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摘　 要:目的 通过观察电针神庭、百会穴对大脑中动脉缺血再灌注模型(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ / Ｒ)认知功能障碍大鼠海马区 γ￣氨基丁酸 Ｂ 受体 ｇａｂｂｒ１ 表达的影响ꎬ探讨电针改善 ＭＣＡＯ / Ｒ
大鼠学习记忆能力的可能机制ꎮ 方法 ２７ 只雄性健康 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组、模型组、电针组ꎻ模型组、电针

组采用 ｌｏｎｇａ 线栓法制备 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型ꎬ假手术组仅分离颈总、颈内及颈外动脉ꎬ不插入线栓ꎬ造模后通过 ｌｏｎｇａ
五分法验证模型ꎮ 电针组取神庭、百会穴在造模后 ２４ ｈ 进行干预ꎬ治疗 ７ ｄꎻ干预第 ３ ｄ 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验

检测各组大鼠学习记忆能力ꎬ为期 ４ ｄꎻ干预第 ７ ｄ 断头取大鼠完整海马组织ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣
ＰＣＲ)检测各组大鼠海马组织中 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 结果 与假手术组相比ꎬ模型组水迷宫实验的第三象限距

离比显著减小(Ｐ<０.０５)ꎬ穿越平台次数减少(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ电针组经治疗后第三象限距离比扩大

(Ｐ<０.０５)ꎬ穿越平台次数增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 与假手术组相比ꎬ模型组海马区 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 表达量显著增高(Ｐ<
０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ电针组海马区 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 表达降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论 电针神庭、百会穴能改善脑缺血再

灌注大鼠的学习记忆能力ꎬ其机制可能与调节 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 在海马中的表达有关ꎮ
关键词:ＭＣＡＯ / Ｒꎻ学习记忆能力ꎻ电针ꎻ神庭ꎻ百会ꎻｇａｂｂｒ１
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　 　 脑卒中在我国患病率为 １７００ / １０ 万ꎬ居世界首

位[１]ꎬ死亡率和伤残率分别为 １４９. ４９ / １０ 万和

１１４８ / １０ 万[２]ꎬ具有高发病率、高死亡率、高致残率

的特点ꎮ 卒中后认知障碍 ( ｐｏｓｔ￣ｓｔｒｏｋｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔꎬＰＳＣＩ)是脑卒中的常见后遗症ꎬ为血管

性认知障碍亚型[３]ꎬ约 ７２.５％的卒中患者会经历卒

中后认知障碍[４]ꎬ表现为记忆、学习、执行能力低

下、注意力不集中等ꎬ严重影响生活质量ꎬ极大增

加了家庭负担ꎬ被世界卫生组织列为公共卫生严

峻挑战之一[５]ꎮ 针刺疗法因其简便有效的优点ꎬ
被运用于脑卒中的治疗中ꎬ其中电针因其可量化、
可控制、可调节的特点在治疗中被广泛运用ꎬ大量

的实验及临床研究表明电针在确保安全的前提

下ꎬ可以较好改善 ＰＳＣＩ 患者的认知功能障碍[６]ꎮ
γ￣氨基丁酸(γ￣Ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎬＧＡＢＡ)是大

脑中枢神经系统( ｃｅｎｔｒａｌ Ｎｅｒｖｏｕｓ ＳｙｓｔｅｍꎬＣＮＳ)的

抑制性神经递质ꎬ与认知功能损害密切相关[７]ꎮ
ＧＡＢＡＢ 受 体 是 ＧＡＢＡ 的 亚 型 之 一ꎬ ｇａｂｂｒ１ 为

ＧＡＢＡＢ 受体的重要亚基ꎬ由 ｇａｂｂｒ１ 基因编码ꎬ影
响 ＧＡＢＡＢ 受体的表达以及对认知功能的改善[８]ꎮ
ｇａｂｂｒ１ 的表达改变影响认知功能在阿尔兹海默病

相关研究中也得到证实[９]ꎮ 本实验意在通过观察

电针神庭、百会对脑缺血再灌注(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ / Ｒ) 大鼠海
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马 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 表达的影响ꎬ探讨电针治疗脑卒

