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·基础研究·

电针对脑缺血再灌注大鼠学习记忆行为及海马区
α7烟碱型乙酰胆碱受体的影响*

李春燕1 彭洪卫1 李晓洁1 林如辉2 陶 静1 陈立典3,4

摘要

目的：探讨电针对脑缺血再灌注大鼠学习记忆行为及海马区α7烟碱型乙酰胆碱受体（alpha7 nicotinic acetylcho-

line receptor, α7nAChR）的影响。

方法：将45只雄性SD大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型组和电针组，每组均15只。模型组和电针组均参照

Longa改良线栓法制备大鼠局灶性脑缺血再灌注模型。电针组电针神庭、百会穴，共7d，每次30min。采用Morris水

迷宫实验观察大鼠的学习记忆功能；HE染色法观察大鼠海马神经元细胞结构变化；免疫组织化学染色法观测大鼠

海马区α7nAchR免疫阳性细胞的表达；Western blot法检测大鼠海马区α7nAChR蛋白的表达。

结果：各组大鼠游泳速度未见显著性差异(P>0.05)；模型组与假手术组相比大鼠逃避潜伏期明显延长(P<0.01)，跨越

平台次数明显减少(P<0.01)；电针组与模型组相比大鼠逃避潜伏期明显缩短(P<0.01)，跨越平台次数明显增加(P<

0.01)。与假手术组相比，模型组海马区CA1区α7nAChR免疫阳性细胞表达及整个海马区α7nAChR蛋白的表达降

低(P<0.01)，海马神经元细胞损伤加重；与模型组相比，电针上调海马区CA1区α7nAChR免疫阳性细胞表达及整个

海马区α7nAChR蛋白的表达(P<0.01)，同时降低海马神经元细胞的损伤。

结论：电针能改善脑缺血再灌注损伤大鼠的学习记忆能力，保护神经元细胞，其机制可能与上调海马区α7nAChR表

达有关。
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Abstract
Objective: To explore the effects of electroacupuncture on learning and memory ability and the expression of α

7nAChR in rats with focal cerebral ischemia reperfusion injury.

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

electroacupuncture group (n=15). The latter 2 groups were performed with middle cerebral artery occlusion for

2h and reperfusion. The electroacupuncture group received electroacupuncture treatment at Shenting (DU24) and

Baihui (DU20) for 30min, once a day for 7 days. Learning and memory of the rats was tested by Morris wa-

ter maze. The morphological changes of hippocampus neurons were observed by HE staining. The expression

level of α7nAChR was determined with immunohistochemical staining and Western blot.

Result: There were no significant differences in the swimming speed among the control, model group and elec-

troacupuncture group(P>0.05). The rats in the model group demonstrated longer latency time to reach the hid-
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脑卒中后患者多伴有不同程度的功能障碍，认

知功能障碍是脑卒中后常见的功能障碍之一，是包

括患者记忆、执行、注意、推理等高级脑功能的综合

性障碍，在很大程度上影响脑卒中患者运动功能的

恢复，阻碍其日常生活活动能力的提高[1—2]。电针能

够有效改善卒中后认知功能障碍[3—4]，对卒中后患者

的康复具有重要意义，但其治疗机制尚不明确。α7

烟碱型乙酰胆碱受体（alpha7 nicotinic acetylcho-

line receptor, α7nAChR）与认知功能密切相关[5]，作

为研究改善认知功能障碍的新靶点，为电针治疗卒

中后认知功能障碍的机制研究提供新的思路。本研

究采用线栓法制备局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠模

型，观察电针对局灶性脑缺血大鼠学习记忆能力、海

马神经元细胞结构及α7nAChR表达的影响，探讨其

可能的治疗机制，为电针的临床研究提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF 级雄性 SD 大鼠 45 只，体重（250 ± 30）g，

