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【摘　要】　目的：观察孤束核（NTS）中酪氨酸羟化酶（TH）神经元及蓝斑（LC）在电针改善 APP/PS1 小鼠

血脑屏障（BBB）损伤中的作用，探讨电针防治阿尔茨海默病（AD）的 NTSTH-LC 神经环路机制。方法：（1）8
只 4 月龄雄性 C57BL/6 小鼠为对照组，16 只同月龄雄性 APP/PS1 小鼠随机分为模型组、电针组（n=8）。电

针组予电针刺激“内关”“间使”，隔日 1 次，共 4 周。干预结束后，以 Morris 水迷宫、新物体识别实验评估各组

小鼠学习记忆能力，Western blot 法检测海马闭锁蛋白（Occludin）、紧密连接蛋白-5（Claudin-5）、闭锁小带蛋

白-1（ZO-1）表达水平，免疫荧光染色法检测 NTS 和 LC 中 TH/c-Fos 共定位、LC 中 TH/去甲肾上腺素（NE）
共定位表达情况。（2）5 只 TH-cre 小鼠，LC 注射逆行示踪病毒，观察 NTS 中的 TH 神经元是否投射到 LC。

（3）21 只 7 月龄 APP/PS1 小鼠，NTS 注射化学遗传激活病毒（AAV2/9-hSyn-DIO-hM3D-mCherry-WPRE-

hGH-pA）或空载病毒（AAV2/9-Ef1α-DIO-mCherry-WPRE-hGH-pA），LC 注射 AAVretro-TH-CRE-WPRE-

hGH-pA 病毒，待病毒表达 21 d 后，注射空载病毒小鼠（n=6）为空载病毒+氯氮平-N-氧化物（CNO）+电针

组（mCherry+CNO+EA），随机选 3 只注射激活病毒小鼠用于脑片膜片钳验证病毒功能，剩余小鼠随机分

为 2 组（n=6）：激活病毒+CNO+电针组（hM3D+CNO+EA）、激活病毒+盐水+电针组（hM3D+saline+
EA），各组均电针“内关”“间使”，每日 1 次，共 15 d。干预结束后，以 Morris 水迷宫、新物体识别实验评估小

鼠学习记忆能力，EB 染色法检测小鼠脑组织 BBB 通透性，免疫荧光染色法检测小鼠 LC 中 TH/c-Fos、TH/
NE 共 定 位 表 达 情 况。结果：（1）与 对 照 组 相 比，模 型 组 小 鼠 学 习 记 忆 能 力 显 著 降 低（P<0.01），海 马

Occludin、Claudin-5 和 ZO-1 蛋白表达明显减少（P<0.01），NTS 与 LC 中 TH/c-Fos 共定位表达、LC 中 TH/
NE 共定位表达明显增多（P<0.01）。与模型组相比，电针组小鼠学习记忆能力提高（P<0.05，P<0.01），海

马 Occludin、Claudin-5 和 ZO-1 蛋白表达明显增加（P<0.01），NTS 与 LC 中 TH/c-Fos 共定位表达、LC 中

TH/NE 共定位表达减少（P<0.01，P<0.05）。（2）通过逆行示踪病毒证明，NTS 中 TH 神经元可以投射到

LC。（3）与 mCherry+CNO+EA 组和 hM3D+saline+EA 组相比，hM3D+CNO+EA 组小鼠学习记忆能力

显著降低（P<0.01），脑组织 EB 含量，LC 中 TH/c-Fos 共定位表达、TH/NE 共定位表达明显增多（P<
0.01）。结论：电针“内关”“间使”能改善 AD 小鼠 BBB 损伤及学习记忆功能障碍，其作用机制可能与抑制

NTSTH-LC 神经环路的激活有关。
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【ABSTRACT】　 Objective　 To observe the role of tyrosine hydroxylase （TH）-positive neurons in the nucleus 

tractus solitarius （NTS） and locus coeruleus （LC） in electroacupuncture （EA）-mediated improvement of blood-brain 

barrier （BBB） damage in APP/PS1 mice， so as to explore the mechanism of the NTSTH-LC neural circuit underlying the 

effect of EA on prevention and treatment of Alzheimer’s disease （AD）. Methods　（1） Eight 4-month-old male C57BL/

