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　　癫痫是常见的中枢神经系统疾病之一，临床表

现为有持久的癫痫发作倾向，有发作性、短暂性、刻

板重复的特点，其主要病理生理特征是神经元异常

同步化放电［１］。神经元兴奋性的维持依赖于各种离

子通道的活动。内向整流型钾离子（Ｋｉｒ）通道是钾

离子通道家族的一类，具有介导钾离子内流效率高

于钾离子外流效率的内向整流特性。目前已发现

多种Ｋｉｒ通道与癫痫发生有关。Ｋｉｒ４．１电流及

Ｋｉｒ４．１蛋白表达在颞叶癫痫患者和癫痫动物模型

中均有明显改变［２４］；特异性敲除Ｋｉｒ６．２通道更容

易在高热惊厥动物模型中诱发癫痫发作［５］；Ｋｉｒ２通

道在颞叶癫痫动物模型中表达升高［６］。

Ｇ蛋白耦联的Ｋｉｒ（ＧＩＲＫ）通道是Ｋｉｒ通道的

一类，在哺乳动物中主要存在ＧＩＲＫ１～４四种亚

基［７］。在中枢神经系统中ＧＩＲＫ１～３亚基广泛表达

在大脑皮层、海马等部位，主要分布在神经元树突

棘和胞体上［８］。ＧＩＲＫ通道开放能使神经元膜电位

向超级化方向偏移，进而稳定神经元膜电位、调节

神经元放电频率［９］。ＧＩＲＫ通道的功能异常与癫痫

易感性相关，在戊四氮的诱导下，ＧＩＲＫ２亚基敲除

的小鼠癫痫发作的潜伏期比野生型小鼠显著缩短，

发作 程 度 更 加 严 重［１０］。ＧＩＲＫ 通 道 抑 制 剂

ＴｅｒｔｉａｐｉｎＱ（ＴＰＱ）能增加离体神经元在无镁溶液

中的痫样放电频率［１１］，而ＧＩＲＫ通道激动剂能够延

长戊四氮诱导的小鼠癫痫发作的潜伏期［１２１３］。目

前，癫痫发作后ＧＩＲＫ通道表达改变尚缺少深入研

究，其具体调控机制尚需阐明。本研究首先建立匹

罗卡品诱导大鼠癫痫模型，检测癫痫持续状态

（ｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ，ＳＥ）发作后急性期和慢性期海

马组织膜蛋白中ＧＩＲＫ通道表达的变化，并进一步

在细胞癫痫模型中探讨磷脂酰肌醇 ３激酶

（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ／Ａｋｔ）

通路在其中的可能机制，研究ＧＩＲＫ通道与癫痫发

作之间的关系，为癫痫的治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　实验材料　选择８～１２周体质量为１８０～２２０ｇ

的雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠（斯莱克实验动物

公司）用于匹罗卡品癫痫动物模型的构建。氯化

锂、阿托品、匹罗卡品购自Ｓｉｇｍａ公司，地西泮购自

上海旭东海普药业有限公司，ＳＤＳＰＡＧＥ试剂盒购

自碧云天公司，ＧＩＲＫ１、ＧＩＲＫ２抗体购自ＧｅｎｅＴｅｘ

公司，ｐＡｋｔ（Ｔ３０８）、Ａｋｔ抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

１．２　匹罗卡品诱导癫痫模型　先在大鼠腹腔注射

氯化锂溶液（１２７ｍｇ／ｋｇ）以提高匹罗卡品的易感

性。１８～２４ｈ之后，腹腔注射１ｍｇ／ｋｇ阿托品阻断

外周胆碱能反应，３０ｍｉｎ后ＰＩＬＯ组大鼠经腹腔注

射３０ｍｇ／ｋｇ匹罗卡品，对照组大鼠经腹腔注射等

剂量生理盐水。

根据Ｒａｃｉｎｅ分级，对大鼠癫痫发作行为进行观

察和评级。将发作级别达到Ⅲ级以上，且持续发作

时间超过３０ｍｉｎ的发作认为是癫痫持续状态

（ＳＥ），达到ＳＥ发作且未死亡的大鼠认为造模成功，

达到ＳＥ发作标准的动物给予１ｍｇ／ｋｇ地西泮终止

发作。

Ｒａｃｉｎｅ分级标准
［１４］为Ⅰ级：流口水，咀嚼运动，

面部肌肉抽搐；Ⅱ级：点头运动，颈部肌肉抽搐；Ⅲ

级：单侧前肢阵挛；Ⅳ级：双侧前肢阵挛，四肢强直

性痉挛，且出现后肢站立；Ⅴ级：在Ⅳ级基础上失去

平衡，跌倒或伴翻滚、跳跃、尖叫。

１．３　蛋白提取　提取全蛋白时使用ＲＩＰＡ裂解液

裂解组织，并加入蛋白酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ公司）和磷

酸酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ公司），充分匀浆组织后，４℃下

１００００×犵离心１５ｍｉｎ，弃去底部组织块沉淀，收集

上清液。

提取膜蛋白时使用试剂盒（Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司）中

提供的裂解液和酶抑制剂，根据试剂盒说明书进行

反复梯度离心和萃取，最终得到细胞膜蛋白沉淀，

用０．５％ＴＢＳＴ重悬。全单白和膜蛋白浓度均使用

ＢＣＡ试剂盒测量，将蛋白和５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ按照

４∶１的比例混匀，全蛋白用９５℃５ｍｉｎ进行蛋白变

性，胞膜蛋白用４５℃４５ｍｉｎ进行蛋白变性。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹步骤　电泳：配置１０％分离胶

和浓缩胶，按照１０μｇ蛋白量上样，在６０Ｖ电压下

恒压电泳３０ｍｉｎ，再将电压改为１２０Ｖ继续电泳

６０ｍｉｎ。转膜：在甲醇中浸泡３ｍｉｎ使ＰＶＤＦ膜活

化，在转膜液中按照黑色转膜夹海绵滤纸凝胶
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ＰＶＤＦ膜滤纸海绵白色转膜夹（即“黑胶白膜”）的

