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电针治疗对ＡＤ大鼠学习记忆能力及细胞周期蛋白Ｐ５３、Ｐ２１表达的影响
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　　摘　要：目的　观察电针（ＥＡ）对阿尔茨海默病（ＡＤ）大鼠学习记忆能力及血浆中ＳＯＤ、ＭＤＡ的含量，大脑Ｐ５３、Ｐ２１表达的

影响。方法　选取正常ＳＤ大鼠３６只，随机分成假手术组、模型组和ＥＡ组。ＥＡ组针刺“百会”、“太溪”、“足三里”穴治疗，通过

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大鼠的行为学改变、分光光度法观察大鼠血浆中ＳＯＤ及 ＭＤＡ的水平；免疫荧光法观察大鼠大脑Ｐ５３、Ｐ２１的

表达。结果　与模型组比较：ＥＡ组逃避潜伏期缩短，在第三象限的活动时间延长，跨越原平台位置的次数增多，血浆ＳＯＤ水平升

高、ＭＤＡ水平降低，大脑Ｐ５３、Ｐ２１的表达减少，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＥＡ能够改善Ａβ１４２诱导的ＡＤ大鼠空间

学习记忆能力，可能与提高ＳＯＤ活性，降低 ＭＤＡ含量，下调Ｐ５３，Ｐ２１蛋白表达有关。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是以记忆、认知

等智能障碍为主要临床表现的慢性大脑退行性变性疾病［１］。

ＡＤ目前大多采用西药治疗，而长时间服用西药可引起严重毒

副作用。因此，探寻有效的中医方法已成为治疗ＡＤ的主要趋

势。许多临床报道及实验研究均已证实，针灸治疗对于防治

ＡＤ有肯定的疗效
［２６］。本实验采用腹腔注射Ｄ半乳糖联合侧

脑室注射 Ａβ１４２建立复合型 ＡＤ模型，研究电针对 ＡＤ模型

大鼠的学习记忆及血浆中ＳＯＤ、ＭＤＡ的含量，大脑Ｐ５３、Ｐ２１

表达的影响，旨在探讨电针治疗ＡＤ的作用机理。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性健康ＳＤ清洁级大鼠，体质量２００～２５０

