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·基础研究·

电针“百会”“神庭”穴对血管性认知障碍大鼠
海马泛素化修饰蛋白质组学的影响*

曹娅军1 王思诺1 余 燕1 丁妍怡1 戴雅玲1 杨敏光2 柳维林2，3

摘要

目的：探讨电针“百会”“神庭”穴对血管性认知障碍（vascular cognitive impairment，VCI）大鼠空间学习记忆和海马

组织泛素化修饰蛋白质组学的影响。

方法：18只健康雄性Sprague-Dawley大鼠随机取12只结扎双侧颈总动脉制备VCI模型，6只进行假手术不结扎。术

后第15天造模大鼠随机分为模型组（n=6）和电针组（n=6）。电针组电针百会、神庭穴4周。干预后用Morris水迷宫

检测大鼠的空间学习记忆能力；通过泛素化修饰定量蛋白质组学鉴定泛素化蛋白质并进行生物信息学分析。

结果：水迷宫结果显示，模型组相比于假手术组逃避潜伏期延长（P<0.01），目标象限停留时间缩短（P<0.01），穿越平

台次数减少（P<0.01）；电针组相比于模型组逃避潜伏期缩短（P<0.01），目标象限停留时间延长（P<0.05），穿越平台

次数增加（P<0.05）。泛素化修饰蛋白组学结果显示，模型组相比于假手术组有53种蛋白质上55个位点的泛素化水

平上调，14种蛋白质上15个位点的泛素化水平下调（差异倍数>1.5，P<0.05）；电针组相比于模型组有7种蛋白质上7

个位点的泛素化水平上调，43种蛋白质上46个位点的泛素化水平下调（差异倍数>1.5，P<0.05）。其中Syt11、Usp5、

CaMKIIa等8种蛋白质上8个位点的泛素化修饰水平在两个比较组中均存在差异。GO分析结果显示，两比较组中

差异泛素化蛋白质多与细胞进程和生物调节过程有关，具有结合和催化活性等功能。KEGG通路富集结果显示，模

型组与假手术相比，泛素化蛋白质主要富集于胞吞作用通路等17个信号通路；电针组与模型组相比，泛素化蛋白质

主要富集于胆碱能突触通路等3个信号通路。

结论：电针“百会”“神庭”穴对VCI空间学习记忆的改善作用可能与海马中突触相关蛋白的泛素化修饰调控有关。
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Abstract
Objective：To investigate effects of electroacupuncture（EA） at Baihui（GV20） and Shenting（GV24） acupoints

on spatial learning and memory and the proteomics of hippocampal tissue in rats with vascular cognitive im-

pairment（VCI）.

Method：A total of 18 healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into 12 rats with bilateral

common carotid artery ligation to establish VCI model，and 6 rats underwent sham operation without ligation.

On the 15th day after operation，the rats were randomly divided into model group （n=6） and EA group （n=

6）. The EA group received EA at Baihui and Shenting acupoints for 4 weeks. Morris water maze was used to

test the spatial learning and memory ability of rats after intervention. The ubiquitinated proteins were identified

by quantitative proteomics and bioinformatics analysis was performed.
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血管性认知障碍（vascular cognitive impair-

