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也摘要页 目的 探讨捏脊疗法干预孤独症谱系障碍渊ASD冤模型大鼠对其前额叶尧海马及小脑区域中脑源性神经营养因子渊BD鄄
NF冤尧环磷酸腺苷反应元件结合蛋白渊CREB冤表达的影响遥 方法 将 ASD 模型大鼠随机分为模型组尧捏脊组袁每组 6只曰同时随机选取

6只正常大鼠为空白组遥 捏脊组在大鼠 23日龄开始捏脊疗法袁21次/d袁连续干预 28 d曰空白组和模型组仅模拟抓取和固定遥 干预结

束次日完成旷场实验袁记录活动行为数据渊总路程尧站立次数尧理毛次数冤袁并于旷场实验次日取材遥 采用免疫组织化学法和 Western
blot检测前额叶尧海马和小脑区域中 BDNF及 CREB 蛋白表达遥结果 与空白组相比袁模型组活动总路程增长尧站立次数减少尧理毛次

数增多渊P约0.01冤曰与模型组相比袁捏脊组活动总路程减少尧站立次数增加尧理毛次数减少渊P约0.05冤遥 与空白组比较袁模型组前额叶区尧
海马区尧小脑区 BDNF尧CREB蛋白表达均减少渊P约0.05袁P约0.01冤曰与模型组比较袁捏脊组前额叶区尧海马区尧小脑区 BDNF尧CREB 蛋白

表达均增加渊P约0.05袁P约0.01冤遥与空白组相比袁模型组前额叶区尧海马区尧小脑区 BDNF尧CREB蛋白阳性平均光密度均减少渊P约0.05袁P约
0.01冤曰与模型组相比袁捏脊组前额叶区尧海马区尧小脑区 BDNF尧CREB蛋白阳性平均光密度均增加渊P约0.05袁P约0.01冤遥 结论 捏脊疗法

能够有效改善 ASD 大鼠的行为表征袁其作用机制可能与上调 ASD 大鼠前额叶尧海马尧小脑区的 BDNF尧CREB蛋白表达水平有关遥
也关键词页 孤独症谱系障碍曰捏脊曰督脉曰多脑区曰脑源性神经营养因子曰环磷酸腺苷反应元件结合蛋白曰脑神经发育
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of spine -pinching manipulation on the expressions of brain derived
neurotrophic factor (BDNF) and cyclic adenosine phosphate response element binding protein (CREB) in the prefrontal, hippocampal,
and cerebellar regions of autism spectrum disorder (ASD) model rats. Methods The model rats with ASD were randomly divided
into model group and spine-pinching manipulation group, with six rats in each group. Additionally, six normal rats were randomly
selected as blank group. The spine-pinching manipulation group received spine-pinching manipulation starting from postnatal day
23, 21 times/day, for a continuous intervention of 28 days. The blank and model groups underwent simulated grasping and fixing
only. The open field test was conducted the day after the intervention ended, and the activity behavior data (total distance, standing
times, and grooming times) were recorded, and the samples were collected on the day after the open field test. The protein
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expressions of BDNF and CREB in the prefrontal, hippocampus, and cerebellar regions were checked by immunohistochemistry and
Western blot. Results Compared with the blank group, the total distance of activity increased, standing times decreased, and
grooming times increased in the model group (P<0.01). Compared with the model group, the total distance of activity in spine-
pinching manipulation group decreased, the standing times increased, and the grooming times decreased (P<0.05). Compared with the
blank group, the protein expressions of BDNF and CREB in the prefrontal, hippocampus, and cerebellar regions were lower in the
model group (P<0.05, P<0.01). Compared with the model group, the protein expressions of BDNF and CREB in the prefrontal,
hippocampus, and cerebellar regions of the spine-pinching manipulation group increased (P<0.05, P<0.01). Compared with the blank
group, the average optical density of BDNF and CREB proteins in the prefrontal, hippocampus, and cerebellar regions of the model
group decreased (P<0.05, P<0.01). Compared with the model group, the average optical density of BDNF and CREB proteins in the
prefrontal, hippocampus, and cerebellar regions of the spine-pinching manipulation group increased (P<0.05, P<0.01). Conclusion Spine-
pinching manipulation can effectively improve the behavioral characteristics of ASD rats, and its mechanism of action may be related
to the upregulation of BDNF and CREB protein expressions in the prefrontal, hippocampus, and cerebellar regions of ASD rats.

