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　 　 【摘要】 　 目的　 通过电针刺激慢性脑低灌注模型大鼠百会穴和大椎穴ꎬ观察海马组织头蛋白(Ｎｏｇｇｉｎ)
ｍＲＮＡ 的表达ꎬ以及电针对慢性脑低灌注模型大鼠学习记忆和海马神经发生的影响ꎮ 方法　 选取雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 １２０ 只ꎬ采用改良永久性结扎双侧颈总动脉法制作慢性脑低灌注模型ꎬ将造模成功的 １０４ 只

大鼠分为模型组和电针组ꎬ每组 ５２ 只ꎻ再按照治疗时间的不同ꎬ将每组大鼠再细分为治疗后第 １、２、４、６ 周四

个亚组ꎬ每个亚组 １３ 只ꎮ 电针组采用电针刺激大鼠百会穴和大椎穴ꎬ电针输出电流 １ ｍＡꎬ频率 １５ Ｈｚ 连续

波ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎬ每日 １ 次ꎬ治疗 ７ 次后休息 ２ ｄꎻ模型组不予特殊处理ꎮ 分别于治疗后第 １、２、４、６ 周ꎬ每亚组

随机抽取 ６ 只大鼠进行 ＢｒｄＵ 注射ꎬ观察神经干细胞增殖及分化情况ꎻ利用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫神经行为学检测ꎬ观
察大鼠空间学习能力和记忆能力的变化情况ꎻ采用逆转录￣聚合酶链式反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测及 ＢｒｄＵ 免疫组织

化学法ꎬ观察海马神经组织 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 的表达及海马齿状回神经发生的规律ꎮ 结果　 电针组大鼠在第 ２、
４、６ 周的学习记忆能力明显高于同时间点的模型组大鼠(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎻ电针组海马组织 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ
表达均明显高于同时间点模型组大鼠(Ｐ<０.０５)ꎻ电针组大鼠海马齿状回颗粒下层的 ＢｒｄＵ 阳性细胞多于同时

间点的模型组ꎬ且各组的 ＢｒｄＵ 阳性细胞随着缺血时间的延长均有减少(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎻＰｅａｒｓｏｎ 相关分

析显示ꎬ２ 组大鼠海马 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 含量均与 ＢｒｄＵ 阳性细胞数呈正相关( ｒ＝ ０.５６１ꎬＰ＝ ０.０００)ꎬ且电针组的相

关系数大于模型组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 电针可通过调控海马 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 的表达促进慢性脑低灌注大鼠的海

马组织神经发生ꎬ从而改善慢性脑低灌注大鼠的空间学习能力和记忆能力ꎮ
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　 　 慢性脑低灌注( ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ)是
一种常见的中枢神经系统病理状态ꎬ由血容量不足、
管腔狭窄等原因引起大脑长期慢性供血不足ꎬ引发

脑缺血缺氧状态ꎬ继而出现的以持久或进展性认知

功能障碍为主要表现的慢性脑损伤疾病ꎮ 目前我国

逐步进入老龄化社会ꎬ各种因素导致的慢性脑低灌

注发病率不断升高ꎬ大量研究表明ꎬ慢性脑低灌注是

认知功能障碍、阿尔茨海默病( Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＡＤ)、血管性认知功能障碍( ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒ￣
ｍｅｎｔꎬＶＣＩ)等中枢神经病变的共同病理基础[１￣２] ꎮ 因

此ꎬ如何有效防治慢性脑低灌注是治疗此类疾病的

重点之一ꎮ 研究表明ꎬ氧化应激是慢性脑低灌注形

成关键的病理变化之一[２] ꎬ它参与了 ＡＤ 和 ＶＣＩ 等认

知疾病的发生发展ꎬ并在脑缺血后神经元损伤中起

到关键作用[２￣３] ꎮ
海马是目前公认的与学习、记忆等高级神经功能

活动具有密切关系的重要脑区ꎬ缺血对海马的损伤是

痴呆的主要病理基础ꎮ 目前研究证实ꎬ成体大脑海马

中持续存在神经发生ꎬ即海马可产生神经干细胞ꎬ而这

种细胞具有多向分化功能[４]ꎬ可能在学习记忆过程中

起着关键性作用[５]ꎮ 既往研究发现ꎬ电针可改善脑缺

血引起的认知功能障碍ꎬ可以促进局灶性脑缺血后内

源性神经干细胞的增殖[６]ꎻ电针通过促进海马中的头

蛋白(Ｎｏｇｇｉｎ)ｍＲＮＡ 表达来改善慢性脑缺血大鼠的学

习记忆能力[７]ꎮ 故假设电针治疗缺血性脑损伤可能

是通过调控海马 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达来调节海马神经

发生ꎬ本研究即运用 ５￣溴脱氧尿苷(５￣ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉ￣
ｄｉｎｅ ＢｒｄＵ)免疫组化、逆转录￣聚合酶链式反应(ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲ)方法结