6 mice served as the control group， and 16 age-matched male APP/PS1 mice were randomly divided into the model 

and EA groups （n=8）. The EA group received EA stimulation at “Neiguan” （PC6） and “Jianshi” （PC5） once every 

other day for 4 weeks. After intervention， Morris water maze and novel object recognition tests were used to evaluate 

learning and memory abilities. Western blot was performed to detect the expression levels of hippocampal tight junction 

proteins， including Occludin， Claudin-5， and zonula occludens-1 （ZO-1）. Immunofluorescence was used to assess the 

co-localization of TH/c-Fos in NTS and LC， as well as TH/norepinephrine （NE） co-localization in LC. （2） Five TH-cre 

mice received retrograde tracing virus injection into LC to observe whether TH -positive neurons in NTS project to 

LC. （3） Twenty-one 7-month-old APP/PS1 mice were injected with chemogenetic activation virus （AAV2/9-hSyn-DIO-

hM3D-mCherry-WPRE-hGH-pA） or empty virus （AAV2/9-Ef1α -DIO-mCherry-WPRE-hGH-pA） into the NTS， and 

AAVretro-TH-CRE-WPRE-hGH-pA virus into the LC. After 21 d of virus expression， 6 mice injected with empty virus 

were taken as mCherry+CNO+EA group； 3 mice from the activation virus group were randomly selected for brain slice 

patch-clamp to verify virus functionality. The remaining mice were randomly divided into 2 groups （n=6）： hM3D+CNO+

EA， and hM3D+saline+EA groups. EA was applied to PC6 and PC5 once daily for 15 d. After intervention， learning and 

memory abilities were evaluated by Morris water maze and novel object recognition tests. BBB permeability was 

detected by Evans blue （EB） staining. Immunofluorescence was used to measure TH/c-Fos and TH/NE co-localization 

in the LC. Results　（1） Compared with the control group， the model group showed significantly impaired learning and 

memory abilities （P<0.01）， decreased expressions of hippocampal Occludin， Claudin-5， and ZO-1 （P<0.01）， and 

increased TH/c-Fos co-localization （c-Fos expression in TH-positive neurons） in NTS and LC ， as well as TH/NE 

co-localization in LC （P<0.01）. Compared with the model group， the EA group exhibited improved learning and memory 

abilities （P<0.05，P<0.01）， increased expressions of hippocampal tight junction proteins （P<0.01）， and reduced TH/c-

Fos and TH/NE co-localization （P<0.01，P<0.05）. （2） Retrograde tracing confirmed that TH-positive neurons in NTS 

project to LC. （3） Compared with the mCherry+CNO+EA group and hM3D+saline+EA group， the hM3D+CNO+EA 

group showed significantly impaired learning and memory （P<0.01）， increased EB content in brain tissue， and elevated 

TH/c-Fos and TH/NE co-localization in the LC （P<0.01）. Conclusion　 EA at PC6 and PC5 can ameliorate BBB 

damage and learning/memory deficits in AD mice， and its mechanism may be related to inhibiting the activation of the 

NTSTH-LC neural circuit.

【KEYWORDS】　 Alzheimer’s disease； Electroacupuncture； Nucleus tractus solitarius； Locus coeruleus； Tyrosine 

hydroxylase-positive neuron； Norepinephrine； Blood-brain barrier

阿尔茨海默病（AD）是常见的神经退行性疾

病，患者逐渐出现记忆丧失、行为改变及运动功能

障碍等 [1]。随着全球老龄化日益加剧，AD 发病率持

续上升，预计 2050 年全球 AD 病例接近 1.52 亿 [2]。

目前尚不明确 AD 的发病机制，其显著病理特征为

Aβ 斑块积聚和神经元 Tau 蛋白过度磷酸化 [3]。研究

证实血脑屏障（BBB）损伤是 AD 早期病理特征之

一，其功能障碍会促进 Aβ 积聚和 Tau 蛋白磷酸化，

加剧 AD 进程 [4]。针刺治疗 AD 具有多靶点、多途

径、安全有效等优势 [5]，是早期防治 AD 的重要手段，

但其潜在治疗机制尚不明确。

孤束核（NTS）是脑干重要的神经核团和主要

中继中心，参与调控记忆、情绪等 [6]。研究证实，

NTS 是响应针刺刺激并介导针刺信号进一步中枢

输入的主要初级核团之一 [7]。蓝斑（LC）不仅是大脑

去甲肾上腺素（NE）的主要来源，同时也是 AD 病变
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主要脑区 [8]。NE 在调节 AD 突触可塑性、神经炎性

