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基于Wnt/茁-catenin信号转导通路的电针抗抑郁中枢效应机制研究 *
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摘要目的：基于Wnt/茁-catenin信号转导通路探究电针抗抑郁中枢效应机制。方法：运用随机数字表法将 144只 SD大鼠分为空
白、模型、电针及西药组，每组又分别依据干预时间进一步分为 7d、14d、21d 3个亚组。空白组不接受任何刺激。模型组大鼠采取禁

食等方式构建 CUMS抑郁大鼠模型。电针组选取百会、神庭穴施以电针。西药组每日灌胃给予氟西汀。分别于第 1d、7d、14d、21d

观测大鼠行为学指标改变情况。采用蛋白免疫印迹法检测大鼠海马内Wnt/茁-catenin信号转导通路中关键蛋白表达。结果：模型组

大鼠 OFT、SPT评分均较空白组有所下降，体质量减轻，电针组和西药组 OFT、SPT评分及体质量检测则较模型组明显上升（P约
0.05）。模型组各亚组大鼠 wnt1及 茁-catenin蛋白表达水平下降，GSK-3茁蛋白表达水平有所上升，与模型组相比，电针及西药组大
鼠Wnt/茁-catenin通路中蛋白含量趋近正常水平，且两组与模型组组间比较差异具有统计学意义(P约0.05)。结论：电针可通过调控

海马内Wnt/茁-catenin信号转导通路中关键蛋白的表达，减轻抑郁症状。
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Mechanism of Electroacupuncture Anti-depression Central Effect
Based on Wnt/茁-catenin Signal Transduction Pathway*

Probe into the central effect mechanism of electroacupuncture on anti-depression based on Wnt/ esf-catenin

signal transduction pathway. 144 SD rats were divided into blank group, model group, electroacupuncture group and western
medicine group by random number table method. The blank group did not receive any stimulation. The model group was established by

fasting and other methods. The electroacupuncture group selects baihui and shenting cave to perform electroacupuncture. In the western

medicine group, fluoxetine was administered daily by gavage. Changes in behavioral indicators were observed on 1d, 7d, 14d and 21d,

respectively. The key protein expressions in the Wnt/ hygro-catenin signal transduction pathway in the hippocampus of rats were detected

by using protein western blotting. The OFT, SPT scores and body weight of model group were obviously lower than those of the
control group, while the OFT, SPT scores and body weight of the electroacupuncture group and the western medicine group were

significantly higher than those of the model group (P<0.05). The expression levels of wnt1 and hygrin-catenin in rats in each subgroup

were decreased, and the expression levels of gsk-3 human protein were increased. Compared with the model group, the protein levels in

Wnt and hygr-catenin pathways in rats in the electroacupuncture and western medicine group were close to normal, and the comparison

between the two groups and the model group was statistically significant(P<0.05). Electroacupuncture can reduce depressive
symptoms by regulating the expression of key proteins in the Wnt/ human-catenin signal transduction pathway in the hippocampus.
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前言

抑郁症是以持续而显著的兴趣缺失及情绪消沉为主要临

床表现的常见精神障碍综合性疾病，临床可见心境低落及情绪

消沉，甚则悲观厌世有自杀行为，其病因病机十分复杂[1-4]，相关

阐释目前仍不十分明确。

Wnt信号转导通路参与生物整个生命周期[5]。研究表明调

控Wnt信号可能是改善情绪障碍类疾患的一个重要靶点[6]。大

部分抑郁患者常处于急慢性应激刺激境况中，而此类应激事件

和异常的Wnt信号之间存在联系[7]，但其具体的机制尚未被完

全阐明。本研究以Wnt/茁-catenin信号转导通路为切入点，采用

电针为主要治疗手段，进一步探寻抑郁证的发病机制，以期弥

补抑郁症脑内神经传导通路相关的针灸疗法获效机制研究的

不足。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组
清洁级健康 SD雄性大鼠 180 只购于黑龙江中医药大学

