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电针对帕金森病模型小鼠纹状体背侧的 4/5"-表达的选择性
调节
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$贾$军B

$王晓民!!B

!

!#Q首都医科大学脑重大疾病研究中心$北京脑重大疾病研究院$北京市脑重大疾病重点实验室&&&省部共建国家重点实验

室培育基地$脑重大疾病防治省部共建协同创新中心"北京 #"""&Y' !Q首都医科大学基础医学院神经生物学系"北京 #"""&Y'

BQ首都医科大学基础医学院生理学与病理生理学系"北京 #"""&Y#

$摘要%$目的$观察电针对帕金森病!L,*X1+9(+(95194,94" L;#模型小鼠纹状体内原癌基因蛋白!6RI(9#表达的选择性调控作

用"以探究电针治疗L;的潜在机制$ 方法$制备 &R羟基多巴胺!&RE:5*(S:5(0,K1+4" &RZ[;\#右侧损伤的L;模型小鼠"实验分

为对照组)对照]电针组)模型组和模型]电针组$ 电针施加于小鼠下肢双侧的*足三里+和*三阴交+穴位"采用 #"" [̂ 电针刺

激持续 B" K1+"继而用免疫组化检测纹状体背侧)腹侧和扣带回皮质的 6RI(9蛋白表达$ 结果$模型组小鼠右侧背部纹状体

6RI(9表达较对照组显著降低!!_"<""##"而电针刺激显著增加了模型组右侧背部和腹部纹状体的6RI(9的表达!!_"<"A#$ 检

测扣带回皮质的6RI(9表达"各组之间差异无统计学意义"电针未产生明显的调控作用$ 结论$电针可区域特异性地激活L;小

鼠损伤侧纹状体背部神经元的活性$

$关键词%$ 电针'帕金森病'纹状体'6RI(9表达

$中图分类号%$J!%AQB
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#"#$%&%'( )'*+%+,+$-.#/0%' 1%*-/2$/*" 304-/0+-/5-.#/0%' 1%*-/2$/*" 6%'%*+/5-.78%$'8$0'2 9$8:'-;-(5" <-;;04-/0+%=$)''-=0+%-' <$'+$/

.-/#/0%' 1%*-/2$/*" <0>%+0;6$2%80;?'%=$/*%+5" #$%&%'( #"""&Y" <:%'0' !"1$>0/+@$'+-.A$,/-4%-;-(5" 78:--;-.#0*%86$2%80;

78%$'8$*" <0>%+0;6$2%80;?'%=$/*%+5" #$%&%'( #"""&Y" <:%'0' B"1$>0/+@$'+-.!:5*%-;-(50'2 !0+:->:5*%-;-(5" 78:--;-.#0*%8

6$2%80;78%$'8$*" <0>%+0;6$2%80;?'%=$/*%+5" #$%&%'( #"""&Y" <:%'0#

,GH-9:;49-$IH+849#>8$D((G94*842E494-462184*4M)-,21(+ (.4-462*(,6)0)+62)*4!P\# (+ 2E44S0*4991(+ (.0*(2((+6(M4+40*(241+

!6RI(9# 1+ 2E492*1,2)K(.L,*X1+9(+1,+ K164" 9(,92(4S0-(*42E40(24+21,-K46E,+19K(.P\1+ 2E42*4,2K4+2(.L,*X1+9(+c95194,94!L;#Q

J89A"!-$L;K(54-K164F12E *1ME291541+O)*:G:&RE:5*(S:5(0,K1+4!&RZ[;\# F4*4K,54QDE4K164F4*45181545 1+2(HE,K" HE,K]

P\" 3(54-,+5 3(54-]P\M*()09QDE4*d)9,+-1+ ,+5 *H,+:1+O1,(+ ,6)0(1+29(+ G(2E 91549(.2E4-(F4*-1KG9(.K164F4*4)945 ,9

2E4921K)-,21(+ 91249Q#"" [̂ P\F,9,00-145 .(*B" K1+)249" ,+5 2E46RI(90*(241+ 4S0*4991(+ 1+ 2E45(*9,-,+5 84+2*,-92*1,2)K,+5

