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【摘　要】　目的：探讨“调神通络”电针对脑缺血再灌注损伤（CIRI）学习记忆障碍大鼠海马中核因子红细胞

2 相关因子（Nrf2）/髓细胞触发受体 2（TREM2）信号通路的影响及对海马小胶质细胞极化的调控作用。方

法：SD 大鼠随机分为 7 d 假手术组（10 只）、14 d 假手术组（10 只）和造模组，造模组参照 Koizumi 线栓法制备

大脑中动脉闭塞/再灌注模型，结合 Morris 水迷宫实验筛选出满足学习记忆障碍的大鼠。将造模成功的大

鼠随机分为 7 d 模型组、7 d 电针组、14 d 模型组、14 d 电针组，每组 10 只。电针组予以“调神通络”电针治疗，

10 min/次，1 次/d，分别连续干预 7 d、14 d。采用改良神经功能缺损评分（mNSS）评估大鼠神经功能损伤情

况，Morris 水迷宫实验检测大鼠学习记忆能力，HE 染色观察海马 CA1 区组织病理形态，尼氏染色观察神经

元形态和尼氏小体，免疫荧光双染观察海马区巨噬细胞抗原（CD68）/离子化钙结合适配分子 1（Iba1）、甘露

糖受体（CD206）/Iba1 阳性细胞占比，Western blot 法检测海马中 Nrf2、TREM2、衔接蛋白 DNAX 激活蛋白

12（DAP12）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、转化生长因子-β（TGF-β）的蛋白相对表达量。结果：与同一时间假

手术组比较，7 d 模型组和 14 d 模型组 mNSS 评分升高（P<0.01），海马 CA1 区神经元排列松散，尼氏小体减

少，海 马 中 Nrf2、TREM2、DAP12 蛋 白 表 达 降 低（P<0.05，P<0.01）；14 d 模 型 组 逃 避 潜 伏 期 延 长（P<
0.01），穿越原平台次数减少及目标象限停留时间缩短（P<0.01），海马区 M1 型 CD68+/Iba1+计数增加（P<
0.05），TNF-α 蛋白表达增多（P<0.01）。与同一时间模型组比较，7 d 电针组和 14 d 电针组 mNSS 评分降低

（P<0.01），海马 CA1 区神经元间质松散缓解，尼氏小体增多，海马中 TNF-α 蛋白表达减少（P<0.05，P<
0.01），Nrf2、TREM2 蛋白表达升高（P<0.05，P<0.01）；14 d 电针组逃避潜伏期缩短（P<0.01），穿越原平台

次数及目标象限停留时间增加（P<0.05，P<0.01），海马区 M1 型 CD68+/Iba1+计数减少（P<0.01），海马区

M2 型 CD206+/Iba1+计数、DAP12 和 TGF-β 蛋白表达均升高（P<0.01，P<0.05）。与 7 d 电针组比较，14 d
电针组 mNSS 评分降低（P<0.05）， 海马 CA1 区神经细胞排列致密，形态接近正常，海马中 TREM2 蛋白表

达升高（P<0.05）。结论：“调神通络”电针可改善 CIRI 学习记忆障碍大鼠学习记忆功能，其机制可能与激活

海马中 Nrf2/TREM2 信号通路，抑制小胶质细胞向 M1 型极化，并促进其向 M2 型极化有关，其中电针干预

14 d 效果更显著。
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“Tiaoshen Tongluo” electroacupuncture improves learning-memory ability by regulating 

microglial polarization via the Nrf2/TREM2 signaling pathway in rats with cerebral ischemia-
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【ABSTRACT】　 Objective　 To observe the effect of “Tiaoshen Tongluo”（mind regulation and meridian-collateral 

dredging） electroacupuncture （EA） on the nuclear factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）/triggering receptor 

expressed on myeloid cells 2 （TREM2） signaling pathway and hippocampal microglial polarization in rats with learning-

memory impairment induced by cerebral ischemia-reperfusion injury （CIRI）， so as to explore its mechanisms underlying 

improvement of learning-memory ability after CIRI. Methods　Male SD rats were randomly divided into 7 d sham group 

（n=10）， 14 d sham group （n=10）， and CIRI model group. The CIRI model was established by middle cerebral artery 

occlusion/reperfusion （MCAO/R）. Rats meeting the criteria of learning-memory impairment due to CIRI，identified by the 

Morris water maze tests， were randomly assigned to 7 d model， 7 d EA， 14 d model and 14 d EA groups， with 10 rats 

in each group. Rats of the EA groups received “Tiaoshen Tongluo” EA stimulation at “Baihui” （GV20）， “Yintang” 

（GV24+）， and bilateral “Taichong” （LR3） and “Hegu” （LI4） for 10 min per session， once daily， for 7 or 14 consecutive 

days. The modified neurological severity score （mNSS） was used to assess the neurological deficits before and after 

the intervention. Morris water maze test was conducted to evaluate learning and memory abilities. Hematoxylin-eosin （H.

