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摘 要:目的 观察电针督脉经穴对血管性痴呆大鼠(vasculardementia,VD)海马CA1区转录激活因子6(ATF6)/内

质网应激增强子结合(C/EBP)同源蛋白(CHOP)通路的影响,探讨电针治疗VD的作用机制。方法 将SPF级雄性SD
大鼠随机分为正常组(Normal组)、假手术组(Sham组)、模型组(Model组)、电针督脉经穴组(EA+督脉经穴组)和电针

非经非穴组(EA+非经非穴组),每组12只。除Normal组、Sham组外,其余组均采用双侧颈总动脉永久结扎法复制动

物模型。EA+督脉经穴组和EA+非经非穴组给予疏密波、频率15Hz电针治疗20分钟/次,隔日1次,连续进行4周。

Morris水迷宫实验检测大鼠学习、记忆能力。透射电镜观察海马CA1区神经元超微结构。WesternBlot法和RT-PCR
法检测海马CA1区GRP78、ATF6、CHOP蛋白及其 mRNA的表达。结果 与Sham组比较,Model组平均逃避潜伏期

延长、穿越平台次数减少(P<0.01);海马CA1区神经元细胞结构损坏明显;GRP78、ATF6、CHOP蛋白及mRNA表达

明显增高(P<0.01)。与 Model组比较,EA+督脉经穴平均逃避潜伏期缩短、穿越平台次数增加(P <0.01);海马

CA1区神经元细胞损伤程度改善。GRP78、ATF6、CHOP蛋白及 mRNA表达均减少(P<0.01)。与EA+督脉经穴组

比较,EA+非经非穴组逃避潜伏期延长,穿越平台次数减少(P<0.01);神经元细胞损伤严重。GRP78、ATF6、CHOP
蛋白及其 mRNA表达增高(P<0.01)。结论 针刺督脉经穴能够改善血管性痴呆大鼠认知障碍其机制可能是通过调

控ATF6/CHOP通路,抑制ERS从而发挥其脑保护效应。
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Effectofelectro-acupunctureatDumeridianonATF6/CHOPpathway
inthehippocampalCA1regionofratswithvasculardementia

LiuFang1,LiMengxing2,WangYu3

(1.AnqingMedicalCollege,Anqing246052,Anhui,China;2.SchoolofAcupuncture-moxibustion
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  Abstract: Objective Toobservetheeffectofelectro-acupunctureatDumeridian(EDM)ontheATF6
(activatingtranscriptionfactor6)/CHOP(C/EBPhomologousprotein)pathwayinthehippocampalCA1re-
gionofratswithvasculardementia(VD),soastoexplorethemechanismofelectro-acupunctureinthetreat-
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mentofVD. Methods SPF-gradeSDratswererandomlydividedintofourgroupswith12ratsineachgroup:

Normalgroup,Shamoperationgroup,Modelgroup,EA+DumeridiangroupandEA+non-meridianandnon-
acupointgroup.Exceptforthenormalgroupandtheshamgroup,theanimalmodelswereduplicatedbyper-
manentligationofbilateralcommoncarotidarteriesintheothergroups.TheEA+Dumeridiangroupandthe
EA+non-meridianandnon-acupointgroupweretreatedwithelectro-acupunctureofsparse-densewavewith15
Hzfrequencyfor20minutesonceeveryotherdayfor4weeks.Thelearningandmemoryabilityoftheratswas
testedbytheMorriswatermaze.Transmissionelectronmicroscopywasusedtoobservetheultrastructureof
neuronsinthehippocampalCA1region.WesternBlotandRT-PCRwereadoptedtodetecttheproteinandmR-
NAexpressionsofGRP78,ATF6andCHOPinthehippocampalCA1region. Results Comparedwiththe
shamgroup,themodelgrouphadprolongedaverageescapelatencyanddecreasedtimesofplatformcrossing
(P<0.01).Andinthemodelgroup,theneuronalstructureinthehippocampalCA1regionwassignificantly
damaged;theproteinandmRNAexpressionsofGRP78,ATF6andCHOPhadsignificantlyincreased(P<
0.01).Comparedwiththemodelgroup,theEA+Dumeridiangrouphadshortenedaverageescapelatencyand
increasedtimesofplatformcrossing(P<0.01).InthetheEA+Dumeridiangroup,thedegreeofneuronal
celldamagewasalleviatedinthehippocampalCA1region;theproteinandmRNAexpressionsofGRP78,

