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摘要：目的　观察荷乳腺癌小鼠电针后其视交叉上核（ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ　ｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＣＮ）及外周血清和肿 瘤 组 织 中ＴＧＦα和 受 体

ＥＧＦＲ水平的变化，探讨电针对荷瘤动物自发性活动节律 影 响 的 输 出 信 号 分 子 调 控 机 制。方 法　将１８只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄 性 小

鼠随机分为空白组、模型组、电针组３组，每组６只。ＬＤ驯化１０ｄ后关闭光源使动物处于自由运行状态，ＤＤ驯化１０ｄ后开始

造模，造模成功继续监测节律７ｄ后进行电针干预。电针组在ＣＴ４针刺百会和长强穴，使 用 韩 氏 穴 位 神 经 刺 激 仪，频 率２／１５

Ｈｚ，电流０．５ｍＡ，每次１５ｍｉｎ，每日１次，连续电针３次。空白组和模型组在相应时相点ＣＴ４用同样的方法抓取和固定。第

三次电针后２ｈ立即断颈处死动物，在相应部位取材后使用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）对指标进行检测。结果　电针后各组小

鼠ＳＣＮ中ＴＧＦα水平比较无统计学差异；各组小鼠外周血清、瘤组织中ＴＧＦα水平分别比较，模型组均值均大于空白组，差异

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；电针组均值均低于模型组，但差异无统计学意义。电针后各组小鼠ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平比较，模型

组均值大于空白组，但差异无统计学意义；电针组均值小于模型组，其差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；各组小鼠外周血清、瘤

组织中ＥＧＦＲ水平分别比较，模型组均值均大于空白组，其差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），电针 组 均 值 小 于 模 型 组，但 差 异

无统计学意义。电针后各组小鼠ＳＣＮ和外周血清中ＰＫ２水平分别比较，模型组均值均小于空白组，但差异无统计学意义；电

针组均值均大于模型组，其差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　荷乳腺癌小鼠外周血清和肿瘤组织中ＴＧＦα及ＥＧＦＲ水

平较正常小鼠明显增高。电针可以明显降低荷乳腺癌小鼠ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平，增高ＳＣＮ中枢和外周血清中ＰＫ２水平，提示

电针干预可能通过直接调控中枢和外周ＰＫ２水平以及对ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平 的 直 接 调 控 间 接 影 响ＴＧＦα水 平 从 而 影 响 荷 瘤

小鼠自发性活动节律。电针对荷瘤小鼠ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平的降低作用也提示电针干预具有一定的肿瘤抑制作用。
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　　在对生物钟系统的研究过程中发现，与肿瘤的

发生发展过 程 密 切 相 关 的 肽 类 物 质 即ＥＧＦＲ的 配

体ＴＧＦα，是生物钟的一种重要输出信号分子，它被

认为是对生物节律起抑制作用的因子之一［１］。分布

于 下 丘 脑－亚 室 旁 带 （Ｓｕｂｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ　ｚｏｎｅ，

ＳＰＺ）的表 皮 生 长 因 子 受 体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃ－
ｔｏｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）与配体转化生长因子α（ｔｒａｎｓ－
ｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒα，ＴＧＦα）结 合 后，ＥＧＦＲ作

为细胞生长信号的发放者，调控细胞的增殖、粘附、
转移、分化等过程，从而引发肿瘤［１］。所以ＴＧＦα是

研究生 物 节 律 与 肿 瘤 发 生 之 间 联 系 的 关 键 环 节。

ｐｒｏｋｉｎｅｔｉｃｉｎ２（ＰＫ２）是ＳＣＮ另一种重要的节律输出

信号分子，在ＳＣＮ中协调下游振荡器，其相关分子

转导机制在使局部振荡器节律同步化的过程中具有

重要作用。ＰＫ２作为ＳＣＮ输出信号分子在神经中

枢调节着躯体各种生理昼夜节律，敲除小鼠ＰＫ２基

因或ＰＫＲ２基因，动物行为和多种生理活动的昼夜

节律被打乱［２］，而 在 小 鼠 脑 室 内 注 射ＰＫ２，动 物 则

处于安静或睡眠状态［３］。
我们前期的研究结果发现，荷乳腺癌小鼠的自

发性活动节律与正常小鼠比较，其节律振幅和总活

动度下降，相位超前，电针“百会”和“长强”穴可以在

一定程度上恢复荷瘤小鼠紊乱的节律，使振幅升高，
超前的相位后移［４］。基于多种节律的控制中枢视交

叉上核（ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ　ｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＣＮ）中多种输出

