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FK506通过抑制钙调神经磷酸酶活性上调星形胶质细胞EAAT1/2表达控制海马区

癫痫发作及神经损伤
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［摘要］ 目的 钙调神经磷酸酶（calcineurin，CaN）被认为可能参与海马星形胶质细胞兴奋性氨基

酸转运蛋白 1（excitatory amino acid transporter 1，EAAT1）和兴奋性氨基酸转运蛋白 2（excitatory amino 
acid transporter 2，EAAT2）表达的调控，本研究旨在探究在红藻氨酸（kainic acid，KA）诱导的癫痫模型中

他克莫司（tacrolimus，FK506）是否通过上调海马星形胶质细胞 EAAT1和 EAAT2的表达从而减少癫痫

的发生。方法 采用来源于GEO数据库人类和小鼠脑 scRNA-seq数据集GSE190453、GSE241349分析

EAAT1、EAAT2、CaN、GFAP和NeuN的细胞类型分布，采用KA癫痫小鼠海马星形胶质细胞RNA-seq数

据集 GSE237321 分析 EAAT1、EAAT2、CaN 和 GFAP 表达特征。实验动物为 108 只 SPF 级 6~8 周龄

C57BL/6J小鼠（体质量 19~23 g，雌雄各半）。为评估低剂量的FK506对癫痫小鼠的皮层放电和EAAT1、
EAAT2 的调节作用，本研究首先进行低剂量的 FK506 干预实验，采用随机数字表法将 12 只小鼠分为

Control组、KA 组和 FK506 组（n=4），FK506 组造模前 24 h 及 1 h 单次腹腔注射 1 mg/kg 的 FK506，KA 组

向小鼠两侧海马分别注射 0. 5 μL KA（0. 5 μg/μL）造模，KA造模 48 h后评估给药对皮层放电及EAAT1、
EAAT2的mRNA表达的影响。为确定EAAT1、EAAT2、CaN和GFAP的蛋白的时间表达特征以及合适的

取材时间，本研究利用随机数字表法将 36只小鼠分为Control组、6 h、1 d、3 d、5 d和 7 d组（n=6），经KA
造模后收集对应时间点的海马组织，用于Western blotting实验检测各蛋白指标的变化。为评估不同剂

量的 FK506 的疗效，将 60 只小鼠分为 Control 组、KA 组、FK506 1 mg/kg 组、FK506 2 mg/kg 组、FK506 
4 mg/kg组（n=10），各FK506治疗组于KA 造模前 24 h 及 1 h 腹腔注射对应剂量的 FK506，KA 造模后连

续 3 d 腹腔注射对应剂量的 FK506。KA 造模后第5天进行旷场实验以评估小鼠运动状态，实验结束后

每组收集 6只小鼠的海马组织，用于 Western blotting 实验检测各组 EAAT1、EAAT2、CaN 和 GFAP 的蛋

白表达，各组其余小鼠采用 HE 染色观察 海 马 神 经 元 病 理 改 变 ，采 用 免 疫 荧 光 染 色 法 检 测

EAAT1、EAAT2 与 GFAP 的共定位情况。结果 scRNA-seq数据分析结果显示，EAAT1、EAAT2 特异

性定位于星形胶质细胞，CaN 同样在星形胶质细胞中存在表达。小鼠海马星形胶质细胞RNA-seq数据

分析结果表明，相较于 PBS和AAV组，KA组EAAT1、EAAT2 mRNA水平在KA诱导 4 d后显著下调（P<
0. 01），GFAP和CaN显著上调（P<0. 05）。小鼠海马组织切片免疫荧光结果表明，EAAT1和EAAT2与星

形胶质细胞标志物 GFAP 共定位，与 Control 组相比，KA组GFAP荧光强度显著增加（P<0. 05）。Western 
blotting结果显示，与Control组比较，5 d组EAAT1和EAAT2显著下调（P<0. 01）；GFAP水平在KA处理后

6 h开始升高，3 d时显著增加（P<0. 05）；CaN全长蛋白水平自 3 d起下降（P<0. 01），而 45 kDa CaN活性

片段在 3 d和 5 d时显著增加。表明CaN在癫痫发生早期就已经被激活，可能参与EAAT1和EAAT2蛋

论著·癫痫精准治疗与脑保护专题
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白表达的调控。造模前给予 1 mg/kg FK506可改善KA小鼠大脑皮层异常放电，并部分缓解KA诱导的

EAAT1 和 EAAT2 mRNA 下调（P<0. 05）。造模后连续给予不同剂量 FK506 干预可减轻海马 CA1、CA3
区神经元损伤及小鼠运动障碍。Western blotting 显示，不同剂量 FK506 可抑制 KA 诱导的 EAAT1 和