合神经行为学检测ꎬ观察神经干细胞增殖及海马

Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 的表达情况ꎬ从而探讨电针通过调控海

马 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达对慢性脑缺血大鼠海马神经发

生及其对大鼠学习记忆的影响ꎮ

材料与方法

一、动物模型的制作及分组

选用无特定病原体( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)
级、健康雄性、３ 个月龄的 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ( ＳＤ)大鼠

１２０ 只ꎻ体重(２３０±２０) ｇꎬ购自中科院上海实验动物中

心[上海斯莱克实验动物有限责任公司ꎬ许可证号

ＳＣＸＫ(沪)２００７￣０００５]ꎬ饲养于浙江中医药大学实验动

物中心ꎮ 造模前ꎬＭｏｒｒｉｓ 水迷宫测试所有大鼠逃避潜

伏期ꎮ 采用李巍等[８] 的改进方法永久性结扎大鼠双

侧颈总动脉加尾端放血制作大鼠慢性脑血供灌注不足

模型并加以改进ꎬ具体操作方法:用 ３％戊巴比妥钠

(４０ ｍｇ / ｋｇ 体重)腹腔注射麻醉后仰卧固定于手术台

上ꎬ充分暴露颈部ꎬ行正中切口约 １ ｃｍꎬ分离双侧颈总

动脉ꎬ４ 号缝合线结扎ꎬ然后将大鼠尾置于 ５０ ℃水中

约 ３０ ｓ 后ꎬ立即在距大鼠尾端约 ０.７ ｃｍ 处剪尾放血ꎬ
放血量为大鼠总血量的 １０％(占体重的 ７.４％)ꎬ按压

止血后使用聚维酮碘消毒ꎬ缝合切口并用聚维酮碘消

毒ꎬ再将大鼠置于 ３７ ℃环境中ꎬ待其完全苏醒后进行

分组并予以相应处理ꎮ 所有动物手术前后均维持 １２ ｈ
明和 １２ ｈ 暗的周期环境ꎬ自由饮食ꎮ

造模过程中因麻醉、刺激迷走神经、结扎等原因导

致死亡 ４ 只ꎬ造模后第 １ 天死亡 ３ 只ꎬＭｏｒｒｉｓ 水迷宫检

测死亡 ４ 只ꎬ共死亡 １１ 只ꎬ造模后大鼠共有 １０９ 只ꎬ通
过造模前后 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测比较ꎬ以造模后大鼠逃

避潜伏期明显延长为造模成功标准ꎬ剔除 ５ 只造模后

逃避潜伏期无明显变化的大鼠ꎬ最终共有 １０４ 只纳入

实验ꎬ造模成功率 ８６.６７％ꎮ 将 １０４ 只大鼠按随机数字

表分为电针组和模型组ꎬ每组 ５２ 只ꎬ每组再分为造模

成功后第 １、２、４、６ 周四个时间点ꎬ每个时间点 １３ 只ꎬ
将每亚组 １３ 只大鼠编号后按随机数字表抽取 ６ 只行

大鼠行 ＢｒｄＵ 免疫组化观察神经干细胞增殖ꎬ余选 ６ 只

检测 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ剩余 １ 只 ＨＥ 染色观察海
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马组织形态变化ꎮ
二、电针治疗

１.电针组:电针组大鼠在造模成功及 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫检测后第 １ 天开始行电针治疗ꎬ参照 «实验针灸

