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研究原著

环磷酸腺苷反应元件结合蛋白调控耐药性癫痫大鼠海马内脑源性神经营养因子的表达

文题释义：

耐药性癫痫：癫痫发作是指由于脑神经元超极化放电造成一过性大脑功能紊乱症状，由已知或未知病因所引起，以反复癫痫发作的倾向性

和易感性为特点。癫痫患者经2种及2种以上规范的抗癫痫治疗方案后仍不能有效地控制癫痫发作，被称为耐药性癫痫。

脑源性神经营养因子：由1982 年德国生物学家从猪脑提取液中获得，是神经营养因子家族的一员。脑源性神经营养因子在脑组织中广泛

存在，但以海马组织和皮质含量最高。近年来研究发现，脑源性神经营养因子与癫痫发病机制有密切的关系，颞叶癫痫患者癫痫发作会导

致脑源性神经营养因子表达增加，可能促进海马齿状回苔藓纤维出芽，构建了多突触环路，导致神经元异常放电。

摘要

背景：耐药性癫痫的形成机制尚不清楚，其中环磷酸腺苷反应元件结合蛋白(cAMP response element-binding protein，CREB)及脑源性神经

营养因子(brain-derived neurotrophic factor，BDNF)在耐药性癫痫形成过程中的作用已被广泛研究。

目的：使用慢病毒转染法调控正常大鼠海马CREB表达水平，探究其对耐药性癫痫形成过程及海马内BDNF表达的影响。

方法：使用过表达慢病毒或干扰慢病毒调控大鼠海马中CREB表达水平，检测病毒转染结果；大鼠注射病毒7 d后构建氯化锂-匹罗卡品癫痫

模型，随后使用苯妥英钠和苯巴比妥进行耐药性筛选，筛选出耐药性癫痫大鼠，分为过表达组、过表达对照组、干扰组、干扰对照组，观

察筛药过程中大鼠癫痫发作次数变化，使用蛋白质免疫印迹法及实时荧光定量PCR法检测大鼠海马中CREB及BDNF表达水平。

结果与结论：①病毒转染后14 d，大鼠海马区满布绿色荧光，病毒转染水平较好；②药筛前过表达组大鼠癫痫发作次数多于过表达对照

组，干扰组大鼠癫痫发作次数少于干扰对照组；药筛后过表达组大鼠癫痫发作次数多于过表达对照组，干扰组大鼠癫痫发作次数少于干扰

对照组；③过表达组大鼠CREB、BDNF表达水平高于过表达对照组，同样干扰组大鼠CREB、BDNF水平低于干扰对照组；④结果表明，调控

大鼠海马内CREB表达水平会影响大鼠癫痫发作及耐药性癫痫的形成，通过调控CREB表达可能会对耐药性颞叶癫痫大鼠海马内BDNF表达水

平产生影响。
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Abstract
BACKGROUND: The formation mechanism of drug-resistant epilepsy is still unclear, and the role of cAMP response element-binding protein (CREB) and (brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) in the formation of drug-resistant epilepsy has been widely studied.
OBJECTIVE: To regulate the expression of CREB in the hippocampus of normal rats by lentivirus transfection and to explore its effect on the formation of drug-
resistant epilepsy and the expression of BDNF in the hippocampus of rats.
METHODS: Lentivirus overexpression or interfering was used to regulate the expression level of CREB in the hippocampus of rats and detect the virus 
transfection results. Lithium-pilocarpine induced epilepsy models were established in rats 7 days after lentivirus injection. Sodium phenytoin and phenobarbital 
were then used for resistance selection. Drug-resistant epileptic rats were screened and divided into overexpression group, overexpression control group, 

1
贵州医科大学，贵州省贵阳市  550004；2

贵州医科大学附属医院，贵州省贵阳市  550004
第一作者：李婧萱，女，1998 年生，黑龙江省哈尔滨市人，汉族，贵州医科大学在读硕士，主要从事癫痫病研究。

通讯作者：伍国锋，博士，教授，主任医师，贵州医科大学附属医院，贵州省贵阳市  550004
https://orcid.org/0000-0002-2586-7861( 李婧萱 )
基金资助：贵州医科大学附属医院国家自然科学基金 (NSFC) 面上基金培育计划项目 (gyfynsfc-2021-8)，项目负责人：伍国锋

引用本文：李婧萱，时黛，伍国锋 . 环磷酸腺苷反应元件结合蛋白调控耐药性癫痫大鼠海马内脑源性神经营养因子的表达 [J]. 中
国组织工程研究，2023，27(35):5659-5664. 

