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针刺“内关”改善孤独症大鼠行为缺陷
及神经炎性反应的机制研究
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【摘　要】　目的：探讨针刺“内关”对丙戊酸（VPA）诱导的孤独症（ASD）样幼鼠行为障碍、神经元损伤及神

经炎性反应的改善作用。方法：将受孕 SD 大鼠随机分为对照组和造模组，造模组于孕第 12.5 天腹腔注射

VPA（600 mg/kg）构建子代 ASD 模型。子代幼鼠随机分为正常组、模型组、假针刺组、针刺组、溶剂组和阳

性药组，每组 9 只。针刺组从幼鼠第 7 天起每日针刺双侧“内关”，每周干预 6 d，持续 15 d。干预结束后，进行

水迷宫、三箱社交和自我理毛行为学测试；采用苏木精-伊红和高尔基染色观察海马神经元形态与树突棘密

度；Western blot 法检测海马突触相关蛋白突触后密度蛋白 95（PSD95）、谷氨酸脱羧酶 67（GAD67）、囊泡

GABA 转运体（VGAT）及细胞焦亡相关蛋白 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）、消皮素 D 
N 端结构域（GSDMD-NT）、cleaved Caspase-1 的表达；ELISA 法检测海马组织白细胞介素 -1β（IL-1β）和白

细胞介素 18（IL-18）含量与乳酸脱氢酶（LDH）活性；荧光探针法检测海马活性氧（ROS）水平；免疫荧光染色

观察海马小胶质细胞活化标志物离子钙结合适配分子 1（Iba1）阳性表达；TUNEL 染色检测海马细胞凋亡。

结果：与正常组比较，模型组幼鼠体质量降低（P<0.01，P<0.05），逃避潜伏期延长（P<0.01，P<0.001），穿越

原平台次数和目标象限停留时间减少（P<0.01，P<0.001），社交指数与社交偏好降低（P<0.05，P<0.001），

自我理毛次数增加（P<0.001）；海马神经元排列紊乱、树突棘密度降低（P<0.001）；ROS 水平、LDH 活性及

IL-1β、IL-18 含 量 升 高（P<0.001）；PSD95、NLRP3 蛋 白 表 达 水 平 及 GSDMD-NT/GSDMD、cleaved 
Caspase-1/pro-Caspase-1 比值升高（P<0.001），GAD67、VGAT 蛋白表达水平降低（P<0.001）；Iba1 阳性细

胞数及凋亡细胞率增加（P<0.001）。与模型组比较，针刺组和阳性药组体质量升高（P<0.05），逃避潜伏期

缩短（P<0.01，P<0.001，P<0.05），目标象限停留时间增加（P<0.05），社交指数和社交偏好升高（P<0.05，
P<0.01），自我理毛次数减少（P<0.05，P<0.01）；树突棘密度增加（P<0.05，P<0.001）；ROS 水平、LDH 活

性 及 IL-1β、IL-18 含 量 降 低（P<0.001，P<0.01）；PSD95、NLRP3 表 达 水 平 及 GSDMD-NT/GSDMD、

cleaved Caspase-1/pro-Caspase-1 比值降低（P<0.05，P<0.001，P<0.01），GAD67 和 VGAT 表达水平升高

（P<0.001，P<0.05）；Iba1 阳性细胞数、细胞凋亡率下降（P<0.05，P<0.01，P<0.001）。阳性药组逃避潜伏

期较针刺组缩短（P<0.05）；ROS 水 平，PSD95、NLRP3、GAD67、VGAT 表 达 水 平 及 cleaved Caspase-1/
pro-Caspase-1 比值降低（P<0.01，P<0.05）；细胞凋亡率下降（P<0.05）。针刺组较假针刺组、阳性药组较

溶剂组体质量升高（P<0.05），逃避潜伏期缩短（P<0.05，P<0.01，P<0.001），穿越原平台次数和目标象限

停留时间增多（P<0.05，P<0.01），社交指数和社交偏好升高（P<0.05），自我理毛次数减少（P<0.05，

P<0.01）；树 突 棘 密 度 均 增 加（P<0.05，P<0.001）；ROS 水平、LDH 活性及 IL-1β、IL-18 含量降低（P<
0.01，P<0.001）；PSD95、NLRP3 表 达 水 平 及 GSDMD-NT/GSDMD、cleaved Caspase-1/pro-Caspase-1 比

值降低（P<0.05，P<0.001，P<0.01），GAD67 和 VGAT 表达升高（P<0.001，P<0.01，P<0.05）；Iba1 阳性

细胞数、细胞凋亡率下降（P<0.01，P<0.001）。结论：针刺“内关”可改善 VPA 诱导的 ASD 样幼鼠社交缺

陷、重复刻板行为及认知障碍，其机制可能与减轻海马神经元损伤、调节突触蛋白表达平衡、抑制氧化应激
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及 NLRP3 炎性小体介导的神经炎性反应有关。

