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【摘要】  目的  观察电针干预对帕金森病(PD)小鼠大脑黑质组织中酪氨酸羟化酶(TH)、谷胱甘肽过氧化物酶

(Gpx-1)以及氧化应激因子超氧化物歧化酶(SOD)蛋白表达的影响,探讨针刺干预改善帕金森病的作用机制。方法  

采用随机数字表法将 40 只健康雄性昆明小鼠分为空白组、帕金森模型(PD)组、针刺组、左旋多巴组,每组 10 只;

除空白组外,其余 3 组均采用 MPTP 诱导制作小鼠 PD 模型,造模 2 周后随机选取两组进行电针及西药干预。干预

结束后先采用步长实验和游泳实验对各组小鼠进行行为学评价,再采用 Western blot 法检测小鼠脑黑质组织

SOD-2、Gpx-1 和 TH 表达,免疫组化法检测 TH 蛋白的表达。结果  与空白组比较,PD 组小鼠步长距离、游泳时间

显著缩短(P＜0.05);与 PD 组比较,针刺组和左旋多巴组小鼠的步长距离和游泳时间加长(P＜0.05)。与空白组小

鼠比较,PD 组小鼠黑质中 TH 的蛋白量显著减少(P＜0.05);与 PD 组比较,针刺组小鼠黑质中 TH 蛋白量显著增高

(P＜0.05),左旋多巴组小鼠黑质中 TH 蛋白量无明显变化(P＞0.05)。与空白组比较,PD 组小鼠脑黑质中 SOD-2

和 Gpx-1 的表达均显著降低(P＜0.05);与 PD 组比较,针刺组和左旋多巴组 SOD-2 和 Gpx-1 的表达水平显著升高

(P＜0.05)。结论  电针干预能提高帕金森模型小鼠的运动功能,其治疗机制可能是通过降低脑黑质中氧化应激

蛋白表达实现。 
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[Abstract]  Objective  To observe the effects of electroacupuncture intervention on the protein expression of tyrosine 

hydroxylase (TH), glutathione peroxidase (Gpx-1), and oxidative stress factor superoxide dismutase (SOD) in the 

substantia nigra tissue of Parkinson’s disease (PD) mice. Method  Forty healthy male Kunming mice were divided 

using the random number table method into a blank group, a PD group, an acupuncture group, and a Levodopa group, 
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with 10 mice in each group. Except for the blank group, the other three groups received 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine (MPTP) to induce PD mouse models. Two weeks after the modeling, two groups were randomly 

selected to receive electroacupuncture and Western medication intervention, respectively. After the intervention, step 

length and swimming tests were adopted for behavioral assessment for each group. Western blot was used to detect the 

expression of SOD-2, Gpx-1, and TH in the substantia nigra of mice, and immunohistochemistry was used to detect the 

protein expression of TH. Result  Compared with the blank group, the step length and swimming duration were 

significantly reduced in the PD group (P＜0.05). Compared with the PD group, the step length and swimming duration 

were increased in the acupuncture and Levodopa groups (P＜0.05). Compared with the blank group, the protein 

expression of TH in mice’s substantia nigra was significantly reduced in the PD group (P＜0.05). Compared with the PD 

group, the TH protein expression in mice’s substantia nigra was markedly increased in the acupuncture group (P＜0.05), 

but the difference in the Levodopa group was statistically insignificant (P＞0.05). Compared with the blank group, the 

expression levels of SOD-2 and Gpx-1 dropped notably in the substantia nigra of mice in the PD group (P＜0.05). 

Compared with the PD group, the expression levels of SOD-2 and Gpx-1 increased significantly in the substantia nigra 

of mice in both acupuncture and Levodopa groups (P＜0.05). Conclusion  Electroacupuncture intervention can enhance 

the motor function of PD model mice, and the treatment mechanism may be associated with the down-regulation of the 

expression of oxidative stress protein in the substantia nigra. 

