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　 　 【摘要】 　 目的　 观察电针百会穴对次声暴露大鼠学习记忆能力及 ＣａＭＫⅡ￣Ｔａｕ 蛋白信号通路的影响ꎬ探
讨电针百会穴防护次声性脑损害的作用机制ꎮ 方法　 选取 ＳＤ 大鼠 ４８ 只ꎬ采用随机数字表法将其分为空白

组、次声组、百会组和非穴组ꎬ每组 １２ 只大鼠ꎮ 空白组大鼠每日放置于无次声作用的次声仓中 ２ ｈꎬ百会组、非
穴组和次声组大鼠每日暴露于 ８ Ｈｚ、１３０ ｄＢ 次声仓中 ２ ｈꎬ连续 ７ ｄꎮ 百会组和非穴组大鼠在次声暴露结束后

２ ｈ 内给予电针干预ꎬ其中百会组电针百会穴ꎬ非穴组电针非经非穴点ꎬ均每日 １ 次ꎬ连续电针干预 ７ ｄꎻ空白组

和次声组给予与百会组和非穴组同样的方法抓取和固定ꎬ但不进行电针干预ꎬ亦为每日 １ 次ꎬ每次 ７ ｄꎮ 干预

６、７ ｄ 后ꎬ分别采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位航行实验和空间探索实验检测 ４ 组大鼠的空间学习记忆能力ꎮ Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫实验结束后ꎬ每组按随机数字表法选取 ６ 只大鼠ꎬ采用尼氏染色法观察 ４ 组大鼠海马区神经细胞的形态

学改变ꎻ将 ４ 组剩余 ６ 只大鼠采用蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测其海马区磷酸化钙调依赖性蛋白激酶

Ⅱ(Ｐ￣ＣａＭＫⅡ)和磷酸化 Ｔａｕ 蛋白(Ｐ￣Ｔａｕ)的表达ꎬ并进行组间比较ꎮ 结果　 干预 ６ ｄ 和 ７ ｄ 后ꎬ次声组大鼠逃

避潜伏期较空白组显著延长ꎬ平台象限时间比、平台象限路程比显著下降ꎬ穿越平台区域次数显著减少(Ｐ<
０.０５)ꎻ与次声组比较ꎬ百会组大鼠逃避潜伏期显著缩短ꎬ平台象限时间比、平台象限路程比显著上升ꎬ穿越平

台区域次数显著增多(Ｐ<０.０５)ꎮ 干预 ７ ｄ 后ꎬ次声组大鼠海马区神经元损伤程度较空白组显著加重、神经元

数量较空白组显著减少ꎻ与次声组比较ꎬ百会组大鼠海马区神经元损伤程度显著减轻、神经元数量显著增多ꎮ
干预 ７ ｄ 后ꎬ次声组大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ和 Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白水平分别为(０.７３５±０.０９４)和(０.８７３±０.０８９)较空白组

显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与次声组比较ꎬ百会组大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ和 Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白水平显著下降(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论　 电针百会穴可以提高次声暴露大鼠的学习记忆能力ꎬ对次声性脑损害具有一定的防护作用ꎬ其机制可

能与电针百会穴可通过降低海马区 ＣａＭＫⅡ活性(磷酸化水平)抑制海马区 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化ꎬ从而保护海
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ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ. Ｔｈａｔ ｍａｙ ｂｅ ｄｕｅ ｔｏ ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｙｐｅｒｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ＣａＭＫⅡ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｉｎｆｒａｓｏｕｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎻ　 Ｌｅａｒｎｉｎｇ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓꎻ　 Ｍｅｍｏｒｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓꎻ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ　
Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｋｉｎａｓｅꎻ　 Ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１４７０８２５)
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２１.０７.００４

