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􀅰基础研究􀅰

电针激活磷酸化 ＡＭＰＫα 通路对功能性
消化不良大鼠 ｍＴＯＲ 基因表达的影响
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【摘要】 　 目的　 探讨电针激活 ＡＭＰＫα 通路治疗功能性消化不良(ＦＤ)的可能机制ꎮ 方法　 随机挑选 １０
只 ＳＤ 大鼠纳入正常组ꎬ余大鼠采用夹尾刺激法配合不规则饮食构建 ＦＤ 大鼠模型ꎬ将造模成功 ＦＤ 大鼠随机

分为模型组、电针组ꎬ每组 １０ 只大鼠ꎮ 电针组大鼠连续给予 １０ ｄ 电针刺激ꎻ正常组与模型组大鼠不给予电针

等特殊干预ꎮ 观察各组大鼠日常表现ꎬ并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测各组大鼠胃及小肠组织中 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣
ＴＳＣ２ 及 Ｒｈｅｂ 蛋白表达ꎬ同时采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测各组大鼠胃及小肠中 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达ꎮ 结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检查结果显示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组大鼠胃及小肠中 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
Ｒｈｅｂ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组大鼠 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 表达显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ
Ｒｈｅｂ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 检查结果显示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组大鼠胃及小肠中 ｍＴＯＲ
ｍＲＮＡ 表达显著上调(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组大鼠 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达显著下调(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 电

针能激活 ＡＭＰＫα 通路ꎬ上调该通路相关蛋白 ｐ￣ＴＳＣ２ 表达ꎬ降低 Ｒｈｅｂ 蛋白表达ꎬ从而下调 ｍＴＯＲ 基因转录ꎬ
达到治疗 ＦＤ 目的ꎮ
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Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＭＰＫα ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＴＯＲ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ　 Ｔａｎｇ Ｌｅｉ∗ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｈｏｎｇｘｉｎｇꎬ Ｘｕ Ｐａｉｄｉꎬ Ｋａｎｇ Ｚｈａｏｘｉａ. ∗Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｃｕ￣ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｆｒａｃｔｕｒｅｓꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００６５ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｚｈａｎｇ Ｈｏｎｇｘｉｎｇꎬ Ｅｍａｉｌ: ｚｈｘｚｊ９９＠ ａｌｉｙｕｎ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｈｏｗ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ＡＭＰＫα ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ (ＦＤ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔａｉｌ ｃｌｉｐｐｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｄｉｅｔ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ＦＤ
ｉｎ ２０ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ. Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｅａｃｈ ｏｆ
１０. Ｔｅｎ ｏｔｈｅｒｓ ｈａｄ ｎｏ ＦＤ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ １０
ｄａｙｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｔｒａｉｎｅｄ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｌｉｋｅ ｔｈｏｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ ｇｉｖｅｎ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏ￣
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ａｌｐｈａ (ｐ￣ＡＭＰＫα)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｔｕｂｅｒｉｎ ( ｐ￣ＴＳＣ２) ａｎｄ Ｒｈｅｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｔｏｍａｃｈｓ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ
ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ＰＣＲ). Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ￣ＡＭＰＫα ａｎｄ ｐ￣ＴＳＣ２ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｍａｃｈｓ
ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ Ｒｈｅｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ.
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＡＭＰＫα ａｎｄ ｐ￣ＴＳＣ２ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕ￣
ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ Ｒｈｅｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｍａｃｈｓ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＡＭＰＫα ｐａｔｈｗａｙꎬ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ￣ＴＳＣ２ꎬ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｈｅｂ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＴＯＲ ｇｅｎｅ. Ｔｈａｔ ｗｏｕｌｄ ｓｅｒｖｅ ｔｏ ｔｒｅａｔ ＦＤ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａꎻ　 ｍＴＯＲꎻ　 ＡＭＰＫα
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Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (ｇｒａｎｔ ８１４７３７９)ꎻ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ
Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｗｕｈａｎ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ (ｐｒｏｊｅｃｔ ＷＺ１６Ａ０３)

　 　 功能性消化不良(ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａꎬＦＤ)是以餐
后饱胀不适、早饱感、上腹部烧灼感或上腹痛为主要症
状ꎬ位于胃或十二指肠区域且无法用器质性、代谢性和
系统性疾病解释的一组症状综合征[１]ꎮ 人群中 ＦＤ 发

