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摘 要：目的 分析“合募配穴”针刺干预对肥胖胰岛素抵抗（obesity and insulin resistance，OIR）大鼠骨

骼肌组织中 SIRT1（Sirtuin 1）及PGC-1α（peroxlsome proliferator-activated receptor-γ coactlvator-1α）基因及蛋

白表达的影响，探讨“合募配穴”针刺是否能够改善OIR状态及效应机制。方法 雄性 SD大鼠采用经典的

“高脂高糖饮食结合低剂量链脲佐菌素（Streptozotocin，STZ）诱导”方法建立OIR大鼠模型，随机分为模型组

（IR）、白藜芦醇激动剂组（RA）、手法针刺（MA+IR）组，各 10只，10只正常大鼠作为空白组（Normal）。干预 4
周后检测各组大鼠 Lee's指数、IRI、ISI及骨骼肌组织 SIRT1与 PGC-1α mRNA和蛋白表达水平，同时光镜下

观察骨骼肌细胞生物形态结构差异。结果 与模型组比较，针刺组和激动剂组大鼠 Lee's指数、IRI水平显

著下降，ISI有所增强（P<0.05），光镜下骨骼肌细胞生物形态结构尚可，但较空白组生物完整性差，且两组之

间未见明显差异；骨骼肌组织中 SIRT1及 PGC-1α蛋白及mRNA表达水平均显著上升（P<0.05）。结论 提

示“合募配穴”针刺可调节OIR大鼠胰岛素抵抗状态，改善骨骼肌组织病理损伤，其机制可能与上调骨骼肌

组织的SIRT1及PGC-1α基因及蛋白的表达水平，改善骨骼肌细胞能量代谢相关。
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胰岛素抵抗（Insulin resistance, IR）是指多种因素

导致机体胰岛素分泌减少或者敏感性降低，从而影响

葡萄糖摄取和利用的效率，并且代偿性的分泌过多胰

岛素产生高胰岛素血症，以维持血糖的稳定[1-2]，主要

表现为降低骨骼肌、肝脏和脂肪等器官和组织对正常

浓度的胰岛素生物学效应[3]。许多研究表明，胰岛素

抵抗是肥胖、糖尿病、甲状腺功能亢进等代谢性疾病

的核心特征之一，同时此过程贯穿于糖尿病等大多代

谢类疾病的整个病程[4-5]。骨骼肌胰岛素抵抗是糖脂

代谢类疾病的早期特征之一，随着异常的进展逐渐出

现全身胰岛素抵抗，严重的甚至引发系列心血管疾

病[6]。PGC-lα是一种高度保守的核转录共激活因子，

可促进脂粒氧化，以维持持久的肌肉收缩与能量供

应，因此与线粒体功能和胰岛素抵抗关系密切[7]。

SIRT1是一种多功能转录调节因子，与胰岛素敏感性、

脂肪储存与代谢以及葡萄糖的利用相关[8]。SIRT1和
PGC-1α在机体内通过能量信号轴相互作用，PGC-1α
通过对 SIRT1抑制剂烟酰胺或经转录共激活剂实现在

乙酰化过程中的增强[9-10]，以达到调节胰岛素对糖脂代

谢的影响。
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通经调脏针法为长白山通经调脏手法流派经典

针刺手法，经刘冠军、李一清、纪青山、王之虹、王富

春、刘明军等几代针灸名家总结传承，现已证明对胰岛

素抵抗、肥胖、失眠等具有很好的临床疗效[11-14]，该针刺

手法以中医基础理论为基础，紧密结合子午流注及天

干地支对应脏腑时间，以腹部为主，四肢部、头部为辅。

“合募配穴”针刺为其中具有取穴精简、操作简易、效果

显著，可标准化传播，无明显疼痛应激副作用等特点的

针刺方法之一。深入探索并揭示该针刺方法的生物效

应机制，对针刺治疗OIR相关疾病具有重要意义。为

探讨“合募配穴”针刺治疗OIR状态的作用及其机制，

本实验采用雄性 SD大鼠建立OIR模型，应用“合募配

穴”针法进行干预，旨在探讨手法针刺是否通过调节

SIRT1/PGC-1α信号通路来调节增加骨骼肌 PGC-1α
蛋白的表达以改善OIR大鼠的胰岛素抵抗。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

