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􀅰基础研究􀅰

电针对慢性脑低灌注大鼠认知功能及海马
ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达的影响

韩德雄　 刘喆　 张莺　 刘婧

【摘要】 　 目的　 探讨电针对慢性脑低灌注(ＣＣＨ)大鼠认知功能及海马 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达水平的

影响ꎮ 方法　 选取清洁级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只ꎬ分为假手术组 １０ 只、手术组 ３０ 只ꎬ手术组采用双侧颈总动

脉结扎法制作 ＣＣＨ 模型ꎬ再随机分为模型组、电针 １ 周组、电针 ４ 周组 ３ 个亚组ꎬ各亚组均为 １０ 只ꎮ 电针 ４ 周

组采用 ２ / １００ Ｈｚ 疏密波电针连续干预 ４ 周ꎬ电针 １ 周组仅在评定前最后 １ 周采用电针干预ꎮ 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫系统评定各组大鼠的认知功能ꎬ采用逆转录￣聚合酶链式反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ＪＡＫ２ ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的

表达水平ꎮ 结果　 与假手术组比较ꎬ手术组 ＢＣＣＡＯ 术后局灶性脑血流水平显著下降ꎬ且低于组内手术前(Ｐ<
０.０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ电针 ４ 周组第 ３ 天开始ꎬ逃避潜伏期改善ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ电针 １ 周组第 ５
天逃避潜伏期显著改善ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ电针 ４ 周组目标象限停留时间明显延长ꎬ差异有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎬ电针 １ 周组、电针 ４ 周组 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达水平均下降ꎬ电针 ４ 周组明显下降ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与电针 １ 周组比较ꎬ电针 ４ 周组第 ５ 天逃避潜伏期改善(Ｐ<０.０５)ꎬ目标象限停留时间延长

(Ｐ<０.０５)ꎬＪＡＫ２ ｍＲＮＡ 下降更明显(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 电针能改善 ＣＣＨ 大鼠的认知功能ꎬ早期干预作用更显著ꎬ
其机制可能是通过抑制脑低灌注后 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 通路的过度活化ꎬ进而减轻脑损伤ꎮ

【关键词】 　 电针ꎻ　 慢性脑低灌注ꎻ　 认知功能ꎻ　 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３
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Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (ｇｒａｎｔ ２０１３ＴＤ１５)

　 　 慢性脑低灌注 ( ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬ
ＣＣＨ)是由各种原因引起的长期慢性脑灌注减少ꎬ能导
致长久或进展性认知功能障碍ꎬ是阿尔茨海默病、血管
性痴呆、皮质下动脉硬化性脑病等多种认知障碍性疾
病的共同病理基础[１]ꎮ 有研究报道ꎬＪＡＫ / ＳＴＡＴ 通路
参与了 ＣＣＨ 病理损伤过程中炎性损伤、凋亡、氧化应
激等多个重要环节[２￣５]ꎮ 针灸对改善慢性脑低灌注状

态、提高患者的认知能力有较好的作用[６￣７]ꎮ 较多学者

对针灸的作用机制亦进行了探讨[８￣９]ꎮ 但均未深入阐
述电针多靶点多通道的作用机制ꎮ 本研究采用电针干
预不同阶段的 ＣＣＨ 大鼠ꎬ从 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达
水平的角度探讨电针改善认知功能的作用机制和早期
干预的意义ꎮ

材料与方法

一、实验动物
清洁级健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠ꎬ体重

(２００±２０)ｇꎬ３~６ 月龄ꎬ购买并饲养于浙江中医药大学
实验动物中心ꎬ置于标准笼饲养ꎬ维持明暗周期 １２ ｈ /
１２ ｈꎬ相对湿度 ４５％ ~ ５０％ꎬ饲养温度(２２±２)℃ꎬ自由
进食饮水ꎬ通风良好ꎬ术前 １２ ｈ 禁食不禁水ꎮ

