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X染色体上脆性X智力低下基因1敲除模型小鼠针刺长强穴学习记忆及 

海马CA1区γ-氨基丁酸A型受体α1亚基表达的影响 
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文章亮点： 

实验在原有研究基础上发现针刺长强穴提高 X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1 敲除小鼠学习记忆能力的进一

步作用点为γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基，且在动物模型中证实针刺长强穴在提高学习记忆能力方面具有起

效快的特点。  
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实验动物模型；脑及脊髓损伤动物模型；长强穴；脆性 X 综合征；针刺；学习记忆能力；γ -氨基丁酸 A 型

受体 α1 亚基；国家自然科学基金 

主题词： 

脆性 X 综合征；脆性 X 智力低下蛋白质；针刺穴位；小鼠，转基因；组织工程 

基金资助： 

国家自然科学基金项目(81373720)；福建省科技厅社发处重点项目(2012Y0045) 

缩略语： 

X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1：fragile X mental retardation 1，FMR1 

 

摘要 

背景：X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1 敲除小鼠海马区 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基表达低于野生型小鼠。 

目的：观察针刺长强穴对 X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1 敲除小鼠学习记忆及海马 CA1 区 γ -氨基丁酸 A

型受体 α1 亚基表达的影响。 

方法：采用 X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1 敲除纯合子小鼠雌雄各 5 只，一雌一雄合笼饲养。所繁殖幼鼠

经基因型鉴定为 X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1 敲除纯合子小鼠者，随机分为模型组、长强组、非穴组，

各 10 只，另取野生型小鼠 10 只作为空白组。长强组小鼠采用平补平泻，行提插手法针刺长强穴 1 min，频

率 160-200 次/min，1 次/d，连续治疗 10 d；非穴组刺激小鼠右肋弓最低点上 1 cm 处；模型组及空白组每日

只进行模拟抓取。 

结果与结论：与空白组相比，模型组小鼠水迷宫逃避潜伏期明显延长(P < 0.05)；而与模型组相比，长强组小

鼠水迷宫逃避潜伏期明显缩短(P < 0.05)，海马 CA1 区 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基表达率增加(P < 0.05)；

而非穴组小鼠水迷宫逃避潜伏期及海马CA1区 γ -氨基丁酸A型受体α1亚基表达率与模型组接近(P > 0.05)。

且针刺 X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1 敲除小鼠长强穴后其海马 CA1 区 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基阳

性细胞率与逃避潜伏期呈负相关(r=-0.554，P=0.001)。提示针刺长强穴可改善 X 染色体上脆性 X 智力低下基

因 1 敲除小鼠的学习记忆能力，上调 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基在海马 CA1 区的表达。 
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Effects of acupuncturing Changqiang acupoint on the learning and memory function 

and gamma-aminobutyric acid type A receptor alpha1 subunit expression in the 

hippocampal CA1 region of the fragile X mental retardation 1 located on X 

chromosome knockout mice   

 

Wu Qiang1, Chen Li-yun2, Zhang Xue-jun1 (1College of Acupuncture and Massage, Fujian University of 

Traditional Chinese Medicine, Fuzhou 350122, Fujian Province, China; 2Chinese Medicine Hospital of 

Fuzhou, Fuzhou 350001, Fujian Province, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: γ-Aminobutyric acid type A receptor α1 subunit expression was lower in the hippocampus of mice of 

fragile X mental retardation 1 (FMR1) gene located on the X chromosome knockout than in wild-type mice.  

OBJECTIVE: To study the effect of acupuncturing Changqiang (DU1) point on the learning and memory function 

and γ-aminobutyric acid type A receptor α1 subunit expression in the hippocampal CA1 region of the FMR1 

located on X chromosome knockout mice.  

METHODS: There were five male and five female homozygous mice of FMR1 located on X chromosome knockout. 
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One female and one male were housed in a cage. Their offspring that was identified as homozygous mice of FMR1 located on 

X chromosome knockout were randomly divided into model group, Changqiang group, and non-acupuncture group (n=10). An 

additional 10 wild-type mice were considered as blank group. Mice in the Changqiang group received acupuncture at 

Changqiang acupoint for 1 minute by mild reinforcing and attenuating method, and lifting and inserting method, at the frequency 

of 160-200 times/minute, once a day, for 10 consecutive days. Mice in the non-acupuncture group were acupunctured at 1 cm 

above the lowest point of mouse right costal arch. Mice in the model and blank groups only received analog crawl.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the blank group, the escape latency in the water maze was significantly 

prolonged in the model group (P < 0.05). Compared with the model group, the escape latency in the water maze was 

significantly shorter in the Changqiang group (P < 0.05), and the γ-aminobutyric acid type A receptor α1 subunit 

expression in the hippocampal CA1 region was increased (P < 0.05). The escape latency in the water maze and 