选用 SPF级 8周龄雄性 SD大鼠 46只，体质量

（220 ± 20）g，购于北京维通利华实验动物技术有限公

司【SCXK（京）2018-003】；实验动物合格证编号

44007200034600，SPF状态下隔离基础饲料饲养，动物

实验伦理审批号：2021171。
1.1.2 试剂与仪器

SIRT1 激动剂白藜芦醇（80051933）购自 Celex
Laboratories公司；光学显微镜（BX51型）购自日本

OLYMPUS公司；胰岛素检测试剂盒、酶联免疫试剂盒

均购自长春昊诚生物科技有限公司；PureLink™ RNA
微量提取试剂盒（12183016）、RevertAid RT逆转录试

剂 盒（K1691）及 CellsDirect ™ qRT-PCR 试 剂 盒

（11753100）均购自购自 Thermo Fisher SCIENTIFIC公

司；qPCR仪购自 Stratagene公司，Hwato/华佗牌单支平

柄针0.18 × 13 mm购自苏州医疗用品厂有限公司。

1.2 方法

1.2.1 肥胖胰岛素抵抗模型建立

采用经典高脂高糖饲料诱导联合小剂量STZ腹腔

注射，操作时模型组肥胖大鼠按 25 mg·kg-1注射 STZ
溶液，空白组注射等体积的柠檬酸钠缓冲液[10]。采用

评价胰岛素对葡萄糖作用的“金标准”——高胰岛素-
正葡萄糖钳夹实验，判断是否造模成功[15]。

1.2.2 分组

根据完全随机化法从 46只大鼠中选取 10只大鼠

作为空白组，喂养基础饲料；剩余 36只高脂高糖饲料

诱导联合小剂量 STZ（25 mg·kg-1）腹腔注射，剔除死亡

的OIR大鼠，将造模成功的大鼠按照区组随机化法随

机分成手法针刺组、模型组、白藜芦醇激动剂组，每组

仅保留10只大鼠。

1.2.3 干预方法

手法针刺组大鼠随即接受“合募配穴”针刺干预。

将大鼠固定在固定架上，参考《兽医针灸学》[16]及《实验

针灸学》[17]定位，分别针刺中脘（CV12）、天枢（ST25）、

足三里（ST36）穴位，术中进针 2 mm，采用捻转手法操

作。捻转范围为 360°，频率为 120-160次/min。每个

针刺点操作 1 min，留针 15 min，在此期间每 5 min扭转

1次。治疗 1次/天。空白组、激动剂组和模型组不做

针刺处理，但同样抓取固定15 min，以确保它们暴露在

与手法针刺组相同的处理和固定条件下。治疗持续

5次/周，每次于8：00-10：00之间治疗，干预-4周，治疗

期间三组继续高脂高糖饲料喂养。

1.2.4 标本留取

在干预第 4周末开始禁食不禁水 12 h，于次日开

始采集标本，用 3%水合氯醛腹腔注射 1 mL/100 g将大

鼠麻醉，心尖取血，采血量 3-4支生化黄管，约 15 mL，
离心后取上层血清静置EP管中，置于-80℃冰箱保存

备用。取血结束后，迅速打开腹腔，剖取肝脏、胰脏，

称肝脏湿重，并取股四头肌，以上组织各取一半置于

放有福尔马林溶液的 50 mL痰盒中固定[10]，另一部分

分别采用锡纸包好编号，且每一只大鼠组织置于同一

尼龙丝袜中迅速放入液氮罐备用。

1.2.5 指标检测

用动物天枰及体长测量仪器测量各组大鼠 Lee's
指数；用相关试剂盒检测血清指标；取适量骨骼肌组

织置于 10%中性缓冲福尔马林溶液中固定大于 24 h；
冲洗、脱水、透明，逐步完成石蜡切片制作。脱蜡、染

色封片，采用光学显微镜观察，照相，保存；采用定量

荧光聚合酶链反应（PCR）（SYBR Green法）检测股四

头肌骨骼肌组织中 SIRT1和 PGC-1αmRNA的表达水

平，取适量的股四头肌骨骼肌组织，分别提取总RNA，
纯化 RNA，评估 RNA纯度，凝胶电泳检测 RNA完整

性。然后使用 PrimeScript™进行逆转录。采用上海桑

贡使用ABI3900型高通量DNA合成仪进行引物合成，
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合 成 的 引 物 序 列 如 下 ：SIRT1（165 bp）上 游 5'-
