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摘要　目的：观察益髓灸对Ｄ半乳糖致衰老小鼠学习记忆和血清及脑、肾组织的８羟基脱氧鸟苷酸（８ＯＨｄＧ）、总抗氧化
能力（ＴＡＯＣ）的影响，比较２组穴位（足三里配悬钟、百会配关元）延缓脑衰老疗效，探讨其作用机制。方法：７５只ＳＰＦ级
３月龄体质量为（３０±２）ｇ雄性昆明小鼠，水迷宫检测后随机分为５组，每组１５只，即生理组、造模组、艾灸１组（足三里＋
悬钟穴）、艾灸２组（百会＋关元穴），艾灸３组（非穴位）。造模组和各艾灸观察组予Ｄ半乳糖按１０００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）颈背
部皮下注射，同时生理组以同法注射等量的生理盐水，连续５６ｄ。３组艾灸观察组于造模第１３ｄ起开始艾灸，每次每穴３
壮，灸单侧（或２穴），共６壮。生理组和造模组不做治疗性干预，但给予与各观察组同时间、程度的捉抓刺激。造模、治疗
结束后，再次进行水迷宫测试，将小鼠眼球取血，断头取脑，开腹取肾，制备脑、肾组织匀浆，用酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）检测血
清及脑、肾组织８ＯＨｄＧ、ＴＡＯＣ水平。结果：１）水迷宫结果显示：造模、治疗前各组小鼠水迷宫各项指标及学习能力比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；造模及治疗后，５组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。其中两两比较：ａ．造模及治疗
后，造模组与生理组、艾灸１组、艾灸２组比较，“潜伏期、平台象比、停留时间、寻求次数、原平台象限百分比、跨越次数”６
项指标比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；ｂ．生理组与艾灸３组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；艾灸３组与艾灸
１、２组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。２）血清及脑、肾组织ＥＬＩＳＡ结果示：ａ．造模组血清和脑、肾组织８ＯＨｄＧ含量
显著升高，与生理组、艾灸１组和艾灸２组３组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；生理组与艾灸３组比较，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５），艾灸３组与艾灸１、２组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。ｂ．造模组血清和脑、肾组织ＴＡＯＣ水平
显著降低，与生理组、艾灸１组和艾灸２组３组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；生理组与艾灸３组比较，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）；艾灸３组与艾灸１、２组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：益髓灸防治脑衰老的作用机制可
能是通过降低Ｄ半乳糖诱导的８ＯＨｄＧ表达，抑制细胞的ＤＮＡ损伤，提高机体总抗氧化能力 ＴＡＯＣ，发挥抗氧化应激损
伤的作用。
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　　氧化应激（ＯｘｉｄａｔｉｖｅＳｔｒｅｓｓ，ＯＳ）被认为是与多种
脑衰老相关的神经退行性疾病发病过程中的重要因

素之一［１］。故抗ＯＳ损伤已成为改善与脑衰老相关
的神经退行性疾病的新思路及新靶点。针灸在脑衰

老的预防及治疗方面均有独特的优势。有关研

究［２４］证实艾灸的燃烧物具有抗氧化能力，本研究通

过观察益髓灸对Ｄ半乳糖模型小鼠学习、记忆能力
及ＯＳ水平的影响，比较足三里配悬钟、百会配关元
２组穴位处方抗氧化延缓脑衰老的效应，现将结果
报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康３月龄昆明雄性小鼠７５只，体
质量（３０±２）ｇ，均由广西医科大学动物中心 ＳＰＦ实
验室提供（动物许可证号：ＳＣＸＫ桂２００３０００３）。用
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验筛选神经发育、学习记忆功能正
常、游泳距离不低于２６００ｃｍ／２ｍｉｎ、体质量不低于
２８ｇ健康雄性小鼠７５只，按随机数字表随机分为５
组，１５只／组，即：生理组、造模组、艾灸１组（足三里
＋悬钟穴）、艾灸 ２组（百会 ＋关元穴），艾灸 ３组
（非穴位）。各组小鼠饲养条件均相同，饲养于广西

中医药大学实验动物中心ＳＰＦ级实验室（合格证号：

桂Ｅ动字第１１００４号），室温保持在（２４±２）℃，相对
湿度６５％，１２ｈ昼夜交替，自由摄食和饮用纯净水。
１１２　药物　精制艾绒（苏州东方艾绒厂）；Ｄ半乳
糖（国药集团（上海）化学试剂有限公司，批号：

２０１３１１０５）；生理盐水（贵州天地药业有限责任公司，
批号：Ａ１４０５１１０４）。
１１３　试剂与仪器　４％多聚甲醛固定液、１ｘＰＢＳ
磷酸盐缓冲液（武汉博士德生物工程有限公司，批

