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摘 要:目的 观察针药联合对阿尔兹海默病(AD)模型大鼠小脑皮质谷氨酸受体(GluR2)及天冬氨酸蛋白水解酶

(Caspase-3)表达的影响,探讨小脑在AD发病机制中的作用。方法 30只雄性SD大鼠随机分为5组:对照组(C组)、

模型组(M组)、电针组(EA组)、天麻素组(Gas组)、针药联合组(EA+Gas组),每组6只。C组不作任何处理;M 组大

鼠给予双侧海马内微量注射5μL的 Aβ1-42进行造模;EA组予以频率2Hz、强度1mA的电针刺激,选取穴位“大椎”

“百会”“足三里”,每日30min,连续4周。Gas组予以腹腔注射Gas注射液(10mg/kg),每天1次,连续4周;EA+Gas
组同时予以电针和Gas治疗,连续4周。Morris水迷宫检测大鼠学习记忆行为能力,Nissl染色和免疫组化方法观察各

组大鼠小脑皮质细胞形态和数量,WesternBlot法检测各组GluR2和Caspase-3蛋白的表达。结果 M组小脑皮质中浦

肯野层细胞数量减少(P<0.05),GluR2表达降低(P<0.05),Caspase-3表达增高(P<0.05);各治疗组较 M 组的细

胞形态趋于正常,GluR2的表达增加(P<0.05),Caspase-3的表达降低(P<0.05),其中以EA+Gas组改变最为明显。

结论 电针、天麻素及针药联合均可通过调节GluR2和Caspase-3的表达水平进而改善AD模型大鼠学习记忆能力,其

中针药联合效果最佳。
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andCaspase-3inthecerebellarcortexofratswithAlzheimer’sdisease
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  Abstract: Objective Toobservetheeffectsofelectroacupuncturecombinedwithmedicineontheexpres-
sionsofglutamatereceptor2(GluR2)andCaspase-3inthecerebellarcortexofratswithAlzheimer’sdisease
(AD)andexploretheroleofcerebelluminthepathogenesisofAD. Methods ThirtymaleSDratswereran-
domlydividedinto5groups:controlgroup(Cgroup),modelgroup(Mgroup),electroacupuncturegroup
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(EAgroup),gastrodingroup(Gasgroup),andacupuncture-medicationgroup(EA+Gasgroup),with6rats
ineachgroup.TheCgroupreceivednotreatment.TheMgroupwasmodeledbymicroinjectionof5μLAβ1-
42intobilateralhippocampus.TheEAgroupreceivedelectroacupuncturestimulationatafrequencyof2Hz
andanintensityof1mAatacupoints“DaZhui”,“Baihui”,and“ZuSanLi”for30minutesdailyforfourcon-
secutiveweeks.TheGasgroupreceivedintraperitonealinjectionofgastrodinsolution(10mg/kg)onceaday
forfourweeks.TheEA+GAgroupwastreatedwithEAandGasfor4consecutiveweeks.MorrisWaterMaze
wasusedtotestthelearningandmemorybehaviorofrats;Nisslstainingandimmunohistochemistrywereper-
formedtoobservethemorphologyandquantityofcerebellarcortexcellsineachgroup,andtheexpressionsof
GluR2andCaspase-3proteinsweredetectedbyWesternBlot. Results IntheMgroup,thenumberof
Purkinjecellsdecreasedinthecerebellarcortex(P<0.05),theexpressionofGluR2decreased(P<0.05),

andCaspase-3increased(P<0.05).Thecellmorphologyofeachtreatmentgrouptendedtobenormalcom-
paredwiththeMgroup,withincreasedGluR2expression(P<0.05)anddecreasedCaspase-3expression(P
<0.05).TheEA+Gasgroupshowedthemostsignificantchanges. Conclusion TheEA,gastrodinandEA
+GascanimprovethelearningandmemoryabilityofADmodelratsbyregulatingtheexpressionlevelsof
GluR2andCaspase-3,andthecombinationoftwomethodshasthebestefficacy.
  Keywords: Alzheimer’sdisease;glutamatereceptor2;aspartateproteolyticenzyme-3;electroacupunc-

