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电针对东莨菪碱诱导谵妄大鼠远期认知功能障碍的影响
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［摘要］目的：观察电针对东莨菪碱诱导谵妄大鼠远期认知功能障碍的影响及可能的作用机制。方法：将

30 只 SD 大鼠按随机数字表法随机分为空白组、模型组与电针组各 10 只，除空白组外，其余 2 组腹腔注射东

莨菪碱建立谵妄模型，电针组建模后电针神庭、印堂穴，连续 7 d，7 d 后对 3 组大鼠进行 Y 型迷宫测试，测

试结束后取大鼠脑海马组织，用酶联免疫吸附法检测肿瘤坏死因子-α（TNF-α） 和白细胞介素-1β（IL-1β）
浓度，用 TUNEL 法检测神经细胞凋亡，用蛋白质印迹法检测天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）、

B 淋巴细胞瘤-2 （Bcl-2） 表达。结果：与空白组比较，模型组大鼠 Y 型迷宫测试总训练次数增加 （P＜

0.05），达标时间延长 （P＜0.05）；与模型组比较，电针组大鼠 Y 型迷宫测试总训练次数减少 （P＜0.05），达

标时间缩短（P＜0.05）。与空白组比较，模型组大鼠海马组织 TNF-α、IL-1β 水平均升高（P＜0.05）；与模型

组比较，电针组大鼠海马组织 TNF-α、IL-1β 水平均降低（P＜0.05）。与空白组比较，模型组海马组织棕黄色

颗粒明显增多，提示海马组织神经细胞凋亡增多，而电针组海马组织棕黄色颗粒较模型组明显减少，提示电针

干预可抑制东莨菪碱诱导的神经细胞凋亡。与空白组比较，模型组海马组织 Capase-3 蛋白相对表达水平升

高（P＜0.05），Bcl-2 蛋白相对表达水平降低（P＜0.05）；与模型组比较，电针组 Capase-3 蛋白相对表达水平

降低（P＜0.05），Bcl-2 蛋白相对表达水平升高（P＜0.05）。结论：电针神庭、印堂穴可改善东莨菪碱诱导谵

妄大鼠远期认知功能障碍，其机制可能是减轻中枢炎症反应，逆转凋亡蛋白异常表达，进而抑制神经细胞

凋亡。
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Effect of Electro-Acupuncture on Long-term Cognitive Dysfunction in Delirium Rats In⁃
duced by Scopolamine

XU Ying，LOU Yi，LIU Meizhen，WU Yan
Abstract：Objective：To observe the effect of electro-acupuncture on long-term cognitive dysfunction

in delirium rats induced by scopolamine and its possible mechanism. Methods：A total of 30 SD rats were

divided into the blank group， the model group and the electro- acupuncture group according to the

random number table method，with 10 rats in each group. Except for those in the blank group，the other

two groups were given intraperitoneal injection with scopolamine to establish delirium models. After

establishment， rats in the electro-acupuncture group was given electro-acupuncture at Shenting point

(GV24) and Yintang point(GV29) for seven consecutive days. After seven days，Y-maze was conducted on

rats in the three groups. After the test，the hippocampus of rats was taken，the concentration of tumor

necrosis factor- α(TNF- α) and interleukin- 1β(IL- 1β) was detected by enzyme- linked immunosorbent
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随着重症医学的发展，重症监护病房（ICU）患者

存活率显著上升，但 ICU 存活患者可能发生明显影

响日常生活质量的远期并发症，认知功能障碍就是

其中之一。ICU 后认知功能障碍指 ICU 出院或病情

恢复后转出的患者出现的不同程度及不同类型的认

知功能受损，表现为记忆力下降、注意力不集中、

执行功能障碍、逻辑思维损害等，是 ICU 后综合征

中最常见的症状，造成患者反复再入院，耗费大量

医疗资源 [1]。研究显示，89.57%的谵妄患者发生了

ICU 后认知功能障碍[2]。谵妄和 ICU 后认知功能障碍

都属于器质性脑损伤，是同一病理生理过程在不同

时期的表现，尽管对两者发生机制还未完全阐明，

但越来越多的研究显示通过临床手段控制 ICU 谵

妄，有可能改善远期认知功能障碍的发生 [3-4]。研究

发现，电针神庭、印堂穴对东莨菪碱诱导谵妄大鼠

具有脑保护作用，可逆转谵妄状态[5]，但能否改善谵

妄大鼠远期认知功能障碍尚不清楚。笔者旨在观察

电针对东莨菪碱诱导谵妄大鼠远期认知功能的影响

并探讨其可能的影响机制，为临床改善 ICU 后认知

功能障碍探寻新方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF 级 7～8 周龄雄性 SD 大鼠 30 只，