【关键词】　针刺；孤独症；社交缺陷；重复性刻板行为；认知缺损；海马；神经炎性反应；氧化应激；突触可
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【ABSTRACT】　 Objective　 To investigate the ameliorative effect of acupuncture at “Neiguan” （PC6） on 

behavioral deficits， hippocampal neuronal damage， and neuroinflammation in young rats with valproic acid （VPA）- 

induced autism spectrum disorder （ASD）. Methods　Pregnant SD rats were randomly divided into a control group and 

a model group. The ASD model was established by a single intraperitoneal injection of VPA （600 mg/kg） on gestational 

day 12.5. After birth， the offspring young rats were then randomly divided into control （CON）， ASD model （model）， 

sham-acupuncture （ASD+sham-Acu）， acupuncture （ASD+Acu）， solvent （DMSO） control （ASD+DMSO）， and positive 

drug bumetanide （ASD+Bu） groups （n=9 in each group）. Manual acupuncture （uniform reinforcing-reducing 

manipulation） was applied to bilateral PC6 of newborn rats for 30 min， once daily， 6 d a week， for 15 d （from the 7th 

day to the 21st day after birth）. After acupuncture intervention， behavioral tests including the Morris water maze test， 

three-chamber social test， and self-grooming test were conducted. The hippocampal tissue was collected for observing 

changes of neuronal morphology and dendritic spine density by using hematoxylin-eosin and Golgi staining. The 

expression levels of synapse-related proteins postsynaptic density protein 95 （PSD95）， glutamate decarboxylase 67 

（GAD67）， vesicular GABA transporter （VGAT） and pyroptosis-related proteins NOD-like receptor protein 3 （NLRP3）， 

gasdermin domain-N-terminal （GSDMD-NT） and cleaved Caspase-1 in the hippocampal tissue were detected by 

Western blot. The levels of hippocampal interleukin （IL）-1β， IL-18 and activity of LDH were measured by enzyme-linked 

immunosorbent assay. The level of hippocampal reactive oxygen species （ROS） were detected by using commercial 

kits. The activity of hippocampal Iba1-positive cell （microglia） was assessed by immunofluorescence staining， and the 

cell apoptosis was detected by TdT-mediated dUTP nick-end labeling staining. Results　 Compared with the CON 

group， the model group showed a significant increase in the escape latency of water maze test， self-grooming times， 

LDH activity， ROS level， IL-1β and IL-18 contents， expression of PSD95， NLRP3， ratios of GSDMD-NT/GSDMD and 

cleaved Caspase-1/pro-Caspase-1， number of Iba1-positive cells and the apoptosis rate （P<0.01， P<0.001）， and a 

considerable decrease in the body mass， number of platform crossings and time spent in the target quadrant， social 

index and social preference， number of dendritic spine， and the expressions of GAD67 and VGAT proteins （P<0.05， P<

0.01， P<0.001）. In comparison with the model group， both the increased and decreased levels of all the indexes 

mentioned above were reversed in the ASD+Acu and ASD+Bu groups （P<0.05， P<0.01， P<0.001）， and the effects of 

ASD+Acu were evidently superior to those of ASD+Bu in up-regulating the expressions of GAD67 and VGAT proteins 

（P<0.05）， but inferior to those of ASD+Bu in shortening the escape latency， reducing ROS level， and down-regulating 

the protein expressions of PSD95 and NLRP3， ratio of cleaved Caspase-1/pro-Caspase-1， and apoptosis rate （P<

0.05， P<0.01， P<0.001）. The effects of acupuncture were evidently better than those of the sham acupuncture in 

increasing the body mass and number of platform crossings， shortening the escape latency， prolonging the time spent 

in the target quadrant， increasing the social index and social preference， reducing the self-grooming times， elevating 

the number of dendritic spine， and the expressions of GAD67 and VGAT proteins （P<0.05， P<0.01， P<0.001）， and in 

down-regulating the LDH activity and ROS levels， IL-1β and IL-18 contents， and the expressions of PSD95 and 

NLRP3， ratios of GSDMD-NT/GSDMD and cleaved Caspase-1/pro-Caspase-1， Iba1-positive cell number， and the 

apoptosis rate （P<0.05， P<0.01， P<0.001）. Similarly， in comparison with the ASD+DMSO group， the ASD+Bu group 

showed a significant improvement in the aforementioned behavioral and molecular biological indexes （P<0.05， P<0.01， 

P<0.001）. Conclusion　Acupuncture at PC6 can improve social deficits， repetitive stereotyped behavior and cognitive 

impairment in VPA-induced ASD-like young rats， which may be related to its functions in alleviating hippocampal 
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neuronal damage， regulating the balance of synaptic proteins， and inhibiting oxidative stress and NLRP3 

inflammasome-mediated neuroinflammation.

【KEYWORDS】　 Acupuncture； Autism； Social deficits； Repetitive stereotyped behavior； Cognitive impairment； 