　 　 次声是指频率为 ０.０００１ Ｈｚ~ ２０ Ｈｚ 的声波ꎬ虽然

人耳听不到ꎬ但在人类的生产、生活环境中却广泛存

在[１] ꎮ 次声可分为来源于地震、飓风、海啸、雷电、火
山爆发等自然界次声和来源于工业生产、交通运输、
航天航空等人工次声ꎬ而且随着社会的发展ꎬ特别是

工业和交通运输的现代化ꎬ人工次声的产生也呈现

出多样化[２] ꎮ 近年来ꎬ由于各种环保措施的相继实

施ꎬ可听声在噪声污染中所占的比重逐渐下降ꎬ次声

所占的比重逐渐上升[３] ꎮ 另外ꎬ由于次声具有频率

低、波长长的特点ꎬ使其在传播过程中衰减少、穿透

力强、传播甚远ꎬ给次声的防护带来了极大的困

难[４] ꎮ
脑是次声作用的重要靶器官ꎬ对次声作用非常

敏感ꎬ因此在次声引起的各脏器结构和功能损害中ꎬ
首要的就是脑损害ꎬ轻则可使人头晕、恶心ꎬ重则可

引起学习记忆或其他认知功能的下降[５] ꎮ 次声性脑

损害的防护包括物理防护和医学防护ꎮ 物理防护主

要是指采用消声、隔声措施以及使用个人防护器材

等来减轻次声带来的损害ꎬ但由于次声具有穿透力

强、不易被吸收等特点ꎬ通常的吸音、隔音材料难以

将次声屏蔽ꎮ 医学防护方面ꎬ有研究显示[６] ꎬ适当浓

度的表没食子儿茶食没食子酸脂( ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣
ｇａｌｌａｔｅꎬＥＧＣＧ)可以抑制小胶质细胞的过渡激活ꎬ从
而发挥对中枢神经系统的保护作用ꎬ减轻次声作用

对中枢神经系统的损害ꎮ 滕光寿等[７] 的研究发现ꎬ
Ｌ￣谷氨酰胺可以提高机体抗氧化酶系统能力ꎬ在一定

程度上减轻次声暴露对大鼠造成的学习记忆障碍ꎮ
另外ꎬ国内已有使用中药或中药制剂防护次声性脑

损害的实验研究ꎬ这些研究发现ꎬ中药或中药制剂可

以提高次声暴露大鼠的学习记忆能力ꎬ对次声性脑

损害具有一定的防护作用ꎬ认为其作用机制可能与

中药或中药制剂能够降低脑组织的过氧化水平、减
轻大脑超微结构 的 损 害、减 少 脑 细 胞 的 凋 亡 有

关[８￣１１] ꎮ 总体来讲ꎬ近些年来医学防护次声性脑损害

的研究取得了一定的进展ꎬ但防护方法仍然较少ꎬ防
护机制也有待于进一步探讨ꎮ

以往的研究表明ꎬ针灸对多种类型的认知功能

(学习记忆)障碍具有较好疗效[１２￣１３] ꎬ然而关于针灸

防护次声性脑损害方面的研究ꎬ目前仍鲜见报道ꎮ
本研究拟观察电针百会穴防护次声性脑损害(学习

记忆障碍)的效果ꎬ并从钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ
(ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅⅡꎬＣａＭＫⅡ)￣Ｔａｕ
蛋白信号通路途径探讨其作用机制ꎬ以期为次声性

脑损害的医学防护提供参考ꎮ

材料与方法

一、主要器材和试剂

１.主要器材:次声压力仓及次声信号检测系统

(第四军医大学研制)ꎬＭｏｒｒｉｓ 水迷宫(上海吉量科技

有限公司)ꎬＧ６８０５ 电针仪(四川恒明科技开发有限

公司)ꎬ０.３０ ｍｍ×１３ ｍｍ 一次性无菌针灸针(苏州医

疗用品厂有限公司)ꎬ全自动组织脱水机、组织包埋
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机、低温横冷切片机和 ＬＡ 型全自动光学显微镜(德
国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬ低温高速台式离心机(德国 Ｍｉｋｒｏ 公

