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针刺足三里穴对端粒酶基因敲除小鼠海马
Ｐ２Ｘ 受体及其表达的影响

林丽莉　 吴强　 陈立典

【摘要】 　 目的　 观察针刺足三里穴对端粒酶基因敲除小鼠海马 Ｐ２Ｘ 受体表达的影响ꎮ 方法　 采用随机

数字表法将端粒酶基因敲除的早衰模型纯合子小鼠分为空白组、手针组及电针组ꎬ每组各 ６ 只小鼠ꎮ ３ 组小

鼠均正常饲养ꎬ期间空白组不给予任何特殊处理ꎬ手针组及电针组小鼠分别给予手针或电针刺激足三里穴ꎮ
于治疗 ７ ｄ 后观察各组小鼠海马区 Ｐ２Ｘ 受体及 ｃＡＭＰ 应答元件结合蛋白(ＣＲＥＢ)表达间差异ꎮ 结果　 ①手针

组及电针组海马区 Ｐ２Ｘ４ 相对表达量[分别为(０.６７±０.０５)和(０.７０±０.１３)]均较空白组(０.７９±０.０３)有下降趋

势ꎬ但各组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ②电针组及手针组海马区 Ｐ２Ｘ７ 表达[分别为(１.００±０.０４)和
(１.０７±０.０２)]均较空白组(１.２１±０.０５)明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ但电针组与手针组海马区 Ｐ２Ｘ７ 表达组间差异无

统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ③电针组小鼠海马区 ＣＲＥＢ 表达(０.６７±０.０７)较空白组(０.８２±０.０５)及手针组(０.８６±
０.０３)明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 电针可抑制端粒酶基因敲除小鼠海马区 Ｐ２Ｘ４ 受体及 ＣＲＥＢ 表达ꎬ其相关信

号通路在针刺治疗神经退行性疾病的作用机制中可能发挥重要作用ꎮ
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　 　 端粒酶缺失(Ｔｅｒｃ￣ / ￣ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ ＲＮＡ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)小
鼠模型是目前广泛应用的衰老小鼠模型ꎬ端粒酶缺失
小鼠表现出明显衰老相关特征[１]ꎮ 目前研究表明ꎬ发
育阶段大脑端粒酶高表达于神经元前体细胞、神经元
干细胞以及胚胎细胞[２￣３]ꎮ Ｒｏｌｙａｎ 等[４] 利用端粒酶敲
除小鼠分析端粒缩短对阿尔茨海默氏病的影响ꎬ发现

由于端粒酶缺失造成端粒缩短ꎬ能导致成年小鼠海马
齿状回神经元发育异常ꎬ且该作用与促分裂原活化蛋
白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬＭＡＰＫ)信号
通路相关的 ｃＡＭＰ 应答元件结合蛋白(ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＲＥＢ)下调有关[５￣６]ꎮ Ｐ２Ｘ 受
体是三大类离子通道受体家族之一ꎬ由 ３７９ 至 ５９５ 个
氨基酸组成[７]ꎻＰ２Ｘ 受体广泛分布于全身各组织中ꎬ
其中 Ｐ２Ｘ４ 与 Ｐ２Ｘ７ 受体是离子通道受体ꎬ能调节神经
递质释放、易化兴奋性神经信号传递、参与胶质细胞与

􀅰２７５􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１６ 年 ８ 月第 ３８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｕｇｕｓｔ ２０１６ꎬ Ｖｏｌ. ３８ꎬ Ｎｏ.８



神经细胞间以及不同胶质细胞间网络信号交流等ꎮ 有
研究发现阿尔茨海默症、缺血性脑血管疾病及脊髓损
伤等疾病模型可见 Ｐ２Ｘ７ 表达增加[８￣１０]ꎻＰａｒｖａｔｈｅｎａｎｉ
等[１１￣１２]也发现认知功能障碍动物模型及阿尔兹海默
氏病患者 Ｐ２Ｘ 受体表达明显升高ꎬ并且增高幅度与认
知障碍程度间具有正相关性ꎻ同时也有研究者观察到
电针足三里穴能降低实验动物中枢神经系统中 Ｐ２Ｘ
受体表达[１３]ꎮ 尽管目前有大量研究提示 Ｐ２Ｘ７ 受体及
其信号通路与神经退行性疾病具有密切联系ꎬ但其确
切作用机制尚未明确ꎮ 本研究拟通过针刺足三里穴干
预端粒酶敲除小鼠ꎬ并观察不同针刺对该早衰小鼠模
型海马区 Ｐ２Ｘ 受体表达的影响ꎬ旨在为进一步研究及
临床应用提供参考资料ꎮ