学» [９]中的大鼠穴位定位方法ꎬ用双手固定大鼠头顶

部ꎬ取百会穴和大椎穴ꎬ百会穴沿头顶正中线向后斜平

刺 ０.２ ｃｍꎬ大椎穴直刺 ０.５ ｍｍꎮ 电针输出电流 １ ｍＡꎬ
频率 １５ Ｈｚ 连续波ꎬ时间 ２０ ｍｉｎꎮ 每日 １ 次ꎬ治疗 ７ 次

后休息 ２ ｄꎮ 分别于治疗后第 １、２、４ 和 ６ 周将大鼠处

死并取材ꎮ
２.模型组:模型组大鼠的模型制备及 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫检测同电针组ꎬ但不予电针治疗ꎬ其余固定方法、时
间、处死方法均与电针组相同(为排除固定及抓取因

素对试验大鼠的影响ꎬ均采取了相同的固定和抓取方

法)ꎮ
三、ＢｒｄＵ 标记

每组大鼠随机抽取 ６ 只在造模成功后处死前 ３ 天

进行 ＢｒｄＵ(Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号 Ｂ５００２￣ＭＷ３０７￣１ꎬ５０ ｍｇ / ｋｇ
体重ꎬ０.９％ＮａＣｌ 稀释为 １０ ｍｇ / ｍｌ)腹腔注射ꎬ连续注射

