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摘要

目的：通过氧化应激探讨电针神庭、百会对局灶性脑缺血再灌注大鼠学习记忆的影响，阐明其治疗脑缺血后认知功

能障碍的可能机制。

方法：雄性 SD 大鼠 72 只，随机分为假手术组、模型组、电针组、非穴组，每组 18 只大鼠。以大脑中动脉闭塞

（MCAO）法建立大鼠局灶性脑缺血再灌注模型。电针组、非穴组行电针干预7天。各组在造模后3d开始采用Mor-

ris 水迷宫检测学习记忆能力，免疫组化、免疫蛋白印迹和 RT-PCR 检测 caspase-3 表达,用化学比色法检测 SOD、

MDA和GSH-PX。

结果：与其他组相比，电针神庭、百会穴可明显改善MCAO大鼠的神经功能缺损症状；改善MCAO大鼠学习记忆能

力；降低皮质caspase-3表达；增强SOD、GSH-PX的活性，降低MDA的含量。

结论：电针通过抑制氧化应激、控制神经细胞凋亡，来实现改善局灶性脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力，保护神经细

胞的损伤。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of electroacupuncture (EA) ameliorating learning and memory ability in

rats with focal cerebral ischemia/reperfusion（I/R） via inhibiting oxidative stress and to clarify the possible mech-

anism of EA in treatment of cognitive impairment after cerebral ischemia.

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

group), the ischemia model group (MCAO group), the electroacupuncture group (EA group) and electroacupunc-

ture non-point group (non-point group). Each group had 18 rats. Middle cerebral artery occlusion (MCAO) was

performed to establish the focal cerebral I/R injury model. The EA group and non-point group received EA for

7d. All rats were tested by Morris water maze to investigate learning and memory ability. Immunohistochemis-

try, Western blot and RT-PCR were used to test the expression of caspase-3, and using chemical assay to de-

tect SOD, MDA and GSH-PX.

Result: Compared with other groups, EA at Shenting (DU24) and Baihui (DU 20) acupoints alleviated neuro-

logical deficits significantly and promoted learning and memory ability; reduced caspase-3 expression; enhanced

activities of SOD, GSH-PX, reduced the content of MDA.
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认知功能障碍是脑缺血损伤后患者常见的功能

