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电针对阿尔茨海默病不同病理阶段自噬状态影响差异性研究 
 

杨晓坤,高誉珊,栗晨璐,陈浩天,郭孟玮,谭韵湘,张洋,薛卫国 

(北京中医药大学,北京 100029) 

 

【摘要】  目的  观察电针对 APP/PS1 双转基因小鼠老年斑出现前后不同病理阶段自噬状态影响的差异性,从自

噬角度探讨电针干预阿尔茨海默病(Alzheimer's disease, AD)的作用机制。方法  4 月龄和 8月龄 APP/PS1 双

转基因雄性小鼠各20只,随机分为模型组(4月龄和8月龄模型组)和电针组(4月龄和8月龄电针组),每组10只;

以同月龄同性别 C57BL/6 野生型小鼠为正常组(4 月龄和 8 月龄正常组)各 10 只。电针组取双侧涌泉穴直刺后接

电针仪,百会穴平刺后单向滞针再留针,共 20 min。干预隔日 1 次,共 6周。采用 Morris 水迷宫实验评价小鼠空

间学习记忆能力;通过免疫组化技术观察小鼠海马淀粉样斑块沉积情况;用免疫荧光技术观察小鼠海马 LC3 和 

β-淀粉样蛋白(β-amyloid, Aβ)表达情况;用酶联免疫吸附法检测小鼠海马 Aβ表达水平;用 Western blot 法检测

小鼠海马自噬相关蛋白 LC3 和 p62 相对表达量。结果  Morris 水迷宫结果显示,6 月龄和 10 月龄模型组小鼠平

均逃避潜伏期均较同月龄正常组增加(P＜0.01),平台象限停留时间均减短(P＜0.01);与6月龄和10月龄模型组

相比,同月龄电针组小鼠平均逃避潜伏期均减少(P＜0.05),平台象限停留时间均延长(P＜0.01)。免疫组化结果

显示,6 月龄模型组海马区域可见少量老年斑,10 月龄模型组海马区域可见大量老年斑。免疫荧光技术结果显

示,LC3 和 Aβ阳性表达主要位于海马神经元核周,LC3 阳性还表达在细胞突起中。酶联免疫吸附法检测结果显示,

同月龄模型组海马 Aβ水平均高于正常组(P＜0.01);同月龄电针组海马 Aβ水平均低于同月龄模型组(P＜0.01);  

6 月龄模型组海马 Aβ水平明显低于 10 月龄模型组(P＜0.01)。Western blot 法检测结果显示,与同月龄正常组

比较,6月龄模型组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 表达均降低(P＜0.01);与同月龄模型组比较,电针组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值增加

(P＜0.01),p62 差异无统计学意义(P＞0.05)。与同月龄正常组比较,10 月龄模型组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 表达均

增加(P＜0.01,P＜0.05);与同月龄模型组比较,电针组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 表达均降低(P＜0.01,P＜0.05)。结

论  6 月龄和 10 月龄 APP/PS1 转基因鼠老年斑出现前后不同病理阶段的自噬状态不同。电针可提高 6 月龄

APP/PS1 双转基因鼠海马自噬功能,调节 10 月龄双转基因鼠自噬功能紊乱状态,电针改善不同病理阶段 APP/PS1

双转基因小鼠的学习记忆能力,降低海马 Aβ水平的机制存在差异性。 
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Study of the effect differences of electroacupuncture on autophagy state in different pathological stages of 

Alzheimer’s disease  YANG Xiaokun, GAO Yushan, LI Chenlu, CHEN Haotian, GUO Mengwei, TAN Yunxiang, 

ZHANG Yang, XUE Weiguo.  Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100029, China 

[Abstract]  Objective  To observe the effect differences of electroacupuncture (EA) on the autophagy state in 

APP/PS1 double transgenic mice in different pathological stages, before and after the occurrence of senile plaques, and 

to explore the mechanism of EA treatment of Alzheimer’s disease (AD) from the perspective of autophagy. Method  