也运藻赠憎燥则凿泽页 autism; spine-pinching manipulation; Du meridian; multiple brain regions; brain derived neurotrophic factor;
cyclic adenosine phosphate response element binding protein; cranial nerve development

孤独症谱系障碍渊autism spectrum disorder, ASD冤袁
又名孤独症袁其患者具有不同程度社交障碍尧沟通缺

陷尧狭隘兴趣及刻板行为的核心特征袁是一种广泛性

发育障碍袁也是结合现代心理学尧神经病学等相关

科学的一个综合性疾病[1]遥 近代脑科学研究发现袁ASD
患儿存在小脑尧海马尧皮质等多个脑区的脑源性神

经营养因子渊brain derived neurotrophic factor, BD鄄
NF冤尧环磷酸腺苷反应元件结合蛋白渊cAMP-response
element binding protein, CREB冤表达异常[2]遥 其中袁
BDNF 是关键的神经营养因子袁对神经元轴突和树

突生长尧突触可塑性尧神经递质释放尧学习记忆及认

知功能等具有重要的调节作用[3]遥 CREB 是 BDNF 介

导基因表达的关键调节因子袁BDNF 通过与其特异

性受体 TrkB 结合袁引发受体的磷酸化反应袁进而激

活一系列第二信使传导通路袁这些通路最终指向

CREB 的激活袁激活的 CREB 对受损神经元的修复

过程起着促进作用袁有助于改善神经细胞病理状

态袁并加速神经功能缺损的恢复进程[4]遥两者在 ASD
患儿大脑神经发育过程中的异常袁影响患儿的认知

与行为功能[5-6]遥
捏脊疗法最早见于叶肘后备急方窑治卒腹痛方第

九曳记载院野拈取其脊骨皮深取痛引之袁从龟尾至顶袁
乃止袁未愈更为之遥 冶其独特之处在于医者运用捏尧
拿尧提等一系列手法刺激背部督脉及两侧膀胱经遥其
中袁督脉野上至风府袁入属于脑冶袁又为野阳脉之海冶袁主
导全身阳气运行袁又为滋养脑髓尧充盈髓海的重要通

道袁膀胱经与督脉交于头顶袁其分支野从巅入络脑冶袁
更有诸五脏六腑之背俞穴分布于背侧膀胱经遥故捏

脊疗法具有调理脏腑阴阳尧行气和血尧培固元气尧通

督荣脑等功效袁 是目前临床治疗小儿脑病常用的中

医外治手法之一[7]遥 团队前期研究表明袁捏脊疗法对

ASD 大鼠的社交及重复刻板样行为等具有明显的

改善效果[8]袁且发现捏脊疗法可上调 ASD 大鼠海马

区神经可塑性的相关蛋白 [9]袁但尚未研究该疗法对

多个相关脑区的同步影响遥 故本研究通过进一步监

测抗癫痫药丙戊酸钠渊sodium valproate, VPA冤诱导

的 ASD 模型大鼠前额叶尧海马及小脑 3 个脑区中

BDNF尧CREB 蛋白表达以及其行为学变化袁探讨捏

脊疗法改善 ASD 大鼠行为表征的可能作用机制遥
1 材料与方法

1.1 动物

本实验选取 6~8 周龄尧SPF 级的 Wistar 大鼠作

为实验对象袁雌雄各 15 只袁雌性体质量范围为 180~
230 早袁雄性体质量为 250~300 早袁均购自上海斯莱

克实验动物有限责任公司袁实验动物许可证号院SYXK
渊闽冤2019-0007袁喂养于福建中医药大学实验动物

中心遥动物饲养条件院恒定温度渊22 益冤尧湿度渊50%冤袁
采用 12 h 光照与 12 h 黑暗的交替照明制度袁自由

摄食与饮水袁普通饲料喂养遥 实验已通过福建中医药

大学动物实验伦理委员会批准渊伦理审批号院2022-
185冤遥
1.2 主要试剂与仪器

VPA渊美国 Sigma-Aldrich 公司袁批号院P4543冤曰
即用型 SABC-POD渊小鼠/兔 IgG冤免疫组织化学染

色试剂盒尧DAB 显色试剂盒尧ECL 化学发光检测试

剂盒渊武汉博士德生物工程有限公司袁批号院SA1020尧
AR1027-3尧AR1191冤曰BCA 蛋白定量试剂盒尧PAGE
凝胶快速制备试剂盒渊上海雅酶生物医药科技有限
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公司袁批号院P0010尧PG112冤曰一抗 BDNF渊美国 Ab鄄
cam 公司袁批号院Ab108319冤曰一抗 CREB尧一抗 BD鄄
NF尧山羊抗兔 IgG尧山羊抗小鼠 IgG渊武汉三鹰生物