李婧萱 1，时  黛 1，伍国锋 2

文章快速阅读：大鼠海马 CREB 表达水平对耐药性癫痫形成过程及脑源性神经营养因子表达的影响
https://doi.org/10.12307/2023.847  

投稿日期：2022-10-20

采用日期：2022-11-30

修回日期：2023-01-31

在线日期：2023-02-14

中图分类号： 

R459.9；R318；R363.2+1 

文章编号： 

2095-4344(2023)35-05659-06

文献标识码：A 

对照组

过表达组

过表达对照组

干扰组

干扰对照组

SD
大鼠

结论：
调 控 大 鼠 海 马
CREB 表达水平可
以影响耐药性癫
痫发作频率及程
度，并正向调控
耐药性癫痫大鼠
海马内脑源性神
经营养因子的表
达水平。

氯化
锂 -
匹罗
卡品
急性
癫痫
模型

无处理

CREB 过表达慢病毒

CREB 过表达对照慢病毒

经苯巴比妥
及苯妥英钠

2 次耐药性
筛选CREB 干扰慢病毒

CREB 干扰对照慢病毒



5660｜中国组织工程研究｜第27卷｜第35期｜2023年12月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

研究原著

0   引言   Introduction
癫痫是神经系统最常见疾病之一，以大脑神经元异常

过度放电导致的短暂大脑功能障碍为特征。世界范围内有    

7 000 多万癫痫患者，癫痫已成为继头痛之后的神经系统第二

大疾病
[1]
。癫痫是一种复杂的神经系统综合征，其发生机制

是脑神经元过度兴奋和异常放电，临床主要表现为突发性意

识障碍暨抽搐
 [2-3]

。虽然许多癫痫患者经过目前的抗癫痫药物

正规治疗可以获得缓解，但依然有 20%-30% 的癫痫患者对药

物治疗不敏感，发展为耐药性癫痫
[4]
。耐药性癫痫定义为癫

痫患者对 2 种可以耐受、适当选择的抗癫痫药物方案 ( 无论是

单一治疗还是联合治疗 ) 进行充分治疗仍然失败，不能实现癫

痫发作停止 12 个月以上的目标 ( 所有类型的癫痫发作 )，或

无癫痫发作的时间未能超过治疗开始前间歇期的 3 倍
[5]
。随

着时间推移，耐药性癫痫的发病率逐年升高，耐药性癫痫患

者过早死亡、受伤、心理社会功能障碍和生活质量降低的风

险增加
[6-7]

，临床上迫切需要找到新的抗癫痫药物作用靶点
[8-9]

。

目前 γ-氨基丁酸能传递受损被认为是耐药性癫痫产生机

制之一，人们希望探究其受损机制继而找到治疗耐药性癫痫的

新途径
[10-11]

。在耐药性癫痫患者及动物模型中均检测到其上游

转录因子环磷酸腺苷 (cyclic adenosine monophosphate，cAMP)

反应元件结合蛋白 (cAMP response element-binding protein，
CREB) 的靶基因表达水平明显增强

[12-13]
。迄今为止，多种 CREB

靶基因已被证明与耐药性癫痫密切相关
[14]
，包括 γ-氨基丁酸、

脑源性神经营养因子 (brain-derived neurotrophic factor，BDNF)、

环氧化酶 2和NMDA受体 2B亚基 (NMDA receptor 2B，NR2B) [15]
。

虽然现今 γ-氨基丁酸被研究者们广泛认为是癫痫患者产生耐

药性的主要机制，但也有不少研究表明 BDNF 在耐药性癫痫中

的作用不可忽视
[16-18]

。研究认为 CREB-BDNF-TrkB 信号通路可能

在耐药性癫痫发生发展中起重要作用
[19-20]

。

该研究为进一步探讨 CREB 与 BDNF 在耐药性癫痫发生

发展中的作用，通过注射 CREB 过表达及 CREB 干扰慢病毒调

控大鼠海马组织 CREB 表达水平，探究 CREB-BDNF-TrkB 信号

通路对耐药性癫痫形成过程的影响，为耐药性癫痫的临床治

疗及药物开发提供新思路。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机分组对照动物学体内实验，组间均数比较方

