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电针对癫痫模型大鼠自发性反复发作及海马CA3和DG
区谷氨酸脱羧酶67表达的影响
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摘 要：背景 由于对药物疗法不良反应的担忧，近几年人们对使用针灸治疗癫痫越来越感兴趣。尽管现已报道了不少针灸抗

癫痫作用的临床证据，但其确切机制仍不清楚。目的 研究电针(EA)对癫痫大鼠自发性复发性癫痫(SRS)，以及海马CA3和齿状

回(DG)区中谷氨酸脱羧酶 67(GAD67)表达的影响。方法 将 50只 Sprague⁃Dawley(SD)大鼠随机分为对照组、癫痫组、假刺激组、非

穴位电针组和穴位电针组，每组 10只。除对照组外，其余 4组均制备氯化锂—匹罗卡品颞叶癫痫大鼠模型。造模成功的大鼠采

用针刺或电针穴位治疗，8周后观察自发性复发性癫痫发作的次数。分别取5组大鼠海马组织，采用荧光定量PCR和Western blot⁃
ting分别检测各组大鼠海马组织中GAD67 mRNA水平和蛋白水平表达变化；采用免疫组化法检测各组大鼠海马 CA3和DG区

GAD67蛋白水平表达变化。结果 治疗 8周后，穴位电针组与癫痫组、假刺激组、非穴位电针组比较，减少了自发性复发性癫痫发

作的次数，差异有统计学意义(P<0.05)。qRT⁃PCR结果显示：与对照组相比，癫痫组、假刺激组、非穴位电针组和穴位电针组大鼠海

马组织中GAD67 mRNA表达均下调，差异有统计学意义(P<0.01)；通过 8周电针百会和大椎穴连续治疗后，穴位电针组与癫痫组、

假刺激组、非穴位电针组比较，大鼠海马组织中GAD67 mRNA水平与上调，差异有统计学意义(P<0.01)；假刺激组和非穴位电针组

中GAD67 mRNA水平与癫痫组相比，无统计学意义(P>0.05)。Western blotting和免疫组化结果显示：GAD67蛋白水平变化趋势与

mRNA水平相一致。结论 电针百会和大椎穴对癫痫大鼠具有一定的疗效，并与 CA3和DG区GAD67表达水平的变化有关。
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Abstract： Background Due to concerns regarding the adverse effects of drug therapy，there is an increasing interest
in the use of acupuncture for the treatment of epilepsy. Although the antiepileptic effect of acupuncture has been reported in
literature，its detailed mechanism remains unclear. Objective To investigate the effect of electroacupuncture（EA）on
spontaneous recurrent seizures and the expression of glutamic acid decarboxylase 67（GAD67）in hippocampal CA3 and
dentate gyrus（DG）regions of epileptic rats. Methods A total of 50 Sprague⁃Dawley rats were randomly divided into con⁃
trol group，epilepsy group，sham⁃stimulation group，non⁃EA group，and EA group，with 10 rats in each group. All rats ex⁃
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cept those in the control group were used to establish a rat model of temporal lobe epilepsy induced by lithium⁃pilocarpine.
After successful modeling，the rats were given acupuncture or EA at related acupoints，and the number of spontaneous re⁃
current seizures were observed after 8 weeks of treatment. After hippocampal tissue samples were collected from all five
groups，quantitative real⁃time PCR and Western blotting were used to measure the mRNA and protein expression levels of
GAD67 in hippocampal tissue，and immunohistochemistry was used to measure the protein expression level of GAD67 in
hippocampal CA3 and DG regions. Results After 8 weeks of treatment，the EA group had a significant reduction in the
number of spontaneous recurrent seizures compared with the epilepsy group，the sham⁃stimulation group，and the non⁃EA
group（P <0.05）. Quantitative real ⁃ time PCR showed that the epilepsy group，the sham⁃stimulation group，the non ⁃EA
group，and the EA group had a significant reduction in the mRNA expression level of GAD67 in hippocampal tissue com⁃
pared with the control group（P<0.01）；after 8 weeks of consecutive EA treatment at Baihui and Dazhui acupoints，the EA
group had a significant increase in the mRNA expression level of GAD67 in hippocampal tissue compared with the epilepsy
group，the sham⁃stimulation group，and the non⁃EA group（P<0.01）；there was no significant difference in the mRNA ex⁃
pression level of GAD67 between the sham⁃stimulation group and the non⁃EA group（P>0.05）. Western blotting and immu⁃
nohistochemistry showed that the changing trend of the protein expression level of GAD67 was consistent with that of the
mRNA expression level of GAD67. Conclusions EA at Baihui and Dazhui acupoints has a certain therapeutic effect on ep⁃
ilepsy rats，which is associated with the changes in the mRNA and protein expression levels of GAD67 in hippocampal CA3
and DG regions. ［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2022, 49(5): 1-6］
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癫痫是一种慢性神经系统疾病，患病率约为 1%，其

