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针刺对帕金森抑郁大鼠血清及脑组织 SP含量的影响 *
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摘要 目的：探讨针刺(常规针刺、调神畅志针刺)对帕金森抑郁大鼠血清和脑中 SP含量变化影响。方法：采取 6-羟基多巴胺

（6-OHDA）单侧纹状体双靶点注射法对大鼠进行帕金森（PD）造模并用阿普吗啡（APO）诱导实验检测。成功后，在 PD模型基础上

结合慢性不可预见温和应激（chronic unpredictable mildstress，CUMS）法进行帕金森抑郁（PDD）模型建立。将造模成功的 40只

PDD大鼠随机分为药物组、模型组、常规针刺组、调神畅志针刺组，每组 10只，并设空白组 10只，予相应治疗 4周。采用免疫组织

化学法和 ELISA法对脑组织和血清中神经肽类 P物质(SP)含量检测。结果：与空白组比较，模型组大鼠脑及血清 SP含量显著升

高(P<0.01)。与模型组比较，药物组大鼠脑及血清 SP含量无明显变化（P>0.05），常规针刺组、调神畅志针刺组大鼠脑及血清 SP含

量均明显降低 (P<0.05)。与常规针刺组相比，调神畅志针刺组大鼠脑及血清中 SP显著降低(P<0.05，P<0.01)。结论：针刺对帕金森
抑郁大鼠脑及血清中 SP含量均有调节作用，且调神畅志针刺组优于常规针刺组，而美多芭与氟西汀药物对帕金森抑郁模型大鼠

脑及血清中 SP含量无明显调节作用。
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Effect of Acupuncture on SP Content in Serum and Brain Tissue of Rats
with Parkinson's Depression*

To investigate the effects of different acupuncture (ordinary acupuncture, Tiaoshen Changzhi acupuncture)

on the changes of SP content in serum and brain tissue of rats with Parkinson's depression. The model of Parkinson's disease

(PD) in rats was established by double target injection of 6-OHDA unilateral striatum and detected by APO induction test.After success, a

PD model was established based on the chronic unpredictable mildstress (CUMS) method. Forty PDD model rats were randomly divided

into drug group, model group, ordinary acupuncture group and Tiaoshen Changzhi acupuncture group, with 10 rats in each group and 10

rats in blank group. They were given corresponding drug therapy or acupuncture therapy for 4 weeks.Immunohistochemistry and ELISA

were used to detect SP content in brain tissue and serum. Compared with blank group, SP content in brain and serum of model

group was significantly increased (P<0.01). Compared with the model group, the contents of SP in brain and serum of the drug group had

no significant changes (P＞0.05), but the contents of SP in brain and serum of the ordinary acupuncture group and the Tiaoshen Changzhi

acupuncture group were significantly decreased (P<0.05). Compared with ordinary acupuncture group, SP in brain and serum of rats in

Tiaoshen Changzhi acupuncture group was significantly decreased (P<0.05, P<0.01). Different acupuncture can regulate SP

content in brain tissue and serum of rats with Parkinson's depression, and Tiaoshen Changzhi acupuncture group is better than ordinary

acupuncture group, while metobar and fluoxetine have no significant regulating effect on SP content in brain tissue and serum of rats with

Parkinson's depression.

General acupuncture therapy; Tiaoshen Changzhi acupuncture treatment; Parkinson's depression; Neuropeptide sub-

stance P
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前言
帕金森病 ( Parkinson' s disease, PD)作为神经系统变性疾

病，在大脑黑质纹状体通路中存在着退行性改变，表现为静止
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震颤、肌强直、运动迟缓及步态异常等[1]。随着人们对 PD中存

在的非运动性症状（non-motorsymptoms，NMS）认识日益加深，

人们逐渐意识到这些非运动性症状在帕金森病的治疗甚至诊

断中起着极其重要的作用，有时甚至占据主导地位[2]。其中 PD

伴随抑郁（Parkinson's disease with depression，PDD）的发生在

NMS中位居榜首，各种文献报道其患病率在 7%-90%，平均为

40%[3]。不单是临床前表现，到病情后期作为并发症，对患者生

活质量的影响也是非常巨大的[4]，因此成为了 PD进展的危险

因素。神经肽类 P物质(substance P，SP)慢慢出现在了大众的视

野中，被公众所熟知，它在抑郁的发病机理上扮演着极为重要

的角色[5]。众多研究报道 SP可作用多巴胺（DA）能通路，尤其是

改变黑质纹状体通路，使其产生很大变化。P物质 -神经激肽 1

（SP-NK1）[6]信号传导的通路不但能够被抗抑郁类药物阻断，还

能够改善中缝背核（DRN）中 5-羟色胺(5-HT)能神经递质的传

递效果[7]。我们既往研究表明 PD大鼠脑内 DA的含量可以通

过电针干预而发生明显改善、PDD大鼠脑内 5-HT与 NE水平

也可以通过电针干预而明显升高，从而调整大鼠的抑郁状态[8]。

但针对 SP的临床研究还不充足，因此本课题通过建立帕金森

抑郁大鼠模型，观察不同针刺对脑组织和血清中 SP的影响，从

而揭示不同针刺干预上述指标的优效性。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康 SPF级雄性 SD大鼠 50只，体重（200± 20）g，辽宁省

