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窑基础研究窑

穴位埋线对复合衰老过程大鼠海马 ATP尧
ROS及自噬蛋白的影响

周美玲1 摇 张摇 宏1 摇 袁玉梅2 摇 覃文洛1 摇 林浩嘉1 摇 胡晓婷1 摇 陈摇 琦1 摇 赵文亮1 摇 李依媚1

摘要摇 目的摇 观察慢性应激促衰作用袁探讨穴位埋线的抗衰老和神经保护机制遥 方法摇 将 8 周龄 SD
雄性大鼠按体重随机分为对照组尧模型一组尧模型二组尧穴位埋线组尧假埋线组袁每组 6 只遥 对照组腹腔注射

生理盐水咱5 mL/渊kg窑d冤暂袁模型一组腹腔注射 D鄄半乳糖咱150 mg/渊kg窑d冤暂袁模型二组尧穴位埋线组尧假埋

线组在腹腔注射 D鄄半乳糖的基础上加慢性应激袁穴位埋线组给予百会尧足三里尧合谷尧太冲穴位埋线袁假埋线

组给予假埋线袁共处理 8 周遥 观察大鼠日常饮食活动等一般状态袁采用 茁鄄半乳糖苷酶染色法观察海马神经元

老化情况袁Nissl 染色观察海马组织病理结构袁三磷酸腺苷渊ATP冤染色检测海马 ATP 产生量袁活性氧物质

渊ROS冤染色测定海马 ROS 含量袁Western Blot 检测海马组织蛋白 p62尧LC3域/LC3玉表达遥 结果摇 与对照

组比较袁模型组海马区神经元衰老严重袁细胞萎缩明显袁尤以齿状核海马齿状核渊DG冤区显著袁ATP尧ROS 表

达降低渊P<0郾 01袁P<0郾 05冤袁p62尧LC3域/LC3玉表达升高渊P<0郾 01冤袁其中模型二组较模型一组细胞萎缩更严

重遥 与模型二组比较袁穴位埋线组海马老化改善袁DG 区细胞形态规则袁核质分离袁尚可辨认胞膜结构遥 与两

个模型组比较袁穴位埋线组 ROS 表达升高渊P<0郾 01冤袁p62尧LC3域/LC3玉表达降低渊P<0郾 01冤遥 与穴位埋线

组比 较袁 假 埋 线 组 ROS 蛋 白 表 达 降 低 渊 P < 0郾 01冤袁 LC3 域/LC3 玉 表 达 升 高 渊 P < 0郾 01 冤遥 结论

慢性应激可促进衰老进程袁穴位埋线可通过增加 ATP 生成袁轻度提升 ROS袁促进自噬小体降解等机制来延

缓衰老袁发挥神经保护作用遥
关键词摇 衰老曰 应激曰 穴位埋线曰 三磷酸腺苷曰 活性氧物质曰 自噬

Effect of Catgut Embedding at Acupoints on ATP袁 ROS and Autophagy Protein in Hippocampus of

Aging Rats 摇 ZHOU Mei鄄ling1袁 ZHANG Hong1袁 YUAN Yu鄄mei2袁 QIN Wen鄄luo1袁 LIN Hao鄄jia1袁
HU Xiao鄄ting1袁 CHEN Qi1袁 ZHAO Wen鄄liang1袁 and LI Yi鄄mei1 摇 1 Clinical Medical College of Acupunc 鄄
ture and Rehabilitation袁Guangzhou University of Chinese Medicine袁Guangzhou 渊510405冤曰 2 Rehabilitation