司)ꎬ全自动组织研磨仪(陕西鑫莱博生物工程有限

公司)ꎬ电泳仪及电转仪(北京六一仪器厂)ꎬ凝胶成

像分析仪(上海勤翔科学仪器有限公司)ꎮ
２.主要试剂:ＣａＭＫⅡ苏氨酸￣２８６ 位点磷酸化

(ｐＴ２８６￣ＣａＭＫⅡ) 多克隆鼠抗体 (美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司)ꎬ鼠抗 Ｔａｕ 蛋白￣２６２ 位点磷酸化( ｐＳｅｒ２６２￣Ｔａｕ)
单克隆抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ流式蛋白定量技术

(ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｂｅａｄ ａｒｒａｙꎬ ＣＢＡ)蛋白定量试剂盒(江苏

碧云天生物试剂公司)ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 抗体、辣根过氧化物

酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记山羊抗大鼠免

疫球蛋白 Ｇ( ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ＧꎬＩｇＧ)二抗 (武汉塞维

尔生物科技有限公司)ꎮ
二、实验动物及分组

健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)大鼠 ４８ 只ꎬ体质

量 ２００ ~ ２５０ ｇꎬ清洁级ꎬ购自空军军医大学实验动物

中心ꎬ许可证号:ＳＣＸＫ(陕) ２０１９－００１ꎮ 所有大鼠均

饲养于空军军医大学动物实验室ꎬ室温(２１±２)℃ꎬ湿
度(５０±５)％ꎬ基础噪音≤４０ ｄＢ、自由饮水、标准饲料

喂养ꎮ 适应性喂养 １ 周后ꎬ给实验动物进行编号ꎬ然
后采用随机数字表法分为空白组、次声组、百会组和

非穴组ꎬ每组 １２ 只大鼠ꎮ 实验过程中按照科技部颁

发的«关于善待实验动物的指导性意见»中的要求处

置动物ꎮ
三、干预方法

空白组大鼠每日放置于无次声作用的次声仓中

２ ｈꎬ百会组、非穴组和次声组大鼠每日暴露于 ８ Ｈｚ、
１３０ ｄＢ次声仓中 ２ ｈꎬ连续 ７ ｄꎮ 百会组和非穴组大

鼠在次声暴露结束后 ２ ｈ 内给予电针干预ꎬ其中百会

组大鼠参考«实验针灸学» [１４] 中动物针灸穴位图谱

取大鼠“百会”穴ꎬ使用华佗牌 ０.３０ ｍｍ×１３ ｍｍ 一次

性无菌针灸针ꎬ向后斜刺 ２ ｍｍꎬ接 Ｇ￣６８０５ 型电针治

疗仪ꎬ一电极连接针柄ꎬ另一电极夹于大鼠左耳或右

耳根部以构成回路[１５] ꎻ非穴组大鼠使用与百会组同

规格的毫针针刺非经非穴点(髂嵴上 １０ ~ １５ ｍｍ、后
正中线旁开２０ ｍｍ区段内选择一个固定的点) [１６] ꎬ双
侧取穴ꎬ直刺２ ｍｍꎬ然后接电针仪ꎮ ２ 组电针干预均

选择疏密波ꎬ频率 ２ / ２０ Ｈｚꎬ电流强度以针体轻微颤

动为度约(１ ~ ２)ｍＡꎬ每日 １ 次ꎬ每次 ３０ ｍｉｎꎬ连续干

预 ７ ｄꎮ 空白组大鼠和次声组大鼠给予与百会组和

非穴组同样的方法抓取、固定ꎬ但不进行电针干预ꎬ
每日 １ 次ꎬ连续干预 ７ ｄꎮ

四、水迷宫实验

干预 ６ ｄ 和 ７ ｄ 后ꎬ采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验(包

括定位航行实验和空间探索实验)检测 ４ 组大鼠的

空间学习记忆能力ꎮ Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫水槽为圆桶形水

槽ꎬ直径 １８０ ｃｍꎬ高 ６０ ｃｍꎬ分为Ⅰ~ Ⅳ四个象限ꎬ平
台直径 １２ ｃｍ(没于水面下约 ２ ｃｍ)ꎬ水深 ４０ ｃｍꎬ水
温控制在(２５±１)℃ꎮ 干预的前 ６ ｄꎬ每天对 ４ 组大鼠