动物实验中心[动物许可证号：SYXK(黑)2013-012]，体质量控

制在 200± 20 g，适应性饲养一周。其后，通过旷场实验筛选出
144只水平与垂直总计数在 30-120之间的大鼠纳入实验，采用

随机数字表法将其分为空白组、模型组、电针组和西药组，每组

36只，在此基础上每组再依照干预时间不同分为 7d、14d、21d

3个亚组，每亚组 12只。实验过程中对动物的处置符合国家科技

部 2006年颁发的《关于善待实验动物的指导性意见》的规定。
1.2 主要仪器及试剂

针具：华佗牌针灸针(规格：0.25 mm× 25 mm)；电针仪：青

岛鑫升实业有限公司 G6085-II型；电热恒温箱：上海一恒；氟西

汀：礼来苏州制药有限公司 (批号：4501A)；wnt1抗体：Abcam

(批号：AB85060，规格 100mg)；茁-catenin抗体：CST(批号9582S，

规格 100 滋L)；GSK-3茁抗体：CST(批号 9315S，规格 100 滋L)。
1.3 模型构建

除空白组外，余组皆通过旷场实验筛选后次日进行相关造

模操作，参照 Willner 和 Hennessy[1]等的建模方式构建 CUMS

抑郁大鼠模型，造模动物全部接受孤养。每一亚组大鼠在各自

实验期间内需接受各项不同刺激，项目主要涉及禁食(24h)、禁

水 (24h)、夹尾 (3 min)、冰水游泳 [8](10℃，5 min)、水平震荡 (2
min)、昼夜颠倒[9](24h)及温箱刺激(40℃，5 min)，根据实验计划

每组每种刺激项目需满足使大鼠不可预判的条件。

1.4 实验动物干预方式
电针组：选穴参照全国针灸学会实验针灸研究会制定的

《实验动物针灸穴位图谱》进行选穴，选取相当于人体解剖部位

的百会、神庭穴，平刺进针，方向由百会刺向神庭，针刺深度为

0.5-1cm，使用 HANSLH202 型电针治疗仪，正极百会，负极神

庭，频率控制为 2Hz，电流强度稳定在 0.6mA，针刺强度以大鼠

头部微颤而不嘶叫为宜，每日 1 次，每次 20分钟，疗程为 21

天；西药组：在造模期间，每天按体重 0.18 mg/kg，0.018 mg/mL

浓度配比进行灌胃给药，日 1次。除空白组外其余各组纳入实

验后即开始相应造模操作，保持于应激刺激前给予治疗，并且

间隔不少于 1h，持续至取材当日。

1.5 取材及样本制备

分别于第 7d、14d、21d，各实验组完成相应实验项目后，以
10%的水合氯醛按 0.3 mL每 100 g体质量对大鼠进行腹腔注

射麻醉，麻醉后，迅速断头，将所需脑组织在冰板上快速取出，

摘除额极，并对左右大脑半球海马组织进行分离，快速封存于

冻存管内，-80℃液氮速冻，以待进行下一步操作。
1.6 指标检测
1.6.1 旷场实验(open field test，OFT) 放置一立方形敞箱(100

cm× 100 cm× 40 cm)，将其内外壁及底面均漆成黑色，并划分

为 25个方格，遮蔽外界视野，降低周围噪音。将大鼠自笼中取

出称量后置于清洁敞箱的中央空格，开始计时，观察其 5 min

内的自由活动，计得大鼠穿越底面得分(三爪或四爪进入同一

格记 1分)与直立次数得分(大鼠前双足同时离开地面记 1分)

的总和，每只大鼠监测完毕后清理大鼠排泄物、移动痕迹并消

除气味，减少其它因素对实验客观性影响。分别在实验第 1d、
7d、14d、21d评测大鼠行为活动的变化。
1.6.2 蔗糖水偏好实验 (Sucrose preference test，SPT) 将称量

后的常温状态的 1%蔗糖水及纯净水各 1瓶同时给予 24小时

禁水后的受试孤养大鼠，与此同时记录予其两种液体的时间，每

12h更换两种溶液瓶的位置以减少由侧偏压产生的偏倚。24小

时后分别再次对蔗糖水及纯净水进行称重，计算 24小时内大

鼠分别消耗蔗糖水及纯净水含量。于实验的第 1d、7d、14d、21d

分别对大鼠蔗糖水消耗量进行评测，观察其发展变化趋势。

1.6.3 体质量评测 (Weight measurement) 本实验均选取体重

在 200± 20g范围内的健康清洁级雄性 SD大鼠，分别于各实

验组第 1d、7d、14d、21d称取其体质量数据，取三次测量的平均

值作为实际体重，并观察其体重变化趋势及其它行为学改变。

1.6.4 蛋白免疫印迹法(Western-Blot) 细胞按 1× 106数量种

于六孔板，培养过夜，细胞完全舒展覆盖板底 90%，后提取相应

蛋白。首先进行将细胞进行裂解制备蛋白样品，随后进行蛋白

浓度测定，进而进行灌胶及转膜孵育一抗二抗，完成

SDS-PAGE电泳及抗体杂交。用 Gel-pro Analyzer 4.0图像分析

软件测定各目的蛋白积分光密度(IOD)值。
1.7 统计学处理

采用 SPSS22.0统计软件进行数据分析。所有数据以 x ±
SD 表示，多组间总体比较方差齐者采用(ANOVA)，方差不齐

时采用秩和检验。两组间比较采用 t检验。以 P约0.05为差异有
统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠行为学改变情况
2.1.1 各组大鼠 open-filed test评分比较 模型构建成功前，各