61+M)-,246(*24SF4*454246245 G:1KK)+(E192(6E4K192*:-,24*QK8-<79-$/(K0,*45 F12E 2E4HE,KM*()0" 2E44S0*4991(+ (.6RI(91+ 2E4

*1ME25(*9,-9154(.2E43(54-K164F,991M+1.16,+2-:-(F4*!!_"Q""##" ,+5 P\921K)-,21(+ 1+6*4,945 2E44S0*4991(+ (.6RI(91+ 2E4*1ME2

5(*9,-,+5 84+2*,-9154(.2E43(54-M*()0 !!_"Q"A#Qe+ 2E461+M)-,246(*24S" 2E4*4F,9+(91M+1.16,+251..4*4+641+ 2E44S0*4991(+ (.6RI(9

,K(+M2E494M*()09" ,+5 P\E,5 +((G81()9*4M)-,2(*:4..462QL".47<-#".$P\6,+ 90461.16,--:,6218,242E4,621812:(.+4)*(+91+ 2E45(*9,-

92*1,2)K(+ 2E41+O)*45 9154(.0,*X1+9(+1,+ K164Q

,M8? N":!--O4-462*(,6)0)+62)*4' L,*X1+9(+c95194,94' 92*1,2)K' 6RI(94S0*4991(+

$$帕金森病!L,*X1+9(+(95194,94"L;#是最常见的 中老年神经退行性疾病之一"其典型的病理特征为黑
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质多巴胺能神经元的病变缺失"出现了肢体震颤)运

动迟缓)肌僵直以及姿势异常等运动障碍.#/

$ 目前"

针灸作为一种替代疗法"在特定穴位上实施手针或电

针!4-462*(,6)0)+62)*4"P\#刺激"能缓解 L;患者和

L;动物模型的运动障碍.! UB/

$ 在笔者团队多年的

P\治疗L;的基础转化研究中"充分证实了 P\能有

效改善 L;模型的运动症状.% U##/

$ 其中"在双侧的

*足三里+和*三阴交+两个穴位实施 % 周的 #"" [̂

P\治疗"可以有效改善 &R羟基多巴胺!&RE:5*(S:5(R

0,K1+4"&RZ[;\#单侧损伤 L;小鼠模型的运动障

碍.Y/

$ 然而"外周穴位的 P\刺激是否能影响到脑内

神经元的活动"以及这种影响是否关联着其对运动功

能的改善"尚未研究清楚"而这正是阐述P\作用机制

的基本问题$ 原癌基因8B.-*是一种早期激活基因"其

表达的蛋白6RI(9被用来作为神经元活性的标志.#!/

$

目前在多种疾病模型中已有报道.#B/

"P\可以调控神

经元6RI(9的表达'但 P\对与运动环路相关核团神

经元的调控效应目前尚未见报道"这可能是其对 L;

具有调节效应的神经基础$ 因此"本研究选取脑内涉

及运动调控的主要输入核团&&&纹状体作为研究对

象"通过*足三里+和*三阴交+穴位实施电针刺激后"

检测纹状体内神经元 6RI(9蛋白的表达"揭示电针对

L;小鼠纹状体神经元活性的调控效应"试图阐述 P\

改善L;运动障碍的作用基础$

$O材料与方法

$&$O主要药品与试剂

&R羟基 多 巴 胺 ! &RE:5*(S:5(0,K1+4" &RZ[;\"

[##&#)阿扑吗啡!,0(K(*0E1+4" \LZ"\%BYB#)酪氨酸

羟化酶!2:*(91+4E:5*(S:-,94"D["鼠抗" H\N%!""&YY#

抗体购于美国 H1MK,R\-5*16E 公司' 6RI(9!兔抗"

\NP%A@#抗体购于美国31--10(*4公司'\N/免疫组化

试剂盒!LCR%""!#购于美国 =462(*f,G(*,2(*149公司'