Four-month-old and 8-month-old APP/PS1 double transgenic male mice, 20 in each age group, were randomized into
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model groups (4-month-old model group and 8-month-old model group) and EA groups (4-month-old EA group 

and 8-month-old EA group), with 10 mice in each group. Wild-type C57BL/6 mice of the same ages and gender were 

taken as control groups (4-month-old and 8-month-old normal groups), with 10 mice in each group. The EA groups 

received EA at bilateral Yongquan (KI1) and Baihui (GV20) was horizontally punctured with the needle twirled till 

stuck and then retained for 20 min. The intervention was performed once every other day for 6 weeks. Morris water 

maze test was used to evaluate the spatial learning and memory abilities of the mice; immunohistochemistry was taken 

to observe the deposition of amyloid plaques in the hippocampus of mice; the immunofluorescence technique was 

employed to detect the expression of LC3 and β-amyloid (Aβ) in the hippocampus of mice; the enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) was used to determine the expression level of Aβ in the hippocampus of mice; Western 

blot (WB) was used to detect the relative expression levels of autophagy-related proteins LC3 and p62 in 

the hippocampus. Result  Morris water maze results showed that compared with the normal groups, the 6-month-old 

and 10-month-old model groups had a longer average escape latency (P＜0.01) and shorter platform dwelling time   

(P＜0.01); compared with the 6-month-old and 10-month-old model groups, mice in the same age EA groups had a 

reduced average escape latency (P＜0.05) and extended platform dwelling time (P＜0.01). The immunohistochemistry 

results showed a small amount of senile plaques in the hippocampus of 6-month-old model mice and a large amount of 

senile plaques in the hippocampus of 10-month-old model mice. The immunofluorescence results revealed that LC3 and 

Aβ were mainly expressed around the nucleus of hippocampal neurons, and LC3 was also found in axons. ELISA 

showed that the hippocampal Aβ level in the model mice was higher than that in the same age normal groups (P＜0.01); 

the hippocampal Aβ level in the EA groups was lower than that in the same age model groups (P＜0.01); 

the hippocampal Aβ level was significantly lower in the 6-month-old model mice than in the 10-month-old model group 

(P＜0.01). The WB results demonstrated that LC3 II/I and the expression of p62 decreased in the 6-month-old model 

group compared with the same age normal group (P＜0.01); compared with the same age model groups, the EA 

groups had higher LC3 II/I (P＜0.01), while the expression of p62 showed no significant difference (P＞0.05). 

Compared with the same age normal group, the 10-month-old model group had increased LC3 II/I and p62 expression 

(P＜0.01, P＜0.05); compared with the same age model groups, the EA groups showed decreased LC3II/I and p62 

expression (P＜0.01, P＜0.05). Conclusion  Before and after the appearance of senile plaques, the autophagy status 

differs depending on the different pathological stages in APP/PS1 transgenic mice. EA can enhance the hippocampal 

autophagy function in 6-month-old APP/PS1 double transgenic mice and regulate autophagy dysfunction 

in 10-month-old double transgenic mice. Further, the mechanism of EA varies in improving the learning and memory 

abilities and reducing the hippocampal Aβ level in APP/PS1 double transgenic mice in different pathological stages. 

[Key words]  Acupuncture therapy; Electroacupuncture; Alzheimer disease; APP/PSI double transgenic mice; 

Autophagy 

 