障碍，发生率高达 65%[1]。认知功能障碍对患者日

常生活活动能力以及运动功能的恢复产生极大影

响，是制约脑卒中患者全面康复的重要因素。因此

早期发现并及时干预认知障碍对患者身心功能的全

面恢复有着特别重要的意义。研究表明，大脑缺血-

再灌注损伤的主要机制是活性氧自由基损害，探索

有效的抗氧化损伤的保护措施将对于防治缺血再灌

注损伤具有重要的意义[2]。电针疗法是传统治疗行

之有效的方法之一，可通过多途径、多靶点、多环节

起作用。大量临床和基础研究证明电针治疗对脑缺

血再灌注损伤取得了比较满意的效果[3—6]，本课题组

前期研究也表明电针神庭、百会穴可改善认知功能

障碍[7]。本研究选用大鼠大脑中动脉缺血再灌注模

型，旨在从活性氧自由基、凋亡方面探讨电针神庭、

百会穴对改善脑缺血再灌注大鼠学习记忆作用的可

能机制，为针灸临床提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

所有试验均遵照国际动物保护和使用指南的规

定实施。72只健康成年无特殊病原体(SPF)级SD大

鼠，体重(250±20)g，由上海斯莱克实验动物责任有

限公司[生产许可证码：SCXK（沪）2012-0002]。大

鼠分笼饲养，每笼养5只，适应性喂养1周后，用随机

数字表法将大鼠编号，并分为假手术(n=18)、模型组

(n=18)、电针组(n=18)、非穴组（n=18）。

1.2 主要实验试剂

苏木素染色液：碧云天公司生产；Trizol：Invitro-

gen；cDNA 逆转录试剂盒及 PCR Master Mix：Fer-

mentas；caspase-3 mRNA 上下游引物：上海生工公

司合成; caspase-3 和β-actin 抗体：Cell Signaling

Technology；SOD、MDA和GSH-PX试剂盒：南京建

成生物工程研究所。

1.3 动物模型制备

术前所有实验动物禁食 12h。大鼠称重后，参

考 Zea Longa 方法，行左侧 MCAO 手术，制备急性

脑梗死动物模型。具体方法为所有大鼠均选择左侧

大脑中动脉（MCA）区作为梗死侧，10%水合氯醛

（3ml/kg）腹腔麻醉成功后，仰卧位，正中切开颈部皮

肤，充分暴露并钝性分离左侧颈总动脉（common

carotid artery, CCA）、颈外动脉（external carotid ar-

tery, ECA）及 颈 内 动 脉（internal carotid artery,

ICA）。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，经颈内动脉至左

侧大脑中动脉起始部阻断血流（有少许阻力为止），

从而造成局灶性脑缺血。颈部伤口常规缝合。2h

后缓慢退出尼龙线。试验过程和动物苏醒期间注意

保暖。假手术组只分离动脉，不结扎、插线。

动物苏醒后观察其体态及行为，按Zea Longa评

分标准评价动物的行为变化以判断MCAO模型是否

成功。0分：无神经功能缺损体征；1分：不能完全伸展

对侧前爪；2分：向偏瘫侧转圈（向右侧转圈）；3分：行走

时向偏瘫侧倾倒；4分：不能自发行走，意识丧失；评分

为1—3分纳入实验动物，0分、4分予以剔除。

1.4 干预措施

电针组参考《常用动物腧穴图谱》取大鼠神庭和

百会穴，非穴组取在神庭和百会穴旁开0.5寸处，两

组均应用电针刺激，疏密波，频率1—20Hz,电压3—

5V,以针体轻轻抖动为度。每次 30min,每天同一时

间治疗1次。手术后第2天开始治疗，直至动物被处

死。模型组、假手术组置于普通笼中饲养，只给予同

等条件抓取，不给予任何治疗。

1.5 水迷宫实验

采用Morris水迷宫实验装置及动态图像采集分

析系统，具体操作方法参照文献[8—9]。本研究主要用

Conclusion:Electroacupuncture can ameliorate learning and memory ability of cerebral I/R injured rats and pro-

tect nerve cell damage. Its mechanism may be related to inhibiting oxidative stress and modulating the expres-

sion of apoptosis-related gene.

Author's address College of Rehabilitation Medicine, Fujian University of Traditional Chinese Medicine，Fu-

zhou, 350122
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水迷宫监测MCAO大鼠定位航行试验和空间探索

