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[ 摘　要] 　目的　探讨补肾活血针刺法对阿尔茨海默病模型快速老化小鼠 P8( SAMP8)学习记忆能力的影响及作用机制。

方法　将 20 只 5 月龄雄性 SAMP8 小鼠随机分为针刺治疗组 、模型对照组各 10 只, 另设 5 月龄雄性抗快速老化小鼠

( SAMR1) 10 只作为正常对照组。针刺治疗组予以补肾活血针刺法干预,选穴百会 、血海 、肾俞 、膈俞, 采用捻转补泻手法 。模

型对照组及正常对照组未予特殊处理。干预 4 周后,取各组小鼠海马组织,采用免疫组化法检测脑红蛋白( Ngb)的表达情况。

结果　模型对照组小鼠海马组织 Ngb的表达水平较正常对照组减弱(P <0.01) ;与模型对照组相比, 针刺治疗组小鼠海马组

织 Ngb 的表达水平明显升高( P<0.01) 。 结论　补肾活血针刺干预能够明显增强 SAM P8 小鼠海马组织 Ngb 的表达,这可

能是其改善 SAMP8 小鼠学习记忆能力的潜在分子机制之一。
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ABSTRACT　Objective　To inve stigate the effect and mechanism of acupuncture fo r reinfo rcing kidney and activ ating blo od on

learning and remembering ability o f senescence-accele rated mouse P8 ( SAM P8) models of A lzheimer's disease.Methods　

Twenty 5-month-old male SAMP8 mice w ere r andomized into tw o g roups, acupunctur e treatment g roup and model cont rol

gr oup, 10 in each.Ano ther ten 5-month-old male senescence-accele rated mouse/ resistance 1 ( SAM R1) were prepa red as no r-

mal contro l g roup.The acupunctur e treatment g roup w as treated by acupuncture with reinfo rcing kidney and activating blo od

me thod, the selected points we re Baihui ( GV20) , Xuehai ( SP10) , Shenshu ( BL23) , and Geshu ( BL17) , and r otating the nee-

dles fo r reinfor cing-reducing was adopted in the manipulation.The model contro l g roup and no rmal contro l g roup w ere not giv-

en special trea tment.Af te r 4 w eeks, the neuro globin ( Ngb) expre ssion in the hippocampus tissues of mice o f all g roups w as

examined by immunohistochemical method.Results　The Ngb expression of the model contro l g roup w as weaker than that o f

the no rmal cont rol g roup ( P<0.01) .Compa red with the mode l contr ol g roup, the Ngb expression of the acupuncture treat-

ment g roup was significantly inc reased ( P<0.01) .Conclusion　Acupuncture invention can st reng then the Ngb expre ssion in

hippocampus tissue of SAM P8 mice.It's possibly one o f the underlying molecula r mechanisms of acupuncture in improving

learning and memory abilities of SAMP8 mice.
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　　阿尔茨海默病 ( A lzheimer's disease, AD) 是最

常见的神经系统退行性疾病, 占所有临床痴呆病例

的 60%～ 80 %,具有进行性 、难以逆转 、不能治愈等

特点[ 1] 。氧化应激损伤在 AD的发病中起着重要作

用,脑内氧化系统和抗氧化系统失衡是氧化应激发

生的直接原因。针刺是 AD 治疗中的一个重要手

段。前期研究表明, 补肾活血针刺法能够改善 AD

患者的认知功能
[ 2]
, 改善 AD模型小鼠快速老化小

鼠 P8( senescence accelerated mouse P8, SAMP8)

的学习记忆能力[ 3-4] , 其作用机制可能涉及到抗氧

化应激 。脑红蛋白( neurog lobin, Ngb)是一种内源

性神经保护因子, 具有抗氧化品性,能够作为活性氧

和活性氮的清道夫来减轻Aβ的神经毒性作用
[ 5-6]

