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摘要　目的：通过观察电针对于ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因小鼠海马Ｐ糖蛋白表达和脑间质液Ａβ水平的影响，探讨电针治疗阿
尔茨海默病的作用机制。方法：１２只４月龄雄性ＡＰＰ／ＰＳ１转基因鼠，随机分为电针组和模型组；６只４月龄雄性Ｃ５７ＢＬ鼠
为正常对照组。电针“百会”“涌泉”２周后，采用脑微透析检测技术取小鼠脑间质液，Ｅｌｉｓａ法检测小鼠间质液Ａβ水平；免
疫组化法观察小鼠海马Ｐ糖蛋白表达情况。结果：免疫组化结果显示，与正常对照组比较，模型组 Ｐ糖蛋白表达明显减
少；与模型组比较，电针组的表达相对增加。ＥＬＩＳＡ检测显示，与正常对照组比较，模型组的间质液 Ａβ明显减少；与模型
组比较，针刺组Ａβ水平明显下降。结论：电针可以降低脑间质液Ａβ水平，并可以升高海马内Ｐ糖蛋白的表达。
关键词　阿尔茨海默病；β淀粉样蛋白；ＡＰＰ／ＰＳ１转基因小鼠；脑组织间液；Ｐ糖蛋白；电针
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
慢性进行性疾病，是痴呆最常见的一种类型，主要临

床表现为认知功能障碍、渐进性记忆障碍等神经精

神症状。ＡＤ的主要病理特征是由 β淀粉样蛋白
（βＡｍｙｌｏｉｄ，Ａβ）沉积导致形成的老年斑块（Ｓｅｎｉｌｅ
Ｐｌａｑｕｅｓ，ＳＰ）堆积［１２］。Ａβ级联学说是目前国际较
为公认的ＡＤ发病学说［３］，该学说认为脑中Ａβ的生

成与清除失衡导致的沉积，是形成淀粉样斑块的原

因［４］。

研究认为Ａβ在神经元外的沉积对神经元产生
的损伤和破坏，是导致记忆 ＡＤ病理改变的原因之
一［５］。目前研究的靶点是通过降低脑内 Ａβ水平，
减轻其神经毒性，缓解疾病进程。脑中的 Ａβ主要
分为可溶性和不可溶性 ２种形式。脑组织间液
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（ＢｒａｉｎＩｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌＦｌｕｉｄ，ＩＳＦ）是一个中间过程，可溶
性Ａβ由此进入不同代谢场所从而被进一步清除，
因此观测ＩＳＦＡβ的含量对于脑内 Ａβ清除效果的评
估具有重要意义［６］。脑内Ａβ清除主要通过血脑屏
障（ＢｌｏｏｄｂｒａｉｎＢａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）途径转运，Ｐ糖蛋白主
要分布于Ｐ糖蛋白主要分布在脑毛细血管内皮细胞
（ＢＣＥＣｓ）上，研究表明其是转运 Ａβ外流出脑的重
要载体，对Ａβ水平的变化产生重要影响［７８］。

本实验选择 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因鼠，采用“益肾
祛浊”法［９］，对“百会”“涌泉”两穴进行电针治疗，观

察其对间质液 Ａβ水平的影响；取样海马组织，观察
Ｐ糖蛋白在该区域的表达，从而探讨电针作用在 ＡＤ
疾病上的机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　４月龄、雄性Ｃ５７ＢＬ鼠６只作为正常
对照组；４月龄、雄性 ＡＰＰ／ＰＳ１转基因鼠１２只作为
模型组和针刺干预组。动物从南京大学模式动物研

究所购入。

１１２　试剂与仪器　人 Ａβ４２Ｅｌｉｓａ超敏试剂盒（美
国，Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，ＫＨＢ３５４４）；Ｐ糖蛋白兔单
克隆抗体（美国，Ａｂｃａｍ，ａｂ１７０９０４），免疫组化超敏
试剂盒（兔）（迈新生物科技，ＫＩＴ９７０６）；ＤＡＢ显色
试剂盒（迈新生物科技，ＤＡＢ００３１）；无菌针灸针（中
研太和，０２５ｍｍ×１３ｍｍ）；韩氏穴位神经刺激仪
（北京华卫产业开发公司，ＨＡＮｓＬＨ２０２Ｈ型）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　４月龄、雄性ＡＰＰ／ＰＳ１转
基因鼠１２只随机等分为２组：电针观察组（Ａ）和模
型组（Ｍ）；４月龄、雄性Ｃ５７ＢＬ鼠６只作为正常对照
组（Ｃ）。实验已被北京中医药大学实验动物伦理委
员会通过。