TGCCATCATGAAGCCAGAGA-3'，下游5'-CATCGCAG
TCTCCAAGAAGC-3'；PGC-1α（245 bp）上游5'-ATCT
GTTTCCCCTCATCTTTCC-3'，下游5'-TGGGGTGCGTC
TTAGTGGTATCT-3'；采用 SYBR PreMix ex Taq II试剂

盒（RR820A，TAKARA）进行荧光聚合酶链反应，反应

结束后采用 2−ΔΔCT相对定量法进行分析，定量标准参考

GAPDH密度，以空白组作为对照，进行各组之间的基

因表达差异对比。

Western blotting检测 SIRT1和 PGC-1α蛋白表达

水平。取适量的股四头肌骨骼肌组织，提取总蛋白

后，取 80 µL的样品与 20 µL的 5倍样品处理液混合。

制备RhoA兔抗大鼠（Ab86297，Abcam）和ROCK2兔抗

大鼠（Ab71598，Abcam）一抗。GAPDH作为内参照（1∶
1000，兔抗鼠；Ab9484，Abcam）。在 37℃复温 30 min

后，用含吐温 20的 Tris-Buffer生理盐水（TBST）清洗

3次，然后孵育。用 TBST洗涤后，加入增强化学发光

剂（ECL）。样品在 Sage Creation凝胶成像系统中显影

并曝光，每组Western blotting条带重复做3次。

1.3 统计学方法

样本量参数统计用平均值 ±标准差（x̄ ± s）表示，

采用 SPSS 26.0（IBM, Armonk, NY, USA）统计软件进行

数据分析，用 GraphPad Prism 6.0（GraphPad 软件 , La
Jolla, CA, USA）作图。计量资料采用单因素方差分

析，两组间的水平差异采用 t检验，P<0.05，差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 Lee's指数、胰岛素抵抗指数（IRI）、胰岛素敏感性

指数（ISI）的表达

Lee's指数是评价成年大鼠肥胖程度方面的有效

指数；胰岛素抵抗指数（IRI）是评价胰岛素靶器官利用

葡萄糖的能力；胰岛素敏感性指数（ISI）是描述胰岛素

抵抗的程度，胰岛素敏感性越低，单位胰岛素的效果

越差，分解糖类的程度越低。为观察“‘合募配穴’针

刺”对OIR大鼠糖脂代谢的生物效应，对比实验干预

4周后各组大鼠 Lee's指数、IRI、ISI变化情况，具体

见图1。
与空白组相比，模型组 Lee's指数、IRI显著增加，

ISI显著降低（P<0.05）；与模型组相比，手法针刺组和

激动剂组 Lee's指数、IRI显著下调，ISI明显增加（P<
0.05，P<0.01）；手法针刺组和激动剂组相比，Lee's指
数、IRI、ISI均无明显变化，无统计学差异（P>0.05）。

提示“合募配穴”针刺可提高肥胖糖尿病大鼠胰岛素

图2 各组大鼠骨骼肌组织病理改变光镜图（HE×200）
注：A为Normal（空白组）；B为 IR（模型组）；C为RA（白藜芦醇激动剂

组）；D为MA+IR（手法针刺组）。
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图1 干预4周后各组大鼠Lee's指数、IRI、ISI相对表达情况

注：与空白组比较，*P<0.05；与模型组比较，&P<0.05，#P<0.01；与白藜芦醇激动剂组比较，&P<0.05；Sirtuin 1为 SIRT1；Peroxlsome proliferator-activat⁃

ed receptor-γ coactlvator-1α为PGC-1α；Normal（空白组）；IR（模型组）；RA（白藜芦醇激动剂组）、MA+IR（手法针刺组）。
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敏感性，改善胰岛素抵抗状态，同时改善大鼠肥胖

