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"摘要#

!

目的
!

探究针刺治疗抑郁症是否与局部产生一氧化氮有关$方法
!

慢性应激抑郁模型
"#3\6

%

/

小

鼠取百会'双侧肾俞'心俞'后三里'内关'三阴交穴位!设立一氧化氮供体治疗组'麻醉对照组'生理盐水对照组$每

周一次在麻醉状态下!一氧化氮供体治疗组向以上穴位注射一氧化氮供体!生理盐水对照组向以上穴位注射生理盐

水!麻醉对照组仅进行麻醉$连续治疗
#

周后作行为学测试$结果
!

在开场测试'强迫游泳实验'悬尾实验中三组

间各项指标比较差异均无统计学意义"

!

$

.0.#

#$结论
!

#

周的穴位注射一氧化氮供体治疗对小鼠抑郁症状没有

明显的缓解作用$

"关键词#

!

一氧化氮供体&

!

穴位注射&

!

抑郁症&

!

疾病模型!动物&

!
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抑郁症是一种常见的精神疾病#目前该病的常规治疗主要

以各类西药治疗为主#但不少研究均发现#虽然药物治疗有效#

但同时会出现药物依赖和心慌)嗜睡)头晕)口干)视力模糊等

诸多不良反应*

$

+

,而针灸有疗效好)不良反应小的特点*

!

+

#故

抑郁症的针灸治疗已引起国内外的普遍关注,不少研究表明#

针刺可以在穴位处产生一氧化氮$

Sa

%,

Sa

具有舒张血管)

抑制血小板聚集等作用,针灸刺激诱生的
Sa

)活性氧和应激

蛋白可以通过细胞的应激应答与基因表达的调节而产生显著

的治疗效果*

4

+

,本实验旨在观察穴位注射
Sa

供体
Q+

亚硝基
+

S+

乙酰青霉胺$

QS9-

%对慢性应激抑郁模型小鼠抑郁样行为

的影响#判断针刺治疗抑郁症是否与穴位处产生的
Sa

有关,

$

!

材料与方法

$0$

!

实验动物
!

雄性
"#3\6

"

/

小鼠#于
#

周龄按标准实验动

物饲养#行为学测试均在每日的
$!

!

..

"

!7

!

..

进行,

$0/

!

实验仪器

$0/0$

!

开场实验$

:

=

;CFE;>D@;*@

#

aT&

%测试系统
!

采用动物

行为学分析软件对该视频进行分析而获得数据,

$0/0/

!

强迫游泳测试$

F:?A;D*KE8@;*@

#

TQ&

%系统
!

采用人

工计时的方式获得实验数据,

$0/0'

!

悬尾测试$

@BE>*H*

=

;C*E:C@;*@8

#

&Q&

%系统
!

使用强

迫游泳装置#采用人工计时的方式获得实验数据,

$0/01

!

场景恐惧测试系统
!

购自
":HJ:H?C

公司$美国%场景

恐惧测试系统#用于对实验小鼠给予电刺激,

$0'

!

实验试剂

$0'0$

!

注射用器材
!

注射针头!

'E*

=

:*BJ>;';C@B>S;;D>;*

$

4.

`0

购自日本森田株式会社%#医用硅橡胶管$

$0. 88Y

$0!88

%#微量注射器$

#

!

6

%,

$0'0/

!

注射用药品
!

麻醉剂!戊巴比妥钠(

Sa

供体!

QS9-

$购自
QE

5

8B

公司%,

$01

!

实验方法

$010$

!

慢性不可预知刺激$

A)?:CEAHC

=

?;DEA@BJ>;8E>D*@?;**

#

"R(Q

%造模
!

使用
"R(Q

对小鼠进行造模#即给予小鼠长期

的)温和的刺激来模拟人抑郁症发生的过程,对所有小鼠进行

连续
7

周的随机刺激#每天
$

次#每种刺激至少实验
!

