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也摘要页 目的 观察运动预处理结合电针对血管性痴呆渊VD冤大鼠海马小胶质细胞极化尧髓系细胞触发受体 2渊TREM2冤/衔接蛋

白 DNAX激活蛋白 12渊DAP12冤的影响袁探讨运动预处理结合电针改善 VD 大鼠认知功能的可能机制遥 方法 将 90 只雄性 SD 大鼠

随机均分为非运动预处理组和运动预处理组袁非运动预处理组又均分为假手术组渊Sham 组冤尧模型组渊Model 组冤和电针组渊EA 组冤袁
运动预处理组又均分为运动预处理假手术组渊EP-Sham 组冤尧运动预处理模型组渊EP-Model组冤和运动预处理电针组渊EP-EA 组冤袁每
组 15 只遥 运动预处理组所有大鼠在造模前行不负重游泳运动训练 4 周袁每周 5 d袁每天 30 min遥 Model 组尧EP-Model 组尧EA 组和

EP-EA 组通过双侧颈总动脉永久性双重结扎法制备 VD 模型袁Sham 组和 EP-Sham 组只分离双侧颈总动脉不作结扎遥 造模后第 7
天袁EP-EA 组和 EA组大鼠进行为期 4 周的电针治疗渊电针百会尧大椎和双侧肾俞冤袁每周 6 d袁每天 30 min遥 于运动预处理前尧运动

预处理后及电针干预后袁采用 Morris水迷宫测试大鼠学习记忆能力袁罗克沙尔坚牢蓝染色观察大鼠海马 CA1 区髓鞘脱失情况袁免
疫荧光双标染色法检测大鼠海马 CA1 区诱导型一氧化氮合酶渊iNOS冤尧精氨酸酶 1渊Arg1冤与离子钙结合适配器分子 1渊Iba1冤共表达

水平袁Western blot法检测大鼠海马组织中 TREM2尧DAP12的表达水平遥结果 与 Sham组比较袁Model组大鼠平均逃避潜伏期延长尧
穿越平台次数减少渊P约0.05冤曰海马 CA1 区完整髓鞘数量明显降低袁髓鞘组织海绵状空泡样改变严重袁小胶质细胞胞质内可见大量髓

鞘碎片曰髓鞘脱失评分显示海马 CA1区髓鞘脱失增多渊P约0.05冤曰海马 CA1 区中 iNOS 与小胶质细胞标志物 Iba1共表达水平增加渊P约
0.05冤袁Arg1 与小胶质细胞标志物 Iba1共表达水平减少渊P约0.05冤曰海马中 TREM2尧DAP12蛋白表达下降渊P<0.05冤遥 与 Model 组比较袁
EA 组尧EP-Model组和 EP-EA 组大鼠平均逃避潜伏期缩短尧穿越平台次数增多渊P约0.05冤曰海马 CA1 区髓鞘较为完整袁排列较为整齐

和均匀曰髓鞘脱失评分显示海马 CA1区髓鞘脱失减少渊P约0.05冤曰海马 CA1 区中 iNOS 与 Iba1共表达水平减少渊P约0.05冤袁Arg1 与 Iba1
共表达水平增加渊P约0.05冤曰海马中 TREM2尧DAP12 蛋白表达升高渊P<0.05冤遥 与 EP-Model 组比较袁EP-EA 组大鼠平均逃避潜伏期缩

