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电针对慢性应激抑郁模型大鼠松果体
ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ表达的影响
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【摘要】　 目的　 观察电针治疗对慢性应激抑郁模型大鼠行为学、血清褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＴ）
以及松果体芳基烷化胺Ｎ乙酰基转移酶（ａｒｙｌａｌｋｙｌａｍｉｎｅ Ｎａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＡＮＡＴ）ｍＲＮＡ、羟基吲
哚氧位甲基转移酶（ｈｙｄｒｏｘｙｉｎｄｏｌｅＯｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＩＯＭＴ）ｍＲＮＡ表达的影响，探讨电针对慢
性应激抑郁模型大鼠血清ＭＴ含量调节的作用机制，从而进一步充实电针抗抑郁的作用机理。方法
将大鼠随机分为３组，空白组、模型组、电针组，每组１０只，共３０只，通过慢性温和不可预知性应激
刺激结合孤养的方法复制慢性应激抑郁模型，电针组给予强度为２ Ｈｚ、１ ｍＡ的电针治疗，每次２０分
钟，每天１次，共电针２１天。采用开野试验观察大鼠的行为学变化；采用酶联免疫吸附法对大鼠血
清中ＭＴ的含量进行检测，用Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ检测各组大鼠松果体ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ的
表达情况。结果　 在大鼠开野试验中，与空白组比较，模型组大鼠水平运动、垂直运动的次数均显
著减少（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１，Ｐ ＝ ０ ００７ ＜ ０ ０１），而电针可逆转此变化，与模型组相比，电针组大鼠的水
平运动次数和垂直运动次数均显著增多（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１，Ｐ ＝ ０ ００１ ＜ ０ ０１）；模型组大鼠血清中
ＭＴ含量较空白组明显降低（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１），与模型组大鼠比较，电针可提高血清中ＭＴ含量（Ｐ
＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１）。与空白组相比，模型组ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ的表达均显著降低（Ｐ ＝
０ ０００ ＜ ０ ０１，Ｐ ＝ ０ ０２６ ＜ ０ ０５），而电针组的表达较模型组均显著升高（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１，Ｐ ＝
０ ０００ ＜ ０ ０１）。结论　 电针可以提高慢性应激抑郁模型大鼠血清中ＭＴ含量，并且可以提高
ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ的表达。其中，电针提高慢性应激抑郁模型大鼠ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩ
ＯＭＴ ｍＲＮＡ的表达可能是提高大鼠血清中ＭＴ含量的机制之一。
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　 　 抑郁症严重影响着人类的身心健康及生活质
量，给患者本人、家庭带来严重的危害，且发病率逐
年升高，已成为医学研究领域的热点问题。而针刺
治疗抑郁症的临床疗效已被广泛认可，但其作用机
制尚不明确。目前，国内外多项研究证实［１３］，抑郁
症的发病与患者体内褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＴ）的含
量密切相关，而且一致认为抑郁可以引起患者体内
ＭＴ分泌水平降低，而病情缓解后，ＭＴ的分泌量又会
有所回升。那么电针是否可以调节抑郁症患者血清
中ＭＴ的含量？如果可以，又是如何进行调节的？是
否可以通过调节ＭＴ合成过程中的关键酶芳基烷化
胺Ｎ乙酰基转移酶（ａｒｙｌａｌｋｙｌａｍｉｎｅ Ｎａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＡＡＮＡＴ）、羟基吲哚氧位甲基转移酶（ｈｙｄｒｏｘｙ
ｉｎｄｏｌｅＯｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＩＯＭＴ）来实现？本实验
以此为切入点进行实验研究，进而研究电针对慢性
应激抑郁模型大鼠血清ＭＴ的调节机制，为进一步
阐明电针治疗抑郁症的生物机制提供依据。
!