顺序组装，倒入１Ｌ转膜液并放置冰盒，在冰浴条件

下以２８０ｍＡ的电流恒流转膜８０ｍｉｎ。封闭：将置

于０．０５％ＴＢＳＴ配置的５％脱脂奶粉中，室温条件

下在慢速摇床上孵育２ｈ。一抗孵育：４℃孵育过

夜。本文所用抗体浓度：ｐＡｋｔ（Ｔ３０８）１∶１０００，

Ａｋｔ１∶１０００，ＧＩＲＫ１１∶１０００，ＧＩＲＫ２１∶１０００，

ＧＡＰＤＨ１∶２０００。二抗孵育：用５％脱脂牛奶按照

１∶１００００的比例配制相应二抗，在室温条件下孵

育１．５ｈ。显影：配置ＥＣＬ发光液，均匀滴在膜上，

避光条件下反应２ｍｉｎ后，将膜放入显影仪中选择

合适曝光时间进行曝光成像。

１．５　细胞电生理实验　利用孕１７～１９ｄＳＤ大鼠

的胎鼠进行原代海马神经元的培养，选取体外培养

至第１４ｄ的神经元进行电生理记录。采用环噻嗪

孵育４８ｈ的方法建立细胞癫痫模型，同时用ＰＩ３Ｋ

抑制剂渥曼青霉素与环噻嗪共孵育以观察ＰＩ３Ｋ抑

制剂对痫样放电神经元ＧＩＲＫ通道功能是否有影

响。在电压钳模式下记录神经元Ｋｉｒ电流，将神经

元膜电位以－１０ｍＶ的梯度从－６０ｍＶ降低至

－１６０ｍＶ，时长为２００ｍｓ，记录间隔在５ｓ以上。

１．６　统计学处理　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹成像结果使用

ＩｍａｇｅＪ软件进行处理，使用ＧｒａｐｈＰａｄ软件进行统

计分析和作图细胞电生理数据使用Ｃｌａｍｐｆｉｔ软件

进行统计分析和作图。所有数据以珔狓±狊的形式呈

现，狀值表示样本数量。先对数据进行正态性检验，

若符合正态分布，则使用Ｓｔｕｄｅｎｔ狋ｔｅｓｔ进行两组数

据组间数据比较的统计分析，若不符合正态分布，

则使用非参数检验（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝ｔｅｓｔ）进行统

计分析，使用ＴｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ方法比较Ｋｉｒ通道

电流电压（ＩＶ）曲线的差异。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　海马ＧＩＲＫ通道ＳＥ发作后不同时期的表达

　共使用４５只成年雄性ＳＤ大鼠进行匹罗卡品造

模，以ＳＥ发作达到４级以上、持续发作时间达到

３０ｍｉｎ以上作为造模成功的判定标准，未达到ＳＥ

发作标准的大鼠有２只，造模失败率为４．４４％；达

到ＳＥ发作标准的大鼠有４３只。其中ＳＥ发作过程

中及发作后２４ｈ内死亡大鼠有１８只；而在ＳＥ后７

ｄ至３０ｄ死亡的大鼠有２只。

本研究首先对ＧＩＲＫ通道在匹罗卡品诱导大

鼠ＳＥ发作后急性期（２４ｈ）海马组织细胞膜上的表

达情况进行检测。随机选取匹罗卡品造模成功且

２４ｈ内未死亡的１０只大鼠作为造模组（ＰＩＬＯ２４ｈ

组），并选择生理盐水代替匹罗卡品注射的８只大鼠

作为同期对照组（ＣＯＮ２４ｈ组）。ＰＩＬＯ２４ｈ组大

鼠海马ＧＩＲＫ１亚基蛋白表达水平相对灰度值为

０．７７１±０．２３４，与对照组（０．９９９±０．１３１）相比，显

著降低（犘＝０．０２６，图１Ａ、１Ｃ）。ＰＩＬＯ组大鼠海马

ＧＩＲＫ２亚基蛋白表达水平相对灰度值为０．８１４±

０．１２８，与对照组（１．０３９±０．１５７）相比，同样有明显

的降低趋势（犘＝０．００４，图１Ｂ、１Ｄ）。海马内ＧＩＲＫ１

亚基和ＧＩＲＫ２亚基的表达水平在匹罗卡品诱导大

鼠ＳＥ发作后２４ｈ较对照组有所下调。

图１　海马犌犐犚犓通道在匹罗卡品诱导犛犈发作后

急性期的表达情况

　　Ａ～Ｂ：对照组大鼠（ＣＯＮ２４ｈ）、匹罗卡品造模２４ｈ后大鼠（ＰＩＬＯ

２４ｈ）海马组织膜蛋白ＧＩＲＫ１、ＧＩＲＫ２亚基显影图像；Ｃ～Ｄ：２组

ＧＩＲＫ１、ＧＩＲＫ２蛋白表达统计结果。：犘＜０．０１，：犘＜０．０５。

本研究进一步对ＧＩＲＫ通道在匹罗卡品诱导

大鼠ＳＥ发作后慢性期（３０ｄ）海马组织细胞膜上的

表达情况进行检测。随机选取匹罗卡品造模成功

且至３０ｄ未死亡的４只大鼠的海马组织作为造模

组（ＰＩＬＯ３０ｄ组），并选择生理盐水代替匹罗卡品

注射的４只大鼠的海马组织作为同期对照组（ＣＯＮ

３０ｄ组）。ＰＩＬＯ３０ｄ组大鼠海马ＧＩＲＫ１亚基蛋白

表达水平（０．８４１±０．０４１）与 ＣＯＮ 组（１．０１４±

０．０４４）相比显著降低（犘＝０．０２９，图２Ａ、２Ｃ）。

ＰＩＬＯ组大鼠海马 ＧＩＲＫ２亚基蛋白表达水平

（０．８２１±０．０６４）与ＣＯＮ组（１．０３１±０．１０１）相比，

差异无统计学意义（图２Ｂ、２Ｄ）。因此，在匹罗卡品
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诱导大鼠ＳＥ发作后慢性期，海马内ＧＩＲＫ１亚基表