动物实验中心提供，合格证编号：SCXK (辽)2015-0001。温度

（22-25℃），湿度（35± 2％），所在环境噪音（40± 10）分贝，自然

光线，正常进食和饮水。

1.2 主要试剂及仪器

美多芭（0.25 g/ 片，上海罗氏制药有限公司）；氟西汀

（20 mg/片，礼来苏州制药有限公司）；6-羟基多巴胺 ( 6-OH-

DA，美国 SIGMA公司）。ELISA检测 SP试剂盒(北京，百奥莱

博，ARB11998)；免疫组化 SP试剂盒(北京博奥森，SP-0022)；安

迪牌针灸针( 0.25 mm× 25 mm，贵州安迪药械有限公司)；脑立

体定位仪(美国 PE公司生产)。

1.3 动物模型的制备

单侧纹状体双靶点法制备 PD模型。将麻醉后大鼠固定于

脑立体定位仪，参照文献图谱坐标点注射：第 1 点（前囟前

0.7 mm，中线右侧 3.0 mm，硬膜下 4.5 mm）及第 2点（前囟后

0.2 mm，中线右侧 2.6 mm，硬膜下 6.0 mm）分别注入 15 滋g的
6-OHDA。缓慢退针前先停留 5min。假手术组将等量 0.2%维生

素 C的生理盐水注入上述坐标点。正常组大鼠不予任何操作。

6周后采用APO诱导实验判断造模情况。造模成功的 PD大鼠使

用慢性不可预见温和应激法（CUMS)[9]来进行 PDD模型制作。

1.4 分组及实验方法

采用随机数字表法将 50只大鼠分为空白组、模型组、药物

组、常规针刺组，调神畅志针刺组，各 10只。空白组不作处理。

模型组：2 mL生理盐水灌胃，每天 1次，连续 4周。药物组：氟

西汀（6 mg/kg）同美多芭（50 mg/kg）研末溶于 2 mL生理盐水灌

胃，每天 1次，连续 4周。常规针刺组：参照《实验动物针灸穴位

图谱》选择治疗帕金森病的 "舞蹈震颤控制区 "，依据《针灸学》

十三五教材中能够治疗抑郁的穴位，取双侧神门、太冲，连续 4

周，0.25 mm× 25 mm毫针每天 1次进行针刺，留针时间为 20

min。调神畅志针刺组：选取王顺教授 "调神畅志 "三六九针

法，百会透太阳、气海、双侧三阴交、双侧太冲。百会向单侧太阳

方向沿皮斜刺，两侧太阳轮换进行，其余穴位连续 4周，0.25

mm× 25 mm毫针每天 1次进行针刺，留针同样为 20 min。

1.5 检测指标及方法

1.5.1 APO诱导实验大鼠旋转行为检测 在大鼠皮下背部的

位置注射 APO(0.5 mg/kg），使大鼠出现持续向健侧首尾环曲转

动的现象，360° 代表一转（r），注射 10分钟后记录大鼠转动开

始的时间、维持时间以及开始后 1h内的转数。

1.5.2 体重测定 分别记录各组大鼠第 1天，第 7天，第 14天

和第 21天其体重与初始体重的差值。

1.5.3 1%蔗糖溶液偏好实验 1瓶 1%蔗糖溶液＋1瓶纯水，

禁食。12 h后取走两瓶称重，记录糖水消耗和纯水消耗。糖水偏

好指数% =糖水消耗量 /(糖水消耗量 +纯水消耗量)× 100%。

1.5.4 矿场实验 采用开口观察盒 (50 cm× 50 cm× 30 cm)并

用与大鼠毛色相反的颜色覆盖内壁，底部分为 25等分的方块。

将大鼠放入盒底中央区域适应 30S后进行测试，记录水平总距

离及垂直得分。

1.5.5 免疫组织化学染色法检测脑组织 SP含量 10%水合氯

醛（360 mg/kg）对大鼠腹腔注射麻醉后暴露其心脏及主动脉。

将 200 mL生理盐水以 40 mL/min速度注入心脏以冲刷血液，

待右心耳流出无色液体时将 4%多聚甲醛的磷酸缓冲液（PB）

200 mL灌注心脏。灌注成功的标志是大鼠出现抽搐、僵直、颤

抖后全身变白。剥离颅骨取脑组织置于 4%多聚甲醛固定 6-8 h

后做冰冻切片。严格按照试剂盒说明进行，将冰冻切片室温下

放置 20 min，随后放入 4℃丙酮固定 5-10 min，放入烘箱中进行

20 min的干燥处理，摇床冲 3次，每次 5 min。切片抗原修复，消

除内源性过氧化物酶的活性。去 PBS液，各切片滴入 1滴正常

山羊血清，密闭 30 min于 37℃的环境里，而后将指标所需要的

50 滋L一抗滴入并摇匀放置于 4℃冰箱 1夜。翌日取出于室温

静止 30 min，用 0.01 mol/L的 PBS冲洗 5 min，冲 3次。0.01

mol/L的 PBS 替代一抗作为对比组。二抗滴入刚配置好的

DAB溶液 1滴，在显微镜下观察到红或棕色则为阳性。将玻片

放于染色缸流水稀释可终止 DAB显色，显微镜下观察到无

DAB颗粒附着表示终止成功。将水分甩净后滴入 2滴苏木素，

用 1%氨水返蓝后流水冲洗。干燥后滴入 1滴中性树脂并用盖

玻片封好放于通风橱 15 min，观察照相。