３ ｄꎬ每日 ２ 次ꎬ观察神经发生情况ꎻ然后分别于不同的

时间点处死大鼠后进行指标检测ꎮ
四、Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫神经行为学检测

电针组和模型组大鼠在处死前 ５ ｄ 开始采用

Ｆｒｉｃ 等[１０]方法行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测ꎬ连续进行 ４ ｄ 的

训练测试逃避潜伏期ꎬ每日 ４ 次ꎬ第 ５ 天进行空间探

索实验和定位航行实验:①空间探索实验ꎬ观察规定

时间内大鼠在池中的游泳路径(搜索策略)ꎻ②定位

航行实验ꎬ观察逃避潜伏期和游泳路径(逃避潜伏

期)ꎮ 通过与安装在迷宫上方的摄像机相联的电脑

软件平台进行观察、记录和储存相关数据ꎬ并运用行

为轨迹跟踪系统软件(ＭＴＡｐｐ)进行分析和数据处理

(ＳＤＫ－２０００ 型ꎬ由北京太极电子有限公司及图码公

司提供)ꎮ
五、脑组织取材方法

将所有注射过 ＢｒｄＵ(批号 Ｂ５００２￣ＭＷ３０７￣１ꎬＳｉｇｍａ
公司提供) 的大鼠 ( ６ 只∕组) 用 ３％ 戊巴比妥钠

(４０ ｍｇ / ｋｇ 体重)腹腔注射麻醉后ꎬ用生理盐水经左心

室和升主动脉灌注ꎬ直至流出液为澄清液体ꎬ接着推注

含 ４％多聚甲醛的 ０.１Ｍ 磷酸缓冲液(ｐＨ７.４)２００ ｍｌꎻ
随后滴注 ４％多聚甲醛 ５００ ｍｌ(先快滴后慢滴)ꎬ然后

开颅ꎬ将脑组织迅速取出ꎬ置于上述固定液中ꎬ４ ℃固

定 ２４ ｈ 后ꎬ用 １５％和 ３０％蔗糖梯度脱水ꎬ液氮速冻后

立即置于－８０ ℃超低温冰箱保存ꎮ
六、ＲＴ￣ＰＣＲ 半定量检测神经诱导因子 Ｎｏｇｇｉｎ

ｍＲＮＡ 的表达

采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法半定量检测慢性脑低灌注大鼠

(６ 只 /组)海马中 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 的含量ꎬ以及造模成

功后第 １、２、４ 和 ６ 周的表达情况及电针治疗后的变

化ꎮ 实验室温度控制在 １８ ℃ꎻ用 ３％ 戊巴比妥钠

(４０ ｍｇ / ｋｇ 体重)腹腔注射麻醉后在冰台上断头并取

脑ꎬ大鼠断头取脑后ꎬ分离脑组织ꎬ取出海马组织ꎬ然后

放入 ２ ｍｌ 的离心管中ꎬ置－８０ ℃冰箱中储存ꎮ 为防止

在提取脑组织细胞中总 ＲＮＡ 时受影响ꎬ每次取脑组织

前都要将所用器械及冰台进行冲洗ꎮ 具体操作方法

如下ꎮ
１.总 ｍＲＮＡ 提取:按上海申能博彩生物有限公司

提供 Ｔｒｉｚｏｌｅ ＲＮＡ 抽提试剂说明书进行ꎬ逆转录步骤则

根据逆转录试剂盒说明书进行ꎬ整个操作过程无 ＲＮＡ
酶干扰ꎮ

Ｎｏｇｇｉｎ 上游引物 ( ５′￣３′): ＡＧＣ ＡＣＣ ＣＡＧ ＣＧＡ
ＣＡＡ ＣＣＴꎻ Ｎｏｇｇｉｎ 下游引物 ( ５′￣３′): ＧＣＣ ＡＣＡ ＴＣＴ
ＧＴＡ ＡＣＴ ＴＣＣ ＴＣＣ Ｔ 扩增序列长度 ３４１ ｂｐ Ｔｍ 值

６１.９４ ℃ꎮ
β 肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)上游引物(５′￣３′):ＴＧＴ ＡＴＧ

ＣＣＴ ＣＴＧ ＧＴＣ ＧＴＡ ＣＣＡ Ｃꎻβ￣ａｃｔｉｎ 下游引物(５′￣３′):
ＡＣＡ ＧＡＧ ＴＡＣ ＴＴＧ ＣＧＣ ＴＣＡ ＧＧＡ 扩增序列长度

４６０ ｂｐ Ｔｍ 值 ５８.００~６０.０７ ℃ꎮ Ｎｏｇｇｉｎ 及 β￣ａｃｔｉｎ 上下

游引物均由上海生物工程有限公司合成 ( 批号

ＡＦ５０３２０￣１ꎬＡＦ５０３２２￣３)ꎮ
ＰＣＲ 扩增:①Ｎｏｇｇｉｎ 反应条件———预变性 ９５ ℃

５ ｍｉｎꎬ变性 ９４ ℃ ３０ ｓꎬ退火 ５４.５ ℃ ４０ ｓꎬ延伸 ７２ ℃
３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ最后延伸 ８ ｍｉｎꎬ４ ℃ 保存至电泳ꎻ
②β￣ａｃｔｉｎ 反应条件———预变性 ９５ ℃ ５ｍｉｎꎬ变性 ９４ ℃
３０ ｓꎬ退火 ５４.７ ℃ ４０ ｓꎬ延伸 ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ最
后延伸 ８ ｍｉｎꎬ４ ℃保存至电泳ꎮ

２.产物分析:将扩增产物 １０ μｌ 加入 ２ μｌ 溴酚兰

显色剂ꎬ在含溴化乙锭(ＥＢ) (０.１５ μｇ / ｍｌ)的 １.６％琼

脂糖凝胶中电泳ꎬ电压 ７５ Ｖꎬ时间 ４５ ｍｉｎꎬ使用 １×Ｔｒｉｓ
硼酸缓冲液(ＴＢＥ)ꎮ 电泳产物经紫外透射反射分析仪

分析ꎬ比较各组条带的平均密度值ꎬ并以 β￣ａｃｔｉｎ 的平

均密度值校正ꎬ以两者比值表示 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ
七、免疫组化染色

经上述处理的大鼠脑组织连续冰冻冠状切片(片
厚 １５ μｍ)每隔 ３ 张取 １ 张ꎬ每只大鼠取 ２~３ 套ꎬ按以

下步骤进行 ＢｒｄＵ 免疫组化染色:①ＢｒｄＵ 组化染色前

切片中 ＤＮＡ 解链和变性的预处理:前述切片入 ５０％甲

酰胺 / ２×柠檬酸钠缓冲液(ＳＳＣ)中ꎬ置于 ６４ ℃孵育箱ꎬ
３０ ｍｉｎꎬ入 ２Ｎ ＨＣｌ 中ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ每步之间漂洗

过程略ꎻ②用过氧化物酶染法进行 ＢｒｄＵ 染色ꎬ正常家

兔血清(Ｈｅｍｉｃｏｎ 公司提供ꎬ编号 Ｍ３６０￣０６０８０３３３７６)
常温封闭 １ ｈꎬ倾去血清ꎬ继之入一抗[一抗为大鼠抗

ＢｒｄＵ 单克隆抗体(Ａｂｃａｍ 公司提供ꎬ编号 ａｂ６３２６￣２５０￣
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２７４５３６)]ꎬ４ ℃湿盒孵育过夜ꎬ加入二抗[二抗为兔抗大

