
www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Aug. 2019, Vol. 34, No.8

·基础研究·

电针对血管性痴呆大鼠记忆力及海马BDNF、
PSD-95蛋白表达的影响*

梁慧英1 廖 琳1 游国清1 林阳阳2 燕铁斌2 董军涛2

摘要

目的：观察电针对血管性痴呆（VD）大鼠记忆力的影响，以及其对大鼠海马组织脑源性神经生长因子（BDNF）与突

触后致密蛋白-95（PSD-95）蛋白表达的影响，探讨电针治疗血管性痴呆的可能分子机制。

方法：将Wistar大鼠随机分为假手术组、模型组和电针组，每组8只。假手术组暴露双侧颈总动脉，但不结扎；模型

组和电针组采用双侧颈总动脉永久性结扎法建立VD大鼠模型。治疗过程中3组大鼠均采用柔软型大鼠固定器固

定。电针组选取百会、足三里穴，接通电流，每天1次，每次留针30min，连续治疗14天；模型组与假手术组只给予固

定。治疗前后采用新事物识别实验对3组大鼠进行记忆力的检测。治疗结束后采用免疫印迹法检测大鼠海马组织

BDNF与PSD-95的蛋白质表达情况，采用 Image J图像分析系统对蛋白表达水平进行分析。

结果：经过14天的治疗后，电针组大鼠对新物体的探索指数高于治疗前（P<0.05），高于模型组大鼠（P<0.05）。电针

组大鼠海马组织的BDNF、PSD-95的蛋白质表达均高于模型组，差异有显著性意义（P<0.05）。

结论：电针血管性痴呆模型大鼠的百会穴、足三里穴能有效改善血管性痴呆大鼠的记忆能力，提高大鼠海马组织中

PSD-95、BDNF蛋白的表达，电针对记忆力的改善可能与PSD-95、BDNF表达增加相关，有可能是通过影响BDNF-

GluA1-PSD95信号传导通路而发挥效用。
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Abstract
Objective: To observe the effect of electroacupuncture(EA) on the impaired memory and protein expression of

BDNF and PSD-95 in the hippocampus in vascular dementia(VD) rats, so as to find out the underlying molecu-

lar mechanisms of EA in treating VD.

Method: Twenty- four Wistar rats were randomly divided into sham- operation group, model group, and EA

group (8 in each group). The study adopted the VD rat model with permanent bilateral common carotid artery

occlusion for the model group and the EA group, while exposure and no occlusion of the bilateral common ca-

rotid were carried on the rats in the sham-operating group. All the rats were kept in an immobilization appara-

tus while receiving treatments. EA was applied onto“Baihui”(GV20) and“Zusanli”(ST36) in EA group for

30min, once a day for 14 days. And the sham-operation group and the model group were only immobilized.

New object recognition test was adopted to test rats’memory before and after treatment, and recognition index-

es were recorded. After 14 days treatment, the protein expression of BDNF and PSD-95 was detected by West-
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目前研究显示，针刺治疗可有效增强血管性痴

