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·基础研究·

电针早期干预对肌萎缩侧索硬化症小鼠大脑皮层
TDP-43及HMGB1/RhoA信号通路的影响*

卢苑蓉1 刘隽阳2 郭 婕1 李 华2 王 渊2，3 赵颖倩2，3 李 杰2，3 王 强2，3，4

摘要

目的：观察电针早期干预对肌萎缩侧索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis，ALS）小鼠大脑皮层TARDNA结合蛋

白43（TARDNA binding protein，TDP-43）及HMGB1/RhoA信号通路表达的影响，探究电针早期干预改善ALS小鼠

运动功能的潜在机制。

方法：符合SOD1G93A基因表型小鼠按随机数字表法分为模型组（SOD1G93A）、针刺干预组（electroacupuncture，EA）、

利鲁唑组（Riluzole），同窝SOD1G93A阴性小鼠为空白对照组（control），每组15只。电针组针刺干预百会穴、双侧天柱

穴、双侧天枢穴，5次/7d，7d为一个疗程，共治疗4个疗程。利鲁唑组予利鲁唑30mg/（kg·d）灌胃治疗，１次/d，5次/

周，持续2周。采用后肢功能神经学评分和转棒疲劳实验评估各组小鼠运动功能，免疫荧光法观察大脑皮层TDP-

43阳性细胞率；Western Blot法检测大脑皮质离子钙结合接头分子1（Iba-1）、HMGB1、RhoA蛋白相对表达量；Elisa

法检测血清TNF-α及MCP-1的含量；透射电镜观察大脑皮层神经元形态变化。

结果：与对照组比较，模型组转棒潜伏期时间减少和神经学评分增高（P<0.01），血清MCP-1、TNF-α含量和大脑皮层

Iba-1、HMGB1、RhoA蛋白表达以及TDP-43阳性细胞率均升高（P<0.01）。与模型组比较，电针组和利鲁唑组转棒

潜伏期时间增加和神经学评分降低（P<0.01，P<0.05），血清MCP-1、TNF-α含量和大脑皮质 Iba-1、HMGB1、RhoA蛋

白表达以及TDP-43阳性细胞率均降低（P<0.01，P<0.05）。电镜结果显示，对照组小鼠皮层神经元细胞结构正常，模

型组小鼠神经细胞有明显病理变化，电针组和利鲁唑组神经细胞损伤减轻，结构较完整，可见部分正常细胞器。

结论：电针干预可改善ALS模型小鼠的运动功能，其机制可能与抑制HMGB1/RhoA信号通路进而减轻小胶质细胞

诱导的神经炎症有关，并推测其对于减少ALS病理底物TDP-43的沉积具有正相关作用。
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Abstract
Objective：To observe the effect of early electroacupuncture intervention on the expression of TARDNA bind-

ing protein 43 （TDP- 43） and HMGB1/RhoA signaling pathway in the cerebral cortex of amyotrophic lateral

sclerosis （ALS） mice，and to explore the potential mechanism of early electroacupuncture intervention in im-

proving motor function in ALS mice.

Method：SOD1G93A gene phenotype mice were randomly divided into model group （SOD1G93A），acupuncture in-

tervention group （EA），riluzole group （Riluzole），and SOD1G93A negative mice in the same litter were blank

control group （Control），with 15 mice in each group. The electroacupuncture group was given acupuncture of

Baihui point，bilateral Tianzhu point，bilateral Tianshu point，5 times/7 days，7 days for a course of treat-
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肌萎缩侧索硬化症（amyotrophic lateral sclero-

