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电针对快速老化小鼠海马区髓鞘及 Rac1/PAK1/
LIMK1/cofilin 信号通路的影响
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【摘　要】　目的：观察电针对快速老化 SAMP8 小鼠学习记忆能力、海马区髓鞘及 RAS 相关 C3 肉毒杆菌毒

素底物 1（Rac1）/P21-活化激酶 1（PAK1）/LIM 激酶 1（LIMK1）/丝切蛋白（cofilin）信号通路的影响，从细胞

骨架角度探讨电针改善阿尔茨海默病的作用机制。方法：将 8 月龄的 SAMP8 雄性小鼠随机分为模型

组、电针组，每组 9 只；同龄的雄性 SAMR1 小鼠 9 只为对照组。电针组电针“大椎”“肾俞”，针刺“百会”，

20 min/次，每日 1 次，8 d 为 1 个疗程，共 3 个疗程。采用 Morris 水迷宫检测小鼠学习记忆能力；LFB 染色法

观察小鼠海马区髓鞘形态结构；鬼笔环肽染色法观察小鼠海马区细胞骨架；实时荧光定量 PCR 法检测小鼠

海马组织 Rac1、PAK1、LIMK1、cofilin 的 mRNA 表达水平；Western blot 法检测小鼠海马组织髓鞘碱性蛋白

（MBP）、Rac1、PAK1、磷酸化 PAK1（p-PAK1）、LIMK1、磷酸化 LIMK1（p-LIMK1）、cofilin、磷酸化 cofilin
（p-cofilin）的蛋白表达。结果：与对照组比较，模型组逃避潜伏期延长（P<0.01），穿越原平台次数及原平台

象限停留时间减少（P<0.01）；海马区 LFB 染色变浅，纤维排列疏松；海马区细胞骨架荧光强度减弱（P<
0.01）；海马组织 Rac1、PAK1、LIMK1、cofilin 的 mRNA 表达水平，海马组织 MBP、Rac1 蛋白相对表达量及

p-PAK1/PAK1、p-LIMK1/LIMK1、p-cofilin/cofilin 蛋白相对表达量比值均降低（P<0.01）。与模型组比较，

电针组逃避潜伏期缩短（P<0.01，P<0.05），穿越原平台次数及原平台象限停留时间增加（P<0.01）；海马区

LFB 染色加深，髓鞘纤维排列规整；海马区细胞骨架荧光强度增强（P<0.01）；海马组织 Rac1、PAK1、
LIMK1、cofilin 的 mRNA 表 达 水 平，海 马 组 织 MBP、Rac1 蛋 白 相 对 表 达 量 及 p-PAK1/PAK1、p-LIMK1/
LIMK1、p-cofilin/cofilin 蛋白相对表达量比值均升高（P<0.01，P<0.05）。结论：电针可以改善 SAMP8 小鼠

学习记忆能力，其机制可能与激活 Rac1/PAK1/LIMK1/cofilin 信号通路的表达，促进细胞骨架重组，影响髓

鞘功能有关。
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its mechanisms underlying improvement of Alzheimer’s disease （AD） from the perspective of the cytoskeleton. 

Methods　Male SAMP8 （AD） mice were randomly divided into model group and EA group， with 9 mice in each group， 

and 9 male SAMR1 mice of the same age were used as the control group. The mice in the EA group received EA at 

“Dazhui” （GV14） and “Shenshu” （BL23） and punctured at “Baihui” （GV20） for 20 min， once per day， for 24 d， 

rest for 2 d after every 8 d of treatment. The Morris water maze test was used to observe the learning-memory ability. 

