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电针对血管性痴呆大鼠学习记忆能力及脑组织中

自由基生成系统的影响

王 黎
’

唐纯志
’

指导
:

赖新生
`

摘要 目的
:

观察电针对实验性血管性痴呆 ( V D )大鼠学习记

忆能力和 自由基生成系统的调节作用
。

方法
:

选用 4一 V O模

型
,

用 M or ir
s

水迷宫测定大鼠学习记忆能力
,

并检测脑组织一

氧化氮 (N O )
、

一氧化氮合酶 (N O S )
、

超氧化物歧化酶 (OS D )
、

丙二醛 (M D A )及谷胧甘肤过氧化物酶 ( G S H
一

P x) 的含量或活

性
。

结果
:

模型大鼠表现出明显的学习记忆障碍
,

在定位航行实

验中
,

与假手术组相比
,

逃避潜伏期显著延长
;
在空间探索试验

中
,

在原平台象限跨越平台次数明显高于其余 3 个象限
。

电针

组能显著缩短逃避潜伏期 ;在原平台象限跨越平台次数显著多

于其余 3 个象限
,

与假手术组无显著差异
。

模型大鼠脑组织内

N O S 活性及 N O
、

M D A 含量明显升高
,

SO D
、

G S H
一

P
x
活性显

著降低
,

与假手术组
、

电针组及尼莫通组相比均差异显著 (尸

< 0
.

05 )或非常显著 (尸< 0
.

0 1 ) ;这说明电针组与尼莫通组不同

程度地降低了脑组织中 N O S
、

N O
、

M D A 含量
,

提高了 SO D
、

G S H
一

P
x
活性

。

结论
:

电针对自由基产生与清除的平衡有调控

作用
,

能减轻缺血对脑神经细胞的损害
,

从而改善 V D 大鼠学

习记忆能力
。

主题词 痴呆
,

血管性 /针灸疗法 电针 记忆 /针灸效应

自由基的连锁反应是脑缺血损伤的核心病理 环

节
,

自由基清除系统功能下降使脑组织受损
,

造成严重

的神经功能损害
,

从而影响学习记忆等脑功能
。

因此
,

抑制自由基的生成
,

增强对自由基的清除能力
,

是治疗

血管性痴呆 ( V a s e u l a r

eD m e n t ia
,

V D )的重要环节
。

本

研究旨在观察电针对 V D 模型大 鼠一氧化氮 ( N O )
、

一

氧化氮合酶 ( N O S )
、

超氧化物歧化酶 (S O D )
、

丙二醛

( M D A )及谷胧甘肤过氧化物酶 ( G S H
一

P x) 的影 响
,

探

讨电针治疗 V D 的作用机制
。

1 材料和方法

1
.

1 主要仪器及试剂
:
5 1) Q

一

30 双极射频电凝器 (上

海手术器械厂 )
,

M or ir s
水迷 宫

,

G
一

6 8 0 5 电针仪 ( 上

海 )
,

惠普上分 6 0 1 0 紫外分光光度计
,

N O
、

N O S
、

SO D
、

M D A 及 G S H
一

P x
检测试剂盒购 自南京建成生物工程

研究所
;尼莫通由德国拜耳公司提供

,

批号 C A G F T 3
。

1
.

2 实验动物
:

选用健康成年 S D 大鼠 60 只
,

2~ 3 月

龄
,

体重 2 00 一 25 09 ,

雌雄各半
,

由河南省实验动物中

心提供 (动物实验合格证书
:

河南医动字第 9 90 n 号 )
。

1
.

3 造模及分组
:

随机抽取 10 只作假手术对照组
,

其

余 50 只制造缺血模型
。

动物采用国际公认的四血管阻

断 ( 4
一

V e s s e l o e e lu s io n ,

4
一

V O )方法制作模型
。

用 1 0%水

合氯醛 (0
.

