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电针重置超前性光暗周期转移小鼠的节律特征
及其对 ＳＣＮ内相关钟基因表达的影响

陈莎莎，王颖，魏大能，薛红
（成都中医药大学，四川 成都 ６１００７５）

摘　要：为了探索电针重置超前性光暗周期转移模型小鼠的时相特征及视交叉上核 （Ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，
ＳＣＮ）多种节律相关基因及转录因子的表达，将符合筛选标准的４４只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠完全随机分为空白组 （ｎ＝
１０）、模型组 （ｎ＝１２）、捆绑组 （ｎ＝１２）和电针组 （ｎ＝１０）４组。其中，模型组、捆绑组和电针组运用超前性
光暗周期转移法进行造模，连续１０ｄ。造模结束后，模型组小鼠于ＺＴ１８时相点处死取材；电针组小鼠恢复正常
光暗交替 （ＬｉｇｈｔａｎｄＤａｒｋ，ＬＤ）状态，并于ＺＴ１６时相点选取 “肝俞”和 “至阳”穴进行电针治疗，连续３次，
每天１次；捆绑组采用与电针组相同的方法进行平行捆绑。捆绑及治疗结束后，处死动物并剥取 ＳＣＮ，采用
ＰＣＲＡｒｒａｙ检测各组动物ＳＣＮ内节律相关基因及部分节律相关转录因子相对表达量。实验结果显示：①电针重置
昼夜节律结果：造模后，模型组、捆绑组及电针组与造模前比较峰相位、起始活动时间均显著超前，昼夜活动

节律周期缩短 （Ｐ＜００５）；再同步期，电针组峰相位、起始活动时间后移，与造模期及空白组比较具有统计学
差异 （Ｐ＜００５）；再同步第１天及第２天电针组小鼠的昼夜活动节律周期与空白组和造模前比较有统计学差异
（Ｐ＜００５），再同步第３天与空白组和造模前比较无统计学差异 （Ｐ＞００５）。② ＳＣＮ节律相关基因及转录因子
变化：与空白组比较，模型组小鼠的 ＳＣＮ节律相关基因表达上调 ８个 （Ａａｎａｔ、Ｃｒｘ、Ｅｐｏ、Ｎｋｘ２－５、Ｐａｘ４、
Ｐｒｆ１、Ｒｏｒａ、Ｓｔａｔ５ａ），下调４个 （Ｅｇｒ１、Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ３、Ｐｒｏｋｒ２）；与模型组比较，捆绑组节律相关基因上调３个
（Ｅｓｒｒａ、Ｍａｔ２ａ、Ｐｅｒ３），下调１１个 （Ｃａｒｔｐｔ、Ｃｒｘ、Ｅｐｏ、Ｋｃｎｍａ１、Ｍｔｎｒ１ｂ、Ｎｋｘ２－５、Ｎｍｓ、Ｐａｘ４、Ｐｒｆ１、Ｐｒｋａｃｂ、
Ｐｒｋｃａ）；与模型组比较，电针组节律相关基因上调６个 （Ｅｇｒ１、Ｅｓｒｒａ、Ｍａｔ２ａ、Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ３、Ｐｒｏｋｒ２），下调２１个
（Ａａｎａｔ、Ａｒｎｔｌ、Ｃａｒｔｐｔ、Ｃｒｘ、Ｃｓｎｋ１ｅ、Ｅｐｏ、Ｋｃｎｍａ１、Ｍｔｎｒ１ｂ、Ｍｙｏｄ１、Ｎｋｘ２－５、Ｎｍｓ、Ｏｐｎ３、Ｐａｘ４、Ｐｒｆ１、
Ｐｒｋａｃｂ、Ｐｒｋｃａ、Ｐｒｋｃｂ、Ｐｒｏｋｒ２、Ｒｏｒａ、Ｒｏｒｂ、Ｓｌｃ９ａ３、Ｔｇｆｂ１）。以上实验结果提示电针可缩短超前性光暗周期转移
小鼠的昼夜节律重置时间，加速紊乱昼夜节律的恢复，这可能是通过对 ＳＣＮ内 Ｐｅｒ１、Ｅｇｒ１、Ａａｎａｔ、Ｐｒｏｋｒ２等节
律相关基因的调控作用实现的。
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　　节律是与人体生理病理状态密切相关的基本生
命现象，无论是整体还是组织细胞都保持周期接近