ment，VCI）是指由脑血管疾病及其危险因素引起的

一类综合征，包括从轻度认知障碍到由缺血性或出

血性脑卒中引起的血管性痴呆[1]。VCI的患病率极

高，约占所有痴呆症病例的20%—40%[2]，成为导致老

年人生存质量下降的重要原因之一。早期诊断并积

极采取有效治疗策略，可预防和延缓VCI的发生，甚

至可以在进展为血管性痴呆之前逆转认知障碍[3]。

泛素化修饰是一种重要的蛋白质翻译后修饰，

广泛参与细胞内转运、代谢调节、蛋白质稳态的维持

等过程[4]。泛素-蛋白酶降解体作为泛素化底物蛋白

的下游信号，介导真核生物体内 80%—85%的蛋白

质降解[5]。蛋白质的合成与降解对突触重塑至关重

要[6]，慢性脑灌注不足的情况下，蛋白质降解体系的

过度激活会加重神经元的损伤并破坏认知功能。

VCI模型小鼠中，内皮细胞过表达E3泛素连接酶加

重了血脑屏障的高通透性，同时加快了其认知功能

的下降[7]。双侧颈总动脉闭塞大鼠的空间记忆障碍

与泛素化的异常有关[8]。因此，对泛素化修饰的调

控可能是治疗VCI的一个重要靶点。

电针是一种将传统针刺与现代电刺激疗法相结

合的治疗方法，被证明对中枢神经系统具有神经保

护作用[9—11]。系统评价和Meta分析显示电针可显著

改善 VCI 患者的整体认知功能和日常生活活动能

力[12—13]。电针治疗8周后VCI患者的认知评分明显

提高 [14—15]，认知功能得到极大改善。电针干预后

VCI模型大鼠的学习记忆能力增强，其机制可能是

通过增加海马葡萄糖代谢 [16]，抑制氧化应激和炎

症[17]，增加突触相关蛋白表达[18]等途径促进突触可

塑性的恢复，但电针是否通过调控泛素化修饰提高

突触可塑性改善 VCI 的认知功能，目前尚未清楚。

本研究采用基于液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）

技术的无标记（Label-free）定量蛋白质组学分析方

法进一步探讨电针百会、神庭穴对VCI模型大鼠认

知行为及海马组织泛素化修饰的影响，为电针治疗

VCI的临床运用提供修饰组学证据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物：体质量（250±10）g 的 SPF 级健康

雄性Sprague-Dawley大鼠，购于上海斯莱克实验动

物有限责任公司，饲养于福建中医药大学动物实验

中心[许可证号：SYXK（闽）2020-0002]，饲养环境湿

度、温度适宜，昼明夜暗循环，食水供给充足。适应

Result：Compared with the sham operation group, the water maze showed that the model group had longer es-

cape latency （P<0.01）， shorter target quadrant residence time （P<0.01），and less frequency of crossing the

platform （P<0.01）. Compared with the model group，the EA group had shorter escape latency （P<0.01），lon-

ger target quadrant residence time （P<0.05），and more times of crossing the platform （P<0.05）. The ubiqui-

tination modified proteomics showed that the ubiquitination levels of 55 sites on 53 proteins were up-regulated

and 15 sites on 14 proteins were down- regulated in the model group compared with the sham group（fold

change >1.5，P<0.05）. Compared with the model group， the ubiquitination level of 7 sites on 7 proteins was

up-regulated，and the ubiquitination level of 46 sites on 43 proteins was down-regulated in the EA group（fold

change >1.5，P<0.05）. The ubiquitination modification levels of 8 sites on 8 proteins， including Syt11，Usp5

and CaMKIIa，were different between the two comparison groups. GO analysis results showed that the differ-

ence of ubiquitinated proteins between the two groups were mostly related to cell processes and biological regu-

latory processes，with functions including binding and catalytic activities. KEGG pathway enrichment results

showed that the ubiquitinated proteins in the EA group were mainly enriched in 17 signal pathway compared

with sham operation group，and were enriched in three signaling pathways compared with the model group.

Conclusion：The improvement effect of EA at Baihui and Shenting acupoints on VCI spatial learning and

memory may be related to the regulation of ubiquitination of synaptic related proteins in hippocampus.

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

zhou，Fujian Province，350122

Key word vascular cognitive impairment；electroacupuncture；ubiquitination；proteomics
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性饲养1周后编号并开始实验。本次实验方案经福

