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·基础研究·

电针对脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力及
MMP-2、MMP-9蛋白表达的影响*

俞坤强1,3 林如辉2,3 陶 静1,3 林浴坤1,3 陈立典3,4,5，6

摘要

目的：探讨电针神庭、百会穴对局灶性脑缺血大鼠学习记忆的影响，及其可能的机制。

方法：雄性SD大鼠45只，随机分为假手术组、模型组、电针组，每组15只大鼠。模型组、电针组均采用线栓法制备

局灶性脑缺血损伤大鼠模型。电针组电针神庭、百会穴7d。各组在造模后第3天开始采用Morris水迷宫检测学习

记忆能力；2,3,5-氯化三苯基四氮唑染色法检测大鼠脑梗死的体积；Western blotting法检测大鼠左侧海马基质金属

蛋白酶-2（MMP-2）、基质金属蛋白酶-9(MMP-9)蛋白的表达。

结果：同模型组相比，电针组大鼠学习记忆能力改善(P<0.05)，脑梗死体积明显减少(P<0.01)，海马组织中MMP-2、

MMP-9蛋白表达降低(P<0.05)。

结论：电针能改善局灶性脑缺血再灌注大鼠学习记忆能力，其机制可能与抑制MMP-2、MMP-9蛋白表达相关。
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Abstract
Objective：To explore the effect of electroacupuncture at Shenting (BL24) and Baihui (DU20) on learning and

memory abilities in rats after cerebral ischemia/reperfusion (I/R) injury and its possible mechanism.

Method：Forty-five male SD rats were randomly divided into sham group (n=15), ischemia group (n=15) and

electroacupuncture group (n=15). The latter 2 groups were modeled as focal cerebral ischemia/reperfusion (I/R)

injury, and electroacupuncture group received electroacupuncture at Shenting (BL24) and Baihui (DU20) for 7

days. Learning and memory abilities were tested by Morris water maze, cerebral infarction volume was mea-

sured by TTC staining and image analysis, and protein expressions of MMP-2 and MMP-9 were detected with

Western blotting.

Result：Compared with ischemia group, learning and memory abilities improved (P<0.05), cerebral infarction vol-

ume reduced (P<0.01), and expressions of MMP- 2 and MMP- 9 in hippocampus decreased (P<0.05) in elec-

troacupuncture group.

Conclusion：Electroacupuncture can improve learning and memory abilities from cerebral ischemia/reperfusion in-

jury in rats, which may be related with the inhibition of expressions of MMP-2 and MMP-9 in hippocampus.
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脑卒中是一种严重的神经系统疾病 [1]，也是世

界上导致死亡的第二大疾病[2]，而认知功能障碍作

为脑卒中后常见的一种功能障碍，其发病率高达

64%[2]，常出现学习记忆等领域的受损，且脑卒中伴

有认知障碍的患者，容易发展成痴呆[3]。因此，早期诊

断并及时干预对脑卒中后认知障碍的患者身心功能

的全面恢复以及预防痴呆有着特别重要的意义。课

题组前期研究表明，电针神庭、百会穴可以改善缺血

性脑卒中后认知功能障碍[4—7]，但机制仍未完全阐明。

基质金属蛋白酶 - 2（matrix metalloproteinase- 2，

MMP-2）、MMP-9参与了脑缺血后脑损伤的过程[8—9]，

与脑缺血后的神经元的发生、突触的可塑性以及神

经细胞的死亡、凋亡密切相关 [10]，而减少细胞的凋

亡，改善脑缺血再灌注后大鼠的学习记忆障碍 [11]。

本实验采用线栓法制备大脑中动脉闭塞（middle ce-

rebral artery occlusion，MCAO）局灶性脑缺血再灌

注大鼠模型，观察电针神庭、百会穴对MCAO大鼠

学习记忆，脑梗死体积，以及海马区MMP-2、MMP-9

蛋白表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

45只清洁级健康雄性SD大鼠，体重 (260±20)

