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电针对抑郁大鼠行为学及海马 βＣａＭＫⅡ蛋白的影响
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摘要　目的：观察针刺对抑郁大鼠的行为学改变及作用机制。方法：将１８只雄性ＷＫＹ大鼠随机分为电针组（ＥＡ）、假针
组（ｓｈａｍＥＡ）、模型组（ｍｏｄｅｌ）。Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠６只设为正常组（ｎｏｒｍａｌ）。２１ｄ后通过糖水使用、强迫游泳实验对大鼠
进行行为学评价，用免疫荧光法检测大鼠海马中βＣａＭＫⅡ表达。结果：与正常组比较，模型组海马βＣａＭＫⅡ表达和蔗糖
水摄入比均明显下降（Ｐ＜００５），强迫游泳的不动时间增加（Ｐ＜００５）。与假针组比较，电针组海马 βＣａＭＫⅡ表达和蔗
糖水摄入比均明显增加（Ｐ＜００５），强迫游泳的不动时间减少（Ｐ＜００５）。结论：电针对ＷＫＹ抑郁模型大鼠的行为学核
心症状有明显的改善作用，明显增加海马中βＣａＭＫⅡ的表达，这可能是电针通过影响海马的βＣａＭＫⅡ从而治疗抑郁症
的机制之一。
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　　抑郁症是一种以悲伤、内疚、兴趣减弱、快感缺
失等多种躯体心理症状为表现的严重精神障碍性疾

病，严重者有自杀倾向［１］。研究显示，抑郁症的发病

在世界范围内逐年上升，带来的巨大的经济和精神

心理负担给家庭和社会造成了巨大的影响［２］。抑郁

症病因复杂而多样，可能与基因、心理及周围环境等

多种因素共同作用而相关［３］。经典的抗抑郁药物使

用普遍，但仍具有作用效果延迟、药物使用依赖、治

疗效果不确定性等缺点［４］。传统病理生理学分子机

制认为抑郁症主要与大脑内的单胺能神经递质在脑

内的水平失衡相关，近年来另外一种神经可塑性假

说受到了越来越多的认可［５］。该假说认为缰核中

βＣａＭＫⅡ在抑郁症发病机制中起到了关键的作用，

长期的负面情绪对包括缰核、海马在内的与奖赏情

绪相关的神经环路造成可塑性的变化，从而加重抑

郁症状［６］。针灸在调治精神疾患的使用已具有上千

年的历史，且疗效显著易于推广［７］。电针治疗后对

海马βＣａＭＫⅡ的研究尚少，我们在本实验旨在观察
电针后海马活性的改变，从而探讨电针治疗抑郁症

的相关机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　４周龄Ｗｉｓｔａｒ和ＷｉｓｔａｒＫｙｏｔｏ（ＷＫＹ）
ＳＰＦ级雄性大鼠，购于北京维通利华实验动物技术
有限公司，合格证编号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。动物
购进后适应性喂养１周，自由摄食饮水，１２ｈ昼夜循
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环，室温（２２±２）℃，相对湿度为５０％～６０％。
１１２　试剂与仪器　蔗糖，购于 Ｓｉｇｍａ公司。５％
蔗糖水溶液：蔗糖１００ｇ溶于蒸馏水中，定容至２Ｌ；
异氟烷，深圳市瑞沃德生命科技有限公司；４％多聚
甲醛，上海元象医疗器械有限公司；一抗，ｎｏｖｕｓ公司
ＮＢ６００１４２８，１：５０；荧光二抗，４８８山羊抗小鼠，谷歌
生物ＧＢ２５３０１；二甲苯，国药集团化学制剂有限公
司；ＤＡＰＩ，谷歌生物，Ｇ１０１２；抗荧光淬灭封片剂，谷
歌生物，Ｇ１４０１；Ｇ６８０５＿１Ａ电针治疗仪购于上海华
谊医用仪器厂；强迫游泳实验系统购于上海移数信

息科技有限公司；包埋机，武汉俊杰电子有限公司，

ＪＢＰ５；倒置荧光显微镜和成像系统，日本尼康，Ｎｉ
ｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＴｉＳＲ／ＮｉｋｏｎＤＳＵ３。
１２　方法
１２１　分组与操作　１８只 ＷＫＹ大鼠随机分至电
针组、假针组和模型组；Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ６只设为正常
组。并记录初始体重。正常组、模型组常规饲养，不

