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摘要 目的　通过基因干预技术明确METTL14是否在针刺内关穴促进孤独症谱系障碍（ASD）幼鼠髓鞘化、改善行为学的

过程中发挥核心作用。方法　采用丙戊酸钠（VPA）孕鼠腹腔注射法构建ASD模型。子代雄性幼鼠于出生第1天侧脑室注

射腺病毒包装的METTL14 shRNA （sh-METTL14）或其对照（sh-NC），并设置模型组。随后将幼鼠分为模型组、针刺组、

针刺+sh-NC组、针刺+sh-METTL14组。针刺组于出生后第7天开始针刺内关穴，1次/d，连续21 d。通过行为学实验评估神

经行为；采用实时荧光定量 PCR （qRT-PCR） 和蛋白质印迹法 （WB） 验证 METTL14 敲低效率并检测 METTL14、

METTL3、PTEN表达；通过RNA免疫共沉淀-qPCR（RIP-qPCR）检测PTEN m6A水平；采用透射电镜、酶联免疫吸附分析

（ELISA）、免疫荧光、qRT-PCR及原代神经元培养观察髓鞘超微结构、髓鞘碱性蛋白（MBP）与神经束蛋白155 （NF155）

表达及树突棘密度。结果　在行为学上，敲低METTL14显著抵消了针刺在改善自我捋毛、旷场探索、三箱社交及水迷宫学

习记忆方面的有益效应（P<0.05，P<0.01）。与针刺+sh-NC组比较，针刺+sh-METTL14组海马METTL14的mRNA和蛋白质

表达显著降低（P<0.01），且针刺对METTL3、PTEN表达的上调作用被逆转（P<0.01）。同时敲低METTL14显著抑制了针

刺诱导的PTEN m6A水平升高（P<0.01）。在形态学上，敲低METTL14削弱了针刺对髓鞘结构的改善作用，逆转了针刺对

MBP的下调和对NF155的上调效应，并阻断了针刺对树突棘密度的增加（P<0.05，P<0.01）。结论　METTL14是针刺内关

穴发挥治疗作用的关键分子。针刺内关穴通过上调METTL14，进而增强PTEN mRNA的m6A甲基化修饰以稳定其表达，最

终促进髓鞘发育并改善ASD幼鼠的行为学症状，初步揭示了“开玄府，通髓窍”的现代生物学内涵。
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孤独症谱系障碍 （autism spectrum disorder，

ASD）简称孤独症，是一组以社交互动障碍、沟

通缺陷、兴趣狭窄和重复刻板行为为特征的神经发

育障碍［1］，该病是导致儿童智力残疾的主要原因

之一，且发病率呈逐年上升趋势［2］。美国儿童

ASD发病率达 3.22%，发展中国家约为 1%，给家

庭和社会带来沉重的健康负担［3］。ASD的致病机

理复杂，中西医对其防治策略的探索方兴未艾。轴

突髓鞘发育异常是ASD的病理机制之一，与患者
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的智力、发育等临床表现及核心症状密切相关［4-5］。

