
书书书

·针灸经络·

艾灸督脉组穴对血管性痴呆大鼠学习记忆能力和

ＲＡＧＥ、ＬＲＰ１表达的影响
王婧吉１，３，吴生兵２，王　２，杨　超３，程红亮１

（１．安徽中医药大学第二附属医院，安徽 合肥　２３００６１；２．安徽中医药大学科研实验中心，

安徽 合肥　２３００３８；３．安徽中医药大学研究生院，安徽 合肥　２３００１２）

［摘要］目的　观察艾灸督脉组穴对血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）大鼠脑微血管内皮细胞（ｂｒａｉｎｍｉ

ｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣｓ）晚期糖基化终产物受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄ

ｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）和低密度脂蛋白受体相关蛋白１（ＬＤＬｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＲＰ１）表达的影响，探讨艾

灸督脉组穴治疗ＶＤ的作用机制。方法　采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫筛选后，将ＳＤ大鼠随机分为正常组、模型组、

艾灸组，每组１２只。采用颈总动脉结扎反复缺血再灌注法复制模型，艾灸组取“百会”“大椎”“风府”温和灸

３０ｍｉｎ，每日１次，７次为１个疗程，共治疗４个疗程。采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫法对大鼠进行行为学检测，采用免

疫组织化学法检测皮质和海马组织中ＲＡＧＥ和ＬＲＰ１表达水平，并分析行为学检测结果与ＲＡＧＥ和ＬＲＰ

１之间的相关性。结果　各时间点模型组逃避潜伏期均较正常组明显延长（犘＜０．０５），艾灸组逃避潜伏期均

较模型组明显缩短（犘＜０．０５）；模型组大鼠穿越平台次数明显少于正常组（犘＜０．０５），艾灸组大鼠穿越平台

次数明显多于模型组（犘＜０．０５）。与正常组比较，模型组大鼠海马和皮质中ＲＡＧＥ表达增多，ＬＲＰ１表达

减少，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；与模型组比较，艾灸组大鼠海马和皮质中ＲＡＧＥ表达减少、ＬＲＰ１

表达增多，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。大鼠穿越平台次数与海马和皮质内ＲＡＧＥ存在显著负相关关

系，与海马和皮质内ＬＲＰ１存在显著正相关关系。结论　艾灸督脉组穴可明显改善ＶＤ大鼠的学习记忆能

力，其机制可能与下调大鼠ＢＭＥＣｓ的ＲＡＧＥ表达和上调ＬＲＰ１表达有关。

［关键词］艾灸；血管性痴呆；学习记忆能力；脑微血管内皮细胞；晚期糖基化终产物受体；低密度脂蛋白受体
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　　血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）是指因脑

血管病变造成脑组织血流运行障碍，引起记忆、认知

和行为改变的脑区低灌注性血管疾病，是一种慢性

进行性疾病，表现为严重的认知功能障碍综合征［１］。

目前ＶＤ被认为是唯一可以防治的痴呆类型，但发

病机制尚不十分明确［２］。有研究认为ＶＤ和阿尔兹

海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）有着共同的脑血

管内皮损伤机制以及有神经毒性的β淀粉样蛋白

（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）在脑血管和脑实质中积

蓄［３］。Ａβ跨血脑屏障的转运主要通过存在于脑微

血管 内 皮 细 胞 （ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣｓ）膜上晚期糖基化终产物受体（ｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）和

低密度脂蛋白受体相关蛋白１（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏ
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ｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＲＰ１）受体系统完

成，其中ＬＲＰ１介导 Ａβ转运出脑，而ＲＡＧＥ介导

Ａβ转运入脑
［４］。既往学者研究发现，艾灸可改善和

延缓ＶＤ患者临床症状，调控与学习记忆相关神经

肽物质，促进血管新生，调节神经营养因子表达［５７］。

本研究观察艾灸督脉组穴对 ＶＤ大鼠ＢＭＥＣｓ的

ＲＡＧＥ和ＬＲＰ１表达的影响，探讨艾灸督脉组穴治

疗ＶＤ的作用机制。

１　材料

１．１　实验动物与分组　ＳＰＦ级健康雄性ＳＤ大鼠，

由安徽医科大学实验动物中心提供，生产许可证号：

ＳＣＸＫ（皖）２０１１００２。室温为２０～２５℃，相对湿度

为４０％～７５％，昼夜明暗交替。适应性饲养１周

后，进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫筛选实验，训练过程中对反

应过于敏感或迟钝的大鼠予以筛除。选择性格活泼

及水迷宫实验数据相近者３６只，采用随机数字表法

将其分为正常组、模型组和艾灸组各１２只。实验手

术中死亡大鼠未列入实验分析对象。实验过程中对

动物的处置遵循中华人民共和国科学技术部２００６
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年颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》。