号：ＡＲ１０６９、ＡＲ００３０）；小鼠 ８羟基脱氧鸟苷酸（８
ＯＨｄＧ）、小鼠总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）酶联免疫测定
试剂盒（上海联硕生物科技有限公司，批号：

ＤＲＥ６６０Ｍｕ２０１４１２、ＤＲＥ００６Ｍｕ２０１４１２）。泰盟 ＴＭ
Ｖｉｓｉｏｎ实验行为学 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫系统（北京中科院
生理所）；电子天平（ＦＡ２２０４Ｂ型，上海精天美科学
仪器有限公司）；海尔超低温保存箱（ＤＷ８６Ｌ４９０
型，国产）；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ离心机（Ｓｏｒｖａｌｌ
ＳＴ１６型，德国）；电热恒温培养箱（ＤＷＰＰ１６２，上海
精密实验设备有限公司）；制冰机（ＹＮ８０Ｄ型，上海
因纽特制冷设备有限公司）；脱色摇床（ＴＳ２０００Ａ，
海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；超声波信号发

生器、超声波细胞粉碎机隔音箱（上海比朗仪器有限

公司）；纯水仪（Ａｑｕａｌｉｘ５型，美国）；全波长酶标仪
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（ＥＰＯＣＨＢＩＯＴＥＫ型，美国）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　参照文献［５７］配制 Ｄ半
乳糖 溶 液，将 Ｄ半 乳 糖 试 剂 与 生 理 盐 水 按
１０ｇ∶１００ｍＬ混匀为 １００ｍｇ／ｍＬ。水迷宫行为测试
后，造模组、艾灸１组、艾灸２组、艾灸３组颈背部皮
下注射Ｄ半乳糖１０００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）（相当于每１０ｇ
体质量注射０ｌｍＬ浓度为１０％的Ｄ半乳糖溶液），
同时生理组以同法每１０ｇ体质量注射０ｌｍＬ剂量
的生理盐水，连续５６ｄ。
１２２　干预方法　造模第１３ｄ起，各观察组开始
艾灸治疗，３壮／次·穴，灸单侧（或２穴），共６壮。
时间为每天上午１０：００—１２：００，下午３：００—４：３０。
治疗１次／ｄ，共 ４４次。艾灸 １组穴位为“足三里”
“悬钟”，其中足三里先灸，悬钟后灸，单日灸左侧，

双日灸右侧；艾灸２组穴位为“百会”“关元”，其中
百会先灸，关元后灸；艾灸３组灸腕背关节上１ｍｍ
（简称腕上）和膝髌正中上沿上２ｍｍ（简称髌上），
其中腕上先灸，髌上后灸。小鼠穴位定位参考林文

注《实验针灸学》和胡元亮《实验动物针灸手

册》［８９］，“足三里”取小鼠膝关节下方，腓骨小头下

０３ｃｍ处肌沟中；“悬钟”取后肢腓骨后缘处，外踝
尖直上０５ｃｍ；“百会”位于顶骨正中处，约两耳连
线中点前０２ｃｍ，“关元”位于腹正中线脐下１ｃｍ
处。艾灸前先将穴位处剪毛，涂少量凡士林粘固艾

炷并防止小鼠皮肤烧伤。将艾炷点燃，灸至小鼠挣

扎时更换，每壮约 １８～２０ｓ，灸完后用棉签按压穴
位。艾炷制作要求紧而结实，底座直径１５ｍｍ，高
６ｍｍ，重约１２～１４ｍｇ。生理组和造模组只给予与
各观察组同时间、程度的捉抓刺激，不做治疗性干

预。

１２３　检测指标与方法　用水迷宫实验测定小鼠
的学习记忆力。先进行５ｄ的定位航行试验，观察
潜伏期、平台象限百分比、停留时间、寻求次数。最

后进行１ｄ的空间探索实验，观察原平台象比（简称
“原象比”）、跨越平台次数（简称“跨台次数”）。以

上指标均能综合反映出小鼠的学习、记忆及运动行

为能力。治疗结束（即艾灸满４４次），进行水迷宫再
测试后，将各组小鼠眼球取血，低温离心机３０００ｒ／
ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集血清上清液，样本置－２０℃保
存，待测。断头取脑，开腹取肾，按试剂说明书制备

１０％的脑、肾组织匀浆，以２５００ｒ／ｍｉｎ低温离心１０
～１５ｍｉｎ，提取上清液，样本置 －２０℃保存，待测。
血清及脑、肾组织匀浆８ＯＨｄＧ、ＴＡＯＣ含量的测定