ｇ，由苏州大学实验动物中心提供，合格证号：ＸＣＹＫ（苏）２０１１

０００６。经 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫法筛选反应良好的３６只大鼠进入实

验程序。随机分为假手术组、模型组和电针组，每组１２只。假

手术组：腹腔注射０．９％生理盐水（１ｍＬ／ｄ）７周＋侧脑室注射

２μＬ无菌生理盐水；模型组：腹腔注射５％Ｄ半乳糖（１２０ｍｇ

·ｋｇ
－１·ｄ－１）７周＋侧脑室注射２μＬＡβ１４２，Ｄ半乳糖注射３

周后不进行任何治疗；电针组：腹腔注射５％Ｄ半乳糖（１２０

ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）７周＋侧脑室注射２μＬＡβ１４２，Ｄ半乳糖注

射３周后采用电针治疗。

１．２　 试剂与仪器 　Ｄ半乳糖 （上海试剂二厂）、Ａβ１４２

（ＡＮＡＳＰＥＣ公司）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）及丙二醛（ＭＤＡ）

检测试剂盒（南京建成生物工程研究所），Ｐ５３、Ｐ２１免疫组化试

剂盒（武汉博士德生物工程有限公司），ＷＱＩＯＣ多用电子穴位

测定治疗仪（北京海淀电子医疗仪器厂），华佗牌无菌针灸针

（苏州医疗用品厂）。大鼠脑立体定位仪（浙江大学机械制造），

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫图像采集及分析系统 （中国医学科学院药物研

究所），高速低温超速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），冰冻切片机

（德国Ｌｅｉｃａ公司），共聚焦激光扫描显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

１．３　方法

１．３．１　ＡＤ模型制备　大鼠给予水合氯醛腹腔麻醉后，根据

包新民等的《大鼠脑立体定位图谱》选定前囟后０．８ｍｍ，中线

旁１．２ｍｍ为侧脑室注射点，以牙科钻钻开颅骨，在定位仪夹

持器上固定５μＬ微量注射器，从颅骨表面开始垂直进针４．０

ｍｍ。假手术组侧脑室注射无菌生理盐水２μＬ；模型组和电针

组侧脑室注射Ａβ１４２溶液２μＬ，注射时间约５ｍｉｎ，留针时间

约５ｍｉｎ，使注射液充分弥散后缓慢撤针，以骨蜡封堵注射点，

将皮肤缝合。手术后每只大鼠腹腔注射１ｍＬ／４万单位庆大

霉素，保温至大鼠清醒。

１．３．２　电针方法　依据中国针灸学会实验针灸研究会制定的

动物针灸穴位图谱取“百会”、“太溪”、“足三里”穴进行电针治

疗，使用毫针由枕骨向额骨平刺“百会”穴约３ｍｍ；直刺两侧
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表１　　各组大鼠定向航行实验平均逃避潜伏期的比较（狓±狊，狀＝１２）

组别
逃避潜伏期（ｓ）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天

假手术组 ４１．０９±１．２４ ３２．２９±２．０６ ２４．１７±０．８２ ２２．１６±１．２４ １３．６３±０．９２

模型组 ４０．１９±１．１２ ５６．２４±１．４５ ５１．５４±１．２３ ４５．１５±１．３４ ４１．６９±１．２６

电针组 ４０．４４±０．８４ ３６．５５±１．６０△ ３０．４９±０．８８△ ２７．５９±３．８６△ ２１．９３±０．９７△

　　：犘＜０．０５，与模型组比较；△犘＞０．０５，与假手术组比较。

“太溪”穴３ｍｍ；两侧“足三里”穴５ｍｍ。使用 ＷＱＩＯＣ多用

电子穴位测定治疗仪治疗（两侧太溪与两侧足三里穴各为一对

电极，太溪穴接正极，足三里穴接负极），连续波，频率３５Ｈｚ，

电压２Ｖ，以大鼠肢体轻轻抖动为适宜电刺激强度；每次治疗

时间１５ｍｉｎ，每日治疗１次，１个疗程为７ｄ，疗程间隔１ｄ，治

疗４个疗程后进行水迷宫行为学测试。

１．３．３　大鼠行为学检测　采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试大鼠逃避

潜伏期和通过原平台次数以检测大鼠空间学习和记忆能力的

变化。参照 Ｍｏｒｒｉｓ及洪岸 的方法进行实验。（１）定位航行试

验：每天上下午各训练１次，共训练５ｄ。每天将大鼠从第３象

限入水点面向池壁放入水中，记录大鼠找到平台需要的时间

（逃避潜伏期）。（２）空间探索实验：第５天将平台移去，大鼠从

第１象限入水，记录１２０ｓ内每只大鼠在第３象限的游泳时间

及穿越原平台位置的次数。

１．３．４　血清ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量的测定　水迷宫第３天，各

组选取６只大鼠，经４％水合氯醛麻醉后，抽腹股动脉血，以血

液∶抗凝剂＝９∶１加４％柠檬酸三钠抗凝，转速３５００ｒ／ｍｉｎ，

离心１０ｍｉｎ后，取上清液进行ＳＯＤ、ＭＤＡ的测定。

１．３．５　灌注取材　将每组剩余６只大鼠用３．８％水合氯醛的

腹腔麻醉，麻醉后立即开胸暴露心脏，左心室插管，剪开右心

耳，快速灌注４℃生理盐水至肝脏色泽变白，改灌４％的多聚

甲醛１０ｍＬ／ｍｉｎ，肝脏，四肢及尾均变僵硬后停灌。灌注完毕

立即取出大鼠大脑，置于４％多聚甲醛固定液固定６ｈ，再移入

２０％蔗糖溶液中。待组织块沉淀后，作冰冻连续切片，片厚３０

μｍ。－２０℃保存备用。

１．３．６　免疫荧光双标法　（１）将切片从－２０℃取出，复温１ｈ

后，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ洗１０ｍｉｎ×３次；（２）封闭：滴加５％胎

牛血清封闭，室温孵育２ｈ；（３）一抗：加入一抗混合液：Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３３４２（１∶９０００）以及兔来源的抗体Ｐ２１（１∶１００），Ｐ５３