材料与方法

一、主要实验材料
共选取无特定病原体级( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ

ＳＰＦ)雌性端粒酶基因敲除小鼠 １８ 只ꎬ鼠龄 ３８ 周龄ꎬ
平均体重(１８.０±１.６)ｇꎬ该小鼠由美国 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｌａｂ 实
验室提供ꎬ上海茂生衍生物科技有限公司引进ꎬ福建
中医药大学实验动物中心负责育种ꎮ 主要实验仪器
包括:ＴＳ￣１ 型脱色摇床、ＨＨ￣Ｗ 型三用恒温水箱、移
液器、ＳＡＦＩＲＥ２ 全波长荧光酶标仪(瑞士产)、电泳
仪、电泳槽、电转槽(ＢＩＯ￣ＲＡＤ 型)、ＢｉｏＲａｄ 凝胶成像
系统(美国 ＢｉｏＲａｄ 公司产)、０.３５ ｍｍ×１５ ｍｍ 针灸针
(华佗牌)、ＨＡＮＳ￣２００ 型韩氏穴位神经刺激仪(南京
济生医疗科技有限公司)等ꎮ 主要实验试剂包括:凝
胶配制试剂盒、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、裂解液、甘油、
β￣巯基乙醇、聚偏二氟乙烯( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ
ＰＶＤＦ) 膜、 显 影 液、 内 参 ( β￣ａｃｔｉｎ )、 羊 抗 鼠 Ｐ２Ｘ７

(Ｌ￣２０ꎬ货 号 ｓｃ￣１５２００ )、 羊 抗 鼠 Ｐ２Ｘ４ ( Ｎ￣１５ꎬ 货 号
ｓｃ￣１５１８７)、兔抗鼠 ＣＲＥＢ 等ꎬ上述抗体均购于ＳＡＮＴＡ
公司ꎮ

二、实验方法
采用随机数字表法将上述小鼠分为空白组、手

针组及电针组ꎬ每组 ６ 只ꎬ所有实验小鼠均分笼饲
养ꎬ期间自由摄食、饮水ꎬ实验室保持通风、自然光
照ꎬ室温约 ２２ ℃ꎮ 空白组小鼠不给予任何特殊处
理ꎻ手针组及电针组小鼠参照实验动物针灸穴位图
谱[１４]取足三里穴ꎬ采用华佗牌 ０.３５ ｍｍ×１５ ｍｍ 针灸
针顺经直刺ꎬ皮下刺入深度约为 ２ ｍｍꎬ手针组进针得
气后ꎬ每 ５ ｍｉｎ 捻针 １ 次ꎬ留针 ２０ ｍｉｎꎻ电针组进针得
气后连接韩氏电针仪辅以电针治疗ꎬ采用 ２ / １００ Ｈｚ
交替波形ꎬ电刺激强度为 ０. ５ ~ １. ２ ｍＡꎬ持续治疗
２０ ｍｉｎꎮ 手针组及电针组小鼠每天于固定时间点治
疗 １ 次ꎬ连续治疗 ７ ｄꎮ