EAAT2表达下调（P<0. 01），抑制CaN全长蛋白下调及 45 kDa CaN活性片段产生（P<0. 01），同时部分抑

制GFAP上调（P<0. 01），并显著抑制NeuN下调（P<0. 05），表明不同剂量的 FK506具有神经保护作用。

结论 在 KA诱导的癫痫小鼠模型中，FK506通过抑制 CaN活性片段的产生，上调 EAAT1和 EAAT2的

表达，从而减轻癫痫诱导的神经损伤。

［关键词］ 他克莫司；钙调磷酸酶；星形胶质细胞；谷氨酸转运体；癫痫
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［Abstract］ Objective　Calcineurin (CaN) is implicated in regulating hippocampal astrocytic 
excitatory amino acid transporter 1 (EAAT1) and 2 (EAAT2) expression.  This study investigates whether 
tacrolimus (FK506) reduces epileptogenesis by upregulating EAAT1 and EAAT2 in hippocampal astrocytes in 
a kainic acid (KA) -induced epilepsy model.  Methods　The cellular distribution of EAAT1, EAAT2, CaN, 
GFAP, and NeuN was analyzed using human and mouse brain single cell RNA sequencing (scRNA seq) 
datasets (GSE190453, GSE241349) from the GEO database.  Hippocampal astrocyte RNA seq data from 
KA‑induced epileptic mice (GSE237321) were used to examine the expression patterns of EAAT1, EAAT2, 
CaN, and GFAP.  A total of 108 specific pathogen free (SPF) C57BL/6J mice aged 6 to 8 weeks (body weight 
19 to 23 g, equal numbers of males and females) were used.  To evaluate the effect of low dose FK506 on 
cortical discharges and the regulation of EAAT1 and EAAT2, 12 mice were randomly divided into Control, 
KA, and FK506 groups(n=4).  The FK506 group received a single intraperitoneal injection of 1 mg/kg FK506 
24 h and 1 h before modeling; the KA group was modeled by bilateral hippocampal injection of 0. 5 μL KA 
(0. 5 μg/μL).  Cortical discharges and hippocampal EAAT1 and EAAT2 mRNA levels were assessed 48 h 
after KA injection.  To determine the temporal expression profiles of EAAT1, EAAT2, CaN, and GFAP 
proteins and identify appropriate sampling time points, 36 mice were randomly allocated to Control, 6 h, 1 d, 
3 d, 5 d, and 7 d groups(n=6).  Hippocampal tissues were collected at the corresponding time points after KA 
administration for Western blotting.  To evaluate the efficacy of different FK506 doses, 60 mice were divided 
into Control, KA, FK506 1 mg/kg, FK506 2 mg/kg, and FK506 4 mg/kg groups (n=10).  FK506 treatment 
groups received corresponding doses (intraperitoneal injection) 24 h and 1 h before KA modeling, followed by 
once daily injections for 3 consecutive days after modeling.  On day 5 after modeling, open field testing was 
performed to assess locomotor activity.  Hippocampal tissues from 6 mice per group were used for Western 
blotting of EAAT1, EAAT2, CaN, and GFAP; the remaining mice were used for HE staining to observe 
neuronal pathology and immunofluorescence staining to examine the colocalization of EAAT1 and EAAT2 with 
GFAP.  Results　scRNA‑seq analysis revealed that EAAT1 and EAAT2 were specifically localized in 
astrocytes, and CaN was also expressed in astrocytes.  Hippocampal astrocyte RNA seq data showed that 
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compared with PBS and AAV groups, EAAT1 and EAAT2 mRNA levels were significantly downregulated 4 d 
after KA induction, while GFAP and CaN were significantly upregulated.  Immunofluorescence of mouse 
hippocampal sections indicated that EAAT1 and EAAT2 co‑localized with the astrocyte marker GFAP, and 
GFAP fluorescence intensity was significantly increased in the KA group versus the Control group.  Western 
blotting demonstrated that EAAT1 and EAAT2 were significantly downregulated in the 5 d group compared 
with the Control group; GFAP levels began to rise 6 h after KA treatment and were significantly increased at 
3 d; full length CaN protein levels decreased from 3 d onward, whereas the 45 kDa CaN active fragment was 
significantly increased at 3 d and 5 d, suggesting that CaN is activated early in epileptogenesis and may 
participate in regulating EAAT1 and EAAT2 protein expression.  Pretreatment with 1 mg/kg FK506 
ameliorated abnormal cortical discharges in KA mice and partially alleviated KA induced downregulation of 
EAAT1 and EAAT2 mRNA.  Continuous post modeling intervention with different doses of FK506 reduced 
neuronal damage in hippocampal CA1 and CA3 regions and improved motor deficits.  Western blotting showed 
that different doses of FK506 inhibited KA‑induced downregulation of EAAT1 and EAAT2 expression, 
suppressed the decrease in full length CaN and the generation of the 45 kDa CaN active fragment, partially 
inhibited GFAP upregulation, and significantly mitigated NeuN downregulation, indicating that FK506 exerts 
neuroprotective effects in a dose dependent manner.  Conclusion　In the KA induced epileptic mouse model, 
FK506 upregulates the expression of EAAT1 and EAAT2 in hippocampal astrocytes by inhibiting the 
production of the CaN active fragment, thereby attenuating epilepsy‑induced neuronal damage.  

［Key words］ tacrolimus； calcineurin； astrocytes； glutamate transporters； epilepsy
Supported by the Regional Science Program of the National Natural Science Foundation of China （82360266） and the Project of Guizhou Provincial 
Department Science and Technology Plan Project （2023-395，2023-324，2025-548）. Corresponding author： YE Lan， E-mail：frogyl266@163. com