阿尔茨海默病(Alzheimer's disease, AD)是一种

以渐进性认知功能衰退为主要临床表现的神经系统退

行性疾病。其特征性病理改变主要是β-淀粉样蛋白

(β-amyloid, Aβ)聚集形成的老年斑和 Tau 蛋白过度

磷酸化形成的细胞内神经原纤维缠结[1]。 

Aβ级联假说认为脑内 Aβ聚集是 AD 形成和发展的

关键因素,AD 的主要病理过程是由于 Aβ的生成和清除

失衡[2-3]。AD 发病机制具有多样性,单一 Aβ级联假说并

不能完美解释 AD 发病机制。近年自噬功能紊乱学说已

成为 AD 发病机制及治疗靶点研究的热点[4-6]。细胞内

包括 Aβ在内的错误聚集的蛋白质通过自噬-溶酶体系

统降解。自噬的动态过程分为自噬启动、自噬体形成、

自噬体溶酶体融合和蛋白降解[7]。自噬在 Aβ代谢中具

有二重性[8],自噬-溶酶体途径可以降解 Aβ;当自噬功

能低下时,会使细胞内 Aβ不能被有效降解;尤其当自

噬体与溶酶体融合及降解受阻时,Aβ不但不能被有效
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降解,反而会因自噬泡的堆积而剧增。 

