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摘  要 

目的：观察穴位埋线(CIAA)治疗对血管性痴呆(VaD)大鼠氧化应激水平的影响。方法：VaD大鼠模型的

建立采用改良的Pulsinelli’s四血管阻断法(4-VO)，使用随机数字法将造模成功的大鼠分为3组：模型组、

穴位埋线组、尼莫地平组，另设假手术组作为对照组。治疗20 d后，Morris水迷宫检测各组大鼠的学习

和记忆功能，苏木精–伊红(HE)染色观察海马CA1区神经细胞病理变化，酶联免疫吸附法(ELISA)检测血

清中NOX2含量，蛋白质印迹法(WB)检测海马中nNOS的蛋白表达，比色法检测脑海马中MDA、SOD、

NO的表达情况。结果：与假手术组比较，模型组大鼠平均逃避潜伏期延长、跨越平台次数减少，统计学

意义显著(P < 0.01)，与模型组比较，穴位埋线组平均逃避潜伏期缩短、跨越平台次数增加，统计学意义

显著(P < 0.05)；与模型组比较，穴位埋线组血清中NOX2含量降低，脑海马中nNOS蛋白表达水平显著降

低、SOD活力升高、MDA含量降低(均P < 0.05)，NO含量显著降低(P < 0.01)，差异均有统计学意义。结

论：穴位埋线法可能通过上调脑海马中SOD活性，降低MDA含量，提高NO生物利用率，从而降低VaD大

鼠脑组织氧化应激水平，延缓对神经细胞的损伤，改善VaD大鼠学习记忆功能。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of catgut implantation at acupoint on the level of oxidative 
stress in Vascular Dementia Rats. Method: VaD rat model was established by modified Pulsinelli’s 
four vessel occlusion. They were randomly divided into 3 groups: Model group, Catgut implanta-
tion at acupoint group, Nimodipine group, and set up another sham operation group as a control 
group. After 20 days of treatment, Morris water maze was used to detect the learning and memory 
function of the rats in each group; HE staining was used to observe the pathological changes of 
neurons in the hippocampal CA1 area; ELISA was used to detect the content of NOX2 in the serum; 
Western blotting was used to detect the protein expression of nNOS in the hippocampus; colori-
metric method was used to detect the expression of MDA, SOD and NO in the hippocampus. Result: 
Compared with the sham operation group, the average escape latency period of the model rats 
was extended, and the number of times exceeded the original platform decreased, which was sta-
tistically significant (P < 0.01). Compared with the model group, the average escape latency period 
of the burial line group was shortened, and the number of times exceeding the original platform 
increased, which was statistically significant (P < 0.05). Compared with the model group, the NOX2 
content in serum decreased, the expression level of nNOS protein in the cerebral hippocampus de-
creased significantly, the SOD vitality increased, and the MDA content decreased in the catgut im-
plantation at acupoint group. The differences were statistically significant (all P < 0.05), the con-
tent of NO was significantly reduced (P < 0.01). Conclusion: The method of catgut implantation at 
acupoint may enhance SOD activity, reduce MDA content and improve NO bioavailability, so as to 
reduce the level of oxidative stress in brain tissue of VaD rats, reduce nerve cell damage and apopto-
sis, and improve learning and memory function of VaD rats. 
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1. 引言 

血管性痴呆(Vascular Dementia, VaD)是指由各种基础的脑血管疾病进一步发展导致的以学习记忆及

认知障碍为主要症状的临床综合征。据流行病学调查，脑血管患者中继发 VaD 的概率为 26%，在 65 岁

以上的痴呆患者中，VaD 患者占 20%左右[1] [2]，且 VaD 是唯一临床可防治并且预后效果尚佳的痴呆性

疾病。我国作为老龄化人口逐步增加的国家，对 VaD 进行科学的预防和治疗，无论是对患者还是其家人

都有着重大的社会意义。穴位埋线(Catgut implantation at acupoint, CIAA)是传统针灸治疗的进一步拓展和

延伸，通过在一定的穴位上埋入可吸收外科线，使其对穴位产生长达 2 周甚至更久的持续性刺激，从而

起到疏经通络，调气和血的功能[3]。本课题组在之前的实验中验证了 CIAA 可以改善学习记忆功能，证
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实了 VaD 与炎性细胞因子存在关联，且 CIAA 可以通过缓解炎症反应改善 VaD 大鼠的症状[4] [5] [6]。
在此基础上本实验通过观察 CIAA 治疗后 VaD 大鼠学习记忆与空间探索能力、血清 NOX2 含量、海马组