特征是由于中枢神经系统的神经元过度活跃而反复出现

自发发作。研究表明，γ⁃氨基丁酸（γ⁃aminobutyric acid，
GABA）是脊椎动物中枢神经系统中分布最广的已知抑制

性神经递质，GABA降低已被证明是癫痫发作的主要原

因［1⁃3］。谷氨酸脱羧酶（glutamic acid decarboxylase，GAD）
是GABA产生的限速酶，也是GABA能神经元的标志物。

GAD有 2种主要的亚型GAD65和GAD67，由 2种不同的

基因编码。GAD65主要以载脂蛋白酶的形式存在，主要

在辅因子结合水平上调节；而GAD67主要以全酶的形式

存在，代表GAD的酶活性形式，在基因表达水平上受到更

多的调控［4⁃5］。GAD67蛋白被认为是神经元释放GABA活

性的标志［6］。目前，许多抗癫痫药物的作用源于增强GA⁃
BA介导的抑制作用，其中一些疗效是通过提高GAD表达

获得的［7］。现有证据表明，GAD67表达水平的降低会增

加癫痫发作的概率［8］。
近年来，对药物疗法的不良反应的关注，增加了学者

对非药物疗法使用的兴趣，包括迷走神经刺激、外周电刺

激和针灸等。针刺治疗癫痫早在《皇帝内经》等古医籍中

均有记载，近代也有大量报道［9］。临床上，针刺某些特定

穴位，如足三里（St36）、大椎（Du14）和百会（Du20）等，对

癫痫具有显著疗效［10⁃11］。针刺信号可能通过传入神经通

路传播到中枢神经系统，并引起各种生理和神经变

化［12⁃13］。尽管已有一些证据支持这种疗效［14］，但其确切

的机制仍然未知。

本研究中，我们选择锂―匹罗卡品癫痫大鼠模型（迄

今为止颞叶癫痫的良好模型）［15］，我们首先通过对自发性

复发性癫痫发作（spontaneous recurrent seizures，SRS）的

监测，研究了电针在大椎和百会的抗癫痫作用；然后我们

研究了 CA3和DG区GAD67表达的变化，分析电针百会

和大椎穴对GAD67在颞叶癫痫中表达的影响，进而探讨

针灸对癫痫治疗的内在机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物

取 50只 SD雄性大鼠，均来自北京维通利华动物实验

中心，体质量 220～250 g。在温度（22±3）℃、12 h明暗循

环的环境中饲养，给予自由饮食和饮水。适应性喂养1周
后，随机选取 10只作为对照组，其余 40只用于癫痫造模。

造模成功后，10只不进行任何处理（癫痫组）；10只进行针

刺处理（假刺激组）；10只进行电针治疗（非穴位电针组）；

10只进行穴位电针治疗（穴位电针组）。

所有实验内容经苏州高新区人民医院动物伦理委员

会同意（伦理审查受理号：20210625181531）。

1. 2 仪器和试剂

戊巴比妥钠（1507002⁃200MG）；脑立体定位仪（赛昂

斯，货号：SA301）；G6805⁃2电针治疗仪（中国青岛鑫升实

业有限公司）；LiCl（美国 Boehringer Mannheim公司）；PI⁃
LO（美国Sigma公司）；GAD67抗体（ab213508，Abcam）。

1. 3 大鼠癫痫模型的制备

大鼠腹腔注射 LiCl 3 mEq/kg（约 125 mg/kg）；18 h后
腹腔注射PILO，每次注射量10 mg/kg，每30 min注射1次。

至大鼠出现癫痫持续状态（status epilepticus，SE），则可给
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予10%水合氯醛终止发作。