3m l / 1 0 0 9 体重 )腹腔麻醉大鼠
,

背侧颈正中

切 口暴露双侧第一颈椎横突翼 小孔
,

用直径 。
.

s m m

电凝针插入双侧翼小孔烧灼双侧椎动脉
,

造成永久性

闭塞
。

然后
,

腹侧颈正中切 口
,

分离双侧颈总动脉
,

穿线

备用
,

用微动脉夹可逆性夹闭双侧颈总动脉 s m in
,

共

夹闭 3 次
,

每次间隔 1 小时
,

然后缝合
,

常规饲养
、

观

察
。

假手术组手术程序同上
,

仅暴露 4 条血管
,

不发生

脑缺血
。

1
.

4 处置方法
:

术后 10 天
,

刀 口完全愈合
,

饮食正常
,

无肢体残疾
,

体重恢复后开始给予电针及西药尼莫通

治疗
。

电针组用 28 号 1 寸毫针
,

于模型大 鼠头部
“
百

会
”

斜刺 0
.

5 寸
, “

大椎
”
穴直刺 0

.

5 寸 [`〕 ,

连接电针仪
,

施以连续波
,

频率 1 50 H : ,

强度以大 鼠安 静耐受为度

(约 2
.

o m A )
,

每天电针 z 次
,

留针 Z om i n
,

连续刺激 1 5

天
。

尼莫通组给予尼莫通 1 2m g k/ g
,

按 Z o m lk/ g 体重

灌胃
,

每日 1 次
,

连续 15 天
。

假手术组和模型组 只在同

等条件下饲养
,

未予任何处置
。

1
.

5 检测方法

1
.

5
.

1 M or ir s
水迷宫学习记忆行为测试

:

水迷宫为一

不锈钢圆形水池
,

直径 1 5 c0 m
,

高 60 c m
,

内置一无色有

机玻璃平台
,

平台高 4 c0 m
,

底面为 c6 m x 1 c0 m
,

水深

41 c m
,

水温 22 ~ 26 ℃
。

在水池壁标明 4 个入水点
,

由此

将水池等分为 4 个象限
,

任选 1个象限正中放置平台
,

没于水下 I c m
,

水 面覆盖泡沫塑料
,

于处置结束后 (术

后第 26 天 )即开始水迷宫试验
。

程序包括
:
( 1) 定位航

行试验 ( p la ce et st )
:

历时 6 天
,

每天上下午各 4 次
。

将

受试大鼠按顺时针方向顺序面向池壁放入水中
,

记录

表 1

组别

基金项目
:

教育部高等院校骨干教师资助计划项 目 ( 51 )

广州中医药大学针灸推拿学 院
,

广州市机场路 12 号

模型组

假手术组

针刺组

尼莫通组

各组大鼠平均逃避潜伏期比较 ` 士 : )

鼠数 逃避潜伏期 ( s)

1 3 5 8
.

0 8士 38
.

7 7

1 0 2 6
.

5 0士 2 9
.

4
甘

1 4 2 9
.

8 9士 32
.

6 2
月

1 3 3 0
.

2 5士 3 1
.

5 7
.

( 5 1 0 4 0 5 )

收稿日期
:
2 0 0 2一 0 3一 3 1 ;

修回日期
:
2 0 0 2一 0 5一 2 5

与模型组相比较
, ,
尸 < 。

.
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JT C M
.

Ja n
.

2 0 0 3
,

V o l
.

4 4
,

N o
.

1

表 2 4 组大鼠跨原平台及其余 3 个象限相应平台位置的次数 (次
,

王士 : )

组别 鼠数

假手术组

电针组

尼莫通组

模型组

::

{:

原平台 ( T )

6
.

3 0士 1
.

77
.

5
.

9 3士 2
.

13
.

5
.

1 5士 1
.

34
书

2
.

3 1士 1
.

8 4

右侧平台 ( R )

2
.

30士 1
.

7 7

1
.

14士 1
.

2 9

1
.

15士 1
.

3 4

2
.

3 8士 1
.

8 5

对侧平台 ( O )

1
.

10士 1
.

1 0
书

0
.

7 1士 0
.

9 1
“

0
.

6 9士 0
.

8 5
登

3
.

0 0士 1
.

5 8

左侧平台 ( L )

0 9 0士 1
.

2 9

1 2 1士 1
.