技术有限公司袁批号院28792-1-AP尧HZ-1335尧SA0001-
1尧SA0001-2冤遥

旷场实验检测系统渊上海欣软信息科技有限公

司袁型号院XR-XJ1117冤曰生物组织自动脱水机渊亚光

医用电子技术有限公司袁型号院ZT-14S1冤曰石蜡切片

机尧倒置荧光显微镜渊德国 Leica 公司袁型号院BIO鄄
CUT尧DMI8冤曰多功能酶标仪渊瑞士 Tecan 公司袁型号院
Multifunctional Enzyme Marker冤曰电泳仪尧ChemiDocTM

成像系统渊美国 Bio-Rad公司袁型号院Mini-PROTEAN尧
ChemiDoc XRS+冤遥
1.3 模型制备与分组

ASD 大鼠模型制备参考 SCHNEIDER 等[10]所采

用的方法遥 将雌雄大鼠按照 1颐1 比例进行配对合笼袁
次日清晨对雌鼠进行检查袁一旦发现阴道栓脱落袁记
为孕 0.5 d袁并立即将雌鼠与雄鼠分开单独饲养遥 根

据随机数字表法袁将全部孕鼠随机分配至造模组与

空白对照组遥 造模组孕鼠于孕期第 12.5 天腹腔注射

VPA 溶液袁剂量为 600 mg/kg袁对出生后的 VPA 模

型仔鼠进行一系列发育行为学检测渊体质量尧睁眼时

间尧方向趋向性功能测试尧足底热痛试验尧游泳试

验冤袁筛选出符合 ASD 特征的个体遥而空白对照组孕

鼠于同期接受等体积生理盐水注射袁其产出的正常

仔鼠作为空白对照遥 筛选合格的 VPA 模型仔鼠袁利
用随机数字表法平均分配至模型组和捏脊组袁每组

6 只遥 同时袁随机选取 6 只正常仔鼠作为空白组遥
1.4 干预方法

捏脊疗法干预需两名实验人员参与袁具体操作

步骤为院实验者 A 佩戴毛线手套以固定仔鼠头部袁而
实验者 B 则参照临床捏脊疗法的操作规范袁以双手

拇指与食指指腹相对施力袁自仔鼠尾根部沿脊中线

向上捏提至大椎穴处渊大鼠大椎穴位于后背正中第

7 颈椎与第 1 胸椎之间袁参照唐勇主编的叶实验针灸

学曳[11]确定冤袁此为 1 次捏脊操作遥 此过程需重复进行

21 遍袁自第 3 遍起袁每捏 3 次提 1 次遥 空白组和模型

组仅模拟抓取固定袁不进行捏脊疗法遥 干预疗程为

28 d遥
1.5 旷场实验

干预完成后进行旷场实验遥旷场箱为规格 70 cm伊
70 cm伊40 cm 的黑色方形箱袁确保实验环境光线

为 80~100 lux 且无背景噪音干扰遥 实验箱上方设置

相机进行录像遥 实验开始前袁将待测大鼠提前 1 h

送入实验室以适应环境袁选择大鼠非活跃时段

渊8:00要16:00冤进行实验遥 实验操作时袁将单只待测

大鼠置于旷场箱指定位置后袁记录大鼠 5 min 在旷

场箱内的活动行为数据渊包括总路程尧站立次数尧
理毛次数冤遥
1.6 取材

旷场实验后次日进行取材遥 通过腹腔注射浓度

为 0.3%戊巴比妥钠渊40 mg/kg冤对大鼠进行麻醉袁麻
醉后沿腹中线剖开胸腔袁以充分暴露心脏遥随后剪开

右心耳袁用生理盐水缓慢灌注左心室袁直至血液完全

冲净袁肺部及其他内脏呈现苍白遥 断头后剥离颅骨袁
使全脑得以充分显露袁从嗅球部位将全脑完整剥离遥
最后将全脑沿中线一分为二院一半置入提前预冷好

的 4%多聚甲醛中固定 24~36 h袁待进行免疫组织化

学检测曰另一半则使用镊子钝性分离出海马组织袁利
用手术刀片切取前额叶与小脑组织袁迅速将组织样

本转移至-80 益冰箱冷冻遥
1.7 指标检测

1.7.1 免疫组织化学法 对组织进行梯度脱水尧透
明尧透蜡尧包埋尧切片尧捞片尧摊片和烤片遥将完成包埋

的蜡块取出进行切片袁厚度为 4 滋m遥 再依次放入二

