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电针对衰老模型大鼠睾丸AMPK/SIRT1/NF-κB
信号通路的影响
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【摘 要】目的：探讨电针对衰老模型大鼠睾丸腺苷酸活化蛋白激酶（adenosine monophosphate activated protein kinase，AMPK）、

沉默信息调节因子 1（silent information regulator of transcription 1，SIRT1）、核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）蛋白表达的影

响及其延缓生殖衰老的作用机制。方法：将 40只雄性 SD大鼠随机分为对照组（n=10）和造模组（n=30），造模组经腹腔注射D-
半乳糖复制衰老模型大鼠，从造模成功的大鼠中随机筛选 24只平均分为 3组：模型组、药物组和电针组，每组 8只。电针组取

“肾俞”“关元”予电针治疗，每日治疗 1次，每次 15 min，治疗 5 d休息 2 d，连续治疗 8周。药物组予腹部皮下注射丙酸睾酮注射

液（7 mg/kg，每3日1次），连续８周。对照组和模型组给予腹部皮下注射0.9%氯化钠溶液，注射剂量及疗程同药物组。治疗前

后检测大鼠血清总睾酮（total testosterone，TT）和游离睾酮（free testosterone，FT）水平，免疫组化法、Western blot检测大鼠睾丸

AMPK、p-AMPK、SIRT1、NF-κB p65蛋白表达。结果：治疗前，与对照组比较，模型组、药物组及电针组血清 TT、FT水平降低

（P=0.000，P=0.001；P=0.000，P=0.001；P=0.000，P=0.000）；治疗后，与对照组比较，模型组、药物组及电针组血清 TT、FT 水平

降低（P=0.000，P=0.000；P=0.009，P=0.025；P=0.006，P=0.022），与模型组比较，药物组及电针组血清TT、FT明显升高（P=0.001，
P=0.004；P=0.001，P=0.004）。与对照组比较，模型组、药物组及电针组 p-AMPK、SIRT1 蛋白表达均明显降低（P=0.000，
P=0.000；P=0.000，P=0.000；P=0.000，P=0.000），NF-κB p65蛋白表达明显升高（P=0.000，P=0.000，P=0.005）。与模型组及药物

组比较，电针组 p-AMPK、SIRT1 蛋白表达明显升高（P=0.000，P=0.000；P=0.023，P=0.002），NF-κB p65 蛋白表达明显降低

（P=0.000，P=0.000）。结论：电针可能通过激活睾丸间质细胞（Leydig细胞）AMPK/SIRT1/NF-κB通路，抑制Leydig细胞炎性反

应，从而改善血清TT、FT水平，这可能是电针延缓生殖衰老的作用机制之一。
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of electroacupuncture（EA） on the protein expression of adenosine monophosphate acti⁃
vated protein kinase（AMPK）， silent information regulator of transcription 1（SIRT1） and nuclear factor-κB（NF-κB） in testis of aging 

model rats and its mechanism of delaying reproductive aging.　
Methods：Forty male Sprague-Dawley rats were randomly divided 
into the control group（n=10） and the model group（n=30）. The aging 
model rats were replicated by intraperitoneal injection of D-
galactose in the model group. Twenty-four rats were randomly se⁃
lected from the successful model rats and divided into three groups： 
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the model group， the drug group and the EA group， with 8 rats in each group. In the EA group，“Shen yu” and “Guan yuan” were used 
for EA treatment， once a day，15 minutes each time，5 days of treatment and 2 days of rest，continuous treatment for 8 weeks. The drug 
group received abdominal subcutaneous injection of testosterone propionate（7 mg/kg once，once every 3 days） for continuous 8 weeks. 
The control group and model group were given abdominal subcutaneous injection of 0.9% sodium chloride solution. The injection dose 
and course of treatment were the same as those in the drug group. The levels of serum total testosterone（TT） and free testosterone（FT）
were detected before and after treatment. The protein expression of AMPK，p-AMPK，SIRT1 and NF-κB p65 in rat testis were detected 
by immunohistochemistry and Western blot. Results：Before treatment，compared with the control group，the levels of serum TT and FT 
in the model group，drug group and EA group were decreased（P=0.000，P=0.001；P=0.000，P=0.001；P=0.000，P=0.000）. After treat⁃
ment，compared with the control group，the levels of serum TT and FT in the model group，drug group and EA group were decreased（P=
0.000，P=0.000；P=0.009，P=0.025；P=0.006，P=0.022）. Compared with the model group，the levels of serum TT and FT in the drug 
group and EA group were significantly increased（P=0.001，P=0.004；P=0.001，P=0.004）. Compared with the control group， the protein 
expression of p-AMPK and SIRT1 in the model group，drug group and EA group was significantly decreased（P=0.000，P=0.000；P=

