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针刺治疗对FMR1敲除大鼠认知功能及海马神经元结构的影响

林 玮*，刘德强，钟秋明，俞春英，杨燕燕

（福建中医药大学实验动物中心，福建 福州 350122）
摘 要： 目的 探讨针刺百会、神庭和长强穴对脆性 X 智力迟缓 1 号基因（FMR1）敲除（KO）大鼠认知功能

及海马神经元结构的影响及机制。 方法 FMR1 KO SD 大鼠与野生 SD 大鼠进行交配繁殖。随机选取 10 只 6 月

龄的 SD 大鼠（X+/X+或 X+/Y+）作为野生组；选取 6 月龄 FMR1 KO SD 大鼠（X-/X-或 X-/Y+），按随机数字表法分

为模型组和针刺组各 10 只。针刺组针刺百会、神庭和长强穴，1 次/d，连续针刺 28 d；野生组和模型组针刺非经非

穴区。3 组均连续针刺 28 d。干预完成后采用 Morris 水迷宫实验检测大鼠空间学习与记忆能力，尼氏染色法观察

海马脑区神经元结构，Western blot 法检测海马组织 p-PI3K、p-Akt 蛋白相对表达水平。 结果 3 组大鼠第 1~
4天定位航行实验逃避潜伏期均呈下降趋势。与野生组比较，第 3天和第 4天时模型组定位航行潜伏期均较长（P＜
0.05）。与模型组比较，第 4 天时针刺组定位航行潜伏期较短（P＜0.05）。与野生组比较，模型组穿越原平台次数和

平均速度均较低（P＜0.05）。与模型组比较，针刺组穿越原平台次数和平均速度均较高（P＜0.05）。模型组大鼠海

马脑区神经元排列松散，结构受损；针刺组神经元排列紧密，形态完整、饱满，边沿清晰，与野生组表现相近。与模

型组比较，针刺组CA1和CA3区神经元数量均较多（P＜0.05）；与野生组比较，模型组和针刺组CA4区神经元数量均

较少（P＜0.05）。与野生组比较，模型组海马组织 p-PI3K 和 p-Akt 表达水平均较低（P＜0.05）；与模型组比较，针

刺组海马组织 p-PI3K 和 p-Akt 表达水平均较高（P＜0.05）。 结论 针刺百会、神庭和长强穴可改善 FMR1 KO 
SD 大鼠认知功能，促进海马组织 PI3K/Akt 信号通路表达，抑制海马脑区神经元凋亡。

关键词：脆性 X 智力迟缓 1 号基因；针刺；神经元；海马脑区；PI3K/Akt 信号通路

脆性X智力障碍 1号基因（fragile X mental retar⁃
dation 1 gene，FMR1）的动态突变会引发遗传性神经
发育障碍疾病——脆性X综合征（fragile X syndrome，
FXS），该病全球男性发病率约 1/5 000~1/4 000，
女性约 1/8 000~1/6 000，我国患者数量也在持续
增长［1-2］。FXS 核心的病理变化体现为 FMR1 基因
5'非翻译区的 CGG 三核苷酸重复序列出现异常增
多（重复次数达到或超过 200 次），使得脆性 X 智力
障碍蛋白（fragile X mental retardation protein，FM⁃
RP）无法正常表达，进而干扰突触可塑性的调节，
并对认知功能造成损害［3］。患者多表现为中重度
智力低下、语言迟缓、行为异常，严重影响生活与社
交，给家庭和社会带来极大负担［4-5］。

FXS 作为常见的遗传性神经发育障碍疾病，目
前尚无根治手段，临床多以药物治疗为主，虽能暂
时缓解不适，但存在毒副作用和无法改善核心的认
知障碍与神经病理损伤等问题［6］。针刺作为中医
传统疗法，研究表明其可以改善精神发育迟滞等神
经系统疾病患者的认知功能和神经功能［7-8］。本研
究利用 FMR1 基因敲除（KO）大鼠，探讨针刺百会、
神庭和长强穴对 FXS 认知功能的影响及潜在作用
机制。
1　实验材料
1.1　实验动物　6~10 周龄 SPF 级 FMR1 KO SD 大