程度。

2.2 骨骼肌光镜的改变

干预4周后，各组大鼠骨骼肌光镜改变见图2。可

见空白组大鼠骨骼肌细胞数量正常，肌纤维细长，呈

平行排列，同时内部可见形态饱满椭圆形或圆形细胞

核；模型组大鼠骨骼肌肌纤维萎缩变性，可见间质脂

肪增生，部分区域有坏死、水肿；手法针刺组和激动剂

组骨骼肌细胞形态尚可，但形态还较空白组水平差，

且两组之间未见明显差异。提示通经调脏手法针刺

可改善肥胖糖尿病大鼠骨骼肌组织病理状态。

2.3 骨骼肌组织 SIRT1与PGC-1α mRNA表达水平的

改变

干预 4周后，各组大鼠骨骼肌组织 SIRT1与 PGC-
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图3 各组大鼠骨骼肌组织 SIRT1与 PGC-1α mRNA相对表达水平情况

注：与空白组比较，*P<0.05；与模型组比较，&P<0.05，#P<0.01；与白藜芦醇激动剂组比较，&P<0.05；Sirtuin 1为 SIRT1；Peroxlsome proliferator-activat⁃

ed receptor-γ coactlvator-1α为PGC-1α；Normal（空白组）；IR（模型组）；RA（白藜芦醇激动剂组）、MA+IR（手法针刺组）。
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图4 各组大鼠骨骼肌组织SIRT1与PGC-1α蛋白相对表达水平

注：与空白组比较，*P<0.05；与模型组比较，&P<0.05，#P<0.01；与白藜芦醇激动剂组比较，&P<0.05；Sirtuin 1为 SIRT1；Peroxlsome proliferator-activated
receptor-γ coactlvator-1α为PGC-1α；Normal（空白组）；IR（模型组）；RA（白藜芦醇激动剂组）、MA+IR（手法针刺组）。
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1α mRNA表达水平的改变情况见图 3。与空白组相

比，模型组 SIRT1与PGC-1α mRNA表达水平降低（P<
0.05）；与模型组相比，手法针刺组和激动剂组 PGC-
1α mRNA表达水平明显提高（P<0.05，P<0.01）；与激