1. 4 电针治疗

模型制备后 2 h对假刺激组、非穴位电针组、穴位电

针组动物进行针刺或电针处理，随后的 8周每天（晚上

18：30至19：00）进行相同的处理，直到被杀死。针刺或电

针处理前 15 min，所有大鼠（包括假刺激组、非穴位电针

组、穴位电针组）吸入乙醚进行麻醉，然后将大鼠头部固

定于脑立体定位仪上。假刺激组选用 1寸毫针平刺百会

穴和斜刺大椎穴，约 7 mm［16］。非穴位电针组用电针刺激

右侧肢体腋横纹下和尾骨尖下 3 mm的非穴位处。穴位

电针组用电针刺激百会穴和大椎穴。电针处理使用

G6805⁃2电针治疗仪进行，采用疏密波，密波：6.25 Hz，强
度：1.0 mA，时间：2.08 s；疏波：3.85 Hz，强度：1.0 mA，时
间：1.28 s，共持续30 min。
1. 5 SRS监测

通过视频监控确定建模成功的每只动物的 SRS发生

次数。由于匹罗卡品模型中发生 SRS的频率在光照（昼

间）期间比黑暗（夜间）期间高得多，所以 SRS记录均在光

照期间进行。每天对动物进行视频监控（每天 8 h，上午

8：00至12：00和下午14：00至18：00），使用光敏黑白摄像

机（CCD Kamera Modul，Conrad Electronic，Germany）拍

摄。监测从建模成功第2天开始，一直持续到第45天。

1. 6 qRT⁃PCR检测检测GAD67 mRNA水平表达

将脑组织于冰上匀浆，提取脑膜组织中总RNA，利用

逆转录试剂盒将RNA逆转录为 cDNA，应用 Primer5.0软
件设计 GAD67和 GAPDH mRNA的特异性引物，GAPDH
作为内参照。引物序列分别为：大鼠 GAPDH正向 5'⁃
ACTCCCATTCT⁃TCCACCTTTG⁃3'；反向 5'⁃CCCTGTTGCT⁃
GTAGCCATATT⁃3'；GAD67正向 5'⁃AAGTTCTGGCTGAT⁃
GTGGAAAGC'；反向 5'⁃TGTGCTCAGGCTCACCATTGAA⁃
3'。每个样本做 3个复孔检测，PCR反应体系总体积为

20 μL，反应条件：42 ℃孵育 2 min；95 ℃预变性 30 s；95 ℃
预变性 5 s，60 ℃预变性 34 s，40个循环。采用ABI7500系
统软件进行数据采集、分析。利用 qRT⁃PCR测定对照基

