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头穴丛刺对APP/PS1小鼠海马突触可塑性的影响
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［摘要］ 目的　观察头穴丛刺对阿尔茨海默病 （AD） 模型小鼠海马突触可塑性的影响，探讨其治疗 AD的可

能机制。方法　将 60 只 APP/PS1 小鼠 （AD 模型小鼠） 随机分为模型组、空载组、Rab3a 敲低组、针刺组、

针刺+Rab3a敲低组，空白组为同背景的C57BL/6小鼠，每组 12只。空载组给予海马区注射未转染沉默Rab3a
基因的空白载体病毒液，Rab3a 敲低组、Rab3a 敲低+针刺组给予 AAV9-Rab3a 病毒液海马注射特异性敲低

Rab3a，空白组、模型组、针刺组小鼠在相同海马区注射 2. 0 μl生理盐水。针刺组和 Rab3a敲低+针刺组在注

射2周后给予头穴丛刺治疗，其余各组小鼠仅给予相同时间、程度的抓握刺激。各组均干预28天。采用水迷

宫实验检测小鼠逃避潜伏期、穿越平台次数，旷场实验检测自发行为活动，HE 染色观察海马组织病理形态

学变化，透射电镜观察小鼠海马突触超微结构，免疫荧光检测海马区脑内相关 Ras 蛋白 3A （Rab3a） 表达，

ELISA 法检测海马组织中白细胞介素 12 （IL-12）、白细胞介素 4 （IL-4） 含量；Western Bolt 法检测海马组织

Rab3a、突触后致密蛋白 95 （PSD-95）、突触素 1 （SYN1） 蛋白水平。结果　与空白组比较，模型组、空载

组和 Rab3a 敲低组小鼠逃避潜伏期延长、穿越平台次数减少，旷场实验活动路程及时间均减少，血清 IL-12
含量增多、IL-4 含量减少，海马组织 Rab3a 蛋白平均光密度和 PSD-95、Rab3a、SYN1 蛋白水平均降低 （P＜
0. 01）；HE染色可见海马CA1区神经元细胞形态不规则，排列紊乱，数量减少；电镜结果显示海马CA1区突

触结构严重损伤。与模型组相比，Rab3a敲低组除穿越平台次数无改变，上述指标均加重 （P＜0. 05），且海

马 CA1 区神经细胞和突触结构损伤更明显；而针刺组小鼠上述各指标均改善 （P＜0. 01），海马 CA1 区病理

损伤减轻，突触结构修复。与 Rab3a敲低组比较，Rab3a敲低+针刺组小鼠上述各指标均有改善 （P＜0. 05），

海马 CA1区病理形态及突触结构损伤减轻。结论　头穴丛刺可能通过上调海马中 Rab3a蛋白水平，改善海马

突触超微结构，调节炎症因子，进而提高AD模型认知功能，是其治疗AD的可能机制之一。
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阿尔茨海默病 （Alzheimer's Disease，AD） 是

神经退行性疾病，其关键病理特征为 β-淀粉样蛋

白 （amyloid beta，Aβ） 斑块及 tau 神经原纤维缠

结［1］。临床上，患者呈现出认知与功能持续衰退的

表现，如记忆减退、言语障碍、行为异常以及决策

力受损等，这些症状对日常生活造成了严重干扰［2］。

有研究显示，我国AD及相关痴呆总人数为1314万，

约占全球 AD 患者的 25. 5%，预计到 2030 年我国

AD患者将达到 2160万，这一趋势不仅会显著增加

医疗卫生及社会服务负担，还将对我国社会经济发

展产生深远影响［3-4］。因此，进一步探究 AD 的发

病机制和治疗措施，已成为当下亟待解决的难题。

头穴丛刺是基于中医学经络理论与神经解剖理

论创立的在头部特定治疗区域实施“丛式”针刺治

疗的一种疗法，其在神经系统疾病的治疗领域应用

十分广泛［5］。课题组前期研究显示，头穴丛刺能够

提高AD患者认知水平和日常生活能力［6］，可能通

过干预胆碱能系统，调节神经递质释放，从而改善

AD大鼠学习记忆［7］。现代研究［8］表明，突触是中
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枢神经系统可塑性变化最敏感的部位，AD患者脑

