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电针通过下丘脑
*G'#

$

9*DH

信号通路

减轻肥胖大鼠体重的机制研究

李"珂!

"何"虹"胡茂清"张"林

摘要"目的"探讨电针通过下丘脑结节性硬化症基因
#
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# #哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白!
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#信号通路减轻食源性肥胖!
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;>O-B6O 1
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#大鼠体重的机制$ 方法"
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只雄性
GC

大鼠随机分为造模组!

&"

只#和正常组!

#"

只#$ 采用高

脂饲料饲养
#!

周制备食源性肥胖大鼠模型"将造模成功的
#7

只大鼠随机分为模型组!

7

只#和针刺组

!

#"

只#$针刺组选天枢%三阴交%中脘%足三里穴进行治疗"每天
#

次"每周连续针刺
F

天"休息
!

天"治疗
5

周$

模型组和正常组不予以干预治疗$ 观察各组大鼠体重变化&采用重亚硫酸盐的测序法检测
*G'#

启动子甲基

化程度&采用
H*

$

P'H

检测
9*DH

基因表达$ 结果"与本组治疗前比较"针刺组大鼠体重下降!

P Q"

!

"F

#&与

正常组比较"治疗后模型组和针刺组大鼠体重差异无统计学意义!

P R"

!
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#$ 模型组大鼠下丘脑
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甲基化率!
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"针刺组
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启动子甲基化率!
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低于模

型组"差异均有统计学意义!

P Q "

!
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#$ 模型组大鼠下丘脑
9*DH

基因表达!

#

!

45

%

"

!

F#

#高于正常组
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#低于模型组"差异均有统计学意义!
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!
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#$ 结论"电针可通过下调

下丘脑
*G'#

启动子甲基化程度"调节
9*DH

基因表达减轻
C)D

大鼠体重$
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""单纯性肥胖不单纯是体形特征的变化!还会增加

非传染性疾病如高血压病'心脑血管意外'糖尿病'睡

眠呼吸暂停等的患病率和死亡率( 有研究发现下丘脑

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白$

9:99:.;:> I:K?6I 1N K:

$

M:9/B;>

!

9*DH

%信号参与了肥胖的发生)

#

*

( 结节

性硬化症基因
#

$

I-J6K1-L LB.6K1L;L B19M.6@ #

!

*G'#

%是
9*DH

的上游抑制因子( 本课题组前期研

究发现肥胖大鼠下丘脑
*G'#

启动子甲基化明显增

高!

9*DH

活性上调与肥胖的发病机制有关)

!

*

( 本课

题采用电针干预肥胖大鼠!观察下丘脑
*G'#

启动子

甲基化及
9*DH

基因的变化!从表观遗传角度进一步

探讨针刺治疗肥胖的可能机制(

材料与方法

#

"动物"

5"

只雄性
GC

大鼠!

& d 5

周龄!均购

自成都达硕生物科技有限公司!许可证号#

G'eW

$川%

!"#&

#

!5

(

!

"试剂及仪器"

*:YC3[

聚合酶$上海生工!批

号#

G'""#"

%!

O3*P

$上海生工!批号#

[$#""F$

%!

BC3[

合成试剂盒$上海生工!批号#

GW!55F

%&感受

态细胞制备试剂盒$上海生工!批号#

GW7&"%

%&质粒

抽提试剂盒$美国
[@/?6>

!批号#

[P

$

,3

$

P

$

F"

%&测

序列分析仪$美国
[^)

公司!

[^) PH)G, &%&"

%&荧

光定量
P'H

仪$美国
[^)

公司!

GI6MD>6

%(

&

"动物分组及造模方法"大鼠适应性喂养
#

周

后随机分为高脂喂养组 $

&"

只%和正常组$

#"

只%!正

常组给予基础饲料喂养!高脂饲料依据
C6>? \

等)

&

*

方法配制( 造模期间所有大鼠自由摄食和饮水!实验

室温度保持在$

!!

%

&

% '!共饲养
#!

周!超过正常组

平均体重的
!"S

为肥胖)

5

*

!共
#7

只大鼠造模成功!成

模率为
$&S

( 造模成功的食源性肥胖$

O;6I

$

;>O-B6O

1J6L;I/

!

C)D

%大鼠随机分为模型组$

7

只%和针刺组

$

#"

只%(

5

"针刺干预"针刺治疗前将所有大鼠放入自制

的大鼠固定器中预固定!

!" 9;>E

次!每天
#

次!适应

F

天后进行针刺治疗( 腧穴选择#选择天枢$脐中旁开

约
F 99

%'三阴交$后肢内踝尖直上
#" 99

%'中脘$大

鼠的腹正中线上!以剑突为一定位点!以耻骨联合上缘

为另一定位点!两者连线的上
#E&

段与下
!E&

段的交

点%'足三里$取双后肢膝关节后外侧!腓骨小头下约

F 99

处%穴进行电针干预治疗( 穴位定位参照+实验

针灸学,

)

F

*进行( 针刺操作#

%FS

酒精棉消毒后!用

"

!