病率为 ９.５％~２９.２％ꎬ且还在不断上升ꎬ严重影响患者
日常生活及工作[２]ꎮ 超过 ７０％的 ＦＤ 患者无明显诱
因ꎬ目前认为 ＦＤ 可能与内脏传入敏感性增加、胃排空
延迟(胃轻瘫)或宿食等多种因素复杂作用有关ꎬＦＤ
虽然是良性疾病ꎬ但患者病程通常较长且难以治
愈[１]ꎮ 此外具有内向、神经质、精神质人格特点的人

群更容易患 ＦＤ[３]ꎮ
胃促生长素(ｇｈｒｅｌｉｎ)是一种重要的胃肠激素ꎬ能

控制食欲、刺激生长激素释放、促进胃排空、增强胃动
力等ꎮ 由于胃促生长素与机体胃肠功能具有高度相关
性ꎬ其在胃肠动力学中的调节机制一直是 ＦＤ 研究热
点ꎮ 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａ￣
ｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ)是胃促生长素重要的相关调节因子ꎮ
ｍＴＯＲ 是一种高度保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬ能
调节细胞生长、增殖、运动、存活、蛋白质合成、自噬及

转录等过程[４]ꎮ 有研究发现在大鼠胃黏膜中 ｍＴＯＲ
信号途径相关蛋白与胃促生长素有共定位现象ꎬ能影
响中枢神经系统调节食物摄取[５]ꎻ胃肠黏膜中 ｍＴＯＲ
活性变化会导致胃促生长素表达量改变[５]ꎻ本课题组
前期研究也证实ꎬｍＴＯＲ 对胃促生长素分泌具有促进

作用[６￣７]ꎮ 另外有研究发现一种具有鸟苷三磷酸酶
(ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ ＧＴＰａｓｅ) 活性的关键蛋白
Ｒａｓ 蛋白同源类似物(Ｒａｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｂｒａｉｎꎬ
Ｒｈｅｂ)能直接结合 ｍＴＯＲ 而正向调节 ｍＴＯＲ 活性[８]ꎻ
同时 Ｒｈｅｂ 还是结节性硬化蛋白 ２( ｔｕｂｅｒｏｕｓ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬ ＴＳＣ２) 的 靶 分 子ꎬ 在 ＴＳＣ１ / ２ 和
ｍＴＯＲ 间传递信号ꎮ ＴＳＣ１ / ２ 是一种异源二聚体复合
物ꎬ能促使 Ｒｈｅｂ￣ＧＴＰ 转化为二磷酸鸟苷( ｇｕａｎｏｓｉｎｅ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＧＤＰ ) 偶联 形 式 Ｒｈｅｂ￣ＧＤＰꎬ 从 而 抑 制
ｍＴＯＲＣ１ 活性ꎬ是 ｍＴＯＲ 的经典抑制因子[９￣１０]ꎬ也是磷

酸腺苷激活蛋白激酶(ＡＭＰ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＡＭＰＫ)通路上的一个下游蛋白ꎮ 因此本研究推测
ｍＴＯＲ 表达改变可能是受到 Ｒｈｅｂ 和 ＴＳＣ２ 调控ꎬ并与
ＡＭＰＫ 通路有关ꎮ

由于 ＦＤ 发病机制复杂ꎬ药物治疗难以适应复杂
的个体差异ꎻ近年来非药物手段治疗 ＦＤ、尤其是应用
电针治疗 ＦＤ 的疗效得到大量基础及临床研究支

持[１１]ꎮ 本课题组前期实验也证实电针能增强 ＦＤ 患者

胃动力ꎬ提高小肠推进率ꎬ改善患者胃肠功能[６]ꎻ同时

还有研究发现电针能增强某些相关疾病模型大鼠骨骼
肌、胃肠、神经等组织中磷酸化 ＡＭＰＫα 表达[１２]ꎻ活化

的 ＡＭＰＫα 能直接磷酸化 ＴＳＣ２ꎬ促进 ＴＳＣ１ / ２ 复合物
形成ꎬ竞争性抑制 ｍＴＯＲ 活性[１３]ꎮ 基于此ꎬ本研究采

用电针刺激 ＦＤ 模型大鼠ꎬ并观察对 ＡＭＰＫα 通路及
ｍＴＯＲ 基因表达的影响ꎬ以初步探讨电针治疗 ＦＤ 的相
关机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物与分组