[Key words]  Electroacupuncture; Parkinson’s disease; Tyrosine hydroxylase; Glutathione peroxidase; Superoxide 

dismutase; Mice 

 

帕金森病(Parkinson’s disease, PD)是发病率

仅次于阿尔茨海默病的神经系统退行性疾病[1]。PD 多

好发于中老年人,临床常根据患者运动体征的改变如

静止性震颤、运动迟缓、肌肉僵硬和体态不稳来诊断

及针对治疗。其主要病理学特点为中脑黑质致密部多

巴胺能神经元选择性变性及缺失,残存神经元中出现

以α-突触核蛋白为主要成分的路易小体[2],导致纹状

体多巴胺耗竭,丘脑功能增强以及皮质运动区的兴奋

性传入减少,从而使患者出现运动功能障碍。PD 的发

病与遗传、环境、免疫、氧化应激等多种因素综合作

用有关,氧化应激在其中起着至关重要的作用[3],但其

具体的发病机制尚未明确[4]。PD 在世界范围内影响着

近 500 万人的身体健康,预计 2040 年全球 PD 患者人

数将增加 4 倍[5]。因此,寻找 PD 相关致病因素,为治疗

及预防提供新的策略和靶点已经迫在眉睫。1-甲基-4-

苯 基 -1,2,3,6- 四 氢 吡 啶 (1-methyl-4-phenyl-

1,2,3,6-tetrahydropyridine, MPTP)小鼠模型是目

前应用最广泛的 PD 模型,研究已证实 MPTP 小鼠模型

在症状及病理学方面均符合临床 PD 的特征,是一种较

理想的 PD 模型[6]。 

本实验拟通过 MPTP 皮下缓释构建小鼠 PD 模型,

观察早期电针干预对 PD 模型小鼠运动障碍改善、小鼠

脑黑质组织中酪氨酸羟化酶(tyrosine hydroxylase, 

TH)、氧化应激因子超氧化物歧化酶(superoxide 

dismutase, SOD)-2 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

(glutathione peroxidase, Gpx-1)蛋白表达的影响,

证明“嗅三针”可以通过抑制 PD 小鼠的氧化应激反

应,达到改善 PD 模型小鼠运动功能障碍的目的。 

 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与方法 

选取 40 只 10 周龄清洁级雄性昆明小鼠作为研究

对象 ,体质量 (18 ± 5)g, 实验使用许可证号为

SYXK(陕)2018-001。根据随机数字表法随机分为空白

组、PD 组、针刺组和左旋多巴组,每组 10 只。动物由

西安交通大学实验动物中心提供,生产许可证号为

SCXK(陕)2020-001。环境温度为 20～24 ℃,湿度为

40%～70%,12 h 明暗交替,适应性喂养 1周。对动物的

处理遵循《关于善待实验动物的指导意见》[7]。 

1.2  主要试剂与仪器 

山羊抗鼠SOD2抗体(ab118340,英国Abcam);山羊

抗小鼠Gpx-1抗体(PAB7049, Abnova);山羊抗小鼠TH

抗体(ab75875, Abcam);山羊抗兔 IgG H&L(HRP)抗体

(ab3816,英国 Abcam);抗生物素蛋白生物素化辣根过
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氧化物酶复合物(ZY131095,泽叶生物);小鼠 TH 免疫

组化试剂盒(ab137869,英国 Abcam);Braford 蛋白浓

度测定盒(批号 V900144, biosharp);SDS-PAGE 凝胶

制备盒(批号 V900483, biosharp);左旋多巴(72816,

美国 SIGMA);MPTP(M0896,美国 Sigma)。高速冷冻离心

机(美国贝克曼);组织切片机(德国莱卡);SDZ-Ⅱ型电

针仪(苏州医疗用品厂有限公司);酶标仪(美国 Bio-

Rad);Image Pro Plus 6.0 图像分析系统(美国 Media 

Cybernetics);蛋白电泳转膜系统(美国 Bio-Rad)。 

1.3  模型制备 

PD 模型[8]采用清洁级成年昆明小鼠,吸入式麻醉

机麻醉小鼠(异氟醚溶液诱导浓度 4%,维持浓度 1.5%),

手术过程中持续麻醉。小鼠后背部皮下 0.5 cm 左右做

横切口,钝性分离皮肤与肌肉,手术植入注满 MPTP 溶

液的胶囊渗透压泵,向泵内注射 200 μL 的 MPTP 溶

液,MPTP含量为0.5 mg,缓释速度7 μL/d,总时长4周;