γ-aminobutyric acid type A receptor α1 subunit expression in the hippocampal CA1 region were similar between the 

non-acupuncture and model groups (P > 0.05). Moreover, γ-aminobutyric acid type A receptor α1 subunit expression in 

the hippocampal CA1 region was negatively associated with the escape latency after acupuncturing the Changqiang 

acupoint (r=-0.554, P=0.001). Data suggested that acupuncture at Changqiang acupoint improved the learning and 

memory capabilities of mice with the FMR1 located on X chromosome knockout, and up-regulated γ-aminobutyric acid 

type A receptor α1 subunit expression in the hippocampal CA1 region.  

 

Subject headings: Fragile X Syndrome; Fragile X Mental Retardation Protein; Acupuncture Points; Mice, Transgenic; 

Tissue Engineering 

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81373720; the Key Project of Social Development 
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0  引言  Introduction 

脆性X综合征的发病与X染色体上脆性X智力低下基因

1(fragile X mental retardation 1，FMR1)突变密切相关[1]。

FMR1突变可以导致脆性X智力低下蛋白的表达减少或缺  

失[2]。脆性X智力低下蛋白的缺失所导致的神经突触发育异

常，是脆性X综合征患者出现智力低下、焦虑及易激惹现

象的重要原因[3]。因此，调节突触可塑性成为治疗脆性X综

合征的重要切入点。研究发现激活脑源性神经营养因    

子-TrkB-细胞外信号调节蛋白激酶1/2通路能促进微管相

关蛋白1B的表达[4]，而微管相关蛋白1B具有调节细胞骨架

形成，介导轴突、树突与突触生长的功能[5]。然而，目前

脆性X综合征尚无治愈方式，主要为针对临床症状的对症

治疗[6]。 

针刺长强穴对脆性X综合征具有肯定的疗效[7]，关于其

治疗机制的研究持续进行中[8]。前期研究已发现针刺长强

穴可上调FMR1基因敲除小鼠海马CA1区脑源性神经营养

因子、细胞外信号调节蛋白激酶及微管相关蛋白1B的表 

达 [9]。γ -氨基丁酸A型受体可激活脑源性神经营养因    

子-TrkB-细胞外信号调节蛋白激酶1/2通路，增加此通路中

脑源性神经营养因子、细胞外信号调节蛋白激酶的表达[10]。

同时，有研究发现在FMR1基因敲除小鼠海马中γ -氨基丁

酸A型受体α1亚基的表达明显低于野生型小鼠[11]。因此，

本实验利用FMR1基因敲除小鼠，观察针刺长强穴后小鼠

学习记忆能力及海马CA1区γ -氨基丁酸A型受体α1亚基

表达的影响，进一步分析针刺长强穴改变突触可塑性的可

能途径。为研究针刺长强穴改善脆性X综合征的治疗机制

提供依据。 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。  

1.2  时间及地点  实验于2012年6月至2013年10月在福

建中医药大学动物实验中心SPF1实验室及福建中医药大

学中西医结合研究院完成。 

1.3  材料 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FMR1敲除小鼠针刺长强穴实验用主要试剂与仪器： 

试剂及仪器 来源 

DNA提取试剂盒 上海生工生物工程有限公司 

一抗γ -氨基丁酸A型受体α1亚基 北京博奥森生物技术有限公司 

DAB显色试剂盒 福州迈新生物技术开发有限公司 

华佗牌一次性针灸针(规格：0.35 mm× 

13 mm)脑立体定位仪                                        

苏州医疗用品厂有限公司 

深圳瑞沃德生命科技有限公司 

PCR反应扩增仪、凝胶成像系统 加拿大 BBI公司 

3730测序列分析仪 美国 ABI 公司 

DK-8D型电热恒温水槽 上海森信实验仪器有限公司 

水平电泳仪、GS-6R Centrifuge 冷冻

离心机 

美国Beckman公司 

H6-1微型电泳槽 上海精益有机玻璃制品仪器厂 

SMG-2型Morris水迷宫系统 中国医学科学院药物研究所 

生物组织脱水机ZT-14S 湖北孝感市亚光医用电子技术有限公司 

石蜡切片机 德国莱卡公司 

洁净工作台 上海博迅实业有限公司医疗设备厂 

系统显微镜BH2 日本Olympus 公司 

Motic Med 6.0图像分析系统 麦克奥迪实业集团有限公司 

脑立体定位仪 深圳瑞沃德生命科技有限公司 
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动物：5对性成熟FMR1基因敲除纯合子(-/-)近交系