１２２　针刺干预方法　电针观察组的小鼠取俯卧
位，使用自制鼠袋束缚，将其放置于治疗台上，根据

大鼠针灸穴位图谱以及比较解剖学的方法选穴定

位，在头顶正中取“百会”穴，平刺３～５ｍｍ；在足底
的前、中１／３交界处取“涌泉”穴，平刺５～７ｍｍ。电
针正、负极分别接左、右侧“涌泉”穴，频率为 １／５０
Ｈｚ，采用疏密波，强度约０３Ｍａ。以动物状态稳定、
不剧烈挣扎嘶叫为度。治疗的时间为１５ｍｉｎ，隔日
针刺，共２周。正常对照组、模型组仅不进行针刺，
其他条件均相同，用相同的自制鼠袋束缚，放置于治

疗台上，束缚时间为１５ｍｉｎ，隔日１次，共２周［１０］。

１２３　检测指标与方法

１２３１　脑微透析取脑间质液（ＩＳＦ）及ＥＬＩＳＡ检测
　　麻醉小鼠后，进行手术，将微透析探针放置于小
鼠左侧海马Ｃ３区域处，探针（ＭＡＢ公司，１３８１）膜
长为１ｍｍ，膜截流分子量为１０ＫＤ。夜间观察小鼠
的生命状态良好，活动正常，于第 ２天将其送入
ＣＭＡ／１２０活动装置，小鼠可在清醒状态下在装置内
自由活动，方便进行长时间的微透析取样，小鼠在运

动过程中微透析探针所连接的细管不影响其活动。

探针与ＣＭＡ微量取样系统通过细管连接，内外压平
衡１ｈ后，开始取样脑间质液［１１］。ＣＭＡ微量取样系
统采用０５μＬ／ｍｉｎ的灌流速度，灌流替代液为不含
蛋白的人工脑脊液，每隔１ｈ得到１管透析液样品。
每只小鼠取４管脑组织间液，第１ｈ样品为平衡内
外压时的取样，故舍弃。

用人 Ａβ４２Ｅｌｉｓａ试剂盒（美国，Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司，９６Ｔ，ＫＨＢ３５４４）检测脑间质液 Ａβ４２的含量。
提前配置好标准品，浓度分别为１００ｐｇ／ｍＬ、５０ｐｇ／
ｍＬ、２５ｐｇ／ｍＬ、１２５ｐｇ／ｍＬ、６２５ｐｇ／ｍＬ、３１３ｐｇ／
ｍＬ、１５６ｐｇ／ｍＬ以及０ｐｇ／ｍＬ（仅标准品稀释液）；
ＥＬＩＳＡ检测板第一排每孔只放入浓度依次递减的标
准品２５μＬ和２５μＬ稀释液覆膜封板，其余每排各
孔均加入２５μＬ待测样品和 ２５μＬ稀释液覆膜封
板，于室温下静置孵育３ｈ。用１Ｘ的洗涤缓冲液洗
板４次。每孔加入１００μＬ二抗（空白对照的空孔除
外），覆膜封板，于室温下静置孵育３０ｍｉｎ。１Ｘ的洗
涤缓冲液充分洗板４次。每孔加显色剂１００μＬ，轻
震混匀，室温下避光孵育３０ｍｉｎ。每孔加入１００μＬ
的终止液。酶标仪测吸光值，设定检测波长为 ４５０
ｎｍ。用Ｅｘｃｅｌ软件绘制蛋白标准品的曲线，根据计
算出来的方程式计算样品中 Ａβ４２的浓度，再根据
样品稀释情况换算海马脑间质液中Ａβ４２的浓度。
１２３２　脑组织取样及免疫组化　取小鼠右侧半
脑，放置于４％多聚甲醛的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），固
定７ｄ。自来水流水冲洗后修块，用石蜡包埋，从视
交叉处开始，于冠状轴切片，厚度为６μｍ，１只小鼠
切１０～１５张片。选取海马结构完整且位于水平位
的切片，进行免疫组化ＡＢＣ法［１１］。