空白组小鼠予以同样处理,泵内注射 200 μL 生理盐水

溶液[9]。小鼠出现震颤、立毛、倦怠及运动测试障碍证

明造模成功[10]。 

1.4  干预方法 

1.4.1  空白组 

仅同步抓取,无其他干预。 

1.4.2  PD 组 

仅植入注满 MPTP 胶囊渗透压泵,之后不进行任何

干预。 

1.4.3  针刺组 

于造模 2 周后开始采用针刺干预。参照《实验针

灸学》[11]进行穴位定位,取神庭和双侧天枢、上巨虚穴。

神庭位于前正中线,额顶骨缝交界线前方;上巨虚穴位

于小鼠胫骨外侧,偏下方 6 mm,直刺 3～4 mm;天枢穴

位于小鼠前正中线旁开 5 mm,耻骨联合以上 20 mm,直

刺2～3 mm。正极接天枢穴,负极分别接神庭穴10 min,

上巨虚穴10 min,刺激参数为疏密波,频率为2～15 Hz,

强度为 1 mA,以小鼠肢体轻微震颤为度。每日干预

20 min,1个疗程为5 d,后休息2 d,共治疗6个疗程。 

1.4.4  左旋多巴组 

应用西药左旋多巴,以每日3 mg/kg的剂量,对 PD

模型小鼠于造模 2 周后进行灌胃。每日 1次,治疗 5 d

为 1 个疗程,休息 2 d,共治疗 6 个疗程。 

1.5  指标检测 

1.5.1  行为学检测 

电针干预6个疗程结束后第1天进行行为学检测,

包括步长实验和游泳实验。步长实验具体为,设置泡沫

板通道,在通道的底部固定等尺寸的胶水白纸,在实验

前对全部的小鼠进行适当的训练,确定出步长,将小鼠

后趾使用墨汁染黑后等待其穿过通道,最后测算同侧

脚印间距的平均值[12]。游泳实验具体为,小鼠禁食 12 

h 后称重,在小鼠尾部悬吊约为其体质量 10%的保险丝,

后将小鼠放入水箱,自投入水内开始,用秒表计算鼻孔

下沉水面所需时间,水温27 ℃左右,测定其游泳时间。

行为学测试结束后进行心脏灌注取材[13]。 

1.5.2  免疫组化法检测黑质区 TH 表达 

用4%的水合氯醛溶液(每10 g体质量注射0.1 mL)

腹腔注射麻醉,麻醉小鼠后,用生理盐水和 4%多聚甲

醛溶液经左心室快速灌注固定脑组织,根据小鼠脑立

体定位图谱,切除前囟后,于 3～4 mm 的冠状切面,采

用脑模具截取黑质部分。制作切片后 BSA 封闭,一抗孵

育 4 ℃过夜后 PBS 冲洗,滴加二抗孵育,PBS 冲洗后

DAB溶液显色并观察。200倍视野下,每张切片选取3～

4个视野,Image Pro-Plus分析并计算TH阳性细胞数,

阳性细胞为细胞浆染成棕褐色。 

1.5.3  Western blot 法检测黑质区 TH、SOD-2 和

Gpx-1 蛋白表达 

小鼠脑黑质组织中加入 RIPA 裂解液进行冰上研

磨、裂解、离心(15 min)后,然后用考马斯蓝法测定蛋

白浓度,继而进行 SDS-PAGE 电泳,转膜后用 5%脱脂奶

粉封闭液孵育 1 h。于 4 ℃冰箱分别置于 TH、SOD-2、

Gpx-1 和 GAPDH(均为 1:5 000)一抗中孵育过夜、洗膜

后,使用相应二抗(1:2 000)避光室温孵育 1 h 后洗膜

后,发光显影。结果用 Bandscan5.0 软件进行扫描,分

析 TH、SOD-2、Gpx-1 及内参 GAPDH 的灰度值。 

1.6  统计学方法 

所以数据采用 SPSS22.0 统计学软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料用均数±标准差表示,组