建中医药大学实验动物管理委员会批准并严格按照

实验动物伦理规章的相关规定执行。

1.1.2 试剂与主要仪器：胰蛋白酶（Promega）、甲酸

（Fluka）、乙腈（Thermo Fisher Scientific）、碘乙酰胺

IAM（Sigma-Aldrich）、尿素（Sigma-Aldrich）、二硫苏

糖醇 DTT（Sigma-Aldrich）、三氟乙酸 TFA（Sigma-

Aldrich）、四乙基溴化铵 TEAB（Sigma-Aldrich）、去

泛素化酶抑制剂（Selleck Chemicals）、BCA 试剂盒

（碧云天）、戊巴比妥钠（SIGMA公司）、动物用青霉

素钠（山东鲁抗医药股份有限公司）、华佗牌电针仪

及无菌针灸针（苏州医疗用品厂有限公司）、Morris

水迷宫（上海欣软信息科技有限公司）

1.2 方法

1.2.1 模型制备与分组：参照Pan等[19]的方法，建立

双侧颈总动脉闭塞（bilateral common carotid ar-

tery occlusion，2VO）模型研究慢性脑低灌注引起的

认知功能障碍。18 只 Sprague-Dawley 大鼠按随机

数字表法分为假手术组（n=6）和2VO组（n=12）。大

鼠术前禁食不禁水12h，称重后腹腔注射2%戊巴比

妥钠（0.2ml/100g），大鼠仰卧固定于手术台上，颈部

剃毛后 75%的酒精消毒。沿大鼠颈部正中剪 1.5—

2cm的纵形切口，钝性分离皮下肌肉组织直至暴露

颈总动脉，医用真丝缝线（4—0）结扎颈总动脉，用同

样的方法分离并结扎另一侧颈总动脉。医用棉球擦

拭伤口，缝合。假手术组仅分离两侧颈总动脉不做

结扎。腹腔注射动物用青霉素钠溶液，置于装有木

屑的托盘中待其自然苏醒。术后第 15天[20]按随机

数字表法将 2VO组分为模型组（n=6）和电针组（n=

6）。

1.2.2 干预方法：电针组采用电针“百会”“神庭”穴

干预，参照Wang等[21]的取穴方法，百会：头顶正中，

两耳尖连线与前后正中线的交点；神庭：前正中线

上，额顶骨缝交界线前方。大鼠固定后，将直径

0.3mm，长13mm的一次性无菌针灸针以45°角插入

百会、神庭穴，深度2mm左右。电针参数设置：疏密

波，频率 4/20Hz，电流强度 1—3mA，在大鼠耐受范

围内针体轻轻抖动为宜。电针组于术后第 15天开

始干预，时间段为每日 14—16时，1次/d，30min/次，

每周5天，持续4周。其余两组大鼠每次固定相同时

长但无针刺。

1.2.3 Morris水迷宫测试：参考Wei等[25]的方案，向

直径150cm，高55cm黑色圆形水池中注入26℃左右

的温水，水深 30cm。水池平分为四个象限，设定第

三象限为目标象限，将一直径为 6cm的逃生平台置

于该象限水面下 2cm处。该实验持续 5天，第 1—4

天为定向航行实验，每天进行4次，每次从不同象限

将大鼠面向池壁放入水中，记录其在 60s内的逃避

潜伏期及目标象限停留时间。第5天进行空间探索

测试，移走逃生平台，将大鼠从第一象限面向池壁放

入水中，记录其在 60s 内穿越平台所在区域的次

数。该实验于术后第43—47天进行，测试时间段为

9—12时。

1.2.4 蛋白提取与胰酶酶解：术后第 48天，各组大

鼠异氟烷麻醉后取海马组织，每组 3个样品用于提

蛋白。将样品从-80℃取出，称取等量加入缓冲液

（8M尿素、1% Triton X-100、10mM DTT、50μM去

泛素酶抑制剂和 1%蛋白酶抑制剂）。4℃，20000g，

离心 10min 去除碎片。用预冷的 20% TCA 在 4℃

沉淀2h。4℃，12000g，离心3min去除上清液。用预

冷的丙酮洗涤沉淀3次。将蛋白质重新溶解于缓冲

液（100 mM NH4CO3、8M 尿素、pH 8.0）中，用

BCA试剂盒分析蛋白质溶液的浓度。向蛋白样品

中加入 5mM DTT，56℃还原 30min。然后加入

11mM IAM，室温避光烷基化 15min。最后加入

200mM TEAB 稀释，并以 1∶50 质量比（胰蛋白酶：

蛋白质，m/m）加入胰蛋白酶，37℃下酶解12h。

1.2.5 泛素化修饰富集：将溶解在 IP 溶液（100

mM NaCl，1 mM EDTA，50 mM Tris- HCl，0.5%

NP-40，pH 8.0）中的胰蛋白酶样品加入预洗过的

泛素化树脂（抗体树脂货号PTM-1104）中，4℃下孵

育12h。IP缓冲溶液洗涤树脂4次，ddH2O洗涤2次，

最后使用 0.1%TFA 洗脱液洗脱与树脂结合的肽

段。肽段样品按照C18 ZipTips说明书进行纯化。

1.2.6 液相色谱（LC）-串联质谱（MS/MS）联用分

析：将富集到的肽段用于LC-MS/MS分析。肽段先

在流动相A（含0.1%甲酸和2%乙腈的水溶液）中溶

解，然后在流动相B（0.1%甲酸和100%乙腈溶液）中

以 450nl/min 速率在 60min 梯度上进行洗脱。梯度

设置为：0—42min，7%—24%B；42—54min，24%—
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32% B；54—57min，32% —80% B；57—60min，80%