　 材料与方法
１ １　 实验动物与分组

ＳＤ大鼠，雄性，体质量（２００ ± ２０）ｇ，２０１３年３
月７日购于北京维通利华实验动物技术有限公司
［许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１］，饲养于北京中
医药大学动物房，清洁级，购入后适应性饲养一周，
期间自由饮水、进食，并接受自然昼夜节律光照。
将大鼠随机分为３组，空白组、模型组、电针组，每组

１０只，共３０只。
１ ２　 仪器与试剂

（１）仪器：酶标仪Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｅｘ Ｐｒｉｍａｒｙ ＥＩＡ Ｖ．
２ ３（美国）；Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ核酸紫外分光光度计（德
国）；ＡＢＩ ７５００ ＲｅａｌＴｉｍｅ ＰＣＲ仪（美国）。（２）试
剂：ＭＴ Ｅｌｉｓａ 试剂盒购于ＣＵＳＡＢＩＯ 公司（ＣＳＢ
Ｅ１３４３３ｒ）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＭＭＬＶ
反转录试剂盒购于Ｔａｋａｒａ公司；Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ扩增
试剂盒购于泽平生物技术有限公司；引物设计根据
Ｇｅｎｅｂａｎｋ的序列，由上海生工生物工程有限公司合
成。（３）针具：华佗牌无菌针灸针，规格：０ ３０ ｍｍ
×１３ ｍｍ；韩氏穴位神经刺激仪，型号：ＬＨ２０２。
１ ３　 慢性应激抑郁模型的复制

参考文献方法［４５］，采用慢性温和不可预知性
应激结合孤养的方式，选用以下七种方法：（１）禁食
（２４小时），（２）禁水（２４小时），（３）４℃冰水游泳
持续（５分钟），（４）潮湿环境（２４小时），（５）昼夜
颠倒（２４小时），（６）夹尾（距离尾尖２ ｃｍ，３分钟），
（７）短时足底电击（５０ ｖ，５分钟）。随机抽签顺序，
保证每种应激平均应用３次。除空白组群养外，其
余均单笼饲养。为避免组间相互干扰，各组分别饲
养于不同房间。
１ ４　 治疗

参照《实验针灸学》［６］选取百会和印堂二穴，于
每天应激刺激前１小时进行电针治疗，平刺，进针深
度为０ ５ ～ １ ｃｍ，其中百会向后头部方向进针，印堂
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向鼻尖方向进针（为避免短路，两针柄间放置消毒
脱脂棉球隔离），电针强度为２ Ｈｚ、１ ｍＡ，每次２０分
钟，每天１次，共电针２１天。
１ ５　 开野试验

参照文献［７］，在自制敞箱中进行，敞箱长
８０ ｃｍ，宽８０ ｃｍ，高４０ ｃｍ，内侧周壁及底部均为黑
色，底部被平均划分为２５格并用白线标示。将大鼠
置于中心方格内，观察大鼠穿越格数记为水平运动
次数（四肢均进入方格方可计数），后肢直立次数
（两前爪腾空或攀壁方可计数）记为垂直运动次数。
每次计时５分钟。每只大鼠测试后清理敞箱，然后
进行下一只大鼠的测试。试验分别于造模开始前
一天和造模完成后（第２２天）进行。
１ ６　 标本制备

实验第２３天，眼眶取血２ ｍｌ，室温下静置２小
时，放入离心机１０００ ｒｐｍ离心２０分钟，取上清分
装，于－ ８０℃冰箱保存待测。在每组大鼠中随机选
取６只，断头后，迅速取出脑组织，在超净台冰面上
分离出松果体组织，置于灭菌冻存管，液氮中保存，
后转入－ ８０℃冰箱保存待测。
１ ７　 标本检测
１ ７ １　 大鼠血清ＭＴ含量检测　 采用酶联免疫吸
附法检测，实验步骤严格参照ＣＵＳＡＢＩＯ大鼠ＭＴ酶
联免疫试剂盒使用说明，产品编号：ＣＳＢＥ１３４３３ｒ。
１ ７ ２　 松果体ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ表达情
况检测　 采用实时荧光定量ＰＣＲ法检测［８］，将松果
体组织从－８０℃中取出，Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，用分光
光度计测得ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值均在１ ８ ～ ２ ０，表明
ＲＮＡ完整性较好。用２０ μｌ反应体系将ＲＮＡ反转录
成ｃＤＮＡ，取５ μｌ总ＲＮＡ，加入Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１ μｌ，ｄｄ
Ｈ２Ｏ（ＤＥＰＣ处理）５ μｌ，７０℃孵育５分钟，然后快速放
在冰上冷却后，加入５ × Ｂｕｆｆｅｒ ４ μｌ，ｄＮＴＰ（１０ ｍｍｏｌ ／
Ｌ）４ μｌ，ＭＭＬＶ ＲＴ １ μｌ，４２℃孵育６０分钟，然后
７０℃ １０分钟。取所得的ｃＤＮＡ ２ μｌ，用２０ μｌ反应体
系进行ＰＣＲ扩增，包括ＳＹＢＲ ｍｉｘ １０ μｌ，ｄｄ Ｈ２Ｏ
７ μｌ，引物１（１０ ｐｍｏｌ ／ μｌ）０ ５ μｌ，引物２（１０ ｐｍｏｌ ／
μｌ）０ ５ μｌ，引物序列如下：ａｃｔｉｎ，βａｃｔｉｎＦ ５ＡＣＣＧＴ
ＧＡＡＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴ３，βａｃｔｉｎＲ ５ＣＣＡＧＡＧ
ＧＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡ３；ＡＡＮＡＴ，ＲａｔＡＡＮＡＴＦ ５ＣＡ
ＣＡＴＣＣＴＴＣＴＣＴＧＣＣＣＡＡＣＴＡ３， ＲａｔＡＡＮＡＴＲ ５
ＡＡＧＣＣＡＴＣＴＣＣＴＧＴＣＣＴＣＴＴＴＡ３；ＨＩＯＭＴ，ＲａｔＨＩ
ＯＭＴＦ ５ＧＣＣＡＴＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＴＧＴＧＡＣＴ３，ＲａｔＨＩ
ＯＭＴＲ ５ＧＴＣＣＣＣＴＡＣＣＣＣＡＣＣＡＴＴＡＣＴ３。上述反