ATF6andCHOPweredecreased(P<0.01).ComparedwiththeEA+Dumeridiangroup,theEA+non-me-
ridianandnon-acupointgrouphadprolongedescapelatencyanddecreasedtimesofplatformcrossing(P <
0.01).Andforthem,theneuronalcellswereseverelydamagedandtheproteinandmRNAexpressionsof
GRP78,ATF6andCHOPwereincreased(P<0.01). Conclusion EDMcanimprovethecognitiveimpair-
mentinratswithVD.ItsmechanismmayberegulatingtheATF6/CHOPpathwayandinhibitingERStoexert
itsbrainprotectiveeffect.
  Keywords: dementia,vascular;electro-acupuncture;Dumeridian

  血管性痴呆(vasculardementia,VD)是因脑组织

缺血、出血、缺氧等原因引起的大脑神经功能退行性病

变而出现的一种获得性脑损害综合征,临床以学习记

忆障碍为主要表现,是仅次于阿尔兹海默症(Alzhei-
mer’sdisease,AD)的第二大痴呆,严重影响着患者的

生活质量[1-3]。临床研究证实针刺治疗对于 VD具有

明显的改善作用[4-6],实验研究亦证实针刺治疗在改善

海马形态[7],改善循环[8],促进神经营养因子表达[9],
抗氧化反应[10]等方面均有较好的效果。内质网在蛋

白质的合成和折叠中起着关键的作用,当缺血缺氧刺

激时内质网内大量未折叠、错折叠蛋白的堆积从而引

发 内 质 网 应 激 (endoplasmic reticulum stress,

ERS)[11]。ATF6/CHOP作为ERS的重要通路对细

胞既有保护又有促凋亡的双重作用。本实验通过观察

缺血后海马ATF6/CHOP的变化,探讨电针治疗对缺

血后神经细胞凋亡相关因子的改变,对其凋亡机制进

行初步的探讨,丰富电针治疗血管性痴呆的理论,为电

针治疗VD提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 实验动物体质量(300±20)g,

SPF级雄性SD大鼠,山东省实验动物中心提供,许可

证号SCXK(鲁)20190003。将经过 Morris水迷宫实

验剔除的无先天认知障碍,符合实验要求的大鼠随机

分为Normal组、Sham组、Model组、EA+督脉经穴

组和EA+非经非穴组,每组12只。大鼠在实验室常

规适应性喂养1周,术前12h禁食不禁水。实验操作

严格遵循《国家实验动物健康与管理条例》进行。

1.1.2 实验试剂和仪器 Anti-GRP78、Anti-ATF6、

Anti-CHOP(ZENBIO公司),羊抗兔 HRP标记二抗

[SAB默瑞(上海)生物技术有限公司],BCA蛋白定量

试剂盒(ThermoScientificTM),RIPA组织细胞快速裂

解液(ThermoScientificTM),30%丙烯酰胺,Tween-
20,NC膜,发光液,Trizol,总RNA提取试剂(invitro-
gen公司),SYBRGreenPCR试剂盒(Thermo公司),
逆转录试剂盒(Fermentas)。水迷宫,电泳仪(BIO-
RAD公司),电转仪(大连竞迈科技有限公司),酶标

