
用 ����一��� 技术分析快速老化模型鼠衰老

相关基因的差异表达及针刺的作用
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指导
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韩景献
“

摘要 目的
�

研究衰老相关基因的表达差异及针刺的作用
，

试

图从分子水平说明针刺抗衰老的机理
。

方法
�

采用 ����一

��� 技术
，
以快速老化模型鼠����一�����为材料

，

针刺
“
人

中
” 、 “
内关

”
和

“
太冲

” �穴
，

分析了 ��� 鼠伴加龄脑细胞基因

表达的差异及针刺的作用
。

结果
�

针刺前某些基因的表达随增

龄发生一定的变化
，

显示与衰老相关
�而针刺后

，

其表达均受到

影响
，

其变化均趋同于年轻组
。

结论
�

针刺不仅具有调节作用及

愉穴特异性
，

而且可能通过这种调节作用影响衰老相关基因的

表达而干扰衰老进程
。

主题词 衰老�针灸效应 衰老�免疫学 � ����一 ��� 技

术

近年来
，

我院采用针刺疗法在治疗老年性痴呆
、

延

缓衰老症状方面取得较好疗效
。

机理研究表明
，

针刺可

延缓衰老
，

提高学习及记忆力���
，

提高超氧化物歧化酶

�����活性
，

降低脂质过氧化物�����含量���
，

甚至可

以影响即刻早期基因
�一���

，。 一��� 的表达闭
，

但针刺

延缓衰老的分子机理研究却很少
。

本研究采用 ����

一 ��� 方 法 〔�〕 ，

以 快速 老化模 型 鼠 ����������� 一

���������������� ，
����〔

�

伪材料
，

研究衰老相关基

因的表达差异及针刺的作用
，

试图从分子水平说明针

刺抗衰老的机理
。

� 材料和方法

�
�

� 材料
�

快速老化模型鼠����一����� 由日本京

都大 学 引进 并在本院成功繁殖
。

试剂 ��������

����� ��� ��������� ������
，
���� � 一 ����

������ �����
，
����� 一 ���� ����� ，

������
，
���

��� ���������� 购 自 ������� 公 司
、

�������

������������� � ����� ��� 公司
。

引物 ������
、

随机引物 �，。 �
��

，�。 、

����一�
��。
购自�

����� 公司
。

�
�

� 方法

�
�

�
�

� 动物的选择与分组
�

选取 ���一���� �月龄

和 �月龄小白鼠分为以下 �组
����一���� �月龄非

针刺组
、

���一���� �月龄非针刺组
、
��� 一���� �

月龄穴位针刺组及 ��� 一 ���� �月龄非穴位针刺

组
，

每组选取 �� 只健康雄性小白鼠
。

基金项目
�

天津市科技发展计划重点资助项目�����������

天津中医学院第一附属医院老年病研究室
，

天津市南开区

鞍���西道 ���号��������

收稿 日期
�����一 ��一���修回 日期

�����一 ��一 ��

�
�

�
�

� 穴位选择及针刺方法
�

根据中国针灸学会实验

针灸研究会制定的
“
动物针灸穴位图谱

” ，

穴位组选穴

取
“
内关，’�双�， “

人中
”
及

“
太冲

”
�双 �

。 “
内关

”
及

“
太

冲
”
用捻转泻法 �� 秒

， “
人中

”
用雀啄手法强刺激 ��

次
。

非穴组选择双胁下固定非穴点
，

作为对照刺激点
，

行平补平泻捻转手法各 �� 秒
。

针刺组每 日针 �次
，
�

日停针 �次
，

非针刺组进行与针刺组相同程度和时间

的捉抓
。

两周后
，

各组动物断头处死
，

快速取大脑
。

�
�

�
�

� 总体 ��� 提 取 和纯 化
�

按 ����� ���

��������� ������ 试剂盒方法提取各组 ��� 一 ����

小 白鼠总体核糖核酸 �����
，

并用 �����
消化去除

痕量脱氧核糖核酸�����
。

总体 ��� 纯度以紫外分

光光度计测定
，

其 �����和 ����
。
比值在 �

�

�以上
。

甲

醛变性琼脂糖凝胶电泳显示 ���
� �����

� �
，

说明总

体 ��� 完整
，

没有降解且较纯净
，

适于反转录
。

�
�

�
�

� 差异显示分析
�

逆转录和 多聚酶链式反应

�����扩增参考 �����〔‘ 〕的方法进行
。

首先取 �拼�总

体 ��� 进行反转录
，

加入 ����� 六碱基简并 引物

��������
，
��℃变性 �分钟

，

置冰上冷却 �分钟
，

然

后依次加入 ������� ����
，
���� 逆转录酶

、

�倍反

应缓冲液和 ��� ������
，

总反应体系为 ��川
，
��℃保

温 �小时
。

反应结束后于 �� �加热 �� 分钟以终止反

应
，

然后进行 ��� 扩增
，

应用两种随机引物随机进行

扩增
。

取 �拌�逆转录产物
，

分别入 ���拜����� ����
，

�拜�����
�

随机引物
，
�倍 ��� 反应缓冲液和 �� ���

��� ���������� ，

总反应体系为 ��拌�
。

最后加入 ��拌�

轻矿物油覆盖
。
��� 扩增采取双温扩增闭

。

其条件是
�

第 �循环变性
、

退火
、

延伸温度分别是 ��℃ 、

��℃ 、

��℃ ，

时间均为 �分钟 �第 �和第 �循环变性
、

退火
、

延

伸温度分别是 ��℃ 、

��℃ 、

�� �
，

时间均为 �分钟 �最

后 �� 个循环变性
、