B。超高效液相系统对溶解后的肽段进行分离，然

后进入离子源中电离，电离后采用质谱对肽段母离

子和离子碎片进行分析。

1.2.7 无标记定量：基于质谱检测得到的总蛋白质

组和泛素组的原始文件，采用Maxquant（v1.6.15.0）

对具有泛素化修饰位点的肽段数据进行检索，检索

数 据 库 设 置 为 Rattus_norvegicus_10116_PR_

20210721.fasta（29934 条序列）。将谱图、蛋白质和

位点鉴定的假阳性率（FDR）都设为0.01。每个肽的

最大修饰数为 5、最小长度为 7个氨基酸残基。Cys

上的烷基化为静态修饰，Met的氧化、Lys的泛素化

为动态修饰，切割方式为胰蛋白酶，最大漏切位点为

4。初次检索和主检索肽段母离子、碎片离子的质量

误差容忍度都为设20ppm。

1.3 检测指标

各组大鼠干预后 Morris 水迷宫测试逃避潜伏

期、目标象限停留时间和穿越平台次数；各组大鼠海

马泛素化蛋白质和位点、泛素化蛋白质的GO功能

分类和KEGG通路富集分析。

1.4 统计学分析

数据采用SPSS 22.0软件统计分析，以均数±标

准差表示。数据符合正态分布且方差齐，组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD 法。P<

0.05为差异有显著性意义。对质谱鉴定到的泛素化

蛋白质和位点进行筛选，在三次重复样本中的相对

定量值均值之比作为差异倍数。对相对定量值进行

Log2对数转换，每个泛素化位点在比较组样本中的

相对定量值进行 t 检验，P<0.05 为差异具有显著

性。本次实验以差异倍数>1.5 且 P<0.05 为标准进

行筛选，所得结果用于泛素化蛋白质的GO功能分

类和KEGG通路富集分析。

2 结果

2.1 Morris水迷宫

在第一到四天的定位航行实验中，三组大鼠的

逃避潜伏期随着时间的延长而逐渐缩短。与假手术

相比，模型组大鼠逃避潜伏期延长（P<0.01）；与模型

组相比，电针组大鼠逃避潜伏期明显缩短（P<0.01），

结果见表 1。第五天的空间探索实验中，相比于假

手术组，模型组大鼠在目标象限的停留时间缩短

（P<0.01）、穿越平台次数减少（P<0.01）；相比于模型

组，电针组大鼠在目标象限的停留时间延长（P<

0.05）、穿越平台次数增加（P<0.05），结果见表2。

2.2 质谱鉴定

通过质谱分析共得到449079张谱图，与理论二

级谱图匹配的有效谱图数为96131。通过谱图解析

共鉴定到 13111 条肽段，其中泛素化肽段为 7640

条。根据泛素化肽段共鉴定到2645种蛋白质，其中

2313 个可定量；鉴定到 7678 个泛素化位点，其中

6428个可定量，结果见图1。

表1 三组大鼠逃避潜伏期的比较 （x±s，s）

组别

假手术组
模型组
电针组

F值
P值

注：①P<0.01。

例数

6
6
6

第一天

42.59±3.63
55.83±4.03①

42.77±7.53①

12.071
0.001

第二天

30.20±7.17
42.86±5.36①

32.39±2.06①

9.764
0.002

第三天

18.89±4.71
32.46±4.89①

22.40±3.56①

15.189
<0.001

第四天

10.64±3.01
20.82±3.61①

12.57±4.22①

13.151
0.001

表2 三组大鼠目标象限停留时间和穿越平台次数的比较
（x±s）

组别

假手术组
模型组
电针组

F值
P值

注：与假手术相比，①P<0.01；与模型组相比，②P<0.05

例数

6
6
6

目标象限停留时间（s）

32.98±5.31
20.99±4.10①

28.09±5.70②

8.431
0.004

穿越平台次数（次）

5.83±1.47
2.33±1.03①

4.17±1.47②

10.216
0.002

图1 质谱数据结果统计图
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2.3 质谱质量控制

基于数据库进行肽段长度的质控分析，结果显

示大部分肽段长度分布在 7—20个氨基酸，符合基

于酶解和质谱碎裂方式的一般规律，说明质谱鉴定

到的肽段长度的分布符合质控要求，结果见图2。

2.4 样本重复性检验

本次实验对 3个生物学重复样本进行了 3个技

术重复，采用皮尔森相关性（Pearson's correlation

coefficient，PCC）统计分析方法评估重复性。结果

显示三组样本两两之间的皮尔森系数在0.937—1之

间，表明数据相关性高，样本重复性好，见图3。

2.5 泛素化蛋白质组鉴定

使用 LC-MS/MS 蛋白组学技术分析和鉴定三

组大鼠海马中泛素化蛋白质和位点。筛选标准为差

异倍数（fold change，FC）>1.5 且 P<0.05。结果显

示，与假手术组相比，模型组大鼠海马有 53种蛋白

质上 55个泛素化位点上调；14种蛋白质上 15个泛

素化位点下调，见图4。与模型组相比，电针组大鼠

海马有 7种蛋白质上 7个泛素化位点上调，43种蛋

白质 46个泛素化位点下调，见图 5。将两个比较中

产生的差异泛素化蛋白质进行整合，结果显示 8种

蛋白质上8个位点的泛素化水平在两组比较中共同

存在差异，见表3。
图2 肽段长度分布图
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图3 重复样本间皮尔森相关性分析热图

图4 模型组相比于假手术组海马差异泛素化位点火山图

图5 电针组相比于模型组海马差异泛素化位点火山图
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2.6 泛素化蛋白质的功能分类