呆（vascular dementia，VD）患 者 的 学 习 记 忆 能

力[1—3]。前期研究显示电针百会穴、足三里穴，血管

性痴呆模型大鼠在新事物识别试验中探索指数

（recognition index，RI）、识别指数（discrimination

index，DI）具有相当程度的升高，提示电针可以有效

改善大鼠的记忆能力[4]；同时，发现电针大鼠海马组

织的群峰电位升高，长时程增强（long-term potentia-

tion，LTP）易化[5]。国外研究结果显示，含GluR1亚

单位的α-氨基-3羟基-5-甲基-4-异恶唑丙酸（α-ami-

no-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole- propionic acid，

AMPA）受体（GluA1）相关信号传导通路可调节LTP

的表达[6—7]，并影响记忆力[8]，其中GluA1的上游蛋白

脑源性神经营养因子（brain- derived neurotrophic

factor，BDNF）及下游结合蛋白突触后致密物（post-

synaptic density，PSD）95蛋白发挥着至关重要的作

用。本研究旨在探索电针对 VD 大鼠海马组织中

BDNF、PSD-95蛋白表达的影响，初步探讨电针治疗

血管性痴呆的可能分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

选用广东省医学实验动物中心提供的健康Wi-

star大鼠 32只，雄性，体重 240±20g，SPF级，实验动

物质量合格证明编号：44008500004013，饲养于中山

大学实验动物中心屏障环境中，动物实验设施使用

证明编号：0042618。动物经适应性喂养 1周后，按

随机数字表法分为 3组，即假手术组、模型组、电针

组，每组8只。

1.2 主要试剂与仪器

兔来源 BDNF、GluA1、PSD-95 单克隆抗体、鼠

来源 GAPDH 单克隆抗体、羊抗兔 IgG、兔抗鼠 IgG

（Abcam，美国），化学发光显影液（Millipore，美国），

电泳仪、电转化仪、凝胶成像系统（Bio-Rad，美国），

上海产G型电针治疗仪, 柔软型大鼠固定器（原上

草医疗科技有限公司）。

1.3 血管性痴呆大鼠模型的制作

模型组、电针组采用双侧颈总动脉永久性结扎

法造模[9]。大鼠术前 12h禁食，不禁水，用 10%水合

氯醛（0.35g/kg体重）腹腔注射麻醉大鼠，仰卧位固

定于手术台上，碘酒消毒，取颈前正中切口，分离暴

露左、右两侧颈总动脉，以“0”号线结扎双侧颈总动

脉的近端及远端阻断双侧颈总动脉的血流，最后逐

层缝合伤口。术后大鼠在屏障环境中继续饲养、观

察。假手术组麻醉及手术过程同上，但不阻断颈总

动脉。

1.4 治疗方法

造模完成后第 7天开始（行为学检测完成后），

将大鼠放入柔软型大鼠固定器，电针组参照《大鼠穴

位图谱的研制》[10]中穴位定位方法选取百会穴及足

三里穴进针，选用28号1寸华佗牌无菌毫针，于头部

百会穴（顶骨正中）向前斜刺 2mm，足三里穴（膝关

节后外侧，在腓骨小头下约5mm处）直刺7mm，连接

电针治疗仪，选用2Hz连续波，强度以大鼠能耐受为

度（大约为2mA）。每天1次，每次30min，连续治疗

14d。假手术组与模型组均同时以柔软型大鼠固定

器固定30min，每天1次，连续14d。

1.5 新事物识别试验（New Object Recognition

Test，NORT）

治疗开始当天及治疗结束当天分别对大鼠进行

ern blotting.

Result: Recognition indexes were higher in the EA group than the model group (P<0.05), after treatment and

higher than before treatment in the EA group (P<0.05). BDNF and PSD-95 expressed more in the EA group

than the model group with obvious significance (P<0.05).

Conclusions: Electro-acupuncture applied onto“Baihui”(GV20) and“Zusanli”(ST36) could improve impaired

memory caused by vascular dementia in rats, and increase the expression of PSD- 95 and BDNF, indicating

that the memory improvement might be related to the increasing production of PSD- 95 and BDNF, and it

might be achieved via the BDNF-GluA1-PSD95 signal transduction pathway.

Author's address Zhongshan City People’s Hospital, Guangdong, Zhongshan，528400
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NORT以检测大鼠的记忆能力。

实验设备为一个 80cm×80cm×80cm 黑色不反

光有机材料制作的盒子，敞箱放置在一个固定日光

灯光源下方。试验前先将动物置于盒子中10min以

适应新环境。训练阶段将2个完全相同的物体分别

放于盒子 2 个相对的角落里，将动物放于盒子中

5min，观察其探索活动（将鼻子靠近物体的距离<

2cm或直接用鼻子触到物体为探索 1次）。测试阶

段将训练阶段的一个物体换成另一种形状的物体，

将动物置于盒子中 5min。实验结束后分别记录大

鼠探索新物体和熟悉物体时间。测试阶段大鼠对新

出现的物体探索时间TN与总探索时间（TF+TN）的

比值为探索指数（TN/(TF+TN)）[11]。

1.6 蛋白检测

治疗结束后以10%水合氯醛足量麻醉大鼠并放

血处死，迅速取脑，分离海马，加入含1%PMSF的裂

解液，超声匀浆裂解，离心，取上清。采用BCA法测

定蛋白浓度，取总量 20μg的蛋白，在 10%十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺中电泳，将蛋白转移至PVDF膜