次,具

体刺激方法!$

$

%倾斜笼子#将鼠笼一边抬起#与地面呈约
7.i

角

放置于实验地面#

!7)

后还原,$

!

%湿垫料#向干净)干燥的垫

料注入清水#直至其达饱和#将小鼠放入其中#放回动物房#

!7)

后将其从中取出并放回干燥的鼠笼正常饲养,$

4

%冷水强

迫游泳#将小鼠放入水温$

$!2$

%

N

)水深为$

!$2$

%

A8

的容器

中#

78EC

后取出#用暖风将其吹干后放回鼠笼,$

7

%夹尾#用

夹子夹住小鼠距尾根
4

"

7A8

处并将夹子固定#

$8EC

后取下

夹子将小鼠放回鼠笼,$

#

%噪声#将实验小鼠放在
/.A8Y

##A8Y/#A8

的箱子中#给予背景噪声
$..D\

#每间隔
$#*

给

一次
.0#*

的白噪声$

$.%D\

%或者
.0#*

的高音$

$./D\

%,白

噪声共给予
7.

次#高音
4/

次#二者随机排序,$

/

%电刺激#用

场景恐惧测试系统对小鼠进行电刺激#每
4.

秒给予一次
#.8*

的电刺激#电流强度为
!89

#共刺激
3

次#实验总时间
!7.*

,

$

3

%断水#不供水
!7)

,$

%

%断粮#不提供食物
7%)

,$

1

%悬尾#

用胶布一头固定于小鼠尾
$

"

!

处#另一头固定于
!8

的高架上

#8EC

后取下,

为了验证造模
7

周可以造成实验小鼠行为上的差异#预先

单独对两组小鼠进行了抑郁症造模有效性的探究实验,造模

-

71$!

-

检验医学与临床
!.$$

年
1

月第
%

卷第
$%

期
!

6BJ(;D">EC

!
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=

@;8J;?!.$$

!
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!

S:0$%



组连续接受
7

周不可预知性刺激#对照组正常饲养,

$010/

!

行为学测试
!

每天只进行一种行为学测试,实验前将

小鼠放在实验室
4.8EC

以上后开始实验,

$010/0$

!

aT&

!

该测试通常用于对啮齿类动物的自发行为*

7

+

的测试,实验时将小鼠放入
aT&

测试系统#记录其站立次数

$其两只前脚离地并回到地面算站立一次%#

#8EC

后停止记录

并将其从测试箱取出#将测试箱彻底清洗后开始下一实验,

$010/0/

!

TQ&

!

本实验用于测试小鼠行为绝望时抑郁特征行

为*

#

+

,实验分
!D

进行,第
$

天使小鼠适应环境,将
TQ&

测

试系统中水温设定为
!#N

#每只小鼠放入水中
#8EC

后取出,

第
!

天进行
TQ&

测试,将
TQ&

系统内水温设定为
!#N

#每只

小鼠放入水中
#8EC

后取出#用行为学软件记录小鼠的活动情

况,重复进行下一实验,人工记录小鼠在
TQ&

中的不动时间

$以小鼠两后肢不动作为不动的标志%,

$010/0'

!

&Q&

!

实验时将小鼠尾悬于悬尾杆上#同时利用

&Q&

系统开始记录小鼠活动情况#

38EC

后换下一只鼠进行测

试,所有实验结束后分析其不动时间以及向上次数,

$010'

!

穴位注射
QS9-

治疗
!

在麻醉状态下对小鼠进行治

疗,每只小鼠腹腔注射
$c

戊巴比妥钠$

#.8

5

"

L

5

%麻醉,

QS9-

治疗组麻醉后对每只小鼠进行
QS9-

$

.0!#c

%注射#根

据0实验针灸学1鼠穴位图谱选取百会#双侧肾俞)心俞)后三

里)内关)三阴交共
$$

个穴位,用微量注射器向每只小鼠三阴

交)内关注射
QS9-4

!