癫痫是一种慢性复发性神经系统疾病，影响全球

约 7 000 万人，当前国内总体患病率约 0. 7%，患者约

1 000万，其中活动性癫痫患者约 600万，且每年新增

病例约 40万，癫痫已成为最常见且致残率较高的神经

系统疾病之一［1-2］。在其复杂的病理机制中，谷氨酸

兴奋性毒性是关键的致病环节。兴奋性氨基酸转运蛋

白 1（excitatory amino acid transporter 1，EAAT1）和兴奋

性氨基酸转运蛋白2（excitatory amino acid transporter 2，
EAAT2）作为主要的谷氨酸转运蛋白，负责将突触间

隙 80%~90% 的谷氨酸转运至星形胶质细胞中，维持

突触间隙谷氨酸稳态，防止兴奋性毒性损伤［3-9］。
有研究表明，EAAT1和EAAT2可能参与癫痫的发

生，但人类颞叶癫痫患者和动物癫痫模型中表达水平

存在不一致，这可能归结于机体对不同癫痫状态的反

应［10-12］。 MODARRES MOUSAVI 等［12］研 究 表 明 ，

EAAT1 在颞叶癫痫患者的海马体和杏仁核中显著上

调，且 EAAT1 和 EAAT2 的表达与癫痫发作的年龄相

关，与癫痫发作年龄<8岁的患者相比，癫痫发作年龄>
8 岁的患者杏仁核中 EAAT1 和 EAAT2 的 mRNA 的相

对表达水平显著升高。已有研究证实，匹罗卡品诱导

大鼠癫痫模型中，造模 3 d后EAAT2表达显著上调，这

种表达差异可能与癫痫模型的构建方式有关，EAAT1

和EAAT2表达下调或功能抑制，会造成突触间隙谷氨

酸大量蓄积，诱发神经元过度兴奋性放电，进而参与

癫痫的病理进程［13-15］；反之，上调 EAAT2表达或通过

药物手段促进 EAAT2 功能活化，可有效抑制癫痫发

作［16-17］。因此，靶向调控 EAAT1、EAAT2 的表达与功

能，已成为癫痫潜在的治疗新策略［18-19］。
钙调神经磷酸酶（calcineurin，CaN）可能参与了

EAAT1和 EAAT2的表达调控。CaN是一种钙离子/钙
调素依赖的丝氨酸 -苏氨酸磷酸酶、是催化亚基 A
（calcineurin subunit a，CnA）和调节亚基 B（calcineurin 
subunit b，CnB）组成的异源二聚体，广泛分布于海马

神经元和胶质细胞中，参与突触可塑性的维持［20-21］。
CaN 下游转录因子 NFAT 被认为参与 EAAT2 的调控，

但在癫痫动物模型中尚未证实［22-23］。在癫痫模型中

CaN的活性存在动态变化，被认为可能参与了癫痫的

发生［24-25］。CaN 抑制剂他克莫司（tacrolimus，FK506）
在癫痫实验模型研究中显示出多靶点治疗潜力，主要

通过CaN发挥抗炎、抗氧化及抑制星形胶质细胞活化

等机制，在多数动物模型中能延长癫痫潜伏期、减轻

发作强度、保护海马神经元并改善认知功能［25-29］。
尽管 FK506具备上述保护效应，但其能否通过调

控 EAAT1 和 EAAT2 表达、减轻谷氨酸兴奋性毒性以
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发挥抗癫痫作用，仍有待进一步阐明。因此，本研究

推测 FK506 通过抑制 CaN 从而上调 EAAT1 和 EAAT2
减少癫痫的发生，验证这一假说将有助于阐明 FK506
在癫痫治疗中的非免疫抑制新机制，为其“老药新用”

提供理论依据，也将为开发基于 EAAT1 和 EAAT2 调

控的癫痫治疗策略提供新的药物靶点。

1　材料与方法

1. 1　基于 GEO 数据库 scRNA-seq 数据分析相关指标

的细胞图谱分布分析

在 GEO 数据库（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/
geo/）以“Epilepsy”和“Single cell RNA-seq”作为检索词

检索癫痫脑组织单细胞测序数据，最终纳入颞叶癫痫

患者脑组织单细胞测序数据集GSE190453和耐药性癫

痫小鼠海马数据集 GSE241349，用于 EAAT1、EAAT2、
CaN、GFAP和 NeuN 细胞图谱分布分析。单细胞 RNA
测序数据分析采用Seurat v4. 0. 0软件进行。本研究对