Department袁 Shenzhen Bao忆an TCM Hospital Group袁 Guangdong渊518133冤
ABSTRACT摇 Objective摇 To observe the effects of chronic stress on senility袁 and to explore the anti鄄

aging and neuroprotective mechanism of catgut embedding at acupoints. Methods 摇 Eight鄄week鄄old male
SD rats were randomly divided into 5 groups according to body weight袁 i. e.袁 the control group袁 model
group 1袁 model group 2袁 acupoint catgut embedding group and sham catgut embedding group袁 6 rats in
each group. The animals in the control group were injected intraperitoneally with normal saline
渊5 mL窑kg原1窑d原1冤. The model group 1 was given intraperitoneal injection of D鄄galactose渊150 mg窑kg原1窑d原1冤.
The model group 2袁 acupoint catgut embedding group and sham catgut embedding group were treated
with chronic stress on the basis of D鄄galactose injection袁 and the acupoint catgut embedding group was
given acupoint catgut embedding at Baihui渊GV 20冤袁 Zusanli渊ST 36冤袁 Hegu 渊LI 4冤 and Taichong渊LR 3冤 .
The rats in sham catgut embedding group was treated with sham catgut embedding袁all rats were treated
for 8 weeks. The general state of dietary activity in rats was observed袁beta鄄galactosidase staining was
used to observe aging of hippocampal neurons袁Nissl staining was used to observe the pathological struc鄄
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ture of hippocampus袁adenosine triphosphate 渊ATP冤 staining was used to detect the production of ATP袁re鄄
active oxygen species渊ROS冤 staining was used to determine the content of ROS in hippocampus袁and
Western Blot was used to detect the expression of p62 and LC3域/LC3玉 in hippocampus. Results 摇 Com鄄
pared with the control group袁hippocampal neurons in the model group aged severely and atrophied signifi鄄
cantly袁especially in the dentate gyrus 渊DG冤 area of the dentate nucleus袁 the expressions of ATP and ROS
decreased渊P<0郾 01袁P<0郾 05冤袁 expressions of p62 and LC3域/LC3玉 increased渊P<0郾 01冤袁cell atrophy and
aging in model group 2 were more severe than in model group 1. Compared with the model group 2袁neu鄄
rons in hippocampus DG area of the acupoint catgut embedding group manifested as less aging袁 regular
morphology袁 nuclear鄄cytoplasmic separation袁 and identifiable membrane structure. Compared with the
model groups袁ROS expression was increased渊P<0郾 01冤袁 p65 and LC3域/LC3玉 were decreased in the acu鄄
point catgut embedding group渊P<0郾 01冤 .Compared with the acupoint catgut embedding group袁expression
of ROS was decreased 渊P<0郾 01冤袁LC3域/LC3玉 was increased in the sham catgut embedding group渊P<
0郾 01冤 . Conclusion 摇 Chronic stress can promote the aging process袁acupoint catgut embedding can delay
aging and play a neuroprotective role by increasing ATP production袁 slightly increasing reactive oxygen
species袁 promoting autophagy body degradation.

KEYWORDS摇 aging曰 stress曰 acupoint catgut embed曰 ATP曰 ROS曰 autophagy

摇 摇 中国人口老龄化近年有日益增长趋势袁衰老及相

关疾病如阿尔兹海默病咱1暂 尧帕金森病咱2暂 尧神经退行性

疾病咱3暂研究也成为热点遥 衰老是一种亚临床病理过

程袁表现为器官组织细胞功能尧适应能力和抵抗能力减

退遥 神经元作为耗氧量大的细胞袁对衰老过程中的代

谢变化尤其敏感袁既往研究发现衰老过程有进行性神

经元丢失尧蛋白堆积咱2暂 等表现遥 针灸对防老保健有一

定疗效咱4袁5暂袁但其具体作用机制尚未明确袁因此设计相

关实验袁以探讨针灸埋线对衰老的干预作用遥
材料与方法

1摇 实验动物摇 SPF 级雄性 SD 大鼠袁8 周龄袁体
重 180耀220 g袁购于广州中医药大学实验动物中心袁
许可 证 号院 SCXK 渊 粤 冤 2013 原 0001袁 动 物 编 号

No郾 44005800006732遥 动 物 饲 养 房 间 温 度 22 耀
24 益袁每 12 h 昼夜交替 渊开灯 7院00am袁熄灯 7院
00pm冤袁保持自由饮食和饮水袁实验在广州中医药大