;\N显色液购于中国中杉金桥公司$

$&2O实验动物

/A@NfW& 小鼠!& g? 周龄"!" g!A M"雄性#购自

北京维通利华实验动物技术有限公司"实验动物许可

证号%H/bC!京#!"#&R"""?"实验动物的使用遵循医

学实验动物管理实施细则 !#YY? 年卫生部令第 AA

号#以及首都医科大学实验动物管理细则$ 小鼠饲养

于首都医科大学实验动物部"每笼最多 A 只"可自由

进食和饮水"提供 #! EW#! E的明W暗饲养环境$ 所有

涉及实验动物的实验流程和操作都经过首都医科大学

伦理审查委员会批准"伦理审批号%\PPeR!"#?R"%%$

$&'O主要仪器

立体定位仪!C(0.公司"德国#)电针仪![\>HR

#""?"韩氏疼痛治疗仪"中国#)动物行为学分析系统

!H)04*3,̂4"上海欣软信息科技公司#)冰冻切片机

!/3B"A"H"f416,公司"德国#)玻片扫描仪 !L,+R

+(*,K1696,+"B;[eHDP/[公司"匈牙利#)正置荧光显

微镜!NbA#" Z-:K0)9公司"日本#$

$&3O实验方法

#<%<#$&RZ[;\单侧损伤的L;小鼠模型制备

腹腔注射戊巴比妥钠麻醉小鼠"将其头部置于立

体定位仪固定$ 根据前囟)后囟的位置"在右侧纹状

体内进行药物的双位点注射%\Lh]"<A KK"3fh

U!<" KK";=hUB<" KK和 U!<" KK'每个位点注

射 &RZ[;\"<@?

!

f!A<#% MWf#$ 对照组小鼠注射等

体积的 "<Yi!质量分数#氯化钠注射液!以下简称生

理盐水#$ ! 周后"用 \LZ诱导的旋转行为来筛模$

净旋转圈数为向左侧旋转圈数减去向右侧旋转圈数$

B" 分钟内"净旋转圈数达到 ! *WK1+ 以上的小鼠"视

为造模成功的单侧L;模型.#%/

$

#<%<!$电针方法

\LZ筛模后"将对照和 L;小鼠采用抽签法随机

各分为两组"分别为对照组 ! HE,K#)对照电针组

!HE,K]P\#)模型组!3(54-#和模型电针组!3(54-]

P\#$ HE,K]P\组和 3(54-]P\组小鼠于 *足三

里+ ! HDB&"膝关节后外侧)腓骨小头下约 ! KK#和

*三阴交+!HL&"内踝尖上部 ! KK"胫骨后缘#接受电

针刺激"刺激频率为 #"" [̂"刺激电流强度逐步递增"分

别为 #<")#<!)#<% K\各 #" K1+"总电针时间 B" K1+$ 刺

激完成后 Y" K1+灌流取材"进行后续的免疫组化实验$

#<%<B$D[和6RI(9蛋白检测

小鼠用戊巴比妥钠麻醉"依次心尖灌流生理盐水

和 %i!质量分数#多聚甲醛"脑组织经脱水处理后

Z/D包埋"用冰冻切片机分别选取包含纹状体和黑质

的部位进行冠状连续切片"厚度为 %"

!

K'每隔 A 张

取 # 张脑片进行 6RI(9或 D[免疫组化实验"依次经

6RI(9抗体!#V# """#或D[抗体!#V! """#)\N/免疫

组化试剂盒中的二抗和 \)N液孵育后"用 ;\N显色

液避光显色$

黑质和纹状体的 D[染色用正置荧光显微镜拍

摄$ 6RI(9染色切片用玻片扫描仪扫描"用/,94=14F4*

@?Y
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!<#<! !B;[eHDP/[公司"匈牙利#软件分别在双侧

纹状体的背侧和腹侧截取一个长方形区域!"<?A KKj

"<%& KK#"在双侧的扣带回皮质也截取一个长方形

区域!"<%& KKj"<!% KK#"再用 eK,M4RL*(L-)9&<"

