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摘要院 目的 研究毫针针刺对腧穴筋膜组织细胞骨架 渊CSK冤 的调节作用及其对三磷酸腺苷 渊ATP冤 含量尧 增殖细胞核抗原
渊PCNA冤表达的影响袁为针刺作用原理提供新的实验证据遥 方法 将 16只 SPF级 SD大鼠袁随机均分为空白组渊 =8冤和针刺组
渊 =8冤袁针刺组针刺中脘穴袁捻转行针渊60依3冤次/min 袁共 5 min袁留针 10 min袁共操作 3轮后出针袁1次/d袁连续 3 d遥 术毕剪取以
大鼠中脘穴的穴点为圆心尧直径约 0.5 cm区域的筋膜组织块遥 采用免疫组织化学法检测 CSK微丝渊actin冤尧中间丝渊vimentin冤尧
微管渊tubulin冤和 PCNA的差异变化袁应用 ELISA法检测组织中 ATP的含量差异遥 结果 针刺组的 CSK微丝尧微管表达的平均
光密度渊Mean density袁MD冤均低于空白组渊 约0.01冤曰两组中间丝的表达比较袁差异无统计学意义渊 跃0.05冤曰针刺组腧穴组织 ATP
含量及 PCNA阳性细胞计数率均高于空白组渊 约0.01冤遥结论 毫针针刺可能通过细胞骨架通路袁增强腧穴组织能量代谢和细胞
活力袁进而激发针刺治疗作用袁是现代针灸医学研究的机理之一遥
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The Effect of CSK, ATP and PCNA in the Fascia Tissues of Acupoints on SD Rats
by Filiform Needle Acupuncture
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Abstract：Objective To study the regulatory effect of filiform needle acupuncture on the cytoskeleton (CSK) of acupoints' fascia tissue and its effect
on ATP content and PCNA expression, so as to provide new experimental evidence for the mechanism of acupuncture.Methods A total of 16 SPF SD
rats were randomly divided into blank group ( =8) and acupuncture group ( =8). The acupuncture group was treated with acupuncture at Zhongwan
acupoint, twisting the needle (60依3) times/min for 5 min, retaining the needle for 10 min, and the needle was removed after 3 rounds of operation,
once daily for 3 days. At the end of the operation, the fascia tissue blocks with the central point of Zhongwan point in rats as the center and the
diameter of about 0.5 cm were cut. Immunohistochemistry was used to detect the difference of actin, vimentin, tubulin and PCNA in CSK, and ELISA
was used to detect the difference of ATP content in tissues.Results The mean density (MD) of CSK filaments and microtubules in acupuncture group
was lower than that in blank group ( <0.01); there was no significant difference in the expression of interfilament between the two groups ( >0.05).
ATP content and PCNA positive cell count rate in acupuncture group were higher than those in blank group ( <0.01).Conclusion Filiform needle
acupuncture may enhance the energy metabolism and cell vitality of acupoints through the cytoskeleton pathway, thereby stimulating the therapeutic
effect of acupuncture, which is one of the mechanisms of modern acupuncture medical research.
Key words：Acupuncture;Mechanical signal transduction;CSK;ATP;PCNA

毫针针刺（filiform needling）对腧穴的刺激作用
在本质上是机械力刺激[1]。实验针灸学研究证实，毫
针针刺作用除了存在神经生物学机制外，还存在非
神经生物学机制[1，2]。由于对腧穴非神经组织细胞如
何感受和传递针刺机械力学信号尚缺乏研究，因此，
针刺非神经生物学机制还存在诸多未知环节。为此