The Luxol fast blue （LFB） staining was used to observe the myelin sheath， and the phalloidin staining was used to 

observe the cytoskeleton in the hippocampus tissue. The mRNA expression levels of Rac1， PAK1， LIMK1， and cofilin 

were detected using real-time fluorescence quantitative PCR， and the protein expression levels of myelin basic protein 

（MBP）， Rac1， PAK1， phosphorylated （p）-PAK1， LIMK1， p-LIMK1， cofilin， and p-cofilin in the hippocampal tissue 

were detected using Western blot. Results　 Compared with the control group， the model group showed an obvious 

increase in the escape latency （P<0.01）， and a significant decrease in the number of the original platform -crossing， the 

swimming time in the original platform quadrant， cytoskeleton fluorescence intensity， mRNA expression levels of Rac1， 

PAK1， LIMK1， and cofilin， and protein expression levels of MBP and Rac1， and the ratios of p-PAK1/PAK1， p-LIMK1/

LIMK1， and p-cofilin/cofilin in the hippocampus tissue （P<0.01）. Following EA intervention， the increased level of 

escape latency and the decreased levels of the number of the original platform -crossing， the swimming time in the 

original platform quadrant， cytoskeleton fluorescence intensity， and the expression levels of Rac1， PAK1， LIMK1， and 

cofilin mRNAs， and the expression levels of MBP and Rac1 proteins， and the ratios of p-PAK1/PAK1， p-LIMK1/LIMK1， 

and p-cofilin/cofilin were reversed （P<0.01， P<0.05）. LFB staining showed disordered and loose arrangement of the 

fibers with vacuoles in the model group. Compared with the model group， the number of myelin fibers was increased 

with the fibers arranged in relatively regular order in the EA group， suggesting a reduction of the degree of 

demyelination. Conclusion　EA can improve the learning-memory ability of SAMP8 mice， which may be related to its 

functions in up-regulating the activity of Rac1/PAK1/LIMK1/cofilin signaling， and promoting the cytoskeletal 

reorganization to improve myelin function.

【KEYWORDS】　 Alzheimer’s disease； Electroacupuncture； Myelin； Cytoskeleton； Rac1/PAK1/LIMK1/cofilin 

signaling pathway

阿尔茨海默病（AD）是一种神经退行性疾病，

其典型表现为 β-淀粉样蛋白（Aβ）斑块沉积和 Tau
蛋白过度磷酸化形成神经原纤维缠结（NFTs）[1]。

研究表明，髓鞘功能下降是 AD 早期病理学变化之

一 [2]。髓鞘形成初期，双极形状的少突胶质前体细

胞（OPCs）逐渐分化为成熟的少突胶质细胞（OLs），

并螺旋包裹神经元轴突 [3]。细胞骨架动力学是驱动

髓鞘形成的主要决定因素 [4]，Rho-GTPases 家族成

员被认为是细胞骨架动力学的主要调节因子 [5]，其

中 RAS 相关 C3 肉毒杆菌毒素底物 1（Rac1）/P21-活

化激酶 1（PAK1）/LIM 激酶 1（LIMK1）/丝切蛋白

（cofilin）信号通路是介导 Rho-GTPases 调节细胞骨

架的主要通路之一。

电针结合传统针刺与现代电生理技术，可有效

改善 AD 患者的认知能力 [6-8]。研究 [9]表明，针刺能够

促进 OPCs 增殖分化形成 OLs，进而驱动髓鞘再生，

且电针能够调控细胞骨架稳定性，起到保护脑的作

用 [10]，但关于电针通过 Rac1/PAK1/LIMK1/cofilin
信号通路和细胞骨架影响髓鞘功能却鲜有报道。

本课题组前期研究 [11-13]表明，“益肾调督”电针法能

够改善 AD 模型 SAMP8 小鼠的学习记忆能力和髓

鞘功能，本研究将进一步从髓鞘、细胞骨架及 Rac1/
PAK1/LIMK1/cofilin 信号通路的角度探讨电针改

善 AD 学习记忆能力的作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

8月龄雄性SAMP8小鼠 18只、SAMR1小鼠 9只，

体 质 量（35±5）g，购 于 杭 州 子 源 实 验 动 物 科 技

有限公司，生产许可证号：SCXK（浙）2019-0004。
动物饲养于福建中医药大学 SPF 级动物实验中心，

室温（23±2）℃，湿度（55±5）%，12 h/12 h明暗交替，

自由摄食饮水。适应性喂养 1 周后，按随机数字

表法将SAMP8小鼠分为模型组（9只）、电针组（9只），

SAMR1 小鼠为对照组（9 只）。实验过程中对动物

的处置符合《关于善待实验动物的指导性意见》

及相关规定 [14]，且已通过福建中医药大学动物伦理

委员会审核（审批号：2023143）。

1.2　主要仪器与试剂

华佗牌针灸针（0.25 mm×13 mm，苏州医疗用

品厂），G6805-Ⅰ型电针仪（青岛鑫升），电泳仪、化学
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发光成像系统、荧光定量 PCR 仪（美国 Bio-Rad），冰