单细胞原始数据进行了数据整合与标准化：对原始计

数矩阵进行质量控制，保留每个细胞中检测到的基因

数在 300~7 000、线粒体基因比例<10%的细胞；随后，

利用 Harmony 算法校正样本间的批次效应；基于校正

后的数据，将参数设置为15个主成分、分辨率为 0. 5进

行细胞聚类，并通过 cellmaker数据库中的经典细胞类

型标志基因对获得的细胞亚群进行注释，细胞聚类注

释结果通过 CellDimPlot 可视化。采用 FeatureDimPlot
软件分析EAAT1、EAAT2、CaN、NeuN和GFAP的表达。

1. 2　基于GEO数据库RNA-seq数据分析相关指标的表达

在GEO数据库中以“Epilepsy”作为检索词检索癫

痫小鼠海马组织 RNA-seq数据，纳入红藻氨酸（kainic 
acid， KA）癫痫小鼠海马数据集GSE237321进行分析。

该数据集包括海马和海马星形胶质细胞 RNA-seq 数

据，为聚焦研究目的，选择后者进行分析。该数据集

在KA诱导4 d取样后进行的测序，包括3例KA星形胶

质细胞样本数据、3 例 PBS 和 3 例腺相关病毒（adeno-

associated virus，AAV）载体处理的星形胶质样本数据，

每例样本由 3~4个海马体星形胶质细胞均质而成。在

Rstudio 中利用 Deseq2包进行差异表达分析。差异结

果的可视化火山图通过 ggplot2、ggrepel 及 ggpubr 等 R
包完成。

1. 3　实验动物

108只 SPF级 6~8周龄 C57BL/6J小鼠（雌雄各半，

体质量 19~23 g）购自江苏华创信诺医药科技有限公

司，动物使用许可证号：SYXK（苏）2020-0009。实验

动物饲养于贵州医科大学实验动物中心 SPF 屏障环

境中，室温控制在（22±2）℃，相对湿度为 50%~60%，

12 h/12 h明暗循环，每笼≤6只，自由摄食饮水。所有

动物实验方案获得贵州医科大学实验室动物伦理委员会

批准（2403759）。为减少动物疼痛，所有手术操作在

0. 3 mL 三溴乙醇诱导麻醉下进行。实验期间监测动

物体质量、毛发状态、行为活动及手术切口愈合情况，

监测频率为每日 2次。预设的人道终点为：①体质量

下降超过基线值的 20%；②出现持续癫痫状态（单次

发作>5 min或 30 min内发作≥3次）；③严重自残或无

法自行进食饮水；④濒死状态（表现为体温过低、呼吸

极度困难、对外界刺激无反应）。一旦动物达到上述

任一终点，立即将小鼠经腹腔注射 0. 3 mL的三溴乙醇

进行深度麻醉，待其夹趾反射消失后，采用颈椎脱臼

法实施安乐死。实验过程中未发生预期外的严重不

良事件。

1. 4　药物与试剂

三溴乙醇购自上海多沃生物公司；FK506购自上

海源叶生物公司；EDTA抗原修复液购自上海碧云天生

物公司；HE 染色液购自南京建成生物工程研究所；

EAAT1、EAAT2和 β-actin cDNA 引物购自上海生工生

物工程公司；Cinozol总RNA提取试剂盒和ECL发光液

购自长沙信励致和公司；反转录试剂购自山东思科捷

生物公司；荧光定量PCR试剂盒购自江苏愚公生物公

司；兔抗EAAT1购自南京巴傲得生物；兔抗CaN和兔抗

EAAT2购自武汉博士德生物公司；兔抗NeuN购自杭州

斯达特生物公司；鼠抗 GFAP、兔抗 β -actin 和兔抗

GAPDH购自武汉塞维尔生物公司；辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗、免疫荧光染色抗兔和抗鼠二抗购自

武汉爱博泰克生物公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗

鼠二抗购自江苏亲科生物；KA购自美国GLPBIO公司。

1. 5　癫痫模型的制备方法

C57BL/6J小鼠在 SPF级的动物房适应性饲养 1周

后，经腹腔注射 0. 3 mL三溴乙醇诱导麻醉。麻醉成功

后，固定小鼠头部，待呼吸平稳后进行后续操作。使

用脱毛膏去除小鼠头部毛发，沿头皮由前额叶处向枕

部方向切开头皮，暴露颅骨表面。用棉签蘸取适量的

医用过氧化氢溶液于颅骨表面，以清晰地分辨冠状缝

与矢状缝，以冠状缝与矢状缝交点为坐标原点，调节

立体定位仪使注射器针尖对准原点，并将当前的X轴

与 Y 轴坐标归零。参照文献报道［30］的两侧海马 CA3
区定位坐标（X=3. 05 mm；Y=2. 7 mm）调整注射器位

置。将注射器垂直向下插入颅骨，直至针尖斜面完全

进入骨面，此时将Z轴坐标归零，依据海马CA3区深度

坐标（Z=-2. 9 mm）继续进针。注射过程中若小鼠出现

挣扎或呼吸异常，立即终止实验。每侧海马注射0. 5 μL 
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KA（浓度为0. 5 μg/μL），注射速度为0. 25 μL/min。注射