    PP/PS1 双转基因小鼠具有脑内 Aβ水平升高、聚

集、沉积和自噬功能紊乱两种病理特征。老年斑是 AD

的主要病理特征,研究[9-10]表明 AD 早期 4～5 月龄该小

鼠脑内可溶性 Aβ水平开始升高,但未出现老年斑,行

为学未出现异常;病理期6～8月龄脑内可溶性Aβ大量

聚集、沉积形成老年斑,行为学开始出现异常。故以脑

内老年斑出现与否和行为学是否异常将 AD 区分为不

同病理阶段。 

    AD 不同病理阶段存在不同的自噬功能紊乱机

制[11]。自噬启动时,LC3Ⅰ转化为 LC3Ⅱ并定位于自噬

体膜上,随自噬体降解而减少,LC3Ⅱ/Ⅰ比值提示自噬

体的数量及堆积程度[12];自噬流是否通畅是自噬底物

是否最终被降解的评价指标。当通畅时,自噬特异性底

物p62会随自噬的进行被不断降解,p62表达提示自噬

流是否顺畅[13-14]。从自噬流角度,以 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和

p62 共同评价自噬状态的高低。研究[15-17]显示,针刺对

自噬启动、自噬体与自噬溶酶体融合和自噬溶酶体降

解都可能存在影响。有研究[18]表明,针刺可降低 10 月

龄SAMP8小鼠LC3Ⅱ/Ⅰ比值;也有研究[19]发现,针刺可

提高 6 月龄双转基因鼠海马 LC3Ⅱ/Ⅰ比值。针刺调节

AD 小鼠自噬相关蛋白 LC3Ⅱ/Ⅰ比值的不同是否与其

自噬状态不同有关。因此,本研究提出针刺是否对 AD

不同病理阶段自噬状态的调控具有差异性的假说。 

    本实验以 4 月龄和 8 月龄 APP/PS1 双转基因小鼠

为动物模型,电针百会和涌泉穴,观察电针对 AD 不同

病理阶段自噬相关蛋白LC3和p62的影响,探讨电针对

AD 不同病理阶段自噬状态的调控及其调控机制是否

具有差异性。 

 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与分组 

    4 月龄和 8 月龄 APP/PS1 双转基因雄性小鼠各  

20 只,购于北京华阜康生物科技股份有限公司

(No.110324211101570363,No.110324211105773138),

动物生产许可证为 SCXK(京)2019-0008,体质量分别

为(20±6)g 和(26±6)g;同月龄同性别 C57BL/6 野生

型小鼠各 10 只,购于北京斯贝福生物科技有限公司,

动物生产许可证为 SCXK(京)2019-0010,体质量分别

为(24±4)g 和(28±4)g。以随机数字表法将其分为模

型组和电针组,即 4 月龄模型组和电针组,8 月龄    

模型组和电针组,每组10只;以同月龄同性别C57BL/6

野生型小鼠为正常组,即 4 月龄正常组和 8 月龄     

正常组。上述小鼠饲养于北京中医药大学动物中心,

室温 20～22 ℃,湿度 40%～60%,自然光照,自由进食

和进水。本实验经北京中医药大学实验动物伦理委员

会批准(动物伦理批准号 BUCM-4-2021052406-2041)。 

1.2  主要仪器与试剂 

    一次性针灸针(北京中研太和医药公司,规

格 0.25 mm×13 mm),LH202H 型韩氏电针仪(北京华卫

产业开发公司),冰冻切片机(德国,Leica),酶标仪、电

泳 仪 、 垂 直 电 泳 槽 、 转 膜 仪 、 曝 光 机 ( 美

国,Bio-Rad),ImageJ 图像分析处理系统(美国 NIH)。 

    兔源 LC3 抗体(proteintech 14600-1-AP),兔源

p62 抗体(proteintech, 18420-1-AP),鼠源 GAPDH 抗

体(proteintech, 60004-1),山羊抗鼠(proteintech, 

60004-1),山羊抗兔(proteintech, SA00001-2);鼠源

Aβ一抗(Covance-SIG-39320),即用型免疫组化超敏

S-P 试剂盒(鼠)(迈新,KIT-9701),DAB 显色试剂盒(迈

新,DAB-0031),兔源LC3荧光一抗(abcam, ab192890),

鼠源 Aβ荧光一抗(Covance-SIG-39320),鼠源辣根过

氧化物标记生物素(北京中杉金桥,ZB-2305),羊源辣

根过氧化物标记生物素(proteintech, SA00001-2),

羊抗鼠荧光二抗(美国,Abcam, ab150115),羊抗兔荧

光二抗(美国,Abcam, ab150077),荧光封片剂(含

DAPI)(中杉金桥,ZLI-9557);Aβ42 酶联免疫吸附法试

剂盒(美国,invitrogen, KHB3544),BCA 蛋白定量试剂

盒(北京普利莱有限公司)。 

1.3  干预方法 

将电针组小鼠以自制鼠袋固定于操作台上,按照

小鼠针灸穴位图谱及比较解剖学方法,在顶骨正中取

百会穴,在两足底前、中 1/3 交界处取双侧涌泉穴。穴

位常规消毒,百会用毫针向前平刺2～3 mm后单向滞针

并留针;双侧涌泉直刺后接电针仪,疏密波,频   

率 1/50 Hz,电流强度 1.0 mA,以针柄震颤且动物保持

安静不挣扎嘶叫为度,干预持续 20 min。正常组和模

型组小鼠以相同方法和时间束缚 20 min。隔日 1 次,

连续 6 周。 

1.4  Morris 水迷宫实验 

    干预结束后进行 5 d Morris 水迷宫实验,检测各

组小鼠空间学习记忆能力。水迷宫水池等距离划分   

4 个象限,定位航行平台置于第 4 象限内。水池倒入温
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水并用脱脂奶粉混匀,水温 22～23 ℃,隐藏平台,由图

像采集系统记录小鼠游泳情况及运动轨迹。实验  

前 1 d 进行适应性训练。实验前 4 d 进行定位航行实

验,将小鼠依次从第 2、3、1 象限面朝池壁放入水池并

开始计时,记录小鼠找到平台的时间,即逃避潜伏期。

若小鼠 60 s 内未找到平台,引导小鼠至平台上并停

留 15 s,记录小鼠找到平台时间为 60 s。以第 2 象限

放入水池的逃避潜伏期作为检测指标。实验第 5 天进

行空间探索实验,撤掉平台,从第 2 象限将小鼠面朝池

壁放入,记录小鼠 60 s 内平台象限停留时间。 

1.5  取材方法 

    4 月龄和 8 月龄 APP/PS1 双转鼠随机每组选取   

4 只,以 2%戊巴比妥钠[按 50 mg/(kg·bw)剂量]腹腔

注射深度麻醉,4%多聚甲醛心脏灌注固定后取出全

脑,4%多聚甲醛溶液固定 72 h,梯度蔗糖脱水、修块、

包埋,﹣80 ℃保存,用于免疫组化和免疫荧光实验。  

4月龄和8月龄每组剩余6只小鼠深度麻醉,冰盒上断

头取脑,剥离海马及脑皮质放入 EP 管中,﹣80 ℃保存,

用于 Western blot 及酶联免疫吸附法检测。 

1.6  观察指标 

1.6.1  免疫组化技术观察海马淀粉样斑块沉积情况 

    视交叉后冠状位连续冰冻切片,片厚 10 μm。  

第 1 天,冰冻切片复温 30 min; PBS 洗,枸橼酸盐缓冲

液热修复 15 min; PBS 洗,山羊血清封闭 10 min;甩掉

封闭液,加入 Aβ一抗,4 ℃孵育过夜。次日, PBS 洗,

二抗(试剂2)孵育 10 min; PBS洗,试剂3孵育10 min; 