三、标本采集与制备
各组小鼠于末次针刺结束后ꎬ采用 １０％水合氯醛

按每千克体重 ４ ｍｌ 腹腔注射麻醉后断头冰上快速取
脑ꎬ取出双侧海马在预冷生理盐水中漂洗数次后ꎬ置于
十字匀浆器中ꎮ 按照每 １００ ｍｇ 脑组织加入 １ ｍｌ 裂解
液并充分碾磨后ꎬ置于冰上孵育 ３ ｈ 直至充分裂解ꎮ
将裂解后液体移入 １.５ ｍｌ ＥＰ 管中ꎬ在 ４ ℃离心机以
１６ ０００ ｇ离心 ２０ ｍｉｎꎬ取上清即为总蛋白ꎮ 采用 ＢＣＡ
(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)法检测蛋白浓度ꎬ并配置十
二烷基磺胺酸钠￣聚丙烯酰胺电泳胶( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎬ
定量后的蛋白样品经 ８％聚丙烯酰胺凝胶电泳后ꎬ将
蛋白转印到 ＰＶＤＦ 膜上并置入 ５％牛奶封闭液中封闭
１ ｈꎬ经磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)
漂洗 ３ 次 后 加 ３ ｍｌ 一 抗 ( Ｐ２Ｘ４￣１ ∶ １０００ꎬ Ｐ２Ｘ７￣
１ ∶ １０００ꎬＣＲＥＢ￣１ ∶ ３０００ꎬβ￣ａｃｔｉｎ￣１ ∶ ５０００) ４ ℃ 过夜ꎬ
漂洗后加入二抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ经 ＰＢＳ 洗膜 ５ ｍｉｎ×３
次后进行化学发光反应ꎬ应用胶片曝光ꎬ并采用凝胶成
像系统分析目标条带光密度值ꎬ以目标蛋白与 β￣ａｃｔｉｎ
蛋白的比值作为该目标蛋白相对表达量ꎮ

四、统计学分析
本研究所得计量资料以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

１８.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ多组间比较采用
单因素方差分析及最小显著差异法( ｌｅａｓｔ￣ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬＰ<０.０５表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、针刺足三里穴对端粒酶基因敲除小鼠海马
Ｐ２Ｘ４ 表达的影响

通过分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果发现ꎬ手针组及电针组
海马区 Ｐ２Ｘ４ 表达均较空白组有下降趋势ꎬ但空白组、
手针组及电针组海马区 Ｐ２Ｘ４ 表达组间差异均无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ具体情况详见图 １ 及表 １ꎮ

二、针刺足三里穴对端粒酶基因敲除小鼠海马
Ｐ２Ｘ７ 表达的影响

通过分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果发现ꎬ电针组及手针组
小鼠海马区 Ｐ２Ｘ７ 表达均较空白组明显下降 ( Ｐ<
０.０５)ꎬ电针组与手针组海马区 Ｐ２Ｘ７ 表达组间差异无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 具体情况见图 ２ 及表 １ꎮ

表 １　 各组小鼠海马区 Ｐ２Ｘ４、Ｐ２Ｘ７ 及 ＣＲＥＢ 相对表达量

比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数
Ｐ２Ｘ４ /
β￣ａｃｔｉｎ

Ｐ２Ｘ７ /
β￣ａｃｔｉｎ

ＣＲＥＢ /
β￣ａｃｔｉｎ

空白组 ６ ０.７９８±０.０３０９ １.２１６±０.０５９８ ０.８２３±０.０５３９
手针组 ６ ０.６７７±０.０５０６ １.０７１±０.０２６１ａ ０.８６８±０.０３３４
电针组 ６ ０.７０４±０.１３１８ １.００３±０.０４２５ａ ０.６７４±０.０７０２ａｂ

　 　 注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与手针组比较ꎬｂＰ<０.０５
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图 １　 各组小鼠海马区 Ｐ２Ｘ４ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量比较

注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０５

图 ２　 各组小鼠海马区 Ｐ２Ｘ７ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量比较

三、针刺足三里穴对端粒酶基因敲除小鼠海马

ＣＲＥＢ 表达的影响

通过分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果发现ꎬ电针组小鼠海马

区 ＣＲＥＢ 表达较空白组及手针组明显减弱ꎬ组间差异

均具有统计学意义(均Ｐ<０.０５)ꎮ 具体情况见图 ３ 及

表 １ꎮ

讨　 　 论

目前研究表明ꎬ通过反转录方式维持端粒长度稳

定的端粒酶是延长端粒长度的重要因素ꎬ而人类老化

与端粒酶活性下降密切相关[１５￣１６]ꎮ 本研究旨在探讨

针刺足三里穴对端粒酶基因敲除小鼠海马 Ｐ２Ｘ 受体

表达的影响ꎬ从而初步探讨针刺干预早衰动物模型的

作用机制ꎮ

注:与电针组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ３　 各组小鼠海马区 ＣＲＥＢ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量比较