完毕后留针 4 min，随后在 1 min内缓慢退针。确认无

活动性出血后，用碘伏消毒伤口，缝合头皮并再次消

毒。术后 1 h 内观察并记录小鼠癫痫发作情况，依据

Racine 评分标准［Ⅰ级：口面部运动（如咀嚼、眨眼）；

Ⅱ级：节律性点头；Ⅲ级：前肢阵挛；Ⅳ级：伴随前肢阵

挛的站立；Ⅴ级：站立并跌倒］，将发作等级达到Ⅳ级

及 以 上 的 小 鼠 纳 入 后 续 实 验 。 为 确 定 EAAT1、
EAAT2、CaN 和 GFAP 的蛋白的时间表达特征以及合

适的取材时间，本研究利用随机数字表法将 36 只

C57BL/6J小鼠分为Control组、6 h、1 d、3 d、5 d和 7 d组

（n=6），在KA造模后收集对应时间点的海马组织用于

后续Western blotting实验检测各蛋白指标的变化。

1. 6　实验分组与给药

将 FK506 溶解于 DMSO 中，随后用生理盐水将

DMSO 稀释至 1%，分装后保存于-80 ℃冰箱中。为研

究不同剂量的 FK506 对癫痫小鼠海马 EAAT1 和

EAAT2的调控作用，本研究按照随机数字表法将12只

体质量在 19~23 g的小鼠分为Control组、KA组、FK506
组，FK506组仅在KA造模前 24 h和 1 h经小鼠腹腔单

次注射 FK506（1 mg/kg），Control组经腹腔注射相同体

积 1% DMSO 的生理盐水，造模后 48 h 采集各组小鼠

海马组织，用于后续 RT-qPCR 检测。为研究 FK506
的给药剂量和给药次数对癫痫小鼠的治疗作用以

及对 EAAT1 和 EAAT2 的调控作用，本研究采用 1、2、
4 mg/kg的 FK506对KA小鼠进行干预。按照随机数字

表法将60只小鼠分为Control组、KA组、1 mg/kg FK506
组、2 mg/kg FK506 组和 4 mg/kg FK506 组（n=10）。

FK506各给药组按照对应的剂量在KA造模前 24 h和

1 h行单次腹腔注射，KA造模成功后各 FK506给药组

再用对应剂量干预 3 d，Control 组经腹腔注射相同体

积 1%DMSO的生理盐水，在第 5天时，每组采集 6只小

鼠的海马组织，用于 Western blotting 检测。各组剩余

的小鼠继续饲养至14 d，用于制作石蜡切片。

1. 7　免疫荧光染色检测 EAAT1、EAAT2 与星形胶质

细胞标志蛋白GFAP的共定位

小鼠经 0. 3 mL 三溴乙醇麻醉后，左心室内灌注

4%多聚甲醛，随后采集脑组织，用固定液浸泡 12 h，标
本脱水后浸蜡，切片至 5 μm厚，用于后续实验。石蜡

切片在 65 ℃烘箱中烤片 2 h，经二甲苯（10 min）、无水

乙醇（10 min）、95%乙醇（5 min）、85%乙醇（5 min）、75%
乙醇（5 min）脱蜡水化，随后用自来水轻轻冲洗3 min。石蜡

切片采用高压修复抗原，然后用 5% 牛血清白蛋白在

37 ℃下处理 30 min，然后滴加抗兔 EAAT1（1∶150）或

EAAT2（1∶150）与抗鼠GFAP（1∶500）混合一抗，在 4 ℃

下孵育过夜。次日，回收一抗，用 PBS 冲洗，使用

ABflo®488 标记的山羊抗兔和 ABflo®594 标记的山羊

抗鼠混合二抗室温孵育 1 h。孵育完成后用PBS冲洗，

滴加 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚避光孵育 30 min，然后用

50%甘油涂载，使用荧光显微镜捕获图像。

1. 8　RT-qPCR 验证 FK506对癫痫小鼠海马 EAAT1与

EAAT2 mRNA的表达影响

利用Cinozol提取在造模前 24 h及 1 h单次腹腔注

射 1 mg/kg FK506治疗后的海马组织，随后进行 cDNA
合成，具体方法如下：将≤2 μg总RNA与 gDNA Eraser
混合，用无菌无酶水补足至16 μL，混匀后在42 ℃下孵

育 2 min以去除基因组 DNA 污染；随后在同一管中加

入 SPARKscript RT Master Mix Ⅱ，使总体积为 20 μL
并混匀，再在 85 ℃条件下加热 5 min以失活反转录酶

和 gDNA Eraser，将产物置于冰上即可用于后续 RT-

qPCR。冰上配制 SYBR Green 预混液后，利用 Bio-

RAD CFX Duet RT-qPCR 检测仪上进行 RT-qPCR 分

析，反应的热循环条件为：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s、60 ℃ 
30 s，循环 40次。使用 2−ΔΔCt法对β-actin的靶基因表达

进行标准化，以确定相对基因表达。使用的引物如下

所示，EAAT1：（正向）5′-GTCTCGTCACAGGAATG-

GCG-3′，（反向）5-CCTTTCCGGGGTGGATGATG-3′；
EAAT2：（正向）5′-ACGCAGTCCATTTACGACGA-3′，
（反向）5′-CCGCCAGAGTTACCTTGCAC-3′；β -actin：
（正向）5′-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3′，（反向）

5′-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3′。
1. 9　Western blotting检测蛋白表达

收集海马体组织样本后，加入现配的含有磷酸酶

抑制剂和蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，使用手持组

织匀浆机破碎海马样本后，冰上裂解 30 min。裂解完

成后以 4 ℃、12 000×g离心 10 min，取上清液使用BCA
试剂盒检测总蛋白浓度，加入（5×）上样缓冲液制备样

本，100 ℃金属浴煮 10 min使蛋白变性。总蛋白 10 μg
通过 8%SDS-PAGE 分离，然后转移到 PVDF 膜上。将

PVDF 膜与 5% 脱脂牛奶室温孵育 2 h，然后将 PVDF
膜与相应的一抗在 4 ℃孵育过夜，包括鼠抗 GFAP
（1∶4 000）、兔抗 NeuN（1∶1 000）、EAAT1（1∶4 000）、

EAAT2（1∶4 000），CaN（1∶5 000）、β-actin（1∶5 000）、

GAPDH（1∶6 000）。次日，回收一抗，将 GFAP、NeuN、

EAAT1、EAAT2、CaN、β-actin、GAPDH PVDF膜用辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗或辣根过氧化物酶

标记的山羊抗鼠二抗室温孵育 2 h。最后，用 ECL 发

光液构建蛋白条带。采用 Image J对蛋白灰度值进行

分析，以β-actin或GAPDH作为内参。
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1. 10　利用脑电仪检测各组小鼠脑电的波形变化

为评估KA造模前24 h和1 h单次腹腔注射1 mg/kg 
FK506的疗效，在 KA造模 48 h时进行了脑电监测，具

体方法如下：将小鼠用固定器固定住小鼠的两侧头，固

定好四肢，整个过程尽量减少小鼠的痛苦。随后将记

录电极植入至目标深度颅骨下 1. 2 mm，将参考电极与

接地电极分别旋入对侧大脑半球和小脑上方的颅骨

中，但不穿透硬脑膜。电极植入成功后，检查电极的阻

抗，待阻抗合适后开始记录小鼠的脑电。

1. 11　旷场实验检测各组小鼠的自发性运动

该实验在 KA造模后第 5天开展。将动物放置在

安静、温度适宜（23~25 ℃）的透明玻璃箱（尺寸为36 cm×
36 cm×40 cm）底面的中心，适应 5 min 后，记录动物

5 min内运动能力，用 Anymaze 软件录像、计时和分析

小鼠活动轨迹。

1. 12　HE染色法检测各组小鼠海马组织病理变化

海马石蜡切片的制备、脱蜡、水化的方法同 1. 7所

述。石蜡切片经脱蜡、水化后，置于苏木素染色液中染

色 3 min，流水冲洗，1%盐酸酒精分化 20 s，水洗，用伊

红染色5 min，再用流水洗涤30 s，再用蒸馏水洗涤3 s。
将切片依次放入 75% 乙醇（30 s）、80% 乙醇（1 min）、

95%乙醇（1 min）、无水乙醇（1 min）和二甲苯（10 min）中
脱水、透明，随后涂中性胶封片，正置显微镜下拍片。

1. 13　统计学分析

统计数据的分析和绘制使用 GraphPad Prism 8. 2
和 R 软件进行。数据均以 x̄±s 表示，两组比较采用非

配对双尾 t 检验进行评估，多组比较采用单因素方差

分析进行分析，P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　单细胞表达谱分析显示 CaN 泛表达，EAAT1 和