sis，ALS）是累及大脑、脊柱和周围神经肌肉系统的

上、下运动神经元异常的神经退行性疾病[1]，典型的

临床表现为手臂或腿部无力，随后出现进行性瘫

痪[2—3]。一旦出现ALS症状，从症状出现到死亡的典

型时间为 2—3年，肌肉麻痹、呼吸衰竭和生命功能

丧失是常见的死亡原因[4—5]。ALS是具有多种病理

特征的神经退行性疾病，尤其是存在细胞内蛋白包

涵体，许多研究表明病理底物TARDNA结合蛋白43

（TARDNA binding protein，TDP-43）以泛素化、磷

酸化和生物化学不溶性等形式在神经元细胞质中的

积累导致神经变性[6—8]。导致ALS神经变性的致病

机制有很多，越来越多的证据表明神经炎症在ALS

发病机制中起着重要作用，其主要特点是由反应性

胶质细胞介导激活[9—10]，炎症反应伴随炎症因子释

放，例如肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor al-

pha，TNF-α）、单核细胞趋化蛋白-1（monocyte che-

motactic protein 1，MCP-1）等。驱动这种神经胶质

反应的生物过程很复杂，研究表明高迁移率族蛋白

B1（high mobility group box-1 protein，HMGB1）是

高迁移率组的成员，在调节先天性和适应性免疫反

应中显示出至关重要的作用[11]。Ras同源基因家族

成员A（Ras homolog family member A，RHOA）可

被炎症反应和氧化应激激活，调节促炎和抗炎介质

的基因表达[12—13]。根据ALS的症状特点，中医学把

肌无力、肌肉萎缩、四肢活动困难统称为“痿病”，其

中“痿，谓痿弱无力以运动”[14]。而电针治疗是我国

常用治疗疾病的辅助治疗，广泛用于解决肌肉骨骼

问题，特别是慢性疼痛和神经退行性疾病[15]。本研

究拟通过电针早期干预对ALS模型小鼠大脑皮质

HMGB1/RhoA 信号通路、TDP-43 及神经元形态的

影响，探讨针刺对 ALS 模型小鼠神经炎症作用机

制，为电针疗法干预ALS提供一定实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

ment，a total of 4 courses of treatment. The riluzole group was treated with riluzole 30 mg/（kg·d） by gavage，

once a day，five times a week for two weeks. The motor function of mice in each group was evaluated by

hind limb functional neurological score and rotarod fatigue test，and the rate of TDP-43 positive cells in cere-

bral cortex was observed by immunofluorescence. The relative expression of Iba-1，HMGB1 or RhoA protein in

cerebral cortex was detected by Western Blot. The levels of serum TNF-α and MCP-1 were detected by Elisa.

The morphological changes of cerebral cortical neurons were observed by transmission electron microscopy.

Result：Compared with the control group， the rotarod latency time was decreased and the neurological score

was increased in the model group （P<0.01）. The contents of serum MCP-1 and TNF-α，the expression of Iba-

1，HMGB1 and RhoA protein in cerebral cortex and the rate of TDP-43 positive cells were increased in the

model group （P<0.01）. Compared with the model group， the rotarod latency time of the electroacupuncture

group and the riluzole group increased and the neurological score decreased （P<0.01，P<0.05）， the serum

MCP-1，TNF-α content and the cerebral cortex Iba-1，HMGB1，RhoA protein expression and TDP-43 positive

cell rate decreased （P<0.01，P<0.05）. The results of electron microscopy showed that the structure of cortical

neurons in the control group was normal，and the nerve cells in the model group exhibited obvious pathologi-

cal changes. The damage of nerve cells in the electroacupuncture group and the riluzole group was reduced，

the structure was relatively complete，and some normal organelles were detected.

Conclusion：Electroacupuncture intervention can improve the motor function of ALS model mice. The mecha-

nism may be related to the inhibition of HMGB1/RhoA signaling pathway and the reduction of microglia- in-

duced neuroinflammation，and it is speculated that it has a positive effect on the reduction of ALS pathologi-

cal substrate TDP-43 deposition.

Author's address The Second School of Clinical Medicine，Shanxi University of Chinese Medicine，Xian-

yang，712046

Key word amyotrophic lateral sclerosis；electroacupuncture；neuroinflammation；monocyte chemotactic protein 1；