中突触可塑性损害可导致神经元变性、死亡，进而

出现认知障碍与学习记忆能力的下降。脑内相关

Ras蛋白 3A （Ras-related in brain 3A，Rab3a）是小

G蛋白家族成员，在突触可塑性调控中占有重要地

位，其主要功能是介导突触囊泡的靶向运输与胞吐

释放［9］。本研究拟通过特异性敲低Rab3a，从海马

突触可塑性角度探讨头穴丛刺改善AD认知功能障

碍的可能作用机制，为其临床治疗 AD 提供依据。

本研究经黑龙江中医药大学伦理委员会审议批准

（编号2023042501）。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

选用 60只 6月龄 SPF级雄性APP/PS1小鼠作为

AD 模型［10］，12 只同月龄 SPF 级 C57BL/6 小鼠作为

对照小鼠，体质量均为 20~23 g，均由南京大学模

式动物研究所提供，实验动物许可证：SCXK （苏）

2015-0001。小鼠饲养于黑龙江中医药大学实验中

心，单笼喂养，温度（24±2）℃，湿度 45%~55%，

保持通风，12 h/12 h明暗交替，自由摄食饮水。

1. 2　主要试剂及仪器

注射用青霉素钠（华北制药股份有限公司，批

号：F9042114）；戊巴比妥钠（生兴生物技术有限

公司，批号：3G223G27）；苏木素伊红 （HE） 染

色试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司，货号：

G1120）；醋酸铀（北京沫之东生物技术有限公司，

批号：DJ151）；柠檬酸铅 （上海源叶生物科技有

限公司，批号：V31852-5g）；白细胞介素12（IL-12）、
白细胞介素 4 （IL-4） ELISA 试剂盒 （武汉赛培生

物科技有限公司，批号：SP13757、SP13767）；突

触后致密蛋白95（PSD-95）抗体、突触素1（SYN1）
抗体、Rab3a 抗体 （赛默飞世尔科技公司，货号：

MA1-046、51-5200、PA1-770）；CY3 标记山羊抗

兔 IgG、HRP 偶联山羊抗兔 IgG （Abcam 公司，批

号： ab6939、 ab6721）；腺相关病毒 9 型介导的

Rab3a短发夹RNA （AAV9-Rab3a-shRNA）、腺相关

病毒 9 型介导的阴性对照短发夹 RNA （AAV9-NC-

shRNA）病毒液（广州派真生物技术有限公司，批

号：7396、7397）；RIPA裂解液、BCA蛋白浓度测

定试剂盒、磷酸酶抑制剂、苯甲基磺酰氟（上海碧

云天生物技术有限公司，批号：P0013B、P0012、
ST640-50g、ST506）。

一次性使用无菌针灸针（0. 18 mm×10 mm，苏

州医疗用品有限公司，批号：247063）；63001 型

Morris水迷宫-恒温型水浴池、63008型旷场活动测

试系统、68528型脑立体定位仪（瑞沃德生命科技

公司）；RM2255型全自动轮转切片机、CM1860型

冰冻切片机（德国 Leica公司）；CX41RF型光学显

微镜 （日本 OLYMPUS 公司）；ELX-800 型酶标仪

（美国BIOTEK公司）；JEM-1400型透射电镜（日本

电子公司）；DYY-12C型电泳仪（北京市六一仪器

厂）；BX53型荧光显微镜（日本OLYMPUS公司）。

1. 3　动物分组及干预方法

将 60 只 APP/PS1 小鼠采用随机数字表法分为

模型组、针刺组、Rab3a 敲低组、空载组、针刺+ 
Rab3a敲低组，每组 12只；C57BL/6小鼠 12只作为

空白组。Rab3a 敲低组和针刺+Rab3a 敲低组利用

AVV9-Rab3a-shRNA 对小鼠进行海马原位注射［10］：

小鼠麻醉后固定于脑立体定位仪上，根据小鼠脑立

体定位图谱确定海马区注射坐标 （x=1. 5 mm；y=
2. 0 mm；z=2. 0 mm），使用微量注射器吸取 2. 0 μl 
AAV9-Rab3a-shRNA病毒液，缓慢注入小鼠海马区，

注射时间为 5 min，留针 5 min。术后给予青霉素钠

腹腔注射（5万单位/kg），每天 1次，连续 3天，观

察小鼠 2周。空载组：对小鼠海马区注射 2. 0 μl未
转染沉默 Rab3a 基因的空白载体病毒 AAV9-NC-

shRNA，操作及观察时间同上。空白组、模型组、

针刺组小鼠在相同海马区注射 2. 0 μl生理盐水，操

作及观察时间同上。

针刺组在注射生理盐水 2周后，给予头穴丛刺

干预，取穴：小鼠“百会”［11］及其左右各旁开2 mm
处，采用 0. 25 mm×13 mm针灸针向前额方向针刺，

快速捻转 1 mim后，剪刀剪短针柄，胶带固定，让

小鼠在鼠笼内自由活动，留针 30 min （若掉针及时

补针），每日 1次，连续治疗 28天。针刺+Rab3a敲
低组在给予AAV9-Rab3a-shRNA病毒液海马区注射

2 周后给予头穴丛刺治疗 28 天，具体操作同针刺

组。其余各组小鼠仅给予相同时间、程度的抓握

刺激。

1. 4　检测指标及方法

1. 4. 1　Morris 水迷宫实验评价小鼠学习记忆能力　

　针刺干预结束次日进行Morris水迷宫实验：分为

定位航行与空间探索两部分。定位航行实验历时 4
天，小鼠每天从不同方位（依次东南西北）面向池

壁入水 4次，救生平台在第二象限底部，记录其登

上平台的逃避潜伏期（超 60 s未找到则引至平台，

记为 60 s）。第 5天进行空间探索实验，撤掉平台，
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小鼠从原平台对面象限入水点放入，记录跨过原平