选用 ８~ １２ 周龄无特定病原体( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)级 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)大鼠 ５０ 只ꎬ初始体
重(２００±２０)ｇꎬ雌雄各半ꎬ均购于湖北省实验动物研究
中心[动物许可证号:ＳＣＸＫ(鄂 ２０１１￣００１２)]ꎮ 将上述
大鼠饲养于湖北中医药大学 ＳＰＦ 动物房内ꎬ室温
２２ ℃ꎬ相对湿度 ５０％~７０％ꎬ期间大鼠自由摄食、饮水ꎬ
经适应性喂养 １ 周后随机挑选 １０ 只大鼠纳入正常组ꎬ
余 ４０ 只大鼠进行造模ꎬ１４ ｄ 后剔除造模未成功大鼠ꎮ
采用随机数字表法将造模成功大鼠分为模型组及电针
组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 本实验经湖北中医药大学实验动物伦
理委员会审核、许可ꎮ

二、动物造模
ＦＤ 造模方法参考文献[１４]ꎬ采用不规则饮食配

合夹尾刺激法ꎬ制模大鼠每逢周一、周三、周五禁止摄
食、饮水ꎬ同时用长海绵钳夹大鼠尾巴末端 １ / ３ 处ꎬ以
不破皮但使其尖叫、挣扎为度ꎬ让大鼠之间相互厮打ꎬ
每天上午 ９ 点、下午 ４ 点各进行 １ 次ꎬ每次持续
３０ ｍｉｎꎬ连续干预 １４ ｄꎬ其余时间大鼠均正常摄食、饮
水ꎮ 最后有 ２０ 只大鼠出现饮水及摄食明显减少ꎬ毛发
变黄、枯燥无光泽ꎬ倦卧活动减少ꎬ情绪低落抑郁ꎬ容易
激惹ꎬ提示 ＦＤ 模型制作成功ꎮ

三、主要试剂与仪器
主要试剂包括 ＲＩＰＡ 蛋白裂解缓冲液、ＢＣＡ 蛋白

浓度检测试剂盒、ＳＤＳ 凝胶配制试剂盒、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋
白上样缓冲液(５Ｘ)、Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗、二抗稀释液(均购
于上海碧云天生物技术有限公司)、ｐ￣ＡＭＰＫα 抗体
(ｓｃ３３５２４ꎬＳＡＮＴＡ 公司)、 ｐ￣ＴＳＣ２ ( ａｂ５２９６２ꎬ ａｂｃａｍ 公
司)、 Ｒｈｅｂ 抗 体 ( ａｂ２５８７３ꎬ Ａｂｃａｍ 公 司 )、 ＧＡＰＤＨ
(２１１８ꎬＣＳＴ 公司)、羊抗兔 ＩｇＧ(ＰＡＢ１５００１１ꎬＢｉｏ￣ｓｗａｍｐ
公司)、ＲＮＡ 逆转录试剂盒(６３９５０５ꎬＴＡＫＡＰＡ 公司)
等ꎻ主要实验仪器包括韩氏电针仪(ＨＡＮＳ￣２００Ａꎬ南京
济生医疗科技有限公司)、无菌针灸针 ( ０. ２５ ｍｍ ×
１０.０ ｍｍꎬ苏州医疗用品有限公司)、高速低温离心机
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(Ｘ￣２２ꎬ美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司)、全自动检测酶标仪(１６８￣
１００２ＸＣꎬ美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)、Ｗｅｓｔｅｒｎ 电泳仪(Ｍｉｎｉ￣
Ｔｒａｎｓ Ｂｌｏｔꎬ美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)、凝胶扫描成像系统
(ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋ꎬ美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)、实时荧光定
量 ＰＣＲ 仪(ＣＦＸ￣９６ꎬ美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)等ꎮ

四、干预方法
采用自制鼠衣束缚电针组 ＦＤ 大鼠ꎬ并将其悬挂

于自制装置上ꎬ参照«大鼠穴位图谱的研制» [１５] 选取
“足三里”穴ꎬ用 １ 寸针灸针针刺 ＦＤ 大鼠双侧“足三
里”穴ꎬ针刺深度为 ０.３ ~ ０.５ 寸ꎬ进针后接通 ＨＡＮＳ￣
２００Ａ 电针仪ꎻ设置电针刺激参数如下:频率 ２ Ｈｚ /
１００ Ｈｚꎬ疏密波ꎬ电刺激强度 ２ ｍＡꎬ每天治疗 １ 次ꎬ每
次３０ ｍｉｎꎬ共治疗 １０ ｄꎮ 在电针组进行电针刺激同时ꎬ
正常组及模型组大鼠也进行束缚固定(同电针组)ꎬ但
不给予针刺及电针干预ꎮ

