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摘要

目的:观察电针对脑缺血再灌注大鼠学习记忆功能及海马组织Nogo-A/NgR表达的影响，探讨电针治疗脑卒中后认

知功能障碍的作用机制。

方法:将45只雄性SD大鼠随机分为假手术组、模型组和电针组，每组均15只。模型组和电针组参照Longa线栓法

建立大鼠局灶性脑缺血再灌注模型。电针组针刺“百会穴”和“神庭穴”，共干预7天；假手术组和模型组在同等条

件下饲养和抓取。利用Morris水迷宫实验评估大鼠的学习记忆功能；TTC染色法观察脑梗死体积；免疫印迹法检测

脑梗死侧海马组织Nogo-A及其受体NgR的表达。

结果:与模型组相比，电针组大鼠逃避潜伏期和找到平台所经过的路程缩短，跨越平台次数增加（P<0.05）；电针组大

鼠脑梗死体积减小（P<0.05）；电针组大鼠海马区Nogo-A及其受体NgR的表达量降低（P<0.05）。

结论:电针可改善脑缺血再灌注大鼠的学习记忆功能，其作用机制可能与抑制脑梗死侧海马组织中Nogo-A及其受

体NgR的表达有关。
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Abstract
Objective：To investigate the effects of electroacupuncture on learning and memory and Nogo- A/NgR expres-

sion in hippocampus of rats with focal cerebral ischemia-reperfusion.

Method：Forty- five male adult SD rats were randomly divided into the sham operation control group (SC

group), the ischemia model group (IC group) and the electroacupuncture group (EA group), n=15 for each

group. The focal cerebral ischemia-reperfusion model was setup by suture method in IC and EA groups. The

rats of EA group received electroacupuncture treatment at Shenting (DU24) and Baihui (DU20) for 7 days.

Learning and memory ability was tested by Morris water maze. The cerebral infarct volume was assessed us-

ing TTC staining and Western blot was performed to evaluate the expression of Nogo-A and NgR in hippocam-

pus of the cerebral ischemia side.

Result：The latency and route distance for rats to reach the hidden platform were markedly decreased in EA

group compared with that in IC group in the Morris water maze test, whereas the times that rats crossed the

location of the platform were significantly increased (P<0.05 versus IC group). TTC staining showed that elec-

troacupuncture treatment profoundly reduced cerebral infarct volumes compared with that of IC group (P<
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认知功能障碍是脑卒中后常见的功能障碍，随