PBS 洗, DAB 显色 10 min 镜下观察情况;自来水冲洗;

脱水,透明,封片。显微镜下观察表达情况并拍照。 

1.6.2  免疫荧光技术观察海马及皮质内 LC3 及 Aβ的

表达部位 

    第 1 天,除一抗(Aβ和 LC3 等体积混匀)外,其余步

骤同上。次日,PBS 洗,荧光二抗(鼠源二抗和兔源二抗

等体积混匀)避光孵育 1 h; PBS 洗;DAPI 封片,荧光显

微镜下观察阳性表达情况并拍照。 

1.6.3  Western blot 检测小鼠海马 LC3 与 p62 蛋白

的相对表达量 

    称取小鼠左侧海马组织于试管中,加 RIPA 裂解液

和 PMSF(RIPA:PMSF ＝ 100:1), 超声仪研磨匀浆 , 

4 ℃,12 000 r/min,离心 20 min,取上清液,BCA 法测

定蛋白浓度。每孔上样量 20 μg,分离电泳、转膜、快

速封闭20 min,TBST洗,裁膜,一抗(LC3为1:6 000,p62

为 1:4 000,GAPDH 为 1:100 000)4 ℃孵育过夜;TBST

洗,二抗(羊抗兔为 1:5 000,羊抗鼠为 1:5 000)孵

育 1 h, TBST 洗;滴加 ECL 发光液显色,曝光显影。

ImageJ 软件分析各条带灰度值,以 GAPDH 的灰度值为

基线计算各目标条带相对表达量。 

1.6.4  酶联免疫吸附法检测小鼠海马 Aβ浓度 

    取6月龄和10月龄每组右侧海马于EP管中,按说

明书加入 PBS 裂解液,冰上匀浆;以 16 000 r/min 速度

和 4 ℃环境,离心 20 min 后取上清液。据预实验结果,

以正常组不稀释、模型组稀释 20 倍、电针组稀    

释 10 倍为最佳稀释倍数,按所需加入上清液标准稀释

液。按照说明书流程连续稀释标准品;检测板加入

50 μL 标准品,显色空白孔留空;除空白孔外,每孔加

50 μL 检测抗体溶液并覆盖平板,4 ℃过夜;洗板 4次,

加 100 μL 二抗(显色空白孔除外),膜封板,室温孵育

30 min;洗板 4 次,加 100 μL 稳定色原,混匀后溶液变

蓝,覆盖平板,避光孵育 30 min;加 100 μL 终止液。操

作过程严格按照说明书中步骤。用酶标仪在 450 nm

波长下测定吸光度值,绘制蛋白标准品的曲线,根据方

程式计算 Aβ42 的浓度。 

1.7  统计学分析 

    采用 SPSS20.0 统计软件统计分析。当计量资料符

合正态分布时,采用均数±标准差表示,多组间比较采

用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD 检验;重复

测量数据采用重复测量方差分析,组间比较采用单因

素方差分析;若出现计量资料为非正态分布,数据比较

则采用非参数检验。以 P＜0.05 表示差异具有统计学

意义。 

 

2  结果 

2.1  各组不同月龄小鼠 Morris 水迷宫结果比较 

与同月龄正常组比较,6 月龄和 10 月龄模型组小

鼠 Morris 水迷宫定位航行实验逃避潜伏期均增加  

(P＜0.01);与同月龄模型组比较,6 月龄和 10 月龄电

针组小鼠逃避潜伏期均减少(P＜0.01)。详见图 1。 
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注:与同月龄正常组比较 1)P＜0.01;同月龄与模型组比较 2)P＜0.01。 