体质量（200±20）g，由宁波大学医学院实验动物中心

提供，许可证号：SYXK（浙）2019-0005。于 20～
25 ℃，50%相对湿度，12 h 明暗周期的环境下适应

性饲养 7 d 后进行实验。

1.2 实验试剂与仪器 东莨菪碱注射液（上海禾丰制

药有限公司）；肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介

素-1β（IL-1β）酶联免疫吸附法（ELISA）检测试剂盒购

自上海桥社生物科技有限公司；TUNEL 检测试剂盒

购自杭州联科生物技术股份有限公司；天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）兔多克隆抗体、B

assay，the apoptosis of nerve cells was detected by the TUNEL method，and the expressions of cysteinyl

aspartate specific proteinase- 3(Caspase- 3) and B- cell lymphoma- 2(Bcl- 2) were detected by Western

blot. Results：Compared with those in the blank group，the total training times of Y-maze for rats in the

model group were increased(P＜0.05)， and the time of reaching standard was prolonged(P＜0.05)；

compared with those in the model group， the total training times of Y- maze for rats in the electro-

acupuncture group were decreased(P＜0.05)，and the time of reaching standard was shortened(P＜0.05).

Compared with those in the blank group，the levels of TNF-α and IL-1β in hippocampus in rats in the

model group were increased(P＜0.05)；compared with those in the model group，the levels of TNF-α and

IL-1β in hippocampus in rats in the electro-acupuncture group were decreased(P＜0.05). Compared with

those in the blank group，the brown granules in the hippo campus in the model group were significantly

increased，indicating that the apoptosis of nerve cells in the hippocampus was increased；compared with

those in the model group，the brown granules in the hippo campus in the electro-acupuncture group were

significantly decreased， indicating that the electroacupuncture intervention can inhibit the apoptosis of

nerve cells induced by scopolamine. Compared with that in the blank group，the expression of Capase-3

protein in the hippocampus in the model group was increased(P＜0.05)， and the expression of Bcl- 2

protein was decreased(P＜0.05)；compared with those in the model group，the expression of Capase-3

protein in the hippocampus in the electro-acupuncture group was decreased(P＜0.05)，and the expression

of Bcl-2 protein was increased(P＜0.05). Conclusion：Electro-acupuncture at Shenting point and Yintang

point can improve cognitive dysfunction in delirium rats induced by scopolamine，whose mechanism may

be to reduce the central inflammatory responses，reverse the abnormal expression of apoptotic proteins，

and then inhibit the apoptosis of nerve cells.

Keywords： Delirium； Electro- acupuncture； Cognitive dysfunction； Inflammatory factors； Animal

experiment；Rats
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淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）兔多克隆抗体、辣根过氧化物