1.5.6 ELISA法检测血清中 SP含量 断头取脑组织的同时

进行血清的采集，于大鼠的尾部进行无菌静脉采血，将采集的

血液标本放于 4℃的冰箱 3 h便于其沉降完全。3000 r/min离心

15 min后取其上清液，放于 -20℃的实验箱，并按照 ELISA试

剂盒的说明要求测定 SP的含量。

1.6 统计学方法

采用 SPSS22.0软件，以均数± 标准差(x± s)表示，组间数
据采用单因素方差分析，采用 LSD（least significant difference）-t

检验进行组间两两比较，P＜0.05有统计学意义。

2 结果
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2.1 体重测定结果

21天后，PDD组与空白组相比体重增长变化百分率 [10]降

低，且 PDD组大鼠出现精神萎靡，食欲不振，毛发缺乏光泽的

状态，两组相比差异显著，P＜0.05。见表 1、图 1。

2.2 1%蔗糖溶液偏好实验结果

21天后，与空白组相比，PDD组大鼠蔗糖溶液偏好度[11]下

降，差异显著，P＜0.05。见表 1、图 1。

2.3 旷场实验结果

21天后，旷场实验[12]结果可以看出，PDD组水平总距离及

垂直得分与空白组比较明显降低，差异显著，P＜0.05。见表 1、

图 1。

Note: on day 21, there were significant differences between PDD group and blank group in weight gain, 1% sucrose solution preference result, total

distance of level and vertical score in open field experiment (P<0.05).

表 1 各组大鼠实验结果

Table 1 Experimental results of rats in each group

Groups Amount(n)
1%Sucrose solution

preference

Field test

Total distance of level（cm） Vertial score

Blank Group 10 73.32± 4.72 14991.375± 2692.359 18.012± 6.029

PDD Group 40 53.24± 5.62 5172.952± 4655.690 4.101± 3.845

图 1 两组体重变化、1%蔗糖溶液偏好结果、旷场实验垂直得分及水平总距离比较

Fig.1 Comparison of body weight change, preference result of 1% sucrose solution, vertical score and total distance of level in open field experiment

between the two groups

2.4 各组大鼠脑组织中 SP含量比较

治疗后，与模型组相比，药物组大鼠脑组织中 SP含量无明

显变化（P>0.05），常规针刺组、调神畅志组大鼠脑组织中 SP含

量降低(P<0.05)；与常规针刺组相比，调神畅志组大鼠脑组织中
SP含量降低明显(P<0.05)。见图 2。

图 2 各组大鼠脑组织中 SP含量比较

Fig. 2 The content of SP in brain tissue of rats in each group was compared

2.5 各组大鼠血清中 SP含量比较

治疗后，与模型组比较，药物组大鼠血清中 SP含量无明显

变化（P>0.05），常规针刺组、调神畅志组大鼠血清中 SP含量降

低 (P<0.05)；与常规针刺组相比，调神畅志组大鼠血清中 SP明

显降低(P<0.01)。见图 3。

3 讨论

帕金森抑郁（PDD）是帕金森病（PD）重要的非运动并发

症[13]。PD作为神经系统变性疾病，与遗传、神经系统老化等诸

多因素有关。临床表现为动作缓慢、静止震颤、肌强直等运动症
状，亦包括精神、嗅觉障碍等非运动症状。其中在精神障碍方

面，抑郁症状最让患者感到困扰，目前 PD患者中，40％～70％

图 3 各组大鼠血清中 SP含量比较

Fig.3 Comparison of SP content in serum of rats in each group
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合并抑郁[14]。抑郁不但影响患者生活质量且加重残疾率[15]。PDD

