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电针干预放射性脑损伤小鼠海马区突触可塑性相关蛋白的表达

王冬慧 1，武  鑫 1，孙宁宁 1，张  晗 1，高剑峰 2

文题释义：

Notch信号通路：主要由Notch受体、Notch配体(DSL蛋白)、CSL(CBF-1，Suppressor of hairless，Lag)DNA结合蛋白等组成。Notch信号通路在

神经干细胞增殖分化、突触可塑性及学习记忆中起着重要作用。

突触可塑性：是指突触结构与功能上的变化，对脑损伤修复起着重要的作用。突触可塑性是多基因调控的复杂过程，突触可塑性是大脑学

习与长期记忆的基础。

摘要

背景：放射性脑损伤作为放疗后的严重并发症之一，严重危害人们的健康，损害学习及记忆功能，但是关于电针干预防治放射性脑损伤的

报道相对较少。

目的：探讨电针干预对放射性脑损伤小鼠突触可塑性相关蛋白表达的影响。

方法：将30日龄C57BL/6J小鼠随机分为空白组、模型组和电针组。除空白组外，其余各组给予8 Gy放射剂量构建放射性脑损伤模型，电针

组给予针刺“百会”“风府”及双侧“肾俞”穴干预21 d，同时腹腔注射BrdU。电针结束后，采用Morris水迷宫实验和T迷宫实验检测小鼠

学习记忆能力，免疫组化法检测海马区BrdU阳性表达，Western blot检测海马区Notch信号通路相关蛋白Notch1和Hes1以及突触可塑性相关

蛋白突触素、突触后致密蛋白95、脑源性神经营养因子的表达。

结果与结论：①电针干预显著改善放射性脑损伤小鼠学习记忆障碍；②模型组BrdU阳性表达较空白组显著减少(P < 0.01)，电针组BrdU阳
性表达较模型组显著增加(P < 0.01)；③模型组Notch1、Hes1、突触后致密蛋白95、突触素和脑源性神经营养因子表达量较空白组降低(P < 
0.01，P < 0.01，P < 0.01，P < 0.05，P < 0.01)；与模型组比较，电针组Notch1、突触后致密蛋白95、突触素和脑源性神经营养因子表达量增

加(P < 0.01，P < 0.01，P < 0.05，P < 0.01)，Hes1表达量明显降低(P < 0.05)；④结果表明，电针干预改善放射性脑损伤小鼠学习记忆功能的

机制可能与Notch信号通路以及电针调节突触可塑性蛋白表达增加有关。
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研究原著

文章快速阅读：

文章特点—

△电针干预显著改善放射性脑损

伤小鼠的学习记忆障碍，其机

制可能与电针调节突触可塑蛋

白表达增加有关。

C57BL/6J 小鼠：

(1)随机分为3组：空白组、模型组、

电针组，每组 10 只；

(2) 以 8 Gy 放射剂量构建放射性脑

损伤小鼠模型。

电针干预：

(1)“百会”；

(2)“风府”；

(3)“肾俞”。

结果：

(1) 电针干预后小鼠逃避潜伏期缩短，穿越平台次数增多，

目的象限停留时间增加；

(2) 电针干预后小鼠 T 迷宫错误次数减少；

(3) 电针干预后 Notch1 蛋白表达升高，Hes 1 蛋白表达降低，

BrdU 阳性表达增加，同时促进突触素、突触后致密蛋白

95 和脑源性神经营养因子表达增加。

→

→

→
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0   引言   Introduction
放射疗法在控制疾病的进程中有重要意义，但放射线

治疗引发的脑部损伤也不容忽视
[1]
。放射性脑损伤是放疗引

发的并发症之一，严重危害人类的健康，可降低患者生活

质量
[2]
。放射性脑损伤的严重程度与放射剂量呈正相关

[3]
。 

2.3 Gy 的 X 射线辐射可对 Long-Evans 大鼠学习记忆能力产生影

响
[4]
，课题组前期研究同样发现 8 Gy 以上放射剂量即可造成

C57BL/6J 小鼠出现认知功能损伤
[5]
。动物实验发现电针干预可

改善阿尔茨海默病模型小鼠学习记忆功能，但其具体机制尚不

明了
[6]
。此外，Notch信号通路对神经干细胞增殖具有调控作用，

并且 Notch 信号通路与海马突触可塑性以及学习记忆密切相 

关
[7-8]