间 比 较 采用 单 因 素方 差 分 析 , 两 两 比 较采 用

Bonferroni 检验。以 P＜0.05 表示差异具有统计学意

义。 
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2  结果 

2.1  4 组造模后行为学测试结果比较 

与空白组比较,PD 组小鼠步长距离减少,游泳时

间缩短,差异有统计学意义(P＜0.05)。与 PD 组比较,

针刺组小鼠的步长距离显著加长,游泳时间有显著延

长,差异有统计学意义(P＜0.05)。与 PD 组比较,左旋

多巴组小鼠的步长和游泳时间也有显著提高,差异有

统计学意义(P＜0.05)。详见表 1。 

2.2  4 组小鼠中脑黑质中 SOD-2、Gpx-1 表达比较 

与空白组比较,PD 组小鼠黑质中 SOD-2 和 Gpx-1

的蛋白表达量显著降低,差异有统计学意义(P＜0.05)。

与 PD 组比较,针刺组黑质中 SOD-2 和 Gpx-1 表达显著

升高,差异有统计学意义(P＜0.05)。与 PD 组比较,左

旋多巴组的 SOD-2 和 Gpx-1 表达也显著提高,差异有

统计学意义(P＜0.05)。详见图 1、图 2。 

表 1  4 组造模后行为学测试结果比较          ( x ±s) 

组别 n 步长距离(cm) 游泳时间(min) 

空白组 10 8.89±1.12 4.85±0.99 

PD 组 10 4.23±1.381) 1.81±1.081) 

针刺组 10 6.51±1.01
2) 3.14±1.212) 

左旋多巴组 10 7.32±1.222) 3.26±1.512) 

注:与空白组比较 1)P＜0.05;与 PD 组比较 2)P＜0.05 

注:与空白组比较
1)P＜0.05;与 PD 组比较 2)P＜0.05 

图 1  4 组小鼠黑质 SOD-2 蛋白的表达及条带图 

注:与空白组比较
1)P＜0.05;与 PD 组比较 2)P＜0.05 

图 2  4 组小鼠黑质 Gpx-1 蛋白的表达及条带图 

2.3  4 组小鼠中脑黑质中 TH 表达比较 

与空白组比较,PD组小鼠黑质中TH蛋白表达显著

降低,差异有统计学意义(P＜0.05);与 PD 组比较,针

刺组黑质中 TH 表达升高,差异有统计学意义(P＜

0.05)。与 PD 组比较,左旋多巴组 TH 表达无显著性变

化(P＞0.05),详见图 3、图 4。
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空白组 PD 组 

针刺组 左旋多巴组 

注:与空白组比较 1)P＜0.05;与 PD 组比较 2)P＜0.05;黑色箭头示阳性细胞 

图 3  4 组小鼠黑质中 TH 蛋白免疫组化结果(×200 倍) 

 

 

注:与空白组比较 1)P＜0.05;与 PD 组比较 2)P＜0.05 

图 4  4 组小鼠黑质中 TH 蛋白表达及条带图 

3  讨论 

随着我国进入人口老龄化阶段,老年病之一的帕

金森病(PD)患者人群数量逐渐庞大,目前临床主要采

用多巴胺类药物进行治疗,但长期使用所致的副作用

使患者备受困扰,所以探求发病原因以及寻找新的治

疗方式逐渐成为重要的研究方向。PD 的主要病理改变

为多巴胺(dopamine, DA)能神经元变性、丢失及路易

小体(lewy body, LB)的形成,氧化应激、线粒体功能

障碍、炎症及机体免疫反应参与其中。钙超载、多巴

胺代谢失衡、谷胱甘肽等还原剂水平降低等诸多因素

均会导致体内的氧化与抗氧化系统失衡[14]。氧化反应

过程中线粒体中的超氧化物歧化酶(SOD)和谷胱甘肽

(glutathione, rglutamyl cysteingl glycine, GSH)

