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艾灸对快速老化小鼠海马区突触可塑性

相关蛋白表达的影响

林　瑶　左滢竹　哈　略　赵百孝
（北京中医药大学针灸推拿学院，北京，１０００２９）

摘要　目的：探究艾灸对快速老化小鼠（ＳＡＭＰ８）海马区突触可塑性相关蛋白表达的影响。方法：将１２只６个月龄雄性
ＳＡＭＰ８小鼠随机分为模型组和艾灸组。另以６只同月龄雄性正常老化小鼠（ＳＡＭＲ１）作为空白组。空白组、模型组小鼠
每天常规抓取并用固定器固定，不予其他处理；艾灸组小鼠?用相同抓取并固定后，用艾条灸其关元穴。各组小鼠干预时

间为２０ｍｉｎ／ｄ，６ｄ／周，共干预６周。６周后取材，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组小鼠海马突触素（ＳＹＮ）、脑源性神经营养因
子（ＢＤＮＦ）、酪氨酸激酶受体Ｂ（ＴｒｋＢ）及磷酸化ＴｒｋＢ（ｐＴｒｋＢ）的表达。结果：与空白组比较，模型组小鼠海马内 ＳＹＮ、
ＢＤＮＦ、ｐＴｒｋＢ表达显著下降（Ｐ＜００５）。与模型组比较，艾灸组小鼠海马内 ＳＹＮ、ＢＤＮＦ、ｐＴｒｋＢ表达显著上升（Ｐ＜
００５）。３组小鼠海马ＴｒｋＢ表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：艾灸干预能够通过影响ＳＡＭＰ８小鼠海马区突
触可塑性相关蛋白的表达起到抗衰老的作用，且该作用可能经由ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ通路实现。
关键词　阿尔茨海默病；艾灸；ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ通路；快速老化小鼠；脑源性神经营养因子；突触；突触可塑性；突触素
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
常见的神经系统退行性疾病，临床以进行性的记忆

缺失、认知损害和人格改变为特征。ＡＤ的发病机制
并未完全明确，目前的假说有β淀粉样蛋白学说、胆
碱能学说、能量代谢学说、氧化应激学说、胆固醇致

病学说、铝中毒学说、Ｔａｕ蛋白学说等等，这些学说
都部分解释了ＡＤ的病理过程。

也有研究表明［１２］，ＡＤ的发病与突触可塑性的
改变有密切关系，突触丢失与突触功能的障碍甚至

在ＡＤ早期就已经出现并与认知下降有关。突触可
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塑性是突触在一定条件下，突触传递效能和形态结

构发生改变的能力，因此可分为突触功能的可塑性

和突触结构的可塑性。海马区的突触可塑性受到突

触素（ＳＹＮ）、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）、钙调蛋
白激酶Ⅱ（ＣａＭＫⅡ）等突触可塑性相关蛋白的调节。

