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摘要 目的
:

探讨针刺的分子生物学作用机理
。

方法
:

采用不同

月龄快速老化模型鼠 (S A M )为研究对象
,

以
“

调神益智
,

平肝通

络
”

为治疗原则
,

取人中
、

内关
、

太冲为主穴
,

对 8 月龄的 S AM

8P 进行针刺治疗
,

以正常老化的 s A M长
1 作增龄性对照

,

以非

针刺 S A M P S 作对照
,

用 D N A 酶 I作活性基因探针观察脑
、

肝

细胞核活性基因变化情况
。

结果
:

与非针刺组比较
,

针刺使 8 月

龄的 S AM P S 脑
、

肝细胞核活性基因数增加
,

基因转录水平提

高
。

结论
:

证实针刺能在细胞核活性基因转录水平上起作用
。

主题词 细胞衰老 /针灸效应 脑 /针灸效应 肝细胞 /针灸效

应

真核生物的信息流按 D N A ~ m R N A ~ 蛋 白质这

一方式流动
,

其中 D N A 转录为 m R N A 是信息流 中重

要的一环
。

已知生物衰老时转录活性下降 l1[
,

其原因可

能与染色质组分变化
,

D N A 构象改变
,

特别是活性基

因数减少等诸多因素有关阁
。

本文以快速老化模型鼠

s( A M ) 8P 作为研究对象
,

以正常老化的 s AM R l 作

增龄性对照
,

以非针刺的 s A M P S 作对照
。

以 D N A 酶

I 作 活性基 因探针酶解 D N A
,

用 D N A 酶 l 酶解

D N A 为对照
,

并且采用可增殖的肝组织作为非增殖脑

组织的研究材料对照
,

观察老化鼠脑
、

肝细胞核活性基

因的变化及针刺对其的影响
,

以探讨针刺在基因转录

水平的作用机理
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物模型
:
S A M ( S e n e s e e n e e

A
e e e l e r a t e d

M ou se )是 日本京都大学竹田俊男教授 1 9 7 1 年开发的

一种自然快速老化动物模型
,

其祖先为 A K R J/ 小白

鼠
,

分为 R 和 P 两个系统
。

R 系统为正常老化
,

P 系统

为快速老化
,

其特点为 P 系统在成长期过后出现快速

的与人类极为相似的老化及老化诸病态比
毛〕 ,

平均寿命

为 3 58 天
。

R 系统作为 P 系统的对照组
,

表现为匀速老

化
,

平均寿命为 5 2 6天 [ 5
, `〕。

1
.

2 动物的选择与分组
:

选择 2 月龄 和 8 月 龄的

s A M P s
、

s A M
’

R l ,

随机分成 z 月龄的 s A M R l 组
、

S A M P S 组和 8 月龄的 S A M R l 组
、

S A M P S针刺组
,

基金项 目
:

国家自然科学基金资助课题 ( 3 9 5 7 0 8 8 4)
,

国家中医药

管理局重点资助课题 (9 SB 。。 5)

1 天津中医学院第一附属医院
,

天津市南开区鞍山西道 3 14 号

( 30 0 19 3 )

2 南开大学生命科学院

收稿日期
:
2 00 1一 0 3一 15 ;

修回 日期
:
2 0 0 1一 0 4一 2 0

S A M P S 非针刺组
。

每组 20 只
,

雌雄各半
。

1
.

3 方法
1

.

3
.

1 针刺穴位及方法
:

按照华兴邦等制定的《动物

针灸穴位图谱 》选取内关
、

人中
、

太冲穴
。

人中穴用雀啄

手法 10 次
,

内关穴用捻转泻法 20 秒
,

太冲穴用捻转泻

法 20 秒
,

每日针刺 1 次
,

共持续半个月
。

1
.

3
.