主要临床特征表现为持久的闷闷不乐、悲观厌世等情绪症状，

病情重者还可出现幻觉、妄想、思维迟缓、缺乏主动性等表

现[16]。中医理论中属于 "颤证 ""郁证 "合病，导致本病产生的

最根本原因[17]是髓海空虚、气机郁滞。王顺教授临床从医 30

载，针灸实践提出 "调神畅志 "三六九针法[18-22]。调神畅情最早

见于《北堂书钞·卷一四二》日："安虑润气，调神畅情 "。

SP作为神经肽类物质，在很多脑区表达都很丰富[23]，如下

丘脑、杏仁核以及导水管周围灰质。很多免疫和炎症反应也有

它的参与，其作为神经递质具有兴奋性，在焦虑、抑郁等进展中

常表达水平很高[24]。SP在细神经纤维内分布，经刺激后释放于

中枢及外周末梢，在下丘脑、蓝斑(调节觉醒区域)表达很高，从

而使该区域神经元兴奋性增强，而致患者睡眠出现问题，诱发

抑郁、焦虑[25]。因此 SP在抑郁发病机理上所扮演的角色逐渐受

到广大科研工作者的高度关注[26]。

本实验选用 CUMS法使刺激出现的随机性和多样性让大

鼠无法判断，可以较好模拟现实生活中人类遇到的困难及挫

折。并且在这种长期多变和不可预见温和应激下，抑郁的核心

症状出现了，就是大鼠对糖水的消耗明显减少 --奖赏反应性下

降，即快感缺失。造模出现的这种抑郁样症状可以维持很长时

间，是目前使用比较成熟可靠，也是应用最为广泛的模型[27]。

本课题调神畅志组选取“百会”“太阳”“气海”“三阴交”“太

冲”，通过调整脑肠轴及紊乱的 HPA[28]轴从而改善抑郁症状。百

会穴居于头顶，与脑部密切联系，人的头部为阳气汇聚之所，百

脉交汇之处，因此百会不但能通达阳脉还能联络阴脉，连贯全

身，调节机体阴阳平衡。调百会有奉养元神，健脑宁心之功。印

堂穴位于前额属经外奇穴，有醒脑开窍、明目安神、疏通经络之

功[29]。太冲是足厥阴肝经原穴，具有调肝经之气、平熄肝经之

风、通络止痛之功。三阴交是足太阴脾经腧穴，为肝脾肾三经交

会穴，气血旺盛，可疏通经络、健脾和胃、有补脾益肾调肝之功。

气海位于任脉，祖国医学认为此处为人体之中央，生气之源，人

身真气由此而生，具有温阳益气、扶正固本、培元补虚之功。诸

穴共同配伍，既治标又治本，增强醒神舒情、健脑宁神、定惊宁

心之功。

本研究制作 PD大鼠的方法是用 6-OHDA对纹状体进行

双靶点注射，而后采用 CUMS法建立 PDD模型。既达到了实

验目的，也较好模拟了人类帕金森抑郁病程不断进展的情况。

制备 PDD模型的实验方法有很多，被报道出的也不胜枚举，不

过本实验采用的制备方法能够有效降低大鼠的死亡率，经

APO诱导后造模成功率也比较高，既降低成本减少不必要的

大鼠死亡，又为研究 PDD提高了时效[30]。

为证实 PDD模型成功，本实验采用体重测定方法、1%蔗

糖浓度偏好实验以及旷场实验进行评判。体重测定方面，在第

21天时 PDD大鼠体重下降最为明显，表现为精神萎靡，食量

减少，毛发缺乏光泽，不愿进食状态。蔗糖浓度偏好实验结果可

见，PDD大鼠对糖水的偏好明显降低。在旷场实验中 PDD大

鼠水平活动距离与垂直得分均明显降低，说明大鼠行为呈非活

跃状态，情绪低落，上述实验均提示 PDD造模成功，大鼠呈帕

金森抑郁状态。

本实验用 ELISA法和免疫组化法检测 SP，目的在于验证

不同的针刺方法能否降低 PDD模型 SP含量，并猜测 PDD症

状的改善有可能是通过 SP含量的减少来完成的，从而使针刺

疗法在治疗 PDD的领域上有新的建树。从免疫组织化学法和

ELISA法分别检测脑组织和血清中 SP含量结果可见，药物组

大鼠脑组织和血清中 SP含量均无明显变化，常规针刺组与调

神畅志针刺组大鼠脑组织与血清中 SP含量降低，且调神畅志

针刺组脑组织与血清中 SP含量降低明显。

综上所述，不同针刺对帕金森抑郁模型大鼠脑组织及血清

中 SP含量均有调节作用，且调神畅志针刺组优于常规针刺组，

而美多芭与氟西汀药物对帕金森抑郁模型大鼠脑组织及血清

中 SP含量无明显调节作用。
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