台位置的次数，通过定位航行的平台潜伏期、空间

探索的相关指标分别评价小鼠学习与记忆能力。

1. 4. 2　旷场实验评价小鼠自发活动和探索行为　

　水迷宫实验结束次日后进行旷场实验。旷场装置

为一个长宽高分别为 50 cm×50 cm×40 cm的方形观

察箱，箱体内壁及底部粘贴哑光不反光壁纸。箱底

平面均匀划分为 16 个面积相等的方格，其中中央

方格定义为中央区域，其余方格归为外周区域。实

验时，将小鼠轻轻放置于箱底中央区域，使其自由

探索环境 5 min，期间通过动物行为视频分析软件

实时记录小鼠的运动数据，重点采集其在中央区域

的活动路程和停留时间。每组小鼠测试结束后，需

及时清除粪便，并用 75% 乙醇擦拭清洁箱体内壁

及底面，以消除前次实验残留气味对后续测试的

干扰。

1. 4. 3　HE染色进行海马 CA1区病理学观察　旷场

实验结束当日取材。每组采用随机数字表法选取 4
只小鼠用于 HE 染色和免疫荧光染色。用 0. 5% 戊

巴比妥钠 （50 mg/kg） 腹腔注射麻醉后行心脏灌

注，完整取出脑组织，分离海马组织。经 4%多聚

甲醛固定 24 h 后脱水，制备 5 μm 切片进行 HE 染

色，无水乙醇脱水 3次，二甲苯透明 2次，中性树

胶封固，光学显微镜下观察海马 CA1 区病理形态

并采集图像。

1. 4. 4　免疫荧光法检测海马区 Rab3a 蛋白表达　　

　石蜡切片经脱蜡、抗原修复后，用含 5%正常山

羊血清的 PBS 封闭 1 h。加入 Rab3a 一抗（1∶200），

4 ℃孵育过夜。次日PBS洗3次，加入二抗（1∶2000），
室温避光孵育 1 h。DAPI 染核后，抗荧光淬灭封

片。荧光显微镜观察，Image J 2. 0软件检测 3个视

野平均荧光强度。

1. 4. 5　透射电镜检测海马 CA1 区突触情况　每组

在剩余小鼠中采用随机数字表法选取 4只小鼠用于

透射电镜检测。深度麻醉小鼠并断头取脑，在冰台

上分离海马组织，切成约 1 mm³小块，放入 2. 5%
戊二醛固定液于4 ℃固定过夜。用0. 1 mol/L二甲胂

酸钠缓冲液漂洗 3 次，每次 15 min，再用 1% 锇酸

固定液室温固定 1. 5 h后重复漂洗。接着，将其放

入 50%~100% 的乙醇中梯度脱水，各 10~15 min。
随后，把组织块先后浸入环氧丙烷、环氧丙烷与包

埋剂 1∶1 混合液、纯包埋剂，60 ℃聚合 48 h。切

片后将其铺在铜网，先后用 2%醋酸铀水溶液暗处

染色 20 min、柠檬酸铅染色液染色 10 min。最后，

把铜网放透射电镜下，20 000倍观察海马CA1区并

拍照，采用 Image J 2. 0软件进行分析。

1. 4. 6　 ELISA 法检测血清中 IL-12、 IL-4 的含量　

　将每组剩余的 4只小鼠麻醉后断头取右脑，在冰

台上分离海马组织，海马组织匀浆后，2000~3000 r/min
离心20 min（离心半径8. 3 cm），取上清。利用ELISA
试剂盒检测上清液中 IL-12、IL-4 水平，酶标仪测

