
书书书

·基础医学· 文章编号: 1002 － 0217( 2017) 03 － 0205 － 04

基金项目: 安徽省大学生创新创业训练计划项目(AH201510368067);国家级大学生创新创业训练计划项目(201410368017)

收稿日期: 2016-10-04

作者简介: 田丽园(1994-)，女，2013 级临床医学本科生，(电话)18325387651，(电子信箱) 501732272@ qq． com;

陈 鹏(1995-)，男，2013 级临床医学本科生，(电话)18375348321，(电子信箱)457795298@ qq． com，共同第一作者;

龚 鑫，男，副教授，(电子信箱)416074616@ qq． com，通信作者。

电针联合氟 西 汀 抑 制 慢 性 应 激 抑 郁 大 鼠 额 叶 皮 质 nNOS、c-Fos 上 调 和

SYP 下调

田丽园
1，陈 鹏

1，高月倩
1，郭 飞

1，贾一凡
1，刘 强

1，龚 鑫
2

(皖南医学院 1． 临床医学院;2． 人体解剖学教研室，安徽 芜湖 241002)

【摘 要】目的: 观察电针联合氟西汀对慢性应激抑郁模型大鼠额叶皮质神经元型一氧化氮合酶(nNOS)、基因片段(c-Fos) 和

突触素(SYP)表达的作用。方法: SD 大鼠随机分为正常对照组、模型组、电针组、氟西汀组和电针 + 氟西汀组。对大鼠进行

21 d的应激刺激建立慢性应激抑郁模型。按分组给予电针刺激百会、神庭穴 30 min，氟西汀灌胃，每天 1 次，持续 21 d，旷场实

验检测大鼠行为学。免疫组织化学法检测额叶皮质 nNOS、c-Fos 和 SYP 的表达。结果: 与正常对照组比较，模型组大鼠额叶

皮质 nNOS 和 c-Fos 阳性神经元表达增加(P ＜ 0． 05)，SYP 阳性神经元表达减少(P ＜ 0． 05)，大鼠行为学指标降低;与模型组比

较，电针组、氟西汀组和电针 + 氟西汀组大鼠额叶皮质 nNOS 和 c-Fos 阳性神经元表达减少(P ＜ 0． 05)，SYP 阳性神经元表达

增加(P ＜ 0． 05)，大鼠行为学指标提高;与电针组、氟西汀组比较，电针 + 氟西汀组大鼠额叶皮质 nNOS 和 c-Fos 阳性神经元表

达减少(P ＜ 0． 05)，SYP 阳性神经元表达增加(P ＜ 0． 05)，大鼠行为学指标提高。结论: 电针联合氟西汀可发挥协同作用，可能

通过抑制慢性应激抑郁对额叶皮质 nNOS、c-Fos 的上调和 SYP 的下调，更好地达到抗抑郁的作用。
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Effects of electroacupuncture combined with fluoxetine on nNOS，c-Fos and SYP expression
in the frontal cortex of chronic stress depression rats

TIAN Liyuan，CHEN Peng，GAO Yueqian，GUO Fei，JIA Yifan，LIU Qiang，GONG Xin
School of Clinical Medicine，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective:To observe the effects of electroacupuncture combined with fluoxetine on regulating the expressions of neuronal nitric oxide synthase

(nNOS)，c-Fos and synaptophysin(SYP) in frontal cortex of depressed rats from chronic stress． Methods: SD rats were randomized into normal control

group，model group，electroacupuncture group，fluoxetine group and electroacupuncture plus fluoxetine group，and subjected to stress stimulation for 21 days

to establish chronic stress depression model． Then the rats were given electroacupuncture stimulation via acupoint at Baihui and Shenting for daily 30 min

plus fluoxetine once per day for consecutive 21 days by groups． Open field test was performed to observe the behavior of the rats，and immunohistochemistry

was used to detect nNOS，c-Fos and SYP expression in the frontal cortex of the experimental animals． Ｒesults: Compared with the normal control group，ex-

pression of nNOS and c-Fos-positive neurons was increased in the frontal cortex of rats in model group(P ＜ 0． 05)，yet the expression of SYP-positive neu-

rons was decreased(P ＜ 0． 05) and scoring of behavior index was also decreased． Ｒats in electroacupuncture group，fluoxetine group and electroacupunc-

ture plus fluoxetine group had decreased expression of nNOS and c-Fos-positive neurons and increased SYP-positive neurons in their frontal cortex，and had

higher scores in behavioral index than those in the model group(P ＜ 0． 05) ． By comparison with the electroacupuncture group and fluoxetine group，rats in

the electroacupuncture plus fluoxetine group had decreased expression of nNOS and c-Fos-positive neurons and increased SYP-positive neurons in the

frontal cortex，and improved behavioral index measurment(P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Electroacupuncture plus fluoxetine can produce synergistic effects on

the neurons in the frontal cortex of rats，and lead to better antidepressant effect via inhibiting up-regulation of nNOS and c-Fos as well as down-regulation

of SYP down-regulation．

【Key words】depression;electroacupuncture;fluoxetine;nNOS;c-Fos;synaptophysin
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近年来抑郁症的发病率不断上升，严重影响着