差齐时采用成组 t 检验，方差不齐时采用校正 t 检验；不符

interference group and interference control group. The frequency of epileptic seizures during the screening process was observed and the expression levels of 
CREB and BDNF in the hippocampus of rats were measured by western blot and real-time fluorescence quantitative PCR.
RESULTS AND CONCLUSION: Fourteen days after virus transfection, the hippocampus of rats was covered with green fluorescence, indicating that the virus 
transfection level was good. The frequency of epileptic seizures in the overexpression group was higher than that in the overexpression control group and the 
frequency of epileptic seizures in the interference group was lower than that in the interference control group. The expression levels of CREB and BDNF in the 
overexpression group were higher than those in the overexpression control group, while the expression levels of CREB and BDNF in the interference group were 
lower than those in the interference control group. These results indicate that the regulation of CREB expression level in the hippocampus of rats can affect 
epileptic seizures and formation of drug-resistant epilepsy in rats, and regulating CREB expression may affect the expression level of BDNF in the hippocampus 
of rats with drug-resistant temporal lobe epilepsy.
Key words: drug-resistant epilepsy; brain-derived neurotrophic factor; cAMP response element-binding protein; CREB-BDNF-TrkB signaling pathway
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合正态分布的计量资料采用 Wilcoxon 秩和检验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 6 月至 2022 年 6 月在贵州

医科大学临床医学院完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   选取 SPF 级成年雄性健康 SD 大鼠共 120 只，

6-8 周龄，体质量 200-250 g，由贵州医科大学实验动物中心

提供，动物许可证号：SCXK( 黔 )2018-0001。实验方案经贵

州医科大学动物实验伦理委员会批准 (No.2101479)。将动物

置于实验室 1 周适应环境， 单笼喂养，自由进食和饮水，室

温 21-25 ℃，自然采光，大鼠实验前禁食 10 h。实验均在上

午 9 时开始，实验时保持安静。

1.3.2   主要试剂及仪器   氯化锂 ( 美国 Sigma 公司 )；匹罗

卡品 ( 国药集团化学试剂有限公司 )；苯妥英钠 ( 新亚药业

有限公司 )；苯巴比妥钠 ( 新亚药业有限公司 )；CREB 过表

达慢病毒 ( 吉凯基因公司 )；CREB 干扰慢病毒 ( 吉凯基因公

司 )；CREB 一抗 ( 武汉 Proteintech 公司 )；BDNF 一抗 ( 武汉

Proteintech 公司 )；GAPDH 一抗 ( 武汉 Proteintech 公司 )；

羊抗兔 IgG HRP 二抗 ( 武汉 Proteintech 公司 )；十二烷基硫

酸钠 ( 美国 Sigma 公司 )；PVDF 转移膜 ( 美国 Millipore 公

司 )；化学发光试剂 ( 美国 Millipore 公司 )；Trizol 试剂盒 ( 美

国 Invitrogen 公司 )；SYBR Green PCR 试剂盒 (KM4101 美国

KAPA Biosystems 公司 )；反转录试剂盒 ( 日本 TAKARA 公司 )。

超净工作台 ( 苏州金净净化设备公司 )；-80 ℃冰箱 ( 德国

Eppendorf 公司 )；荧光显微镜 ( 日本 Olympus 公司 )；荧光 

PCR 仪 ( 美国 Bio-Rad 公司 )；微量加样器 (Thermo Fisher)。
1.4   实验方法   

1.4.1   CREB 调控慢病毒构建及包装   CREB 过表达慢病毒、

CREB ShRNA 干扰慢病毒及其相应对照病毒均由上海吉凯基

因公司构建、包装及鉴定。CREB过表达慢病毒为使用引物 (序

列：5’-GAG GAT CCC CGG GTA CCG GTC GCC ACC ATG ACC ATG 

GAC TCT GGA GCA G-3’ 和 5’-TCC TTG TAG TCC ATA CCA TCT GAC 

TTG TGG CAG TAA AGG-3’) 克隆出大鼠 CREB1 基因 cDNA 序列

插入到 GV358 载体中构建、扩增、包装而成，CREB 过表达

对照慢病毒为使用 GV358 空载体包装而成。CREB 干扰慢病

毒以 GV248 载体为基础，使用 ShRNA 序列 5’-GGG CCT GCA 

GAC ATT AAC CAT-3’、5’-GTG CCC AGC AAC CAA GTT GTT-3’、
5’-CAA AAC ATT GAT TGA GGA GCT-3’，对照插入序列为 5’-TTC 

TCC GAA CGT GTC ACG T-3’。
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1.4.2   双侧海马 CA3 区注入调控 CREB 的慢病毒   腹腔注射乌

