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电针对糖尿病模型大鼠海马CA3区神经元

Nrf2、HO-1和PSD95表达的影响

王薇,龚鑫,吴锋,赵健

(皖南医学院人体解剖学教研室,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 观察电针对糖尿病模型大鼠海马CA3区核因子E2相关因子(Nrf2)、血红素氧合酶(HO-1)与突触后致

密蛋白95(PSD95)表达变化,探讨电针保护糖尿病神经系统损伤的可能机制。方法 将雄性 Wistar大鼠随机分为正常

组、载体组、糖尿病组和电针组,每组8只。采用链脲佐菌素腹腔注射法制备糖尿病大鼠模型。造模成功1周后,电针组

电针刺激一侧“足三里”及“胰俞”穴,30分钟/次,1次/天,连续4周。血糖仪检测大鼠空腹血糖水平;尼氏染色法观察大

鼠海马CA3区神经元形态;免疫组织化学染色法检测大鼠海马CA3区的Nrf2、HO-1与PSD95的蛋白表达。结果 空

腹血糖检测结果显示,与正常组和载体组比较,糖尿病组血糖水平升高(P<0.05);与糖尿病组比较,电针组血糖水平降

低(P<0.05)。尼氏染色结果显示,与正常组和载体组比较,糖尿病组海马CA3区神经元层次减少,胞核固缩;与糖尿

病组比较,电针组海马CA3区神经元层次增加,形态改善。免疫组织化学染色结果显示,与正常组和载体组比较,糖尿

病组海马CA3区Nrf2、HO-1与PSD95蛋白表达降低(P<0.05);与糖尿病组比较,电针组海马CA3区Nrf2、HO-1与

PSD95蛋白表达升高(P<0.05),且与正常组和载体组表达水平相接近(P>0.05)。结论 电针可上调糖尿病模型大

鼠海马CA3区Nrf2、HO-1与PSD95的表达,提示其可能通过抑制氧化应激和改善突触可塑性发挥对其对神经元的保

护作用。
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EffectofelectroacupunctureontheexpressionsofNrf2,HO-1
andPSD95inthehippocampalCA3regionofdiabeticrats

WangWei,GongXin,WuFeng,ZhaoJian

(DepartmentofAnatomy,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toobservetheeffectofelectroacupuncture(EA)ontheexpressionchangesofnu-
clearfactorE2relatedfactors(Nrf2),hemeoxygenase-1(HO-1)andpostsynapticdensityprotein95(PSD95)
inthehippocampalCA3regionofdiabeticmodelrats,aimingtoexplorethepossiblemechanismofEAinpro-
tectingtheinjuryofdiabeticnervoussystem. Methods MaleWistarratswererandomlydividedintoanor-
malgroup,avectorgroup,adiabeticgroupandanEAgroup,with8ratsineachgroup.Thediabeticmodel
wasestablishedbyintraperitonealinjectionofstreptozotocin.Oneweeklater,theEAgroupreceivedEAstim-
ulationattheacupointsof“Zusanli”and“Yishu”for30min,onceadayfor4weeks.Thefastingbloodglucose
levelwasmeasuredbyaglucosemeter.ThemorphologyofneuronsinthehippocampalCA3regionwasob-
servedbyNisslstaining.TheproteinexpressionsofNrf2,HO-1andPSD95inthehippocampalCA3region
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weredetectedbyimmunohistochemicalstaining. Results Comparedwiththenormalgroupandthevector
group,thediabeticgrouphadincreasedbloodglucoselevel(P <0.05).Comparedwiththediabeticgroup,
theEAgrouphaddecreasedbloodglucoselevel(P<0.05).Comparedwiththenormalgroupandthevector
group,thediabeticgrouphadreducedlayersofneuronsinthehippocampalCA3region,withpyknosisinthe
nucleiComparedwiththediabeticgroup,theEAgrouphadincreasedlayersofneuronsinthehippocampalCA3
region,withimprovedmorphologyofneurons.Comparedwiththenormalgroupandthevectorgroup,thedia-
beticgrouphaddecreasedexpressionsofNrf2,HO-1andPSD95inthehippocampalCA3region(P<0.05).
Comparedwiththediabeticgroup,theEAgrouphadincreasedexpressionsofNrf2,HO-1andPSD95inthe
hippocampalCA3region(P<0.05),andtheexpressionlevelsweresimilartothoseofthenormalgroupand
thevectorgroup(P>0.05). Conclusion EAcanup-regulatetheexpressionsofNrf2,HO-1andPSD95in
thehippocampalCA3regionofdiabeticmodelrats,suggestingthatitmayplayaprotectiveroleonneuronsby
inhibitingoxidativestressandimprovingsynapticplasticity.
  Keywords: diabetesmellitus;electroacupuncture;nuclearfactorE2relatedfactors;hemeoxygenase-1;

