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针刺疗法对老年痴呆小鼠脑内
I;$

蛋白表达的影响

刘金凤#

#张#莹#

#孙金平#

#徐思思#

#张雪竹!

摘要#目的#观察益气调血!扶本培元针刺法对老年痴呆小鼠脑内
I;$

蛋白表达的影响" 方法#选取

JK*L6

小鼠!分为
JK*L6

对照组#针刺组#非穴组!并设同源
JK*M#

对照组" 针刺组采用益气调血!扶本

培元针法!针刺膻中#中脘#气海#血海
$双%

#足三里
$双%

&非穴组取双侧胁下两个固定非经非穴点" 采用
)0N-

"

01B /3.-

法测定小鼠皮质和海马内
I;$

蛋白表达&

O<

染色法观察各组小鼠海马
%K#

区#颞叶#枕叶神经元

细胞病理形态&免疫组化法测定皮质
I;$

阳性细胞表达情况" 结果#

JK*L6

皮质内
I;$

蛋白呈较高表达

的状态!针刺治疗后明显下调!与
JK*L6

对照组差异明显$

L P"

!

";

%!与
JK*M#

对照组比较!差异无统计

学意义$

L Q"

!

";

%&非穴刺激对
I;$

蛋白表达无显著影响" 海马组织内!各组
I;$

蛋白表达差异均无统计

学意义$

L Q"

!

";

%" 结论#益气调血!扶本培元针刺法能下调小鼠脑内
I;$

蛋白表达!改善脑细胞病理形

态!从而提高老年痴呆小鼠的学习记忆能力!改善其认知功能!且具有腧穴特异性"

关键词#针刺&老年痴呆&益气调血&扶本培元针刺法&
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##阿尔茨海默病$

K3@A0?=01

$

N Z?N0>N0

!

KG

%是一

种中枢神经系统原发性退行性病变!起病隐袭!呈进行

性发展' 随着我国人口老龄化日益严重!

KG

越来越

成为一个严重的社会问题' 流行病学数据显示!

KG

在年龄大于
:;

岁的人群中发病率为
6c d#"c

!并且

在此后每增长
;

岁!该病的发生率将增加
#

倍(

#

)

' 目

前
KG

的发病原因未明!发病机制复杂!尚无特效药物

治疗' 临床实践表明!针灸能较好地改善
KG

患者的

认知功能!且无明显不良反应(

!

)

' 因此!本实验从
I;$

蛋白在脑中表达量的角度探讨益气调血!扶本培元针

法改善认识功能的可能机制'

材料与方法

#

#动物及分组#选取健康雄性
6

月龄
JK*L6

小

鼠(

$

)

!9

只!随机分为
JK*L6

对照组!针刺组!非穴组'

并选取
6

月龄同源小鼠
6

只为
JK*M#

对照组!均为雄

性!由天津中医药大学第一附属医院实验动物中心提

供!动物合格证号#津实动质
*

准字第
"":

号!清洁级'

!

#针具#选用
"

!

$; ==

%

9" ==

针灸针$华

佗牌!中国苏州医疗用品厂有限公司%!针具由天津中

医药大学第一附属医院针灸研究所提供'

$

#主要试剂及仪器#兔抗鼠
I;$

多克隆抗体

$

J>B->

!

G_""!

&

"#

&

"#K_

%*

>,-?B

兔单克隆抗体

$

J>B->

!

;#!;J

%!兔两步法检测试剂盒$

L2:""#

!北京

中杉金桥生物技术有限公司%*

_%K

蛋白定量试剂盒

$上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司!

Jb$"!#

&

;"">NN>]N

%*

*>1e01

$

!"

'

#!"eG

!

^01=0B->N T?R0

J,?0B,0N

%*

GK_

显色试剂盒$

VT'

"

8"$!

!北京中杉金

桥生物技术有限公司%&

L2G^

膜 $

"

!

9; !=

!

*?33?

"

I.10

%*光学显微镜$

_Y9"^9

!日本!

+3]=IEN

%*台式

冷冻离心机$

UB?\01N>3 #:M

!德国!

O0--?,A V0B-1?RE

"

C0B

%*酶标仪$

<TY6""

!美国!

_?.

"

-0e 'BN-

%*凝胶成像

系统$

%A0=?G.D YMJ

!美国!

_?.

"

M>Z

公司%'

9

#穴位选择及针刺方法#针刺采用益气调血!