酶（HRP）标记的羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二抗购自

武汉爱博泰克生物科技有限公司。G6805-2A 型低频

电子脉冲治疗仪购自上海华谊医用仪器有限公司；Y
型迷宫视频分析系统购自广州飞迪生物科技有限公

司；余实验室常规试剂及仪器由宁波大学医学院实

验动物中心提供。

1.3 动物分组、模型制备及治疗方法 用随机数字

表法将 30 只 SD 大鼠随机分为空白组、模型组、电

针组各 10 只，除空白组外，其余 2 组均参照参考文

献[6]推荐剂量（1.8 mg/kg）腹腔注射东莨菪碱，注射后

10 min 大鼠兴奋性显著增加，空间认知能力下降，

修饰行为减少，提示大鼠焦虑情绪增加，对环境满

意度下降，说明谵妄模型建立成功。空白组腹腔注

射等剂量 0.9%氯化钠溶液。电针组模型制备成功后

1 h 将大鼠捆绑在自备固定器中，取神庭、印堂穴，

常规消毒穴位，选用 0.25 mm×25 mm 毫针，印堂

穴、神庭穴取与皮肤成 15°向鼻尖方向刺入 0.5 寸留

针，银针连接穴位神经刺激仪，电针刺激参数：连

续波，频率 2/100 Hz，强度 5 mA，以大鼠肢体轻微

抖动为度。每天 1 次，每次 30 min，连续 7 d。
1.4 观察各组大鼠一般行为 7 d 后通过 Y 型迷宫

视频分析系统测定大鼠学习记忆功能。测试时调节

刺激电压以保证大鼠在 10 s 内逃走，设置电流强度

0.7 mA，电击延时 5 s，电压 38 V。置大鼠于 Y 型迷

宫仪的一臂适应 5 min 后开启安全区和刺激区，通电

刺激使其逃至安全区。大鼠受电刺激后直接跑到安

全区为正确反应，否则为错误反应。每次大鼠跑至

安全区后持续光亮 15 s，继而熄灯 10 s 后行下一次

测试，直至连续 10 次中有 9 次正确反应即为达标。

将各组大鼠分别编号测试，记录总训练次数和达标

时间。

1.5 检测各组大鼠海马组织 TNF-α 和 IL-1β 浓

度 各组大鼠 Y 型迷宫测试结束后，断头处死大

鼠，迅速在冰上取脑组织，去首尾两端，保留海马

组织，在冰 0.9%氯化钠溶液中洗去血液，滤纸拭干

后加入磷酸缓冲盐溶液（PBS）（pH 7.2～7.4），放入液

氮冷冻备用，用于后续检测。取部分海马组织，充

分研磨制备组织匀浆，4 ℃下离心后取上清，采用

ELISA 法检测海马组织 TNF-α、IL-1β 浓度，操作按

照试剂盒说明书进行。

1.6 检测各组大鼠海马组织神经细胞凋亡 取部分

海马组织制备切片，采用 TUNEL 法进行海马组织神

经细胞凋亡检测，操作按试剂盒说明书进行。将海

马组织切片脱蜡入水，经 2% H2O2的甲醇液孵育后，

与蛋白酶 K 孵育，加入 TUNEL 反应混合液，其中含

末端脱氧核苷酸转移酶和生物素标记的核苷酸孵

育，再与过氧化物酶（POD）转化液孵育，3，3-二氨基

联苯胺四盐酸（DAB）底物显色，苏木精复染，中性树

胶封片，荧光显微镜下凋亡细胞细胞核呈棕黄色

颗粒。

1.7 免疫蛋白印迹法（Western Blot）检测海马组织

Caspase-3、Bcl-2 表达 取部分海马组织，加入

RIPA 裂解液冰上裂解，4 ℃离心后取上清液，采用

考马斯亮蓝法（BCA 法）进行蛋白定量，按 30 μg 总

蛋白进行上样，经 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后转印

到聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上，5%脱脂奶粉封闭

2 h，加入目的蛋白一抗[Caspase-3 抗体（1∶1 000 稀

释）、Bcl-2 抗体（1∶1 000 稀释）]4 ℃孵育过夜，Tris-
盐酸缓冲液（TBST）洗膜后加入 HRP 标记的二抗（1∶
2 000 稀释）孵育 2 h。采用增强化学发光法（ECL）显

影，凝胶成像仪采集图像，用 Image J 软件测定各条

带灰度值，以目的蛋白/β-actin 比值作为目的蛋白表

达量。

1.8 统计学方法 采用 SPSS21.0 统计学软件分析数

据。计量资料均符合正态分布，以（x ± s）表示，组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 t 检验。以

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠 Y 型迷宫测试结果比较 见表 1。与

空白组比较，模型组大鼠 Y 型迷宫测试总训练次数

增加（P＜0.05），达标时间延长（P＜0.05）；与模型组

比较，电针组大鼠 Y 型迷宫测试总训练次数减

少（P＜0.05），达标时间缩短（P＜0.05）。
表 1 各组大鼠 Y型迷宫测试结果比较（x ± s）

组 别

空白组

模型组

电针组

鼠数

10
10
10

总训练次数（次）

18.41 ± 3.22
52.11 ± 7.86①

34.54 ± 5.98②

达标时间（min）
20.54 ± 3.86
67.54 ± 9.57①

42.33 ± 6.28②

注：①与空白组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05
2.2 各组大鼠海马组织 TNF-α、 IL-1β 水平比较

见表 2。与空白组比较，模型组大鼠海马组织 TNF-α、
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IL-1β 水平均升高（P＜0.05）；与模型组比较，电针

组大鼠海马组织 TNF-α、 IL-1β 水平均降低（P＜

0.05）。
表 2 各组大鼠海马组织 TNF-α、IL-1β水平比较（x± s）ng/mL
组 别

空白组

模型组

电针组

鼠数

10
10
10

TNF-α
136.54 ± 4.33
563.56 ± 13.68①

312.68 ± 8.94②

IL-1β
166.86 ± 4.89
498.63 ± 11.96①

301.68 ± 7.54②

注：①与空白组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05
2.3 各组大鼠海马组织 TUNEL 染色结果比较 见