织中 nNOS 蛋白的表达情况、MDA 含量及 SOD 活力，探讨 CIAA 对 VaD 大鼠氧化应激水平的影响与改

善学习记忆功能之间的机制，为今后临床预防 VaD 的发生和发展提供实验室依据。 

2. 实验材料与方法 

2.1. 实验动物 

健康 SD 大鼠 60 只，SPF 级，雄性，体重 180~200 g，购自长沙市天勤生物技术有限公司，许可证

号：SCXK(湘)2019-0014。实验获得贵州中医药大学动物实验伦理委员会批准。 

2.2. 主要实验仪器与试剂 

可吸收外科缝合线(中国中医研究院众益科技有限公司)；微型动脉夹(安徽淮北正华生物仪器设备有

限公司)；尼莫地平片(亚宝药业；批号：201803)；NOX2/iNOS (诱导型一氧化氮合成酶) ELISA 检测试剂

盒(武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号：E-EL-R0520c)；BCA 蛋白定量试剂盒(康为世纪生物科

技有限公司，批号：CW0014)；一步法快速 WB 试剂盒(兔)、一步法快速 WB 试剂盒(鼠)、山羊抗兔工作

液(康为世纪生物科技有限公司，批号：CW02029、CW02030、CW0103)；MDA 检测试剂盒、SOD 检测

试剂盒、NO 检测试剂盒(南京建成，型号：A001-1-1、A003-1-1、A012-1-2)；电镜固定液(Servicebio，批

号：G1102)；超薄切片机(Leica，型号：Leica UC7)；透射电子显微镜(HITACHI, HT7800)。 

2.3. 造模、分组及治疗方法 

2.3.1. 造模方法及分组 
VaD 大鼠模型的建立采用改良的 Pulsinelli’s 四血管阻断法(four-vessel occlusion, 4-VO) [7]，术前 12 h

禁食，不禁水。具体操作：用 3%戊巴比妥钠 40 mg/kg 给大鼠进行腹腔内注射麻醉，固定在操作台上，

于背侧颈正中处将双侧第一颈椎横突翼小孔露出，以向上穿行的神经作为标志物，用电凝针将双侧椎动

脉烧灼，使其永久性闭塞。24 h 后再进行一次腹腔麻醉，仰卧固定，腹侧颈正中切口，钝性分离双侧的

颈总动脉，微型动脉夹夹闭双侧颈总动脉 5 min，间隔 l h，重复夹闭三次。以阻断血管后 1~2 min 内出现

瞳孔散大，虹膜变白为标准判定造模成功。将成活且造模成功的大鼠随机分为模型组、穴位埋线组、尼

莫地平组。另设假手术组不进行椎动脉烧灼和颈总动脉夹闭，其余处理同上，保证每组至少 10 只。所有

操作结束后，给予适量青霉素预防感染，注意术后保温，待大鼠自然清醒，常规饲养。 

2.3.2. 治疗方法 
造模成功后第 8 天进行治疗，连续 20 天。穴位埋线组选取百会穴、膈俞穴、气海穴、三阴交穴、膻

中穴，选穴定位参考《大鼠穴位图谱的研制》[8]及《实验针灸学》[9]，将大鼠麻醉后，穴位皮肤消毒，

使用埋线工具将可吸收外科缝线按常规埋线方法进行，置于穴位内；尼莫地平组给予尼莫地平溶液按照

20 mg/(kg·d)的治疗量进行灌胃，每日 1 次；模型组和假手术组均按照 1 ml/100g 的用量给予蒸馏水灌胃，

每日 1 次。 

2.4. 观察指标及方法 

2.4.1. Morris 水迷宫检测学习记忆 
治疗结束后大鼠经过学习引导与环境适应后进行为期一周的水迷宫测试，1~6 d 每日进行定向航行试

验一次，检测大鼠的学习记忆功能，按照象限顺序，从每个象限池壁中点到池壁依次将大鼠放入水中，
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记录 60 s 内大鼠爬上平台的时间记为逃避潜伏期，超过 60 s 记录为 60 s；第 7 天撤掉平台进行空间探索

