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摘 要:目的 基于阿尔茨海默病(AD)模型大鼠前额叶皮质腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)与核因子E2相关因子2
(Nrf2)的表达,探讨电针联合天麻素对AD大鼠的治疗作用机制。方法 将60只SD大鼠随机分作正常组、假手术组、

模型组、天麻素组、电针组与针药联合组,每组10只。造模组大鼠双侧海马各注射2μLAβ1-40制备AD模型,假手术组

以2μL生理盐水替代Aβ1-40以同样方式进行注射。正常组不做处理。Morris水迷宫进行行为学分析。电针组和针药

联合组大鼠取百会穴、肾俞穴和足三里穴电针,每日1次,每次30min,持续4周。天麻素组和针药联合组腹腔注射天麻

素注射液,每日1次,持续4周。模型组和假手术组不予治疗。Morris水迷宫进行行为学分析;尼氏染色观察各组大鼠

前额叶皮质神经元的形态;免疫组织化学染色检测AMPK与Nrf2在大鼠前额叶皮质的表达情况。结果 模型组较正

常组和假手术组逃避潜伏期延长(P<0.05),穿台次数、目标平台象限停留时间百分比降低(P<0.05);前额叶皮质神

经元受损严重,AMPK与Nrf2的表达较弱(P<0.05);各治疗组较模型组逃避潜伏期缩短(P<0.05),穿台次数、目标

平台象限停留时间百分比提高(P<0.05);前额叶皮质神经元损伤改善,AMPK与Nrf2的表达增强(P<0.05);其中

针药联合组疗效最佳。结论 电针与天麻素均可上调AMPK与Nrf2的表达,针药联合作用更为显著,提示针药联合可

能通过上调前额叶皮质AMPK与Nrf2的表达,改善AD大鼠的学习记忆能力,发挥对AD大鼠的脑保护作用。
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Exploringthetherapeuticmechanismofelectroacupuncturecombinedwith
medicineinADratsbasedonAMPK/Nrf2signalingpathway
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  Abstract: Objective Toexplorethetherapeuticmechanismofelectroacupuncturecombinedwithgastro-
dinonAlzheimer’sdisease(AD)ratsbyinvestigatingtheexpressionofadenylateactivatedproteinkinase
(AMPK)andnuclearfactorE2-relatedfactor2(Nrf2)intheprefrontalcortexofADmodelrats. Methods 
Atotalof60SDratswererandomlydividedintothefollowinggroups:normalgroup,shamoperationgroup,

modelgroup,gastrodingroup,electroacupuncture(EA)group,andEA+medicinegroup,with10ratsineach
group.ADmodelratswerepreparedbyinjecting2μLofAβ1-40intothebilateralhippocampiofratsinthe
modelgroup,whiletheshamoperationgroupreceived2μLofnormalsalineinjectioninstead.Thenormal
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groupdidnotundergoanytreatment.BehavioralanalysiswasconductedusingtheMorriswatermaze.Ratsin
theEAgroupandEA+medicinegroupreceivedelectroacupunctureatBaihui,ShenshuandZusanliacupoints
onceadayfor30minutesoveraperiodof4weeks.RatsinthegastrodingroupandEA+medicinegroupwere
intraperitoneallyinjectedwithgastrodininjectiononceadayfor4weeks.Themodelgroupandshamoperation
groupdidnotreceiveanytreatment.BehavioralanalysiswasperformedusingtheMorriswatermaze.The
morphologyofprefrontalcortexneuronsineachgroupwasobservedusingNisslstaining.Theexpressionof
AMPKandNrf2intheprefrontalcortexofratswasexaminedusingimmunohistochemicalstaining. Results 
Comparedwiththenormalgroupandshamoperationgroup,themodelgroupshowedprolongedescapelatency
(P<0.05),decreasednumberofplatformcrossings,andreducedpercentageoftimespentinthetargetquad-
rantoftheplatform(P<0.05).Theneuronsintheprefrontalcortexwereseverelydamaged,andtheexpres-
sionofAMPKandNrf2wasdownregulated(P <0.05).Inalltreatmentgroups,theescapelatencywas
shortened(P<0.05),thenumberofplatformcrossingsandthepercentageoftimespentinthetargetquad-
rantwereincreased(P<0.05)comparedtothemodelgroup.Thedamagetotheprefrontalcortexneurons
wasimproved,andtheexpressionofAMPKandNrf2wasupregulated(P<0.05).Notably,theEA+medi-
cinegroupdemonstratedthemostsignificanttherapeuticeffects. Conclusion Bothelectroacupunctureand
gastrodintreatmentupregulatedtheexpressionofAMPKandNrf2,withthecombinedacupunctureandmedi-
cineapproachyieldingmoreremarkableeffects.Thefindingssuggestthatthecombinationofacupunctureand
medicinemayenhancelearningandmemoryabilitiesbyupregulatingAMPKandNrf2expressioninthepre-
frontalcortexofADrats,therebyexertingprotectiveeffectsonthebrain.
  Keywords: Alzheimer’sdisease;electroacupuncture;gastrodin;adenylateactivatedproteinkinase;nuclear