中后认知障碍的作用机制ꎬ以期为脑卒中的理论

研究及临床靶向治疗拓展一定思路ꎮ
１　 材料与方法

１.１　 实验动物　 ＳＰＦ 级ꎬ雄性 ＳＤ 大鼠 ２７ 只ꎬ由北

京华阜康生物科技股份有限公司提供ꎬ许可证号

ＳＣＸＫ(京)２０１９￣０００８ꎬ体质量(２７０±１０) ｇꎬ由福建

省中医药科学院实验动物中心负责喂养ꎬ每笼 ４ ~
５ 只ꎬ将大鼠放置在温度 ２４ ~ ２６ ℃ꎬ湿度 ( ５０ ±
２０)％ꎬ保持通风和光照的环境下喂养ꎬ自由饮食ꎬ
为期 １ 周的适应性喂养后进行实验动物模型的制

备ꎬ实验中对动物的各项处理均按照 ２０２１ 年公布

的«实验动物管理条例»(征求意见稿)执行ꎮ
１.２　 主要仪器与试剂 　 Ｒ４０７ 小动物呼吸麻醉机

(深圳瑞沃德生命科技公司)ꎬＬ３８００ 号线栓(广州

佳灵生物技术有限公司)ꎬＭＴ￣２００ 型 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

实验装置(四川成都泰盟科技有限公司)ꎬＡＢＩ ｓｔｅｐ
ｏｎｅ ｐｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 检测仪(美国应用生物系

统公司)ꎬ华佗牌 ＳＤＺ￣Ⅱ型电子针疗仪(苏州医疗

用品厂有限公司)ꎬ环球牌 ０.２５ ｍｍ×１３ ｍｍ 无菌毫

针(苏州针灸用品有限公司)ꎬＦａｓｔ Ｑｕａｎｔｉｔｙ ＲＴ Ｋｉｔ
逆转录试剂盒(货号 ＫＲ１０６ꎬ北京天根生化科技公

司)ꎬＴｒｉｚｏｌ 试剂(批号 ３８０７１０ꎬ美国默赛飞公司)ꎮ
ｇａｂｂｒ￣１ 引 物 ( 序 列 Ｆ: ５′￣ＡＧＣＣＡＧＴＴＣＣＣＧＴＴＴ￣
ＧＴＣＴ￣３′ꎬＲ:５′￣ＧＧＧＴＣＴＴＣＣＴＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣＴ￣３′ꎻ大
小 １４５ ｂｐ)、ＧＡＰＤＨ 引物 (序列 Ｆ:５′￣ＧＧＣＡＡＧＴ￣
ＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣ＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡ￣
ＧＣＧＧ￣３′ꎻ大小 ９３ ｂｐ)ꎮ
１.３　 模型分组与制备　 采用随机数字表法将实验

大鼠分为:电针组、假手术组和模型组ꎬ每组各 ９
只ꎮ 大鼠术前禁食ꎬ参考 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ 线栓法[１０]制备

ＭＣＡＯ / Ｒ 模型ꎮ 用异氟烷吸入麻醉ꎬ设定诱导浓

度为 ２.５％ꎬ将大鼠放入麻醉诱导盒中ꎬ持续 ２ ｍｉｎ
左右ꎬ待大鼠呼吸均匀、触碰四肢无反应后取出ꎬ
把其头鼻放置于麻醉面罩里固定ꎬ并将诱导浓度

调至１.５％维持麻醉深度ꎮ 将麻醉状态大鼠仰卧状

固定于手术板上ꎬ备皮消毒ꎬ从颈前正中偏左轻剪

开皮肤ꎬ充分暴露左侧颈总动脉( ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙꎬＣＣＡ)、 颈外动脉 ( ｅｘｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬ

ＥＣＡ)、颈内动脉(ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＩＣＡ)ꎬ在颈

外动脉远心端进行结扎ꎬ动脉夹夹闭 ＣＣＡ 和 ＩＣＡꎬ
然后在 ＥＣＡ 和 ＣＣＡ 相接靠近 ＥＣＡ ３ ｍｍ 处剪开一

小口ꎬ缓慢插入部分线栓ꎬ并用缝合线打一活结固

定住线栓ꎬ调整角度ꎬ将线栓缓慢插入大脑中动脉

约 １８~２０ ｍｍꎬ遇到轻微阻力时即停止ꎬ固定线栓ꎬ
缝合伤口并消毒ꎮ 待缺血 ２ ｈ 后回抽线栓至 ＣＣＡ
分叉处ꎬ完成再灌注ꎮ 假手术组仅分离颈总、颈内

和颈外动脉ꎬ不做其他措施ꎮ 参照 ｌｏｎｇａ 五分法[１０]

评估造模大鼠神经功能缺损情况ꎬ其中 ０ 分:无明

显神经缺损症状ꎻ１ 分:提尾时不能伸展对侧前爪ꎻ
２ 分:提尾时向对侧转圈ꎻ３ 分:行走时自发性向对

侧倾倒ꎻ４ 分:不能自发行走ꎬ意识丧失ꎮ １~３ 分则

代表模型制备成功ꎮ 本次实验共制备模型大鼠 ２０
只ꎬ根据 ｌｏｎｇａ 五分法剔除 ０ 分、４ 分大鼠各 １ 只ꎻ
模型检验成功的 １８ 只 ＭＣＡＯ / Ｒ 大鼠随机分为电

针组和模型组ꎬ每组各 ９ 只ꎮ
１.４　 干预措施　 电针组依据«实验针灸学» [１１] 选

取神庭穴和百会穴ꎬ提捏进针 ０.３~０.５ ｍｍꎬ连接电

针仪ꎬ设定电流 １~３ ｍＡꎬ疏密波ꎬ频率 ２ / ２０ Ｈｚꎬ以
大鼠耐受及穴位周边肌肉组织轻微抖动为度ꎮ 于

术后第 １ ｄ 开始干预ꎬ每天 １ 次ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎬ持续

７ ｄꎮ 假手术组与模型组同样条件抓取后回笼饲

养ꎬ不予电针干预ꎮ
１.５　 观察及检测方法

１.５.１　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试　 在造模后的第 ３ ｄꎬ采
用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试大鼠空间学习和记忆能力ꎮ
在 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫的水池放置一个直径 ５ ｃｍ 的透明

圆形逃生平台ꎬ池内水位 ３０ ｃｍꎬ水池分为 ４ 个象

限ꎬ逃生平台放置于第 ３ 象限ꎮ 水迷宫定位航行实

验:实验开始前先将大鼠放置于平台适应学习

２ ｍｉｎꎬ之后将大鼠分别从水池的 ４ 个象限以顺时

针方向按顺序依次将大鼠面朝池壁放入水中ꎬ测
试其在 ９０ ｓ 内到达第三象限的距离路程与总路程

之间的比值(第三象限距离比 ＝第三象限距离 /总
路程)ꎮ 以此类推再进行下一象限的测试ꎬ共测试

４ ｄꎮ 水迷宫空间探索实验:造模后第 ７ ｄꎬ撤去平

台ꎬ将大鼠依次从 ４ 个象限按顺序放入水池ꎬ观察

９０ ｓ 内大鼠穿越原平台放置象限的次数ꎮ
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１.５.２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测脑海马组织 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 表

达　 大鼠用异氟烷麻醉后ꎬ断头取出全脑ꎬ在冰台

上迅速分离出左侧海马组织ꎬ放于液氮罐中冻存ꎬ
－８０ ℃冰箱保存ꎮ 取冰箱冻存的左侧整块海马组

织放入研磨仪中ꎬ加入少许液氮预冷后ꎬ研磨成极

细的粉末ꎮ 参照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒说明提取样本中

ＲＮＡꎮ 引物序列通过 ＮＣＢＩ 网站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )下载基因序列ꎬ基因 ＩＤ:８１６５７ꎬ
再由 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计完成ꎮ 参照 Ｆａｓｔ
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ＲＴ Ｋｉｔ 逆转录试剂盒说明书反转录为

ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ 为模 板 进 行 ｑＰＣＲꎬ 反 应 体 系

１０ μＬ:上下游引物各 ０.３ μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎬｑ￣ＰＣＲ
ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ２.４ μＬꎮ 反应参数设置为:
９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ５０ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃
２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因ꎬ按照

２－ΔΔＣｔ方法处理数据ꎬ计算ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 相对表达

量ꎬ引物序列ꎬ见表 １ꎮ
１.６　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 进行统计学分

析ꎬ计量资料用(ｘ±ｓ)表示ꎬ正态检验符合正态分

布且方差齐性采用单因素方差分析ꎬ并以 ＬＳＤ 法

进行组间的两两比较ꎮ 不符合正态分布则采用非

参数秩和检验ꎬ成对比较ꎮ Ｐ<０.０５ 表明差异有统

计学意义ꎮ

表 １　 引物序列

基因 序列 产物长度(ｂｐ)

ｇａｂｂｒ￣１ 上游:５′￣ＡＧＣＣＡＧＴＴＣＣＣＧＴＴＴＧＴＣＴ￣３′ １４５

下游:５′￣ＧＧＧＴＣＴＴＣＣＴＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣＴ￣３′

ＧＡＰＤＨ 上游:５′￣ＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡ￣３′ ９３

下游:５′￣ＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡＧＣＧＧ￣３′

２　 结果

２.１　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试结果

２.１.１　 定向航行实验 　 与假手术组相比ꎬ模型组

每日第三象限距离比相较假手术组均显著减小

(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ电针组每日第三象限

距离比显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ且电针组每日第三象

限距离与总路程比呈上升趋势ꎮ 结果见表 ２ꎮ

表 ２　 各组大鼠定向航行实验每日第三象限距离比(ｘ±ｓ)

组别 ｎ 造模后第 ３ 天 造模后第 ４ 天 造模后第 ５ 天 造模后第 ６ 天

假手术组 ９ ０.４６±０.０３ ０.４３±０.０３ ０.４６±０.０３ ０.３６±０.０３ｃ

模型组 ９ ０.３０±０.０４ａ ０.３１±０.０３ａ ０.３５±０.０４ａ ０.３０±０.０２ａ

电针组 ９ ０.３９±０.０２ｂ ０.４１±０.０３ｂ ０.４５±０.０４ｂ ０.４５±０.０２ｂ

　 　 注:ａ与假手术组比较ꎬＰ<０.０５ꎻｂ与模型组比较ꎬＰ<０.０５ꎻｃ与电针组相比较ꎬＰ<０.０５

２.１.２　 空间探索实验　 模型组穿越平台次数显著

少于假手术组(Ｐ<０.０１)ꎬ电针组相较于模型组穿

越平台次数显著增多(Ｐ<０.０５)ꎮ 结果见图 １ꎮ
２.２　 左侧海马 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 表达情况　 与假手术

组相比ꎬ模型组 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 表达量显著增高(Ｐ<
０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ电针组、假手术组 ｇａｂｂｒ１
ｍＲＮＡ 表达量均显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 结果见图 ２ꎬ
ｇａｂｂｒ１ 的溶解与扩增曲线见图 ３ꎮ

注:ａ.与假手术组比较ꎬＰ<０.０１ꎻｂ.与模型组比较ꎬＰ<０.０５

图 １　 各组大鼠空间探索实验穿越平台次数

注:ａ.与假手术组比较ꎬＰ<０.０１ꎻｂ.与模型组比较ꎬＰ<０.０１

图 ２　 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 相对表达量
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图 ３　 溶解与扩增曲线