扶本培元针法(

9

)

' 取穴为膻中*中脘*气海*血海
$双%

*

足三里
$双%

!穴位定位根据文献(

;

)' 针刺方法#膻中*

中脘*气海和足三里分别施捻转补法
$" N

!血海施捻

转泻法
$" N

' 非穴组取双胁下两个固定非穴位点!行

平补平泻手法
#"; N

' 均每天针刺
#

次!持续
7

天!休

息
#

次后再持续针刺
7

天'

JK*M#

对照组和

JK*L6

对照组进行与针刺组及非穴组相同时间和程

度的捉抓刺激' 治疗后将各组小鼠行颈椎脱臼法处

死!并迅速取脑!一部分用作
)0N-01B /3.-

法测定

I;$

蛋白表达!另一部分置于多聚甲醛中固定!脱水!

从视交叉至脑桥前缘冠状位切取含海马脑组织块!

备用'

;

#观察项目及检测方法

;

!

#

#

I;$

蛋白表达#采用
)0N-01B /3.-

法测

定' 使用干净剪刀将皮质及海马组织迅速剪碎!冰浴

下裂解超声提取总蛋白!设定超声功率为
$"" )

!每

次超声
9 N

!间隔
#" N

' 充分裂解后!提取液于
9

(离

心
$" =?B

$

#! """ 1 H=?B

%!分离上清液!采用
_%K

蛋

白定量试剂盒测定总蛋白浓度' 用
;

%上样缓冲液调

整蛋白浓度至
#" !CH !T

!

#""

(煮沸
#" =?B

!备用'

将蛋白样品进行变性的
;c

*

#"cJGJ

聚丙烯酰

胺凝胶电泳!每孔上样量为
#"" !C

!根据预染蛋白

*>1e01

的电泳情况!适时停止电泳' 然后半干法电

转移至
L2G^

膜上' 膜以
;c

脱脂奶液室温封闭
! A

后!与兔抗
I;$

$

#

)

!""

%多克隆抗体
9

(孵育过夜!漂

洗后!与辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
'CW

$

#

)

# """

%室温孵育
! A

!漂洗后与化学发光显色剂显

色!拍照!凝胶图像分析系统分析光密度值' 每个样品

重复 测 量
$

次! 取 均 值 分 析' 实 验 以
"

"

>,-?B

$

#

)

# """

%作为内参照物'

;

!

!

#各组小鼠皮质及海马
%K#

区病理形态及

皮质
I;$

阳性细胞表达量的检测#将蜡块自海马齿

状回开始!连续冠状切片!片厚
9 !=

' 展片后贴附于

载玻片上!晾干后于
:"

(烘烤备用' 常规
O<

染色!

光镜下观察各组病理形态'

免疫组化法测定皮质
I;$

阳性细胞表达#石蜡切

片常规脱蜡至水!

"

!

"# =.3HT

枸橼酸盐缓冲液$

IO

:

!

"

%抗原修复
#" =?B

$高压煮沸%!自然冷却至室温!

$cO

!

+

!

室温孵育
!" =?B

灭活内源性过氧化氢酶!

滴加
I;$

一抗工作液$

#

)

6"

%!

9

(过夜!生物素化二

抗
$7

(孵育
$" =?B

!

GK_

镜下显色!苏木素复染*脱

水*透明*封片'

#

%

L_J

缓冲液代替一抗经上述步骤

染色作空白对照' 采用
a,>I-E10

图像采集系统于高

倍镜视野$

#"

%

9"

%随机选取
;

个视野进行观察!应用

J?=I30 L%'

图像分析软件计数每个视野中阳性细胞

平均光密度$

K+G

%!取均值进行分析!此系统将白色

灰度值设定为
!;;

!将黑色灰度值设定为
"

!故灰度值

越高!表达越弱'

:

#统计学方法#所有数据采用
JLJJ #7

!

"

统

计软件进行分析' 每组样本测得数据均行正态分布及

方差齐性检验!结果以
D

*

N

表示!组间比较采用单因

素方差分析'

L P"

!

";

为差异有统计学意义'

结##果

#

#各组小鼠皮质及海马
I;$

蛋白表达水平比较
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$表
#

!图
#

%#与
JK*M#

对照组比较!

JK*L6

对照

组皮质中
I;$

蛋白表达上调!差异有统计学意义$

L P

"

!

"#

%&针刺治疗后!针刺组皮质中
I;$

蛋白表达明显

下调!与
JK*L6

对照组比较差异有统计学意义$

L P

"

!

"#

%&非穴位刺激对
JK*L6

小鼠皮质
I;$

表达与

针刺组比较差异明显$

L P "

!

"#

%' 在海马中
I;$

的

表达可见!各组均呈较低表达的状态!与针刺组比较!

JK*L6

对照组和非穴组海马中
I;$

蛋白表达稍上

调!但差异无统计学意义 $

L Q"

!