小鼠为荷兰伊拉斯塔大学细胞生物学及遗传学研究中心

Oostra BA教授、美国贝勒医学院人类遗传学及分子生物

学研究部门David L. Nelson博士惠赠；由福建中医药大

学动物实验中心繁殖与饲养。10只SPF级C57BL/6野生

型小鼠(雌雄各半)由上海上海斯莱克实验动物有限责任公

司提供，合格证编号：2007000550425。温度：(22±1) ℃，

湿度：50%，12 h明暗循环，自由饮食和饮水。 

1.4  方法 

1.4.1  FMR1基因敲除纯合子小鼠及野生型小鼠的分组  

5对性成熟FMR1基因敲除纯合子(-/-)近交系小鼠采用一

雌一雄同笼饲养，所产幼鼠于19 d龄时采血并行基因型鉴

定。选取基因鉴定结果显示为FMR1基因敲除纯合子小鼠

随机分组。其中，模型组为4只雌鼠，6只雄鼠，非穴组为

6只雌鼠、4只雄鼠，长强组为4只雌鼠、6只雄鼠。而以10

只C57BL/6野生型小鼠作为空白组。 

1.4.2  针刺长强穴治疗  脆性X综合征当属于中医“五迟”

“呆病”、“胎怯”的范畴，病位在脑。中医理论认为其发病

与督脉关系密切。《素问•骨空论》曰：“督脉者„„上额头

交巅上，入络脑。”督脉为脏腑精微输注入脑的重要通道[12]，

督脉穴位常作为治疗智力低下等疾病的关键取穴[13]。长强穴

作为督脉的起始穴与络穴，很早就用于治疗此类疾病[14]。《灵

枢•癫狂》曰：“治癫疾者，常与之居„„灸穷骨二十壮，穷

骨者，骶骨也。”因此，此穴应在治疗精神发育方面具有一

定优势。 

长强组小鼠于28 d龄开始干预。选用0.5寸毫针，体积分

数75%乙醇棉球对进针部位进行消毒，操作者左手拇食指轻

捏小鼠尾部，中指与无名指跨于小鼠身体两侧，右手持针采

取单手直接进针，长强穴(DU1，位于尾根与肛门之间凹陷

处)，进针深度约0.3寸，采用平补平泄，行提插法，持续行

针1 min，频率160-200次/min。非穴组针刺小鼠右侧肋弓最

低点上1 cm处。模型组与空白组小鼠每日在相同条件下实验

只进行抓取。每日9：00开始干预，持续10 d。 

1.4.3  Morris水迷宫测试  小鼠于针刺前5 d及针刺结束

后第1天行Morris水迷宫测试。水温保持在22.0-23.0 ℃、

实验室的光线、水池周围参照物、实验平台及实验人员

所站位置保持不变。每次测试持续5 d。将系统单次实验

时间设为90 s，目标区域时间定为10 s。实验者将小鼠从

第一象限开始依次放入水中，同时按下电脑界面的开始键。

系统自动记录小鼠的游泳路径图及找到平台的时间(即逃

避潜伏期)。若在90 s内找不到平台，系统自动停止实验。

实验人员将小鼠放于平台上10 s，放回笼中休息1 min再进

行下一象限的实验。前4 d的实验，每天向后推一个象限

为开始象限。如第1天从第一象限开始，第2天就从第二

象限开始，依此类推。空间探索实验在第5天进行，实验

者撤除平台，将第一象限作为小鼠的入水点，测试时间

为90 s，目标区域时间为10 s，仅需进行一个象限的测试。 

1.4.4  取材  针刺开始后第15天，小鼠以体积分数10%水

合氯醛剂量麻醉后采用心尖灌注40 g/L多聚甲醛PBS固定

后快速断头取脑。将完整脑组织置于40 g/L多聚甲醛PBS

中固定24 h。按照小鼠脑立体定位图谱[15]，将脑组织置于

脑立体定位仪中，切取对耳线后0.94-3.88 mm一段。脑组

织在体积分数70%-100%乙醇及二甲苯中梯度脱水后置入

石蜡中蜡化。包埋。 

1.4.5  免疫组化检测  将石蜡组织块以5 μm厚度切片，干

燥，二甲苯、梯度乙醇及蒸馏水脱蜡与水化；切片置于枸

橼酸钠液中，微波炉加热至沸腾，滴加内源过氧化物酶阻

断剂，室温下湿盒中孵育10 min；PBS浸洗；切片滴加山

羊血清封闭液，室温下湿盒中封闭10 min；滴加一抗(γ -氨

基丁酸A型受体α1亚基)，湿盒中4 ℃过夜；室温中复温1 h，

PBS浸洗，滴加二抗(生物素标记的羊抗小鼠/兔Ig/G聚合

物)，湿盒中室温孵育10 min；PBS浸洗；滴加链霉素抗生

物素蛋白-过氧化物酶，湿盒中室温孵育10 min；PBS浸洗；

滴加事先配制好的DAB显色剂进行显色后，水洗；苏木精

染色10 s；水洗3遍；脱水、树脂封固，并在显微镜下观察。

选取小鼠海马CA1区5个不重复视野，视野中出现的棕黄色

