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·基础研究·

电针对脑梗死大鼠海马齿状回
Notch1调控作用的研究*

赵俊红1,4 林阳阳2 何晓阔3 燕铁斌4,5 潘翠环1 庄志强4 金冬梅4

摘要

目的：观察电针对脑梗死大鼠海马齿状回Notch1的调控作用。

方法：采用线栓法成功制备雄性SD大鼠右侧大脑中动脉闭塞（MCAO）模型大鼠，随机分为电针组、模型组和假手

术组。在造模成功后第3天开始电针大鼠“百会”、“人中”穴15分钟/次，直至各个取材时间点。对各组在电针治疗

各时间点行Morris水迷宫测试，采用免疫印迹法检测大鼠梗死侧海马齿状回区Notch1蛋白表达量。

结果：与相同时间点模型组比较，电针组的Morris水迷宫测试差异有显著性意义（P＜0.05）。在梗死侧海马齿状回

区域，电针组在治疗第 3 天和第 7 天时 Notch1 蛋白表达量较模型组相同时间点增高，差异具有显著性意义（P＜

0.05），且第7天时达到高峰，在第14天时仍高于模型组，但差异无显著性意义（P＞0.05）。

结论：电针能上调局灶性脑梗死大鼠梗死侧海马齿状回区Notch1蛋白表达量，改善脑梗死大鼠的认知功能，从而减

轻脑梗死对神经元的损伤，达到治疗脑梗死功能障碍的疗效。
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Abstract
Objective: To investigate the regulation effect of electroacupuncture (EA) on Notch1 at dentate gyrus in rats

with acute cerebral infarction.

Method: Intraluminal middle cerebral artery occlusion (MCAO) was performed to establish the cerebral isch-

emia model. The male adult SD rats were randomly divided into the electroacupuncture group (EA group), the

ischemia model group (MCAO group), and the sham operation group (sham group). EA was applied at Baihui

and Renzhong after operation, 15min once a day from operation to the day sacrificed. Each group rats were as-

sessed the Morris water maze test before and after intervention. The expression of Notch1 protein in hippocam-

pus was detected by Western Blotting.

Result: Compared with the model group, EA at Baihui and Renzhong acupoints alleviated cognitive impair-

ment significantly and the expression of Notch1 protein in hippocampal of EA group was significantly in-

creased.

Conclusion: EA at Baihui and Renzhong acupoints can improve cognition and upregulate the expression of

Notch1 of protein of hippocampal, so as to reduce the damage of cerebral ischemia on neurons, and provide
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脑卒中是人类目前致死率和致残率最高的疾病