试验。定位航行试验历时4d，预先使大鼠自由游泳

2min使其适应环境和人的抓握等相关操作，实验分

别从水池 4个象限内将大鼠面向池壁放入水中，测

其在90s内寻找到平台所需的时间(逃避潜伏期)，由

计算机记录各种参数。如果大鼠 90s 内未找到平

台，需将其牵引到平台，停留 10s，这时潜伏期记为

90s。空间探索试验：在第 7天撤除平台，探索大鼠

在 90s内穿过平台的次数，评价大鼠记住平台的能

力，由计算机记录各种参数。

1.6 取材及检测

1.6.1 免疫组化法[10]：各组大鼠在行为测试完毕后

行心脏灌注术，采用腹腔注射 10%水合氯醛（3ml/

kg）麻醉成功后，每组取6只大鼠经左心室依次灌注

生理盐水和 4%多聚甲醛溶液，随后迅速断头取脑，

取脑后置入 4%多聚甲醛内 4℃固定 24—48h。常规

脱水，石蜡包埋，冠状切片，片厚 5μm。取石蜡切片

进行常规的脱蜡入水，在0.01M枸橼酸钠（pH6.0）中

热抗原修复 10min；3% H2O2室温孵育 10min，以消

除内源性过氧化物酶的活性；PBS冲洗，5min 3次，

10%正常山羊血清封闭，室温孵育 30min；倾去血

清，勿洗，滴加 caspase-3 一抗工作液（1∶800），置于

湿盒中 4℃过夜；PBS 冲洗，5min 3 次，滴加适量生

物素标记二抗工作液，37℃孵育 10min；PBS 冲洗，

5min 3次，滴加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素工

作液，37℃孵育10min；PBS冲洗，5min 3次，DAB显

色剂显色，自来水充分冲洗；苏木素复染，PBS返蓝，

梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片观察。

1.6.2 RT-PCR：提取左侧脑组织的RNA；按照试剂

盒说明书操作，将总 RNA 反转录为 cDNA；PCR 反

应：按照 PCR mastermix 试剂盒说明书进行扩增。

引 物 序 列 ：caspase- 3：上 游 5′- TCA GAG CGT

AAG GAA AGG AGA GG-3′ ,下游 5′-GGA CAT

CAT CCA CAC AGA CCA GT-3′；β-actin：上游5′-

ACT GGC ATT GTG ATG GAC TC-3′，下游 5′-

CAG CAC TGT GTT GGC ATA GA-3′。扩增体

系 20ul，其中 cDNA 模板 1μl，上下游引物各 0.4μl，

Mix 10μl，加水8.2μl。反应条件：95℃预变性3min，

95℃变性30s，58℃退火30s，72℃延伸30s，共35个循

环。取 PCR 产物 5μl，1.5%琼脂糖凝胶电泳，EB 染

色鉴定，凝胶成像。计算图像软件分析电泳条带。

1.6.3 蛋白免疫印迹法（Western blot）：每100mg脑

组织中加入1ml的细胞裂解液和10µl PMSF储存液

提取蛋白质。BCA测定蛋白浓度，加入上样缓冲液

加热变性后，经 12% SDS-PAGE（十二烷基硫磺胺-

聚丙烯酰胺）电泳，转移至 PVDF 膜上。室温封闭

2h，Caspase-3（1∶1000）和β-actin（1∶5000）一抗4℃孵

育过夜，洗膜后加入辣根过氧化物标记的二抗 37℃
振荡孵育 1h。并用 Bio-Image 分析系统（Bio-Rad,

Hercules,USA）显影成像及 Image-Pro Plus 软件对

扫描图像的目的条带进行灰度分析。

1.6.4 脑组织SOD、MDA和GSH-PX的测定：在各

组大鼠中随机选取6只，取得大脑半球皮质组织，与

预冷的生理盐水一起倒入匀浆管中进行匀浆，生理

盐水的体积总量是组织块质量的9倍，充分研碎，使

组织匀浆化，然后倒入试管中，即制备好了10%的组

织匀浆。将制备好的 10% 组织匀浆用离心机

3600r／min离心15min，留上清，按照试剂盒说明书

用酶标仪测定脑组织中脑组织超氧化物歧化酶

（SOD）、丙二醛（MDA）和谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-PX）的含量。

1.7 统计学分析

采用 SPSS18.0 统计软件进行分析，数据以均

数±标准差表示，采用ANOVA分析数据，两两比较

采用LSD法，P<0.05为具有显著性差异。

2 结果

2.1 电针改善MCAO大鼠的神经功能缺损评分

为验证模型是否成功及电针干预治疗是否有

效，用神经行为学评分进行评定。脑缺血再灌注2h

后（未经电针干预），模型组、电针组及非穴组在评分

的差异无显著性(P>0.05)。经干预后，电针组的神

经缺损评分与模型组相比差异有显著性(P<0.05)，

电针组与非穴组对比差异有显著性(P<0.05)，模型

组及非穴组在评分的差异无显著性(P>0.05)。由此

提示电针对脑缺血大鼠的神经缺损症状有明显改善

作用，见表1。

2.2 电针促进MCAO大鼠学习记忆能力

运用水迷宫评价电针治疗局灶性脑缺血后大鼠

的认知功能障碍的疗效，所得的数据：在定向航行试
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验中(表 2)，电针治疗可以明显降低平均逃避潜伏