Hippocampus； Neuroinflammation； Oxidative stress； Synaptic plasticity

孤独症谱系障碍（ASD）是一种复杂的神经发

育障碍，核心症状包括社交沟通障碍、兴趣狭窄及

重复刻板行为 [1-2]。全球范围内 ASD 患病率呈上升

趋势，给家庭和社会带来沉重负担 [3]。目前 ASD 的

病因尚未完全阐明，普遍认为其发病与遗传、环境

因素及神经免疫异常密切相关 [4]。临床缺乏根治

ASD 的特效药物，主要依赖行为干预和对症治疗，

但效果有限且常伴不良反应 [5]，因此探索安全有效

的替代疗法尤为重要。针灸作为传统非药物疗法，

在调节神经系统功能方面具有独特优势。

ASD 以社交障碍、刻板行为、言语迟缓为核心

表现，中医学认为当属“呆病”“语迟”“无慧”等神志

病范畴。基于“心主神明”及“心包代心受邪”理论，

手厥阴心包经之络穴内关成为治疗神志疾病的首

选穴位。临床研究显示，针刺内关可显著改善抑郁

症、焦虑症、阿尔茨海默病及脑卒中后认知障碍等

神志相关疾病的核心症状 [6]。这些理论与临床依据

共同指向一个明确的穴位特异性假设：针刺内关可

能通过调节与“心”“神”相关的核心脑网络功能，改

善 ASD 的核心症状。前期临床观察也提示，针刺内

关对改善 ASD 患儿的言语功能与社交反应具有潜

力 [7]，然而其是否通过调节脑内神经炎性反应与突

触可塑性发挥作用尚需实验证据支持。丙戊酸

（VPA）诱导的孕鼠模型是国际公认的 ASD 动物模

型，其子代可出现与人类 ASD 类似的行为学异常和

神经病理改变 [8]。本研究通过建立 VPA 诱导的

ASD 幼年大鼠模型，系统观察针刺“内关”对模型大

鼠行为学、海马组织结构、突触蛋白表达及神经炎

性反应水平的影响，旨在从行为与病理层面验证其

治疗作用及机制，为其临床应用提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

选取 SD 雌雄大鼠（8~10 周龄）共 16 只，其中雌

鼠 12 只，雄鼠 4 只，体质量 200~250 g，购自郑州大

学（河南省实验动物中心），生产许可证号：SCXK
（豫）2022-0001。动物饲养于温度（21±1）℃、12 h/
12 h 明暗交替的环境中，实验期间大鼠自由饮水与

摄食。本实验方案经河南中医药大学实验动物福

利与伦理委员会批准（批准号：DWLL202109005）。

实验过程严格按照中华人民共和国科学技术部颁

布的《关于善待实验动物的指导性意见》执行，并遵

循相关动物伦理规定 [9]。

1.2　主要试剂与仪器

VPA（上海阿拉丁），布美他尼（美国 MCE），二

甲基亚砜（DMSO,北京索莱宝），苏木精 -伊红 (HE)
染色试剂盒、高尔基染色试剂盒、TUNEL细胞凋亡检

测试剂盒、4%多聚甲醛（武汉赛维尔），蛋白提取RIPA
裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（北京百奥莱博），

突触后密度蛋白 95（PSD95）抗体、pro-Caspase-1
抗 体 、cleaved Caspase-1 抗 体（美 国 CST），囊 泡

GABA 转运体（VGAT）抗体（美国 Affinity），NOD
样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）抗体（瑞

士 AdipoGen），谷氨酸脱羧酶 67（GAD67）抗体、消

皮素 D N 端结构域（GSDMD-NT）抗体、GSDMD
抗 体 、离 子 钙 结 合 适 配 分 子 1（Iba1）抗 体（英 国

Abcam），β-actin 抗体（美国 Proteintech），HRP 标记

山羊抗兔 IgG、HRP 标记山羊抗小鼠 IgG（上海艾博

抗），白细胞介素（IL）-1β ELISA 检测试剂盒、IL-18 
ELISA 检测试剂盒、活性氧（ROS）检测试剂盒（武

汉伊莱瑞特），乳酸脱氢酶（LDH）检测试剂盒、Cy3
标记山羊抗兔 IgG（上海碧云天）。

立 体 定 位 仪 、微 量 注 射 泵（美 国 RWD），

0.20 mm×7 mm 华佗牌针灸针（苏州医疗用品厂），

Morris 水迷宫系统、旷场实验系统（上海吉量软件），

ZL-024 型三箱社交实验系统（北京众实迪创），切片

机（金 华 科 迪），BZ-X800 型 荧 光 显 微 镜（日 本

Keyence），DM500 型光学显微镜（德国 Leica），组

织切片扫描仪（匈牙利 3DHistech），垂直电泳仪及

转膜系统（美国 Bio-Rad），ChampChemi 910 型化

学发光成像系统（北京赛智生命），Multiskan FC 型

酶 标 仪 、902-ULTS 型超低温冰箱（美国 Thermo 
Fisher Scientific），Synergy H1 型荧光酶标仪（美国

BioTek），ME204E 型精密电子天平（瑞士 Mettler 
Toledo），5427R 型 高 速 冷 冻 离 心 机（ 德 国

Eppendorf）。

1.3　造模方法及动物分组

ASD 动物模型参照前期方法 [8]并加以改进建

立。将成年雌雄 SD 大鼠按 3∶1 比例合笼交配，以

雌鼠出现阴道栓并检测到精子的当天记为妊娠第
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0.5 天。于妊娠第 12.5 天对 7 只孕鼠腹腔注射 VPA
以诱导子代 ASD 模型，注射剂量为 600 mg/kg（使