2 酶和化学试剂 , D N A 酶 I 和 D N A 酶 亚 (美国

P r o m e g a
公司产品 )

,

蛋 白酶 K (美 国 S i g m a
公司产

品 )
,

R N A 酶 (美国 rP
o m eg

a
公司产品 )

,

苯甲基磺酞

氟 (P M s F
,

美国 iS g m a
公司产品 )

,

其余试剂为电泳纯

和国产分析纯
。

1
.

3
.

3 鼠脑
、

肝细胞核的制备
:

采用蔗糖水溶液法制

备并纯化细胞核川
。

1
.

3
.

4 D N A 酶消化体系
:
D N A 酶 I 消化体系参照文

献〔8〕方法 ; D N A 酶 H消化体系参照文献 [ 9〕方法
。

1
.

3
.

5 D N A 的提取
:

细胞核用 D N A 酶 I 或 D N A 酶

l 进行消化
,

在不同的消化时 间
,

取出一定量的消化

液
,

按常规方法提取 D N A
,

进行真空干燥后待用
。

.1 3
.

6 D N A 的聚丙烯酞胺电泳
:

制备 5%的聚丙烯

酞胺电泳胶板
,

用 入D N A 经 E co R I 和 iH dn 皿共同消

化的酶切 D N A 片段作标记
,

电泳各种 D N A 样品
。

终

止后胶板经 E B 染色后置紫外透射反射仪下观察
、

摄

影
、

测定电泳迁移率
。

2 实验结果

.2 1 不同月龄鼠脑细胞核夕N A 酶 ` 酶解电泳结果
:

随消化时间的延长 D N A 逐浙被水解成较小片段
。

在

同一消化时间内所产生的娜A 片段 S A M P S 的 8 月

淤大于 2 月龄
,

而 S A M R今的 8 月龄与 2 月龄相 比

D N A 片段大小无明显差异从 提示随增龄 S AM P S 脑

细胞核的活性基因数减少
,

转录水平下降
,

而 8 月龄的

sA M IR 的活性基因数没我明显减少
,

转录水平仍保

持较高水平
。 , 、

2
.

2 不同月龄鼠肝细胞核 D N A 酶 工酶解电泳结果
:

在同一消化时间内
,

8 月龄多A M P S 产生的 D N A 片
段大于 2 月龄 S AM P S 产生的 D N A 片段

,

而 8 月龄

的 S A M R l 与 2 月龄的 S A M R l 产生的 D N A 片段大

小差异不太明显
。

提示随着增龄 S A M P S肝细胞核的

活性基因数减少
,

转录水歌下降
,

而 8 月龄的 S A M R l

的活性基因数没有明显减少
,

转录水平仍然很高
。
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2
.

3 针刺组脑细胞核的 D N A 酶 I 酶解电泳结果
:

在

同一消化时间内针刺组 S A M P S的 D N A 片段明显小

于非针刺组同月龄 S A M P S的 D N A 片段
。

提示针刺

可使 SA M P S活性基因数明显增多
,

转录水平提高
。

2
.

4 针刺组肝细胞核的 D N A 酶 I 酶解电泳结果
:

在

同一消化时间内
,

S A M P S 针刺组 的 D N A 片段 明显

小于同月龄非针刺组的 D N A 片段
。

同样提示针刺可

使 S AM P S 肝细胞核活性基因数明显增多
,

转录水平

提高
。

2
.

5 不同月龄鼠脑
、

肝细胞核的 D N A 酶 l 酶解电泳

结果
,

随消化时间的延长
,

D N A 逐渐被水解成小片段
,

在同一消化时间内 D N A 片段大小无月龄的差异
。

说

明 D N A 酶 l 的酶解作用对核昔酸序列无特异性
,

可

用作 D N A 酶 I 酶解作用的对照
。

3 讨论

3
.