仪,移液器,水浴锅,成像系统(Tanon公司),H-800透

射电镜,Real-time检测仪(ABI公司),低温冷冻离心

机(上海卢湘仪离心机仪器有限公司),旋涡振荡器,电
动匀浆机(FLUKO公司),ImageProPlus图像处理

系统(美国 MediaCybernetics),一次性无菌针灸针

(苏州华佗医疗器械有限公司),电针治疗仪(苏州华佗

医疗器械有限公司)。

1.2 实验方法

1.2.1模型制备 大鼠在实验室适应性饲养1周后,
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1%戊巴比妥钠溶液(40mg/kg)腹腔注射麻醉,碘伏

消毒脱碘后在颈部正中切一小口,钝性分离皮下组织

充分暴露双侧颈总动脉(CCA),用4-0的丝线穿过颈

总动脉,随后在双侧颈总动脉的近心端与远心端分别

做永久性结扎,然后进行清洗消毒缝合伤口,肌肉注射

青霉素钠注射液防止术后感染[12]。保温处理,等大鼠

苏醒后 将 其 置 于 干 净 有 充 足 垫 料 的 笼 盒 中 饲 养。

Sham组操作同 Model组,但不结扎双侧颈总动脉。
术后常规护理7d进行 Morris水迷宫实验。实验共

进行6d,以Normal组大鼠隐匿平台逃避潜伏期的平

均值作为参考值,计算其余大鼠隐匿平台逃避潜伏期

的平均值和参考值之差与该大鼠隐匿平台逃避潜伏期

平均值的比值,若该值>20%,即模型成功[13]。

1.2.2 干预方法 EA+督脉经穴组将大鼠固定于鼠

板上后取督脉经穴“百会”、“大椎”(定位参考[14]《大鼠

穴位图谱的研制》)。给予频率为15Hz、强度为0.5
mA的疏密波电针治疗,隔天1次,每次20min,连续

进行4周。EA+非经非穴组,针刺大鼠双侧前肢足背

侧第3、4跖骨间隙凹陷处[15],给予同EA+督脉经穴

组一样剂量的电针治疗。Normal组、Sham组、Model
组同治疗组一样进行抓取固定但不给予任何治疗。

1.2.3 观察指标及检测方法

1.2.3.1 Morris水迷宫实验 治疗4周后进行Mor-
ris水迷宫实验检测大鼠的学习记忆能力。将水面等

分为4个象限(E、S、W、N),在E象限正中放置一个直

径10cm的透明平台并没入水下1cm,实验时在水中

滴入黑色墨水使水呈不透明色。实验共进行6d,前5
d为定位航行试验,每日将大鼠头朝下、面朝池壁分别

从E、S、W、N象限的同一入水点放入水池,记录大鼠

游泳情况,大鼠四肢完全站上平台耗时计为逃避潜伏

期,每次限时90s。90s内如果大鼠未站上平台,则诱

导大鼠站上平台,逃避潜伏期计为90s。第6天为空

间探索试验,撤除平台,记录大鼠在90s内穿越原平

台区域的次数。

1.2.3.2 透射电镜观察缺血区神经元超微结构 麻

醉断头取脑,冰上分离双侧海马CA1区置于3%戊二

醛溶液中,4℃固定2h。PBS冲洗、丙酮逐级脱水、浸
透,包埋、聚合、切片、染色,H800透射电镜观察摄片。

1.2.3.3 WesternBlot法检测 WesternBlot法检

测 GRP78、ATF6、CHOP的蛋白表达,麻醉断头取

脑,冰上取海马 CA1区组织,按每20mg组织加入

250μL裂解液的比例加入裂解液,匀浆裂解取上清

液,存于-80℃冰箱。按蛋白定量试剂盒的说明进行

蛋白定量。将蛋白溶液按照4∶1的比例加入还原型

蛋白上样缓冲液,沸水浴变性15min。配制分离胶、

上样、电泳(浓缩胶80V,20min,分离胶120V,60
min),转 膜 (25 V,30 min)。加 一 抗、二 抗 孵 育。

