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化瘀通络灸对血管性痴呆大鼠髓鞘

再生相关蛋白表达的影响

王维顺１，杨　骏２，樊吟秋２，王　萍２，查必祥２，孔　钰１，张雅婷１

（１．安徽中医药大学研究生院，安徽 合肥　２３００１２；

２．安徽中医药大学第一附属医院，安徽 合肥　２３００３１）

［摘要］目的　观察化瘀通络灸对血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）大鼠胼胝体髓鞘相关蛋白表

达的影响，为艾灸治疗ＶＤ提供依据。方法　Ｗｉｓｔａｒ大鼠经 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫筛选后随机分为假手术

组、模型组、艾灸组、西药组，每组１２只。采用双侧颈总动脉永久结扎法制备ＶＤ大鼠模型。假手

术组和模型组不作其他任何处理；艾灸组取“百会”“大椎”“神庭”悬灸２０ｍｉｎ，每日１次；西药组用

氯马斯汀（Ｈ１ 受体拮抗剂）溶液灌胃，每日２次。以上４组干预７ｄ为１个疗程，共３个疗程。采

用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测干预前后大鼠学习记忆能力；免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠胼胝

体区髓鞘相关糖蛋白（ｍｙｅｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＧ）、髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，

ＭＢＰ）表达水平。结果　与假手术组比较，模型组大鼠逃避潜伏期延长（犘＜０．０５）；与模型组比较，

艾灸组、西药组逃避潜伏期均显著缩短（犘＜０．０５）。与假手术组比较，模型组胼胝体区ＭＡＧ、ＭＢＰ

平均荧光强度显著降低（犘＜０．０５）；与模型组比较，艾灸组 ＭＡＧ、ＭＢＰ平均荧光强度显著增强

（犘＜０．０５）；与西药组比较，艾灸组 ＭＡＧ平均荧光强度显著增强（犘＜０．０５），ＭＢＰ平均荧光强度

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与假手术组比较，模型组胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ表达水平下降（犘＜

０．０５）；与模型组比较，艾灸组 ＭＡＧ、ＭＢＰ表达水平增加（犘＜０．０５）；与西药组比较，艾灸组 ＭＡＧ

表达水平增加（犘＜０．０５），ＭＢＰ表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　化瘀通络灸可改

善ＶＤ大鼠的学习记忆能力，促进ＶＤ大鼠髓鞘相关蛋白 ＭＡＧ、ＭＢＰ的合成，促使髓鞘再生。
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　　血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）是指由缺

血性、出血性卒中等血管性脑损伤疾病所产生的认

知障碍综合征，其临床表现以记忆、行为和认知功能

缺 损 为 主［１］。ＶＤ 是 仅 次 于 阿 尔 茨 海 默 病

（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的常见痴呆类型
［２］，约占

所有痴呆病例的１５％～２０％
［３］。ＶＤ目前尚无有效

的治疗手段，而艾灸可改善ＶＤ认知障碍，促进脑内

神经新生和 ＶＤ后神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＮＳＣｓ）的增殖、迁移、分化
［４］。研究［５］表明，ＶＤ的

病理特征除灰质损伤外，还包括白质损伤和髓鞘缺

失。但既往研究主要着眼于脑灰质及构成灰质主体
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的神经细胞，针灸对ＶＤ后脑白质功能的影响鲜有

报道。实际上除了大脑灰质会发生缺血、低氧损伤

外，大脑白质亦对缺血、低氧敏感，因此脑白质的脱

髓鞘病变被认为是ＶＤ的发病机制之一
［６］。

化瘀通络灸是治疗脑血管病的有效方法，前期

的临床研究和基础实验［７８］均证实了化瘀通络灸治

疗ＶＤ的疗效。本实验观察化瘀通络灸对ＶＤ大鼠

髓鞘再生相关蛋白表达的影响，探讨化瘀通络灸治

疗ＶＤ的可能作用机制。

１　材料

１．１　动物　选用ＳＰＦ级健康成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠

６０只，由济南朋悦实验动物繁育有限公司［生产许可

证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１９０００３］提供，体质量（２５０±２０）ｇ。

统一饲养于安徽中医药大学针灸经络研究所普通级

动物房。饲养条件：恒温（２５±１）℃，湿度（５０±

１０）％。实验获得安徽中医药大学实验动物伦理委员

会批准，伦理审批号：ＡＨＵＣＭｒａｔｓ２０２２０３４。

１．２　试剂　氯马斯汀（批号 Ｃ１２９２１１）：阿拉丁；髓

鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）一抗（批号

４４
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ｂｓ０２５８Ｒ）、髓鞘相关糖蛋白（ｍｙｅｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｙ

ｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＧ）一抗（批号ｂｓ０３８０Ｒ）：北京Ｂｉｏｓｓ

公司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）

（批号 Ａ０４２３）：上海碧云天生物技术有限公司；羊

抗兔ＨＲＰ标记二抗（批号Ｌ３０１２）：美国ＳＡＢ公司。

１．３　仪器　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫：北京众实迪创科技发

展有限公司；ＲＭ２０１６病理切片机：德国Ｌｅｉｃａ；全自

动数字扫描仪：匈牙利３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公司；垂直电

泳仪：美国ＢｉｏＲａｄ公司。

２　方法

２．１　模型复制与分组　将大鼠饲养１周后，使用

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验筛除原地旋转、漂浮不动和特别

灵敏的大鼠，将余下５５只纳入实验。采用随机数字

表法将１２只大鼠随机选为假手术组，其余大鼠用于

复制ＶＤ模型。采用双侧颈总动脉永久结扎法复制

ＶＤ大鼠模型
［９］。术前大鼠禁水、禁食８ｈ，３％戊巴

比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，浅反射消失后，

将大鼠固定在特制鼠板上，无菌操作，在大鼠颈部正

中作纵向切口，用镊子钝性分离一侧颈总动脉，避免

触碰神经，动脉夹夹闭右侧颈总动脉１０ｍｉｎ，松开

１０ｍｉｎ，夹闭、松开反复操作３次，用４０号外科缝

线分别在动脉近心端及远心端永久结扎，从中间剪

断动脉，缝合伤口，分开放回笼中饲养。１周后再以

相同方法处理左侧颈总动脉。假手术组按上述操

作，分离颈总动脉后不作其他处理。模型复制３ｄ

后，用水迷宫对大鼠进行模型鉴定。将假手术组大

鼠定位航行实验第４天逃避潜伏期的平均值作为参

考值，再将模型复制后的每只大鼠第４天的平均逃

避潜伏期减去参考值，所得差值与该鼠的平均逃避

潜伏期相除得一比值，若比值超过２０％，则表明模

型复制成功［１０］。筛选模型成功的 ＶＤ大鼠３６只，

随机分为艾灸组、西药组、模型组，每组１２只。

２．２　各组干预方法　艾灸组大鼠参照《实验动物常

用穴位名称与定位》［１１］选取“大椎”“百会”“神庭”穴

进行艾灸，将大鼠固定于自制的灸架上，点燃清艾条

（５ｍｍ×１２ｃｍ，江苏康美制药有限公司），于相应穴

位上１～２ｃｍ处进行悬灸，每天２０ｍｉｎ，７ｄ为１个

疗程，共干预３个疗程。西药组大鼠用氯马斯汀

（Ｈ１ 受体拮抗剂）与蒸馏水配置灌胃溶液，按１０

ｍＬ／ｋｇ灌胃，每日２次，７ｄ为１个疗程，共干预３

个疗程。仅将假手术组和模型组大鼠放于灸架上，

不作其他任何处理，干预时间同艾灸组。

２．３　观察指标及方法

２．３．１　定位航行实验　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫为大鼠通用

型泳池，避光，控制水温为（２３±２）℃。沿水池周长

等距分布，水池区域被划分为４个象限，透明圆形平

台放在第３象限中间位置水下２ｃｍ。将大鼠分别

从４个象限放入水中，其逃避潜伏期为２ｍｉｎ内找

到平台的时间。２ｍｉｎ内仍未找到平台的大鼠，将

此次入水逃避潜伏期记录为２ｍｉｎ，然后将大鼠引

导到平台上，停留３０ｓ。连续训练４ｄ，确保大鼠每

天实验时间相同，每次入水时位置相同。

２．３．２　免疫荧光染色法检测大鼠胼胝体区 ＭＡＧ、

ＭＢＰ阳性细胞表达水平　治疗结束２４ｈ内，每组

各取６只大鼠灌注４％多聚甲醛后取脑，将大脑组

织用石蜡包埋后切片。切片使用０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ漂洗，羊血清封闭，加入一抗 ＭＡＧ、ＭＢＰ