!F 99

(

#& 99

毫针以
#4 T<

的频率!

! 9[

的强

度在-天枢.斜刺
5 99

!三阴交直刺
5 99

!足三里直

刺
$ d% 99

!-中脘.直刺
! 99

!以穴位皮肤轻微抖动

为度!治疗
!" 9;>

后出针!左右侧轮换取穴!每天
#

次!

每周连续针刺
F

天!休息
!

天!共治疗
5

周(模型组和正

常组同针刺组同法固定!但不予以干预治疗(

F

"样本采集"各组动物于实验结束时以利多卡

因腹腔麻醉!并断头处死!迅速在冰浴中剥离脑组织后

置于液氮罐保存!检测
*G'#

启动子甲基化和
9*DH

基因表达(

$

"检测指标及检测方法

$

!

#

"大鼠体重检测"采用电子秤称量各组大鼠

治疗前后清晨体重变化(

$

!

!

"

*G'#

启动子甲基化检测"采用重亚硫酸

盐的测序法检测
*G'#

启动子甲基化)

$

*

(

C3[

亚硫

酸氢钠修饰#将约
! !? C3[

用双蒸水稀释!加

F

!

F !V

新鲜配制的
&, 3:DT

!

5!

'水浴
&" 9;>

(

加
#" 991.EV

对苯二酚
&" !V

至上述水浴后混合液

中!加亚硫酸氢钠!避光混匀( 加
!"" !V

石蜡油!

F"

' 避光水浴
#$ =

( 加
&"" !V

结合液到
8P

管中(

混匀后移到
X3)f

柱中!室温静置
! 9;>

( 室温离心

# 9;>

(加入洗液
$F" !V

!室温离心
# 9;>

!重复清洗

#

次(室温离心
# 9;>

(把
X3)f

柱放入新的
8P

管中!

FF

'烘箱放置
#" 9;>

!加入预热的双蒸水
F" !V

!

FF

'烘箱放置
!" 9;>

(室温离心
! 9;>

!收集洗脱

液!使体积终体积为
F" !V

( 加
F

!

F !V

新鲜配制的

& 91.EV 3:DT

!室温放置
#F 9;>

( 加
4 !V & 91.EV

乙酸钠'

5 !V #" 9?E9V

糖原和
!%" !V

冰无水乙

醇!置于 #

!"

'!过夜沉淀( 离心
#" 9;>

!加

F"" !V %"S

乙醇!离心
F 9;>

!去上清( 再加同量

乙醇!倒掉上清!常温离心后!将附壁乙醇离至
8P

管

底!移液器小心将残余液体吸净!室温干燥
F 9;>

!加入

!"

)

&" !V

双蒸水!溶解沉淀(

P'H

扩增#引物#

,

$

*LB#

$

`

#

F

&$

\[**\**\**[[*[[*[[*\*\[*\*\

$

&

&&

,

$

*LB#

$

H

#

F

&$

*'[''['[['*['*''*['*

$

'[['

$

&

&!配制
F" !V

反应体系!反应条件#
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'预
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变性
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!

75

'变性
5F L

!

$$

'退火
5F L

!

%!

'延

伸
# 9;>

!

5"

个循环!

%!

'

4 9;>

修复延伸( 将
P'H

纯化产物连接到
MX'#4

$

*

载!制备感受态细胞!选择

在
)P*\Ee

$

?:.

平板上生长的白色菌落!挑至含氨苄青

霉素的液体培养基!

&%

'培养过夜!提取质粒!进行测

序( 甲基化率$

S

%

a

被甲基化位点
E FF

(

#""S

$

FF

为每个样本可被甲基化的位点%(

$

!

&

"

H*

$

P'H

检测
9*DH 9H3[

表达"运用

BC3[

合成试剂盒合成
BC3[

第一链(

9*DH

引物

序列#上游#

F

&$

\'\*''\\\\*\**[\[\*[

$

&

&!下

游#

F

&$

*\\\*'[*''**\**'\*\*

$

&

&!选择
"

$

:B

$

I;>

为内参!引物序列#上游#

F

&$

'\*[[[\[''*'

$

*[*\''[['[

$

&

&! 下游#

F

&$

[\''[''[[*''[

$

'['[\[\

$

&

&!按照
P'H

试剂盒内说明书配制

!" !V

反应体系!反应条件为
7F

'起始模板变性

! 9;>

!

7F

'变性
#" L

'

$F

'退火
5" L

'

$4

'延伸

# 9;>

!循环
5"

次!采用
!

#

!!'I方法计算
9*DH 9H

$

3[

相对表达量(

%

"统计学方法"采用
GPGG ##

!

F

进行统计分

析( 计量数据采用
@

%

L

表示!组间两两比较采用

VGC

法&同组间治疗前后的比较采用配对
I

检验(

P Q"

!

"F

为差异有统计学意义(

结""果

#

"各组大鼠治疗前后体重比较$表
#

%"与本组

治疗前比较!针刺组大鼠治疗后体重明显下降$

P Q

"

!