E.） staining was used to observe histopathological changes in the hippocampal CA1 region， and Nissl staining was 

applied to examine neuronal morphology and Nissl bodies. Immunofluorescence double staining was employed to 

determine the proportions of CD68+/Iba1+ （M1 type） and CD206+/Iba1+ （M2 type） positive cells in the hippocampus 

tissue. Western blot was used to measure the relative protein expression levels of Nrf2， TREM2， DNAX activator 

protein 12（DAP12）， tumor necrosis factor- α（TNF- α） and transforming growth factor- β（TGF- β） in the hippocampus 

tissue. Results　 Compared with the 7 d and 14 d sham groups， the 7 d and 14 d model groups had a significant 

increase in the mNSS scores （P<0.01）， and an obvious down-regulation in expression levels of hippocampal Nrf2， 

TREM2， and DAP12 proteins （P<0.05， P<0.01）， and loose arrangement of neurons and reduction in the number of 

Nissl bodies in the hippocampal CA1 region. In contrast to the 14 d sham group， the 14 d model group had a notable 

increase in the escape latency， the number of CD68+/Iba1+ dual labeled cells， and the expression level of TNF-α in the 

hippocampus （P<0.05， P<0.01）， and a striking decrease in the number of original platform crossings and time spent in 

the target quadrant （P<0.01）. Compared with the 7 d and 14 d model groups， the 7 d and 14 d EA groups exhibited 

reduction of mNSS scores and TNF-α expressions （P<0.01， P<0.05）， up-regulation of expression levels of Nrf2， and 

TREM2 proteins （P<0.05， P<0.01）， alleviated arrangement of CA1 neurons， and increased Nissl bodies. Compared 

with the 14 d model group， the 14 d EA group showed a decrease in the escape latency and the number of CD68+/Iba1+ 

dual labeled cells （P<0.01）， and an increase in the number of original platform crossings and time spent in the target 

quadrant， number of CD206+/Iba1+ dual labeled cells， and the expression of DAP12 and TGF- β proteins（P<0.05， P<

0.01）. Compared with the 7 d EA group， the 14 d EA group showed a further reduction in mNSS score （P<0.05）， and a 

further up-regulation of expression of TREM2 protein （P<0.05）， a more compact neuronal arrangement in the CA1 

region with the morphological structure being close to the normal. Conclusion　“Tiaoshen Tongluo” EA can improve 

learning-memory ability in CIRI rats， which may be associated with its functions in activating the Nrf2/TREM2 signaling 

pathway， inhibiting microglial M1 polarization and promoting M2 polarization. In addition， the therapeutic effect of 14 d 

EA is better than that of 7 d EA.

【KEYWORDS】　 Cerebral ischemia-reperfusion injury； Learning-memory impairment； “Tiaoshen Tongluo” 

electroacupuncture； Microglial polarization； Nrf2/TREM2 signaling pathway

脑卒中以缺血性为主要类型 [1]，其中约 60% 伴 脑卒中后认知障碍（PSCI），严重影响患者的生活自
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理能力 [2]。PSCI 发生于卒中后 6 个月以内，是指由