吸光度值，依据标准曲线计算各因子含量。

1. 4. 7　Western Blot法检测海马组织Rab3a、PSD-95、

SYN1 蛋白水平　取 ELISA 实验中每组剩余的 4 只

小鼠左侧海马组织 15 mg，加裂解液、磷酸酶抑制

剂、苯甲基磺酰氟匀浆，4 ℃、11 000 r/min 离心

15 min 提取蛋白（离心半径 8. 3 cm）。BCA 法测蛋

白浓度后，制胶上样，12% PAGE 胶电泳分离蛋

白，转膜至PVDF膜。5%脱脂奶粉封闭 1 h，TBST
洗涤后，分别加入Rab3a、PSD-95、SYN1一抗（稀

释比例均为 1∶1000），4 ℃孵育过夜。次日 TBST
洗涤，加二抗（1∶10 000）孵育 1 h，再次洗涤后

显影，Image J 2. 0软件分析结果。

1. 5　统计学方法

采用 SPSS 26. 0软件进行统计学分析。计量资

料均符合正态性检验以均数±标准差（x̄±s）表示，

组间均数比较用单因素方差分析，方差齐用LSD检

验，方差不齐用Dunnett's T3检验。以P＜0. 05表示

差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠水迷宫实验检测结果

表 1 示，与空白组比较，模型组、Rab3a 敲低

组、空载组小鼠逃避潜伏期延长、穿越平台次数减

少（P＜0. 01）。与模型组比较，Rab3a敲低组逃避

潜伏期延长 （P＜0. 05），穿越平台次数差异无统

计学意义 （P＞0. 05）；针刺组逃避潜伏期缩短、

表1　各组小鼠Morris水迷宫实验结果比较

Table 1　Comparison of Morris water maze results 
among groups of mice （x̄±s）

组别

空白组

模型组

Rab3a敲低组

空载组

针刺组

针刺+Rab3a敲低组

鼠数

12
12
12
12
12
12

逃避潜伏期/s
30. 31±4. 59
44. 36±3. 71a）

50. 10±3. 65a） b）

48. 12±3. 54a）

35. 47±4. 47c）

41. 76±5. 85d）

穿越平台次数/min
6. 27±1. 04
3. 62±0. 36a）

3. 44±0. 12a）

3. 54±0. 31a）

5. 85±1. 03c）

3. 96±0. 67d）

注：a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与Rab3a敲低组比较，P＜0. 05。
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穿越平台次数增加（P＜0. 01）。与Rab3a敲低组比

较，针刺+Rab3a 敲低组逃避潜伏期缩短、穿越平

台次数增加（P＜0. 05）。各组小鼠Morris水迷宫路

线见图1。
2. 2　各组小鼠旷场实验结果比较

表 2 示，与空白组比较，模型组、Rab3a 敲低

组、空载组小鼠旷场实验活动路程及时间均减少

（P＜0. 01）。与模型组比较，Rab3a 敲低组小鼠旷

场实验活动路程及时间减少 （P＜0. 05）；针刺组

小鼠旷场实验活动路程及时间增多 （P＜0. 01）。

与 Rab3a 敲低组比较，针刺+Rab3a 敲低组小鼠旷

场实验活动路程及时间增多 （P＜0. 05）。各组小

鼠旷场实验活动轨迹见图2。
2. 3　各组小鼠海马CA1区病理形态比较

图 3示，空白组小鼠海马CA1区神经元细胞结

表2　各组小鼠旷场实验结果比较

Table 2　Comparison of open-field test results 
among groups of mice （x̄±s）

组别

空白组

模型组

Rab3a敲低组

空载组

针刺组

针刺+Rab3a敲低组

鼠数

12
12
12
12
12
12

路程/m
3. 20±1. 03
1. 64±0. 62a）

0. 99±0. 31a） b）

1. 52±0. 64a）

2. 34±0. 53c）

1. 70±0. 52d）

时间/s
16. 65±4. 21

7. 36±2. 31a）

4. 12±1. 95a） b）

7. 31±2. 45a）

11. 69±3. 27c）

7. 12±2. 86d）

注：a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与Rab3a敲低组比较，P＜0. 05。

注：绿色点表示起点，红色点表示终点。

图1　各组小鼠Morris水迷宫实验活动轨迹

Figure 1　Activity trajectories in the Morris water maze of each group of mice

图2　各组小鼠旷场实验活动轨迹图

Figure 2　Activity trajectories in the open-field test of each group of mice
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构完整，形态饱满且排列规整有序。模型组、

Rab3a敲低组、空载组小鼠海马CA1区神经元细胞

形态不规则、排列紊乱，细胞核体积减小且数量降

低，且Rab3a敲低组海马组织破坏最显著。针刺组

与针刺+Rab3a 敲低组海马 CA1 区轻度组织破坏，

神经元形态异常程度较轻，细胞排列仍保持相对规

整，仅出现轻度核固缩，神经元数量略有减少。

2. 4　各组小鼠海马CA1区突触超微结构比较

图 4 示，与空白组比较，模型组、Rab3a 敲低

组、空载组小鼠海马 CA1 区突触结构模糊，线粒

体萎缩、线粒体嵴断裂消失，突触数目及囊泡减少

且分布散乱，Rab3a敲低组上述损伤更严重。针刺

组较模型组突触结构改善，突触数目和囊泡增多、

排列密集，线粒体嵴较完整。针刺+Rab3a 敲低组

较Rab3a敲低组突触膜和细胞器更完整，突触数目

和囊泡略有增加。

2. 5　各组小鼠海马区Rab3a免疫荧光表达比较

表 3 示，与空白组比较，模型组、Rab3a 敲低

注：黑色箭头处提示海马神经细胞边界不清，排列疏松。

图3　各组小鼠海马CA1区病理形态图（HE染色，×200）
Figure 3　Pathological morphology of hippocampal CA1 region in each group of mice （HE staining，×200）