ture;gastrodin

  阿尔茨海默病(Alzheimer’sdisease,AD)是一种

以记忆力消退、晚期呈现全方面认知损害为主要特征

的神经系统退行性疾病。目前认为 AD主要累及海

马、杏仁核等与学习记忆密切相关的部位,而小脑因细

胞分子水平不受累假说,常仅作为影像学观察的参照

对象[1],关 于 其 机 制 研 究 资 料 较 少。谷 氨 酸 受 体

(GluR)2是a-氨基-3-羟基-5-甲基-异恶唑丙酸受体

(AMPAR)中的一个单独亚基,在多种神经元中高表

达,但其在神经性损伤或退行性疾病中的作用仍有争

议。近年来,电针(electroacupuncture,EA)被广泛应

用于众多神经系统疾病治疗,其在AD的临床应用越

来越受到重视。研究表明,电针对大鼠的学习和记忆

力有显著的提高作用[2]。天麻素(gastrodin,Gas)具
有抗氧化和保护神经元的功能[3]。电针联合天麻素在

AD治疗中的作用机制目前尚不完全明确,本实验采

用电针、天麻素单独治疗及二者联合应用的方法,观察

比较GluR2和Caspase-3在AD模型大鼠小脑皮层中

的表达变化,以探讨其作用机制,为AD发病机制及治

疗提供基础研究依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物 30只8周龄雄性SD大鼠,体重(220
±20)g,许可证号:SCXK[鲁]2019-0003,山东省实验

动物中心提供。经1周适应性饲养后,随机分成对照

组(C组)、模型组(M 组)、电针组(EA 组)、天麻组

(Gas组)和针药联合组(EA+Gas组),每组6只。

1.2 实验试剂和仪器 GluR2和Caspase-3一抗(北
京博奥森生物技术有限公司)、Aβ1-42(Apex,美国)和
天麻素注射液(西南药业股份有限公司)。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)、脑立体定位仪(成都泰盟软件有限公司)、SDZ-
Ⅱ型华佗牌电子针疗仪(苏州医疗用品厂有限公司)、

Leica石蜡切片机(Leica,德国)、数字荧光切片扫描仪

(Hamamatsu,日 本)和ImageJ图 像 分 析 系 统(O-
LYMPUS,日本)。

1.3 大鼠模型制备及治疗 模型制备:将大鼠固定于

脑立体定位仪,保持头部水平位。经前期动物预实验

后确认双侧海马位置(以前囟为基准点后移3.8mm,
旁开2.5mm,进针深度4.0mm),缓慢微量注射

Aβ1-42,每侧2μL,后缝合伤口,碘伏擦拭防止感染。
治疗方法:EA组:依据《大鼠穴位图谱的研制》,于“百
会”“大椎”及双侧“足三里”穴位采用频率2Hz、强度1
mA、连续波的电针参数进行穴位刺激,每天30min,
持续4周。Gas组:用生理盐水溶液配置天麻素注射

液(稀释比例9∶1),10mg/kg剂量进行腹腔注射,持
续4周。EA+Gas组:同时采用EA和 Gas两种疗

法,持续4周。

1.4 Morris水迷宫实验 将大鼠头部朝向器壁,置
于水迷宫中的固定象限,首先将水灌到比平台高1~2
cm的位置,然后向水中添加少量的墨水,直到看不见

平台。室内保持安静,事先将空调打开,将房间里的温

度调整到25~26℃之间,并用不间断的日光灯进行照

射,将水的温度控制在26℃左右。将大鼠放入池壁水

中,测试大鼠能否在90s内找到平台,能则让其在平

台上休息20s,并在下一象限重新开始,不能则将大鼠

引上平台,休息20s,再从下一象限重新开始。第5天

撤出平台继续观测记录大鼠的行动轨迹,分别记录大
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鼠在4个象限的潜伏期、总行程、到达平台的时间、通
过平台次数以及在目标象限逗留时间等数据并导出大

鼠的行动路线图。具体行为学数据见本课题组前期研

究结果[4]。

1.5 组织取材 在大鼠腹部上方做一切口,切开横膈

肌,打开胸腔,将灌注针从左心室插入升主动脉,用

250mL的4℃生理盐水迅速灌注冲洗,断头后在冰台

上取出小脑组织并分成左右两半,左半石蜡包埋后用

于Nissl染色及免疫组化染色,右半低温冷冻保存用

于 WesternBlot实验。

1.6 Nissl染色 石蜡切片脱蜡至水,PBS冲洗,放入

焦油紫染色液中56℃染色60min(染色需避光),分
化液浸泡3~5s后蒸馏水冲洗,二甲苯透明,中性树

脂胶封片。晾干后可在镜下观察小脑皮质浦肯野细胞

层细胞形态及数量。

1.7 免疫组化染色 石蜡切片脱蜡至水后抗原修复、
血清封闭孵育、滴加GluR2/Caspase-3进行一抗孵育、
二抗孵育、SABC孵育,最后使用二氨基联苯胺(DAB)
显色。镜下确认显色程度后封片,用切片扫描仪扫描