２４ｈ的节律性活动，稳定有序的昼夜节律的是维
持机体健康的重要条件之一。一旦外环境的时间信

息发生急性转移或长期处于倒转时相的工作和休息

制度后，就会导致各种生理节律紊乱，从而引发一

系列疾病。目前，越来越多的证据表明疾病的发生

发展与昼夜节律紊乱密切相关。如跨时区飞行、轮

班工作制度，以及环境、温度、光照、噪声等引起

的节律紊乱不仅仅表现出睡眠－觉醒周期改变，还
会表现出食欲欠佳、腹痛腹胀等消化道症状，疲劳

乏力，注意力下降、精力不集中，工作效率低下

等。早有实验结果证实，针灸具有明确的调整生物

节律作用，能够调整慢性疲劳综合征［１－３］、荷乳腺

癌小鼠自发性活动节律［４］，改善吗啡成瘾小鼠昼

夜节律［５］，调节抑郁小鼠体温及褪黑激素节律［６］

等，但其调节机制尚需进一步研究，尤其是对ＳＣＮ
的调节作用。随着时间生物学的研究日趋深入，人

体的节律系统及其相关调控机制也日趋完善，其中

Ｃｌｏｃｋ、Ａｒｎｔｌ、Ｃｒｙ１和 Ｃｒｙ２、ＣＫ１ｅ、Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ２和
Ｐｅｒ３、一对孤儿核受体 Ｒｅｖ－Ｅｒｂａ和 ＲＯＲａ等节律
基因构成了最基本的转录和翻译负反馈调节部

分［７］。而这些节律基因及其表达产物间形成了昼

夜节律转录／翻译反馈环路，参与调控机体昼夜节
律。然而，ＳＣＮ节律相关基因研究重点关注基因主
要集中在 Ｐｅｒ、Ｃｒｙ、Ａｒｎｔｌ等基因，其它节律相关
基因是否参与电针重置生物钟基因调节，目前尚未

深入研究。本课题将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近交系小鼠复制成
超前性光暗周期转移模型，从行为学、分子生物学

等角度研究 ＳＣＮ节律相关基因参与电针重置紊乱
节律作用机制，以探讨电针对节律相关基因的调控

作用，为针灸调整节律紊乱临床运用提供实验依

据。

１　实验材料
１１　实验动物

选用同批次１２～１４周龄的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近交系
小鼠。为避免雌性动物动情周期对节律可能造成的
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影响干扰实验结果，故统一选用雄性小鼠进行实

验。动物购自中国食品药品鉴定研究院，ＳＰＦ级，
实验动物许可证号：ｓｃｘｋ（京）２００９－００１７。本次
实验方案获得了成都中医药大学动物实验伦理委员

会批准。

１２　主要器械和仪器
①小动物自发性活动自动记录系统：成都中医

药大学时间生物医学实验室；②Ｃｌｏｃｋｌａｂ数据采集
分析系统：ＡＣＴ－５００，美国 Ｃｌｏｃｋｌａｂ公司；③基
因扩增仪：ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐｇｒａｄｉｅｎｔ－５３４１，德国埃
普多夫公司；④ＦＬＵＫＯＦ６／１０超细匀浆机：德国
ＦＬＵＫＯ公 司；⑤ ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ离 心 机：
５４１７Ｒ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；⑥ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
微量紫外分光光度计：Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００，美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏ公司 ；⑦ＴｈｅｍａｌＣｙｃｌｅ热循环仪：Ｃ１０００，美国
伯乐公司；⑧数显双列四孔水浴锅：ＨＨ－Ｓ４，江
苏省金坛市医疗仪器；⑨韩式穴位神经刺激仪：
ＹＺＢ／苏０３６２－２００７，南京济生医疗科技有限责任
公司；⑩华佗牌无菌针灸针 （０２５ｍｍ×１３ｍｍ）：
标准号ＧＢ２０２４－１９９４，苏州医疗用品有限公司。
１３　主要试剂

①ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（５０）：ＲＮＡ提取试剂盒
（Ｎｏ７４１０４），德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；②ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ＤＮａｓｅＳｅｔ：去除基因组 ＤＮＡ，德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；
③ＲＴ２ＦｉｒｓｔＳｔａｎｄＫｉｄ（５０）：逆转录 ｃＤＮＡ试剂盒
（Ｎｏ３３０４０４），德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；④ＲＴ２ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＲＯＸｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ（２４）：德国 Ｑｉａｇｅｎ公
司；⑤ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＰＣＲＡｒｒａｙ盘：ＰＡＭＭ－１５３ＺＡ，
德国Ｑｉａｇｅｎ公司。