0.000，P=0.000；P=0.000，P=0.000），and the expression of NF- κB p65 was significantly increased（P=0.000，P=0.000，P=0.005）. 
Compared with the model group and drug group，the protein expression of p-AMPK and SIRT1 in the EA group were significantly in⁃
creased（P=0.000，P=0.000；P=0.023，P=0.002），and the protein expression of NF-κB p65 was significantly decreased（P=0.000，P=
0.000）. Conclusion：EA may inhibit the inflammatory response of Leydig cells by activating the AMPK/SIRT1/NF-κB pathway of Ley⁃
dig cells， thereby improving the levels of serum TT and FT， which may be one of the mechanisms of EA in delaying reproductive aging.
【Key words】electroacupuncture；reproductive aging；adenosine monophosphate activated protein kinase；silent information regulator 
of transcription 1；nuclear factor-κB

睾丸间质细胞（Leydig细胞）合成分泌睾酮。随

机体衰老，Leydig 细胞睾酮的合成逐渐减少，导致

骨密度降低、性欲下降、代谢综合征和肥胖等[1-2]。

研究证实睾酮补充疗法（testosterone supplementa⁃
tion therapy，TST）是改善睾酮缺乏的最佳治疗，但长

期的外源性睾酮补充可导致睾丸内睾酮减少和精

子受损等[3]。前期研究表明，电针可明显提高自然

生殖衰老大鼠血清总睾酮（total testosterone，TT）和

游离睾酮（free testosterone，FT）水平，降低 Leydig 细

胞炎性反应及氧化应激损伤，改善睾酮合成的微环

境，促进睾酮合成，疗效与 TST 相当[4-5]。研究发现

腺苷酸活化蛋白激酶（adenosine monophosphate acti⁃
vated protein kinase，AMPK）在衰老过程的调节中起

重要作用[6]，AMPK 可诱导沉默信息调节因子 1（si⁃
lent information regulator of transcription 1，SIRT1）激

活[7]，在糖尿病和心血管疾病[8-11]等老年病中均发现

AMPK/SIRT1/NF-κB发挥重要作用。本研究通过观

察电针对衰老模型大鼠血清 TT、FT 水平及 Leydig 
细胞 AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路的影响，探讨电

针延缓生殖衰老的作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物

2 月龄同批次 SPF 级 SD 雄性大鼠 40 只，体质量（200±

20） g；由重庆医科大学实验动物中心提供，动物使用许可

证：SYXK（渝）2018-0003。随机分为对照组 10 只和造模组

30只。实验过程均遵循 2006年中华人民共和国科技部颁布

的《关于善待实验动物的指导性意见》。

1.2　主要试剂及仪器

大鼠 TT、FT 试剂盒（上海沪尚生物科技有限公司）；p-
AMPK、AMPK、SIRT、NF-κB p65一抗（美国Affinity公司）；免

疫组化试剂盒及 DAB 显色试剂盒（北京中杉金桥生物技术

有限公司）；Western blot 相关试剂（上海碧云天生物有限公

司）；D-半乳糖（北京索莱宝生物科技有限公司）；丙酸睾酮

注射液（25 mg/支，批号 H12020531，天津金耀药业股份有限

公司）；HANS-100 型韩氏电针治疗仪（南京济生医疗科技公

司）；华佗牌一次性针灸针（0.28 mm×25 mm，苏州医疗用品

厂有限公司）；奥林巴斯光学显微镜（CX-31，日本），石蜡切

片机（Leica SM 200R，德国）；化学发光仪（Li Cor，基因公

司）；Image-Pro Plus 分析软件（Media Cybernetics，美国）；电

泳、电转仪、电子天平、酶标仪、低温离心机等由重庆医科大

学中医药防治代谢性疾病重庆市重点实验室提供。
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1.3　造模方法及实验分组