反应、BBB 通透性中发挥重要作用 [9]。已有研究结

果显示，NTS 中酪氨酸羟化酶（TH）神经元是下丘

脑室旁核（PVN）脑区 NE 的主要来源 [10]。关于电针

是否调控 NTSTH-LC 神经环路改善 AD 中 BBB 损

伤，从而提高认知功能，目前国内外报道较少。本研

究运用化学遗传学方法聚焦中枢 NTSTH-LC 环路，

探究电针改善 AD 小鼠 BBB 损伤的潜在作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级雄性 APP/PS1 小鼠 37 只，其中 4 月龄

16 只、7 月龄 21 只；4 月龄 SPF 级雄性 C57BL/6 小

鼠 8 只，体质量 30~35 g，购买于华创信诺医药公

司，生产许可证号：SCXK（苏）2020-0009。 8 周龄

TH-cre 小鼠 5 只，购买于佳维斯（武汉）生物医药公

司。动物喂养在温度 22~24 ℃、湿度 55%~65% 的

实验动物中心，自然光照，自由摄食饮水，适应性喂

养 1 周。本研究通过湖北中医药大学动物伦理委员

会审批（No.HUCMS510280002），实验过程严格遵

守国家科学技术部《关于善待实验动物的指导性意

见》的有关规定。

1.2　主要试剂和仪器

紧 密 连 接 蛋 白 -5（Claudin-5）、闭 锁 蛋 白

（Occludin）、闭 锁 小 带 蛋 白 -1（ZO-1）、TH、NE、

c-Fos 一抗、HRP 标记的山羊抗兔二抗、含 DAPI 封
片剂 TSA-488、TSA-594 染料（武汉 Servicebio），氯

氮平 -N-氧化物（CNO）、跨突触神经元逆行示踪病

毒 AAV2/8-EF1α -DIO-H2B-EGFP-TVA-WPRE-

hGH-pA、AAV2/8-EF1α - DIO-RVG-WPRE-hGH-

pA、RV-CVS-ENVA-△G-tdtomato、含 DIO 启动子

的化学遗传激活病毒 AAV2/9-hSyn-DIO-hM3D-

mCherry-WPRE-hGH-pA、含 DIO 启动子的化学对

照 病 毒 AAV2/9-Ef1α -DIO-mCherry-WPRE-hGH-

pA、含 TH 启动子逆向跨突触表达 Cre 重组酶病毒

AAVretro-TH-CRE-WPRE-hGH-pA（武汉枢密），

伊文思蓝（EB，广州赛国），甲酰胺（上海阿拉丁）。

0.25 mm×13 mm 一次性针灸针（北京中研太

和），酶标仪（深圳 Rayto），冷冻高速离心机（湖南湘

仪），HANS-100A 电针仪及转膜仪（北京华运安

特），Morris 水迷宫（武汉一鸿），旷场箱（上海玉研），

恒温水浴箱（上海一恒），电泳仪（北京六一），激光

共聚焦显微镜、病理切片机（武汉 Servicebio），脑立

体定位仪、玻璃微电极注射泵、小动物呼吸麻醉机

（深圳瑞沃德），微量注射泵（美国 KD scientific），放

大器、数模转换器（美国 Axon/Molecular Devices），

电极拉制仪（美国 Sutter Instruments），正置显微镜

（日本 Olympus）。

1.3　动物分组及干预方法

实验 1：8 只 4 月龄雄性 C57BL/6 小鼠为对照

组，16 只同月龄雄性 APP/PS1 小鼠随机分为模型

组、电针组（n=8）。电针组：抓取并固定，电针刺激

“内关”“间使”，隔日 1 次，共 4 周。对照组、模型组：

不电针，与电针组同时段进行同样方式的抓取固定。

实验 2：5 只 TH-cre 小鼠作为逆行示踪病毒组，

向 LC 区 注 射 AAV2/8-EF1α -DIO-H2B-EGFP-

TVA-WPRE-hGH-pA、AAV2/8-EF1α -DIO-RVG-

WPRE-hGH-pA，待病毒表达 21 d 后，再向 LC 注射

RV-CVS-ENVA-△G-tdtomato，观察 NTS 中 TH 神

经元是否投射到 LC。

实验 3：21 只 7 月龄 APP/PS1 小鼠，NTS 注射

化学遗传激活病毒（n=15）或空载病毒+CNO+电

针 组（mCherry+CNO+EA，n=6），LC 注 射

AAVretro-TH-CRE-WPRE-hGH-pA 病毒，待病毒

表达 21 d后，随机选 3只注射激活病毒小鼠用于脑片

膜片钳验证病毒功能，剩余小鼠随机分为 2组（n=6）：

激活病毒 +CNO+ 电针组（hM3D+CNO+EA）、

激活病毒+盐水+电针组（hM3D+saline+EA）。