!3451,/:G4*+42169公司"美国#统计各截取区域内 6R

I(9的阳性细胞数$

$&1O统计学方法

数据用k*,0E0,5 L*19K?<" 软件进行统计分析"

计量资料以均数 l标准差!CD*#表示"在 \LZ诱导

旋转实验中模型和对照两组之间比较采用 )+0,1*45

+U2492检测'而 6RI(9实验中的多组间比较采用单因

素方差分析后"组间两两比较采用 D)X4:检验$ 以

!_"<"A 为差异具有统计学意义$

2O结果

2&$O)/IPQG右侧损伤EQ小鼠模型的建立

造模手术实施 ! 周后"用\LZ诱导的旋转行为筛

选出的3(54-组小鼠净旋转圈数显著高于 HE,K组小

鼠!!_"<""#"图 #\#$ 同时 D[免疫组化的结果表

明"3(54-小鼠右侧的黑质多巴胺能神经元及纹状体内

D[阳性纤维的表达与左侧相比均减少!图 #N#"以上

结果表明 &RZ[;\单侧损伤的L;小鼠模型建立成功$

图 $O小鼠单侧损伤EQ模型的建立

5#@&$O6-9;H7#-AD8.9"C9A8<.#7;98:;778-#".8!D#48D"!87"CEQ

G% \LZR1+5)645 *(2,21(+ 2492' R% J40*494+2,21842:*(91+4E:5*(S:-,941KK)+(92,1+1+M1K,M49(.92*1,2)K!)0# ,+5 H>6!5(F+# .*(K,&RZ[R

;\)+1-,24*,--:-491(+45 L;3(54-K()94QH6,-4G,*h# KKQDE45,2,F4*40*494+245 ,9Cl*" )+0,1*45 +U2492"

!!!

!_"<""# =*HE,K

M*()0" ' h&QEQ% L,*X1+9(+(95194,94' ST4% 9)G92,+21,+1M*,0,*96(K0,62,' GEI% ,0(K(*0E1+4' )/IPQG% &RE:5*(S:5(0,K1+4Q

2&2O6G对EQ小鼠背侧纹状体4/5"-阳性细胞数量

的影响

$$在左侧纹状体部位"3(54-组背侧纹状体内6RI(9

阳性数目较 HE,K组有降低的趋势"但差异无统计学

意义!图 !#'而 P\刺激对 HE,K和 3(54-组小鼠的

6RI(9阳性细胞数目未产生明显的调控作用$ 在右侧

纹状体"3(54-组背侧纹状体区域内 6RI(9阳性数目

较 HE,K组明显降低!!_"<""#"图 !N#"P\刺激有效

地增加了3(54-组小鼠此区域内6RI(9表达的阳性细

胞数目!!_"<"A"图 !N#"却并未影响 HE,K小鼠该区

域内6RI(9的表达$

2&'O6G对EQ小鼠腹侧纹状体4/5"-阳性细胞数量

的影响

$$在左侧纹状体" 3(54-组腹侧部位的 6RI(9阳性

细胞数量与 HE,K组相比差异无统计学意义"P\刺激

虽有增加3(54-组小鼠该部位6RI(9阳性细胞数量的

趋势"但差异无统计学意义$ 在右侧纹状体"3(54-组

腹侧部的6RI(9阳性细胞数量较 HE,K组有下降的趋

势"同样差异无统计学意义"但 P\刺激适度上调了

3(54-组小鼠此区域内的 6RI(9阳性细胞数量!!_

"<"A"图 B#$

2&3O6G对EQ小鼠扣带回皮质的4/5"-阳性细胞数

量的影响

$$实验显示"无论是左侧还是右侧"3(54-组小鼠6R

I(9阳性细胞数量与 HE,K组相比差异均无统计学意

义"P\刺激虽然对 HE,K和3(54-组小鼠均有上调6R

I(9阳性细胞数量的趋势"但差异无统计学意义!图

%#$

??Y
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图 2O6G对背侧纹状体4/5"-阳性细胞数量的影响

5#@&2OUA88CC849"C6G".9A84/5"-="-#9#>8=:"C#78-#.