信号分子与肿瘤的发生发展关系密切，故本研究选

择荷乳腺癌小鼠作为研究对象，通过电针荷瘤小鼠

百会穴和长强穴，观察荷瘤动物ＳＣＮ及外 周 血 清

和瘤组织中ＳＣＮ输出信号分子ＴＧＦα及受体ＥＧ－
ＦＲ、ＰＫ２水平的 变 化 特 征 以 及 电 针 对 其 水 平 的 影

响试揭示电针干预是否通过ＳＣＮ输出信号分子这

一环节对荷瘤动物产生节律调控和抗癌作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器

ＭＡ－７８２小鼠乳 腺 癌 细 胞 株，武 汉 大 学 中 国 典

型培 养 物 保 藏 中 心。胎 牛 血 清，美 国 Ｇｉｂｃｏ公 司。

ＲＰＭＩ－１６４０培养液，美国Ｇｉｂｃｏ公司。Ｅｌｉｓａ小鼠转

移生长因子αＥＬＩＳＡ试剂盒，小鼠表皮生长因子受

体ＥＬＩＳＡ试 剂 盒，小 鼠 前 动 力 蛋 白２ＥＬＩＳＡ 试 剂

盒，上海 蓝 基 生 物 科 技 有 限 公 司。美 国 宝 特 Ｂｉｏ－
Ｔｅｋ　ＥＬＸ８００酶 标 仪。ＴＧＬ－１６Ｇ 高 速 台 式 离 心 机

（Ａｎｋｅ　ＴＧＬ－１６Ｇ），上海安亭科学仪器厂。

１．２　实验动物选择与驯化

同批次 的６周 龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ近 交 系 小 鼠，考 虑

到雌性动物生理周期不同步对节律研究结果的影响

故统一选择雄性［４］，购自四川大学华西医院实验动

物 中 心，ＳＰＦ级［实 验 动 物 许 可 证 号 ＳＣＸＫ（川）

２００９－０９］。动物置于成都中医药大学时间医学测试

室中隔离单元内含转轮的笼中，连续监测３ｄ，其平

均踏动转轮转数大于１０　０００次／ｄ的动物留用。隔

音、避光、恒 温（２０±１）℃、通 风、相 对 湿 度６０％～
６５％，自由摄食饮水。实验开始时将动物的转轮活

动与 光 暗 同 步１０ｄ（自 动 光－暗 控 制Ｌ∶Ｄ为１２∶
１２，０７：００－１９：００为光期），１０ｄ后关闭光源使动物

处于自由运行状态即ＤＤ状态。

１．３　实验分组

按照ＳＰＳＳ１６．０软件产生的随机数字表将将筛

选出的动物随机分为以下３组：空白组、模型组、电

针组，每组６只。

１．４　造模方法及模型评价

动物在ＤＤ状态下驯化１０ｄ后开始造模。将购

自武汉大学中国典型培养物保藏中心的 ＭＡ－７８２小

鼠乳腺癌细胞 株 复 苏，置 于 含１０％胎 牛 血 清（美 国

Ｇｉｂｃｏ公司生产）的ＲＰＭＩ－１６４０培养液（美国Ｇｉｂｃｏ
公司生产）中，３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养，隔日

换液１次，３～４ｄ传代１次。取指数生长期细胞予

ＰＢＳ洗涤，胰酶适度消化，吹打成细胞悬液，离心，

ＰＢＳ重悬细胞，调整细胞浓度至１×１０７　ｍＬ－１（活细

胞占细胞总数９０％），将细胞悬液０．２ｍＬ皮下接种

于小鼠左侧腋下。注射细胞悬液后隔日开始观察小

鼠左侧腋下肿瘤的生长情况，当肿瘤大小为２ｍｍ×
２ｍｍ时，判断为模型建立成功；任选已成瘤小鼠１
只，麻醉处死并 解 剖 采 集 原 位 肿 瘤，用１０％甲 醛 固