注：红色箭头标记为突触。

图4　各组小鼠海马区突触超微结构图（×20 000）
Figure 4　Synaptic ultrastructure of the hippocampus in each group of mice （×20 000）
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组、空载组 Rab3a 蛋白平均光密度均降低 （P＜
0. 01）。与模型组比较，Rab3a敲低组Rab3a蛋白平

均光密度降低（P＜0. 05）；针刺组Rab3a蛋白平均

光密度显著增强 （P＜0. 01）。与 Rab3a 敲低组比

较，针刺+Rab3a 敲低组 Rab3a 蛋白平均光密度增

强（P＜0. 05）。各组小鼠海马区Rab3a免疫荧光染

色图见图5。

2. 6　各组小鼠血清 IL-12、IL-4含量比较

表 4 示，与空白组比较，模型组、Rab3a 敲低

组、空载组小鼠血清 IL-12 含量升高、IL-4 含量降

低（P＜0. 01）。与模型组比较，Rab3a敲低组小鼠

血清 IL-12 含量升高、 IL-4 含量降低 （P＜0. 05）；

针刺组小鼠血清 IL-12 含量降低、 IL-4 含量升高 
（P＜0. 01）。与 Rab3a敲低组比较，针刺+Rab3a敲

低组小鼠血清 IL-12含量降低、IL-4含量升高（P＜ 
 0. 05）。

2. 7　各组小鼠海马组织 Rab3a、PSD-95、SYN1 蛋

白水平比较

表 5 示，与空白组比较，模型组、Rab3a 敲低

组、空载组小鼠海马组织 PSD-95、Rab3a、SYN1
蛋白水平均降低（P＜0. 01）。与模型组比较，Rab3a
敲低组小鼠海马组织PSD-95、Rab3a、SYN1蛋白水

平降低（P＜0. 05）；针刺组小鼠海马组织PSD-95、
Rab3a、SYN1蛋白水平均升高（P＜0. 01）。与Rab3a
敲低组比较，针刺+Rab3a 敲低组小鼠海马组织

PSD-95、Rab3a、SYN1 蛋白水平升高 （P＜0. 05）。

各组小鼠海马组织Rab3a、PSD-95、SYN1蛋白电泳

图见图6。

表3　各组小鼠海马区Rab3a免疫荧光表达比较

Table 3　Comparison of Rab3a immunofluorescence expression 
in the hippocampus among groups of mice （x̄±s）
组别

空白组

模型组

Rab3a敲低组

空载组

针刺组

针刺+Rab3a敲低组

鼠数

4
4
4
4
4
4

平均光密度

410. 85±80. 37
220. 26±45. 58a）

110. 39±20. 46a） b）

185. 34±56. 29a）

375. 28±40. 77c）

225. 26±50. 47d）

注：Rab3a，脑内相关Ras蛋白3A。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与Rab3a敲低组比较，P＜0. 05。

表4　各组小鼠血清中 IL-12、IL-4含量比较

Table 4　Comparison of IL-12 and IL-4 levels in serum 
among groups of mice （ng·L-1，x̄±s）

组别

空白组

模型组

Rab3a敲低组

空载组

针刺组

针刺+Rab3a敲低组

鼠数

4
4
4
4
4
4

IL-12
32. 18±8. 42
75. 52±10. 36a）

90. 24±15. 47a） b）

69. 43±8. 25a）

45. 21±10. 16c）

63. 16±15. 28d）

IL-4
150. 27±25. 63

85. 41±10. 13a）

57. 28±8. 64a） b）

75. 37±10. 26a）

130. 15±11. 74c）

92. 24±15. 25d）

注：IL-12，白细胞介素12；IL-4，白细胞介素4。
a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 05；

c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与Rab3a敲低组比较，P＜0. 05。

注：Rab3a，脑内相关Ras蛋白3A；图中Rab3a蛋白荧光阳性物质呈红色，以点状分布于大鼠海马区域。

图5　各组小鼠海马区Rab3a免疫荧光表达图（×200）
Figure 5　Rab3a immunofluorescence expression in the hippocampus of each group of mice （×200）
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3　讨论

AD 在中医学中属于“痴呆”“善忘”“呆证”