予治疗。

电针组：ＷＫＹ大鼠８只，适应性喂养１周。根
据《实验动物针灸穴位图谱》选取大鼠“百会”“印

堂”穴为治疗穴位。将电针治疗仪导线的正负极两

端露出铜丝并缠绕于０２５ｍｍ×２５ｍｍ—次性不锈
钢毫针上，胶布固定。在透明储物盒底部钻３个直
径约为１ｃｍ的小孔，与导线相连的毫针通过其中一
个孔，另外２个小孔为通气孔。治疗时，将大鼠置于
实验台上，分别刺入百会，印堂穴约５ｍｍ，胶布固定
针灸针。将事先准备好的透明储物盒盖住大鼠后，

采用电针仪，频率设置为２Ｈｚ连续波电，电流强度根
据大鼠的耐受情况调整，即头部出现颤动并且不嘶

叫为度，从０１ｍＡ开始依次逐渐加大，每次治疗１５
ｍｉｎ，共３周。治疗过程中，注意观察大鼠是否要将
针灸针剥掉，如有上述情况，可轻轻拍打储物盒，转

移大鼠注意力。另外，保持整个实验环境的安静，避

免声音或动作过大造成大鼠恐慌。

假针组：ＷＫＹ大鼠６只，适应性喂养１周。采
用与电针组同样的抓取方法，将同型号针灸针刺入

大鼠百会、印堂体表，针灸针与导线相连，不通电。

留针时间与治疗时间均同电针组。

１２２　检测指标与方法
１２２１　糖水偏好实验（ＳｕｃｒｏｓｅＰｒｅｆｅｒｅｎｃｅＴｅｓｔ，
ＳＰＴ）　正式实验前４８ｈ，训练大鼠适应含糖饮水。
第一个２４ｈ，每笼均放置２个水瓶，其中１瓶为５％
蔗糖水１５０ｍＬ，另一瓶为纯水１５０ｍＬ。随后２４ｈ，
禁食禁水。正式实验时，给予大鼠５％蔗糖水和纯

水各１５０ｍＬ，１２ｈ后两瓶水的位置进行调换，２４ｈ
后根据每只大鼠的糖水和纯水的饮用量来分别得出

糖水喜好比。计算公式为：［（糖水饮用量）／（糖水
饮用量）＋（纯水饮用量）］×１００％［８］。

１２２２　强迫游泳实验（ＦｏｒｃｅＳｗｉｍｍｉｎｇＴｅｓｔ，ＦＳＴ）
　　强迫游泳实验装置为高４０ｃｍ，直径３０ｃｍ的透
明丙稀酰胺树脂材料圆桶。将大鼠置于水温为２３
～２５℃，水位３２ｃｍ的圆桶中，保证大鼠后肢不能
触及圆桶底部。实验第一天对全部大鼠进行１５ｍｉｎ
预游，结束后擦干继续饲养。２４ｈ后进行５ｍｉｎ的
强迫游泳测试，记录并分析不动时间（漂于水面，不

动或微小动作时间）。每只大鼠测试结束后需重新

换干净的水，避免遗留粪便及气味对下一只大鼠测

试造成干扰。

１２２３　免疫荧光（Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）　行为学
试验后麻醉、开胸，经左心室冷藏生理盐水冲洗至两