着脑卒中患者的死亡率降低、生存时间延长以及人

口的老龄化，认知功能障碍成为阻碍脑卒中患者重

新回归社会的主要因素之一[1]。研究表明，神经生

长抑制因子Nogo-A及其受体NgR与认知功能关系

密切，采用特异性抗体或者基因敲除技术抑制No-

go-A及其受体NgR的表达，可以促进轴突生长、增

强突触传递效率从而改善认知功能[2—3]。本研究观

察电针对脑缺血再灌注大鼠学习记忆功能及海马组

织Nogo-A和NgR的影响，探讨电针治疗脑卒中后

认知功能障碍的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

45 只雄性健康成年无特殊病原体（SPF）级 SD

大鼠，由上海斯莱克实验动物责任有限公司提供[生

产许可证码：SCXK（沪）2012-0002]，平均体重（230±

20）g，饲养于福建中医药大学实验动物中心SPF环

境中，实验前适应性饲养 1周。实验过程严格按照

国际动物保护和使用指南的规定进行。

1.2 主要实验试剂及仪器

TTC(2，3，5-氯化三苯基四氮唑)：sigma；Nogo-

A 及 NgR 抗体：Santa Cruz；β-actin 抗体及相应二

抗：Cell Signaling Technology；Morris水迷宫：中国

医学科学院药物研究所；Bio-Image分析系统：Bio-

Rad。

1.3 动物分组和模型制备

将大鼠随机分成假手术组、模型组和电针组，每

组15只，3组大鼠在体重、鼠龄等一般情况方面无显

著性差异(P>0.05)，具有可比性。

模型组和电针组参照Longa等[4]报道的方法建

立大鼠局灶性脑缺血再灌注模型。具体方法：术前

所有实验动物禁食12h，大鼠称重后，用10%水合氯

醛（3ml/kg）腹腔麻醉，仰卧位固定、消毒、备皮，切开

颈部正中皮肤，充分暴露并钝性分离左侧颈总动脉、

颈外动脉及颈内动脉。在颈内、外动脉分叉处结扎

颈外动脉，在近心端结扎颈总动脉。用动脉夹夹闭

颈内动脉，然后在颈总动脉结扎处远端约3mm处剪

一小口，将备好的线栓经切口导入约18—22mm，撤

去颈内动脉血管夹，缓慢推动栓线至大脑前动脉近

端。固定栓线，缝合伤口，待缺血 2h后回抽栓线至

颈总动脉分叉处，形成缺血再灌注模型。假手术组

只分离动脉，不结扎、插线。

手术结束后，动物放置于恒温（24℃）环境下苏

醒，苏醒后予正常喂养。模型制备成功的判断标准：

大鼠麻醉清醒后行神经行为学评分，0分：无神经功

能缺失症状；1分：提尾倒悬时不能完全伸展右侧前

爪；2分：行走时向偏瘫侧转圈（向右侧转圈）；3分：

行走时向右侧倾倒；4 分：不能自发行走，意识丧

失。评分 1—3分的大鼠可用于研究。剔除死亡和

造模不成功的大鼠，最终各组大鼠为假手术组（15

只）、模型组（13只）和电针组（14只）。干预前模型

组和电针组的神经行为学评分分别为：模型组

（2.43±0.56）、电针组（2.46±0.49），差异无显著性意

义（P>0.05），具有可比性。

1.4 干预方法

电针组采用捆绑固定法固定大鼠，参考《实验针

灸学》[5]取大鼠神庭和百会穴，使用华佗牌 30号 0.5

寸毫针，斜刺 0.2—0.3cm，应用G6805电针仪，电压

峰值 6V，以针体轻轻抖动为度，疏密波，频率 1—20

Hz。每次30 min，每天1次，共治疗7d。手术后第2

天开始治疗，直至动物被处死。假手术组及模型组

以同样方法固定30min，但不进行电针刺激。

1.5 Morris水迷宫实验

各组大鼠均于处死前5d行Morris水迷宫检测，

连续4d进行定位航行实验，观察逃避潜伏期和游泳

0.05). Furthermore, the expression of Nogo-A and NgR in the hippocampus of the cerebral ischemia side was

significantly downregulated in EA group (P<0.05, versus IC group).

Conclusion：Learning and memory of rats with focal cerebral ischemia-reperfusion could be improved with elec-

troacupuncture treatment. The mechanism might be based on the inhibition of the expression of Nogo-A and

NgR.
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Key word electroacupuncture; cerebral ischemia; learning and memory; Nogo-A; NgR

