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［摘要］ 目的 探讨电针治疗帕金森病的可能作用机制。 方法 将 48 只小鼠随机分为空白组、模型组、
电针组和美多芭组，每组 12 只。除空白组外，其余各组采用 1-甲基-4-苯基 1 2 3 6 四氢吡啶 ( MPTP) 腹
腔注射建立帕金森病小鼠模型。空白组灌服生理盐水 0. 2 ml，美多芭组灌服美多芭混悬液 50 mg /kg，每天 1
次。电针组给予“肾脑相济”电针疗法，针刺“肾俞”“百会”“太溪”穴，每日 1 次，每次 20 min，每日
取左侧或右侧交替针刺治疗。各组均干预 4 周。观察小鼠的行为状态，小鼠中脑黑质中酪氨酸羟化酶
( TH) 、胶质纤维酸性蛋白 ( GFAP) 、离子钙接头分子 ( Iba-1) 阳性细胞数及蛋白表达。 结果 模型组小
鼠行为状态较空白组明显变差，美多芭组与电针组小鼠行为状态较模型组改善。与空白组比较，模型组小鼠
中脑黑质 TH阳性细胞数量及蛋白表达明显减少，GFAP 和 Iba-1 阳性细胞数量及蛋白表达明显增多 ( P ＜
0. 05) ; 与模型组比较，电针组和美多芭组小鼠 TH阳性细胞数量及蛋白表达明显增多，GFAP 和 Iba-1 阳性
细胞数量及蛋白表达明显减少 ( P ＜ 0. 05 ) 。美多芭组与电针组各指标比较差异均无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。 结论 “肾脑相济”电针疗法抑制星形胶质细胞和小胶质细胞的活性，从而增加其对多巴胺能神
经元的保护作用，可能是其治疗帕金森病的作用机制之一。
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帕金森病 ( Parkinson' s disease，PD) 又称为
震颤麻痹，是常见于中老年人的一种神经系统退行

性疾病［1］。该病具有病程长、致残率高的特点，
严重影响患者的生存质量，临床上表现为静止时震

颤、运动迟缓、肌强直和平衡障碍等［2］。研究表
明，针灸对帕金森病的症状改善明显，而且可以降

低西药的毒副作用［3］。胶质细胞包括星形胶质细
胞和小胶质细胞，胶质细胞的一般激活可对多巴胺

能神经元起到保护作用，但是帕金森病状态下胶质

细胞会过度激活，产生一些炎性因子影响帕金森病

的病程［4］。帕金森病归属于中医学 “颤证”范畴，
其病变的部位在脑，且与肾精亏虚关系密切。本研
究从“肾脑相济”出发，探究电针对帕金森病模
型小鼠胶质细胞的影响。

1 材料和方法

1. 1 实验动物
48 只 9. 5 月龄 C57BL /6J 小鼠，SPF 级，雄
性，体重( 30 ± 5 ) g，北京华阜康生物科技股份有
限公司，实验动物许可证号: SCXK 京 2014-0004。
动物房温度维持在 21 ～ 24℃，湿度 10% ～ 30%，
采用 12 h /12 h昼夜节律 ( 08: 00 － 20: 00) ，实验
期间动物自由饮水和进食。
1. 2 实验药物
美多芭片 ( 上海罗氏制药有限公司生产，批

号: SH2958) 。
1. 3 主要试剂及仪器

PBS ( 批号: ZLI-9062 ) 无锡傲锐东源生物科
技有限公司; 兔抗体免疫组化 SP 试剂盒 ( 兔链霉
卵白素-生物素法检测系统，批号: KGSP03 ) ，江
苏凯基生物技术股份有限公司; 兔抗小鼠酪氨酸羟

化酶 ( TH) 抗体 ( 批号: EP1532Y) 、兔抗小鼠胶
质原 纤 维 酸 性 蛋 白 ( GFAP ) 抗 体 ( 批 号:
EPＲ1034Y) 和兔抗小鼠离子钙接头分子 ( Iba-1 )
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抗体 ( 批号: EPＲ16589 ) ，均为英国 Abcam ( 上
海) 公司产品; 1-甲基-4-苯基 1 2 3 6 四氢吡啶
( MPTP，批号: M0896 ) ，美国 Sigma 公司; SDS-
PAGE凝胶试剂盒 ( 批号: P0012A) ，上海碧云天
生物技术有限公司; 丽春红染色液 ( 上海碧云天