。因此，该研究采用电针干预放射性脑损伤小鼠“百会”“风

府”及双侧“肾俞”穴，观察电针对放射性脑损伤小鼠学习记

忆的影响，检测海马区 Notch 通路相关蛋白及突触可塑性相关

蛋白表达变化，探讨电针对放射性脑损伤的保护作用机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 4 至 6 月在河南中医药大学

动物实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   30 只 SPF 级 30 d 龄 C57BL/6J 雄性小鼠，

体质量 10-13 g，购于北京维通利华生物科技有限公司，许

可证号为 SCXK( 京 )2016-0006，实验单位许可证号为 SYXK 

( 豫 )2015-0005。将实验动物随机分为空白组、模型组和电

针组，每组 10 只。该实验已通过河南中医药大学伦理委员

会批准 ( 动物伦理审查批准编号为 DWLL16020034)。将小鼠

置于 7：00- 19：00 光照和 19：00 -7：00 黑暗的实验室，

水食不限，室温 20-25 ℃，湿度为 50%-60%。

1.3.2   实验用主要仪器与试剂   一次性针灸针 ( 苏州医疗用品

厂 0.30 mm×13 mm)；电子针灸治疗仪 ( 无锡佳健医疗器械

股份有限公司，型号 G6805)；全自动 Morris 水迷宫设备 ( 淮

北正华生物仪器设备有限公司，型号 SC-b5)；体视学显微镜

(Leica，型号 M205FA)；直线加速器 (Varian Clinac 600 CD，
Radiation Oncology Systems，SanDiego，CA，USA)；石蜡切片

机 (Leica，型号 2235)；LAS1000 CCD 曝光检测系统 (Fujifilm， 

Tokyo，Japan)； 抗 BrdU 单 克 隆 抗 体 (Abcam，ab895)；
BrdU(Servicebio，B8010)；兔抗单克隆 Notch1 抗体 (Abcam，

ab52627)；兔抗单克隆 Hes1 抗体 (Servicebio，GB11374)；突

触素兔抗鼠多克隆抗体 ( 武汉三鹰，17785-1-AP)；脑源性神

经营养因子兔抗鼠多克隆抗体 (Servicebio，GB11559)；突触

后致密蛋白 95 兔抗鼠多克隆抗体 (Servicebio，GB11277)。
1.4   实验方法   

1.4.1   放射性脑损伤模型制备
[4，9]   将模型组与电针组

C57BL/6J 小鼠进行造模。腹腔注射 2% 戊巴比妥钠 (0.01 mL/g) 