范畴，其病位在脑，病机以肾精亏虚，髓减脑消为

主［12］。《类证治裁·卷之三》云：“脑为元神府，

精髓之海，实记忆所凭也”，说明记忆与脑髓的充

盈状态有关。现代医学认为，AD的核心病理特征

包括 Aβ沉积和神经原纤维缠结等，早期主要累及

海马体，随后逐渐扩散到大脑皮质等其他区域，导

致神经元损伤和功能障碍，进而引发认知功能减

退［1］。本研究选用 APP/PS1 双转基因小鼠作为 AD
模型、C57BL/6小鼠作为对照，二者存在明确的遗

传与功能关联：APP/PS1小鼠以 C57BL/6小鼠为背

景品系构建，通过转入人类淀粉样前体蛋白（APP）
突变基因和早老素 1 （PS1） 突变基因，能较好地

模拟AD患者脑内的病理变化，目前已被广泛应用

于研究 AD、Aβ 斑块形成和衰老等相关疾病［10］；

而正常C57小鼠脑内无AD样病理改变，且与APP/

PS1小鼠遗传背景同源，能最大程度排除遗传差异

干扰。

“头穴丛刺”疗法是按照大脑皮层功能定位将

头部分为七区，其中顶区、顶前区及额区主治精神

行为异常、记忆力障碍以及运动障碍等，其功能恢

复对于改善AD症状具有重要意义［13］。丛刺即在同

一治疗区针刺三针及以上，通过这种方式，协同作

用于大脑皮层相应部位，进而改善神经细胞的兴奋

性，调节相应的功能障碍［14］。百会穴素有“诸阳

之会”“百脉之所聚”“百病所主”之称，其位于巅

顶，与脑部紧密相连，是调节大脑功能的关键穴

位［15］。针刺百会穴可激发诸阳经之气，促进气血

运行，使得清阳之气得以上达脑窍，填补髓海，契

合了AD病机中肾精亏虚、髓减脑消的特点［16］。此

外，百会穴左右旁开约 2 mm 对应大脑皮层额叶及

中央旁小叶，关联运动与情感，针刺该区域，能够

进一步增强对大脑皮层的刺激，促进局部血液循环

和神经细胞的代谢活动，有助于改善大脑的功能状

态［17］。前期研究［18］表明，头穴丛刺可抑制海马β-

淀粉样前体蛋白表达，改善AD模型大鼠学习记忆

能力。基于此，本课题选取小鼠“百会”穴及左右

旁开 2 mm 各 1 穴，向小鼠前额部针刺，针刺区域

全面覆盖了小鼠的顶区、顶前区和额区，起到了一

穴带多穴、一经带多经的治疗效果，最大程度发挥

头穴丛刺疗法的作用。本研究结果显示，与空白组

比较，模型组小鼠逃避潜伏期延长、穿越平台次数

减少，旷场实验活动路程及时间均减少，说明 AD
模型小鼠学习记忆能力及认知功能受损；与模型组

相比，Rab3a敲低组除穿越平台次数无差异，其余

行为学指标进一步加重，空载组各指标差异均无统

计学意义，针刺组逃避潜伏期缩短、穿越平台次

数、旷场实验活动路程及时间均增加；与Rab3a敲
低组比较，针刺+Rab3a 敲低组上述指标均在一定

程度上得到改善，提示头穴丛刺可显著改善AD模

型小鼠学习记忆能力及认知功能，与前期研究结

果［7］一致。

突触是神经元或效应细胞之间相互接触并借以

传递信息的结构，也是突触可塑性改变的关键部

位。突触可塑性是在神经元持续活动影响下突触形

态结构、神经传递强度及效能发生改变的现象，被

认为是学习和记忆的重要生物学基础［19］。突触可

塑性损伤是AD重要的病理表现之一，其可能的机

制与突触相关蛋白、神经递质水平及营养因子表达

异常密切相关［20］。前期研究表明，头穴丛刺能够

表5　各组小鼠海马组织Rab3a、PSD-95、SYN1蛋白

相对表达量比较

Comparison of relative protein expression of Rab3a，PSD-95，
and SYN1 in hippocampal tissue among groups of mice （x̄±s）

组别

空白组

模型组

Rab3a敲低组

空载组

针刺组

针刺+Rab3a敲低组

鼠数

4
4
4
4
4
4

Rab3a
1. 21±0. 25
0. 61±10. 04a）

0. 34±0. 08a） b）

0. 64±0. 03a）

0. 91±0. 07c）

0. 70±0. 21d）

PSD-95
1. 07±0. 24
0. 65±0. 08a）

0. 41±0. 05a） b）

0. 62±0. 13a）

0. 95±0. 10c）

0. 70±0. 09d）

SYN1
1. 18±0. 21
0. 61±0. 08a）

0. 37±0. 06a） b）

0. 63±0. 08a）

0. 94±0. 11c）

0. 68±0. 16d）

注：Rab3a，脑内相关Ras蛋白3A；PSD-95，突触后密度蛋白95；
SYN1，突触素1。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与Rab3a敲低组比较，P＜0. 05。