五、标本取材及检测
于电针刺激 １０ ｄ、大鼠禁食 ２４ ｈ 后予以腹腔麻醉

(将 ７％水合氯醛配成 ０.５ ｍｌ / １００ ｇ 剂量)ꎬ将麻醉后的
大鼠固定在鼠板上ꎬ剖开腹腔ꎬ结扎胃贲门及胃幽门ꎬ
剪开胃体ꎬ清洗胃内容物并拭干ꎬ剪取胃窦及小肠部分
组织装于 ＥＰ 管中并立即用液氮冻存ꎬ最后置于－８０ ℃
冰箱中待测ꎮ

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 大 鼠 胃 窦 及 小 肠
ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２、Ｒｈｅｂ 蛋白表达ꎬ分别取 １００ ｍｇ 胃
窦、小肠组织加入 １ ｍｌ 裂解液匀浆ꎬ将裂解后的样品
在４ ℃、１２０００ ｇ 条件下离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清进行蛋白
质定量后贮存于－８０ ℃冰箱中ꎮ 根据待测蛋白的分
子量配置 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ然后电泳转膜ꎬ封闭 １ ｈ
孵育一抗 ４ ℃ 过夜ꎬ第 ２ 天孵育二抗后显影ꎮ 采用
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测大鼠胃窦及小肠组织中 ｍＴＯＲ
ｍＲＮＡ 表达ꎻ从－８０ ℃冰箱中分别取 １００ ｍｇ 胃窦、小
肠组织ꎬ加入Ｔｒｉｚｏｌ后研磨ꎬ多次离心后提取 ＲＮＡꎬ然
后将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ最后进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ
ｍＴＯＲ 序 列 如 下: Ｆ￣５′￣ＧＣＣＴＴＣＡＣＡＧＡＴＡＣＣＣＡ￣３′ꎬ
Ｒ￣５′￣ＴＡＡＡＣＴＣＧＧＡＣＣＴＣＡＣＣ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 序列如下:
Ｆ￣５′￣ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ￣３′ꎬ Ｒ￣５′￣ＣＣＡＧＴＡＧＡ￣
ＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴ￣３′ꎮ 其扩增方法如下:９５ ℃ 预变性
３ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５６ ℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２５ ｓꎬ
共进行 ４０ 个循环ꎻ采用 ２－△△ｃｔ法进行数据分析ꎮ

六、统计学分析
本研究所得计量资料以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

１９.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ符合正态分布的
计量资料组间比较采用单因素方差分析ꎬ两两比较
方差 齐 时 采 用 最 小 显 著 差 异 法 ( ｌｅａｓｔ￣ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬ方差不齐时采用 Ｄｕｎｎｔｔ′ｓ Ｔ３ 法ꎬ不
符合正态分布数据比较采用秩和检验ꎬＰ<０.０５表示

差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠一般情况观察
造模过程中正常组大鼠各项活动均正常ꎬ模型

组大鼠从第 ７ 天开始发现笼内粪便稀ꎬ可闻到鼠笼
内有明显秽臭ꎬ第 １０ ~ １４ 天发现部分大鼠进食、打斗
明显减少ꎬ毛发不柔顺且暗黄无光泽ꎬ并从最初的紧
张焦虑逐渐转变为情绪低落萎靡ꎬ提示 ＦＤ 大鼠造模
成功ꎮ 与模型组比较ꎬ电针组大鼠经电针刺激后ꎬ发
现大鼠活动增多ꎬ进食增加ꎬ毛发逐渐恢复光泽、
柔顺ꎮ

二、各组大鼠胃窦、小肠组织中 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２
及 Ｒｈｅｂ 蛋白表达比较

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ与正常组比较ꎬ模型
组大鼠胃窦、小肠组织中 ｐ￣ＡＭＰＫα 及 ｐ￣ＴＳＣ２ 蛋白表
达均明显降低(均Ｐ<０.０５)ꎬＲｈｅｂ 蛋白表达则显著升
高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组大鼠经电针治疗
后其胃窦、小肠组织中 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 表达水平均
显著升高(均Ｐ<０.０５)ꎬＲｈｅｂ 蛋白表达则明显减弱(Ｐ<
０.０５)ꎬ具体情况见图 １ꎮ

　 　 注: １~ ３ 分别表示正常组、模型组及电针组ꎻ与正常组比较ꎬ
ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１