mCherry+CNO+EA 组：APP/PS1 小鼠 NTS
区 注 射 空 载 病 毒 AAV2/9-Ef1α -DIO-mCherry-

WPRE-hGH-pA，LC 区 注 射 AAVretro-TH-CRE-

WPRE-hGH-pA，待病毒表达 21 d 后腹腔注射 CNO
（1 mg/kg），30 min 后予电针刺激“内关”“间使”，每

日 1 次，共 15 d。
hM3D+CNO+EA 组：APP/PS1 小鼠 NTS 区

注射化学遗传激活病毒 AAV2/9-hSyn-DIO-hM3D-

mCherry-WPRE-hGH-pA，LC 区 注 射 AAVretro-

TH-CRE-WPRE-hGH-pA，待病毒表达 21 d 后腹腔

注射 CNO（1 mg/kg），余同 mCherry+CNO+EA组。

hM3D+saline+EA 组：APP/PS1 小鼠 NTS 区

注射化学遗传激活病毒 AAV2/9-hSyn-DIO-hM3D-

mCherry-WPRE-hGH-pA，LC 区 注 射 AAVretro-

TH-CRE-WPRE-hGH-pA，待病毒表达 21 d 后，腹

腔 注 射 无 菌 0.9% 氯 化 钠 溶 液（1 mg/kg），余 同

mCherry+CNO+EA 组。

电针方法：采用自制鼠笼固定小鼠，“内关”“间

使”定位参照《实验动物常用穴 位 名 称 与 定 位   第
3 部 分 ：小 鼠 》[11] ，直 刺 各 2~3 mm，针 柄 接
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HANS-100A 电针仪，正负极分别接同侧“内关”

“间使”，左右两侧交替。连续波、2 Hz、1 mA，留针

20 min，每日 1 次，共 15 d。
病毒注射：小鼠戊巴比妥钠（0.06 mL/g）腹腔

注射麻醉，脑立体定位仪固定，加热垫维持体温为

36.5~37.5 ℃。常规暴露头骨确定Bregma点。参考脑

立体定位图谱定位NTS（AP：-7.0 mm，ML：±0.5 mm，

DV：-4.5 mm）、LC（AP：-5.3 mm，ML：±0.9 mm，

DV：-4.0 mm）。1）逆行示踪病毒组：TH-cre 小鼠双

侧 LC 区，玻璃微电极注射泵以 50 nL/min 注射相

关病毒，每侧 100 nL。待病毒表达 21 d 后，同样

操 作 再向双侧 LC 区注射 RV-CVS-ENVA- △ G-

tdtomato 各 100 nL。待病毒表达 10 d 后，灌注取材。

2）mCherry+CNO+EA 组 、hM3D+CNO+EA
组 、hM3D+saline+EA 组 ：APP/PS1 小 鼠 双 侧

NTS 区，玻璃微电极注射泵以 30 nL/min 分别注

射 AAV2/9-Ef1α -DIO-mCherry-WPRE-hGH-pA 或

AAV2/9-hSyn-DIO-hM3D-mCherry-WPRE-hGH-

pA，每侧 100 nL。随后在双侧LC区以 30 nL/min注射

AAVretro-TH-CRE-WPRE-hGH-pA，每侧 100 nL。
待病毒表达 21 d后，进行 CNO腹腔注射和电针干预。

1.4　观察指标及检测方法

Morris 水迷宫检测学习记忆能力：水迷宫第 2
象限放置低于水面 1 cm 的平台。小鼠面朝池壁，每

日从各象限放入水中，60 s 内游上平台的时间为逃

避潜伏期；若期间未找到平台，引导小鼠在平台适

应 20 s，逃避潜伏期记为 60 s。连续训练 5 d。第 6 d
撤去平台，选第 4 象限将小鼠入水，记录 60 s 内穿越

原平台位置次数和原平台象限停留时间（探索目标

象限时间）。

新物体识别检测学习记忆能力：小鼠放入一

长、宽、高各 40 cm 的白色箱，上方装有摄像系统。

物体采用矩形柱和圆形柱，测试过程中保持物体固

定。第 1 天适应期和第 2 天熟悉期每次 10 min，时间

间隔 24 h，第 3 天测试期为 5 min。适应期为空箱，

熟悉期箱内为 2 个完全相同的矩形柱，测试期随机

撤掉矩形柱中的一个，更换为陌生圆形柱，通过动

物行为学分析系统记录和分析数据。认知指数

（%）=新物体探索时间÷（新物体探索时间+旧物

体探索时间）×100%。

Western blot 法 检 测 小 鼠 海 马 Claudin-5、
Occludin、ZO-1 蛋白表达水平：行为学测试后，2%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠（0.06 mL/g）。每组