鼠 ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ)抗体(Ａｂｃａｍ 公司提供ꎬ编号 ａｂ６７３０￣１￣
３０５２７９)]ꎬ常温 １ ｈꎬ继之二氨基联苯胺(ＤＡＢ)显色试剂

盒(博士德生物工程有限公司提供)显色 ５~８ ｍｉｎꎬ苏木

素复染 ４０ ｓꎬ脱水封片ꎮ 每步之间漂洗过程略ꎮ
显微镜下ꎬ采用莱卡 ＤＭＬ２５００ 显微镜图像处理系

统进行阳性细胞计数ꎬ连续计数 ３ 个相邻视野海马的

颗粒细胞层( ｇｒａｎｕｌａｒ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒꎬＧＣＬ) ＢｒｄＵ 阳性细胞

数ꎬ以平均每平方毫米含多少个 ＢｒｄＵ 阳性细胞

(ｎ / ｍｍ２)表示ꎬ每只大鼠细胞数量来自 ３~５ 张切片的

均数ꎮ
八、统计学方法

使用 ＳＰＳＳ １３.０ 版统计软件对所得数据进行统计

学分析处理ꎬ计量资料数据以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ进行单因素

方差分析ꎬ组间两两比较ꎬ方差齐性时用 ＬＳＤ 检验ꎬ方
差不齐时用 Ｄｕｎｎｅｔｔ￣ｔ 检验ꎻＮｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达与海马

ＢｒｄＵ 阳性细胞数则进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析ꎮ Ｐ<０.０５
为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验

１.定位航行实验:定位航行实验检测大鼠获取经

验(学习)的能力(图 １)ꎬ以平均潜伏期表示ꎮ 治疗后

第 １ 周时ꎬ２ 组大鼠的逃避潜伏期组间差异无统计学

意义(Ｐ>０.０５)ꎻ但第 ２、４ 和 ６ 周时ꎬ２ 组同时间点相

比ꎬ组间差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且电针组大

鼠随着治疗时间的延长平均逃避潜伏期缩短ꎬ但与组

内第 １ 周比较ꎬ组内差异并无统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ
详见表 １ꎮ

２.空间探索实验(大鼠在第一象限内的游泳时

间):电针组大鼠的第一象限内游泳时间明显延长ꎬ且
第 ６ 周时与第 １ 周时组内比较ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎻ同时间点电针组与模型组相比ꎬ第 ２、４ 和 ６
周时ꎬ２ 组组间差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ详见

表 １ꎮ
二、电针对海马组织 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达的影响

不同时期海马中的 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 均有表达ꎬ且表

达在造模后初期较高ꎬ但随着造模后时间的延长ꎬ各组

Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达减少ꎬ如图 ２ 所示ꎬ图中自左至右依

次为 Ｍａｋｅｒ、１ Ｗ(第 １ 周)模型、１ Ｗ(第 １ 周)电针、
２ Ｗ(第 ２ 周)模型、２ Ｗ(第 ２ 周)电针、４ Ｗ(第 ４ 周)
模型、４ Ｗ(第 ４ 周)电针、６ Ｗ(第 ６ 周)模型和 ６ Ｗ(第
６ 周)电针组ꎬ第一行为 β￣ａｃｔｉｎ 条带ꎬ长 ４９０ ｂｐꎻ第二

行为 Ｎｏｇｇｉｎ 条带ꎬ长 ３４１ ｂｐꎮ

表 １　 ２ 组大鼠各时间点逃避潜伏期及第一象限内游泳

时间比较(ｓꎬｘ－±ｓ)

组别　 只数 逃避潜伏期 第一象限内游泳
时间

电针组 ５２
　 第 １ 周 １３ ２７.５２±８.０３ ２６.２０±７.９１
　 第 ２ 周 １３ ２３.８０±４.１６ａ ３１.９６±９.５１ａ

　 第 ４ 周 １３ ２３.７０±７.２８ｂ ３４.４３±６.０３ａ

　 第 ６ 周 １３ ２２.２６±４.９０ａ ３６.５１±７.３６ａｃ

模型组 ５２
　 第 １ 周 １３ ２５.０７±６.４４ １５.６２±６.２８
　 第 ２ 周 １３ ３２.２１±７.９１ １９.８２±５.１６
　 第 ４ 周 １３ ３２.９１±１１.６８ ２２.６５±４.０１
　 第 ６ 周 １３ ３０.１１±５.７６ ２７.７９±４.６３