factorE2-relatedfactor2

  阿尔茨海默病(Alzheimer’sdisease,AD)是一种

主要在老年人群中发病的中枢神经系统退行性疾病,
临床主要表现为记忆、认知和思维等能力的衰退[1]。
在AD发病早期部分患者即出现典型的执行功能障

碍,前额叶皮质作为高级认知功能与执行功能的重要

脑区,在AD病理过程中伴有明显的萎缩[2]。AD的

病理机制复杂多样,目前众多研究显示氧化应激损伤

是AD发病过程中的重要原因[3]。腺苷酸活化蛋白激

酶(AMPK)的激活,可减轻氧化应激,减缓AD的发生

发展[4]。核因子E2相关因子2(Nrf2)是机体抗氧化

应激的中枢调节因子,激活后可发挥脑保护作用[5]。
作为上游蛋白,AMPK磷酸化可促进Nrf2的表达,提
高机体的抗氧化应激能力[6]。既往研究显示电针治疗

AD的副作用小且疗效显著,可改善 AD患者的学习

记忆能力与生活自理能力[7]。天麻素是天麻中的一种

重要活性物质,可抗氧化应激,对神经元有保护作

用[8]。电针联合天麻素治疗 AD大鼠的机制尚不明

确,是否与调控AMPK及Nrf2的表达有关,国内外少

见报道,值得进一步研究。
本实验通过电针AD大鼠百会穴、肾俞穴和足三

里穴并联合天麻素腹腔注射进行治疗。运用 Morris
水迷宫检测治疗前后大鼠的学习记忆能力,采用尼氏

染色观察各组大鼠前额叶皮质神经元的形态,通过免

疫组织化学染色检测各组大鼠前额叶皮质AMPK及

Nrf2的表达情况,旨在探讨针药联合治疗AD的作用

机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组 2月龄健康SPF级雄性SD
大鼠60只,体质量180~200g,由山东省实验动物中

心提供[许可证编号:SCXK(鲁)-20190003]。鼠房温

度设为23~25℃,湿度适宜,提供常规饲料和饮用水,
适应性喂养1周。实验前将大鼠随机分为正常组、假
手术组、模型组、电针组、天麻素组和针药联合组,每组

10只。依照国家科技部2006年颁布的《关于善待实

验动物的指导性意见》进行实验。

1.2 主要试剂与仪器 Aβ1-40(Sigma美国,溶于

0.9% NaCl溶液,37℃孵育1周至凝聚态再使用),天
麻素注 射 试 剂 (西 南 药 业 股 份 有 限 公 司),兔 抗

AMPK、Nrf2(北京博奥森生物技术有限公司),脑立

体定位仪(上海江湾医疗器械厂),Morris水迷宫视频

分析系统(北京众实迪创科技发展有限责任公司),石
蜡切片机(Leica,德国),G6805-2型低频电子脉冲治

疗仪(中国上海医用电子仪器厂),BX51显微镜和Im-
age-proExpressC 图 像 分 析 系 统(OLYMPUS,日
本)。

1.3 模型制备 采用双侧海马注射Aβ1-40制备AD
大鼠模型[9],并通过 Morris水迷宫进行行为学分析,
检测模型制备是否成功。各造模组大鼠称重,以1
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mL/kg剂量腹腔注射3%戊巴比妥钠麻醉,固定于脑