髓鞘形成是指少突胶质细胞 （oligodendrocytes，

OL）包绕新生轴突的过程［6］。磷酸酶与张力蛋白

同源基因 （phosphatase and tensin homolog gene，

PTEN）突变已被确认为ASD神经发育障碍的常见

病 因 ， 约 占 ASD 病 例 的 5%~17%［7-9］。 此 外 ，

PTEN 通过拮抗磷脂酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B

（phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B，

PI3K/AKT） 信号通路影响髓鞘形成［6，10］。在

PTEN敲除诱导的ASD小鼠模型中，PTEN表达下

调通过激活PI3K/AKT通路导致糖原合成酶激酶3β

（glycogen synthase kinase 3 beta，GSK3β） 活性降

低，进而影响神经元轴突生长［11］。因此，探究

PTEN表达的调控机制对ASD的潜在治疗具有重要

意义。

N6-甲基腺嘌呤 （N6-methyladenosine，m6A）

修饰是哺乳动物mRNA中最常见的内部RNA甲基

化修饰［12］。该修饰在中枢神经系统OL成熟与髓鞘

形成过程中发挥重要作用［13-15］。甲基转移酶样 14

（methyltransferase-like 14，METTL14）作为m6A甲

基转移酶，可调控mRNA的m6A修饰水平［16］。现

有研究表明，METTL14 通过增强 PTEN 的 m6A 富

集促进其表达，进而影响肿瘤生长发育［17-18］。此

外，METTL14还能通过PTEN调控的PI3K/AKT信

号通路影响糖尿病肾小管上皮细胞的上皮-间质转

化过程［15］。然而，METTL14 是否通过调控 PTEN

基因表达影响髓鞘形成尚待深入研究。

中医学认为ASD发病本质为“神机化灭，气

立孤危”导致“窍闭神昏”，进而引发多种症

状［19］。中医学“玄府”理论认为，玄府是气液流

通、神机出入的微观孔窍，其“闭塞”是神志疾病

的核心病机［20］。现代研究推测，髓鞘、突触等神

经微结构的结构与功能状态与“玄府”的开阖密切

相关［21］。针刺内关具有调气血、化痰浊、充脑髓、

安心神、调脏腑、开玄府等功效，针刺内关穴“开

通玄府”的功效在微观层面可能涉及对基因表达程

序的精确调控。前期研究证实，针刺内关可通过调

控PI3K/AKT信号通路发挥神经保护作用，促进神

经髓鞘重塑以调节浅层末梢神经机能［11］。我们前

期研究发现，针刺内关可缓解ASD患儿的核心症

状［22］，但其具体作用机制尚未明确。

本研究旨在阐明针刺内关促进髓鞘重塑并改善

ASD 症状的具体机制。通过构建 ASD 幼鼠模型，

观察针刺内关治疗对其神经行为及海马区髓鞘形成

相关标志物的影响。我们在前期工作基础上提出科

学假说：针刺内关穴“开玄府，通髓窍”的治疗作

用在分子层面可能通过调控 METTL14 介导的

PTEN m6A甲基化这一关键环节来实现，从而将中

医微观病机与现代表观遗传调控机制相联系。为验

证此假说，本研究通过在体敲低 ASD 幼鼠海马

METTL14，观察其对针刺疗效的影响，旨在从

METTL14-PTEN m6A 轴深入阐明针刺内关穴治疗

ASD 的分子机制，为“开玄府，通髓窍”理论提

供现代生物学阐释。

1　材料与方法

1.1　实验动物

选取SD雌雄大鼠（8~10周龄）共16只，其中

雌 12只，雄 4只，体质量 200~250 g，购自郑州大

学 （河南省实验动物中心），生产许可证号：

SCXK（豫） 2022-0001。所有大鼠饲养于无特定病

原体的环境中，室内恒温 （21~23℃）、恒湿

（50%~60%），每日保证充足饲料、饮水及自由活

动空间。适应性饲养1周后开始实验。本实验方案

经河南中医药大学实验动物福利与伦理委员会批准

（批准号：IACUC-202305023）。实验过程严格遵守

中华人民共和国科学技术部颁布的《关于善待实验

动物的指导性意见》的相关规定。

1.2　主要试剂与仪器

主要试剂：丙戊酸钠（S161023，上海阿拉丁

生 化 科 技 股 份 有 限 公 司）； 腺 病 毒 包 装 的

METTL14 shRNA 及其对照空病毒 （LV75011002，

上海汉恒生物科技有限公司）；苏木素染色液

（G1004）、伊红染色液 （G1001）、电镜固定液

（G1102）、 DAB 显 色 试 剂 盒 （G1212-200T）、

TRIzol试剂（G3013，武汉赛维尔生物科技有限公

司）；锇酸（18456，美国 Ted Pella 公司）；812 环

氧树脂包埋试剂盒（90529-77-4，美国SPI-chem公

司）； Neurobasal 神经元培养基 （PM151223）、    

B-27 神经细胞添加剂（武汉普诺赛生命科技有限

公司）；MBP ELISA试剂盒（E-EL-M0805c，武汉

伊莱瑞特生物科技有限公司）、NF155 ELISA试剂

盒 （AD42453，杭州艾迪康医学检验中心有限公

司）； PTEN 一抗 （ab267787）、 METTL14 一抗
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（ab309096）、METTL3一抗（ab195352）、GAPDH