";

%'

表
#

%各组小鼠皮质及海马
I;$

表达水平比较#$

D

*

N

%

组别
B

I;$

表达水平

皮质 海马

JK*M#

对照
6 "

+

"6

*

"

+

"# "

+

#9

*

"

+

"$

JK*L6

对照
6

"

+

#:

*

"

+

"$

!

"

+

#6

*

"

+

"8

针刺
6

"

+

"8

*

"

+

"!

"

"

+

#;

*

"

+

"8

非穴
6

"

+

#;

*

"

+

"!

#

"

+

#7

*

"

+

"!

##注#与
JK*M#

对照组比较!

!

L P "

+

"#

&与
JK*L6

对照组比

较!

"

L P"

+

"#

&与针刺组比较!

#

L P"

+

"#

!

#各组小鼠海马及皮质
O<

染色细胞形态结果

$图
!

%#

JK*M#

对照组海马
%K#

区锥体细胞排列

紧密!细胞边缘清晰!胞浆染色均匀!核圆而大!核仁*

核膜清晰!可见清晰*嗜酸性核仁!个别凋亡细胞!胶质

细胞无增生'

JK*L6

对照组锥体细胞排列稀疏!大

量神经元细胞轮廓消失!细胞核变小!核仁消失!可见凋

##注#

K

为
JK*M#

对照组皮质&

_

为
JK*L6

对照组皮质&

%

为针刺组皮质&

G

为非穴组皮质&

<

为
JK*M#

对照组海马&

^

为

JK*L6

对照组海马&

W

为针刺组海马&

O

为非穴组海马

图
#

%各组小鼠皮质及海马
I;$

电泳图

亡空泡' 胞浆浓缩且深染!结构不清!成核固缩表现!

胶质细胞增生形成多处结节' 针刺组海马部位水肿明

显减轻!神经元轻度变性!核固缩减轻!胶质细胞轻度

增生' 非穴组和
JK*L6

对照组差别不明显' 皮质颞

叶和枕可见!

JK*M#

对照组和针刺组椎体细胞排列

紧密整齐!细胞边缘清晰!胞浆染色均匀!核仁核膜清

晰可见!

JK*L6

对照组和非穴组椎体细胞散在!排列

稀疏!核仁变性不明显'

$

#各组小鼠皮质
I;$

阳性表达比较$表
!

!图
$

%

I;$

阳性细胞镜下免疫反应产物呈棕黄色!主要表达

于细胞核!胞浆有少量表达' 与
JK*M#

对照组比较!

JK*L6

对照组小鼠皮质内见大量棕黄色颗粒!且核

仁深染!

I;$

表达量上调$

L P"

!

";

%!

JK*M#

对照组

皮质内见少量
I;$

阳性细胞!呈弱表达状态&针刺组

皮质内
I;$

阳性细胞散在存在!较
JK*L6

对照组的阳

##注#

K

为
JK*M#

对照组&

_

为
JK*L6

对照组&

%

为针刺组&

G

为非穴组&

K

#

"

G

#

为海马
%K#

区&

K

!

"

G

!

为大脑皮质颞叶区&

K

$

"

G

$

为大脑皮质枕叶区

图
!

%各组小鼠海马
%K#

区*大脑皮质颞叶区及枕叶区形态学结果#$

O<

染色! %

9""

%
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年
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月第
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卷第
#"

期
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!

+,-./01 !"#$

!

2.34 $$

!
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!

#"

表
!

%各组小鼠皮质
I;$

阳性表达比较#$

D

*

N

%

组别
B I;$

灰度值

JK*M#

对照
9; #;!

+

$:

*

#6

+

#$

JK*L6

对照
9;

#$9

+

!8

*

#$

+

:7

!

针刺
9;

#99

+

;9

*

#$

+

;$

"

非穴
9;

#$!

+

76

*

#9

+

$7

#

##注#与
JK*M#

对照组比较!

!

L P "

+

";

&与
JK*L6

对照组比

较!

"

L P"

+

";

&与针刺组比较!

#

L P"

+

";

性表达明显下调$

L P"

!

";

%&非穴组皮质
I;$

阳性表

达与
JK*L6

对照组比较!差异无统计学意义$

L Q

"

!