麻醉，将小鼠俯卧置于放射平台进行 X 射线照射，照射剂量

为单次 8 Gy，射线源距离脑 99.5 cm，剂量率为 400 cGy/min， 

照射过程持续约 10 min。脑组织接受剂量的变异约 ±5%，造

模结束后次日每组 10 只小鼠进行 T 迷宫及水迷宫行为学测

试进行模型评估，测试后每组随机筛选 6 只小鼠进行后续的

电针干预等操作。

1.4.2   电针干预方法   用小鼠固定器将小鼠俯卧位固定于操

作台上，取穴方法参考《实验针灸学》
[10]
。电针穴位取百会

( 顶骨正中 )、风府 ( 枕骨顶嵴后枕寰关节背凹陷处 ) 及肾俞

( 第 2 腰椎后两旁凹陷处 )。回路 1 取百会和风府，回路 2 取

双侧肾俞。用一次性无菌针灸针刺入深度约为 1 mm，连接

电针仪设置电压 1.5 V，频率 10 Hz，波宽 1 ms，针刺时间为 

20 min/ 次，1 次 /d，连续针刺 21 d。每日电针干预后各组

小鼠以 0.01 mL/g 腹腔注射 5 g/L 胸腺嘧啶衍生物 BrdU。模

型组和空白组不进行电针干预，但模拟抓取与固定。电针干

预结束后次日开始行为学测试。

1.4.3   T 迷宫实验   在迷宫两臂碗里放入食物，将小鼠放入 T

迷宫适应 2 d，训练时将 T 迷宫的左臂闸门打开，右臂关闭，

小鼠只能进入右臂获取食物，15 s 后撤去所有闸门，两臂全
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BACKGROUND: Radiation-induced brain injury, as one of the serious complications after radiotherapy, seriously endangers people's health and damages 
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部打开后将小鼠放入开始臂中，若小鼠选择未曾进入的臂为

正确选择，反之为错误选择。每只动物每天进行 4 次训练，

每次间隔 15 min，连续 4 d。随后进行测试，记录每组小鼠

的错误次数。

1.4.4   水迷宫实验   T 迷宫实验结束后进行水迷宫测试，圆形

水池直径为 120 cm，高 40 cm，水池内放一直径 10 cm，高

25 cm的圆形平台，将圆形水池任意等距离的分为 (Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ )4 个象限，并将圆形平台置于其中 1 个象限。开始往水

池注水，水深约 30 cm，水温控制约 25 ℃，水面高于平台约

1 cm，然后倒入脱脂奶粉使水不透明。系统跟踪分析软件自

动记录游泳路线。定位航行实验为前 6 d，记录其逃避潜伏期，

第 7 天撤去平台，记录其穿越平台次数和目的象限停留时间。

1.4.5   免疫组织化学染色   行为学测试结束后，每组取 3 只

小鼠，2% 戊巴比妥钠以 0.01 mL/g 腹腔注射麻醉后，打开胸

腔并暴露心脏，0.1 mol/L PBS 及 50 g/L 多聚甲醛各 30 mL 冲

洗全身毛细血管，然后断头取脑，取海马组织，用 50 g/L 多

聚甲醛固定 24 h 后进行石蜡包埋、切片。经脱蜡、抗原修复、

灭活过氧化物酶、血清封闭、添加一抗 (BrdU 单克隆抗体，

1 ∶ 40) 和山羊抗小鼠二抗、DAB 染色、复染等过程后在 400

倍光镜下观察 BrdU 阳性表达。每只动物选取 2 个切片，每张

切片随机选取2个视野，采用 Image软件进行平均吸光度分析。

1.4.6   Western blot检测相关蛋白的表达   行为学测试结束后，

每组取 3 只小鼠，2% 戊巴比妥钠以 0.01 mL/g 腹腔注射麻醉

后，打开胸腔并暴露心脏，用 0.1 mol/L PBS 30 mL 经左心室 -

主动脉灌注并固定。灌注结束后断头取脑，并快速分离出海

马组织，该操作于冰上进行。提取组织蛋白后，经电泳转膜、

一抗 (Notch 1、Hes 1、突触素、突触后致密蛋白 95 和脑源

性神经营养因子，1 ∶ 1 000) 孵育、TBST 冲洗、二抗 ( 兔抗

鼠多克隆抗体，1 ∶ 3 000) 孵育后 TBST 冲洗并滴入增强发光

试剂，在暗室曝光匣对胶片曝光，采用 Image J 软件系统分

析条带的吸光度值，实验结果为目的蛋白条带的吸光度值 /

内参蛋白条带的吸光度值的比值。重复实验 3 次。 

1.5   主要观察指标   ①水迷宫实验中逃避潜伏期、穿越平

台次数和目的象限停留时间，T 迷宫实验中错误次数；

② Notch 信号通路相关蛋白 Notch1 和 Hes1 的表达；③ BrdU

阳性细胞数量；④突触可塑性相关蛋白突触素、突触后致密

蛋白 95 和脑源性神经营养因子的表达。

1.6   统计学分析   实验数据采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行

统计分析，实验结果以 x-±s 表示，采用单因素方差分析结合

Tukey’s 两两比较和重复测量方差分析进行检验。以 P < 0.05

为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   实验选用雄性 C57BL/6J 小鼠 30 只，