　 　 注:与模型组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与组内第 １ 周比

较ꎬｃＰ<０.０５

图 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验大鼠运动轨迹图
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图 ３　 海马齿状回 ＢｒｄＵ 免疫组织化学染色图片(１０×４０)

图 ２　 大鼠海马 Ｎｏｇｇｉｎ 和 β￣ａｃｔｉｎ 蛋白电泳图

模型组 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达随造模时间的延长呈

递减趋势ꎬ电针组在第 １ 周和第 ２ 周时呈上升趋势ꎬ第
２ 周至第 ４ 周和第 ６ 周均呈递减趋势ꎬ第 ２ 周电针组

Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 水平最高ꎻ同时间点相比ꎬ电针组的

Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达均高于模型组 (Ｐ < ０. ０５)ꎮ 详见

表 ２ꎮ

表 ２　 ２ 组大鼠不同时间点的海马 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 相对表达量

比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数 第 １ 周 第 ２ 周 第 ４ 周 第 ６ 周

电针组 ６ ０.８５±０.０３ａ ０.８７±０.０４ａ ０.８４±０.０６ａ ０.７４±０.０７ａｂｃ

模型组 ６ ０.７５±０.０６ ０.７０±０.０３ ０.６９±０.０８ ０.６２±０.１０ｂ

　 　 注:与模型组同时间点比较ꎬａＰ < ０. ０５ꎻ与组内第 １ 周比较ꎬｂＰ <
０.０５ꎻ与组内第 ２ 周比较ꎬｃＰ<０.０５

三、海马神经干细胞的增殖

光镜下观察海马 ＢｒｄＵ 阳性细胞核呈棕褐色ꎬ有
些呈簇状分布ꎬ大小不一ꎬＧＣＬ 区 ＢｒｄＵ 阳性细胞在越

靠近颗粒下层分布越多ꎬ呈一个由近颗粒下层缘到近

齿状回分子层缘分布减少的趋势ꎻ第 ４ 周和第 ６ 周组

有少量 ＢｒｄＵ 阳性细胞已迁入 ＧＣＬ 区(图 ３)ꎮ
随着缺血时间的延长ꎬ２ 组大鼠的 ＢｒｄＵ 阳性细胞

呈递减趋势(Ｐ<０.０５)ꎮ 与同时间点模型组相比ꎬ第 １
周和第 ２ 周大鼠电针组的齿状回颗粒下层 ＢｒｄＵ 阳性

细胞数较多(Ｐ<０.０５)ꎬ但第 ４ 周和第 ６ 周电针组与同

时间点模型组相比ꎬ组间差异无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 详见表 ３ꎮ

表 ３　 ２ 组大鼠不同时间点的海马齿状回 ＢｒｄＵ 阳性细胞数

比较(ｎ / ｍｍ２ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 第 １ 周 第 ２ 周 第 ４ 周 第 ６ 周

电针组 ６ １２２.６０±１５.８６ａ ９８.４９±１０.６４ａｂ ３２.８４±９.８５ｂｃ １５.１１±４.２０ｂｃ

模型组 ６ ９９.８６±１４.９３ ７８.１２±９.３６ ２５.０１±３.２４ｂ １３.５１±２.２９ｂ

　 　 注:与模型组同时间点比较ꎬａＰ < ０. ０５ꎻ与组内第 １ 周比较ꎬｂＰ <
０.０５ꎻ与组内第 ２ 周比较ꎬｃＰ<０.０５

四、Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析显示ꎬ ２ 组大鼠海马 Ｎｏｇｇｉｎ
ｍＲＮＡ含量均与 ＢｒｄＵ 阳性细胞数呈正相关( ｒ ＝ ０.５６１ꎬ
Ｐ＝ ０.０００)ꎬ且电针组的相关系数大于模型组 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ详见表 ４ꎮ

表 ４　 海马 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 含量与 ＢｒｄＵ 阳性细胞数的相关性

分析

组别 例数
Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ

(ｘ－±ｓ)
ＢｒｄＵ 阳性细
胞数(ｘ－±ｓ)

相关系数
(ｒ) Ｐ

模型组 ２４ ０.７２９±０.０９０ ５６.４５０±４０.２９９ ０.５２０ ０.０１９
电针组 ２４ ０.７６５±０.１１１ ６５.５００±２４.６８５ ０.５７７ ０.００８