（１∶５００），室温孵育２ｈ后；４℃孵育１６～１８ｈ（４）０．０１ｍｏｌ／Ｌ

的ＰＢＳ洗１０ｍｉｎ×３次；（５）二抗：用ＦＩＴＣ标记的羊抗兔（１∶

２００），避光，室温孵育２ｈ，４℃孵育１６～１８ｈ；（６）０．０１ｍｏｌ／Ｌ

的ＰＢＳ洗１０ｍｉｎ×３次；（７）染核：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（１∶７０００），

避光，室温孵育０．５ｈ；（８）０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ洗１０ｍｉｎ×３

次；（９）封片：以中性甘油封片，４℃避光保存于湿盒中。

１．４　图像分析　采用ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ对图片进行数据处理。

用荧光显微镜检测且通过细胞计数计算Ｐ２１及Ｐ５３的阳性表

达率。结果判断以细胞核染色阳性表达数大于或等于１０％为

阳性表达。

１．５　统计学处理　计量资料以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１３．０行

统计学分析。用方差分析和狋检验进行两组间比较，用 ＡＮＯ

ＶＡ单因素方差分析进行多组间的比较，以犘＜０．０５表示差异

具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　模型制备　造模前各组大鼠反应灵敏，毛发光滑，食欲

好，动作灵活。造模后大鼠体质量减轻，行动缓慢，反应迟钝，

活动量少、食欲差、毛发干枯发黄，双颊明显脱毛，尾部有色素

斑点沉着，喜睡。经电针治疗后，大鼠活动变得敏捷、饮食增

加、毛发较前光滑。

２．２　定向航行实验　实验期间，与假手术组比较，模型组逃避

潜伏期明显延长，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。实验第１

天，电针组与模型组相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

第２～５天，电针组逃避潜伏期与模型组相比明显缩短，差异有

统计学意义（犘＜０．０１）。结果见表１。

２．３　空间探索试验　假手术组大鼠在第三象限的活动时间较

长，且游泳轨迹集中在平台所在的象限。模型组大鼠在第三象

限的活动时间少，穿越原平台所在位置次数明显减少，且游泳

轨迹是随机分布的，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。电针组与

模型组比较穿越平台次数和时间明显增加，游泳轨迹集中在原

平台所在象限，差异有统计学差异（犘＜０．０５），见表２，图１。

表２　　各组大鼠空间探索实验情况（狀＝１２，狓±狊）

组别 穿越平台次数 第三象限活动时间（ｓ）

假手术组 ５．６７±１．２１ ４０．９１±６．９８

模型组 １．５４±０．８２ ９．６６±０．６１

电针组 ４．４１±１．０６△ ２０．９９±２．１２△

　　犘＜０．０１，与假手术组比较；△犘＜０．０５，与模型组比较。

２．４　血清ＳＯＤ，ＭＤＡ观察结果　与假手术组相比，模型组

ＳＯＤ活性显著降低，有统计学意义（犘＜０．０１）。与模型组相

比，电针组 ＳＯＤ 活性显著升高，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表３。

表３　　各组大鼠血浆中ＳＯＤ、ＭＤＡ活力（狀＝６，狓±狊）

组别 狀 ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ）

电针组 ６ ２４７．０４±２８．５５△

假手术组 ６ ３１４．６６±６６．９２

模型组 ６ １７１．４６±３９．７７

　　犘＜０．０１，与假手术组比较；△犘＜０．０１，与模型组比较。

２．５　Ｐ５３、Ｐ２１的免疫荧光双标结果　阳性结果判断标准：荧

光显微镜下见细胞核中出现绿色荧光颗粒即为阳性；胞核中无

