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摘要 目的：探讨 "调神畅志 "针刺法对帕金森伴便秘(Parkinson's disease with constipation)模型大鼠结肠组织中 5-羟色胺 4受体

（5-HT4R）及钙调蛋白（CaM）-肌球蛋白轻链激酶（MLCK）信号通路影响的研究，并探讨其可能作用机制。方法：采用随机数字表

将 60只大鼠分为空白组、假手术组、模型组、西药组、常规针刺组、调神畅志针刺组，每组 10只。模型组、常规针刺组、调神畅志针

刺组颈背部皮下注射鱼藤酮的方法制造 PDD大鼠模型,并用阿扑吗啡（APO）诱导检测。常规针刺组选取天枢、足三里、上巨虚及

舞蹈震颤控制区，接电针，连续波频率 15Hz，刺激强度 2 mA，留针 30分钟，1日 1次，连续 4周；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、中脘、气海、足三里、太冲，采用连续波，头针频率 45Hz，腹针频率 30Hz，肢体针频率 15Hz

（体现调神畅志三六九针法的头针重、腹针中、四肢针轻的量化刺激），刺激强度约 2 mA，留针 30 min，1日 1次，连续 4周；西药组

采用美多芭、莫沙必利每日灌胃，连续治疗 4周；模型组、假手术组：每日 2 mL生理盐水灌胃，连续 4周；空白组不予处理。采用

Western blot法检测各组近端结肠组织中 5-HT4R、CaM及MLCK蛋白表达以及含量水平。结果：与空白组相比，模型组大鼠近端

结肠组织中 5-HT4R、CaM及MLCK蛋白表达水平显著降低(P<0.01)，与模型组比较，三个治疗组（西药组、常规针刺组、调神畅志
针刺组）近端结肠组织 5-HT4R、CaM及 MLCK蛋白表达水平显著升高(P<0.01)。与常规针刺组相比，调神畅志组 5-HT4R、CaM

及MLCK蛋白表达水平明显升高(P<0.05)。结论：针刺可改善 PD伴便秘大鼠模型便秘症状，且调神畅志针刺组优于常规针刺组，

其作用机理可能通过调节大鼠结肠组织中 5-HT4R蛋白表达以及激活 CaM-MLCK信号通路来实现的。
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Study on the Influence of Acupuncture Method of
"Tiaoshenchangzhi"Acupuncture on the 5-HT4R and CaM-MLCK Signaling
Pathway in the Colon Tissue of Rats with Parkinson's Constipation Model*

To discover the effects of "Tiaoshenchangzhi" acupuncture on 5-HT4R and CaM-myosin in the colon tissue

of rats with Parkinson's disease with constipation, and to examine their possible mechanisms of action. light link protein kinase (MLCK)

signaling pathway in the colon tissue of rats with Parkinson's disease with restriction, and to explore their possible mechanisms of action.

60 rats were classified into the blank group, the sham operation group, the modelling group, the western medicine group, the

regular acupuncture group and the "Tiaoshenchangzhi" acupuncture group using a casual number table, with 10 rats in each group. The

rat model of Parkinson's disease (PD) with constipation was made by subcutaneous injection of rotenone into the neck and back of model

group, routine acupuncture group and Tiaoshenchangzhi acupuncture group, and detected by APO induction. In the conventional

acupuncture group, Tianshu, Zusanli, Shangjuxu and dance tremor control areas were selected and electroacupuncture was performed

with continuous wave frequency of 15Hz and stimulation intensity of 2 mA. The needles were kept for 30 minutes, once a day, for con-

secutive 4weeks. Tiaoshenchangzhi acupuncture group: ProfessorWangShun's "TiaoshenChangzhi" thirty-nine needlemethodwas selected,

Baihui penetrating the Taiyang, Zhongwuan, Qihai, Zusanli and Taichong. Soil continuous wave was used, with the frequency of head

needle 45Hz, abdominal needle 30Hz and limb needle 15Hz (To reflect the quantitative stimulation of the weight of the head needle, the

weight of the abdomen needle and the light of the limbs needle of The 369 acupuncture method of Tiaoshenchangzhi) > the stimulation

intensity was about 2mA, and the needle was left for 30 min, once a day, for consecutive 4 weeks; The western medicine group received

metopar and mosapride daily gavage for 4 weeks. Model group and sham operation group: gavage of 2 mL normal saline daily for 4 con-
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secutive weeks; Blank groups are not processed. Western blot was used to detect the expression and content of 5-HT4R, CaM and MLCK