6

#其余穴位注射
#

!

6

,生理盐水对照

组小鼠麻醉后在相应穴位注射等体积生理盐水,麻醉对照组

小鼠麻醉后不作任何处理,将实验分为两部分#

"R(Q

造模

部分$

7

周%和
QS9-

治疗部分$

#

周%#其中治疗在造模完成后

进行#治疗期间同时保持刺激,分别于抑郁症造模
7

周后和治

疗
#

周后对小鼠进行行为学测试,

$02

!

统计学处理
!

实验中均采用
QE

5

8B->:@$.0.

作图并用

QE

5

8BQ@B@40#

对数据进行处理,所有数据均以
12A

表示#组

间差异采用方差分析$

9C:GB

%#以
!

#

.0.#

为差异有统计学

意义,

/

!

结
!!

果

/0$

!

抑郁症造模的有效性及持续性
!

测试结果表明#开场测

试中小鼠的总路程*造模组!

,_7

#$

37%0/.#2$440%/#

%

A8

(对

照组!

,_7

#$

$#4#03432!1/0!73

%

A8

%+)站立次数*造模组!

,_7

#$

30!#.2$0%#.

%次(对照组!

,_7

#$

!70!#.2#0$%7

%次+)

强迫游泳实验中小鼠的不动时间*造模组!

,_7

#$

!#40%7.2

30!14

%

*

(对照组!

,_7

#$

$$.073.241074/

%

*

+#悬尾实验中不

动时间*造模组!

,_7

#$

47403#.2107.4

%

*

(对照组!

,_

7

#$

!440...2$.0#1#

%

*

+)向上次数*造模组!

,_7

#$

10...2

.013!

%次(对照组!

,_7

#$

710!#.2404.4

%次+两组相比差异均

存在统计学意义$

!

#

.0.#

%#即在
7

周的连续不可预知性刺激

后#造模组和对照组行为存在明显差异#说明抑郁症造模成功,

造模完成后不对两组小鼠作任何处理#

7

周后再次对造模

小鼠和对照组进行开场测试,该测试中总路程*造模组!

,_7

#

$

#3/0%/!2%%07#%

%

A8

(对照组!

,_7

#$

11!07/#2$.303/$

%

A8

+两组差异有统计学意义$

!

#

.0.#

%#但站立次数*造模组!

,_7

#$

#0!#2.0%14

%次(对照组!

,_7

#$

$.0#2!0$4/

%次+两组

相比差异无统计学意义$

!

$

.0.#

%,说明造模完成后#对造模

组小鼠的正常饲养会使其抑郁症状减轻,

/0/

!

穴位注射
QS9-

对抑郁症治疗的有效性

/0/0$

!

开场测试
!

在
7

周
"R(Q

造模后#三组小鼠在总路程

*

QS9-

治疗组!

,_3

#$

$%330$.$214011.

%

A8

(麻醉对照组!

,_/

#$

$3/#0/.!2#!03.$

%

A8

(生理盐水对照组!

,_/

#

$

$3!!0%!.2$#!0$71

%

A8

(

<

$

!

#

$/

%

_.07%1

+)站立次数

*

QS9-

治疗组!

,_3

#$

$%03$72!0.7%

%次(麻醉对照组!

,_/

#

$

!.0//324014#

%次(生理盐水对照组!

,_/

#$

$10...2

707//

%次(

T

$

!

#

$/

%

_.0.3#

+差异均无统计学意义$

!

$

.0.#

%,

治疗
#

周后#三组小鼠在总路程*

QS9-

治疗组!

,_/

#

$

$!4%074.2$7!0%3$

%

A8

(麻醉对照组!

,_/

#$

$7./0%.#2

330$%#

%

A8

(生理盐水对照组!

,_#

#$

$43#0/%72140#3#

%

A8

(

<

$

!

#

$7

%

_.0#/1

+)站立次数*

QS9-

治疗组!

,_/

#$

$/0%442

40%/!