随机选 5 只小鼠取海马组织-80 ℃冰箱冻存。检测

海马组织总蛋白浓度，电泳，转膜，封闭 1 h。加

Claudin-5（1∶500）、Occludin（1∶500）、ZO-1（1∶500）
一抗，4 ℃孵育过夜。洗膜后加二抗（1∶5 000）室温

摇床孵育 1 h。洗膜后 ECL 显影，进行图像分析。

以目标蛋白与内参 β-actin 条带灰度值之比为目标

蛋白的相对表达量。

免疫荧光标记法检测 NTS 与 LC 中 TH/c-Fos、
TH/NE 共定位表达情况：行为学测试后，每组剩余

3 只小鼠取脑组织，4% 多聚甲醛固定 24 h。脱水、

透明、浸蜡、组织包埋和切片，片厚约 30 μm，脱蜡

抗原修复，PBS 洗 3次，每次 5 min。血清封闭 30 min
后，加入 TH 一抗（1∶200），置于湿盒内 4 ℃孵育过

夜，加 HRP 标记二抗（1∶500），室温孵育 50 min，
加入 TSA-488 染料，避光孵育 10 min，TBST 冲洗

3 次，每次 5 min；再置于抗原修复液中微波处理，

加 c-Fos（1∶200）或 NE（1∶200）一抗，置于湿盒内

4 ℃ 孵育过夜，加入 HRP 标记的二抗，室温孵育

50 min，加入相应的 TSA-594染料，避光孵育 10 min，
TBST 冲洗 3 次，每次 5 min，含 DAPI 抗荧光淬灭

封片液封片。激光共聚焦显微镜观察其阳性表达，

Image J软件分析结果。

TH-cre 小鼠 NTS 中的 TH 神经元是否投射到

LC：待病毒表达充分后，5 只 TH-cre 小鼠灌注固定

取脑切片，共聚焦显微镜分别观察 NTS、LC 中病毒

表达情况。

脑片膜片钳技术验证化学遗传激活病毒功能

性：随机选取 3 只注射化学遗传激活病毒小鼠，麻醉

后迅速取大脑，置于冰冷人工脑脊液（ACSF）中。

切 300 μm 厚脑片，转至含 ACSF 的孵育皿，置于

32~34 ℃恒温孵育箱 1 h。移到记录室中以 ACSF
持续灌流，微操纵器将玻璃电极靠近显微镜和红外

差分干涉相衬成像系统下的目标神经元，通过负压

使电极与细胞膜形成高电阻封接（>1 GΩ）。轻轻

抽吸吸破电极 尖 端 下 的 细 胞 膜 ，进 入 全 细 胞 记

录 模 式 ，记 录 基 线 数 据 。 灌 流 系 统 加 入 CNO
（1 μmol/L），持续 1 min，记录膜电位变化和动作电

位发放情况。

EB 染色法检测脑组织 BBB 通透性：行为学测

试后，每组随机取 3 只小鼠，尾静脉注射 2% EB 溶

液（2 mL/kg），2 h 后麻醉小鼠，心脏灌流 0.9% 氯化

钠溶液至流出液体透明。脑组织称重，置于 3 mL 甲

酰胺中 45 ℃恒温水浴 48 h，离心 15 min 取上清。酶

标仪检测波长 620 nm 处吸光度，根据标准曲线计算

EB 含量。
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1.5　统计学方法

采用 GraphPad Prism 10.1.2 分析数据。数据符

合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表示，采用单因

素方差分析进行组间比较，方差齐时，组间多重比

较采用 LSD 检验，方差不齐时，采用 Dunnett’s T3
检验。以 P≤0.05 为差异有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组小鼠 Morris水迷宫结果比较