0 5

1
.

3 8士 1
.

1 2

1
.

6 9士 1
.

5 5

与模型组 比较
, ,
尸 < 。

.

01

表 3 电针对脑组织内 N O S
、

SO D
、

G S H
一
P x
活力及 N O

、

M D A 含量的影响` 士 :
)

组别

假手术组

电针组

尼莫通组

模型组

鼠数 N O S ( U / m g p r o t ) N O (拜m o l / 9 p r o t ) S O D ( N U / p r o t ) M D A (拌m o l/m g p r o t ) G S H
一

P x ( U /m g p r o t )

1
.

5 0士 0
.

2 9 荟 务

1
.

7 1士 0
.

3 3
书

1
.

8 7士 0
.

5 6

2
.

6 8士 1
.

0 6

3
.

4 1士 0
.

6 5
. 璐

3
.

6 6士 0
.

6 6
. 书

3
.

8 9士 0 96
娜 朴

6
.

3 8士 1
.

97

口 气止、 U / m g

7
.

3 3上 0
.

5 1

7
.

1 1士 0
.

3 3 邢

7
.

0 3士 0
.

3 9
.

6
.

5 7士 0
.

4 1

1
.

7 9士 0 5 9
赞 朴

2
.

7 4士 1
.

0 3
. △

2
.

9 6士 0
.

9 7
朴 △

4
.

1 3士 0
.

94

1 1 4士 0
.

1 1
书 任

1
.

0 9士 0
.

1 1
“

1
.

0 4士 0 0 6
. △

0 90士 0
.

1 6

与假手术组比较
,

△尸< 。
.

05 ;
与模型组比较

, *
尸< 。

.

05
, * ,

尸 < 。
.

01

Zm in 内寻 找 平 台的 时 间
,

即 逃 避潜 伏 期 ( e s e a p e

l a t e n e y )
。

( 2 )空间探索试验 ( S p a t ia l p r o b e t e s t )
:

定位航

行试验结束后撤除平台
,

然后任选一相同入水点将大

鼠放入水中
,

测其 Zm in 内跨原平台及其余 3 个象限相

应平台位置的次数和大 鼠在水迷宫外环停留的时间
。

1
.

5
.

2 N O
、

N O S
、

SO D
、

M D A 及 C S H
一

P x
检测

:

在水

迷 宫测试完后第 2 天
,

每组各取大 鼠 8 只
,

脱椎法处

死
,

快速断头取脑
,

在冰盘上剥 除脑膜
,

右侧大脑分离

合并皮质和海马
,

称重
,

加入 9倍体积的预冷生理盐水

制 成 1 : 2 0 ( W / V ) 的匀浆
,

冷冻离心机中 s 0 0 0 r /m i n

离心 I Om in
,

取上清液
。

N O
、

N O S
、

S O D
、

M D A 及 G S H
-

P x
的测定采用分光光度法

,

检测步骤按试剂盒说明进

行
,

样品蛋白定量采用双缩脉法
。

2 结果

2
.

1 定位航行试验
:

从表 1 可以看到
,

假手术组
、

电针

组
、

尼莫通组 6 天平均逃避潜伏期 明显短于模型组
。

将

4 组大鼠平均潜伏期进行组 间比较差异有显著性 (尸 <

。
.

0 1 )
,

并做组间两两比较
,

结果显示
,

电针组大鼠平均

潜伏期明显短于模型组 (尸 < 。
.

0 1 )
,

而假手术组和尼莫

通组与电针组之间的差异无显著性 (尸> 。
.

05 )
。

这表明

模型组大鼠学习获取能力较差
,

电针则改善了模型大

鼠的学习巩固和再现能力
。

2
.

2 空间探索试验
:

撤除平台
,

4 组大 鼠 Zm in 内跨越

原平台及其余 3 个象限相应平台位置次数
。

从表 2 可

知
,

假手术组
、

电针组
、

尼莫通组大鼠在原平台象限跨

相应平台次数明显多于左右两侧平台
。

模型组在原平

台象限跨越相应平台次数与另外 3 个象限的跨越次数

无显著差异 (尸> 0
.

