星

形胶质细胞的作用与影响因素，将在细胞层面进行深一层

次研究。 
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