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·论著·

电针对缺血再灌注后学习记忆障碍大鼠 BDNF/TrkB/
PI3K/Akt 通路的影响及对海马神经元保护作用研究

苏凯奇 1，吕转 1，吴明莉 1，罗萌 1，高静 1，聂晨晨 2，刘昊 2，冯晓东 1，2*

【摘要】　背景　学习记忆障碍是脑卒中后常见的功能障碍之一，严重影响患者的整体康复。电针神庭、百会

对脑卒中后认知功能障碍患者具有确切疗效，但其作用机制尚未十分明确。目的　观察电针对大脑中动脉缺血再灌注

（MCAO/R）后学习记忆障碍大鼠海马神经元保护作用及对脑源性神经生长因子（BDNF）/ 酪氨酸受体激酶 B（TrkB）

/ 磷脂酰肌醇 3 羟激酶（PI3K）/ 蛋白激酶 B（Akt）信号通路的影响。方法　2021 年 5 月—2022 年 3 月选取 60 只 8 周

龄健康雄性、SPF 级 SD 大鼠，取 24 只大鼠分为空白组（n=12）、假手术组（n=12），其余 36 只大鼠构建 MCAO/R

模型。将造模成功的 24 只大鼠随机分为模型组（n=12）和电针组（n=12）。电针组于神庭、百会穴进行电针治疗，

采用进行 Zea-Longa 评分观察各组大鼠神经功能缺损程度，采用空间探索实验评价大鼠空间学习记忆能力，采用 TTC

染色观察大鼠脑梗死体积。采用实时荧光定量 PCR（RT-PCR）测定 BDNF、TrkB、PI3K、Akt mRNA 水平，Western 

blotting 检测 BDNF、TrkB 蛋白水平及 PI3K、Akt 蛋白磷酸化水平。结果　术后 2 h 模型组、电针组 Zea-Longa 评分与

空白组、假手术组比较，差异有统计学意义（P<0.05），治疗第 7 天、治疗第 14 天模型组 Zea-Longa 评分与空白组、

假手术组、电针组比较，差异有统计学意义（P<0.05）。治疗第 9~13 天模型组逃避潜伏期均大于假手术组（P<0.05），

电针组均低于模型组（P<0.05）。模型组穿越平台有效区域次数低于空白组、假手术组（P<0.05），电针组高于模型

组（P<0.05）。空白组、假手术组、模型组、电针组大鼠脑梗死体积占比分别为 0、0、（36.7±6.3）%、（24.0±2.2）%，

电针组大鼠脑梗死体积低于模型组（P<0.05）。模型组 BDNF、TrkB、PI3K、Akt mRNA 水平低于空白组、假手术组

（P<0.05），电针组 BDNF、TrkB、PI3K、Akt mRNA 水平高于模型组（P<0.05）。与假手术组相比，模型组 BDNF、

TrkB 蛋白水平均下降（P<0.01，P<0.001），p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋白水平下降（P<0.01，P<0.05）；与模型组相

比，电针组 BDNF、TrkB 蛋白水平和 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋白水平均升高（P<0.05）。结论　电针可能通过上调

BDNF/TrkB/PI3K/Akt 通路相关蛋白表达，减轻神经功能缺损症状，改善脑缺血再灌注后学习记忆能力。
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【Abstract】　Background　Learning and memory impairment is a common dysfunction after stroke，which seriously 

affects the overall recovery of patients. Electroacupuncture at Shenting and Baihui has definite efficacy in patients with cognitive 

dysfunction after stroke，but its mechanism of action remains uncertain. Objective　To observe the effect of electroacupuncture 

on hippocampal neuronal protection and brain-derived nerve growth factor（BDNF）/tyrosine receptor kinase B（TrkB）
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脑卒中是我国人口寿命年减少的首要病因，缺血性