课题组前期通过离体细胞实验，屏蔽掉神经、体液各
种环境因素，从始动环节观察了各种力学刺激对腧
穴筋膜组织成纤维细胞的影响和力学信号传导通路

（整合素-细胞骨架-细胞效应）的变化情况 [3-5]。但
是，活体生物的在体实际环境要复杂得多，因此，本
实验以大鼠腧穴筋膜组织为研究对象，以毫针对腧
穴进行刺激，在体观察腧穴筋膜组织 CSK在针刺力
学信号传导中的变化情况，并以 ATP和 PCNA为效
应指标观察腧穴筋膜组织能量代谢和细胞活力的改
变情况，观察细胞骨架在活体生物腧穴内传导力学
信号时的变化，旨在为毫针针刺作用机理提供新的
实验证据，现报道如下。
1材料与方法
1.1实验动物 16只雄性 SPF级 SD大鼠，8周龄，体
重（190依10）g。购自湖南长沙天勤生物技术有限公
司，动物许可证编号：SCXK（湘）2014-0011。实验方
案通过贵州中医药大学动物伦理委员会审核。
1.2主要试剂和药品 抗 actin、vimentin、tubulin、PC原

窑中医中药窑

168



中 医 中 药
第 35卷第 3期 医学信息 Vol. 35 No.3
2022年 2月 Journal of Medical Information Feb. 2022

NA 抗 体 （Abcam； 型 号 ：Ab52614、Ab92547、
Ab108342、Ab92522）、EnVision 抗鼠/兔通用型免疫
组化检测试剂盒（Dako，型号：K5007）、水合氯醛（国
药集团化学试剂有限公司；批号：22011026）等。
1.3主要器材 毫针（苏州针灸用品有限公司；型号：
13052）、电子天平（上海奥豪斯；型号：00000027）、半
自动脱水机（Leica；型号：TP1020）、全自动石蜡包埋
机（Leica；型号：EG1150）、全自动石蜡切片机
（Leica；型号：RM2235）、显微镜（Olympus 型号：
1*71）、数码照相机（Nikon；型号：DS-Fil）、全自动酶
标仪（美国宝特公司，型号：ELX808IU-P）。
1.4方法
1.4.1动物分组处理 采用随机数字表法将 16只 SD
大鼠分为空白对照组、毫针针刺组，每组 8只。两组
饲养条件一致，适应性饲养 1周后开始实验。抓取
空白对照组各只，用 4%的水合氯醛按照 4 ml/kg进
行麻醉，首次麻醉成功后用脱毛剂以中脘穴为中心

3 cm范围内进行脱毛，然后放回盒中饲养。麻醉 1次/d，
共 3 d。抓取毫针针刺组大鼠麻醉和脱毛成功后，将
大鼠仰卧位固定于鼠台上，然后用 30号 1寸毫针
在中脘穴处向胸部平刺，进针 0.5 cm，以平补平泻
手法按照（60依3）r/min均匀捻转 5 min，捻转幅度在
180毅~360毅，中间留针 10 min，然后同样的手法速率
再捻转 5 min，留针 10 min，共操作 3轮，然后出针，
1次/d，共 3 d。
1.4.2动物取材 第 3天末次操作后，各组大鼠分别
继续固定进行取材。以大鼠中脘穴穴点为中心，用

外科剪剪取 0.5 cm伊0.5 cm组织块，切取其中一部
分组织块，迅速放入盛有 4%多聚甲醛瓶中固定备
测微丝、中间丝、微管和 PCNA。另一部分组织块（约
200 mg）立即放入冻存管内，放入液氮罐中保存，待
检 ATP。取材完毕后将大鼠脱颈处死。

1.4.3免疫组织化学法检测细胞骨架微丝、中间丝、
微管和 PCNA表达 组织块脱水、透明、浸蜡、包埋

和切片（4 滋m）后经二甲苯脱蜡，梯度酒精至水化，
PBS洗涤；再用 pH6.0的 0.01 mol/L柠檬酸钠抗原
修复液修复，3%H2O2抑制内源性过氧化物酶室温孵

育；加入抗 actin、vimentin、tubulin、PCNA抗体 4 益
孵育过夜；经 EnVision抗鼠/兔通用型免疫组化检测
试剂盒（二抗）37 益孵育、显色、复染、封片后，在显
微镜下观察，应用 Image pro plus6.0软件在同等参
数设置下分别测定微丝、中间丝、微管的积分光密度

值（integrated option density，IOD）和阳性区域面积
（area），通过计算（IOD/area）平均光密度（mean den原
sity，MD）反应目标物质的单位面积浓度；PCNA实
验图片用直接观察法计数 PCNA阳性细胞核数量和
图片中总的细胞核数量，PCNA的阳性百分率=PC原
NA细胞数/总细胞数伊100%，观察各组的变化。
1.4.4采用酶联免疫吸附法检测腧穴穴区组织块中
ATP的含量 将备存的腧穴穴区组织块进行匀浆，