参考文献[12-15]方法，造模组大鼠经腹腔注射 D-半乳糖

（300 mg/kg，每日 1次），连续 30 d，复制衰老模型大鼠。造模

后大鼠出现毛色发黄、光泽度明显降低，运动迟缓，饮食减少

等衰老体征[12]。造模后检测对照组大鼠 TT、FT，并计算其

95% 置信区间，检测造模组大鼠 FT、TT，同时低于该数字即

造模成功，纳入实验。将纳入的造模组大鼠按体质量随机分

为模型组8只，药物组8只，电针组8只。

1.4　治疗方法

电针组：根据中国针灸学会制定的《动物穴位图谱》，选

取“关元”和辅助针刺点（“关元”所属经络上近心端 2 mm处，

因关元为任脉上的独穴，故配以辅助针刺点形成局部电流回

路，加强治疗效果[16]）直刺 3 mm及双侧“肾俞”直刺 6 mm，分

别连接电针仪，留针 15 min，疏密波，频率 2 Hz/100 Hz，电流

强度为 1 mA，每日 1次，每 5 d间隔 2 d，连续治疗 8周。药物

组：大鼠腹部皮下注射丙酸睾酮注射液，7 mg/kg，每日 3次，

注射部位左右交替。对照组：与药物组同期腹部皮下注射

0.9%氯化钠溶液，用量标准同药物组。模型组：与药物组同

期腹部皮下注射0.9%氯化钠溶液，用量标准同药物组。

1.5　观察指标及检测方法

血清 TT、FT 含量检测：各组大鼠于治疗前后采用目内

眦取血1 mL，血液采集后于4℃离心（3 000 r/min，15 min），分

离上清液，试管分装，-20℃ 保存。严格按照 ELISA 试剂盒

说明书检测各组大鼠治疗前后血清TT、FT水平。

免疫组化检测右侧睾丸 SIRT1表达：取血后迅速打开阴

囊，分离睾丸，将右侧睾丸置于 4%多聚甲醛固定 24 h，左侧

睾丸置于液氮中保存备用。右侧睾丸常规脱水、透明、石蜡

包埋、连续冠状面切片，切片厚度 4 μm，常规脱蜡至水，

EDTA抗原修复，3% H2O2去离子水室温孵育 10 min，滴加山

羊血清室温封闭 20 min，滴加一抗 SIRT1（稀释浓度 1∶200），

4℃过夜。逐一滴加试剂 1、试剂 2，DAB 显色后复染、脱水、

透明、封片。显微镜下观察，SIRT1 染色阳性的细胞质呈棕

褐色。每张切片观察 5个高倍视野（400×），Image-Pro Plus 
6.0软件分析平均吸光度值。

Western blot检测左侧睾丸组织p-AMPK、AMPK和SIRT1

和 NF-κB p65蛋白表达：取液氮保存的睾丸约 100 mg，加入

RIPA 裂解液及 PMSF，冰上裂解 20 min，4℃离心机下离心

（12 000 r/min，15 min），提取上清以备检测，采用BCA蛋白定

量法测蛋白浓度。取 40 μg 蛋白样品上样，进行 10% SDS-
PAGE 凝胶电泳，电转膜 2 h 至 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉室

温封闭 2 h，加一抗β-actin（稀释浓度 1∶5 000）、p-AMPK（稀

释浓度 1∶500）、AMPK（稀释浓度 1∶500）、SIRT1（稀释浓

度 1∶1 000）、NF-κB p65（稀释浓度 1∶1 000）。4℃摇床孵育

过夜，TBST 漂洗后加二抗（抗兔，稀释浓度 1∶5 000）室温摇

床孵育 2 h。以 β-actin 为内参，ECL 化学发光显影，Image 
Studio 5.0进行结果分析，以目的蛋白/内参蛋白比值为该蛋

白相对表达量。

1.6　统计学处理

实验数据采用 Graph-Pad Prism 5软件进行分析。各组

数据均符合正态分布，以均数±标准差（x±s）表示。多组间

差异的比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t 
法。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　各组大鼠治疗前后TT、FT的比较