EAAT2的星形胶质细胞特异性定位

通过 cellmaker 数据库经典的脑组织标志基因对

细胞群进行注释，注释结果表明，相关标志基因可以

较好区分每一种细胞（图 1A、B）。基于 tSNE降维图绘

制耐药性癫痫小鼠和颞叶癫痫患者脑单细胞的细胞

类型图谱，结果显示，主要细胞类型包括谷氨酸能神

经元、γ-氨基丁酸能神经元、少突胶质细胞、少突胶质

前体细胞、星形胶质细胞和小胶质细胞等在内的主要

脑细胞类型（图 1C、D）。散点图显示，EAAT1、EAAT2
主要分布在星形胶质细胞中；CaN在所有的细胞类型

中有较高的表达水平（图 1E、F）。癫痫患者脑组织单

细胞测序数据结果显示，与 3例正常人的大脑组织相

比，3例颞叶癫痫患者中GFAP表达水平升高（图 1G），
NeuN的表达水平则降低（图1H）。

2. 2　星形胶质细胞EAAT1与EAAT2表达显著下调

利用Desq2对来源于GEO数据库的KA癫痫小鼠

海马星形胶质RNA-seq数据进行差异表达分析，结果

表明，相较于 PBS处理组，KA组小鼠海马星形胶质细

胞 CaN 表达显著上调（P<0. 01，表 1），GFAP 表达显著

上调（P<0. 01），EAAT1表达显著下调（P<0. 01），EAAT2
表达显著下调（P<0. 01）；相较于AAV处理组，KA组小

鼠海马星形胶质细胞 CaN 表达显著上调（P<0. 05），

GFAP 表达显著上调（P<0. 01），EAAT1 表达显著下调

（P<0. 01），EAAT2 表达显著下调（P<0. 01）。提示星

形胶质细胞在KA诱导 4 d时激活，CaN的上调可能参

与EAAT1和EAAT2的负向调控。火山图展示差异表

达基因的整体分布：图中每个点代表 1个基因，横坐标

为 Log2 FC（即倍数变化），纵坐标为-Log10（P adjust）。

其中，CaN和GFAP位于火山图红色区域即显著上调，

而EAAT1和EAAT2位于绿色区域即显著下调（图2）。

2. 3　EAAT1、EAAT2与海马星形胶质细胞共定位

免疫荧光染色结果显示，绿色荧光标记的EAAT1
和EAAT2在海马区广泛表达，二者均未与蓝色荧光标

记的细胞核发生共定位，与红色荧光标记的星形胶质

细胞标志物 GFAP 显示明显共染（图 3），提示 EAAT1
和 EAAT2主要表达于星形胶质细胞的细胞质。进一

步对齿状回GFAP的免疫荧光强度分析，结果表明，与

Control组相比，KA组小鼠海马中GFAP荧光强度显著

增加（P<0. 05，图 4），说明癫痫的发生伴随着显著的星

形胶质细胞增生与激活。

2. 4　KA 癫痫小鼠海马体中 EAAT1 与 EAAT2 mRNA
表达水平下降

为检测 KA 癫痫小鼠海马体中 EAAT1 和 EAAT2
的mRNA表达水平，本研究采用RT-qPCR法测定在海

表1　KA处理后海马星形胶质细胞相关基因的表达差异

Table 1　Expression changes of astrocyte-related genes in the 
hippocampus following KA treatment

Genes
EAAT2

EAAT1

GFAP

CaN

EAAT2

EAAT1

GFAP

CaN

Groups
KA vs PBS
KA vs PBS
KA vs PBS
KA vs PBS
KA vs AAV
KA vs AAV
KA vs AAV
KA vs AAV

P

<0. 01
<0. 01
<0. 01
<0. 01
<0. 01
<0. 01
<0. 01
<0. 05

Log2FC
-1. 487
-0. 889

2. 098
1. 029

-1. 358
-1. 132

2. 562
0. 856

Rugulation
Down
Down

Up
Up

Down
Down

Up
Up
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马体注射 KA 造模 12 h 和 48 h 后 EAAT1 和 EAAT2 的

mRNA表达水平。RT-qPCR结果表明，与 Control组比

较，12 h 和 48 h 癫痫小鼠海马 EAAT1 和 EAAT2 的

mRNA相对表达水平均显著下调（P<0. 05，图5）。

A： Marker genes for hippocampal cell annotation in epileptic mice；B： Marker genes for brain cell annotation in epileptic patient； C： Hippocampal 
tissue cell types of epileptic mice； D： Cell types of brain tissue in patient with epilepsy； E： High expression levels of EAAT1， EAAT2 and CaN in 
hippocampal astrocytes of epileptic mice； F： High expression levels of EAAT1， EAAT2 and CaN in astrocytes of patients with epilepsy； G： Increased 
GFAP expression in the brains of epileptic patients； H： Decreased NeuN expression in the brains of epileptic patients

图1　单细胞测序下的癫痫小鼠及患者脑中CaN广泛表达与EAAT1、EAAT2星形胶质细胞特异性定位

Figure 1　Widespread expression of CaN and astrocyte-specific localization of EAAT1 and EAAT2 in the brains of epileptic mice 
and patients under single-cell sequencing
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A： Compared with PBS-treated mice， KA treatment downregulated EAAT1 and EAAT2 while upregulating GFAP and CaN in hippocampal 
astrocytes； B： Compared with AAV-treated mice， KA treatment decreased EAAT1 and EAAT2 expression and increased GFAP and CaN 
expression in hippocampal astrocytes

图2　KA 处理后海马星形胶质细胞 EAAT1、EAAT2 的表达下调

Figure 2　Downregulation of EAAT1 and EAAT2 in hippocampal astrocytes after KA treatment
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图3　EAAT1（A）、EAAT2（B）与海马星形胶质细胞共定位

Figure 3　Co-localization of EAAT1（A） and EAAT2（B） in hippocampal astrocytes
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A： Representative images of GFAP immunofluorescence staining in the hippocampal dentate gyrus of KA-induced epileptic mice and normal 
control mice； B： Significant astrocyte proliferation observed in KA-induced epileptic mice compared to control mice