脑卒中约占其中的 87%［1-2］。脑卒中患者常存在不同程

度的功能障碍，其中约 2/3 的患者出现执行功能 / 注意力、

记忆、视空间等至少 1 个领域的认知功能下降，严重影

响患者的依从性和整体康复［3-4］。本课题组前期研究发

现，神庭和百会是针刺治疗脑卒中后认知障碍常用的穴

位［5］，同时电针神庭、百会能够有效改善卒中后患者

认知功能，提高生活自理能力［6-7］，然而具体的作用机

制仍需深入研讨。脑源性神经营养因子（BDNF）可促

进神经细胞发育、成熟，在维持神经元存活、增加神经

递质的合成中具有重要作用［8-9］。BDNF 与其特异性受

体酪氨酸激受体 B（TrkB）结合后，可激活下游磷脂酰

肌醇 3 激酶（PI3K）/ 蛋白激酶 B（Akt）信号通路，与

细胞凋亡、自噬、突触可塑性密切相关［8，10-11］。基于此，

本研究通过构建大脑中动脉缺血再灌注（MCAO/R）后

学习记忆障碍大鼠模型，观察了电针对大鼠海马神经元

的保护作用及对 BDNF/TrkB/PI3K/Akt 信号通路的影响。

1　材料与方法

1.1　实验动物　2021 年 5 月—2022 年 3 月选取 60 只

8 周龄健康雄性 SD 大鼠，体质量 180~220 g，SPF 级，

购自济南朋悦实验动物繁育有限公司〔动物许可证

号：SCXK（鲁）2019003〕。饲养于河南中医药大学

第一附属医院实验动物中心，保持室温 20~26 ℃，湿

度 50%~70%，12 h 光照，自由饮食、饮水。本研究严

格遵循实验动物伦理保护规定执行，并通过河南中医

药大学第一附属医院实验动物伦理审查委员会的批准

（YFYDW2021030）。

1.2　主要试剂和仪器　戊巴比妥钠（上海氟德化工有

限公司，货号：21642-83-1），硫酸庆大霉素〔上海现

代哈森（商丘）药业有限公司，货号：1405-41-0〕，

线栓（北京西浓科技有限公司，货号：2036A6），多

聚甲醛（biosharp 生物科技，货号：BL539A），中性树

胶（中国医药集团有限公司，货号：96949-21-2），

2%（2，3，5- 氯化三苯基四氮唑）TTC 染色液（北京

索莱宝科技有限公司，货号：T8170），总 RNA 提取

试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号：R1200），

蛋白提取试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号：

R0010），BCA 蛋白定浓度测定试剂盒（北京索莱宝科

技有限公司，货号：PC0020），彩虹光谱蛋白 Marker

（北京索莱宝科技有限公司，货号：PR1920）、增强

/phosphatidylinositol-3-hydroxykinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）signaling pathway in rats with learning and memory 

impairment after middle cerebral artery occlusion reperfusion（MCAO/R）. Methods　A total of 60 8-week-old healthy male 

SD rats were selected from May 2021 to March 2022，and 24 rats were divided into the blank group（n=12）and sham operation 

group（n=12），and the other 36 rats were constructed as MCAO/R model. The 24 rats with successful modeling were randomly 

divided into the model group（n=12）and electroacupuncture group（n=12）. The electroacupuncture treatment was performed 

at Shenting and Baihui points in the electroacupuncture group. Zea-Longa score was used to observe the degree of neurological 

impairment in each group. Spatial probe test was used to evaluate the spatial learning and memory ability of the rats. TTC staining 

was used to observe the volume of brain infarction in rats. RT-PCR was used to measure the mRNA levels of BDNF，TrkB，PI3K 

and Akt，Western blotting was used to detect the protein levels of BDNF and TrkB and the levels of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt. 

Results　Zea-Longa score of the model group and electroacupuncture group was significantly different from the blank group and 

sham operation group at 2 h after surgery（P<0.05），and Zea-Longa score of the model group was significantly different from the 

blank group，sham operation group and electroacupuncture group at 7 and 14 days after treatment（P<0.05）. During the 9th to 

13th day of treatment，the escape latency in the model group was higher than the sham operation group（P<0.05），and lower in 

the electroacupuncture group than the model group（P<0.05）. The frequency of crossing the effective region of the platform in the 

model group was lower than the blank group and sham operation group（P<0.05），and higher in the electroacupuncture group 

than the model group（P<0.05）. The volume of cerebral infarction in blank group，sham operation group，model group and 

electroacupuncture group was 0，0，（36.7±6.3）% and（24.0±2.2）%，respectively，and the volume of cerebral infarction 

in the electroacupuncture group was lower than the model group（P<0.05）. The mRNA levels of BDNF，TrkB，PI3K and Akt 

in the model group were lower than the blank group and sham operation group（P<0.05），and higher in the electroacupuncture 

group than the model group（P<0.05）. Compared with sham operation group，the protein levels of BDNF and TrkB（P<0.01，