10—12周龄，购自上海斯莱克实验动物责任有限公

司，许可证号：SCXK（沪）2012-0002。于实验前1周

适应性饲养于福建中医药大学实验动物中心。饲养

条件：温度（22±2）℃，湿度（55±15）%，12h明暗交替，

自由进食与饮水。所有大鼠采用随机数字表法分为

假手术组、模型组及电针组（n=15）。整个实验过程

均严格按照国际动物保护和使用指南的规定进行。

1.2 主要实验试剂及仪器

α7nAChR 抗体（Abcam, Cambridge, UK）；SP

DAB 试剂盒（福州迈新生物工程有限公司）；GAP-

DH 抗体及相应二抗（CST, Boston, MA, USA）；

Morris水迷宫装置（中国医学科学院药物研究所）；

Bio-Image 分析系统（Bio-Rad Laboratories, Hercu-

les, CA, USA）；G6805电针仪（上海华谊仪器制造

厂生产）。

1.3 模型制备

模型组、电针组参考Longa[6]改良线栓法制备左

侧大脑中动脉闭塞（middle cerebral artery occlu-

sion, MCAO）模型。具体方法：大鼠术前12h禁食，

不禁水。用10%水合氯醛（3ml/kg）腹腔注射麻醉大

鼠，仰卧位固定于手术台上，常规去毛消毒，取颈前

正中切口，分离左侧颈总动脉、颈外动脉及颈内动

脉。在近心端结扎颈总动脉及颈外动脉，于颈总动

脉结扎处远端约3mm处剪一小口，将备好的线栓经

切口插入约（20±2）mm，轻微遇阻即止。固定栓线

并缝合伤口，待缺血2h后缓慢退出栓线至颈总动脉

分叉处，实现再灌注。动物于室温（25℃）下苏醒，正

常饮食。假手术组只分离动脉，但不结扎、插线。

1.4 神经行为学评分

动物清醒后，采用Longa法进行神经功能评分，

判断模型是否成功。即0分：无神经功能缺失症状；

1分：不能完全伸展患侧（右侧）前爪；2分：行走时向

患侧（右侧）转圈；3分：行走时向患侧（右侧）倾倒；4

分：不能自发行走，意识丧失。评分 1—3分的大鼠

纳入实验，剔除死亡和造模不成功的大鼠。最终纳

入实验大鼠27只，每组各9只，其中每组各取3只用

于形态学检测，各取 6只用于蛋白定量检测。干预

前模型组和电针组的神经行为学评分为：模型组

（2.07±0.80）分、电针组（2.13±0.74）分，差异无显著

性意义（P＞0.05），具有可比性。

1.5 干预方法

den platform(P<0.01) and passed the platform position fewer times in the water maze tests(P<0.01) than the

control group. In the electroacupuncture group, the rats significantly shorten the latency time(P<0.01) and in-

creased the frequency of passing the platform(P<0.01) compared with the model group. And compared with the

model group, electroacupuncture reduced pathological damage of neurons, increased α7nAChR immune positive

cells in the CA1 and the expression of α7nAChR in hippocampus (P<0.01).

Conclusion: Electroacupuncture was helpful for improving learning and memory ability in rats of cerebral isch-

emia/reperfusion injury, which may associate with increasing the expression of α7nAChR in hippocampus.

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

zhou, 350108
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电针组参考《实验针灸学》取大鼠神庭和百会

