
第
!"

卷第
!

期
!

总第
#$"

期

# % ! $

年
!

月
!

上半月 刊

中国中医药现代远程教育
!"#$%&% '%(#!#$% ')*%+$ *#&,-$!% %*./-,#)$ )0 !"#$-

PatholResPract.2009，205(9):626
!

633.

［11］ LicchesiJD，VanNesteL，TiwariVK，etal.Transcriptionalregulation

ofWntinhibitoryfactor
"

1byMiz
#

1/c
$

Myc［J］.Oncogene.2010；29(44):

5923
%

5934.

［12］ 王剑，郑洪新，刘研，等.补肾益髓中药复方对去卵巢骨质疏松症大

鼠骨组织Runx2mRNA及蛋白表达的影响［J］.中国骨质疏松杂志，

2014，20(8):890
&

895，907.

（本文编辑：李海燕 本文校对：林银英 收稿日期：2018
'

10
(

10）

儿童自闭症
&'()*+,-. /01)23

，
456

又可称为孤独

症，是指在
7

岁之前发病，其主要表现症状为不同程度

的社会交流能力缺陷、语言发育障碍、重复刻板以及狭

隘的兴趣等的一种疾病［8

］。由于自闭症的发病机制尚不

确切，目前尚无专门针对自闭症的特异性治疗药物，基

础研究中我们发现针刺长强穴可改善自闭症模型大鼠学

习和记忆能力［9

］。已有的研究认为与自闭症关系最密切

的脑区形态结构有前额叶皮层和海马等［7

］。而
:.1

信号

通路通过调控神经元发育，在早期胚胎发育中起了重要

作用。因此认为此通路与自闭症患者和动物模型早期脑

的过度发育有关［;

］。
!)'/1-.).

是一种多功能信号蛋白，可

进入细胞核内，参与基因的表达，在
:.1

信号通路中处

于重要地位。位于通路上游的
<=>*7!

是一个最主要的

负性调节因子， 有效磷酸化
!+'/1-.).

，导致
!,'/1-.).

的积聚与活化。这两个重要蛋白直接影响着
:.1

信号通

路所起到的生物学功能。鉴于
!-'/1-.).

和
<=>.7!

在

:.1

信号通路中的关键作用，本实验拟通过针刺干预自

闭症模型大鼠长强穴后，观察这两个信号蛋白在大鼠脑

海马内的蛋白表达情况与细胞形态的变化，以希望认识

到这些变化与学习记忆功能改善之间的相关性。

1

实验材料

1.1主要试剂及设备 丙戊酸钠（
=)?3/

）；一抗
!/'/1-.).

针刺长强穴对自闭症模型大鼠海马区
相关蛋白表达的影响※

俞 萍 郑昌岳 李 凤 蒋剑文

（福建省级机关医院康复科，福建 福州 350001）

摘 要
!

目的 观察针刺长强穴对自闭症模型大鼠学习记忆功能、海马区
!!

catenin和GSK
"

3
!

蛋白表达的影响。方法 选健康成

年Wistar雄性及雌性大鼠各10只，进行雌、雄合笼，随机分为2组，一组在怀孕12d时给予母鼠腹腔注射丙戊酸钠，其产下的

仔鼠随机分为非针刺对照组10只、非穴治疗对照组10只、针刺“长强”穴组9只。一组产下空白对照组。治疗结束后行水迷宫

实验检测及免疫组化技术检测。结果 针刺长强穴组及空白对照组与非针刺对照模型组相比，其平均逃避潜伏期明显缩短

（
!

<0.05），其海马区
!#

catenin蛋白阳性细胞率明显下调（
!

<0.05），其海马区GSK
$

3
!

蛋白阳性细胞率明显上调（
!

<0.05）。结论

针刺“长强”穴可通过调节Wnt通路上的
!%

catenin和GSK
&

3
!

蛋白产生影响进而提高自闭症模型大鼠学习记忆能力。

关键词
!
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&'%(#)

）；一抗
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&'%$%)

）；二

抗
./"$%%0

（
1231456782 ./#$9%:

）；
;'&

（北京中杉
<=1$

$%-#

）；
>6551.

水迷宫
?&%:99'@ABCB:

、生物组织脱水机

DE&:(+

；生物组织石蜡包埋机
F&')GH

；
?>A9:C

切片机

（德国莱卡）

1

实验方法

2.1实验动物模型制备及动物分组 本课题选取福建中医

药大学实验动物中心提供健康成年
I1.4J5

雄性
-99K-C9 7

及雌性
A99KAC9 7

大鼠各
:9

只，待大鼠熟悉环境
:

周

后，予雌、雄各一只合笼，饲养在带有托盘的铁笼子中

并过夜，到第二天早晨
$

点左右，检查到托盘中有阴栓

的雌鼠记为胚胎第
:

天
LMNO5P6Q6RJP

，
M:S

，这时将雌、

雄分笼，并将受孕母鼠放入带有木屑的垫料笼中单独饲

养。将受孕母鼠按随机数字表法分成
A

组，
!