二、主要试剂和仪器
韩氏电针仪(ＨＡＮＳ￣２００Ａ、联创科技南京济生医

疗科技有限公司)ꎬＰｅｒｉＦｌｕｘ ５０００ 激光多普勒血流仪
(Ｐｅｒｉｍｅｄ ＡＢ 公司)、Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫系统(北京太极电
子有限公司)、逆转录 /扩增试剂盒(上海申能博彩生
物有限公司)ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 上下游引物(上海生物工程有限
公司合成)、ＪＡＫ２ 上下游引物(上海生物工程有限公
司合成)、ＳＴＡＴ３ 上下游引物(上海生物工程有限公司
合成)、ＪＹ９２￣Ⅱ超声波细胞粉碎机(宁波新芝生物科
技股份有限公司)、ＢＥＣＫＭＡＮ 超高速离心机(美国贝
克曼仪器公司)、ＳＬＥＥＭＮＴ 型冰冻切片机(德国 ＳＬＥＥ
公司)、ＰＣＲ 扩增仪(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)、华佗牌无
菌针灸针(０.２５ ｍｍ×２５ ｍｍꎬ苏州医疗用品厂)等ꎮ

三、造模及分组
１.手术组模型制备:采用双侧颈总动脉结扎法[１０]

制作 ＣＣＨ 模型ꎮ 将实验大鼠称重后ꎬ用 １０％水合氯醛
(４０ ｍｇ / ｋｇ)腹腔注射麻醉ꎬ仰卧固定于恒温手术台上ꎬ
充分暴露颈部ꎬ用弯剪行颈部正中备皮术ꎬ消毒后行颈
部正中切开术ꎬ切开 １ ｃｍ 左右ꎬ钝性分离暴露双侧颈
总动脉后用 ４＃缝合线双线结扎ꎬ切口处消毒后将大鼠
置于 ３７ ℃手术台上ꎬ采用激光多普勒血流仪检测局灶
性脑血流 ( ｒｅｇｉｏｎａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗꎬ ｒＣＢＦ) 变化ꎬ
ｒＣＢＦ 较手术前明显减少提示造模成功ꎬ大鼠清醒后仍

置原环境中饲养ꎮ 术后连续 ３ ｄ 肌肉注射青霉素
２０ 万 Ｕ / ｋｇꎬ预防感染ꎮ

２.假手术组模型制备:除不结扎双侧颈总动脉外ꎬ
手术处理过程同手术组ꎮ

３.分组:将大鼠分为手术组(３０ 只)与假手术组
(１０ 只)ꎮ 将手术组大鼠分为模型组和电针组ꎬ电针组
再按照干预时间分为电针 ４ 周组和电针 １ 周组两个亚
组ꎬ每亚组各 １０ 只ꎬ模型组 １０ 只ꎮ

四、干预方法
电针 ４ 周组在造模成功当日即进行 １ 次电针干

预ꎬ之后每日 １ 次ꎬ干预 ６ ｄ 后休息 １ ｄꎬ连续 ４ 周ꎬ完成
最后 １ 次电针及行为学测定后取材ꎻ电针 １ 周组造模
成功后前 ３ 周不予干预ꎬ第 ４ 周开始电针介入ꎬ以后每
日 １ 次ꎬ连续干预 ６ ｄꎬ完成最后 １ 次电针及行为学测
定后取材ꎮ 取穴及操作:取“百会”、“大椎”(参照华兴

邦大鼠穴位图谱[１１])ꎬ针刺时固定大鼠头部ꎬ选用华佗
牌针灸针ꎬ百会穴沿大鼠头部正中向后平刺约 １ ｃｍꎬ
大椎穴直刺约 ０.５ ｃｍꎬ两穴连接韩氏穴位神经刺激仪ꎮ
电针参数:输出电流强度(１±１)ｍＡꎬ以大鼠头部出现
轻微抖动且能安静耐受为度ꎬ频率 ２ / １００ Ｈｚ 疏密波ꎬ
每次 ３０ ｍｉｎꎮ 模型组抓取和固定方法同电针组ꎬ不进
行治疗干预ꎮ 假手术组不予任何处理ꎮ