一抗 （ab9485，美国 Abcam 公司）； MBP 一抗

（A11162，武汉爱博泰克生物技术有限公司）；

NF155 一抗 （GTX37602，美国 GeneTex 公司）；

Cy3 标记山羊抗兔 IgG （A0516，上海碧云天生物

技术有限公司）；HRP标记山羊抗大鼠/兔 IgG聚合

物（PV-6000，北京中杉金桥生物技术有限公司）；

PrimeScript RT 试剂盒（RR037Q）、qRT-PCR 试剂

盒 （RR820Q， 日 本 Takara 公 司 ）； EpiQuik 

CUT&RUN m6A RNA 富集试剂盒（p-9018）、m6A

多克隆抗体（202-003，美国 Epigentek 公司）；硝

酸纤维素膜（HF07502XSS，德国 MERCK 公司）；

HRP 标记山羊抗兔二抗 （ab205718，美国 Abcam

公司）；亚甲蓝染色液（G1300，北京索莱宝科技

有限公司）；RIPA裂解液（BL504A）、二辛可宁酸

（BCA） 试剂盒 （BL521A，北京兰杰柯科技有限

公司）；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（IPVH00010，

美国 Millipore 公司）；PierceTM 链霉亲和素磁珠

（20164，美国Thermo Fisher公司）。

主要仪器：立体定位仪 （68001，美国 RWD

生命科学公司）；透射电子显微镜 （HT7800/

HT7700，日本日立公司）；超薄切片机 （Leica 

UC7，德国 Leica 公司）；荧光显微镜（BX53，日

本 Olympus 公 司）； 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪

（QuantStudio 5，美国 Applied Biosystems 公司）；

蛋白质电泳及转印系统 （Mini-PROTEAN Tetra）、

化学发光凝胶成像分析系统 （ChemiDoc MP，美

国 Bio-Rad公司）；电子天平（BCE224-1CCN，德

国Sartorius公司）；视频记录与分析系统（SMART 

3.0，西班牙 Panlab 公司）； Morris 水迷宫系统

（MT-200，成都泰盟软件有限公司）。

1.3　动物分组与干预方法

ASD 动物模型参照文献［23］方法建立，成

年雌雄SD大鼠按3∶1比例合笼交配，以雌鼠出现

阴道栓并检测到精子的当天记为妊娠第 0.5 天

（GD 0.5）。于 GD 12.5，孕鼠腹腔注射丙戊酸钠

（sodium valproate，VPA）诱导ASD模型，剂量为

600 mg/kg （以生理盐水配制），出生后第 1 天

（PN 1） 记为出生首日。于 PN 7 将 VPA 诱导的

ASD模型幼鼠随机分为以下4个干预组。① VPA+

针刺组：从PN 7开始每日针刺内关穴（PC6），持

续至PN 21。参照《实验针灸学》大鼠穴位图谱进

行定位。使用针灸针垂直刺入约 1~2 mm，轻微平

补平泻捻转（以拇指与食指持针，捻转频率约为  

2 Hz，即每秒约2个往复） 15 s以模拟临床得气感，

操作后留针30 min，旨在保证刺激量的相对一致性

与可重复性。② 模型组仅予相同抓取固定。③ VPA+

针刺+sh-METTL14组：于PN 1，以Avertin麻醉幼

鼠，俯卧位固定于立体定位仪，常规消毒后于左脑

室定位钻孔（坐标：x=1.5 mm，y=1.1 mm，深度

约 2.5 mm），缓慢注射 sh-METTL14 腺病毒载体    

2 μl，留针 2 min后拔针消毒。每只幼鼠注射 1次，

并按上述方法行针刺干预。④ VPA+针刺+sh-NC

组：操作同前，注射等体积 sh-METTL14阴性对照

病毒，并行针刺干预。另记录VPA模型组幼鼠于

PN 7、PN 14及PN 21的体重，以及活产与死产数

量，以评估生殖发育情况。行为学测试结束后，通

过 麻 醉 处 死 各 组 幼 鼠 并 获 取 脑 组 织 标 本 。

METTL14干扰序列如表 1所示，敲低序列根据结

果选取 sh-METTL14-1（图2a）。

1.4　行为学测试

1.4.1　旷场实验

将幼鼠置于底部标有 16个等面积正方形的实

验箱中［24］。在安静环境下，将每只小鼠轻置于箱

体中央方格，迅速轻柔关闭顶盖后，通过视频记录

系统记录 10 min 内大鼠活动情况。统计分析大鼠

在旷场中的总的穿格次数（四肢跨越方格次数）与

边缘穿行次数。

1.4.2　自我捋毛实验

采用与旷场实验同样的木质敞箱。摄像头安装

Table 1　METTL14 knockdown sequences

Gene

sh- METTL14-1

sh- METTL14-2

Knockdown sequence

CCGGAGCATTGGTGCTGTGTTAAATCTCGAG ATTTAACACAGCACCAATGCTTTTTTG

CAAAAAAGCATTGGTGCTGTGTTAAATCTCGAG ATTTAACACAGCACCAATGCTCCGG
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于箱子正上方。将 4组待测幼鼠提前 1 h送入行为