短尧穿越平台次数增多渊P<0.05冤曰髓鞘脱失评分显示海马 CA1 区髓鞘脱失减少渊P<0.05冤曰大鼠海马 CA1 区中 iNOS 与 Iba1 共表达水

平减少渊P约0.05冤袁Arg1与 Iba1共表达水平增加渊P<0.05冤曰海马中 TREM2尧DAP12蛋白表达升高渊P<0.05冤遥结论 运动预处理结合电针

可改善 VD大鼠的学习和记忆功能袁其机制可能是通过调控 TREM2尧DAP12蛋白表达袁促进海马小胶质细胞极化为 M2 型袁增强 M2
型小胶质细胞吞噬功能袁促进髓鞘碎片的清除遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of exercise pretreatment combined with electroacupuncture on hippocampal
microglial polarization and triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2)/DNAX-activating protein 12 (DAP12) in vascular
dementia (VD) rats, and to explore the possible mechanisms by which exercise pretreatment combined with electroacupuncture improves
cognitive function in VD rats. Methods Ninety male SD rats were randomly divided into non-exercise pretreatment group and
exercise pretreatment group. The non-exercise pretreatment group was further divided into sham-operated group (Sham group), model
group, and electroacupuncture group (EA group). The exercise pretreatment group was further divided into exercise pretreatment-sham
operation group (EP-Sham group), exercise pretreatment-model group (EP-Model group), and exercise pretreatment-electroacupuncture
group (EP-EA group), with 15 rats in each group. All rats in the exercise pretreatment group were subjected to unloaded swimming
exercise training for 4 weeks prior to model establishment, with training being conducted for 5 d per week and lasting 30 minutes
each day. VD models were established in the model group, EP-Model group, EA group, and EP-EA group through permanent
bilateral common carotid artery double ligation, while in the Sham group and EP-Sham group, only the bilateral common carotid
arteries were isolated without ligation. On the 7th day after model establishment, rats in the EP-EA group and EA group were
subjected to a 4-week course of electroacupuncture treatment [electroacupuncture at "Baihui (GV20)", "Dazhui (GV14)", and bilateral
"Shenshu (BL23)" acupoints], with the treatment being administered 6 d a week, 30 minutes each day. Morris water maze test was
used to test the learning and memory abilities of rats before exercise pretreatment, after exercise pretreatment and after
electroacupuncture intervention. Luxol fast blue staining was used to observe the demyelination in the hippocampal CA1 region of
the rats. Immunofluorescence double staining was used to measure the co-expression levels of inducible nitric oxide synthase
(iNOS), arginase 1 (Arg1), and ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1) in the hippocampal CA1 region of the rats. Western
blot was used to measure the expression levels of TREM2 and DAP12 in the hippocampal tissue of the rats. Results Compared
with the Sham group, the model group rats showed prolonged mean escape latency and decreased number of platform crossings (P<
0.05). The number of intact myelin sheaths in the hippocampal CA1 region significantly reduced, with severe spongiform vacuolar
changes in the myelin sheath tissue and a large amount of visible myelin debris in the cytoplasm of microglia. The myelin loss
score indicated an increase in myelin loss in the hippocampal CA1 region (P<0.05). The co-expression levels of iNOS and the
microglial marker Iba1 in the hippocampal CA1 region increased (P<0.05), while those of Arg1 and Iba1 decreased (P<0.05). The
protein expressions of TREM2 and DAP12 in the hippocampus decreased (P<0.05). Compared with the model group, rats in the EA,
EP-Model, and EP-EA groups showed shortened mean escape latency and increased number of platform crossings (P<0.05). The
myelin sheaths in the hippocampal CA1 region were relatively intact, with comparatively regular and uniform arrangement. The
myelin loss score indicated a decrease in myelin loss in the hippocampal CA1 region (P<0.05). The co-expression levels of iNOS
and Iba1 in the hippocampal CA1 region decreased (P<0.05), while those of Arg1 and Iba1 increased (P<0.05). The protein
expressions of TREM2 and DAP12 in the hippocampus were elevated (P<0.05). Compared with the EP-Model group, the EP-EA
group rats showed shortened mean escape latency and increased number of platform crossings (P<0.05). The myelin loss score
indicated a decrease in myelin loss in the hippocampal CA1 region (P<0.05). The co-expression levels of iNOS and Iba1 in the
hippocampal CA1 region decreased (P<0.05), while those of Arg1 and Iba1 increased (P<0.05). The protein expressions of TREM2
and DAP12 in the hippocampus were elevated (P<0.05). Conclusion Exercise pretreatment combined with electroacupuncture can
improve learning and memory functions in VD rats, and the underlying mechanism may involve regulating the TREM2 and DAP12
protein expressions, promoting the polarization of hippocampal microglia toward the M2 phenotype, enhancing the phagocytic
capacity of M2 microglia, and facilitating the clearance of myelin debris.

也运藻赠憎燥则凿泽页 vascular dementia; microglial polarization; exercise pretreatment; electroacupuncture; triggering receptor
expressed on myeloid cells 2; DNAX-activating protein 12
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血管性痴呆渊vascular dementia, VD冤是一种由

各种脑血管危险因素引起的以认知障碍和记忆丧失

为特征的进行性神经退行性疾病[1]袁在全球痴呆病

例中仅次于阿尔茨海默病[2]遥 目前袁对 VD 的防治尚

无特效处理方式袁西医治疗血管性痴呆缺乏特效药袁
现有药物仅能延缓病情进展袁且部分患者对药物反

应不佳袁还可能产生不良反应[3]遥 随着脑卒中存活率

的不断提高和人口老龄化的加剧袁VD 患病率逐年

上升袁且发病隐匿袁早期不易被发现袁其发生发展给

患者家庭和社会带来沉重的负担袁WHO 已将其防治

列为 21 世纪医学领域重点研究项目之一[4-5]遥
VD 发病机制复杂袁涉及中枢神经炎症尧兴奋性

氨基酸毒性尧氧化应激等病理改变[6]遥 其中袁慢性脑

血流灌注不足后海马组织缺血缺氧诱发的神经炎症

反应已成为 VD 发病的关键因素之一[7]遥作为中枢神

经系统中的免疫细胞袁小胶质细胞具有介导免疫炎

症反应尧吞噬凋亡坏死细胞和髓鞘碎片等功能袁在VD
中被激活[8-11]遥 在特定的环境或者诱导条件下袁小胶

质细胞可在 M1 型和 M2 型之间进行功能切换袁M1
型对 VD 起加剧作用袁M2 型对 VD 起保护作用[12-13]袁
故促进小胶质细胞由 M1 型向 M2 型转化有望成为