艾灸作为我国传统疗法之一，具有补益元气，延

缓衰老的功效，《扁鹊心书》也曾记载道：“保命之

法，灼艾第一……人于无病时常灸关元、气海、命门、

中脘……虽未得长生，亦可保百余年寿矣”。现代动

物实验研究也肯定了艾灸对于阿尔茨海默症的疗

效。因此，本实验从突触可塑性角度出发，通过观察

艾灸关元穴对快速老化小鼠海马区突触可塑性相关

蛋白的影响探究艾灸对ＡＤ的治疗作用。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　本实验选用６个月龄雄性快速老化
小 鼠 （Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ Ｍｏｕｓｅ Ｐｒｏｎｅ／８，
ＳＡＭＰ８）１２只及正常老化小鼠（Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒ
ａｔｅｄＭｏｕｓｅ／Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１，ＳＡＭＲ１）６只，体质量（３０±
３）ｇ，由中科泽晟科技有限公司提供（许可证号：
ＳＣＸＫ（京）２０１４００１１）。所有小鼠均可自由进食饮
水；饲养环境温度为（２２±２）℃，湿度为５０％～６０％
左右。?用人工控制室内照明，保持１２ｈ光照（８：
００２０：００）和黑暗（２０：００次日８：００）交替循环。
１１２　药物　特制细艾条（河南南阳汉医艾绒有限
公司，规格：φ０５ｃｍ×２０ｃｍ）。
１１３　试剂与仪器　兔抗鼠 ＢＤＮＦ抗体（美国 ａｂ
ｃａｍ公司，货号：ａｂ２０５０６７）、兔抗鼠ｐＴｒｋ抗体（美国
ａｂｃａｍ公司，货号：ａｂ１０９６８４）、兔抗鼠ＴｒｋＢ抗体（美
国ａｂｃａｍ公司，货号：ａｂ１８９８７）、兔抗鼠 ＳＹＮ抗体
（美国ａｂｃａｍ公司，货号：ａｂ３２１２７）、ＥＣＬ化学发光试
剂盒（美国 ＰＩＥＲＣＥ公司，货号：ＥＣＬ００１２）、ＰＶＤＦ
转印膜（美国 ＰＡＬＬ公司，货号：ＸＬＬ０９２２）、小鼠固
定器（上海华岩仪器设备有限公司，规格：１５０ｍｍ×
６５ｍｍ×５０ｍｍ）、水平脱色摇床（北京鼎国昌盛生物
技术有限责任公司，型号 ＴＤＫ２）、台式高速冷冻离
心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司，型号 ＴＧＬ
１６Ｍ）、电泳仪（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公
司，型号ＤＧ３００Ｃ）等。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　按照随机数字表法将１２
只ＳＡＭＰ８随机分为模型组和艾灸组，每组６只。６
只ＳＡＭＲ１作为空白组。
１２２　干预方法　模型组和空白组：抓取并将小鼠

放入固定器中，不做其他干预，２０ｍｉｎ／ｄ，６ｄ／周；艾
灸组：抓取小鼠放入固定器中，使其腹部对准固定器

底部的开口，开口下方放置点燃的艾条，对准小鼠关

元穴。艾灸时及时调整艾条与小鼠的距离，使艾灸

的温度基本保持恒定。艾灸干预２０ｍｉｎ／ｄ，６ｄ／周。
１２３　检测指标与方法　干预６周后，用１０％水合
氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻醉小鼠，断头取脑，在冰
台上剥离左侧海马组织，放入冻存管中，后转移

－７０℃冰箱保存。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠海马
ＳＹＮ、ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ｐＴｒｋＢ的表达：取出样品，将组
织样品中加入预冷的裂解液，充分研磨后１３０００ｒ／
ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ。取上清液，用 ＢＣＡ法测样品
蛋白浓度。上样至 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，１５０Ｖ电压电
泳。将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上。将 ＰＶＤＦ膜放入封
闭液（ＴＢＳＴ／５％脱脂奶粉）中，室温封闭０５ｈ。加
入一抗（用封闭液稀释），室温孵育１ｈ或４℃杂交
过夜。用１×ＴＢＳＴ漂洗３次，时间依次为１５ｍｉｎ，
５ｍｉｎ，５ｍｉｎ。加入适当比例稀释的二抗，室温孵育
１ｈ。用 １×ＴＢＳＴ漂洗 ３次，时间依次为 １５ｍｉｎ，
５ｍｉｎ，５ｍｉｎ。将ＥＣＬ的Ａ液和Ｂ液等体积混合，均
匀地滴在ＰＶＤＦ膜上，室温孵育１ｍｉｎ后放入暗盒中
显影。使用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对其进行光密度分析，
以对照孔的数值／ｔｕｂｕｌｉｎ的比值做为１。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件对实
验数据进行分析。首先依次对数据进行正态分布检

验和方差齐性检验，若两者都符合，所有数据以均

数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，各组组间差异采用单因素
方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间多重比较用 ＬＳＤ
方法；否则采用非参数检验（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ）。以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果

艾灸对各组小鼠海马组织ＳＹＮ、ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ｐ
ＴｒｋＢ蛋白表达的影响。见图１。

图１　各组小鼠海马ＳＹＮ、ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、
　　ｐＴｒｋＢ蛋白的表达（ｎ＝６）
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表１　各组小鼠海马ＳＹＮ、ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ及ｐＴｒｋＢ相对表达量的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＳＹＮ表达量 ＢＤＮＦ表达量 ＴｒｋＢ表达量 ｐＴｒｋＢ表达量

