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阿尔茨海默病（Alzheimers  Disease，AD）多发

生于老年和老年前期，是一种以进行性记忆力丧失、

认知功能损害、行为异常和社交障碍为临床特点的

神经退行性疾病。该病在老年人疾病中被列为仅次

于心脑血管、肿瘤疾病之后第四位死亡杀手，随着

社会人口老龄化的进程，患病数逐年上升[1]。本病病

理改变主要为神经元丢失，Ａβ淀粉样蛋白沉积形

成老年斑和Tau蛋白异常磷酸化形成神经原纤维缠

结等。老年斑周围存在的小胶质细胞活化引起慢性

炎症反应是AD发病的主要病理机制之一。近期研

究发现，通过干扰JAK2/STAT3信号通路可调控Aβ

诱导的小胶质细胞炎症反应中炎症因子释放，从而

减少AD慢性炎症损伤[2-3]。中医治疗AD的临床和科

研取得了一定的成果，其中针灸治疗AD的疗效也早

已被国内学术界认可[4]。前期研究证实单纯艾灸或

电针可改善AD大鼠学习记忆能力以及促进大鼠海

马齿状回星形胶质细胞（AC）对脑内神经元的抗炎

保护作用[5-6]，但是针灸协同治疗本病的机理研究相

对较少。本课题采用Aβ1-42建立AD模型，以大鼠脑

皮层区JAK2、STAT3的阳性细胞数和蛋白表达为切

入点，探讨针灸抑制AD模型大鼠慢性炎症反应的作

用机理。

1 实验材料

1.1  实验动物  华中科技大学同济医学院实验动物

中心提供的清洁级Sprague  Dawley大鼠，（10±2）月

龄，动物许可证号：SCXK（鄂）2015-0018，雌雄不

拘，体质量（370±20）g。实验过程遵守国家科技部

2006年发布的《关于善待实验动物的指导性意见》

中的相关规定。

1.2  主要仪器、试剂  颅脑立体定位仪（国营西北

光学仪器厂），Morris水迷宫（成都泰盟），牙科钻（成

都康发医疗器械有限公司），石蜡切片机（广州三元

科技有限公司），微量注射器（5μL，上海医用仪器

厂），电泳仪（北京市六一仪器厂，型号：DYY-6C），

超薄切片机（瑞典BROMMA公司，型号：LKB-V），

电子显微镜（日本日立公司，型号：H-600），美容艾

条（直径0.6cm，南阳汉医艾绒有限公司），无菌针灸

针（苏州针灸用品有限公司），Aβ1-42（美国Sigma公

司），兔抗JAK2抗体（美国CST公司，货号：3230），

兔 抗STAT3抗 体（美 国CST公 司，货 号：4904），
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的病理过程，针灸治疗可能通过抑制JAK2、STAT3的活化，减少炎症因子释放，从而阻止慢性炎症反应发生发展，达到治疗
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SDS-PAGE凝胶制备试剂盒（武汉拓捷生物科技有