生物技术有限公司，批号: P0022) 。
毫针 ( 批号: 160010) ，苏州医疗用品有限公

司，规格 0. 25 mm × 13 mm; SDZ-Ⅲ型华佗牌电针
仪，苏州医疗用品厂有限公司; Legend Micro17Ｒ
型离心机，赛默飞世尔科技 ( 中国) 有限公司。
1. 4 动物分组、造模及干预

48 只小鼠适应性饲养 3 天，根据体重用随机
数字表法分为空白组、模型组、电针组和美多芭
组，每组 12 只。随机方法: 从随机数字表中第 6
行第 6 列数字 49 开始，向后依次抄写 48 个数字，
将对应的数字除以 4 余数为 0 分为空白组 11 只，
余数 1 为模型组 11 只，余数 2 为电针组 12 只，余
数 3 为美多芭组 14 只，采用随机方法从这 48 个数
字后边抄2个数字分别除以14和13，余数为8和7，
将美多芭组中第 8 只小鼠改为模型组，第 7 只改为
空白组，使各组小鼠数量相同。
参照文献 ［5 － 6］制备帕金森病模型。除空白

组外其余各组给予 20mg / ( kg·d) MPTP 腹腔注射，
空白组给予等量的生理盐水腹腔注射，各组均给药

7 天。造模后小鼠黑质酪氨酸羟化酶的阳性细胞数
量与空白组比较明显减少，行为学表现小鼠出现震

颤、强直、跳窜、竖尾、立毛等表现，满足此两个
条件说明小鼠造模成功。在造模过程中，模型组、
电针组、美多芭组各死亡 2 只，空白组死亡 2 只。
造模完成后第 2 天开始空白组灌服生理盐水

0. 2 ml，美多芭组灌服美多芭片混悬液 50 mg /kg
( 0. 2 ml) ，每日 1 次。电针组从造模结束后第 2 天
开始电针刺激。电针时小鼠用自制装备固定使其安
静，用毫针针刺“肾俞”“百会”“太溪”穴。穴
位定位参照 《实验针灸学》［7］。针刺后接通电源，
太溪连肾俞，百会连湿棉片，频率 100 Hz，电压
2 ～ 4 V，连续波，每日 1 次，每次 20 min，每日取
左侧或右侧交替针刺，各组均干预 4 周。刺激过程
中，电针组、美多芭组各死亡 2 只，模型组和空白
组各死亡 1 只。模型组和空白组小鼠剩余 9 只，美
多芭组和电针组小鼠剩余 8 只。最后每组采用抽签
法随机选取 6 只小鼠用于最终数据统计。
1. 5 观察指标及方法
于造模及干预前后观察各组小鼠行为学改变，

包括运动情况、肢体协调能力等。实验结束后取小
鼠静脉血入 EP管中，后采用断脊法处死，于冰盘
上迅速将小鼠脑组织剥离，每组取 2 只小鼠的半脑
和 2 只小鼠的全脑，置于多聚甲醛固定液中固定。
剩余部分小鼠脑组织置于预冷的 PBS 缓冲液中浸
泡 5 min，随即分离出小鼠纹状体和中脑组织，分
别装在事先标记好的冷冻管中，放在 － 80℃的冰箱
中保存备用。将所取的静脉血 12000 r /min 4℃离
心 5 ～ 10 min 后，取 EP 管中的上层血清，放在标
记的冷冻管中保存备测。
1. 5. 1 免疫组织化学法检测中脑黑质 TH、GFAP
和 Iba-1 阳性细胞数量 将在多聚甲醛固定液中固
定 24 h以上的小鼠全脑和半脑组织，经脱水、透
明、石蜡包埋，切取 5 ～ 7μm厚的冠状切片，常温
保存备用。免疫组化染色步骤: 二甲苯脱蜡、梯度
乙醇至水→PBS 冲洗→微波修复柠檬酸缓冲液→
PBS 冲洗→按照试剂盒说明，依次加入试剂 A，
10 min，PBS冲洗→加试剂 B，10min，弃 B→加入
兔抗小鼠 TH 抗体 ( 1 ∶ 750 ) 、兔抗小鼠 GFAP 抗
体 ( 1 ∶ 1000 ) 和兔抗小鼠 Iba-1 抗体 ( 1 ∶
10000) ，室温下孵育 60 min 或者 4℃过夜，PBS 冲
洗→加试剂 C，10 min，PBS 冲洗→加试剂 D，
10 min，PBS冲洗→DAB 显色，梯度乙醇脱水，二
甲苯透明，中性树胶封片。
1. 5. 2 Western Blot法检测中脑黑质 TH、GFAP和
Iba-1 蛋白含量 SDS-PAGE 凝胶按照试剂盒说明
配制适当浓度的分离胶和浓缩胶。收集的小鼠脑黑
质蛋白样品中加入 PBS 液体 ( 空白组、模型组、
电针组、美多芭组加样量分别为 3. 92、3. 4、
3. 71、3. 64μl) 和 2μl 的蛋白上样缓冲液，将配
制的蛋白样品沸水浴加热 5 min，使蛋白充分变性。
待蛋白样品冷却到室温后，将标记蛋白和蛋白样品