组 open-filed test评分差异无统计学意义(p>0.05)。实验第 7d，
与空白组相比，其余各组评分均显著下降(p<0.01)，与模型组相

比，电针及西药组大鼠评分有所提升，差异具有统计学意义(p<
0.05)；实验第 14d，与空白组相比，模型组大鼠评分显著降低(p<
0.01)，与模型组相比，电针组及西药组大鼠评分有所回升，差异

具有统计学意义(p<0.05，p<0.01)；实验第 21d，与空白组相比，

模型组大鼠旷场实验评分显著下降(p<0.01)，与模型组相比，电

针及西药组大鼠旷场实验评分显著提高(均 p<0.01)。但西药组
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与电针组大鼠在各干预时间段内组间评分对比不具统计学差

异(p>0.05)。详见图 1。

2.1.2 各组大鼠蔗糖偏好实验结果比较 模型构建成功前，各

组评分差异无统计学意义(p>0.05)。实验第 7d，与空白组比较，

模型组大鼠蔗糖水消耗量明显下降(p<0.01)，与模型组相比，电

针及西药组蔗糖水消耗量不具明显差异(p>0.05)；实验第 14d，

与空白组相比，模型组蔗糖水消耗量显著下降(p<0.01)，与模型
组相比，电针与西药组蔗糖水消耗量有所升高(p<0.05)；实验第
21d，与空白组相比，模型组大鼠蔗糖水消耗量显著降低，与模

型组相比，电针与西药组大鼠蔗糖消耗量显著回升(p<0.01)。但

西药组与电针组大鼠在各干预时间段内组间 1%蔗糖水消耗对

比不具统计学差异(p>0.05)。详见图 2。

2.1.3 各组大鼠体质量变化水平比较 模型构建成功前，各组

评分差异无统计学意义(p>0.05)；实验第 7d，与空白组比较，模

型组体质量下降明显(p<0.01)，与模型组相比，电针及西药组大

鼠体质量有所回升(p<0.05)，但两组组间的差异并无统计学意

义(p>0.05)；实验第 14d及 21d，相较于空白组，模型组大鼠体

质量下降显著(p<0.01)，相较于模型组，电针组及西药组大鼠体

质量提升显著(均 p<0.01)，且电针及西药组大鼠组间体质量对
比不具有统计学意义(p>0.05)。详见图 3。

2.2 电针对 Wnt/茁-catenin信号转导通路中关键蛋白表达水平

的改变

2.2.1 各实验组Wnt1蛋白表达水平改变 模型构建成功前，

各组 wnt1表达比较差异无统计学意义(p>0.05)；实验第 7d，四

组间 wnt1表达比较未见明显统计学差异(p跃0.05)；14d及 21d，
与空白组相比，模型组大鼠Wnt1蛋白表达显著下降(P约0.01)，

与模型组相比，电针组及西药组大鼠Wnt1蛋白表达有所上升，

差异具有统计学意义(均 p约0.05)，但电针及西药组大鼠组间蛋

白表达水平对比未见明显统计学差异(p跃0.05)。详见图 4-7。

2.2.2 各实验组 茁-catenin蛋白表达水平改变 模型构建成功

前，各组 茁-catenin 蛋白表达比较差异无统计学意义(p>0.05)；
实验第 7d，四组 茁-catenin蛋白表达对比未见明显统计学差异
(p跃0.05)；14d 及 21d，与空白组相比，模型组大鼠 茁-catenin 蛋

白表达显著下降(P约0.05，P约0.01)，与模型组相比，电针组及西

药组大鼠 茁-catenin蛋白表达有所上升，差异具有统计学意义
(均 p约0.01)，但电针及西药组大鼠组间蛋白表达对比未见明显
统计学差异(p跃0.05)。详见图 8-11。

图 3各实验组大鼠体质量变化情况

Fig.3 Changes in body weight of rats in each experimental group

注：与空白组相比，**p<0.01，与模型组相比，#p<0.05，##p<0.01。
Note: **p<0.01 vs control group; #p<0.05, ##p<0.01 vs model group.图 1各实验大鼠组旷场实验评分结果比较

Fig.1 Comparison of the scores of open field experiment in each

experimental rat group

注：与空白组相比，**p<0.01，与模型组相比，#p<0.05，##p<0.01。
Note: **p<0.01 vs control group; #p<0.05, ##p<0.01 vs model group.