学临床药理所完成遥 本实验操作过程严格遵照动物伦

理标准和国际惯例袁照顾动物福利袁并已通过广州中医

药 大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 的 伦 理 审 查

渊No郾 20181113040冤遥
2摇 主要仪器及试剂 摇 冰冻切片机袁型号院Cryo鄄

tome E袁美国 Thermo 公司曰正置显微镜袁型号院Nikon
Eclipse CI袁日本 Nikon 公司曰成像系统袁型号院Nikon
DS鄄U3袁日本 Nikon 公司曰荧光显微镜袁型号院 Nikon
Eclipse TiU袁日本 Nikon 公司遥 DHE 染液渊美国 Sig鄄
ma 公司袁批号院D7008冤曰DAB 显色剂渊丹麦 DAKO 公

司袁批号院 K5007冤曰尼氏渊Nissl冤染色液渊上海碧云天

公司袁批号院C0117冤曰细胞衰老 茁鄄半乳糖苷酶染色试

剂盒渊上海碧云天公司袁批号院C0602冤曰化学发光 HRP
底物渊美国 Millipore 公司袁批号院WBKLS0500冤曰BCA
蛋白定量试剂盒渊武汉谷歌生物公司袁批号院G2026冤曰
兔抗 GAPDH 抗体 渊 北京博奥森公司袁 批 号院 bs鄄
2188R冤曰兔抗 LC3B 抗体渊英国 Abcam 公司袁批号院
ab192890袁使用浓度 1 颐2 000冤曰兔抗 p62 抗体渊英国

Abcam 公司袁批号院ab109012袁使用浓度 1 颐10 000冤曰
山羊 抗 兔 IgG 渊 HRP袁 英 国 Abcam 公 司袁 批 号院
ab205718袁使用浓度 1 颐10 000冤曰D鄄半乳糖渊美国 Sig鄄
ma 公司袁批号院G5388冤曰可吸收外科缝线 3原0 铬制院
上海浦东金环医疗用品有限公司曰三磷酸腺苷二钠盐袁
武汉谷歌生物公司遥

3摇 动物分组尧模型制备及干预方法摇 按照体重从

大到小排序袁采用 SPSS 17郾 0 软件分组袁将动物随机

分为 5 组院对照组袁模型一组渊D鄄半乳糖腹腔注射组冤袁
模型二组渊D鄄半乳糖腹腔注射+慢性应激组冤袁穴位埋

线组袁假埋线组袁每组 6 只遥 自由饮食饮水适应性喂养

1 周后开始造模袁对照组给予 8 周生理盐水腹腔注射

咱5 mL/渊kg窑d冤暂曰模型一组给予 8 周腹腔注射 D鄄半
乳糖咱150 mg/渊kg窑d冤暂曰模型二组在 D鄄半乳糖注射

基础上袁于第 3 周给予慢性应激袁共应激 6 周曰穴位埋

线组照模型二组的处理的同时袁于第 1 周开始穴位埋

线袁每周 1 次袁共埋线 8 周遥 假埋线组在模型二组基础

上给予每周 1 次假埋线袁共假埋线 8 周遥
于造模第 3 周开始给予慢性应激袁具体方法参照

Willner P 等咱6原9暂 方法并加以改进袁包括冰泳渊4 益袁
5 min冤尧噪音刺激 10 h尧禁食 24 h尧禁水 24 h尧陌生气
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味 24 h尧束缚 1耀1郾 5 h尧潮湿 17 h渊每笼倒入 200 mL
清水袁使垫料湿透冤尧倾斜 12 h尧昼夜颠倒 24 h渊白天避