postsynapticdensityprotein95;hippocampalCA3

  糖尿病是一种以高血糖为特征的慢性代谢性疾

病,在全球发病率极高,由其引发的多种并发症正成为

医学研究关注的焦点。糖尿病一旦波及神经系统将引

起周围神经病变及中枢神经系统病变。神经细胞线粒

体在慢性持续性高血糖条件下,氧化应激被诱发,活性

氧自由基过量产生,线粒体功能受损,其突触可塑性改

变,最终引起中枢及外周神经系统功能障碍[1-3]。海马

是中枢神经系统中与认知密切相关的重要脑区,有研

究发现糖尿病可致海马萎缩,突触可塑性损伤,神经元

变性凋亡[4],故海马是糖尿病影响中枢神经系统的关

键靶点。电针(electroacupuncture)是利用针灸和微

量电流两种刺激相结合用以防治疾病的一种方法[5]。
既往研究发现电针对糖尿病及糖尿病导致的神经系统

损伤疗效确切,且已证实电针可能从影响细胞凋亡的

角度来改善糖尿病性周围神经病变[6-7],但电针能否通

过调节氧化应激和改善突触可塑性来修复糖尿病性中

枢神经系统病变,目前少有研究。因此,本研究从调节

氧化应激和恢复突触可塑性的角度探讨电针对糖尿病

模型大鼠海马神经元的保护作用,以期为糖尿病性中

枢神经病变的临床诊疗提供相关理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物 32只成年健康雄性 Wistar大鼠,体
质量180~220g,购自济南朋悦实验动物繁育有限公