２　实验方法

２１　动物筛选
实验动物置于成都中医药大学时间生物学测试

室隔离单元鼠笼中，并放入隔离单元内，鼠笼底部

铺干燥清洁级垫料，鼠笼内含转轮可供实验动物自

由活动。隔音、避光、恒温 ［（２３±１）℃］、通风、
相对湿度６０％±５％，动物自由进食饮水 （全价颗

粒鼠饲料由四川省医学科学院实验动物研究所提

供），光－暗控制下连续监测动物自发性活动３ｄ，
其平均转轮次数大于１００００次／ｄ的动物合格留用。
２２　动物分组

利用ＳＰＳＳ１７０软件产生的随机数字将筛选出
的４４只动物分为空白组 （ｎ＝１０）、模型组 （ｎ＝
１２）、电针组 （ｎ＝１０）、捆绑组 （ｎ＝１２）４组。

２３　动物驯化
实验开始时先 ＬＤ驯化同步，即０６：００－１８：

００光照，１８：００－次日０６：００暗置，使动物的转
轮活动与外界正常的光暗周期同步，光暗驯化１０
ｄ。驯化１０ｄ后开始造模。
２４　造模方法

实验动物经过１０ｄ光暗周期同步后参考相关
文献［８］，将模型组、捆绑组、电针组动物进行１０
ｄ的超前性光暗周期转移 （Ａｄｖａｎｃｅｓｏｆｌｉｇｈｔ／ｄａｒｋ
ｃｙｃｌｅ），即每２ｄ提前８ｈ开灯，连续５次，持续
改变光照制度１０ｄ后节律紊乱模型建立成功。律
紊乱模型的标准为：起始活动时间与关灯时间的相

位偏移超过１ｈ［９］。
实验过程将分为３个组成部分，分别是：ＬＤ

光暗周期同步１０ｄ为同步期 （Ｅｎｔｒａｉｎｅｄ）即造模
前；采用超前性光暗周期转移方法造节律紊乱模型

１０ｄ为造模期；造模完成后光暗周期恢复到造模
前光照条件，并根据不同组别给予相应干预手段，

此时间段为再同步期 （Ｒｅ－ｅｎｔｒａｉｎｅｄ）。
２５　干预方法

１）空白组：不造模。持续采用光暗交替 ＬＤ
光照制度，不予其他处理，自由进食饮水。

２）模型组：仅造模。实验动物 ＬＤ同步后开
始造模，采用超前性光暗周期转移的常规方法，每

２ｄ提前８ｈ开灯，循环５次，持续改变光照制１０
ｄ，复制成节律紊乱动物模型。
３）捆绑组：造模不电针。造模成功后，于动

物起始活动点后４ｈ，即ＺＴ１６，将动物固定于自制
固定器上，以平衡捆绑刺激造成的影响。捆绑组动

物每次捆绑固定时间与电针组捆绑时间相同 １５
ｍｉｎ。捆绑完成后将动物放回笼内，自由进食饮水。
４）电针组：造模并电针。造模成功后，于

ＺＴ１６时间点将动物固定于自制固定器上，固定后
进行电针操作，参照余曙光主编的 《实验针灸

学》［１０］小鼠穴位定位图，选取动物两侧 “肝俞”

和 “至阳”穴位［１１］进行针刺， “肝俞”左右两侧

穴位交替使用，每次取单侧，“至阳”每次均进行

针刺，肝俞穴连接正极，至阳穴连接负极。针刺后

按照说明书要求连接韩式电针仪 ＨＡＮＳ－２００，选
择电针仪经针模式，频率２／１５Ｈｚ，电流０２ｍＡ，
每次电针１５ｍｉｎ，电针每日１次，连续电针３次。
电针后将动物放回笼内，自由进食饮水。

选穴依据：①阴阳消长节律是人体生理节律的
基本形式，“阳主动”，调节阳气即可调整人体的

活动状态。②督脉总督一身之阳气，６条阳经均与
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之交会，为阳脉之海，调一经可达调全身阳气之