随机分为 3 组，造模后进行水迷宫与 T 迷宫实验，按照随机

原则并在保证每组动物数量相同的条件下每组选取 6 只小鼠

进行后续实验，共筛选 18 只动物。

2.2   T 迷宫实验结果   电针干预前，与空白组比较，模型组

与电针组小鼠错误次数均明显增加 (P < 0.05)，模型组与电针

组差异无显著性意义。电针干预后，与空白组比较，模型组

小鼠错误次数明显增加 (P < 0.05)；与模型组比较，电针组小

鼠错误次数明显降低 (P < 0.05)，差异有显著性意义，见表 1。

2.3   水迷宫实验结果   电针干预前，与空白组比较，模型组

及电针组逃避潜伏期显著延长，目的象限停留时间及穿越平

台次数均显著降低 (P 均 < 0.01)，模型组与电针组差异无显

著性意义。电针干预后，与模型组比较，电针组逃避潜伏期

显著缩短，目的象限停留时间及穿越平台次数均显著增加 

(P 均 < 0.01)，见图 1。

2.4   各组小鼠海马 CA1 区 BrdU 阳性细胞数   BrdU 免疫组织

化学阳性染色呈棕褐色，主要位于细胞核内。与空白组比较，

模型组 BrdU 阳性细胞数显著降低 (P < 0.01)；与模型组比较，

电针组 BrdU 阳性细胞数显著增加 (P < 0.01)，见图 2。

2.5   各组小鼠海马区 Hes1 和 Notch1 蛋白表达   与空白组比

较，模型组 Notch1、Hes1 蛋白表达显著降低 (P < 0.01)；与

模型组比较，电针组 Notch1 蛋白表达显著增加 (P < 0.01)，
Hes1 蛋白表达量明显降低 (P < 0.05)，见图 3。

2.6   各组小鼠海马区突触素、突触后致密蛋白 95 和脑源性

神经营养因子蛋白表达   与空白组比较，模型组小鼠海马区

突触素、突触后致密蛋白 95 和脑源性神经营养因子蛋白表

达均不同程度降低 (P < 0.05，P < 0.01，P < 0.01)；与模型组

比较，电针组小鼠海马区突触素、突触后致密蛋白 95 和脑

源性神经营养因子蛋白表达均不同程度增加 (P < 0.05，P < 

0.01，P < 0.01)，见图 4。

组织工程实验动物造模过程的相关问题

造模目的： 通过建立放射性脑损伤模型，探讨电针干预“百会”“风府”及双侧“肾

俞”对放射性脑损伤小鼠学习记忆的可能调控机制

动物来源及

品系： 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠由北京维通利华生物科技有限公司提供

造模技术描

述： 

小鼠麻醉后，将小鼠俯卧置于放射平台进行 X 射线照射，照射剂

量为单次 8 Gy，射线源距离脑 99.5 cm，脑组织接受剂量的变异 

约 ±5%，剂量率为 400 cGy/min，照射过程持续约 10 min 建立放射

性脑损伤模型。如造模期间发生动物死亡，及时进行造模补充

造模后实验

观察指标： 

①水迷宫实验相关指标：逃避潜伏期、穿越平台次数和目的象限停

留时间；② T 迷宫实验相关指标：错误次数；③ Notch 通路相关蛋

白表达：Notch1 和 Hes1；④海马区 BrdU 阳性表达；⑤突触可塑性

相关蛋白表达：突触素、突触后致密蛋白 95 和脑源性神经营养因子

伦理委员会

批准： 

实验已通过河南中医药大学伦理委员会批准 (DWLL16020034)

表 1 ｜电针干预前后各组小鼠 T 迷宫实验错误次数         (x-±s, n=6) 
Table 1 ｜ Number of errors in the T maze of mice in each group before and 
after electroacupuncture intervention