。

本研究通过观察补肾活血针刺法对 SAMP8小鼠海

马组织 Ngb表达的影响,为探讨其抗氧化应激作用

提供实验依据。

1　材料和方法

1.1　实验动物

5月龄雄性 AD 模型小鼠 SAMP8 共 20只, 清

洁级,同龄雄性抗快速老化小鼠( SAMR1)共 10只,
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均购自天津中医药大学第一附属医院动物实验中心

(实验动物合格证号:0001353) ,体重( 24.0±3.5) g 。

1.2　主要试剂及仪器

一抗 NGB 兔抗试剂盒 (美国 Pro teintech

G roup 公司, 批号:13499-1-AP) ;复合二抗试剂盒

( HRP-Polyme r anti ms/ rbIgG, 迈新公司) 。华佗

牌针灸针( 0.25mm ×13mm ,苏州医疗用品厂生产,

批号:20090708) 。

1.3　动物分组及处理

将 SAMP8雄性小鼠 20只按照随机数字表法

分为针刺治疗组 、模型对照组, 每组各 10 只, 另设

SAM R1小鼠 10 只作为正常对照组。针刺治疗组

采用补肾活血针刺法干预, 选取百会 、血海 、肾俞以

及膈俞, 百会斜刺 3 ～ 5mm , 血海 、肾俞直刺 2 ～

3mm ,膈俞以 80°角斜向上刺 2 ～ 3mm, 其中血海 、肾

俞 、膈俞先刺激左侧穴位, 次日再刺激右侧, 交替进

行。小鼠穴位定位以及针刺深度均参照《实验针灸

学》[ 7] 。进针后, 血海 、膈俞施捻转泻法外,其余诸穴

用捻转补法,补泻手法参考石学敏针刺手法量学标

准进行[ 8] ,留针 5min,每日 1 次, 共进行 4周;正常

对照组和模型对照组未予特殊处理 。上述各组小鼠

均喂养于层流室,温度 18 ～ 22℃,湿度 55%～ 58%,

饮用水及所食饲料均高温蒸汽灭菌,喂养期间可自

由饮水和进食, 并保持充足的光照和通风。

1.4　免疫组化

针刺干预 4周后, 取各组小鼠,用 10 %水合氯

醛( 300mg/kg)麻醉小鼠, 开胸暴露心脏, 将灌注针

头从心尖部插入升主动脉起始部, 同时剪开右心耳,

迅速灌注 4℃生理盐水, 待右心耳处流出澄清液体

后,再灌注 4 %多聚甲醛溶液至肢体变硬,先快后慢

(一半左右开始调速) 。断颈取脑, 分离出海马组织,

标本固定于 4%多聚甲醛 。24h 后将固定好的组织

块经常规梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 石蜡包埋, 连

续冠状切片, 切片厚度 3μm, 60 ℃烤箱烤片 24h, 备

用,采用免疫组织化学( S-P)法染色 。

采用 Imagepro-Plus6.0 专业彩色病理图像分

析软件对切片进行图像分析, 切片放大倍数表示为

物镜放大倍数×相机目镜放大倍数,阳性染色为黄

色或棕黄色染色。取各组小鼠海马 CA1 区组织切

片,每个标本各取不相邻的 3张切片,所有切片在同

一强度 、同一放大倍数下进行检测比较。每 1 张切

片选取上 、下 、左 、右 、中 5个不重叠视野,测定其中

每个视野的该指标累积光密度, 取其平均值作为该

指标的累积光密度值( IOD值) 。

1.5　统计学方法

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计分

析 。计量数据用均数±标准差表示, 采用单因素方

差分析,方差齐性时,用 LSD或 SNK 检验进行两两

比较;方差不齐时, 用秩和检验, 组间比较用

Kruskal-Wallist检验。

2　结果

表 1及图 1示,模型对照组小鼠海马组织 Ngb

的表达水平较正常对照组减弱, 差异具有统计学意

义( P <0.01) 。与模型对照组相比, 针刺治疗组小

鼠海马组织 N gb的表达水平明显升高, 差异具有统

计学意义( P <0.01) ;但与正常对照组相比, 针刺治

疗组小鼠海马组织 Ngb 的表达水平与其仍存在着

明显表达差异( P <0.01) 。

表 1　各组小鼠海马组织 Ngb IOD 值比较(  x±s)