冻 切 片 机 、PCR 扩 增 仪（美 国 Thermo Fisher 
Scientific），光学显微镜（日本 Olympus），荧光显微镜

（德国 Leica），Morris水迷宫检测系统（上海欣软）。

髓鞘碱性蛋白（MBP）抗体（美国 Cell Signaling 
Technology），Rac1 抗体、PAK1 抗体、LIMK1 抗体、

cofilin 抗体、β -actin 抗体、HRP 标记的山羊抗兔二

抗、HRP 标记的山羊抗鼠二抗（武汉三鹰），磷酸

化（p）-PAK1 抗体、p-cofilin 抗体（上海 Abmart），

p-LIMK1 抗 体（江 苏 Affinity），鬼 笔 环 肽（美 国

Thermo Fisher Scientific），LFB 髓鞘染色试剂盒（北

京索莱宝），RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒、荧光

定量 PCR 试剂盒（湖南艾科瑞）。

1.3　干预方法

电针组：小鼠于 8 月龄时进行干预，使用自制的

网兜及固定装置，俯卧位固定，参照《实验针灸学》[15]

进行取穴，“百会”位于顶骨正中，“大椎”位于第 7 颈

椎棘突下，“肾俞”位于第 2 腰椎棘突下。“百会”向前

斜刺 2 mm，“大椎”向下斜刺 2~3 mm，“肾俞”向脊

柱斜刺 3~4 mm。其中“大椎”“肾俞”（两侧隔日交

替）连接电针仪，连续波，频率 2 Hz，刺激强度为

1.5~2 mA，以小鼠肢体微颤不嘶叫为宜。每次

20 min，每日 1次，8 d为 1个疗程，疗程之间间隔 2 d，
共治疗 3 个疗程。模型组、对照组：仅进行同等抓

取、固定，但不予针刺。

1.4　观察指标及检测方法

Morris 水迷宫实验检测小鼠学习记忆能力：干

预结束后次日进行水迷宫检测，为期 8 d。第 1~
2 天对小鼠进行适应性训练；第 3~7 天进行定位巡

航实验，记录各组小鼠从入水到找到逃生平台的逃

避潜伏期；第 8 天进行空间探索实验，撤掉逃生平

台，记录各组小鼠穿越原平台次数及原平台象限停

留时间。

组织取材：行为学检测结束后，各组随机取 3 只

小鼠，采用 0.3% 戊巴比妥钠（30 mg/kg）进行腹腔

注射麻醉，随后从心尖处注射 0.9% 氯化钠溶液至

肝脏变白，4% 多聚甲醛溶液灌注至小鼠四肢及躯

体僵硬，快速取出全脑，将其置于 4% 多聚甲醛溶液

中固定 24 h 后，进行蔗糖溶液梯度脱水，OCT 包埋，

冠状位切片，厚度为 20 μm，-80 ℃保存，用于 LFB
染色及鬼笔环肽染色。每组剩余 6 只小鼠麻醉后断

头取脑，剥离海马组织用于实时荧光定量 PCR 及

Western blot检测。

LFB 染色法观察小鼠海马区髓鞘改变：取出冰

冻切片复温 20 min，依次放入 PBS 和纯水中浸洗

5 min，随后将切片放入 LFB 染液，于 60 ℃烘箱浸

染 3 h，经 95% 乙醇、纯水洗涤 5 min，在分化液和

70% 乙醇中反复浸泡切片进行背景分化，至背景颜

色变浅，终止分化，中性树脂封片。光学显微镜下

观察小鼠海马区髓鞘改变。

鬼笔环肽染色法观察小鼠海马区细胞骨架改

变：冰冻切片复温后，PBS 中洗涤 7 min×3次。滴加

1% TritonX-100，室温破膜 20 min，PBS洗涤 5 min×