VD 治疗的新靶点遥 最新的神经免疫学研究显示袁髓
系细胞触发受体 2渊triggering receptor expressed on
myeloid cells 2, TREM2冤与衔接蛋白 DNAX 激活蛋

白 12渊DNAX-activating protein of 12 kDa, DAP12冤
结合参与小胶质细胞表型变化尧功能改变和吞噬作

用等多种病理生理过程袁已成为影响 VD 发病的重

要靶点[14-15]遥
临床上袁VD 目前尚未建立国际认可的标准化

治疗方案袁但该病却是痴呆类疾病中唯一可以预防

的类型[4]遥 其预防和早期干预具有重要意义袁与中医

学野治未病冶理念中野未病先防袁既病防变冶的思想契

合遥对 VD 病理机制及治疗方法的研究袁既往多聚焦

于对 VD 发病后的治疗袁仅体现野既病防变冶的单一

阶段遥 而将野未病先防袁既病防变冶思想贯穿袁动态持

续观察 VD 演变过程和治疗效果袁尚未见相关研究遥
课题组前期研究发现袁电针可通过多种途径促进VD
大鼠认知功能的恢复袁改善学习记忆能力曰运动预处

理亦可预防及延缓 VD 的发生发展[16-20]遥但两者联合

应用对 VD 的治疗效应袁及与海马小胶质细胞极化

的关系尚不清楚遥 本研究旨在观察运动预处理结合

电针对 VD 大鼠海马组织中小胶质细胞极化尧
TREM2 蛋白和 DAP12 蛋白表达的影响袁探讨运动预

处理结合电针可能发挥的脑保护作用机制袁为 VD的

临床防治策略提供一定的实验基础和理论依据遥
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

6~8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 90 只袁体质量为

180~200 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司[许可证号院SCXK(湘)2019-0004]袁于湖南中医药

大学实验动物中心饲养遥 室温 24~26 益袁相对湿度

50%~70%袁12 h/12 h 明暗交替环境袁自由摄食袁适
应性喂养 3 d遥将 90 只大鼠采用随机数字表法均分

为非运动预处理组和运动预处理组袁运动预处理组

进行 4 周无负重游泳运动训练遥 运动训练结束后袁
将非运动预处理组大鼠随机均分为假手术组渊Sham
组冤尧模型组渊Model组冤和电针组渊EA 组冤袁运动预处理

组大鼠随机均分为运动预处理假手术组渊EP-Sham
组冤尧运动预处理模型组渊EP-Model 组冤和运动预处

理电针组渊EP-EA 组冤袁每组15 只遥 本实验所有操作

均符合湖南中医药大学实验伦理学要求并经批准

渊审批号院HNUCM21-2310-14冤遥
1.2 主要试剂及仪器

2%戊巴比妥钠渊批号院P3761袁西格玛奥德里奇

生化科技有限公司冤曰罗克沙尔坚牢蓝渊luxol fast
blue, LBF冤染色试剂盒渊批号院PKM0320袁武汉普美

克生物技术有限公司冤曰一氧化氮合酶渊inducible ni鄄
tric oxide synthase, iNOS冤抗体尧精氨酸酶 1渊arginase
1, Arg1冤抗体尧离子钙结合适配器分子 1渊ionized cal鄄
cium binding adaptor molecule 1, Iba1冤抗体尧酪氨

酸信号放大荧光染料尧DAP12 抗体渊批号院AF02914尧
AF01565尧AF301643尧AFIHC024尧AFW14794袁湖南艾

方生物科技有限公司冤曰TREM2 抗体渊批号院510482袁
成都正能生物技术有限责任公司冤曰茁-actin 抗体渊批
号院66009-1-Ig袁武汉三鹰生物技术有限公司冤遥

Morris 水迷宫系统渊型号院MT-200袁成都泰盟公

司冤曰0.35 mm伊13 mm 华佗牌悦臻无菌针灸针尧华佗

牌电针治疗仪渊型号院平柄针尧SDZ-域袁苏州医疗用

品厂有限公司冤曰脱水机尧包埋机渊型号院JT-12P尧JB-
P5袁武汉俊杰电子有限公司冤曰切片机渊型号院JJQ-
P3016袁上海徕卡仪器有限公司冤曰化学发光凝胶成

像仪渊型号院ChemiDoCXRS+袁上海伯乐生命医学产

品有限公司冤曰超纯水仪渊型号院ZWM-WLS1-20袁美
国密理博公司冤遥
1.3 模型制备方法

手术前禁食 12 h尧禁水 4 h袁采用双侧颈总动脉
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永久性双重结扎法制备 VD 大鼠模型[21]遥 2%戊巴比