司,生产许可证号:SCXK(鲁)2019-0003。大鼠饲养给

予充足的食物和水,温度湿度适宜,自然昼夜节律。本

实验中对动物的操作处理过程严格遵循有关善待动物

的指导性意见及伦理学规定。

1.2 主要试剂和仪器 链脲佐菌素(STZ,北京索莱

宝科技有限公司);核因子E2相关因子(Nrf2)和血红

素氧合酶(HO-1)多克隆抗体、SABC试剂盒及DAB
显色液(武汉博士德生物工程有限公司);突触后致密

蛋白95(PSD95)多克隆抗体(北京博奥森生物技术有

限公司);尼氏染色液(上海碧云天生物技术有限公

司);G6805-2型电针仪(上海医用电子仪器厂);石蜡

切片机(德国Leica公司);全血葡萄糖测试仪(北京怡

成生物电子技术有限公司);显微镜及成像系统(日本

Olympus公司)。

1.3 模型制备及分组 参照文献[8]的方法,大鼠禁食

24h后按45mg/kg剂量腹腔注射STZ溶液(每10
mgSTZ溶于1mL的柠檬酸缓冲液)制备糖尿病大鼠

模型。5d后尾静脉采血,用血糖仪测定大鼠空腹血

糖水平,选取血糖>16.6mmol/L且多尿、多饮、多食

大鼠纳入本研究,并随机分成两组:糖尿病组和电针

组,每组8只。另取16只大鼠随机分为载体组和正常

组,每组8只。载体组大鼠腹腔注射同体积柠檬酸缓

冲液,正常组不进行任何处理。

1.4 干预方法 造模及分组完成后,电针组于造模完

成24h后开始治疗。参照中国针灸学会实验针灸委

员会制定的实验动物穴位图谱,电针组大鼠用无菌针

灸针直刺一侧“足三里”穴7mm,向脊柱方向斜刺“胰
俞”穴5mm,连接电针仪,予连续波,频率10Hz,电流

强度2mA,留针30分钟/次,1次/日,连续4周,双侧

穴位交替进行。其他3组不予干预。

1.5 观察指标及检测方法 空腹血糖水平(FBG)检
测:电针干预结束后,所有大鼠禁食24h,尾静脉采血

检测所有大鼠的FBG。取材及组织切片制备:FBG检

测完成后,腹腔注射1%戊巴比妥钠麻醉各组大鼠,开
胸,经左心室-升主动脉灌注4%多聚甲醛溶液,灌注

固定后取脑,石蜡包埋。参照大鼠脑立体定位图谱[9],
取海马所在区段石蜡切片机连续切片,厚度5μm,切
片分 4 套,分 别 进 行 尼 氏 染 色 以 及 Nrf2、HO-1、

PSD95免疫组织化学染色反应。尼氏染色法观察大
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鼠海马CA3区神经元变化:上述石蜡切片常规脱蜡至

水,加入0.1%焦油紫染液,37℃5min;蒸馏水冲洗,

70%酒精分化3min;脱水,透明,封片,于400倍光镜

下观察结果。免疫组织化学法观察大鼠海马CA3区

中Nrf2、HO-1和PSD95蛋白表达:按相关试剂说明

书和免疫组织化学法操作步骤完成 Nrf2、HO-1和

PSD95免疫组织化学染色,常规脱水,透明,封片,于

400倍光镜下观察结果并进行阳性细胞计数并测量平

均灰度值。每只大鼠的每一个观察指标,均选取相同

冠状切面的切片,计数相同区域下阳性神经细胞数并

测量平均灰度值。

1.6 统计学方法 用SPSS26.0统计软件中的单因

素方差分析(ANOVA)处理和分析所有实验数据,结
果用(췍x±s)表示;组间两两比较用q检验。P <0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 模型及干预评价 糖尿病组大鼠于造模3d后

出现典型的多尿、多饮、多食的症状,且大鼠精神萎靡、
活动减少,毛色发黄,大便变稀。随着饲养时间的延

长,典型的“三多”症状持续存在。正常组与载体组大

鼠反应灵敏,活动、进食量及饮水量正常,大小便正常,
皮毛健康有光泽。电针组大鼠经过干预后,上述症状

较糖尿病组大鼠逐渐改善,未完全恢复至正常状态。

2.2 各组大鼠FBG的比较 FBG检测结果显示:与
正常组和载体组比较,糖尿病组大鼠的FBG升高,差

异有统计学意义(P <0.05);经过4周的电针治疗

后,电针组大鼠的FBG较糖尿病组降低,差异有统计

学意义(P<0.05),见图1。

注:与正常组比较,*P<0.05;

与糖尿病组比较,△P<0.05。

图1 各组大鼠FBG比较(8只/组)

2.3 各组大鼠海马CA3区神经元组织形态学比较 
尼氏染色结果光镜下显示:正常组及载体组大鼠海马

CA3区神经元结构清晰,形态完整,胞核居中,核仁清

楚,排列较为整齐。糖尿病组大鼠海马CA3区神经细

胞层次减少,部分细胞核固缩,胞核不清。电针组大鼠

海马CA3区较糖尿病组神经细胞层次有所增加,形态

有改善,见图2。

图2 各组大鼠海马CA3区神经元尼氏染色(8只/组)