图 1。与空白组比较，模型组大鼠海马组织棕黄色颗

粒明显增多，提示海马组织神经细胞凋亡增多，而

电针组大鼠海马组织棕黄色颗粒较模型组明显减

少，提示电针干预可抑制东莨菪碱诱导的神经细胞

凋亡。

空白组 模型组 电针组

图 1 各组大鼠海马组织 TUNEL染色结果比较（×200）

2.4 各组大鼠海马组织 Capase-3、Bcl-2 蛋白相

对表达水平比较 见图 2、表 3。与空白组比较，模

型组海马组织 Capase-3 蛋白相对表达水平升高（P＜

0.05），Bcl-2 蛋白相对表达水平降低（P＜0.05）；与

模型组比较，电针组 Capase-3 蛋白相对表达水平降

低（P＜0.05），Bcl-2蛋白相对表达水平升高（P＜0.05）。
3 讨论

认知功能障碍是指各种原因引起的脑神经接受

外界信息后加工处理过程缺失，由于 ICU 的特殊环

境、药物影响及自身疾病等多重因素导致重症患者

ICU 后认知功能障碍发生率远远高于其他普通患者。

ICU 后认知功能障碍的高发生率已越来越引起临床医

师的关注和重视，为此已有学者进行了相应研究，

发现 ICU 谵妄的发生与远期认知功能障碍密切相

关[3，7]，谵妄和 ICU 后认知功能障碍均是一种复杂的

脑功能障碍综合征，两者既有联系又有区别，谵妄

可能是 ICU 后认知功能障碍的前驱症状，而认知功

能障碍是谵妄的远期并发症。研究显示，发生谵妄

的远期认知功能障碍患者影像学上存在脑组织海马

区及上额叶体积的缩小 [8]。说明谵妄可引起脑损伤，

谵妄所并发的远期认知功能障碍一定以脑组织病理

性损伤作为物质基础。因此，对早期 ICU 谵妄患者

采取有效手段，减轻脑损伤，可能改善远期认知功

能障碍。但目前谵妄的病理生理机制还不清楚，尚

无明确有效的药物疗法[9]。

中医认为 ICU 患者的脑功能障碍多由各种因素

导致气血运行受阻、脏腑虚衰、阴阳失调、脑失所

养、神明无主所致。电针是电刺激与针刺的结合，

可通过经络传感效应起到疏通气血、调和阴阳的作

用。本研究通过腹腔注射东莨菪碱构建谵妄模型，

大鼠首先出现精神兴奋等谵妄症状，7 d 后通过 Y 型

迷宫测试评估学习记忆能力，与空白组比较，模型

组总训练次数增加，达标时间延长，说明模型组存

在远期认知功能障碍，而电针组上述指标较模型组

明显减少。神庭穴主精神智慧相关的神志、认知

病，而印堂穴是精气元神聚集之处，对于神经系统

可起到调整改善作用，本研究中电针此二穴可部分

改善东莨菪碱诱导谵妄大鼠远期认知功能障碍，这

符合电针改善脑功能障碍的中医理论基础。

炎症反应与脑功能障碍之间存在一种复杂的关

系，重症患者病程中伴随一系列炎症级联反应，炎

症因子如 TNF-α、IL-1β 可能通过增加血脑屏障通

透性和改变神经传递引起中枢炎症反应，损伤脑组

织，继而导致谵妄[10]。但谵妄引起的急性脑功能障碍

如及时干预一般是可逆的，而 ICU 后认知功能障碍

图 2 各组大鼠海马组织 Capase-3、
Bcl-2蛋白表达水平电泳图

表 3 各组大鼠海马组织 Capase-3、Bcl-2蛋白

相对表达水平比较（x ± s）
组 别

空白组

模型组

电针组

鼠数

10
10
10

Capase-3 蛋白

0.41 ± 0.02
0.75 ± 0.06①

0.58 ± 0.04②

Bcl-2 蛋白

0.68 ± 0.05
0.22 ± 0.02①

0.42 ± 0.04②

注：①与空白组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05
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是一种不可逆的脑损伤。炎症因子同样在认知功能

障碍发展进程中扮演一个重要角色，中枢炎症反应

会诱导脑组织神经细胞（尤其是海马组织神经细胞）

凋亡，最终导致认知功能障碍并发症的发生[11]。这也

间接反映了及时控制谵妄的重要性，通过有效手段

抑制中枢炎症反应可能逆转谵妄状态，减轻神经细

胞凋亡，进而改善远期认知功能障碍。炎症反应过

程中的细胞凋亡是通过几种抗凋亡和促凋亡蛋白严

格调控的细胞死亡过程 [12]，Bcl-2 和 Caspase-3 是两

个重要的抑制和促进细胞凋亡的蛋白[13-14]。本研究结

果显示，与空白组比较，模型组谵妄大鼠海马组织

炎症因子 TNF-α、IL-1β 水平、TUNEL 染色阳性比

例、Caspase-3 表达均升高，Bcl-2 降低，提示海马

组织高炎症状态介导神经细胞凋亡蛋白异常表达，

进而发生细胞凋亡。而电针神庭、印堂穴可减轻炎

症反应，逆转炎症介导的凋亡蛋白异常表达，从而

抑制神经细胞凋亡，这可能是电针控制谵妄，改善

远期认知功能障碍的重要机制之一。

综上，电针神庭、印堂穴可改善东莨菪碱诱导

谵妄大鼠远期认知功能障碍，其机制可能与减轻中

枢炎症反应，逆转海马组织 Bcl-2、Caspase-3 的异

常表达，进而抑制神经细胞凋亡有关。
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