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电针神庭、百会对大脑中动脉闭塞大鼠
学习记忆的影响及机制研究*

李晓洁1 俞坤强1 赵从快1 彭洪卫1 李春燕1 卓沛元1 林如辉2 陶 静1 陈立典1,3

摘要

目的：研究磷酸化的环磷腺苷效应元件结合蛋白（p-cAMP-response element binding protein,p-CREB）、脑源性神经

营养因子（brain-derived neurotrophic factor, BDNF）在大鼠脑缺血再灌注中的表达，探讨电针神庭、百会对脑缺血

再灌注大鼠学习记忆功能的影响及其可能机制。

方法：36只雄性SD大鼠，随机分为假手术组、模型组和电针组，每组分配12只。采用大脑中动脉闭塞（middle cere-

bral artery occlusion，MCAO）法建立局灶性脑缺血再灌注大鼠模型。电针组电针神庭、百会穴干预7d。各组采用

Morris 水迷宫实验评估大鼠的学习记忆功能；TTC 染色观察缺血梗死体积；免疫组化染色检测海马 CA1 区 p-

CREB，BDNF的表达。

结果：与假手术组比较，模型组鼠到达水下平台的潜伏期长些(P<0.01)，通过平板的次数少些(P<0.01)。电针组与模

型组比较潜伏期显著短些(P<0.05)，通过平台的次数显著多些(P<0.01)。与假手术组比较，模型组的 p-CREB阳性

细胞明显减少而BDNF光密度明显增加。与模型组比较，电针组的p-CREB阳性细胞明显增加(P<0.01)而BDNF光

密度也增加(P<0.05)，梗死的体积则小些。

结论：电针神庭、百会可改善脑缺血再灌注大鼠的学习记忆功能，其作用机制可能与上调缺血侧海马 CA1 区 p-

CREB，BDNF的表达有关。
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Abstract
Objective: To investigate p-cAMP-response element binding protein（p-CREB）, brain-derived neurotrophic factor

（BDNF） expressions in rats after focal cerebral ischemia-reperfusion of rats, and electroacupuncture at Shenting

and Baihui acupoints.

Method: SD rats (n=36) were randomly divided into sham operation control group (Sham group), model group

(I/R group) and electroacupuncture group (I/R+EA group). Each group had 12 rats. Middle cerebral artery occlu-

sion (MCAO) was used to set up the focal cerebral I/R injury for I/R rats. The rats in I/R+EA group re-

ceived electroacupuncture treatment at Shenting (DU24) and Baihui (DU20) for 7 days. Morris water maze was

used to investigate learning and memory ability daily. TTC staining was used to assess the cerebral infarct vol-

ume. Immunohistochemistry was performed to test the expressions of p-CREB and BDNF in the hippocampus

CA1 zone of the cerebral ischem(P<0.01) (P<0.01)ia side.
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脑缺血后可导致不同程度的认知障碍，其发病