空白组 １５０±０１７ １３６±０１２ １１２±０３５ １３９±０２９

模型组 ０８３±０１７ ０６８±０１７ ０８１±０１６ ０７６±０２０
艾灸组 １３４±０３０ １１２±０１２ １０５±０３４ １１８±０４３

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

２１　各组小鼠海马组织ＳＹＮ的含量比较　各组小
鼠海马组织ＳＹＮ的含量由高到低依次为空白组、艾
灸组、模型组。与空白比较，模型组小鼠 ＳＹＮ的含
量显著下降（Ｐ＝００００），艾灸组 ＳＹＮ的含量有降
低趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＝０２３５），且艾灸
组ＳＹＮ的含量较模型组显著上升（Ｐ＝０００１）。提
示艾灸可以升高 ＳＡＭＰ８小鼠海马组织 ＳＹＮ的含
量。见表１。
２２　各组小鼠海马组织 ＢＤＮＦ的含量比较　各组
小鼠海马组织 ＢＤＮＦ的含量由高到低依次为空白
组、艾灸组、模型组。与空白组比较，模型组小鼠

ＢＤＮＦ的含量显著下降（Ｐ＝００００），艾灸组海马中
ＢＤＮＦ的含量下降且差异有统计学意义（Ｐ＝
０００９）。与模型组比较，艾灸组 ＢＤＮＦ的含量较显
著上升（Ｐ＝００００）。提示艾灸可以升高 ＳＡＭＰ８小
鼠海马组织ＢＤＮＦ的含量。见表１。
２３　各组小鼠海马组织 ＴｒｋＢ的含量比较　各组
小鼠海马组织 ＴｒｋＢ的含量由高到低依次为空白
组、艾灸组、模型组。与空白组比较，模型组和艾灸

组小鼠ＴｒｋＢ的含量有下降趋势，但差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。艾灸组与模型组比较，ＴｒｋＢ含量
有升高趋势但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见
表１。
２４　各组小鼠海马组织 ｐＴｒｋＢ的含量比较　各
组小鼠海马组织ｐＴｒｋＢ的含量由高到低依次为空
白组、艾灸组、模型组。与空白组比较，模型组小鼠

ｐＴｒｋＢ的含量显著下降（Ｐ＝０００４），艾灸组 ｐＴｒｋ
Ｂ的含量有降低趋势，但不明显，差异无统计学意义
（Ｐ＝０２７５）。艾灸组与模型组比较，ｐＴｒｋＢ含量
升高且差异有统计学意义（Ｐ＝００３５）。提示艾灸
能够升高ＳＡＭＰ８小鼠海马组织ｐＴｒｋＢ的含量。见
表１。
３　讨论

突触素（ＳＹＮ）是一种特异性存在于突触囊泡膜
上的钙结合糖蛋白，是突触前终末的特异性标记物，

其分布和密度可间接反映突触分布和密度，体现了

突触可塑性的变化和学习记忆能力的改变，是目前

研究突触可塑性最常用的指标之一［３４］。ＳＹＮ参与

了突触囊泡的运输、分泌和再循环等活动，调节神经

递质的分泌，与突触结构发育和重塑关系密切。

ＳＹＮ能够通过调节长时程增强（ＬＴＰ）影响突触功能
的可塑性，且该作用可能与ＳＹＮ磷酸化作用影响内
源性谷氨酸的释放有关［５］，ＳＹＮ也能通过调节神经
元轴突和树突的分化和生长，参与突触结构的形成

和维持，影响突触结构的可塑性［６７］。有研究表明，

ＳＹＮ密度在正常人的额叶、枕叶、海马 ＣＡ３区与壳
核随年龄增长逐渐下降［８］；ＳＹＮ在 ＡＤ患者新皮质
的密度与心理测量指数结果具有非常强烈的相关

性，其下降程度可间接反映认知功能损伤的程

度［９］；类似的研究也发现海马内ＳＹＮ表达的减少与
ＡＤ患者认知功能的损伤正相关［１０］。

脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）是神经营养因子
大家族的一员，１９８２由德国生物学 Ｂｒａｄｅ从猪脑中
提取而得。在中枢神经系统，ＢＤＮＦ广泛分布于海
马、皮质、下丘脑、杏仁核等部位，是脑内含量最为丰

富的神经营养因子。ＢＤＮＦ受体为酪氨酸激酶受体
Ｂ（ＴｒｋＢ）。成熟型 ＢＤＮＦ的功能主要通过作用于
酪氨酸激酶受体Ｂ（ＴｒｋＢ）实现。ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ信号
通路是ＢＤＮＦ发挥生物活性的关键信号通路。ＢＤ
ＮＦ激活酪氨酸受体激酶Ｂ（ＴｒｋＢ）受体，导致ＴｒｋＢ
磷酸化，激活３个主要的细胞内信号级联通路的信
号转导：ｒａｓ丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、磷脂酰
肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ和磷酸酶Ｃγ（ＰＬＣγ）途径，
从而参与对突触的可塑性的调节，影响认知功