图 1  各组不同月龄小鼠 Morris 水迷宫定位航行实验逃避潜伏期比较( x ±s, n＝10) 

    与 6 月龄模型组小鼠比较,10 月龄模型组小鼠平

均逃避潜伏期延长,差异具有统计学意义(P＜0.05)。

详见图 2。 

    正常组比较,同月龄模型组 Morris 水迷宫空间探

索实验平台象限停留时间均减少(P＜0.01);与模型组

比较,同月龄电针组平台象限停留时间均延长      

(P＜0.01)。详见图 3。 
 

注:与 6月龄模型组比较 1)P＜0.01。 

图 2  6 月龄和 10 月龄模型组小鼠 Morris 水迷宫定位航行

实验逃避潜伏期比较( x ±s, n＝10) 

 

注:与同月龄正常组比较 1)P＜0.01;与同月龄模型组比较 2)P＜0.01。 

图 3  6 月龄和 10 月龄模型组小鼠 Morris 水迷宫空间探索实验平台象限停留时间比较( x ±s, n＝10) 

2.2  各月龄小鼠淀粉样斑块沉积情况比较 

6月龄和10月龄模型组海马均可见褐色团块状淀

粉样斑块沉积(如图 4 箭头所指),10 月龄模型组褐色

团块状淀粉样斑块沉积(老年斑)明显更多且密集;经

电针治疗后,6 月龄和 10 月龄电针组小鼠海马区褐色

团状块淀粉样斑块沉积均有所减少。详见图 4。 

2.3  各组小鼠 LC3 和 Aβ免疫荧光表达情况比较 

    DAPI 细胞核标记为蓝色,LC3 标记为绿色荧光,主

要表达在海马 CA1 区核周(细胞质)与轴突中;Aβ标记

为红色荧光,主要聚集在海马 CA1 区的核周(细胞质),

如图 5 虚箭头所指;橘黄色区域为共表达区域,如图 5

实箭头所示,二者存在共表达情况。详见图 5。 

2.4  各组小鼠海马酶联免疫吸附法检测 Aβ浓度比较 

    与正常组比较,同月龄模型组脑内 Aβ浓度均升高

(P＜0.01);与模型组比较,同月龄电针组脑内 Aβ浓度

均降低(P＜0.01);6 月龄模型组小鼠脑内 Aβ浓度明显

低于 10 月龄模型组(P＜0.01)。详见表 1。 
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图 4  6 月龄和 10 月龄小鼠淀粉样斑块沉积情况比较(×40) 

 

注:LC3 为绿色荧光标记,Aβ为红色荧光标记,DAPI 细胞核为蓝色荧光标记,LC3 与 Aβ共表达为橘黄色荧光标记。 

图 5  6 月龄和 10 月龄各组小鼠海马 CA1 区 LC3 和 Aβ表达情况比较(×400) 
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表 1  各组小鼠海马 ELISA 检测 Aβ浓度比较( x ±s) 

单位:pg·g﹣1   

月龄 组别 n Aβ浓度 

6 月龄 

正常组 5 0.05±0.03 

模型组 5 25.15±1.821) 

电针组 5 4.30±2.952) 

10 月龄 

正常组 5 0.04±0.03 

模型组 5 76.66±2.711)3) 

电针组 5 11.00±3.822) 