图4　KA癫痫小鼠海马齿状回GFAP免疫荧光强度变化

Figure 4　Changes in GFAP immunofluorescence intensity in the dentate gyrus of the hippocampus of KA-treated epileptic mice
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2. 5　KA 致痫后海马 CaN、EAAT1 和 EAAT2 与 GFAP
表达的时间依赖性改变

为确定后续 FK506 药物干预实验的合适取材时

间点，采用Western blotting检测KA诱导癫痫后不同时

间点（6 h、1 d、3 d、5 d、7 d）海马组织中 CaN、EAAT1、
EAAT2及 GFAP的蛋白表达水平，并与 Control组进行

比较。结果显示，在第 5 天时，EAAT1 和 EAAT2 开始

显著下调（P<0. 01，图 6）；CaN全长蛋白水平自第 3天

时显著下调（P<0. 01），从KA诱导癫痫发作后 6 h开始

产生了 45 kDa 的活性片段，随时间的延长逐渐增加，

第 3 天和第 5 天时表达达到顶峰，表明 CaN 在癫痫发

生早期就已经被激活，早于 EAAT1 和 EAAT2 蛋白水

平的下调，CaN的活性片段可能参与EAAT1和EAAT2
蛋白的调控。星形胶质细胞增生标志物GFAP在KA诱

导癫痫发作后6 h逐渐增加，第3天时显著增加（P<0. 05），

并随时间的延长逐渐增加。这些结果表明，KA 癫痫

模型中星形胶质细胞增生和活化参与癫痫早期的一

系列生物学事件，包括 CaN 活性片段的产生，与之相

关的EAAT1和EAAT2的下调，参与癫痫的发生。

2. 6　FK506抑制KA诱导的癫痫小鼠皮层异常放电

结果显示，Control 组小鼠皮层脑电波形平稳，无

明显异常的放电活动，KA组癫痫小鼠表现出持续、高

频的异常皮层放电活动（图 7）。在 KA 注射前 24 h和

1 h预先腹腔注射 1 mg/kg的FK506，可显著降低KA诱

导的异常脑电放电频率与幅度，表明较低剂量的

FK506 对癫痫小鼠脑部放电活动具有明显的抑制

效果。

2. 7　FK506改善癫痫小鼠的运动活动能力

采用旷场实验检测 Control 组、KA 组、1 mg/kg 
FK506 组、2 mg/kg FK506 组和 4 mg/kg FK506 组小鼠

的总运动距离，以评估不同剂量的 FK506对小鼠自主
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图5　KA致痫后小鼠海马中EAAT1（A）、EAAT2（B）mRNA表达的动态变化

Figure 5　Time-dependent downregulation of EAAT1（A） and EAAT2（B） mRNA expression in the mice hippocampus 
following KA-induced epileptogenesis
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A： Representative Western blot bands of CaN， EAAT1， EAAT2， and GFAP at different time points after KA-induced epilepsy； B： Protein 
expression statistics of CaN， EAAT1， EAAT2， and GFAP at different time points after KA-induced epilepsy

图6　KA致痫后小鼠海马中CaN、EAAT1、EAAT2与GFAP蛋白表达的动态变化

Figure 6　Dynamic changes in CaN， EAAT1， EAAT2， and GFAP protein expression in the mouse hippocampus after 
KA-induced epilepsy
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活动能力的影响。结果显示：与Control组比较，KA组

小鼠的总距离运动显著缩短（P<0. 01，图 8）；与 KA组

小鼠相比，给予 1、2 和 4 mg/kg 剂量的 FK506 干预后，

KA组癫痫小鼠的运动总距离显著增加（P<0. 05）。上

述结果提示，FK506 能够有效缓解癫痫所致的运动

障碍。

2. 8　FK506减少KA癫痫小鼠海马神经元损伤

HE 染色结果显示，Control 组小鼠海马 CA1 和

CA3 区锥体神经元呈层紧密排列，细胞形态完整，胞

浆丰富、淡染，胞核大而圆、核仁清晰，无空泡变性和

固缩现象（图 9）。KA 组小鼠海马 CA1 和 CA3 区出现

显著的神经丛损伤。主要表现为：细胞数量锐减，

CA1区正常锥体细胞层几乎消失，CA3区细胞排列松

散、层次紊乱；大量神经元出现病理性改变，包括胞

体固缩、核染色质深染、核膜皱缩，以及胞浆嗜酸性

增强，部分细胞核溶解消失。与KA组小鼠比较，1 mg/kg 
FK506 组、2 mg/kg FK506 组和 4 mg/kg FK506 组小鼠

海马CA1和CA3区的神经从存活数量明显增加，残留

神经元形态相对完整，固缩细胞数量减少，但仍有轻

度的细胞层变薄和散在的空泡样改变。

2. 9　FK506 对癫痫小鼠海马相关基因与蛋白表达的

调控作用

在注射KA前 24 h和 1 h给予 1 mg/kg FK506，可部

分缓解 KA 诱导 24 h 后 EAAT1 和 EAAT2 mRNA 的表

达水平降低（P<0. 05，图 10A、B），KA 造模后对 FK506
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图7　FK506对癫痫小鼠脑部异常放电的抑制

Figure 7　Inhibition of abnormal brain discharge by FK506 
in epileptic mice
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Significantly increased movement distance of epileptic mice after FK506 intervention

图8　不同剂量的FK506对癫痫小鼠运动距离的改善

Figure 8　Improvement of locomotor distance by different doses of FK506 in epileptic mice
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图9　不同剂量的FK506对KA癫痫小鼠海马神经元损伤的改善作用

Figure 9　Ameliorating effects of different doses of FK506 on hippocampal neuronal damage in KA-induced epileptic mice
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各处理组每天分别给予 1、2和 4 mg/kg的FK506干预，