颗粒为阳性细胞。每个视野中阳性细胞数与神经元细胞总

数的比率为阳性细胞率。 

1.5  主要观察指标  各组小鼠海马CA1区中γ -氨基丁

酸A型受体α1亚基的表达及Morris水迷宫的逃避潜伏期。 

1.6  统计学分析  数据用x
_

±s表示，用SPSS 18.0统计软

件对数据进行分析，用单因素方差分析。P < 0.05为差异

有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  模型组、长强组及空白组各有10

只小鼠进行水迷宫测试及免疫组化测定，而非穴组有10只

小鼠均进行水迷宫测试，但由于操作问题仅有9只小鼠进行

免疫组化检测。 

2.2  针刺长强穴对FMR1基因敲除小鼠学习记忆的影响    

与空白组相比，模型组小鼠水迷宫逃避潜伏期明显延长  

(P < 0.05)，而与模型组相比，长强组小鼠经针刺后水迷宫

逃避潜伏期显著缩短(P < 0.05)，而非穴组小鼠水迷宫逃避

潜伏期与模型组差异无显著性意义(P > 0.05)。与模型组及

非穴组相比，长强组小鼠自水迷宫测试第2天开始逃避潜伏

期显著缩短(P < 0.05)，见表1，2。 

2.3  针刺长强穴对FMR1基因敲除小鼠海马CA1区γ -氨

基丁酸A型受体α1亚基表达的影响  与模型组相比，空白

组小鼠海马CA1区γ -氨基丁酸A型受体α1亚基表达阳性

细胞率明显较高(P < 0.05)，而与模型组相比，长强组、非

穴组经过针刺后海马CA1区γ -氨基丁酸A型受体α1亚基

表达阳性细胞率明显增加(P < 0.05)，而与空白组相比，长

强组、非穴组经过针刺后海马CA1区γ -氨基丁酸A型受体

α1亚基表达阳性细胞率仍较低(P < 0.05)，见图1，表3。 
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2.4  针刺FMR1基因敲除小鼠长强穴后其海马CA1区γ -氨

基丁酸A型受体α1亚基阳性细胞率与逃避潜伏期的关系  

小鼠海马CA1区γ -氨基丁酸A型受体α1亚基阳性细胞率与

逃避潜伏期呈明显负相关(r=-0.554，P=0.001；图2)。 

 

3  讨论  Discussion 

前期临床研究发现，长强穴相对常规头针配穴在治疗

精神发育迟滞方面具有起效快的特点，患儿多在治疗后的

一周即可出现粗大运动的明显改变[16]。本次实验通过对4

组干预后平均每日逃避潜伏期对比发现长强组至测试第二

日起即出现逃避潜伏期的明显下降，在动物模型上验证了 

 

 

 

 

 

 

 

长强穴具有起效快这一临床特点。采用单穴治疗，既减轻

病人痛苦又具有起效快、作用持久的治疗特点在临床运用

上具有重要意义。 

有研究发现脑内γ -氨基丁酸A型受体激活后引起氯

表 1  针刺长强穴对 FMR1 基因敲除小鼠水迷宫逃避潜伏期的影响 

(x
_

±s，n=10，s) 

Table 1  Effects of acupuncturing Changqiang acupoint on the 

escape latencies in the water maze in the fragile X mental 

retardation 1 knockout mice                                   

表注：与空白组相比，a
P < 0.05；与长强组相比，b

P < 0.05。 

 

组别 干预前 干预后 

模型组 74.60±10.11
a
 53.25±9.32

b
 

长强组 76.54±7.42
a
 37.52±9.68 

非穴组 74.56±11.02
a
 46.38±6.02

b
 

空白组 58.90±12.16 29.78±12.60 

 

图 1  针刺长强穴对 FMR1 基因敲除小鼠海马 CA1 区γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基表达的影响 

Figure 1  Effects of acupuncturing Changqiang acupoint on γ-aminobutyric acid type A receptor α1 subunit expression in the hippocampal 

