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·基础研究·

电针对血管性痴呆大鼠海马脑源性神经营养因子
mRNA表达及学习记忆的影响*

刘 佩1 刘 喆 2，5 魏居瑞3 夏 玮4

摘要

目的：通过观察电针后血管性痴呆（VD）大鼠不同时相海马脑源性神经营养因子（BDNF）mRNA表达的变化规律，

探讨电针改善VD大鼠学习记忆的可能机制。

方法：通过结扎大鼠双侧颈总动脉，制成VD模型，分为1周组，2周组，4周组和6周组，其中每一组又分为电针组和

模型组，用RT-PCR法检测各组BDNF mRNA表达的变化规律，观察电针的影响，并通过Morris水迷宫来观察各组

神经行为学的改变。

结果：经统计分析发现同时相电针组与模型组相比，电针组海马BDNF mRNA随着时间的延长表达升高（P＜0.05），

而且与模型组相比，电针组大鼠的学习记忆能力比模型组好（P＜0.01,P＜0.05）。

结论：电针能够促进海马BDNF mRNA的表达，可能是针灸治疗治疗VD，改善VD大鼠症状的可能机制之一。
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Abstract
Objective: To observe the pattern of expression of brain derived neurotrophic factor(BDNF) mRNA in hippo-

campus in different time phase after electro-acupuncture(EA) treatment in rats with vascular dementia（VD） and

to explore the possible mechanism of EA improving the abilities of learning and memory in VD rats.

Method: The rats model of VD induced by 2-VO were randomly divided into 1week and, 2, 4, 6weeks model

group, each group was subdivided into model group and EA group. The changing pattern of BDNF mRNA ex-

pression in each group were tested by RT-PCR, and the changes of learning and memory abilities of VD rats

in each group were observed by Morris water maze.

Result: Compared with model group in the same time phase, the expressions of BDNF mRNA of EA groups

improved and increased with the time prolonging compare with model group（P＜0.05）, the learning and memo-

ry abilities of EA group were better than that of model group（P＜0.01 or P＜0.05）.

Conclusion: EA can prompt the expression of BDNF mRNA in hippocompous, this may be one of the mecha-

nisms of EA improving the symtoms of VD.
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血管性痴呆(vascular dementia，VD) 是发生在