率很高，对患者日常的运动功能及生活活动能力会

产生巨大的影响，因此及时治疗对患者提高生存质

量有重要意义。团队前期研究显示电针神庭、百会

穴能在一定程度上改善脑卒中后认知功能障碍，但

机制尚未完全阐明[1—4]。有研究认为磷酸化的环磷

腺苷效应元件结合蛋白（p-cAMP-response element

binding protein, p-CREB）能增加下游基因脑源性

神经营养因子（brain- derived neurotrophic factor,

BDNF）的表达，从而促进新的突触连接形成，获得

长期的信息储存，增加记忆长时相[5—6]。本研究观察

电针对脑缺血再灌注大鼠学习记忆功能及缺血侧海

马CA1区 p-CREB和BDNF表达的影响，为电针治

疗脑卒中后认知功能障碍提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

36 只健康成年无特殊病原体 SPF 级 SD 大鼠，

体质量（280±20）g，由福建中医药大学实验动物中

心提供，其许可证号为：SYXK(闽)2005-004。大鼠

分笼饲养，每笼5—6只；适应性喂养1周后，采用随

机数字表法将大鼠编号，并分成假手术组（n=12）、

模型组（n=12）和电针组（n=12），共3组。

1.2 主要实验试剂及仪器

试剂：TTC（2,3,5-氯化三苯基四氮唑）：sigma；p-

CREB 一抗：Cell Signaling Technology；BDNF 一

抗：Abcam；免疫组化试剂盒：迈新公司；苏木素染色

液：碧云天公司。

仪器：华佗牌电子针疗仪：苏州医疗用品厂有限

公司提供。Morris水迷宫：中国医学科学院药物研

究所提供；倒置显微镜：徕卡公司提供。

1.3 动物模型制备

术前所有动物均禁食 12h。大鼠称重后，参照

Zea Longa 方法 [7]，行左侧大脑中动脉闭塞（middle

cerebral artery occlusion, MCAO）手术，制备脑缺

血再灌注动物模型。具体方法：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、颈内动脉和颈外

动脉。在颈内、外动脉分叉处结扎颈外动脉，并在近

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，直至线栓至大脑

前动脉近端。固定线栓，缝合伤口，1.5h后缓慢退出

至颈总动脉分叉处，形成缺血再灌注模型。假手术

组只分离血管，不结扎、插线。

动物苏醒后观察其体态及行为，按 Zea Longa

法行神经行为学评分[7]：0分：无神经功能缺损症状；

1分：提尾时不能完全伸展对侧前爪；2分：行走时向

对侧转圈（向右侧转圈）；3分：行走时向对侧倾倒；4

分：不能自发行走，意识丧失；评分为1—3分纳入实

验，干预前模型和电针两组的神经行为学评分分别

为：模型组（2.08±0.67）、电针组（2.17±0.83），差异无

Result: The rats in the model group demonstrated longer latency to reach the hidden platform(P<0.01) and

passed the platform position fewer in the water maze test(P<0.01) than the sham group. In the electroacupunc-

ture group, the rats significantly shorten the latency (P<0.05) and increased the times of passing the platform

(P<0.01) compared with the model group. Compared with the sham group, the number of positive cells of p-

CREB in model group was significantly reduced (P<0.01), the mean optical density of BDNF was significantly

higher (P<0.01); Compared with the model group, the number of positive cells of p-CREB in electroacupunc-

ture group was significantly increased (P<0.01), the mean optical density of BDNF was higher (P<0.05), the in-

farct volume was decreased (P<0.01).

Conclusion: Electroacupuncture can ameliorate learning and memory ability of cerebral ischemia- reperfusion

rats. The mechanism may be related to increase the expressions of p-CREB and BDNF in hippocampus CA1

zone.

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

zhou, 350122

Key word electroacupuncture; cerebral ischemia; learning and memory; p-cAMP-response element binding pro-

tein; brain-derived neurotrophic factor
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显著性意义（P＞0.05），具有可比性。

1.4 干预方法

电针组参考《实验针灸学》[8]取大鼠神庭和百会

穴，采用疏密波，频率2/10Hz，电流1—3mA，以针体

轻轻抖动为度。每次 30min，每天同一时间治疗 1

次，共 7d。造模后第 1 天开始治疗，直至动物被处

死。假手术组、模型组置于普通笼中饲养，只给予同

等条件抓取，未给予任何治疗。

1.5 Morris水迷宫

各组大鼠在实验干预第3天进行。具体操作方

法参照文献[1,9—10]。本实验主要包括定位航行实验和

空间探索实验两个部分。①定位航行实验：将大鼠依

次由第一象限，第二象限，第三象限，第四象限顺序面

向池壁放入水中，测其在90s内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90s内

大鼠未找到平台，则需将其引导到平台，学习10s，此

时潜伏期记为90s。②空间探索实验：即在干预第7

天，撤去平台，取平台对角线入水点将大鼠放入水中，

观察并记录90s内大鼠穿过平台所需的次数。

1.6 TTC染色

各组大鼠在水迷宫后行10%水合氯醛（3ml/kg）

腹腔麻醉，每组取6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

除嗅球、小脑及低位脑干后，做 6个脑冠状切片，并

放入 2%TTC溶液中，用锡箔纸盖住后，放入 37℃恒

温水浴锅30min；每隔5min翻动脑片1次，使其均匀

染色。染色完成后，梗死区域被染成白色，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。随后用高分辨率数码相机拍照，并用Motic