持续 3 d。采用 Western blotting 检测各组小鼠海马

CaN、EAAT1、EAAT2、GFAP和NeuN蛋白的表达水平。

Western blotting 结果表明，相较于 KA 组小鼠，1、2 和

4 mg/kg 的 FK506 干预能够抑制 KA 诱导的 EAAT1 表

达下调（P<0. 01，图 10C、D），抑制 KA 诱导的 EAAT2
表达下调（P<0. 01），抑制CaN全长蛋白的下调（P<0. 01）
和45 kDa CaN活性蛋白片段的产生（P<0. 01），这表明星

形胶质细胞谷氨酸再摄取功能恢复。星形胶质细胞

增殖标志物GFAP蛋白水平一定程度被抑制（P<0. 01），

但其表达水平仍高于正常小鼠。KA 诱导的 NeuN 蛋

白水平的下调被显著抑制（P<0. 05），表明不同剂量的

FK506具有神经保护作用。

3　讨论

星形胶质细胞谷氨酸转运体 EAAT1与 EAAT2的

功能障碍，是癫痫发生重要机制之一。本研究通过多

组学分析，提供 CaN、EAAT1 和 EAAT2 在癫痫中的潜

在关联证据，利用动物实验在 KA 癫痫模型中系统揭

示了星形胶质细胞内 CaN 活性片段可能参与对

EAAT1 和 EAAT2 的负向调控，并证实免疫抑制剂

FK506可通过阻断该通路恢复EAAT1和EAAT2表达、

发挥神经保护效应。

3. 1　CaN活性片段的产生先于EAAT1和EAAT2的表

达下调

本研究发现，在 KA 诱导的癫痫小鼠海马中，

EAAT1与EAAT2的mRNA及蛋白水平显著下调，这与

已知的癫痫致兴奋性毒性理论一致［13-15］。CaN活性片

段的产生（6 h开始产生，第 3天表达顶峰）在时序上先

于 KA 造模 48 h 时 EAAT1 和 EAAT2 的 mRNA 相对表

达水平的下调及 KA 造模第 5 天时其蛋白表达水平

的下调。这一时序顺序为 CaN 活性片段驱动 EAAT1
和 EAAT2表达下调提供了关键的时间证据。主流研

究多关注CaN在神经元中的功能，而本研究将CaN的

作用拓展至星形胶质细胞，填补了癫痫星形胶质细胞

CaN研究的空白，指出 45 kDa CaN活性片段的产生是

导致EAAT1和EAAT2下调的上游关键事件。

3. 2　FK506 通过抑制 CaN 活性片段生成逆转 EAAT1
和EAAT2下调

既往的研究表明，FK506 具有抗炎、抗氧化等作

用，但本研究在KA癫痫模型中证实：FK506能特异性

抑制CaN活性片段的产生，有效逆转EAAT1与EAAT2
的表达下降。药效学结果显示，造模前 24 h 及 1 h 单

次注射 1 mg/kg 的 FK506 可减少 KA 诱导的皮层异常

放电，并部分恢复 EAAT1和 EAAT2转录水平；1、2 和
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A： Significant attenuation by FK506 of KA-induced downregulation of EAAT1 relative mRNA expression level； B： Significant attenuation by 
FK506 of KA-induced downregulation of EAAT2 relative mRNA expression level； C and D： Protein expression statistics and Western blot bands 
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图10　FK506对癫痫小鼠海马相关基因与蛋白表达的调控作用

Figure 10　Regulatory effect of FK506 on hippocampal gene and protein expression in epileptic mice
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4 mg/kg 的 FK506 连续干预抑制了 CaN 活性片段的产

生，显著抑制 EAAT1、EAAT2 及 NeuN 的蛋白表达下

调，同时抑制GFAP异常增加，改善癫痫小鼠的运动功

能与海马病理损伤。上述结果表明，恢复星形胶质细

胞谷氨酸摄取功能可能是 FK506 实现神经保护的新

机制，为其临床转化提供了新的理论依据。

3. 3　星形胶质细胞 CaN 活性片段的产生可能源于

Calpain-1的切割

本研究观察到，在癫痫状态下CaN并非通过经典

CaM途径激活，而是表现为全长蛋白减少伴随活性片

段生成，这一特征与文献报道的Calpain-1介导的切割

模式高度一致［31］。尽管本研究提出FK506-FKBP12复

合物可能通过空间位阻抑制Calpain-1对CaN的切割，

但本研究未使用Calpain-1特异性抑制剂进行验证，因

此该切割事件是否为 CaN 激活的必要上游环节尚不

明确。此外，细胞内钙超载作为Calpain-1/CaN通路的

启动因素，其动态变化在本研究中未被监测。未来应

结合特异性抑制剂及星形胶质细胞钙成像技术，完整

阐明“钙超载-Calpain-1切割-CaN活化-EAAT1/2下调”

这一信号链条。

本研究发现，利用 FK506 干预 KA 癫痫鼠可以有

效缓解KA诱导的EAAT1和EAAT2的下调，发挥神经

保护作用，但仍存在一定的局限性：①CaN对下游蛋白

的调控通常依赖于 NFAT 信号通路，本研究并未涉及

对 NFAT 的抑制作用［32］；②CaN 活性片段的产生依赖

于Calpain-1的切割，本研究并未利用Calpain-1的特异

性抑制剂进行干预；③细胞内钙超载是启动Calpain-1/
CaN信号通路的源头，本研究未进行细胞内钙离子的

检测；④本研究在进行脑电检测时采取了技术更为成

熟、信号更易获取的大脑皮层作为电生理记录的位

点，但这并不能完全反映在海马这一深部实现长期、

稳定的群体神经元放电记录。

综上所述，本研究利用 FK506 干预 KA 癫痫小鼠

发现 CaN 与 EAAT1 和 EAAT2 之间存在调控关系，为

FK506发挥治疗效应提供了新的视角。然而，需要进

一步的研究来阐明这种关联的具体机制，为未来的研

究方向提供了新的思路。
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