Ras homolog family member A；TARDNA binding protein
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hSOD1G93A小鼠（SPF级）获自The Jackson Lab-

oratory，使用从尾部活组织检查中提取的DNA通过

PCR对小鼠进行基因分型。PCR技术鉴定子代鼠，

符合SOD1G93A基因表型的小鼠按随机数字表法分为

模型组（SOD1G93A）、针刺干预组（EA）、利鲁唑组

（Riluzole），同窝 SOD1G93A 阴性小鼠为空白对照组

（Control），每组各15只。小鼠饲养于陕西中医药大

学国医大师研究实验动物中心，为无特定病原菌环

境，室温（22±2）℃，相对湿度40%—70%，12h明暗交

替，实验期间自由饮水，摄食灭菌后的标准颗粒饲

料，实验动物许可证编号：SCXK（陕）2020-001。动

物在实验前适应性饲养1周，实验中对动物的处理严

格遵循《关于善待实验动物的指导性意见》。该方案

已获陕西中医药大学实验动物伦理委员会批准。

1.2 主要试剂和仪器

酶标仪（Molecular Devices，美国），组织切片机

（Leica，德国），电泳仪、转膜仪、化学发光凝胶成像

系统（Bio- Rad，美国），荧光显微镜（Olympus，日

本），SDZ-Ⅱ型电针仪、华佗牌无菌针灸针（苏州医疗

用品厂有限公司），透射电镜（Hitachi，日本）。封闭

山羊血清、抗荧光衰减封片剂（含DAPI，北京 Solar-

bio），β-Actin、Iba-1、HMGB1、RhoA 抗体和 HRP 标

记的山羊抗兔 IgG、荧光山羊抗兔 IgG（Abcam，英

国），TDP-43（Thermo Scientific，美国）、小鼠TNF-α

酶联免疫分析试剂盒、小鼠MCP-1酶联免疫分析试

剂盒（Boster，中国）。

1.3 干预方法

电针组：于 SOD1 小鼠出生后 60d 开始针刺干

预，动物气雾麻醉后置于小动物实验台。根据《常用

实验动物针灸穴位图谱及穴位》[16]取百会、双侧天

柱、双侧天枢穴。百会穴：顶骨正中；天柱穴：颈部斜

方肌外缘，正中线旁开 3mm；天枢穴：脐旁开 5mm。

电针方法：百会穴刺入2mm，天柱穴刺入2mm，天枢

穴刺入2mm，电针仪两极分别连接百会穴和单侧天

枢穴，刺激 10min。刺激参数：连续波，频率为 2Hz，

强度为 1mA。疗程：5次/7d，7d为 1个疗程，共进行

4个疗程，共4周。

利鲁唑组：于电针组干预 2周后进行。利鲁唑

溶于生理盐水，按 30mg/（kg · d）的剂量进行灌胃治

疗，１次/d，5次/周，持续2周[17]。模型组：正常饲养，

实验期间有4只小鼠死亡。

1.4 观察指标及检测方法

1.4.1 行为学检测方法：转棒疲劳实验评估各组小鼠

运动功能：将各组小鼠放置转棒上，转棒速度为

15RPM，记录小鼠在内首次掉下来的时间，记录为转

棒潜伏期，超过3min按照180s记录。每个测试日进

行3轮测试，3轮中取表现最佳的1轮记为结果。实验

前进入实验环境适应1h，保持不同测试日的测试时间

一致。各组小鼠于120d龄时正式行为学检测。正式

检测前3ｄ对小鼠进行适应性训练，训练结束后每只

小鼠连续测3d，计算3天测量数据的平均值并分析。

悬尾实验进行后肢功能神经学评分：于小鼠

120日龄时进行，存活组中的每只小鼠都完成了尾

巴悬吊测试。检测前进入实验环境适应1h，快速将

其尾巴固定好，避免应激状态，检测时，小鼠尾巴根

部被固定在其笼子的金属丝顶部上方约 3cm处（不

一致）一段时间。尾部悬吊试验连续重复3次，之后

对其后肢分别进行评分。如果后肢在正常张开时完

全伸展，则得分为“0”。如果后肢显示异常张开、紧

握、向外侧中线轻微塌陷或即使后肢完全伸展也表

现出震颤，则得分为“1”。如果后肢向外侧中线显示

中度塌陷和部分瘫痪，则记为“2”分；如果后肢出现

完全瘫痪，则记为“3”分。

1.4.2 免疫荧光法观察小鼠大脑TDP-43阳性细胞的

表达：行为学评分及转棒实验结束后，每组取5只小

鼠，3%戊巴比妥钠（50mg/kg）腹腔注射麻醉小鼠后取

全脑，放入4%多聚甲醛保存备用。取固定后脑组织

进行冰冻切片（厚度8μm），山羊血清封闭30min，滴加

一抗TDP-43（1∶100），４℃冰箱孵育过夜，PBS冲洗，

滴加荧光二抗，室温条件下避光孵育1h，避光条件下

滴加含DAPI抗荧光衰减封片剂封片，显微镜观察。

使用Image J图像软件计算TDP-43阳性细胞率。

1.4.3 Western Blot 法检测小鼠大脑皮质 Iba- 1、

HMGB1、RhoA 表达量：行为学评分及转棒实验结

束后，每组另取5只小鼠，3%戊巴比妥钠（50mg/kg）

腹腔注射麻醉小鼠后于冰上取大脑皮质，置液氮冷

冻，后转存﹣80℃冰箱备用。取 10mg 冻存后大脑

皮质组织，进行蛋白浓度测定并制备好蛋白样本。

电泳、转膜、封闭，一抗 β-actin（1∶2000）、Iba-1（1∶

1000）、HMGB1（1∶2000）、RhoA（1∶2000），４℃冰箱
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摇床孵育过夜，TBST 洗，相应二抗（1∶10000）室温