TBST洗涤,ECL法检测蛋白表达情况。用ImageJ
软件进行目标条带灰度值分析,以各目的条带蛋白与

内参蛋白β-actin表达量比值作为其相对表达量。

1.2.3.4 RT-PCR法检测 RT-PCR法检测GRP7
8、ATF6、CHOPRNA的相对表达水平,提取总RNA
后进行反转录;将反转录出的cDNA保存于-80℃冰

箱备用。Real-timePCR扩增反应步骤为:95℃ ,10
min(95℃,15s;60℃,45s)×40;95℃,15s;60℃,

1min;95℃,15s;60℃,15s。以 GAPDH 为内参,
采用2-△△Ct法分析目的 mRNA相对表达量。引物序

列见表1。

表1 GRP78、ATF6、CHOPmRNA引物序列

基因 引物序列(5′-3′) 长度/bP

GRP78 上游AGGGAACGATGTCTGGAGG 144
下游GTCAATGGGTGCTGTGGAG

ATF6 上游GCAGGTGTATTACGCTTCG 144
下游TTCGGTCTTGTGGTCTTGTT

CHOP 上游CTTCACTACTCTTGACCCTG 125
下游CCTCCTGAGCCATAGAAC

GAPDH 上游TATCGGACGCCTGGTTAC 140
下游CTGTGCCGTTGAACTTGC

1.3 统计学方法 采用SPSS26.0软件进行统计分

析。计量资料数据以(췍x±s)表示,多组间比较采用方

差分析,两两比较采用 LSD-t检验,采用重复测量方

差分析检验指标随时间的变化情况。P<0.05表示差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Morris水迷宫实验 Morris水迷宫结果显示在

定位航行和空间探索实验中Sham组与Normal组之

间差异无统计学意义(P >0.05),Model组与Sham
组在定位航行实验中 Model组逃避潜伏期延长(P<
0.01),空间探索测试中穿越平台的次数减少(P <
0.01),说明 Model组的大鼠记忆受损,出现了认知障

碍。经过4周治疗干预EA+督脉经穴组的大鼠在定

位航行实验中逃避潜伏期较 Model组缩短,空间探索

实验穿越原平台次数增加(P<0.01)。EA+非经非

穴组在定位航行实验中逃避潜伏期显长于EA+督脉

经穴组(P<0.01),穿越原平台象限次数也比EA+
督脉经穴组的次数少(P<0.01)。EA+非经非穴组

在定位航行和空间探索实验中与 Model组比较差异

无统计学意义(P>0.05)。见图1。

2.2 5组大鼠CA1区神经元超微结构比较 见图2。
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注:与Sham组比较,&&P<0.01;与 Model组比较,★★P<0.01;与EA+督脉经穴组比较,▲▲P<0.01。

图1 5组大鼠平均逃避潜伏期时间和跨越平台次数比较 (n=12)

注:Model组神经元细胞核(N)染色体凝集、边集(↑),核膜断续缺失(↑),胞浆内细胞器数量明显减少,残余线粒体肿胀、

嵴断裂(Mi),结构不清晰。胞浆基质溶解空泡化(★),有髓神经纤维(◆)发生变形、溶解,髓鞘板层结构松散,无髓神经

纤维(▲)也可见坏死,溶解。EA+督脉经穴组神经元细胞核(N)内部分染色体凝集、边集(↑),核膜断续缺失(↑),胞
浆内细胞器数量减少,残余线粒体肿胀、嵴断裂(Mi),结构不清晰。胞浆基质溶解空泡化(★),无髓神经纤维(▲)可见