上样到 SDS-PAGE 胶加样孔内。按照 3. 03 g 三羟甲
基氨基甲烷 +14. 4 g 甘氨酸 + 1 g 十二烷基硫酸钠 +
1000 ml蒸馏水的比例配制电泳液，电泳时上层胶
时使用 90V 恒压电泳，而在溴酚蓝进入下层胶时
使用 120V恒压电泳，至溴酚蓝到达胶的底端处附
近时停止电泳，或者根据预染蛋白质分子量的标准

电泳情况，目的蛋白被适当分离后可停止电泳。提
前 30 min根据适当的比例配制转印液，实验中选
用 PVDF膜，将转移膜用甲醇液浸泡 10 min，转印
时用 50V恒压转印 2 h，转印时在转印槽外边加冰
块或者把转膜槽放置在冰浴中以散热。用丽春红染
色液对膜进行染色，以观察转膜效果。将转印膜根
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据需要的蛋白量裁剪条带，裁膜之后用 TBST 洗涤
液漂洗 1 ～ 2 min，将膜上的洗涤液除去，加入按照
一定比例配制的牛奶封闭液，在摇床上缓慢摇动，

室温封闭 60min，除去封闭液，加入按照 TH ( 1 ∶
500) 、GFAP( 1 ∶ 10000 ) 、Iba-1 ( 1 ∶ 1000 ) 的比
例稀释好的一抗，室温下摇床孵育 1 h 后放入 4°C
过夜。回收一抗，在摇床上用 TBST 洗涤 3 次，每
次 10 min。根据一抗选择合适的二抗，参考二抗的
说明书，按照适当比例用稀释辣根过氧化物酶

( HＲP) 标记的二抗，除去封闭液，加入稀释好的
二抗，室温下摇床孵育 1 h。回收二抗，在摇床上用
TBST洗涤 3 次，每次 10min。曝光，显影，蛋白检
测，数据用其与 β-action的比值表示。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 20. 0 软件包进行统计分析，计量资

料以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，数据均满足正态
性和方差齐性，多组间比较采用单因素方差分析。
检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2. 1 各组小鼠行为学观察结果
造模前各组小鼠动作灵敏，无肢体不协调的情

况，行为症状无明显差异; 在第 1 天注射 MPTP
30 min后，模型组、电针组和美多芭组小鼠表现出
不同程度的垂尾，竖毛，跳动活跃，抽搐和其他运

动; 1 h后小鼠逐渐出现肢体震颤和后肢僵硬，活
动不灵敏; 每天在相同的时间段注射 MPTP，注射
该药物 7 天后，小鼠运动功能发生障碍，动作缓
慢，活动明显减少。干预后电针组和美多芭组小鼠
行为状态改善明显，跳窜反应明显减少，肢体协调

能力明显改善。
2. 2 各组小鼠中脑黑质 TH、GFAP 和 Iba-1 阳性
细胞数比较

表 1 示，与空白组比较，模型组小鼠中脑黑质
TH阳性细胞数明显减少，GFAP、Iba-1 阳性细胞
数明显增多 ( P ＜ 0. 05 ) ，说明小鼠造模成功。与
模型组比较，电针组和美多芭组小鼠中脑黑质 TH
阳性细胞数明显增多，GFAP、Iba-1 阳性细胞数明
显减少 ( P ＜ 0. 05 ) ，且与空白组比较差异无统计
学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。美多芭组与电针组组间比较
差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
2. 3 各组小鼠中脑黑质 TH、GFAP 和 Iba-1 蛋白
表达比较