脑血管病基础上的以记忆、认知功能缺损为主的获

得性智能的持续性损害，越来越成为影响中老年人

健康和生存质量的常见病、多发病，并且随着我国人

口老龄化的不断发展，将给社会和家庭带来沉重负

担。

脑源性神经营养因子(brain derived neuro-

trophic factor, BDNF) 是神经生长因子家族的成员

之一，1982年由Barde等从猪脑中成功分离出来。

研究人员发现，BDNF不但可以促进神经细胞增殖

或延长其存活时间[1]，从而可预防脑缺血时的神经

元死亡，改善预后；而且BDNF能增强海马神经元兴

奋性[2],促进突触的可塑性，改变脑内神经元的形态，

增加突触终末的密度和促进树突和轴突的生长[3]；

BDNF还参与了学习的可塑性机制和长时程增强效

应[4—5]，对学习记忆功能起重要作用。本实验通过永

久性结扎双侧颈总动脉（2-VO）制作出VD模型，给

予电针治疗后取出海马组织，用RT-PCR方法检测

海马BDNF含量，探讨电针治疗VD，改善VD学习记

忆的机制，为针灸治疗VD提供治疗依据。

1 材料与方法

1.1 动物分组

SPF 级 SD 健康成年大鼠 120 只，体重 230—

280g，月龄3—6个月，购自中科院上海实验动物中

心，饲养于浙江中医药大学实验动物中心。动物造

模后根据随机数字表将实验动物分为1周组，2周

组，4周组，6周组，每组动物根据随机数字表再分为

电针组和模型组。

1.2 VD动物模型的制作

大鼠称重后，用3％戊巴比妥钠（40mg/kg体重）

腹腔注射麻醉，麻醉后将大鼠仰卧固定于手术台上，

固定时充分暴露颈部，行正中切口，切口约1cm，分

离双侧颈总动脉，4号缝合线结扎，然后将大鼠尾置

于50℃水中约30s后，立即在距大鼠尾端约0.7cm处

剪尾放血，放血量为大鼠总血量的10％（占体重的

7.4%），按压止血PV碘消毒，缝合切口并用PV碘消

毒，并撒适量的青霉素－钠抗感染，再将大鼠置于

37℃环境中待其完全苏醒后分组并予以处理。

1.3 处理方法

电针组在造模后第一天开始不同时间的治疗，

穴位参照《实验针灸学》[6]中大鼠穴位定位方法取

“百会”穴（顶骨正中处）和“大椎”穴（第七颈椎背侧

凹陷略下处），选取“百会、大椎”用0.5寸针灸针针刺

穴位，“百会”穴刺法：从“百会”穴沿头顶正中线向后

平刺0.5—1cm；“大椎”穴刺法：从“大椎”穴沿颈背

部正中线向前平刺0.5—1cm。将韩氏穴位神经刺

激仪由粘皮肤电极的输出线更换为鳄鱼头夹子的输

出线后连接两穴位针灸针，调节刺激参数：输出电流

1mA 左右，一般大鼠头部会出现轻微抖动，频率

15Hz连续波，时间20min。每天1次，治疗7次后休

息2d。模型组采取和电针组同样的抓取方式但不

给予电针治疗。

未进行BrdU标记的大鼠（每组6只）分别于不

同时间处死，用3％戊巴比妥钠（40mg/kg体重）腹腔

注射麻醉，待老鼠完全麻醉后断头处死，并于冰台上

取出海马组织保存于-80℃。其余进行免疫组化的

大鼠用其他方法操作方法处死，以备进行免疫组化。

1.4 指标检测

1.4.1 神经行为学观察：Morris水迷宫检查：定位航

行实验：逃避潜伏期和游泳路径（搜索策略）。空间

探索实验：观察规定时间内大鼠在池中的游泳路径

（搜索策略）。每组动物于缺血后不同的时点开始连

续进行4d的训练测试，每天4次；第5天去除平台，

进行1min的空间探索测试。上述内容通过与安装

在迷宫上方的摄像机相联的PC机Windows平台上

观察并记录、储存，并运用行为轨迹跟踪系统软件

（MTApp）进行分析和数据处理。

1.4.2 RT-PCR法半定量检测VD大鼠海马BDNF

mRNA的含量:采用半定量RT- PCR方法。用Trizol

试剂盒提取RNA，逆转录成cDNA产物，保存于-4℃

备用。PCR上、下游引物通过网站（www.genome.wi.

mit.edu）提供的引物设计程序（primer 3.0）设计。
BDNF上游引物：5'-CAG TAT TAG CGA GTG GGT

CA -3',

下游引物：5'-CCG AAC ATA CGA TTG GGT-3'，产物

223bp；

β-actin上游引物：5'-TGT ATG CCT CTG GTC GTA

CCA C，

下 游 引 物 ：5'-ACA GAG TAC TTG CGC TCA

GGA-3'。
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PCR扩增：BDNF反应条件：95℃预变性3 min,