图 2各实验组大鼠蔗糖偏好变化情况

Fig.2 Changes in sucrose preference in rats in each experimental group

注：与空白组相比，**p<0.01，与模型组相比，#p<0.05，##p<0.01。
Note:**p<0.01 vs control group; #p<0.05, ##p<0.01 vs model group.

图 4各实验组 7d Wnt1蛋白表达水平

Fig.4 7d Wnt1 protein expression level in each experimental group

图 5各实验组 14d Wnt1蛋白表达水平

Fig.5 14d Wnt1 protein expression level in each experimental group

图 6各实验组 21d Wnt1蛋白表达水平

Fig.6 21d Wnt1 protein expression level in each experimental group
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图 11各实验组 茁-catenin蛋白 IOD值比较

Fig.11 Comparison of IOD values of 茁-catenin protein in each

experimental group

注：与空白组相比，**p<0.01，与模型组相比，#p<0.05，##p<0.01。
Note: **p<0.01 vs control group; #p<0.05, ##p<0.01 vs model group.

2.2.3 各实验组 GSK-3茁蛋白表达水平改变 模型构建成功

前，各组 GSK-3茁表达比较差异无统计学意义(p>0.05)；实验第
7d，与模型组相比，西药组大鼠 GSK-3茁蛋白表达有所下降，差
异具有统计学意义(p约0.05)；14d及 21d，与空白组相比，模型组

大鼠 GSK-3茁蛋白表达显著上升(P约0.05)，与模型组相比，电针

组及西药组大鼠 GSK-3茁蛋白表达有所降低，差异具有统计学
意义(P约0.05，p约0.01)，但电针及西药组大鼠 GSK-3茁 蛋白表达
对比差异未见明显统计学意义(p跃0.05)。详见图 12-15。

3 讨论

分析整体行为学数据可知，于 OFT实验中模型组大鼠水

平及垂直运动减少，活动度减小，不动时间提升，提示其自主运

动减少并对新鲜环境和事物的缺乏好奇性；在 SPT实验过程

中，模型组大鼠 1%蔗糖水消耗量显著下降，表明其欣快感降低

或缺失；在体质量评测过程中模型组大鼠体重和摄食量均有所

下降，可推知模型组大鼠对食物奖赏的愉悦感降低，呈明显抑

郁样行为[10-12]，与之前相关文献表述相吻合，由此可知，本实验

抑郁模型复制成功。相较于模型组大鼠，电针组及西药组大鼠

行为学指标评测均显著提高，可知两种干预方式均可有效改善

大鼠抑郁样行为，进而治疗抑郁症。又因干预组间比较无显著

差异，因此可推知二者可能具有近似的疗效。

最新研究表明，Wnt信号通路是一类高度保守的信号通路
[13]，在动物胚胎的早期发育、器官形成、组织再生和其它生理病

理过程中至关重要 [14，15]。该通路中关键蛋白主要涉及Wnt蛋
白、茁- 连环蛋白(茁-catenin)、糖原合成酶激酶 3茁(GSK-3茁)等。
Wnt蛋白作为一种分泌性糖蛋白，以自分泌或者旁分泌途径发

挥作用，在机体内广泛表达。它通过与靶细胞膜上的受体家族

成员结合，介导胞内经典的Wnt/茁-catenin信号通路并对特定

基因表达起调控作用，在神经系统发育过程中具有重要作用。

茁-catenin为多功能蛋白，具有介导细胞粘附及信号传导的作

图 7各实验组Wnt1蛋白 IOD值比较

Fig.7 Comparison of IOD values of Wnt1 protein

in each experimental group

注：与空白组相比，**p<0.01，与模型组相比，#p<0.05，##p<0.01。
Note: **p<0.01 vs control group; #p<0.05, ##p<0.01 vs model group.

图 8各实验组 7d 茁-catenin蛋白表达水平

Fig.8 7d 茁-catenin protein expression level in each experimental group

图 9各实验组 14d 茁-catenin蛋白表达水平

Fig.9 14d 茁-catenin protein expression level in each experimental group

图 10各实验组 21d 茁-catenin蛋白表达水平

Fig.10 21d 茁-catenin protein expression level in each experimental group

图 12各实验组 7d GSK-3茁蛋白表达水平
Fig.12 7d GSK-3茁 protein expression level in each experimental group

图 13各实验组 14d GSK-3茁蛋白表达水平
Fig.13 14d GSK-3茁 protein expression level in each experimental group

图 14各实验组 21d GSK-3茁蛋白表达水平
Fig.14 21d GSK-3茁 protein expression level in each experimental group
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图 15各实验组 GSK-3茁蛋白 IOD值比较

Fig.15 Comparison of IOD values of GSK-3茁 protein

in each experimental group

注：与空白组相比，**p<0.01，与模型组相比，#p<0.05，##p<0.01。
Note: **p<0.01 vs control group; #p<0.05, ##p<0.01 vs model group.