妥 0.3 mL/100 g 腹腔注射麻醉袁麻醉后消毒备皮袁
先后于颈正中线左右旁开 0.5 cm 切口袁钝性分离两

侧颈总动脉袁以 4-0 缝合线分别于近心端与远心端

行双重结扎袁从中间剪断袁缝合皮肤前在伤口处给予

青霉素抗感染遥 手术期间动作应轻柔袁避免过分牵

拉迷走神经而影响呼吸遥Sham 组分离颈总动脉但不

结扎袁其余操作与 Model 组一致遥术中保持无菌环境

并进行伦理关怀袁术后及时将大鼠置于电热毯上保

持体温直至苏醒遥 术中或术后因造模而致大鼠死亡

缺失袁重新进行模型制备补充入组遥
成模标准院造模 4 周后袁所有大鼠行 Morris 水

迷宫实验袁分别计算出 Sham 组大鼠逃避潜伏期平

均值渊A冤和 Model 组大鼠逃避潜伏期平均值渊B冤袁算
出 B 与 A 的差值并与 B 比较得出比值 渊C冤袁 若 C逸
20%袁即为造模成功[16]遥
1.4 干预方法

1.4.1 运动预处理干预方法 渊1冤运动预处理组院造
模前袁训练大鼠在桶壁光滑的水桶中进行无负重游

泳训练袁水温为渊31依2冤 益袁水深超过大鼠身长袁游泳

训练分为适应期和训练期渊适应期为 3 d袁分别游

泳10尧20尧30 min曰训练期持续 4 周袁每周 5 d袁每天

30 min[17袁22]冤曰游泳后袁将大鼠用热风机吹干并放回

笼中曰在游泳训练期间袁严密观察大鼠游泳状态以防

溺水并定时清理水桶中的大鼠粪便遥渊2冤非运动预处

理组院造模前袁将大鼠放入 5 cm 浅水中袁30 min 后

将大鼠用热风机吹干并放回笼子中袁与运动预处理

组相同的时间和条件饲养遥
1.4.2 电针干预方法 课题组前期研究显示袁运动

预处理组 VD 大鼠造模后 3~7 d 为脑血流量恢复高

峰期[17]遥因此袁造模后第 7 天开始进行电针干预遥 EA
组和 EP-EA 组选择百会尧大椎及双侧肾俞袁定位参

考叶实验针灸学曳[23]遥 大鼠进行俯卧位捆绑袁四肢固定

于鼠板上袁针刺穴位消毒袁以 0.35 mm伊13 mm 一次

性无菌针灸针斜刺百会 2 mm袁直刺大椎5 mm 及

双侧肾俞 3 mm遥 连通 SDZ-域型华佗牌电针仪袁左
肾俞与右肾俞分别与百会和大椎连接 1 组电极遥 刺

激参数为疏密波袁频率 10 Hz/50 Hz袁以大鼠针刺局

部出现轻微抖动为宜渊1耀2 mA冤[19-20]遥 其余组以同等

方法抓取尧捆绑遥 各组每次干预 30 min袁每天 1 次袁
每周 6 次袁连续干预 4 周遥
1.5 观察方法及检测指标

1.5.1 Morris水迷宫实验检测大鼠学习记忆能力 所

有大鼠于运动预处理前尧运动预处理后和电针干预

后采用 Morris 水迷宫实验检测大鼠学习记忆能力遥
在水池正上方安装小动物定位追踪摄像头袁记录大

鼠游泳轨迹与时长遥 水迷宫实验分两个部分院渊1冤定
位航行试验渊5 d冤院每天在固定时间内将大鼠面向池壁

按顺时针方向依次从玉~郁象限中点入水袁以 2 min
内大鼠从入水到在平台停留 3 s 的时间作为逃避潜

伏期袁若大鼠在 2 min 内未找到平台袁则人为引导其

上平台并停留 10 s袁则该大鼠的逃避潜伏期为 120 s袁
以第 3~5 天的平均耗时作为最终逃避潜伏期遥渊2冤空
间探索实验渊1 d冤院第 6 天撤平台袁记录大鼠 2 min
内穿越目标象限平台的次数遥
1.5.2 标本采集与处理 于最后 1 次 Morris 水迷

宫实验检测后第 2 天完成各组大鼠取材遥 每组随机

取 6 只大鼠腹腔注射 2%戊巴比妥钠渊0.3 mL/100 g冤
麻醉袁于冰上迅速分离并采集双侧海马组织袁迅速装

入冻存管中袁液氮暂存后置于-80 益冰箱低温保存袁
用于 Western blot 检测遥另随机取 3 只大鼠经腹主动

脉采血后袁迅速断头取全脑组织袁使用 4%多聚甲醛

进行灌注固定袁石蜡包埋后进行切片渊厚度约 4 滋m冤袁
60 益烘烤 1 h备用袁用于 LBF和免疫荧光双标染色遥
1.5.3 LBF 染色检测观察大鼠海马CA1 区髓鞘脱