于海马、丘脑和皮质等重要功能区梗死而引发的综

合征，临床表现为学习记忆障碍、注意力下降、视空

间能力障碍和执行功能障碍等 [3-4]。海马主要参与

记忆的编码、存储和检索过程，是主导学习和记忆

功 能 的 脑 区 [5]。 小 胶 质 细 胞 作 为 中 枢 神 经 系 统

（CNS）的固有免疫细胞，具有对缺血缺氧引发的神

经炎性反应快速增殖和反应的能力，从静息态激活

分化为“经典活化”M1 表型和“选择活化”M2 表型；

前者具有促炎、吞噬及介导神经毒性作用 [6]，后者则

发挥抗炎、损伤修复及免疫调节功能。目前认为小

胶质细胞极化为 M1 型可诱导神经炎性反应，损伤

海马神经元功能，引发学习记忆障碍 [7]。核因子红

细胞 2 相关因子（Nrf2）是一种主要在神经胶质细胞

中表达的转录因子，其介导的信号通路在脑缺血再

灌注损伤（CIRI）中起到抑制炎性反应、减轻氧化应

激及调节能量代谢等作用 [8]。敲低小胶质细胞髓细

胞触发受体 2（TREM2）会诱导小鼠出现抑郁样行

为，而激活 Nrf2 可调节 TREM2 基因转录影响蛋白

表达，从而改善抑郁状态 [9]。针刺可通过上调 Nrf2
相关信号通路，减少细胞凋亡，对血管性认知功能

障碍发挥神经保护作用 [10]。研究 [11]表明，以百会、印

堂等头部穴位为主的“调神”针刺法可有效改善

PSCI 患者的认知功能；此外，合谷、太冲作为“四关

穴”，具有调和气血、疏通经络之效。

小胶质细胞 M1/M2 极化在 CIRI后不同时期的

动态变化对损伤后神经免疫激活和修复过程意义

重大，本研究以大脑中动脉闭塞/再灌注（MCAO/
R）学习记忆障碍大鼠为模型，探讨“调神通络”电针

经 Nrf2/TREM2 信号通路调控海马小胶质细胞极

化，从而改善 CIRI大鼠学习记忆障碍的作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

SPF 级成年雄性大鼠，体质量 280~320 g，由辽

宁长生生物技术股份有限公司提供，生产许可证号

SCXK（辽）2020-0001。于辽宁中医药大学实验动

物中心饲养，温度 23~25 ℃，湿度 50%~60%，自然

光线，适应性饲养 7 d。将 76 只大鼠随机分为 7 d
假手术组（10 只）、14 d 假手术组（10 只）和造模组

（56 只），造模组建立 CIRI 大鼠模型后，再结合 Zea 
Longa 神经功能缺损评分和 Morris 水迷宫实验筛选

出符合学习记忆障碍模型标准的大鼠纳入后续实

验。按照随机数字表法将造模成功的大鼠分为 7 d

模型组（10只）、7 d电针组（10只）、14 d模型组（10只）、

14 d 电针组（10 只）。本研究遵循相关的伦理规

定 [12]，经辽宁中医药大学实验动物伦理委员会批准

（批准号：21000042024016）。

1.2　主要试剂与仪器

主要试剂：PBS 磷酸盐缓冲液、BSA、苏木精 -

伊红（HE）染色试剂盒（北京索莱宝），BCA 蛋白检

测试剂盒、RIPA 裂解液、尼氏染色液（上海碧云

天），兔抗 Nrf2、GAPDH 一抗（武汉三鹰），兔抗

TREM2 一抗（北京博奥森），兔抗衔接蛋白 DNAX
激活蛋白 12 一抗（DAP12，武汉爱博泰克），兔抗肿

瘤坏死因子 -α（TNF-α）、离子化钙结合适配分子 1
（Iba1）、巨 噬 细 胞 抗 原（CD68）、甘 露 糖 受 体

（CD206）抗体及山羊抗小鼠 IgG H&L（Alexa Fluor 
488）、山羊抗兔 IgG H&L (Alexa Fluor 594) 、DAPI
染色试剂（英国 Abcam），无蛋白快速封闭液（上海雅

酶），鼠 抗 转 化 生 长 因 子 - β（TGF- β，美 国 Cell 
Signaling Technology），HRP 标记的山羊抗兔  IgG
二 抗 、HRP 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠  IgG 二 抗（成 都