学检测室适应环境并保证测试环境安静、幽暗，并

始终在同一地点。不同批次幼鼠测试时间尽量保持

固定将待测幼鼠放置到敞箱中使其适应性活动      

5 min，随后录像并观察 10 min内其在敞箱中梳理

自身各区域的总时间。

1.4.3　三箱社交实验

采 用 塑 料 透 明 三 室 箱 （120 cm×45 cm×          

40 cm），2 块可活动透明塑料板将其隔为三室

（chamber），每室长约40 cm，摄像头安装于箱子正

前方。将待测幼鼠提前 1 h送入行为学检测室适应

环境，并保证测试环境安静、幽暗，并始终在同一

地点。不同批次幼鼠测试时间尽量保持固定。将待

测幼鼠放置于中间室中，适应性活动 5 min；随后

抽离 2块活动塑料板，使幼鼠在 3个室中适应性活

动 5 min，拿出待测鼠。在左右室分别放置空鼠笼

（object）和陌生幼鼠1 （stanger 1），测试待测幼鼠

社会交往能力。此时左室为空箱，右室为社交箱。

待测幼鼠置于中间室，抽离2块塑料板，录像并观

察第1个10 min内待测幼鼠在3个室中停留的时间

和陌生幼鼠1以及空鼠笼的嗅触交互时间。将待测

幼鼠拿出，在空鼠笼一侧空笼子中放入另一只与待

测幼鼠同性别的陌生幼鼠（stranger 2），测试待测

幼鼠对新鲜事物的偏好程度。再度放入待测幼鼠于

中间室，抽离 2 块塑料板，录像并观察第 2 个      

10 min内待测幼鼠分别在3个室中停留的时间以及

与陌生幼鼠 1 （这时视为熟悉幼鼠）和陌生幼鼠 2

的嗅触交互时间。检测结束后，取出幼鼠，用70%

乙醇清洁鼠笼，待其干燥后继续测试。

1.4.4　水迷宫实验

采用Morris水迷宫，进行迷宫适应练习及游泳

能力检测、定位航行实验、空间探索实验，检测幼

鼠学习记忆能力。观察记录幼鼠寻找并爬上平台的

路线图及隐匿平台逃避潜伏期 （escape 1atency 

period，Elp），最多记录120 s，Elp越短成绩越好。

末次训练结束后，撤去平台，面向池壁任选一入水

点放入水中，用摄像机拍摄幼鼠游泳轨迹，记录在

120 s内搜索平台的线路图，并计算其穿越原平台

所在位置的次数，穿台次数越多成绩越好。

1.5　样本采集与检测

1.5.1　轴突髓鞘透射电镜观察

按既往文献［25］方法观察幼鼠髓鞘形成情

况。取浸泡于电镜固定液的新鲜组织，切成1 mm3

组织块，4℃固定保存。经0.1 mol/L磷酸盐缓冲液

（pH7.4）漂洗 3次后，置于 1%锇酸中浸泡，室温

避光条件下乙醇梯度脱水。采用812环氧树脂包埋

试剂盒进行包埋，60℃烘箱聚合48 h后，用超薄切

片机制备超薄切片并装载于铜网。经2%醋酸铀饱

和乙醇溶液避光染色后，于透射电镜下观察并拍摄

胼胝体区轴突髓鞘结构。

1.5.2　髓鞘与树突棘检测

参照文献［26］方法进行海马神经元原代培

养。将分离的海马神经元接种于含2% B-27神经细

胞添加剂的Neurobasal神经元培养基中培养。PBS

冲洗 2 次后，于 37℃、5% CO2 条件下用 HBLV-

ZsGreen病毒感染神经元。24 h后更换为新鲜完全

培养基。采用荧光显微镜观察神经元树突棘密度。

1.5.3　敲低效率验证

从海马组织中提取总RNA和蛋白质。通过实

时荧光定量 PCR （qRT-PCR） 检测 METTL14 的

mRNA 表达水平，通过蛋白质印迹法 （Western 

blotting，WB）分析其蛋白质表达水平。两项分析

均以GAPDH作为内参。

1.5.4　酶联免疫吸附分析（ELISA）

按 ELISA 试剂盒说明书操作。分别采用 MBP 

ELISA 试剂盒与 NF155 ELISA 试剂盒检测脑组织

中髓鞘碱性蛋白 （myelin basic protein，MBP） 与

神经束蛋白155（neurofascin 155，NF155）水平。

1.5.5　qRT-PCR

采 用 TRIzol 试 剂 提 取 总 RNA， 使 用

PrimeScript RT试剂盒反转录为 cDNA。以GAPDH

为内参，通过 qRT-PCR 试剂盒检测 METTL14、

METTL3和PTEN的表达水平。每个反应重复3次，

采用 2-ΔΔCt 法分析数据。qRT-PCR 所用引物序列

见表2。

1.5.6　蛋白质印迹法（WB）

使用RIPA裂解液裂解组织细胞，并用二辛可

宁酸试剂盒定量后，通过SDS-PAGE分离蛋白质并

转至聚偏二氟乙烯膜。室温下 5% BSA 封闭 1 h，
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随后与METTL14（1∶1 000）、METTL3（1∶1 000）、