2.4 各组大鼠海马CA3区相关蛋白表达的比较 各

组大鼠海马CA3区免疫组织化学染色结果光镜下显

示:各 组 大 鼠 海 马 CA3 区 均 可 见 Nrf2、HO-1 和

PSD95蛋白表达,阳性神经元着色为棕黄色。正常组

与载 体 组 相 比,大 鼠 海 马 CA3 区 Nrf2、HO-1 和

PSD95蛋白表达差异无统计学意义(P >0.05)。与

正常组比较,糖尿病组海马 CA3区 Nrf2、HO-1和

PSD95蛋白表达减少(P<0.05)。与糖尿病组相比,
电针组海马CA3区 Nrf2、HO-1和PSD95蛋白表达

增加(P<0.05)。正常组与载体组相比,海马CA3区

Nrf2、HO-1和PSD95的平均灰度值差异无统计学意

义(P>0.05)。与正常组比较,糖尿病组海马CA3区

Nrf2、HO-1和PSD95平均灰度值增高(P <0.05)。
与糖尿病组相比,电针组海马CA3区 Nrf2、HO-1和

PSD95平均灰度值降低(P<0.05),见图3。

3 讨论

海马是神经系统疾病研究中的一个关键脑区,与
认知和学习记忆密切相关。海马包括CA1、CA2、CA3
及齿状回等区域,其中海马CA3区主要执行空间记忆

的调控[10]。有研究发现[4,11],糖尿病引发的长期高血

糖状态会损害大脑的正常结构和功能,若波及海马时

将会导致海马萎缩及功能障碍,引发细胞凋亡,故海马

—93—

2024年             右江民族医学院学报              第1期



注:免疫组化染色(×400),标尺为50μm;各组Nrf2、HO-1及PSD95阳性细胞数量及平均灰度

值比较的直方图(8只/组);与正常组比较,*P<0.05;与糖尿病组比较,△P<0.05。

图3 各组大鼠海马CA3区Nrf2、HO-1及PSD95蛋白表达水平比较(8只/组)

CA3区也是糖尿病出现神经系统病变的一个形态学基

础。本研究中尼氏染色结果证实糖尿病组大鼠海马

CA3区神经细胞减少,排列紊乱,形状不规则,提示在

高血糖状态下该区神经细胞损伤严重,经过电针治疗

后,海马CA3区神经细胞增加,提示电针能在一定程

度上修复海马CA3区神经细胞损伤,恢复其功能。
本研究运用STZ制备糖尿病模型,而STZ可以特

异性识别胰岛β细胞膜上丰富的葡萄糖转运蛋白2
(GLUT2),导致胰岛β细胞结构功能破坏,进一步使

胰岛素分泌减少[12],血糖出现慢性持续性升高。既往

研究表明,慢性持续性高血糖造成的脑组织氧化应激、
神经细胞突触结构的可塑性变化、神经炎症、脑血管异

常及神经细胞凋亡等因素共同引发了糖尿病中枢神经

系统病变的发生[13-15]。其中氧化应激是糖尿病最重要

的发病机制之一,高血糖促使蛋白糖基化及慢性炎症

标志物的上调,诱发过量的氧自由基产生,而氧自由基

对脂质、蛋白质及DNA均造成损伤,进而严重影响脑

的正常功能[16,17]。同时,氧化应激和炎症的增加导致

胰岛素抵抗和胰岛素分泌受损,使得血糖持续升高,负
性因 素 不 断 互 相 强 化,最 终 引 起 神 经 元 变 性 和 凋

亡[18]。核因子E2相关因子(Nrf2)是抵抗氧化应激

重要的转录因子之一,Nrf2在生理状态下于细胞质中

结合Keap1,诱发 Nrf2发生泛素化进而被降解;当在

应激状态下,Nrf2离开Keap1,以Nrf2-Maf的形式进

入细胞核与抗氧化反应原件ARE结合,启动下游基因

产物谷胱甘肽硫基转移酶(GST)、血红素氧合酶(HO-
1)等的转录,促使其表达,进而增强细胞的抗氧化能

力。Nrf2与 HO-1启动子部位结合,启动抗氧化蛋白

的转录,调控抗氧化酶的表达,抑制氧化应激发生,增
强机体抗氧化能力[19-20]。本研究免疫组化结果显示糖

尿病组大鼠海马CA3区Nrf2蛋白及 HO-1蛋白表达

减弱,结合尼氏染色结果综合分析提示糖尿病状态下

海马CA3区神经细胞损伤严重,氧化应激发生,因此

通过外界干预抑制氧化应激减少神经细胞破坏可能对

防治糖尿病中枢神经系统损伤具有重要意义。
突触可塑性主要指突触功能的调整、突触数目的
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升降及突触形态的变化。糖尿病导致的中枢胰岛素抵