动剂组相比，手法针刺组 SIRT1与 PGC-1α mRNA表

达水平无显著性差异，无统计学意义（P>0.05）。提示

通经调脏手法针刺可调节 SIRT1/PGC-1α信号通路提

高肥胖糖尿病大鼠骨骼肌组织 SIRT1 与 PGC-1α
mRNA表达水平。

2.4 骨骼肌组织 SIRT1与 PGC-1α蛋白表达水平的

改变

干预 4周后，各组大鼠骨骼肌组织 SIRT1与 PGC-
1α蛋白表达水平的改变情况见图 4。与空白组相比，

模型组 SIRT1与 PGC-1蛋白表达水平降低（P<0.05）；

与模型组相比，手法针刺组和激动剂组 PGC-1α蛋白

表达水平明显提高（P<0.05，P<0.01）；与激动剂组相

比，手法针刺组 SIRT1与 PGC-1α蛋白表达水平无显

著性差异，无统计学意义（P>0.05）。提示通经调脏手

法针刺可调节 SIRT1/PGC-1α信号通路提高OIR大鼠

骨骼肌组织SIRT1与PGC-1α蛋白表达水平。

3 讨论

OIR致病率高、并发症多，往往继发代谢综合征、

Ⅱ型糖尿病、心血管疾病、高血压病、脂肪肝和诸多癌

症，是人类健康的最大潜在威胁。OIR是一个多因素

相互影响并共同作用的疾病状态，胰岛素敏感性降

低，血糖代谢异常是引起肥胖和胰岛素抵抗的重要原

因，也是造成骨骼肌组织损伤的始动因素。现代治疗

多以奥利司他、盐酸二甲双胍缓释片等西药治疗为

主，出现腹泻、恶心、心慌、食欲减退等一系列副作用，

长期服用会出现继发性失效现象[18]。作为中医外治法

的手法针刺，经过千百年的临床实践总结，特别是通

经调脏手法针刺，将先天八卦和后天八卦的辨位思想

及天干地支、子午流注的时效生克思维有效结合，已

证实在治疗 OIR方面有独特的疗效[19-21]，同时具有无

毒副作用的优点[18]。

该针刺取穴遵循“合募配穴”将六腑的下合穴与

本经的募穴配，通过针刺持续刺激天枢、中脘、足三里

等腧穴，足三里为足阳明经下合穴，合治内腑主燥化

脾湿，生发胃气，增强脾胃功，重在通降；中脘为胃之

募，腑之会，又系任脉、手足阳明、太阴、少阳之会所，

故针刺该穴可以达到疏利气机、补益中气、疏理中气

之效，加快肠胃蠕动、加速代谢[22]；天枢穴作为手阳明

大肠经募穴，是阳明脉气所发，主疏调肠腑，具有理

气、行滞、消食的作用，针刺该穴可以显著改善肠腑功

能。由此可见合募配穴，一升一降，相互配合，协调纵

横，通调气机，阴阳接续，相互协调，增强临床疗效。

又足阳明为后天气血生化之根本，水谷之海、五脏六

腑之海，具有生化气血，滋养表里之功效，故针刺腹部

胃经穴位有助气血生化，加强五脏六腑的功能，促进

体内毒素代谢，调节脂肪消耗[19]。任脉为“脐下肾间动

气”所在，刺激任脉腧穴关元、中脘等穴位，通过调节

督、任、冲三脉之经气，平衡全身经气运行，以恢复脾

胃健运之功效。因此使用“合募配穴”针刺的针刺组

干预后的肥胖胰岛素抵抗大鼠Lee’s指数、IRI水平与

模型组比较，显著下降，ISI有所增强（P<0.05）；光镜下

骨骼肌细胞生物形态结构尚可，但较空白组生物完整

性差，且两组之间未见明显差异，也说明了“合募配

穴”针刺通过刺激穴位作用相关经络及脏腑可调节

OIR大鼠胰岛素抵抗状态，改善骨骼肌组织病理损伤。

在诸多胰岛素抵抗相关的基础研究中，已经证明

了机体发生胰岛素抵抗的标志包括骨骼肌内甘油三

酯的沉积[23-24]。胰岛素抵抗时，机体骨骼肌内葡萄糖

有氧氧化从正常的增多转变为减少。现代许多研究

证实，调控细胞能量输出的信号网络由 SIRT1和PGC-
1α形成，骨骼肌细胞能量代谢和 SIRT1/PGC-1α信号

通路联系密切相关，高糖环境刺激导致的氧化应激过

程中均检测到 SIRT1/PGC-1α表达下调，从而导致相

关细胞线粒体氧化供能减少，可使得骨骼肌等细胞损

伤，加重糖代谢紊乱，造成肥胖等并发症进程加

快[25-30]。研究表明白藜芦醇可作为 SIRT1相关研究的

激动剂，且显著上调 SIRT1/PGC-1α 号通路的表

达[30-32]。作为 Sirtuins蛋白家族最具代表性的因子，

SIRT1位于细胞核具有脱乙酰化酶的活性，其乙酰化

可以作用于组蛋白、转录调节因子或者其他蛋白进行

修饰，调控基因的表达，主要有抑制细胞凋亡、能量代

谢、抗炎和抗氧化应激调节等多种生物调节作用[33]。

多项研究表明，激发 SIRT1的正常表达不仅可以减轻

细胞损伤和凋亡，更可以调控能量代谢等多种相关信

号通路以保持细胞和器官的正常功能[34-37]。

本实验研究表明，在OIR模型大鼠中，SIRT1表达

较空白组大鼠显著减少，而增加“合募配穴”手法针刺
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可上调OIR模型大鼠 SIRT1表达水平，调控胰岛素敏