P<0.001），the levels of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt（P<0.01，P<0.05） in model group were decreased；compared with the 

model group，the protein levels of BDNF and TrkB and the levels of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt in electroacupuncture group 

were increased（P<0.05）. Conclusion　Electroacupuncture may reduce the symptom of neurological function deficits and 

improve the learning and memory ability of rats after cerebral ischemia reperfusion by upregulating the expression of BDNF/TrkB/

PI3K/Akt pathway related proteins.

【Key words】　Stroke；Reperfusion Injury；Memory disorders；Electroacupuncture therapy；CA1 region，

hippocampal；Nerve growth factors
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型化学发光（ECL）显色液（北京索莱宝科技有限公司，

货号：PE0010），逆转录试剂盒〔翌圣生物科技（上

海）股份有限公司，货号：14601ES03〕，引物（金唯

智生物科技公司），兔抗 BDNF（美国 Abcam，货号：

ab108319），TrkB 多克隆抗体（美国 Abcam，货号：

ab187041），辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔

IgG 二抗（美国 Abcam，货号：ab150077），兔抗磷酸

化下游磷脂酰肌醇 3 激酶（p-PI3K）（美国 Abcam，货号：

ab278545），PI3K（美国 Abcam，货号：ab133595），

磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）（武汉三鹰生物技术有限

公司，货号：80455-1-RR），Akt（武汉三鹰生物技术

有限公司，货号：6-2-3-2-lg），GAPDH 多克隆抗体

（武汉三鹰生物技术有限公司，货号：60004-1-lg），

PAGE 凝胶试剂盒（上海雅酶生物医药科技有限公司，

货号：PG112）。

Morris 水迷宫（深圳市瑞沃德生命科技有限公司），

针灸针、电针仪（苏州医疗用品厂），病理切片机（德

国徕卡，型号：RM2245），脱水机（德国莱卡公司，

型号：ASP200S），包埋机（武汉俊杰电子有限公司，

型号：JB-L7），高速组织研磨仪（武汉 Servicebio，

型 号：SWE-FP），PCR 仪（ 杭 州 比 格 飞 序， 型 号：

96B），蛋白浓度微量测定仪（美国 Thermo，型号：

NanoDropOne），荧光定量 PCR 仪（西安天隆科技，型号：

Gentier）， 酶标仪（美国 Thermo，型号：MK3），电

泳仪、转膜仪（美国 Bio-Rad，型号：1658001，170-

3930），凝胶成像系统（美国 Bio-Rad，型号：GelDoc 

XR+）。

1.3　大鼠造模及分组　喂养 1 周后称重，按照体质量

生成的随机数字表进行分组，取 24 只大鼠分为空白组

（n=12）、 假 手 术 组（n=12）， 其 余 36 只 大 鼠 采 用

Zea Longa 线栓法构建 MCAO/R 模型［12］。大鼠术前禁