"F

%&与正常组比较!治疗前模型组和针刺组大鼠体

重明显增高$

P Q"

!

"F

%&治疗后模型组和针刺组大鼠

体重差异无统计学意义$

P R"

!

"F

%(

表
#

$各组大鼠治疗前后体重比较$$

?

!

@

%

L

%

组别
>

时间 体重

正常
#"

治疗前
&45

*

!"

%

5&

*

"#

治疗后
5#$

*

4F

%

5#

*

#%

模型
7

治疗前
5$%

*

"#

%

!5

*

F5

!

治疗后
57$

*

%&

%

&%

*

75

针刺
#"

治疗前
5%4

*

!5

%

!"

*

$%

!

治疗后
5#%

*

%4

%

&4

*

45

"

""注#与本组治疗前比较!

"

P Q"

!

"F

&与正常组比较!

!

P Q"

!

"F

!

"各组大鼠
*G'#

启动子甲基化率和
9*DH

9H3[

表达比较$表
!

%"与正常组比较!模型组大鼠

下丘脑
*G'#

启动子甲基化率和
9*DH 9H3[

表达

均明显增高$

P Q"

!

"F

%&与模型组比较!针刺组大鼠下

丘脑
*G'#

启动子甲基化率和
9*DH 9H3[

表达均

降低$

P Q"

!

"F

%(

表
!

$各组大鼠
*G'#

启动子甲基化率和

9*DH 9H3[

表达比较"$

@

%

L

%

组别
> *G'#

启动子甲基率$

S

%

9*DH 9H3[

正常
#" 4%

*

"

%

&

*

$ #

*

"!

%

"

*

!!

模型
7

75

*

"

%

5

*

F

"

#

*

45

%

"

*

F#

"

针刺
#"

4%

*

5

%

&

*

7

!

#

*

5$

%

"

*

!7

!

""注#与正常组比较!

"

P Q"

!

"F

&与模型组比较!

!

P Q"

!

"F

讨""论

中医学称肥胖症患者为-肥人.!+素问"奇病

论,

)

%

*云-肥者令人内热.!王燕昌指出-肥人之病!皆因

脾湿致生胃痰.! +丹溪治法心要"中风,

)

4

*中提出-肥

白人多痰湿.!汪昂说-肥人多痰而经阻!气不运也.( 故

本病病机多与脾胃失调有关!故针刺治疗肥胖时多以任

脉'足太阴和足阳明经腧穴为主( 中脘为胃之募穴'腑

会!刺之可加强脾胃消化功能&天枢为大肠募穴!调理肠

胃'降脂消浊&三阴交'足三里配用可健运脾胃'利水湿(

四穴配用可收健脾胃'利脏腑'化脂消浊之功(

林小苗等)

7

*对
#7%7

/

!""4

年期间有关针刺治疗

单纯性肥胖症临床疗效的文献进行
,6I:

分析结果

示#针刺治疗单纯性肥胖症临床有效率可能优于西药

食欲抑制剂$西布曲明'芬氟拉明%&且体质量'体质量

指数的改善可能优于西布曲明( 另有系统评价结果显

示与生活方式相比!针刺可降低约
#

!

%! b?

体重!与假

针刺或安慰针相比体重下降
#

!

F$ b?

)

#"

*

( 以上研究

提示针刺治疗单纯性肥胖的有效性(

针刺治疗单纯性肥胖的机制研究取得一定的进

展)

##

*

!近年发现表观遗传参与了单纯性肥胖的发

生)

#!

!

#&

*

!本课题从表观遗传角度探讨了针刺治疗肥胖

的可能机制( 表观遗传是在基因
C3[

序列无发生改

变的情况下!研究基因表达水平的变化!

C3[

甲基化是

表观遗传的最常见形式( 课题组在前期研究发现下丘

脑
*G'#

启动子甲基化变化及
9*DH

信号参与了食源

性肥胖发生的研究基础上)

!

*

!采用电针对单纯性肥胖大

鼠模型进行干预! 本实验结果发现
C)D

大鼠较基础饲

料喂养正常组大鼠下丘脑
*G'#

启动子甲基化率明显

增加!

9*DH 9H3[

表达上调&电针干预后肥胖大鼠下

丘脑
*G'#

启动子基因甲基化率与正常组相似!

9*DH

表达高于正常组!低于模型组( 实验结果提示电针减轻

单纯性肥胖者体重的作用可能通过降低下丘脑
*G'#

启动子甲基化率!减少了对
9*DH

基因的抑制作用!使

9*DH

表达上调而实现(

本课题的不足之处#未对
*G'#

启动子甲基化进行

阻断!观察大鼠体重变化及
9*DH

表达!未明确电针对

*G'#

启动子甲基化率与
9*DH 9H3[

表达变化的因
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!

(-./ !"#$

!

01.2 &$

!

31

!

%

果关系(

本研究探讨针刺通过下调
*G'#

启动子甲基化程

度!调节
9*DH 9H3[

表达治疗单纯性肥胖的可能机

制!为从表观遗传角度研究针刺治疗肥胖的机制提供了

思路(
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