基于生物进程（biological process，BP），细胞组

成（cellulsr component，CC）和分子功能（molecular

function，MF）对鉴定的泛素化蛋白进行GO功能分

类。我们的研究表明，模型组和假手术组、电针组和

模型组两个比较组中，泛素化水平存在差异的蛋白

质主要涉及细胞进程（cellular process）、生物调节

（biological regulation）等过程，参与细胞（cell）及细

胞内（intracellular）结构的组成，具有结合（binding）

活性和催化活性（catalytic activity）等分子功能。见

图6—7。

2.7 泛素化蛋白质的KEGG通路富集分析

对模型组与假手术组，电针组与模型组的比较

中产生的差异泛素化蛋白质进行 KEGG 通路富集

分析，观察差异泛素化蛋白质在某些通路的富集趋

势。结果显示，与假手术组相比，模型组海马差异泛

素化白质主要富集于17条KEGG信号通路，主要包

括胞吞作用（endocytosis）通路、帕金森病（Parkin-

son disease）通路、坏死性凋亡（necroptosis）通路、钙

信号通路（calcium signaling pathway）等，见图 8。

与模型组相比，电针组海马差异泛素化蛋白质主要

富集于帕金森病通路、胆碱能突触（cholinergic syn-

apse）、上皮细胞受细菌侵袭（bacterial invasion of

epithelial cells）通路等3条信号通路，见图9。

3 讨论

VCI由大脑供血减少引起，导致海马等重要脑

区的结构和功能受损，并表现为认知障碍[22]。在中

医理论体系中，VCI属于“呆证”“善忘”“神志病”范

畴[23]。VCI病因在脑，督脉行于人体背部正中，是唯

一直接进入大脑的经络，其通过调节、储存阳气，维

图6 模型组相比于假手术组海马组织中差异泛素化
蛋白质在GO分类中的统计分布图

图7 电针组相比于模型组海马中差异泛素化
蛋白质在GO分类中的统计分布图

表3 两组比较中均差异泛素化位点对应的蛋白质

序号

1
2
3
4
5
6
7
8

注：B/A，模型组/假手术组；C/B，电针组/模型组

泛素化
位点
K72
K79
K195
K408
K170
K112
K825
K56

蛋白
名称
Syt11

Tom1l2
Actr2
Acbd5
Diras2
Cfl1
Usp5

CaMKIIa

比值
（B/A）
18.898
1.907
1.88

1.834
1.688
1.684
1.521
0.235

上调或
下调
上调
上调
上调
上调
上调
上调
上调
下调

P值
（B/A）

0.001
0.032
0.005
0.009
0.003
0.041
0.026
0.006

比值
（C/B）

0.057
0.5

0.657
0.643
0.659
0.619
0.573
2.911

上调或
下调
下调
下调
下调
下调
下调
下调
下调
上调

P值
（C/B）

0.000
0.046