之一[1]，且极易复发，大约 70%—80%的存活者存在

不同程度的功能障碍，给家庭和社会带来沉重的负

担。其中缺血性脑卒中的发病率约占全部脑卒中的

80%[2]。脑梗死引起的功能障碍严重影响患者日常

生活，成为临床中亟待解决的难题。电针治疗脑缺

血后功能障碍的疗效已经得到临床的广泛认可[3]。

大量基础研究表明，电针在缺血性脑血管疾病的治

疗中占有重要的地位，以往这方面的研究主要集中

在神经保护方面[4—5]。Notch信号通路被认为是一个

经典的保守调控细胞各种生理活动的通路[6]，Notch

信号通路由受体、配体和CSL DNA结合蛋白、靶基

因和效应物等组成 [7—8]。经典的 Notch 信号通路是

由Notch受体与其配体结合后，经一系列蛋白水解

释 放 出 胞 内 区 域（Notch intracellular domain,

NICD），NICD与DNA结合蛋白CSL结合形成转录

因子，激活下游靶基因表达产生抑制因子。目前已

有许多文献报道，Notch 信号通路与缺血性脑血管

病的神经修复有关。有研究发现Notch信号通路与

小胶质细胞的激活密切相关，缺血缺氧性脑损伤时，

阻断Notch信号通路可抑制小胶质细胞活化，减少

炎症介质的释放，从而减轻脑损伤[9]。国内有研究发

现，Notch1受体mRNA分布在哺乳动物出生后脑的不

同区域，包括室管膜下区和海马齿状回[10]，这为Notch

通路参与神经重塑提供了重要依据。尽管目前

Notch信号通路与神经可塑性的关系及其具体参与

机制尚不完全清楚，但目前已有学者开始研究不同

的干预治疗措施对脑梗死的作用，及其可能机制与

Notch信号通路的关系，如国内有学者已发现七氟醚

预处理后可以上调Notch1的表达，减轻大鼠脑缺血

损伤后的缺血梗死程度，但具体机制尚不明确[11]。本

研究采用成年大鼠大脑中动脉缺血模型，应用免疫

印迹观察电针对脑缺血后梗死侧齿状回Notch1的蛋

白影响，探讨其治疗脑梗死的可能机制。

1 材料与方法

1.1 动物分组

所有动物实验均遵照国际动物保护法和使用指

南的规定实施。实验选用SPF级成年Sprague-Daw-

ley（SD）雄性大鼠，体重为（310±30）g，周龄为 8周，

由中山大学实验动物中心提供。根据随机数字表分

为：假手术组、模型组和电针组，每组再分为电针治

疗第3、7、14和21d后4个时间点，每个时间点各组5

只大鼠。

1.2 模型制备

本研究选用北京沙东生物技术有限公司生产的

AAAA级大鼠脑缺血MCAO模型尼龙栓线。大鼠

术前 6小时禁食，经改进Longa等线栓法[12]后，制作

大鼠右侧MCAO动物模型。具体方法为所有大鼠

均选择右侧大脑中动脉区作为梗死侧，以 10%水合

氯醛按0.35ml/100g体重剂量行腹腔注射麻醉，仰卧

于手术台（20×25cm木板）上，四肢用线绳固定。用

碘伏消毒其颈部皮肤，铺盖无菌洞巾。正中切开颈

部皮肤，暴露并钝性分离右侧颈总动脉、颈内动脉和

颈外动脉主干及分支，在颈总动脉分叉处结扎颈外

动脉，在近心端结扎颈总动脉。在此过程中注意分

离迷走神经和颈总动脉。在颈总动脉远心端备线，

参照Longa方法略作改进，用眼科剪在颈总动脉主

干分叉处剪一约 0.2mm的“V”字形切口，然后轻插

线栓，当推进到分叉处时，稍微向下轻拉颈总动脉以

便栓线顺利进入颈内动脉，直至遇有阻力即停止插

入线栓。从颈总动脉分叉处计算线栓插入深度约

（18±0.5）mm，使线栓经颈总动脉分叉部顺利进入颈

内动脉入颅，阻断大脑中动脉所有血流来源，如果线

栓在 0.5—1.0cm处遇有明显阻力，说明栓线误入翼

腭动脉，此时需要调整线栓的方向和角度以重新插

入，伤口常规缝合。手术过程和动物苏醒期间注意

保暖和保持呼吸道通畅。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，以判断

MCAO模型成功。不合格的动物剔除。

大鼠清醒后采用改良的Bederson评分标准[13]进

行神经功能初步评定，以 2—3分为标准，将符合要

求的脑梗死大鼠纳入本研究。改良的 Bederson 神

经功能评分标准如下：0 分，无神经功能缺失的体

the therapeutic effect on cerebral ischemia.

Author's address The Second Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University, Guangzhou, 510260

Key word electroacupuncture; cerebral ischemia; Notch1; the morris water maze test