正能）。

主要仪器：一次性无菌针灸针（规格：0.16×
25 mm，苏州华佗），6805-A 型电针仪（汕头达佳），

MCAO 栓线（货号：2838A4，北京西浓），HP-ZJP-1
型大鼠针灸固定器（郑州豪湃），HS6 型玻片扫描

仪、DMi8M 型荧光显微镜（德国 Leica），T10 型高速

组织研磨仪（德国 IKA），TGL-16 型高速台式冷冻

离心机（湖南湘仪），SPectraMax-M2 型多功能酶标

仪（美国  Molecular Devices），Ethovision XT 11.5 型

动 物 运 动 轨 迹 跟 踪 系 统 、Ethovision XT 11.5 型

Morris 水迷宫实验系统（上海欣软），FluorChem E
型 化 学 发 光 凝 胶 成 像 仪（美 国 Alpha lnnotech），

Eclipse E200 型光学显微镜（日本 NIKON），ESP600
型电泳仪（上海天能）。

1.3　造模方法

参照 Koizumi 线栓法 [1,3-14]建立 MCAO/R 模型。

操作方法：术前禁食不禁水 12 h，3% 戊巴比妥钠溶

液按 0.2 mL/100 g 剂量腹腔注射麻醉大鼠，将大鼠

仰卧位固定备皮，碘伏消毒，颈前正中偏右钝性分

离肌层，依次将右侧颈总动脉（CCA）、右侧颈外动

脉（ECA）和颈内动脉（ICA）暴露，结扎 CCA 近心

端，将硅胶线栓从 CCA 插入，经过分岔进入 ICA，推

入 18~22 mm 至有抵触感即可。120 min 后将硅胶

线栓拔出，逐层缝合。假手术组仅简单分离颈部

动脉。
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1.4　模型评分和筛选

造模大鼠清醒后，采用 Zea Longa 评分法 [15]将评

分为 0 分、4 分的大鼠剔除实验。造模 24 h 后对所有

大鼠进行水迷宫定位航行实验，以假手术组大鼠的

平均逃避潜伏期作为参考，若造模组大鼠逃避潜伏

期平均值是假手术组的 120% 以上 [16]，则认为造模

成功。

1.5　干预方法

造模成功 24 h 后，对电针组大鼠行电针干预。

具体方法：将大鼠俯卧位固定于软体针灸固定器，

参照《实验动物常用穴位名称与定位  第 2 部分：大

鼠》[17]的穴位定位法，用毫针平刺“百会”“印堂”，直

刺双侧“太冲”“合谷”，连接电针仪。“百会”与“印

堂”连接一对电极，“合谷”与“太冲”连接另两对电

极，即正极连“百会”“合谷”，负极连“印堂”“太冲”，

疏密波，频率 4 Hz/20 Hz，电流 1 mA，此时大鼠轻微

抖动，刺激 10 min，每日 1次，分别持续干预 7 d、14 d。
假手术组和模型组仅俯卧位固定。

1.6　取材

第 19 天完成 Morris 水迷宫实验后，以 0.2 mL/
100 g 剂量腹腔注射 3% 戊巴比妥钠溶液麻醉大鼠，

在冰盒上快速取右侧海马，前 1/3 放于 4% 多聚甲

醛固定，用于后续 HE 染色、尼氏染色和免疫荧光染

色实验，后 2/3 放入-80 ℃冷冻保存，用于 Western 
blot实验。

本实验初始每组纳入 10 只大鼠，部分大鼠在实

验过程中因造模失败、死亡或无法完成行为学测试

而被排除。

1.7　观察指标及检测方法

神经功能受损程度评分：采用改良神经功能缺

损评分（mNSS）[18]评价神经功能。mNSS 是一项综

合测试评估指标，涵盖运动功能、感觉功能、平衡

木、反射缺失及异常运动表现，评分范围为 0~18
分，神经损伤严重程度与分值呈正相关。

Morris 水迷宫实验评估大鼠学习和记忆能力：

14 d 组大鼠从实验开始后 14 d（干预第 9 天）进行定

位航行实验。将大鼠按照顺时针方向，依次从第 1、
2、3、4 象限置入水中，测定其 90 s 内到达平台的时

间（即逃避潜伏期），若未能在规定时间找到平台，

则引导其至平台停留 10 s，逃避潜伏期以 90 s 记录。

每只大鼠每天测试 4 次，连续 5 d。干预 14 d 后进行

空间探索实验，移除平台将大鼠从第 1 象限原位置

入水，记录 90 s 内穿越原平台次数和在目标象限停

留的时间。

HE 染色观察海马 CA1 区组织病理学形态：海

马组织在 4% 多聚甲醛中固定，石蜡包埋后，切成

4 μm 厚的切片，经 HE 染色、脱水、透明及封片后，置

于光学显微镜下观察。

尼氏染色观察海马 CA1 区神经元形态：上述切

片用 1% 甲苯胺蓝溶液染色，乙醇、二甲苯洗涤，封

片晾干置于光学显微镜下观察。

免疫荧光双染法检测大鼠海马 CA1 区 CD68+/
Iba1+、CD206+/Iba1+阳性细胞：上述切片脱蜡、水

化及抗原修复，BSA 封闭。加入 CD68、CD206 和

Iba1 一抗（1∶100），4 ℃孵育过夜。滴加荧光二抗

（1∶1 000）室温避光孵育 1 h，用 DAPI染色液染细胞

核 10 min。漂洗后用抗荧光淬灭剂封片，在荧光显

微镜下采集图像并用 Image J软件计数阳性细胞。

Western blot 法检测海马组织 Nrf2、TREM2、
DAP12、TNF-α、TGF-β 蛋白相对表达量：海马组织

称重剪碎，按比例加入蛋白酶、磷酸酶抑制剂、RIPA
裂解液，高速匀浆后以 4 ℃、12 000 r/min离心 10 min
(离心半径 6.3 cm），取上清液，采用 BCA 法测定蛋