摇床孵育２h，TBST洗。避光条件下配置ECL化学

发光液进行曝光显影，Image J软件分析带灰度值。

1.4.4 ELISA 法检测小鼠血清炎症因子 TNF-α及

MCP-1的浓度：行为学评分及转棒实验结束后，各组

取5只小鼠3%戊巴比妥钠（50mg/kg）腹腔注射麻醉，

取心脏血液 1ml，冷冻离心机 4℃，2000r/min 离心

20min，收集上清液，﹣80°C储存。将离心后的小鼠血

液上清经解冻后，严格按照ELISA试剂盒说明书进行

检测，实验完毕后将酶标仪调至450nm吸光度值，基于

标准曲线计算相应TNF-α及MCP-1的浓度。

1.4.5 透射电镜观察小鼠大脑皮层神经元超微结构：

行为学评分及转棒实验结束后，每组剩余5只小鼠，

3%戊巴比妥钠（50mg/kg）腹腔注射麻醉小鼠后立即

取大脑皮质组织约1mm×1mm×1mm。置于电镜固定

液4℃固定2h，组织低速离心，1%琼脂糖包裹，磷酸缓

冲液漂洗 3次，每次 15min，室温固定 2h。漂洗后酒

精、丙酮脱水，渗透包埋5—8h，超薄切片机切片60—

80nm超薄切片，双染色后切片室温干燥过夜。透射

电子显微镜下观察，采集图像并分析。

1.5 统计学分析

使用SPSS 26.0软件进行统计分析。对于符合

方差正态分布或近似正态分布的计量资料以均数±

标准差表示。多样本均数比较用单因素方差分析，

进一步两两比较用LSD 检验。P<0.05为差异均具

有显著性意义。

2 结果

2.1 各组小鼠行为学和神经学评分比较

2.1.1 转棒疲劳实验：小鼠在转棒仪器上停留时间

为潜伏期，时间越长说明小鼠协调能力和肌力越强，

时间越短说明协调能力和肌力较差。与空白对照组

相比，模型组保持旋转杆上的潜伏期时间缩短（P<

0.01）。与模型组相比，电针组和利鲁唑组的转棒潜

伏期时间延长（P<0.01，P＜0.05）。电针组和利鲁唑

组转棒潜伏期时间比较，差异无显著性意义（P＞

0.05）。见图1A。

2.1.2 后肢功能神经学评分：每组小鼠于60日龄观

察发现空白对照组与模型组体重正常，精神状态良

好，后肢运动神经学评分无明显差异（P>0.05）。于

120日龄观察发现，模型组小鼠表现为后肢不能完

全伸展且偏离中线，一侧肢体屈曲或震颤。与空白

组相比，模型组评分明显增高（P<0.01）；与模型组比

较，电针组和利鲁唑组评分明显低于模型组（P<

0.01，P<0.05），说明电针改善小鼠后肢运动功能。

电针组和利鲁唑组后肢功能神经学评分比较，差异

无显著性意义（P＞0.05）。见图1B。

2.2 各组小鼠血清炎症因子MCP-1、TNF-α浓度比较

与空白组比较，模型组血清中MCP-1、TNF-α浓

度显著升高（P<0.01）；与模型组相比，电针组和利鲁

唑组血清中 MCP-1、TNF-α浓度降低（P<0.01，P<

0.05），说明针刺治疗干预后小鼠血清炎症因子表达

下调，缓解神经炎症。电针组和利鲁唑组比较，上述

指标差异均无显著性意义（P＞0.05）。见图2。

图1 各组小鼠行为学和神经学评分比较

注：空白组、EA组、Riluzole组n=15，模型组n=11, 与空白对照组比较：##P<0.01；与模型组比较：*P<0.05, **P<0.01。
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2.3 各组小鼠大脑皮层 Iba-1蛋白含量比较

