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摘要

目的：基于Tau蛋白磷酸化探讨电针百会对APP/PS1转基因痴呆模型小鼠学习记忆能力的影响及其可能机制。

方法：30只4月龄雌性APP/PS1转基因小鼠随机分为模型组、百会组和非穴组，10只同窝阴性野生小鼠为野生组；百会

组电针百会穴，非穴组电针非穴，干预28d。采用Morris水迷宫实验观察小鼠学习记忆能力；尼氏染色观察小鼠海马神

经元形态结构变化；蛋白免疫印记杂交技术（Western blot）检测小鼠海马组织在Ser-396位点上Tau蛋白磷酸化水平。

结果：与模型组相比，百会组可改善小鼠的学习记忆能力（P＜0.05），减轻海马神经元形态结构的损伤，降低海马组

织中Ser-396位点上Tau蛋白磷酸化水平（P＜0.05），非穴组与模型组相比无显著性差异（P＞0.05）。

结论：电针百会能够改善APP/PS1转基因痴呆模型小鼠的学习记忆能力，其机制可能与抑制Tau蛋白磷酸化有关。
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Abstract
Objective: To explore the effects of electroacupuncture at Baihui (DU20) on learning and memory ability and

its possible mechanism through the phosphorylated Tau in APP/PS1 transgenic mice.

Method: Thirty female APP/PS1 transgenic dementia model mice were randomly divided into model group,

DU20 group and non-acupoint group, 10 wild type mice consisted wild group. The DU20 group received elec-

troacupuncture at Baihui (DU20) and the non-acupoint group received electroacupuncture at non-acupoint for 28

days. Learning and memory ability was tested with Morris water maze. The morphology and structure of hippo-

campus neurons were observe by Nissl's staining. The level of Tau phosphorylation at Ser-396 point was detect-

ed by Western blot.

Result: Compared with the model group, electroacupuncture at DU20 could ameliorated learning and memory

ability of APP/PS1 mice (P＜0.05), decreased the injury of neurons in morphology and structure and the level

of Tau phosphorylation at Ser-396 in hippocampus (P＜0.05), and there was no significant difference between

model group and non-acupoint group (P＞0.05).

Conclusion: Electroacupuncture at DU20 could ameliorate learning and memory ability in APP/PS1 transgenic

dementia model mice, the mechanism may be related to the Tau phosphorylation in hippocampus.
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阿尔茨海默病（Alzheimer's disease, AD）是主