可催化活性氧生成二价氧和水,避免细胞损伤[15]。在许

多 PD 病例中,氧化应激被认为是导致细胞功能障碍和

死亡的潜在机制[16]。PD 患者尸检结果表明,其黑质内

8-羟基鸟苷、蛋白质羰基等氧化标志物显著高于其他

脑区,表明黑质细胞遭受氧化应激损伤[17]。在帕金森病

中,线粒体功能障碍可能提高发病率,黑质 DA 神经元

更容易发生氧化应激反应,继而导致线粒体 DNA 突变

几率增高,最终会形成不断的恶性循环,导致帕金森病

病情加重[18]。本次实验的结果表明,针刺组与 PD 组相

比,针刺组黑质中 SOD-2 和 Gpx-1 表达升高,针刺组小

鼠的抗氧化能力显著升高,这为其治疗帕金森病提供

理论依据。 

氧化应激也促进致病蛋白质的聚集,干扰细胞自

噬,导致年龄和疾病相关蛋白酶体功能障碍[19]。在线粒

体基因组突变、氧化应激,毒素刺激等因素下,线粒体

产生功能失调,这是 PD 发病关键环节。经典 PD 模型

制备,正是抑制了线粒体复合体Ⅰ功能导致神经元损

伤[20]。线粒体复合体Ⅰ被抑制后,不仅影响 ATP 生成,

也导致活性氧(reactive oxygenspecies, ROS)生成
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增加,损伤 mtRNA, ATP 合成不足也会导致门冬氨酸及

谷氨酸等兴奋性递质增加,对神经元产生毒性[21]。Aβ

寡聚体也可干扰线粒体与内质网的钙离子交换,抑制

受损线粒体自噬[22-23]。随着机体的衰老,氧化应激及细

胞凋亡增加,产生大量ROS,线粒体DNA损伤加剧,因此

年龄是影响 PD 发病最大风险因素[24]。 

黑质中的酪氨酸羟化酶(TH)表达近年来被认为与

PD 发病具有相关性,有报道针灸疗法可以提高脑黑质

TH 的表达[25],本次实验结果表明,MPTP 诱导的 PD 模型

小鼠 TH 含量减少,针刺干预可以提高 TH 的表达,推测

可能是通过增加 TH 的表达而提高了多巴胺的合成能

力,进而达到改善模型小鼠运动能力的目的。 

1-甲基-4-苯基-吡啶离子(1-methyl-4-phenyl 

pyridinium, MPP﹢)是 MPTP 的活性代谢产物,有研究

证明,它同 MPTP 一样,对多巴胺能神经元具有损伤作

用[26],其不仅会促使 DA 异常释放,还会导致细胞一系

列的氧化应激反应[27]。近来 MPTP 与胶质细胞活化以及

DA 神经元损伤之间的关系也引起了广泛的关注[28],其

次通过神经行为学实验评价,证明 MPTP 诱导完全可以

模拟 PD 患者的运动障碍[29]。本实验采用缓释模型,总

时长 4 周,与腹腔注射急性模型比较,慢性模型更好地

模拟了 PD 的病理学特征[30]。本实验选用游泳实验及步

长实验,分别从步态及运动耐性两个角度评价其运动

功能。针刺组小鼠的步长距离、游泳时间与 PD 组比较

显著加长,针刺干预改善小鼠 PD 典型运动症状。 

PD 属于中医学“颤证”“震颤”“痉证”的范

畴,早在《素问·至真要大论》中就诸如“诸风掉眩,

皆属于肝”“诸痉项强,皆属于湿”等记载[31]。基于

“脑病治肠”理论,在前期研究中发现针刺由、神庭和

双侧天枢、上巨虚五穴对 PD 及其以早期便秘为主的非

运动症状均有较好的改善作用[32]。其中神庭为督脉穴,

为与足阳明胃经之交会穴,“病变在脑,首取督脉”,

其功效是开窍通络止颤;足阳明胃经穴位上巨虚是大

肠的下合穴,“邪在腑,取之合”[33],“合治内腑”,具

有调节胃肠功能的作用。天枢穴为大肠募穴,是人体上

下气机交汇之处,升清降浊之枢纽,能够通大肠和通肺

气,配合上巨虚共同发挥调节胃肠功能作用。以上诸穴

合用,“上下同调”可开窍、止颤,通调气机、合胃通

腑[34-35]。本实验结果显示,早期电针干预可抑制 PD 小

鼠氧化因子表达,增强机体抗氧化作用,缓解 PD 运动

功能障碍,为治疗 PD 提供了新的治疗靶向。 
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