立体定位仪上,切开皮肤。以前囟后3.5mm、中线旁

2.0mm、深2.8mm处为注射点,钻开颅骨,用微量注

射器在15min内将Aβ1-40(5μg/μL)2μL缓慢推入

大鼠脑中,留针5min,缓慢拔出针头,缝合皮肤并消

毒。术后3d,每天每只10万U剂量肌内注射青霉素

防感染。假手术组将Aβ1-40替换为生理盐水,处理方

法同上。正常组不做处理。1周后,行 Morris水迷宫

实验,剔除AD模型制备不合格大鼠。

1.4 治疗方法 3%戊巴比妥钠以1mL/kg的剂量

麻醉电针组和针药联合组大鼠,取百会穴、肾俞穴与足

三里穴电针,强度1.5mA,频率2Hz,每日1次,每次

30min,连续4周;天麻素组和针药联合组大鼠以天麻

素注射液(5mL∶500mg)按照10mg/kg剂量进行

腹腔注射,每日1次,连续4周;正常组、模型组和假手

术组大鼠不予治疗。

1.5 Morris水迷宫实验 水池直径120cm,深度60
cm,放水至水池高度24~25cm处,平台置于第四象

限。进行两组实验:①定位航向实验:倒提大鼠面朝池

壁,从4个象限依次放入水中,每只大鼠找到平台的时

间记作逃避潜伏期。若90s内未找到平台,则记为90
s,并将该鼠引至平台停留5~10s。上述步骤持续4
d,取每只大鼠的平均成绩作为最终成绩。②空间探索

实验:第5天将平台撤去,大鼠以同样方法从第四象限

放入水中,记录大鼠在90s内穿越平台所在象限的次

数及在平台象限的停留时间。两组实验在治疗前后各

进行1次,每次持续5d。

1.6 标本采集 3%戊巴比妥钠以1mL/kg的剂量

麻醉大鼠,切开胸腔,暴露心脏,钝头针插入大鼠左心

室,剪开右心耳,快速注入预冷的0.9% NaCl溶液直

至右心耳完全没有血液流出。断头取脑,置于4%多

聚甲醛溶液中固定后,进行石蜡包埋。

1.7 尼氏染色 包埋好的石蜡块切成厚度为5μM
的组织片,脱蜡至水,滴加焦油紫,入定色液,过无水乙

醇脱水,二甲苯透明,封片。光学显微镜下观察拍片。

1.8 免疫组化染色法 包埋好的石蜡块切成厚度为

5μM 的组织片,脱蜡、清洗、微波修复、破膜。兔抗

AMPK以1∶100比例稀释,兔抗 Nrf2以1∶150比

例稀释,依照SABC试剂盒说明书进行免疫组化实

验,封片,镜下观察。每组大鼠选取10张组织片,统计

400倍视野下大鼠前额叶皮质AMPK与Nrf2免疫阳

性细胞数并测量平均灰度值(表达愈强,灰度值愈低,
反之越高)。

1.9 统计学方法 用SPSS18.0软件进行统计分析,
计量资料以(췍x±s)表示,组间比较采用单因素方差分

析,两组间进一步比较采用LSP检验,P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠治疗前后的学习记忆能力 Morris水

迷宫实验结果显示,治疗前各造模组(模型组、电针组、
天麻素组与针药联合组)与正常组和假手术组比较:定
位航向实验的逃避潜伏期延长(P<0.05);空间探索

实验的穿台次数、平台象限停留时间百分比均减少(P
<0.05),表明造模后的大鼠学习记忆能力明显减弱,
提示造模成功。见表1。治疗后各治疗组与模型组比

较:定位航向实验的平均逃避潜伏期均缩短(P <
0.05);空间探索实验的穿台次数、平台象限停留时间

百分比均增高(P <0.05)。其中针药联合组与电针

组或天麻素组相比较,平均逃避潜伏期更短(P <
0.05),穿台次数、平台象限停留时间百分比均增高(P
<0.05)。以上实验结果提示电针和天麻素治疗可有

效提升AD大鼠的学习记忆能力,并以针药联合疗效

最佳。见表2。

表1 治疗前各组大鼠水迷宫测试结果比较

组别 n
逃避潜

伏期/s

穿台

次数/次

平台象限停

留时间百分比

正常组 10 52.57±8.12 5.00±1.70 40.48±6.21
假手术组 10 53.54±8.69 5.10±1.29 39.95±7.63
模型组 10 82.45±8.83a 2.20±1.23a 24.03±4.30a

电针组 10 79.96±8.02a 2.30±1.34a 27.52±7.75a

天麻素组 10 81.18±9.42a 2.30±1.34a 26.86±7.50a

针药联合组 10 81.09±7.31a 2.10±1.20a 25.94±5.17a

F 29.818 11.573 12.696
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常组或假手术

组比较,a:P<0.05。

表2 治疗后各组大鼠水迷宫测试结果比较

组别 n
逃避潜

伏期/s

穿台

次数/次

平台象限停

留时间百分比

正常组 10 24.44±8.32 6.90±1.20 61.64±7.52
假手术组 10 25.42±7.76 6.80±1.32 60.56±7.46
模型组 10 75.62±5.06a 3.00±1.05a 30.78±5.78a