光尧夜间光照冤尧持续光照 36 h尧空水瓶放置渊禁水后冤
等遥 每天随机安排 1耀2 种刺激袁同一种刺激不能连续

2 天出现袁共应激 6 周遥
穴位定位参照叶实验针灸学曳 咱10暂 袁选取合谷渊双冤尧

太冲渊双冤尧百会尧足三里 渊双冤 作为埋线处方袁合谷

渊双冤尧太冲渊双冤一组袁百会尧足三里渊双冤为另一组袁两
组交替埋线袁每周 1 次袁共埋线 8 次遥 穴位埋线和假埋

线的具体操作方法参照参考文献咱11暂袁大鼠清醒状态

下袁将大鼠固定在固定器上并暴露埋线部位袁将可吸收

外科缝合线 3原0 铬制剪成约 0郾 5 cm 数小段袁用镊子

传入 6 号注射针中袁留一半长度于针头外遥 于穴位部

位给予消毒后袁将装有缝合线的针头刺入穴位袁待手下

有空虚感即可出针袁缝合线留在穴位即提示操作成功遥
假埋线组针头内不放置缝合线袁其余操作与埋线组

相同遥
4摇 检测指标及方法摇 干预结束后以水合氯醛腹

腔注射麻醉后取材袁其中每组随机取 3 只大鼠灌注生

理盐水尧多聚甲醛袁取全脑袁切片切至海马位置袁每个脑

组织取 3 张切片袁厚度为 20 滋m袁予 Nissl 染色曰另
3 只大鼠麻醉脱颈后立即取脑袁每只脑平均分成两半袁
左侧脑立即放入液氮里冻存袁检测时每只脑切至海马

取 9 张切片袁厚度为 20 滋m袁其中 3 张行 茁鄄半乳糖苷

酶染色袁3 张行 ATP 染色袁余 3 张行 ROS 染色曰右侧

脑组织分离出海马组织袁置于液氮原80 益保存以备后

期行 Western Blot 检测遥 以下各组组化尧荧光染色及

蛋白免疫印记实验中所有检测至少取 3 只动物组织袁
且每只动物海马至少取 3 张切片袁每张切片随机选

取 5 个视野遥
4郾 1摇 海马组织老化观察 摇 采用 茁鄄半乳糖苷酶

染色 法袁 染 色 步 骤 分 为院 工 作 液 配 制袁 染 色 液 C
930 滋L袁染色液 A 10 滋L袁染色液 B 10 滋L袁X鄄Gal 溶
液 50 滋L袁依次加入袁混匀即为工作液曰固定袁取一张

没经过固定的新鲜冰冻切片自然晾干袁茁鄄半乳糖苷

酶固定液固定 15 min袁倾去固定液袁蒸馏水洗 3 遍曰
茁鄄半乳糖苷酶染色袁甩干片子上的水袁将工作液滴于

组织上袁于 37 益孵育 16耀18 h袁倾去工作液袁蒸馏充

分水洗 3 次曰甘油明胶封片剂封片袁结果判读中衰老

细胞呈蓝色遥
4郾 2摇 海马组织形态学观察摇 采用 Nissl 染色袁样

品处理院石蜡包埋尧切片袁厚度 20 滋m袁依次置于以下

试剂中院二甲苯 10 min袁3 次袁无水乙醇 5 min袁90%乙

醇 2 min袁70%乙醇 2 min袁蒸馏水 2 min遥 将处理好

的切片放入 Nissl 染色液染色 10 min袁温度为 50 益袁
蒸馏水洗涤 2 次渊每次数秒冤袁95%乙醇洗涤约 5 s袁
70%乙醇洗涤 2 次遥 脱水尧透明尧封片院95%乙醇脱水

2 min袁新鲜 95%乙醇脱水 2 min袁二甲苯透明 5 min袁
新鲜二甲苯透明 5 min袁中性树胶封片袁显微镜下观

察袁细胞呈现斑驳的蓝紫色染色遥
4郾 3摇 ATP 表达检测摇 运用 ATP 染色法袁ATP 染

色孵 育 液 配 比院 0郾 125% 三 磷 酸 腺 苷 二 钠 盐 +
0郾 1 mol/L 三羟甲基氨基甲烷+0郾 1 mol/L 硫酸镁+
2%硝酸铅袁依次混匀袁用氢氧化钠调 pH 至 7郾 2袁用前