试验，记录 90 s 内大鼠在第三象限游泳时间和穿越平台次数。数据由电脑自动采集。 

2.4.2. HE 染色观察海马 CA1 区神经细胞形态学 
行为学检测后，每组随机抽取 1 只大鼠，腹腔注射麻醉，暴露胸腔，从心尖处将注射器插入升主动

脉，用 500 ml 生理盐水冲洗，然后用 4%多聚甲醛行灌注固定，取出大鼠脑组织，分离双侧海马，将海

马置于多聚甲醛溶中再固定 48 h，经石蜡包埋、切片后行苏木精–伊红(HE)染色，在光镜下观察各组大

鼠海马 CA1 区的神经细胞形态学变化。 

2.4.3. ELISA 检测血清 NOX2 含量 
3%戊巴比妥钠麻醉大鼠，于腹股沟处消毒，剪开皮肤，行股动脉采血。全血样品于室温放置 2 h 后

于 1000 × g 离心 20 min，取上清并按照 ELISA 试剂盒说明书进行严格操作，在 450 nm 波长处测量 OD
值，带入标准曲线方程，计算出各样本浓度，以( x s± )表示各组血清 NOX2 含量。 

2.4.4. WB 检测脑海马中 nNOS 蛋白的表达 
干预结束后，各组大鼠经腹腔注射麻醉后，迅速断头取脑，于冰袋上分离出双侧海马组织，放入−80℃

冰箱冻存备用。用预冷放射免疫沉淀法(RIPA)裂解液提取总蛋白，二喹啉甲酸(BCA)法定量上清液蛋白浓

度。余后步骤严格按照试剂盒说明书操作。采用 Gel-Proanalyzer4 图像分析软件测定各带的灰度值做定量

分析，结果以目的蛋白与内参蛋白的比值表示。 

2.4.5. 比色法检测脑海马中 MDA、SOD、NO 的表达 
按 2.4.4 中方法取海马组织后，分别用 MDA 检测试剂盒(硫代巴比妥酸法)、SOD 检测试剂盒(黄嘌呤

氧化法)、NO 检测试剂盒，按照说明书严格操作测定脑海马中 MDA、SOD、NO 水平。 

2.4.6. 透射电镜观察大鼠脑海马 CA1 区超微结构 
按 1.4.4 中方法取海马组织后，用手术刀在培养皿的固定液中进行切割成 1 mm3的小组织块，再 4℃

继续固定。PBS 冲液漂洗 3 次，每次 15 min。1%锇酸避光室温固定 2 h。冲洗后，组织依次入 30%→50%
→70%→80%→95%→100%→100%酒精上行脱水，每次 20 min；100%丙酮两次，每次 15 min。树脂渗透

包埋聚合，于超薄切片机切片。2%醋酸铀饱和酒精溶液避光染色 8 min，清洗；2.6%枸橼酸铅溶液避二

氧化碳二次染色。透射电子显微镜下观察，采集图像。 

2.5. 统计学分析 

应用 SPSS 25.0 统计分析软件进行统计学分析。多组间比较用单因素方差分析(one-way ANOVA)或非

参数检验(Non parametric tests)，再进行两两比较，计量资料均用数据用( x s± )表示。P < 0.05 为差异有统

计学意义。 

3. 结果 

3.1. 各组定位航行及空间探索结果比较 

与假手术组比较，模型组大鼠平均逃避潜伏期延长、跨越平台次数减少，统计学意义显著(P < 0.01)，
与模型组比较，穴位埋线组平均逃避潜伏期缩短、跨越平台次数增加，统计学意义显著(P < 0.05)，穴位

埋线组与尼莫地平组统计学无差异(P > 0.05)，表明经过穴位埋线治疗后，能够明显改善 VaD 大鼠学习和

记忆能力，如表 1。各组大鼠第 7 天空间探索情况图 1。 
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Table 1. The average escape latency, esidence time in target area, the times across platform of each group of rats ( x s± ) 
表 1. 各组大鼠平均逃避潜伏期、目标区域停留时间、穿越平台次数( x s± ) 

组别 例数 平均逃避潜伏期(s) 目标区域停留时间(s) 穿越平台次数(次) 

假手术组 10 23.46 ± 7.36 37.45 ± 7.03 7.42 ± 1.19 

模型组 10 43.92 ± 3.42** 22.46 ± 7.45** 1.46 ± 0.87** 

穴位埋线组 10 29.71 ± 6.09# 29.36 ± 6.37# 4.37 ± 1.06# 

尼莫地平组 10 27.47 ± 6.81 30.54 ± 8.25 4.94 ± 0.74 

注：与假手术组比较，*P < 0.05，**P < 0.01；与模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01。 
 