甲苯玉渊15 min冤尧二甲苯域渊15 min冤尧100%乙醇玉
渊5 min冤尧100%乙醇域渊5 min冤尧95%乙醇渊5 min冤尧
80%乙醇渊5 min冤尧70%乙醇渊5 min冤尧纯水渊5 min冤进
行脱蜡复水遥接着浸入柠檬酸钠溶液中袁加盖密封袁
加热至沸腾状态 20~25 min 后袁取出冷却至室温袁以
PBS 溶液清洗 3 次袁每次 5 min遥 滴加 3%内源性过

氧化物酶溶液孵育袁结束后 PBS 溶液清洗 3次袁每
次 5 min遥 后于 37 益烘箱孵育载玻片 20~30 min袁
同时滴加非特异性染色阻断剂遥 配制一抗渊BDNF
1颐400尧CREB 1颐400冤袁滴至载玻片上后放入 4 益冰

箱中孵育过夜遥次日于 37 益恒温箱中复温 1 h袁使用

PBS 溶液清洗 3 次袁每次 5 min遥 此后袁滴加生物素

标记的羊抗小鼠/兔 IgG 聚合物袁室温孵育 30 min袁
再次用 PBS 溶液清洗 3 次袁每次 5 min遥 最后袁滴加

链霉亲和素-生物素复合物袁于室温下孵育 30 min袁
用 PBS 溶液清洗 3 次袁每次 5 min遥 采用 DAB 染色

法袁配制显色液袁显色完成后放入纯水中终止染色袁
后用苏木素复染尧自来水反蓝遥 将切片经 80%乙醇

渊3 min冤尧95%乙醇渊3 min冤尧100%乙醇玉渊3 min冤尧二
甲苯玉渊3 min冤尧二甲苯域渊3 min冤脱水袁封片遥 最后

使用光学显微镜拍摄袁采用 Image J 软件计算平均

光密度遥
1.7.2 Western blot 检测 以 Western blot 检测大

261



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园25 年第 45 卷

图 1 3 组大鼠前额叶区 BDNF尧CREB蛋白免疫组织化学图

Fig.1 Immunohistochemical images of BDNF and CREB proteins in the
prefrontal region of the three groups of rats

鼠前额叶尧海马尧小脑组织区域中 BDNF尧CREB 蛋

白的相对表达量遥 6 只大鼠前额叶尧海马尧小脑组织

分别加入对应体积的裂解液袁充分研磨匀浆袁取上清

液遥BCA 法测定蛋白浓度袁根据所测得的蛋白浓度

值制备凝胶袁上样后按 10 V 电泳 20 min尧80 V 电泳

15~20 min渊跑完浓缩胶冤尧120 V 电泳 30~40 min
渊跑分离胶冤的顺序进行电泳袁恒流 400 mA 转膜20~
40 min袁封闭15~20 min后孵育一抗渊BDNF 1颐2 000尧
CREB 1颐12 000冤袁再收入 4 益冰箱中孵育过夜遥回收

一抗后用 TBST 溶液洗涤 5 min袁重复 3 次遥 接着加

二抗试剂渊兔抗 1颐5 000尧鼠抗 1颐2 000冤孵育 1 h袁结
束后用 TBST 溶液洗涤 5 min袁重复 3 次遥 最后采用

Image J 图像分析软件分析各条带的平均吸光度遥
1.8 统计学分析

数据分析采用 SPSS 24.0 统计软件进行处理袁
计量资料采用野曾依s冶进行表述遥 对于符合正态性的

数据采取单因素方差分析分析袁方差齐者采用LSD
检验袁方差不齐者采用 Games Howell 检验曰不符合

正态分布的数据采用非参数检验分析遥 以 P约0.05
判定差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 3组大鼠旷场实验检测结果