05 )
。

将 4 组大鼠在原平台和对侧平

台象限跨越相应平台次数做 比较
,

电针组与尼莫通组

和假手术组明显多于模型组 (尸 < 0
.

0 1 )
,

而此 3 组间差

异无显著性 (尸> 。
.

05 )
。

在水迷宫外环逗留时间假手

术 组平 均为 40
.

3 5 ,

电针组 为 40
.

45 ,

尼 莫通 组 为

4 7
.

5 5 ,

模型组 75
.

8 5 ,

模型组逗留时间比其它 3 组 明

显延长 (尸< 0
.

0 5 )
。

2
.

3 N O S
、

SO D
、

G S H
一

P x 活性及 N O
、

M D A 含量
:

如

表 3 所示
,

V D 模 型大 鼠脑组织 内 N O S 活性 及 N O
、

M D A 含量 明显升高
,

S O D
、

G S H
一

P 、 活性显著降低
,

与

假手术组相 比均差 异非常显 著 (尸 < 0
.

01 ) ;
模型组

N O S
、

N O
、

SO D
、

M D A 和 G S H
一

P x 活性与电针组 比较

差异亦非常显著 (尸 < 0
.

05 或 尸 < 0
.

01 )
,

尼莫通组

N O
、

SO D
、

M D A 和 G S H
一

P x
与模型组比较差异显著 ( P

< 0
.

05 或 尸 < 0
.

0 1 ) ; 而 电针组和 尼莫通组 M D A 含

量
、

尼莫通组 G S H
一

P x
含量与假手术组 比较有显著性

差异 (尸 < 0
.

05 )
,

其余指标与假手术组均 无显著差异
。

这说明电针组与尼莫通组不同程度地降低了脑组织中

N O S
、

N O
、

M D A 含量
,

增加了 SO D
、

G S H 一 P x 活性
。

3 讨论

机体在生理代谢过程中存在自由基产生与清除的

动态平衡
。

生理情况下
,

体内存在 自由基防御系统
,

即

自由基生成抑制剂 (如 S O D
、

过氧化氢酶
、

G S H
一

P x) 和

抗氧化剂 (如维生素 C 和维生素 E )
。

SO D 和 G SH
一

P x

为机体直接清除自由基的重要酶类
,

是机体防御新陈

代谢及其他生命活动中氧 自由基损伤和破坏的抗氧化

酶
。

而在病理过程中这种平衡受到破坏
,

自由基的生成

超过机体的清除能力
,

未被清除的自由基可诱发一系

列连锁反应导致细胞损伤
。

自由基生成系统对学习记

忆亦有明显的损害作用
。

它对智力的损害主要 由于脑

缺血时自由基生成增加
,

防御机制活性降低
,

自由基及

其代谢产物 ( M D A )等作用于多价不饱和脂肪酸
,

发生

氧化反应
,

诱 导 DN A
、

R N A
、

蛋白质的交联和 氧化 反

应
,

促使多糖分子聚合
,

从而损伤脑组织
,

出现结构及

功能的改变 2[ 一 5:
。
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一 氧化氮 ( N O ) 是 目前公认的一种细胞信息传递

分子
,

是一种血管
、

神经活性物质
,

具有调节脑血流
、

促

进或抑制递质释放
、

参与突触可塑性
、

神经元兴奋毒性

及炎症性损害等多种作用
,

且与学习记忆有关川
。

有关

N O 的大量研究表明
,

N O 在脑缺血或脑缺血再灌注损

伤中具有神经保护和神经毒性二种不同作用
。

在 N O

神经毒性中
,

当脑缺血时
,

N O 一 (含有一个未配对电子 )