用 0.9% 氯化钠溶液配制），与之对应的 2 只正常孕

鼠在相同时点注射等体积 0.9% 氯化钠溶液。将幼

鼠出生后第 1 天记为 P1，其中未注射 VPA 的 2 只正

常孕鼠的子代作为正常组。当幼鼠模型同时满足

尾部畸形或躯体发育延迟、社交互动缺陷及重复刻

板行为 4 类特征时，即可判定 VPA 诱导的 ASD 大

鼠模型构建成功 [10-13]。在 P7 检测模型是否成功，并

将造模成功的幼鼠按照体质量随机分为模型组、针

刺组、假针刺组、阳性药组、溶剂组，每组各 9只，正常

组 9 只幼鼠与各模型组幼鼠在相同环境下常规饲养。

于 P7、P14 及 P21 记录各组幼鼠体质量，以评估其发

育情况。

1.4　干预方法

正常组、模型组常规饲养，从 P7 开始，每日给予

与针刺组相同的抓取与固定，不施加任何干预措施。

针刺组：因 P7 对应大鼠脑发育关键期，相当于

人类婴儿早期神经可塑性阶段 [14]，故针刺组从 P7 开

始，每日针刺双侧“内关”，参照《实验动物常用穴位

名称与定位   第 2 部分：大鼠》[15]进行取穴。使用针

灸针垂直刺入约 1~2 mm，施以平补平泻捻转手法

（以拇指与食指持针，捻转频率约为 2 Hz，即每秒约

2 个往复）15 s，操作后留针 30 min。每日 1 次，每周

干预 6 d，休息 1 d，持续至 P21。
假针刺组：从 P7 开始，每日给予与针刺组相同

的抓取与固定，假针刺措施为非穴位浅刺，即于“内

关”旁开 2 mm 处刺入 1 mm，且不施行捻转手法，治

疗时间与针刺组相同。

阳 性 药 组 ：布 美 他 尼 临 床 已 广 泛 用 于 治 疗

ASD[16-17]，故以此药作为阳性药。从 P7 开始，每日

腹腔注射布美他尼 [18]，剂量为 10 mg/kg（使用含 1% 
DMSO 的 0.9% 氯化钠溶液配制），连续注射 7 d。

溶剂组：为验证其中 DMSO 溶液是否对 ASD
起治疗作用故设置溶剂组。从 P7 开始，每日腹腔注

射含 1% DMSO 的氯化钠溶液，连续注射 7 d。
1.5　观察指标与检测方法

所有行为学测试均在安静、隔音的环境中进

行，不同批次幼鼠的测试时间保持一致。测试顺序

为水迷宫实验、三箱社交实验及自我理毛实验。

采用 Morris 水迷宫系统评估幼鼠空间学习与

记忆能力：定位航行实验进行连续 5 d 的训练。每

天将幼鼠从 4 个不同入水点面向池壁放入水中，记

录其找到隐藏平台的逃避潜伏期。若 120 s 内未找

到平台，则引导其至平台并停留 10 s。空间探索实

验：于第 6 天撤去平台，任选一入水点将幼鼠放入水

中，记录 120 s内其穿越原平台位置的次数及在目标

象限停留的时间。

三箱社交实验：采用塑料透明三室箱（120 cm×
45 cm×40 cm），2 块可活动透明塑料板将其隔为

3 室，每室长约 40 cm，摄像头安装于箱子正上方。

实验分为两个阶段。社会交往能力测试：在左右室

内分别放置空鼠笼和陌生幼鼠 1，将待测幼鼠置于

中间区域，自由探索 10 min，记录其在 3 个区域中停

留的时间及与陌生鼠 1 和空鼠笼的嗅触交互时间。

社会偏好测试：将空鼠笼替换为另一只陌生幼鼠 2，
再次将待测幼鼠置于中间区域，自由探索 10 min，记
录其与陌生鼠 1（此时为熟悉鼠）和陌生鼠 2 的嗅触

交互时间。检测结束后，用 70% 乙醇清洁鼠笼，待

其干燥后继续测试。在小鼠自由探索时，通过记录

其在各区域的停留时间、接触次数及互动行为计算

社交指数（社交指数=与陌生鼠 1 互动时间÷与空

笼互动时间，大于 1 为正常社交，等于 1 代表社交冷

漠，说明大鼠对空笼与陌生鼠无差别对待，小于 1 为

回避社交）和社交偏好（社交偏好=与陌生鼠 2 互动

时间÷与陌生鼠 1 互动时间，大于 1 说明能区分新

旧，愿意探索新伙伴，小于或等于 1 说明不能区分新

旧），评估其社交能力（社交指数）和社交新奇性认

知（社交偏好）。

自我理毛实验：采用与旷场实验同样的木质敞

箱，摄像头安装于箱子正上方。将待测幼鼠提前 1 h
放入行为学检测室适应环境。正式测试时，将幼鼠

放置到敞箱中央使其适应性活动 5 min，随后录像并

观察 10 min 内其在敞箱中梳理自身各区域的次数。

取材方法：行为学检测后，以异氟烷吸入麻醉

幼鼠，在麻醉状态下进行腹主动脉放血安乐死。每

组取 3 只大鼠的脑组织使用组织固定液进行固定，

石蜡包埋，用于检测其病理结构；每组取 3 只大鼠的

脑组织使用高尔基固定液进行固定，用于高尔基染

色；每组取 3 只大鼠的脑组织用于分子检测。

HE 染色法检测脑组织病理变化：将固定好的

脑组织经梯度乙醇脱水、二甲苯透明后，石蜡包埋。

使用轮转式切片机连续冠状切片，厚度为 4 μm，选

取包含海马 CA1 区的切片贴于载玻片。切片经二

甲苯脱蜡、梯度乙醇水化后，按照试剂盒说明书操

作，苏木精染液染色 8 min，自来水返蓝；伊红染液染

色 5 min。随后再次经梯度乙醇脱水、二甲苯透明，

中性树胶封片。使用光学显微镜在 200 倍视野下观
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察海马 CA1 区神经元形态与排列结构，每张切片随