抗使胰岛素失去原本的生物学效应,对突触可塑性的

有效调节减弱,使得突触可塑性相关蛋白表达明显下

调[21]。突触后致密蛋白95(PSD95)是研究中常见的

PSD基础结构蛋白,广泛分布于大脑皮质、海马等部

位,通过影响神经递质的分泌和突触前膜信号的转导

在突触可塑性中起重要作用。PSD95通过与N-甲基-
D-天冬氨酸受体(NMDAR)亚型NR2B胞内C末端区

域结合,在NMDAR调控长时程增强(LTP)生成中发

挥重 要 的 作 用,对 突 触 的 稳 定 性 和 可 塑 性 产 生 影

响[22-23]。本实验中免疫组化结果显示糖尿病组大鼠海

马CA3区PSD95蛋白表达降低,提示海马CA3区神

经突触可塑性破坏,这与王婕[24]等的对海马的研究结

果一致。这表明糖尿病可以通过影响突触可塑性参与

糖尿病性中枢神经病变的发生。另有研究表明,糖尿

病引发的中枢胰岛素抵抗导致神经元形态改变及突触

功能损伤,线粒体稳态失衡,表现为线粒体质量控制系

统失调,氧化应激水平增加[25]。且氧化应激可直接导

致海马中PSD95的表达下降,故氧化应激水平上调与

突触损伤可能在糖尿病发生中相互发挥了作用[26-27]。
本实验免疫组化结果显示PSD95表达降低与 Nrf2、

HO-1的表达降低具有一致性,进一步提示糖尿病可

引发海马CA3区神经元氧化应激的发生,继而破坏其

突触可塑性。因此,采取何种治疗措施来有效应对上

述病理状态的发生具有重要的临床意义。
在我国,针灸治疗糖尿病历史悠久,早在西晋时期

的《皇帝甲乙经》中就详细记载了治疗糖尿病的具体取

穴。糖尿病属中医学中“消渴”等范畴,消渴病泛指以

多饮、多食、多尿、形体消瘦为特征的疾病。其基本病

机为阴津亏损,燥热偏盛,身体各部缺乏津液的润养。
故本研究选取“足三里”可清泻阳明,进而滋阴清热,调
理全身津液代谢;胰俞又称胃脘下俞,可疏通经络,调
理脏腑,两者均为临床上治疗糖尿病的经验要穴[28]。
有研究显示电针能改善血糖,促进胰岛β细胞增生、减
少胰岛β细胞凋亡,提高体内胰岛素水平[29-30],这与本

实验中电针组大鼠血糖检测趋势一致。同时,本实验

各组大鼠尼氏染色结果与免疫组化染色结果均显示,
电针治疗可以促进大鼠海马CA3区细胞层次增加,形
态改善,同时Nrf2、HO-1及PSD95蛋白表达均上调,
本研究提示电针可降低氧化应激水平,修复神经元病

理性损伤,改善突触可塑性,据此推测电针治疗糖尿病

中枢神经系统病变的机制可能与降低氧化应激水平,
改善突触可塑性有关。

综上所述,电针可阻止糖尿病模型大鼠海马CA3
区氧化应激,改善突触可塑性,这可能是电针修复糖尿

病中枢神经系统损伤的重要作用机制之一,但糖尿病

中枢神经系统损伤的修复机制复杂,电针具有多靶点

的治疗作用,对于电针保护糖尿病中枢神经系统损伤

的确切机制还有待于进一步研究。
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