均采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）实验技术，严格按试
剂盒说明书要求测各项指标。

１３　统计学方法　所有实验数据用均值 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ１９０统计学软件对数据进行
统计学分析。各组定位航行实验指标进行重复测量

数据分析，各组空间探索实验、血清及脑、肾组织８
ＯＨｄＧ、ＴＡＯＣ指标进行多个样本均数的方差分析以
及均数间两两比较（ＬＳＤ法），以 Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１为差异有统计学意义。如果出现方差不齐，
经数据转换后使方差齐，再进行检验。

２　结果
２１　实验前后 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫学习记忆行为测定　
　　结果显示：１）造模、治疗前各组在定位航行、空
间探索各指标差异不显著，提示各组小鼠的学习记

忆能力一致，无差别。２）造模、治疗后，造模组与生
理组、艾灸１组、艾灸２组比较，“潜伏期、平台象比、
停留时间、寻求次数、原平台象限百分比、跨越次数”

６项指标，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），与艾灸
３组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；生理组与
艾灸１组、艾灸２组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），与艾灸 ３组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；艾灸１组与艾灸２组比较，差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）；艾灸３组与艾灸１、２组比较，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１～２。
２２　益髓灸对Ｄ半乳糖衰老小鼠ＯＳ水平的影响
２２１　益髓灸对Ｄ半乳糖衰老小鼠８ＯＨｄＧ的影响
　　结果显示，造模组血清和脑、肾组织８ＯＨｄＧ含量
较生理组、艾灸１组和艾灸２组显著升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜００１），与艾灸３组比较，差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）；生理组与艾灸１组、艾灸２组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５），与艾灸３组比较，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）；艾灸１组与艾灸２组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；艾灸３组与艾灸１、２
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３。
２２２　益髓灸对Ｄ半乳糖衰老小鼠ＴＡＯＣ的影响
　　结果显示，造模组血清和脑、肾组织 ＴＡＯＣ水
平较生理组、艾灸１组和艾灸２组显著降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），与艾灸３组比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）；生理组与艾灸１组、艾灸２组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），与艾灸３组比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；艾灸１组与艾灸
２组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；艾灸３组
与艾灸１、２组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表４。
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表１　造模及治疗前水迷宫各项指标记录结果（珋ｘ±ｓ）

组别 潜伏期 平台象比 停留时间 寻求次数 原象比 跨越次数

生理组（ｎ＝１５） ２６８６±２２３ ４５３９±１５７ ２６７±０１３ １２０±００７ ２８３９±６８２ ７０７±２２２

造模组（ｎ＝１４） ２８１４±２３１ ４３６４±１６３ ２６４±０１３ １２５±００７ ２７５６±６４２ ６９３±４２１
艾灸１组（ｎ＝１４） ２７０６±２３１▲ ４６６８±１６３▲ ２６７±０１３▲ １２１±００７▲ ３２７５±８７２▲ ５２１±４２５▲

艾灸２组（ｎ＝１５） ２７６８±２２３▲ ４５５１±１５７▲ ２８０±０１３▲ １３４±００７▲ ３１１０±５７１▲ ７０７±３９９▲

艾灸３组（ｎ＝１５） ２７９０±２２３△ ４３７２±１５７△ ２７９±０１△ １３３±００△ ３０２０±７２０△ ７０６±３７５△

　　注：与造模组比较，Ｐ＜００５；与生理组比较，△Ｐ＜００５；与艾灸３组比较，▲Ｐ＜００５

表２　造模及治疗后水迷宫各项指标纪录结果（珋ｘ±ｓ）

组别 潜伏期 平台象比 停留时间 寻求次数 原象比 跨越次数

生理组（ｎ＝１５） １９７０±１７８ ４９７０±１１７ ３０６±００８ １５４±００６ ３２７５±６８８ ６８７±２７０

造模组（ｎ＝１４） ２９５８±１８５ ４１２９±１２１ ２５２±００８ １２３±００６ ２５４４±４２６ ４５０±２８０
艾灸１组（ｎ＝１４） ２２７８±１８５▲ ４７１１±１２１▲ ３０５±００８▲ １５４±００６▲ ３１１０±５７１▲ ６７１±１７７▲