组
$

只孕

鼠，在
M!A

天时给予母鼠
)%% N7!T7

的
@U' L

用
%BVC

%!

的生理盐水配成
AC9 N7!NG

的溶液
S

腹腔注射［C

］，是为

模型组；另外
:

组为
:

对，进行正常饲养，是为空白对

照组。模型组母鼠产下的仔鼠记为模型鼠；正常对照组

母鼠产下的仔鼠记为正常对照组。第
A-

天仔鼠雌雄分

笼，按随机数字法分组，
:K$

号为针刺“长强”穴组，

:9K:$

号为非针刺对照模型组，即模型组；
A9KA$

号为

非穴位针刺治疗组。正常对照组生下
:A

只，随机筛选

:9

只为空白对照组。

2.2针刺干预

2.2.1穴位选择 参照《实验针灸学》［)

］中的定位方法取长

强穴：位于大鼠肛门和尾骨部之间的凹陷处；非穴为：

在大鼠腋中线处，在肋弓最低点上
: WN

非经非穴处。

2.2.2刺法 仔鼠生出
A-

天后，针刺长强穴组以
-9

号

9BC

寸毫针
L

佳健牌，无锡佳健医疗器械有限公司生产
S

直刺约
9BA

寸，非穴位针刺对照组同样以
-9

号
9BC

寸毫

针直刺
9BA

寸，
A

组行平补平泻提插手法
: N12

。每日于

上午
$

时行针刺手法
:

次，连续针刺
:9

日为
:

个疗

程，
:

个疗程后休息
A

日再行针刺治疗，连续
-

个疗

程。非针刺模型组、空白对照组仅每日模拟针刺组行抓

取动作，不作治疗，并在相同条件下饲养。

2.3Morris水迷宫行为学测试 水迷宫直径为
:A9 WN

，深

为
C9 WN

，注入水深为
-9 WN

，水温控制在
AA !KAC !

，

通过池壁上的
(

个等分距离点把水池分为
(

个象限，并

在第三象限的中央放置一直径为
:A WN

，略低于水平面

:BC WN

的圆形黑色平台。水迷宫定位航行试验：于每日

上午
$

时开始，将大鼠沿着水池壁放入水中，从第一象

限开始，通过图像采集和处理系统记录大鼠找到平台所

用的时间及轨迹，若大鼠在
)9 .

内找到并站上平台，就

进行下一象限测试，如果大鼠在
)9 .

内还未登上平台，

实验人员就帮助大鼠站上平台，并在平台上站立
:9 .

，

:9 .

后让老鼠置于鼠笼中休息
: N12

，之后再进行下一

象限测试，第
A

日开始就从第
A

象限开始，以此类推，

连续
(

日。

2.4大鼠海马区β
!

catenin和GSK
"

3β蛋白表达的观察

2.4.1样品采集及处理 针刺治疗结束后，参照如下方法

进行取材：抓取大鼠，腹腔注射
:9

%水合氯醛麻醉，待
大鼠昏迷后，将其胸腔剪开，充分暴露心脏，并剪开大

鼠的右心耳放血，同时将圆头针插入大鼠心尖，迅速向

心脏内推注生理盐水，直至观察到从剪开的右心耳处流

出清亮的液体为止，大约需推
C9 NG

；随后立即换针筒，

保持针头不移位，向心脏内缓慢灌入
(

%!的多聚甲醛，

待大鼠的四肢、尾巴完全僵直时，拔出针头，断头，从

枕骨大孔往前剪开皮肤，沿人字缝分开颅骨，暴露脑组

织，并迅速剥离脑膜及神经，使之与颅骨分离，取出脑

组织，浸没于
(

%!多聚甲醛液体中，参照大脑脑定位定

向图谱［"

］，冠状面切取前囟 -
-B:( NN K X)B- NN

部分约

- NN

厚脑片，包埋切片后行免疫组化检测：首先将组

织切片附于经多聚赖氨酸附膜的载玻片上，
)% !

过夜；

之后进行脱蜡、脱水；接下来进行抗原修复及封闭。甩

去多余液体，不洗；之后进行滴加一抗、二抗和显色，

最后进行苏木素复染，并在显微镜下观察。

2.5统计学方法 以上实验所得数据用
+U++ !VB%

软件进

行统计分析。平均逃避潜伏期：各组间数据采用单因素

方差分析，以
!Y%B%C

为有统计意义。

大鼠海马区
!(WJ48212

和
*+,)-!

蛋白表达的观察：

空白组、非针刺模型组、针刺长强穴组、非穴治疗组组

间采用图片对比观察，记录阳性细胞率，采用单因素方

差分析，以
!Y%B%C

为有统计意义。

2

结果

3.1Morris水迷宫观察结果 表
!