3000 g伊10 min，取上清，在严格按照 ATP的检测试
剂盒的说明及流程进行操作，观察各组腧穴穴区组

织块中的含量变化。

1.5统计学方法 采用 SPSS 24.0统计软件分析，所
有数据均以（ 依）表示，采用独立样本 检验，以 约
0.05表示差异有统计学意义，约0.01表示统计学意
义显著。

2结果
2.1毫针针刺对腧穴筋膜组织 CSK表达的影响 针

刺组腧穴穴区局部组织 CSK微丝、微管的表达低于
空白组，统计学意义显著（ 约0.01）；针刺组腧穴穴区
局部组织 CSK中间丝的表达高于空白组，但差异无
统计学意义（ =0.203），见表 1、图 1。

组别

空白组

针刺组

8
8

微丝

0.021 500依0.007 373
0.010 638依0.005 832元

中间丝

0.026 275依0.010 495
0.021 300依0.003 403

微管

0.003 425依0.001 912
0.000 800依0.000 444元

表 1 针刺对腧穴筋膜组织 CSK微丝尧中间丝尧微管表达的影响渊 依 袁MD冤

注：与空白组比较，元 约0.01

空白组微丝 针刺组微丝 空白组中间丝

注：图中腧穴筋膜组织细胞的细胞核呈蓝色，周围深棕黄色部分为细胞骨架微丝、中间丝和微管

图 1 两组微丝尧中间丝和微管表达情况渊免疫组化袁伊400冤
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针刺组中间丝 空白组微管 针刺组微管

注：图中腧穴筋膜组织细胞的细胞核呈蓝色，周围深棕黄色部分为细胞骨架微丝、中间丝和微管

图 1 两组微丝尧中间丝和微管表达情况渊免疫组化袁伊400冤渊续冤

3讨论
力学微环境是调节生命形态和功能的重要因素

之一[6]。现代生物医学工程学研究证实，细胞能够感

知力的大小和时域（time scales），并且把机械刺激转
化为化学响应，进一步影响到细胞的 DNA转录、翻
译和表达[7-9]。目前，关于细胞如何将胞外力信号传

递到胞内并且引起细胞反应应答的力信号传导通

路目前认为主要有 3种途径：一是力敏感离子通道
（stretch-sensitive ion channels），通过力敏感离子通
道将力信号转化成跨膜的电信号或胞内的化学信