定，石蜡切片，ＨＥ染 色，显 微 镜 下 拍 片 并 观 察 肿

瘤模型构建情况。

１．５　干预方法

造模成功 后 继 续 自 由 运 行 状 态７ｄ后 开 始 电

针。将电针组动 物 提 前５ｍｉｎ使 用 滚 筒 法 固 定，于
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上述特定时相点，参照李仲仁主编的《实验针灸学》
选取动物“百会”、“长 强”２个 穴 位 进 行 针 刺。针 灸

针采用中国苏州医疗用品有限公司生产的华佗牌针

灸针（ＧＢ２０２４－１９９４），规格Φ０．３０ｍｍ＊１３ｍｍ。针

尖向后平刺百会穴约０．５寸；针尖向前平刺长强穴

约０．５寸。针刺后连接电针仪，百会穴连接正极，长
强穴连接负极。电针仪采用南京济生医疗科技有限

公 司 所 生 产 的 韩 氏 穴 位 神 经 刺 激 仪 ＨＡＮＳ－２００
（ＹＺＢ／苏０３６２－２００７），选 择 经 针 模 式，频 率２／１５
Ｈｚ，电流０．５ｍＡ，每 次１５ｍｉｎ，每 天１次 共 电 针３
次。非电针组动物均接受与电针组动物相同的捆绑

固定，以平衡捆绑刺激的影响。

１．６　观察指标

①ＳＣＮ内 ＴＧＦα含 量、ＳＰＺ内 ＥＧＦＲ水 平 检

测：取 组 织 充 分 剪 碎 或 研 磨，加 入 适 量 的０．９％
Ｎａｃｌ，充分混匀，离心６　０００ｒ／ｍｉｎ×１５ｍｉｎ，取上清

约３００μＬ，－２０℃保存待检。②瘤组织（或正常乳

腺组织）ＴＧＦα和ＥＧＦＲ水平检测：组织处理方法同

“①”项。③血清ＴＧＦα和ＥＧＦＲ水平检测：采集血

液后静置３０ｍｉｎ，离心３　０００ｒ／ｍｉｎ×１５ｍｉｎ分离，
取上清约３００μＬ，－２０℃保存待测。检测采用酶联

免疫吸附法，具体操作按照试剂盒步骤进行。

１．７　统计分析

应用ＳＰＳＳ１６．０对各项指标进行统计分析。实

验数据以珚ｘ±ｓ的形式显示，符合正态分布者组间比

较采用单因素方差 分 析，方 差 齐 选 用ＬＳＤ法，方 差

不齐选用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ　Ｔ２检验；不符合正态分布者组

间比较采用Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ　Ｈ检验。Ｐ＜０．０５认为

差异显著，具有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠乳腺癌模型构建情况

２．１．１　肿瘤生长情况

乳腺癌细胞悬液注射后约５～７ｄ在小 鼠 接 种

部位可触及 肿 瘤 结 节，呈 圆 形、椭 圆 形 或 分 叶 状 生

长，质地较硬，成瘤率１００％。

２．１．２　病理形态学观察

ＨＥ染色下，动 物 肿 瘤 细 胞 呈 小 团 状，条 索 状，
腺腔样分布，有明显坏死，间质较少，肿瘤细胞向横

纹肌、脂肪组织浸润，瘤细胞丰富，排列拥挤，瘤细胞

大小不等，相互各异，胞浆较丰富，红染边界不清，瘤
细胞核大小不等，圆形、卵圆形、三角形、多边形等，
核膜较厚，清楚，染色质粗颗粒状，分布不均，可见１
～２个较明显的核仁，核染色深，可见 核 分 裂 象，见