3 次，5% 牛血清白蛋白室温封闭 30 min，滴加鬼笔

环肽（1∶500）置于 4 ℃摇床孵育过夜。次日复温

15 min，PBS 洗涤 5 min×3 次，封片。荧光显微镜下

观察并拍照，使用 Image J 软件分析对应的绿色荧

光强度。

实 时 荧 光 定 量 PCR 法 检 测 小 鼠 海 马 组 织

Rac1、PAK1、LIMK1、cofilin 的 mRNA 表达水平：每

只小鼠取海马组织 10 mg，充分研磨，使用试剂盒提

取 RNA，测定 RNA 浓度及纯度。按照试剂盒说明

书配置反转录体系，将 RNA 反转录为 cDNA。再配

置 PCR 扩增体系，扩增程序为：95 ℃预变性 30 s；
95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s，共 40 个循环。以 GAPDH 为内

参，采用 2-△△Ct法计算目的基因的相对表达量，并进

行归一化处理。引物设计及合成由湖南艾科瑞生

物有限公司提供，引物序列见表 1。
Western blot 法检测小鼠海马组织 MBP、Rac1、

p-PAK1、PAK1、p-LIMK1、LIMK1、p-cofilin、cofilin

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

Rac1

PAK1

LIMK1

cofilin

GAPDH

序列（5'→3'）

上游 ATGCAGGCCATCAAGTGTGT
下游 TGTGTCCCATAGGCCCAGAT

上游 ATAACACCACTCCGCCAGATG
下游 CCACACTCACTATGCTCCGTAAT

上游 GGCGAGGTGATGGTGATGAA
下游 CTTGTAGAGCACTCCGATGAACTT

上游 GCTCAGGTCTTCAGTTGCTCTT
下游 CCTCCAGGATGATGTTCTTCTTGT

上游 TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
下游 TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG

产物长

度/bp

174

111

132

199

150

注：Rac1 为 RAS 相关 C3 肉毒杆菌毒素底物 1，PAK1 为

P21-活化激酶 1，LIMK1 为 LIM 激酶 1，cofilin 为丝切蛋白。
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的蛋白表达水平：取每只小鼠海马组织 20 mg，加入

裂解液匀浆处理后，冰上裂解 30 min，低温高速离心

10 min，取上清液，进行 BCA 蛋白定量，将样品稀释

到同一浓度，加入 5×蛋白上样缓冲液，100 ℃加热

10 min 充分变性。经电泳、转膜、封闭后，4 ℃摇床

加 入 一抗 β -actin （1∶8 000）、MBP（1∶1 000）、Rac1
（1:1 000）、p-PAK1（1∶1 000）、PAK1（1∶3 000）、

p-LIMK1（1∶1 000）、LIMK1（1∶5 000）、p-cofilin
（1∶1 000）、cofilin（1∶10 000）孵 育 过 夜 。 次 日 洗