穴，选用 30 号 0.5 寸华佗牌无菌毫针，斜刺 0.2—

0.3cm，接G6805电针仪，疏密波，频率 2/10Hz，电压

3—5V，以针体轻轻抖动为度。每次 30min，每天 1

次，共7d。于手术后第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，予以同等

条件抓取，但不进行电针刺激。

1.6 Morris水迷宫实验

参照前期研究 [7—8]，其具体方法如下：Morris 水

迷宫为一直径 120cm、高 50cm 的圆形水池，水深

30cm，水温（26±2）℃，加入奶粉使水显乳白色。水

池等分为4个象限，池壁外标4个入水点，圆形逃逸

平台直径 6cm，高 28cm，没于水下 2cm，置于某一象

限中央。水池周围参照物保持不变。Morris水迷宫

具体包括定位航行实验和空间探索实验两个部分。

定位航行试验：于手术后第3天，将受试大鼠依

次从水池4个象限面向池壁放入水中，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，则将其

牵引上平台，停留10s，潜伏期记为90s。历时4d。

空间探索试验：于术后第7天撤除平台，取原平

台对侧象限为入水点将受试大鼠放入水中，观察并

记录大鼠在90s内穿过原平台所在位置的次数。

1.7 取材及检测

1.7.1 HE 染色：麻醉下开胸，暴露心脏，生理盐水

300ml经左心室快速冲洗，4%多聚甲醛 400ml灌流

固定。取脑后置于 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。二

甲苯脱蜡、梯度酒精脱水，苏木素及伊红染色，中性

树脂封片。光镜下（200×）观察大鼠大脑海马组织

细胞形态学变化。

1.7.2 免疫组织化学染色：按上述方法取材、包埋、

切片，二甲苯脱蜡、梯度酒精脱水，采用微波炉法将

脑片置于 10×TRIS-EDTA溶液（pH9.0）中煮沸 7min

进行抗原修复。采用免疫组化SP染色，严格按照试

剂盒说明书操作。α7nAChR一抗工作液浓度为 1∶

100，4℃过夜，加入相应二抗，DAB 显色，复染，脱

水，透明，封片。在光镜下 a7nAChR阳性颗粒呈棕

褐色，主要表达于神经元细胞膜、细胞质中。

1.7.3 蛋白免疫印迹法（Western blot）：取大鼠左侧

海马组织，-80℃冰箱保存，每 100mg脑组织中加入

1ml的细胞裂解液和PMSF储存液10μl，充分研磨后

离心，取上清，BCA法测定蛋白浓度。样品蛋白变

性后，取50μg样品蛋白，10% SDS-PAGE电泳，转移

至 PVDF 膜上。室温封闭 2h，分别用α7nAChR（1∶

10000）和GAPDH（1∶8000）一抗孵育，4℃过夜，加入

相应二抗（1∶5000）室温1h。将PVDF膜置于图像扫

描仪上，避光配置显色液并覆盖 PVDF 膜，反应

1min，Image-lab图像分析系统并分析处理。以目的

条带灰度值占GAPDH条带灰度值的百分比反映目

的蛋白的表达水平。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计学软件进行分析，所得数

据均以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方

差分析，两两之间比较采用LSD-t检验。

2 结果

2.1 Morris水迷宫测试结果

各组大鼠游泳速度未见显著性差异（P＞0.05），

说明在水迷宫测试中MCAO模型对其游泳运动功

能无影响。随着训练时间的延长，各组大鼠的逃避

潜伏期均呈逐渐缩短的趋势。从术后第 3天起，模

型组与假手术组相比大鼠逃避潜伏期明显延长，电

针组与模型组相比大鼠逃避潜伏期明显缩短，差异

均有显著性意义（P＜0.01）。术后第7天，模型组与

假手术相比大鼠跨越平台次数减少，而电针组与模

型组相比大鼠跨越平台次数增加，差异均有显著性

意义（P＜0.01）。见表1—2。

2.2 HE染色结果

假手术组海马区神经元细胞形态完整、排列整

齐紧密，核膜核仁清晰。模型组神经元细胞排列疏

松，细胞核固缩深染，核仁消失，形成空泡状结构。

电针组较模型组神经元细胞结构较完整，坏死神经

元细胞数量减少，胞核固缩深染现象减轻。见图1。

2.3 海马α7nAChR免疫组化染色结果

假手术组海马CA1区α7nAChR染色阳性细胞

数量多，形态规则，体积大，着色深。模型组海马α

7nAChR染色阳性细胞数量少，排列欠规则且分布

稀疏，体积略小，着色浅。电针组与模型组相比，海

马α7nAChR染色阳性细胞数量增多，形态较规则且
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图1 各组大鼠海马CA1区神经元 (HE染色,×200)

假手术组 电针组模型组

图2 各组大鼠海马CA1区α7nAChR表达
(免疫组化染色,×400)