表 2 示，与空白组比较，模型组小鼠中脑黑质
TH蛋白表达明显减少，GFAP 和 Iba-1 蛋白表达明

显增多 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模型组比较，电针组和美
多芭组中脑黑质 TH 蛋白表达增多，GFAP 和 Iba-1
蛋白表达明显减少 ( P ＜ 0. 05 ) 。美多芭组与电针
组组间比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。各组小
鼠中脑黑质 TH、GFAP、Iba-1蛋白电泳图见图 1。

表 1 各组小鼠中脑黑质 TH、GFAP、
Iba-1 阳性细胞数比较 ( 个，珋x ± s)

组别 鼠数 TH GFAP Iba-1

空白组 6 799. 33 ± 127. 90 7. 00 ± 0. 89 5. 67 ± 0. 82
模型组 6 194. 17 ± 48. 54* 27. 67 ± 1. 63* 15. 67 ± 1. 63*

电针组 6 763. 67 ± 94. 80△ 12. 17 ± 1. 94△ 9. 83 ± 0. 98△

美多芭组 6 626. 00 ± 80. 96△ 13. 83 ± 0. 75△ 10. 00 ± 0. 89△

注: TH，酪氨酸羟化酶; GFAP，胶质原纤维酸性蛋白; Iba-1，

离子钙接头分子; 与空白组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，

△P ＜ 0. 05

表 2 各组小鼠中脑黑质 TH、GFAP和 Iba-1 蛋白
表达比较 ( /β-action，珋x ± s)

组别 鼠数 TH GFAP I-ba1

空白组 6 1. 00 ± 0. 01 1. 00 ± 0. 01 1. 00 ± 0. 01
模型组 6 0. 54 ± 0. 11* 1. 46 ± 0. 19* 1. 44 ± 0. 20*

电针组 6 0. 71 ± 0. 12△ 1. 20 ± 0. 11△ 1. 12 ± 0. 11△

美多芭组 6 0. 69 ± 0. 11△ 1. 12 ± 0. 14△ 1. 06 ± 0. 10△

注: TH，酪氨酸羟化酶; GFAP，胶质原纤维酸性蛋白; Iba-1，

离子钙接头分子; 与空白组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，

△P ＜ 0. 05

注: TH，酪氨酸羟化酶; GFAP，胶质纤维酸性蛋白;
Iba-1，离子钙接头分子
图 1 各组小鼠中脑黑质 TH、GFAP和 Iba-1 蛋白电泳图

3 讨论

帕金森病归属于中医学 “颤证”范畴，其病
变的部位在脑且与肾精亏虚关系密切。研究［8 － 9］表

明，运用“肾脑相济”针刺治疗帕金森病有理论
基础和指导意义。帕金森病的形成发展与肾虚有
关，人体年龄越来越大，肾气亏虚，脑失充养，机

体逐渐衰弱，动作失灵。帕金森病病位在脑，脑为
髓海。肾主骨生髓，髓向上充于脑，化生脑髓; 肾
气肾精充盛，髓海充实则可以积精健脑，脑发育健

全，脑髓充养，则脑神健全、身体强健，精力充

·9951·中医杂志 2018 年 9 月第 59 卷第 18 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2018，Vol． 59，No． 18



沛，思维敏捷，则较少生病; 脑神功能正常则五脏

功能正常发挥，则肾主骨生髓功能正常发挥。反
之，当肾精亏虚，肾气不足之时，肾气不能推动肾

精上承，不能生髓充脑，导致髓海不足，脑髓空

虚，脑失去正常的养护，脑的发育不健全，会出现

头摇动、肢体颤抖、拘急挛缩、肢体活动减少以及
活动笨拙等症状。“肾脑相济”这一理论则是肾和
脑一荣俱荣，一损俱损，相互济济。本课题在肾脑
相济的中医理论指导下，选取小鼠 “百会” “肾
俞”“太溪”作为电针组的治疗穴位，百会为巅顶
督脉上的穴位，为诸阳之会，与足太阳膀胱经交

会，通达脑肾，能够开窍、醒脑、补肾。肾俞是足
太阳膀胱经的经穴，调补肾俞可以调补脑、肾。太
溪为足少阴肾经输穴、原穴，为足少阴肾经动脉，
取之以候肾气。
帕金森病是黑质纹状体多巴胺严重不足导致的