1 S AM SP 和 S A M R l 脑肝细胞核活性基因数的

增龄性变化及意义
:

真核生物中几乎所有 DN A 都与

组蛋白结合
,

因而限制了基因活性
。

有转录活性并产生

效应的基因仅占真核生物基因的 10 % 一 20 %
,

称为活

性基因
。

D N A 酶 I 是一种核酸内切酶
,

水解单链或双

链 D N A 使之成为具有 S’ 磷酸末端的单核昔酸或寡

核昔酸的混合物
,

真核生物细胞基 因组中的转录活性

区域对 D N A 酶 I 消化非常敏感
。

D N A 酶 I 能辨认染

色质中转录活性基因周围的某些特征性结构
,

优先水

解活性基因
。

D N A 酶 I 敏感的染色质区域
,

其结构比

较疏松
,

但裸露的 D N A 不一定是 D N A 酶 I 高敏感部

位
,

D N A 酶 I 高敏感部位的形成可能与 D N A 和两种

高迁 移率非组蛋白的 HM G 14 与 H M G 17 的结合有

关 l0[ 〕 。

D N A 酶 I 作用的特点是消化组成染色体的基

本组成单位即核小体
,

其酶解作用对核昔酸序列无特

异性
,

故可用它作 D N A 酸 I 酶解作用的对照
。

从实验结果可知
,

随增
厂

龄 s AM P S 经 D N A 酶 I

消化的片段增大
,

说明其活性基因数减少
,

即染色质上

可供转录的活性染色质区域减少
,

导致染色体的模板

活性降低
,

转录活性下降
。

而 s AM R l 经 D N A 酶 1消

化的片段各月龄无显著差异
,

说明在 8 月龄时
,

.S A M

R l 活性基因数没有减少
,

转录水平仍然很高
。

即 S AM

R l 的平均寿命为 52 6 夫 {8 月龄时还处于青壮年时

期
,

未出现老化现象
,

而 s人M P S 在 4一 6 月龄后即进

入快速老化阶段
,

因此活性基因数减少非常明显
,

转录

水平显著下降
。

3
.

2 针灸治疗及选穴依据
:

在中医学的古代文献中无
“

老年性痴呆
”

病名
,

但在
“

呆病
” 、 “

癫证
” 、 “

健忘
”

等证

的描述中可以看出中医学对本病早有独特的认识
,

《医

宗金鉴 》将其归为
“

神病
”

范畴
。

关于本病的病因病机
,

《 内经 》中曰
: “

脑为髓之海
” , “

髓海不足
,

则脑转耳鸣
,

胫酸眩冒
,

目无所见
,

懈怠安卧
。 ”
王清任也指出

: “

高年

无记性者脑髓渐空
。

叹素间
·

上古天真论 》中指出
: “
七

八肝气衰
,

筋不能动
;
八八天癸竭

,

精少
,

肾藏衰
,

形体

皆极
,

则齿发去
。 ”
因此

,

老年人存在肝 肾不足
,

肝阳偏

亢的生理病理特点
。

我们根据本病的病位在脑
,

结合老

年人的生理病理特点
,

提出了
“

调神益智
,

平肝通络
”
的

治疗法则
,

取人中
、

内关
、

太冲为主穴治疗本病
,

人中为

督脉
、

手足阳明之会
,

督脉起于胞中
,

上行脑达巅
,

刺之

具有醒神益智之功
;
内关为八脉交会穴之一

,

通于 阴

维
,

属厥阴心包经之络穴
,

有养心安神
,

疏通气血之功
;

太冲为足厥 阴原穴
,

两者相配具有平肝通络作用
。

我们

通过 30 0 例患者的临床疗效观察
,

该针法可改善老年

期痴呆患者临床症状和体征
,

提高其智能积分水平
,

临

床好转率达 89
.

3%
。

本研究以快速老化鼠为对象
,

对

与老化密切相关的细胞核活性基因进行探讨
。

结果证

实
,

针刺后的快速老化鼠脑
、

肝细胞核活性基因数明显

增多
,

说明细胞核转录水平显著增高
,

提示提高活性基

因转录水平使脑
、

肝 细胞的生理功能改善是临床针刺

作用环节之一
。
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