与空白组相比袁模型组活动总路程出现显著增

长渊P约0.01冤尧理毛次数显著增多渊P约0.01冤尧站立次数

显著减少渊P约0.01冤曰与模型组相比袁捏脊组活动总路

程减少渊P约0.05冤尧理毛次数减少渊P约0.05冤尧站立次数

增多渊P约0.05冤遥 详见表 1遥

2.2 3组大鼠脑组织 BDNF尧CREB蛋白免疫组织化

学结果

2.2.1 3 组大鼠前额叶区BDNF尧CREB 蛋白结果

与空白组相比袁模型组前额叶区 BDNF尧CREB 蛋

白阳性平均光密度显著减少渊P约0.01冤曰与模型组相

比袁捏脊组前额叶区 BDNF尧CREB 蛋白阳性平均光

密度显著增多渊P约0.01冤遥 详见表 2尧图 1遥

2.2.2 3 组大鼠海马区BDNF尧CREB 蛋白结果 与

空白组比较袁模型组海马区 BDNF尧CREB 蛋白阳性

平均光密度显著减少渊P约0.01冤曰与模型组比较袁捏脊

表 1 3组大鼠的总路程尧站立次数尧理毛次数比较渊曾依s袁n=6冤
Table 1 Comparison of total distance of activity,

standing times, and grooming times among
the three groups of rats 渊曾依s, n=6冤

组别

空白组

模型组

捏脊组

总路程/mm
26 178.42依1 483.71
34 155.75依1 428.31**
28 259.75依1 420.57#

站立次数/次
32.83依2.30
22.17依2.23**
30.00依1.34#

理毛次数/次
2.33依0.61
5.50依0.76**
3.17依0.48#

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁#P约0.05遥

表 2 3 组大鼠前额叶区 BDNF尧CREB蛋白阳性

平均光密度比较渊曾依s袁n=3冤
Table 2 Comparison of average optical density of
BDNF and CREB proteins in the prefrontal region

among the three groups of rats 渊曾依s袁n=3冤
组别

空白组

模型组

捏脊组

BDNF
0.34依0.01
0.28依0.01**
0.34依0.01##

CREB
0.91依0.07
0.60依0.04**
1.05依0.04##

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01遥
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表 5 3 组大鼠前额叶区 BDNF尧CREB蛋白相对

表达量比较渊曾依s袁n=3冤
Table 5 Comparison of relative protein expressions
of BDNF and CREB in the prefrontal region among

the three groups of rats 渊曾依s袁n=3冤
组别

空白组

模型组

捏脊组

BDNF
0.98依0.04
0.83依0.04*
0.96依0.04#

CREB
0.97依0.02
0.86依0.02*
0.99依0.04##

注院与空白组比较袁*P约0.05曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

组海马区 BDNF尧CREB 蛋白阳性平均光密度增

多渊P约0.05袁P约0.01冤遥 详见表 3尧图 2遥

2.2.3 3 组大鼠小脑区 BDNF尧CREB 蛋白结果 与

空白组比较袁模型组小脑区 BDNF尧CREB 蛋白阳性

平均光密度减少渊P约0.05袁P约0.01冤曰与模型组比较袁
捏脊组小脑区 BDNF尧CREB蛋白阳性平均光密度显著

增多渊P约0.01冤遥 详见表 4尧图 3遥
2.3 3 组大鼠脑组织 BDNF尧CREB 蛋白 Western
blot检测结果

2.3.1 3 组大鼠前额叶区 BDNF尧CREB 蛋白结果

与空白组比较袁模型组前额叶区 BDNF尧CREB 蛋

白表达水平减少渊P约0.05冤曰与模型组比较袁捏脊组前

额叶区 BDNF尧CREB 蛋白表达水平增多渊P约0.05袁P约
0.01冤遥 详见表 5尧图 4遥

表 3 3 组大鼠海马区 BDNF尧CREB蛋白阳性平均

光密度比较渊曾依s袁n=3冤
Table 3 Comparison of average optical density of

BDNF and CREB proteins in the hippocampus region
among the three groups of rats 渊曾依s袁n=3冤