失水平 按LBF 染色试剂盒说明书进行脱蜡尧染
色尧脱水后封片袁置于光学显微镜下观察海马 CA1
区髓鞘脱失情况遥 组织切片髓鞘脱失评分标准[22]院0
分袁未见髓鞘损伤曰1 分袁偶见髓鞘损伤曰2 分袁轻度少

量散在分布脱髓鞘改变中度曰3 分袁较大片区域髓鞘

脱落曰4 分袁严重大面积髓鞘受损遥
1.5.4 免疫荧光双标染色检测大鼠海马 CA1 区 iN鄄
OS尧Arg1 与 Iba1 共表达水平 取上述石蜡脑切片

经脱蜡尧水化尧抗原修复和封闭后袁分别滴加一抗鼠

抗 iNOS 抗体渊1颐2 000冤尧鼠抗 Arg1渊1颐3 000冤尧兔抗

Iba1渊1颐100冤袁4 益孵育过夜袁分别滴加相应的二抗遥
用酪氨酸信号放大荧光染料进行标记显色袁在荧光

显微镜下观察并采集图像遥
1.5.5 Western blot 法检测海马 TREM2尧DAP12 蛋

白表达水平 每组随机取 6 只大鼠的海马组织袁加
入裂解液及研磨钢珠于组织匀浆机中匀浆袁于冰上

裂解 30 min袁离心取上清液袁使用 BCA试剂盒检测蛋

白浓度并配制上样缓冲液袁蛋白变性尧SDS-PAGE
电泳尧湿转转膜袁5%脱脂奶粉室温封闭 2 h袁一抗

4 益冰箱摇床孵育过夜袁二抗室温孵育 2 h袁最后

利用 ECL 发光显影液在显影仪上成像遥 使用 ImageJ
软件分析各条带灰度值袁进行统计学分析遥
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1.6 统计学分析

运用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析袁采用

Graphpad Prism 10.0 进行绘图遥 符合正态分布的计

量数据用野曾依s冶表示遥多组间比较若满足正态性和方

差齐性采用单因素方差分析袁进一步两两比较用LSD
检验曰若方差不齐袁用 Tamhane T2 检验曰若不符合

正态分布时袁采用非参数检验 Kruskal-Wallis H 检验遥
不同时间点重复测量资料若满足正态性尧方差齐性

和球对称性采用重复测量方差分析曰若不满足球对

称性则采用 Geenhouse-Geisser 法或者 Lower-bound
法进行调整遥 均以 P<0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 各组大鼠学习记忆能力比较

组间比较发现袁不同分组之间大鼠的平均逃避

潜伏期差异有统计学意义渊F=24.11袁P约0.05冤袁不同

时间点的变化趋势差异有统计学意义渊F=5.761袁P约
0.05冤袁两者不存在明显交互作用渊F=2.821袁P跃0.05冤曰
不同分组之间大鼠的穿越平台次数差异有统计学意

义渊F=31.225袁P约0.05冤袁不同时间点的变化趋势差异

有统计学意义渊F=1.649袁P跃0.05冤袁两者不存在明显

交互作用渊F=2.591袁P跃0.05冤遥
运动预处理前后袁各组大鼠平均逃避潜伏期及

穿越平台次数比较袁差异无统计学意义渊P>0.05冤遥电
针干预后袁与 Sham 组比较袁Model 组大鼠平均逃避

潜伏期延长尧穿越平台次数减少渊P约0.05冤遥 与 EP-
Sham 组比较袁EP-Model 组大鼠平均逃避潜伏期延

长尧穿越平台次数减少渊P约0.05冤遥 与 Model 组比较袁
EA 组尧EP-Model 组和 EP-EA 组大鼠平均逃避潜伏

期缩短尧穿越平台次数增多渊P约0.05冤遥 与 EP-Model
组比较袁EP-EA 组大鼠平均逃避潜伏期缩短尧穿越

平台次数增多渊P约0.05冤袁EA 组大鼠平均逃避潜伏

期尧穿越平台次数差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥详见

图 1要3遥
2.2 各组大鼠海马 CA1 区髓鞘脱失情况比较

Sham 组和 EP-Sham 组髓鞘完整袁LFB 染色较

为均匀且排列紧致曰Model 组完整髓鞘数量明显降

低袁海马脱髓鞘表现为蓝色背景下片状淡染区袁其中

可见髓鞘组织海绵状空泡样改变严重袁小胶质细胞

胞质内可见大量髓鞘碎片曰EP-Model 组尧EP-EA 组

和 EA 组大鼠海马 CA1 区髓鞘较为完整袁排列较为

整齐和均匀遥 髓鞘脱失组织学评分显示院与 Sham 组

比较袁Model 组大鼠海马 CA1 区髓鞘脱失增多渊P约
0.05冤曰与Model组比较袁EA 组尧EP-Model组和EP-EA

组大鼠海马 CA1 区髓鞘脱失减少渊P约0.05冤曰与 EP-
Sham 组比较袁EP-Model 组大鼠海马 CA1 区髓鞘脱

失增多渊P约0.05冤曰与 EP-Model 组比较袁EP-EA 组大

鼠海马 CA1 区髓鞘脱失减少渊P约0.05冤袁EA 组大鼠海

图 1 各组大鼠不同时间点 Morris水迷宫实验逃避潜

伏期比较渊曾依s袁n=15冤
Fig.1 Comparison of the escape latency in Morris

water maze test at different time points in each group
(曾依s, n=15)