鼠（X-/X-或 X-/Y+），1 雄 2 雌，购自上海南方模式生

物科技股份有限公司，实验动物生产许可证号：

SCXK（沪）2019-0002。8 周龄 SPF 级 SD 大鼠（X+/
X+或 X+/Y+），2 雄 2 雌，购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）

2022-0004。实验大鼠饲养于福建中医药大学实验

动物中心 SPF 级动物实验室中，实验动物使用许可

证号：SYXK（闽）2023-0004。进行大鼠交配繁殖，

并通过基因鉴定后选取 FMR1 KO SD 大鼠（X-/X-或
X-/Y+）和野生 SD大鼠（X+/X+或X+/Y+）进行干预，见

图 1。基因鉴定的 FMR1 引物合成序列见表 1。本

实验经福建中医药大学实验动物伦理委员会批准

（FJTCM-IACUC-2025044）。

图 1　野生 SD大鼠与 FMR1 KO SD
大鼠多代交配繁殖图                  
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1.2　实验试剂　二甲苯（批号：10023418）、冰醋酸

（批号：10000218）、中性树胶（批号：10004160）均购

自中国国药集团化学试剂有限公司；固定液（批号：

G1101）、甲苯胺蓝染液（批号：G1032）、环保型脱蜡

液（批号：G1128）均购自武汉赛维尔生物科技有限

公司；4% 中性甲醛溶液（北京鼎国昌盛生物技术

有限公司，批号：AR-0221）；磷酸化磷酸肌醇 3-激

酶（p-PI3K）抗体（货号：YP0224）、磷酸化蛋白激酶

B（p-Akt）抗体（货号：YM8531）、GAPDH 抗体（货

号：YM3029）均购自美国 Immunoway公司。

1.3　实验材料及仪器　华佗牌一次性无菌针灸针

（苏州医疗用品厂有限公司，批号：242153）；光学显微

镜（日本尼康株式会社，型号：ECLIPSE E100）；病理

切片机（德国徕卡公司，型号：RM2016）；Morris水迷

宫装置（上海欣软信息科技公司，型号：XR-XM101）。
2　实验方法

2.1　分组和干预　选取 6 月龄 FMR1 KO SD 大鼠

（X-/X-或 X-/Y+），按随机数字表法分为模型组和针

刺组各 10只，雌雄各半；随机选取 10只 6月龄的 SD
大鼠（X+/X+或 X+/Y+）作为野生组。针刺组参照文

献［9］选取百会、神庭和长强穴进行针刺治疗，留针

10 min，隔 3 min 行轻度捻转提插 10 s，1 次/d；野生

组和模型组针刺大鼠腋中线、肋弓最低点上 1 cm
处的非经非穴［9］，其他处理同针刺组。3 组均连续

针刺 28 d。
2.2　空间学习与记忆能力　干预 28 d 后，采用

Morris 水迷宫实验评估大鼠空间学习与记忆能力。

水迷宫圆形水池直径 150 cm、高 55 cm，水深 30 cm，

水温（23±2）℃，内壁及底部为黑色，分 4 个象限并

设不同形状标记物，逃生平台位于第 3 象限，水漫

过逃生平台 1 cm。实验分 2个阶段：① 定位航行实

验，于第 1~4 天按第 1~4 象限的顺序，每天将大鼠

从不同象限内侧壁放入水中，测试 90 s，记录逃避

潜伏期（未找到逃生平台的大鼠记为 90 s，并让其

适应平台 15 s），取 4 次均值作为当天数据；② 空间

探索实验，于第 5天移除平台，将大鼠从第 1象限内

侧壁放入，测试 90 s，记录大鼠穿越原平台位置的

次数，检测其空间记忆提取能力。通过摄像头记录

大鼠轨迹，借助 SuperMaze 动物行为学视频分析系

统进行分析。

2.3　取材　采用 2%~4% 异氟烷吸入麻醉大鼠，

5 只采用生理盐水进行心脏灌注冲洗后取出全脑，

迅速分离出海马组织，放入冻存管，转移至-80 ℃保

存，用于 Western blot 实验。5 只生理盐水心脏灌注

冲洗后换成 4% 多聚甲醛灌注，取出全脑，置于 4%
多聚甲醛中固定 24 h，用于观察海马脑区神经元

结构。