食 12 h，3% 戊巴比妥钠（30 mg/kg）腹腔注射麻醉，

取仰卧位，分离颈总动脉（CCA）、颈内动脉（ICA）

和颈外动脉（ECA），结扎 ECA 远心端，夹闭 CCA 近

心端和 ICA 远心端，在 ECA 分叉处剪一“V”形开口，

用（0.26±0.02）mm 的硅胶涂层尼龙线栓从切口处插

入至 ICA 夹闭处，松掉 ICA 动脉夹，继续插入至轻微

阻力为止，深度 1.8~2.0 cm，记录插栓时间，缝合切口。

术后腹腔注射庆大霉素（2 U/ 只），连续 3 d。缺血 2 h 后，

轻轻拉出长度约 1 cm 线栓，复通血管以灌注。空白组

仅予同等条件的捉抓，假手术组予麻醉后仅分离血管，

不插栓。待假手术组和造模后的大鼠完全清醒后对大

鼠进行 Zea-Longa 评分（具体标准见表 1），排除 0 分

和 4 分的大鼠，24 h 后对假手术组和剩余造模大鼠开展

水迷宫定位航行实验。以假手术组平均逃避潜伏时间为

参考值，若造模组大鼠平均逃避潜伏时间小于参考值的

80%，则认为造模成功［13］。最终将造模成功的 24 只大

鼠随机分为模型组（n=12）和电针组（n=12）。

表 1　Zea-Longa 评分标准
Table 1　Zea-Longa scoring criteria

评分 表现

0 分 无缺损症状；无神经损伤

1 分 提尾时对侧前肢内收屈曲；轻度神经损伤

2 分 向对侧追尾式旋转；中度神经损伤

3 分 行走费力且向对侧倾倒；重度神经损伤

4 分 不能自发活动伴意识丧失；极重度神经损伤

1.4　电针治疗　电针组于神庭、百会穴进行电针治

疗，腧穴定位依照《实验针灸学》［14］。将大鼠置于特

殊制作的治疗架上，采用针灸针（0.3 mm×25 mm）向

后斜刺 3 mm 进针，连接 GM01 电针仪，选用疏密波，

电压峰值 6 V，频率 2~10 Hz，电流强度 1~3 mA；30 

min/ 次，1 次 /d，连续治疗 14 d。治疗期间关注大鼠状态，

避免针灸针脱落和大鼠跌落摔伤。模型组、空白组、假

手术组只给予同等条件抓取，不予其他干预措施。

1.5　大鼠神经缺损程度与空间学习记忆能力评价　治

疗后第 7、14 天由对实验方案不知情的人员对大鼠进行

Zea-Longa 评分，以此观察各组大鼠神经功能缺损程度。

通过水迷宫实验评价大鼠空间学习记忆能力，包括（1）

定位航行实验：于治疗第 9~13 天 8：00 及 18：00 进行，

由第 1 象限开始按顺时针顺序依次将大鼠置入水中，大

鼠通过游泳来寻找逃生平台，记录大鼠发现平台所花费

的时间（逃避潜伏期）。90 s 内未能找到平台，由研究

者将大鼠置于平台上，并给予 10 s 的休息时间，并记录

此大鼠的逃避潜伏期为 90 s。（2）空间探索实验：在

治疗进行第 14 天时撤掉水池中的逃生平台，其余不变，

将大鼠面朝池壁，依次投放入水池内的 4 个象限，记录

90 s 内穿越平台有效区域次数。

1.6　TTC 染色观察大鼠脑梗死体积　治疗结束后，每

组随机选 3 只大鼠麻醉后断头取脑组织，冲洗干净，

于 -20 ℃冰箱中快速冷冻 20 min 后沿冠状面进行切片，

切片厚度约 2 mm，每个脑组织共切 5 片。于 2%TTC 染

色液中 37 ℃避光染色。染色后将脑切片按照顺序摆放

后拍照，应用 Image J 软件计算脑梗死体积占总体积的

百分比。

1.7　苏木素 - 伊红（HE）染色观察海马 CA1 区神经元

形态　干预结束后，每组随机选 3 只大鼠，麻醉后 0.9%

氯化钠溶液和多聚甲醛心脏灌注，断头取脑组织，多聚

甲醛固定，脱水后石蜡包埋切片。56 ℃烤片 1 h，脱蜡

步骤如下：切片置于松节油中 8 min，4 次，然后于乙

醇中梯度脱水。使用苏木素染色 5~10 min，采用纯水

将切片清洗至水色变清，使用 1% 盐酸酒精分化 2~3 s
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后使用纯水清洗，氨水返蓝，再次清洗。1% 伊红染色