注:与同月龄正常组比较 1)P＜0.01;与同月龄模型组比

较 2)P＜0.01;与 6 月龄模型组比较 3)P＜0.01。 

2.5  各组小鼠海马自噬相关蛋白 Western blot 检测

结果比较 

    与同月龄正常组比较,6 月龄模型组 LC3Ⅱ/Ⅰ比

值和 p62 表达降低(P＜0.01),10 月龄模型组 LC3Ⅱ/Ⅰ

比值和 p62 表达升高(P＜0.01,P＜0.05)。与同月龄模

型组比较 ,6 月龄电针组 LC3 Ⅱ /Ⅰ比值增加        

(P＜ 0.01),p62 表达降低但差异无统计学意义     

(P＞0.05),10月龄电针组LC3Ⅱ/Ⅰ比值和p62表达均

降低(P＜0.01,P＜0.05)。与 6 月龄模型组比较,10 月

龄模型组 LC3Ⅱ/Ⅰ表达量增高(P＜0.01),p62 表达量

明显增加(P＜0.01)。详见图 6、图 7和表 2。 

 

图 6  6 月龄各组小鼠海马 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 表达情况比较 

 

图 7  10 月龄各组小鼠海马 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 表达情况比较 

表 2  各组小鼠海马 LC3Ⅱ/Ⅰ和 p62/GA 比值表达情况 

( x ±s) 

月龄 组别 n LC3Ⅱ/Ⅰ比值 p62/GA 比值 

6 月龄 

正常组 6 0.35±0.07 0.79±0.05 

模型组 6 0.25±0.031) 0.69±0.051) 

电针组 6 0.41±0.073) 0.69±0.03 

10 月龄 

正常组 6 0.33±0.05 0.72±0.07 

模型组 6 0.44±0.061)5) 0.85±0.092)5) 

电针组 6 0.37±0.043) 0.72±0.124) 

注:与同月龄正常组比较 1)P＜0.01,2)P＜0.05;与同月

龄模型组比较 3)P＜0.01,4)P＜0.05;与 6 月龄模型组比    

较 5)P＜0.01。 

 

3  讨论 

    β-淀粉样蛋白(Aβ)大量聚集、沉积形成的老年斑

是阿尔兹海默病(AD)主要病理特征。Aβ级联假说是目

前最为公认的AD发病机制,细胞内可溶性Aβ寡聚体具

有神经毒性,会造成突触功能障碍、神经元丢失等一系

列级联反应,导致严重的记忆损坏[20]。自噬功能紊乱被

认为是细胞内 Aβ产生、聚集的主要原因;当自噬功能

出现障碍时,会对 Aβ的聚集创造条件[21]。通常认为,AD

不同病理阶段的自噬状态不同。研究[22-23]发现 AD 早期

患者脑内自噬启动相关蛋白表达量下降,提示自噬水

平处于低下状态;随病情发展,AD患者及APP/PS1转基

因小鼠脑内存在自噬体转运及降解功能障碍,神经元

及突起中大量自噬泡堆积,自噬-溶酶体途径功能紊乱

是 AD 疾病进程晚期的重要病理机制。 

    APP/PS1 双转基因小鼠是国际公认的影响 Aβ水平

及其机制研究的动物模型;随月龄增加,脑内大量 Aβ

不断地聚集、沉积形成老年斑,并伴随突触丢失和神经

元变性等是研究 AD 较好模型[24]。同时该模型小鼠脑内

存在细胞内自噬功能紊乱,营养不良性神经突起内有

大量自噬泡堆积,神经元核周存在大量自噬溶酶体,也

是研究 AD 自噬功能紊乱的理想模型。本研究发现此模
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型小鼠6月龄和10月龄的病理特征及自噬状态存在明