人们的身心健康。研究表明 nNOS、c-Fos 和 SYP 在

抑郁症的形成和发展中起重要作用
［1 － 3］。关于抑郁

症的治疗，近年来发展了以百优解(盐酸氟西汀) 为

代表的抗抑郁药。同时，电针具有改善认知，促进神

经生长的功能
［4］，针刺百会、神庭等穴位，可以改善

抑郁状态
［5］。本实验采用电针联合氟西汀对慢性

应激抑郁模型大鼠进行治疗，旨在探讨电针联合氟

西汀对慢性应激抑郁模型大鼠额叶皮质 nNOS、c-
Fos 和 SYP 表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与分组 SD 雄性大鼠 60 只，体质量

(200 ± 20) g。随机分为正常对照组、模型组、电针

组、氟西汀组和电针 + 氟西汀组，每组 12 只。
1． 2 主要试剂及仪器 盐酸氟西汀软胶囊( 礼来

苏州制药有限公司)，c-Fos、nNOS 和 SYP 抗体( 北

京博奥森生物技术有限公司)，SABC 试剂盒( 武汉

博士德生物工程有限公司)，DAB 显色试剂盒(天根

生化科技有限公司)，华佗牌电子针疗仪(苏州医疗

用品厂有限公司)。
1． 3 大鼠行为学观察 旷场试验: 敞箱 ( 长 100
cm，宽 100 cm，高 50 cm)，内侧周壁及底面均为黑

色，底面用白线划分为面积相等的 25 块。将大鼠置

于中心方格内，观察大鼠 5 min 内穿越格数(四爪均

进入的方格方可记数) 记为水平运动次数，后肢直

立次数(两前爪腾空或攀附箱壁) 记为垂直运动次

数。运用旷场试验测定造模前后以及治疗后的水平

运动和垂直运动次数。
1． 4 造模方法 模型组、氟西汀组、电针组和电针

+ 氟西汀组均进行慢性应激刺激结合孤养(每笼饲

养 1 只)。连续 21 d 各种不同的应激，包括冰水游

泳(4℃，5 min)、热应激(45℃，5 min)、禁水(24 h)、
夹尾(1 min)、电击足底(电压 50 mV，每隔 15 s 刺激

1 次，每次持续 10 s，共 15 次)、摇晃 (1 次 /秒，5
min)、禁食(24 h) 和昼夜颠倒等刺激，平均每种刺

激各 3 次。依据文献［6］，慢性应激结束后对各组

大鼠进行行为学测定造模是否成功，选取造模成功

大鼠进行实验。

1． 5 治疗方法

1． 5． 1 正常对照组 不做处理。
1． 5． 2 模型组 不做处理。
1． 5． 3 电针组 根据《大鼠穴位图谱的研制》，取

百会、神庭穴，每天电针 1 次，频率为 2 Hz，每次 30
min，共电针 21 d。
1． 5． 4 氟西汀组 按照 1． 8 mg /kg 给予氟西汀，将

药物溶解于生理盐水中灌胃，每天 1 次，连续 21 d。
1． 5． 5 电针 + 氟西汀组 电针方法同电针组，灌胃

方法及剂量同氟西汀组，连续 21 d。
1． 6 标本取材 治疗结束后，各组大鼠均用戊巴比

妥钠(30 mg /kg)腹腔注射麻醉后开胸，经左心室-升
主动脉灌注 150 mL 生理盐水，再灌注 300 mL 多聚

甲醛。取脑放置甲醛溶液中固定 4 ～ 6 h，取材，脱

水，石蜡包埋。
1． 7 免疫组织化学方法观察检测 组织连续切片，

片厚 5 μm，切片分 3 套。切片按 SABC 免疫组织化

学试剂盒说明书步骤进行，封片后在显微镜下进行

观察，选取相同部位利用图像分析系统在 400 倍视

野下进行计数。
1． 8 统计分析 用 SPSS 18． 0 软件进行统计分析，

数值变量资料以 珋x ± s 表示，多组之间比较采用单因

素方差分析，多组间两两比较采用 SNK 法 ( q 检

验)。以 α = 0． 05 作为检验水准，P ＜ 0． 05 作为判定

有统计学意义的依据。

2 结果

与正常对照组比较，模型组大鼠行为学指标降

低(P ＜ 0． 05)，大鼠额叶皮质 nNOS、c-Fos 阳性神经

元数量增加(P ＜ 0． 05)，SYP 阳性神经元数量减少

(P ＜ 0． 05);与模型组比较，电针组、氟西汀组和电

针 + 氟西汀组大鼠行为学指标提高(P ＜ 0． 05)，大

鼠额叶皮质 nNOS、c-Fos 阳性神经元数量减少(P ＜
0． 05)，SYP 阳性神经元数量增加(P ＜ 0． 05);与电

针组、氟西汀组比较，电针 + 氟西汀组大鼠行为学指

标提高(P ＜ 0． 05)，大鼠额叶皮质 nNOS、c-Fos 阳性

神经元数量减少(P ＜ 0． 05)，SYP 阳性神经元数量

增加(P ＜ 0． 05)。见表 1、2，图 1 ～ 3。

A:正常对照组;B:模型组;C:氟西汀组;D:电针组;E:电针 + 氟西汀组;标尺 = 20 μm。

图 1 各组大鼠额叶皮质 c-Fos 的表达(SABC 法 × 400)
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A:正常对照组;B:模型组;C:氟西汀组;D:电针组;E:电针 + 氟西汀组;标尺 = 20 μm。