免疫组化法具体操作步骤：脱蜡（二甲苯 １５
ｍｉｎ，２次；１００％无水乙醇 ５ｍｉｎ，２次；９５％、９０％、
８０％、７０％乙醇依次浸泡切片５ｍｉｎ，均１次）；枸橼
酸盐缓冲液热修复抗原１０ｍｉｎ；待恢复至室温，ＰＢＳ
洗板３次；５０μＬ过氧化酶阻断溶液（迈新生物科
技，ＫＩＴ９７０６，Ａ液）室温孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗板３次；
山羊血清封闭液（迈新生物科技，ＫＩＴ９７０６，Ｂ液）孵
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育１０ｍｉｎ；用滤纸吸干山羊血清，加兔抗鼠 Ｐｇｐ（美
国，Ａｂｃａｍ，ａｂ１７０９０４）一抗以１：１００稀释，４℃孵育
过夜；次日，ＰＢＳ洗板 ５次，加入二抗（迈新生物科
技，ＫＩＴ９７０６，Ｃ液）室温孵育 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗板；再
加入三抗（迈新生物科技，ＫＩＴ９７０６，Ｄ液）。ＰＢＳ洗
板３次，加入ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ；自来水充分冲洗后，
苏木素复染 ４０ｓ；自来水浸泡 ５ｍｉｎ，脱水（７０％、
８０％、９０％、９５％乙醇各５ｍｉｎ浸泡清洗，１００％无水
乙醇清洗５ｍｉｎ，共２次；１００％二甲苯１０ｍｉｎ，共２
次）、树脂封片。使用 ＤＸＭ１２００相机，用 Ｌｅｉｃａ系统
连接并采集图像。

使用Ｌｅｉｃａ图像采集系统，取每只小鼠的１张免
疫组化染色后的切片，在４００倍放大下，取小鼠海马
内相同的３个视野拍照；采集图片后，用ＩｍａｇｉｎｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ（ＩＰＰ）软件算出每张图片海马区域内 Ｐ糖蛋白
的积分光密度（ＩＯＤ）总和，取每只动物所有图片
ＩＯＤ的平均数，用此数据表示Ｐ糖蛋白的表达情况，
进行统计学析。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００软件，对脑组织
间液Ａβ的ＥＬＩＳＡ检测结果和海马Ｐ糖蛋白的免疫
组化检测结果进行统计学结果分析。各组数据均服

从正态分布，方差齐，故采用单因素方差 ＡＮＯＶＡ分
析法；用ＬＳＤ方法进行两两比较，分析各组间数据。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义；Ｐ＜００１为差异
有显著统计学意义。

２　结果
２１　ＥＬＩＳＡ检测间质液Ａβ水平　脑微透析取样各
组小鼠海马脑间质液，用ＥＬＩＳＡ法检测其Ａβ１４２水
平。经统计学分析，模型组高于正常对照组（Ｐ＜
００１）；电针组低于模型组（Ｐ＜００１）。见表１。

表１　电针对于各组间质液Ａβ１４２水平的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 Ａβ１４２水平（ｐｇ／μＬ）

正常对照组（Ｃ） ６ ３１９±２５５
模型组（Ｍ） ６ ７１８９±７４５

电针观察组（ＥＡ） ６ ４０２０±５９９△△

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１

２２　免疫组化法检测 Ｐ糖蛋白　在海马相同区域
内，观察Ｐ糖蛋白表达情况，３组均存在Ｐ糖蛋白阳
性表达，且均表达于微血管壁上。正常对照组阳性

表达面积最大，且颜色较深；模型组阳性表达面积明

显减少，颜色也明显变浅；与模型组比较，电针观察

组阳性表达面积有所增加。见图１。采用 ＩＰＰ软件
对Ｐ糖蛋白的阳性表达 ＩＯＤ值进行半定量分析。
两两比较可得，模型组海马的 Ｐ糖蛋白 ＩＯＤ值大于

正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；电针观
察组海马Ｐ糖蛋白ＩＯＤ大于模型组（Ｐ＜００５）。见
表２。