讨　 　 论

海马是认知功能障碍研究中涉及最多的脑区之

一ꎬ它直接参与信息的贮存和回忆ꎬ脑缺血可造成海马

损伤引起学习记忆能力下降ꎬ海马 ＣＡ１ 区神经元的迟

３７７中华物理医学与康复杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ４３ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬ Ｖｏｌ. ４３ꎬ Ｎｏ.９



发性凋死可能是缺血性脑血管病导致痴呆的主要原

因[１１]ꎮ 脑室下层及海马齿状回颗粒下层区域持续存

在神经发生ꎬ产生的神经干细胞具有多向分化潜力ꎬ脑
卒中无论是缺血性还是出血性引起的脑损伤ꎬ都可刺

激神经发生及神经干细胞的迁移至损伤部位代替死亡

的神经元发挥功能[５]ꎮ 有许多证据证明哺乳动物神

经干细胞与记忆间有着相关的联系[１２]ꎬ成年海马产生

新生神经元的电生理特性不同于成熟的神经元ꎬ对氨

基丁酸抑制不敏感ꎬ对海马生理功能的影响比成熟的

神经元明显[１３]ꎮ 本研究结果显示ꎬ慢性脑缺血模型大

鼠颗粒下层神经干细胞的增殖能力随着缺血时间的延

长呈递减趋势ꎬ而电针组大鼠颗粒下层神经干细胞增

殖能力经治疗有明显的提高ꎬ这为缺血性脑卒中的治

疗提供了一个全新的思路ꎮ
发育学研究表明ꎬ不同发育阶段的 Ｎｏｇｇｉｎ 作为神

经发育阶段的重要胚胎蛋白ꎬ通过拮抗骨形成蛋白￣４
(ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣４ꎬＢＭＰ４)的作用对不同脑

区神经干细胞的增殖与分化有重要调控作用 [１４￣１６]ꎮ
Ｎｏｇｇｉｎ 基因对成年大鼠海马神经发生的调控为正性作

用ꎬ运用反义寡核苷酸封闭内源性 Ｎｏｇｇｉｎ 基因后ꎬ大
鼠海马齿回 ＢｒｄＵ 免疫阳性细胞数明显降低ꎬ并伴有

星形胶质细胞的大量增生ꎬ提示内源性 Ｎｏｇｇｉｎ 基因的

转录抑制可降低海马齿回神经前体细胞的增殖ꎬ从而

在空间记忆的形成和保留过程中起重要作用[１６]ꎮ 本

研究中ꎬ不同时期海马中的 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 均有表达ꎬ
且表达在造模初期较高ꎬ但随着造模后时间的延长ꎬ各
组 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达减少ꎻ而电针组在第 １ 周和第 ２
周时呈上升趋势ꎬ第 ２ 周至第 ４ 周和第 ６ 周均呈递减