g，由福建中医药大学实验动物中心提供(许可证号：

SYXK(闽)2005-004)。大鼠分笼饲养，每笼 5只；适

应性喂养1周后，用随机数字表法将大鼠编号，并分

为假手术组 (n=15)、模型组 (n=15)、电针组 (n=15)。

实验过程均严格按照国际动物保护和使用指南的规

定进行。

1.2 试剂与仪器

2,3,5-氯化三苯基四氮唑（TTC）：美国 Sigma-

Aldrich 公司。MMP-2、MMP-9 一抗：Cell Signal-

ing Technology 公司。β-actin 一抗、辣根过氧化物

酶二抗：Cell Signaling Technology公司。Morris水

迷宫：中国医学科学院药物研究所。Image-lab图像

分析系统：Bio-Rad Laboratories公司。

1.3 模型制备

术前所有实验动物禁食 12h。参照改良Longa

方法[12]，制备左侧大脑中动脉闭塞模型。大鼠称重

后10%水合氯醛0.3ml/100g腹腔注射麻醉。常规去

毛消毒，分离颈总动脉，向上分离出颈内动脉和颈外

动脉主干及分支。结扎颈总动脉近心端及分叉处颈

外动脉，微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，将备好的栓线插入

颈内动脉，撤去颈内动脉血管夹，缓慢推动栓线至大

脑前动脉近端（有少许阻力为止），插入长度 18.0—

22.0mm。固定栓线，常规缝合伤口。2h后回将栓线

退回至颈总动脉分叉处，形成缺血再灌注模型。假

手术组大鼠只进行动脉分离的操作，不进行结扎和

插线。整个实验过程中注意动物保暖。

动物苏醒后按Longa评分判断模型是否成功：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；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 1—3分者

纳入实验。

1.4 干预方法

电针组参考《实验针灸学》取大鼠神庭和百会

穴，使用华佗牌 30号 0.5寸毫针，接G6805电针仪，

电压峰值6V，以针体轻轻抖动为度，疏密波，频率为

1/20Hz。每次治疗时间为 30min，每天同一时间治

疗1次，共7d。于手术后第2天开始治疗，直至动物

被处死。假手术组置于普通笼中饲养，予同等条件

抓取。模型组造模后回笼饲养，予同等条件抓取。

1.5 Morris水迷宫测试

于术后 3d 进行，Morris 水迷宫是一个直径为

200cm、高度为 50cm 的圆形水池，水深 30cm；水温

(25±2)℃；池壁 4个等距离点将水池分为 4个象限，

任选一象限在其中央放置平台，逃逸平台直径为

6cm，低于水面 1—2cm，四周的池壁表面光滑整洁，

光线四周对称，水池周围参照物从实验开始到结束

位置保持不变。

1.5.1 定位航行实验(place navigation)：定位航行实

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

zhou, 350122

Key word cerebral ischemia; electroacupuncture; learning and memory; matrix metalloproteinase-2; matrix me-

talloproteinase-9
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验共历时4d。实验开始前，将大鼠放置于水池中自