拉坦 (6 mL/kg) 麻醉至大鼠角膜反射消失后固定于脑立体定

位仪上，使用体积分数为 75% 乙醇消毒局部皮肤，正中切口

1 cm，暴露颅骨及前囱，剥离骨面，止血清创。注射位置：

右侧海马 CA3 区坐标为前囟向后 2.64 mm、矢状缝线向右侧

2.0 mm 和硬膜向下 4.0 mm；左侧海马 CA3 区坐标为前囟向

后 2.64 mm、矢状缝线向左侧 2.0 mm 和硬膜向下 4.0 mm。

使用微量注射器抽取 5 μL 过表达 CREB 慢病毒或过表达 CREB

对照慢病毒或干扰 CREB 慢病毒或干扰 CREB 对照慢病毒，

注射到大鼠双侧海马 CA3 区，针头垂直进入，缓慢推注，速

度为 0.1 μL/min，注射完毕后留针 6 min。术后给予皮下补液

10-15 mL 生理盐水，连续 3 d 腹腔注射青霉素 4×104 U/kg 预

防感染，恢复 7 d 后进行后续实验。

1.4.3   氯化锂 -匹罗卡品化学点燃模型的制备   上述大鼠注射

4 种病毒 7 d 后，给予 125 mg/kg 氯化锂腹腔注射，18-24 h 后

给予 1 mg/kg 阿托品腹腔注射，30 min 后再给予 20 mg/kg 匹

罗卡品腹腔注射。匹罗卡品给药后 30 min 内观察大鼠是否出

现凝视、点头、前肢阵挛、站立和跌倒等癫痫发作表现。根

据 Racines 分级法对大鼠癫痫发作程度进行分级
[21]
，将出现Ⅳ

级及Ⅳ级以上癫痫发作视为出现癫痫持续状态。若 30 min 后

无癫痫发作则追加 5 mg/kg 匹罗卡品，直至大鼠出现Ⅳ级及Ⅳ

级以上癫痫发作，视为急性癫痫模型造模成功。待癫痫持续

状态 60 min 后给予 10% 水合氯醛 350 mg/kg 终止发作。

1.4.4   筛选耐药性癫痫大鼠 

(1) 2 周后大鼠癫痫模型进入慢性期。慢性期开始对大

鼠进行 2 周 24 h 不间断视频监控，记录大鼠癫痫发作情况。

(2)2 周记录结束后，若记录期间未出现 3 次Ⅲ级及Ⅲ级

以上自发性癫痫发作则认为造模失败，弃去不用。对记录期

间有 3 次Ⅲ级以上癫痫发作的大鼠进行耐药性筛选。选用苯

巴比妥及苯妥英钠 2 种药物对大鼠进行耐药性筛选
[23]
。首剂

给予苯巴比妥 25 mg/kg 腹腔注射，此后每次腹腔注射苯巴

比妥 30 mg/kg，每日 1 次，连续注射 2 周。

(3) 记录注射苯巴比妥 2 周期间大鼠的癫痫发作次数，

将每只大鼠注射苯巴比妥期间平均每周发作频率与第 3，4 周

平均每周发作频率进行比较。若苯巴比妥用药后大鼠每周发

作频率减少≥ 50% 则为对苯巴比妥敏感，即药敏性癫痫大鼠；

若发作频率减少 < 50%，则继续给予苯妥英钠治疗。首剂予

苯妥英钠 75 mg/kg 腹腔注射，此后每次腹腔注射 50 mg/kg，

每日 2 次，连续注射 2 周。

(4) 将每只大鼠注射苯妥英钠期间平均每周发作频率与

第 5，6 周平均每周发作频率进行比较。若苯妥英钠用药后

每周发作频率减少≥ 50% 为对苯妥英钠敏感，也同样归为药

敏性癫痫大鼠。若发作减少仍≤50%，则视为对2种药物耐药，

即为耐药性癫痫大鼠。根据注射于海马组织中调控病毒种类，

将筛选出的耐药性癫痫大鼠分为过表达组、过表达对照组、

干扰组及干扰对照组。

造模时间流程见图 1。
组织工程实验动物造模过程的相关问题

造模目的 建立耐药性癫痫动物模型

研究问题借鉴已有

标准动物模型造模

参考文献 [22] 氯化锂 - 匹罗卡品化学点燃模型建立大鼠耐药

性癫痫模型

选择动物的条件 健康 6-8 周龄，体质量为 (200±50) g 的成年雄性健康 SD 大鼠，

SPF 级

模型与所研究

疾病的关系

采用氯化锂 - 匹罗卡品化学点燃法造模，转入慢性癫痫期后

筛选出耐药性癫痫大鼠以模拟人类耐药性癫痫

动物来源及品系 SD 大鼠购于贵州医科大学实验动物中心

造模技术描述 注射病毒 7 d 后，给予 125 mg/kg 氯化锂腹腔注射，18-24 h

后给予 1 mg/kg 阿托品腹腔注射，30 min 后再给予 20 mg/kg