坏死,溶解。EA+非经非穴组神经元细胞核(N)内部分染色体凝集、边集(↑),核膜断续缺失(↑),胞浆内细胞器数量

减少,残余线粒体肿胀、嵴断裂(Mi),结构不清晰。胞浆基质溶解空泡化(★),有髓神经纤维(◆)髓鞘溶解、缺失。

图2 5组大鼠CA1区神经元超微结构比较

2.3 5组大鼠CA1区GRP78、ATF6、CHOP蛋白表

达比 较 Sham 组 与 Normal组 海 马 CA1组 织 中

GRP78、ATF6、CHOP蛋白相对表达量之间无区别

(P>0.05);与Sham组比较,Model组海马CA1区

GRP78、ATF6、CHOP蛋白相对表达量增高(P <
0.01);与 Model组比较,EA+督脉经穴组的GRP78、

ATF6、CHOP蛋白相对表达量下降(P <0.01);EA
+非经非穴组与模型组之间GRP78、ATF6、CHOP蛋

白相对表达量差异无统计学意义(P>0.05);EA+督

脉经穴组比较,EA+非经非穴组的 GRP78、ATF6、

CHOP相对表达量增高(P<0.01)。见表2、图3。

2.4 5组大鼠 CA1区 GRP78mRNA、ATF6mR-
NA、CHOPmRNA表达比较结果 实验结果显示各

组CA1区GRP78mRNA、ATF6mRNA、CHOPmR-
NA表达差异有统计学意义(P<0.001)。Sham组与

Normal组海马 CA1组织中 GRP78mRNA、ATF6
mRNA、CHOPmRNA的相对表达量之间差异无统计

学意义(P >0.05);与Sham 组比较,Model组海马

CA1区GRP78mRNA、ATF6mRNA、CHOPmRNA
相对表达量增高(P <0.01);EA+督脉经穴组的

GRP78mRNA、ATF6mRNA、CHOPmRNA相对表

达量与 Model组相比下降(P <0.01);EA+非经非
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穴组与 Model组之间GRP78mRNA、ATF6mRNA、

CHOPmRNA蛋白相对表达量差异无统计学意义(P
>0.05);EA+非经非穴组与EA+督脉经穴组比较

GRP78mRNA、ATF6mRNA、CHOPmRNA相对表

达量增高(P<0.01)。见表3、图4。

表2 5组大鼠CA1区GRP78、ATF6、CHOP蛋白表达比较

组别 n GRP78 ATF6 CHOP

Normal组 3 0.347±0.088 0.318±0.056 0.404±0.046
Sham组 3 0.526±0.081 0.494±0.032 0.487±0.014
Model组 3 0.916±0.089b 0.896±0.141b 0.893±0.082b

EA+督脉经穴组 3 0.646±0.087c 0.530±0.043c 0.606±0.062c

EA+非经非穴组 3 0.896±0.070cd 0.867±0.095cd 0.896±0.046cd

F 25.663 27.158 52.318
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与Sham组比较,b:P<0.01;与 Model组比较,c:P<0.01;与EA+督脉经穴组比

较,d:P<0.01。

注:与Sham组比较,&&P<0.01;与 Model组比较,★★P<0.01;与EA+督脉经穴组比较,▲▲P<0.01。
图3 各组海马CA1区GRP78、ATF4、CHOP蛋白比较结果 (n=3)

表3 5组大鼠CA1区GRP78mRNA、ATF6mRNA、CHOPmRNA表达比较

组别 n GRP78 ATF6 CHOP

Normal组 3 1.004±0.104 1.001±0.049 1.441±0.335
Sham组 3 1.543±0.165 1.497±0.266 1.583±0.112
Model组 3 6.451±1.166b 5.012±0.816b 6.097±1.431b

EA+督脉经穴组 3 2.220±0.067c 2.477±0.151c 2.372±0.271c

EA+非经非穴组 3 6.485±0.747cd 5.521±0.730cd 6.050±0.232cd

F 56.083 48.891 36.603
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与Sham组比较,b:P<0.01;与 Model组比较,c:P<0.01;与EA+督脉经穴组比

较,d:P<0.01。
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注:与Sham组比较,&&P<0.01;与 Model组比较,★★P<0.01;与EA+督脉经穴组比较,▲▲P<0.01。

图4 各组海马CA1区CA1区GRP78mRNA、ATF6mRNA、CHOPmRNA表达比较 (n=3)