上，将膜在 4℃ 5%牛血清中封闭过夜，一抗抗体

4℃孵育过夜，吐温-三羟甲基氨基甲烷缓冲盐溶液

（TBS-T）洗 3次，二抗室温孵育 1h。应用底物化学

发光显示反应产物，Bio-Rad显影仪显影。采用 Im-

age J图像分析系统对蛋白表达水平进行分析。

1.7 统计学分析

采用SPSS16.0统计软件包进行统计学处理，所

有数据均用均数±标准差表示。各组间比较采用单

因素方差分析（one-way ANOVA），每两组间比较用

LSD检验，以P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 各组大鼠对新事物的探索指数比较

大鼠对新出现的物体探索时间TN与总探索时

间（TF+TN）的比值为探索指数（TN/(TF+TN)）。研

究结果显示治疗前模型组和电针组大鼠对新物体的

探索指数较假手术组显著降低（0.535 ± 0.099 vs

0.748±0.113，0.511±0.106 vs 0.748±0.113），差异有

显著性意义（P<0.05），提示模型组和电针组大鼠经

过造模后记忆力下降，表明造模成功。

经过 14d的治疗后，电针组大鼠对新物体的探

索指数与治疗前比较明显升高（0.667 ± 0.097 vs

0.511±0.106），差异有显著性意义（P<0.05）；与模型

组大鼠比较，数值升高（0.667 ± 0.097 vs 0.522 ±

0.089），差异有显著性意义（P<0.05），提示电针组大

鼠的记忆力较模型组大鼠记忆力好。

2.2 各组大鼠海马组织GluA1蛋白的灰度比值

模型组 GluA1 的表达水平（0.398±0.072）较假

手术组（1.644±0.317）明显降低，差异有显著性意义

（F=58.945，P<0.05）。电针组 GluA1 的表达水平

（1.034±0.109）明显高于模型组（0.398±0.072），组间

差异有显著性意义（F=95.501，P<0.05）。

2.3 比较各组大鼠海马组织BDNF蛋白的灰度比值

模型组BDNF的表达水平较假手术组明显降低

（0.423±0.065 vs 0.655±0.082），差异有显著性意义

（P<0.05）。电针组BDNF的表达水平明显高于模型

组（0.994±0.082 vs 0.423±0.065），组间差异有显著

性意义（P<0.05）。电针组BDNF的表达水平高于假

手术组（0.994±0.082 vs 0.655±0.082），差异有显著

性意义（P<0.05）。

2.4 各组大鼠海马组织PSD-95蛋白的灰度比值

模型组PSD-95的表达水平较假手术组明显降

低（0.205±0.087 vs 1.252±0.104），差异有显著性意

义（P<0.05）。电针组PSD-95的表达水平明显高于

模型组（1.466±0.206 vs 0.205±0.087），组间差异有

显著性意义（P<0.05）。

3 讨论

VD 是由各种脑血管疾病（如脑梗死、脑出血、

表1 大鼠对新事物的探索指数比较

组别

假手术组
模型组
电针组

注：①治疗前与假手术组比较P<0.05。②治疗后与治疗前比较P<
0.05；③与模型组比较P<0.05。

动物数

8
8
8

治疗前

0.748±0.113
0.535±0.099①

0.511±0.106①

治疗后

0.785±0.106
0.522±0.089

0.667±0.097②③

图1 各组大鼠海马GluA1蛋白的灰度比值

假手术组 电针组模型组

GluA1

37kDa

106kDa

GAPDH
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脑低灌注等）引起的脑功能障碍而产生的获得性智