521



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, May 2018, Vol. 33, No.5

症；1分，提尾时损伤对侧的前肢发生屈曲；2分，前

肢屈曲以及对侧抵抗力均下降；3 分，向着对侧转

圈；4分，向对侧转圈并且意识障碍。

纳入标准：动物清醒后出现右眼 Horner 征、提

尾时出现左侧前肢屈曲或向左侧转圈（追尾现象），

即神经功能评分为2—3分的大鼠。

1.3 电针干预方法

MCAO模型成功后第 3天给予治疗，用自制固

定器固定动物后，给予针刺通电治疗，15分钟/次，3

天组和7天组每天1次，14天组和21天组，每治疗7

天，休息1天再继续治疗，直至各个取材时间点。电

针组穴位取患侧“人中”、“百会”（大鼠穴位定位参考

《实验针灸学》中的定位方法），使用华佗牌30号0.5

寸毫针。假手术组、模型组：给予同样抓取，不予任

何治疗。

1.4 Morris水迷宫的评定方法

本研究采用Morris水迷宫装置系统采集并系统

分析动物的动态图像，从定位航行实验方面检测大

鼠的学习能力。具体操作过程如下：

将造模成功的大鼠在结束电针治疗第 7天、第

14天和第 21天的相应时间后开始Morris水迷宫测

试，每个亚组依照水池上的四个象限标志，从不同象

限将大鼠头向池壁放入水中，强迫大鼠游泳，学习寻

找没于水面以下的目标平台。由计算机记录并计算

120s内大鼠的逃避潜伏期，作为实验测试结果。

如果测试的大鼠在120s内爬上平台，并在平台

上停留时间超过 3s，则认为大鼠找到平台，用计算

机分析软件系统记录其从象限出发点至寻找到目标

平台的时间，即逃避潜伏期（escape latency, EL）。

如果大鼠 120s 内未能找到平台，则将其引导至平

台，并允许其在平台上停留 15s强化记忆后将其捞

起，此时逃避潜伏期计为 120s。按上述方法连续训

练4d，每天分上午、下午两个固定训练时间段，每个

时间段训练2次。以第5天记录的时间均值作为观

察指标来评定其效果。整个实验过程均由计算机跟

踪系统记录分析。

1.5 免疫印迹方法

每 100mg 脑组织中加入 1ml 的细胞裂解液和

1μl PMSF储存液提取蛋白质。采用Bradford法测

定蛋白浓度，加热变性后，取 50μg经 12%十二烷基

硫磺胺-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），转移至

PVDF膜上。5%脱脂牛奶室温封闭90min。免疫反

应：以封闭液稀释兔抗Notch1（1∶500，CST）的一抗

置摇床上 4℃孵育过夜，洗膜后加用 TBST 1∶5000

稀释的羊抗兔、羊抗小鼠二抗溶液中，室温孵育

1h。最后采用化学发光法（ECL法）检测蛋白，并以

脑组织中的GAPDH内参蛋白的表达情况为对照进

行图像扫描分析，判断目的蛋白的表达量，采用

Kontron elekronik AS图像分析系统拍照并扫描，分

析光密度值。

1.6 统计学分析

数据采用均数±标准差表示，所有数值均经方

差齐性及正态性检验，应用 SPSS 16.0版统计软件

进行统计学处理，组间相同时间点比较采用重复测

量方差分析。

2 结果

2.1 电针治疗对脑梗死大鼠Morris水迷宫测试的

影响

与模型组比较，电针组的逃避潜伏期在电针治

疗第7天时差异无显著性意义（P＞0.05），在电针治

疗第 14 天和第 21 天时差异有显著性意义（P＜

0.05），见表1。

2.2 电针治疗对脑梗死大鼠缺血侧齿状回Notch1

表达的影响

假手术组各时间点Notch1的蛋白表达量无明显

变化，而模型组和电针组在缺血侧海马齿状回可见

Notch1 蛋白的大量表达。随着缺血时间的延长，

Notch1的蛋白表达量在缺血周边区逐渐增多，在电针

治疗3天和7天后，与同时间点模型组比较，电针组缺

血侧海马齿状回的Notch1蛋白表达量均显著增加

（P＜0.05），且第7天时达到高峰，在第14天时仍高，

但差异无显著性意义（P＞0.05）。电针组和模型组

Notch1的蛋白表达量在治疗第 21天时接近假手术

组，差异无显著性意义（P＞0.05），见表2和图1。

表1 Morris水迷宫大鼠逃避潜伏期 (x±s,s)

组别

电针组
模型组

与同时间点模型组相比：①P＜0.05

电针7天

98.25±2.43
103.50±1.51

电针14天

90.63±2.62①

98.13±2.90

电针21天

84.63±1.92①

94.13±1.46
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3 讨论

电针是在针刺得气的基础上，通过毫针在腧穴

上用电针机接通适宜的电流以刺激穴位，将电流刺

激和针刺手法结合以防治疾病的一种疗法。因操作

简便、节省人力、使用安全和提高疗效等优点，对脑

血管疾病具有良好的疗效，已成为当今医学界的研

究热点之一[14]。中国传统医学认为，“病变在脑，首

取督脉”，百会是督脉与足太阳、手少阳、足少阳和足

厥阴等经脉交会穴，针刺治疗中风病，取百会穴有直

中病位之意。人中是督脉和手足阳明之交会穴，针

刺人中可激发阳明经经气，具有调节气血盛衰，平衡

阴阳之效。百会、人中位于头面部，皆为督脉要穴，

而督脉连于脑，依“腧穴所在，主治所在”故可治疗脑

病，通过电针百会、人中，可调节督脉之经气，达到升

提清阳，醒脑调神，开窍启闭的作用。《针方六集》曰：

人中可治“脊强膂痛……中风不省人事”。同时，历

代中医文献、医家和民间百姓往往把人中作为急救

第一要穴，如《肘后备急方》述人中“救卒死方，令爪

其病人人中，取醒”。此为本研究选取“百会”、“人

中”二穴的中医理论依据。

目前中日合作的一项研究发现电针刺激“百会”