5~10 min，清洗 1 min，乙醇脱水后中性树胶封片待检。

1.8　 实 时 荧 光 定 量 PCR（RT-PCR） 测 定 BDNF、

TrkB、PI3K、Akt mRNA 水平　干预结束后，每组随机

选 3 只大鼠，完全麻醉后取脑，在冰面上剥取海马组织，

置于无酶冻存管中 -80 ℃冰箱保存。按 100 mg 海马组

织∶ 1 mL 裂解液比例配置，匀浆器充分研磨，按照试

剂盒说明书提取总 RNA，置于冰上进行 RNA 浓度测定。

引物序列见表 2。逆转录条件为 37 ℃，15 min，98 ℃，

5 min，结束后分装并 -20 ℃保存。RT-PCR 条件与方法

按照说明书进行，基因相对表达量采用 2- △△ CT 法计算。

表 2　RT-PCR 引物序列
Table 2　RT-PCR primer sequence

基因 引物序列（5' → 3'）

BDNF
F：GACTCCCCGGCTTGGAGAAG
R：CTGAGGGAACCCGGTCTCAT

TrkB
F：GGATTCTGCCTGCTGGTGAT

R：ACCCATCCAGGGGGATCTTAT

PI3K
F：ATCGACCTACACTTGGGGGA
R：CAATATCTTCTGGCCGGGCT

Akt
F：AGGAGGTCATCGTTGCCAAG
R：GGTCGTGGGTCTGGAATGAG

GAPDH
F：ACAGCAACAGGGTGGTGGAC
R：TTTGAGGGTGCAGCGAACTT

注：RT-PCR= 实 时 荧 光 定 量 PCR，BNDF= 神 经 营 养 因 子，

TrkB= 酪氨酸激受体 B，PI3K= 磷脂酰肌醇 3 激酶，Akt= 蛋白激酶 B。

1.9　Western blotting 检 测 BDNF、TrkB 蛋 白 水 平 及

PI3K、Akt 蛋白磷酸化水平　干预结束后，每组随机选

3 只大鼠，完全麻醉后取脑，在冰面上剥取海马组织，

置于无酶冻存管中 -80 ℃冰箱保存。海马组织称重后，

加入裂解混合液（RIPA 裂解液∶蛋白酶抑制剂∶蛋白

磷酸酶抑制剂 =100∶1∶1）。使用匀浆器低温充分研磨，

4℃，12 000 r/min 离心 15 min 后提取上清，采用 BCA

法测定蛋白浓度，加入上样缓冲液后加热变性。制备聚

丙烯酰胺凝胶，电泳，湿法转膜，封闭 1.5~2 h。4 ℃一

抗（BDNF  1∶7 000、TrkB  1∶5 000、p-PI3K  1∶1 000、

PI3K 1∶1 000、p-Akt  1∶1 000、Akt  1∶1 000、GAPDH  

 1∶10 000）孵育过夜。二抗（ 1∶10 000）室温孵育 1 h。

ECL 法显影，凝胶成像拍照。使用 Image J 软件并以

目的蛋白 / 内参灰度值计算蛋白相对表达量，PI3K、

Akt 蛋白磷酸化水平分别以磷酸化磷脂酰肌醇 3 激酶

（p-PI3K）/PI3K、磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）/Akt 表示。

1.10　统计学方法　采用 SPSS 24.0 统计学软件进行数

据分析。符合正态分布的计量资料以（x-±s）表示，

多组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用

LSD-t 检验；重复测量数据采用两因素重复测量方差分

析；等级资料比较采用 Kruskal-Wallis H 检验，组内两

两比较采用非参数检验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　4 组大鼠神经功能缺损程度　术后 2 h 模型组、电

针组 Zea-Longa 评分与空白组、假手术组比较，差异有

统计学意义（P<0.05），治疗第 7 天、治疗第 14 天模

型组 Zea-Longa 评分与空白组、假手术组、电针组比较，

差异有统计学意义（P<0.05），见表 3。

2.2　4 组大鼠学习记忆能力比较　定位航行实验的重复

测量方差分析结果显示，时间、组别主效应及时间与组

别的交互效应。在治疗第 9~13 天逃避潜伏期比较差异

有统计学意义（P<0.05）。以组别为自变量的效应分析

结果显示，治疗第 9~13 天 4 组大鼠逃避潜伏期比较差

异有统计学意义（P<0.05），第 9~13 天模型组均大于

假手术组（P<0.05），电针组均低于模型组（P<0.05），

见表 4。

空间探索实验结果表明，4 组大鼠穿越平台有效区

域次数比较，差异有统计学意义（P<0.05），其中模型

组穿越平台有效区域次数低于空白组、假手术组，差异

有统计学意义（P<0.05），电针组高于模型组，差异有

统计学意义（P<0.05），见表 5。

2.3　4 组大鼠脑梗死体积占比比较　空白组、假手术

组、模型组、电针组大鼠脑梗死体积占比分别为 0、0、 

表 3　4 组大鼠 Zea-Longa 评分比较〔只（%）〕
Table 3　Comparison of Zea-Longa scores among 4 groups of rats