３　 讨论

ＰＳＣＩ 在中医临床上将其归属于“呆病” “健

忘”等范畴ꎬ病位在脑ꎬ病理因素多为虚、痰、瘀ꎬ病
性虚实夹杂[１２]ꎮ «灵枢􀅰邪气脏腑病形»云:“病
变在脑ꎬ首取督脉ꎮ”表明了督脉是治疗脑疾的首

要选择ꎮ 督脉畅通ꎬ调控全身阳气ꎬ髓海充足ꎬ元
神得养ꎮ 神庭和百会是督脉上的要穴ꎬ分别为脑

神所居和百神之会ꎬ有宁神醒脑、调神益智之功

效ꎮ 有研究[１３￣１６]发现神庭、百会穴对 ＰＳＣＩ 患者认

知功能改善具有明显疗效ꎮ 胡延超等[１７]表明电针

可通过调节信号通路反应ꎬ参与神经突触的重塑

等改善学习记忆功能ꎮ 因此本次研究通过电针大

鼠神庭、百会穴探索其改善学习记忆功能的效果ꎬ
水迷宫结果提示电针组大鼠较模型组大鼠的空间

及学习能力有所改善ꎮ
ＧＡＢＡＢ 属于 Ｇ 蛋白偶联受体ꎬ介导神经传

递ꎬ在中枢神经系统中起抑制效应ꎮ ＧＡＢＡＢ 受体

的功能障碍与抑郁、记忆和癌症等多种疾病有

关[１８￣１９]ꎮ 研究发现 ＧＡＢＡＢ 受体在海马、额叶皮层

和丘脑等与学习认知相关的大脑区域中高度表

达ꎬ影响神经元的活性、可塑性以及突触传递之间

的平衡[２０￣２２]ꎮ 最近研究表明[２３]缺血性脑卒中会导

致 ＧＡＢＡＢ 的表达改变ꎬ影响它所介导的抑制神经

兴奋性毒性功能ꎬ加剧脑神经死亡ꎬ引起学习记忆

功能障碍[２４]ꎮ
ｇａｂｂｒ１ 参与 ＧＡＢＡＢ 的基因转录ꎬ调控 ＧＡＢＡＢ

的反应性ꎬ是影响突触兴奋性与抑制性平衡的关

键[２５￣２６]ꎮ 树突棘是神经元树突分支上的棘状突

起ꎬ是 ＧＡＢＡＢ 神经元产生突触的主要结构ꎬ能调

控神经信号传递ꎬ与突触的形态重塑密切相关ꎮ
树突棘数量减少或形态异常ꎬ会引起认知、学习记

忆功能下降[２７]ꎮ ｇａｂｂｒ１ 主要在海马突触后表达ꎬ
能通过激活 Ｋ＋ 通道阻断树突细胞的电压门钙通

道ꎬ减少树突内的 Ｃａ２＋浓度ꎬ破坏树突棘中肌动蛋

白细胞骨架的稳定性ꎬ导致树突棘数量丢失和形

态变 化ꎬ 改 变 突 触 传 递 效 能ꎬ 影 响 突 触 可 塑

性[２８￣２９]ꎮ 杨培丹等[３０]发现智三针电针治疗会增加

树突棘密度ꎬ增强突触信号连接ꎬ改善血管性痴呆

小鼠的工作记忆能力ꎮ 且本实验结果显示ꎬ模型

组大鼠海马组织中 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 的表达量明显上

升ꎬ提示脑卒中会激活 ｇａｂｂｒ１ 的表达ꎮ 经过电针

干预后ꎬ电针组的 ｇａｂｂｒ１ ｍＲＮＡ 表达量有了显著

下降ꎬ说明电针神庭、百会穴抑制 ｇａｂｂｒ１ 的表达ꎮ
推测电针可能通过降低 ｇａｂｂｒ１ꎬ提高树突棘密度ꎬ
增强 ＧＡＢＡＢ 神经元突触间的神经信号传导ꎬ调节

突触重塑ꎬ从而改善脑卒中后的学习记忆水平ꎮ
综上所述ꎬ结合 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试结果ꎬ研究

表明电针神庭、百会穴可以降低 ｇａｂｂｒ１ 的 ｍＲＮＡ
表达水平影响突触可塑性从而改善 ＭＣＡＯ / Ｒ 大鼠

的学习记忆能力ꎮ 所以ꎬｇａｂｂｒ１ 是影响学习记忆的

重要靶点ꎮ 但脑卒中发生机制复杂ꎬ电针干预

ｇａｂｂｒ１是否会产生不同的上下游联动机制来达到改

善卒中后认知障碍的症状还有待继续深入探索ꎮ
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