进行水迷宫定位航行实验适应性训练 ２ 次ꎬ干预 ６ ｄ
后进行定位航行实验测试ꎮ 将水下平台置于某一象

限内不动ꎬ按照第 Ｉ 象限至第Ⅳ象限的顺序将大鼠依

次从入水点面向池壁放入水中ꎬ如大鼠在 ６０ ｓ 内爬

上站台并停留 ３ ｓ 以上ꎬ从入水到找到平台的这段时

间即为逃避潜伏期ꎻ如大鼠 ６０ ｓ 内未找到平台ꎬ则将

其引至平台并熟悉 １０ ｓꎬ其逃避潜伏期则计为 ６０ ｓꎬ
取 ４ 次逃避潜伏期的平均值作为最终成绩ꎬ同时根

据系统记录分析各组大鼠探索平台的模式ꎮ 干预７ ｄ
后ꎬ对 ４ 组大鼠进行空间探索实验测试ꎬ即撤去水下

平台ꎬ从原平台所在象限的对角象限入水点将大鼠

放入水中ꎬ观察并记录６０ ｓ内大鼠穿越平台区域的次

数ꎬ并根据系统记录计算平台象限时间比(平台象限

时间比 ＝平台象限滞留时间 /逃避潜伏期×１００％)和

平台象限路程比(平台象限路程比 ＝平台象限航行路

程 /航行总路程×１００％)ꎮ
五、观察大鼠海马神经元形态学改变

实验干预 ７ ｄ 后(Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结束后)ꎬ采
用尼氏染色法观察大鼠海马神经元形态学改变ꎮ ４
组均随机选取 ６ 只大鼠ꎬ经腹腔注射 ７％水合氯醛

(０.５ ｍｌ / １００ ｇ 体重)将动物麻醉后ꎬ用 ０.９％生理盐

水行心内灌注至肝脏发白ꎬ再改用 ４％ 多聚甲醛

(４ ℃)继续灌注ꎬ至到肝脏组织较硬时停止ꎮ 随后

将脑组织剥离ꎬ置于 ４％的多聚甲醛中固定ꎮ 固定

２４ ~ ４８ ｈ后将脑组织取出ꎬ进行脱水和石蜡包埋ꎬ然
后进行冠状切片ꎬ片厚约 ４ μｍꎬ置于载玻片上备尼氏

染色使用ꎮ 将提前备好的切片经烤片、透明和脱水

处理后ꎬ将切片在蒸馏水中静置 ５ ｍｉｎꎬ取出切片放

入６０ ℃甲苯胺蓝染液染色 ４０ ｍｉｎꎬ用蒸馏水将切片

洗净ꎬ在梯度乙醇内脱水(依次在 ７０％、８０％、９０％、
１００％乙醇内各置 ３ ｍｉｎ)ꎬ然后将切片于二甲苯内透

明ꎬ最后用中性树胶封固ꎬ在光镜下观察大鼠海马

ＣＡ１(ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｎｅꎬＣＡ１)区、海马齿状回( ｄｅｎｔａｔｅ
ｇｙｒｕｓꎬＤＧ)区神经元的形态学改变ꎮ