号 [10]。针刺作用的神经生物学机制在阐释针刺机

械信号的导入和转换时大多采用这一理论进行描

述 [1，11]；二是胞外基质和粘连分子，这些胞外基质和

粘连分子将细胞和细胞，胞外和胞内联系起来，形成

一个整体，并将力信号从胞外传递到胞内，引起细胞

的下游反应[12]。在针灸推拿作用的机制研究中，有研

究证实体外模拟推拿之压力刺激能促进血管内皮细

胞的 Integrin茁1、琢1、琢2、琢3、琢v 表达量增加，Integrin茁3

表达下降[13]；而毫针针刺对 SD大鼠腧穴穴区筋膜结

缔组织 integrin茁1和 integrin茁3的表达变化情况呈现

不同趋向：中等强度毫针针刺时腧穴筋膜结缔组织

中 integrin茁1的表达增强，有显著差异，然而高强度

毫针针刺时 integrin茁1的表达却下降。integrin茁3除

部分大小血管可见少量表达外，在腧穴筋膜结缔组

织中始终为阴性表达[14]；三是细胞骨架的重新组建，

当细胞受到外界机械力刺激以后，细胞骨架在一些

调节因子作用下解聚重组，并进一步引起细胞反应

应答。其中，针灸学领域以细胞骨架变化重组这一机

械力信号传导途径的研究尚需深入。

细胞骨架 [15，16]包括微丝、中间丝和微管 3 种成
分，是维持细胞形态功能的支柱性、刚性结构，同时

也是许多蛋白激酶附着的位点。微丝由肌动蛋白组

成，单个微丝直观呈双股、右手螺旋状，实心，在细胞

中成平行、二维、三维分布，处于高动态平衡状态，与

细胞的形态和运动有密切关系；中间丝化学成分复

杂且性质较为稳定，呈实心状，其直径在微丝和微管

之间；微管主要由 琢、茁两种微管蛋白组成，呈中空
的管状，它的直径和微丝、中间丝比较是最大的，也

空白组 针刺组

注：图中腧穴筋膜组织细胞的细胞核 PCNA表达阴性呈蓝色，阳性呈深棕黄色

图 2 两组 PCNA表达情况渊免疫组化袁伊400冤

组别

空白组

针刺组

8
8

ATP（nmol/L）
1996.875依372.694
2815.875依245.568元

PCNA阳性细胞比例（%）
26.018依9.231
67.684依14.700元

表 2 毫针针刺对腧穴筋膜组织 ATP含量和 PCNA表达的影响渊 依 冤

注：与空白组比较，元 约0.01

2.2毫针针刺对腧穴穴区局部组织 ATP含量和 PC原
NA表达的影响 针刺组腧穴穴区局部组织 ATP含

量及 PCNA阳性计数率均高于空白组，统计学意义
显著（ 约0.01），见表 2、图 2。
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处于高动态平衡状，对细胞起着支撑的作用和参与

胞内物质输送的作用。细胞的形态需要依靠细胞骨

架这些呈网状的蛋白来维持，同时细胞骨架对细胞

的很多重要生命活动如生长、分裂、物质运输等也十

分关键。此外，细胞骨架[17]是细胞主要的力学信号传

导位点，可以直接将作用于细胞表面的应力传导到

细胞内各区。由此可以推测细胞骨架在针刺机械信

号细胞内传导过程中也可能发挥重要作用。本实验

中，针刺组腧穴穴区局部组织 CSK中间丝的表达高
于空白组，但差异无统计学意义（ =0.203），而针刺
组腧穴穴区局部组织 CSK微丝、微管的表达低于空
白组，统计学意义显著（ 约0.01），这说明中间丝的结
构相对稳固，不易受到外来因素的干扰，当毫针针刺

时，中间丝没有发生表达量的变化。微丝、微管由于

本身是处于高动态平衡状的细胞结构，在毫针针刺

这一过程中，针刺机械力能使微丝、微管原有的动态

平衡遭到打破，部分微丝解聚重构趋势明显，以适应

来自针刺的机械外力刺激和传导调整的信号。因此，

细胞骨架中微丝、微管可能是细胞内传递针刺机械

刺激的主要力学转导途径。

越来越多的证据显示[18]，线粒体以细胞骨架蛋

白为轨道而得以运动，细胞骨架通过各种非特异性

的途径调节线粒体的形态和功能；而线粒体是细胞

内氧化磷酸化和合成 ATP的主要场所，为细胞的活
动提供能量，是细胞生命活动的控制中心。本实验

中，针刺组腧穴穴区局部组织 ATP含量高于空白
组，统计学意义显著（ 约0.01），说明针刺可以提高腧
穴能量代谢水平，可能激发针刺效应启动。

另外，细胞骨架跨核膜联系细胞核，可以调节基

因表达。其中，PCNA与细胞 DNA合成关系密切，在
细胞增殖的启动上起重要作用，是反映细胞活力的

特征性指标 [19]。本次研究，针刺组腧穴穴区局部

PCNA阳性计数率均高于空白组，统计学意义显著
（ 约0.01），说明针刺可能可以调节腧穴穴区细胞核
基因和蛋白表达水平，提高腧穴活力。

综上所述，毫针针刺时腧穴筋膜组织成纤维细

胞的细胞骨架中微丝和微管是主要的细胞内力学信

息传导通路；通过细胞骨架通路，腧穴组织能量代谢

增强、腧穴细胞活力增加，这可能是毫针刺激腧穴，

激发针刺治疗作用启动的现代医学机理之一。虽然

本次研究可能进一步揭示针刺作用原理提供了新的

思路，但这也还需要更深入地研究进一步验证。
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