肺变白后，４％多聚甲醛灌流固定，取脑后石蜡包埋，
修整切片（６ｕｍ）。之后操作如下：
１）石蜡切片脱蜡至水：二甲苯Ⅰ１５ｍｉｎ二甲苯

Ⅱ１５ｍｉｎ无水乙醇Ⅰ５ｍｉｎ无水乙醇Ⅱ５ｍｉｎ８５％
乙醇５ｍｉｎ５％乙醇５ｍｉｎ蒸馏水洗。２）抗原修复：
置于柠檬酸抗原修复缓冲液（ｐＨ６０）中修复。中火
８ｍｉｎ，停火８ｍｉｎ，转中低火７ｍｉｎ。冷却后置于ＰＢＳ
（ｐＨ７４）中晃动洗涤５ｍｉｎ×３次。３）ＢＳＡ封闭：滴
加３％ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ。４）加一抗湿盒内４℃
孵育过夜。５）加二抗，晃动洗涤５ｍｉｎ×３次。滴加
二抗避光室温孵育５０ｍｉｎ。６）ＤＡＰＩ复染细胞核，晃
动洗涤５ｍｉｎ×３次。滴加ＤＡＰＩ染液避光室温孵育
１０ｍｉｎ。７）封片：晃动洗涤５ｍｉｎ×３次用抗荧光淬
灭封片剂封片。８）镜检拍照：切片于尼康倒置荧光
显微镜下观察并采集图像。（紫外激发波长３３０～
３８０ｎｍ，发射波长４２０ｎｍ；ＦＩＴＣ红光激发波长４６５～
４９５ｎｍ，发射波长５１５～５５５ｎｍ）。ＤＡＰＩ染出来的细
胞核在紫外的激发下为蓝色，βＣａＭＫⅡ阳性表达为
相应荧光素标记的红光。在显微镜下记录阳性表达

个数，每只大鼠选取５张切片，每个切片选取３个视
野，取其平均数。

１３　统计学方法　实验数据以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ２１０统计软件分析处理。多组间
比较采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），多组
间两两比较用ＬＳＤ法。所有统计结果均以Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果
２１　电针对各组大鼠蔗糖水喜好比的影响　电针
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组与假针组比较，喜好率明显升高，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５），但低于正常组，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）；模型组、假针组与正常组比较喜好率明显
减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。表示ＷＫＹ鼠
蔗糖水喜好率低于正常大鼠，可代表为兴趣缺失的

表现，电针可改善抑郁模型大鼠兴趣缺失的症状。

见表１。

表１　４组大鼠２４ｈ蔗糖水喜好比的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 蔗糖水喜好比（％）

电针组 ６ ８３５±７４＃

假针组 ６ ７５８±８４＃＃

模型组 ６ ７６９±２３＃＃

正常组 ６ ８８７±４６

　　注：与电针组比较，Ｐ＜００５，与电针组比较，Ｐ＜００１；与正

常组比较，＃Ｐ＜００５，与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１。

２２　电针对各组大鼠强迫游泳实验的影响　电针
组与假针组比较，强迫游泳的不动时间明显减少，差

异有统计学意义（Ｐ＜００５），模型组与正常组比较
不动时间显著增大，差异有显著统计学意义（Ｐ＜
００１）。ＷＫＹ大鼠在强迫游泳中的不动时间越长，
表明求生欲望越低，其抑郁症状越明显，该数据表明

与正常组比较，ＷＫＹ大鼠抑郁症状明显，经电针治
疗后，可减少ＷＫＹ大鼠强迫游泳中不动时间，改善
抑郁症状。见表２。

表２　４组强迫游泳不动时间的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 Ｉｍｍｏｂｉｌｅｔｉｍｅ（ｓ）

电针组 ６ １０９５±９８
假针组 ６ １３１６±１４５

模型组 ６ １８７４±１５３＃＃

正常组 ６ ８８５±７８

　　注：与电针组比较，Ｐ＜００５，与电针组比较，Ｐ＜００１；与正

常组比较，＃Ｐ＜００５，与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１。

２３　电针对βＣａＭＫⅡ免疫荧光技术的检测　免疫
荧光检测结果显示，图中箭头所指色的圆圈样表达

为βＣａＭＫⅡ的阳性表达，蓝色为细胞核的显像，由
上至下分别为电针组、假针组、模型组和正常组；由

左至右分别为单βＣａＭＫⅡ的阳性表达、单细胞核表
达和βＣａＭＫⅡ与细胞核融合图。电针组与假针组
比较，海马中 βＣａＭＫⅡ阳性表达个数明显增加（Ｐ
＜００５），模型组与正常组比较 βＣａＭＫⅡ阳性表达
数减少（Ｐ＜００１）。βＣａＭＫⅡ在 ＷＫＹ大鼠海马中
表达越高，说明海马的突触可塑性传递活性越强，其