2.4　海马脑区神经元结构　固定后的脑组织经过

包埋、切片后采用尼氏染色法染色。切片经二甲苯

脱蜡、梯度乙醇复水后，浸入 0.5%~1% 甲苯胺蓝染

液（pH 值：4.0~4.5）中 37 ℃反应 10~20 min，再用

0.5%冰醋酸水溶液快速分化至背景无色、神经元胞

质呈深蓝色，随后经梯度乙醇脱水、二甲苯透明后

滴加中性树胶封片，光学显微镜观察脑部CA1~CA4
区域切片标本的神经元形态，并对神经元数量进行

计数［10］。
2.5　Western blot法检测海马组织 p-Akt、p-PI3K蛋

白相对表达水平　取出冻存的海马组织，用预冷的

PBS 洗涤 2~3 次后切成小块。每 50 mg 海马组织，

加入约 0.167 mL 预冷的 RIPA 裂解液，研磨后离心

取上清液。BCA 蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度，加

缓冲液、变性后，选用 10% SDS-PAGE 凝胶，上样后

常规电泳、转膜，封闭液封闭 1 h，加入一抗（p-PI3K
和 p-Akt 稀释比例均为 1∶500；GAPDH 稀释比例为

1∶5 000）4 ℃反应过夜，次日，TBST洗膜后加入二抗

孵育 1 h，TBST洗膜后加入显影液显影，使用 ImageJ
软件分析条带灰度值，以 GAPDH 为内参计算目的

蛋白相对表达水平。

2.6　统计学方法　采用 SPSS 25.0 软件进行数据分

析。计量资料符合正态分布以（x̄±s）表示，采用单

因素方差分析进行组间比较，方差齐，两两比较采

用 LSD-t法；方差不齐，两两比较采用 Dunnett's T3
法。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3　结　果

3.1　3组空间学习与记忆能力比较　

3.1.1　3 组定位航行潜伏期比较　3 组大鼠第 1~
4 天定位航行实验逃避潜伏期呈下降趋势。与野

生组比较，第 4 天时模型组定位航行潜伏期较长

（P＜0.05）。与模型组比较，第 4 天时针刺组定位

航行潜伏期较短（P＜0.05）。见图 2和表 2。
3.1.2　3 组穿越原平台次数和平均速度比较　见

表 3。

表 1　FMR1引物序列

类型

野生型

突变型

引物序列

F：5'-ACCAGAGCTAGGAGAGGAACA-3'
R：5'-TGTAAACACCCATAAATTTCCACA-3'
F：5'-GAAAGCAACAACACTACCAAAAACC-3'
R：5'-CTGCAAGAAAAACCACAACAAATTAA-3'

产物长度/bp
586

586
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3.2　3 组海马脑区神经元结构比较　模型组大鼠

海马脑区神经元排列松散，神经元结构受损产生空

泡样变性；针刺组神经元排列紧密，形态完整、饱

满，边沿清晰，与野生组表现相近。见图 3。与模

型组比较，针刺组 CA1 和 CA3 区神经元数量较多

（P＜0.05）；与野生组比较，模型组和针刺组 CA4 区

神经元数量均较少（P＜0.05）。见表 4。
3.3　3 组海马组织 p-PI3K 和 p-Akt 蛋白相对表达

水平比较　见图 4和表 5。

图 2　 3组第 4天代表性定位航行实验轨迹图

表 2　3组定位航行潜伏期比较（x̄±s） s 
组别

野生组

模型组

针刺组

n
10
10
10

第1天

39.45±13.55
42.10±11.48
42.80±10.66

第2天

37.03±12.31
38.57±10.55
37.66±14.29

第3天

24.21±8.15
33.26±10.491）

26.70±7.89

第4天

13.71±5.58
31.33±4.951）

20.87±9.232）

注：与野生组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。
表 3　3组穿越原平台次数和平均速度比较（x̄±s）