机选取 5 个不重叠视野进行观察并拍照。

高尔基染色法检测神经元突触：分离新鲜全脑

组织，立即置于高尔基固定液中室温避光处理 14 d。
经组织处理液保存后，使用振动切片机切成 60 μm
厚切片。贴片、显影、冲洗后，用甘油明胶封片，使

用组织切片扫描仪进行成像，分析树突棘密度。

Western blot 法检测海马组织 PSD95、GAD67、
VGAT 及 细 胞 焦 亡 相 关 蛋 白 NLRP3、GSDMD-

NT、cleaved Caspase-1 的表达：取海马组织 50 mg，
用 RIPA 裂解液提取总蛋白，BCA 法进行定量。取

等量蛋白进行 SDS-PAGE 电泳分离，并转至 PVDF
膜 。 5% 脱 脂 牛 奶 封 闭 1 h 后 ，分 别 加 入 PSD95
（1∶2 000）、GAD67（1∶2 000）、VGAT（1∶2 000）、

NLRP3（1∶ 1 000）、GSDMD-NT（1∶ 1 000）、

GSDMD（1∶1 000）、cleaved Caspase-1（1∶1 000）、

pro-Caspase-1（1∶ 1 000）、Caspase-1 及 β -actin
（1∶2 000）一抗于 4 ℃孵育过夜。TBST 洗涤后，与

HRP 标记的二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，使用化学

发光底物显影，以 Image J 1.53 软件分析目标条带

的灰度值，以 β-actin 为内参，以目标蛋白与内参蛋

白条带灰度值的比值作为目标蛋白的相对表达量。

ELISA 法检测海马组织 IL-1β、IL-18 含量及

LDH 活性：取约 20 mg 海马组织，按 1∶9 加入预冷的

PBS（0.01 mol/L，pH 7.4），冰上匀浆。4 ℃、3 000×g
离心 20 min，取上清。严格按照试剂盒说明书操作，

将标准品倍比稀释，与样品分别加入预包被抗体的

微孔板中，每孔 100 μL，室温孵育 90 min；洗板 5 次；

加入生物素化检测抗体，室温孵育 60 min；洗板

5次；加入 HRP标记的链霉亲和素，室温孵育 30 min；
洗 板 5 次 ；加 入 TMB 底 物 溶 液 ，室 温 避 光 显 影

15 min；最后加入终止液，立即在酶标仪上于 450 nm波

长处测量各孔的吸光度值。根据标准曲线计算样

品中 IL-1β 和 IL-18 的含量，单位以 pg/mg 蛋白表

示。取约 10 mg 海马组织，加入适量 LDH 检测裂解

液，于冰上匀浆，4 ℃、12 000×g 离心 5 min，取上清

作为待测样品。按照试剂盒说明书，在 96 孔板中设

立空白孔、标准孔和样品孔。将样品与反应混合液

于 37 ℃避光孵育 30 min，随后在酶标仪上于 450 nm
波长处测定吸光度值。根据公式计算样品中 LDH
的活性。

荧光探针试剂盒检测海马组织 ROS 水平：取约

15 mg 海马组织，加入适量 PBS 冰 上 匀 浆 ，制 备

10% 组织匀浆液。 4 ℃ 、1 000×g 离心 10 min，取

上清。按照 ROS 检测试剂盒说明书，取 100 μL 组

织匀浆上清加入 96 孔黑板中，再加入 100 μL 稀释好

的 DCFH-DA 探针工作液，混匀后 37 ℃避光孵育

30 min。用荧光酶标仪在激发波长 488 nm、发射波

长 525 nm 下检测各孔的荧光强度。同时制作 ROS
标准曲线，根据曲线计算样品中的 ROS水平，结果以

相对荧光单位（RFU）/mg蛋白表示。

免疫荧光染色法检测海马组织小胶质细胞活

化标志物 Iba1 阳性细胞数：将石蜡切片脱蜡、水化

后，进行抗原修复，并用 0.2% Triton X-100 通透，

3% BSA 封闭。加入 Iba1 一抗（1∶200）于 4 ℃孵育

过夜。次日，与 Cy3 标记的二抗（1∶100）室温避光孵

育 1 h，DAPI 复染细胞核后封片，在荧光显微镜下

观察并拍摄小胶质细胞的活化情况，计数小胶质细

胞活化标志物 Iba1 阳性细胞数。

TUNEL 染色检测海马组织细胞的凋亡情况：

石蜡切片经脱蜡、水化后，使用蛋白酶 K 进行通透。

随后按照 TUNEL 凋亡检测试剂盒说明书操作，末

端转移酶将 dUTP 标记至 DNA 断裂末端，37 ℃避

光孵育 1 h。DAPI 复染后封片，于荧光显微镜下观

察并统计凋亡细胞数量。凋亡率（%）=凋亡细胞

数量÷总细胞数量×100%。

1.6　统计学处理

所有实验数据用 GraphPad Prism 9.5 统计软件

进行分析。计量数据符合正态分布，以均数±标准

差（x̄±s）表示。组间比较用单因素方差分析，进一

步两两比较用 Tukey 检验。以 P≤0.05 为差异有统

计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组大鼠的 ASD 核心缺陷比较

与正常组比较，模型组幼鼠从出生后第 7 天至

第 21 天 的 体 质 量 降 低（P<0.01，P<0.05），表 明

VPA 暴露导致发育迟缓。与模型组比较，针刺组和

阳 性 药 组 幼 鼠 体 质 量 在 第 21 天 时 均 升 高（P<
0.05），而假针刺组和溶剂组差异无统计学意义。与

假针刺组比较，针刺组幼鼠体质量在第 21 天时升高

（P<0.05）。与溶剂组比较，阳性药组体质量在

第 14、21 天时升高（P<0.05）。此外，阳性药组体质

量与针刺组差异无统计学意义。见图 1。
水迷宫结果显示，与正常组比较，模型组逃避

潜伏期延长（P<0.01，P<0.001），穿越原平台次数

和目标象限停留时间减少（P<0.01，P<0.001），提

示空间学习记忆能力受损。与模型组比较，针刺组
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和阳性药组逃避潜伏期缩短（P<0.01，P<0.001，
P<0.05），目标象限停留时间增加（P<0.05），阳性