１．２　主要试剂及仪器　清艾条（规格：８ｍｍ×１５

ｍｍ）：南阳艾灸厂；ＬＲＰ１抗体：美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ；

ＲＡＧＥ抗体：英国 Ａｂｃａｍ；通用型二步法检测试剂

盒、ＤＡＢ显色剂、ＰＢＳ、ＥＤＴＡ修复液：北京中杉；苏

木素：珠海贝索；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫：安徽省淮北正华生

物仪器设备有限公司；切片机（Ｌｅｉｃａ２１３５）：德国；

显微镜（Ｎｉｋｏｎ８０ｉ）：日本。

２　方法

２．１　模型复制方法与模型评价　模型组和艾灸组大

鼠采用颈总动脉结扎反复缺血再灌注法复制模型（经

典的ＶＤ模型制备方法），１０％水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）腹

腔注射麻醉，仰卧固定，无菌操作，颈正中切口，分离

双侧颈总动脉，并套以４号丝线备用，拉紧丝线扣，

阻断血流２０ｍｉｎ，同时尾部放血０．３ｍＬ，热凝止血，

松开丝线扣，恢复血流１０ｍｉｎ，再次阻断血流２０

ｍｉｎ，如此重复３次，第３次血流在灌注后３０ｍｉｎ，

如呼吸、心跳正常，即可缝合皮肤。在模型复制完成

后第４天进行行为学评分，以鉴定模型复制是否成

功。若模型复制后大鼠逃避潜伏期较模型复制前显

著延长（犘＜０．０５），则表明模型复制成功。

２．２　治疗方法　模型复制成功后，将艾灸组大鼠固

定于鼠板上，并固定头部，根据《实验针灸学》［８］取

“百会”“风府”“大椎”，采用清艾条悬于穴位上方约

２ｃｍ，每次每穴灸３０ｍｉｎ，每日１次，共治疗４周。

正常组和模型组：与艾灸组平行，只做鼠板上固定，

不做其他任何处理。

２．３　行为学检测方法　治疗结束后，用 Ｍｏｒｒｉｓ水

迷宫法对３组大鼠进行行为学检测。池壁标明的４

个等距入水点将水池等分为４个象限，在任一象限

中央（与池壁、圆心距离相等）放置目标平台，平台低

于水平面１ｃｍ。保持实验室温度在２４～２５℃，水

温在２２℃左右。

定位航行实验：治疗结束后第１天练习站台，第

２～５天将平台置于第１象限，从池壁４个起始点的

任一点将大鼠面向池壁放入水池，记录其在２ｍｉｎ

内找到并爬上平台的时间及逃避潜伏期，如大鼠在

２ｍｉｎ内未发现平台，则用工具将其引导至平台上，

停留１０ｓ后，放回笼中，其逃避潜伏期按１２０ｓ

计算。

空间探索实验：治疗结束后第６天，在定位航行

实验结束后撤除平台，在各个象限相同入水点将大

鼠放入池中，记录大鼠在１２０ｓ内穿越目标象限平

台的次数。

２．４　 免疫组织化学法测定大鼠皮质和海马

ＲＡＧＥ、ＬＲＰ１表达水平　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试完毕

后，大鼠禁食１２ｈ，每组动物麻醉后经左心室行主

动脉插管，多聚甲醛固定，断头取脑。脑组织制成

４～６μｍ的石蜡切片备用。切片梯度脱水，ＰＢＳ洗

３次后进行微波修复；冷却至室温后，ＰＢＳ洗３次，

血清室温封闭２０ｍｉｎ；加一抗（１∶１００），４℃孵育过

夜；ＰＢＳ洗３次，滴加通用型两步法二抗，室温孵育

３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次后ＤＡＢ显色，光镜下观察显色

情况；苏木素轻度复染核３～５ｍｉｎ，自来水浸泡冲

洗，盐酸乙醇分色，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片。每张切片任选５个视野，以细胞胞浆

或胞质、胞核中出现黄色或棕褐色颗粒为阳性反应。

分别测定皮质和海马组织中神经细胞及微血管上

ＲＡＧＥ、ＬＲＰ１表达水平。

２．５　统计学方法　数据采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软

件进行处理。连续型变量以“均数±标准差（珚狓±狊）”