ELISA法检测各组大鼠治疗前后血清TT、FT水平，单因

素方差分析 4组大鼠治疗前血清TT、FT水平，差异有统计学

意义（P=0.000，P=0.001）。两两比较结果显示，与对照组相

比，模型组、药物组及电针组血清 TT、FT 均明显降低（P<
0.01），而模型组、药物组及电针组TT、FT两两比较差异无统

计学意义（P>0.05）。

单因素方差分析 4组大鼠治疗后血清TT、FT水平，差异

有统计学意义（P=0.000，P=0.000）。两两比较结果显示，与

对照组相比，模型组、药物组及电针组血清 TT、FT均明显降

低（P<0.05），但药物组及电针组血清TT、FT均明显高于模型

组（P=0.001，P=0.004），药物组与电针组血清 TT、FT 无明显

性差异（P=0.868，P=0.959），提示电针干预后可改善衰老模

型大鼠血清TT、FT水平，疗效与药物组相当。见表1。
表 1　各组大鼠治疗前后 TT、FT 变化（n=8；x±s；pg/mL）

组别

对照组

模型组

药物组

电针组

F 值

P 值

TT
治疗前                                    治疗后

239.046±29.219

149.466±24.814a

146.895±16.625a

147.376±24.673a

28.234

0.000

237.775±27.195

146.376±30.780a

198.718±31.368ab

196.390±19.901ab

14.640

0.000

FT
治疗前                                    治疗后

80.324±10.528

63.680±7.861a

63.280±7.725a

61.078±10.452a

7.145

0.001

80.601±6.647

58.306±10.048a

71.024±8.703ab

70.815±6.264ab

10.280

0.000

注：a，与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05
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2.2　SIRT1在睾丸组织的表达

免疫组化检测各组大鼠睾丸组织 SIRT1的表达，对照组

大鼠睾丸组织 SIRT1表达量较多，可见棕褐色颗粒主要分布

在睾丸组织各细胞胞质中，模型组和药物组仅有少量表达

（图 1）。单因素方差分析各组大鼠睾丸组织 SIRT1 表达水

平，差异有统计学意义（P=0.000）。两两比较结果显示，与对

照组比较，模型组 SIRT1表达水平明显降低（P=0.000）；与模

型组比较，电针组 SIRT1表达水平明显升高（P=0.000），药物

组与模型组比较差异无统计学意义（P=0.485）；与药物组比

较，电针组SIRT1表达水平明显升高（P=0.000）；见表2。

2.3　各组大鼠睾丸组织p-AMPK、AMPK、SIRT1、NF-κB p65
蛋白表达的比较

单因素方差分析 4 组 p-AMPK、SIRT1、NF-κB p65 差异

均有统计学意义（P=0.000，P=0.000，P=0.000），而 AMPK 差

异无统计学意义（P=0.870）。两两比较结果显示，与对照组

比较，模型组、药物组、电针组 p-AMPK 蛋白表达明显降低

（P=0.000，P=0.000，P=0.000）；与模型组及药物组比较，电针

组 p-AMPK蛋白表达明显升高（P=0.000，P=0.000）。与对照

组比较，模型组、药物组、电针组 SIRT1 蛋白表达明显降低

（P=0.000，P=0.000，P=0.000）；与模型组及药物组比较，电针

组SIRT1（P=0.023，P=0.002）蛋白表达明显升高，模型组与药

物组比较无统计学意义（P=0.157）。与对照组比较，模型组、

药物组、电针组 NF-κB p65蛋白表达明显升高（P=0.000，P=
0.000，P=0.005）；与模型组及药物组比较，电针组NF-κB p65
蛋白表达明显降低（P=0.000，P=0.000），模型组与药物组比