显区别。本实验使用的 6E10 Aβ抗体只能识别人来源

的APP片段,故在免疫组化实验中APP/PS1双转基因小

鼠脑内可见其阳性表达;而正常组 C57BL/6 小鼠中无

人来源的 APP 片段,故正常组小鼠脑中无阳性表达。与

正常组比较,6月龄APP/PS1双转基因模型小鼠空间学

习记忆能力下降,脑内可溶性 Aβ浓度升高,海马可见

少量老年斑,自噬相关蛋白 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 水平

均偏低,说明其自噬功能低下,与此研究大致相

同[12]。10 月龄模型小鼠空间学习记忆能力下降更为明

显,脑内 Aβ 水平越来越高且已形成大量老年   

斑,LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 水平均偏高,说明模型小鼠自

噬功能紊乱,自噬泡出现堆积,自噬流处于不通畅状

态。 

    众多研究[25-27]表明,针刺能够改善APP/PS1双转基

因小鼠空间学习记忆能力,降低脑内 Aβ水平。本课题

组前期研究也显示[28-29],针刺百会和涌泉穴可以有效

降低脑内 Aβ水平,同时发现了针刺对自噬状态的影

响。针刺治疗 AD 可能具有双向调节作用,对 AD 老年斑

形成前后不同病理阶段的不同自噬状态都会产生一定

的良性调节作用。以往的相关研究大多数是以单个月

龄 AD 模型小鼠为实验对象,观察针刺对该月龄模型鼠

自噬水平的影响。由于 AD 是一种起病隐匿的进行性发

展的神经系统退行性疾病,故本研究基于 Aβ级联假说

和自噬功能紊乱假说,以 AD 病理早期 4 月龄和病理

期8月龄APP/PS1双转基因鼠为动物模型,观察电针百

会和涌泉穴干预 4 月龄和 8 月龄双转基因小鼠 6 周对

Morris 空间学习记忆能力、脑内可溶性 Aβ水平及自

噬状态的影响,探讨 AD 不同病理阶段的自噬状态以及

电针对其自噬状态的调控及其调控机制是否具有差异

性,以阐释电针改善 AD 不同病理阶段学习记忆能力机

制的不同。 

    本次实验水迷宫结果显示,6 月龄和 10 月龄电针

组逃避潜伏期和平台象限停留时间均优于模型组,提

示电针可以改善老年斑形成前后不同病理阶段 AD 模

型鼠的学习记忆能力。但由于其 AD 病理状态不同,电

针改善学习记忆能力的机制可能不同。酶联免疫吸附

法检测结果显示,6 月龄和 10 月龄电针组脑内可溶性

Aβ浓度均低于模型组,提示两组电针干预都可以降低

其脑内 Aβ水平。Western blot 检测结果显示,与同月

龄模型组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值降低不同,6 月龄电针   

组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值升高,p62 表达无明显变化,说明电针

能够促进 6 月龄双转鼠自噬体的形成,增强自噬状态,

此结果与以往针刺增强 AD 自噬状态的研究结果相

仿[19,30-31];而与同月龄模型组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值升高及 p62

表达升高不同,10 月龄电针组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值和 p62 表

达均降低,说明电针能够减少 10 月龄双转鼠自噬体的

异常堆积,调节自噬功能紊乱,使自噬流通畅,此结果

与以往针刺抑制 AD 自噬状态的研究结果相仿[15,28]。本

实验结果使以往 AD 针刺研究中所出现的对自噬状态

调节的不同结果得到较好的解释。由于 AD 不同病理阶

段脑内Aβ水平及自噬状态不同,针刺对AD自噬状态有

良性调节作用。6 月龄双转基因鼠脑内 Aβ水平刚开始

升高,自噬状态不足,电针可增强 6 月龄双转基因鼠海

马自噬功能,提升对 Aβ的清除能力;10 月龄模型鼠脑

内自噬体出现异常堆积,自噬流不通畅,脑内 Aβ大量

生成,电针可调节 10 月龄双转基因鼠自噬功能紊乱状

态,降低脑内 Aβ水平。因此,通过实验,本研究可认为

AD 不同病理阶段的自噬状态不同,电针降低其脑内 Aβ

水平,增强其学习记忆能力的机制存在差异性。 

    由于 Aβ的种类多样性及其复杂性,再加上自噬流

状态评估的整体性,本实验仅通过可溶性 Aβ1-42 的酶

联免疫吸附法检测 Aβ水平。以 LC3 和 p62 的 Western 

blot 检测自噬流,存在一定的局限性。对于 6 月龄

APP/PS1 双转鼠脑内自噬水平是否低下,还需要运用

多种自噬检测方法进行研究。电针干预自噬的生物学

机制尚待进一步探讨。 
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