要发生在老年人的一种以认知功能进行性减退和进

行性痴呆为临床特征的神经退行性疾病，临床主要

表现为记忆、认知、语言、行为障碍及人格改变，严重

者丧失生活自理能力，是康复医学亟待解决的重点

问题。Tau蛋白过度磷酸化，不能把微管蛋白结合

在一起，引起轴突不稳定，导致运输能力降低，并且

促进Tau蛋白的聚集，在神经元中形成神经原纤维

缠结（neurofibrillary tangles, NFTs），产生神经退行

性病变是其主要病理变化之一[1—2]。有研究结果证

实，降低Tau蛋白磷酸化水平，减少NFTs，可明显改

善AD模型小鼠空间学习记忆障碍[3]。无论从临床

研究还是基础研究中发现，针刺对治疗AD病具有

独特的疗效，但其机制尚不明确[4—6]。

因此，本研究通过观察电针百会穴对APP/PS1

转基因痴呆模型小鼠学习记忆能力、海马神经元形

态结构及Tau蛋白磷酸化的影响，探讨其可能的机

制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

30只4月龄雌性APP/PS1转基因痴呆模型小鼠

30只，同窝阴性野生小鼠 10只，购于南京大学模式

动物所，于福建中医药大学实验动物中心SPF级实

验室喂养。采用随机数字表法将所有APP/PS1转基

因小鼠编号，分为 3 组：模型组（n=10）、百会组（n=

10）、非穴组（n=10），野生组为阴性野生小鼠（n=

10）。实验过程均严格按照国际动物保护和使用指

南的规定进行。

1.2 主要试剂和仪器

尼氏染色液（上海碧云天生物技术有限公司，上

海）；Tau、Tau（phospho S396）（Abcam，Cambridge，

MA，USA）和β-actin 一抗及辣根过氧化物酶二抗

（Cell Signaling，Beverly，MA，USA）；Morris水迷宫

（中国医学科学院药物研究所）；Image-lab图像分析

系统（Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA，USA）。

1.3 干预措施

①野生组和模型组：置于普通笼中饲养，只给予

同等条件抓取，不给予任何治疗。②百会组：参考

《实验针灸学》取小鼠百会穴，使用华佗牌 30号 0.5

寸毫针，G6805电针仪，电压峰值2V，以针体轻轻抖

动为度，疏密波，频率1Hz，每次30min，每天1次，共

治疗28d。③非穴组针刺非穴，取胁下非经非穴点，

具体定位为髂后上棘上2cm，脊柱旁开3cm，该点避

开督脉及胁部穴位 [7]，针刺时间、疗程与百会组相

同。

1.4 Morris水迷宫实验

各组小鼠在实验干预第 24天进行。水迷宫的

水池，圆桶形，直径 120cm，深 50cm，水深 30cm，水

温（26±2）℃，池壁上 4 个等距离点分水池为 4 个象

限，池壁外标4个入水点，任选一象限在其中央放置

平台。平台直径 6cm，高 28cm，没于水面下 2cm，水

池周围参照物保持不变。Morris水迷宫主要包括定

位航行实验和空间探索实验两个部分。①定位航行

实验（place navigation）：检测小鼠对平台位置学习

的能力。将小鼠按顺时针方向依次由第一象限，第

二象限，第三象限，第四象限入水点顺序面向池壁放

入水中。如果小鼠在 90s内爬上平台，并停留 3s以

上，则认为小鼠找到平台，此为逃避潜伏期（escape

latency）。如果 90s内小鼠未能找到平台，则拖拽其

尾部，将其引导到平台，熟悉10s，此时潜伏期按90s

计算。②空间探索实验（spatial probe）：测试小鼠学

会寻找平台后，对平台空间位置记忆的能力。定位

航行实验后，即在第28天，撤去平台，取任意一个入

水点将小鼠放入水中，观察并记录 90s内小鼠穿过

原平台区域的次数。

1.5 取材及检测方法

1.5.1 尼氏染色观察神经元形态：麻醉下开胸，生理

盐水 80ml 经左心室快速冲洗，4%多聚甲醛（pH=

7.4）40ml灌流固定。取脑后置入4%多聚甲醛内4℃
固定 24—48h。常规脱水，石蜡包埋，冠状切片，片

厚5μm。二甲苯脱蜡、梯度酒精脱水，尼氏染色液染

色，中性树脂封片。光镜下观察小鼠大脑海马组织

细胞形态学变化。

1.5.2 蛋白免疫印迹法（Western blot）：取小鼠海马

组织置于液氮罐中速冻，再置于-80℃冰箱保存。

1ml裂解缓冲液和10μl苯甲基磺酰氟（phenyl meth-

ane sulfonyl fluoride, PMSF）储存液裂解 100mg海

马组织，充分研磨后离心，吸取上清。BCA蛋白浓

度测定法测定蛋白浓度。样品蛋白变性后，取50μg
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样品蛋白经 12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电 泳（sodium dodecyl sulfate - polyacryl amide

gel electrophoresis, SDS-PAGE），转移到聚偏二氟

乙烯（polyvinylidene fluoride, PVDF）膜后，用封闭

液封闭2h，分别用Tau、Tau（phospho S396）和β-actin

一抗（1∶1000）孵育，4℃过夜，用辣根过氧化物标记

的二抗（1∶5000）室温孵育1h。将PVDF膜放图像扫

描仪上，避光配置显色液并覆盖PVDF膜，Image-lab

图像分析系统并分析处理。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 18.0 进行数据统计分析，所有数据

均满足方差齐性（P＞0.05），以均数±标准差表示，采

用单因素方差分析，两两比较采用LSD法。

2 结果

2.1 Morris水迷宫实验检测结果

定位航行试验：随着训练时间的增加，各组小鼠

逃避潜伏期都呈逐渐缩短趋势，从实验干预第24天

起，与野生组相比，模型组小鼠的逃避潜伏期时间明

显延长（P＜0.01）。从第25天起，与模型组相比，百

会组小鼠的逃避潜伏期时间缩短（P＜0.05），非穴组

相比于模型组无显著性差异（P＞0.05）。空间搜索

试验：实验干预第 28天，模型组小鼠跨越平台次数

与野生组相比明显减少（P＜0.01），而相比于模型

组，百会组穿越平台次数增加（P＜0.05），非穴组穿

台次数差异无显著性（P＞0.05），见表1。

以上实验结果表明百会组小鼠学习记忆力明显

优于模型组，非穴组与模型组相比差异无显著性。

表1 各组小鼠逃避潜伏期及跨越平台次数比较 (x±s,n=10)