组别 电针干预前 电针干预后

空白组 1.67±0.82 1.67±0.52
模型组 2.83±0.75a 2.67±0.52a

电针组 3.00±0.63a 1.67±0.52b

表注：与空白组比较，
aP < 0.05；与模型组比较，

bP < 0.05
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aP < 0.01；与模型组比较，

bP < 0.01
图 1 ｜电针干预前后各组小鼠水迷宫实验结果

Figure 1 ｜ Results of water maze test of mice in each group before and after electroacupuncture intervention 
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图 2 ｜各组小鼠海马 CA1 区 BrdU 阳性细胞

的表达 ( 免疫组织化学染色，×400)
Figure 2 ｜ Results of BrdU-positive cells in 
hippocampal CA1 area of mice in each group 
(immunohistochemical staining, ×400)
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图 3 ｜各组小鼠海马区 Hes1 和 Notch1 蛋白相对表达量

Figure 3 ｜ Relative expression levels of Hes1 and Notch1 in the hippocampus of mice of each group
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因子蛋白相对表达统计图。与空白组比

较，
aP < 0.05，bP < 0.01；与模型组比较，

cP < 0.05，dP < 0.01
图 4 ｜各组小鼠海马区突触素、突触

后致密蛋白 95 和脑源性神经营养因子

蛋白相对表达量

Figure 4 ｜ Relative expression 
levels of synaptophysin, postsynaptic 
density protein-95 and brain-derived 
neurotrophic factor in the hippocampus 
of mice of each group
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3   讨论   Discussion
中医认为督脉为“阳脉之海”，有总督全身阳气的作用，

五脏六腑之经气皆输注于此。“百会”为“三阳五会”，总

领一身之阳气
[11]
，对阳经的气血有蓄积和渗灌的调节作用；

“风府”是督脉、阳维脉之交会穴，具有醒脑开窍、熄风宁

神之效，《备急千金药方》记载“风府”可治脑中百病
[12]
；“肾俞”

穴位属足太阳膀胱经穴，是肾之背俞穴，此穴具有强肾固本、

滋养脑髓的作用
[13]
。因此，该实验选取“百会”“风府”及“肾

俞”穴，此三穴相互联系，具有健脑益髓、化浊开窍之效
[14-15]

。

目前已有实验表明放射线可导致认知及学习记忆功能受

损
[16]
。Morris水迷宫实验是检验空间学习记忆的经典实验

[17]
，

水迷宫实验结果显示，在电针干预前，模型组和电针组小鼠

与空白组比较均受到放射线照射影响，其学习记忆功能损伤，

表明造模成功，模型组与电针组差异无显著性意义；在电针

干预后，与模型组比较，电针组小鼠逃避潜伏期缩短，穿越

平台次数增多以及目的象限停留时间延长，表明小鼠的空间

学习记忆能力得到改善。T 迷宫实验可以用来检验动物模型

工作学习记忆
[17]
，与模型组比较，电针组小鼠错误次数显著

降低，提示电针对放射线照射小鼠学习记忆的保护作用。该

实验结果表明 8 Gy 的放射剂量可致 C57BL/6J 小鼠学习记忆

及认知功能损伤，提示模型构建成功，而给予电针干预可显

著改善放射线照射所导致的学习记忆功能损伤，与既往研究

结果一致
[5]
。

海马是一个具有可塑性的脑区，包括结构性可塑性和功

能可塑性，海马的可塑性与它的学习记忆功能有密切关系
[18-19]

。

Notch信号通路可调节胚胎发育和成年期间的海马神经发生，

在调节神经干细胞增殖和分化方面都具有重大意义
[20-23]

。目

前发现电针可通过 Notch 信号通路促进神经干细胞增殖，改

善脑损伤
[7，22]

。Notch 信号通路由 Notch 受体、Notch 配体

(DSL 蛋白 )、CSL(CBF-1，Suppressor of hairless，Lag)DNA 结合

蛋白等组成。Notch 受体与配体结合后经 2 次水解产生胞内

片段 (Notch intracellular domain，NICD)，NICD 进入细胞核与

CSL DNA 相互作用刺激下游靶基因如 Hes 1，进而维持神经干

细胞的未分化状态，OHTSUKA 等
[24]