（１∶２００），４℃过夜，二抗使用ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记

山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（１∶５００），ＤＡＰＩ复染细胞核。

阴性对照采用ＰＢＳ代替一抗，其余步骤不变。用全

自动数字扫描仪扫描整个脑片区域，重点观察胼胝

体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ的表达水平。

２．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠胼胝体区 ＭＡＧ、

ＭＢＰ表达水平　取剩余６只大鼠断头后取脑，冰上

提取胼胝体，－８０℃保存。裂解液提取组织总蛋白

后，经上样、电泳、转膜等过程，分别加入一抗 ＭＢＰ

（１∶１０００）、ＭＡＧ（１∶１０００），４℃孵育摇床过夜。加

入羊抗兔 ＨＲＰ标记二抗（１∶５０００），再使用ＥＣＬ化

学发光液显影，放入成像系统中扫描，使用ＩｍａｇｅＪ

软件读取灰度值。

２．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２４．０软件对实验数

据进行分析。连续型变量以“均数±标准差（珚狓±狊）”

表示。数据呈正态分布时采用狋检验，数据呈偏态

分布时采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检验。数据符合正态

分布时多组均数比较采用单因素方差分析，均数多

重比较采用ＬＳＤ检验（方差齐时）或Ｄｕｎｎｅｔｔｓ犜３

检验（方差不齐时）；不符合正态分布时采用Ｋｒｕｓｋａｌ

Ｗａｌｌｉｓ犎检验，组间多重比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝

检验。犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

３　结果

３．１　各组大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫逃避潜伏期比较　模

型复制３ｄ后，用水迷宫对大鼠进行模型鉴定，假手

术组大鼠（狀＝１２）逃避潜伏期为（１１．０６±３．２３）ｓ，

ＶＤ模型大鼠（狀＝３６）逃避潜伏期为（６６．５８±

３１．７６）ｓ，两组大鼠逃避潜伏期比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），说明ＶＤ大鼠模型制备成功。

与假手术组比较，干预后模型组逃避潜伏期延

长（犘＜０．０５）；与模型组比较，艾灸组、西药组逃避

５４
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潜伏期均显著缩短（犘＜０．０５）。见图１。

　　注：与假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５

图１　各组大鼠逃避潜伏期比较（珚狓±狊，狀＝１２）

３．２　各组大鼠胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ阳性细胞表

达水平比较　胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ染色为丝状。

与假手术组比较，模型组胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ平

均荧光强度均降低（犘＜０．０５）；与模型组比较，艾灸

组 ＭＡＧ、ＭＢＰ平均荧光强度增强（犘＜０．０５）；与西

药组比较，艾灸组 ＭＡＧ平均荧光强度增强（犘＜

０．０５），ＭＢＰ平均荧光强度差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见图２。

３．３　各组大鼠胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ表达水平比

较　与假手术组比较，模型组胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ

表达水平下降（犘＜０．０５）；与模型组比较，艾灸组

ＭＡＧ、ＭＢＰ表达水平增加（犘＜０．０５）；与西药组比

较，艾灸组ＭＡＧ表达水平增加（犘＜０．０５），ＭＢＰ表

达水平组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见图３。

　　注：Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．艾灸组；Ｄ．西药组；与假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与西药组比

较，△犘＜０．０５

图２　各组大鼠胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ阳性细胞表达水平比较（免疫荧光染色，珚狓±狊，狀＝６）