六、大鼠海马区磷酸化 ＣａＭＫⅡ和磷酸化 Ｔａｕ 蛋

白水平的检测

采用蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测 ４ 组大

鼠海马区磷酸化 ＣａＭＫⅡ(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＣａＭＫⅡꎬＰ￣
ＣａＭＫⅡ)和磷酸化 Ｔａｕ(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｔａｕꎬＰ￣Ｔａｕ)蛋
白的表达ꎮ 将 ４ 组剩余的 ６ 只大鼠断头取脑ꎬ并在

无菌条件下尽快剥离海马组织ꎬ并迅速放入液氮灌

内冻存ꎬ然后将海马组织加入裂解液提取蛋白上清
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液ꎬ采用 ＣＢＡ 法测定蛋白浓度ꎬ取蛋白样品经十二烷

基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌ￣
ｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电泳

分离蛋白ꎬ将目的蛋白转移到聚偏二氟乙烯( ｐｏｌｙｖｉ￣
ｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜上ꎬ室温下使用 ５％脱脂奶

粉封闭 ２ ｈꎬ分别加入鼠抗 Ｔａｕ ( １ ∶ １０００)、鼠抗

β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ １０００) 一抗ꎬ４ ℃ 孵育 ２４ ｈꎬＴＢＳＴ( Ｔｒｉｓ￣
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ Ｔｗｅｅｎ)洗膜ꎬ加入 ＨＲＰ 标记的山

羊抗大鼠 ＩｇＧ 二抗(１ ∶ ２０００)ꎬ室温条件下孵育 ２ ｈꎬ
化学发光试剂( ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)显色ꎬ
用电泳凝胶成像分析仪采集结果ꎬ取目的条带与内

参 β￣ａｃｔｉｎ 条带灰度值之比ꎮ
五、统计学处理

采用 ＳＰＡＳＳ ２１.０ 版统计学软件对实验数据进行

分析ꎬ计量资料以(ｘ－±ｓ)表示ꎬ２ 组间计量资料比较采

用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间计量资料比较采用单因素

方差分析ꎬ以Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、４ 组大鼠水迷宫空间学习记忆能力比较

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果显示ꎬ次声组逃避潜伏期

较空白组显著延长ꎬ平台象限时间比、平台象限路程

比较空白组显著下降ꎬ穿越平台区域次数显著减少ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与次声组比较ꎬ百会

组逃避潜伏期显著缩短ꎬ平台象限时间比、平台象限

路程比均显著上升ꎬ穿越平台区域次数显著增多ꎬ组

间差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ非穴组与次声组

比较ꎬ上述指标组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ
详见表 １ꎮ Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果还显示ꎬ空白组和

百会组大鼠探索平台的轨迹模式显著优于次声组和

非穴组ꎬ其中空白组以趋向式为主ꎬ百会组以趋向式

和随机式为主ꎬ次声组和非穴组均以随机式和边缘

式为主ꎬ详见图 １ꎮ
二、４ 组大鼠海马区细胞形态学检测结果比较

尼氏染色结果显示ꎬ空白组大鼠海马 ＣＡ１ 区和

ＤＧ 区神经元排列整齐ꎬ形态饱满ꎬ核仁清晰ꎬ胞质着

色均匀ꎬ尼氏小体丰富ꎻ与空白组相比ꎬ次声组和非

穴组大鼠海马 ＣＡ１ 区和 ＤＧ 区有较多的神经元紧

缩、塌陷ꎬ胞核、胞质边界不清ꎬ尼氏小体减少ꎻ与次

声组比较ꎬ百会组大鼠海马 ＣＡ１ 区和 ＤＧ 区神经元

排列较整齐ꎬ细胞形态较饱满ꎬ尼氏小体较丰富ꎬ详
见图 ２ꎮ

三、４ 组大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ和 Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白表

达水平比较

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与空白组比较ꎬ次声组大

鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ、Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白的表达水平均显著

增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ< ０.０５)ꎻ与次声组比

较ꎬ百会组大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ、Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白的表达