";

%'

图
$

%各组小鼠皮质
I;$

阳性表达结果

$免疫组化染色! %

9""

%

讨##论

中医学虽无
KG

病名!但对痴呆的论述却源远流

长!散见于+善忘,*+呆病,*+文痴,*+痴呆,*+癫疾,*

+郁证,等疾病的论述中' 韩景献教授认为三焦气化

失司是痴呆发生的关键(

:

)

' 若三焦气化失常!气血津

液升降出入的通道不畅!清阳不升*浊阴不降!气血津

液衰败!痰瘀浊毒滋生!元神受损!则发为痴呆' 益气

调血*扶本培元针法基于中医学整体观念和对三焦气

化功能的深刻认识!穴取膻中*中脘*气海*血海*足三

里!以疏调三焦*行气活血*蠲化痰浊!疏补一身之

气(

7

)

!使全身气机流畅!气化守常!共奏益气调血*扶

本培元之功!恢复脑的正常智能状态'

KG

的发病与机体的衰老进程有关(

6

)

' 抑癌基因

诱导的细胞衰老可能普遍存在!在诸多参与细胞衰老

的抑癌基因中!

I;$

在细胞衰老的发生和维持中起着

枢纽作用(

8

&

##

)

' 此外!最新研究表明!细胞周期调控

紊乱是
KG

的早期事件!先于老年斑和神经元纤维缠

结出现(

#!

&

#9

)

'

I;$

可通过磷酸化或乙酰化等翻译后

修饰调节自身功能(

#;

)

!修饰后的
I;$

形成有生物学

活性的四聚体!与靶基因的
I;$

反应元件结合!控制

着下游靶基因的表达!从而引起细胞生长阻滞*凋

亡(

#:

)

'

I;$

还是平衡有氧呼吸和糖酵解的一种重要

物质(

#7

)

!从而影响线粒体能量的产生(

#6

)

' 研究表明

此基因表达量的升高会导致凋亡的发生!过度的凋亡

就会导致衰老的发生和加速(

#8

)

'

)0N-01B /3.-

结果

显示!与
JK*M#

对照组比较!

JK*L6

对照组皮质中

I;$

蛋白表达上调&针刺治疗后!针刺组较
JK*L6

对

照组皮质中
I;$

蛋白表达下调&海马中
I;$

的表达可

见!

JK*M#

对照组较其他各组呈较低表达的状态!各

组间比较!差异均无统计学意义'

本实验发现
JK*L6

对照组海马
%K#

区锥体细

胞排列稀疏!大量神经元细胞轮廓消失!细胞核变性明

显!可见凋亡空泡' 胞浆浓缩且深染!结构不清!成核

固缩表现' 提示此区细胞随衰老出现的神经变性反应

和神经元丢失很可能是其学习记忆损伤的重要病理基

础之一' 针刺组较
JK*L6

对照组水肿明显减轻!神

经元轻度变性!核固缩减轻!胶质细胞轻度增生' 非穴

组改变不明显' 皮质颞叶和枕叶可见!

JK*M#

对照

组和针刺组椎体细胞排列紧密整齐!细胞边缘清晰!胞

浆染色均匀!核仁核膜清晰可见!

JK*L6

对照组和非

穴组椎体细胞散在!排列稀疏!核仁变性不明显' 脑内

存在一些神经传导的旁路!针刺可引起神经冲动!经外

周神经传导至中枢神经$脑%!再经平时很少起步用的

旁路刺激大脑皮层!从而引起坏死边缘区突触数目和

结构的改变!使突触后膜致密物质厚度增加!这可能与

某些酶及其底物蛋白的磷酸化过程引起其分子构型的

改变有关(

!"

)

' 结合前期神经元特染及免疫组织化学

研究结果(

!#

)

!笔者认为!益气调血 扶本培元针法能减

轻
6

月龄
JK*L6

各脑区细胞变性反应和细胞丢失!

这很可能是针刺改善其学习记忆功能的重要病理学

基础'

在免疫组化染色的结果中发现!

I;$

的阳性染色

位于细胞核上!在细胞核上呈棕黄色或褐色颗粒!伴有

少量的胞浆表达'

I;$

在核和细胞质之间的转位能通

过几种方式被调控!包括后转译调控和四聚体化(

!!

)

!

=

蛋白与野生型
I;$

相互作用能改变
I;$

定位' 有

研究表明!

I;$

自身进入线粒体并释放细胞色素
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#"

"!"$!%"

%

(

!$

)

!直接介导
/>D

导致线粒体膜通透性改变和凋

亡!诱发细胞老化进程(

!9

)

'

JK*L6

对照组皮质中有

大量棕黄色深染的
I;$

阳性细胞!针刺组散在
I;$

阳

性细胞!非穴组和
JK*L6

对照组差别不明显!表明针

刺能有效抑制大脑皮质内神经元细胞的凋亡' 海马中

I;$

阳性表达则不明显!有待于进一步研究探讨'
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