图１　小鼠海马Ｐ糖蛋白表达情况（免疫组化×４００）

表２　各组小鼠海马Ｐ糖蛋白积分光密度（ＩＯＤ）比较

组别 只数 Ｐ糖蛋白ＩＯＤ值　　

正常对照组（Ｃ） ６ １７６２５２５±１８７２６５
模型组（Ｍ） ６ ６７６９５０±７４２５７

电针观察组（ＥＡ） ６ １０８３２７１±６２６７７△

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
Ａβ血管清除理论认为脑内 Ａβ的清除主要是

通过ＢＢＢ转运的。Ａβ经血脑屏障转运入血包括两
步，即分别透过脑毛细血管内皮细胞（ＢＣＥＣｓ）细胞
膜的基底侧和基顶侧，且这两步都需经过特异性的

转运体或受体介导［１２］。在ＢＢＢ中，Ｐ糖蛋白主要分
布在脑毛细血管内皮细胞（ＢＣＥＣｓ）与血液循环接触
的腔面上，也就是ＢＣＥＣｓ的基顶部位［１３１４］，是Ａβ转
运出脑的重要转运载体［１５１６］。

脑组织间液（ＩＳＦ）是 Ａβ进入不同代谢途径的
中间场所。在ＡＤ发病的早期阶段，脑组织中的 Ａβ
大多存在于脑组织细胞间液（ＩＳＦ），为可溶性形式，
另一部分存在于脑组织中。随着 ＡＤ疾病的进一步
发展，可溶性 Ａβ经由血管途径的清除能力逐渐下
降，逐渐在脑中聚集、变性成不溶性 Ａβ形式，进一
步沉积于脑血管壁形成脑血管淀粉样变，这也是老

年斑块形成的主要原因。且研究表明，间质液 Ａβ
水平对ＡＤ的干预早期较晚期有更明显的效果［１７］。

因此，选择４月龄的 ＡＰＰ／ＰＳ１转基因鼠，排除了老
年斑生成对于可溶性 Ａβ水平的影响，在前期观察
电针对于间质液中可溶性 Ａβ水平的影响。近年
来，越来越多的研究［１８１９］采用脑微透析技术取样，用

于监测脑内 Ａβ水平的变化，其优势是可进行在体、
实时的取样，且不干扰体内的正常生命活动［２０］。

Ａβ是由淀粉样前体蛋白（ＡＰＰ）经分泌酶切割
而生成的，ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因动物模型就是转入了
过度表达的人类基因ＡＰＰ和早老素１（ＰＳ１），因此过
度生成的ＡＰＰ蛋白和分泌酶（于 ＰＳ１基因相关），使
脑内Ａβ的生成增加。表１的结果也证实了相对于
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正常对照组，模型组的 Ａβ水平显著增加，从而证实
了ＡＰＰ／ＰＳ１模型选择的正确性；Ａβ的清除与其转
运蛋白的能力密切相关，因此通过对重要转运蛋白

Ｐ糖蛋白水平的观察，反映了 ＡＰＰ／ＰＳ１鼠清除水平
较Ｃ５７ＢＬ鼠减低，从而导致老年斑块的生成增多和
出现的时间提前［２１］，其神经毒性继而引发一系列病

理变化。故该模型能较好地模拟ＡＤ发病。
中医认为ＡＤ的病位在脑，“血瘀痰阻”是其发

病的主要病因病机。针刺“百会”“涌泉”２穴，上下
相配，远近相应，起到扶正固本、通络祛浊的作用。

通过对间质液 Ａβ水平变化的观察，实验证明转基
因模型鼠海马脑间质液 Ａβ４２水平大幅度增高，而
电针能明显降低脑间质液 Ａｂｅｔａ４２水平。其降低可
能由于电针降低了 Ａβ４２生成或增加了 Ａβ４２的清
除。电针后Ｐ糖蛋白水平的提高，说明经 Ｐ糖蛋白
的脑微血管壁从脑间质液向外周血液的 Ａβ４２清
除，可能在降低脑间质液 Ａβ４２水平中发挥一定的
作用。
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