与空白组相比，模型组大脑皮层中 Iba-1蛋白表

达升高（P<0.01）；与模型组相比，电针组和利鲁唑组

大脑皮层中 Iba-1蛋白表达降低（P<0.05）。电针组和

利鲁唑组比较差异无显著性意义（P＞0.05）。见图3。

2.4 各组小鼠大脑皮层HMGB1、RhoA蛋白含量比较

与空白组相比，模型组大脑皮质中 HMGB1、

RhoA蛋白含量表达升高（P<0.01，P<0.05）；与模型

组相比，电针组和利鲁唑组小鼠大脑皮质HMGB1、

RhoA蛋白表达降低（P<0.01，P<0.05）。电针组和利

鲁唑组比较，上述指标差异均无显著性意义（P＞

0.05）。见图4。

2.5 各组小鼠大脑皮质TDP-43阳性细胞率比较

与空白组比较，模型组大脑皮质TDP-43阳性细

胞率明显升高（P<0.01）；与模型组相比，电针组和利

鲁唑组大脑皮质TDP-43阳性细胞率降低（P<0.01，

P<0.05），说明电针干预后大脑皮层异常沉积的TDP-

43减少。电针组和利鲁唑组大脑皮质TDP-43阳性

细胞率比较，差异无显著性意义（P＞0.05）。见图5。

2.6 各组小鼠大脑皮层神经元超微结构

透射电镜可见对照组小鼠的皮层神经细胞结构

正常，细胞边界清，核膜完整，核周围的线粒体数量

较多，形态大而饱满，模型组小鼠皮层神经细胞胞体

萎缩，细胞核裂解、溶解，核膜凹陷变形或部分破裂，

异染色质聚集成块；与模型组比较，电针组和利鲁唑

组小鼠皮层神经细胞损伤减轻，结构较完整，可见部

分正常细胞器。见图6。

3 讨论

ALS患者主要表现四肢的肌肉肌无力、萎缩，肌

束颤动，吞咽不利，饮水咳呛，逐渐瘫痪，最后不能行

动。早有《素问·生气通天论》指出：大筋软短，小筋

图2 各组小鼠血清中炎症因子表达水平比较 （n=5）

注：与空白对照组比较：##P<0.01；与模型组比较：*P<0.05, **P<0.01。
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图3 各组小鼠大脑皮质中 Iba-1表达水平比较 （n=5）

注：A：各组小鼠大脑皮质中 Iba-1的Western Blot典型代表图；B：各组小鼠大脑皮质中 Iba-1的相对表达量。与空白对照组比较：##P<0.01；与
模型组比较：*P<0.05。
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图4 各组小鼠大脑皮质中HMGB1、RhoA表达水平比较 （n=5）

注：A：各组小鼠脑皮质中HMGB1、RhoA的Western Blot典型代表图；B、C：各组小鼠脑皮质中HMGB1、RhoA的相对表达量。与空白对照组
比较：#P<0.05, ##P<0.01；与模型组比较：*P<0.05, **P<0.01。
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注：A：各组小鼠大脑皮质TDP-43免疫荧光图，红色标记TDP-43，蓝色标记细胞核，merge为二者共标图；B：各组小鼠大脑皮质TDP-43阳性细
胞率（占核染细胞数百分比）。与空白对照组比较：##P<0.01；与模型组比较：*P<0.05，**P<0.01。

图5 各组小鼠大脑皮质TDP-43阳性表达比较 （×400，n=5）
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驰长，软短为拘，驰长为痿，该病的病变部位在肌肉