Med 6.0系统软件测量每片梗死体积（梗死体积=每

个脑片梗死面积×2mm）。最后计算出梗死总体积/

整个大脑体积百分比，作为结果统计分析。

1.7 免疫组化染色

各组大鼠在水迷宫后行10%水合氯醛（3ml/kg）

腹腔麻醉，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，置入

4%多聚甲醛内4℃固定24—48h。常规二甲苯脱蜡、

梯度酒精脱水，热修复抗原，PBS冲洗封闭，滴加 p-

CREB 一抗工作液（1∶800），BDNF 一抗工作液（1∶

2000），4℃孵育过夜，加二抗、三抗（链霉菌抗生物素

蛋白-过氧化物酶）、DAB显色，大量自来水冲洗。苏

木素复染、盐酸分色，PBS返蓝，中性树胶封片观察。

1.8 统计学分析

应用SPSS 20.0软件进行统计学处理。水迷宫

数据采用重复测量方差分析；TTC染色采用两样本 t

检验；免疫组化染色采用单因素方差分析；数据均以

均数±标准差表示。

2 结果

2.1 电针改善MCAO大鼠学习记忆能力

定位航行试验：随着训练时间的延长，各组大鼠

逃避潜伏期呈逐渐缩短趋势。与假手术组相比，模型

组大鼠在术后第3，4，5，6天平均逃避潜伏期明显延长

（P＜0.01）。与模型组相比，电针组大鼠在干预后第

3，4，5，6天平均逃避潜伏期缩短（P＜0.05），见表1。

空间探索试验：干预后第 7 天，相比于假手术

组，模型组大鼠穿越平台次数明显减少（P＜0.01），

而相比于模型组，电针组穿越平台次数明显增加

（P＜0.01），见表2。

2.2 电针减少MCAO大鼠缺血梗死体积

假手术组脑组织染色为红色，模型组和电针组

脑组织均可见不同程度白色梗死灶。与模型组比

较，电针组大鼠缺血梗死体积明显减少，差异具有显

著性意义（P＜0.01）。见图1，表3。

2.3 电针增强 MCAO 大鼠缺血侧海马 CA1 区 p-

CREB，BDNF的表达

采用免疫组化检测海马CA1区p-CREB、BDNF

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

F
P

与假手术组相比：①P＜0.01；与模型组相比：②P＜0.05

例数

8
8
8

第3天

45.04±8.82
83.69±5.04①

74.84±7.74②

60.326
0.000

第4天

21.63±9.62
70.68±2.90①

63.25±6.95②

112.342
0.000

第5天

15.13±4.44
61.08±6.44①

54.10±4.65②

177.762
0.000

第6天

12.82±4.79
53.27±6.56①

38.19±7.64②

80.640
0.000

表2 各组大鼠的穿越平台次数 (x±s,次)

组别

假手术组
模型组
电针组

F
P

与假手术组相比：①P＜0.01；与模型组相比：②P＜0.01

例数

8
8
8

穿越平台次数

6.88±0.83
2.00±0.76①

3.25±0.89②

74.930
0.000
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的表达。免疫组化数据表明模型组大鼠p-CREB的

阳性细胞数明显较假手术组少，差异有显著性意义

（P＜0.01）。电针组 p-CREB 的阳性细胞数明显比

模型组多，差异有显著性意义（P＜0.01）。见图2，表

4。模型组大鼠BDNF的平均光密度值明显较假手

术组高，差异有显著性意义（P＜0.01）。电针组

BDNF的平均光密度值比模型组高，差异有显著性

意义（P＜0.05）。见图3，表4。

图2 各组大鼠缺血侧海马CA1区p-CREB表达 (免疫组化染色，×400)

假手术组 电针组模型组

图3 各组大鼠缺血侧海马CA1区BDNF表达 (免疫组化染色，×400)

假手术组 电针组模型组

表3 各组大鼠缺血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

与模型组相比：①P＜0.01

例数

6
6
6

梗死体积百分比

0±0
27.96±2.87
21.06±3.63①

表4 各组大鼠缺血侧海马CA1区
p-CREB和BDNF的表达 (x±s)

组别

假手术组
模型组
电针组

F
P

与假手术组相比：①P＜0.01；与模型组相比：②P＜0.05

例数

6
6
6

p-CREB(n)

60.50±7.40
11.00±1.79①

27.50±5.24②

133.893
0.000

BDNF

0.23±0.01
0.26±0.01①

0.36±0.05②

29.432
0.000

3 讨论

针灸被作为传统疗法治疗各种疾病在一些东方

国家已有几千年的历史[11]。许多研究表明针刺在认

知功能障碍方面有着良好的临床疗效[12—13]。神庭、百

会穴隶属于督脉，两穴合用常起到醒神开窍的作用。

本研究中，Morris水迷宫实验表明，与模型组相

比，电针组大鼠逃避潜伏期缩短，穿越平台次数明显

图1 各组脑组织冠状面TTC染色

假手术组 电针组模型组
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增加；TTC染色显示电针可以明显减少脑缺血再灌

注大鼠的缺血梗死体积。以上研究表明电针神庭和

百会穴可促进神经功能的恢复，提高脑缺血再灌注

大鼠的学习记忆能力，这与其他研究[14—15]及团队之

前的研究结果[4,16]相一致，表明电针在一定程度上可

以改善认知功能障碍。

环磷腺苷效应元件结合蛋白（cAMP respon-

sive element binding protein, CREB）是 DNA 结合

转录因子家族的成员，其 133 位丝氨酸残基

（Ser133）的磷酸化对转录活性起着重要作用，并参

与了学习记忆及突触可塑性等多种生理过程[17—18]。

BDNF是神经营养素家族中的一员[19—20]，其不仅

可以调控神经元的存活、神经细胞的增殖与成熟，还

能促进学习记忆及突触的可塑性[18,21—22]。有研究表明

磷酸化的CREB能通过调节关键的靶基因如BDNF

等实现维持成熟的神经元，促进损伤后的神经元再

生，以及促进突触可塑性，从而形成长期记忆[5—6,23]。

在本实验中，在大鼠海马CA1区，电针组p-CREB和

BDNF表达均高于模型组。本研究表明刺激MCAO

大鼠海马 CREB 的转录活性从而调节下游基因

BDNF可能是电针发挥神经保护及促进学习记忆作

用的机制之一。

综上所述，电针神庭、百会穴能够改善 MCAO

大鼠的学习记忆能力，其作用机制可能与上调 p-

CREB和BDNF的表达有关，但电针作用于p-CREB

和BDNF是否还有其他途径的协同作用还有待进一

步研究。
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