%次(麻醉对照组!

,_/

#$

$#0%442!0.44

%次(生理盐水对

照组!

,_#

#$

$#0/..270$74

%次(

<

$

!

#

$7

%

_.0.4$

+差异均无统

计学意义$

!

$

.0.#

%,说明
#

周治疗并未明显改变
"R(Q

抑郁

模型小鼠在开场测试中的行为,

/0/0/

!

强迫游泳实验
!

在
7

周
"R(Q

造模后#三组小鼠中在

不动时间*

QS9-

治疗组!

,_3

#$

$#!0...2!%0343

%

*

(麻醉对

照组!

,_/

#$

$3!0//32!70#41

%

*

(生理盐水对照组!

,_/

#

$

$7.0%442!/0413

%

*

(

<

$

!

#

$/

%

_.07.1

#

!

$

.0.#

+上差异无统

计学意义,

治疗
#

周后#三组小鼠在不动时间*

QS9-

治疗组!

,_/

#

$

$/!0%442$/0#4$

%

*

(麻 醉 对 照 组!

,_/

#$

$#704442

!70!7/

%

*

(生理盐水对照组!

,_#

#$

$4!0!..24!0.4!

%

*

(

<

$

!

#

$7

%

_.044.

#

!

$

.0.#

+上差异无统计学意义,说明
#

周治疗

并未明显改变
"R(Q

抑郁模型小鼠在强迫游泳实验中的行

为,

/0/0'

!

悬尾实验
!

在
#

周治疗后#三组小鼠在不动时间

*

QS9-

治疗组!

,_/

#$

!7$0%442$10$/#

%

*

(麻醉对照组!

,_

/

#$

!.10...24$0$1!

%

*

(生理盐水对照组!

,_#

#$

!.707..2

44047#

%

*

(

<

$

!

#

$/

%

_.077$

+)向上次数*

QS9-

治疗组!

,_/

#

$

$404442!0/7!

%次(麻醉对照组!

,_/

#$

104442404%%

%次(生

理盐水对照组!

,_

$

#/07..2$0347

%次(

<

$

!

#

$7

%

_$0!/3

+上差

异均无统计学意义$

!

$

.0.#

%,说明
#

周治疗并未显著改变

"R(Q

抑郁模型小鼠在悬尾实验中的行为,

'

!

讨
!!

论

本研究通过测试观察在穴位注射
QS9-

是否会对
"R(Q

抑郁模型小鼠的抑郁程度有所改善#从而探究针刺治疗抑郁症

是否与局部产生
Sa

有关,

'0$

!

"R(Q

造模
!

"R(Q

模型作为一个最有前途和价值的

抑郁症模型#已被广泛用于探究抑郁症的病理生理以及相关的

干预治疗效果观察*

/

+

,不少研究人员采用
4

周及以上的时间

进行
"R(Q

造模,本实验选择对小鼠进行连续
7

周的随机刺

激#通过小鼠进行测试发现!$

$

%

"R(Q

对抑郁症造模有效(

$

!

%停止刺激
7

周后抑郁样行为减轻,

'0/

!

穴位选择
!

百会穴为百脉之会#百病所主#是治疗多种疾

病的首选穴位#为临床常用穴之一,中医认为抑郁症与内脏功

能失调有密切关系#故本实验取心俞和肾俞穴达到静心安神)

补肾健脾的作用,现代医学研究证实#针灸刺激足三里穴在神

经系统方面可促进脑细胞功能恢复#提高大脑皮层细胞的工作

能力*

3

+

,内关为人体手厥阴心包经上的重要穴道之一,三阴

交为肝)脾)肾三者经脉交汇处#经常按揉此穴对肝)脾)肾有保

健作用,

'0'

!

穴位注射
QS9-

!