protein in the proximal colon tissues of each group. Compared with the blank group, the expression of 5-HT4R, CaM and MLCK

protein in the proximal colon tissue of model group were significantly decreased (P<0.01). Compared with the model group, the expres-
sion of 5-HT4R, CaM and MLCK protein in the proximal colon tissue of three treatment groups (Western medicine group, routine

acupuncture group and Tiaoshenchangzhi acupuncture group)were significantly decreased Elevated(P<0.01). Compared with conventional
acupuncture group, the expression of 5-HT4R, CaM and MLCK protein in Tiaoshenchangzhi group was significantly increased(P<0.05).

Acupuncture can ameliorate the symptoms of constipation in the rat model of PD with constraints, and the "Tiaoshen-

changzhi"acupuncture group was better than the conventional acupuncture group. The mechanism of action may be realized by adjusting

the 5-HT4R protein expression and activating the CaM-MLCK signaling pathway in the rat colon tissue.

Acupuncture; Tiaoshenchangzhi method; Parkinson's disease with constipation; 5-HT4R; CaM-MLCK signaling pathway

前言

帕金森病（Parkinson's disease,PD）又称为震颤性麻痹，是一

种多巴胺能神经元退行性运动障碍疾病[1]。根据流行病学调查，

70%～80%的 PD患者均有胃肠道功能障碍[2]，便秘已成为 PD

的典型非运动症状。有相关研究表明，5- 羟色胺（5-hydrox-

ytryptamine,5-HT）、去甲肾上腺素系统及其相关脑结构的功能

改变与 PD非运动症状的产生密切相关[3,4]。目前 5-HT4R激活

了较多的下游信号通路，其中调控平滑肌收缩最主要的通路为

CaM-MLCK通路[5]。迄今为止，有关 PD伴便秘的发病机制研

究尚未涉及 5-HT4R及其 CaM-MLCK信号途径。因此，本课题

组通过观察针刺对鱼藤酮诱导的 PD伴便秘模型大鼠结肠组

织中 5-HT4R改变及 CaM-MLCK信号通路影响，探讨 "调神

畅志 "法针刺治疗对上述指标的影响及相关作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

辽宁省动物试验中心（SCXK (辽)2021-0001）提供的 60只

（体重 200± 20 g）雄性 SD大鼠。环境温度 22～25℃，相对湿度

35± 2％，噪音 40± 10分贝，进食和饮水正常。

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）；枸橼酸莫沙

必利片（5 mg/片，江苏豪森药业股份有限公司）；鱼藤酮粉末、

葵花油(上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；阿朴吗啡（美国

sigma公司，SLBB0077V）；RIPA组织细胞快速裂解液（北京索

莱宝，R0020）；BCA蛋白定量试剂盒（Thermo，PICPI23223）；蛋

白预染Marker（Fermentas，SM1811）；安迪牌针灸针(0.25 mm×

25 mm，贵州安迪药械有限公司)；电针治疗仪（上海涵飞医疗，

G-6805）；200 g 精密电子天平 （碧云天，E0288） 电泳仪

（BIO-RAD 公司，mini protean 3 cell）；电转仪（HOEFER，

TE77XP）；酶标仪（芬兰雷勃酶标仪，MK3）。

1.3 动物模型的制备