注院与 Sham 组比较袁*P约0.05曰与 Model 组比较袁银P约0.05曰与
EP-Sham 组比较袁#P约0.05曰与 EP-Model 组比较袁吟P约0.05遥

图 2 各组大鼠不同时间点 Morris水迷宫实验穿越平

台次数比较渊曾依s袁n=15冤
Fig.2 Comparison of the escape latency and number
of platform crossings in Morris water maze test at
different time points in each group (曾依s, n=15)

注院与 Sham 组比较袁*P约0.05曰与 Model 组比较袁银P约0.05曰与EP-
Sham 组比较袁#P约0.05曰与 EP-Model 组比较袁吟P约0.05遥

图 3 各组大鼠电针干预后 Morris水迷宫运动轨迹图

Fig.3 Morris water maze movement trajectories of rats
in each group after electroacupuncture intervention
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马 CA1 区髓鞘脱失差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详

见图 4要5遥

2.3 各组大鼠海马 CA1 区 iNOS尧Arg1 与 Iba1 共表

达水平比较

与 Sham 组比较袁Model 组大鼠海马 CA1 区中

iNOS 与 Iba1 共表达水平增加渊P约0.05冤袁Arg1与 Iba1

共表达水平减少渊P约0.05冤遥与 Model 组比较袁EA 组尧
EP-Model 组和 EP-EA 组大鼠海马 CA1 区中 iNOS
与 Iba1 共表达水平减少渊P约0.05冤袁Arg1 与 Iba1 共表

达水平增加渊P约0.05冤遥 与 EP-Sham 组比较袁EP-
Model 组大鼠海马 CA1 区中 iNOS 与 Iba1 共表达水

平增加渊P约0.05冤袁Arg1 与 Iba1 共表达水平减少渊P约
0.05冤遥 与 EP-Model 组比较袁EP-EA 组大鼠海马CA1
区中 iNOS 与 Iba1 共表达水平减少渊P约0.05冤袁Arg1
与 Iba1 共表达水平增加 渊P约0.05冤曰EA 组海马 CA1
区中 iNOS 与 Iba1 共表达水平和 Arg1 与 Iba1 共表

达水平差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见图 6要8遥

图 4 各组大鼠 LBF染色海马 CA1 区髓鞘脱失情况

渊标尺=20 滋m冤
Fig.4 Myelin loss in the hippocampal CA1 region
stained by LBF in each group of rats (bar=20 滋m)

注院神经髓鞘呈蓝色袁背景为浅蓝色或近乎无色袁箭头所指示

小胶质细胞胞质内的髓鞘碎片遥

图 5 各组大鼠海马 CA1区髓鞘脱失半定量组织学

评分渊曾依s袁n=3冤
Fig.5 Semi-quantitative histological score of myelin
loss in hippocampal CA1 region of rats in each group

(曾依s, n=3)
注院与 Sham 组比较袁*P约0.05曰与 Model 组比较袁银P约0.05曰与EP-
Sham 组比较袁#P约0.05曰与 EP-Model 组比较袁吟P约0.05遥

图 6 各组大鼠海马 CA1 区 iNOS和 Iba1 免疫荧光双染色的比较渊标尺=25 滋m冤
Fig.6 Comparison of immunofluorescence double staining for iNOS and Iba1 in the hippocampal

CA1 region of rats in each group
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2.4 各组大鼠海马组织 TREM2尧DAP12 蛋白表达

比较

与 Sham 组比较袁Model 组大鼠海马 TREM2尧
DAP12 蛋白表达下降渊P约0.05冤遥 与 EP-Sham 组比

较袁EP-Model 组大鼠海马 TREM2尧DAP12 蛋白表达

下降渊P约0.05冤遥 与 Model 组比较袁EA 组尧EP-Model
组和 EP-EA 组大鼠海马 TREM2尧DAP12 蛋白表达

升高渊P约0.05冤遥 与 EP-Model 组比较袁EP-EA 组大鼠

海马 TREM2尧DAP12 蛋白表达升高渊P约0.05冤曰EA 组

大鼠海马 TREM2尧DAP12 蛋白表达差异无统计学意

义渊P跃0.05冤遥 详见图 9要10遥
3 讨论

VD 是由多种脑血管病变造成的脑实质损伤袁
主要临床症状为学习尧记忆等认知功能减退[24]袁给家

庭和社会带来巨大的负担袁成为亟须解决的公共卫生

问题遥作为目前唯一可以预防的痴呆类型袁大量研究

表明袁有氧运动可以通过调节炎症反应尧促进神经再

生尧抑制氧化应激等袁改善VD的发生发展[17袁25-26]遥 运动

预处理是指在疾病发生前进行适度运动训练袁激活

图 7 各组大鼠海马 CA1 区 Arg1和 Iba1 免疫荧光双染色的比较渊标尺=25 滋m冤
Fig.7 Comparison of immunofluorescence double staining for Arg1 and Iba1 in the