注：Rab3a，脑内相关Ras蛋白3A；PSD-95，突触后密度蛋白95；
SYN1，突触素1。
图6　各组小鼠海马组织Rab3a、PSD-95、SYN1蛋白电泳图

Figure 6　Electrophoretic bands of Rab3a，PSD-95，and 
SYN1 proteins in hippocampal tissue of each group of mice
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调控突触传递的核心递质乙酰胆碱 （Ach），改善

AD 模型鼠的学习记忆能力［7］，提示头穴丛刺干预

AD 可能是通过调控突触可塑性改善其学习记忆。

本研究在APP/PS1小鼠海马组织中发现突触结构模

糊、线粒体萎缩、突触数目及囊泡减少且分布散

乱，这与临床上观察到的AD患者脑内突触形态模

糊、突触数目降低及线粒体萎缩等情况［21］是一致

的。与模型组相比，Rab3a敲低组突触损伤进一步

加剧，空载组差异无统计学意义；而针刺干预后可

以改善AD模型小鼠突触结构，增加突触数目和囊

泡，减轻海马区病理损伤。与 Rab3a 敲低组比较，

针刺+Rab3a敲低组突触结构及数量均得到改善。

Rab3a 蛋白是 Rab 蛋白家族的重要亚型之一，

主要参与突触泡的运输和神经递质释放的调控，在

突触可塑性中起关键作用［22］。Rab3a定位在突触前

末端的突触囊泡膜上，通过结合三磷酸鸟苷

（GTP） 激活状态或二磷酸鸟苷 （GDP） 失活状态

调控囊泡的锚定和释放［23-24］。而 SYN1作为突触前

囊泡释放的核心效应蛋白，可介导囊泡动员、拴系

及融合过程，Rab3a 可与 SYN1 相互作用，通过协

同调控囊泡动态运输与释放时序，保障突触前神经

信号传递的高效性与稳定性［25］。PSD-95 作为突触

后致密区的支架蛋白，通过 PDZ 结构域招募谷氨

酸受体及电压门控离子通道等方式调控突触后信号

整合与可塑性［26］。Rab3a 虽不直接结合 PSD-95，
但其效应分子 Rabphilin-3A 可直接结合 PSD95 的

PDZ3 结构域，进而影响突触后信号传递［27］。在

AD中Aβ寡聚体可以抑制GTP激活状态，导致突触

囊泡释放障碍，磷酸化的Tau蛋白通过紊乱的微管

系统间接性阻断 Rab3a 依赖的囊泡轴突运输路

径［28-29］。有研究表明，AD患者海马神经元中Rab3a
蛋白表达水平显著下调，且与突触密度降低及认知

评分呈正相关，在Rab3a敲除的小鼠中，同样出现

突触功能受损及学习记忆能力下降［30］。基于Rab3a
在突触可塑性和学习记忆中的重要作用，我们构建

了Rab3a沉默的APP/PS1小鼠模型，并与未转染沉

默 Rab3a 基因的空白载体病毒进行对照，探究

Rab3a 在头穴丛刺调节突触可塑性、改善 AD 小鼠

学习记忆功能中的作用。结果表明，与模型组相

比，Rab3a敲低组小鼠海马组织破坏更显著，逃避

潜伏期增加、中央区域活动距离及时间减少、Rab3a
蛋白平均光密度降低，PSD-95、Rab3a、SYN1 蛋

白表达降低，说明 Rab3a 敲除后 AD 模型小鼠突触

可塑性损伤更加严重，学习记忆能力下降更明显。

空载组上述各指标与模型组无差异，说明未转染沉

默Rab3a基因对模型无影响。而针刺组干预后，上

述各指标均显著改善，提示头穴丛刺可改善突触可

塑性，从而提高学习记忆能力，其可能机制是通过

Rab3a进行调控。同样，与 Rab3a敲低组比较，针

刺+Rab3a 敲低组各指标也显著改善，进一步证明

头穴丛刺通过调控 Rab3a 改善 AD 模型小鼠突触可

塑性和学习记忆能力。

有研究亦表明，神经炎症可通过补体系统介导

突触修剪，或经细胞因子调控突触可塑性关键分子

等途径破坏突触稳态，而突触功能障碍又会反馈加

剧神经炎症，形成恶性循环［21］。其中，IL-12作为

促炎因子，可能参与神经炎症对突触稳态的破坏过

程，IL-4作为抗炎因子，则可能通过抑制过度炎症

反应缓解这种破坏［31-32］。本研究结果表明，与空白

组相比，模型组小鼠血清促炎因子 IL-12含量升高，

抗炎因子 IL-4 含量降低，提示 AD 模型存在促炎、

抗炎平衡失调。与模型组相比，Rab3a敲低组炎症

失衡进一步加剧，而针刺组小鼠血清 IL-12 降低、

IL-4 升高。针刺+Rab3a 敲低组与 Rab3a 敲低组比

较，亦表现为 IL-12降低、IL-4升高。这表明Rab3a
缺乏时加剧了炎症因子的释放，而头穴丛刺可以双

向调节神经炎症因子。

综上所述，头穴丛刺可以改善APP/PS1小鼠学

习记忆能力，其机制可能与降低脑内炎症水平，提

高 Rab3a 表达，调节突触囊泡释放，改善突触结

构，增强突触可塑性相关。本研究聚焦 Rab3a 对

AD小鼠突触可塑性的影响，但缺少树突棘密度量

化及长时程增强电生理记录，后续将进一步补充指

标并深度挖掘Rab3a介导突触可塑性的作用机制。
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Effect of Scalp Cluster-Acupuncture on Hippocampal Synaptic Plasticity in APP/PS1 Mice
GAO Wei1，2， LI Xue1， LIU Annan1， LI Jianhui1， YE Qiuyan1， GAO Jiayue1， YANG Fengge1， LI Honglin1，3

1.  Heilongjiang University of Chinese Medicine，Harbin，150040；2.  Jiangsu College of Nursing；3.  The Second Affiliated Hospital，
Heilongjiang University of Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To observe the effect of scalp cluster-acupuncture on hippocampal synaptic plasticity in 
model mice of Alzheimer's disease （AD） and to explore its potential therapeutic mechanism for AD.   Methods　Sixty 
APP/PS1 mice （AD model mice） were randomly divided into a model group， empty vector group， Ras-related protein 
3A （Rab3a） knockdown group， acupuncture group， and acupuncture + Rab3a knockdown group， with 12 mice in 