采取颈背部皮下注射鱼藤酮制剂[6]的方法造 PD伴便秘模

型。将 2 mg鱼藤酮粉末溶解于 1 mL葵花油试剂，大鼠称重后，

模型组、西药组、调神畅志组、常规针刺组以 2 mg/kg颈背部皮

下注射鱼藤酮制剂，每日 1次，持续 4周；假手术组注射葵花油

试剂，1日 1次，共 4周；空白组不予处理。鱼藤酮的选择，它是

天然化合物，亲脂性较强，能透过血脑屏障，引起多巴胺神经元

病变，从而使生物体出现 PD样症状[7]，具有复制人类 PD关键

病理特征的能力。低剂量鱼藤酮小鼠模型可以重现 PD的行为

以及中枢和外周神经退行性特征，实验中发现迷走神经背侧运

动核 (DMV)和肠肌间丛中胆碱能神经元的显着减少，是研究

PD发病机制的有用模型[8]。

1.4 分组及实验方法

将造模成功的 60只大鼠分为模型组、西药组、常规针刺

组，调神畅志针刺组、空白组、假手术组各 10只。常规针刺组：

依据《针灸学》与《实验动物针灸穴位图谱》选取天枢、足三里、

上巨虚及舞蹈震颤控制区，0.25 mm× 25 mm毫针，进针深度

5 mm，接电针，连续波频率 15Hz，刺激强度 2 mA（以针柄轻

颤，大鼠不挣扎嘶叫为度），留针 30分钟，1日 1次，连续 4周，

针刺均有同一人操作。调神畅志针刺组：选取王顺教授提出的

"调神畅志 "理论下的三六九针法，百会透太阳、中脘、气海、足

三里、太冲。以百会穴为中心，向一侧太阳平刺，两侧太阳交替

进行，其余穴位每日一次。统一使用 0.25 mm× 25 mm毫针（安

迪牌），足三里、太冲针刺深度为 3 mm，其余穴位均为 5 mm；接

上电针，采用连续波，头针频率 45Hz，腹针频率 30Hz，肢体针

频率 15Hz（体现调神畅志三六九针法的头针重、腹针中、四肢

针轻的量化刺激），刺激强度约 2 mA，以大鼠不挣扎嘶叫为度，

留针 30 min，1日 1次，连续 4周，针刺均有同一人操作。西药

组：美多芭（50 mg/kg）、枸橼酸莫沙必利(2 mg/kg)每日灌胃，连

续治疗 4周。模型组、假手术组：每日灌胃生理盐水 2 mL，连续

4周，空白组不予处理。根据 2006年中华人民共和国科学技术

部颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》，对实验动物进行

了妥善处理。

1.5 检测指标及方法

1.5.1 APO诱导行为学检测 将大鼠放于不锈钢攀爬笼 [9]中

进行五分钟的适应。按照（0.5 mg/kg，浓度为 0.1 mg/mL）阿朴吗

啡给药量进行皮下注射,然后将大鼠放回攀爬笼内两分钟,观察

其攀爬行为并记录分值,共测试三次,每次间隔十分钟，三次测

试数值取均值。

1.5.2 行为学评分 大鼠单独放置笼中，观察大鼠行为 5 min，

按照行为学评分标准[10]评分，选取 2-6分大鼠作为本次实验 PD

大鼠模型。

1.5.3 PD伴便秘模型成功的检测 4周后，选取模型大鼠 8
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只，空白组 2只，假手术组 2只，进行便秘模型检测。通过观察

各组大鼠粪便含水率变化来判定造模成功与否，若造模后大鼠

粪便含水率相比空白组明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）,
则表示造模成功。

1.5.4 粪便含水率[11] 造模成功的 6组大鼠且治疗 4周后，收

集其 1 h内的粪便，称重后为粪便湿重，然后于恒温干燥箱

65℃干燥 12 h后，称重为粪便干重。按照公式（粪便含水率 =

（湿重 -干重）/湿重× 100%）得到粪便含水率。

1.5.5 Western Blot法检测各组近端结肠组织中 5-HT4R、CaM

及MLCK蛋白表达水平 治疗阶段结束后，麻醉处死所有大

鼠，取出近端结肠，加裂解液测定蛋白浓度。蛋白样本加上样缓

冲液，离心取上清上样，转膜，封闭，加入一抗 5-HT4R、CaM、

MLCK（1:1000），加入二抗（1:5000）。ECL发光液 A和 B加入

膜的正面,避光 5分钟，用滤纸吸干后，用透明纸覆盖,将其置于

成像系统内，进行扫描、发光、显影，然后保存图像。用 imagej

软件分析条带灰度值。

1.6 统计学方法

用 SPSS26.0进行统计处理，实验数据用 x± s 表示，多组
比较采用单因素方差分析（onewayANOVA）分析，组间两两多

重比较采用最小显著性差异法（LSD）分析，以 P<0.05为显著性
标准。

2 结果

2.1 APO诱导攀爬实验结果

结果：假手术组与空白组大鼠攀爬不锈钢笼，均无明显异

常，而模型组则出现肢体软弱、步态不稳，行动迟缓等症状，显

示其成功造模。见表 1。

Remarks: Comparing with blank group sham operation group, *P＜0.01.