白浓度；加上样缓冲液变性蛋白，上样、电泳、转膜；

快 速 封 闭 液 封 闭 15 min，TBST 洗 涤 ，加 入 Nrf2
（1∶700）、TREM2（1∶1 000）、DAP12（1∶1 000）、

TNF- α（1∶1 000）、TGF- β（1∶1 000）、GAPDH
（1∶1 000）一抗 4 ℃摇床孵育过夜；TBST 溶液洗

膜，加二抗（1∶1 000）常温孵育 1 h；充分洗涤，使用

化学发光试剂（ECL）显影成像并拍照。采用 Image 
J 软件对条带灰度值进行分析，以目的蛋白灰度值

比内参蛋白灰度值的比值作为目的蛋白的相对表

达量。

1.8　统计学处理

采用 GraphPad Prism 8.0 软件分析数据，符合

正态分布的计量数据以均值±标准差（x̄ ± s）表示，

正态性采用 Shapiro-Wilk 检验；多组均值比较采用

单因素方差分析，组间多重比较时，若方差齐，则采

用 Tukey’s 检验，若方差不齐，则采用 Dunnett’s t3
检验。以 P≤0.05 为差异具有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组大鼠造模后 Morris水迷宫实验结果

造模组大鼠逃避潜伏期平均值是假手术组平

均值的 120% 以上（P<0.01），提示 MCAO/R 学习

记忆障碍模型造模成功。见图 1。
2.2　各组大鼠神经功能缺损评分比较

与同一时间假手术组比较，7 d 模型组和 14 d 模
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型组的 mNSS 评分明显升高（P<0.01）；与同一时

间点模型组比较，7 d 电针组和 14 d 电针组的 mNSS
评分明显降低（P<0.01）；与 7 d 电针组比较，14 d 电

针组的 mNSS 评分有所降低（P<0.05）。见图 2。

2.3　各组大鼠 Morris水迷宫实验结果比较

造模成功后，与 14 d 假手术组比较，14 d 模型组

大鼠逃避潜伏期延长（P<0.01），穿越原平台次数

明显减少（P<0.01），目标象限停留时间显著缩短

（P<0.01）；与 14 d 模型组比较，14 d 电针组逃避潜

伏期显著缩短（P<0.01），穿越原平台次数增多

（P<0.05），目 标 象 限 停 留 时 间 延 长（P<0.01）。

见图 3。

2.4　HE 染色观察各组大鼠海马 CA1 区组织病理

学形态

7 d 和 14 d 假手术组大鼠海马 CA1 区神经细胞

排列致密有序，细胞结构完整性较好，胞质染色均

匀清晰；与同一时间假手术组比较，7 d 和 14 d 模型

组神经细胞排列松散，胞核固缩，胞质水肿，染色不

均，间质松散，出现空泡样变化，存在胶质样增生；

与同一时间模型组比较，7 d 和 14 d 电针组细胞核固

缩减少，胞质水肿有所改善，间质松散有所缓解，可

见少量空泡样变化。与 7 d 模型组比较，14 d 模型组

神经细胞排列紊乱程度加重，核固缩严重，少见结

构完整的细胞，间质可见大量空泡样变化；与 7 d 电

针组比较，14 d 电针组细胞排列致密，细胞损伤程度

假
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注：红色虚线表示假手术组潜伏期的 120 % 参考线。α 表示

造模组显著高于该阈值，提示造模成功。与假手术组比较，
**P<0.01。

图 1　假手术组与造模组大鼠定位航行实验 5 d的平均逃避

潜伏期（x̄±s，假手术组 20只，造模组 40只）

Fig. 1　Average escape latencies of the sham group and the 

modeling group rats in the positioning navigation test over 

5 days （x̄±s， 20 rats in the sham group， 40 rats in the 

modeling group）
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图 2　各组大鼠神经功能缺损评分比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of neurological deficit scores in rats of 

the 6 groups （x̄±s， 6 rats/group）
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的时间。与 14 d 假手术组比较， **P<0.01；与 14 d 模型组

比较， #P<0.05， ##P<0.01。
图 3　各组大鼠 Morris水迷宫实验结果比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of the results of Morris water maze 

test of rats in the 3 groups （x̄±s， 3 rats/group）
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较轻，细胞形态结构接近正常。见图 4。

