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基于 GSK3β/mTOR 信号通路探讨电针对快速衰老小鼠肝脏炎性

反应的影响 
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【摘要】  目的  观察快速老化(senescence-accelerated mouse prone 8, SAMP8)小鼠的肝脏炎性反应,探讨

电针通过调控肝脏组织中糖原合成酶激酶-3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)/雷帕霉素机械靶蛋白

(mechanistic target of rapamycin, mTOR)通路对 SAMP8 小鼠肝脏炎性反应的影响。方法  选用 7 月龄的 SAMP8

小鼠及同龄且遗传背景相同的抗快速老化(senescence-accelerated mouse resistant 1, SAMR1)小鼠作为实验

对象。随机将 SAMP8 小鼠分为电针组和模型组,每组 12 只;正常组为 12 只 SAMR1 小鼠。电针组分别在“百会”

穴和双侧“肾俞”穴进行针刺,电针双侧“肾俞”穴。在相同时间,正常组和模型组进行与电针组一样的抓取束

缚,不作任何干预。干预后,观察3组小鼠一般情况,采用免疫印迹法(Western blot)检测3组小鼠肝组织GSK-3β、

mTOR、白介素-6(interleukin-6, IL-6)、白介素-4(interleukin-4, IL-4)蛋白表达,采用苏木素-伊红

(hematoxylin-eosin staining, HE)染色观察肝组织病理改变。结果  模型组肝组织 GSK-3β、mTOR、IL-6 蛋白

表达水平均高于正常组(P＜0.05),IL-4 蛋白表达水平低于正常组(P＜0.05),肝组织炎性细胞浸润程度较严重。

电针组肝组织 GSK-3β、mTOR、IL-6 表达均低于模型组(P＜0.05),IL-4 蛋白表达高于模型组(P＜0.05),肝组织

炎性细胞浸润程度较模型组减轻。结论  电针可能通过抑制肝脏组织中 GSK3β/mTOR 促炎通路的表达,降低肝脏

组织中的炎性反应。 
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Research on the effect of electroacupuncture on inflammatory responses in liver in rapidly aging mice based on 
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[Abstract]  Objective  By observing the inflammatory responses in the liver of senescence-accelerated mouse prone 

8 (SAMP8) mice, to investigate the effect of electroacupuncture (EA) on inflammatory responses by regulating the 

glycogen signaling pathway synthase kinase-3β (GSK-3β)/mechanistic target of rapamycin (mTOR) in the liver tissues. 

Method  Seven-month-old SAMP8 mice and senescence-accelerated mouse resistant 1 (SAMR1) mice of the same 

age and genetic background were taken as the subjects. The SAMP8 mice were randomized into an EA group and a 

model group, with 12 mice in each group; 12 SAMR1 mice were taken as the normal group. Mice in the EA group 

received acupuncture at “Baihui (GB20)” and bilateral “Shenshu (BL23)”, with bilateral “Shenshu” connected to EA. 

Simultaneously, the normal and model groups received the same grasping and binding as the EA group without any 
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intervention. When the intervention finished, the three groups of mice were observed for their general condition; 

Western blot was used to detect the protein expression of GSK-3β, mTOR, interleukin-6 (IL-6), and interleukin-4 (IL-4); 

the histopathological changes of liver tissues were observed using hematoxylin-eosin (HE) staining. Result  Compared 

to the normal group, the protein expression levels of GSK-3β, mTOR, and IL-6 in the liver tissues were higher in the 

model group (P＜0.05), and the protein expression level of IL-4 was lower in the model group (P＜0.05); the liver 

tissues showed more severe inflammatory cell infiltration in the model group. Compared to the model group, the 

expression levels of GSK-3β, mTOR, and IL-6 in the liver tissues were lower in the EA group (P＜0.05), and the 

protein expression level of IL-4 was higher in the EA group (P＜0.05); inflammatory cell infiltration in the liver tissues 

improved in the EA group compared to the model group. Conclusion  EA may reduce inflammatory responses in the 

liver tissues by inhibiting the expression of the proinflammatory signaling pathway GSK3β/mTOR in the liver. 