达水平均较对照组显著下调。

因此，海马ＧＩＲＫ通道亚基表达水平在大鼠ＳＥ

发作后急性期和慢性期均有显著降低。

图２　海马犌犐犚犓通道在匹罗卡品诱导大鼠犛犈发作后

慢性期的表达情况

　　Ａ、Ｂ：对照组大鼠（ＣＯＮ３０ｄ）、匹罗卡品造模３０ｄ后大鼠（ＰＩＬＯ

３０ｄ）海马组织膜蛋白ＧＩＲＫ１、ＧＩＲＫ２亚基的显影图像；Ｃ、Ｄ：２组

ＧＩＲＫ１、ＧＩＲＫ２的蛋白表达统计结果。：犘＜０．０５，ｎｓ：犘＞０．０５。

２．２　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路在ＳＥ发作后不同时期的激活

情况　在下丘脑ＰＯＭＣ神经元表面，ＧＩＲＫ通道的

功能受胞内ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的影响，推测ＳＥ发作

后ＧＩＲＫ通道表达与功能的变化可能与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

通路相关。因此，本研究进一步检测了大鼠ＳＥ发

作后急性期和慢性期海马ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活情

况。随机选取匹罗卡品造模成功且２４ｈ内未死亡

的６只大鼠的海马组织作为造模组（ＰＩＬＯ２４ｈ

组），并选择生理盐水代替匹罗卡品注射的６只大鼠

的海马组织作为同期对照组（ＣＯＮ组），用ｐＡｋｔ

（Ｔ３０８）与Ａｋｔ蛋白表达水平的比值表示Ａｋｔ的磷

酸化程度，同时也表示ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的活化程度。

经数据归一化处理后，ＰＩＬＯ２４ｈ组大鼠海马组织

中ｐＡｋｔ（Ｔ３０８）与Ａｋｔ蛋白表达水平比值的相对

灰度值为１．２８８±０．２２６，与ＣＯＮ组的相对灰度值

０．９５６±０．１９０相比，有显著差异（犘＝０．０２０，图３Ａ、

３Ｃ）。该结果表明在匹罗卡品诱导大鼠ＳＥ发作后

的急性期，海马ＧＩＲＫ通道的表达下降的同时伴随

着ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活。

本研究进一步对匹罗卡品诱导大鼠ＳＥ发作后

慢性期海马ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活情况进行检测。

随机选取匹罗卡品造模成功且至３０ｄ未死亡的４

只大鼠的海马组织作为造模组（ＰＩＬＯ３０ｄ组），并

选择生理盐水代替匹罗卡品注射的４只大鼠的海马

组织作为同期对照组（ＣＯＮ组）。ＰＩＬＯ３０ｄ组大

鼠（狀＝４）海马组织中ｐＡｋｔ（Ｔ３０８）与Ａｋｔ蛋白表

达水平比值的相对灰度值为１．１６７±０．２２５，与

ＣＯＮ组（狀＝４）的相对灰度值１．２２８±０．１６５相比，

差异无统计学意义（图３Ｂ、３Ｄ）。因此，在ＳＥ发作

后慢性期，ＧＩＲＫ通道表达的改变可能与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

通路激活无关。ＧＩＲＫ通道在ＳＥ发作后急性期的

表达下调伴随着ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