hippocampal CA1 region of rats in each group

图 9 各组大鼠海马组织 TREM2尧DAP12 蛋白条带图

Fig.9 Western blot bands of TREM2 and DAP12 proteins
in the hippocampal tissue of rats in each group

注院A.Sham 组曰B.Model 组曰C.EP-Sham 组曰D.EP-Model 组曰E.EP-EA
组曰F.EA 组遥

图 8 各组大鼠海马 CA1 区 iNOS尧Arg1与 Iba1 共表达水平比较渊曾依s袁n=3冤
Fig.8 Comparison of the co-expression levels of iNOS, Arg1 and Iba1 in the hippocampal CA1

region of rats in each group (曾依s袁n=3)
注院与 Sham组比较袁*P约0.05曰与 Model组比较袁银P约0.05曰与 EP-Sham组比较袁#P约0.05曰与 EP-Model组比较袁吟P约0.05遥
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个体内在自我修复与适应能力袁预防 VD 大鼠认知

功能下降[17]袁属于中医学野治未病冶中野未病先防冶的
范畴遥

临床治疗中袁VD 属于中医学野痴呆病冶范畴袁针
灸是本病主要的中医疗法袁电刺激亦是广泛应用于

神经系统疾病的治疗方式遥 已有研究表明袁电针具

有调节神经递质尧抑制神经细胞凋亡和促进脑血液

循环等重要作用[27-29]遥 历代医家认为袁野病变在脑袁首
取督脉冶袁因而本病多从督脉论治遥 本课题组结合临

床疗效尧文献研究以及预实验结果袁以百会尧大椎尧肾
俞为本研究干预腧穴遥 其中袁百会为三阳五会之所袁
针刺百会具有醒神开窍尧升阳固脱等效果[30]遥 大椎为

诸阳之会袁以百会尧大椎相配袁具有回阳救逆尧疏通气

血尧平衡阴阳之效遥 中医理论认为袁肾藏精袁精生髓袁
髓充脑袁VD 与肾密切相关袁故肾俞为临床治疗 VD的

常用穴位遥 针刺百会尧大椎尧肾俞能有效抑制脑梗死

患者血清中促炎因子的表达袁保护脑组织细胞袁促进

神经功能恢复[31]遥前期研究已证实袁电针百会尧大椎尧
肾俞可改善 VD大鼠学习记忆功能[19-20]遥 研究发现袁VD
患者早期电针介入可减少脑缺血损伤袁提高患者的

认知功能[32]遥且课题组前期研究发现袁运动预处理后

的 VD 大鼠第 3耀7 天为造模脑血流量恢复高峰期[17]遥
因此袁本研究选取造模后第 7 天作为电针介入时间袁
揭示野治未病冶中野既病防变冶早期介入的重要性遥