[Key words]  Acupuncture therapy; Electroacupuncture; Liver; Inflammation; Mice 

 

由于医疗保健和科学的进步以及公共卫生政策的

变化,中国人口的平均寿命已经延长,并已步入重度老

龄化社会,阿尔茨海默病、类风湿关节炎等衰老相关疾

病发病率逐年攀升。衰老相关疾病存在共同的病理基

础,即细胞衰老[1]。如何延缓衰老及衰老相关疾病的发

生发展,成为当今需要解决的重要问题。在衰老过程中,

机体全身或局部器官促炎因子与抗炎因子间稳态失衡,

出现慢性促炎性反应状态[2]。目前,炎性反应是宿主对

消除异生素和免疫系统未识别的内源性信号的反应。

成功清除病原体后炎症消退,但未消退的急性炎症会

导致疾病加重或变成慢性炎症[3]。慢性炎性反应累积

是衰老的重要特征之一,参与衰老及与衰老相关疾病

的发生发展[4],炎性反应被认为是衰老的内源性因素,

消除炎性反应可能是抗衰老的潜在策略[5],阐明慢性

炎性反应的传导和作用途径,发掘可干预的炎性反应

靶点,对延缓衰老以及干预、治疗衰老相关疾病具有重

大意义。 

肝脏属于机体内重要的高代谢率器官,参与营养

物质代谢、凝血因子支持、消化免疫、稳态调控等诸

多生理过程,随着机体衰老进程加快,肝脏细胞衰老,

会加重肝损伤和炎性反应[6]。轻度炎性反应有利于肝

脏维持自身稳态[7],但在长期慢性炎症环境中,炎症因

子对肝脏损伤的敏感性增强,肝脏再生能力和防御能

力遭到持续性破坏,更易导致机体衰老并促发多种疾

病[8]。糖原合酶激酶3β(glycogen synthase kinase-3β, 

GSK-3β)/ 哺乳 动物雷帕 霉素靶蛋 白 (mammalian 

target of rapamycin, mTOR)通路是诱发机体炎性反

应的主要通路,在肝脏中广泛表达[3,6]。减少炎性反应

的干预措施会延迟早衰小鼠模型中与年龄相关的特征

的发生,从而延长它们的寿命[9]。快速老化(sense- 

cence-accelerated mouse prone 8, SAMP8)小鼠是一

种 快 速 衰老 模 型 , 与抗 快 速 老化 (senescence- 

accelerated mouse resistant 1, SAMR1)小鼠相

比,SAMP8 小鼠伴有持续的肝脏炎性反应,是研究衰老

状态下肝脏炎性反应机制的理想模型[10]。因此,本实验

以 SAMP8 小鼠为病理模型,旨在观察电针干预前后

SAMP8 小鼠一般情况、肝脏组织中 GSK-3β/mTOR 通路

及炎性反应的变化,以期寻找可减轻肝脏组织炎性反

应的靶点,为后续研究电针是否通过抑制炎性反应延

缓 SAMP8 小鼠衰老提供实验依据。 

 

1  材料和方法 

1.1  实验动物和分值 

24 只 7 月龄雄性 SAMP8 小鼠与 12 只相同品系相

同月龄雄性 SAMR1 小鼠,体质量约为(31±2)g,均为

SPF 级且购自北京大学医学部(实验动物科学部)[许

可证号 SCXK(京)2021-0013]。小鼠于湖北中医药大学

实验动物中心适应性喂养 1 周后,无不良反应,饮食、

饮水正常。根据随机数字表随机将 SAMP8 小鼠分为电

针组和模型组,每组 12 只;正常组纳入 12 只 SAMR1 小

鼠。每组 6 只用于免疫印迹法(Western blot)检测,

另外 6 只用于苏木素-伊红(hematoxylin-eosin 

staining, HE)染色。本实验通过了湖北中医药大学动

物实验伦理委员会批准(伦理编号 HUCMS1103321941- 

64424311),实验严格遵守《关于善待实验动物的指导

性意见》相关规定。 

1.2  主要试剂与仪器 

戊巴比妥钠、多聚甲醛、乙醇、石蜡、苏木精水
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溶液、乙醇伊红染色液和二甲苯均来自国药集团;PBS

缓冲液(皮诺飞生物,PN0001);SDS-PAGE 凝胶制备试

剂盒、RIPA 总蛋白裂解液、BCA 蛋白质浓度测定试剂

盒、ECL 化学发光检测试剂盒、100×PMSF、5×蛋白

上样缓冲液、TBS(粉剂)、电泳液(粉剂)、转膜液(粉

剂 ) 、 脱 脂 奶 粉 均 购 自 ASPEN; 蛋 白 Marker 

(Thermo,26616);β-actin(Proteintech,20536-1- 

AP);白介素-4(interleukin-4, IL-4)(Proteintech, 

66142-1-Ig); 白 介 素 -6(interleukin-6, IL-6) 