图 2 各组大鼠额叶皮质 nNOS 的表达(SABC 法 × 400)

A:正常对照组;B:模型组;C:氟西汀组;D:电针组;E:电针 + 氟西汀组;标尺 = 20 μm。

图 3 各组大鼠额叶皮质 SYP 的表达(SABC 法 × 400)

表 1 各组大鼠旷场试验比较(珋x ± s，n = 12)

组别 水平运动 垂直运动

正常对照组 68． 92 ± 3． 34 14． 17 ± 2． 37

模型组 24． 17 ± 3． 81* 4． 58 ± 1． 31

电针组 43． 42 ± 2． 94* #△ 9． 75 ± 1． 60* #△

氟西汀组 45． 50 ± 2． 75* #△ 9． 83 ± 1． 95* #△

电针 + 氟西汀组 55． 42 ± 5． 78* # 13． 25 ± 1． 42* #

F 216． 658 54． 302

P 0． 000 0． 000

注:与正常对照组比较，* P ＜ 0． 05;与模型组比较，#P ＜ 0． 05;与电

针 + 氟西汀组比较，△P ＜ 0． 05。

表 2 各组大鼠额叶皮质 nNOS、c-Fos 和 SYP 阳性神经元细

胞数(珋x ± s，n = 12) 个 /高倍视野

组别 nNOS c-Fos SYP

正常对照组 7． 17 ± 1． 64 10． 08 ± 1． 78 22． 17 ± 2． 69

模型组 15． 83 ± 2． 37* 23． 75 ± 3． 33* 8． 83 ± 1． 75*

电针组 11． 17 ± 2． 25* #△14． 17 ± 2． 04* #△14． 75 ± 2． 14* #△

氟西汀组 11． 25 ± 2． 67* #△14． 00 ± 1． 71* #△14． 92 ± 2． 43* #△

电针 + 氟西汀组 8． 50 ± 1． 57* # 10． 00 ± 1． 76* # 20． 08 ± 1． 78* #

F 28． 886 77． 107 68． 079

P 0． 000 0． 000 0． 000

注:与正常对照组比较，* P ＜ 0． 05;与模型组比较，#P ＜ 0． 05;与电

针 + 氟西汀组比较，△P ＜ 0． 05。

3 讨论

额叶皮质是人类情感和认知的解剖学基础，抑

郁症等情感障碍性疾病存在额叶皮质代谢异常
［7］。

nNOS 催化产生的神经递质一氧化氮(NO) 具有神

经毒性作用，对神经元再生过程起到抑制作用
［8］，

本实验发现模型组大鼠额叶皮质 nNOS 表达呈上调

现象，提示过量的 nNOS 可能通过抑制神经元再生，

从而在抑郁症的发生发展中发挥重要作用。c-Fos
在正常情况下呈低水平表达，当机体受到心理或病

理刺激时其表达显著增强
［9 － 10］，本实验慢性应激后

大鼠额叶皮质 Fos 蛋白大量表达，进一步表明 c-Fos
可能参与了慢性应激状态下抑郁的产生。SYP 是一

种特异性分布于突触前囊泡膜上的钙结合糖蛋白，

与突触结构和功能密切相关。SYP 表达受中枢神经

系统结构和功能的变化而变化，当机体处于抑郁状

态，神经元突触数量减少，其可塑性减小
［3］。本实

验结果显示模型组大鼠额叶皮质 SYP 的表达较正

常对照组明显减少，电针及药物治疗后额叶皮质

SYP 表达增加，提示可能通过上调大鼠额叶 SYP 的

表达发挥抗抑郁作用。
氟西汀为抗抑郁常用药，临床上已证实其疗效。

针刺可以改善大脑应激所致的病理损伤，有助于促

进脑高级功能的恢复
［11］。本实验采用百会、神庭作

为治疗穴位，这两个穴位均为督脉经穴，具有调节情

绪、安神定志等作用，是调节大脑功能的要穴
［12］。

本实验结果显示:与电针组、氟西汀组比较，电针 +
氟西汀组大鼠行为学指标提高，额叶皮质 nNOS、
c-Fos和 SYP 表达更接近于正常对照组。提示电针

联合氟西汀在抑郁模型大鼠治疗中具有协同作用，

推测可能是通过抑制慢性应激抑郁模型大鼠额叶皮

质 nNOS、c-Fos 表达的上调和 SYP 表达的下调，从

而达到抗抑郁的作用。但额叶皮质中这三种神经元

之间是否存在相互联系尚不清楚，有待进一步研究。
针药结合治疗疾病具有多层次、多途径、多因素

综合作用的优势。通过本实验提示我们可以对其机

制进行更深入研究，并通过临床实验进行实践应用。
(下转第 214 页)
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