220



www.rehabi.com.cn

2015年，第30卷，第3期

路径，每天4次，第5天进行空间探索实验，观察规定

时间内大鼠穿越平台的次数。具体实验包括:定位

航行实验——将受试大鼠按顺时针方向依次由第一

象限、第二象限、第三象限、第四象限入水点顺序面

向池壁放入水中。记录 90s内寻找平台的时间（逃

避潜伏期）。如果大鼠在90s内找到平台，并停留3s

以上，记录 90s中内实际逃避潜伏期；如果在 90s内

未找到平台，由实验者将其引上平台并停留10s，逃

避潜伏期记录为90s。历时4d，每天4次。②空间探

索实验——定位航行实验全部结束后，次日进行空

间探索实验。撤去平台，然后选第一象限与定位航

行实验相同的入水点将大鼠面向池壁放入水中，分

别记录90s内大鼠穿越原平台相应位置的次数。水

迷宫监测全过程，通过安装在水迷宫上方的摄像机

传入电脑并记录和储存，再运用行为轨迹跟踪系统

软件进行分析和数据处理。

1.6 TTC染色

每组取 5只大鼠经左心室灌注生理盐水，随后

迅速断头取脑，放入-20℃冰箱中冷冻20min，去除嗅

部、小脑及低位脑干，在视交叉处前后等分间隔

2mm连续作 6个脑冠状切片；将脑冠状切片放入提

前预热的37℃、2% TTC溶液中，恒温水浴锅避光染

色30min；染色完成后,梗死部分被染成白色，未梗死

区域被染成红色；将脑片浸泡于4%多聚甲醛溶液中

固定 2h。脑组织固定后，用高分辨率数码相机拍

照，使用Motic Med 6.0系统软件测量每片脑组织

脑梗死体积（梗死体积=每个脑片梗死面积×2mm），

每个脑组织梗死的总体积由连续切割的6片脑组织

的梗死体积相加所得。最后计算出梗死总体积/整

个大脑体积百分比，以此结果做统计分析。

1.7 蛋白免疫印迹法

取大鼠缺血侧海马组织，每 100mg脑组织中加

入1mL的细胞裂解液和10µl PMSF储存液，研磨均

匀后静置 30min，取上清，4℃离心，13000r/min，

5min，吸取上清，BCA测定蛋白浓度。加入上样缓

冲液加热变性后，SDS-PAGE电泳，转移至PVDF膜

上。用5%脱脂奶粉室温封闭2h，分别加入抗Nogo-

A（1∶200）、NgR（1∶200）和β-actin（1∶5000）抗体孵

育，4℃过夜，加入相应二抗（1∶5000）室温 60min。

避光配置显色液并覆盖PVDF膜，反应1min后运行

Bio-Image分析系统显影成像及 Image-Pro Plus 软

件对扫描图像的目的条带进行灰度值分析。以β-

actin为内参，按公式计算目的蛋白相对含量：目的

蛋白相对含量=目的蛋白灰度值/β-actin灰度值。

1.8 统计学分析

应用SPSS18.0软件进行统计学处理，所得数据

均以均数±标准差表示。计量资料采用单因素方差

分析。P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 电针改善脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力