(Proteintech,66146-1-Ig);GSK-3β(cellsignal, 

12456);mTOR(Proteintech,20657-1-AP);HRP-conjug

ated Affinipure Goat Anti-Rabbit IgG(H ＋ L) 

(Proteintech, SA00001-2)。 

针灸针(0.16 mm×7 mm,佳兴医疗器械有限公司);

韩氏电针仪(HANS-100A);Morris 水迷宫(成都泰盟, 

MWT-100S);扫描仪(Canon, LiDE110);倒置荧光显微

镜(日本尼康);成像系统(日本尼康, Nikon DS-U3);

干燥箱(苏州顺妙工业设备有限公司);切片刀(徕卡显

微系统贸易有限公司,徕卡 819)。 

1.3  干预方法 

    电针组参照《实验动物常用穴位名称与定位第 3

部分:小鼠》[11]相关内容选取双侧“肾俞”穴(第 2 腰

椎下两旁,背正中线旁开 3 mm)以及“百会”穴(顶骨

正中)。电针组分别在“百会”穴和双侧“肾俞”穴进

行针刺,“百会”穴稍向前平刺 1～2 mm,“肾俞”穴

稍向内斜刺 2～3 mm。双侧“肾俞”穴连接韩氏电针

仪,采用连续波,电流为 1 mA,频率为 2 Hz,15 min/次,

每日 1 次,10 d 为 1 个疗程,共进行 4 个疗程,疗程间

间隔 1 d。正常组与模型组不予任何刺激,但与电针组

同时间抓取小鼠并以相同方法束缚。 

1.4  标本采集 

干预后,称重待麻醉的小鼠,根据每10 g体质量用

0.1 mL 计算需要使用的麻醉剂数量,腹腔注射 0.3%戊

巴比妥钠麻醉小鼠。将麻醉后小鼠仰卧固定,开始取

材。每组取 6只小鼠的肝脏组织由 4%多聚甲醛进行固

定,其余小鼠肝脏组织在﹣80 ℃冰箱进行保存。 

1.5  标本检测 

1.5.1  Western blot 法检测小鼠肝脏组织中 IL-4、

IL-6、GSK-3β、mTOR 蛋白表达水平 

每组各取6只小鼠,每组取约40 mg的新鲜肝脏组

织用预冷的PBS缓冲液漂洗3次,剪成小块置于超声波

细胞粉碎机中,充分研磨后加入适当体积的组织裂解

液 RIPA 及 PMSF,使组织匀浆完全裂解。在 4 ℃下,以

12 000 r/min 速度离心 15 min,收集上清液即为总蛋

白溶液。使用 BCA 蛋白质浓度测定试剂盒测定样品蛋

白浓度。SDS-PAGE 电泳步骤如下。蛋白样品中加入 5×

蛋白上样缓冲液,100 ℃沸水浴 15 min。制胶与上样

方法如下。按浓缩胶 80 V、分离胶 110 V 进行恒压电

泳,至溴酚蓝到达胶板下沿。转膜方法如下。按照正负

极的方向摆放转膜“三明治”结构,350 mA 恒流转膜

1 h。封闭方法如下。用牛奶封闭,置于 4 ℃摇床,封

闭 1 h。封闭完成后用 TBST 洗膜,每次 5 min,共 3 次。

孵育一抗如下。β-Actin(1:2 500);IL-4(1:1 000); 