PTEN （1∶1 000） 及 GAPDH （1∶1 000） 一抗

4℃孵育过夜。TBST 洗涤 3 次后，与 HRP 标记山

羊抗兔二抗（1∶1 000） 37℃孵育 2 h。最后利用

化学发光显色和凝胶成像分析系统检测组织中

METTL14、METTL3和PTEN的蛋白质条带亮度。

1.5.7　RNA免疫共沉淀-qPCR（RIP-qPCR）

通过 TRIzol 试剂提取总 RNA，参照 EpiQuik 

CUT&RUN m6A RNA 富集试剂盒说明书制备含

m6A 多克隆抗体的磁珠。RNA 与 m6A 抗体磁珠在

4℃下旋转孵育2 h，经200 μl洗脱缓冲液50℃洗脱

1 h 后，分离共沉淀 RNA 并按前述方法进行 qRT-

PCR检测。引物序列见表2。

1.5.8　RNA m6A斑点印迹检测

将总 RNA 点样至硝酸纤维素膜，先后通过

302 nm紫外交联和 5%脱脂牛奶封闭。PBST洗涤

后，膜与m6A抗体4℃孵育过夜，随后与HRP标记

山羊抗兔二抗孵育 2 h。最后采用增强化学发光显

色液显色，0.1%亚甲蓝染色液复染膜片。

1.6　统计学分析

所有实验均独立重复 3 次。采用 GraphPad 

Prism 9.5统计软件进行数据分析，数据以均数±标

准误表示。两组间比较采用Student’s t检验，多组

间比较采用单因素方差分析，事后多重比较采用

Tukey检验。P<0.05认为差异具有统计学意义。

2　结 果

2.1　针刺内关通过上调METTL14改善ASD幼鼠行

为症状

对 ASD 幼鼠生长状况的分析显示，敲低

METTL14逆转了针刺内关对体重尾长增长的促进

作用以及对刻板理毛行为的改善作用（图 1a~c）。

旷场实验观察到，针刺内关治疗诱导的ASD幼鼠

探索行为增强可被 METTL14 敲低所抑制 （图

1d~f）。此外，METTL14敲低逆转了针刺内关治疗

对ASD幼鼠社交能力的增强作用（图 1g，h）。水

迷宫实验结果证实，METTL14敲低导致针刺内关

治疗对 ASD 幼鼠学习能力的提升作用减弱 （图

1i）。由此可见，针刺内关通过上调METTL14来减

少 ASD 幼鼠的刻板行为并改善其社交与学习

能力。

2.2　针刺内关通过增强METTL14介导的m6A甲基

化促进PTEN表达与髓鞘重塑

为了探究METTL14在针刺内关发挥治疗效果

中的作用，对ASD幼鼠实施METTL14敲低处理并

验证了敲低效率 （图 2）。由于 METTL14 常与

METTL3 形成稳定的甲基转移酶复合物共同执行

m6A修饰功能［16］，为评估针刺及METTL14敲低对

该复合物的整体影响，同时检测了 METTL3 的表

达。qRT-PCR与WB检测显示，敲低METTL14可

消除针刺内关对 ASD 幼鼠海马组织中 METTL14、

METTL3 和 PTEN 水平的提升作用（图 3a~c）。免

疫组化与 RIP-qPCR 结果证实，敲低 METTL14 同

样抑制了针刺内关引起的ASD幼鼠海马组织PTEN

表达及其 m6A 水平升高（图 3d，e）。此外，敲低

METTL14逆转了针刺内关对ASD幼鼠髓鞘损伤的

改善作用（图4a）。通过ELISA、免疫荧光与qRT-

PCR检测发现，敲低METTL14还阻碍了针刺内关

诱导的ASD幼鼠MBP水平降低与NF155水平升高

（图 4b~d）。与针刺+敲低对照组相比，针刺+敲低

METTL14组幼鼠海马神经元树突棘密度显著降低

（图 4e）。以上结果表明，在ASD幼鼠模型中，针

刺内关通过增强METTL14介导的m6A甲基化促进

PTEN 表达，进而推动髓鞘重塑与海马神经元

修复。

Table 2　Primers for qRT-PCR and RIP-qPCR

Gene

PTEN

METTL14

METTL3

GAPDH

Forward primer sequence (5'-3')

ACCAGGACCAGAGGAAACCT

GGAGGAGGGTTTGCGTTTTG

TGCAGACCGACTCTTTCCAC

AACCCTCAACAGGGATGCTT

Reverse primer sequence (5'-3')

CCTTGTCATTATCCGCACGC

CGGCCTTTGGATCTAGGGTC

ATCCAGTTGGGCTGCACATT

GTTCACACCGACCTTCACCA
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Fig. 1　Acupuncture at Neiguan point improved behavioral disorders in juvenile ASD rats by regulating METTL14
(a-c) Effects of METTL14 knockdown on the improvements in body weight, tail length, and self-grooming frequency induced by acupuncture at 

Neiguan (PC6) in ASD juvenile rats. (d-f) Effects of METTL14 knockdown on the enhanced exploratory behavior induced by acupuncture at 

Neiguan, as evaluated by the open field test. (g-i) Effects of METTL14 knockdown on the improvements in social ability (three-chamber social test) 

and learning ability (Morris water maze test) induced by acupuncture at Neiguan in the ASD model. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Fig. 3　Acupuncture at Neiguan point influenced PTEN expression by regulating METTL14-mediated m6A methylation
(a-c) The effects of METTL14 knockdown on the expression of METTL14, METTL3, and PTEN in the hippocampal tissue of ASD model rats 

treated with acupuncture at Neiguan (PC6) were evaluated by qRT-PCR and Western blot. (d) The effect of METTL14 knockdown on the 

acupuncture-induced regulation of PTEN expression in juvenile ASD rats was observed by immunohistochemistry. (e) The effect of METTL14 

knockdown on the acupuncture-induced increase in PTEN m6A levels in hippocampal tissue was detected by RIP-qPCR. **P<0.01, ***P<0.001.
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3　讨 论