五、脑血流及行为学评定
用激光多普勒血流仪分别检测大鼠术前、术后

ｒＣＢＦ 变化ꎮ 选取大鼠颅脑右颞侧(大鼠目外眦与耳孔
连线的中点)作为检测点ꎬ剪毛并消毒后ꎬ行 １ 个 ５ ｍｍ
纵向切口ꎬ钝性分离肌肉组织露出骨面ꎬ用无菌棉球蘸

３％Ｈ２Ｏ２ 充分清洁暴露骨面ꎬ用特制胶水将探头底座
固定于骨面ꎮ 将探头插入底座ꎬ待电脑显示屏上数值
稳定后记录存盘(记录时间≥３ ｍｉｎ)ꎮ 比较各组大鼠
手术前、后 ｒＣＢＦ 变化ꎬ评价慢性脑缺血模型ꎮ

采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫系统评定认知功能ꎮ 每组大鼠
于处死前 ５ ｄ 开始进行水迷宫测试ꎬ定位航行试验连
续进行 ５ ｄꎬ每日 ２ 次ꎬ每次间隔 １５ ｍｉｎꎬ完成定位航行
试验后ꎬ当日进行空间探索试验ꎬ共进行 ２ 次ꎬ中间休
息 １５ ｍｉｎꎬ具体如下:①定位航行试验ꎬ将大鼠面向池
壁分别从 ４ 个象限放入水中ꎬ记录其在寻找到隐藏在
水面下平台的时间(逃避潜伏期)ꎮ 若大鼠在 １２０ ｓ 内未
找到平台ꎬ将其引至平台ꎬ并使其在平台上停留３０ ｓꎬ将
其逃避潜伏期记为 １２０ ｓꎻ②空间探索试验ꎬ在定位航行
试验后去除平台ꎬ然后依次选 ４ 个入水点将大鼠放入水
池中ꎬ记录其 ６０ ｓ 内在第一象限的游泳时间ꎮ

六、取材及指标检测
采用逆转录￣聚合酶链式反应 ( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣

􀅰３７５􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０１７ 年 ８ 月第 ３９ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｕｇｕｓｔ ２０１７ꎬ Ｖｏｌ. ３９ꎬ Ｎｏ.８



ｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ ) 检 测 ＪＡＫ２
ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ 各亚组完成相应
治疗称重后ꎬ用 １０％水合氯醛麻醉大鼠ꎬ剪下头部ꎬ放
置于冰台上迅速取出脑组织并分离海马区ꎬ然后将组
织存入 ２ ｍｌ 离心管中ꎬ迅速置于液氮罐中低温保存以
备 ＲＴ￣ＰＣＲ 半定量检测ꎮ 严格按照说明书流程ꎬ进行
总 ＲＮＡ 提取、逆转录、扩增反应等操作后ꎬ将电泳产物
经 ＧＩＳ 凝胶图像处理系统分析ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 的平均密度
值校正ꎬ用各组条带与 β￣ａｃｔｉｎ 平均光密度值的比值表
示各 ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ

七、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １６.０ 版统计学软件进行统计ꎬ计量资

料以(ｘ－±ｓ)形式表示ꎮ 定位航行试验采用重复测量数
据的多因素方差分析ꎬ组内前后比较采用配对 ｔ 检验ꎬ
多组间比较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较、方差
齐性时采用最小显著差异法 ( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｃｅꎬＬＳＤ)检验ꎬ方差不齐时采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ Ｔ３ 检验ꎬ
Ｐ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、大鼠 ＢＣＣＡＯ 术后表现
ＢＣＣＡＯ 术后ꎬ手术组大鼠均有不同程度的脑低灌

注表现ꎬ多数可见毛发蓬乱、反应迟钝、动作缓慢、主动
活动减少ꎬ还有部分大鼠一侧或者两侧的眼睑轻度下
垂ꎬ但无肢体残疾、肌力不对称及视力减退的表现ꎬ且
激光多普勒血流仪检测大鼠 ＢＣＣＡＯ 术后 ｒＣＢＦ 较手
术前明显减少ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ手术组
术后 ｒＣＢＦ 较假手术组显著下降ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ详见表 １ꎮ

表 １　 手术组和假手术组 ｒＣＢＦ 比较(ＰＵꎬｘ－±ｓ)