和“人中”能增强MCAO模型大鼠中的Akt通路，抑

制 caspase-9的活动，从而可能有助于减少神经元凋

亡的数量[15]，这表明电针“百会”和“人中”二穴，对卒

中后功能障碍产生的康复疗效可能是通过影响神经

细胞而实现的。王述菊等[16]研究发现电针“百会”和

“人中”能显著降低急性脑梗死大鼠血浆D二聚体、

纤维蛋白原含量，降低血液黏稠度，改善脑部血液循

环，这可能是电针“百会”和“人中”产生康复疗效的

另一个重要机制。也有相关临床实验发现电针此二

穴对脑卒中偏瘫患者大脑皮质的中枢生物电有良好

的调节作用[17]。基于以百会和人中为主穴来治疗脑

卒中的方法在临床应用中已经越来越广泛，并结合

以上相关基础研究证据[15—19]，故本研究选用百会和

人中穴作为研究穴位。本研究电针刺激MCAO大

鼠“百会”、“人中”穴后，对其进行 Morris 水迷宫测

试，结果表明电针能改善脑梗死大鼠的认知功能障

碍，证实电针“百会”、“人中”穴对脑缺血损伤具有较

好的神经修复作用。

Notch1是Notch信号通路中第一个被同源重组

的基因，为多种神经发育阶段的关键影响因素，同时

促进新生神经元树突分支和存活。近年来，有关

Notch1和认知障碍的相关研究越来越多，主要集中

在Notch1和突触可塑性、空间学习和记忆功能等方

面的相关研究。众所周知，突触可塑性是学习和记

忆功能形成的基础，有研究证实，在成人大脑 SGZ

区Notch信号通路的表达水平和神经元树突的复杂

程度是相关的[20]，在诱导Notch1敲除的成年小鼠齿状

回区检测到小于正常状态的树突的颗粒细胞神经

元[21]。在成熟神经元中敲除Notch1不会造成神经元

整体形态的改变，但会对树突棘产生影响，并可损害

LTP 和 LTD，从而造成多种记忆功能的明显受

损[22]。另外，不少研究发现Notch1对空间学习和记

忆功能有维持和促进作用。一项早期国外研究发现

成年Notch1杂合基因突变小鼠会有空间学习和记

忆功能障碍，成年Rbpj杂合基因突变小鼠也会有此

类型的学习和记忆功能损伤[23]。近期也有研究用水

迷宫对Notch1基因突变鼠进行测试，结果发现长程

表2 电针治疗后梗死侧海马区Notch1蛋白的表达 (x±s)

组别

假手术组
模型组
电针组

与同时间点假手术组相比：①P＜0.05；与同时间点模型组相比：②
P＜0.05

电针3天

0.43±0.079
0.65±0.041①

0.69±0.036①②

电针7天

0.43±0.068
0.58±0.067①

0.74±0.074①②

电针14天

0.44±0.092
0.51±0.047①

0.53±0.042①

电针21天

0.45±0.051
0.44±0.056
0.45±0.086

图1 电针组和模型组Notch1的蛋白表达量
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空间记忆缺陷，并有CSL基因复制缺失，而CSL是

Notch 信号通路中的关键转录调节因子。敲除鼠

Notch 基因检测对海马神经元可塑性的影响，结果

显示长时程增强受到抑制，给予外源性Notch配体

Jag-1可以纠正这种抑制作用[24]。

本研究发现，电针能改善脑梗死大鼠的认知功

能，同时我们也发现电针组Nocth1蛋白表达量显著

增加，提示Nocth1可能在电针改善脑梗死后认知功

能的机制中发挥着特殊作用。因此，我们推测电针

治疗促进脑梗死大鼠认知功能恢复的机制，可能与

上调梗死侧海马齿状回区Notch1蛋白的表达量，参

与神经康复有关，同时，也提示Notch信号通路参与

了电针修复脑梗死引起的认知功能障碍的神经可塑

性活动中。
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