因和目的基因的 Ct值，将 Ct值转化为相对倍数，从而计

算目的基因的表达量：采用实验组/对照组=2⁃ΔΔCt进行

计算。

1. 7 Western blotting检测GAD67蛋白表达

取大鼠脑组织，液氮磨成粉末，加入 100 μL PBS，50
μL收集的蛋白中，加入 150 μL 4×loading buffer，混匀后，

100 ℃水浴 5 min，冰上冷却。配置好分离胶和浓缩胶，每

孔上样 40 μL，电泳 90 min。转移结束后关掉电源，取出

PVDF膜放入容器（培养皿）中，加适量的封闭缓冲液［含

5%（w/v）脱脂奶粉的PBS缓冲液］，室温轻轻摇动温育 1～
2 h。换新的培养皿，加入 10 mL上述封闭缓冲液，并按

1∶1 000的量加入兔抗大鼠 GAD67多克隆抗体（一抗），

4 ℃孵育过夜。PBS缓冲液洗涤 3次，每次 10 min。将

PVDF膜转移至另一培养皿中，加入含有 5%脱脂奶粉的

二抗缓冲液，并以 1∶5 000量加入 HRP标记羊抗兔 IgG
（二抗），室温摇动温育 1 h。再将 PVDF膜转移至另一培

养皿中，加适量二抗缓冲液（150 mmol/L NaCl，50 mmol/L
Tris⁃HCl pH 7.5），室温洗涤 3次，每次 10 min。ECL加底

物显色液，拍照。

1. 8 免疫组织化学（免疫组化）染色检测GAD67蛋白

表达

对大鼠进行灌注取材，腹腔注射 10%水合氯醛麻醉

大鼠，迅速取出脑组织，用 4%多聚甲醛 4 ℃固定 12 h。取

出脑组织后常规梯度酒精脱水，二甲苯透明，在石蜡中浸

泡并进行包埋。以切片厚度 4 μm进行连续冠状切片。

石蜡切片常规二甲苯脱蜡，梯度酒精至水；加入含 1% Tri⁃
ton和 3% H2O2的磷酸缓冲盐溶液（PBS），于 4 ℃冰箱中孵

育 30 min，以去除内源性过氧化物酶，PBS漂洗 3次，每次

5 min；滴加含有 10% BSA的封闭液封闭约 2 h；加入 1∶
100稀释的兔抗大鼠GAD67多克隆抗体（一抗），于 4 ℃冰

箱中孵育过夜，然后 PBS漂洗 3次，每次 5 min；滴加生物

素标记羊抗兔 IgG（二抗）工作液，室温下孵育约 1 h，PBS
漂洗 3次，每次 5 min；DAB显色液显色，显微镜下观察显

色情况，并予PBS终止显色反应。

1. 9 统计学方法

采用 SPSS 21.0统计软件包对数据进行统计学分析。

计量资料以均数±标准差（x-±s）表示，多组间比较采用单

因素方差分析（One⁃way ANOVA），多组间两两比较采用

LSD⁃t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 电针对癫痫模型大鼠SRS次数的影响

所有建模成功的大鼠在第 16天均出现了 SRS。4组
间 SRS次数比较，差异有统计学意义（P<0.05）。假刺激

组和非穴位电针组 SRS次数与癫痫组相比，差异均无统

计学意义（P>0.05）。穴位电针组 SRS次数与癫痫组、假

刺激组和非穴位电针组比较，次数均减少，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表1。

表1 电针对癫痫模型大鼠SRS次数的影响 (x-±s)

组别

癫痫组

假刺激组

非穴位电针组

穴位电针组

F值

P值

例数

10
10
10
10

SRS次数/次
26. 35±3. 84
27. 03±3. 15a
26. 89±2. 14a
18. 22±2. 73b
16. 530
<0. 001

注：a为与癫痫组比较，P>0.05；b为与癫痫组比较，P<0.01
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2. 2 电针治疗后癫痫大鼠海马组织GAD67 mRNA表达