94℃变性30s, 53.5℃退火40s, 72℃延伸30s, 循环

28次, 72℃延伸8min, 4℃保存至电泳。β-肌动蛋

白反应条件：95℃预变性5min；变性94℃30s，退火

54.7℃40s，延伸 72℃30s，30 个循环。最后延伸

8min，4℃保存至电泳。

将扩增产物10μl加入2μl溴酚蓝显色剂，在

含EB（0.15μg/ml）的1.6%琼脂糖凝胶中电泳，电压

75V，时间45min，使用1×TBE缓冲液。电泳产物经

紫外透射反射分析仪分析，比较各组条带的平均密

度值，并以β-肌动蛋白的平均密度值校正，以两者

比值表示mRNA相对表达量。

1.5 统计学分析

采用SPSS11.5统计软件分析。统计数据按照

均数±标准差形式描述,进行单因素方差分析，组间

两两比较。方差齐性时用LSD检验，方差不齐时用

Dunnett-t检验。

2 结果

Morris 水迷宫神经行为学检测结果见表 1。

RT-PCR半定量检测缺血后不同时相BDNF mRNA

相对含量见表2。

同时相电针组和模型组相比较，电针组BDNF

mRNA的相对含量均高于模型组，1周组之间的差异

无显著性意义，2周、4周、6周组电针组，差异有显著

性（P＜0.05）。见图1。

3 讨论

血管性痴呆是由脑血管因素导致脑组织损害引

起的痴呆综合征，包括缺血性脑卒中、急或慢性缺氧

性等脑血管病变引起的痴呆。血管性痴呆与脑缺

血、缺氧的关系很密切，而决定神经元命运的不仅是

缺氧而是涉及许多复杂的机制。近年来研究发现短

暂脑缺血后早期BDNF的表达是上调的，阳性细胞表

达主要集中在缺血周围区的神经元、神经胶质细胞

且BDNF的表达有时间依赖性。提示BDNF的表达

增加对促进缺血周围区的损伤修复有重要作用[7—8]。

而且，电针能够提高神经生长因子及BDNF在缺血

灶周围脑皮质中的表达,对脑缺血损伤具有一定的

保护作用[9—10]。

目前，大量的实验研究证明[11]:①改变突触可塑

性形成机制,可影响学习与记忆；②在学习记忆的相

关脑区可见突触可塑性的形成；③在特定环境中，诱

导或增强突触可塑性，同样可促进或易化学习与记

忆。赵晖等[12]的研究表明提高突触可塑性可以改善

VD大鼠的学习记忆能力。突触可塑性需要局部蛋

白的合成，在海马神经元培养系中，BDNF可刺激树

突中的一些蛋白合成,未用BDNF处理的神经元中无

此作用[13]。已知前脑胆碱能神经元的退变以及皮质

和海马乙酰胆碱的减少是老年性认知功能障碍的重

要原因,陈明等[14]的实验研究提示，增强大鼠海马胆

碱能神经元的乙酰转移酶对VD大鼠的记忆损害有

一定程度的保护作用。BDNF能支持胆碱能细胞的

生存和上调这些细胞胆碱乙酰转移酶的表达。

French等[13]发现BDNF能加强大鼠海马突触体乙酰

胆碱的释放,从而对认知功能有保护作用。BDNF能

够调节突触传递易化LTP,而且LTP首先在海马发

现，这是突触传递可塑性的证据，并已成为研究学习

表1 不同时相电针干预后的各组平均逃避潜伏期和
第一象限的时间 （x±s，s）

组别

平均逃避潜伏期

电针组

模型组

第一象限的时间

电针组

模型组

①同时相电针组和模型组相比较P＜0.05；②同时相电针组和模型
组相比较P＜0.01

鼠数

6

6

6

6

1周

27.52±8.03

25.07±6.44

15.62±6.28

26.2±7.91①

2周

32.21±7.91

23.8±4.16①

19.82±5.16

31.96±9.51①

4周

32.91±11.68

23.7±7.28②

32.91±11.68

34.43±6.03①

6周

30.11±5.76

22.26±4.90①

30.11±5.76

36.51±7.36①②

表2 大脑缺血不同时BDNFmRNA相对含量 （x±s）

组别

电针组

模型组

①同时相电针组和模型组相比较P＜0.05；②与2周电针组相比较
P＜0.05；②与4周电针组相比较P＜0.05

鼠数

6

6

1周

0.86±0.08

0.76±0.07

2周

0.92±0.03①

0.86±0.03

4周

0.94±0.05①

0.84±0.02

6周

0.85±0.02①②③

0.82±0.02

图1 RT-PCR法分析大鼠海马BDNF、β-actin蛋白电泳图

1周
电

6周
模

6周
电

4周
模

4周
电

2周
模

2周
电

1周
模

β-肌动蛋白 460bp

BDNF 223bp

marker
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记忆过程的突触模式。Dragunow证实BDNF和其受

体TrkB诱导海马颗粒细胞产生持久的长时程抑制，

表明它们在记忆形成中起着重要作用[16]。

长久以来针灸对其治疗VD的作用机制尚待研

究。本实验从BDNF入手探讨电针治疗VD, 改善

VD大鼠的学习记忆能力的可能机制。发现经过电

针治疗后大鼠的学习记忆能力有所提高，与同时相

模型组相比大鼠的逃避潜伏期（空间学习能力），2

周电针组好于2周模型组(P＜0.05), 4周电针组明

显好于4周模型组(P＜0.01)，6周电针组好于6周模

型组(P＜0.05)；与同时相模型组相比，各组大鼠在

第一象限的时间（空间记忆能力），电针组都高于模

型组（P＜0.05）。由此可见，随着时间的延长电针能

够有效的改善VD大鼠的学习记忆能力。同时从

RT-PCR的结果我们也可以发现同样的规律，与同

时相模型组相比，电针组海马BDNF mRNA的表达

都升高（P＜0.05），说明电针可以提高海马 BDNF

mRNA的含量。提示电针改善VD大鼠的学习记忆

能力是通过促进海马BDNF mRNA的表达来实现

的，可能是针灸治疗VD的机制之一。
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