造模成功后第 3 天开始定位航行实验，连续 4

天，结果发现与假手术组相比，模型组大鼠平均逃避

潜伏期和找到平台所经过的路程均延长，差异具有

显著性意义（P<0.05）。与模型组相比，电针组大鼠

平均逃避潜伏期和找到平台所经过的路程则缩短，

差异具有显著性意义（P<0.05），结果见表 1—2。造

模成功后第 7天进行空间探索实验，结果发现模型

组大鼠跨越平台次数与假手术相比降低，而电针组

大鼠跨越平台次数比模型组增加，差异均有显著性

意义（P<0.05），结果见表3。

2.2 电针减少脑缺血再灌注大鼠脑梗死体积

如图1所示，假手术组正常脑组织染色为红色，

模型组和电针组脑组织均可见不同程度梗死灶苍白

色脑组织。结果如表4所示，与模型组比较，电针组

大鼠脑梗死体积明显减少，差异有显著性意义（P<

0.01）。

2.3 电针抑制缺血侧海马组织 Nogo-A 及其受体

NgR的表达

通过蛋白免疫印迹法（Western blot）检测梗死

表1 各组大鼠的逃避潜伏期 （x±s,s）

组别

假手术组
模型组
电针组

与假手术组相比①P<0.05；与模型组相比②P<0.05

动物数

15
13
14

第1天

43.85±9.35
72.80±15.78①

57.94±7.36②

第2天

30.17±12.13
57.92±14.16①

37.44±13.11②

第3天

17.60±5.53
52.91±11.13①

33.78±14.03②

第4天

16.61±3.44
50.30±8.32①

27.04±12.72②
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3 讨论

认知功能障碍是脑卒中后常见的功能障碍，有

研究表明脑卒中后认知功能障碍的发病率为48%—

78%[6—7]，而 Jaillard A等[8]研究认为高达 91.5%的脑

卒中患者存在某种程度的认知障碍，阻碍患者的康

复和重返社会。

临床研究表明，电针可以改善脑卒中后认知功

能障碍[9—10]。神庭穴为督脉、足太阳、阳明之会，《铜

人腧穴针灸图经》记载：“治癫疾风痫，戴目上不识

人”。百会穴为督脉、足太阳之会，《太平圣惠方·明
堂》记载：百会“主头目弦痛，心神恍惚”。神庭、百会

穴皆属于督脉，两穴常合用而起到开窍醒神，补肾养

精的作用。本研究中，利用Morris水迷宫实验发现，

与模型组相比，电针组大鼠逃避潜伏期和找到平台

所经过的路程明显缩短，跨越平台次数明显增加；

TTC 染色法发现电针减少脑缺血再灌注大鼠脑梗

死体积。证明电针百会和神庭穴可促进神经功能的

恢复，改善脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力。这与

其他研究[11]及我团队之前研究[12]结果相一致，表明

电针可以改善认知功能障碍。

然而，电针改善脑卒中后认知功能障碍的确切

机制并不清楚。有研究指出，电针分别通过促进神

经干细胞的增殖，促进神经营养因子的合成以及调

控神经递质等等途径改善认知障碍[13—15]。这些研究

大多侧重于探讨电针对中枢神经损伤修复中发挥正

性调节作用方面的影响，而对发挥重要负性调节作

用的方面却涉及很少。Nogo-A及其受体NgR所介

导抑制性信号通路，在中枢神经损伤中发挥重要负

性调节作用[16]。成人中枢神经损伤后的再生能力非

表2 各组大鼠寻找平台所经过的路程 （x±s,cm）

组别

假手术组
模型组
电针组

与假手术组相比①P<0.05；与模型组相比②P<0.05

动物数

15
13
14

第1天

544.98±94.72
1019.67+148.54①

814.80+158.99②

第2天

429.81±130.03
977.12±187.93①

613.77±161.22②

第3天

258.45±64.59
856.90±175.38①

549.63±209.36②

第4天

220.87±47.35
610.92±80.92①

462.07±196.89②

表3 各组大鼠空间探索实验中跨越平台次数 （x±s，次）

组别

假手术组
模型组
电针组

与假手术组相比①P<0.05；与模型组相比②P<0.05

动物数

15
13
14

跨越平台次数（次）

3.92±1.48
0.96±0.66①

2.75±1.13②

表4 各组大鼠脑梗死体积占全脑体积的百分比（x±s）

组别

假手术组
模型组
电针组

注：与模型组相比①P<0.01

动物数

5
5
5

脑梗死体积百分比（%）

0±0
35.75±3.19

21.27±2.72①

表5 各组大鼠缺血侧海马组织Nogo-A
及其受体NgR的相对表达量 （x±s）

组别

假手术组
模型组
电针组

与假手术组相比①P<0.01；与模型组相比②P<0.05，③P<0.01

动物数

10
8
9

Nogo-A

0.43±0.16
0.72±0.23①

0.48±0.19②

NgR

0.35±0.17
0.59±0.15①

0.40±0.11③

图1 各组脑组织冠状面TTC染色

图2 Western blot法检测各组大鼠缺血侧海马组织
Nogo-A及其受体NgR的表达情况

电针组模型组假手术组

Nogo-A

β-actin

NgR

假手术组 电针组模型组

侧海马组织中Nogo-A及其受体NgR的表达。结果

发现，与假手术组相比，模型组大鼠Nogo-A及其受

体 NgR 的表达升高，差异具有显著性意义（P<

0.05）；与模型组相比，电针组大鼠梗死侧海马组织

Nogo-A 及其受体 NgR 的表达下降，差异具有显著

性意义（P<0.05），结果见表5和图2。
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常有限，重要原因是由于中枢神经损伤后存在抑制

因素，影响神经系统的重塑，而Nogo-A是目前发现

的最强烈、最重要的一种抑制物质[17]。Nogo-A通过

与受体NgR结合，继而激活Rho因子，使其从无活性

的Rho-GDP转变成有活性的Rho-GTP，后者进而激

活ROCK，通过影响肌动-肌球蛋白系统导致生长锥塌

陷，抑制中枢神经再生[16]。研究表明，减少Nogo-A及

其受体NgR的表达，可促进认知功能的恢复[2,18—19]。

在本研究中，与假手术组相比，模型组大鼠梗死侧海

马组织Nogo-A及其受体NgR的表达均有上升；与

模型组相比，电针组大鼠梗死侧海马组织 Nogo-A

及其受体NgR的表达均有下降。本研究表明电针

在一定程度上可以抑制脑缺血再灌注大鼠脑梗死侧

海马组织Nogo-A及其受体NgR的表达，对中枢神

经损伤中发挥重要负性调节作用的方面也有一定调

节作用。这可能是电针改善脑缺血再灌注大鼠学

习、记忆功能的机制之一。

综上，电针可改善脑缺血再灌注大鼠的学习记

忆功能，其作用机制可能与抑制神经生长抑制因子

Nogo-A 及其受体 NgR 的表达有关。然而，由于脑

卒中后认知功能障碍的机制复杂，电针有多靶点综

合作用，其确切机制还需要进一步深入研究。
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