组别

野生组

模型组

针刺组

n
10
10
10

穿越原平台的次数/次
1.15±0.19
0.70±0.111）

0.96±0.172）

平均速度/（mm/s）
34.85±11.00
21.62±3.181）

28.80±4.852）

注：与野生组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。

图 3　 3组海马脑区尼氏染色图（×200）

表 4　3组海马脑区神经元数量比较（x̄±s）
组别

野生组

模型组

针刺组

n
5
5
5

CA1
85.40±13.61
62.20±4.141）

83.20±12.932）

CA2
73.60±13.09
55.00±14.14
66.60±13.08

CA3
80.00±9.09
57.60±12.221）

77.00±9.462）

CA4
71.00±3.94
60.00±5.701）

62.00±5.831）

注：与野生组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。

图 4　 3组海马组织 p-PI3K和 p-Akt蛋白条带图

表 5　3组海马组织 p-PI3K和 p-Akt蛋白

表达水平比较（x̄±s）             

组别

野生组

模型组

针刺组

n
5
5
5

p-PI3K/GAPDH
0.45±0.10
0.31±0.081）

0.42±0.142）

p-Akt/GAPDH
0.65±0.20
0.42±0.071）

0.60±0.062）

注：与野生组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。
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4　讨　论

传统 FMR1 小鼠模型的神经生物学特性与人

类差异较大，而大鼠在海马 CA3区域的锥体细胞密

度明显高于小鼠，且其密度水平、区域分布特征与

人类海马 CA3 区锥体细胞的排列规律更相近［11］。
基于CRISPR-Cas9技术构建的 FMR1 KO SD大鼠模

型，可较精准模拟人类 FXS遗传特征，其大脑结构、

神经递质系统更接近人类，能准确呈现认知障碍与

海马神经元损伤，是理想的动物模型［12］。Morris 水
迷宫实验显示：FMR1 KO SD 大鼠表现出明显空间

学习与记忆功能障碍，认知功能下降；针刺百会、神

庭和长强穴后，治疗组大鼠逃避潜伏期缩短、穿越

原平台次数增多且运动速度提升，提示针刺可有效

改善 FXS 相关的空间学习记忆与运动功能。这一

方面与针刺可通过调节神经递质释放、增强突触可

塑性，改善认知功能有关［13］；一方面与百会、神庭

和长强穴 3 穴沿督脉自上而下形成“上开窍、中调

神、下通经”的闭环调节轴有关。百会侧重养脑安

神，神庭侧重醒神定志，长强侧重通经补肾，既直接

靶向脑与脊髓中枢通路改善神经功能，又通过调和

全身气血、巩固髓液生成，从“通督脉以充阳、养脑

髓以安神、疏经络以利动、调肾气以生髓”多维度改

善FXS大鼠的认知功能［14-15］。
病理染色结果显示：模型组大鼠海马脑区神

经元结构和活性受损；针刺百会、神庭和长强穴后，

大鼠海马 CA1 和 CA3 区域的神经元结构和活性得

到改善。CA1 和 CA3 区域是参与空间记忆编码和

存储的关键脑区，其神经元结构完整性对认知功能

至关重要［16-17］。针刺可能通过促进神经营养因子

（如脑源性神经营养因子）的表达，抑制神经元凋

亡，从而保护海马神经元［18］。FMR1 KO SD 大鼠海

马 CA4区神经元数量减少，提示 CA4区神经元数量

的变化与 FXS 模型的病理改变相关，但当前治疗措

施未能改善该区域的损伤。3 组大鼠海马 CA2 区

神经元数量比较无明显改变，提示该区域神经元数

量可能与模型大鼠的空间学习与记忆能力关联性

较小，或其功能受其他因素（如突触连接、神经递质

水平）调控更为显著［19］。
PI3K/Akt 通路是调控神经元存活与功能的关

键通路，PI3K/Akt 通路激活时，PI3K 催化生成的

PIP3 会招募并协助激活 Akt，活化的 Akt 通过调控

凋亡相关蛋白，抑制神经元凋亡；而该通路被抑制

时，促凋亡蛋白被启动，导致神经元大量凋亡，同时

还会影响神经元能量代谢与突触传递效率，引发认

知功能障碍［20-21］。本研究结果显示：模型组大鼠海

马组织 p-PI3K 和 p-Akt 表达水平降低；针刺百会、

神庭和长强穴后，大鼠海马组织 p-PI3K 和 p-Akt表

达水平升高。提示针刺改善 FXS 大鼠认知功能障

碍的机制可能与其对 PI3K/Akt通路的调控有关。

综上所述，针刺百会、神庭和长强穴可提高

FMR1 KO SD 大鼠空间学习与记忆能力，改善认知

功能，激活海马组织 PI3K/Akt 信号通路，抑制海马

脑区病理改变和神经元凋亡。
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