能［１１］。现已证实 ＢＤＮＦ能够影响突触形态结构和
功能，是调节海马突触可塑性和记忆储存的关键分

子［１２］。ＢＤＮＦ对突触结构可塑性的影响主要通过
作用于树突棘实现。海马内ＢＤＮＦ的上调能够增加
神经元树突长度和分支，减少神经元的丢失，改善

Ａβ诱发的神经元损伤。ＢＤＮＦ对突触功能可塑性
的影响主要表现在诱导和维持长时程增强（ＬＴＰ）。
有人认为ＢＤＮＦ是海马 ＬＴＰ的正性调节因子，且其
作用通过改变与ＬＴＰ有关的细胞骨架而实现［１３］；大

鼠ＤＧ区的ＬＴＰ的巩固持续数小时的 ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ
信号。ＢＤＮＦ对突触可塑性的调节可能是通过调节
神经递质释放和离子通道、影响相关蛋白质合成等
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实现。有学者研究了在突触前水平上ＢＤＮＦ对突触
传递的作用，发现 ＢＤＮＦ与 Ｔｒｋ结合后能够使海马
神经元丝裂原活化蛋白（ＭＡＰ）依赖性突触蛋白Ⅰ
磷酸化，促进谷氨酸的快速释放［１４］。在一项脑源性

神经营养因子（ＢＤＮＦ）对谷氨酸能突触可塑性影响
的研究中发现，短期增加 ＢＤＮＦ可提高 ＮＡｃ神经元
表面ＡＭＰＡ受体ＧｌｕＡ１和ＧｌｕＡ２的水平，长期则表
现为抑制其表达，体现了 ＢＤＮＦ对 ＡＭＰＡ受体的双
向调节作用［１５］；ＢＤＮＦ也能够增加培养的海马神经
元中ＮＲ１、ＮＲ２Ａ和 ＮＲ２ＢＮＭＤＡ受体亚单位的蛋
白和ｍＲＮＡ水平。在蛋白质合成方面，ＢＤＮＦ影响
神经元或树突内 ＰＳＤ９５、Ｈｏｍｅｒ２，ＧｌｕＡ１，Ａｒｃａｎｄ
ＣａｍＫＩＩ等蛋白的转录翻译。这些蛋白质参与 ＬＴＰ
的诱发和维持、突触结构的改变和重塑等，都与突触

可塑性有着密切的联系。ＢＤＮＦ及其受体 ＴｒｋＢ的
含量在脑内的变化与 ＡＤ有着密切的关系。Ｆｅｒｒｅｒ
等［１６］发现在重症阿尔茨海默患者的额叶皮层和海

马神经元中ＢＤＮＦ和全长型ＴｒｋＢ表达水平明显减
少，表明ＡＤ患者脑中ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ神经营养信号转
导通路选择性下调；另有学者［１７］发现较高的脑 ＢＤ
ＮＦ表达能够延缓认知功能的下降，并可能减少 ＡＤ
病理对认知功能的有害影响。

本实验从突触可塑性的角度阐释了艾灸治疗

ＡＤ的可能机制。实验结果表明，相对于空白组的
ＳＡＭＲ１小鼠，ＳＡＭＰ８小鼠海马组织突触可塑性相关
蛋白ＳＹＮ、ＢＤＮＦ、ｐＴｒｋＢ蛋白表达均显著下降。而
ＳＹＮ又是 ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ通路的下游效应分子［１８］，说

明ＳＡＭＰ８小鼠海马内突触可塑性受到损伤，且可能
与ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ通路的下调有关。本课题组前期研
究发现艾灸及艾烟可能通过抑制 ＭＡＰＫ通路，上调
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，抑制ＡＤ小鼠脑内炎性反应和皮质
Ａβ生成起到抗衰老的作用［１９］。ＭＡＰＫ和 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ均为ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ的下游通路，说明ＢＤＮＦ／Ｔｒｋ
Ｂ通路可能与艾灸治疗 ＡＤ的机制有关，本实验的
研究也证明了这一点，未来可围绕该通路继续进一

步的研究。

综上所述，艾灸可以上调突触可塑性相关蛋白

在海马组织中的表达起到治疗 ＡＤ的作用，且该作
用可能是通过ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ通路实现。
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