过滤袁并于 37 益恒温箱预热遥 染色院将切片放于孵育

液中袁37 益孵育 30 min袁蒸馏水洗 2 min袁硫化铵处理

1 min袁流水冲洗 5 min袁镜检拍照院于显微镜下观察袁
放大倍数为 250 倍袁每张片随机选取 5 个视野观察袁其
中 ATP 酶活性处呈棕黑色为 ATP 阳性细胞遥

4郾 4摇 ROS 表达测定摇 采用 ROS 染色院新鲜组织

冰冻切片复温袁组化在组织周围笔画圈防治液体流走袁
用 PBS 稀释好的 DHE 在避光条件下 37 益 孵育

30 min遥 染核院玻片置于 PBS渊pH 7郾 4冤中在脱色摇

床上避光晃动洗涤 3 次袁每次 5 min遥 切片稍甩干后

滴加 DAPI 染液室温避光染核 10 min遥 封片院玻片置

于 PBS渊pH 7郾 4冤避光晃动洗涤 3 次袁每次 5 min遥 切

片稍甩干后用抗荧光淬灭封片剂封片遥 镜检拍照院切
片于荧光显微镜下观察并采集图像袁放大倍数为

20 倍袁每张片随机选取 5 个视野观察遥
4郾 5摇 Western Blot 检测自噬相关蛋白 LC3域/

LC3玉尧p62 的表达 摇 渊1冤组织块称重袁利用液氮尧研
钵粉碎组织块曰加入 RIPA 缓冲液渊每克组织 3 mL冤袁
PMSF渊10 mg/mL袁每克组织 30 滋L冤袁利用 Polytron
进一步匀浆渊25 000 伊g 离心 1 min冤维持 4 益袁加入

PMSF 渊 10 mg/mL袁 每克组织 30 滋L 冤袁 冰上孵育

30 min曰移入离心管 4 益 约 20 000 伊g 离心 15 min袁
上清液为细胞裂解液袁原20 益分装保存曰进行 BCA 蛋

白定量法测定蛋白质浓度遥 渊2冤取相同质量的细胞裂

解液渊体积伊蛋白质浓度冤袁并加等体积的 2伊电泳加样

缓冲液沸水浴中 3 min遥 渊3冤配胶上样袁先配分离胶袁
用双蒸水压平袁静置约 10 min袁待其形成一水平线时袁
除去多余水分袁加浓缩胶袁拔梳子袁上样袁左右两侧两个

孔加 1伊Loading Buffer袁左边加 Marker 3 耀 5 滋L袁其
余孔加样 8 滋L袁保证总蛋白量为 20 耀 25 滋L遥 渊4冤电
泳袁加入电泳液袁液体高度以浸没胶为主袁浓缩胶

20 mA袁分离胶 35 mA袁待到看到 Buffer 蓝色染料跑

至胶底部即可遥 渊5冤电转袁采用 PVDF 膜袁在电泳结束

前 20 min 准备袁按照胶的尺寸取相应大小的膜袁置于
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甲醛中活化 5 min袁其余海绵滤纸预先浸于电转液中袁
小心把胶取下袁按照 野黑 海绵 滤纸 胶 膜 滤

纸 海绵 红冶顺序加电转三明治袁加入电转液袁冰浴

下转膜遥 渊6冤封闭袁采用 7%脱脂奶粉封闭 60 min袁
TBST 洗膜 3 次袁每次 10 min遥 渊7冤孵一抗院参照一抗

说明书袁将稀释好的抗体滴至目的蛋白相应条带位置袁
4 益过夜遥 渊8冤孵二抗院洗膜袁参照二抗说明书袁稀释好

的抗体加到膜上袁摇动孵育 1 h袁TBST 洗膜 3 次袁每次

10 min遥 渊9冤显色袁按照显影定影试剂盒说明书袁配制

显影液袁避光显色遥
5摇 统计学方法 摇 用 Excel 表录入数据袁使用

SPSS 17郾 0 软件进行统计遥 计量资料若符合正态分

布袁以 x依s 表示袁多组间均值比较袁采用单因素方差分

析袁组间均值两两比较采用 Bonferoni 法曰若不符合

正态分布袁进行秩和检验袁多组间比较采用 Kruskal鄄
Wallis 检验袁组间两两比较采用 Mann鄄Whitney 检

验袁检验水准 琢=0郾 05袁P<0郾 05 为差异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 一般情况摇 所有大鼠在造模前毛发光洁袁活泼