!":-;7-9:#;9<D

G% 70" 2E496E4K,21651,M*,K(.6(*(+,-9-1646(+2,1+1+M92*1,2)K,+5 61+R

M)-,246(*24S" 2E4G-,6X G(S*40*494+292E494-46245 ,*4,1+ 5(*9,-92*1,2)K

!M*,:*4M1(+#<;(F+" *40*494+2,21846RI(91KK)+(92,1+1+M1K,M49(.-4.2

,+5 *1ME25(*9,-92*1,2)K.*(KHE,K"HE,K]P\"3(54-,+5 3(54-]P\

M*()0 K164<H6,-4G,*hA"

!

KQR% 6RI(90(9121840*(.1-4904*KK

!

1+ -4.2

,+5 *1ME25(*9,-92*1,2)K<DE45,2,F4*40*494+245 ,9Cl*" (+4RF,:\>ZR

=\,+,-:919"

!!!

!_"<""# =*HE,KM*()0"

m

!_"<"A =*3(54-M*()0"

' h#& 9-1649WB K164<6G% 4-462*(,6)0)+62)*4Q

图 'O6G对腹侧纹状体4/5"-阳性细胞数量的影响

5#@&'OUA88CC849"C6G".9A84/5"-="-#9#>8=:"C#78-#.

>8.9:;7-9:#;9<D

G% 70" 2E496E4K,21651,M*,K(.6(*(+,-9-1646(+2,1+1+M92*1,2)K,+5 61+M)R

-,246(*24S" 2E4G-,6X G(S*40*494+292E494-46245 ,*4,1+ 84+2*,-92*1,2)K

!M*,:*4M1(+#<;(F+" *40*494+2,21846RI(91KK)+(92,1+1+M1K,M49(.-4.2,+5

*1ME284+2*,-92*1,2)K.*(KHE,K" HE,K]P\" 3(54-,+5 3(54-]P\M*()0

K164<H6,-4G,*hA"

!

K<R% 6RI(90(9121840*(.1-4904*KK

!

1+ -4.2,+5 *1ME2

84+2*,-92*1,2)K<DE45,2,F4*40*494+245 ,9Cl*" (+4RF,:\>Z=\,+,-:919"

m

!_"<"A =*3(54-M*()0" ' h#& 9-1649WB K164<6G% 4-462*(,6)0)+62)*4Q

Y?Y
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图 3O6G对扣带回皮质4/5"-阳性细胞数量的影响

5#@&3OUA88CC849"C6G".9A84/5"-="-#9#>8=:"C#78-#.

4#.@<7;984":98B

G% 70" 2E496E4K,21651,M*,K(.6(*(+,-9-1646(+2,1+1+M92*1,2)K,+5 61+R

M)-,246(*24S" 2E4G-,6X G(S*40*494+292E494-46245 ,*4,1+ 61+M)-,246(*24S

!M*,:*4M1(+#<;(F+" *40*494+2,21846RI(91KK)+(92,1+1+M1K,M49(.-4.2

,+5 *1ME261+M)-,246(*24S.*(KHE,K" HE,K]P\" 3(54-,+5 3(54-]P\

M*()0 K164<H6,-4G,*hA"

!

K<R% 6RI(90(9121840*(.1-4904*KK

!