组别 鼠数 Ngb

模型对照组 10 812.07±214.94

针刺治疗组 10 3400.69±253.28★☆

正常对照组 10 6961.62±356.28★

　　注:与模型对照组比较,★P <0.01;与正常对照组比较, ☆P <

0.01

模型对照组 针刺治疗组 正常对照组

图 1　各组小鼠海马组织 Ngb 蛋白表达比较( ×400)

3　讨论

氧化应激假说(或称自由基假说)在 AD的发病

机制假说中一直占有重要地位, 自由基生成与清除

之间的失衡导致大量自由基产生, 对神经元产生氧

化损伤, 从而诱发与 AD 相关神经病理改变[ 9-11] 。

Ngb是脊椎动物珠蛋白家族中的一员, 直到 2000

年才首次被德国科学家 Burmester 等
[ 12]
发现。和

血红蛋白以及肌红蛋白相比, Ngb 虽然也属于珠蛋

白家族,但进化上高度保守,与血红蛋白以及肌红蛋

白的氨基酸序列同源性很小(低于 25%) 。Ngb 以

较低浓度特异性地存在于人和脊椎动物脑内,所以

储氧携氧并不是其主要功能
[ 13]

。在脊椎动物脑内,

Ngb在神经组织中广泛分布, Ngb mRNA 阳性细胞

主要分布在神经元的细胞质中, 其中在颞叶听区 、扣

带皮质 、梨状皮质的阳性细胞分布较为密集,在新皮

质的第 Ⅱ～ Ⅴ层, 海马的各区( CA1 ～ CA4)也有大

量 Ngb mRNA 阳性神经元的分布;在前庭核团,杏

仁中央核 、杏仁内侧核 、杏仁皮质核 、杏仁皮质后核 、

·956· 朱宏等　补肾活血针刺法对阿尔茨海默病模型小鼠海马脑红蛋白表达的影响 2011 年第 11 期



梨状内核等有中等量 Ngb mRNA 阳性神经元分

布;还有少量的 Ngb mRNA 阳性细胞散在分布于

丘脑 、下丘脑 、嗅球 、小脑 、脑干 、脑桥网状结构及脑

桥核中[ 14-17] 。大量实验研究证明, Ngb 可以作为一

种内源性神经保护因子在阿尔茨海默病等神经系统

疾病中发挥重要作用, 它是脑组织内源性抗氧化体

系的重要一员,增强 Ngb在脑组织中的表达能够减

轻 β淀粉样蛋白的神经毒性作用, 可以作为 AD 治

疗的一个潜在靶点[ 18-22] 。

我们提出肾虚血瘀是 AD 发病的中医病理基

础,贯穿了 AD 发展的全过程 。补肾活血针刺法取

穴肾俞 、百会 、血海 、膈俞为基本穴位,其中肾俞为肾

之背俞穴,有补肾助阳之功;百会穴由于处于人之头

顶,在人体的最高处,手足三阳经及督脉的阳气在此

交会,又名三阳五会穴, 三阳指手足三阳经, 五会指

五脏六腑的气血皆会于此,故刺激百会有补肾通脑 、

开窍增智 、行气活血之功;血海为血证要穴, 膈俞为

八会穴之血会, 两者配合,活血通脉之功尤效 。以上

诸穴配合,共奏补肾活血之功 。

在本研究中, Ngb在模型对照组小鼠海马组织

中的表达较正常对照组小鼠减弱, 可能与 SAMP8

小鼠的脑内氧化应激状态提高存在着一定的关

系
[ 23]

。而补肾活血针刺法能够增强 Ngb 在

SAMP8小鼠海马组织中的表达, 其治疗作用机制

可能涉及激发内源性抗氧化体系,从而发挥抗氧化

应激,减轻 β淀粉样蛋白的神经毒性作用 。
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