0.036
0.017
0.011
0.013
0.013
0.022
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持人体脏腑器官的正常功能活动[24]。本研究所选用

的百会、神庭穴是督脉上的两个重要穴位，具有提神

醒脑、理气活络的作用[25]。百会穴位于头顶正中，所

有阳经交汇于此；神庭穴位于头部前正中线上，是督

脉通络之处[26]。多项研究报道，百会穴和神庭穴是

治疗认知障碍使用频率最高的穴位组合[27—29]。结合

百会和神庭穴的刺激可以加强督脉协调阴阳平衡、

调节脏腑的功能[30]。头皮电针百会、四神聪、风池、

神庭穴治疗 8周后，MCI患者的MMSE和时钟绘图

测试的得分明显提高[15]。电针百会、大椎、水沟、神

庭等穴，每天治疗20min，20天后VCI大鼠海马血管

内皮生长因子的表达上调，在跳台

实验中反复跳下平台的错误次数减

少，学习记忆增强 [31]。前期研究发

现电针百会、神庭穴可激活海马、前

额叶等认知相关脑区，提升了 VCI

大鼠在 Y 迷宫测试中的自发交替

率[32]。本研究显示，电针百会、神庭

穴 4周后缩短了VCI大鼠在水迷宫

测试中的逃避潜伏期，增加了其在

目标象限的探索时间和穿越平台次

数，空间记忆显著增强。

泛素化修饰是一种调节神经发

育、突触可塑性、学习和记忆的蛋白

质翻译后修饰 [33—34]，与神经退行性

疾病的发展有关[35]。Abreha等[36]在

AD 患者脑中发现与细胞骨架相关

蛋白的泛素化水平增加，揭示了泛

素化修饰可能通过改变细胞骨架结

构和完整性来影响认知功能。海马

是与记忆相关的重要脑区，海马中

蛋白质降解失调与空间记忆受损有

关[37]。Briz等[38]表明海马CA3区 Ⅰ
型代谢型谷氨酸受体依赖性长时程

抑制的产生与泛素化和蛋白酶体介

导的GluA1降解有关。但是电针是

否是通过调控海马泛素化修饰改善

空间记忆功能目前尚未清楚。本研

究进一步通过泛素化肽段富集、高

分辨率质谱等技术对三组大鼠的海

马组织进行泛素化修饰定量组学分析。经检验，本

次实验所使用样本的重复性及肽段长度分布符合质

控要求。共鉴定到7640条泛素化肽段，对应2645种

蛋白质和7678个泛素化位点，其中2313种蛋白质上

6428个泛素化位点可用于定量分析。将搜库结果

按差异倍数大于 1.5 倍，P<0.05 为标准筛选各组间

差异显著的泛素化修饰蛋白和位点，结果显示，相比

于假手术组，VCI模型大鼠海马中共有53种蛋白质

上 55个泛素化位点上调；14种蛋白质上 15个泛素

化位点下调。相比于模型组，电针组共有 7种蛋白

质上7个泛素化位点上调，43种蛋白质46个泛素化

图8 模型组相比于假手术组海马差异泛素化
蛋白质KEGG通路富集分布气泡图

图9 电针组相比于模型组海马差异泛素化
蛋白质KEGG通路富集分布气泡图
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位点下调。我们的结果表明VCI大鼠海马蛋白质泛