绿色荧光颗粒者为阴性，见图２、３。各组大鼠脑组织阳性细胞

数见表４。

表４　　各组大鼠脑组织Ｐ５３、Ｐ２１表达的阳性

　细胞数（个／高倍镜视野，狓±狊）

组别 狀 表达Ｐ５３的阳性细胞数 表达Ｐ２１的阳性细胞数

假手术组 ６ ２１．６７±４．０４ １３．０９±３．４１

电针组 ６ ３４．４０±４．２４△ ２５．０２±３．８２△

模型组 ６ ４３．５８±３．５３ ３９．５４±４．２４

　　犘＜０．０１，与假手术组比较；△犘＜０．０１，与模型组比较。
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　　Ａ：假手术组；Ｂ：电针组；Ｃ：模型组。

图１　　造模后各组大鼠在撤去平台后在第三象限活动的轨迹图

　　１Ａ、２Ａ、３Ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染核免疫标记；１Ｂ、２Ｂ、３Ｂ：Ｐ５３的免疫标记；１Ｃ、２Ｃ、３Ｃ：Ａ和Ｂ的合并图。１Ａ、１Ｂ、１Ｃ：假手术组；２Ａ、２Ｂ、２Ｃ：电针

组；３Ａ、３Ｂ、３Ｃ：模型组（标尺＝４０μｍ）。

图２　　Ｐ５３的免疫荧光双标分析。
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　　１Ａ、２Ａ、３Ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染核免疫标记；１Ｂ、２Ｂ、３Ｂ：Ｐ２１的免疫标记；１Ｃ、２Ｃ、３Ｃ：Ａ和Ｂ的合并图。１Ａ、１Ｂ、１Ｃ：假手术组；２Ａ、２Ｂ、２Ｃ：模型

组；３Ａ、３Ｂ、３Ｃ：电针组（标尺＝４０μｍ）。

图２　　Ｐ２１的免疫荧光双标分析。

３　讨　　论

《医学心悟》曰：“肾主智，肾虚则智不足，善忘其前言”，《灵

枢·天年篇》云：“八十岁肺气衰，魄离故言善误。”《医林改错》

曰 “灵机记忆在脑不在心”。中医学认为，ＡＤ的病变在脑
［７］。

ＡＤ的病机为气虚血淤，淤血内阻，蒙蔽清窍，脑髓不足
［８］。目

前常用于治疗ＡＤ的针灸干预措施有“毫针，电针，穴位注射，

灸法”，其中电针疗效较好［９］。本实验选取“百会”、“足三里”、

“太溪”三穴。百会通过督脉入脑，可醒神开窍、健脑益智；太溪

为足少阴肾经腧穴、原穴，可补肾养髓。足三里为胃经合穴，有

和胃健脾，升精降浊，导痰行滞之功可补益后天、化生气血助生

髓。诸穴配伍，起补肾增精、益智健脑之效［１０］。

本实验选取 Ｍｏｍｓ水迷宫来检测大鼠的学习记忆能力变

化。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫结果表明模型组逃避潜伏期的时间明显长

于假手术组，且随着学习时间的延长，这种趋势更加明显，表明

造模成功，经电针治疗后大鼠的逃避潜伏期明显缩短，说明电

针治疗对ＡＤ模型大鼠学习记忆能力有显著的改善作用，提示

电针对ＡＤ有显著的防治作用。模型组与假手术组相比，撤去

平台后在第三象限的活动时间及穿越平台次数明显减少。各

组大鼠游泳轨迹显示：假手术组游泳轨迹围绕平台，多次穿越

平台。模型组游泳轨迹较少分布在平台象限，表明其空间定位

记忆力减退。电针组大鼠的空间定位记忆能力接近假手术组，

但与假手术组还有一定的差距，说明电针只能部分提高ＡＤ模

型大鼠的学习记忆能力，不能使之痊愈。

现有的研究表明，脑组织的氧化应激反应参与了ＡＤ的发

生和发展［１１１２］。ＳＯＤ活力可反映机体清除氧自由基的能力。

ＭＤＡ是体内过氧化作用的最终产物，其含量高低间接反映机

体细胞受自由基攻击的严重程度。本研究结果显示，模型组大

鼠ＳＯＤ活力降低，ＭＤＡ含量明显升高，说明模型组大鼠自由

基清除能力下降，脂质过氧化水平增高。电针组ＳＯＤ活性显

著升高，ＭＤＡ含量显著降低。表明电针能够显著提高 ＡＤ大
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鼠的抗氧化能力，减轻自由基对脑组织的损伤。这可能是电针