电针组 10 43.14±4.97abc 4.30±1.06abc 45.52±5.96abc

天麻素组 10 44.02±5.12abc 4.20±0.92abc 44.51±6.56abc

针药联合组 10 36.62±7.03ab 5.30±0.95ab 52.33±5.37ab

F 82.082 20.203 31.677
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常组或假手术

组比较,a:P<0.05;与模型组比较,b:P<0.05;与针药联合

组比较,c:P<0.05。

2.2 各组大鼠前额叶皮质神经元形态 尼氏染色结

果显示,正常组和假手术组的大鼠前额叶皮质神经元

形态完整,排列紧密,核仁清晰可见,尼氏颗粒丰富;相
较之下,模型组大鼠前额叶皮质神经元损伤严重,间隙

—514—

2023年             右江民族医学院学报              第3期



变大,细胞淡染,数量减少,部分胞膜及核仁碎裂,尼氏

颗粒不明显;与模型组相比,各治疗组大鼠前额叶皮质

神经元损伤情况好转,核仁分明,尼氏颗粒多且清晰。

表明电针和天麻素可一定程度上减少神经元损伤,对

AD大鼠额叶皮质神经元的修复有一定的保护作用。
见图1。

注:A.正常组;B.假手术组;C.模型组;D.电针组;E.天麻素组;F.针药联合组。

图1 各组大鼠前额叶皮质尼氏染色结果,标尺=30μm(×400)

2.3 各组大鼠前额叶皮质AMPK及Nrf2的表达 
免疫组织化学染色结果显示,各组大鼠前额叶皮质均

可见AMPK及Nrf2免疫阳性物质的表达,表达部位

主要位于细胞核与细胞浆,呈棕褐色。假手术组和正

常组的AMPK与Nrf2阳性表达情况差异无统计学意

义(P>0.05);与假手术组和正常组比较,模型组中

AMPK与 Nrf2 表 达 的 阳 性 细 胞 数 均 减 少(P <

0.05),平均灰度值增高(P <0.05);各治疗组与模型

组比较,AMPK 与 Nrf2阳性细胞数目增多(P <
0.05),平均灰度值降低(P<0.05);针药联合组与电

针组与天麻素组比较,AMPK与 Nrf2阳性细胞数目

增加(P<0.05),平均灰度值降低(P<0.05)。见图

2、图3、表3。

注:A.正常组;B.假手术组;C.模型组;D.电针组;E.天麻素组;F.针药联合组。

图2 各组大鼠前额叶皮质AMPK的表达情况,标尺=30μm(×400)

注:A.正常组;B.假手术组;C.模型组;D.电针组;E.天麻素组;F.针药联合组。
图3 各组大鼠前额叶皮质Nrf2的表达情况,标尺=30μm(×400)
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表3 各组大鼠前额叶皮质AMPK与Nrf2的表达情况

组别 n
AMPK

细胞数

(个/高倍视野)
灰度值细胞数

(个/高倍视野)

Nrf2
细胞数

(个/高倍视野)
灰度值细胞数

(个/高倍视野)
正常组 10 72.20±11.96 120.70±11.39 107.80±11.83 140.90±11.79
假手术组 10 71.20±13.06 122.30±10.65 105.20±13.54 142.80±9.77
模型组 10 26.60±6.83a 176.40±10.81a 34.30±9.82a 198.30±13.96a

电针组 10 47.30±13.97abc 159.40±13.76abc 75.80±14.69abc 177.40±9.09abc

天麻素组 10 46.50±12.26abc 161.60±11.70abc 73.60±11.21abc 179.40±10.13abc

针药联合组 10 58.30±10.12ab 146.30±9.87ab 89.20±12.41ab 165.70±9.80ab

F 22.224 38.736 47.657 42.358
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常组或假手术组比较,a:P<0.05;与模型组比较,b:P<0.05;与针药联合组比