表 1 APO诱导攀爬试验分数（%, x± s）
Table 1 APO induced climbing test scores（%, x± s）

Groups Number of cases（only） Score

Blank group 10 1.84± 0.16

Sham operation group 10 1.78± 0.20

Model group 10 0.20± 0.02*

2.2 行为学评分

颈背部皮下注射鱼藤酮 4周左右，大鼠出现弓背，毛色发

黄变脏、竖毛明显，主动活动减少，后肢无力，行走时向一侧偏

斜、旋转，精神状态差等帕金森行为，提示造模成功。

2.3 大鼠粪便含水率结果

治疗后粪便含水率，与空白组比较，模型组粪便含水率明

显下降（P＜0.01）；与西药组相比，常规针刺组与调神畅志组粪

便含水率较低（P＜0.05）；相较于常规针刺组，调神畅志组粪便

含水率升高较明显（P＜0.05），见表 2。

Remarks: Comparing with blank group: #P<0.01; Comparing with model group: *P<0.01; Comparing with western medicine group: △ P<0.05; Comparing
with routine acupuncture group: ▽P<0.05.

表 2 粪便含水率(%, x± s)
Table 2 Fecal water content(%, x± s)

Groups Amount(n) Before treatment（%） After treatment（%）

Blank group 10 55.92± 1.36 55.57± 1.13

Sham operation group 10 55.37± 1.36 54.86± 1.37

Model group 10 31.08± 1.31 30.49± 1.19#

Western medicine group 10 30.37± 1.29 49.96± 1.09*

Routine acupuncture group 10 30.72± 1.09 40.44± 1.28△

Tiaoshen Changzhi acupuncture group 10 30.27± 1.46 45.75± 1.04※ ▽

2.4 各组大鼠近段结肠组织 5-HT4R、CaM、MLCK的蛋白表达

水平比较

Western blot结果显示：与空白组相比，模型组 5-HT4R、

CaM、MLCK蛋白表达水平显著下降（P＜0.01）；与模型组相

比，常规针刺组 5-HT4R、CaM、MLCK蛋白表达水平上升（P＜
0.05，P＜0.01），调神畅志组、西药组 5-HT4R、CaM、MLCK 蛋

白表达水平显著上升（P＜0.01）；西药组 5-HT4R、CaM、MLCK

蛋白表达高于调神畅志组（P＜0.05，P＜0.01），调神畅志组

5-HT4R、CaM、MLCK蛋白表达高于常规针刺组（P＜0.05，P＜

0.01），如表 5，见图 1。

3 讨论

廉龙江[12]研究发现帕金森合并便秘患者，其抑郁症的发病

率和程度均显著增加，同时，其外周血中 5-HT含量显著下降。

PD患者胃肠动力障碍严重影响其生活质量，但目前尚且没有

良好的治疗方法。临床采用左旋多巴治疗，但其有较大的副作

用。而针灸作为祖国医学的一部分，具有高效、简廉、且无任何毒

副作用，大量研究表明，针灸对 PD伴便秘有良好的治疗作用。
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Remarks: Comparing with blank group: *P<0.01; Comparing with model group: **P<0.01, #P<0.01, 淫P<0.01; Comparing with western medicine group:
△ P<0.01, △ P<0.05; Comparing with routine acupuncture group: 荫P<0.01.

图 1 Western Blot检测 CAM、MLCK、5-HT4R蛋白表达

Fig.1 Western Blot analysis of CAM, MLCK, 5-HT4R protein expression

Remarks: K: Blank group, J: sham operation group, M: model group,

X: Western medicine group, C: Routine acupuncture group,

T: Tiaoshenchangzhi acupuncture group.