匹罗卡品腹腔注射。匹罗卡品给药后 30 min 内观察大鼠是否

出现凝视、点头、前肢阵挛、站立和跌倒等癫痫发作表现。

根据 Racines 分级法对大鼠癫痫发作程度进行分级，将出现Ⅳ

级及Ⅳ级以上癫痫发作视为出现癫痫持续状态，作为癫痫模

型造模成功的标志

动物数量及

分组方法

120 只大鼠根据注射慢病毒种类分为对照组、过表达组、过表

达对照组、干扰组、干扰对照组，其中对照组 12 只，干扰组

54 只，其余每组 18 只

造模成功评价指标 出现Ⅳ级及Ⅳ级以上癫痫发作视为造模成功

造模后实验

观察指标

不同组大鼠点燃比例；药筛前后大鼠癫痫发作次数；qRT-PCR

检测大鼠海马组织 CREB、BDNF mRNA 的相对表达量

造模后动物处理 取出大鼠海马组织低温保存或固定后备用

伦理委员会批准 实验方案经贵州医科大学动物伦理委员会批准，批准号：

2101479

图 1 ｜造模时间流程图

Figure 1 ｜ Flow chart of modeling

1.4.5   取材   造模成功大鼠腹腔注射麻醉处死后取出大鼠海

马组织，千分之一天平称质量后切取海马组织，将样本保存

于 -80 ℃超低温冰箱中备用。

1.4.6   病毒注射结果检测   病毒注射 2 周后取出大鼠大脑组

织，每组 3 只，经快速冰冻切片后在荧光显微镜下观察绿色

荧光蛋白表达水平。

1.4.7   实时荧光定量 PCR 验证相关基因表达   标本于 -80 ℃

冰箱中保存，取约 100 mg 组织于冰上，在 1 mL 预冷的 Trizol

中充分研磨，匀浆液小心倒入 1.5 mL EP 管中，加入 250 μL

三氯甲烷，充分混匀，冰上静置 5 min。将混合液置于离心

机中 4 ℃，10 000×g 离心 10 min，加入 20 μL DEPC 处理水，

充分溶解 RNA。将提取后 RNA 置于 -80 ℃冰箱中保存。将制

备好的 cDNA 样本进行 PCR 扩增。反应条件为预变性 95 ℃  

5 min，变性 95 ℃ 10 s，联合退火 /延伸 60 ℃ 30 s，40个循环。

引物由四维加生物科技 ( 武汉 ) 有限公司合成，引物序列见

表 1。将结果标准化为内参 GAPDH 的表达，采用 2-ΔΔCt
法计

算 CERB，BDNF mRNA 相对表达量。

第 1 周   第 2 周  第 3 周   第 4 周   第 5 周   第 6 周   第 7 周   第 8 周



5662｜中国组织工程研究｜第27卷｜第35期｜2023年12月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

研究原著

1.4.8   蛋白质免疫印迹实验  将提取出的海马组织蛋白用 12%

十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 分离蛋

白样品，然后转移到 PVDF 膜上，加入 CREB(1 ∶ 1 000)，
BDNF(1 ∶ 1 000)，GAPDH(1 ∶ 500) 一抗孵育后，将膜暴露

于二抗 (1 ∶ 10 000) 中，以 GAPDH 作为内参，计算 CREB、
BDNF 的相对灰度值。

1.5   主要观察指标   ①大鼠点燃比例；②药筛前后大鼠癫

痫发作次数；③慢病毒转染效率；④大鼠海马组织 CREB、
BDNF mRNA 的表达水平。

1.6   统计学分析   所有实验数据采用 SPSS 23.0 软件进行统计

分析，符合正态分布的计量资料以 x-±s 表示，组间均数比较

方差齐时采用成组 t 检验，方差不齐时采用校正 t 检验；不

符合正态分布的计量资料采用 Wilcoxon 秩和检验。P < 0.05

为差异有显著性意义。文章统计学方法已经通过贵州医科大

学公共卫生学院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   急性癫痫模型建立   选取 120 只健康雄性 SD 大鼠，其中