IL-6(1:3 000);GSK-3β(1:1 000);mTOR(1:500)。4 ℃

摇床,过夜。用TBST洗膜,在摇床上洗3次,每次5 min。

孵育二抗如下。HRP-conjugated Affinipure Goat 

Anti-Rabbit IgG(H＋L)(1:5 000)。4 ℃摇床,2 h。

用 TBST 洗膜,在摇床上洗 3次,每次 5 min。曝光方法

如下。配 ECL 显影液,A、B 液各 1 mL。将显影液均匀

滴于膜上,进行化学发光检测。根据不同的光强度调整

曝光条件,显影。将胶片进行扫描存档,用 Image J 软

件处理系统分析条带灰度值。 

1.5.2  HE 染色观察小鼠肝脏病理形态变化 

每组取小鼠 6 只,麻醉后将胸腹腔打开并用止血

钳固定,使心脏充分暴露,剪破右心耳,将输血器针头

自心尖部插入5～6 cm,快速灌注已经预冷的0.9%氯化

钠溶液约 250 mL,然后较缓慢灌注预冷的 4%多聚甲醛

固定液约 250 mL,至小鼠四肢出现僵直时取出肝脏,于

4%多聚甲醛中固定 48 h,石蜡包埋,冠状切片,HE 染色

(脱蜡,梯度乙醇水化,苏木素染色,盐酸乙醇分色,自

来水浸泡返蓝,伊红染色,脱水,透明,封片),镜下观

察。 

1.6  统计学方法 

采用 Graphpad9.4.1 统计软件分析所有数据。计

量资料若符合正态分布则以均数±标准差表示,若方

差齐性,组内比较采用单因素方差分析,组间比较采用

LSD 检验。以 P＜0.05 表示差异有统计学意义。 

 

2  结果 

2.1  3 组小鼠一般情况比较 

正常组小鼠皮毛光泽,毛发不易脱落,反应灵敏,

进食正常,精神可;模型组小鼠状态较差,毛发干枯脱
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落,行动明显迟缓;与模型组比较,电针组小鼠上述精

神状态、毛发色泽和心态活动情况均有所改善。 

2.2  3 组小鼠肝组织 HE 染色病理改变 

正常组小鼠肝脏组织结构完整,肝组织和肝小叶

结构清晰完整,肝细胞呈放射状排列整齐,无明显炎性

细胞浸润。模型组小鼠肝脏组织和肝小叶结构紊乱,

甚至结构被破坏,肝细胞部分肿胀破裂,有明显炎性细

胞浸润。电针组小鼠肝脏组织肝细胞受损和炎性浸润

现象减轻。详见图 1。 

 

     正常组                            模型组                              电针组 

图 1  3 组小鼠肝组织病理切片(HE) 

2.3  小鼠肝组织 IL-6、IL-4 蛋白表达水平比较 

模型组小鼠肝脏 IL-6 蛋白表达高于正常组(P＜

0.05),IL-4 蛋白表达低于正常组(P＜0.05);电针组

小鼠肝脏 IL-6 蛋白表达低于模型组(P＜0.05),IL-4

蛋白表达高于模型组(P＜0.05)。详见图 2。 

 

注:与正常组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05。 

图 2  3 组小鼠肝组织 IL-6 和 IL-4 蛋白表达比较( x ±s, n＝6) 

2.4  3 组小鼠肝组织 GSK-3β和 mTOR 蛋白表达水平比

较 

模型组小鼠肝脏 GSK-3β和 mTOR 蛋白表达高于正

常组(P＜0.05);电针组小鼠肝脏 GSK-3β蛋白表达低

于模型组(P＜0.05),mTOR 蛋白表达低于模型组(P＜

0.05)。详见图 3。
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注:与正常组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05。 

图 3  3 组小鼠肝组织 GSK-3β和 mTOR 蛋白表达水平比较( x ±s, n＝6) 