好动袁反应灵敏袁眼睛光亮红润袁耳廓充盈润泽遥 造模

后袁模型一组大鼠较对照组体重减轻袁毛色紊乱袁反应

略迟钝袁饮食减少袁眼神晦涩袁耳廓略苍白遥 模型二组

较模型一组饮食量减少袁毛发干枯发黄袁耳廓苍白且常

有伤口袁易激惹袁抓握时便溏尿频袁后期蜷缩在角落遥
埋线组较模型组毛发整洁袁精神状态尚可袁行动较灵

活袁眼睛耳廓较红润遥 假埋线组经过处理后与模型二

组状态相近遥 模型二组在冰泳刺激时袁有 2 只大鼠死

亡袁予同时造模的备用鼠补充入组遥
2摇 各组海马神经元老化结果渊图 1冤 摇 对照组神

经元排列整齐袁未见明显衰老细胞曰与对照组比较袁模
型一组尧模型二组可见散在分布的衰老细胞 渊P <
0郾 01冤曰与模型一组比较袁模型二组尧假埋线组衰老细

胞广泛存在袁数量明显增加袁穴位埋线组衰老细胞数减

少渊P<0郾 01冤曰穴位埋线组较模型二组衰老细胞数明显

减少渊P<0郾 01冤袁几乎未见衰老细胞曰假埋线组可见散

在分布的衰老细胞袁与穴位埋线组比较袁假埋线组衰老

细胞数增加渊P<0郾 05冤遥
3摇 各组海马神经元形态比较渊图 2冤 摇 对照组神

经元细胞数正常袁胞体圆润袁胞核清晰袁胞浆淡染袁轴丘

Nissl 体分布均匀曰模型一组神经细胞层变薄袁细胞数

相对减少袁在海马齿状核渊dentate gyrus袁 DG冤出现

椭圆形尧梭形深染细胞曰模型二组海马 DG 区深染细胞

进一步皱缩袁呈柱形和颗粒形袁细胞正常形态不见曰穴

位埋线组海马 DG 区细胞较模型二组形态规则袁核质

分离袁尚可辨认胞膜结构曰假埋线组 DG 区可见散在深

染变形神经元遥

摇 摇 注院A原E 为各组 茁鄄半乳糖苷酶染色图渊伊500冤曰A 为对照组曰
B 为模型一组曰C 为模型二组曰D 为穴位埋线组曰E 为假埋线组曰
箭头所示蓝染为衰老细胞曰 F为各组大鼠海马衰老细胞数比较曰
与对照组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型一组比较袁吟P<0郾 01曰与模型二

组比较袁银P<0郾 01曰与穴位埋线组比较袁茵P<0郾 01
图 1摇 各组大鼠海马神经元老化比较

摇 摇 注院箭头所示为海马齿状核区变性细胞

图 2摇 各组大鼠海马神经元形态比较摇 渊Nissl冤

4摇 各组大鼠海马 ATP 表达比较渊图 3冤 摇 对照组

ATP 表达较多袁ATP 阳性细胞呈广泛密集分布曰与对照

组比较袁模型一组 ATP 阳性细胞减少渊P<0郾 05冤曰与两

个模型组比较袁穴位埋线组 ATP 阳性细胞有升高趋势遥
5摇 各组大鼠海马 ROS 表达比较渊图 4冤摇 与对照

组比较袁模型一组尧模型二组大鼠海马 ROS 表达降低

渊P<0郾 01冤遥 与模型一组比较袁模型二组尧穴位埋线组尧假
埋线组ROS表达升高渊P<0郾 01冤遥 与模型二组比较袁穴位

埋线组及假埋线组 ROS表达升高渊P<0郾 01冤遥 与穴位埋

线组比较袁假埋线组ROS表达降低渊P<0郾 01冤遥
6摇 各组大鼠海马自噬相关蛋白 p62尧LC3域/LC3玉表
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达比较渊图 5冤 摇 与对照组比较袁模型一组尧模型二组