水平均显著降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ非
穴组与次声组比较ꎬ大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ、Ｐ￣Ｔａｕ 蛋

白的表达水平差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ详见

图 ３ 和表 ２ꎮ

表 １　 ４ 组大鼠行为学指标比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数 逃避潜伏期
(ｓ)

平台象限时间比
(％)

平台象限路程比
(％)

穿越平台区域次数
(次)

空白组 １２ １９.２５±６.３０ ３８.６１±７.７０ ３６.８３±７.８６ ２.５０±１.００
次声组 １２ ４８.３３±６.５１ａ １９.１６±５.８８ａ １８.１６±４.１７ａ ０.９２±０.６７ａ

百会组 １２ ２９.７５±８.０７ｂ ３０.１３±１０.５９ｂ ２８.１２±６.７０ｂ １.７５±０.７５ｂ

非穴组 １２ ４７.０８±５.９９ ２０.０５±４.８８ １８.６６±４.１０ １.００±０.８５

　 　 注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与次声组比较ꎬｂＰ<０.０５

图 １　 ４ 组大鼠游泳轨迹比较
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图 ２　 ４ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区和 ＤＧ 区神经元形态变化比较(尼氏染色ꎬ×２００)

图 ３　 各组大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ、Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白表达

表 ２　 ４ 组大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ和 Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白表达(ｘ－±ｓ)

组别 只数 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ Ｐ￣Ｔａｕ

空白组 ６ ０.１３９±０.０６９ ０.２１８±０.０１１
次声组 ６ ０.７３５±０.０９４ａ ０.８７３±０.０８９ａ

百会组 ６ ０.３８５±０.０６７ｂ ０.５００±０.０９２ｂ

非穴组 ６ ０.７１３±０.０９７ ０.８４９±０.０７５

　 　 注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与次声组比较ꎬｂＰ<０.０５

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ次声组的水迷宫实验成绩较空

白组显著下降ꎬ表明次声作用可以降低大鼠的空间学

习记忆能力ꎬ这与相关文献报道结果相似[１７￣１８]ꎻ而百

会组的 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验成绩较次声组显著提高ꎬ提
示电针百会穴可以提高次声暴露大鼠的空间学习记忆