能损害综合征，可危害老年人生活。现今我国血管

性痴呆的发病率达1.1—3.0%[12]，不仅给患者带来巨

大的痛苦，同时也给家庭和社会带来沉重的经济负

担。研究认为血管性痴呆是可以防治的痴呆症，如

早期治疗具有可逆性[13]。

血管性痴呆属于中医学健忘、善忘、痴证、痴呆、

呆病等范畴，《医方集解》说道“人之精与志，皆藏于

肾，肾精不足则肾气衰，不能上通于心，故迷惑善忘

也”，《辨证录·呆病》指出“肝郁则木克土，而痰不能

化，胃衰则土不制水，而痰不能消，于是痰积于胸中，

盘踞于心外，使神明不清而成呆病”，《医林改错》提

到了“凡有瘀血皆令人善忘”。由此可见，肾精不足、

脑髓空虚、痰瘀阻窍是痴呆（认知障碍）的基本病因

病机。百会穴，位于督脉上，入脑络，可安神定志；足

三里穴是足阳明胃经的合穴，“养先后天之气”。临

床常以百会穴、足三里穴为主穴治针刺治疗血管性

痴呆。临床研究显示针刺可有效治疗血管性痴

呆[1—3]。实验研究显示电针可有效改善血管性痴呆模

型大鼠的记忆能力[14—16]。但其分子机制尚不清楚。

BDNF-GluA1-PSD95 信号传导通路在海马兴

奋性突触传递中起关键作用[6—7]。GluA1 在突触后

膜表面自由滑动，在致密区移出、移入，但不能产生

突触传递。而PSD-95位于突触活性区突触后膜下

方与胞浆相连[17]，其主要作用是捕获GluA1，并与之

结合形成复合物，将GluA1锚定在突触后致密区；同

时，抑制侧向扩散或细胞内摄取作用，使得GluA1牢

牢的锚定在突触后致密区。由此，突触后膜上

GluA1的表达增加，可增强GluA1介导的突触应答、

易化 LTP，并进而改善记忆力 [18—22]。与此同时，

BDNF 可刺激 GluA1 蛋白的表达增加，增强 GluA1

与PSD-95的相互作用，诱导GluA1移动、插入到突

触后膜上[23—25]，增强突触传递效率。

前期研究结果显示[26]，电针可增加大鼠海马组织

中GluA1的蛋白表达，然而GluA1蛋白表达的升高并

不能使突触传递增强。本研究拟进一步探讨电针对

大鼠海马组织中PSD-95和BDNF蛋白表达的影响。

本研究以电针刺激血管性痴呆模型大鼠的百会

穴及足三里穴，观察模型大鼠记忆力的变化，以及海

马组织中 PSD95 及 BDNF 蛋白的表达。采用新事

物识别实验检测大鼠的记忆能力，通过比较电针组

治疗前后及电针组与模型组的探索指数差别，评估

电针的治疗效果，结果显示电针刺激血管性痴呆模

型大鼠的百会穴、足三里穴 14天后，治疗组大鼠对

新物体的探索指数显著升高，差异有显著性意义。

研究结果提示电针能有效改善血管性痴呆大鼠的记

忆能力。

采用免疫印迹法检测PSD-95蛋白的表达情况，

结果显示模型组大鼠PSD-95的表达水平较假手术

组明显降低（0.205±0.087 vs 1.252±0.104，P<0.05）；

研究结果与李清云等[27]、Zhu等[28]、Gandhi等[29]的研

究结果一致，提示大鼠记忆力的下降可能与PSD-95

表达下降相关。电针VD模型大鼠的百会、足三里

穴后，电针组 PSD-95 的表达水平明显高于模型组

（1.466±0.206 vs 0.205±0.027，P<0.05）；本研究结果

与李斐斐等[30]研究结果一致，电针SAMP8小鼠可改

善学习记忆，同时增加海马组织中PSD-95的蛋白表

达，提示电针改善记忆力的同时提高海马组织中

PSD-95的蛋白表达。

本研究采用免疫印迹法检测BDNF蛋白的表达

情况，结果显示模型组大鼠BDNF的表达水平较假

手术组明显降低（0.423±0.065 vs 0.655±0.082，P<

0.05），提示大鼠记忆力的下降可能与BDNF表达下

降相关。电针治疗后，电针组大鼠海马组织BDNF

的蛋白表达较模型组显著升高（0.994 ± 0.082 vs

0.423±0.065，P<0.05），提示电针可有效提高血管性

痴呆模型大鼠海马组织的BDNF蛋白表达。张业贵

图2 各组大鼠海马BDNF蛋白的灰度比值

假手术组 电针组模型组

BDNF

37kDa

28kDa

GAPDH

图3 各组大鼠海马PSD-95蛋白的灰度比值

假手术组 电针组模型组

PSD95

37kDa

95kDa

GAPDH
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等[31]发现电针VD模型大鼠后，大鼠大脑皮质BDNF

阳性细胞表达增加；刘佩等[15]研究结果显示电针后

大鼠海马组织中BDNF mRNA表达上调，并且随治

疗时间延长，表达升高；本研究的结果与文献报告的

结果相一致，显示电针可有效上调血管性痴呆模型

大鼠海马组织中BDNF的表达，提示电针改善大鼠

记忆能力可能与BDNF表达上调相关。

综上所述，电针血管性痴呆模型大鼠的百会穴、

足三里穴可有效改善大鼠记忆力，提高大鼠海马组

织中 PSD-95、BDNF 蛋白的表达，电针对记忆力的

改善可能与 PSD-95、BDNF 表达增加相关，有可能

是通过影响 BDNF-GluA1-PSD95 信号传导通路而

发挥效用。下一步我们将采用免疫荧光、免疫共沉

淀等技术进一步探讨电针改善血管性痴呆认知功能

的分子机制。
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