改善 ＡＤ大鼠认知障碍的作用机制之一。

近年来，随着对细胞周期及其调控研究的深入，人们发现

ＡＤ病理改变与细胞周期相关蛋白的异常表达有关。有研究

发现，Ｐ５３为一种肿瘤抑制基因，可被Ａβ激活而诱导ＡＤ的细

胞凋亡。Ｐ５３可能主要通过线粒体途径诱导细胞凋亡，最终凋

亡蛋白酶由线粒体释放进入细胞浆而导致细胞凋亡。本研究

结果显示，模型组大鼠Ｐ５３蛋白表达的细胞数较假手术组多，

提示ＡＤ大鼠脑细胞的Ｐ５３蛋白可能被β淀粉样蛋白激活。

这可能在 ＡＤ脑细胞凋亡过程中起重要作用。电针组大鼠

Ｐ５３蛋白表达的细胞数较模型组少．说明电针可能通过抑制

Ｐ５３蛋白表达，从而减轻ＡＤ的细胞凋亡。

Ｐ５３Ｐ２１ｗａｆｌ信号通路是衰老过程中重要的信号通路。

Ｐ２１在细胞周期调节中的作用机制由ＤＮＡ损伤发生的时期不

同而改变，Ｐ２１不同区域对应于不同的靶位，其 Ｎ端结合并抑

制ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ，使蛋白激酶的活性受抑制。阻止细胞从Ｇ１ 进

入Ｓ期。如果ＤＮＡ的损伤发生在Ｓ期之前，Ｐ２１蛋白主要通

过与ＣＤＫＣｙｃｌｉｎ结合并抑制其功能使细胞周期停滞于Ｇ１ 期。

本研究结果显示，模型组大鼠脑细胞内的Ｐ２１蛋白表达高于

假手术组，这与上述细胞衰老过程中细胞周期调控蛋白的变化

一致。电针组大鼠脑组织内Ｐ２１蛋白的表达则低于模型组。

这提示电针可通过下调Ｐ２１蛋白的表达，阻止脑细胞进入衰

老程序而起延缓脑衰老的作用。电针改善 ＡＤ大鼠的学习记

忆能力，可能与抑制Ｐ５３、Ｐ２１表达，减轻脑细胞的损伤有关。

本研究表明，电针治疗ＡＤ有着确切的临床疗效。它的作

用机制可能：（１）通过刺激人体特定的腧穴，激发经络之气，调

整脏腑、经络及大脑的机能，动员机体的内在因素来达到防治

ＡＤ的目的。同时，针刺可能改善脑部血液循环，刺激后使相

应的脑区血流量增加，兴奋大脑皮层，改善脑部供氧需求，促进

衰退神经元的能量代谢。（２）电针通过降低 ＭＤＡ含量，抑制

ＭＤＡ的神经毒性，升高ＳＯＤ活性，提高 ＡＤ大鼠的抗氧化能

力，减轻自由基对脑组织的损伤，，从而促进学习记忆能力的恢

复。（３）电针明显减少ＡＤ模型大鼠脑中Ｐ５３、Ｐ２１表达，减轻

ＡＤ的脑细胞损伤。

综上所述，电针可改善复合型ＡＤ模型大鼠空间学习记忆

能力，明显增高ＳＯＤ活力，减低 ＭＤＡ含量，明显减少ＡＤ模型

大鼠脑中Ｐ５３、Ｐ２１表达，具有提高抗氧化能力，减轻自由基对神

经元的损伤，抗细胞凋亡，保护神经元的作用，这可能是电针改

善Ａβ１４２诱导的ＡＤ大鼠空间学习记忆障碍的可能机制。
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