本研究首次将“玄府-髓窍”理论与RNA表观

遗传修饰轴相整合。中医认为“玄府”闭塞则神机

不运，现代研究提示，METTL14作为关键的m6A

甲基转移酶，其功能可视为调控“微观孔窍”开阖

的分子开关。METTL14表达或功能受损，可导致

PTEN 等关键基因的 m6A 修饰异常（窍闭），进而

引起下游髓鞘发育障碍（髓窍不通）。针刺内关通

过上调METTL14恢复了PTEN mRNA的m6A修饰

与稳定表达（开玄府），最终促进髓鞘生成、改善

行为（通髓窍）。这为“玄府-髓窍”理论提供了可

量化的分子生物学内涵。文章基于“玄府-髓窍”

理论，提出髓窍即玄府在脑髓中的微观体现。由于

ASD 的病因高度复杂，涉及基因突变、母体免疫

激活及环境因素等，目前尚无足够有效的物理或药

物疗法［27］。中医学认为ASD的核心病机在于“神

机不运，窍闭神昏”，其病位在脑，与心、肝、肾

等脏腑功能失调密切相关。“玄府”作为气液流通、

神机出入之微观孔窍，其开阖失常则导致神机运转

不利，出现神识昏蒙、社交障碍、言语不利等症。

本研究从“玄府-髓窍”理论出发，提出“髓窍”
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Fig. 4　Acupuncture at Neiguan point enhanced myelination and dendrite spine density in ASD models by promoting 
METTL14-mediated upregulation of PTEN

(a) The effect of METTL14 knockdown on the acupuncture-induced promotion of axonal myelination in juvenile ASD rats was assessed by 

transmission electron microscopy (TEM). (b-d) The effect of METTL14 knockdown on the acupuncture-induced alterations in MBP and NF155 

levels in the ASD model was detected by ELISA, immunofluorescence, and qRT-PCR, respectively. (e) The effect of METTL14 knockdown on the 

acupuncture-induced increase in dendritic spine density was observed via primary culture of hippocampal neurons from juvenile rats. ***P<0.001.
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为玄府在脑髓中的具体体现，其通利与否直接影响