3 讨论

VD属于中医学“呆病”、“痴愚”的范畴。多由脑

血管疾病继发而致,以学习、记忆障碍为主的认知功能

障碍,随着人口老龄化程度的加快,VD的发病逐年呈

递增趋势。治疗有药物治疗和非药物治疗,虽然药物

治疗对VD有一定的疗效,但证据水平较低,且药物治

疗可能会带来不良反应[16-17]。有效便捷的非药物治疗

受到越来越多的关注。针刺作为传统的康复手段被长

期应用于 VD 的干预治疗且取得了良好的临床效

应[4,18]。中医学认为 VD病位在脑,与肾有着密切的

关系。病性本虚标实,以肾精亏虚脑髓荣养不足为

本[19]。“督脉者,起于下极之输,并于脊里,上至风府,
入属于脑”(《难经·二十八难》)。“督脉者……其络循

阴器……合少阴上股内后廉,贯脊,属肾……还出别下

项,循肩内,挟脊抵腰中,入循膂,络肾”(《素问·空骨

论》)。古代医家在治疗、神思不聚、善误、多忘时多取

督脉 的 经 穴 进 行 治 疗[20],现 在 多 沿 用 之,百 会

(DU20)、大椎(DU14)均属于督脉经穴,百会位于巅

顶,有改善脑血流量,提高海马与其他大脑脑区脑功能

的连接,提高学习记忆能力[18,21]。大椎为手足三阳之

会,具有提升阳气之功,为治疗血管性痴呆的常用

穴[22]。团队前期研究亦证明针灸督脉经穴对于改善

血管性痴呆大鼠的认知障碍具有一定的疗效[23]。
内质网是参与蛋白合成与正确折叠的重要场

所[24]。当大脑组织在缺血缺氧的情况下常会诱发

ERS,作为对ERS的响应,细胞在进化过程中形成了

一条高度自我保护的信号转导通路———未折叠蛋白反

应(UPR反应),文献研究证实 UPR反应在神经退行

性病变中起着十分重要的作用,已经成为认知障碍治

疗的新的靶点[25-28]。在UPR反应过程中,葡萄糖调节

蛋白-78(GRP78),发挥了关键作用。在无应激状态

下,ATF6跨膜蛋白与内质网分子伴侣GRP78/Bip结

合而处于失活状态[29]。当 ERS发生时,GRP78与

ATF6解离,激活 ATF6转移至高尔基体切割成活化

形式(cATF6)[30],cATF6主要通过增强蛋白质折叠和

降解未折叠蛋白质来控制生存信号,而持续的 ATF6
激活会诱导蛋白CHOP的表达从而介导细胞凋亡[31]。

Morris水迷宫实验可较准确地评价血管性模型大鼠的

认知功能[12],Model组大鼠在 Morris水迷宫实验中逃

避潜伏期延长,穿越原平台的次数减少,神经元细胞核

染色体凝集,胞浆内细胞器数量明显减少。胞浆基质

空泡化,神经纤维变形、溶解,坏死,说明模型成功。

Model组GRP78、ATF6、CHOP蛋白及 mRNA 相对

表达较Sham组增加,继而猜测ATF6/CHOP通路可

能介导了细胞的凋亡,在模型组的基础上增加电针督

脉经穴干预,结果 显 示 EA+督 脉 经 穴 组 GRP78、

ATF6、CHOP蛋白及 mRNA相对表达量比 Model组

降低,与团队前期研究电针能够抑制ERS相关蛋白的

释放和激活从而降低细胞凋亡率一致[32-33]。
综上所述,EA+督脉经穴治疗改善VD大鼠认知

功能,可能与调控 ATF6/CHOP通路抑制 GRP78、

ATF6、CHOP蛋白的表达从而减轻海马CA1区缺血

性损伤有关。该研究为电针督脉经穴干预改善VD的

机制及防治提供有价值的思路及实验基础。但ERS
机制非常复杂,电针督脉经穴治疗 VD的机制仍有待

今后进一步深入研究。
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