用。作为Wnt/茁-catenin信号通路的第二信使，可启动促使细胞

分裂的基因，在神经元功能活动中具有重要意义。GSK-3茁为降
解复合体中的蛋白激酶可作用于众多信号蛋白和转录因子，调

控细胞的分化、增殖及凋亡，在 Wnt/茁-catenin信号通路中主要

作用是磷酸化游离的 茁-catenin进而激活经典通路。通过前期

实验研究我们发现抑郁大鼠病情进展过程中伴随着海马神经

结构及功能改变，而此通路与海马神经重塑以及抗抑郁药物的

作用靶点密切相关，因而本实验以此通路为突破点进行相应机

制研究。通过实验我们发现，抑郁证发生发展过程中伴随着

Wnt/茁-catenin信号通路的异常表达[16，17]，通路中 Wnt1蛋白、茁-

连环蛋白 (茁-catenin) 表达水平有所下降，糖原合成激酶 3茁
(GSK-3茁)有所上升，而经过电针及西药干预，CUMS大鼠抑郁

症状有所缓解，蛋白表达水平趋于正常，这提示电针及西药可

有效抗抑郁，电针与Wnt信号转导通路存在调控和交互作用[18]，

又因二者组间对比无统计学意义，因此二者可能具有近似疗效。

与此同时，纵观整体数据我们发现，电针抗抑郁过程中改

善大鼠行为学表现起效时间优于微观调控蛋白起效时间，因此

我们推测电针抗抑郁可能对于行为学症状改善更为迅速。

实验过程中存在有个别样本脱落的状况，死亡原因可能是

由于其对电针束缚和西药的不耐受及个体差异。并且由于液氮

补充不及时导致部分蛋白样本发生降解，为此我们进行了多次

重复性实验，以确保实验数据的真实有效性。

本实验基于 Wnt/茁-catenin信号转导通路，采用中医特色

电针疗法进行抗抑郁中枢机制研究，从宏观和微观角度揭示了

电针对抑郁生物行为学及微观蛋白和神经转导通路的调控作

用，进一步证明了电针抗抑郁的有效性，可为后续实验研究提

供科研思路及实验室依据，也可为临床抗抑郁药物的研发提供

新靶点。

抑郁症发病机制十分复杂[19，20]，我们认为相关机制的研究

和阐释需进一步深化，行为学症状缓解与蛋白调控之间存在何

种关联，电针有效和增效机制也有待进一步探索，与此同时，实

验手段和检测方式也需调整优化，完善细节，以保证更加高效

科学地完成科研项目。
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机视野细胞密度显著减少，细胞增殖水平明显降低，而 NC组

细胞增殖水平也降低（图 3b），这与 NC 组 CyclinD1蛋白表达
量轻微低于 BC组相一致，可能是 lipo2000对细胞的慢性毒性

或者是由于阴性序列对细胞有一定的毒性作用所致，但是这种

毒性作用并不是阴性序列沉默 TCAB1基因所致，因为 qPCR

结果中 NC组并未显示 TCAB1mRNA的降低。

细胞周期蛋白在细胞周期的不同阶段发挥调控作用。在这

些细胞周期蛋白中，细胞周期蛋白 D非常重要。在细胞周期调

控过程中，CyclinD1参与细胞周期从 G1期到 S期的转换[19, 20]。

因此，我们转染 siTCAB1-749 后 48 h，对 BC、NC、siT-

CAB1-749 组细胞周期进行检测，发现 siTCAB1-749 组处于
G1期细胞比率与阴性对照组和空白组比较有所增加，处于 S

期细胞比率减少。Western blotting结果显示 siTCAB1-749 组
CyclinD1蛋白表达量明显低于 BC和 NC组，与细胞周期结果
符合（图 4）。然而，沉默 TCAB1抑制平滑肌的增殖是通过调节

端粒酶的活性还是端粒的长度，其机制还需要进一步研究。

综上所述，沉默 TCAB1能抑制 HAVSMC增殖，其机制与阻碍

细胞周期蛋白 CyclinD1有关。
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