髓海充盈与神机运转。现代研究提示，髓鞘作为神

经信息传导的关键结构，其发育不良可视为“髓窍

不通”的微观表现。轴突髓鞘形成异常和PTEN基

因 已 被 证 实 与 ASD 的 神 经 发 育 障 碍 密 切 相

关［4，7-9］。VPA啮齿类动物模型已成为研究ASD神

经生物学的经典模型［28］。产前暴露于VPA的啮齿

类动物表现出与ASD患者相似的缺陷特征［29］。目

前 ASD 的诊断主要依据行为学障碍［30］，旷场实

验、三室社交实验和水迷宫实验分别通过评估探索

与焦虑行为、社交能力以及学习记忆能力，成为评

价ASD样核心行为的有效手段［31-33］。多项研究表

明，髓鞘形成异常与ASD相关，并影响神经中枢

的信息处理与认知功能［34-36］。ASD 幼儿及学龄前

儿童存在髓鞘发育紊乱［37］。海马脱髓鞘小鼠模型

可出现神经元休眠及认知功能下降［38］。MBP作为

神经髓鞘的重要组成部分，限制中枢神经系统的髓

鞘形成［39］。而NF155作为髓鞘与轴突相互作用的

关键分子，在脱髓鞘疾病中表达降低［40］。PTEN突

变与ASD的强遗传关联性使其成为ASD病理生理

研究的典型模型［41］。PTEN 突变可驱动 ASD 模型

中的髓鞘形成异常［42］。已有研究发现，METTL14

介导的m6A甲基化可通过调控PTEN表达影响疾病

进程［15，18，43］。此外，METTL14介导的m6A甲基化

对中枢神经系统髓鞘形成至关重要［14］。然而，

METTL14 介导的 m6A 甲基化在 ASD 疾病中对

PTEN及髓鞘形成的作用尚未明确。本研究结果表

明，敲低METTL14可导致PTEN的mRNA表达及

m6A水平降低，且能逆转针刺内关对PTEN表达的

增强作用、对髓鞘形成的促进作用以及对ASD典

型行为的改善作用。这一过程可诠释为“针刺内

关，开玄府以通髓窍”的现代生物学机制，针刺通

过调畅气血、通达玄府，进而促进“髓窍”通利，

使髓海得充、神机得复，从而改善ASD患儿的核

心症状。由此证实，针刺内关通过“开玄府，通髓

窍”促进 METTL14 介导的 PTEN 表达上调缓解

ASD 症状。另外需注意的是敲低 METTL14 后

METTL3 的 表 达 也 发 生 下 调 ， 这 可 能 由 于

METTL14与METTL3在复合物中相互稳定，一方

缺失会导致另一方蛋白质稳定性降低，符合该复合

物的已知生物学特性［16］，这提示针刺可能通过调

控METTL14，进而影响整个m6A甲基转移酶复合

物的功能状态。在糖尿病与膀胱癌的相关研究中，

METTL14可通过调控PTEN影响PI3K/AKT信号通

路状态［15，43］，而针刺内关可通过调控 PI3K/AKT

信号通路发挥神经保护作用［44］。未来研究进一步

明确PI3K/AKT信号通路在针刺内关治疗ASD中的

作用，对进一步阐明ASD发病机制具有重要意义。

4　结 论

本研究首次从“玄府-髓窍”理论视角证实在

VPA诱导的ASD幼鼠模型中针刺内关穴可通过上

调METTL14的表达，增强PTEN mRNA的m6A甲

基化修饰以稳定其表达，进而促进髓鞘发育、改善

行为学症状，METTL14是介导针刺治疗作用的关

键分子。这个发现从 METTL14/m6A/PTEN 轴揭示

了针刺内关开玄府以通髓窍的现代生物学内涵，为

中西医结合防治ASD提供了新的理论依据和潜在

治疗靶点。
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Abstract　Objective  To clarify whether METTL14 mediates the core role of acupuncture at Neiguan (PC6) in 

promoting myelination and improving behavior in young autistic rats through gene intervention technology.

Methods  The ASD model was established by intraperitoneal injection of valproic acid (VPA) in pregnant rats. 

Male offspring were intracerebroventricularly injected with adenovirus-packaged METTL14 shRNA (sh-

METTL14) or its control (sh-NC) on postnatal day 1, with a model group set as well. Subsequently, the juvenile 

rats were divided into model group, acupuncture group, acupuncture+sh-NC group, and acupuncture+sh-