本研究采用小切口双侧颈总动脉永久性双重结

扎法制备 VD 模型袁具有生理病理模型稳定尧手术死

亡率低等特点[21]袁是较为理想的 VD 模型遥 电针干预

后袁Morris 水迷宫实验结果显示院Model 组大鼠平均

逃避潜伏期延长尧穿越平台次数减少袁提示VD 大鼠

的学习记忆能力下降袁双侧颈总动脉永久性结扎术

可制定较稳定可靠的 VD 模型袁与课题组先前的研

究一致[18袁21]曰EA 组尧EP-Model 组和EP-EA 组 VD 大

鼠与 Model 组大鼠比较袁平均逃避潜伏期缩短尧穿越

平台次数增多袁提示电针尧运动预处理及其两者联合

治疗均能减轻 VD 大鼠脑损伤程度袁改善其学习记

忆能力曰且与 EA 组和 EP-Model 组比较袁EP-EA 组

平均逃避潜伏期缩短尧穿越平台次数增多袁提示运

动预处理和电针的治疗效果没有显著差异袁而运动

预处理联合电针治疗能明显改善 VD大鼠的认知功

能袁对 VD 大鼠脑缺血的保护作用更加显著袁效果

优于单纯运动预处理和单纯电针治疗遥
现代研究表明袁在 VD 中袁全脑或局部脑区长期

慢性低灌注不足会引起脑屏障功能障碍尧脱髓鞘病

变尧氧化应激及神经炎症反应等发生袁最终导致神经

元损害和相应的认知功能缺损[6袁33-34]遥 研究发现袁在
VD 后小胶质细胞独立或与其他神经胶质细胞尧炎
症细胞尧其他免疫细胞配合共同发挥作用袁有望成

为 VD 病理机制研究及临床研究的关键突破口之

一[35-36]遥 作为中枢神经系统的主要免疫细胞袁小胶质

细胞是神经炎症的关键调控者[37]遥 慢性脑缺血发生

后袁小胶质细胞被激活为两种表型院M1 型小胶质细

胞释放促炎因子袁主要发挥扩大神经炎症范围及加

重神经组织损伤等神经毒性作用袁可通过 iNOS 标

记曰而 M2 型小胶质细胞通过释放抑炎因子和脑源

性神经营养因子袁抑制神经炎症反应袁发挥加速神

经再生修复等神经保护作用袁促进神经功能的恢复袁
可通过 Arg1 标记[38-39]遥 此外袁M2 型小胶质细胞可聚

集于损伤部位袁迅速吞噬凋亡的神经元及髓鞘碎片袁
为髓鞘再生提供有利的条件[40]遥 研究表明袁M2 型小

胶质细胞条件培养基与少突胶质细胞共培养可加

快少突胶质细胞的分化袁而在缺乏 M2 型小胶质

细胞的培养基中袁少突胶质细胞分化减弱[41]遥 因此袁
M2 型小胶质细胞在髓鞘碎片清除及髓鞘分化成熟

的过程中扮演重要角色袁是髓鞘再生的关键步骤[42]遥故

图 10 各组大鼠海马 TREM2尧DAP12蛋白表达水平比较渊曾依s袁n=6冤
Fig.10 Comparison of TREM2 and DAP12 protein expression levels in the hippocampus

of rats in each group (曾依s, n=6)
注院与 Sham 组比较袁*P约0.05曰与 Model 组比较袁银P约0.05曰与 EP-Sham 组比较袁#P约0.05曰与 EP-Model 组
比较袁吟P约0.05遥
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在慢性脑缺血后适度对 M1 型小胶质细胞进行抑制

并且促进 M2 型激活袁可有效抑制神经炎症尧加速

髓鞘碎片的清除袁从而促进认知功能的恢复[7袁43-44]遥
本研究采用免疫荧光双标染色法评估 VD 大鼠脑内小

胶质细胞极化情况袁与 Model 组比较袁EA组尧EP-Model
组和 EP-EA 组 VD 大鼠海马 CA1 区中 iNOS 与小

胶质细胞标志物 Iba1 共表达水平减少袁Arg1 与 Iba1
共表达水平增加袁提示运动预处理尧电针及两者联合

治疗均能促进 VD 模型大鼠海马小胶质细胞向 M2
型转化袁其中运动预处理联合电针较单纯运动预处

理和单纯电针治疗更能促进小胶质细胞向 M2 型转

化遥 LBF 染色观察到 VD 发生后袁大鼠海马 CA1 区

存在明显髓鞘脱失形态学改变袁髓鞘组织海绵状空

泡样改变严重袁小胶质细胞胞质内可见大量髓鞘碎

片袁而 EP-Model 组尧EP-EA 组和 EA 组髓鞘较为完

整袁排列较为整齐和均匀袁提示运动预处理尧电针及

两者联合治疗均能促进 VD 大鼠海马小胶质细胞

向 M2 型转化袁增加对髓鞘碎片的清除袁改善认知

功能障碍袁且联合治疗的效果最好遥
全基因组关联研究发现袁TREM2 基因突变是

痴呆的主要危险因素之一[45]遥 在 VD 中袁TREM2 与

DAP12 相互作用袁可促进小胶质细胞向 M2 型转化袁
诱导小胶质细胞向髓鞘碎片迁移袁提高其吞噬髓鞘

碎片的能力[43,46]遥 HU 等[47]研究表明袁下调 TREM2 的

表达可抑制 M2 型小胶质细胞的吞噬能力袁 而增强

TREM2 信号转导可恢复小胶质细胞的吞噬能力遥本
研究Western blot 结果显示袁造模后 VD 模型大鼠海

马中TREM2尧DAP12 表达下降袁 与既往研究结果一

致[48]遥 运动预处理尧电针及联合治疗均可上调 VD 大

鼠海马组织中 TREM2尧DAP12 蛋白的表达袁特别是

联合治疗后袁TREM2尧DAP12 蛋白的表达较单纯运

动预处理尧单纯电针治疗明显升高袁提示运动预处

理结合电针可能通过上调 TREM2尧DAP12 表达袁促
进小胶质细胞转化为 M2 型袁提高其吞噬功能袁促
进髓鞘碎片的清除袁进而减轻脑损伤遥

综上袁运动预处理结合电针可改善 VD 大鼠的学

习和记忆能力袁其机制可能是通过上调机体TREM2尧
DAP12 蛋白表达袁促进小胶质细胞极化为M2型袁增强

M2 型小胶质细胞吞噬功能袁促进髓鞘碎片的清除遥
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