能力ꎬ减轻次声作用对大鼠空间学习记忆能力的损害ꎮ
本研究结果还显示ꎬ次声组大鼠海马神经元的损害程

度明显重于空白组ꎬ而百会组大鼠海马神经元的损害

程度较次声组显著减轻ꎬ表明次声作用可以对大鼠海

马神经元造成损害ꎬ而电针百会穴可以减轻次声作用

对大鼠海马神经元的损害ꎬ这也与相关研究的部分结

果相似[１９]ꎮ
次声对生物体基本作用原理是生物共振ꎬ即次声

引起器官、组织甚至分子水平的共振反应ꎬ当次声的频

率与人脑的固有频率(８ Ｈｚ~１２ Ｈｚ)接近时ꎬ就会引起

脑的共振反应ꎬ产生广泛的生物学效应[２０]ꎮ 一定时间

和强度的次声作用可以导致人和实验动物出现学习记

忆障碍已被大量研究证实ꎬ其作用机制也得到部分阐

明[２１￣２２]ꎮ 学习记忆障碍在中医学中属于“善忘”、“健
忘”、“呆证”等神志疾病范畴ꎬ病位在脑ꎬ其基本病机

为髓海不足ꎬ脑失所养ꎬ神机失用ꎮ 次声性学习记忆障

碍可能是次声作用导致脑络受损ꎬ经气不通ꎬ气血失

运ꎬ脑髓失养ꎬ神明失用所致ꎮ 历代医家素有“病变在

脑ꎬ首取督脉”之说ꎮ 百会穴乃督脉第一要穴ꎬ具有升

阳益气、安神益智、醒脑利窍、生髓养脑等功能[２３]ꎮ
«针灸资生经»曰:“无心力ꎬ忘前失后ꎬ百会者ꎬ百脉之

宗ꎬ治思虑过多ꎬ心下怔仲之要穴”ꎻ«针灸大成»载:
“失志痴呆:神门、鬼眼、百会、鸠尾”ꎮ 另有文献研究

显示[２４￣２５]ꎬ百会穴是历代医家在治疗学习记忆(认知)
障碍时最常用的穴位ꎮ 因此ꎬ本研究选用百会穴进行

电针干预ꎬ观察其对次声性学习记忆障碍的防护效果

并探讨其相关作用机制ꎮ
本研究结果发现ꎬ次声作用可使大鼠海马区 Ｐ￣

ＣａＭＫⅡ和 Ｐ￣Ｔａｕ 蛋白的表达水平显著提高ꎬ而电针百
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会穴能够使次声暴露大鼠海马区 Ｐ￣ＣａＭＫⅡ和 Ｐ￣Ｔａｕ
蛋白的表达水平显著降低ꎮ Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化后不

仅丧失了正常的生理功能ꎬ而且容易形成 β 样折叠结

构ꎬ导致其与微管的结合力下降而从微管上脱落ꎬ与微

管发生分离ꎻ微管与 Ｔａｕ 蛋白分离后又重新形成单体

微管蛋白ꎬ进而丧失了其轴突运输的能力ꎻ而过度磷酸

化的 Ｔａｕ 蛋白自身则转变为成对螺旋丝ꎬ并在神经细

胞内以纤维丝团的形式堆积ꎬ形成神经纤维缠结ꎬ从而

影响使神经元轴浆的运输ꎬ使神经递质的运输、释放、
摄取出现异常ꎬ从而阻碍了造成神经元之间的信息传

递ꎬ最终引起神经元退行性变[２６￣２７]ꎮ Ｔａｕ 蛋白的磷酸

化水平是体内多种特异性蛋白激酶的磷酸化作用与蛋

白磷酸酶的去磷酸化作用相互平衡的结果ꎬ如果蛋白

激酶活性单方面增强ꎬ就会打破上述平衡状态ꎬ导致

Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平异常增高ꎮ ＣａＭＫⅡ作为一种作

用底物广泛的苏氨酸 /丝氨酸磷酸化蛋白激酶ꎬ广泛存

在于海马等脑组织中ꎬ在某些病理情况下若其活性

(磷酸化水平)异常增强(提高)ꎬ则可使脑组织中的

Ｔａｕ 蛋白发生异常过度磷酸化ꎬ并引起一系列病理改

变ꎬ影响脑细胞的形态和功能ꎬ进而诱发认知(学习记

忆)障碍的发生[２８￣２９]ꎮ
综上所述ꎬ次声作用可以使大鼠的空间学习记忆

能力下降ꎬ而电针百会穴干预可以有效提高次声暴露

大鼠的空间学习记忆能力ꎬ对次声性脑损害具有一定

的防护作用ꎬ其机制可能与电针百会穴通过降低海马

区 ＣａＭＫⅡ的活性(磷酸化水平)抑制海马区 Ｔａｕ 蛋白

过度磷酸化ꎬ从而保护海马神经元有关ꎮ
本研究虽然初步验证了电针百会穴对次声性脑损

害具有一定的防护效果ꎬ并从某一方面探讨了其作用

机制ꎬ但仍有许多地方尚不清楚ꎬ比如作用机制ꎬ电针

百会穴可能是通过多靶点、多途径发挥作用的ꎬ除了本

次研究发现的作用机制ꎬ会不会有还有其它机制存在ꎻ
在穴位选择方面ꎬ本研究使用的是百会穴单穴进行电

针干预ꎬ如果将百会穴与其它腧穴配合使用ꎬ会不会进

一步提高防护效果ꎬ以上一系列问题的回答仍有待于

今后进一步的研究ꎮ
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