组别

空白组

模型组

捏脊组

CREB CA1
1.08依0.05
0.66依0.06**
0.98依0.07##

CREB CA3
1.04依0.08
0.52依0.05**
0.76依0.05#

BDNF CA3
1.09依0.04
0.80依0.07**
1.07依0.05##

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

表 4 3 组大鼠小脑区 BDNF尧CREB阳性平均

光密度比较渊曾依s袁n=3冤
Table 4 Comparison of average optical density of
BDNF and CREB proteins in the cerebellar region

among the three groups of rats 渊曾依s袁n=3冤
组别

空白组

模型组

捏脊组

BDNF
0.56依0.04
0.34依0.03**
0.51依0.03##

CREB
0.97依0.07
0.71依0.08*
1.14依0.07##

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01遥

图 2 3 组大鼠海马区 BDNF尧CREB蛋白免疫组织化学图

Fig.2 Immunohistochemical images of BDNF and CREB proteins in the
hippocampus region of the three groups of rats
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图 6 3 组大鼠小脑区 BDNF尧CREB蛋白条带图

Fig.6 Protein bands of BDNF and CREB in the
cerebellar region of the three groups of rats

表 7 3 组大鼠小脑区 BDNF尧CREB蛋白相对表达量

比较渊曾依s袁n=3冤
Table 7 Comparison of protein relative expressions of
BDNF and CREB in the cerebellar region among the

three groups of rats 渊曾依s袁n=3冤
组别

空白组

模型组

捏脊组

BDNF
1.04依0.02
0.82依0.01**
0.97依0.01##

CREB
0.95依0.04
0.77依0.05*
0.92依0.09#

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与模型组比较袁#P约0.05袁
##P约0.01遥

表 6 3 组大鼠海马区 BDNF尧CREB蛋白相对

表达量比较渊曾依s袁n=3冤
Table 6 Comparison of relative protein expressions
of BDNF and CREB in the hippocampus region

among the three groups of rats 渊曾依s袁n=3冤
组别

空白组

模型组

捏脊组

BDNF
0.99依0.04
0.86依0.04*
1.05依0.05##

CREB
1.01依0.02
0.90依0.02*
1.02依0.04#

注院与空白组比较袁*P约0.05曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

2.3.2 3 组大鼠海马区 BDNF尧CREB 蛋白结果 与

空白组比较袁模型组海马区 BDNF尧CREB 蛋白表达

减少渊P约0.05冤曰与模型组比较袁捏脊组海马区 BDNF尧
CREB 蛋白表达增多渊P约0.05袁P约0.01冤遥 详见表 6尧
图5遥

2.3.3 3 组大鼠小脑区 BDNF尧CREB 蛋白结果 与

空白组比较袁模型组小脑区 BDNF尧CREB 蛋白表达

减少渊P约0.05袁P约0.01冤曰与模型组比较袁捏脊组小脑

区 BDNF尧CREB 蛋白表达增多渊P约0.05袁P约0.01冤遥 详

见表 7尧图 6遥

3 讨论

中医学病名中无野孤独症冶袁其相关症状可见于

野童昏冶野无慧冶野胎弱冶等范畴遥 ASD 之病机可析为本

与标两层院本者袁源自先天之不足袁脑髓失于濡养曰标
者袁系因肝气失于调畅袁气血亏虚袁加之脑络瘀阻尧痰

图 3 3 组大鼠小脑区 BDNF尧CREB蛋白免疫组织化学图

Fig.3 Immunohistochemical images of BDNF and CREB proteins in the cerebellar
region of the three groups of rats

图 4 3 组大鼠前额叶区 BDNF尧CREB蛋白条带图

Fig.4 Protein bands of BDNF and CREB in the
prefrontal region of the three groups of rats

图 5 3 组大鼠海马区 BDNF尧CREB蛋白条带图

Fig.5 Protein bands of BDNF and CREB in the
hippocampus region of the three groups of rats
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浊等病理产物蒙蔽神明所致[11]遥 现代医学认为袁ASD
属于神经发育障碍袁发病的复杂性涉及遗传尧环境及