 
Figure 1. Space exploration of rats in each group 
图 1. 各组大鼠空间探索情况 

3.2. 各组大鼠海马 CA1 区神经细胞 HE 染色结果 

假手术组神经细胞整体形态正常，边界清楚，结构完整，细胞质丰富，细胞核清晰，细胞排列整齐

致密；模型组锥体细胞数量明显减少，并且大部分变性坏死，细胞结构模糊不清，核固缩深染；穴位埋
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线组锥体细胞数目略微减少，少量锥体细胞变性坏死；尼莫地平组锥体细胞数目减少，排列疏松紊乱。

结果见图 2。 
 

 
Figure 2. Rat hippocampal CA1 neurons morphological changes 
图 2. 大鼠海马 CA1 区神经细胞形态学改变 

3.3. 各组血清 NOX2 含量结果 

模型组与假手术组比较血清 NOX2 含量显著升高(P < 0.01)，说明造模后出现氧化应激反应；经过治

疗后，穴位埋线组血清中 NOX2 含量与模型组显著降低(P < 0.01)，证实了穴位埋线可以缓解氧化应激反

应。结果见表 2。 
 

Table 2. The levels of NOX2 in the serum ( x s± ) 
表 2. 血清中 NOX2 含量( x s± ) 

组别 例数 NOX2 (ng/ml) 

假手术组 6 2.15 ± 0.44 

模型组 6 10.03 ± 0.35** 

穴位埋线组 6 3.59 ± 0.27## 

尼莫地平组 6 3.67 ± 0.27 

注：与假手术组比较，*P < 0.05，**P < 0.01；与模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01。 

3.4. 各组脑海马中 nNOS 蛋白的表达情况 

与假手术组比较，模型组脑海马中 nNOS 蛋白表达水平显著升高(P < 0.01)；与模型组比较，尼莫地

平组和穴位埋线组脑海马中 nNOS 蛋白表达水平显著降低(P < 0.05)；尼莫地平组和穴位埋线组之间蛋白

表达水平无明显差异(P > 0.05)，说明穴位埋线治疗效果明确。结果见图 3。 

3.5. 各组脑海马中 MDA、SOD、NO 的含量 

与假手术组比较，模型组脑海马中 SOD 活力显著降低，MDA 含量、NO 含量显著升高(P < 0.01)；
与模型组比较，穴位埋线组脑海马中SOD活力升高、MDA含量降低(P < 0.05)，NO含量显著降低(P < 0.01)，
尼莫地平组脑海马中 SOD 活力显著升高，MDA 含量、NO 含量显著降低(P < 0.01)；尼莫地平组和穴位

埋线组之间水平无明显差异，说明穴位埋线可以改善脑海马中氧化应激反应。结果见表 3。 

×100

×400

假手术组 模型组 穴位埋线组 尼莫地平组
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Figure 3. The expression of nNOS protein in hippocampal  
图 3. 脑海马中 nNOS 蛋白的表达情况 

 
Table 3. The expression of MDA, SOD, NO in hippocampal ( x s± ) 
表 3. 脑海马中 MDA、SOD、NO 含量( x s± ) 

组别 例数 SOD 活力(U/mg) MDA 含量(nmol/mg) NO 含量(μmol/L) 

假手术组 3 494.40 ± 19.70 0.53 ± 0.16 4.73 ± 2.70 

模型组 3 376.34 ± 2.29** 2.24 ± 0.16** 36.26 ± 9.00** 

穴位埋线组 3 423.23 ± 3.36# 1.61 ± 0.22# 16.89 ± 8.44## 

尼莫地平组 3 441.18 ± 19.71## 1.16 ± 0.17## 10.13 ± 6.19## 

注：与假手术组比较，*P < 0.05，**P < 0.01；与模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01。 