较无统计学意义（P=0.679），见图2、表3。

3　讨 论

衰老在《素问·上古天真论》中认为与“肾”和

“命门”关系密切，其主要表现为面色和毛发的改

变、生活能力下降以及精气减少，强调养生的关键

在于“收摄精气，不使外骛”[17]。古代文献对针灸延

图1　各组大鼠睾丸组织SIRT1免疫组化染色结果（黑色箭头所指）

表 2　各组大鼠睾丸 SIRT1 平均吸光度值（n=8；x±s）

组别

对照组

模型组

药物组

电针组

F 值
P 值

免疫组化法SIRT表达

25.118±3.218

12.788±1.694a

12.021±1.505a

17.490±1.812ab

61.700

0.000

注：a，与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组及药物组比较，P＜0.05

图 2　各组大鼠睾丸 p-AMPK、AMPK、SIRT1、NF-κB p65

蛋白表达情况

表 3　各组大鼠睾丸 p-AMPK、AMPK、SIRT1、NF-κB p65 相对表达量（n=8；x±s）

组别

对照组

模型组

药物组

电针组

F 值

P 值

p-AMPK
1.052±0.018

0.487±0.012a

0.417±0.010a

0.841±0.011ab

1 614.762

0.000

AMPK
1.036±0.094

1.062±0.066

1.080±0.122

1.022±0.085

0.234

0.870

SIRT1
1.100±0.059

0.684±0.050a

0.625±0.037a

0.790±0.035ab

62.684

0.000

NF-κB p65
0.629±0.028

1.126±0.065a

1.107±0.072a

0.802±0.044ab

57.952

0.000
注：a，与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组及药物组比较，P＜0.05
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缓衰老的记载不胜枚举。现代研究表明，电针双侧

“肾俞”可降低力竭游泳大鼠肾脏MDA水平，提高线

粒体氧化代谢能力，对延缓衰老具有重要作用[18]；电

针涌泉穴可下调 D-半乳糖致衰老模型大鼠 p53 基

因表达，并改善大鼠怕冷及行动迟缓等症状，起到

延缓衰老的作用[19]；艾灸可通过调节衰老模型大鼠

线粒体 DNA、血清白细胞介素（interleukin，IL）-2和

IL-6含量，发挥抗氧化、调节免疫的功能[20]；同时灸

法还能作用于细胞周期相关通路，延缓细胞衰老[21]。

“关元”穴为人体阴阳元气交会之处，其所治病症多

为虚证，如遗精、阳痿、尿频等，针灸“关元”穴具有

固本培元之功。“肾俞”穴为藏精之关，其所治病症

多因肾虚导致，如腰痛、虚劳、耳聋等，针灸“肾俞”

穴具有补肾益精的效果。故两穴配合电针可共奏

补肾培元的功效。因此，本实验采用D-半乳糖诱导

衰老模型大鼠后，大鼠体内 TT、FT 水平明显降低，

电针干预“肾俞”“关元”可提高血清TT、FT水平，提

示电针可有效改善衰老模型大鼠生殖功能。

AMPK 作为体内重要的能量代谢受体，在机体

的能量代谢中起重要作用。研究发现，在机体衰老

过程中AMPK可通过调控能量代谢、细胞自噬及氧

化应激反应等途径，与众多老年病关系密切[22-23]。

AMPK 能在转录水平激活烟酰胺磷酸核糖基转移

酶，上调NAD+/NADH，然后诱导 SIRT1的激活，产生

抗炎作用和抑制氧化应激[24]。SIRT1作为沉默信息

调节因子 2（silent information regulator 2，Sir2）家族

的重要成员，与机体的炎性反应、氧化应激和衰老

关系密切[25-26]。Xu GQ等[27]研究发现，褪黑素可通过

激活 SIRT1 抑制小鼠 Leydig 细胞凋亡和氧化应激。

而 SIRT1可将NF-κB p65去乙酰化阻止NF-κB p65
信号通路活化，降低多种促炎细胞因子表达，如肿

瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor- α，TNF-α）、

IL-6 或 IL-1β，并和 SF-1 共激活起保护作用，促进 
Leydig 细胞中的类固醇生成[28-30]。前期研究表明，

电针可通过调控 NF-κB 慢性炎症通路及抗氧化应

激通路ERK/Nrf2，降低老年大鼠睾丸组织炎性反应

及氧化应激损伤，从而促进睾酮的合成[4-5]。本实验

显示模型组大鼠血清 TT、FT 水平及睾丸 p-AMPK、

SIRT1 表达明显低于对照组，说明 AMPK、SIRT1 参

与衰老模型大鼠 Leydig细胞睾酮合成过程的调节，

电针干预后可通过提高模型组大鼠睾丸 p-AMPK、

SIRT1 蛋白表达水平，降低 NF-κB 蛋白表达，改善

衰老模型大鼠血清TT、FT水平。

综上所述，电针可能通过上调衰老模型大鼠睾

丸 Leydig 细胞 AMPK 和 SIRT1 的表达，进而减少

Leydig细胞炎性反应，改善血清TT、FT水平，起到延

缓生殖衰老的作用，为针灸延缓衰老提供更多的临

床前研究证据。
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