each group.  Another twelve C57BL/6 mice served as the normal control group.  Mice in the empty vector group received 
hippocampal injection of blank AAV9 vector without Rab3a silencing.  The Rab3a knockdown group and acupuncture + 
Rab3a knockdown group were given AAV9-Rab3a viral solution to specifically knock down Rab3a expression in the 
hippocampus， while the normal control， model， and acupuncture groups received 2. 0 μl of normal saline in the same 
region.  Two weeks after injection， the acupuncture and acupuncture + Rab3a knockdown groups received scalp cluster-
acupuncture treatment， while the other groups were given the same handling stimulation for an equal duration and 
intensity.  All interventions lasted for 28 days.  The Morris water maze test was used to assess escape latency and 
platform-crossing times； the open-field test was used to evaluate spontaneous activity.  Hematoxylin-eosin （HE） stain⁃
ing was used to observe hippocampal pathological morphology， and transmission electron microscopy （TEM） was used 
to examine hippocampal synaptic ultrastructure.  Immunofluorescence was employed to detect Rab3a expression in the 
hippocampus.  ELISA was used to determine hippocampal levels of interleukin-12 （IL-12） and interleukin-4 （IL-4）， 
while Western Blotting was used to measure the expression of Rab3a， postsynaptic density protein 95 （PSD-95）， and 
synapsin 1 （SYN1）.   Results　 Compared with the normal control group， mice in the model， empty vector， and 
Rab3a knockdown groups showed prolonged escape latency， fewer platform crossings， reduced movement distance 
and time in the open-field test， increased hippocampal IL-12 and decreased IL-4 levels， as well as decreased average 
optical density and protein levels of Rab3a， PSD-95， and SYN1 （P＜0. 01）.  HE staining showed irregular neuronal 
morpho-logy， disordered arrangement， and decreased neuronal number in the hippocampal CA1 region， while TEM 
revealed severe synaptic damage.  Compared with the model group， the Rab3a knockdown group exhibited aggravated 
impairment in the above indicators （P＜0. 05）， with more pronounced neuronal and synaptic structural damage in the 
CA1 region.  In contrast， the acupuncture group showed significant improvement in all these parameters （P＜0. 01）， 
with reduced hippocampal injury and repaired synaptic structures.  Compared with the Rab3a knockdown group， the 
acupuncture + Rab3a knockdown group also demonstrated improvement in all measures （P＜0. 05）， with attenuated 
pathological and synaptic structural damage in the hippocampal CA1 region.   Conclusion　Scalp cluster-acupuncture 
may improve cognitive function in AD model mice by upregulating Rab3a protein expression in the hippocampus， 
improving synaptic ultrastructure， and modulating inflammatory cytokines.  This may be one of the potential mecha⁃
nisms underlying its therapeutic effect on AD.
Keywords Alzheimer's disease； scalp cluster-acupuncture； Baihui （GV 20）； Ras-related protein 3A； synaptic 
plasticity
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