与对照组相比，模型组小鼠逃避潜伏期显著延

长、穿越原平台次数显著减少，探索目标象限时间

显著缩短（P<0.01）；与模型组相比，电针组小鼠逃

避潜伏期缩短，穿越原平台次数增多，探索目标象

限时间延长（P<0.05）。见图 1。
2.2　各组小鼠新物体识别结果比较

与对照组相比，模型组小鼠认知指数明显减少

（P<0.01）；与模型组相比，电针组小鼠认知指数明

显增加（P<0.01）。见图 2。
2.3　各组小鼠海马 Occludin、Claudin-5、ZO-1 蛋白

表达水平比较

与 对 照 组 相 比 ，模 型 组 小 鼠 海 马 Occludin、
Claudin-5 和 ZO-1 蛋白表达明显减少（P<0.01）；与

模型组相比，电针组小鼠海马 Claudin-5、Occludin 和

ZO-1 蛋白表达明显增加（P<0.01）。见图 3。
2.4　各组小鼠 NTS 和 LC 中 TH/c-Fos 共定位、LC
中 TH/NE 共定位表达比较

与对照组相比，模型组小鼠 NTS 与 LC 中 TH/
c-Fos 共定位表达明显增多（P<0.01），LC 中 TH/
NE 共定位表达明显增多（P<0.01）；与模型组相

比，电针组小鼠 NTS 与 LC 中 TH/c-Fos 共定位表

达明显减少（P<0.01），LC 中 TH/NE 共定位表达

减少（P<0.05）。见图 4~图 6。
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图 2　各组小鼠新物体识别检测结果比较（x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 2　Comparisons of new object recognition test results of mice in the 3 groups （x̄±s， 8 mice/group）
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图 1　各组小鼠 Morris水迷宫结果比较（x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of Morris water maze test results of mice in the 3 groups （x̄±s， 8 mice/group）
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放大图，标尺=50 μm。与对照组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01。
图 5　各组小鼠 LC中 TH/c-Fos共定位表达比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of TH/c-Fos colocalization in LC of mice in the 3 groups （x̄±s， 3 mice/group）
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图 4　各组小鼠 NTS中 TH/c-Fos共定位表达比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of TH/c-Fos colocalization in NTS of mice in the 3 groups （x̄±s， 3 mice/group）

Occludin Claudin-5 ZO-1
0

0.5

1.0

1.5

相
对

表
达

量

对照组
模型组
电针组

**

**

**

##
## ##

对照组          模型组         电针组

Occludin

Claudin-5

ZO-1

β-actin

59 kDa

23 kDa

195~245 kDa

42 kDa

注：Occludin 为闭锁蛋白，Claudin-5 为紧密连接蛋白-5，ZO-1 为闭锁小带蛋白-1。与对照组相比，**P<0.01；
与模型组相比，##P<0.01。

图 3　各组小鼠海马 Occludin、Claudin-5、ZO-1蛋白表达水平比较（x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of protein expression levels of Occludin， Claudin-5 and ZO-1 in the hippocampus of mice in the 3 

groups （x̄±s， 5 mice/group）
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2.5　NTS 中 TH 神经元是否投射到 LC
TH-cre 小鼠脑切片免疫荧光结果显示，病毒在

LC 区 TH 神经元胞体大量表达，NTS 区可见大量

TH 与 tdtomato 共标的阳性神经元，表明 NTS 中

TH 神经元可投射到 LC 区，即 NTS 到 LC 有直接的

纤维联系。见图 7。
2.6　化学遗传激活病毒功能验证

膜片钳实验结果显示，与基线相比，CNO 处理

后 LC 中 TH 神经元动作电位发放频率显著增加

（P<0.01），即 CNO 与 TH 神经元上的 hM3D 结合，

特异性激活了 LC 中 TH 神经元，表明病毒具有功能

性。见图 8。
2.7　化学遗传激活对 EA 后小鼠 Morris 水迷宫结

果的影响

与 mCherry+CNO+EA 组 相 比 ，hM3D+
CNO+EA 组小鼠逃避潜伏期显著延长、穿越原平

台次数显著减少，探索目标象限时间显著缩短（P<
0.01）；与 hM3D+CNO+EA 组 相 比 ，hM3D+
saline+EA 组小鼠逃避潜伏期显著缩短，穿越原平

台次数显著增加，探索目标象限时间显著延长（P<
0.01）。见图 9。
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Fig. 6　Comparison of TH/NE colocalization in LC of mice in the 3 groups （x̄±s， 3 mice/group）
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注：NTS 为孤束核，LC 为蓝斑，TH 为酪氨酸羟化酸。A.病毒注射方案及实验流程图；B.目标 LC 区冠状切片解剖定位图解；

C.标尺=100 μm，病毒在LC区TH神经元胞体大量表达；D.标尺=100 μm，白色箭头为NTS区TH与 tdtomato共标的阳性神经元。

图 7　NTS-LC TH神经元投射神经示踪

Fig. 7　Neural tracing of the NTSTH-LC neural circuit
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2.8　化学遗传激活对 EA 后小鼠新物体识别结果

