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【实验研究】

电针刺激对单眼形觉剥夺弱视大鼠初级视皮层中多巴胺、

γ氨基丁酸及其受体 ｍＲＮＡ表达的影响△
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【摘要】　目的　探讨电针刺激对单眼形觉剥夺弱视大鼠初级视皮层中多巴胺
（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）、γ氨基丁酸（ｇａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）及其受体（Ｄ１受
体和ＧＡＢＡＡ受体）ｍＲＮＡ表达的影响。方法　选取３６只鼠龄１３ｄ的 ＳＤ大
鼠，随机分为３组：正常对照组、弱视模型组、电针治疗组，每组１２只。正常对
照组大鼠不做任何处理，弱视模型组、电针治疗组大鼠右眼进行单眼形觉剥夺

弱视造模。电针治疗组大鼠在生后３０～６０ｄ选取左侧太阳、合谷，右侧太阳、
攒竹进行电针刺激干预，百会和右侧合谷仅给予针刺，不通电。每天同一时间

段电针刺激干预３０ｍｉｎ，频率２Ｈｚ，脉冲长度０．１ｓ，每周至少干预６ｄ。采用高
效液相色谱紫外检测器和实时荧光定量ＰＣＲ检测各组大鼠初级视皮层中ＤＡ、
ＧＡＢＡ含量以及Ｄ１受体、ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的表达情况。结果　弱视模型组
大鼠初级视皮层中ＤＡ、ＧＡＢＡ的含量均低于正常对照组，差异均有统计学意义
（均为Ｐ＜０．０５）；电针治疗组 ＤＡ的含量低于正常对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；而ＧＡＢＡ的含量与正常对照组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。电
针治疗组大鼠初级视皮层中ＤＡ、ＧＡＢＡ的含量均高于弱视模型组，差异均有统
计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。弱视模型组和电针治疗组大鼠初级视皮层中Ｄ１受
体、ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的表达均低于正常对照组，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）；电针治疗组ＧＡＢＡＡｍＲＮＡ的表达高于弱视模型组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），而Ｄ１受体 ｍＲＮＡ的表达与弱视模型组差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。结论　电针刺激会促进弱视大鼠初级视皮层中ＤＡ、ＧＡＢＡ及其ＧＡＢＡＡ
受体 ｍＲＮＡ的表达。
【关键词】　多巴胺；γ氨基丁酸；电针刺激；初级视皮层；弱视
【中图分类号】　Ｒ７７７．４

　　弱视是一种与初级视皮层发育有关的儿童常见
眼病［１］，该病是由早期视觉发育异常（单眼斜视、屈

光参差、高度屈光不正及形觉剥夺等）所引起，患儿

单眼或双眼最佳矫正视力低于正常儿童，但眼部检查

无器质性病变。近年来，随着弱视患病率的不断升

高［２５］，研究弱视的发病机制及治疗方法显得尤为重

要。针灸作为一种治疗弱视的辅助方法，在临床上取

得了较好的效果，但关于针灸治疗弱视的分子生物学

机制研究较少。目前，研究显示多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，
ＤＡ）、γ氨基丁酸（ｇａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）是
弱视发病机制中主要的中枢神经调控递质，可参与视

觉发育敏感期初级视皮层突触的可塑性过程［６７］。本

研究探讨电针刺激对单眼形觉剥夺弱视大鼠初级视

皮层中 ＤＡ、ＧＡＢＡ的含量及其受体（Ｄ１受体和
ＧＡＢＡＡ受体）ｍＲＮＡ表达的影响，初步分析电针治疗
弱视的分子生物学机制，为临床针灸治疗弱视提供一

定的理论依据。

１　 材料与方法　

１．１　实验动物　健康 ＳＤ大鼠３６只，体质量（１２±
２）ｇ，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供。
动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６００１１。实验动
物的饲养和使用得到山东中医药大学眼科研究所动