2.5　尼氏染色观察大鼠海马 CA1 区神经元形态

变化

7 d 假手术组和 14 d 假手术组大鼠海马 CA1 区

内神经元致密有序，尼氏小体数量丰富，形态饱满，

少见病理特征，同时可见多层椎体细胞排列；与同

一时间假手术组比较，7 d 和 14 d 模型组均出现明显

神经元损伤、排列稀疏，尼氏小体发生溶解，呈透明

状，数量显著减少，且染色深浅不一，椎体细胞基本

消失，异常形态细胞增多；与同一时间模型组比较，

7 d 电针组和 14 d 电针组神经元损伤有所改善，其中

14 d 电针组神经元排列紧密，两组尼氏小体数量均

显著增多，染色较为均匀，椎体细胞数量有所恢复，

其中 14 d 电针组可见较多椎体细胞。与 7 d 模型组

比较，14 d 模型组神经元损伤更为严重，且分布不

均，尼氏小体溶解明显；与 7 d 电针组比较，14 d 电针

组神经元形态有所恢复，且分布均匀，视野内异常

细胞少见。见图 5。
2.6　各组大鼠海马 CA1 区 CD68+/Iba1+、CD206+/
Iba1+阳性细胞计数比较

以 CD68+/Iba1+阳性细胞表示 M1 型小胶质细

胞计数。与同一时间假手术组比较，7 d 模型组阳性

细胞计数差异无统计学意义，14 d 模型组阳性细胞

计数增多（P<0.05）；与同一时间模型组比较，7 d 电

针组阳性细胞计数差异无统计学意义，14 d 电针组

阳性细胞计数减少（P<0.01）。与 7 d 电针组比较，

14 d 电 针 组 阳 性 细 胞 计 数 差 异 无 统 计 学 意 义 。

见图 6。
以 CD206+/Iba1+阳性细胞表示 M2 型小胶质

细胞计数。与同一时间假手术组比较，7 d 和 14 d 模

型组阳性细胞计数差异无统计学意义；与同一时间

模型组比较，7 d 电针组阳性细胞计数差异无统计学

意义，14 d 电针组阳性细胞计数增多（P<0.01）。

与 7 d 电针组比较，14 d 电针组阳性细胞计数差异无

统计学意义。见图 7。
2.7　各组大鼠海马组织中 Nrf2、TREM2、DAP12、
TNF-α、TGF-β 的蛋白相对表达量比较

Western blot 结果显示，与同一时间假手术组

比较，7 d 和 14 d 模型组的 Nrf2、TREM2、DAP12
蛋白相对表达量均减少（P<0.05，P<0.01）；与同

一时间模型组比较，7 d 电针组的 Nrf2、TREM2
蛋白相对表达量有所增加（P<0.05），14 d 电针

组的 Nrf2、TREM2、DAP12 蛋白相对表达量均增

加（P<0.01）；与 7 d 电 针 组 比 较 ，14 d 电 针 组

TREM2 蛋 白 相 对 表 达 量 增 加（P<0.05）。 与 同

一时间假手术组比较，14 d 模型组 TNF-α 蛋白相

对表达量显著增加（P<0.01）；与同一时间模型

组比较，7 d 电针组和 14 d 电针组 TNF- α 蛋白相

对 表 达 量 均 有 所 降 低（P<0.05，P<0.01），14 d
电 针 组 的 TGF- β 蛋 白 相 对 表 达 量 增 加（P<
0.05）。见图 8。

注：1~6 分别为 7 d 假手术组、7 d 模型组、7 d 电针组、14 d 假

手术组、14 d 模型组、14 d 电针组。黑色箭头表示细胞质，

红色箭头表示空泡；下排图为上排图中方框部位放大图，

标尺=200 μm。

图 4　各组大鼠海马 CA1区组织形态比较（HE染色）

Fig. 4　Comparison of histomorphology of the 

hippocampal CA1 region of rats in the 6 groups

（HE staining）

7 d假手术组 7 d模型组 7 d电针组

14 d假手术组 14 d模型组 14 d电针组

注：红色箭头表示尼氏小体，标尺=200 μm。

图 5　各组大鼠海马 CA1区神经元形态比较（尼氏染色）

Fig. 5　Comparison of morphological changes of neurons 

in the hippocampal CA1 region of rats in the 6 groups

（Nissl staining）
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3　讨论

脑卒中后学习记忆障碍属于中医“痴呆”“脑髓

消”范畴，脑髓空虚是记忆力减退、思维和反应迟钝

的主要原因，故本病病位在脑，病机为“脑髓空虚，

神机失用”。“神机”是生命活动的物质之“形”和功

能之“神”结合而成的内在力量，“形”是“神”存在的

载体，“神”是“形”的生命体现，神机失用日久则神

失内守，形乃大伤 [19]。《类经·针刺类》中强调“无神则

形不可活”，认为诊治疾病当候“神”察“形”，形神同

调 [19]。“调神通络”针法秉形神同调之精髓，强调益髓

以“调神”，导气以“通络”，使髓海得养，神机运转，

气血畅调，经络复通 [20]。本研究聚焦脑缺血再灌注

后长期神经修复效应，基于前期文献结果 [16]，学习记

忆障碍的稳定评估需至再灌注后 14 d，此时海马神
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图 6　各组大鼠海马 CA1区 CD68+/Iba1+阳性细胞计数比较