功。③至阳为督脉阳气隆盛之处，有振奋全身阳
气，疏通经血，安各五脏，攻补兼施之功。④肝俞
为肝经俞穴，中医理论为为，背俞穴是脏腑之气输

注于背腰部的腧穴，与脏腑有密切关系。肝癌病位

在肝，治疗肝脏相关疾病，选穴肝俞，体现了

“腧穴所在，主治所及”的局部选穴原则。

２６　行为学数据采集方法
使用成都中医药大学时间生物学实验室研制的

小动物自发性活动记录系统和美国Ｃｌｏｃｋｌａｂ生物节
律数据采集分析系统自动监测和记录每只动物的自

发性活动昼夜节律数据。Ｃｌｏｃｋｌａｂ生物节律数据采
集分析系统作出观察周期内动物自发性活动直方

图、周期、起始活动时间点、峰相位。对动物自发

性活动昼夜节律相关参数进行造模前后、干预前后

对比分析。动物从ＬＤ驯化期第１－１０天代表同步
期，第１１－２０天代表造模期，第２１－２３天为再同
步期。

２７　 样本采集
动物第３次电针 （或捆绑固定）后２ｈ处死动

物，参考 ＧｅｏｒｇｅＰａｘｉｎｏｓ［１２］小鼠大脑立体定位图
谱，以视交叉为标志，切取其脑部视交叉上核组织

块，放入无菌冻存管内并迅速放至 －８０℃冰箱保
存。

２８　ＰＣＲＡｒｒａｙ法检测各组动物 ＳＣＮ内生物钟基
因的表达

２８１　ＲＮＡ提取　①ＳＣＮ组织加入６００μＬ裂解
液；②匀浆 １ｍｉｎ后离心，１４０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ，
吸上清；③加入φ＝７０％乙醇，６００μＬ，混匀并离
心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ，吸上清；④加入３５０μＬ
ＲＷ１并离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ；⑤弃下液，加
入ＤＮａｓｅ８０μＬ／份室温静置 １５ｍｉｎ；⑥加 ＲＷ １
３５０μＬ，离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ；⑦弃下液，
加入５００μＬＲＰＥ，离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ；⑧
弃下液，加入５００μＬＲＰＥ，离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
２ｍｉｎ；⑨离心，１４０００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ；⑩保留吸附
柱，加 ３０μＬＲＮＡＦｒｅｅｗａｔｅｒ，离心，１２０００ｒ／
ｍｉｎ，１ｍｉｎ；瑏瑡弃吸附柱，保留离心管；瑏瑢Ｎａｎｏ
ｄｒｏｐ２０００微量紫外分光光度计分析纯化测定ＲＮＡ
质量浓度及质量。当 ＲＮＡ质量浓度 ＞１２５ｎｇ／μＬ
时，测定２６０ｎｍ／２８０ｎｍ的吸光度比值，数值为
１８～２１者留用于下一步实验。
２８２　逆转录ｃＤＮＡ　① 将ＲＴ２ＦｉｒｓｔＳｔａｎｄＫｉｄ试
剂盒中试剂短离心 １５ｓ；②按照表 １配置基因组
ＤＮＡ去除反应物，混匀后短离心；③将基因组

ＤＮＡ去除反应放入热循环仪，４２℃保温５ｍｉｎ，５
ｍｉｎ后迅速置于冰上至少１ｍｉｎ；④配置逆转录反
应，如表２；⑤混匀步骤②④反应物；⑥放入热循
环仪，４２℃，１５ｍｉｎ；９５℃，５ｍｉｎ；⑦每个反应
中加入９１μＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ，混匀。

表１　基因组ＤＮＡ去除反应物配置表
Ｔａｂｌｅ１　ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎｍｉｘ

成分 量

ＲＮＡ ＞１２５ｎｇ／μＬ
反应液ＧＥ ２μＬ

无ＲＮＡ酶纯净水
取决于ＲＮＡ的量，

计算方法：（８－ＲＮＡ）μＬ
总体积 １０μＬ

表２　逆转录反应配置表
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｍｉｘ

成分 １份反应的量／μＬ

反应液 ＢＣ３ ４
Ｐ２ １

ＲＥ３逆转录酶混合液 ２
无ＲＮＡ酶纯净水 ３

总体积 １０

２８３　配制 ＰＣＲＡｒｒａｙ反应体系 （避光）　①
ＲＴ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲＯＸｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ短离心１５ｓ；
②放入４２℃恒温水浴锅，１ｍｉｎ；③室温，静置１５
ｍｉｎ；④配制 ＰＣＲ反应混合物：ＲＴ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＲＯＸ１３５０μＬ；ｃＤＮＡ合成反应物 １０２μＬ；无
ＲＮＡ酶纯净水１２４８μＬ；总体积２７００μＬ，混匀；
⑤取出ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＰＣＲＡｒｒａｙ盘，每孔加入２５μＬ
ＰＣＲＡｒｒａｙ反应物。
２８４　进行Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ反应　ＰＣＲ仪温度条
件：９５℃，１ｍｉｎ，循环数１；９５℃，１５ｓ，循环
数４０；６０℃，１ｍｉｎ，循环数４０，９５℃，１５ｓ，循
环数１；６０℃，１ｍｉｎ，循环数１；９５℃，１５ｓ，循
环数１；温度变化速率调整为３５％。
２９　ＰＣＲＡｒｒａｙ数据采集方法

ＰＣＲ反应完成后，设置荧光阈值１９０，基线范
围为３～１５，导出数据整理为 Ｅｘｃｅｌ表格格式。利
用ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＰＣＲＡｒｒａｙＤａｔａＡｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ３５
检测ＰＣＲＡｒｒａｙ结果质量：①基因组 ＤＮＡ污染≥
３５，说明染色组 ＤＮＡ污染很少，不会影响到基因
表达检测结果，数据可用。②ＰＣＲ重复性对照：
每块ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＰＣＲＡｒｒａｙ的 ＣＴＰＰＣ的均值在２０
±２者合格。③计算 ΔＣＴ值：ＡＶＧ ＣＴＲＴＣ－
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ＡＶＧＣＴＰＰＣ≤５，说明逆转录没有收到明显抑制，
数据合格。

在ＰＣＲＡｒｒａｙ数据分析页面，导入 ＣＴ值数据
后开始进行数据分析。软件根据２－ΔΔＣＴ方法自动计
算Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ结果。
２１０　数据分析方法
２１０１　昼夜节律特征值数据分析方法　运用
ＳＰＳＳ１７０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ统计软件对各项指标进行统
计分析。实验数据以 “均数 ±标准差 （Ｘ±ＳＤ）”
的形式表示。各组数据经过正态检验和方差齐性检

验后符合条件者采用单因素方差分析，方差齐时选

用最小显著差异法 （ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，
ＬＳＤ），方差不齐时选用 ＴａｍｈａｎｅｓＴ２检验，Ｐ＜
００５认为有统计学意义。
２１０２　ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＰＣＲＡｒｒａｙ数据分析方法　在
ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＰＣＲＡｒｒａｙＤａｔａＡｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ３５数
据分析页面有 ＣＴ值均值，２△△ＣＴ值，倍数变化值
（Ｆｏｌｄ－ｃｈａｎｇｅ），以及Ｐ值等数据结果分析。其中
倍数变化值及 Ｐ值将用于之后的数据分析以及图
形分析。变化倍数表示与对照组比较的表达倍数改

变，倍数变显示基因表达上调、下调倍数。ＣＴ值

均值表示每组动物每个 ＰＣＲ反应管内的荧光信号
到达预定的阈值时所经历的循环数的平均数，倍数

变化值２－△△ＣＴ也就是 ＰＣＲ的相对定量，与对照组
相比较，倍数变化大于２倍。

３　结　果
３１　节律紊乱模型建立

造模后，利用Ｃｌｏｃｋｌａｂ计算出动物每天的峰相
位时间，并分别计算出造模前、后峰相位以及峰相

位转移时间。结果表明，空白组造模前后相位偏移

值小于１ｈ，模型组造模前后相位偏移均大于１ｈ，
依据节律紊乱模型的判断标准：起始活动时间与关

灯时间的相位偏移超过１ｈ［９］，判定造模成功 （见

表３，图１）。

表３　各组动物造模前后峰相位 （Ｘ±ＳＤ）
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅＡｃｒｏｐｈａｓｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ ｈ

组别 ｎ 造模前 造模 相位偏移值

空白组 １０ ２２００±０９ ２２２１±０６ －０７４±０６１
模型组 ３４ ２１２１±２４ ９５３±５２６ １１６８±６０１

图１　动物造模自发性活动直方图
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅａｃｔｏｇｒａｍｅｏｆｐｈａｓｅａｄｖａｎｃｅｄｍｉｃｅ

３２　电针对节律紊乱小鼠自发性活动节律的影响
３２１　电针对节律紊乱小鼠自发性活动峰相位的
影响　造模前各组动物峰相位比较无统计学差异
（Ｐ＞００５）。造模后模型组、捆绑组、电针组峰相
位均显著超前，与各组造模前及空白组峰相位比较