组别 只数
术后 2 h 治疗第 7 天 治疗第 14 天

0 分 1 分 2 分 3 分 4 分 0 分 1 分 2 分 3 分 4 分 0 分 1 分 2 分 3 分 4 分

空白组 12 12（100.0） 0 0 0 0 12（100.0） 0 0 0 0 12（100.0） 0 0 0 0

假手术组 12 12（100.0） 0 0 0 0 12（100.0） 0 0 0 0 12（100.0） 0 0 0 0

模型组 abcdef 12 0 1（8.3） 2（16.7） 9（75.0） 0 0 2（16.7） 3（25.0） 7（58.3） 0 0 3（25.0） 7（58.3） 2（16.7） 0

电针组 abgh 12 0 1（8.3） 3（25.0） 8（66.7） 0 0 6（50.0） 4（33.3） 2（16.7） 0 4（33.3） 7（58.3） 1（8.3） 0 0

H 值 42.53 42.17 37.81

P 值 <0.05 <0.05 <0.05

注：a 表示术后 2 h 与空白组比较 P<0.05，b 表示术后 2 h 与假手术组比较 P<0.05，c 表示治疗第 7 天与空白组比较 P<0.05，d 表示治疗第 7

天与假手术组比较 P<0.05，e 表示治疗第 14 天与空白组比较 P<0.05，f 表示治疗第 14 天与假手术组比较 P<0.05，g 表示治疗第 7 天与模型组比

较 P<0.05，h 表示治疗第 14 天与模型组比较 P<0.05。
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（36.7±6.3）%、（24.0±2.2）%， 电 针 组 大 鼠 脑 梗

死体积占比低于模型组，差异有统计学意义（t=3.30，

P<0.05），4 组大鼠脑组织 TTC 染色情况见图 1。

表 4　4 组大鼠逃避潜伏期比较（x-±s，s）
Table 4　Comparison of incubation period among 4 groups of rats

组别 只数 第 9 天 第 10 天 第 11 天 第 12 天 第 13 天

空白组 12 38.6±5.0 31.1±5.9 25.8±4.5 13.9±3.7 8.4±3.3

假手术组 12 37.7±7.2 31.4±6.2 25.1±5.6 14.0±4.2 8.2±3.4

模型组 12 51.9±6.3ab 42.4±6.0ab 34.5±5.0ab 27.5±5.1ab 20.7±5.9ab

电针组 12 46.5±6.2c 37.6±5.1c 29.5±4.9c 20.4±3.3c 12.4±4.2c

F 值 F 交互 =1.191，F 组间 =52.513，F 时间 =277.985

P 值 P 交互 =0.30，P 组间 <0.05，P 时间 <0.05

注：a 表示与空白组比较 P<0.05，b 表示与假手术组比较 P<0.05，
c 表示与模型组比较 P<0.05。

表 5　4 组大鼠穿越平台有效区域次数比较（x-±s，次）
Table 5　Comparison of times of crossing the effective region of the platform 
among 4 groups of rats

组别 只数 穿越平台次数

空白组 12 7.99±2.71

假手术组 12 7.64±3.20

模型组 12 2.19±1.52ab

电针组 12 4.87±1.65c

F 值 15.57

P 值 <0.05

注：a 表示与空白组比较 P<0.05，b 表示假手术组比较 P<0.05，c

表示与模型组比较 P<0.05。

电针组空白组 假手术组 模型组
注：TTC=2，3，5- 氯化三苯基四氮唑。

图 1　4 组大鼠脑组织 TTC 染色
Figure 1　TTC staining of brain tissue in 4 groups of rats

2.4　4 组大鼠海马 CA1 区神经元形态　空白组和假手

术组 CA1 区神经元排布紧致，胞质均匀、颜色均匀，

核显示清楚，形态规整；模型组神经元数目稀少，大小、

形态各异，胞膜完整性差，部分变形、肿胀、破裂，胞

质颜色偏深，分布不均，核深染固缩，核仁显示不清；

电针组神经元数目较模型组增多，排列较为密集规整，

形态规则，膜和核仁清晰可见，胞质分布均匀，见图 2。

电针组

空白组 假手术组

模型组
注：HE 染色 = 苏木素 - 伊红染色。

图 2　4 组大鼠海马 CA1 区 HE 染色情况（×200）
Figure 2　HE staining in hippocampal CA1 region of 4 groups