12 只作为对照组，其余 108 只大鼠进行慢病毒转染，注射

过表达慢病毒 18 只，注射干扰慢病毒 54 只，注射过表达对

照慢病毒 18 只，注射干扰对照慢病毒 18 只。经点燃后共有

59 只大鼠进入慢性癫痫期，视为造模成功并统计每组大鼠诱

导成功率 ( 诱导成功数 / 每组总数 )。结果显示，注射过表达

慢病毒的大鼠诱导成功率高于过表达对照组，而注射干扰慢

病毒的大鼠相比于干扰对照组更难诱导为急性癫痫模型，见 

表 2。

物敏感性癫痫大鼠；注射干扰对照慢病毒的大鼠共 10 只成

为慢性癫痫模型，最终筛选出 3 只耐药性癫痫大鼠，7 只药

物敏感性癫痫大鼠。结果分析，注射过表达慢病毒的大鼠耐

药比率高于过表达对照组，而注射干扰慢病毒的大鼠耐药比

率低于干扰对照组，见表 2。
2.3   病毒注射结果    慢病毒转染后，镜下观察注射不同慢病

毒大鼠的海马组织表达绿色荧光，提示各组大鼠慢病毒转

染大鼠海马组织成功，慢病毒转染有效调控大鼠海马组织

CREB 表达，见图 2。

图 2 ｜注射环磷酸腺苷反应元件结合蛋白 (CREB) 慢病毒后镜下观察海

马组织转染水平 ( 标尺为 50 μm)
Figure 2 ｜ Microscopic observation of hippocampal tissue transfection 
levels after injection of cAMP response element-binding protein lentivirus 
(scale bar=50 μm)

表 3 ｜各组大鼠癫痫发作次数                           (x-±s，n=6)
Table 3 ｜ Frequency of seizures in rats

组别 筛药前Ⅲ级及以上发作次数 筛药后Ⅲ级及以上发作次数

过表达组 13.22±1.83a 12.78±1.39a

过表达对照组 9.22±0.69 5.78±1.26
干扰组 5.67±1.15b 3.56±0.77b

干扰对照组 8.45±0.69 6.78±1.07

表注：与过表达对照组相比，
aP < 0.05；与干扰对照组相比，

bP < 0.01

表 4 ｜各组大鼠海马组织 CREB、BDNF mRNA 相对表达量    (x-±s，n=3)
Table 4 ｜ Relative expression levels of CREB and BDNF mRNA in the 
hippocampus of rats

组别 CREB BDNF

对照组 1±0 1±0
过表达组 2.06±0.08a 7.07±0.94a

过表达对照组 1.37±0.05 3.90±0.72
干扰组 0.77±0.06b 1.93±0.36b

干扰对照组 1.59±0.09 4.21±0.27

表注：与过表达对照组相比，
aP < 0.05；与干扰对照组相比，

bP < 0.01。CREB：环

磷酸腺苷反应元件结合蛋白；BDNF：脑源性神经营养因子

表 2 ｜大鼠诱导成功率及耐药比率
Table 2 ｜ Induction success rate and drug resistance ratio in rats

组别 诱导成功率 (%) 耐药比率 (%)

过表达组 88.24 50.00
过表达对照组 77.78 33.33
干扰组 35.29 21.43
干扰对照组 72.22 30.00

表注：诱导成功率 = 诱导成功数 / 每组总数；耐药比率 = 耐药大鼠数 / 每组总数

表 1 ｜ qRT-PCR 的引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for qRT-PCR

基因 引物序列 (5'-3')