药组穿越原平台次数增加（P<0.01），假针刺组和溶

剂组差异无统计学意义。与假针刺组比较，针刺组

逃避潜伏期缩短（P<0.05，P<0.01），穿越原平台

次数和目标象限停留时间增加（P<0.05）。与溶剂

组比较，阳性药组逃避潜伏期缩短（P<0.01，P<
0.001），穿越原平台次数和目标象限停留时间增加

（P<0.01，P<0.05）。值得注意的是，阳性药组逃避

潜伏期较针刺组缩短（P<0.05），改善效果更好，而

其余两个指标则差异无统计学意义。见图 2。
三箱社交实验结果显示，与正常组比较，模型组

社交指数和社交偏好降低（P<0.05，P<0.001）。

与模型组比较，针刺组和阳性药组社交指数和社交

偏好升高（P<0.05，P<0.01），而假针刺组、溶剂组

差异无统计学意义。针刺组较假针刺组、阳性药组

较溶剂组的社交指数和社交偏好均升高（P<0.05）。

此外，阳性药组虽稍优于针刺组，但差异无统计学

意义。见图 3。
自我理毛实验结果显示，与正常组比较，模型组

自我理毛次数增多（P<0.001）。与模型组比较，

针刺组和阳性药组自我理毛次数减少（P<0.05，

P<0.01），而假针刺组和溶剂组差异无统计学意义。

针刺组较假针刺组、阳性药组较溶剂组的自我理毛

次数减少（P<0.05，P<0.01）。阳性药组与针刺组

差异无统计学意义。见图 4。
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图 1　各组幼鼠体质量比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of body weight of young rats in the 6 

groups （x̄±s， 6 rats/group）
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图 2　各组大鼠水迷宫实验比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of water maze test of rats in the 6 groups （x̄±s， 6 rats/group）
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图 3　各组大鼠三箱社交实验比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of three-chamber social test of rats in the 6 groups （x̄±s， 6 rats/group）
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2.2　各组大鼠海马神经元结构与突触损伤比较

HE 染色结果显示，正常组大鼠海马 CA1 区神

经元形态规则，排列整齐，染色均匀；模型组神经元

排列紊乱，细胞间隙增大，部分细胞核固缩、深染；

针刺组和阳性药组神经元排列较模型组规整，细胞

损伤明显减轻。见图 5。
高尔基染色结果显示，与正常组比较，模型组

海马神经元树突棘密度降低（P<0.001）。与模型组

比较，针刺组和阳性药组树突棘密度增加（P<0.05，
P<0.001），而假针刺组和溶剂组差异无统计学意义。

针刺组较假针刺组、阳性药组较溶剂组树突棘密度

均增加（P<0.05，P<0.001）。阳性药组的树突棘密

度虽略高于针刺组，但差异无统计学意义。见图 6。
2.3　各组大鼠海马组织 ROS水平和 LDH 活性比较

与正常组比较，模型组海马组织 ROS 水平和

LDH活性均升高（P<0.001）。与模型组比较，针刺组

和 阳 性 药 组 ROS 水 平 和 LDH 活 性 均 降 低（P<
0.01，P<0.001），而假针刺组和溶剂组差异无统计

学意义。针刺组较假针刺组、阳性药组较溶剂组

ROS 水平和 LDH 活性均降低（P<0.01，P<0.001）。

阳性药组 ROS 水平低于针刺组（P<0.01），而 LDH
活性差异无统计学意义。见图 7、图 8。
2.4　各组大鼠海马组织 IL-1β、IL-18 含量比较

ELISA 结果显示，与正常组比较，模型组海马

组织 IL-1β 和 IL-18 含量升高（P<0.001）。与模型

组比较，针刺组和阳性药组 IL-1β 和 IL-18 含量降

低（P<0.01，P<0.001），而假针刺组和溶剂组差异

无统计学意义。针刺组与假针刺组相比，IL-1β 和

IL-18 含量降低（P<0.01，P<0.001）。阳性药组与

溶 剂 组 相 比 ，IL-1β 和 IL-18 含 量 亦 均 降 低（P<
0.001）。针刺组与阳性药组相比差异无统计学意

义。见图 9。
2.5　各组大鼠海马组织突触功能标志蛋白 PSD95、
GAD67、VGAT 及 NLRP3 炎性小体通路相关蛋白

表达水平比较
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图 4　各组大鼠自我理毛次数比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of self-grooming times of rats in the 6 

groups （x̄±s， 6 rats/group）
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注：标尺=50 μm，黑色箭头示神经元发生细胞核固缩、深染。

图 5　各组大鼠海马 CA1区神经元形态比较（HE染色）

Fig. 5　Comparison of neuronal morphology in hippocampus of rats in the 6 groups （HE staining）
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达水平及GSDMD-NT/GSDMD、cleaved Caspase-1/
pro-Caspase-1 比 值 升 高（P<0.001），GAD67 和