假手术组 电针组模型组

3 讨论

卒中后认知功能障碍属于祖

国医学的“善忘”、“痴证”、“愚痴”、

“痴呆”、“呆病”、“文痴”等范畴，主

要为“中风痴呆症”。针刺作为传

统医学的重要组成部分，在卒中后

治疗中运用得非常广泛。近年来

在认知功能的研究也越来越多，其

中电针在临床上运用得最为广泛，

并且在改善脑卒中后认知功能障

碍中取得了较好疗效。百会位居

巅顶，是三阳五会的穴位。神庭为

督脉、足太阳、阳明之会。此二穴

同属督脉穴，主治痴呆、中风、健

忘、癫狂痫等神志病，同时在临床

中也运用广泛。故本研究选取神庭、百会二穴观察

电针对MCAO大鼠学习、记忆的影响。

本研究发现，在 Morris 水迷宫测试中，各组大

鼠游泳速度未见显著性差异，说明MCAO模型造成

的肢体功能障碍并未影响大鼠在水迷宫中的运动

功能，该研究也和其他研究一致[9]。同时，模型组与

假手术组相比大鼠逃避潜伏期明显延长，跨越平台

次数明显减少，而电针组与模型组相比大鼠逃避潜

伏期明显缩短，跨越平台次数明显增加。说明电针

能够有效改善脑缺血再灌注大鼠的学习记忆能

力。这也与其他研究[9]及团队的前期研究[4,10]结果一

致。

图3 各组大鼠海马α7nAChR蛋白表达

α7nAChR

GAPDH

电针组模型组假手术组

表3 各组大鼠海马α7nAChR蛋白表达量

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＜0.01

例数

6
6
6

表达量（x±s）

0.85±0.07
0.41±0.04①

0.61±0.06②

表1 各组大鼠游泳速度 (x±s,cm/s,n=9)

组别

假手术组
模型组
电针组

第3天

11.32±2.06
12.41±3.29
12.90±2.13

第4天

12.18±1.80
12.39±3.58
12.87±3.04

第5天

11.93±2.77
11.56±2.95
12.19±2.43

第6天

13.69±1.90
12.92±2.90
11.82±2.80

第7天

12.68±2.46
13.98±3.14
13.26±2.18

表2 各组大鼠逃避潜伏期及穿越平台次数 (x±s,s,n=9)

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＜0.01

逃避潜伏期
第3天

41.24±6.00
78.82±6.01①

56.94±10.47②

第4天
33.42±6.80
72.78±3.15①

48.19±8.99②

第5天
22.05±7.35
68.54±10.76①

40.24±12.09②

第6天
17.25±4.18
52.70±10.80①

29.74±6.92②

穿越平台次数

3.22±0.67
1.14±0.69①

2.25±0.70②

分布致密，着色加深。见图2。

2.4 Western blot检测α7nAChR蛋白表达结果

与假手术组相比，模型组海马α7nAChR蛋白表

达减少（P＜0.01），电针组与模型组相比α7nAChR

蛋白表达增加（P＜0.01），差异均有显著性意义。见

表3，图3。
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α7nAchR是烟碱型乙酰胆碱受体的亚型，主要

位于海马、丘脑、前额叶皮质和皮质下基底核等区，

由 5个相同的 a7亚单位构成，属于配体门控离子通

道，具有快速脱敏和高钙通透性的特点 [11]。 α

7nAChR在突触前膜、突触后膜及突触周围均有分

布，其主要介导快速的突触信号传递、相关神经递质

释放以及突触重塑 [12]。α7nAChR 与认知功能的多

个方面密切相关，包括学习、记忆及注意等[5]。研究

发现，在多种认知功能障碍的相关疾病中，包括阿尔

茨海默病（Alzheimer's disease, AD）、精神分裂症、

注意缺陷多动障碍（attention deficit hyperactivity

disorder, ADHD）及脑损伤等，都存在α7nAChR 表

达及功能的下调 [13—15]。同时使用烟碱或其他α

7nAChR 激动剂可增强认知和记忆功能，而使用α

7nAChR拮抗剂则会影响记忆功能[16—18]。海马区是

大脑参与学习、记忆过程的重要结构。前期研究证

实“益智醒脑”电针法可以上调AD模型海马CA3区

α7nAChR 的表达 [19]，同时电针预刺激百会穴，能有

效减轻脑缺血再灌注损伤，增加缺血半暗带区α

7nAChR 的表达[20]。本研究选用 MCAO 模型，发现

电针同样能够上调脑缺血再灌注大鼠海马CA1区α

7nAchR免疫阳性细胞表达及整个海马α7nAchR蛋

白表达，同时降低神经元细胞损伤，这可能是电针改

善脑缺血再灌注大鼠学习、记忆能力的机制之一。

综上，电针神庭、百会能够有效改善脑缺血再灌

注大鼠的学习记忆能力，其作用机制可能与上调脑

缺血再灌注大鼠海马区α7nAChR表达及保护神经

元细胞有关。但电针上调α7nAChR表达的机制尚

不完全明确，有待进一步从分子生物学角度去探讨

其更深层面的机制。
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