４　讨论

ＶＤ属于中医学“呆病”范畴，年老肾精不足，气

血亏虚，血脉瘀滞，脑络瘀阻，日久可导致脑失所养、

髓脑空虚，发为本病，故血瘀与ＶＤ密切相关。化瘀

通络灸取督脉百会、大椎、神庭穴，发挥艾灸温阳通

脉、活血散结的作用，以充养脑髓、安神宁志。研

究［１２］表明，针刺“百会”等督脉穴不仅可以改善学习

记忆能力，而且能促进脑缺血大鼠脑白质髓鞘再生。

本实验通过 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫观察发现，艾灸干预后

ＶＤ大鼠的逃避潜伏期比治疗前显著减少，说明化

瘀通络灸能改善ＶＤ大鼠学习记忆能力。这与课题

组前期报道［１３］的化瘀通络灸能够明显改善 ＶＤ大

鼠学习记忆能力的研究结果一致。

脑白质由许多髓鞘化的轴突组成，其基础代谢

率高，因此即使是轻微缺血也会造成脑白质损伤。

胼胝体是大脑最大的白质带，是ＶＤ的主要损伤部

位，故选用胼胝体作为 ＶＤ白质损伤的观察对象。

髓鞘是白质中必不可少的成分，由成熟少突胶质细

胞发出的细胞突起包裹神经细胞轴突形成。髓鞘的

完整性对脑白质功能的恢复至关重要，因此髓鞘脱

６４
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　　注：Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．艾灸组；Ｄ．西药组；与假

手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与西药

组比较，△犘＜０．０５

图３　各组大鼠胼胝体区 ＭＡＧ、ＭＢＰ

表达水平比较（珔狓±狊，狀＝６）

失也会引起以认知障碍为主的一系列临床综合

征［１４］。当提供营养支持时，脑白质中的髓鞘被激

活，发生增殖，并迁移到损伤部位，使髓鞘重新包裹

轴突，这个过程称为“髓鞘再生”［１５］。同时实验研

究［１６］证明，氯马斯汀（Ｈ１ 受体拮抗剂）具有增强少

突胶质细胞分化和促进髓鞘再生的作用，因此本研

究选择氯马斯汀作为阳性对照药。

ＭＡＧ是构成髓鞘的重要成分之一，其表达在

髓鞘的最内层，直接与轴突表面相邻，具有稳定轴

髓鞘方面的作用、维持髓鞘结构的完整性等［１７］。有

研究［１８］报道，脱髓鞘会导致 ＭＡＧ损失，ＭＡＧ可能

是髓鞘形成所必需的物质。ＭＢＰ位于髓鞘浆液表

面，是髓鞘的特异性标志物，可启动髓鞘的合成，稳

定髓鞘的结构［１９］。同时既往实验［２０］表明，大脑缺血

损伤后，髓鞘相关蛋白 ＭＡＧ、ＭＢＰ含量明显降低。

因此，髓鞘相关蛋白 ＭＡＧ、ＭＢＰ表达水平的高低可

反映髓鞘再生情况和中枢神经系统功能恢复程度。

本研究结果表明，与假手术组比较，模型组大鼠

髓鞘相关蛋白 ＭＡＧ、ＭＢＰ表达水平均显著降低

（犘＜０．０５）；与模型组比较，艾灸组髓鞘相关蛋白

ＭＡＧ、ＭＢＰ表达水平均显著升高（犘＜０．０５）。结

果提示化瘀通络灸能够促进髓鞘相关蛋白 ＭＡＧ、

ＭＢＰ的合成，促进髓鞘再生。与西药组比较，艾灸

组 ＭＡＧ表达水平升高（犘＜０．０５），说明艾灸组的

疗效优于西药组；艾灸组 ＭＢＰ表达趋势略优于西

药组，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），究其原因可

能与样本量不足有关。由此推断，艾灸能够加快大

鼠脑白质髓鞘损伤的修复，从而证实化瘀通络灸可

以促进髓鞘再生，对促进髓鞘再生起到积极作用。

综上，化瘀通络灸能促进 ＶＤ大鼠髓鞘相关蛋

白 ＭＡＧ、ＭＢＰ的合成，促使髓鞘再生，从而改善

ＶＤ大鼠的学习记忆能力。
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