物管理和使用委员会的批准。
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１．２　主要试剂及仪器　ＤＡ（德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公
司），ＧＡＢＡ标准品（美国 Ｓｉｇｍａ公司），组织／细胞ＲＮＡ
快速提取试剂盒（北京艾来德生物有限公司），ｃＤＮＡ逆
转录试剂盒、２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ试剂盒（美国 Ｒｏｃｈｅ公
司），高效液相色谱紫外检测器 ＤｉｏｎｅｘＵｌｔｉＭａｔｅ３０００
（德国戴安公司），ＡＣＣＬＡＲＭ１２０Ｃ１８色谱柱（美国 Ｗａ
ｔｅｒｓ公司），实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国Ｒｏｃｈｅ公司），
脑切片模具（深圳市瑞沃德生命科技有限公司）。

１．３　方法　
１．３．１　大鼠单眼形觉剥夺弱视模型的建立　将鼠
龄１３ｄ的大鼠（尚未睁眼）随机分为３组：正常对照
组、弱视模型组、电针治疗组，每组１２只。正常对照
组大鼠不做任何处理，弱视模型组、电针治疗组大鼠

右眼参照文献［８］进行单眼形觉剥夺弱视造模。其
具体操作方法为：腹腔注射 １０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠
（４０ｍｇ·ｋｇ－１）将大鼠麻醉后，用生理盐水对右眼进
行彻底清洁，剪除上、下眼睑各０．８～１．０ｍｍ，并用
眼科带线缝合针分层缝合。术后３ｄ在缝合处涂氧
氟沙星及红霉素眼膏防止感染，同时，检查是否出现

脱线、漏光及感染等情况，出现上述情况不再纳入后

续实验。三组大鼠均在自然光下饲养４５ｄ后，剪开
右眼眼睑。

１．３．２　电针刺激干预　电针治疗组大鼠在生后
３０～６０ｄ选取左侧太阳、合谷，右侧太阳、攒竹进行
电针刺激干预，百会和右侧合谷仅给予针刺，不通

电。每天同一时间段电针刺激干预 ３０ｍｉｎ，频率 ２
Ｈｚ，脉冲长度０．１ｓ，每周至少干预６ｄ。
１．３．３　取材　将大鼠腹腔注射１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥
钠（４０ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉后，快速断头取脑组织，放于
脑切片模具中，参考大鼠脑立体定位图谱［９］，以海马

附近的胼胝体白质为标志截取大鼠左侧初级视皮

层，转移至ＥＰ管中，－８０℃保存备用。
１．３．４　各组大鼠初级视皮层中 ＤＡ、ＧＡＢＡ含量检
测　分别精密称取适量的 ＤＡ、ＧＡＢＡ标准品，放于
１０ｍＬ定量瓶中，加０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的高氯酸溶解并定
容到刻度线，作为储备液。每组分别取６只大鼠初
级视皮层，按质量体积比（１ｍｇ１０μＬ）加蒸馏水，
于冰上充分研磨制备成匀浆液。在４℃、１５００ｒ·
ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清，再以相同的转速离心２０
ｍｉｎ，取上清进样测定。

采用高效液相色谱紫外检测器及 ＷａｔｅｒｓＣ１８
（２．１ｍｍ×１５０．０ｍｍ，３μｍ）色谱柱进行检测。流动
相Ａ为９２５ｍＬ醋酸钠缓冲液（０．１５ｍｏｌ·Ｌ－１），加
醋酸调制 ｐＨ为６．５，然后加乙腈７５ｍＬ混匀；流动
相Ｂ为乙腈、甲醇、水的混合液，体积比为 ３１１。
柱温为３０℃，流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为２５４
ｎｍ。梯度洗脱：０ｍｉｎ、１００％ Ａ，６ｍｉｎ、９４％ Ａ，１５
ｍｉｎ、９１％ Ａ，２０ｍｉｎ、５５％ Ａ，３０ｍｉｎ、０％ Ａ，３５ｍｉｎ、
１００％ Ａ；根据色谱图峰面积计算各组大鼠初级视皮
层中ＤＡ、ＧＡＢＡ含量。