通路可能是ＳＥ发作后 ＧＩＲＫ 通道变化的调控

因素。

图３　犘犐３犓／犃犽狋通路在匹罗卡品诱导犛犈发作后

不同时期激活情况

　　Ａ：对照组大鼠（ＣＯＮ）、匹罗卡品造模２４ｈ后大鼠（ＰＩＬＯ２４ｈ）

海马组织全蛋白ｐＡｋｔ、Ａｋｔ的显影图像。Ｂ：对照组大鼠（ＣＯＮ）、匹

罗卡品造模３０ｄ后大鼠（ＰＩＬＯ３０ｄ）海马组织全蛋白ｐＡｋｔ、Ａｋｔ的

显影图像。Ｃ、Ｄ：各组ｐＡｋｔ／Ａｋｔ的蛋白表达统计结果。：犘＜

０．０５，ｎｓ：犘＞０．０５。

２．３　ＰＩ３Ｋ抑制剂对痫样放电神经元Ｋｉｒ电流无明

显作用　使用５μｍｏｌ／Ｌ环噻嗪（ｃｙｃｌｏｔｈｉａｚｉｄｅ，

ＣＴＺ）孵育海马神经元４８ｈ能够使神经元产生癫痫

样放电，是一种研究痫样放电神经元电生理活动的

有效细胞癫痫模型。因此，本研究利用ＣＴＺ细胞癫

痫模型探讨ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路是否对癫痫发作后

ＧＩＲＫ通道的功能有所调控。本研究发现，５μｍｏｌ／Ｌ

ＣＴＺ孵育海马神经元４８ｈ后，海马神经元最大Ｋｉｒ

电流水平（－４９２．８０±５７．８５）ｐＡ，较正常海马神经
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元（－１０６５．０±２６４．７）ｐＡ，明显减少（犘＜０．０５，图

４Ａ、４Ｂ），两者ＩＶ曲线也有显著差异（犘＜０．０５，图

４Ｆ），证明ＣＴＺ孵育后海马神经元Ｋｉｒ电流显著减

少，痫样放电神经元ＧＩＲＫ通道功能降低。为探讨

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路是否能够影响痫样放电神经元

ＧＩＲＫ通道的功能，本研究利用常用的２种ＰＩ３Ｋ抑

制剂（ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ、ＬＹ２９４００２）检测了ＣＴＺ组痫样

放电神经元、ＣＴＺ＋ＬＹ２９４００２组海马神经元、

ＣＴＺ＋Ｗｏｒｔ组痫样放电神经元的Ｋｉｒ电流。结果

显示，ＣＴＺ组痫样放电神经元的最大Ｋｉｒ电流为

（－４９２．８０±５７．８５）ｐＡ（狀＝１２），ＣＴＺ＋ＬＹ２９４００２

组痫样放电神经元的最大Ｋｉｒ电流为（－４５７．５０±

４４．０３）ｐＡ（狀＝１２），ＣＴＺ＋Ｗｏｒｔ组痫样放电神经元

的最大Ｋｉｒ电流为（－５００．１０±７２．７６）ｐＡ（狀＝１０），

三者差异无统计学意义（图４Ｃ～４Ｅ），三者ＩＶ曲线

比较差异无统计学意义（图４Ｆ）。两组ＰＩ３Ｋ抑制剂

对痫样放电神经元的Ｋｉｒ电流均未产生显著影响，

在ＣＴＺ诱导的痫样放电神经元中利用ＰＩ３Ｋ抑制

剂调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路对神经元Ｋｉｒ电流没有显著

改善。

图４　犘犐３犓抑制剂对痫样放电神经元犓犻狉电流的影响情况

　　Ａ～Ｄ：ｃｏｎｔｒｏｌ组神经元、５μｍｏｌ／ＬＣＴＺ孵育４８ｈ、５μｍｏｌ／ＬＣＴＺ和１０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２共孵育４８ｈ、５μｍｏｌ／ＬＣＴＺ和１μｍｏｌ／Ｌ

ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ共孵育４８ｈ的海马神经元Ｋｉｒ电流记录原始图；Ｅ：各组神经元最大Ｋｉｒ电流统计，ＣＯＮ组与ＣＴＺ组相比差异有统计学意义（犘＜

０．０５），ＣＴＺ组和抑制剂组相比差异无统计学意义；Ｆ：各组神经元在不同电压下内向整流钾通道开放程度的ⅠⅤ曲线。

３　讨　论

钾离子通道参与了神经元静息膜电位的维持

和动作电位复极化过程，是维持神经元兴奋性的重

要因素，目前已发现多种与癫痫发生相关的钾离子

通道基因突变［１５］。本研究建立了匹罗卡品诱导大

鼠癫痫发作模型，发现海马组织膜蛋白ＧＩＲＫ通道

亚基表达水平在匹罗卡品诱导大鼠ＳＥ发作后急性

期下调，同时伴随着ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活，而大鼠

海马组织膜蛋白ＧＩＲＫ通道亚基在ＳＥ发作后慢性

期表达下调，但此时未发现ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活。

而在细胞癫痫模型中加用两种ＰＩ３Ｋ抑制剂，均未

发现对痫样放电神经元Ｋｉｒ电流有明显作用。

研究［１６］证实ＧＩＲＫ通道介导的电流占总Ｋｉｒ
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电流的４０％左右，且痫样放电神经元ＧＩＲＫ通道介

导的Ｋｉｒ电流较正常神经元有所降低。癫痫发作之

后海马中ＧＩＲＫ通道亚基的基因表达有所改变，海

马齿状回ＧＩＲＫ１亚基的ｍＲＮＡ含量在急性电惊厥

性休克后降低，而在慢性电惊厥性休克后增加［１７］。

在海人酸诱导的癫痫大鼠海马中也发现，在癫痫慢

性期海马齿状回ＧＩＲＫ１亚基ｍＲＮＡ表达升高
［１８］。

既往研究从基因水平和功能水平阐述ＧＩＲＫ通道

在癫痫发作后的改变，本研究利用大鼠匹罗卡品癫

痫模型进一步验证了癫痫发作后海马神经元中

ＧＩＲＫ通道表达水平的改变。

在海马中ＧＩＲＫ通道仅在神经元上表达，因此

本研究所检测的ＧＩＲＫ通道表达水平能反映海马

神经元细胞膜表面ＧＩＲＫ通道亚基蛋白表达在癫

痫发作后的变化。ＧＩＲＫ２亚基结构中含有内质网

运输模体，在ＧＩＲＫ通道从内质网向细胞膜上转运

的过程中发挥重要作用，并且ＧＩＲＫ２亚基在ＧＩＲＫ

电流的形成过程中发挥重要作用［１９］。ＧＩＲＫ１亚基

虽因缺乏内质网运输模体而无法单独形成功能性

的离子通道，但ＧＩＲＫ１亚基Ｃ端Ｑ４０４残基是决定

受体依赖的ＧＩＲＫ离子通道活性的关键因素，因此

ＧＩＲＫ１亚基是调节 ＧＩＲＫ 通道功能的 重 要

成分［２０］。

癫痫发作后神经元细胞膜上ＧＩＲＫ１亚基表达

减少导致其对ＧＩＲＫ通道功能调节能力降低，可能

是Ｋｉｒ电流在癫痫发作后降低的原因。在痫样放电

神经元中，持续癫痫样放电能够引起ｃａｓｐａｓｅ３依赖

的对ＧＩＲＫ１和ＧＩＲＫ２蛋白的切割，被切割后的蛋

白失去装配能力，使得ＧＩＲＫ通道与Ｇ蛋白结合能

力下降［２１］。因此，本研究推测神经元表面ＧＩＲＫ１

蛋白表达量在癫痫发作后急性期的下降可能是癫

痫发作后ＧＩＲＫ１基因表达水平改变所致，而神经

元表面ＧＩＲＫ１蛋白表达水平在癫痫发作后慢性期

的降低，可能因慢性期ＧＩＲＫ通道亚基在胞质内被

切割，从而影响ＧＩＲＫ通道在膜上的表达量。

此外，本研究还发现匹罗卡品诱导癫痫发作后

急性期的海马中存在 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路参与了多种细胞功能的调控
［２２］。编

码ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路有关蛋白的基因（如ＰＩＫ３Ｒ２、

ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＫＴ３等）突变会导致伴癫痫发作的皮质

发育不良等疾病［２３２６］。在颞叶癫痫患者手术切除

的病灶组织中也发现ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路相关蛋白表达

量较非癫痫患者有所增高［２７］。在海人酸杏仁核注

射、海人酸腹腔注射、戊四氮腹腔注射等多种动物

癫痫模型中，也存在癫痫发作后的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路

激活［２８３０］。在下丘脑ＰＯＭＣ神经元中，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

通路的激活抑制ＯＲＬ１受体介导的ＧＩＲＫ通道开

放，进而减弱对神经元的兴奋性的抑制［３１］。因此笔

者推测癫痫发作后急性期ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活可

能会影响海马神经元膜上 ＧＩＲＫ 通道的表达。

ＰＩ３Ｋ能够将磷脂酰肌醇４，５二磷酸（ＰＩＰ２）磷酸化

生成磷脂酰肌醇３，４，５三磷酸（ＰＩＰ３），ＰＩＰ２与

ＧＩＲＫ通道直接结合，促进ＧＩＲＫ通道与Ｇβγ蛋白

的结合从而激活ＧＩＲＫ通道
［３２］，癫痫发作后ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ通路的激活对神经元细胞膜上ＰＩＰ２的消耗可

能会影响ＧＩＲＫ通道的功能。

本研究进一步利用细胞癫痫模型探究ＰＩ３Ｋ抑

制剂是否能够改变癫痫发作后神经元ＧＩＲＫ通道

的功能，验证了ＣＴＺ孵育后海马神经元Ｋｉｒ电流减

少，与之前报道［３３］相符。有研究［１６］表明，海马神经

元中ＧＩＲＫ通道介导的电流约占总 Ｋｉｒ电流的

５０％。因此本研究检测了应用ＰＩ３Ｋ抑制剂后痫样

放电神经元总Ｋｉｒ电流的变化，以此反映ＰＩ３Ｋ抑

制剂对痫样放电神经元ＧＩＲＫ通道功能的影响。

然而，本研究发现ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ和ＬＹ２９４００２对痫样

放电神经元的Ｋｉｒ电流并未产生显著影响。ＧＩＲＫ

通道的功能受雌激素及雌激素受体调控［３４］，在其他

疾病中发现ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活能调控表观遗传

相关分子组蛋白 Ｈ３ 赖氨酸 ４ 甲基转移酶

（ＫＭＴ２Ｄ），进而影响雌激素受体所介导的基因表

达［３５］，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通道的激活可能通过雌激素受体

间接影响ＧＩＲＫ通道的表达和功能。Ｊｏｒｗａｌ等
［１１］

发现癫痫发作后乳酸水平的变化可能对ＧＩＲＫ通

道的功能有所影响，Ｈｉｌｌ等
［３６］也发现ＧＩＲＫ通道参

与了腺苷受体Ａ１Ｒ对癫痫后神经元兴奋性的调控，

癫痫发作后 ＧＩＲＫ 通道功能调控的因素复杂，

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路可能不是其功能调控的主要因素。

本研究发现，匹罗卡品诱导ＳＥ发作后急性期

海马ＧＩＲＫ通道的表达降低，可能与同期ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ通路的激活有关，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路与癫痫发作

后ＧＩＲＫ通道表达改变的关系需要进一步研究明

确，ＧＩＲＫ通路在癫痫发作后的调控因素需要进一

步探究。
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