期，与非穴组、模型组相比均差异显著(P<0.05)，而

非穴组与模型组相比较差异无显著性(P>0.05)。在

空间探索试验中（表 3），电针组大鼠穿过平台次数

（1.78±0.32），与模型组（0.84±0.28）、非穴组（0.92±

0.31）相比差异显著(P<0.05)；而非穴组与模型组相

比较差异无显著性(P>0.05)。

2.3 电针改善MCAO大鼠神经细胞凋亡

采用免疫组化检测脑组织中凋亡因子 caspase-

3 的表达。免疫组化数据表明模型组大鼠中 cas-

pase- 3 的 含 量（88.22 ± 15.38）明 显 较 假 手 术 组

（35.48 ± 8.45）的表达多，差异有显著性意义 (P<

0.01)。电针组中 caspase-3的表达（59.84±9.99）比模

型组少，差异显著(P<0.05)。而非穴组（82.45±14）与

模型组相比无显著差异(P>0.05)。采用 PCR、West-

ern blot 检测脑组织中凋亡因子 caspase-3 的表达。

结果表明：模型组大鼠中 caspase-3 的含量（0.79±

0.04）明显较假手术组（0.41±0.08）的表达多，差异有

显著性意义(P<0.01)。电针组中 caspase-3 的表达

（0.67±0.05）比模型组少，差异显著(P<0.05)。而非

穴组（0.75 ± 0.06）与模型组相比无显著差异 (P>

0.05)。如图1—2所示。

2.4 电针改善MCAO大鼠脑组织氧化应激作用

为验证电针对MCAO大鼠脑组织氧化应激作

用，我们检测了大鼠脑组织中 SOD、MDA 和 GSH-

PX的含量。研究结果显示：与假手术组相比较，模

型组 MDA 含量显著增加，两者差异显著(P<0.01)；

电针组可明显降低 MDA 的含量，与模型组相比较

有统计意义(P<0.05);而非穴组中MDA含量与模型

组相比较没有显著性差异(P>0.05)。与假手术组相

比较，模型组SOD、GSH-PX含量显著较少，两者差

异显著(P<0.01)；电针组可明显增加 SOD、GSH-PX

的含量，与模型组相比较有显著性意义(P<0.05);而

非穴组中SOD、GSH-PX含量与模型组相比较没有

显著性差异(P>0.05)。见表4。

表1 神经功能缺损评分 （x±s）

组别

假手术组
模型组
电针组
非穴组

①与模型组相比：P>0.05,②P<0.05；与电针组相比：③P>0.05，④P<
0.05

缺血再灌注后2h

0
2.37±0.65

2.37±0.71①

2.37±0.68①③

缺血再灌注后7h

0
1.95±0.67
1.23±0.42②

1.89±0.59①④

表2 各组大鼠逃避潜伏期时间测试 （x±s，s）

组别

假手术组
模型组
电针组
非穴组

①与假手术组相比：P<0.05;与模型组相比：②P<0.05;③P>0.05；与电针组相比④P<0.05

鼠数

7
7
7
7

第3天

45.54±6.12
79.43±8.32①

65.42±5.83②

78.13±8.32③④

第4天

31.89±5.64
77.12±10.13①

50.34±6.23②

74.12±10.13③④

第5天

22.58±4.34
68.47±9.23①

39.95±7.46②

64.47±9.23③④

第6天

18.34±5.03
65.43±8.67①

32.32±6.81②

61.43±8.67③

表3 各组大鼠穿过平台次数 （x±s）

组别

次数
与假手术组相比：①P<0.01;与模型组相比：②P<0.05;③P>0.05

假手术组

3.50±0.42

模型组

0.84±0.28①
电针组

1.78±0.32②
非穴组

0.92±0.31③

3 讨论

针灸作为中国传统医学的核心组成部分，因其

无副作用，成为治疗多种慢性疾病有效方法。大量

的研究表明针刺在脑卒中和认知功能障碍方面取得

良好的临床疗效[11]。神庭、百会穴隶属督脉上的穴

位，督脉为阳脉是诸阳之会，两穴通常合用具有开窍