CA1 region of fragile X mental retardation 1 knockout mice 

图注：图中 A 为空白组，小鼠海马组织中出现大量 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基表达；B 为模型组小鼠海马组织中 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1

亚基表达明显减少；C 为长强组，小鼠海马组织中 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基表达恢复；D 为非穴组，小鼠小鼠海马组织中 γ -氨基丁酸 A

型受体 α1 亚基表达增加，但仍低于空白组。箭头指示阳性表达。 

 

 A 

 

B 

 

 C 

 

D 

 

表 2  FMR1 基因敲除小鼠针刺长强穴后每天的水迷宫逃避潜伏期 

(x
_

±s, n=10, s) 

Table 2  Daily escape latencies in the water maze in fragile X 

mental retardation 1 knockout mice after acupuncturing 

Changqiang acupoint                           

表注：与长强组相比，a
P < 0.05。 

 

组别   第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 

模型组       55.36±16.99 47.50±17.41
a
  43.62±15.5 45.86±18.18  

长强组      51.82±15.02 39.79±19.99 26.52±11.39 27.54±7.52 

非穴组      51.38±18.87 46.22±20.79
a
 41.06±19.63 38.95±20.95 

空白组      28.69±15.84 33.85±14.44 30.47±14.51 27.19±18.39 

 

表 3  针刺长强穴对FMR1基因敲除小鼠海马 CA1区 γ -氨基丁酸A

型受体 α1 亚基表达阳性细胞率的影响                  (x
_

±s，%) 

Table 3  Effects of acupuncturing Changqiang acupoint on positive 

cell rate of γ-aminobutyric acid type A receptor α1 subunit 

expression in the hippocampal CA1 region of fragile X mental 

retardation 1 knockout mice                               

表注：与空白组相比，
a
P < 0.05；与模型组相比，

b
P < 0.05。 

 

组别 n 阳性细胞比率 

模型组 10 8.25±4.78
a
 

长强组 10 33.04±11.55
ab

 

非穴组 10 14.87±8.26
ab

 

空白组 9 33.32±15.27 
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图 2  针刺长强穴后 FMR1 基因敲除小鼠逃避潜伏期与海马 CA1 区

γ 氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基表达的相关性 

Figure 2  Correlation of escape latency and γ-aminobutyric acid 

type A receptor α1 subunit expression in the hippocampal CA1 

region of fragile X mental retardation 1 knockout mice after 

acupuncturing Changqiang acupoint 

图注：小鼠海马 CA1 区 γ -氨基丁酸 A 型受体 α1 亚基阳性细胞率与

逃避潜伏期呈明显负相关(r=-0.554，P=0.001)。 

 

干预后逃避潜伏期(s) 



 

吴强，等. X 染色体上脆性 X 智力低下基因 1 敲除模型小鼠针刺长强穴学习记忆及海马 CA1 区„„ 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 7968 

www.CRTER.org 

离子向细胞外流动，从而引发动作电位[17]。同时有研究表

示针灸对突触发育的调节作用与其所引发中枢神经元动作

电位有密切联系，中枢神经元的动作电位可引起神经营养

因子的合成、释放及其受体的表达[18]。团队前期研究已观

察到针刺长强穴可通过增加细胞外信号传导通路上的脑源

性神经营养因子等在海马中的表达，对突触可塑性产生正

性调节[9]。而针刺长强穴后海马内γ -氨基丁酸A型受体表

达增加。证实针刺可能是通过增加γ -氨基丁酸A型受体的

表达，从而引发中枢神经元动作电位，再启动对脑源性神

经营养因子等神经营养因子的表达及受体通路的激活。提

示γ -氨基丁酸A型-脑源性神经营养因子通路在针灸改善

突触可塑性的机制研究中具有重要的意义。 

从干预前逃避潜伏期实验结果看FMR1基因敲除小鼠

的学习记忆能力较正常野生型小鼠差，这与孙伟文等[19]的

实验结果相符合。可见FMR1基因敲除小鼠与脆性X综合征

患者相似均表现出学习记忆能力低下等现象[20]。目前认为，

二者出现相似症状与脆性X智力低下蛋白表达的减少或缺

失导致突触发育异常、迟缓有密切联系。而此次研究发现

针刺长强穴后脑内γ -氨基丁酸A型受体α1亚基表达增加，

并结合前期关于突触可塑性的相关研究可见，针刺虽不能

直接作用于突变的基因位点，但能通过影响与突触可塑性

相关的其他通路产生代偿性的作用。但脆性X综合征患者

脑内γ -氨基丁酸A型受体的表达是否与此类同？值得进

一步研究。         
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