艾灸２组（ｎ＝１５） ２３２２±１７８▲ ４６４０±１１７▲ ２９８±００８▲ １４９±００６▲ ３０６０±４３７▲ ６６０±１７２▲

艾灸３组（ｎ＝１５） ２９３６±１７８△ ４２９２±１１７△ ２７２±００８△ １２８±００６△ ２６３９±３８５△ ４９３±２９２△

　　注：与造模组比较，Ｐ＜００５；与生理组比较，△Ｐ＜００５；与艾灸３组比较，▲Ｐ＜００５

表３　益髓灸对Ｄ半乳糖衰老小鼠８ＯＨｄＧ的
影响（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组别 血清 脑组织 肾组织

生理组（ｎ＝１５） ５８２１±６３３ ６５８０±８４５△ １０７７２±６２０

造模组（ｎ＝１４） ７０１８±６０６ ８２４９±１１４５ １２１００±１１９５
艾灸１组（ｎ＝１４） ５８６２±７５９▲ ６３６±１０１６▲ １０８７５±５０４▲

艾灸２组（ｎ＝１５） ５９４６±６９４▲ ６７９８±６９２▲ １１０８９±１０７２▲

艾灸３组（ｎ＝１５） ７００４±８３６△ ７６１２±７７９△ １１９３８±１０２６△

　　注：与造模组比较，Ｐ＜００５；与生理组比较，△Ｐ＜００５；与艾灸３组比

较，▲Ｐ＜００５

表４　益髓灸对Ｄ半乳糖衰老小鼠ＴＡＯＣ的
影响（珋ｘ±ｓ，Ｕ／ｍＬ）

组别 血清 脑组织 肾组织

生理组（ｎ＝１５） ６４５±０５８ ６３４±０５３ ７１４±２０６

造模组（ｎ＝１４） ５７３±０８６ ３４３±０４７ ４０６±２１８
艾灸１组（ｎ＝１４） ６９０±０５４▲ ６２７±０４２▲ ６９５±１６２▲

艾灸２组（ｎ＝１５） ６９２±０３６▲ ６１８±０３９▲ ６６８±２１１▲

艾灸３组（ｎ＝１５） ５８１±１０１△ ３７７±０７１△ ４５８±２５９△

　　注：与造模组比较，Ｐ＜００５；与生理组比较，△Ｐ＜００５；与艾灸３组比

较，▲Ｐ＜００５

３　讨论
中医学认为，脑衰老病位在脑，病机为脑髓失

养。《医林改错》记载“高年无记性者，脑髓渐空。”

ＯＳ是脑损伤、认知功能障碍甚至老年性痴呆等脑衰
老相关疾病的重要诱因［１０］。而由ＯＳ导致的脑功能
减退在一定程度上属于“脑衰老”范畴［１１］。

活性氧簇（ＲｅａｃｔｉｖｅＯｘｙｇｅｎＳｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是机
体内一类活性含氧化合物的总称，主要包括超氧阴

离子基团、过氧化氢自由基、羟自由基等。在疾病或

某些外源性物质刺激下，ＲＯＳ快速释放并在体内过
度蓄积，ＯＳ超出机体抗氧化能力，进而造成ＤＮＡ的
氧化损伤［１２］。ＤＮＡ氧化损伤与老化相关退行性疾
病，如癌症、心血管疾病、糖尿病等密切相关［１３］。８

ＯＨｄＧ是ＲＯＳ致ＤＮＡ氧化损伤的产物，因其特异性
强、结构稳定、容易?集等特点，已被公认为最能反

映机体ＤＮＡ氧化损伤的理想生物指标，在 ＯＳ领域
内被广泛采用［１４］。体内总抗氧化能力（ＴｏｔａｌＡｎ
ｔｉｏｘｉｄａｎｔＣａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ）可全面的反映了酶与非酶
整个防御体系的抗氧化能力，是一个全面反映机体

抗氧化力的良好指标［１５］。研究证实，机体整体抗氧

化能力的高低与ＴＡＯＣ含量成正比［１６］。

针灸抗氧化延缓脑衰老的近代研究已取得一定

进展，但大多数多局限于常见的 ＯＳ标志物上，如
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ等［１７１８］。而进一步从分子蛋白角度

探讨针灸的抗氧化损伤机制较少，且对抗衰老选穴

的横向比较研究少见，基于此，本研究以益髓灸处方

为研究对象，将艾灸１组（足三里 ＋悬钟）和艾灸２
组（百会＋关元）２组穴位处方比较观察，结果示２
组各指标组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
提示２组穴位都可从抗 ＯＳ损伤角度发挥抗衰老作
用，故临床应用时可交替使用。但多数指标中艾灸