一种神经退行性疾病，TH 是多巴胺生物合成的关
键酶［10］。模型组小鼠中脑黑质 TH 的阳性细胞数
目、蛋白表达明显减少，同时 GFAP是星形胶质细
胞的特异性标志物［11］。Iba-1 是小胶质细胞的特异
性标志物。星形胶质细胞和小胶质细胞对帕金森病
存在保护机制也存在一定的损害机制［4，12］。星形胶
质细胞在帕金森病的发病中起着双重作用，一方面

参与中枢神经系统的自身免疫，产生大量的炎性因

子使多巴胺能神经元丢失明显，加重帕金森病的损

伤过程［13］; 另一方面病变周围的星形胶质细胞激

活后参与了神经元的清除过程，并可以释放对帕金

森病动物模型起保护作用的营养因子，促进多巴胺

能神经元对抗损伤［14］。GFAP 和 Iba-1 的阳性细胞
数目和蛋白表达情况反应了小鼠胶质细胞的变化。
各组小鼠行为学改变明显，说明 MPTP对小鼠起作
用，模型建立成功。本实验结果显示，与空白组相
比，模型组小鼠 GPAF 和 Iba-1 表达明显升高，提
示星形胶质细胞和小胶质细胞过度激活。与模型组
相比，电针组和美多芭组 GPAF 和 Iba-1 表达明显
降低，提示电针和西药都能缓解星形胶质细胞和小

胶质细胞的过度激活。
综上所述，“肾脑相济”电针疗法可以抑制帕

金森病小鼠中脑黑质星形胶质细胞和小胶质细胞的

过度激活，使 MPTP 对多巴胺神经元的损伤减小，

增加对多巴胺能神经元的保护作用，促进病情恢复。
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Effects of Electro-Acupuncture Therapy with Coordination between Kidney and Brain on Substantia Nigra
Neuroglia Cell in Parkinson's Disease Model Mice
WAN Mingzhu1，ＲEN Lu1，YU Song1，LIU Chao2

( 1． School of Acupuncture ＆ Moxibustion and Tuina，Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang，110847;
2． Nanhai District People＇s Hospital of Foshan City，Guangdong)
ABSTＲACT Objective To study the possible mechanism of electro-acupuncture therapy on Parkinson' s disease
( PD) ． Methods A total of 48 mice were randomly divided into blank group，mode group，electro-acupuncture
group and Meddoba group，with 12 mice in each group． 1-Methyl-4-phenyl 1 2 3 6 tetrahydropyridine ( MPTP) was
used to establish PD model mice by intraperitoneal injection in all groups except blank group． 0. 2 ml saline solution
was given to the blank group． Meddoba suspension ( 50 mg /kg) was given to Meddoba group，once a day． Electro-
acupuncture stimulation with coordination between kidney and brain was used in electro-acupuncture group on
“Shenshu”( BL23) ，“Baihui”( GV20) and“Taixi”( K13) ，once a day，and 20 minutes each time with unilateral
alternative treatment． The interventions in each group were all continuous for 4 weeks． The behaviors，amount of posi-
tive cells and expression of tyrosine hydroxylase ( TH) ，glial fibrillary acidic protein ( GFAP) ，Ionized calcium bind-
ingadaptor molecule-1 ( Iba-1 ) in substantia nigra of the mice were observed． Ｒesults The behaviors of mice in
model group were significantly inferior to the blank group，while Meddoba group and electro-acupuncture group were
better than model group． The amount of positive cells and expression of TH in substantia nigra was significantly re-
duced in the model group，while GFAP and Iba-1 were obviously increased ( P ＜ 0. 05 ) ． Compared with the model
group，the amount of positive cells and expression of TH was significantly increased in electro-acupuncture group and
meddoba group，while GFAP and Iba-1 were significantly reduced ( P ＜ 0. 05 ) ． The index in meddoba group and
electro-acupuncture group had no significant difference ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion Electro-acupuncture therapy with
coordination between kidney and brain can inhibit the activity of astrocyte and microglia，and further potentiate the
protection of dopaminergic neuron，which might be the mechanism of PD．
Keywords electro-acupuncture; Parkinson's disease; dopaminergic neuron; astrocyte; microglia; coordination be-
tween kidney and brain
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