图１。

　
ＨＥ染色（×２００）　　　　ＨＥ染色（×１００）

图１　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠乳腺癌移植瘤 ＨＥ染色照片

２．２　电针干预对荷乳腺癌小鼠ＳＣＮ及外周血清、
瘤组织中输出信号分子水平的影响

２．２．１　电 针 干 预 对 荷 乳 腺 癌 小 鼠ＳＣＮ及 外 周 血

清、瘤组织中ＴＧＦα水平的影响

见表１。
表１　各组荷乳腺癌小鼠电针后不同部位

ＴＧＦα水平比较（珚ｘ±ｓ，ｐｇ·ｍＬ－１，ｎ＝６）

组别 ＳＣＮ 血清 瘤组织

空白组 ６１１．９０±４９．２４　３２８．２５±６４．８９　４４６．８８±６８．６０
模型组 ６２７．５４±１８．３２　４３７．５６±８４．９４＊５１８．９２±３７．７７＊

电针组 ６２０．１０±１３．１０　３７７．９７±８８．７７　４７７．１±４４．９２

　注：与空白组相比，＊Ｐ＜０．０５。

由表１可知，电针后各组ＳＣＮ中ＴＧＦα水平两

两比较Ｐ＞０．０５，各组间无统计学差异；模型组与空

白组比较，模型组均值大于空白组，说明荷乳腺癌小

鼠ＳＣＮ中ＴＧＦα水平有增高趋势，但二者无统计学

差异；电针组与模型组组比较，电针组均值低于模型

组，说明电针可以在一定程度上降低荷乳腺癌小鼠

ＳＣＮ中ＴＧＦα水平，但与模型组比较差异无统计学

意义。电针后各组外周血清中ＴＧＦα水平比较，模

型组均值大于空白组，差异具有统计学意义，说明荷

乳腺癌小鼠外周血清中ＴＧＦα水平明显增高；电针

组均值低于模型组，说明电针可以在一定程度上降

低荷乳腺癌小鼠外周血清中ＴＧＦα水平，但与模型

组比较差 异 无 统 计 学 意 义。电 针 后 各 组 瘤 组 织 中

ＴＧＦα水平比较，模型组均值大于空白组，差异具有

统计学意义，说明荷乳腺癌小鼠瘤组织中ＴＧＦα水

平明显增高；电针组均值低于模型组，说明电针可以

在一 定 程 度 上 降 低 荷 乳 腺 癌 小 鼠 瘤 组 织 中 ＴＧＦα
水平，但与模型组比较差异无统计学意义。

２．２．２　电 针 干 预 对 荷 乳 腺 癌 小 鼠ＳＰＺ及 外 周 血

清、瘤组织中ＥＧＦＲ水平的影响

由表２可知，电针后各组小鼠ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水

平比较，模型组均值大于空白组，说明荷乳腺癌小鼠

ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平有增高的趋势，但与正常小鼠比

较无统计学差异；电针组均值小于模型组，其差异具
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有统计学意义，说明电针可以明显降低荷乳腺癌小