后观察阳性细胞形态及数量。同时设立空白对照组,
用PBS代替一抗进行孵育,其他步骤不变。

1.8 WesternBolt 提取小脑组织,分别称取5组约

0.025g的组织于EP管中,加入裂解液和苯甲基磺酰

氟(PMSF)(裂解液∶PMSF=99∶1),充分研磨后

4℃静置30min。放入4℃离心机(转速12000rpm/

min,时间30min),取各组上层清液并分别加入上样

缓冲液(上清液∶上样缓冲液=4∶1),封口膜封口,沸
水煮8min,4℃静置5min,-20℃冰箱保存。根据

多次实验所得上样量将蛋白加入梳孔中,进行电泳、转
膜、封闭、GluR2/Caspase-3抗体孵育、二抗孵育,结束

后通过化学发光显影曝光条带。

1.9 统计学方法 计量数据用SPSS26.0软件进行

处理,以(췍x±s)表示,多组间对比用单因素方差分析,
两两比较用LSD-t检验,P <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组大鼠小脑皮质 Nissl染色结果 C组大鼠

的小脑皮质中,分子层纤维淡染且均匀,浦肯野层细胞

形态清晰,呈线形分布,胞体形态多为锥形、圆形或椭

圆形。M组分子层纤维间隙明显且纤维深染,浦肯野

层细胞数量减少(P <0.05),分布稀疏,形态多不规

则。与 M组相比,EA组、Gas组浦肯野层细胞形态趋

于正常,细胞数量有所增加(P <0.05),EA+Gas组

数量增加更为明显(P<0.05)。见图1和表1。

注:A为C组;B为 M组;C为EA组;D为Gas组;E为EA+Gas组;F为小脑冠状切面。

图1 各组大鼠小脑皮质Nissl染色结果(400倍视野,标尺50μm,箭头示阳性细胞)

2.2 各组大鼠小脑皮质免疫组化染色结果 C组小

脑皮质中浦肯野层细胞胞浆着色均匀,胞核空泡无色,

GluR2和Caspase-3阳性细胞染色均呈棕黄色,GluR2
免疫阳性细胞则相对较深。M 组GluR2的表达低于

C组,Caspase-3的表达则高于C组(P <0.05)。与

M组比较,各治疗组GluR2阳性细胞数量增加(P <
0.05),Caspase-3阳性细胞数量降低(P<0.05),尤其

EA+Gas组更为显著(P <0.05)。见图2~图3、表

1。
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注:A为C组;B为 M组;C为EA组;D为Gas组;E为EA+Gas组;F为空白对照组。

图2 各组大鼠小脑皮质细胞GluR2免疫组化染色结果(400倍视野,标尺50μm,箭头示阳性细胞)

注:A为C组;B为 M组;C为EA组;D为Gas组;E为EA+Gas组;F为空白对照组。

图3 各组大鼠小脑皮质细胞Caspase-3免疫组化染色结果(400倍视野,标尺50μm,箭头示阳性细胞)

表1 各组大鼠小脑皮质染色结果比较

组别 n
细胞计数(个/200倍视野)

Nissl染色 GluR2免疫阳性 Caspase-3免疫阳性

C组 6 37.83±2.48 28.50±1.05 14.33±1.63
M组 6 25.16±1.47a 15.17±2.14a 24.50±1.87a

EA组 6 29.00±1.41ab 21.00±2.19ab 21.00±2.89ab

Gas组 6 29.83±2.14ab 23.00±1.79ab 19.50±2.17ab

EA+Gas组 6 34.50±1.64abc 25.83±4.89abc 17.00±1.41abc

F 41.752 51.480 28.893
P <0.001 <0.001 <0.001

  注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与C组相比,a:

P<0.05;与 M 组相比,b:P <0.05;与EA组相比,c:P <
0.05。

2.3 各组大鼠小脑皮质 WesternBolt实验结果 与

C组比较,M组小脑皮质GluR2蛋白表达降低(P <
0.05),Caspase-3蛋白表达增高(P<0.05)。与 M组

比较,各治疗组小脑皮质GluR2蛋白表达均增高(P
<0.05),Caspase-3蛋白表达降低(P <0.05),其中

EA+Gas组最为显著(P<0.05)。见图4、表2。

3 讨论

小脑是人类神经系统锥体外系的重要组成部分,
与大脑皮层之间有丰富的纤维联系,参与了认知的过

程[1],并且在临床AD患者和AD实验动物模型中,小
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注:A为C组;B为 M组;C为EA组;

D为Gas组;E为EA+Gas组。

图4 各组大鼠小脑皮质GluR2和Caspase-3蛋白表达

表2 各组大鼠小脑皮质GluR2和Caspase-3
蛋白表达结果比较

组别 n
平均灰度值

GluR2 Caspase-3

C组 6 1.12±0.21 0.55±0.15
M组 6 0.34±0.16a 1.25±0.16a

EA组 6 0.60±0.05ab 0.99±0.16ab

Gas组 6 0.62±0.17ab 0.96±0.08ab

EA+Gas组 6 0.83±0.08abc 0.75±0.12abc

F 23.087 22.225
P <0.001 <0.001

  注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与C组相比,a:

P<0.05;与 M 组相比,b:P <0.05;与EA组相比,c:P <

0.05。

脑均可出现淀粉样蛋白沉积和神经原纤维的缠结现

象[5]。因此,对AD病变中小脑形态结构和功能改变

的研究越来越受到重视。小脑皮质可分为分子层、浦
肯野细胞层和颗粒层,含有多种神经细胞,其中浦肯野

细胞是小脑仅有的输出神经元,在小脑皮层中起着关

键作用。研究发现,AD患者不仅出现大脑的体积萎

缩,小脑也可出现细胞减少、分子层萎缩、皮质体积和

重量减小等现象[6],并且根据临床神经影像和解剖学

等研究显示,AD患者的小脑在组织学及神经功能方

面会产生浦肯野细胞层等方面的变化[7]。因此,作为

小脑皮层唯一的传出神经元,浦肯野细胞的正常运作

对大鼠的空间认知能力和学习运动等方面存在明显的

影响。本实验结果发现,AD模型组小脑分子层和浦

肯野层细胞形态和数量均有改变,进一步说明小脑在

AD病变中被累及。

AMPA受体是一种离子型的谷氨酸受体,这种受

体不仅可以参与到兴奋性突触传递过程中,还可以对

突触的传递速率和递质释放进行调控,其诱导长时程

增强(LTP)/长时程抑制(LTD)的形成是学习记忆的

重要表现,对神经元调节功能和突触可塑性起到了非

常重要的影响。近年来,随着对AMPA受体的研究不

断深入,发现其与 AD的发生关系密切。GluR2是

AMPA受体的一种,在小脑浦肯野细胞层高表达[8]。

目前关于GluR2下调与神经元损伤及退行性变的关

系仍有不同观点,PALMERCL等[9]研究表明,癫痫

时GluR2的下调能增强谷氨酸的兴奋毒性,主要原因

是由 于 AMPAR 介 导 的 Ca2+ 内 流 增 加 所 致;而

FRIEDMANLK等[10]研究发现,GluR2的下调并不

一定预示着细胞会发生死亡,在脑缺血和缺血预处理

后存活的神经元中也可出现GluR2的表达下调。因

此,GluR2在神经系统疾病中的作用机制仍需深入研

究。Caspase-3激活不仅是细胞凋亡的执行者,且在神

经细胞生长中发挥重要作用,已有研究表明,Caspase-
3早期即可导致AD大鼠丧失突触功能引起认知功能

障碍[11]。通过Co-IP实验分析发现,在大鼠脑组织中

GluR2与Caspase-3可发生免疫共沉淀现象,二者在

脑组织中可相互作用[12]。本实验结果和课题组前期

实验数据显示,AD模型组大鼠学习记忆行为能力减

弱,小脑皮质的浦肯野层细胞数量减少,推测其原因可

能是由于GluR2的表达降低,导致Ca2+ 的通透性升

高,细胞内流增强,并且Caspase-3的表达水平增高,
从而引起神经系统损伤[13],但其具体机制尚需进一步

实验加以探讨。
目前单用针灸或针药联合的方法在AD临床治疗

中被广泛使用。中医认为 AD的病位虽在脑部,但与

肾脏、心、肝、脾等多个脏器相关,为肾虚髓亏、脑失充

养、痰瘀阻络所致。“百会”为全身经络之气所聚,与大

脑紧密相连,可安神定志;“大椎”位于第七颈椎棘下凹

处,有补气壮阳之功;“足三里”是足阳明胃经穴,具补

益气血、填精填髓之功效[14]。因此,本实验选此三穴

具有添髓益智的作用,可协同改善 AD的症状。天麻

素具有很高的医药价值,而且毒副作用很小。天麻素

可抑制星形胶质细胞增生和神经细胞凋亡,并通过

Caspase-3介导的细胞凋亡改善抑郁小鼠的神经细胞

损伤和行为[15]。电针和天麻素可通过调节多种神经

递质的表达而改善 AD大鼠的学习记忆行为能力,并
且二者存在协同促进作用[16]。关于针药结合增强疗

效的确切机制目前仍在研究,分析其原因可能是电针

通过作用于靶器官上的特异性受体和信号传导路径,
从而改变靶器官对药物的反应性来增强药物疗效[17],
同时减少炎症因子释放,抑制星形胶质细胞的高表达,
进而改善AD病理状态。
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