VGAT 蛋白表达水平降低（P<0.001）。与模型组

比较，针刺组和阳性药组 PSD95、NLRP3 表达水平

及 GSDMD-NT/GSDMD、cleaved Caspase-1/pro-

Caspase-1 比值降低（P<0.05，P<0.001，P<0.01），

GAD67 和 VGAT 表 达 水 平 升 高（P<0.001，P<
0.05），而假针刺组与溶剂组的上述蛋白表达水平与

模型组相比差异无统计学意义。针刺组较假针刺组、

阳 性 药 组 较 溶 剂 组 的 PSD95、NLRP3 表 达 水 平

及 GSDMD-NT/GSDMD、cleaved Caspase-1/pro-

Caspase-1 比值降低（P<0.05，P<0.001，P<0.01），

GAD67 和 VGAT 表 达 升 高（P<0.001，P<0.01，

正常组
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图 6　各组大鼠海马神经元树突形态及棘密度比较

（高尔基染色，x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of dendritic morphology and spine 

density of rats in the 6 groups 

（Golgi staining， x̄±s， 3 rats/group）
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图 7　各组大鼠海马组织 ROS水平比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of ROS level in hippocampus of rats in 

the 6 groups （x̄±s， 3 rats/group）
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与溶剂组比较，&&&P<0.001。
图 9　各组大鼠海马组织 IL-1β、IL-18水平比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 9　Comparison of IL-1β and IL-18 levels in 

hippocampus of rats in the 6 groups （x̄±s， 3 rats/group）
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##P<0.01；与溶剂组比较，&&&P<0.001。
图 8　各组大鼠海马组织 LDH活性比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of LDH activity in hippocampus of 

rats in the 6 groups （x̄±s， 3 rats/group）
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P<0.05）。值得注意的是，在调节上述蛋白表达方

面 ，与 针 刺 组 相 比 ，阳 性 药 组 PSD95、NLRP3、
GAD67 和 VGAT 表 达 水 平 及 cleaved Caspase-1/
pro-Caspase-1 比 值 降 低（P<0.01，P<0.05），而

GSDMD-NT/GSDMD 差 异 无 统 计 学 意 义 。 见

图 10、图 11。

2.6　各组大鼠海马组织小胶质细胞活化与细胞凋

亡率比较

与正常组比较，模型组海马组织 Iba1 阳性细胞

数、细胞凋亡率增加（P<0.001）。与模型组比较，针

刺组和阳性药组 Iba1 阳性细胞数、细胞凋亡率下降

（P<0.05，P<0.01，P<0.001），而假针刺组和溶剂组

差异无统计学意义。针刺组 Iba1 阳性细胞数、细胞

凋亡率较假针刺组下降（P<0.01）。阳性药组上述

指标较溶剂组亦下降（P<0.01，P<0.001）。阳性药

组细胞凋亡率较针刺组进一步下降（P<0.05），Iba1
阳性细胞数差异无统计学意义。见图 12、图 13。

3　讨论

中医学认为 ASD 核心病机在于心神失养、脑窍

不通 [19]。《素问·灵兰秘典论》载“心者，君主之官也，

神明出焉”，明确指出心主司人的精神、意识、思维

活动。若先天禀赋不足，或后天邪气内扰（如研究

中 VPA 可视为“药毒”）导致心气不能上通于脑，痰

浊瘀血蒙蔽清窍，则出现神识昏蒙、社交障碍、言语

迟缓及刻板行为。本研究选取手厥阴心包经之络

穴内关，皆因心包代心受邪，心包经之别络“系于心

包，络心系”，故针刺内关能直达病所，宁心安神、豁

痰开窍、调畅气血，使心有所主，神有所归，从而改

善核心症状。

本研究通过 VPA 诱导的 ASD 幼鼠模型，系统

评估了针刺“内关”对 ASD 样行为及神经病理的多

维度改善作用。结果显示，VPA 暴露成功构建了

ASD 模型，其子代出现典型的 ASD 样行为表型，包

括社交互动缺陷、重复刻板行为增加及空间学习记

忆受损，这与既往研究结果一致 [20-21]。本研究中，
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图 10　各组大鼠海马组织突触功能标志蛋白 PSD95、

GAD67、VGAT表达水平比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 10　Comparison of the expression levels of synaptic 

marker proteins PSD95， GAD67， and VGAT in the 

hippocampal tissues of rats in the 6 groups 

（x̄±s， 3 rats/group）
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图 11　各组大鼠海马 NLRP3表达水平及 GSDMD-NT/

GSDMD、cleaved Caspase-1/pro-Caspase-1比值比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 11　Comparison of expression levels of NLRP3， 