鼠ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平。电 针 后 各 组 小 鼠 外 周 血 清

中ＥＧＦＲ水 平 比 较，模 型 组 均 值 大 于 空 白 组，其 差

异具有统计学意义，说明荷乳腺癌小鼠外周血清中

ＥＧＦＲ水平明显增高；电针组均值小于模型组，说明

电针干预可以在一定程度上降低荷乳腺癌小鼠外周

血清中ＥＧＦＲ水平，但与模型组比较差异无统计学

意义。电针后各组小鼠瘤组织中ＥＧＦＲ水平比较，
模型组均值大于空白组，其差异具有统计学意义，说
明荷乳腺癌小鼠瘤组织中ＥＧＦＲ水平明显增高；电

针组均值小于模型组，说明电针干预可以在一定程

度上降低荷乳腺癌小鼠瘤组织中ＥＧＦＲ水平，但与

模型组比较差异无统计学意义。
表２　各组荷乳腺癌小鼠电针后不同部位

ＥＧＦＲ水平比较（珚ｘ±ｓ，ｎｇ·ｍＬ－１，ｎ＝６）

组别 ＳＰＺ 血清 瘤组织

空白组 ２９．２４±１．３３　 ２２．６７±５．８８　 ２０．３７±３．５６
模型组 ３０．５６±１．３４　 ３４．７１±６．８９＊ ２６．６２±２．２４＊＊

电针组 ２８．８６±１．３９△ ２９．６０±９．７９　 ２４．３５±３．２２＊

注：与空白组相比，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模 型 组 相 比，△Ｐ＜

０．０５。

２．２．３　电针干预对荷乳腺癌小鼠ＳＣＮ及外周血清

ＰＫ２水平的影响

见表３。
表３　各组荷乳腺癌小鼠电针后不同部位

ＰＫ２水平比较（珚ｘ±ｓ，ｎｇ·ｍＬ－１，ｎ＝６）

组别 ＳＣＮ 血清

空白组 ９．７６±０．１０　 ２．３３±０．９５
模型组 ９．５８±０．２５　 １．７２±０．７９
电针组 ９．８０±０．１３△ ２．７３±０．６６△

　　　　注：与模型组相比，△Ｐ＜０．０５。

　　由表３可知，电针后各组小鼠ＳＣＮ中ＰＫ２水

平比较，模型组均值小于空白组，说明荷乳腺癌小鼠

ＳＣＮ中ＰＫ２水 平 有 降 低 趋 势，但 与 正 常 小 鼠 比 较

差异无统计学意义；电针组均值大于模型组，其差异

具有统计学意义，说明电针可以明显增高乳腺癌小

鼠ＳＣＮ中ＰＫ２水平。
电针后各组小鼠外周血清中ＰＫ２水平比较，模

型组均值小于空白组，说明荷乳腺癌小鼠外周血清

中ＰＫ２水平有降低趋势，但与正常小鼠比较无统计

学差异；电针组均值大于模型组，其差异具有统计学

意义，说 明 电 针 可 以 明 显 增 高 乳 腺 癌 小 鼠ＳＣＮ中

ＰＫ２水平。

３　讨论

本研究中，荷乳腺癌小鼠ＳＣＮ中ＴＧＦα及ＳＰＺ
中ＥＧＦＲ水平较正常小鼠有增高趋势，但二者无显

著 性 差 异；荷 乳 腺 癌 小 鼠 瘤 组 织 和 外 周 血 清 中

ＴＧＦα及ＥＧＦＲ水平较正常小鼠明显增高，说明荷

乳腺癌小鼠 ＴＧＦα和ＥＧＦＲ水 平 的 增 高 主 要 在 外

周尤其是肿瘤组织，进一步证实ＴＧＦα和ＥＧＦＲ与

肿瘤发生发展过程关系密切；而荷乳腺癌小鼠ＳＣＮ
中枢及外周血清中调控生理活动昼夜节律的输出信

号分子ＰＫ２有 降 低 的 趋 势，结 果 提 示ＰＫ２与 肿 瘤

的发生 发 展 可 能 并 无 直 接 关 系，之 前 也 尚 无 关 于

ＰＫ２与肿瘤 发 生 发 展 关 系 的 研 究 报 道。有 文 献 表

明ＴＧＦα是ＳＣＮ控制动物自发性活动昼夜节律的

的重要 输 出 信 号，是 动 物 自 发 性 活 动 的 重 要 抑 制

剂［５］，而ＰＫ２作为ＳＣＮ另 一 种 重 要 的 输 出 信 号 分

子在神经中枢调节着生物各种生理昼夜节律［２］，本

研究结果提示荷瘤小鼠ＳＣＮ中枢抑制动物自发性

活动节律的 ＴＧＦα水 平 增 高 和 调 控 昼 夜 活 动 节 律

的ＰＫ２水平降低极可能 是 荷 瘤 动 物 自 发 性 活 动 节

律紊乱的一个重要机制。电针可以明显降低荷乳腺

癌小鼠ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平，增高ＳＣＮ中枢和外 周

血清中ＰＫ２水平，提示电针干预可能通过直接调控

ＳＣＮ输出信 号 分 子ＰＫ２水 平 以 及 通 过 对ＳＰＺ中

ＥＧＦＲ水平的直接调控 间 接 影 响ＳＣＮ输 出 信 号 分

子ＴＧＦα水平 从 而 影 响 荷 乳 腺 癌 小 鼠 自 发 性 活 动

节律，电针对荷瘤小鼠ＳＰＺ中ＥＧＦＲ水平的降低作

用也提示了电针干预具有一定的肿瘤抑制作用。
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