本研究结果显示ꎬ针刺端粒酶基因敲除小鼠足三
里穴 ７ ｄ 后ꎬ发现针刺能显著下调海马区 Ｐ２Ｘ７ 及
ＣＲＥＢ 表达ꎬ并且以电针治疗作用较显著ꎻ但与 Ｐ２Ｘ７

同样高表达于高位神经中枢的 Ｐ２Ｘ４ 各组小鼠间差异
均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 近年来研究表明ꎬ在中枢
神经系统中 Ｐ２Ｘ 受体兼具“离子通道”和“孔道”功
能ꎬ是一类与胞外核苷酸相结合的细胞膜受体[１７]ꎮ
Ｐ２Ｘ 受体家族是一类配体门控型非选择性阳离子通
道ꎬ目前为止已发现 ７ 种 Ｐ２Ｘ 受体亚型ꎬ其中 Ｐ２Ｘ７ 受
体可激活多种胞内信号通路ꎬ参与中枢神经系统免疫
反应、神经递质释放、氧化应激及细胞增殖和凋亡
等[６ꎬ１８]ꎮ Ｐ２Ｘ４ 受体则广泛分布于脑、脊髓和神经节内

小胶质细胞中ꎬ目前认为 Ｐ２Ｘ４ 受体主要通过加速

ＣＲＥＢ 磷酸化进程ꎬ促使小胶质细胞增殖ꎬ从而参与疼

痛敏化状态调控[１０ꎬ１９￣２０]ꎮ 在中枢神经系统中ꎬＰ２Ｘ７ 受

体大量表达于胶质细胞中ꎬＰ２Ｘ７ 受体持续激活可能是

神经损伤、炎症、缺血及脱髓鞘后引发二次损伤的关键

环节[９ꎬ２１]ꎮ 本研究结果提示ꎬ电针能通过抑制 Ｐ２Ｘ７

受体表达保护神经元细胞ꎬ防止其进一步发生神经退

行性改变ꎮ ＭＡＰＫ 是一组分布广泛的蛋白激酶ꎬ在多

种胞外刺激信号传递中发挥重要作用ꎬ在中枢神经系

统中 Ｐ２Ｘ７ 受体激活了络氨酸蛋白的磷酸化反应ꎬ进
而激活 ＭＡＰＫ 信号通路并通过 ＣＲＥＢ 通路参与细胞

调控[２２￣２４]ꎮ 本研究结果初步肯定了电针对端粒酶基

因敲除小鼠海马 Ｐ２Ｘ 受体的作用ꎬ并发现 Ｐ２Ｘ７ 及其

下游 ＣＲＥＢ 表达变化与电针治疗密切相关ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果提示电针较手针能更显著

降低端粒酶基因敲除小鼠海马中 ＣＲＥＢ 的表达ꎬ但二

者对 Ｐ２Ｘ 受体表达的影响作用并无显著性差异ꎮ 至
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于这里是否存在其他不同通路作用途径ꎬ目前尚不明
了ꎮ 我们推测ꎬＰ２Ｘ７ 受体介导的三磷酸腺苷( ａｄｅｎｏ￣
ｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＡＴＰ)信号通路可能在针刺干预神经
退行性疾病的作用机制中扮演重要角色ꎮ 需要指出的
是ꎬ由于本研究对象为转基因小鼠且动物数量有限ꎬ对
其行为学变化尚有待进一步观察ꎻ加之由于研究设计
原因ꎬ未能从细胞形态学层面观察针刺后端粒酶基因
缺失小鼠海马神经元改变ꎬ上述不足均是本研究后续
需完善之处ꎮ
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