GSDMD-NT/GSDMD， and cleaved Caspase-1/pro-

Caspase-1 in hippocampus of rats in the 6 groups 

（x̄±s， 3 rats/group）

·· 1140



针刺研究　2026 年  9 月　第  51 卷　第  9 期

VPA 模型组幼鼠表现出一定程度的发育迟缓，而针

刺“内关”与阳性药物布美他尼干预均能改善其体

质量增长，提示二者对模型动物的整体生长发育具

有积极调节作用；针刺“内关”能显著改善上述核心

行为症状，尽管其疗效强度略弱于阳性药物布美他

尼，但作为一种非药物干预手段，显示出良好的治

疗潜力。

本研究重点评估了模型鼠海马依赖的空间学

习与记忆能力。尽管 DSM-5-TR 诊断标准更强调

ASD 的社交沟通缺陷与重复刻板行为，但大量临床

研究表明，认知功能障碍是 ASD 个体中普遍存在的

共病特征，严重影响其适应能力和生活质量 [22]。在

动物模型中，评估认知功能尤其是与海马相关的功

能具有重要价值，不仅模拟了 ASD 非核心但至关重

要的临床症状，也为探究 ASD 背后广泛的神经网络

连接异常提供了窗口 [23]。本研究中针刺“内关”能有

效改善模型鼠的认知缺陷，表明其治疗作用可能超

越了单一症状的缓解，有助于促进大脑整体功能的

恢复。

在神经病理层面，海马是学习记忆的关键脑

区，其结构的完整性对于认知功能至关重要。树突

棘作为接收突触信号的主要部位，其密度和动态变

化直接与突触可塑性及学习记忆能力相关 [24]。本研

究结果显示，VPA 模型幼鼠海马组织形态结构受

损，表现为细胞排列紊乱及树突棘密度降低；针刺

干预有效减轻了海马结构损伤，增加了树突棘密

度，这为其改善认知功能提供了形态学基础。进一

步研究显示 VPA 模型中海马组织兴奋性突触后蛋

白 PSD95 表 达 上 调 ，而 抑 制 性 突 触 关 键 蛋 白

GAD67 和 VGAT 表达下调。兴奋/抑制（E/I）平衡

是维持正常脑功能的核心，其失调被认为是 ASD 的

重要病理机制之一 [25]。本研究结果提示模型鼠海马
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图 12　各组大鼠海马组织中小胶质细胞的活化标志物 Iba1阳性细胞数比较（免疫荧光法，x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 12　Comparison of the number of Iba1 positive cells， an activation marker for microglia， in the hippocampal tissue of 

rats in the 6 groups （immunofluorescence， x̄±s， 3 rats/group）

凋
亡

率
/%

0

5

10

15

20

##

&&&

***

ΔΔ

ΔΔΔ
▲

正
常
组

模
型
组

针
刺
组

溶
剂
组

阳
性
药
组

假
针
刺
组

正常组 模型组

针刺组 溶剂组 阳性药组

假针刺组

注：标尺=50 μm。与正常组比较，***P<0.001；与模型组比较，△△P<0.01，△△△P<0.001；与假针刺组比较，##P<0.01；与溶剂组

比较，&&&P<0.001；与针刺组比较，▲P<0.05。
图 13　各组大鼠海马组织细胞凋亡率比较（TUNEL染色，x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 13　Comparison of apoptosis rate in hippocampal tissue of rats in the 6 groups （TUNEL staining， x̄±s， 3 rats/group）
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局部环路存在 E/I 平衡向兴奋性倾斜的异常，而针

刺“内关”能够部分逆转这种蛋白表达的失衡，有助

于恢复神经网络的稳定，这可能是其改善 ASD 行为

的又一关键机制。

本研究还从氧化应激和神经炎性反应角度探

讨了针刺的作用机制。过量的 ROS 可导致脂质、蛋

白质和 DNA 损伤，进而诱发神经元功能障碍 [26]。本

研究结果显示，VPA 模型幼鼠海马 ROS 水平与

LDH 活性显著升高，表明存在氧化应激和细胞损

伤。针刺干预显著降低了 ROS 水平与 LDH 活性，

提示其具有抗氧化和保护细胞完整性的效应。在

神经炎性反应方面，NLRP3 炎性小体的激活是驱动

细胞焦亡和神经炎性级联反应的关键环节 [27]。本研

究中 VPA 模型幼鼠的小胶质细胞被显著激活，且

NLRP3 炎 性 小 体 通 路 被 启 动 ，表 现 为 NLRP3、
cleaved Caspase-1 及 GSDMD-NT 蛋白表达上调，

并 促 进 了 下 游 促 炎 因 子 IL-1β 和 IL-18 的 释 放 ；

TUNEL 染色结果显示模型组海马细胞死亡增加。

TUNEL 阳性是 DNA 断裂的标志，不能特异区分细

胞凋亡与焦亡 [28]。但结合本研究观察到的焦亡执行

蛋白 GSDMD-NT 的剪切和 Caspase-1 的激活，我们

认为细胞焦亡通路可能在其中发挥了重要作用。

针刺“内关”有效抑制了小胶质细胞的过度活化，下

调了 NLRP3 炎性小体通路关键蛋白的表达，减少

了炎性因子释放和细胞死亡。这些结果提示抑制

NLRP3 炎性小体介导的神经炎性反应与细胞死亡，

可能是针刺“内关”发挥神经保护作用的重要机制

之一。

综上所述，本研究表明针刺“内关”可能通过改

善突触功能、抑制氧化应激及 NLRP3 炎性小体介

导的神经炎性反应，多靶点地缓解 VPA 诱导的

ASD 样行为及神经损伤。尽管其疗效略弱于经典

药物布美他尼，但作为一种安全、经济的非药物干

预手段，在 ASD 的辅助治疗中展现出良好的应用前

景。我们观察到针刺干预后 NLRP3 炎性小体通路

关键蛋白表达的下调与行为学、组织学的改善同时

发生，这提示该通路可能参与了针刺的起效过程。

然而由于本研究中未使用 NLRP3 或 GSDMD 的特

异性抑制剂、激动剂或基因编辑等手段进行功能获

得或缺失实验，目前尚不能确立其因果关系。此

外，TUNEL 染色所检测的 DNA 断裂是细胞凋亡与

焦亡的共同特征，未来研究需结合更特异的焦亡标

志物如 GSDMD 孔道形成检测加以区分。本研究

结果为针刺治疗 ASD 的机制提供了一个新的、探索

方向，未来工作将通过上述干预方式，在动物和细

胞模型中进一步验证该通路的必要性与充分性，以

明确其确切角色。未来研究应进一步探索针刺与

其他疗法的联合应用，并致力于将其转化为临床

实践 [29]。
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