组别　 只数 术前 术后

假手术组 １０ １６０.８５±１４.０８ １５５.８９±１３.８２
手术组 ３０ １５７.５７±１３.９３ ６３.１５±８.０６ａｂ

　 　 注:与组内术前比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与假手术组术后比较ꎬｂＰ<０.０５

二、行为学评定
定位航行试验第 １ 天ꎬ各组大鼠逃避潜伏期比较ꎬ

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 假手术组经过训练后
逃避潜伏期迅速改善ꎮ 与模型组比较ꎬ电针 ４ 周组通
过训练能较快找到平台ꎬ尤其是第 ３ 天开始改善较为
显著ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ电针 １ 周组经过
训练后亦有改善ꎬ第 ５ 天较模型组显著改善ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与电针 １ 周组比较ꎬ电针 ４ 周组
改善明显ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 模型组经过
５ ｄ 训练后ꎬ逃避潜伏期仍然较长ꎮ 详见图 １ꎮ

与假手术组比较ꎬ模型组和电针 １ 周组目标象限

停留时间明显缩短ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与
模型组比较ꎬ电针 ４ 周组停留时间明显延长ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ电针 １ 周组停留时间虽有延长ꎬ
但差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与电针 １ 周组比较ꎬ
电针 ４ 周组停留时间延长ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 详见表 ２ꎮ

　 　 注:与模型组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与电针 １ 周组同时间

点比较ꎬｂＰ<０.０５
图 １　 各组大鼠定位航行试验

表 ２　 各组大鼠空间探索试验比较(ｓꎬｘ－±ｓ)

组别　 　 　 只数 目标象限停留时间

假手术组 １０ ２５.８２±２.２９
模型组 １０ １６.４１±１.８８ａ

电针 １ 周组 １０ １８.５２±２.０６ａ

电针 ４ 周组 １０ ２２.３７±２.１３ｂｃ

　 　 注:与假手术组比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬ ｂＰ<０.０５ꎻ与电针 １
周组比较ꎬｃＰ<０.０５

三、各组大鼠 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的表达水平
假手术组 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 均有少量表达ꎮ 与

假手术组比较ꎬ模型组、电针 １ 周组、电针 ４ 周组
ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达均有增加ꎬ模型组和电针 １
周组增加较为明显ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与
模型组比较ꎬ电针 １ 周组、电针 ４ 周组 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ 表达均下降ꎬ电针 ４ 周组明显下降ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与电针 １ 周组比较ꎬ电针 ４ 周组
ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达水平均下降ꎬＪＡＫ２ ｍＲＮＡ 下
降更明显ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 ３ꎮ

表 ３　 各组大鼠的 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达水平(ｘ－±ｓ)

组别　 　 只数 ＪＡＫ２ ＳＴＡＴ３

假手术组 １０ １.０３±０.２４ ０.９１±０.１６
模型组 １０ １.８９±０.２９ａ １.６５±０.２０ａ

电针 １ 周组 １０ １.６２±０.３２ａ １.３５±０.３７ａ

电针 ４ 周组 １０ １.２１±０.２７ｂｃ １.１５±０.１５ｂ

　 　 注:与假手术组比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬ ｂＰ<０.０５ꎻ与电针 １
周组比较ꎬｃＰ<０.０５
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讨　 　 论