较,c:P<0.05。

3 讨论

由上海瑞金医院等多家单位联合发布的《中国阿

尔茨海默病报告2021》指出我国AD及其他痴呆的患

病率和死亡率均高于世界平均水平且仍在持续增高,
随着我国人口老龄化的加剧,AD给个人、家庭和社会

带来的负担日益加重[10]。既往研究[11]显示,β-淀粉样

蛋白(Aβ)代谢失衡导致Aβ在脑内的异常沉积形成老

年斑是诱发 AD的中心环节。ARISPEN等[12]发现

Aβ1-40可形成阳离子选择性通道,并认为该特性可能

是造成Aβ神经毒性的根源所在。鉴于此,本实验采

用Aβ1-40双侧海马注射的方式模拟 Aβ在脑内的沉

积以制备AD模型。造模后,各造模组大鼠的平均逃

避潜伏期延长,穿台次数、平台象限停留时间百分比均

减少,提示造模组大鼠的学习记忆能力明显下降,低于

正常组,模型制备成功。

Aβ1-40能够诱导神经元氧化应激、代谢异常和炎

症反应[13]。由于脑内活性氧、氮等自由基含量升高,
致使抗氧化防御系统严重失衡,导致线粒体电子转移

受阻进而加速神经元凋亡,氧化应激并参与 Aβ的形

成机制,形成恶性循环,进一步加重病情[3]。Nrf2是

碱性亮氨酸拉链家族成员,是机体内调节氧化应激反

应作用最强的转录因子,可调控胞内抗氧化蛋白表达,
使细胞处于稳定状态[14]。AMPK是由3条肽链组成

的丝/苏氨酸蛋白激酶,是机体能量代谢的重要调控

剂。在氧化应激过程中,AMPK可通过抑制糖原合酶

激酶-3的活性增加细胞核中 Nrf2的积累,活化后的

Nrf2启动下游抗氧化酶基因如SOD和GSH 的活性

或含量,提高清除ROS的能力,从而提高机体细胞的

抗氧化应激能力[15]。实验结果显示模型组AMPK与

Nrf2前额叶皮质的表达明显弱于正常组,提示AD大

鼠自身的抗氧化损伤能力下降,可能与 AMPK/Nrf2
信号通路受到抑制有关。尼氏染色结果显示模型组前

额叶皮质神经元排列稀疏,胞膜多破裂,提示模型组大

鼠可能由于自身抗氧化能力下降,神经元损伤明显,因
此基于能否通过外界干预治疗调节AMPK/Nrf2信号

通路的活性,提升机体的抗氧化能力,为AD的临床治

疗探寻新的潜在靶点,值得探究。
传统医学认为AD核心病机为“脑髓失养,肾精亏

虚,痰浊血瘀”所致,脑为髓海,肾主骨生髓,故“补肾益

髓”为治疗本病的基本原则。百会穴是百脉之会属督

脉,穴居颠顶,针刺百会穴有补阳填阴,益智开窍,镇静

安神之功效[16]。肾俞穴是足太阳膀胱经的常用穴,是
强壮延年、未病先防的保健要穴,针灸肾俞有益肾固

精、疏通经络、调节大脑作用[17]。足三里穴属足阳明

胃经,针刺该穴可固本培元,调理脾胃,补中益气,常与

百会等穴相伍治呆症[18]。因此,本实验选取百会穴、
肾俞和足三里穴对AD模型大鼠进行电针治疗具有添

髓益智、补肾健脾之功效。实验结果显示电针组大鼠

前额叶皮质AMPK与 Nrf2的表达高于模型组,电针

组大鼠学习记忆能力得到改善,可能与电针提高脑神

经元葡萄糖的摄取率,上调前额叶皮质 AMPK/Nrf2
信号通路活性有关。中草药由于安全且副作用小的特

点,不仅在近年来新型冠状病毒引发的疫情中做出卓

越贡献,在神经系统退行性疾病的治疗过程中也发挥

着重要作用。天麻素是从中药天麻的根茎中分离得

到,具有抗氧化、镇静、镇痛等功效,并参与治疗中枢神

经系统相关疾病[8]。本课题组前期研究表明天麻素可

通过上调Bcl-2的表达,下调Bax的表达,进而抑制

AD大鼠海马神经元的凋亡,发挥脑保护作用[19]。本

实验结果提示天麻素可能通过上调AMPK/Nrf2信号

通路活性,提升机体抗氧化能力,减少氧化应激对神经

元的损伤,体现了中草药具有多通路发挥对中枢系统

保护作用的特点。在治疗组中,尤以针药联合对于

AD大鼠的学习记忆能力改善最为显著,显示针药联
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合效果优于单一电针或天麻素治疗,有协同增效作用,
可能是针刺穴位影响药物在血清中的浓度,提升靶器

官对药物的敏感度或反应性,促进靶器官对药物吸收

增加,另一方面可能通过影响靶器官细胞上特异性受

体或信号传导通路而提高药物的生物利用度[20]。本

实验提示通过上调脑神经元AMPK/Nrf2信号通路从

而提高了机体抗氧化能力,但针药联合的剂量如何搭

配,单纯的电针量效加上单纯的天麻素量效是否就是

针药联合的最佳量效尚不明确,将在后续实验中进一

步探究。
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