浓度升高
,

与 0
2一 (超氧阴离子 ) 反应生成具有很强细

胞毒性的过氧化亚硝基阴离子 (O N O O 一 )
,

并进一步降

解成具有更强毒性作用的经自由基 ( O H
·

) 及二氧化

氮自由基
。

O N O O 一 、

O H
·

等可使细胞膜脂质过氧化
,

还能使含琉基基因的酶或蛋白质氧化
,

破坏酶的活性
。

O N O O 一还可抑制线粒体呼吸酶复合物
,

导致细胞呼吸

抑制
,

同时也能抑制 D N A 得制的限速酶核 昔酸还原

酶
,

导致 D N A 合成抑制川
,

致 脑细胞损伤而发生智力

障碍
。

本实验结果表明
,

V D 模型大鼠脑组织 内 N O S 活

性增加
、

N O 及 M D A 含量明显增多
,

而 SO D
、

G SH
一

P x

活性下降
,

与假手术组
、

电针组及尼莫通组均有显著性

差异
,

说明在全脑缺血再灌注损伤后 1 个月
,

大鼠脑组

织内自由基生成明显增加
,

清除自由基的能力下降
,

引

起脑细胞损伤而致学习记忆功能障碍
,

因而模型组大

鼠在定位航行试验和空间探索试验中与假手术组 比较

有明显差异
,

表现为学习巩固和再现能力下降
。

本实验结果亦表明
,

电针
“

大椎
” 、 “

百会
”
穴能在脑

缺血损伤状态下
,

增加 SO D 及 G S H
一

P x
酶活性

,

减少

自由基形成
,

通过抑制 N O S 减少 N O 的过量生成
,

从

而减轻其神经毒性
,

因而电针组的学 习记忆能力明显

改善
,

与模型组比较有显著差异
。

自由基对脑缺血损伤

的病理过程有作用
,

因此
,

如何调控 自由基产生与清除

的动态平衡将为治疗 V D 的学习记忆功能缺损提供一

个重要方向
。

我们选取
“

百会
” 、 “

大椎
”
二穴

。

百会位于

头部正中
,

属督脉穴位
,

是手足三阳经
、

督脉经
、

足厥 阴

肝经诸经交会之处
,

为
“
三阳五会

” ,

能医百病
,

并能补

神益智
、

醒脑开窍
、

协调百脉
。

大椎亦属督脉穴位
,

是手

足六阳经的交会穴
,

为
“

诸阳之会
” ,

可通调诸经
,

增强

各脏腑经络之功效
,

促使阴阳平衡
、

气血调和
。

督脉与

脑密切相关
,

《难经
·

二十八难 》 : “

督脉者
,

… …并于脊

里
,

上至风府
,

入属于脑
” 。

督脉通于脑
,

病变在脑
,

首取

督脉
。

现代研究证实
,

督脉位居身体的正中线上
,

可以

通过双侧神经司控的特性
,

促进脑功能 的代偿和重建

作用
。

V D 的直接成 因是气血逆乱
,

癖血阻络
,

脑脉不

通
。 “
经脉所过

,

主治所及
” ,

电针属于督脉的百会
、

大

椎
,

能疏通气血
、

通调督脉
、

醒脑开窍
、

益智复聪之效
。

实验结果提示
,

电针对 V D 模型大鼠脑组织损伤

有保护作用
,

从而可改善学习记忆等脑功能
。

这表明在

实施脑保护措施的过程中具有双向良性调节作用的针

刺疗法具有调节 自由基产 生与清除的动态平衡的作

用
,

能改善模型大鼠的学习记忆能力
,

这为针灸临床治

疗 V D 的疗效机制提供了重要的动物实验依据
。

统计结果显示
,

电针组与尼莫通组 比较无显著差

异
。

尼莫通是钙通道阻滞剂
,

能阻止细胞内钙超载
,

解

除血管痉挛
,

增加血流量
,

改善微循环
。

也有人认为阔
,

自由基 和兴奋性氨基 酸在脑缺血性损伤中有协 同作

用
,

钙离子在两者之间起介导作用
,

即钙离子通过激活

磷酸醋酶生成 自由基
,

同时钙离子的积聚 又促进兴奋

性氨基酸释放
。

提示电针和尼莫通对自由基产生与清

除的平衡有调控作用
,

能使痴呆大鼠记忆障碍有显著

改善
,

电针对自由基的调节是否与抑制钙离子的超载

有关
,

具体机制有待进一步研究
。
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