METTL14 group. The acupuncture group received acupuncture at Neiguan (PC6) from postnatal day 7, once 

daily for 21 consecutive days. Neurobehavioral changes were evaluated by behavioral tests; METTL14 

knockdown efficiency and the expression of METTL14, METTL3, and PTEN were detected by quantitative real-

time PCR (qRT-PCR) and Western blot (WB); PTEN m6A levels were measured by RNA immunoprecipitation-

qPCR (RIP-qPCR); myelin ultrastructure, expression of myelin basic protein (MBP) and neurofascin 155 

(NF155), and dendritic spine density were observed using transmission electron microscopy (TEM), enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA), immunofluorescence, qRT-PCR, and primary neuron culture.           

Results  Behaviorally, knockdown of METTL14 significantly counteracted the beneficial effects of acupuncture 

in improving self-grooming, open field exploration, three-chamber social interaction, and Morris water maze 

learning and memory (P<0.05, P<0.01). Compared with the acupuncture+sh-NC group, the acupuncture+sh-

METTL14 group showed significantly decreased mRNA and protein expression of hippocampal METTL14 (P<

0.01), and the upregulating effects of acupuncture on METTL3 and PTEN expression were reversed (P<0.01). 

Meanwhile, knockdown of METTL14 significantly inhibited the acupuncture-induced increase in PTEN m6A 

levels (P<0.01). Morphologically, knockdown of METTL14 attenuated the improvement of myelin structure by 

acupuncture, reversed the downregulation of MBP and upregulation of NF155 induced by acupuncture, and 

blocked the increase in dendritic spine density (P<0.05, P<0.01). Conclusion  METTL14 is a key molecule 

mediating the therapeutic effect of acupuncture at Neiguan. Acupuncture at Neiguan upregulates METTL14, 

thereby enhancing m6A methylation modification of PTEN mRNA to stabilize its expression, ultimately 

promoting myelin development and improving behavioral symptoms in ASD juvenile rats. This preliminarily 

reveals the modern biological connotation of “opening Xuanfu and dredging myelin”.

Key words　 autism spectrum disorder, acupuncture, Neiguan (PC6), Xuanfu, myelination, METTL14, m6A 

methylation
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