图 １ 　 各组大鼠胃窦及小肠组织中 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 及

Ｒｈｅｂ 蛋白含量表达

三、各组大鼠胃窦、小肠组织中 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 含量
比较

通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测发现ꎬ与正常组大鼠比较ꎬ模
型组大鼠胃窦及小肠中 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达水平均显著
上调(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ电针组大鼠胃窦及小
肠中 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达水平均显著下调(Ｐ<０.０５)ꎬ具
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体情况见图 ２ꎮ

　 　 注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠胃窦及小肠组织中 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达量比较

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ与正常组大鼠比较ꎬ模型组 ＦＤ
大鼠毛发暗黄、不柔顺、无光泽ꎬ进食、打斗均减少ꎬ状
态低落萎靡ꎻ胃窦及小肠组织中 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 蛋
白表达水平明显降低ꎬＲｈｅｂ 蛋白表达水平显著增高ꎬ
胃窦及小肠组织中 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达水平明显升高ꎮ
与模型组比较ꎬ电针组 ＦＤ 大鼠毛发逐渐恢复光泽、柔
顺ꎬ活动及进食量均增加ꎬ胃窦及小肠组织中 ｐ￣
ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 蛋白表达水平均明显增强ꎬＲｈｅｂ 蛋白
表达水平显著降低ꎬ胃窦及小肠组织中 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ
表达水平亦明显减弱ꎮ 上述结果提示电针刺激能增强
ＦＤ 大鼠胃窦及小肠组织中 ｐ￣ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 蛋白表
达ꎬ降低 Ｒｈｅｂ 蛋白表达ꎬ下调胃窦及小肠组织中
ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 含量ꎬ这可能是电针治疗 ＦＤ 的作用机制
之一ꎮ

与其它同类研究比较[１６￣１７]ꎬ虽然最终结果均提示

电针能调节 ＦＤ 大鼠胃运动功能ꎬ但作用机制还是有
所区别ꎮ 王柳等[１６] 认为电针可能是通过改变大鼠迷
走神经背核(ｄｏｒｓａｌ ｍｏｔｏｒ ｎｕｃｌｅｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｇｕｓꎬＤＭＶ)区
Ｎ￣甲基￣Ｄ￣天 冬 氨 酸 受 体 ( Ｎ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣ａｓｐａｒｔａｔｅ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｅｒꎬＮＭＤＡＲ)活性从而调节血清 ＮＯ 含量并发挥治
疗作用ꎬ其电针取穴为胃俞ꎬ与本课题有区别ꎮ 周利
等[１７]认为电针可调控 ＦＤ 大鼠胃组织中胃促生长素含

量和胃促生长素受体 ｍＲＮＡ 表达ꎬ与本课题前期实验
发现电针刺激能提高 ＦＤ 大鼠胃中胃促生长素水平相
一致ꎬ电针取穴也相同ꎬ但影响胃促生长素的机制不
同ꎮ

田陆高等[１８]就体表电刺激治疗 ＦＤ 的研究进展总
结后认为ꎬ体表电刺激治疗 ＦＤ 最常用的穴位是足三
里及太冲穴ꎬ治疗时可采用多穴联合刺激ꎬ也可单穴刺
激ꎬ单穴刺激时多选择足三里穴ꎬ电刺激频率一般为
２~１００ Ｈｚꎬ采用疏密波比较常见ꎬ大多数电流强度为
０.１~１０ ｍＡꎬ每次治疗 ３０ ｍｉｎꎬ治疗疗程为 １~４ 周ꎮ 陈

军等[１９]认为电针刺激能降低内脏敏感性ꎬ改善 ＦＤ 患
者胃容受ꎬ显著提高 ＦＤ 患者生活质量ꎮ 另外经皮神
经电刺激还能调整机体胃肌电活动异常ꎬ提高 ＦＤ 患
者正常慢波百分比及餐后主功率ꎬ降低主频不稳定系
数ꎬ从而增强胃动力[２０]ꎮ 电针刺激内关、足三里除了
缓解消化不良症状外ꎬ还可改善 ＦＤ 患者焦虑、抑郁情
绪及生活质量[２１]ꎮ 但目前关于电刺激的机制研究还
不够深入ꎬ本课题在前期研究工作基础上ꎬ进一步探讨
电针治疗 ＦＤ 过程中引发的相关生物效应变化ꎮ