限公司），免疫组化通用试剂盒（武汉拓捷生物科技

有限公司）。

2 实验方法

2.1  分组与造模  所有大鼠正常饮食饮水，适应

性喂养1周后进行Morris水迷宫检测，剔除不合格

大鼠（先天性痴呆或游泳姿势不良等），再用随机

数字生成器抽取不同的数字将合格大鼠60只随

机分为正常组、假手术组、模型组和针灸组，每组

15只。

配制Ａβ1-42方法：Ａβ1-42单体（0.1mg）放入

50μL二甲基亚砜溶液中混匀溶解，离心机离心后，

加入0.01mol/Ｌ  PBS缓冲液（磷酸盐缓冲液）50μL

中稀释，配制成1μg/μL的溶液，37℃水浴箱孵育1

周，使其变成寡聚状态而具有神经毒性，-20℃分装

保存。

造模方法：参照O'HARE  E等[7]方法，模型组和

针灸组大鼠称重后配备10％水合氯醛（300mg/kg）

腹腔注射麻醉，参考大鼠脑立体定位图谱[8]定位，用

牙科钻在大鼠头骨前囟后3.3mm，中线左右各旁开

1.5mm处各钻一直径为1mm的小孔，微量注射器垂直

头骨插入脑组织，要求针尖自颅骨表面缓慢进针至

海马区，深度为3.5mm，双侧分别以1μL/min的速度

注射5μL  Aβ1-42，5min内注完，注射完后继续留针

5min，随即以1.0mm/min的速度缓慢出针，防止拔针

时药物溢出，牙托粉封固颅骨孔，缝合头皮，青霉素

粉局部外敷，术后3d每日肌注青霉素预防感染。造

模完成后第7日所有造模大鼠进行Morris水迷宫测

试，剔除不合格者，并遵照随机原则补齐动物。评价

标准：凡15次测试中正确次数较造模前下降1/3及

以上的视为造模成功[9]。

2.2  干预方法  正常组：正常饮食喂水，不采取任

何治疗和处理。模型组：正常饮食喂水，造模成功

后不采取任何治疗。假手术组：颅内注射等量的

生理盐水，其余处理方法同模型组。治疗组：根据

《实验针灸学》[10]提供的大鼠穴位定位方法定位大

鼠“百会”（顶骨正中，两耳连线中点）、“肾俞”（第

2腰椎棘突下两旁）穴，在穴区周围约1.5～2cm直径

区域备皮，用记号笔标记穴位，自造模成功后第1

天开始用0.30mm×25mm针灸针行穴位针刺，百会

穴向后斜刺4mm，双侧肾俞穴直刺5mm，留针时间

15min ；留针同时在穴位处使用自制艾条进行温和

灸，持续15min。针灸治疗每日1次，每周5次，共治

疗4周。

2.3  标本采集  干预结束后，各组大鼠用10%水合

氯醛足量麻醉。每组10只大鼠灌注固定后迅速断

头取脑放入4%多聚甲酸中固定48h，用于免疫组化

检测；另外5只大鼠断头取脑，除去嗅球、延髓和小

脑，分离海马结构，取出完整的海马组织放入预冷冻

存管中并迅速放置液氮中冷冻，后转至-80℃冰箱冻

存，用于western  blot检测。

2.4  指标检测

2.4.1  免疫组化检测大鼠脑皮层区JAK2、STAT3阳
性细胞数  将固定48h的脑组织取出，用手术刀片在

冠状面前后小心修整脑组织，以接近海马结构为宜。

将标本放入脱水框中，做好标签，自来水冲洗约5h。

将冲水后的脑标本放置于生物组织自动脱水机中脱

水，透明，浸蜡，组织包埋，切片，切片厚度4μm，每

隔5张取1张切片。每个蜡块各取相对应海马区域

的脑片3张进行JAK2、STAT3抗体免疫组化检测，采

用SP二步法，EDTA（pH9.0）高压抗原修复，一抗4℃

过夜，二抗30min室温孵育，显微镜下控制显色，苏

木精复染，封片。光学显微镜下观察，阳性表达为棕

黄色颗粒，每张图片随机选取3个视野（200倍），用

Image-Plus6.0图像分析系统分析阳性区累计光密度

值，求均值。

2.4.2  Western  blot法 检 测 大 鼠 脑 皮 层 区JAK2、
STAT3蛋白表达  取各组大鼠海马组织标本，冰上按

10μＬ/mg的比例加入预冷TBS缓冲液[1mol/L  Tris-HCl

（pH=7.5）10mL，NaCl  8.8g，加蒸馏水至1000mL]洗

涤2~3次，最后1次尽量吸干残留液，去除血污。加

入适当体积的细胞总蛋白提取试剂，冰浴彻底匀浆；

将匀浆液转移至1.5mＬ离心管中，振荡混匀15s，使

细胞完全悬浮并分散开；冰浴30min，期间用移液器

反复吹打，确保细胞完全裂解；匀浆后于4℃离心机

中12000r/min，离心半径39.27cm，离心5min，收集

上清，即为总蛋白溶液；使用BCA蛋白质浓度测定

试剂盒测定样品蛋白浓度，根据蛋白浓度进行SDS-

PAGE电泳及转膜（聚偏二氟乙烯膜），转膜条件：

300mA恒流转膜，转膜时间根据目的蛋白分子量大

小调整；转膜后进行抗体孵育，将转好的膜加入封闭

液室温封闭1h，稀释一抗4℃过夜，用TBST洗3次，

每次5min，用TBST将二抗稀释10000倍，室温孵育

30min，用TBST在室温下摇床上洗4次，每次5min；

结束后行化学发光检测，滴加新鲜配制的ECL混合

溶液到膜的蛋白面，暗室中曝光，根据不同光强度调

整曝光条件，显影、定影；最后将胶片进行扫描存档，

AlphaEaseFC软件处理系统分析目标带光密度值。
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2.5  统计学方法  所有数据用（x-±s）表示，使用

SPSS  19.0统计软件进行统计分析，组间比较均采用t
检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组大鼠脑皮层区JAK2和STAT3阳性细胞数