膜后，二抗（1∶10 000）常温孵育 2 h。采用 ECL 显

影液进行显影，Image J 软件分析条带，得出目的蛋

白和内参 β-actin 的灰度值，以目的蛋白条带灰度值

与内参条带灰度值的比值为目的蛋白的相对表达

量，并以对照组为标准进行归一化处理。

1.5　统计方法

运用 SPSS24.0 软件进行数据分析，GraphPad 
Prism 8 绘制统计图。计量资料以均数 ± 标准差

（x̄±s）表示。水迷宫平均逃避潜伏期采用重复测量

的方差分析，其余计量资料符合正态分布采用单因

素方差分析，方差齐时组间两两比较选用 LSD 法，

方差不齐选用 Games Howell 法。以 P≤0.05 为差

异具有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组小鼠 Morris水迷宫实验结果比较

各组小鼠逃避潜伏期随训练天数增加而缩短。

与对照组比较，模型组小鼠的逃避潜伏期延长（P<
0.01），穿越原平台次数及原平台象限停留时间减少

（P<0.01）；与模型组比较，电针组小鼠逃避潜伏期

缩短（P<0.01，P<0.05），穿越原平台次数及原平台

象限停留时间增加（P<0.01）。见图 1。
2.2　各组小鼠海马区髓鞘染色比较

LFB 染色显示正常髓鞘白质纤维呈深绿色，脱

髓鞘表现为颜色缺失。对照组小鼠海马区 LFB 染

色显示为深绿色，髓鞘纤维呈现致密有序分布。与

对照组比较，模型组染色变浅，纤维排列呈现紊乱

疏松，并伴有空泡出现；与模型组比较，电针组染色

加深，髓鞘纤维数量增加且规整排列，提示髓鞘脱

失程度减轻。见图 2。
2.3　各组小鼠海马区细胞骨架染色比较

与对照组比较，模型组小鼠海马区细胞骨架

荧光强度减弱（P<0.01）；与模型组比较，电针组

小鼠海马区细胞骨架荧光强度增强（P<0.01）。

见图 3。

2.4　 各 组 小 鼠 海 马 组 织 Rac1、PAK1、LIMK1、
cofilin mRNA 表达比较

与对照组比较，模型组小鼠海马组织 Rac1、
PAK1、LIMK1、cofilin 的 mRNA 表 达 降 低（P<
0.01）；与模型组比较，电针组小鼠海马组织 Rac1、
PAK1、LIMK1、cofilin 的 mRNA 表 达 升 高（P<
0.01）。见图 4。
2.5　 各 组 小 鼠 海 马 组 织 MBP、Rac1、p-PAK1、
PAK1、p-LIMK1、LIMK1、p-cofilin、cofilin 蛋白表达

比较

与对照组比较，模型组海马组织 MBP、Rac1 蛋

白 相 对 表 达 量 及 p-PAK1/PAK1、p-LIMK1/
LIMK1、p-cofilin/cofilin 蛋白相对表达量比值降低
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图 1　各组小鼠 Morris水迷宫实验结果比较

（x̄±s，9只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of Morris water maze test results of 

mice in the 3 groups （x̄±s， 9 mice/group）

对照组                                 模型组                                 电针组

注：图中深绿色为髓鞘，标尺=10 μm。

图 2　各组小鼠海马区髓鞘染色比较（LFB染色）

Fig. 2　Comparison of the neuronal demyelination in the 

hippocampus of mice in the 3 groups （LFB staining）
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（P<0.01）；与模型组比较，电针组海马组织 MBP、