１．３．５　各组大鼠初级视皮层中Ｄ１受体、ＧＡＢＡＡ受
体 ｍＲＮＡ表达的检测　每组分别取６只大鼠初级
视皮层组织，根据组织／细胞 ＲＮＡ快速提取试剂盒
说明书进行总ＲＮＡ的提取，使用 ｃＤＮＡ逆转录试剂
盒进行ｃＤＮＡ的合成。采用实时荧光定量ＰＣＲ仪检
测 Ｄ１受体、ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的表达，以 βａｃｔｉｎ
作为反应的内参。利用ＤＮＡＳｔａｒ软件设计引物序列
并由上海生工生物工程股份有限公司进行合成，相

关引物序列见表１。采用２－△△Ｃｔ方法对各组结果进行
分析，将正常对照组的目的基因相对表达量设为１。

表１　实验所用引物序列
基因 引物序列

Ｄ１受体 正向：５’ＣＣＧＴＣＧＡＡＴＧＣＧＣＣＣＡＧＴＣＴ３’
反向：５’ＧＡＡＴＴＣＧＣＣＣＡＣＣＣＡＡＡＣＣＡＣＡＣ３’

ＧＡＢＡＡ受体 正向：５’ＧＴＣＡＣＧＣＴＴＡＡＡＣＣＡＧＴＡ３’
反向：５’ＴＧＡＡＴＣＡＣＡＡＡＡＴＡＧＣＣＡＡＴＣＴ３’

βａｃｔｉｎ 正向：５’ＡＣＣＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＧＡＡＧＡＴＧ３’
反向：５’ＣＴＣＧＧＣＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＡＣＴＧＴＡＧＣ３’

１．４　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行
数据分析，所得数据用 珋ｘ±ｓ来表示。采用单因素方
差分析对３组各指标差异进行统计学检验，用 ＬＳＤｔ
检验进行组间两两比较。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　各组大鼠初级视皮层中 ＤＡ、ＧＡＢＡ的含量　
检测结果显示，弱视模型组大鼠初级视皮层中 ＤＡ、
ＧＡＢＡ的含量均低于正常对照组，差异均有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５）；电针治疗组ＤＡ的含量低于正
常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而 ＧＡＢＡ
的含量与正常对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。电针治疗组大鼠初级视皮层中 ＤＡ、ＧＡＢＡ
的含量均高于弱视模型组，差异均有统计学意义（均

为Ｐ＜００５）（见图１）。由此可见，单眼形觉剥夺弱
视可造成大鼠大脑初级视皮层中 ＤＡ、ＧＡＢＡ的分泌
异常，电针治疗后可显著改善这种异常的表达。

图１　各组大鼠初级视皮层中ＤＡ、ＧＡＢＡ的含量
　ＮＣ：正常对照组；ＡＭ：弱视模型组；ＡＭ＋ＥＡ：电针治疗
组。与正常对照组相比，Ｐ＜０．０５；与弱视模型组相比，
＃Ｐ＜０．０５

２．２　各组大鼠初级视皮层中 Ｄ１受体、ｍＲＮＡ、
ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的表达　检测结果显示，弱视
模型组和电针治疗组大鼠初级视皮层中 Ｄ１受体、
ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的表达均低于正常对照组，差异
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均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；电针治疗组
ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的表达高于弱视模型组，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５），而Ｄ１受体 ｍＲＮＡ的表达与
弱视模型组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（见
图２）。提示电针可正向调节ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的
表达，提高大鼠初级视皮层突触的可塑性，从而起到

治疗弱视的作用。

图２　各组大鼠初级视皮层中 Ｄ１受体 ｍＲＮＡ、
ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ的表达　ＮＣ：正常对照组；ＡＭ：
弱视模型组；ＡＭ＋ＥＡ：电针治疗组。与正常对照组相比，
Ｐ＜０．０５；与弱视模型组相比，＃Ｐ＜０．０５