比较  结果见表1。提示Aβ沉积通过JAK/STAT炎

症信号通路诱发小胶质细胞炎症反应，而针灸抑制

JAK/STAT炎症信号活化，减少慢性炎症反应中炎症

介质的表达，在AD的Aβ毒性作用机制中发挥重要

作用。

表1  各组大鼠脑皮层区JAK2和STAT3阳性细胞数比较（x-±s）

组别 动物数（只） JAK2 STAT3

正常组 10 10.60±2.06 12.20±1.04

假手术组 10 13.2±1.07 13.80±2.04

模型组 10 25.3±1.22#△ 30.60±2.07#△

针灸组 10 16.4±1.16* 16.80±2.10*

注： #与正常组比较，P<0.01；△与假手术组比较，

P<0.01；*与模型组比较，P<0.01。

3.2  各组大鼠脑皮层区JAK2、STAT3蛋白表达比

较  如图1所示，以marker所显示的条带作为参照，

分别确定JAK2、STAT3蛋白位置，AlphaEaseFC软件

处理系统分析目标带的光密度值，并分别与β-Actin

比较，具体数据比较见表2，提示针灸治疗能够减少

炎症因子的释放是通过抑制JAK2/STAT3信号通路

实现的。

            正常组  假手术组  模型组  针灸组

图1  western  blot法检测各组大鼠脑皮层区JAK2、STAT3蛋白表达（n=5）

表2  各组大鼠脑皮层区JAK、STAT3光密度比值比较（x-±s）

组别 动物数（只） JAK2 STAT3

正常组 10 0.25±0.03 0.36±0.06

假手术组 10 0.23±0.08 0.33±0.04

模型组 10 0.58±0.07#△ 0.60±0.05#△

治疗组 10 0.29±0.04* 0.42±0.10*

注： #与正常组比较，P<0.01；△与假手术组比较，

P<0.01；*与模型组比较，P<0.01。

4 讨论

AD可归属于中医学“呆证”范畴，是以呆傻愚

笨为主要临床表现的神志病，多因禀赋不足、痰浊阻

窍、肝肾亏虚等引起。本病病位在脑，涉及五脏，与

肾、脾、心、肝相关，病机为髓海不足、脉络空虚、诸

窍失养、痰瘀内停、郁久化热酿毒，属本虚标实，以虚

为主，虚实夹杂。近年来临床治疗AD的报道以西医

治疗为主，一些非药物疗法的研究也呈现逐步上升

趋势，尤其是针灸疗法，在缓解患者临床症状中具有

一定的作用[11]。研究表明，针灸能提高细胞抗氧化

能力，改善AD患者脑组织的电生理活动，改善发病

过程中各种异常的生化指标和异常的血液流变，提

高大脑学习能力、记忆力、判断和认知力等综合智力

水平，从而延缓衰老等[12-13]。本研究采用针加灸协

同治疗，选取百会穴、肾俞穴。百会穴隶属于督脉，

位于巅顶，脑病独取督脉，可调节情志、醒神开窍。

肾俞穴是肾精之气转输汇集于背腰部之处，位于膀

胱经，为肾之背俞穴，可补益肾精、生髓健脑。研究

证实，两穴合用有补肾调督、调神益智之功效[14]。

JAK-STAT信号通路广泛存在于多种细胞中，主

要参与细胞的增殖、分化、凋亡和免疫调节等，是多

种细胞因子、生长因子在细胞内传递信号的共同途

径。JAK/STAT通路的激活可促进各种疾病的发生

和发展，包括多种实体肿瘤、淋巴瘤、白血病及炎症

性疾病等。JAK有四种亚型，即JAK1、JAK2、JAK3

和TYK2，STAT有7种亚型，即STAT1、STAT2、STAT3、

STAT4、STAT5A、STAT5B和STAT6。研究发现，JAK2、

STAT3主要在脑组织表达，与帕金森病、阿尔兹海默

症等神经退行性疾病的发生发展密切相关[15-16]。实

验发现，STAT3参与了Aβ引起的小胶质细胞的慢性

激活和炎症因子的释放，而在Aβ药物诱导AD模型

中STAT3被激活和表达增高，进一步说明STAT3可

能与AD慢性炎性损伤密切相关[17]。另有研究发现

STAT3的表达水平在AD患者尸检脑组织中表达较

高[18]。HUANG等[19]研究证实，用选择性JAK抑制剂

AG490后可阻断STAT3活化，从而使激活的小胶质

细胞释放出的炎症因子水平显著降低。因此，通过

调控JAK2/STAT3信号通路可影响神经元、胶质细

胞、血管内皮细胞等的凋亡、增殖、分化，由此起到保

护神经元，减轻炎症反应，促进神经功能重塑，使脑

组织的损伤得以修复等作用[20]。

本研究结果表明，经针灸治疗后AD模型大鼠脑皮

层区JAK2、STAT3的阳性细胞数显著减少，蛋白含量明

显降低，说明针灸可使JAK2、STAT3表达水平降低，从

而抑制JAK2/STAT3信号通路，减轻由Aβ寡聚体介导的

炎症反应，减少炎症因子的释放，达到治疗AD的目的。

但其作用的具体靶点，如对该通路中其他下游蛋白和

基因表达等方面的影响，仍需要做进一步研究探讨。
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