CREB 上游：CAT TGC CCC TGG AGT TGT TAT
下游：CTC TTG CTG CTT CCC TGT TCT T

BDNF 上游：GCA GGG GCA TAG ACA AAA
下游：CGC CAG CCA ATT CTC TT 

GAPDH 上游：GCA TCT TCT TGT GCA GTG CC
下游：ACC AGC TTC CCA TTC TCA GC

表注：CREB 为环磷酸腺苷反应元件结合蛋白；BDNF 为脑源性神经营养因子

2.2   耐药性癫痫模型建立   注射过表达慢病毒的大鼠共有 10

只成为慢性癫痫模型，最终筛选出 5 只耐药性癫痫大鼠，5

只药物敏感性癫痫大鼠；注射过表达对照慢病毒的大鼠共 9

只成为慢性癫痫模型，最终筛选出 3 只耐药性癫痫大鼠，6

只药物敏感性癫痫大鼠；注射干扰慢病毒的大鼠共 14 只成

为慢性癫痫模型，最终筛选出 3 只耐药性癫痫大鼠，11 只药

2.4   耐药性癫痫大鼠药筛前后癫痫发作次数   药筛前及药筛

后过表达组大鼠Ⅲ级及以上癫痫发作次数均较过表达对照组

明显增加；药筛前干扰组大鼠Ⅲ级及以上癫痫发作次数较干

扰对照组明显减少；药筛后干扰组大鼠Ⅲ级及以上癫痫发作

次数较干扰对照组明显减少；以上结果提示上调大鼠海马组

织 CREB 表达水平可增加癫痫发作频率，干扰 CREB 表达可降

低癫痫发作频率，见表 3。

2.5   RT-qPCR 检测各组耐药性癫痫大鼠 CREB、BDNF mRNA 表

达    过表达组大鼠 CREB、BDNF mRNA 的相对表达量均高于

过表达对照组，同时干扰组大鼠 CREB、BDNF mRNA 的相对

表达量均低于干扰对照组，差异均有显著性意义 (P < 0.01)。

这表明增高大鼠海马 CREB 表达后，BDNF mRNA 表达水平也

相应增高；干扰大鼠海马 CREB 表达后，BDNF mRNA 表达水

平可能降低，见表 4。

过表达组           过表达对照组            干扰组             干扰对照组
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2.6  Western blot 检测各组耐药性癫痫大鼠 CREB、BDNF 蛋白

表达水平  与 PCR 结果一致，过表达组大鼠海马组织 CREB、
BDNF 蛋白水平高于过表达对照组，而干扰组大鼠海马组织

CREB、BDNF 蛋白表达量低于干扰对照组，见表 5，图 3。

干扰脑内 CREB 表达水平会减少耐药性癫痫大鼠癫痫发作次

数及频率，这一发现可能为耐药性癫痫治疗开辟新道路。

课题组前期实验发现，耐药性癫痫大鼠海马组织 CREB

表达水平显著升高
 [28]

。有研究在啮齿动物癫痫模型和患有可

治疗和耐药性癫痫的人类中均发现 CREB 磷酸化增加。在耐

药性癫痫患者癫痫发作区域观察到 CREB 磷酸化增加和 CREB

调节转录增加，高于可治疗癫痫对照组
[29]
。这些结果提示

CREB 作为关键的转录因子，可能在耐药性癫痫的发生发展

过程中起关键作用。

CREB 家族转录因子与共激活因子 CBP 一起是 BDNF-TrkB 信

号转导依赖的主要调控因子
[30]
。BDNF 作为一种广泛表达的神

经营养因子，其在癫痫发生和发展中的作用不可忽视
[31-33]

。在

成人大脑中，BDNF 的主要功能是促进突触传递、增强突触

可塑性、促进突触生长，BDNF 信号通过其跨膜受体 TrkB 在

神经元存活、分化和突触可塑性中具有重要作用
[34]
。BDNF

信号传导参与海马颗粒神经元的神经发生和树突形成，BDNF

可以激活 TrkB 受体和下游 MAPK 信号通路来调节自身 mRNA

的表达，研究已证实 CREB 家族转录因子与共激活因子 CBP/

p300 是 TrkB 信号转导后 BDNF 基因表达的主要调控因子，而

CREB 本身只与 BDNF 启动子Ⅳ直接结合，在响应 BDNF-TrkB

信号时被磷酸化，并通过招募 CBP 激活 BDNF 启动子Ⅳ的转

录
[35]
。早期的研究表明，癫痫发作显著增加了与边缘癫痫相

关大脑区域的 BDNF 表达
[36]
。TrkB 在癫痫发作后也会增加，

其模式类似 BDNF 水平的变化，放大的 BDNF 水平导致进一

步的高兴奋性和癫痫活动，继而导致耐药性癫痫的产生
[37-38]

。

BDNF 在成人大脑中过度激活 TrkB 受体被认为是长时间癫痫

发作后癫痫发生的必要条件。实验动物和颞叶癫痫患者癫痫

发作后 BDNF 和 TrkB 均上调
[39-40]