均有统计学差异 （Ｐ＜００５）。捆绑组再同步时期
峰相位较该组造模时比较无统计学差异 （Ｐ＞

００５），电针组峰相位后移与造模时比较具有统计
学差异 （Ｐ＜００５）。结果表明节律紊乱小鼠峰相
位超前，自然恢复可使峰相位逐渐恢复，但电针干

预可显著加速峰相位恢复速度 （表４） （为同时观
察造模对 ＳＣＮ节律相关基因改变，模型组小鼠造
模第１０天于ＺＴ１８时相点处死取材，故无模型组再
同步期数据，下同）。
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表４　电针对节律紊乱小鼠自发
性活动峰相位的影响１） （Ｘ±ＳＤ）

Ｔａｂｌｅ４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＡｔｏｖｏｌｕｎｔａｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ｐｈａｓｅａｄｖａｎｃｅｄｍｉｃｅｏｎａｃｒｏｐｈａｓｅ ｈ　　

组别 ｎ 同步 造模 再同步

空白组 １０ ２１９９±０９ ２１９８±２３２ ２１９３±０６９
模型组 １２ ２１７５±１３４ ８±５３３＃Δ

捆绑组 １２ ２０９９±２３４９５±４９２＃Δ １１６６±８２４＃Δ

电针组 １０ ２０８７±３１１９９８±５３５＃Δ１５９±７１７＃Δ

１）＃：与空白组比较 （Ｐ＜００５）；Δ：与造模前比较 （Ｐ
＜００５）；与造模时比较 （Ｐ＜００５）

３２２　电针对节律紊乱小鼠自发性活动起始活动
时间的影响　造模前各组动物起始活动时间比较无
统计学差异 （Ｐ＞００５）。造模后模型组、电针组、
捆绑组起始活动时间显著提前，具有统计学差异

（Ｐ＜００５）。电针组再同步时期起始活动时间点较
造模时显著延迟 （Ｐ＜００５），而捆绑组相较造模
和再同步起始活动时间无显著差异 （Ｐ＞００５）。
说明节律紊乱小鼠起始活动时间提前，自然恢复不

能显著改善超前的起始活动时间，电针能显著恢复

节律紊乱小鼠的起始活动时间 （表５）。
３２３　电针对节律紊乱小鼠自发性活动周期的影
响　造模前各组动物周期比较均无统计学差异 （Ｐ

＞００５）。造模后模型组、捆绑组、电针组周期均
显著缩短，与造模前及空白组周期比较均具有统计

学差异 （Ｐ＜００５）。捆绑组再同步３ｄ周期与空
白组和造模前比较有统计学差异 （Ｐ＜００５）。电
针组再同步第１天及第２天周期与空白组和造模前
比较有统计学差异 （Ｐ＜００５），再同步第３天与
空白组和造模前比较无统计学差异 （Ｐ＞００５）。
说明节律紊乱小鼠周期缩短，自然恢复不能显著恢

复其周期，电针可促进节律紊乱小鼠周期恢复

（表６）。

表５　电针对节律紊乱小鼠
自发性活动起始活动时间的影响１） （Ｘ±ＳＤ）
Ｔａｂｌｅ５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＡｔｏｖｏｌｕｎｔａｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ｐｈａｓｅａｄｖａｎｃｅｄｍｉｃｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｎｓｅｔ　　 ｈ　　

组别 ｎ 同步 造模 再同步

空白组 １０ １８６±０７７１８３６±０１６１８４１±０４７／００９

模型组 １２１８４７±１４２９６±７５＃Δ

捆绑组 １２１７８７±１４４９２±６９１＃Δ ９６２±７５５＃Δ

电针组 １０ １７４９±２４９０８±７０１＃Δ １２４１±６６３＃Δ

１）与空白组比较，＃Ｐ＜００５；与造模前比较 ΔＰ＜００５；与
造模时比较，Ｐ＜００５

表６　电针对节律紊乱小鼠自发性活动起周期的影响１） （Ｘ±ＳＤ）
Ｔａｂｌｅ６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＡｔｏｖｏｌｕｎｔａｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｈａｓｅａｄｖａｎｃｅｄｍｉｃｅｏｎｔｈｅｐｅｒｉｏｄ ｈ　　　　