由游泳 2min，以适应环境和人的抓握等相关操作。

而后将大鼠按顺时针方向依次由第 1象限、第 2象

限、第3象限、第4象限入水点顺序面向池壁放入水

中。若大鼠在限定的时间内（90s）找到平台，并且在

平台上停留的时间达到3s以上，此时认为大鼠找到

平台，此时由计算机记录时间，即为逃避潜伏期(es-

cape latency)。如果大鼠在限定的时间内未找到隐

匿于水中的平台，则将大鼠拖曳至平台上，让其在平

台上停留10s，此时记录潜伏期计为90s。

1.5.2 空间探索实验(spatial probe)：术后第7天，撤

去平台后，任意选取一入水点将大鼠面向池壁放入

水中，观察并记录在限定的时间内（90s），大鼠穿过

放置原平台区域的次数。

1.6 取材及检测

1.6.1 TTC染色：选用TTC染色法检测各组大鼠脑

梗死的体积。在大鼠断头取脑后，将取得的脑组织

迅速置于-20℃冰箱冷冻15min，至脑组织变硬，而后

将大脑从大脑半球额极到枕极做连续的冠状位切

片，每片厚度约 2mm，切成 6片。后将脑片放入 1%

TTC磷酸缓冲液（pH=7.4）后，置于37℃恒温箱10—

15min，并用毛笔不时翻动脑片，以使脑片均匀接触

到染色液，整个过程注意避光。TTC因与正常组织

中的脱氢酶反应而呈现红色，而由于缺血组织内脱

氢酶活性下降，故不能与TTC反应，使脑梗死组织

呈苍白色。利用 Image-Pro Plus 6.0分析软件对脑

梗死面积以及大脑面积进行计算，然后得出脑梗死

体积百分比[13]=（梗死面积和×2mm）/(全脑面积和×

2mm)。

1.6.2 Western blotting：取左侧海马组织置液氮罐

中速冻，-80℃冰箱保存。取海马组织 100mg，加裂

解缓冲液 1ml和苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfo-

ny fluoride，PMSF)10μl，充分研磨后离心，取上清。

BCA蛋白浓度测定法测定蛋白浓度。样品蛋白变

性后，取样品蛋白50μg，12% SDS-PAGE电泳，转移

到PVDF膜，封闭液封闭2h，分别用MMP-2、MMP-9

（1∶500）、β-actin一抗(1∶1000)孵育，4℃过夜，用辣根

过氧化物标记的二抗 (1∶5000)室温孵育 1h。将

PVDF膜放图像扫描仪上，避光配置显色液并覆盖

PVDF膜，Image-lab图像分析系统分析。

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，多组计量资料，则进行单因素方差

分析，方差齐者用 LSD 法，方差不齐则用 Games-

Howell法。

2 结果

2.1 行为学观察

电针组大鼠平均逃避潜伏期明显短于模型组

（P＜0.001）；而穿越平台次数明显多于模型组（P＜

0.05），见表1。

2.2 脑梗死体积

同模型组相比较，电针组的脑梗死体积占全脑

体积的百分比小于模型组，两组差异有显著性意义

（P<0.01），见图1。

2.3 蛋白印迹

与模型组相比较，假手术组（P<0.01）和电针组

(P<0.05)海马区MMP-2、MMP-9蛋白的表达明显较

少，差异有显著性意义，见图2。

3 讨论

认知障碍属中医“神”异常的范畴，脑为“元神之

府”，对神明有着重要的调控作用，而“督脉者，起于

下极之俞，并于脊里，上至风府，入属于脑”，与脑的

功能密切相关，历代医家素有“病变在脑，首取督脉”

之说 [12]。神庭、百会穴，皆为督脉上的在脑部的腧

穴，且为督脉与足太阳之交会穴，具有开窍、醒神之

功，故可以治疗脑卒中后的认知障碍[4—7]。

认知障碍是一个多领域的受损的疾病[14—15]，而

学习记忆作为其中重要的一个方面，与海马密切相

关。海马作为学习记忆的关键部位，也是脑缺血的

敏感区域[16—17]，当组织缺血时，则会引起海马本身及

其周围神经细胞的死亡或者凋亡，导致学习记忆下

表1 各组大鼠行为学结果比较 （x±s）

组别

假手术组
模型组
电针组

F
P

与假手术组相比较：①P<0.001，②P<0.01；
与模型组相比较：③P<0.001，④P<0.05

例数

7
7
7

平均逃避潜伏期（s）

32.398±3.514
75.276±5.105①

48.960±3.620③

136.154
0.000

穿越平台次数

3.000±0.707
1.000±0.707②

2.200±0.837④

8.914
0.004
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本研究通过采用水迷宫实验，观察MCAO大鼠

的逃避潜伏期和穿越平台次数针刺后的变化，说明

电针神庭、百会穴可以改善MCAO大鼠的学习记忆

能力。且通过TTC染色，我们也观察到电针神庭、

百会穴可以减少MCAO大鼠的脑梗死体积，从而改

善了脑缺血再灌注所带来的脑损伤。

MMP-2、MMP-9是基质金属蛋白酶中重要的胶

原酶，研究表明，MMP-2、MMP-9可以通过降解细胞

外间质，参与炎症反应、破坏血脑屏障完整性、扩大

脑梗死体积等脑缺血再灌注损伤的病理过程[19—21]，

从而和学习记忆障碍相关。研究表明，MMP-2、

MMP-9也参与了脑缺血再灌注后的轴突生长和再

生，以及髓鞘形成等神经发生的过程，与神经元的凋

亡密切相关 [22—23]。MMP-2 参与了早期神经元损伤

和延迟修复机制，MMP-9则被认为与增加扩散病灶

体积和神经功能下降有关[24]，而突触的强度的变化，

以及神经元的结构和功能的完整性，则被认为是学

习记忆的形态学基础 [25—26]。因此，鉴于 MMP-2、

MMP-9参与脑缺血后的炎症反应、血脑屏障完整性

以及神经元凋亡、再生等与学习记忆密切相关的病

理生理过程，我们推测MMP-2、MMP-9在脑缺再灌

注后的学习记忆功能的恢复中起着重要作用。本实

验中，电针组MMP-2、MMP-9蛋白表达减少与大鼠

学习记忆能力的变化一致，提示电针改善MCAO大

鼠的认知功能，可能是通过调节MMP-2、MMP-9蛋

白的表达来实现的。

综上所述，电针神庭、百会穴能够改善脑缺血大

鼠学习记忆能力，其作用机制可能与电针治疗能够

抑制脑缺血再灌注大鼠海马 MMP-2、MMP-9 蛋白

的表达，从而改善脑缺血再灌注后的脑损伤有关。
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