2.5　4 组大鼠海马组织 BDNF、TrkB、PI3K、Akt mRNA

水 平 比 较　4 组 大 鼠 BDNF、TrkB、PI3K、Akt mRNA

水平比较，差异有统计学意义（P<0.05），其中模型组

BDNF、TrkB、PI3K、Akt mRNA 水平低于空白组、假手

术组，差异有统计学意义（P<0.05），电针组 BDNF、

TrkB、PI3K、Akt mRNA 水平高于模型组，差异有统计

学意义（P<0.05），见表 6。

表6　4 组大鼠海马组织 BDNF、TrkB、PI3K、Akt mRNA 水平比较（x-±s）
Table 6　Comparison of mRNA levels of BDNF，TrkB，PI3K and Akt in 
hippocampal tissues of four groups

组别 例数 BDNF TrkB PI3K Akt

空白组 3 1.00±0.09 1.00±0.02 1.00±0.12 1.00±0.20

假手术组 3 0.99±0.04 1.00±0.02 1.03±0.10 1.00±0.10

模型组 3 0.23±0.03ab 0.48±0.10ab 0.55±0.04ab 0.53±0.05ab

电针组 3 0.76±0.08c 0.75±0.07c 0.88±0.16c 0.90±0.09c

F 值 91.95 44.87 11.45 10.35

P 值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

注：a 表示与空白组比较 P<0.05，b 表示与假手术组比较 P<0.05，
c 表示与模型组比较 P<0.05。

2.6　4 组 大 鼠 海 马 组 织 BDNF、TrkB 蛋 白 水 平 及

PI3K、Akt 蛋白磷酸化水平比较　空白组与假手术组

BDNF、TrkB 蛋 白 水 平 及 PI3K、Akt 蛋 白 磷 酸 化 水 平

无差异（P>0.05）；与假手术组相比，模型组 BDNF、

TrkB 蛋白水平均下降（P<0.01；P<0.001），PI3K、Akt

蛋白磷酸化水平下降（P<0.01；P<0.05）；与模型组相



November   2023,  Vol.26   No.33https: //www.chinagp.net   E-mail: zgqkyx@chinagp.net.cn·4192·

比，电针组 BDNF、TrkB 蛋白水平和 PI3K、Akt 蛋白磷

酸化水平均升高，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 7、

图 3。

表 7　4 组大鼠海马组织 BDNF、TrkB、p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋白
相对表达水平比较（x-±s）
Table 7　Comparison of protein relative expression levels of BDNF，
TrkB，p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt in hippocampal tissues of four groups

组别 只数 BDNF TrkB p-PI3K/PI3K p-Akt/Akt

空白组 3 0.32±0.07 0.95±0.04 0.58±0.01 0.33±0.03

假手术组 3 0.32±0.07 0.91±0.06 0.59±0.04 0.35±0.03

模型组 3 0.08±0.03ab 0.43±0.02ab 0.31±0.10ab 0.17±0.02ab

电针组 3 0.23±0.07c 0.65±0.06c 0.54±0.09c 0.32±0.09c

F 值 10.58 45.22 10.66 7.62

P 值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

注：p-PI3K= 磷酸化磷脂酰肌醇 3 激酶，p-Akt= 磷酸化蛋白激酶 B；
a 表示与空白组比较 P<0.05，b 表示与假手术组比较 P<0.05，c 表示与

模型组比较 P<0.05。

 

电针组

15 KD

126 KD

56 KD

BDNF

p-PI3K

p-Akt

TrkB

PI3K

Akt

GAPDH

92 KD

56 KD

126 KD

36 KD

空白组 假手术组 模型组
注：BNDF= 神经营养因子，TrkB= 酪氨酸激受体 B，PI3K= 磷脂

酰肌醇 3 激酶，Akt= 蛋白激酶 B，p-PI3K= 磷酸化磷脂酰肌醇 3 激酶，

p-Akt= 磷酸化蛋白激酶 B，GADPH= 磷酸苷油酸脱氢酶。

图 3　4 组 大 鼠 海 马 组 织 BDNF、TrkB、PI3K、Akt、p-PI3K、p-Akt
蛋白质印迹法蛋白条带图
Figure 3　Protein bands of BDNF，TrkB，PI3K，Akt，p-PI3K，p-Akt 
in the hippocampus of the four groups of rats by Western Blotting