图 2 各组大鼠结肠组织 5-HT4R蛋白表达水平

Fig.2 The 5-HT4R protein exposure in rat colonic tissues of all groups

图 3 各组大鼠结肠组织MLCK蛋白表达水平

Fig.3 The MLCK protein exposure in rat colonic tissues of all groups

图 4 各组大鼠结肠组织 CAM蛋白表达水平

Fig.4 The CAM protein exposure in rat colonic tissues of all groups

本课题组选取王顺教授 "调神畅志 "针刺方法，选取 "百

会 ""太阳 ""中脘 ""气海 ""足三里 ""太冲 "。旨在通过针刺

和手法的运用达到调理情志，从而进一步改善五脏功能，最终

达到治疗疾病目的。现已发现,肠神经系统能够独立于中枢神

经系统之外而自我调控，所以又被称为 "肠脑 "。调神畅志针法

对 "脑神 "功能具有重要的调节作用, 而实际上的 "脑神 "囊

括范围广泛包括元神之府和肠神经系统的 "肠脑 "，因此上可

以达到脑肠同治的效果。"调神畅志 "针法在头部取穴,以达安

神补髓,益智强脑之效；腹部选穴,依据脑肠理论,意在调畅肠腑

通降气机,从而改善胃肠道功能；调节脏神选穴以期协调五脏

六腑功能恢复。此外，加以腧穴刺激量刺激,头部的刺激量最

大、腹部次之、四肢最小。

5-HT神经元系统可能参与 PD的发生发展，有研究报道

5-HT能神经元丢失早于多巴胺能的神经退行性病变[13]。研究

表明，在 PD患者中，5-HT4R激动剂实际上增强了胃肠道运

动，从而可能通过神经机制改善便秘[14]。5-HT必须结合相应的

受体发挥作用，其中 5-HT 4受体具有调节胃肠道动力的功能。

5-HT4R被激活之后，使细胞外 Ca2+快速内流，胞内 Ca2+浓度

升高，进而激活下游信号通路，使结肠平滑肌收缩，从而对结肠

平滑肌的运动进行调控 [15]。在静息状态下，平滑肌细胞内的

Ca2+浓度较低，少部分 Ca2+只与钙调蛋白结合，并不与 MLCK

结合。当细胞受到外部刺激兴奋后，Ca2+浓度升高，诱发平滑肌

细胞横桥产生收缩，这种状态被称为粗肌丝相关调节机制[16]。临

床研究表明 5-HT4R激动剂可以增加 PD病人排便频率[17-19]，而

多项研究表明，5-HT4R在肠神经元的存活以及神经发生中起

着重要作用[20-22]。CaM是一种具有多功能的调节蛋白，它是细

胞内 Ca2+信号通路中最重要的信号传导分子，可以对 Ca2+引

起的一系列生化反应进行调控，从而介导并调控细胞的增殖、

运转等活动[23]。5-HT4R活化后作用于平滑肌细胞膜，激活 Ca2+

离子通道，使细胞内游离 Ca2+水平迅速升高并与 CaM结合形

成 Ca2+-CaM复合物，继续激活肌球蛋白轻链激酶[24]。从肌源性

和脑肠轴角度探讨 "调神畅志 "针刺方法对 PD伴便秘大鼠结

肠动力的影响具有重要的意义。

本实验采用Western Blot法检测 5-HT4R、CaM、MLCK蛋

表 3 各组大鼠结肠 5-HT4R、CaM、MLCK蛋白表达水平（x± s）
Table 3 Colonic 5-HT4R, CaM and MLCK protein expression levels in rats of all groups(x± s)

Groups Amount(n) 5-HT4R CaM MLCK

Blank group 10 0.987± 0.031 0.980± 0.020 0.983± 0.015

Sham operation group 10 1.003± 0.032 0.977± 0.032 1.000± 0.036

Model group 10 0.463± 0.012* 0.453± 0.015* 0.477± 0.012*

Western medicine group 10 0.767± 0.015** 0.753± 0.025** 0.777± 0.012**

Routine acupuncture group 10 0.590± 0.020#△ 0.577± 0.023#△ 0.593± 0.032#△

Tiaoshenchangzhi acupuncture group 10 0.667± 0.015淫▽荫 0.657± 0.006淫▽荫 0.670± 0.010淫▽荫
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白表达水平，目的是验证不同针刺方法能否减弱 PD伴便秘症

状。通过对 PD伴大鼠粪便含水率、小肠推进率、胃内容物残留

率检测，发现针刺方法对粪便含水量、胃肠道传输功能具有显

著改善作用，与西药组美多芭 +莫沙必利治疗疗效相当。相较

于模型组，常规针刺组与调神畅志针刺组 5-HT4R、CaM、ML-

CK蛋白表达显著上升，且调神畅志组蛋白表达水平高于常规

针刺组。本实验表明，"调神畅志 "针刺方法与美多芭 +莫沙必

利疗效相当，以此说明了 5-HT4R是 "调神畅志 "针刺作用的

靶点之一。模型组大鼠结肠组织 5-HT4R、CaM、MLCK的蛋白

表达水平较正常组显著下降（P<0.01），但在两组针刺后显著恢
复（P<0.05），5-HT4R与 CaM-MLCK通路存在显著的正相关，

提示两种针刺疗法可能通过调控大鼠结肠组织中 5-HT4R表

达，激活下游 CaM-MLCK信号通路，从而改善 PD便秘症状，

且调神畅志针刺组优于常规针刺组。
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