感度，从而促进骨骼肌细胞能量代谢。PGC-1α主要

分布在心脏、骨骼、脂肪组织、肾脏及肝脏等高能量需

求且富含线粒体的组织中，刺激相关器官细胞中线粒

体的能量代谢中间产物合成以及增强线粒体的能量

代谢能力是其关键生物学功能[25,38-39]。实验观察到

OIR模型大鼠骨骼肌组织 PGC-1α表达显著减少，而

手法干预治疗 4周后大鼠的 PGC-1α表达水平显著增

加（P<0.05），其通过提高线粒体的氧气结合功能、氧

化磷酸化相关酶的活力促进线粒体中的生物合

成[40-41]。体内研究证实，骨骼肌肌肉特异性 PGC-1α
过表达可以促进mtDNA转录及线粒体呼吸链酶的活

性。Lakshmanan等[42]在 STZ诱导的糖尿病大鼠模型

中亦观察到 PGC-1α表达的减少。由此可见，PGC-
1α表达水平的上升可调节线粒体的呼吸功能、氧化

磷酸化相关酶的活力，从而刺激线粒体的生物合成，

恢复能量代谢稳态，减轻骨骼肌细胞的氧化应激

反应。

综上，基于“合募配穴”的手法针刺可上调OIR骨

骼肌组织的 SIRT1及 PGC-1α表达水平，改善骨骼肌

细胞病理伤损，胰岛素敏感性，同时有效降低 Lee's指
数，抑制氧化应激，从而减轻体重，达到改善胰岛素抵

抗状态的目的。该实验研究推测OIR与骨骼肌细胞

能量代谢相关信号通路异常密切相关，为进一步探究

手法针刺治疗OIR的机制提供了新的研究思路，同时

为其减药治疗提供干预手段参考。
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Effect of Acupuncture at "He-Mu combination" on Expression of SIRT1 and PGC-1 α in Skeletal

Muscle of Obese Insulin Resistance Rats

Zhang Xiaolin1，Chen Shaotao2，Liu Huihui2，Han Yiran2，Ma De hui2，Cao Di3，Liu Mingjun2

(1. Acupuncture and Bone Injury Academy, Hubei University of Chinese medicine, Changchun 130117, China；
2. Acupuncture and Tuina Academy, Changchun University of Chinese medicine, Changchun 130117, China；

3. Changchun Hospital of Chinese medicine, Changchun 130000, China)

Abstract: Objective o analyze the effect of "He-Mu combination" acupuncture intervention on SIRT1 (Sirtuin 1) and
PGC-1α (Peroxlsome proliferator-activated receptor-γ coactlvator-1 α)in skeletal muscle of Obese insulin resistance
(OIR) rats, And explore whether "He-Mu combination" acupuncture can improve OIR state and its mechanism.
Methods Male Sprague Dawley (SD) rats were fed with the classic method of "high fat and high glucose diet combined
with low-dose streptozotocin (STZ) induction" to establish OIR rats model, They were randomly divided into model group
(IR), Resveratrol agonist group (RA) and Manual acupuncture (MA + IR ) group, with 10 rats in each group; Ten normal
rats were used as the blank group (Normal). After 4 weeks of intervention, The levels of Lee's index, IRI and ISI were
measured, And detect SIRT1 and PGC-1 α in skeletal muscle tissue mRNA and protein expression levels. At the same
time, the differences of biomorphic structure of skeletal muscle cells were observed under light microscope. Results
ompared with the IR group, the Lee's index and IRI level of rats in the acupuncture group and agonist group decreased
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significantly, and the ISI level increased (P<0.05); Under light microscope, the biomorphic structure of skeletal muscle
cells was nearly complete, but the biological integrity was worse than that of the Normal group, and there was no
significant difference between the two groups; SIRT1 and PGC-1 α in skeletal muscle The expression levels of protein
and mRNA increased significantly (P<0.05). Conclusion "He-Mu combination" acupuncture can regulate insulin
resistance state in obese rats with insulin resistance and improve the pathological damage of skeletal muscle tissue. The
mechanism may be related to up regulating the expression of SIRT1 and PGC-1α in skeletal muscle tissue and
improving energy metabolism of skeletal muscle cells.
Keywords: "He-Mu combination", Manual acupuncture, Obesity insulin resistance（OIR）, Skeletal muscle
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