组别 ｎ 同步 造模
再同步

第１天 第２天 第３天
空白组 １０ ２３７４±０２２ ２３７７±０２５ ２３６±０５ ２３４２±０７４ ２３８９±００６
模型组 １２ ２３６５±０４４ ２０７９±３５６＃Δ

捆绑组 １２ ２３６６±０４４ ２０１９±３８６＃Δ １９２８±３９７＃Δ ２０９４±４２９＃Δ ２２８６±１４７＃Δ

电针组 １０ ２３６１±０５ ２００８±３６８＃Δ １８７９±４９６＃Δ １９２３±３９５＃Δ ２２２４±３２１＃Δ

１）与空白组比较，＃Ｐ＜００５；与造模前比较，ΔＰ＜００５

　　综上所述，电针在调整节律紊乱小鼠峰相位、
起始活动时间及周期的作用优于捆绑组。电针可显

著使超前的峰相位后移，提前的起始活动时间恢

复，缩短的周期恢复至造模前水平。

３３　各组ＳＣＮ节律相关基因及节律相关转录因子
表达量的变化

本实验将测定８４个 ＳＣＮ节律相关基因，其中
包括节律基因，节律相关转录因子，感光蛋白，环

磷酸腺苷反应元件结合蛋白信号分子 （ｃＡＭＰ－ｒｅ
ｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ＣＲＥＢ）

等。与空白组比较，模型组造模后小鼠生物钟相关

基因表达上调的有８个，下降的有４个基因 （见图

２）；造模后 ８个表达上调的基因为 Ａａｎａｔ、Ｃｒｘ、
Ｅｐｏ、Ｎｋｘ２－５、Ｐａｘ４、Ｐｒｆ１、Ｒｏｒａ和 Ｓｔａｔ５ａ，８个
上调基因中捆绑组有５个基因表达显著下调 （Ｃｒｘ
、Ｅｐｏ、Ｎｋｘ２－５、Ｐａｘ４和 Ｐｒｆ１），电针干预后，有
７个基因表达显著下调 （除Ｓｔａｔ５ａ）；４个模型组表
达下调的基因 （Ｅｇｒ１、Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ３和 Ｐｒｏｋｒ２），在
自然恢复后，仅有一个表达上调 （Ｐｅｒ３），而电针
后均显著上调 （见图３、图４）。
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　第 ２期 陈莎莎等：电针重置超前性光暗周期转移小鼠的节律特征及其对ＳＣＮ内相关钟基因表达的影响

图２　超前性光暗周期转移后ＳＣＮ节律相关基因及节律相关转录因子表达量的变化
Ｆｉｇ２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｏｃｋｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＳＣＮｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｐｈａｓｅａｄｖａｎｃｅｄｍｉｃｅ

图３　自然恢复后ＳＣＮ内部分生物钟基因及节律转录因子表达量的影响
Ｆｉｇ３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｏｃｋｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＳＣＮｂｅｔｗｅｅｎｎａｔｕｒａｌｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｈａｓｅａｄｖａｎｃｅｄｍｉｃｅ

图４　电针干预后节律紊乱小鼠ＳＣＮ内部分生物钟基因及节律转录因子表达量的变化
Ｆｉｇ４　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｏｃｋｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＳＣＮｂｅｔｗｅｅｎＥＡａｎｄｐｈａｓｅａｄｖａｎｃｅｄｍｉｃｅ
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４　讨　论
昼夜节律是一种最常见的生命节律现象，主要