Rac1 蛋白相对表达量及 p-PAK1/PAK1、p-LIMK1/
LIMK1、p-cofilin/cofilin 蛋白相对表达量比值升高

（P<0.05，P<0.01）。见图 5。

3　讨论

AD 归属于中医学的“呆病”“痴呆”范畴，病机

为本虚标实。标实多因痰瘀互结，痹阻脑络；本虚

盖由年老体衰或久病耗损，致肾精不足，脑髓失

养 [16]，进一步导致认知功能衰退 [17]。“益肾调督”法选

用“百会”“大椎”“肾俞”可有效改善 SAMP8 小鼠的

学习认知能力 [18]。百会位于巅顶，具有升提清阳、益

肾填髓、醒脑开窍的作用。百会是临床治疗 AD 最

常用的腧穴，且常与大椎配伍使用 [19]。大椎总督一

身之阳气，是升阳开窍、健脑调神的效穴。肾俞可

化生精髓通过足太阳膀胱经上输百会，入络脑中，

发挥聪脑益智之功效。三穴相配共奏醒脑开窍、益

肾调督的作用。

研究 [20-21]表明，髓鞘与 AD 关系密切。髓鞘是由

OLs 形成并包裹轴突的多层膜结构，OLs 损伤进一

步导致髓鞘损伤或脱髓鞘。Aβ 与 NFTs 均可影响

髓鞘的稳定性，促使白质病变的发展。研究 [22-23]表

明，AD 模型动物的视神经、胼胝体及海马组织中均

可见髓鞘形态的缺失与改变。髓鞘的主要成分为

脂质与蛋白质，MBP 约占髓鞘蛋白质总量的 30%，

是 OLs 特异性表达的标记蛋白。研究 [24]表明，小鼠

表现出学习和记忆受损时，其海马体积和 MBP 蛋

白表达减少。髓磷脂丢失和 MBP 含量降低会促进

Aβ42 沉积加速，增加淀粉样斑块形成 [25]。SAMP8
小鼠是研究 AD 和其他认知障碍最有价值的模型，

其在 8~10 月龄时，海马和其他脑区会显示出与年

龄相关的 AD 病理特征 [26-27]。本研究通过 Morris 水

迷宫实验观察小鼠学习记忆能力，结果显示，模型

组小鼠逃避潜伏期较对照组延长，原平台象限停留

时间及穿越次数明显少于对照组，提示模型组的学

习记忆能力减弱；经电针治疗后，小鼠学习记忆能

力得到改善。LFB 染色和 Western blot 结果显示，

模型组髓鞘白质纤维颜色变浅、纤维排列呈现紊乱

疏松，并伴有空泡出现，且模型组 MBP 表达显著下

降；电针治疗后，髓鞘染色明显加深，髓鞘纤维数量

增加且排列规整，提示髓鞘脱失程度改善，且 MBP
蛋白表达有所上调。以上结果表明电针能够改善

SAMP8 小鼠学习记忆能力和海马区髓鞘结构与功

能，这与本课题组前期研究结果一致 [14, 28-31]。

髓鞘形成的早期，细胞骨架可调控 OLs 的突起

与轴突接触并包裹轴突。当细胞受到一定刺激后，

细胞内游离的单体肌动蛋白（G-actin）彼此结合形

成聚合态肌动蛋白（F-actin），并通过自身螺旋形成
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活化激酶 1，LIMK1 为 LIM 激酶 1，cofilin 为丝切蛋白。

与对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01。
图 4　各组小鼠海马组织 Rac1、PAK1、LIMK1、cofilin 

mRNA表达比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of mRNA expressions of Rac1， PAK1， 

LIMK1 and cofilin in the hippocampus of mice in the 3 

groups （x̄±s， 6 mice/group）
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注：图中绿色为细胞骨架，下排图片为上排图片框选处放大图，上排标尺=100 μm，下排标尺=100 μm。

与对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01。
图 3　各组小鼠海马区细胞骨架染色比较（鬼笔环肽染色，x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of cytoskeletal staining in the hippocampus of mice in the 3 groups 

（phalloidin staining， x̄±s， 3 mice/group）

·· 618



针刺研究　2026 年  5 月　第  51 卷　第  5 期

微丝，进一步驱动髓鞘形成。研究 [32]报道，通过调控

细胞骨架，调节海马中 MBP 含量，可预防脱髓鞘疾

病。Rac1/PAK1/LIMK1/cofilin 信号是调控细胞骨

架的重要通路，其中 Rac1 是 Rho-GTPases 酶的一

种，不仅参与学习和记忆的形成，且其激活或抑制

状态可调控下游 PAK1、LIMK1 及 cofilin 活化，从而

调控细胞骨架 [33]。PAK1 及 LIMK1 属于丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶家族成员，可被上游 Rac1 激活并磷酸

化，从而调节 cofilin 活性。cofilin 是一种肌动蛋白结

合蛋白，其活性在 F-actin 的解聚和聚合过程中起

“开关”的作用 [34]。Rac1 通过激活 PAK1 产生磷酸化

PAK1，进一步激活磷酸化下游产物 LIMK1/cofilin
参与细胞骨架的调控 [35]。研究 [36]表明，激活 Rac1/
PAK1/LIMK1/cofilin 信号通路，可重塑细胞骨架，

改善 AD 模型小鼠的学习记忆能力。本实验结果显

示，模型组海马区细胞骨架损伤，电针治疗后，小

鼠海马区细胞骨架损伤程度得到改善。电针治疗

后 ，小鼠海马组织 Rac1、PAK1、LIMK1、cofilin 的

mRNA 表达显著上调，Rac1 表达及 p-PAK1/PAK1、
p-LIMK1/LIMK1、p-cofilin/cofilin 蛋白相对表达量

比值较模型组明显上升，提示电针上调了 SAMP8

小鼠海马组织 Rac1/PAK1/LIMK1/cofilin 信号。

综上所述，电针可改善 AD 模型 SAMP8 小鼠的

学习记忆能力，其机制可能与激活 Rac1/PAK1/
LIMK1/cofilin 信号通路，促进细胞骨架重组，影响

髓鞘功能有关。

利益冲突　所有作者声明不存在利益冲突。
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