趋势ꎬ第 ２ 周电针组 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达量最高ꎻ这提

示电针治疗更能提高慢性脑低灌注模型大鼠海马

Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ故认为临床实践中应早期进行

针灸治疗ꎬ取得最佳治疗时机ꎬ提高疗效ꎮ
本研究采用永久性结扎双侧颈总动脉加尾端放血

制作慢性灌注不足的模型并加以改进ꎬ可以有效地模

拟诸如椎基底动脉狭窄、颈动脉粥样硬化斑块形成及

各种慢性心脑血管疾患引起的脑供血不足而导致的认

知功能缺陷性疾病ꎮ 由于 ＢｒｄＵ 标记的是 Ｓ 期的神经

干细胞ꎬ海马齿状回颗粒下层 ＢｒｄＵ 阳性细胞的数量

可反映该部位神经干细胞增殖能力的大小ꎻ故本研究

通过 ＢｒｄＵ 来标记神经干细胞ꎮ 脑组织的形态学变化

反映造模后大脑病理改变情况ꎬ也是衡量电针对慢性

脑低灌注模型大鼠海马细胞保护作用的最直观指标ꎮ
以往研究[１７]发现ꎬ电针可改善慢性脑低灌注模型大鼠

海马组织形态学损伤ꎻ造模初期模型组与电针组大鼠

海马齿状回颗粒下层有大量神经干细胞增殖ꎬ电针组

与模型组相比ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ而相应

的电针组大鼠的学习记忆能力优于模型组ꎬ提示电针

治疗能改善学习记忆障碍大鼠的空间学习能力ꎬ且电

针组与模型组同时间点相比ꎬ电针组学习能力更强ꎻ电
针组大鼠随着治疗时间的延长平均逃避潜伏期缩短ꎬ
这也说明电针治疗可通过神经干细胞的增殖来改善学

习记忆能力ꎮ
本研究还发现ꎬ电针可提高慢性脑缺血大鼠海马

Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ且表达在造模初期较高ꎬ但随着

造模后时间的延长ꎬ各组 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 表达减少ꎻ而
海马神经发生在造模后这 ２ 个时间点最显著ꎬ且随着

造模后时间的延长呈递减趋势ꎻ电针组的学习记忆能

力及海马组织形态均明显优于同时间点的模型组[１７]ꎮ
本研究通过 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析显示ꎬ电针组和模型组

的海马 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 含量均与 ＢｒｄＵ 阳性细胞数(Ｐ ＝
０.０００)呈正相关ꎬ且电针组的相关系数大于模型组

(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 Ｎｏｇｇｉｎ ｍＲＮＡ 可能对海马神经干细胞

的表达有正相调控作用ꎬ而电针可使这一作用加强ꎬ说
明电针可通过调节 Ｎｏｇｇｉｎ 的表达来调控海马神经细

胞的增殖ꎬ从而促进海马神经发生ꎬ且随着治疗时间的

延长而学习记忆能力改善显著ꎮ
综上所述ꎬ通过分析电针对慢性脑缺血大鼠学习

记忆能力及海马齿状回神经干细胞的增殖和分化之间

的关系发现ꎬ电针可以通过调节海马神经干细胞的增

殖和分化ꎬ从而提高大鼠空间学习记忆能力ꎮ 需更进

一步研究将通过抑制海马组织 Ｎｏｇｇｉｎ 的表达ꎬ更加客

观地证实电针是否通过 Ｎｏｇｇｉｎ 调控内源性神经干细

胞的增殖与分化来改善慢性脑缺血大鼠学习记忆能

力ꎮ 可以预见在不久的将来ꎬ诱导内源性神经发生将

是治疗 ＣＮＳ 疾病的重要有效途径ꎮ
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读者作者编者
中华医学会杂志社对一稿两投问题处理的声明

为维护中华医学会系列杂志的声誉和广大读者的利益ꎬ现将中华医学会系列杂志对一稿两投和一稿两用问题的处理声明如

下:
１ 本声明中所涉及的文稿均指原始研究的报告或尽管 ２ 篇文稿在文字的表达和讨论的叙述上可能存在某些不同之处ꎬ但这些

文稿的主要数据和图表是相同的ꎮ 所指文稿不包括重要会议的纪要、疾病的诊断标准和防治指南、有关组织达成的共识性文件、新
闻报道类文稿及在一种刊物发表过摘要或初步报道而将全文投向另一种期刊的文稿ꎮ 上述各类文稿如作者要重复投稿ꎬ应向有关

期刊编辑部做出说明ꎮ
２ 如 １ 篇文稿已以全文方式在某刊物发表ꎬ除非文种不同ꎬ否则不可再将该文投寄给他刊ꎮ
３ 请作者所在单位在来稿介绍信中注明文稿有无一稿两投问题ꎮ
４ 凡来稿在接到编辑部回执后满 ３ 个月未接到退稿ꎬ则表明稿件仍在处理中ꎬ作者欲投他刊ꎬ应事先与该刊编辑部联系并申述

理由ꎮ
５ 编辑部认为文稿有一稿两投嫌疑时ꎬ应认真收集有关资料并仔细核实后再通知作者ꎬ同时立即进行退稿处理ꎬ在做出处

理决定前请作者就此问题做出解释ꎮ 期刊编辑部与作者双方意见发生分歧时ꎬ应由上级主管部门或有关权威机构进行最后仲

裁ꎮ
６ 一稿两用一经证实ꎬ期刊编辑部将择期在杂志中刊出其作者姓名和单位及撤销该论文的通告ꎻ对该作者作为第一作者所

撰写的一切文稿ꎬ中华医学会系列杂志 ２ 年内将拒绝其发表ꎻ并就此事件向作者所在单位和该领域内的其他科技期刊进行通报ꎮ
中华医学会杂志社
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