ＣＣＨ 发病较急性脑缺血缓慢ꎬ其会对患者的认知
功能带来持久且进展性的破坏ꎬ使患者智力不断下降ꎬ
给社会、家庭、个人均带来了沉重负担[１２￣１３]ꎮ

在多种中枢神经疾病如脑缺血、脑出血、脑炎、脑
肿瘤中ꎬ均有 ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 信号通路参与ꎬ其还介导多种
病理过程中免疫炎症反应的发生[１４￣１５]ꎮ 正常生理状
态下ꎬＪＡＫｓ 和 ＳＴＡＴｓ 在脑内均有正常少量表达ꎬ脑缺
血的发生使其表达水平显著增加ꎬ尤其是在星形胶质
细胞和小胶质细胞中[１６￣１７]ꎮ 随着缺血后炎性反应的
增强ꎬ活化的小胶质细胞和巨噬细胞中 ＳＴＡＴ３[１８] 和
ＳＴＡＴ１[１９]表达水平迅速上升ꎬ表明在脑缺血后炎性损
伤中 ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 信号通路起到了重要作用ꎮ 已有研究
表明ꎬＪＡＫ / ＳＴＡＴ 通路亦参与了以 ＣＣＨ 为病理基础的
多种疾病ꎬ如在阿尔兹海默病发病中ꎬ该通路是调节神
经祖细胞分化为胶质细胞抑或神经元的中心环节[２０]ꎮ
ＣＣＨ 伴随白细胞介素￣６ 升高ꎬ激活 ＪＡＫ１ 和 ＪＡＫ２ꎬ并
进一步刺激下游 ｐＳＴＡＴ３ 形成二聚体ꎬ然后与胶质纤
维酸蛋白( ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)启动子
相结合ꎬ促进神经祖细胞向星形胶质细胞分化ꎬ向神经
元分化减少[２１]ꎮ ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 通路还参与海马天门冬氨
酸受体介导的长时程增强的调节ꎬＮ￣甲基￣Ｄ￣天冬氨酸
受体介导的神经突出长时程增强是学习记忆的分子基
础ꎬ若神经元突触长时程增强被抑制ꎬ将导致学习记忆
等认知能力下降[２２]ꎮ 敲除海马 ＣＡ１ 区 ＪＡＫ２ 和
ＳＴＡＴ３ 基因能导致空间记忆能力严重损伤ꎬ表明 ＪＡＫ２
和 ＳＴＡＴ３ 对保持正常的认知功能具有重要作用[２３]ꎮ
目前对 ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 通路激活的作用尚存在争议[１６]ꎬ需
更不断深入探讨ꎮ

个体空间学习和记忆能力的正常实现需要不同脑
区间的相互协作才能完成ꎬ如海马、纹状体、小脑等ꎬ其
中海马尤为重要ꎬ其神经元是空间学习、记忆能力的生
理基础[２４]ꎮ 研究发现ꎬ早在血管性痴呆患者出现认知
异常前ꎬ其海马、额叶等相关功能区的血流量即开始广
泛下降[２５]ꎮ 进一步检测模型动物的脑血流后发现ꎬ持
续低灌注 ２.５ ｈ 后ꎬ大鼠大脑皮质及海马区的血流明显
下降ꎬ尤其是海马区ꎬ下降率最高达 ６０％[２６]ꎮ 而且随
着脑低灌注时间延长ꎬ神经元缺血、水肿、脱失、变性坏
死等病理改变逐渐出现ꎬ如灌注量持续不能改善ꎬ认知
障碍将进展性加重[２７]ꎮ

本研究结果显示ꎬＣＣＨ 大鼠经电针干预后认知功
能改善ꎬ说明电针对改善认知功能具有较好的作用ꎬ其
中电针 ４ 周组改善更明显ꎬ说明电针早期介入的疗效
更为显著ꎮ

综上所述ꎬ电针能改善 ＣＣＨ 大鼠的认知功能ꎬ尤

其是早期干预作用更显著ꎬ这可能是通过抑制脑低灌
注后 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 通路的过度活化ꎬ进而达到抑制炎
性反应、减轻脑损伤的作用ꎮ ＣＣＨ 损伤病理机制复
杂ꎬ本研究尚处于初步研究阶段ꎬ下一步将进一步深入
探讨:①经典 ＣＣＨ 模型在术后 ３ ~ ６ 周进行水迷宫和
病理评价[２８]ꎬ本研究强调早期干预ꎬ除 ｒＣＢＦ 外ꎬ还需
寻找新的评价方法ꎻ②进一步研究电针对 ｐ￣ＪＡＫ２ /
ＳＴＡＴ３ 的影响ꎻ③探讨电针对 ＣＣＨ 大鼠炎性损伤、凋
亡的影响ꎬ及其对 ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 通路反馈调节相关介质
表达的作用ꎻ④增加阻滞剂组ꎬ明确电针作用ꎮ
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