筋脉，如果湿热不能及时排出，就会伤害大小诸筋，

出现大筋收缩不能伸展造成拘挛，小筋松软无力造

成痿弱[18]。百会是督脉之交会穴，为手三阳与督脉之

会，针刺百会可调整脏腑阳气，可起到通经活络的作

用[19]，天柱穴属足太阳经，同时借鉴古人提出的“治痿

独取阳明”的理论[20]，配伍足阳明胃经的天枢穴，故我

们选取百会穴、双侧天柱穴、双侧天枢穴作为早期电

针干预穴位。本研究结果显示，早期针刺干预可以

延长ALS模型小鼠转棒时间，降低后肢运动功能评

分，因此电针干预可以改善ALS模型小鼠运动功能。

神经炎症过程被证明与许多神经退行性疾病的

进展有关，是ALS患者的一个突出病理特征。小胶

质细胞响应炎症刺激而迅速激活，并经历大量形态

和功能变化，伴有快速克隆增殖[21]。活化的小胶质

细胞释放的细胞毒性分子会进一步诱导神经元的坏

死，比如促炎介质[22—23]。多项研究表明，ALS患者血

液检测炎性细胞因子和趋化因子水平升高，例如
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TNF-α和MCP-1等[24—25]。MCP-1，也称为趋化因子

配体 2，被认为是一种促炎趋化因子并通过在炎症

过程中激活趋化因子受体2发挥有害作用[26]。TNF-

α是主要的促炎细胞因子之一，在免疫和炎症的启

动和协调中起着核心作用，研究表明ALS患者的血

液和脑脊液中的TNF-α水平升高[27]。我们的研究结

果显示，电针治疗后小鼠血清中炎症因子 MCP-1、

TNF-α浓度明显降低。

HMGB1 是损伤后最早释放的促炎因子之一，

被释放到细胞外液响应各种刺激，表现出免疫活性

并作为内源性损伤相关分子发挥作用以引发炎症，

是神经炎症的“总开关”[28]。一般情况下，HMGB1主

要位于细胞核内，但是ALS患者的细胞质HMGB1

显著增加，可能是HMGB1主动分泌以响应感染性

或其他炎症刺激[29—30]。炎症触发细胞内信号级联反

应，聚集在特定转录因子上，调节促炎和抗炎介质的

基因表达，这种信号传输主要受磷酸化下游靶标的

细胞内激酶调节，例如Rho激酶已知可作为调节许多

重要细胞功能的分子开关[31]。RhoA是小GTP酶Rho

家族的细胞内信号转导蛋白，大量证据表明RhoA可

在多种神经元模型中引起神经细胞凋亡[32—33]。我们

的研究结果表明，电针治疗后小鼠大脑皮质

HMGB1/RhoA通路蛋白含量表达降低。同时表明，

在这种ALS小鼠模型中，HMGBI/RhoA通路的激活

与促炎因子的减少有关，证明HMGBI/RhoA信号通

路的激活在调控神经炎症中起着关键作用。

上运动神经元兴奋性的改变是临床上最早在

ALS中检测到的现象之一，研究发现兴奋性改变后

由各种机制介导运动神经元变性[34]，绝大部分是由

于TDP-43蛋白在上运动神经元和下运动神经元异

常沉积[35]，TDP-43聚集是在ALS患者大脑中观察到

的病理学标志。研究表明TDP-43可以通过自我调

节机制维持稳态水平[36]，因此TDP-43失调被认为是

ALS 中神经元改变的潜在驱动因素。小胶质细胞

是中枢神经系统中唯一的内源性免疫细胞[37]，研究

表明小胶质细胞被认为在神经退行性疾病中发挥神

经保护作用，通过感知周围环境，通过吞噬作用清除

损伤刺激，保持神经元健康[38]，其活化标志物为离子

钙结合接头分子1。TDP-43异常聚集启动小胶质细

胞免疫反应，与胶质细胞表面的受体相互作用从而

诱导细胞的活化，最终启动炎症级联反应[39]。本研

究结果也显示电针干预减少大脑皮层TDP-43聚集，

小胶质细胞活化标志物 Iba-1蛋白表达减少，皮层神

经元变性现象改善，揭示了针刺治疗皮层神经元的

保护作用。
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