心理等多元因素的综合作用[12]遥 而现代研究发现袁ASD
患儿行为异常与其不同脑区的神经生物学变化有

关袁例如海马尧前额叶皮质尧小脑等[13]遥 团队前期实验

发现袁捏脊疗法可明显改善 ASD 大鼠的社交及重复

刻板样行为[8]袁并可调节其海马区神经可塑性[9]遥 在

此基础上袁本研究进一步探究捏脊疗法对 ASD 大鼠

多个出现异常变化脑区的同步影响作用遥
VPA 诱导的 ASD 模型大鼠存在较高的构建效

度及可重复性袁与 ASD 患儿的神经生物学以及临床

表型存在高度相似性袁是目前较为成熟的 ASD 动物

模型[14]遥 本研究发现袁与空白组相比袁模型组活动总

路程出现显著增长尧理毛次数显著增多尧站立次数显

著减少曰与模型组相比袁捏脊组活动总路程减少尧理
毛次数减少尧站立次数增多遥 这一发现提示袁捏脊疗

法能够促进 ASD 模型大鼠对新环境的探索欲望袁减
少其刻板行为的发生袁并有助于减轻焦虑状态遥这些

结果进一步支持了捏脊疗法在改善 ASD 相关行为

症状方面的潜在作用遥
BDNF 作为脑内丰富且功能多样的神经营养因

子袁通过调节基因表达和细胞信号通路袁指导神经元

沿着特定谱系分化袁形成具有特定功能的成熟神经

元袁不仅促进轴突生长尧树突分支形成袁还参与突触

的形成与成熟袁在神经网络的构建与功能整合尧神经

保护功能以及神经元生长发育过程中扮演着核心角

色[15]遥大量研究证据揭示袁ASD 患儿体内 BDNF 的表

达存在异常现象[16]袁具体表现为 ASD 患儿血液中BD鄄
NF 水平的显著下降[17]遥 在 ASD 动物模型袁尤其是大

鼠模型中袁同样观察到多个脑区 BDNF 表达量的显

著降低[18-19]遥 而 BDNF 基因敲除小鼠模型的研究进

一步证实袁BDNF 缺乏会导致异常突触的发生袁进而

影响模型小鼠的认知与行为功能[5]遥 CREB 作为重要

的核转录因子袁是不同通路最后共同作用的蛋白袁在
中枢神经系统调控中承担核心角色袁作为继发于外

源性刺激的信号蛋白能应激表达[20]袁其生理功能在

各系统中均有广泛表现袁并参与介导了脑神经的保

护作用[21]遥研究证明袁抑制 BDNF-CREB 信号传导可

能与围产期暴露于 BDE-47和/或 VPA 引起的树突状

损伤以及随之而来的 ASD 样行为有关[22]遥 CREB 作

为 BDNF 的转录激活因子袁属于 BDNF-ERK-CREB
分子信号级联通路下游袁该信号通路与 ASD 发病的

生物学机制密切相关[23]遥本实验结果显示袁VPA 诱导

的 ASD 大鼠前额叶尧海马尧小脑区域中均观察到

BDNF 与 CREB 蛋白表达水平的显著下降袁这一现

象提示这些脑区内神经递质的合成与释放在这个

过程中受到抑制袁导致突触间信息传递功能受损袁
神经细胞发育异常袁进而引发一系列行为功能障碍遥

BDNF 广泛分布在哺乳动物的海马尧大脑皮质

和小脑等区域袁其中海马与大脑皮质中的 BDNF浓
度尤为显著[24]遥对于神经系统疾病袁针刺可以同时促

进大脑海马尧皮质及小脑等区域中 BDNF 的表达量袁
经由不同通路最后共同作用于 CREB袁使其磷酸化袁
从而促进神经再生袁并在多个脑区中产生效应袁其机

制可能与调控 BDNF/CREB 信号途径关键分子的表

达与功能有关袁促进神经元的恢复而发挥干预神经

系统疾病的作用[25]遥 考虑到团队前期研究主要聚焦

于海马区[9袁21袁26]袁本研究扩大了观察范围袁纳入前额叶

和小脑区遥本实验结果显示袁ASD 模型大鼠经过捏脊

疗法干预后袁其前额叶尧海马尧小脑区的 BDNF 与

CREB 蛋白表达均上调袁提示捏脊疗法能有效地对

多个脑区神经可塑性相关蛋白产生积极影响遥
综上所述袁捏脊疗法作为一种非药物干预手段袁

展现出对 ASD 大鼠重复刻板行为及焦虑症状的改

善潜力袁这一作用机制可能与捏脊疗法引发的特定

脑区生物标志物上调有关袁即前额叶尧海马尧小脑区

域内 BDNF尧CREB 等关键蛋白含量的提升遥 本研究

的局限性在于捏脊疗法干预采用人工手法进行袁忽
略了捏脊疗法的力度尧刺激强度等规范化问题袁有
待后续研究进一步规范与标准化遥
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