表示。符合正态分布、方差齐时采用单因素方差分

析，均数多重比较采用ＬＳＤ法；方差不齐时采用秩

和检验；Ｇｒａｐｈｐａｄ相关性分析用于分析海马和皮质

的ＲＡＧＥ、ＬＲＰ１表达与穿越平台次数之间的相关

性。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　３组大鼠逃避潜伏期及穿越平台次数比较　各

时间点模型组逃避潜伏期均较正常组明显延长

（犘＜０．０５），艾灸组逃避潜伏期均较模型组明显缩

短（犘＜０．０５）。见图１。模型组大鼠穿越平台次数

明显少于正常组（犘＜０．０５），艾灸组大鼠穿越平台

次数明显多于模型组（犘＜０．０５）。见图２。

３．２　３组大鼠海马和皮质组织中ＲＡＧＥ、ＬＲＰ１表

达水平比较　与正常组比较，模型组大鼠海马和皮

质中ＲＡＧＥ表达增多，ＬＲＰ１表达减少，差异均有

统计学意义（犘＜０．０５）；与模型组比较，艾灸组大鼠

海马和皮质中ＲＡＧＥ表达减少，ＬＲＰ１表达增多，

差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。见图３、图４、

图５。

３．３　ＲＡＧＥ、ＬＲＰ１表达与穿越平台次数相关性分

析　结果显示，大鼠穿越平台次数与海马和皮质内

ＲＡＧＥ存在显著负相关关系（海马：狉＝－０．８１，犘＜

０．０５；皮质：狉＝－０．７２，犘＜０．０５）。大鼠穿越平台

次数与海马和皮质内ＬＲＰ１存在显著正相关关系

（海马：狉＝０．７９，犘＜０．０５；皮质：狉＝０．７２，犘＜

０．０５）。

４　讨论

血管性危险因素是导致ＶＤ的主要因素。流行

病学研究表明，高血压、心脏病、糖尿病和高脂血症

９４
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　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５

图１　３组大鼠逃避潜伏期比较（珚狓±狊，狀＝１２）

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５，与模型组比较，＃犘＜０．０５

图２　３组大鼠穿越目标平台次数比较（珚狓±狊，狀＝１２）

等血管危险因素均可能引发ＶＤ
［９］。ＨａｒｄｙＪ等

［１０］

研究发现，脑低血流灌注、血管壁退化、神经血管炎

症反应等因素可导致脑微环境异常，血脑屏障功能

失调，从而影响 Ａβ的跨膜转运。因此，Ａβ不仅存

在于ＡＤ患者脑内，而且与ＶＤ也关系密切。

　　ＢＭＥＣｓ是指参与实现血脑屏障选择性屏障功

能的血管内皮细胞，并参与血管神经单元的组

成［１１１２］。多项研究表明，Ａβ的跨血脑屏障转运与

ＢＭＥＣｓ膜上 ＲＡＧＥ 和 ＬＲＰ１ 受 体密 切相关，

ＲＡＧＥ表达的增多和ＬＲＰ１表达减少均会导致Ａβ

在脑 内 的 沉 积［１３１５］。国 内 也 有 学 者 围 绕 调 节

ＲＡＧＥ和ＬＲＰ１表达开展治疗 ＡＤ的机制研究。

如周忠光等［１６］研究发现，“益肾调督”针灸可通过下

调ＡＤ小鼠海马ＲＡＧＥ表达，减少脑组织中Ａβ含

量，提高其学习记忆能力。胡华等［１７］观察发现，复

方丹参片可促进ＬＲＰ１的表达、抑制ＲＡＧＥ表达，

从而对 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠脑内神经细胞起到保护作

用。基于ＲＡＧＥ和ＬＲＰ１表达与ＢＭＥＣｓ的分泌

功能密切相关，也有学者开展血管因素引起的认知

功能障碍研究。乔晋等［１８］研究发现，自发性高血压

大鼠ＲＡＧＥｍＲＮＡ及其蛋白表达水平异常增高，提

示Ａβ代谢异常可能参与高血压认知损害的发生。

图３　各组大鼠海马和皮质ＲＡＧＥ、ＬＲＰ１表达水平比较（免疫组织化学染色，１０×４０倍）
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　　注：正常组比较，犘＜０．０５，与模型组比较，＃犘＜０．０５

图４　各组大鼠海马和皮质中ＲＡＧＥ

表达水平比较（珔狓±狊，狀＝１２）

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５，与模型组比较，＃犘＜０．０５

图５　各组大鼠海马和皮质中ＬＲＰ１

表达比较（珔狓±狊，狀＝１２）

么晓轶等［１９］研究发现，脑缺血再灌注后缺血脑组织

糖基化终产物及其受体的表达升高。综上所述，

ＲＡＧＥ和ＬＲＰ１的水平能够直接影响脑内 Ａβ的

含量，从而影响认知功能。

ＶＤ属于“痴呆”范畴，古代医家从经络腧穴方

面对本病积累了丰富全面的认识，历代中医文献中

均有“头为诸阳之会”，督脉“入属于脑”“入络脑”“入

脑”等记载，认为督脉为阳脉之海，是十二经脉之纲

领及动力，与脑有着密切联系。本研究选取的穴位

为百会、大椎、风府。百会为督脉经穴，是膀胱经与

督脉的交会穴，膀胱经通过此穴“入络脑”；大椎穴为

“诸阳之会”，具有“通调头部气血”之功；风府可“醒

脑调神”，三穴共奏化瘀通络、填髓益智之功。

本研究发现，艾灸督脉组穴治疗后大鼠皮质和

海马ＲＡＧＥ表达水平较模型组明显降低，而ＬＲＰ１

表达水平则显著升高，且大鼠学习记忆能力也有所

改善，说明艾灸可能通过调节ＲＡＧＥ和ＬＲＰ１的

平衡状态起到改善ＶＤ认知功能的作用。该研究结

果与临床研究结果具有一致性，为临床应用艾灸疗

法参与治疗血管性认知功能提供了理论依据。
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