１组良性趋势较明显，其原因可能是：悬钟为髓会，
《难经疏》曰：“髓病治此”；悬钟为胆经穴位，胆经

“主骨所生病”，而肾主骨，骨生髓，故悬钟可补骨

（肾）生髓。足三里为胃经的土穴，脾胃为后天之

本，有健脾益气之功。故两穴合用可脾肾双补，健脾

补肾生髓。百会属督脉，为髓海之气传输之处，《灵

枢·海论》指出：“脑为髓之海，其输上在其盖，下在

风府。”其中“盖”为百会穴，其与脑髓关系极其密

切。关元属任脉，为元阴元阳关藏之所，足三阴与任

脉交会于此，故关元既可补益肝脾肾三脏，又可调节

全身阴经之气。２穴合用可调和任督，补脾益肾生
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髓。综上所述，艾灸１组和艾灸２组２组穴位处方
都可健脾补肾生髓，在抗氧化相关指标上前者更显

良性趋势，因悬钟穴使其补肾作用更强，而具体机制

还需进一步深入研究。艾炷灸非穴位虽在一定程度

上改善了衰老小鼠的学习记忆功能，但大部分指标

仅呈现改善趋势，未体现统计学意义，其原因可能是

由于艾炷灸时对局部皮肤的灸灼而引起生物物理效

应［１９］。

本研究结果提示，益髓灸防治脑衰老的作用机

制可能是通过降低 Ｄ半乳糖诱导的８ＯＨｄＧ表达，
抑制细胞的ＤＮＡ损伤，提高机体ＴＡＯＣ，发挥抗ＯＳ
损伤的作用来实现的，其中“足三里 ＋悬钟”较“百
会＋关元”良性趋势更明显，具体机制还有待进一
步研究。
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［１９］陈丽蓉，潘小霞，陈明明，等．朱琏针刺兴奋法对缺血性脑损伤

幼鼠脑组织氧化应激的影响［Ｊ］．国际中医中药杂志，２０１６，３８

（３）：２３８２４１．

［２０］陈春兰，施征．化脓灸法临床应用及研究概况［Ｊ］．河南中医，
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《世界中医药》杂志中药研究栏目征稿通知

　　《世界中医药》杂志（ＣＮ１１－５５２９／Ｒ；ＩＳＳＮ１６７３－７２０２）由国家

中医药管理局主管，世界中医药学会联合会主办，创刊于２００６年，是

中国第一本面向国内外公开发行的中医药类综合性学术期刊，月刊。

２００９年被国家科技部收录为“中国科技核心期刊”。杂志全文收录

在《中国期刊全文数据库》《中文科技期刊数据库》《中国核心期刊数

据库》《中文科技期刊综合评价数据库》《美国乌利希期刊指南收录

期刊数据库》《美国化学文摘 ＣＡ收录期刊数据库》等一系列检索系

统。《世界中医药》杂志为世界中医药学会联合会的会刊，目前，该会

已经成立了２６个中药相关专业（如中药、中药新剂型、中药药剂、中

药分析、中药化学、中药药理、药材资源、中药鉴定、方剂、中药饮片

等）委员会，这些专业委员会在各自的学科建设、学术交流、人才培养

等方面都发挥着重要的作用，本杂志与各专业委员会联手，产、学、

研、用、政结合，优化学科建设，解决中药领域面临的实际困难，实现

“学术、创新、转化、共赢”为目的，共同推动学科的发展，在中药领域

的推广应用等方面做出了突出贡献。

本杂志近几年稳步发展，办刊质量逐步提升，影响不断扩大，２０１６

年度科技核心期刊的各项指标统计数据，《世界中医药》杂志（中文刊）

核心影响因子为０．６９７，在同类期刊中上升至第４名，自２００９年９月进

入统计源期刊以来，连续第９年被评定为中国科技核心期刊。杂志设

置“中药研究”栏目，陆续宣传展示国内外中药学研究进展和最新动

态，是中药研究高学术水平的交流平台。如果您致力于中药领域的研

究，请将您在新药研发、中药资源与鉴定、中药分析、药剂学、中药化学、

药理、不良反应等方向的新成果、新技术、新方法与新思路撰写成有创

新性的文章或综述，在本杂志出版发表，内容以８５００字符以上为宜，稿

件一经录用，优先安排发表。
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投稿请通过《世界中医药》杂志社官方网站：ｗｗｗ．ｓｊｚｙｙｚｚ．ｃｏｍ，

“在线投稿”入口注册投稿，并注明“中药征稿”字样。

联系电话：００８６－１０－５８６５００２３，５８２３９０５５；

传真：００８６－１０－５８６５０２３６；Ｅｍａｉｌ：ｓｊｚｙｙｚｚ＠ｖｉｐ．１２６．ｃｏｍ

·５５１·世界中医药　２０１８年１月第１３卷第１期