3  讨论 

糖原合酶激酶 3(GSK-3)最初被认为是响应胰岛

素信号和葡萄糖代谢的关键糖原合酶和糖原调节剂,

关于糖原主要在肝脏中制造和储存,特别是在肝细胞

中,通过 GSK-3 控制糖原是必不可少的[12]。糖原合酶激

酶β(GSK-3β)已被证实可以调节组织炎症[13],但其是

否调节炎性反应以及如何调节炎症缓解和激活尚不清

楚。从机制上讲,抑制 GSK-3 能通过增强 CREB/AP1 与

核内受体激活因子 CBP 的结合来增加 IL-10 的分泌,

同时通过阻断 NF-κβ p65 与 CBP 的结合来抑制促炎细

胞因子的表达[14]。此外,GSK-3 还能促进 JAK/STAT 通

路通过激活 STAT1、STAT3 和 STAT5,调节 LPS 和 IFN-γ

的协同作用,诱导 IL-6 的产生[15]。GSK-3β作为 GSK-3

组成成分之一,能调节包括巨噬细胞、T细胞、神经胶

质细胞等在内的多种免疫细胞,通过影响它们的增殖、

分化、存活、迁移和巨噬细胞极化来参与多种炎症反

应[16-18]。GSK-3β诱导小胶质细胞激活 NF-κβ和内源性

NO 产生 IL-6,促进小胶质细胞迁移和炎症激活[19]。靶

向沉默小鼠 GSK-3β基因,再用 IFN-γ处理其巨噬细胞,

发现 GSK-3β表达增加,IL-10 分泌减少,提示 GSK-3β

是调节 IFN-γ炎性通路的关键因素[20]。另有研究表明,

活化的 GSK-3β是 TLRs 刺激后促炎细胞因子产生的必

需条件之一[21],给予 GSK-3β抑制剂可有效抑制多种配

体如 Toll 样受体激活导致的促炎因子 IL-6、IL-1β、

TNF-α、IL-12 和 IFN-γ表达,同时促进抑炎因子 IL-10

表达[22]。此外,GSK-3β还可通过调控 NFAT、Smads、

β-catenin 等多种转录因子以发挥调节促炎与抗炎作

用,进而影响炎性反应过程的发生发展[23]。mTOR 作为

一种葡萄糖代谢调节剂,已被证实是 GSK-3β发挥作用

的经典下游靶点[24],通过自噬从而维持慢性炎症相互

作用间的平衡[25]。 

电针作为一种常用的物理刺激,能预防炎症和感

染性疾病中器官的损伤[26]。目前关于电针降低全身炎

性反应的机制研究已取得较大进展,多项研究表明,电

针可以驱动交感神经反射,激活肾上腺素以诱导局部

或全身儿茶酚胺的释放[27]或驱动迷走神经反射,产生

乙酰胆碱达到抗炎作用[28-29]。 

《素问·上古天真论》中女子以七为时间节点,

男子以八为时间节点,分别描述了生命衰老周期中存

在的生理表现。《灵枢·天年》中载有“五十岁,肝气

始衰,肝叶始薄,胆汁始灭,目始不明……百岁五脏皆

虚,神气皆去,形骸独居而终矣”,表明人体衰老过程

具有整体性,其中肝脏在衰老过程中处于重要作用[30]。

清·陈士铎《辨证录》中有记载“人有老年而健忘者,

近事多不记忆,虽人述其前事”,可见衰老是自然界的

普遍规律,是生命的正常现象,而衰老过程中伴有疾病

发生,则归于已病状态。现代医学认为,人类衰老是一

个终身的过程,在促炎反应和抑炎反应之间维持动态

平衡,这一过程被称为“炎性衰老”[31]。《素问·金匮

真言》中所述有“东风生于春,病在肝……。东方青色,

入通于肝,开窍于目,藏精于肝”,春为一年四季之始,

肝属木,喜条达,恶抑郁,承袭春季生生不息之气,肝体

阴而用阳,“肝主疏泄”,能促进人体生命活动,调畅

全身气机。在五脏生理过程中,肾为先天之本,肝藏血,

肾藏精,精血互化,肝肾同源。肾精与肝血共荣共衰。

肝调畅气机协助肾之气化,通调水道,促进水液代谢。

足厥阴肝经与督脉会于巅而交穴于百会,百会居高而

督一身之阳,交经而总气机之会,助肝调畅气机,属气

机开阖之要。前期研究基于“益肾调督”原则研究了

电针对快速老化小鼠认知障碍及中枢炎性反应的影响,

未聚焦外周器官,但肝脏炎性反应也是衰老的表征之

一,故本实验在前期的研究基础上,基于肝肾的生理病
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理联系,研究电针对肝脏的保护作用以期为靶向调控

外周器官延缓衰老提供新策略。 

本实验结果显示,与正常组比较,模型组小鼠肝脏

内 IL-4 表达水平降低,IL-6、GSK-3β和 mTOR 表达水

平升高,说明在衰老模型组小鼠肝脏内存在典型的炎

性反应。与模型组比较,电针组小鼠肝脏内 IL-4 蛋白

表达增加,IL-6、GSK-3β和 mTOR 蛋白表达降低,IL-4

是多效的抗炎因子,与多种肝脏疾病的发生发展相

关[32],说明电针可能通过下调 GSK-3β/mTOR 信号通路,

降低 IL-6 表达,提高 IL-4 表达,以改善 SAMP8 小鼠肝

脏炎性反应。肝脏 HE 染色结果也证实了电针能减轻肝

脏炎性损伤的作用。 

研究表明,GSK-3β/mTOR信号通路能激活NF-κB等

多种下游信号靶向调节通路之间的串扰,加速小鼠衰

老[33]。现阶段实验证明,电针能改善 SAMP8 小鼠肝脏促

炎因子分泌及炎性细胞浸润等炎性反应,可能与下调

GSK-3β/mTOR信号通路有关,但电针有效调控GSK-3β/ 

mTOR信号通路减轻SAMP8小鼠肝脏炎性反应乃至调控

全身炎性反应的中间环节有待进一步研究。 
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