（免疫荧光双染色，x̄±s，4只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of number of CD68+/Iba1+ positive 

cells in the hippocampal CA1 region of rats in the 6 groups

（immunofluorescence double staining， x̄±s， 4 rats/group）
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阳性细胞，标尺=50 μm。与同一时间点模型组比较， 
##P<0.01。

图 7　各组大鼠海马 CA1区 CD206+/Iba1+阳性细胞计数比

较（免疫荧光双染色，x̄±s，4只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of number of CD206+/Iba1+ positive 

cells in the hippocampal CA1 region of rats in the 6 groups

（immunofluorescence double staining， x̄±s， 4 rats/group）
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经元重塑与小胶质细胞极化趋于稳定，可客观反映

电针的持续干预效果，故选取再灌注后 14 d 评估认

知功能。结果显示，“调神通络”电针干预可明显缩

短 MACO/R 学习记忆障碍模型大鼠的逃避潜伏

期，同时增加穿越原平台次数及目标象限停留时

间，提示“调神通络”电针对缺血缺氧性脑损伤大鼠

的学习记忆能力有改善效果。

海马主宰机体的学习、记忆、空间导航和情绪

调节等功能，其中 CA1 区神经元对缺血缺氧特别敏

感，一旦损伤即导致学习记忆障碍 [5]。本研究采用

HE 染色和尼氏染色观察了海马 CA1 区神经元结构

和尼氏小体形态，发现 CIRI发生后该区域神经元受

损严重；而电针干预对神经元结构、尼氏小体及椎

体细胞的结构和数量均有改善，认为“调神通络”电

针促进了海马 CA1 区神经元修复，从而有效改善

PSCI大鼠的神经功能。

小胶质细胞是机体固有免疫的核心效应细胞，

在 CNS 的炎性反应、免疫和退行性疾病中均发挥重

要作用 [21-22]。生理状态下，小胶质细胞具有免疫监

视、神经元维持、因子分泌和吞噬及 CNS 内环境稳

态的维持功能 [22-23]。 Iba1 是由活化的单核细胞和小

胶质细胞产生的钙结合肽，在激活时表达量远高于

静息状态，被认为是小胶质细胞极化的特异性标志

物 [24-25]。病理状态下，大脑血流中断后导致的细胞

损伤和死亡会释放损伤相关分子模式使小胶质细

胞活化，表现为促炎的 M1 型和抗炎和 M2 型，二者

相互拮抗。活化后的 M1 型小胶质细胞分泌 CD68、
TNF-α 等促炎因子，加重局部炎性反应，进一步加

重神经元损伤，引发学习记忆障碍 [26-27]；活化后的

M2 型小胶质细胞则分泌 CD206、TGF-β 等抗炎因

子减轻炎性反应，促进神经元修复和功能恢复 [28]。

研究 [29]表明中药复方能够改善 MCAO/R 模型大鼠

的学习记忆能力并发挥神经保护作用，其机制可能

与影响小胶质细胞极化有关。Hu 等 [30]的研究显示，
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注：Nrf2 为核因子红细胞 2 相关因子，TREM2 为髓细胞触发受体 2，DAP12 为衔接蛋白 DNAX 激活蛋白 12，TNF-α 为肿瘤坏

死因子-α，TGF-β为转化生长因子-β。与同一时间点假手术组比较，*P<0.05，**P<0.01；与同一时间点模型组比较， #P<0.05， 
##P<0.01；与 7 d 电针组比较，△P<0.05。

图 8　各组大鼠海马组织中 Nrf2、TREM2、DAP12、TNF-α、TGF-β的蛋白相对表达量比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of relative expression levels of Nrf2， TREM2， DAP12， TNF-α， and TGF-β proteins in the hippocampal 

tissues of rats in the 6 groups （x̄±s， 3 rats/group）
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脑缺血后 7 d 为炎性反应峰值期，14 d 进入神经修复