4. 讨论 

VaD 是由于年龄、遗传、吸烟、高血压等因素导致脑血管疾病进而发展为神经功能损伤，以学习记

忆障碍为最典型也是最为严重的临床症状。传统医学上，VaD 属于痴呆症的范畴，病理性质为本虚标实，

本虚为气血亏虚，标实为气、火、痰、瘀内阻于脑。本题组所选穴位中，百会穴为督脉、足太阳膀胱经

的交会穴，属督脉，居巅顶部，而脑为髓海，故而与大脑功能关系密切，又总督一身之阳，故可开窍醒

神、通达阴阳。膈俞穴属足太阳膀胱经，为八会穴之血会，可理气通脉、活血补血。气海穴属任脉，生

气之海，元气由存，故可培补元气、调理气机。三阴交穴属足太阴脾经，是足三阴经的交会处，经脉闭

塞，泻之可通，故可健脾理血、益肾平肝。膻中穴属任脉，为心包之募穴，八会穴之气会，募集心包经

气血，故可行气活血通络。五穴组合，共奏益气活血，补虚扶正，充髓养脑之功。 
目前的研究尚不清楚 VaD 的发病机制，但可以确定氧化应激(Oxidative stress, OS)是其中之一，氧化

和抗氧化之间的失衡也是 VaD 发生发展的重要因素。研究表明，OS 使抗氧化剂和活性氧(Reactive oxygen 
species, ROS)的比例失衡，组织中存在的大量氧自由基会产生不饱和脂肪酸导致神经元细胞膜通透性和包

膜内外渗透压改变，进而发生细胞水肿，出现神经元坏死和功能障碍[10]。体内产生的氧自由基远远超过
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内源性抗氧化能力，使细胞膜过氧化，也会导致内皮细胞、胶质细胞结构受损，神经血管解偶联，致使

局部脑血流量降低，发生认知障碍[11]。过多的 ROS 又破坏线粒体功能，加重脑部缺血缺氧和 OS [12]，
进一步加重神经损伤和认知障碍。 

NAPDH 氧化酶家族(NOXs)是 ROS 的主要来源之一，包括 NOX1~NOX5 等七种亚型。研究表明，

在慢性低灌注、脑缺血再灌注等脑血管损伤模型中，NOX 活性和 NOX 亚型表达增加，认知功能受损，

其中 NOX2 在神经血管中是 OS 的主要来源，通过在血管病理模型中调节内皮功能、血管张力发挥主导

作用[13]，NOX2 的过量产生可能导致 VAD 的海马神经元损伤、内皮功能障碍和神经血管偶联受损。一

氧化氮合酶(NOS)有三种亚型，包括诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、内皮型一氧化氮合酶(eNOS)和神经型

一氧化氮合酶(nNOS)，其中具有神经毒性的 nNOS 可以催化产生内源性 NO，可负向调控神经干细胞的

增殖与分化，主要表达在神经元中。本次实验中，与模型组相比，NOX2 和 nNOS 均在穴位埋线治疗后

表达降低，可以表明脑内氧化应激损伤得到调节。 
超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase, SOD)和丙二醛(Malondialdehyde, MDA)都是重要的氧化应激

指标之一。脑组织中 SOD 的含量代表组织的抗氧化能力，SOD 可清除机体内自由基，是一种作用于氧

化和抗氧化之间的平衡的重要内源性抗氧化酶，抑制 OS，减轻过氧化物对内皮细胞及神经细胞的损伤

[14]。MDA 是氧自由基和生物膜上多不饱和脂肪酸脂质过氧化的最终产物，是评估脑组织遭受氧自由基

的损伤程度及氧化应激水平的重要指标[15] [16]。一氧化氮(NO)是一种调节多种生理通路的信号分子。

NO 与动脉粥样硬化保护作用有关，作为细胞信使分子参与血管张力及局部血流的调节，可以舒张血管，

减少血小板的聚集和活化[17]。NO 可以与体内超氧阴离子( 2O− )反应，形成可以造成神经细胞严重的氧化

应激损伤的氧化剂，超氧亚硝酸根离子(ONOO−)，从而减少 NO 的生物利用度，破坏神经血管偶联功能，

导致 VaD [18]。本次实验中，经过穴位埋线治疗后，与模型组比较，SOD 活力升高，MDA 含量降低，

NO 含量降低，说明 CIAA 可以缓解氧化应激损伤。 

综上所述，CIAA 可能通过抑制 NOX2 产生过量的 ROS，增强 SOD 的活性清除多余 ROS，降低 MDA
的含量，减少 nNOS 生成导致过量的 NO 产生，提高 NO 的生物利用率，来改善 VaD 大鼠学习记忆功能，

提高体内抗氧化能力，减少氧化应激对 VaD 大鼠脑组织的损伤，平衡 ROS 与抗氧化剂，减轻神经细胞

损伤，抑制凋亡，为开展进一步的临床防治研究提供了一定的实验基础。 
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