。还有研究表明，体内输注

BDNF 可增加兴奋性，可能诱发癫痫发作。BDNF 还可导致 γ-

氨基丁酸能传递和钾 (K+)/ 氯 (Cl-) 共体的减少
[41]
。

该研究使用脑立体定位微量注射慢病毒的方法调控大鼠

海马组织 CREB，过表达慢病毒使大鼠脑内 CREB 表达水平增

高和干扰慢病毒干扰 CREB 表达后，进一步研究耐药性癫痫

大鼠海马组织中 CREB 及 BDNF 蛋白表达水平的变化，过表

达组耐药性癫痫大鼠海马组织 CREB 表达量增多，多于过表

达对照组，而干扰组耐药性癫痫大鼠海马组织 CREB 表达量

减少，低于干扰对照组，在阻断 CREB 表达后，BDNF 表达量

有所减少，过表达 CREB 后，BDNF 表达量也相应升高。这说

明阻断 CREB 表达后，可导致 BDNF 表达受抑制，可以推断

在耐药性癫痫发生过程中 CREB-BDNF-TrkB 信号通路可能发挥

一些关键作用。
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图注：CREB 为环磷酸腺苷反应元件结合蛋

白；BDNF 为脑源性神经营养因子

图 3 ｜各组大鼠海马组织 CREB、BDNF 蛋
白免疫印迹结果

Figure 3 ｜ Western blot detection of CREB 
and BDNF proteins in the rat hippocampus
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表 5 ｜各组大鼠海马组织 CREB、BDNF 蛋白表达水平       (x-±s，n=3)
Table 5 ｜ CREB and BDNF protein levels in the hippocampal of rats

组别 CREB/GAPDH BDNF/GAPDH

对照组 0.06±0.03 0.12±0.02
过表达组 0.73±0.07a 0.89±0.05a

过表达对照组 0.33±0.21 0.44±0.16
干扰组 0.26±0.09b 0.21±0.08b

干扰对照组 0.44±0.23 0.46±0.15

表注：与过表达对照组相比，
aP < 0.05；与干扰对照组相比，

bP < 0.01。CREB：环

磷酸腺苷反应元件结合蛋白；BDNF：脑源性神经营养因子

3   讨论   Discussion
有实验将 CREB 基因敲除小鼠诱导成为癫痫持续状态后，

与野生型小鼠相比，其在毛果芸香碱诱导癫痫持续状态后自发

癫痫发作减少约 50%，需要更多电刺激才能点燃使其出现Ⅴ级

发作，同时发现 CREB 基因敲除小鼠海马和皮质中 BDNF mRNA

差异上调，这可能导致了癫痫严重程度的差异
[24-25]

。当 CREB

活动抑制时会缩短癫痫持续状态的持续时间，并降低慢性癫

痫患者的癫痫发作率。CREB 作为关键转录因子，研究者们

将其用于肿瘤靶向治疗中，可靶向抑制肿瘤生长，但尚未有

研究将其用于治疗耐药性癫痫，原因在于目前耐药性癫痫机

制尚不完全清楚，调控 CREB 对于耐药性癫痫形成机制的研

究较少，基础资料尚不完全
[26-27]

。为探究 CREB 在耐药性癫

痫中的作用，该实验预期使用慢病毒调控正常大鼠脑内过表

达 CREB 或干扰 CREB 水平，从而研究其对耐药性癫痫形成过

程的影响。

该研究选用慢病毒转染的方式调控大鼠脑内 CREB 的表

达水平，使用慢病毒携带荧光目的基因检测慢病毒转染水平，

注射慢病毒 7 d 后观察到大鼠海马组织满布绿色荧光，证明

慢病毒转染成功。使用氯化锂 - 匹罗卡品化学点燃模型从而

诱发癫痫的发生，利用此方法造模发作阶段性明显，行为学

表现规律、造模稳定、死亡率低，适宜大规模造模。在癫痫

发作急性期后，大鼠将转入慢性癫痫期，使用苯巴比妥和苯

妥英钠 2 种药物筛选出耐药性癫痫模型。在筛选过程中记录

大鼠癫痫发作次数，结果发现过表达组大鼠癫痫发作次数及

频率高于过表达对照组，而干扰组大鼠癫痫发作次数及频率

低于干扰对照组。这表明在耐药性癫痫形成过程中，过表达

脑内CREB水平会增加耐药性癫痫大鼠癫痫发作次数及频率，

CREB

BDNF

GAPDH

43 kD

28 kD

36 kD
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