期，故本研究选择 MACO/R 后 7 d 和 14 d 两个时间

点进行观察。结果显示，在 MCAO/R 学习记忆障

碍 模 型 大 鼠 中 ，海 马 M1 型 小 胶 质 细 胞 CD68+/
Iba1+阳性细胞计数及其分泌的促炎因子 TNF-ɑ 蛋

白相对表达量均增加，电针干预后有所减少；海马

M2 型小胶质细胞 CD206+/Iba1+阳性细胞计数及

其分泌的 TGF-β 蛋白相对表达量未发生明显变化，

电针干预后则有所升高。由此推测“调神通络”电

针可能通过抑制 M1 型小胶质细胞极化，促进 M2 型

小胶质细胞极化，抑制局部炎性反应水平，从而减

轻神经元损伤程度，改善学习记忆障碍。

Nrf2 是一种调节内源性抗氧化转录因子，通过

抗氧化和抗炎功能保护细胞免受氧化应激损伤 [31]。

上调 Nrf2 可促进小胶质细胞向 M2 型极化，抑制氧

化应激和神经炎性反应，从而改善 MCAO/R 模型

大鼠的学习记忆障碍 [32]。TREM2 是一种单向跨膜

免疫反应受体，包含免疫球蛋白感应结构域、跨膜

结构域和短细胞质尾区，主要在小胶质细胞中表

达 ，参 与 调 控 小 胶 质 细 胞 功 能 状 态 的 转 换 [33]。

DAP12 是一种跨膜适配器，引发多种信号介质的蛋

白酪氨酸磷酸化，可接受上游免疫受体 TREM2 的

信号被激活，介导下游 Syk-Pyk2 信号通路，该通路

可促进 β-catenin 的转录和翻译，推动细胞的增殖与

存活，最终激活小胶质细胞向 M2 型极化 [34]。有研

究 [35]表明在 MCAO/R 大鼠模型中，TREM2 信号通

路的激活可介导小胶质细胞向 M2 型极化，抑制神

经炎性级联反应，促进神经功能修复。Nrf2 通过调

控 TREM2 的基因表达，影响小胶质细胞的表型激

活 [9]。因此可以推断 Nrf2 可能通过启动 TREM2 转

录和翻译，激活下游信号分子 DAP12，并触发信号

级联反应从而调控小胶质细胞表型，进而影响小胶

质细胞功能和炎性反应。多项研究 [36-37]表明，激活

Nrf2/TREM2 通路可抑制促炎因子生成和促进抗

炎因子释放，调节局部炎性反应，缓解神经元凋亡，

这可能是该通路影响 MCAO/R 后学习记忆障碍的

原因之一。本研究通过 Western blot 实验证明电针

能够升高 CIRI后海马组织中下调的 Nrf2、TREM2、
DAP12 蛋白表达，同时抑制神经炎性反应，结合对

大鼠学习记忆功能改善的效果，可以推断“调神通

络”电针可改善 MCAO/R 学习记忆障碍大鼠的学

习记忆功能，其机制可能与激活海马 Nrf2/TREM2
信号通路有关。

本研究结果表明，CIRI 使 PSCI 大鼠海马中

Nrf2、TREM2、DAP12、TGF-β 蛋白表达降低，而电

针干预可以上调上述蛋白表达，说明“调神通络”电

针可调控炎性反应。其中 7 d 电针升高海马 Nrf2、
TREM2 蛋 白 表 达 量 ，而 下 调 代 表 M1 型 极 化 的

CD68+/Iba1+及促炎因子 TNF-α 水平，但尚未显著

上调代表 M2 型极化的 CD206+/Iba1+。表明此时

电针作用的核心机制为激活 Nrf2 介导的抗氧化应

激，缓解急性期炎性损伤。14 d 电针组显著上调海

马 Nrf2、TREM2、DAP12 蛋白表达，其中 TREM2
水平较 7 d 电针组进一步提高，并伴随 DAP12 同步

上 调，同时诱导小胶质细胞向 M2 型极化及促进  
TGF-β 等修复因子分泌，从而主导神经修复，加速

神经元结构重建及认知功能恢复，此时电针作用的

核心机制为 TREM2-DAP12 轴的持续激活。因此，

“调神通络”电针疗效的发挥依赖于刺激时间的累

积效应，提示干预周期与针刺神经保护效应间存在

正相关关系，故建议在临床治疗中可将干预周期适

当延长至 2~3 周，以使神经功能修复效果更优。

综上所述，本研究以 MCAO/R 后学习记忆障

碍大鼠海马小胶质细胞极化为切入点 ，以海马

Nrf2/TREM2 信号通路为研究方向，探讨“调神通

络”电针干预该模型在不同时间点调控小胶质细胞

极化的作用机制。研究结果表明，电针通过时序性

激活海马 Nrf2/TREM2 信号通路，在 MCAO/R 后

不同阶段动态调控小胶质极化，从而有效改善 CIRI
引起的学习记忆障碍。本研究的局限性：（1）未使

用 Nrf2 抑制剂验证该通路在电针发挥作用中的必

要性，未检测 DAP12 磷酸化等下游信号，未来可结

合基因敲除模型深化机制研究；（2）仅聚焦“调神通

络”的机制探索，未设普通电针对照组，故无法直接

比较其与常规取穴的优劣，在未来的研究中可在参

数统一前提下验证不同配穴的效应差异；（3）本研

究中 Morris 水迷宫实验的样本量较小，虽获得了统

计学差异，但结果可能存在偏倚，后续研究需扩大

样本量以增强结论的可靠性。
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