变化

qRT⁃PCR结果显示：5组之间 GAD67 mRNA表达水

平比较，差异有统计学意义（P<0.05）。与对照组比较，癫

痫组大鼠海马组织中GAD67 mRNA表达下调近 2倍，差

异有统计学意义（P<0.05）。连续 8周电针百会和大椎穴

治疗后，与癫痫组相比，穴位电针组大鼠海马组织中

GAD67 mRNA表达水平有明显的上调，差异有统计学意

义（P<0.05）。而在癫痫组、假刺激组和非穴位电针组中，

大鼠海马组织中 GAD67 mRNA水平差异无统计学意义

（P>0.05）。见表2。
2. 3 电针治疗后癫痫大鼠海马组织GAD67蛋白表达水

平变化

Western blotting结果显示：与对照组比较，癫痫组大

鼠海马组织中 GAD67蛋白水平表达有明显下调（P<
0.05）。连续 8周电针百会和大椎穴治疗后，与癫痫组相

比，穴位电针组大鼠海马组织中GAD67蛋白表达水平明

显上调，差异有统计学意义（P<0.05）。见图1。
免疫组织化学染色结果显示：GAD67在对照组大鼠

海马 CA3和 DG区锥体细胞层均有广泛表达（图 2A、图
2F、图 3）。与对照组比较，GAD67蛋白在癫痫组大鼠海

马DG区的表达水平明显减少（图 2B、、图 3）；与癫痫组相

比，假刺激组和非穴位电针组大鼠海马DG区GAD67的
表达水平变化不明显（图 2C、图 2D、图 3）；而穴位电针组

中大鼠海马DG区GAD67的表达水平显著增加（图 2E、图
3）。在CA3区，癫痫组、假刺激组、非穴位电针组和穴位

电针组中GAD67蛋白表达水平与对照组相比变化不明显

（图2F、图2G、图2I、图2J、图3）。

3 讨论

在许多研究中，电针已经应用于癫痫患者的治疗，并

且已经报道了电针抗癫痫机制的一些证据。百会和大椎

穴是中医药中使用最广泛和最有效的穴位之一，而且之

前的研究表明，百会和大椎穴是使用电针治疗癫痫的一

个实际选择。电针治疗后一氧化氮合酶的减少［17］和褪黑

素的增加［18］有助于电针的抗癫痫作用。研究还发现，针

刺可提高癫痫大鼠中枢神经系统中的GABA水平，这表

明针刺抗癫痫作用可能部分归因于其调节中枢神经系统

中GABA水平的作用［19⁃20］。GAD67是GABA产生的限速

酶，也是 GABA能神经元的标志物。然而，在这些研究

中，很少有人提供自发反复发作和GAD 67表达的数据用

于疗效评估和机制探索。

本研究旨在研究电针在百会和大椎穴的抗癫痫作

用，并通过检测GAD67在CA3和DG区中的表达，探讨电

针百会和大椎穴抗癫痫作用的机制。我们在本研究中采

用的实验模型是锂―匹罗卡品癫痫模型，与人类颞叶癫

痫相似［21］。海马组织CA3和DG区是颞叶癫痫的重要参

与者。因此，我们在本研究中主要观察了GAD67在CA3
和DG区中的表达变化。作为机制探索的前提，首先进行

SRS监测以确定抗癫痫作用，评估电针作为治疗癫痫手

段的潜在价值。我们发现电针百会和大椎穴可显著降低

SRS频率，癫痫模型大鼠CA3和DG区的GAD67表达水平

显著低于正常大鼠。电针百会和大椎穴后海马组织中

表2 qRT⁃PCR检测各组海马组织GAD67 mRNA表达水平

变化 (x-±s)

组别

对照组

癫痫组

假刺激组

非穴位电针组

穴位电针组

F值

P值

例数

10
10
10
10
10

GAD67 mRNA相对表达量

0. 9852±0. 2541
0. 3720±0. 1235a
0. 3961±0. 0952a
0. 3807±0. 1493a
0. 7165±0. 2769b

115. 780
<0. 001

注：a为与对照组比较，P<0.01；b为与癫痫组比较，P<0.01

A：Western blotting检测条形图；B：Western blotting检测各组GAD67蛋白表达水平柱形图

图1 Western blotting检测各组海马组织GAD67蛋白表达水平变化
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GAD67表达增强，提示边缘癫痫中GABA能增强神经传

递，这支持自我保护和抗惊厥机制［22］。事实上，一些早期

报告已经发现癫痫实验模型中GABA功能的长期和短期

增加［23⁃24］。

Dos等［25］发现，在匹罗卡品癫痫模型大鼠中，足三里

穴位的电针可防止某些边缘结构（包括海马组织）的神经

元损伤，这可能防止了GABA引起的神经元丢失。正如

我们前面提到的，GAD67被认为是神经元释放GABA活

性的标志。电针足三里穴可能通过提高GAD67的表达水

平，从而提高了齿状回GABA能神经元的活性。其他研

究也发现［26］，针刺百会和大椎穴可增加 DG区的细胞增

殖，从而在DG细胞层产生新的细胞。这些新产生的细胞

来源于DG区的神经干细胞，包括GABA能神经元。这解

释了电针百会和大椎穴在CA3和DG区GAD67表达变化

的原因。

本研究的局限性在于，无法对未麻醉的癫痫大鼠进

行电针或假电针，因为在清醒时癫痫大鼠容易激动，对环

境条件适应缓慢，因此难以准确定位针刺点。因此，他们

在轻度麻醉条件下接受电针或假电针。但这可能会对大

脑神经递质和突触传递以及电针效应产生影响。为了减

少影响，我们对大鼠进行轻度麻醉，其中戊巴比妥钠（40
mg/kg，腹腔注射）的剂量低于正常剂量（60 mg/kg，腹腔注

射）。未接受刺激的大鼠（对照组和非电针组）也被轻度

麻醉，以消除各组间麻醉剂引起的影响差异。

综上所述，本研究结果表明，电针百会和大椎穴对锂

―匹罗卡品诱导的癫痫大鼠具有一定的抗癫痫作用，该

作用伴随着CA3和DG区GAD67表达的增加。这些发现

为电针的抗颞叶癫痫作用机制提供了具体证据。
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