醒神，补肾养精的作用，针刺二穴是对人类健康，精

神和记忆功能有益。本研究表明电针神庭、百会可

明显改善MCAO大鼠的神经行为学评分，水迷宫实

验也表明电针此二穴也可促进MCAO大鼠的学习

记忆能力。证实电针神庭、百会可改善MCAO大鼠

的学习记忆功能。

氧化应激损伤在缺血性脑损害中起关键作用，

是造成脑缺血/再灌注不可逆损伤的主要因素，线粒

体通常被认为是在缺血/再灌注时活性氧簇(reac-

表4 电针对脑缺血大鼠脑组织中
GSH-Px、MDA及SOD的影响 （x±s）

组别

假手术组
模型组
电针组
非穴组

与假手术组相比：①P<0.01;与模型组相比：②P<0.05;③P>0.05

GSH-Px
(U/mg.prot)
20.48±2.45

18.22±3.38①

19.84±2.99②

18.45±3.00③

MDA
(nmol/mg.prot)

8.85±0.86
16.51±1.10①

11.35±0.89②

15.51±1.00③

SOD
(U/mg.prot)
45.49±3.45
36.23±3.38①

39.32±2.99②

37.31±2.63③
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tive oxygen species，ROS）产生的主要场所，当大脑

缺血缺氧会刺激线粒体氧自由基的大量生成[12]，进

一步破坏线粒体的功能，导致线粒体中细胞色素C

的释放到胞质中，诱导并启动 caspase级联凋亡途径

的活化物而促进细胞凋亡[13]，而凋亡是脑缺血后引

起的细胞死亡主要因素 [14]。Caspase-3 是凋亡信号

传导中的关键效应分子[15]，是细胞凋亡信号途径中

最关键的效应酶，处于凋亡级联反应通路的核心位

置，发挥非常重要的作用，凋亡的最后实施是通过

caspase-3的激活而实现。本研究结果显示，模型组

与非穴组大鼠缺血侧脑组织处于激活状态的 cas-

pase-3表达量均较假手术组大鼠有显著的增加，电

针组明显降低MCAO大鼠活性的 caspase-3的表达

量。提示电针可通过调整活性的 caspase-3 表达量

从而对抗脑缺血-再灌注后引起的神经凋亡。

正常生理情况下，脑组织内活性氧自由基的含

量很少，由内源性抗氧化剂，如 SOD 和 GSH-PX 控

制[16]。然而，当脑缺血时脑组织内大量产生ROS，超

过内源性抗氧化剂清除能力，氧自由基便攻击生物

膜多不饱和脂肪酸，引发脂质过氧化反应并形成大

量脂质过氧化物MDA[17]，过度消耗脑组织中抗氧化

剂 SOD、GSH-PX，使缺血脑组织中 SOD、GSH-PX

活性下降，MDA 含量升高。因此，脑组织中 SOD、

GSH-PX活性及MDA含量的变化可间接反映机体

清除氧自由基的能力和细胞受自由基攻击的严重程

度。本研究结果表明与假手术相比，造模后大鼠脑

组织中 SOD、GSH-PX的活性明显降低，MDA的含

量显著上升。与模型组相比，电针可提高大鼠中

SOD、GSH-PX的活性，降低MDA的含量。而非穴

组中SOD、GSH-PX的活性及MDA的含量与模型组

相比无显著差异。证实电针可降低脑缺血-再灌注

后发生氧化应激反应从而保护神经细胞受到损伤。

综上所述，电针神庭、百会可改善局灶性脑缺血

大鼠学习记忆能力及保护神经细胞的作用，其作用

机制可能是通过抑制脑缺血/再灌注后氧化应激反

应，并降低凋亡相关因子 caspase-3的表达。而活性

氧自由基是脑缺血/再灌注后神经细胞损伤的重要

原因之一，还有多种致病机制未被人们所发现，有待

进一步探索。

图1 免疫组化检测皮质caspase-3的表达

图2 RT-PCR和Western blot检测皮质caspase-3的表达

①与假手术组相比P<0.01;与模型组相比：②P<0.05; ③P>0.05

①与假手术组相比P<0.01;与模型组相比：②P<0.05; ③P>0.05
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