p62尧LC3域/LC3玉表达升高渊P<0郾 01冤遥 与模型一组

及模型二组比较袁穴位埋线组尧假埋线组 p62尧LC3域/
LC3玉表达均降低渊P<0郾 01冤遥 与穴位埋线组比较袁假
埋线组 LC3域/LC3玉蛋白表达升高渊P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院A 原E 为 ATP 染色图渊 伊250冤曰A 为对照组曰B 为模型一

组曰C 为模型二组曰D 为穴位埋线组曰E 为假埋线组曰箭头所示棕

黑色为 ATP阳性细胞曰 F 为各组大鼠海马 ATP 阳性细胞数比

较曰与对照组比较袁鄢P<0郾 05
图 3摇 各组大鼠海马 ATP 表达比较

摇 摇 注院A 原E 为 ROS 染色图渊 伊20冤曰A 为对照组曰B 为模型一

组曰C 为模型二组曰D 为穴位埋线组曰E 为假埋线组曰F 为各组大

鼠海马 ROS 荧光光密度比较院与对照组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型

一组比较袁吟P<0郾 01曰与模型二组比较袁银P<0郾 01曰与穴位埋线组

比较袁茵P<0郾 01
图 4摇 各组大鼠海马 ROS 表达比较

摇 摇 注院与对照组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型一组比较袁吟P<0郾 01曰
与模型二组比较袁银P<0郾 01曰与穴位埋线组比较袁茵P<0郾 01