组别

野生组
模型组
百会组
非穴组

与野生组相比：①P＜0.01；与模型组相比：②P＜0.05；③P＞0.05

逃避潜伏期（s）
第24天

71.33±8.35
83.26±4.94①

77.20±8.28
82.38±5.78③

第25天
58.72±11.17
79.27±7.29①

67.19±10.05②

77.89±6.79③

第26天
47.89±6.72

74.88±14.80①

60.70±14.52②

72.37±18.28③

第27天
28.92±7.11

57.51±11.28①

42.62±9.59②

54.97±11.34③

穿越平台次数

1.98±0.53
0.70±0.67①

1.33±0.71②

0.83±0.66③

2.2 尼氏染色结果

小鼠石蜡脑切片尼氏染色结果显示，野生组小

鼠海马 CA3 区神经元细胞形态结构完整，排列紧

密、整齐、均匀，细胞膜、核仁清晰，着色均匀。模型

组和非穴组小鼠海马CA3区神经元细胞固缩破裂，

排列疏松，胞体塌陷或皱缩，胞膜、核膜界限不清，着

色深浅不均，结构完整性遭到破坏。百会组染色结

果显示，与模型组比较神经元排列较紧密规整，神经

元细胞结构破坏程度减轻。电针百会能减轻APP/

PS1转基因痴呆模型小鼠CA3区神经元细胞的结构

完整性的损伤，见图1。

2.3 小鼠海马Tau蛋白磷酸化检测

通过 Western blot 法检测，以 p-Tau（Ser-396）/

Tau的相对值表示磷酸化水平，我们发现，与野生组

相比，模型组小鼠海马在Ser-396位点上Tau蛋白磷

酸化明显增加（P＜0.05），而经过电针百会治疗后，

百会组小鼠Tau蛋白磷酸化水平相比于模型组明显

降低（P＜0.05），非穴组与模型组相比无显著性差异

（P＞0.05），见图2—3。

3 讨论

AD 在中医理论体系中见于“呆病”、“健忘”、

“癫狂”等证的描述中，以气郁痰结、肾精亏虚，瘀血

阻于脑络为痴呆发病的主要原因。针灸疗法对其已

图1 各组小鼠海马CA3区神经元形态变化
(尼氏染色,×400)

非穴组百会组

野生组 模型组
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有明确的治疗原则，如醒脑开窍、益血调气、益肾化

浊等，取穴以督脉、心经、肾经等经穴为主。督脉上

至风府，入属于脑，历代医家素有“病变在脑，首取督

脉”之说。百会为督脉，足太阳之会，位居巅顶，其深

处即为脑。《太平圣惠方·针经》记载：百会疗“多睡心

烦，惊悸无心力，忘前失后，吃食无味，头重”。可见，

百会穴具有益心安神、生髓养脑的功效，主要用于治

疗心神病症。

记忆障碍是 AD 的主要表现之一，Morris 水迷

宫是目前用于啮齿类动物学习记忆功能评估的重要

工具。本研究通过定位航行实验和空间探索实验证

实了电针百会穴可以改善APP/PS1转基因小鼠的学

习和记忆能力。海马区是重要的学习与记忆的存储

结构，常被用于探究学习记忆障碍的研究 [8—9]。当

AD发生时，海马等与学习记忆有关的脑区的神经

元细胞发生病理性变化，出现学习记忆障碍[10]。通

过尼氏染色，我们观察到电针可以减少小鼠海马组

织中神经元细胞的结构完整性的损伤，进一步在形

态学上证明了电针对APP/PS1转基因小鼠的神经保

护作用。

AD的主要特征病理改变是脑内淀粉样蛋白沉

积形成的老年斑和神经元内出现神经原纤维缠结。

Tau蛋白是一种微管相关蛋白（microtubule associat-

ed proteins, MAPs），主要位于神经元轴突内，具有

促进微管的形成和保持微管的稳定性的作用。Tau

蛋白过度磷酸化后，与微管蛋白的结合能力显著下

降，丧失了促进微管组装的功能，并且与正常Tau蛋

白竞争结合微管蛋白，导致微管解聚，而异常过度磷

酸化的Tau蛋白则聚集形成NFTs[11]。神经元内大量

NFTs会对细胞轴突运输功能产生直接干扰，引起毒

性效应，导致突触丢失和神经元变性[12]。Tau蛋白磷

酸化程度取决于体内多种特异蛋白激酶的磷酸化和

蛋白磷酸酶去磷酸化之间的相互作用。Tau蛋白磷

酸化的蛋白激酶主要有糖原合成酶激酶-3β（glyco-

gen synthase kinase-3β, GSK-3β）、细胞周期依赖性

蛋白激酶 5（cyclin-dependent kinase 5, CDK-5）和

cAMP 依赖性蛋白激酶 A（cAMP-dependent protein

kinase A, APKA）[13]。Tau 蛋白发生过度磷酸化与

其自身众多的磷酸化位点有关，已发现的AD脑部

的 Tau 蛋白异常磷酸化位点 Ser-l99、Ser-202、Ser-

396、Ser-404、Thr-181等均为丝/苏氨酸位点。作为

丝／苏氨酸蛋白激酶，GSK-3β是Tau蛋白过度磷酸

化的一个关键蛋白激酶[14—15]。GSK-3β对Ser-396位

点具有高亲和性，其磷酸化的能力最强，而且成纤维

特性更强，使Tau蛋白稳定微管蛋白的能力降低，影

响微管稳定性[16—17]。故我们选择 Ser-396位点进行

磷酸化水平检测，结果显示经过28d电针百会治疗，

能够有效抑制APP/PS1小鼠海马组织中Ser-396位

点上Tau蛋白的磷酸化水平。

综上所述，电针百会穴能够改善APP/PS1转基

因痴呆模型小鼠的学习记忆能力，其作用机制可能

与电针治疗能够抑制小鼠海马区Tau蛋白的磷酸化

水平以及其对小鼠海马的神经保护作用有关，但有

待进一步研究。
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