注射
QS9-

可使局部
Sa

浓度升高#

故该试剂常被用作
Sa

供体,采用穴位注射
QS9-

代替针刺

在穴位产生
Sa

#借以研究针刺治疗抑郁症的机制是否与针刺

时穴位产生
Sa

有关,
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热稳定性没有显著影响,

'0$0/

!

S\&

和表面活性剂对线性和热稳定性有显著影响#

SBS

4

对结果影响不显著#但是比另外几项因素影响略显著,

本次
-\

试验模型显著#但是失拟现象也比较严重#因此需要

进一步拟合#在这种精确度不高的情况下#应该在
-\

及以后

的试验中考虑
SBS

4

的影响,

'0/

!

响应面试验结果表明
!

$

$

%在当前考查水平内#

4

个因素

之间没有显著的交互作用#模型为二次非线性模型,$

!

%

SBS

4

主要的作用是抗菌剂#可防止试剂中有微生物繁殖#优化后的

加量为
.0##

5

"

6

#本实验通过无菌培养#没有发现试剂中有微

生物#因此这个加量是可行的,$

4

%不同配方检测结果的线性

G

很接近#为了使响应变化更明显#本实验在
-\

设计和响应面

设计时对响应值进行了不同的处理,

-\

设计时#响应值取线

性
G

的
$.

次幂#在响应面设计时#响应值
-_

$

G

!

M.011

%

Y

$...

,$

7

%在实验过程中发现是否添加胆酸盐和尿酸酶效果

不显著#因此本实验在响应面试验过程中没有添加这两个因

子#但这两个因子或许对试剂的其他方面有影响#这将在以后

的试验中进行分析和验证,$

#

%从反应原理看#关键反应物是

S\&

#其添加量达到完全反应的加量后#不应该对试剂的线性

产生影响#但是本试验却证明#当其添加量超过某一数值时#平

方项的影响将越来越明显#使试剂的线性下降#导致这一现象

的原因可能是多方面的#如底物抑制等,

'0'

!

比对分析
!

通过与国外某试剂进行比对分析#结果表明#

经过配方调整的试剂检测结果与进口试剂有很高的相关性

$

G_.011%

%#证明用优化的配方配制的试剂在某些检测性能上

达到了同类产品的要求,

综上所述#本产品属于体外诊断试剂#要保证其分析方法

和分析过程的高特异性)高准确性)可重复性及长期稳定性#仍

需要进行长期和大量的实验研究,本次实验使果糖胺试剂盒

的检测线性明显提高#说明利用
-\

)爬坡和
,Q(

等试验设计

可以提高工作效率和保证试验结果的可靠性,
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!

行为学测试
!

"R(Q

模型小鼠主要表现为快感缺失#但

研究表明#

"R(Q

模型小鼠在其他方面也有抑郁行为#如探索

性行为减少)睡眠障碍*

%

+以及行动迟缓等*

1

+

,因此#造模后的

小鼠#在开场测试)强迫游泳实验和悬尾实验中的行为与正常

未造模小鼠有明显差异,

根据对穴位注射
QS9-

有效性的探究实验#在造模后)治

疗前#三组造模小鼠之间差异无统计学意义,在此前提下分别

对三组造模小鼠进行
#

周
QS9-

治疗)麻醉)生理盐水注射#

结果三者在开场测试)强迫游泳实验)悬尾实验中差异均无统

计学意义,因此#可以得出结论#在百会#双侧肾俞)心俞)后三

里)内关)三阴交
$$

个穴位进行
#

周注射相应剂量$三阴交)内

关注射
QS9-

实验#

4

!

6

#其余穴位注射
#

!

6

%的
QS9-

对

"R(Q

抑郁模型小鼠无治疗效果#即该实验证明穴位处产生

Sa

不是针刺治疗抑郁症的机制,

"此实验全部在上海交通大学生命科学技术学院李胜天副

教授的实验室完成!指导老师是李胜天和王婷$其中关于穴位

治疗的部分因为需要较深的专业知识和技能!所以是由王婷老

师完成$在此表示感谢+#
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