３　讨论

人和哺乳动物的视觉发育不仅受自身因素的影

响［１０］，还与外部环境刺激有关。在视觉发育的敏感

期，视觉系统可根据视觉环境的刺激调整和改变初

级视皮层神经元之间的连接，即突触结构［１１］。在此

阶段，若两眼接受相同程度的视觉信号输入，则双侧

初级视皮层内的神经元和突触可保持平衡；反之，这

种平衡将被打破，从而表现出两眼视觉上的差异，此

时眼优势柱向接受信号多的一眼转移。本实验在大

鼠视觉发育关键期进行单眼缝合，这种异常的视觉

经验削弱了光线对视网膜的刺激，使视觉通路不能

有效地将神经冲动传递到缝合眼的初级视皮层，引

起缝合眼对侧视皮层神经元及突触结构发生改

变［１２］，从而导致与视觉发育相关的神经递质、调质

分泌出现异常［１３］。以往的研究显示，弱视可导致初

级视皮层结构和功能的异常，因此，深入研究初级视

皮层在弱视发生过程中的作用意义重大，且可为临

床防治弱视提供一定的理论依据。

目前，绝大多数研究者认为，ＤＡ及 ＧＡＢＡ存在
于初级视皮层中，并调控视觉发育敏感期内初级视

皮层突触的可塑性。Ｌｉ等［１４］研究发现，弱视猫初级

视皮层中存在ＤＡ减少的现象，增加ＤＡ的含量可改
善初级视皮层的结构，并抑制皮层组织内神经元的

损伤。Ｒａｚｅｇｈｉｎｅｊａｄ等［１５］研究发现，单剂量的左旋

多巴可穿过血脑屏障转换为 ＤＡ，从而治疗弱视，改
善弱视患者的双眼视功能。

在大脑初级视皮层的发育过程中，兴奋性神经

递质与抑制性神经递质保持相对平衡是控制视觉发

育敏感期开始和结束的关键。ＧＡＢＡ是最早被发现

的与初级视皮层可塑性有密切关系的抑制性神经递

质［１６］，且广泛分布于哺乳动物中枢神经系统。研究

显示，缺乏 ＧＡＢＡ合成酶的小鼠初级视皮层不具备
可塑性，在初级视皮层内注射 ＧＡＢＡ激动剂可使
ＧＡＢＡ合成酶基因缺失的小鼠重新表现出初级视皮
层的可塑性。与上述结果一致，Ｌｅｖｅｎｔｈａｌ等［１７］研究

发现，使用ＧＡＢＡＡ受体拮抗剂可抑制青壮年猴的视
觉功能，而ＧＡＢＡ、ＧＡＢＡＡ受体激动剂可提高老年猴
的视觉功能。同时，邵立功等［１８］对单眼形觉剥夺猫

进行研究发现，剥夺眼对侧视皮层 ＧＡＢＡ神经元数
量较正常眼明显减少。此外，ＧＡＢＡ受体还可能参
与视皮层眼优势柱的转移［１９２０］。

针灸治疗弱视在临床上已取得肯定疗效，但其

治疗机制尚不清楚［２１］。本研究对弱视大鼠进行电

针刺激干预，结果显示，建模后弱视大鼠初级视皮层

中ＤＡ、ＧＡＢＡ的含量及其受体 ｍＲＮＡ表达均下调，
而在电针治疗组中两者的含量及其 ＧＡＢＡＡ受体
ｍＲＮＡ表达均呈恢复性上调，提示弱视的发生、发展
确实与初级视皮层中 ＤＡ、ＧＡＢＡ及其 ＧＡＢＡＡ受体
ｍＲＮＡ的表达关系密切，电针治疗弱视可能是通过
提高ＤＡ、ＧＡＢＡ及其 ＧＡＢＡＡ受体 ｍＲＮＡ表达来发
挥作用的。由上述结果我们可以得出，视觉发育过

程中若遭遇异常的视觉经验（如单眼形觉剥夺），可

引起初级视皮层接收到的视觉刺激减少，导致神经

冲动减弱甚至丧失［２２］，造成与视觉发育有关的神经

递质分泌出现异常，如初级视皮层 ＤＡ、ＧＡＢＡ含量
降低，长期的视觉剥夺使视觉系统的传输能力逐渐

处于休眠状态［２３］，最终形成弱视。而采用针刺干预

可使初级视皮层中 ＤＡ和 ＧＡＢＡ表达上调，进而激
活休眠状态下的视觉通路及神经传输系统，改善视

觉转导状态，恢复视觉发育的可塑性［２４］，使弱视眼

视功能得到改善。
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