结果显示：在水迷宫实

验中，针刺长强穴组与非针刺对照模型组相比，其逃避

潜伏期所用时间明显缩短（
!Y%B%C

）；而空白对照组与非

针刺对照模型组比，其所用时间也明显缩短 （
!Y%B%C

），

其结果均具有统计学意义。

3.2大鼠海马区β
#

catenin和GSK
$

3β蛋白表达的观察

3.2.1大鼠海马区 β
%

catenin蛋白表达的观察结果 表
A

结果显示：针刺长强穴组与非针刺对照模型组相比，其

表1大鼠定位航行试验潜伏期比较 （
""#

，s）

组别 只数 逃避潜伏期

空白组

模型对照组

非穴治疗对照组

针刺长强组

!%

!%

!%

$

(%B"V"AB%$

!

C(B))""B%V

()BV(""B%V

((B!V")BVV

Z

注：针刺长强穴组与模型对照组相比较，*
!

<0.05；空白组与模型对照

组相比，▲
!

<0.05

00A
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海马区
!!&'()*+*

蛋白表达的阳性率明显下调（
!,%-%.

）；

而空白对照组与非针刺对照模型组比，其阳性细胞表达

率也明显下调（
!,%-%.

），其结果均具有统计学意义。

3.2.2海马区 GSK
!

3β蛋白表达的观察结果 表
/

结果显

示：针刺长强穴组与非针刺对照模型组相比，其海马区

012"/!

蛋白表达的阳性率明显上调 （
!,%-%.

）；空白对

照组与非针刺对照模型组、非穴治疗组相比，其阳性细

胞率明显上调（
!,%-%.

），其结果均具有统计学意义。

1

分析与讨论

儿童自闭症，又称儿童孤独症，是一种较为严重

的发育障碍性疾病。研究认为，在遗传与环境因素的

相互作用下，可引发个体发育早期阶段神经元细胞增

殖、分化、凋亡与迁移异常，从而导致相关脑区形态

结构异常［/

］。通过大量的临床治疗和实验研究报道发现

针刺长强穴治疗精神发育迟滞儿童，可提高患儿的语言、

认知能力和智力［3

］。长强穴，又名尾闾穴，位于尾骨尖

下
%-.

寸，尾骨端与肛门连线的中点处，为督脉之络穴，

别走任脉。《难经·二十八难》中首先提出长强与脑的直

接联系，其指出：“督脉者，其余下极之俞，并于脊里，

上至风府，入属于脑”。长强为督脉的第一个穴，这里的

“下极之俞”指的应该就是长强。所以可通过针刺长强，

可起到通督调阳的作用，即“长强者长于阳而强于阴，

生气通于天，其质造形而通于地”，为纯阳初始，使脏中

生春阳气正，舒缓各部器官，具有很好的宁神镇痉，脊

强反折，除其癫疾之功效［$

］。

4*(

通路是一条对个体的早期发育，是脑发育尤其

重要的信号通路。
4*(

信号在动物胚胎的早期生长和形

态发育、器官形成、组织再生和其它生理过程中，具有

至关重要的作用［5%

］。多种神经性疾病都可能与
4*(

信号

通路的异常有关［!!

］。通路上的
!#&'()*+*

作为一种黏附因

子，功能主要为介导细胞间黏附和参与基因的表达，在

通路中处于关键地位。位于信号通路
!$&'()*+*

上游的

012%/!

是一个主要复兴调节因子，阻止其下游的
!&

&'()*+*

降解，使神经元增值过快、数量增加，导致神经

元形成错误的联系［!6

］，从而使自闭症患者表现出社会交

往障碍、刻板行为模式及情绪焦虑等方面的异常［56

］。本

实验通过针刺干预自闭症模型大鼠后，其长强穴治疗组

在水迷宫试验中其定位航行试验逃避潜伏期所用的时间

明显缩短，表明针刺长强穴后自闭症模型大鼠的学习记

忆能力有所提高；其海马区
4*(

通路上的
!'&'()*+*

表

达下调、
012(/!

表达上调，从而使亢进的
4*(

通路趋

于正常。这些指标提示从脑内在结构到外在行为表现都

说明针刺长强穴对自闭症模型大鼠具有治疗作用。观察

这两个信号蛋白在大鼠脑内海马区的蛋白表达与细胞形

态的变化，以希望认识到这些变化与学习记忆功能改善

之间的相关性，但其具体作用机制尚不明了，有待进一

步研究其相关性。
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针刺长强组
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表2大鼠海马区β
!

catenin蛋白表达的阳性率比较 （
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）

注：针刺长强穴组与模型对照组相比较，*
!

<0.05；空白组与模型对照

组相比，▲
!

<0.05
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空白组
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针刺长强组
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表3大鼠海马区GSK
"

3β蛋白表达的阳性率比较（
"!$

）

注：针刺长强穴组与模型对照组相比较，*
%

<0.05；空白组与模型对照

组相比，▲
!

<0.05；与非穴组相比，★
!

<0.05。
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