图 5摇 各组大鼠海马自噬相关蛋白 p62尧
LC3域/LC3玉表达比较

讨摇 摇 论

机体衰老表现为各器官功能不同程度的减退袁其
中以脑老化最为显著遥 有研究表明袁慢性应激可加速

衰老进程咱11暂袁本课题组前期的研究也分别从下丘脑

垂体 肾上腺轴渊HPA 轴冤 咱9暂及海马自噬咱12暂 证实了这

一点遥 长期慢性应激可持续激活 HPA 轴并生成过量的

糖皮质激素渊glucocorticoid袁GC冤 咱13袁14暂袁海马因其分布

有丰富的糖皮质激素受体渊glucocorticoid receptor袁
GR冤袁为主要靶器官袁相关症状出现较早且显著遥 这一

点也能从细胞形态上看出袁模型组大鼠海马 DG 区神经

元呈现深染尧皱缩等衰老变化袁慢性应激可加重神经元

老化袁穴位埋线可改善细胞形态袁提示穴位埋线或可通

过维持神经元相对正常形态来延缓衰老遥
目前越来越多的研究将衰老与线粒体联系起来袁

研究发现衰老机体中有线粒体的功能减退和损伤线粒

体堆积的现象咱15暂遥 本实验主要通过检测与线粒体功

能相关的能量生成尧自由基产生和清除相关指标袁为进

一步的实验提供依据遥
衰老过程中常伴随能量生成的减退咱16暂 袁一些物质

的堆积也易产生毒性而造成细胞损伤乃至凋亡袁ATP尧
ROS 正是这类物质袁与两者密切相关的细胞器线粒体

老化也被认为是衰老的重要标志遥 脑因其活跃的代谢

特点袁对 ATP 变化尤其敏感遥 衰老过程中细胞能量不

足时袁可影响到高能耗过程如物质跨膜转运咱17暂尧针对

外界变化的分子应答尧信号转导咱18暂 尧核碱基损伤的修

复咱19暂尧蛋白的转录和翻译咱20暂尧损伤结构清除等咱21暂袁最
终引起细胞功能障碍导致衰老遥 在本实验中袁衰老模

型组海马区 ATP 明显减少袁穴位埋线可减缓这种下降

趋势袁以维持细胞代谢所需相对足够的能量遥
ROS 是代谢过程中产生化学性质活跃的一类物

质咱22暂袁生理情况下少量的 ROS 对于机体是必须且有

益的咱23暂袁研究发现衰老组织中有过量的 ROS 和其氧

化产物及抗氧化机制的失效遥 既往较多研究均从

ROS 过度升高袁损伤细胞危及生存角度出发袁有研究

发现在遇到外界环境变化时袁细胞内ROS 轻度提升以

抵抗外界伤害性刺激咱24原27暂遥 在本实验中观察到衰老

模型中 ROS 含量较对照组不升反降袁穴位埋线组

ROS 量较模型组有一定提升袁或许为 ROS 在衰老及

应激的双向作用的体现遥
衰老过程中除了有分子生成变化外袁也涉及损伤

成分的清除袁近些年研究发现衰老及衰老相关的病理

与自噬低水平相关咱28暂 遥 p62 是一种自噬受体袁介导自

噬底物的识别和运输作用咱29原31暂遥 p62 数量越多不一

定代表自噬越强咱32暂 袁本实验中袁与对照组比较袁模型组

LC3域尧p62 蛋白表达升高曰与模型组比较袁穴位埋线

组 LC3域/LC3玉尧p62 蛋白表达降低袁或与衰老过程

中自噬流受阻袁自噬小体及其上的蛋白累积有关遥
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针灸在防老抗衰方面有一定效果袁其中穴位埋线

兼具针具的刺激效应和针刺渗血作用袁以及羊肠线在

穴位内长久的刺激作用遥 依据中医学衰老气血亏少尧
髓海不足的特点袁选取合谷尧太冲尧百会尧足三里穴位为

埋线组方遥 合谷尧太冲为四关穴袁可调和气血遥 足三里

是足阳明胃经合穴袁为强壮补虚之要穴遥 百会位于头

顶袁针之可升阳举陷尧调神安宁遥 针灸可从多个方面影

响线粒体功能袁通过抑制 A茁鄄结合性乙醇脱氢酶蛋白

渊A茁鄄binding alcohol dehydragenase袁ABAD冤的过

度表达袁提高细胞色素氧化酶郁渊 cytochrome oxi鄄
dase 郁袁COX郁冤尧琥珀酸脱氢酶渊 succinate dehy鄄
drogenase袁SDH冤尧乳酸脱氢酶 渊 lactate dehydro鄄
genase袁LDH冤活性来改善线粒体的能量代谢咱33袁34暂 曰
提高海马线粒体呼吸链酶复合物活性和 ATP 浓度来

改善线粒体功能咱35暂曰还可适度提高自噬能力袁减少细

胞凋亡咱36暂 遥 针刺或艾灸合谷尧太冲尧足三里可提高老

年痴呆模型大鼠的学习记忆与抗疲劳能力袁改善海马

细胞形态结构袁以延缓衰老进程咱37袁38暂 遥 电针百会尧足
三里可提高大鼠海马 CA1 区长时程增强渊 long term
potentiation袁LTP冤 咱39暂曰针药合用可调节大鼠海马 IL鄄
1茁尧IL鄄6 及 TNF鄄琢 含量袁抑制 D鄄半乳糖引发的中枢神

经系统免疫炎性反应袁以协同改善学习记忆能力咱40暂 遥
综上袁慢性应激可促进海马区神经元老化袁针刺穴

位埋线可缓解衰老相关症状袁保护神经元袁或与改善细

胞能量供应袁轻度提升 ROS袁促进自噬小体的降解以

保证自噬流的通畅有关遥
由于本实验动物数量尚少袁仅可反应出一些趋势袁

尚需后续更多的实验以补充遥 此外袁针对ROS 在衰老

和应激的双向效应中袁ROS 浓度有益范围的界定以及

参与到其中的分子通路的尚不确定袁在自噬流中下游

中 对自噬小体的运输尧与溶酶体融合并被降解过

程的监测和评价还需要今后更大量的实验进行探索和

验证遥
利益冲突院所有作者声明袁除本文基金资助外袁论

文投稿未从任何组织获得任何财务支持或其他支持袁
无其他可能影响投稿的关系或活动遥
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