Ｒｈｅｂ 是 Ｒａｓ 超家族中的一员ꎬ在细胞增殖、生长、
凋亡、自噬等过程中发挥重要作用ꎮ Ｒｈｅｂ 具有两种状
态:与 ＧＤＰ 结 合 的 失 活 形 式 及 与 三 磷 酸 鸟 苷
(ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＧＴＰ)结合的活性形式ꎬ而且这
两种状态可以相互转化ꎻＲｈｅｂ 作为 ｍＴＯＲ 上游关键的
直接激活蛋白ꎬ对 ｍＴＯＲ 功能发挥具有很大影响[２２]ꎮ
本研究通过检测与 ＧＴＰ 结合的活性形式 Ｒｈｅｂꎬ结果
也证实 Ｒｈｅｂ 对 ｍＴＯＲ 具有调控作用ꎮ 结节性硬化症
复合物(ｔｕｂｅｒｏｕｓ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＴＳＣ)基因编码的蛋
白质包括 ＴＳＣ１ 和 ＴＳＣ２ꎬＴＳＣ２ 的 Ｃ 端含有 ＧＴＰ 酶激
活蛋白(ＧＴＰａｓｅ￣ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＡＰ)结构域ꎬＮ 端
则可与 ＴＳＣ１ 产生相互作用ꎬ形成异二聚体 ＴＳＣ１ / ２ꎬ具
有 ＧＴＰａｓｅ 活性ꎬ能发挥调控 Ｒｈｅｂ 蛋白作用ꎬ其中
ＴＳＣ２ 起激活作用ꎬＴＳＣ１ 则起支架蛋白作用ꎬ能连接、
稳定 ＴＳＣ２ 并共同调控 Ｒｈｅｂ 活性ꎻ当位于细胞膜的
ＴＳＣ２ 处于活性状态时能发挥 ＧＡＰ 活性作用ꎬ抑制
Ｒｈｅｂ 功能ꎬ从而进一步减弱 ｍＴＯＲ 作用[２３]ꎮ 相关研
究也发现ꎬ电针刺激对 ＴＳＣ￣ｍＴＯＲ 信号通路具有显著
影响[２４]ꎮ

ＡＭＰＫ 蛋白以异源三聚体复合物形式存在ꎬ分别
由不同基因表达两种亚型:α￣亚基和 β￣亚基ꎮ ＡＭＰＫα
作为 ｍＴＯＲ 上游调节分子之一ꎬ是调节细胞内能量代
谢的重要调节因子ꎬ广泛存在于骨骼肌、胃肠、胰腺等
组织系统中ꎬ当 ＡＭＰＫα 激活时ꎬ一方面能促进 ＡＴＰ 分
解ꎬ抑制 ＡＴＰ 合成ꎬ同时还能直接磷酸化 ＴＳＣ２ꎬ促使
ＴＳＣ１ / ２ 复合物形成ꎬ并精确反映细胞能量状态变
化[２５￣２６]ꎮ 结合上述研究分析及本课题观察结果ꎬ推测
电针刺激治疗 ＦＤ 大鼠的作用机制可能与调节 ｍＴＯＲ
有关ꎬ如电针刺激能增强 ＦＤ 大鼠胃窦及小肠组织中
磷酸化 ＡＭＰＫα 表达ꎬ激活 ＡＭＰＫ 通路ꎬ活化 ＡＭＰＫα
促使 ＴＳＣ￣２ 蛋白磷酸化ꎬ能加速 ＴＳＣ１ / ２ 复合物形成ꎬ
此外 Ｒｈｅｂ 下调能减少 ＴＳＣ１ / ２ 与 ｍＴＯＲ 间的信号传
递ꎬ进而抑制 ｍＴＯＲ 基因表达ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬ电针刺激对 ＦＤ 大鼠
具有治疗作用ꎬ其作用机制与 ｍＴＯＲ 调节胃促生长素
表达具有密切关联[６￣７]ꎻ另外该调节效应可能是电针刺
激足三里后引发的相关生物效应变化 (如增强 ｐ￣

􀅰２１８􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 １１ 月第 ４０ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.１１



ＡＭＰＫα、ｐ￣ＴＳＣ２ 蛋白表达ꎬ降低 Ｒｈｅｂ 蛋白表达及
ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 含量)与 ｍＴＯＲ 下游蛋白调节因子相互
作用的结果ꎬ其相互间作用的确切机制还有待进一步
探讨ꎮ
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ＡＭＰＫ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ＡＤＰ[Ｊ] .Ｎａｔｕｒｅꎬ２０１１ꎬ４７２(７３４２):２３０￣
２３３.ＤＯＩ:１０.１０３８ / ｎａｔｕｒｅ０９９３２.

(修回日期:２０１８￣０９￣２９)
(本文编辑:易　 浩)
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