抑郁症状越轻，该数据表明与正常组比较，ＷＫＹ大
鼠海马活性较低，经电针治疗后，可增加海马核中

βＣａＭＫⅡ的表达，改变海马活性，改善抑郁症状。

见图１。

图１　免疫荧光染色检测各组大鼠海马中
βＣａＭＫⅡ的表达２００×

表３　４组之间海马βＣａＭＫⅡ表达的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 数量（个）

电针组 ６ ５７３±１２２
假针组 ６ ３９３±８４

模型组 ６ ３７５±１３８＃＃

正常组 ６ ６４７±１０６

　　注：与电针组比较，Ｐ＜００５，与电针组比较，Ｐ＜００１；与正

常组比较，＃Ｐ＜００５，与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１。

３　讨论
抑郁症在中医属于“郁病”“癫病”“百合病”等

病症范畴。中医认为情志是抑郁症的重要致病原

因，但是否发病与情志刺激的强度、持续时间和体质

状况有密切联系。此病位在脑，与心、肝、肾等多个

脏腑有关。“病变在脑，首取督脉［９］”，治疗应以督

脉的穴位为主来醒脑开窍、化郁开结、畅达情志。督

脉与脑的关系密不可分，在治疗抑郁症中起着重要

的作用。百会为督脉与手足三阳经及足厥阴肝经之

会，位于头顶之颠，有醒脑开窍，升提阳气之功，是宁

心安神、定惊益智的要穴。《针灸大成》云：“主心烦

闷，惊悸健忘，忘前失后，心神恍惚。”印堂为经外奇

穴，是督脉在前额所过之处，为调神清脑、疏通脑络

·８８３· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２



的要穴，两穴相配伍可增强治疗情志疾患的疗效，而

且可以减少多个穴位在治疗中产生的不确定性。本

课题组长期应用此二穴于抑郁症的治疗，不仅起效

快、无不良反应，还可以有效改善饮食、消化、运动等

多系统伴发紊乱的症状［１０］。

ＷＫＹ抑郁模型大鼠模拟了抑郁症患者的核心
临床症状，被广泛应用于机制和疗效研究［１１］。本实

验中ＷＫＹ大鼠明显处于抑郁状态，与正常大鼠ＳＰＴ
和ＦＳＴ中活动性的测试均可体现出兴趣降低、快感
缺失等特点，证明该模型符合抑郁模型成功的评判

标准。本实验研究发现，电针可明显的改善抑郁大

鼠行为学症状，可以增加大鼠对蔗糖水的摄入量，减

少大鼠在强迫游泳中的不动时间，多方面改善大鼠

的抑郁行为学表现。而这种电针对行为学的作用，

可能是通过调节海马的βＣａＭＫⅡ而实现的。
关于抑郁症的发病机制，传统经典的单胺类神

经递质学说认为是由于脑内去单胺类神经递质功能

紊乱而造成的，然而此学说并不能完全解释抑郁症

的机制，且在其指导下的用药也有局限性。Ｌｉ［６］等
发现缰核中βＣａＭＫⅡ的过度表达可增加突出传递
效率和抑郁样核心症状，通过干预下调其表达后，则

动物的抑郁症状发生了逆转。在临床的突破性治疗

中也证实了缰核在其中的作用［１２］。他在中枢神经

系统的单胺类神经调节中有着关键的作用，是连接

前脑边缘系统和中脑单胺中心的中心枢纽［１３］。刺

激缰核能抑制５羟色胺能中心中缝背核及中缝核
（ＤｏｒｓａｌＲａｐｈｅＮｕｃｌｅｕｓ，ＤＲＮ）和多巴胺能中心腹侧
被盖区（ＶｅｎｔｒａｌＴｅｇｍｅｎｔａｌＡｒｅａ，ＶＴＡ）的神经元活
动［１４１５］，对下游海马也起到直接和间接的抑制作用。

电针干预后，通过影响缰核的活性，使缰核的活性降

低，继而减少对下游腹侧被盖区、中缝核和中缝背

核、海马等核团的抑制，从而相继增加了 βＣａＭＫⅡ
在海马中的表达，改善海马突触活性［１６］，增加递质

的释放而起到治疗作用。多年的研究表明，针刺改

善抑郁症的机制是多靶向的复合作用［１７］，但进一步

深入研究缰核海马关系在电针治疗抑郁症中具有
着深刻的意义。
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