退火
、

延伸温度分别是 ��℃ 、

��℃ 、

���
，

时间分别为 �� 秒
、

�分钟和 �分钟
，

最后在 ��℃

延伸 �分钟
。

扩增产物在 ��聚丙烯酸胺凝胶上分离

后进行银染闭
。

�
�

�
�

� 差示带的回收及再扩增
�

银染后直接从凝胶上

寻找差示带并切下
，

置于 �
�

���的 ���������管中
，

加

入 ��川 灭菌水
，

煮沸 �分钟
。

待冷却后
，

离心取上清
，

取 �闪作模板进行再扩增
。

��� 参数为 �� �
，

变性 ��

DOI ：10．13288／j ．11－2166／r．2002．06．024



����
�

����
�

����
，
���

�

����白“ �

秒
，

��℃退火 �分钟
，

��℃ ，

延伸 �分钟
，

共 �� 个循环
。

其他条件与差别显示完全一致
。

�
�

�
�

� 克隆及测序
�

将回收的 目的带用 ������
�
公

司 ���� �一����载体克隆
，

测序由�
����� 公司完

成
。

从基因库中查找同源序列
。

� 结果

��� 扩增时
，

每次采用一对引物随机组合进行
，

已筛选了 �� 个引物
，

大多数引物都能扩增出差示带
，

其中有些差示带有明显的规律性
，

与衰老相关
，

并受针

刺影响
。

如分别采用引物 ����
、

������
’
���������

� ’ ，
� 夕 ���������� � ’ � 和 �、�� 、

�
��� ��

’

����������� �’ ，
�’ ���������� �’ �扩增

，

可见规律性变化的差示带均与衰老相关
。

但采用引物

����
、

��
�。
的差示带伴加龄增多

，

而采用引物 ����
、

����则

正相反
。

而针刺
“
人中

” 、 “
内关

”
和

“
太冲，’� 穴后 ，

两条

差示带都发生了明显的变化
，

或减少或增多
，

均趋同于

年轻组 �而非穴组均没有明显的变化
。

通过数字化凝胶

成像分析仪分析差示带
，
显出相同的变化规律

。

有趣的

是
，
用其它引物同样扩增出与上述分子量及变化规律

相似的差示带
。

说明针刺穴位对不同的衰老相关基因

具有良性调节作用并因此影响其表达�图略�
。

对采用引物 ����
、

����扩增出的差示带洗脱后克

隆
，

并进行了测序
，

其核昔酸序列如下
�
��������

���������� ���������� ����������

���������� ���������� ����������

���������� ���������� ����������

���������� ���������� ����������

���������� ���������� ����������

����
。

共 �����，

在基因库中未找到同源序列
，

说明

该片断可能是一新基因
。

� 讨论

��� 鼠是 自然发生的快速老化模型小白鼠
，

其

����品系除具有一般的老化特征外
，

还存在明显的学

习记忆障碍
，

认知功能减退以及明显的脑萎缩特征
，

与

老年性痴呆的临床表现十分相似
，

是研究脑老化的理

想材料
。

在临床中
，
我们针刺内关

、

人中
、

太冲等穴位治

疗老年性痴呆取得了较好的疗效
。

其中人中为督脉要

穴
， “
督脉者

，

起于下极之输
，

并于脊里
，

上至风府
，

入属

于脑
” ， “
脑为元神之府

” ，

针刺之可醒脑调神
，

启智开

窍
。

内关为心包经之络穴
，

心包为心之外围
。

心藏神
，

故针刺内关可调心神
、

通血脉
。

太冲穴为肝经原穴
，

具

有疏肝理气
、

调畅情志之功
。

以上诸穴均采用泻法
。

邪

气 �如痰血
、

痰浊�在老年性痴呆的发病中占有很重要

的地位
，

而泻可祛邪
，
邪去则正安

，

泻即为补
，

非独补法

也
。

通过观察
，

我们发现泻法较补法的疗效更好
。

故本

实验选取
“
内关

” 、 “
人中

” 、 “
太冲

”
作为针刺穴位

。

我们

发现
，

针刺 �周后
，

针刺组体毛脱落减少并恢复光泽
，

活动力增强
，

甚至须在笼中追捉
，

明显地改善了其老化

症状
。

以往的行为学实验证明
，

针刺可明显改善其认知

力
，

记忆力等行为学特征闭
。

而非穴组和 �月龄组则变

化不明显
，

说明针刺对延缓衰老
，

改变老化症状有一定

的作用
。

实验结果显示
，

针刺可对一组或一群基因的表达

起调节作用
，

而不是仅仅对某一种基因起作用
，

说明针

刺的作用是一种整体性作用
。

而针刺对衰老时高表达

基因的抑制
，

对低表达基因的促进
，

说明针刺可以调节

多种基因的表达
，

是其良性调节作用在分子水平的体

现
，

证明针刺的根本作用是调节作用
。

针刺抗衰老可能

是通过调整衰老状态下基因表达的异常而起作用
。

实验结果还显示
，

针刺影响的是
。��� 量

，

说明

针刺抗衰老作用很可能是通过调控基因的转录或信使

核糖核酸������的半衰期或两者兼有来实现的
。

有

资料显示���
，

半衰期对 ���� 的稳定性起着更重要的

作用
。

而影响 ���� 半衰期的因素
，

既有 ���� 分子

本身的序列元件
，

如 �’
帽结构

，
�’
非翻译区��

’
����

，

编码 区
，
�’
非翻译 区 ��

’
����和 �������尾 �又有

���� 之外的因素
，

如核酸酶
、

结合蛋白等
�
还有细胞

外因素如激素
、

病毒等
。

具体主要通过哪一种途径
，

有

待于进一步研究
。
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