素化水平整体上升，而电针百会、神庭穴可逆转这种

上升。

对鉴定出来的泛素化蛋白质进行整合，筛选假

手术组与模型组、电针组与模型组的比较中有显著

差异的泛素化蛋白质。结果显示，Syt11、Usp5、

CaMKIIa等8种蛋白质的泛素化水平在两个比较组

中均存在差异，它们多与内吞作用、细胞骨架和突触

可塑性有关。Syt11 即突触结合蛋白 11，可介导突

触传递过程中活性依赖的质膜转运，参与调节内吞

作用和囊泡循环过程，对神经传递、突触形成和空间

学习记忆至关重要[39]。本研究中，相比于假手术组，

模型组中 Syt11 的泛素化程度显著升高，这表明脑

缺血低灌注时可能会诱导海马中突触结合蛋白的降

解增加，破坏正常的突触功能，进而导致认知功能受

损。Usp5是一种与海马突触蛋白酶体相关的去泛

素化酶，通过回收未与靶蛋白结合的泛素，参与维持

泛素化与去泛素化稳定，对海马突触功能的调节至

关重要[40]。本研究结果显示，电针干预后大鼠海马

组织中Usp5的泛素化水平下调，其可能通过抑制海

马中突触相关蛋白的泛素化并促进其表达，从而增

强VCI大鼠的学习记忆功能。CaMKII是一种异聚

丝氨酸/苏氨酸特异性蛋白激酶，在皮质和海马神经

元中含量丰富[41]。研究发现CaMKII可作为蛋白质

降解的上游，通过调节蛋白酶体的活性来控制记忆

重新巩固过程的启动[42]。CaMKIIa是CaMKII的主

要亚基之一，与突触可塑性有关，其以活性依赖性方

式将蛋白酶体募集到树突棘并增加其活性，进而调

控泛素-蛋白酶体途径介导的蛋白质降解[43]。本研

究中，电针组大鼠海马中CaMKIIa上赖氨酸56残基

（K56）处的泛素化水平上调，表明电针可能通过抑

制该位点上蛋白降解信号的传递，减轻蛋白质合成

受阻导致的记忆障碍。

进一步将差异泛素化蛋白质进行生物信息学分

析，GO功能分类结果表明，假手术组与模型组，模

型组与电针组这两个比较组中差异显著的泛素化蛋

白质多与细胞进程和生物调节过程有关，具有结合

作用、催化活性等功能，对蛋白质合成与降解平衡的

维持至关重要。因此，电针增强海马突触可塑性改

善VCI空间记忆可能与其调节泛素化突触结合蛋白

的功能和去泛素化酶的活性有关。KEGG通路富集

结果显示泛素化蛋白质广泛参与VCI相关的 17条

信号通路，其中钙信号通路、坏死性凋亡通路、胞吞

作用通路等参与突触功能的调节，表明VCI所致的

认知损伤可能主要与钙信号通路过度激活诱导蛋白

降解增强、细胞凋亡增加及信号转导异常有关。胆

碱能突触通路可通过调控海马神经元的兴奋性和抑

制性来影响记忆形成[44]，胆碱能突触的增强可改善

记忆能力[45]。Lee等[46]发现针刺可以减缓记忆相关

胆碱乙酰转移酶的下降，促进多种转运蛋白的表达，

最终恢复胆碱能突触通路。Latina等[47]表明泛素-蛋

白酶降解体系在胆碱能突触相关信号传导中具有重

要作用。本研究显示电针干预后泛素化蛋白质在胆

碱能突触信号通路的富集程度最强，表明电针可能

通过泛素化降解途径调控该通路介导的神经元兴奋

性，进而增强海马的突触可塑性。

综上所述，VCI大鼠的空间记忆受损可能与海

马中泛素介导的蛋白质降解异常有关，本研究在三

组大鼠海马组织中鉴定到泛素化差异显著的底物蛋

白在维持突触可塑性、胞吞作用、细胞骨架等方面发

挥重要作用，表明电针对VCI空间学习记忆的改善

作用可能与其调控蛋白质稳态相关的细胞内过程有

关。后续将结合鉴定出来的泛素化蛋白质和泛素化

位点对组学结果进行验证，进一步确定电针百会、神

庭穴对海马泛素化修饰的调控靶点。本研究从蛋白

质翻译后修饰角度探讨电针百会、神庭穴调控海马

突触可塑性的潜在机制，为电针治疗VCI的临床运

用提供修饰组学证据。
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