应体系９４℃预变性１分钟，然后进行４０个循环扩增，
９４℃ １５秒，６０℃ ３４秒，７２℃ １５秒，最后７２℃ １０分
钟。用相对定量２ΔΔＣＴ法分析结果，用各个样本的目
的基因的Ｃｔ值减去各个样本的看家基因（ＧＡＰＤＨ）
的Ｃｔ值，得到ΔＣｔ；用ΔＣｔ减去对照组的大概均值，
得到ΔΔＣＴ。用２ΔΔＣＴ计算各个样本目的基因的表
达变化。
１ ８　 统计处理

实验结果以（ｘ ± ｓ）表示。用ＳＰＳＳ １３ ０进行统
计分析，其中，多组之间采用单因素方差分析，各组
大鼠开野试验、血清中ＭＴ含量、松果体ＡＡＮＡＴ
ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ表达情况的数据经正态检验，
Ｐ值均＞ ０ ０５，均服从正态分布，所以可采用单因素
方差进行分析，经方差分析，各指标数据的总体方
差相等，Ｐ值均＞ ０ ０５，即具有方差齐性。数据两组
之间的比较采用ＬＳＤ法，Ｐ ＜ ０ ０５表明有显著性差
异，Ｐ ＜ ０ ０１表明有极显著性差异。
"

　 结果
２ １　 各组大鼠开野试验结果

应激前，各组大鼠水平运动次数比较，经单因素
方差分析，Ｆ ＝０ １６６，Ｐ ＝０ ８４８，Ｐ ＞０ ０５，所以各组间
水平运动次数无差异。各组大鼠垂直运动次数比较，
经单因素方差分析，Ｆ ＝ ０ ６４８，Ｐ ＝ ０ ５３１，Ｐ ＞ ０ ０５，
所以各组间垂直运动次数无差异。见表１。

表１　 各组大鼠开野试验结果比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
组别 水平运动次数 垂直运动次数
空白组
　 应激前 ８３ ３０ ± １９ １８ １５ ７０ ± ３ ８９