包括入睡和睡眠－觉醒［１３］，体温［１４］，血压［１５］，激

素分泌［１６］，消化液分泌［１７］以及免疫应答［１８］等。而

这种正常的节律模式是生命活动正常进行的基础，

正是因为人体的节律系统与外环境节律保持同步，

才能够维持机体生命活动的正常有序。一旦这种节

律同步活动被打破，很容易引发或者加重一系列节

律紊乱相关疾病。电针作为一种外源性授时因子，

可以促进节律紊乱的恢复。在本研究中，超前性光

暗周期转移小鼠的时相特征主要表现为节律超前，

而电针在节律紊乱小鼠重置昼夜节律地过程中起到

良性调整作用。与捆绑组比较，电针组显著增强了

节律紊乱小鼠昼夜节律地恢复效率，加快了峰相位

恢复速度、起始活动时间重置速度和自发性活动周

期的恢复。由此可知，电针能够作为一种加速因素

使机体重置到外部环境的节律影响因子存在。

下丘脑的视交叉上核是节律系统的核心振荡

器，也称之为 “主钟” （ｍａｓｔｅｒｃｌｏｃｋ），副钟广泛
分布于组织、器官中［１９］，环境中光照信号对节律

的调整就是通过 ＳＣＮ而实现的。ＳＣＮ约２００００个
拥有自主节律周期的细胞构成，即使单个细胞也展

现出代谢率和基因表达的高度节律性。ＳＣＮ对节律
的调控是通过对节律相关基因及其表达产物间形成

的昼夜节律转录／翻译反馈环路进行的。其中，周
期基因１（Ｐｅｒｉｏｄｇｅｎｅ１，Ｐｅｒ１）是周期基因家族
成员之一，在视交叉上核调控生物节律，节律紊乱

会导致Ｐｅｒ１基因表达下降。而电针可能通过上调
节律紊乱小鼠 ＳＣＮ内 Ｐｅｒ１生物钟基因的表达从而
影响整个生物钟转录－翻译反馈环路，使其节律调
控功能恢复平衡，从而实现对紊乱性节律的调整作

用；早期生长反应基因１（ｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅ－
１，Ｅｇｒ１），属于即刻早期基因家族，是哺乳动物节
律相关转录因子，Ｅｇｒ１通过参与细胞周期素依赖
性激酶 （Ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫｓ）参与细
胞周期调控［２０］，并且与Ｐｅｒ１与Ｐｅｒ２密切相关，节
律紊乱后Ｅｇｒｌ表达水平降低，且在电针后明显升
高，可能也是电针调整生物节律的分子机制之一。

芳基烷化胺 Ｎ－乙酰转移酶 （ＡｒｙｌａｌｋｙｌａｍｉｎｅＮ
ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，Ａａｎａｔ）是催化乙酰化作用的血清
素，在褪黑激素合成过程中是一个最主要的限速

酶，与睡眠相位后移症候群显著相关［２１］。本实验

观察了电针对节律紊乱小鼠ＳＣＮ内Ａａｎａｔ水平，实
验发现节律紊乱小鼠ＳＣＮ内Ａａｎａｔ表达与空白组小

鼠比较显著升高，针刺后明显降低，而捆绑组无显

著变化。这一结果表明电针干预小鼠相较自然恢复

小鼠而言能抑制Ａａｎａｔ的表达，这可能是电针通过
抑制节律紊乱小鼠ＳＣＮ内Ａａｎａｔ这一褪黑激素限速
酶表达从而提高褪黑激素的分泌而较快的使紊乱的

节律恢复至正常水平的分子机制之一；前动力蛋白

受体２（Ｐｒｏｋｉｎｅｔｉｃｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ２，Ｐｒｏｋｒ２）属于蛋白
编码基因，是 ＳＣＮ节律输出因子。Ｐｒｏｋｒ２ｍＲＮＡ
在ＳＣＮ上的表达具有节律性，Ｐｒｏｋｒ２的节律相位
与光照相关。分子和遗传研究证明，Ｐｒｏｋｒ２由生物
钟所调控。本实验结果提示 Ｐｒｏｋｒ２表达水平的降
低有可能是节律紊乱小鼠自发性活动昼夜节律紊乱

的分子机制之一。Ｐｒｏｋｒ２主要作为哺乳动物 ＳＣＮ
节律输出信号分子发挥其节律调控功能。本研究发

现电针可以明显增高节律紊乱小鼠 ＳＣＮ内 Ｐｒｏｋｒ２
水平，捆绑组小鼠 Ｐｒｏｋｒ２水平改变却不明显。这
提示电针可能是通过调控节律紊乱小鼠 ＳＣＮ信号
分子 Ｐｒｏｋｒ２的输出这一环节从而实现对节律紊乱
小鼠自发性活动昼夜节律输出的调整作用，这也是

电针节律调整作用的分子机制之一。

综上，本实验通过观察到 ＳＣＮ内这几种钟基
因及其相关因子的表达量的变化，发现针可缩短超

前性光暗周期转移小鼠的昼夜节律重置时间，加速

紊乱昼夜节律的恢复，这可能是通过对 ＳＣＮ内
Ｐｅｒ１、Ｅｇｒ１、Ａａｎａｔ、Ｐｒｏｋｒ２等节律相关基因的调控
作用实现的。
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