的影响

与 mCherry+CNO+EA 组 相 比 ，hM3D+
CNO+EA 组小鼠认知指数明显减少（P<0.01）；与

hM3D+CNO+EA 组相比，hM3D+saline+EA 组

小鼠认知指数明显增加（P<0.01）。见图 10。
2.9　化学遗传激活对 EA 后小鼠脑组织 BBB 通透

性的影响

与 mCherry+CNO+EA 组 相 比 ，hM3D+
CNO+EA 组小鼠脑组织 EB 含量增加（P<0.01）；

与 hM3D+CNO+EA 组相比，hM3D+saline+EA
组小鼠脑组织 EB 含量明显减少（P<0.01）。见

图 11。
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与基线相比，**P<0.01。
图 8　化学遗传激活病毒功能验证（6个细胞，3只小鼠）

Fig. 8　Functional validation of chemogenetic activating 

viral vectors （6 cells， 3 mice）
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图 9　各组小鼠 Morris水迷宫结果比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 9　Comparison of Morris water maze test results of mice in the 3 groups （x̄±s， 6 mice/group）
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图 10　各组小鼠新物体识别检测结果比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 10　Comparison of new object recognition test result of mice in the 3 groups （x̄±s， 6 mice/group）
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2.10　化学遗传激活对 EA 后小鼠 LC 中 TH/c-Fos、
TH/NE 共定位表达的影响

与 mCherry+CNO+EA 组 相 比 ，hM3D+
CNO+EA 组小鼠 LC 中 TH/c-Fos 共定位表达、

TH/NE 共 定 位 表 达 明 显 增 多（P<0.01）；与

hM3D+CNO+EA 组相比，hM3D+saline+EA 组

小鼠 LC 中 TH/c-Fos 共定位表达、TH/NE 共定位

表达明显减少（P<0.01）。见图 12、图 13。

3　讨论

中医认为 AD 属于神志失常的典型疾病之一，

病位在脑，与心密切相关。张锡纯首次提出“心脑

共主神明”理论，认为神明藏于脑而发于心，神志活

动的产生是由脑而达于心，由心而发于外 [12]。可见，

AD 主要病因是脑髓空虚，关键病机是心神失常。
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注：LC 为蓝斑，TH 为酪氨酸羟化酶。标尺=100 μm，白色箭头为 TH/c-Fos共定位阳性表达。最右边一列为前一列方框处的

放大图，标尺=50 μm。与 mCherry+CNO+EA 组相比，**P<0.01；与 hM3D+CNO+EA 组相比，##P<0.01。
图 12　各组小鼠 LC中 TH/c-Fos共定位表达比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 12　Comparison of TH/c-Fos colocalization in LC of mice in the 3 groups （x̄±s， 3 mice/group）
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为前一列方框处的放大图，标尺=50 μm。与mCherry+CNO+EA组相比，**P<0.01；与 hM3D+CNO+EA组相比，##P<0.01。
图 13　各组小鼠 LC中 TH/NE共定位表达比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 13　Comparison of TH/NE colocalization in LC of mice in the 3 groups （x̄±s， 3 mice/group）

0

2

4

6

含
量
/μ
g·
g-1

**

##

mChe
rry

+CNO+EA组

hM
3D

+CNO+EA组

hM
3D

+sal
ine

+EA组

注：BBB为血脑屏障，EB为伊文思蓝。与mCherry+CNO+EA组

相比，**P<0.01；与 hM3D+CNO+EA 组相比，##P<0.01。
图 11　各组小鼠脑组织 BBB通透性比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 11　Comparison of BBB permeability of brain tissue 

of mice in the 3 groups （x̄±s， 3 mice/group）
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《灵枢》首提“心包代心受邪”思想，认为心为君主之