　 应激后 ５９ ５０ ± １２ ８１ １０ ００ ± ７ ９３

模型组
　 应激前 ８３ ６０ ± １６ ５９ １３ ６０ ± ４ ０９

　 应激后 １５ １０ ± １２ ７５ａ ２ ５０ ± ２ ９１ａ

电针组
　 应激前 ８７ ８０ ± ２２ ３９ １４ ３０ ± ４ ６０

　 应激后 ７１ ４０ ± ２１ ０９ｂ １１ ７０ ± ５ ４４ｂ

注：与空白组同期比较，ａＰ ＜ ０ ０１；与模型组同期比较，ｂＰ ＜ ０ ０１

　 　 应激后，各组大鼠水平运动次数比较，经单因
素方差分析，Ｆ ＝ ３４ ２３５，Ｐ ＝ ０ ０００，Ｐ ＜ ０ ０５，所以
各组间水平运动次数不全相同。两两比较用ＬＳＤ
法，模型组大鼠的水平运动次数显著减少，与空白
组比较有极显著差异（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１）。与模型
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组比较，电针组大鼠水平运动次数显著升高（Ｐ ＝
０ ０００ ＜ ０ ０１），各组大鼠垂直运动次数比较，经单
因素方差分析，Ｆ ＝ ７ １２１，Ｐ ＝ ０ ００３，Ｐ ＜ ０ ０５，所以
可以认为各组间垂直运动次数不全相同，两两比较
用ＬＳＤ法，与空白组比较，模型组大鼠的垂直运动
次数显著减少，有极显著差异（Ｐ ＝ ０ ００７ ＜ ０ ０１），
而电针组大鼠垂直运动次数较模型组显著升高（Ｐ
＝ ０ ００１ ＜ ０ ０１）。见表１。
２ ２　 各组大鼠血清中ＭＴ含量测定结果

各组大鼠血清中ＭＴ含量比较，经单因素方差
分析，Ｆ ＝ ４５ ２０５，Ｐ ＝ ０ ０００，Ｐ ＜ ０ ０５，所以可以认
为各组大鼠血清中ＭＴ含量不全相同，两两比较采
用ＬＳＤ法，模型组大鼠血清中ＭＴ含量下降，较空白
组有极显著性差异（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１）；与模型组相
比，电针组血清中ＭＴ含量明显升高（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜
０ ０１）。见表２。
表２　 各组大鼠血清中ＭＴ含量比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０，ｐｇ ／ ｍｌ）

组别 ＭＴ　 　

空白组 １５ ５０ ± １ ４２

模型组 ８ ８０ ± １ ０５ａ

电针组 １４ ４５ ± ２ ３５ｂ

注：与空白组比较，ａＰ ＜ ０ ０１；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０ ０１
２ ３　 各组大鼠松果体ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ
表达的２ΔΔＣＴ结果
　 　 各组大鼠松果体ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ结果比较，经
单因素方差分析，Ｆ ＝ ４３ ８３２，Ｐ ＝ ０ ０００，Ｐ ＜ ０ ０５，
所以可以认为各组大鼠松果体ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ表达
不全相同，两两比较采用ＬＳＤ法，模型组大鼠松果
体ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ表达水平下降，与空白组比较有
显著性差异（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１）；电针组与模型组比
较，ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ表达水平明显上调（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜
０ ０１）。各组大鼠松果体ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ结果比较，
经单因素方差分析，Ｆ ＝ ３３ ０３０，Ｐ ＝ ０ ０００，Ｐ ＜
０ ０５，所以各组大鼠松果体ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ表达不全
相同，两两比较采用ＬＳＤ法，模型组大鼠松果体ＨＩ
ＯＭＴ ｍＲＮＡ表达水平下降，与空白组比较有显著性
差异（Ｐ ＝ ０ ０２６ ＜ ０ ０５）；电针组与模型组比较，ＨＩ
ＯＭＴ ｍＲＮＡ表达水平明显上调（Ｐ ＝ ０ ０００ ＜ ０ ０１）。
见表３。
#

　 讨论
抑郁症可归为中医学郁证范畴，主要病机是髓

海亏虚、神机紊乱、脏腑阴阳气血失调。本实验采

表３　 各组大鼠松果体ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ
表达的２ΔΔＣＴ结果比较（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别　 　 ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ　 　 ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ　 　

空白组 １ ００ ± ０ ００ １ ００ ± ０ ００

模型组 ０ ２４ ± ０ ２４ａ ０ ５８ ± ０ １８ｂ

电针组 １ ５０ ± ０ ３２ｃ １ ９３ ± ０ ４８ｃ

注：与空白组比较，ａＰ ＜ ０ ０１，ｂＰ ＜ ０ ０５；与模型组比较，ｃＰ ＜ ０ ０１

用“百会”、“印堂”二穴，均为督脉要穴。督脉为诸
阳经之会，对整个经脉系统起统帅作用，与脑、脊髓
关系密切。素有“病变在脑，首取督脉”之说。另
外，百会为督脉与手足三阳经及足厥阴肝经之交会
穴，印堂穴则有调神醒脑的作用，二穴合用能调节
髓海机能，促进紊乱的神机恢复，并能协调脏腑阴
阳气血，从而达到抗抑郁作用，为抑郁症治疗之
要穴。