3　讨论

脑卒中后认知功能障碍归属于中医学“呆病”“健

忘”等范畴。现代医家认为本病病位在脑，病机为脑脉

痹阻、脑髓失养。患者因邪致气血不畅，痰瘀闭阻清窍，

脑髓不充而神识不清，表现为表情呆滞、学习记忆力下

降等［15］。本研究团队基于该病“病位在脑，首取督脉”

的学术思想，在前期文献研究的基础上，总结出以电针

神庭、百会为主的通督醒神针刺疗法，在临床应用广泛，

疗效显著［5］。神庭为督脉、足太阳、阳明之会，对于

神智方面的疾病，非神庭莫能治。百会位居巅顶，贯通

周身经穴，是调节大脑功能的要穴。前期研究发现，电

针神庭、百会能够有效改善脑卒中后患者认知功能，提

高生活自理能力［6-7］。

海马与学习记忆、情绪等高级脑活动密切相关。正

常情况下，短时记忆储存在海马中，大脑通过重复和强

化后将部分短时记忆转变为永久性记忆储存在大脑中。

而当各种原因导致海马损伤时，机体则会出现不同程度

的学习和记忆功能的障碍。因此，海马常被用来研究与

学习记忆有关的生理机制。其次，海马神经元对缺血缺

氧异常敏感，因此海马也是研究最多的与脑卒中后学习

记忆障碍有关的脑区［16-17］。本研究发现，MCAO/R 大

鼠海马 CA1 区神经元广泛溶解、数目稀少、细胞结构

模糊不清，同时神经功能缺损评分及行为学观察发现大

鼠存在不同程度的学习记忆功能减退，与海马神经元的

损伤程度密切相关。

BDNF 作为哺乳动物中枢内分布最为广泛、含量最

高的营养因子，对神经元形成、功能重塑以及情绪、学

习和记忆等功能的发挥具有重要作用［18-19］。BDNF 表

达异常可导致神经元轴突和树突的生长受限，影响突触

信号传递，进而导致神经系统疾病的发生，如神经退行

性病变、神经疼痛、抑郁、癫痫等。同样，海马 BDNF

的表达差异与其结构和功能相关。有研究发现，敲除

BDNF 基因可引起小鼠认知功能障碍，甚至导致小鼠

死亡［20］。向大鼠脑室内注射 BDNF 能够预防缺血海马

CA1 区神经元死亡，促进 DG 区颗粒细胞的生长与成熟，

增强海马突触后受体活性，从而改善神经功能［21］。

BDNF 对中枢神经系统的调控作用是依赖于与其下

游高亲和力受体 TrkB 结合后，TrkB 可发生二聚体化，

继而引发下游 PI3K/Akt 信号通路的激活。BDNF/TrkB

介导的 PI3K/Akt 信号级联反应在突触重塑、神经元形

成以及情绪、学习和记忆神经发育及相关疾病中发挥着

重要作用。PI3K/Akt 信号通路是广泛存在于细胞内重要

的生存信号传导通路之一，其激活与细胞增殖、分化密

切相关。在神经系统损伤中起着非常重要的作用［22］。

LI 等［23］采用甲叉丙烯酰胺干预局灶性脑缺血后大鼠模

型，结果发现治疗组大鼠海马组织 PI3K 信号通路被激

活，同时水迷宫检测发现大鼠认知功能提高，说明通过

调控 PI3K 信号通路可以改善脑缺血缺氧大鼠的认知能

力。本研究结果显示，MCAO/R 模型大鼠海马 BDNF、

TrkB、PI3K、Akt 水平下降，学习记忆能力受损，神

经元损伤明显，而电针干预能够提高 BDNF、TrkB、

PI3K、Akt 水平，改善学习记忆能力，这可能与电针提

高该通路水平、增强海马突触可塑性有关，然而仍需要

进一步研究验证。此外，mTOR 作为 PI3K/Akt 通路的

下游关键蛋白，是自噬的关键调节剂，那么电针疗法是

否是通过影响 BDNF/TrkB 介导的 PI3K/Akt/mTOR 信号
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级联反应调控了海马神经元的自噬水平而发挥作用的，

以及自噬与突触可塑性的关系如何仍有待后续进一步 

研究。
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