研究发现 Hes 1 表达降

低会促进神经干细胞向神经元和星形胶质细胞分化。课题组

前期研究已证实电针干预后神经干细胞分化为神经元和星形

胶质细胞的数量增多
[25]
。该实验电针干预后，电针组 Notch

蛋白表达显著上升，Hes1 蛋白表达明显下降。上述结果说明

电针干预“百会”“风府”及双侧“肾俞”穴后上调 Notch1

同时下调 Hes1 的表达可促进神经干细胞的增殖分化，这可

能与电针组小鼠学习记忆功能改善有关。该实验通过腹腔注

射 BrdU 标记新合成的 DNA 来检测海马区阳性细胞表达来发

现海马区神经元再生情况
[26]
，结果显示电针干预后海马区阳

性细胞表达显著增高，说明电针干预可促进神经干细胞的增

殖，此过程可能与电针调控 Notch 信号通路有关。

Notch1 是重要的突触可塑性调节因子，目前哺乳动物中

发现 4种Notch受体，其中Notch 1与学习记忆关系最为密切，

Notch1 是突触可塑性和记忆形成机制的重要调控者，Notch1

信号失调会导致突触可塑性降低，学习记忆能力受损
[27-28]

。 

脑源性神经营养因子是一种对于神经系统生长发育十分重要

的神经营养因子，对中枢神经系统突触的形成、成熟以及可

塑性均有重要意义
[29-30]

。脑源性神经营养因子及其受体 TrkB

信号通路诱导的信号级联将神经元的生长和分化与突触可塑

性联系起来
[31]
，在阿尔茨海默病动物模型中，小鼠海马中

脑源性神经营养因子 /TrkB/CREB 信号通路上调后，突触可

塑性相关蛋白突触后致密蛋白 95 和突触素表达增加，小鼠

突触可塑性增强并且在水迷宫实验中表现为学习记忆功能

提高
[32]
，在抑郁症模型大鼠中，脑源性神经营养因子表达

降低同样影响突触后致密蛋白 95 和突触素等突触相关蛋白

的表达，从而导致杏仁核和前额叶皮质神经突触结构可塑

性的变化
[33-35]

。在该实验中，电针干预后学习记忆功能改善

且脑源性神经营养因子表达增高，提示脑源性神经营养因

子对突触可塑性具有重要意义。突触素参与神经递质的传

递与释放，因此可衡量海马突触结构和功能的可塑性
[36-38]

。 

该实验电针干预后突触素表达增加，提示电针对放射性脑损

伤小鼠突触可塑性的改善作用。突触后致密蛋白 95 常聚集

于突触后膜的谷氨酸受体上，其作为信号复合体的“脚手

架”在突触发生和神经发育过程中发挥重要作用。突触后致

密蛋白 95 可以维持突触的连接、调节树突棘形态及突触功

能，因此常被作为突触活性的标志性蛋白。在阿尔茨海默病

中发现突触可塑性降低及学习记忆受损与突触后致密蛋白

95 低表达有关
[39]
，进一步研究发现人工转录因子突触后致

密蛋白 95 的运用改善了阿尔茨海默病小鼠的记忆缺陷
[40]
； 

突触后致密蛋白 95 缺乏或异常可影响自闭症与精神分裂症

患者的认知与学习记忆功能障碍
[41]
，提示突触后致密蛋白

95 可调节突触可塑性并改善学习记忆功能。该实验中，电针

干预后突触后致密蛋白 95 表达增高，说明电针干预改善了

学习及记忆功能。

综上所述，电针刺激“百会”“风府”及双侧“肾俞”

穴可改善放射线照射所致的学习记忆损伤，其作用机制可能

与电针上调突触功能相关蛋白突触素、突触后致密蛋白 95

及脑源性神经营养因子的表达有关，但是电针对于突触功能

相关蛋白的具体调节机制仍需后续实验进一步探究。

作者贡献：第一作者王冬慧负责实验实施和论文撰写，通讯作者高
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