1+ -4.2

,+5 *1ME261+M)-,246(*24S<DE45,2,F4*40*494+245 ,9Cl*" (+4RF,:

\>Z=\,+,-:919" ' h#& 9-1649WB K16<6G% 4-462*(,6)0)+62)*4<

'O讨论

经典的基底节!G,9,-M,+M-1," Nk#环路放电模型

常用于解释L;运动症状的发生.#A U#&/

$ 该理论认为"

L;病变中从黑质输入到纹状体内;\投射的丢失"使

得纹状体内直接通路与间接通路活动失衡而导致了

L;运动障碍的发生$ 纹状体作为基底节的主要输入

核团"主要接受黑质的多巴胺以及运动皮质的谷氨酸

投射'同时"核团内的中型棘突神经元又通过
"

R氨基

丁酸将整合的信号分别沿直接通路和间接通路向下

游传递$ 因此"纹状体是负责运动控制的基底神经节

中*承上启下+的关键核团"也是 L;发病和治疗机制

研究中的重要靶点.#@ U#?/

$

P\在治疗 L;的临床和基础研究中都显示出良

好的疗效$ 临床研究.B/显示"针灸能够有效地缓解

L;患者的临床症状"包括 P\治疗可促进 L;患者主

观症状的好转及客观运动评分的增加.#Y/

"并可降低

药物的服用剂量.!"/

$ 基础研究.% U#"/也证实"P\能有

效改善L;动物模型的运动症状"涉及的治疗机制包

括增强神经营养因子表达.%/

)抑制炎症反应.?/

)抗氧

化应激.A"@/

"以及调整递质平衡.&" Y U#"/等$ 然而"这些

研究尚未直接探究P\对运动控制密切相关的纹状体

神经元的反应性$ 因此"本研究通过考察单次 P\对

纹状体神经元活性的影响有利于阐述 P\治疗 L;的

作用机制$

原癌基因8B.-*是中枢神经系统中广泛存在的一

种即刻早期基因"其编码的 6RI(9蛋白常被用来表征

神经元的活性.#!/

$ 在本研究的 L;模型中"笔者发现

3(54-组小鼠未损伤侧纹状体 6RI(9表达较 HE,K小

鼠差异无统计学意义"但在损伤侧纹状体背侧的6RI(9

表达表现为显著的下降"表明其神经元活性的下调$

P\能调节神经元 8B.-*基因的表达"已经在多种

疾病模型中得到了证实.!# U!%/

"这可能是P\发挥功效

的最基本的生理基础$ 本研究所建立的 L;模型中"

背侧及部分腹外侧是右侧纹状体主要损伤的部位"此

区域6RI(9表达的降低"而P\有效增加了3(54-小鼠

损伤背侧和腹侧纹状体 6RI(9的表达"表明神经元活

性被P\激活$ 因此"本实验提示了 L;模型小鼠纹

状体内由于多巴胺投射减少而引起纹状体区域内神

经元的活性降低"电针可以特异性地提高纹状体背侧

和腹侧神经元的活动"促使其功能状态的改善"进而

可能通过蓄积效应在慢性的电针治疗中得以缓解 L;

"YY



第 & 期 粟文婷等%电针对帕金森病模型小鼠纹状体背侧的6RI(9表达的选择性调节

的运动障碍$ 但是"对未损伤侧纹状体 6RI(9阳性细

胞的检测却并未发现明显异常"P\刺激也未见明显

的调节作用"进一步提示 P\可以选择性改善损伤区

纹状体神经元的功能活动$

为了全面比较电针的效应"本团队也检测了 P\

对扣带回皮质的6RI(9表达$ 扣带回的功能主要是与

认知和情感相关.!A/

$ 在本实验中笔者发现该区域内

的表达未出现明显改变"而 P\刺激也没有对扣带回

的神经元产生明显的调控$ 因此"P\刺激呈现出一

种与损伤相关联的区域调控$ 此外"有报道.!& U!?/显

示"\LZ和 fR5(0,可以增加 &RZ[;\模型损伤侧纹

状体内神经元的活动"同时也明显的特异性增强了损

伤侧纹状体 6RI(9蛋白的表达水平"与 P\的作用

相似$

综上所述"本研究以纹状体内神经元的 6RI(9反

应性为研究切入点"证明了 P\能对损伤区域神经元

活性进行特异性调控"此研究结果有利于更深入地理

解P\对L;的治疗机制$ 但是"P\对纹状体内神经

元活性的调控在直接通路和间接通路上是否存在差

异"还有待更进一步的研究$
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