本实验采用已被国内外学者广泛认可的慢性
不可预知性应激刺激结合孤养的抑郁模型，研究结
果显示，在２１天应激刺激后，大鼠活动和探索兴趣
显著减少，而电针治疗可改善此变化，由此证明慢
性应激抑郁模型复制成功，且电针具有抗抑郁作
用，可以进行下一步的相关机制研究。

ＭＴ主要是由松果体合成和分泌，具有改善睡
眠、调节生物节律、增强记忆、调节情绪等多种重要
的脑功能［９］。结构为５甲氧Ｎ乙酰色胺。其前身
物质５羟色胺羟ＡＡＮＡＴ作用转变为Ｎ乙酰基５五
羟色胺，再经ＨＩＯＭＴ作用后合成ＭＴ。在ＭＴ的合
成过程中，ＡＡＮＡＴ为关键的限速酶，其活性的高低
可以直接影响ＭＴ生成量的多少，研究还显示ＨＩ
ＯＭＴ也可能参与调节ＭＴ的合成节律［１０］。目前，关
于ＡＡＮＡＴ、ＨＩＯＭＴ的研究尚属松果体ＭＴ研究领域
的前沿课题，在国内很少有相关的研究报道。因此
本实验以ＡＡＮＡＴ、ＨＩＯＭＴ为切入点，研究电针对慢
性应激抑郁模型大鼠松果体ＭＴ合成的作用机制。

本实验表明，慢性应激刺激可以导致大鼠血清
中ＭＴ含量的降低，这与文献中抑郁症患者发病期
间患者的ＭＴ分泌水平降低相符。经电针治疗后，
大鼠血清中的ＭＴ含量升高。与文献中抑郁症状缓
解后分泌再度上升的描述同样相吻合。在对
ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ表达的研究中，结果
显示，大鼠在接受慢性应激刺激后，ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、
ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ的表达均降低，其中ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ
的降低更为显著，由此提示，慢性应激可引起
ＡＡＮＡＴ ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ表达的降低，从而引
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起ＭＴ分泌的减少，这可能是慢性应激抑郁模型大
鼠血清ＭＴ含量减少的机制之一。而经过电针治疗
可显著提高二者的表达，说明电针可以提高ＡＡＮＡＴ
ｍＲＮＡ、ＨＩＯＭＴ ｍＲＮＡ的表达，其可能是电针提高慢
性应激抑郁模型大鼠血清ＭＴ的机制之一。
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肺胀常见证候心肺功能特点
韦衮政　 潘承政　 钱锐　 陈必勤　 余群　 储丽英　 张馨予　 祁向荣　 欧阳丽　 王凤英

【摘要】　 目的　 探讨肺胀常见证候之间心肺功能的变化特点。方法　 对符合诊断标准的临床
收治肺胀阳虚水泛证、肺肾气虚证、痰热郁肺证患者分别进行心、肺功能评价、心脏超声检查、肺功
能测定等，并统计各组之间的差异性。结果　 肺胀阳虚水泛证、肺肾气虚证、痰热郁肺证左心室射
血分数、肺功能检查的用力肺活量（ｆｏｒｃｅｄ ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ，ＦＶＣ）、一秒用力呼气容积（ｆｏｒｃｅｄ ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ
ｖｏｌｕｍｅ ｉｎ ｏｎｅ ｓｅｃｏｎｄ，ＦＥＶ１）、ＦＥＶ１ ／ ＦＶＣ比较无显著性差异（Ｐ ＞ ０ ０５）；阳虚水泛证与肺肾气虚证
之间心功能分级、肺功能分级比较无显著性差异（Ｐ ＞ ０ ０５）；肺肾气虚证与痰热郁肺证患者证候之
间的心功能分级、肺功能分级比较无显著性差异（Ｐ ＞ ０ ０５）；痰热郁肺证与阳虚水泛证之间肺动脉
压水平比较无显著性差异（Ｐ ＞ ０ ０５）。痰热郁肺证与阳虚水泛证患者心功能分级、肺功能分级比较
有显著性差异（Ｐ ＜ ０ ０５）；阳虚水泛证与肺肾气虚证之间肺动脉压比较以及肺肾气虚证与痰热郁肺
证之间肺动脉压比较有显著性差异（Ｐ ＜ ０ ０５）。结论　 肺胀阳虚水泛证的心功能分级、肺功能分级
处于较低水平，痰热郁肺证的心功能、肺功能水平相对较好，肺肾气虚证的肺动脉压相对较低。
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