官，由心包包裹，邪气犯心，首犯心包，明确指出心

包经是祛邪护心、养心安神的关键。心包经穴治疗

神志病古代医籍多有记载，如《千金方》“惕然不能

动，失智，内关主之”。现代数据挖掘结果也表明

“内关”“间使”是临床治疗 AD 常用的腧穴 [13-14]。课

题组前期研究显示电针“内关”“间使”可改善 AD 大

鼠认知功能障碍 [15]。

AD 认知障碍与 BBB 功能稳态关系密切 [16]。

BBB 主要由微血管内皮细胞、星形胶质细胞及周细

胞等组成，其功能与内皮细胞紧密连接蛋白相关，

通过恢复 BBB 中 Claudin-5、Occludin、ZO-1 表达可

增加 Aβ 清除率，改善 AD 模型小鼠认知功能。本研

究实验 1 结果显示，与模型组相比，电针组小鼠海马

Claudin-5、Occludin 和 ZO-1 蛋白表达明显增加，空

间学习记忆能力提高，表明电针可通过上调海马

BBB 紧密连接蛋白表达，促进 BBB 功能恢复，改善

AD 小鼠认知障碍。

NTS 位 于 延 髓 背 侧 ，是 脑 干 重 要 的 整 合 中

枢 [17]。研究证实，NTS 是响应外周针刺刺激并介导

针刺信号传入中枢的重要神经核团，通过接受和整

合外周信号并与多个脑区功能连接，参与针刺调节

多种生理功能 [18]。LC 是大脑 NE 产生的主要核团，

与脑内多个区域存在神经环路连接，如 LC-内嗅皮

质、LC-杏仁核及 LC-海马神经环路，调节认知、觉

醒、疼痛和压力等 [19]。同时 LC 也是 AD 病理发生的

主要脑区之一，当 LC 病变时 NE 能神经元失调会加

剧炎性反应、BBB 损伤和认知障碍 [20]。激活 LC 中

的 NE 能神经元会引起其投射区域轴突 NE 释放增

加，从而导致相应区域 NE 水平升高 [21]。研究结果

显示，NE 与星形胶质细胞上 α1 去甲肾上腺素受体

（α1-NAR）结合，引发细胞内 Ca2+信号增强，触发其

活化状态，并启动炎性信号通路，如核因子-κB（NF-

κB）、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）途径 [22]，分泌肿

瘤坏死因子 α（TNF-α）等促炎细胞因子，进一步加

剧炎性反应，损伤 BBB。此外，星形胶质细胞异常

活化会释放一氧化氮（NO）和活性氧（ROS），导致

紧密连接蛋白磷酸化、降解，破坏 BBB 完整性 [23]。

已有研究结果显示，NTS 与 LC 之间存在解剖与功

能连接 [24]。TH 是 NE 合成的限速酶，其活性和表达

水平直接影响 NE 的生成 [25]。 c-Fos 是神经元激活

的标志，在神经元激活时会快速释放表达 [26]。实验

1 免疫荧光染色结果显示，与模型组相比，电针组小

鼠 NTS 与 LC 中 TH 阳性神经元 c-Fos 表达减少，

LC 中 TH/NE 共定位表达减少，表明电针改善 AD
小鼠认知障碍可能与抑制 NTS 与 LC 中 TH 神经元

活性、下调 NE 水平、进而可能通过抑制星形胶质细

胞活化损伤 BBB 有关。同时，实验 2 中 TH-cre 小鼠

NTSTH-LC 神经环路的逆向病毒示踪结果，也为该

环路的存在提供了直观证据。

为进一步探究 NTSTH-LC 对电针改善 AD 小鼠

BBB 损伤及认知障碍的影响，实验 3 利用化学遗传

技 术 激 活 该 神 经 环 路 ，结 果 显 示 ，与 mCherry+
CNO+EA 组相比，hM3D+CNO+EA 组小鼠 LC
中 TH 阳性神经元 c-Fos 表达明显增多、TH/NE 共

定位表达明显增多，脑组织 EB 含量增加，空间学习

记 忆 能 力 降 低 ；与 hM3D+CNO+EA 组 相 比 ，

hM3D+saline+EA 组小鼠 LC 中 TH 阳性神经元 c-

Fos 表达明显减少、TH/NE 共定位表达明显减少，

脑组织 EB 含量明显减少，空间学习记忆能力提高，

验证了 NTSTH-LC 神经环路过度激活所致 BBB 损

伤在 AD 认知障碍中的作用，同时也提示电针可通

过抑制 NTS 中 TH 神经元过度兴奋，减少向 LC 的

投射信号，降低 LC 区 TH 神经元活性，改善 AD 小

鼠 BBB 损伤及认知障碍。

综上，电针“内关”“间使”能够改善 AD 小鼠认

知障碍，其作用机制可能与抑制 NTSTH-LC 神经环

路的激活有关。而中枢 NTSTH-LC 环路具体如何激

活下游通路引起 BBB 损伤尚不完全清楚，未来将结

合 NTS-LC-星形胶质细胞途径深入探讨其机制。
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