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电针督脉对实验性脊髓损伤大鼠
水通道蛋白一4的影响

637

韩清民 谢 杰 柴生颤 方 坚 刘庆思

摘要 目的 电针督脉对大鼠脊髓损伤后水通道蛋白一4(AQP一4)表达和后肢功能恢复的影响。方法

取SD大鼠150只，分为正常组(50只)、模型组(50只)、电针组(50只)，模型组和电针组用改良的A11en法制

成脊髓损伤模型，于模型成功后，电针组针刺督脉上大椎和命门穴3min，每天1次，连续7天。于实验第1、

3、7、14、21天分别对大鼠后肢功能进行BBB评分，应用免疫组织化学技术检测脊髓组织AQP一4的表达，用

图像分析仪进行定量分析。结果 脊髓损伤后第1天，模型组和电针组受损脊髓灰质、白质中AQP一4的表

达明显增加；第3天时均达到高峰，但电针组低于模型组(P<0．05)。第7、14、21天，与模型组比较，电针组

AQP一4表达也较低(P<0．01)。结论 电针督脉使脊髓损伤后AQP一4表达减少，这可能有利于抑制脊髓水

肿、消除脊髓继发性损伤，保存了残存正常脊髓组织并促进神经组织重建。
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Abstract objective To investigate effects of electro—acupuncture(EA)on Du IⅥeridian on the water

channel aquaporin一4(AQP一4)expression and hind limbs function recovery in experimental spinal cord injured

rats．T订ethods One hundred and fifty SD rats were divided into the normal gIDup，the model group and the EA

group，with 50 rats in each group，modified Allen method was used to establish spinal cord injury modelin the

model and EA group．Rats in the EA group was EA on Dazhui and Ming men acupoints after modelling success—

fuUy．At the 1st，3rd，7th，14th and 21th day after injury，the hind limbs function of rats was evaluated by

BBB scales respectively， and the AQP一4 expression in spinal cord tissue was determined by immunohistoche—

mistry technique and quantity analysed with image analyzer．Results At the 1st day after spinal cord injury，

the AQP一4 expression was significantly increased in gray matter and white matter of spinal cord in the model

group and the EA group，which reached the peak at the 3rd day，but showed significant difference between the

two groups(P<0．05)，and the difference at the 7th，14th and 21th day became more significant(P<0．01)．

Conclusion EA on Du Meridian can down—regulate AQP一4 expression after spinal cord injury，inhibit spinal

cord edema for aneviating secondary spinal cord lesion，so as to protect the residual normal spinal cord tissues and

promote the rebuilding of nervous tissues．
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水通道蛋白一4(Aquaporin一4，AQP一4)又称为汞不

敏感水通道蛋白(mercury insensitive water channel，

MIWC)⋯，其主要分布在中枢神经系统包括脑和脊

髓㈨。在对鸡胚胎的脑AQP一4表达的研究中发现，

AQP一4的表达是与中枢神经系统的血一脑(脊髓)屏
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障的成熟和功能相关旧’。但目前还不清楚AQP一4表

达是有利于清除还是加重水肿液体的形成。本课题通

过观察电针督脉对脊髓损伤条件下AQP一4表达的影

响，以期能有助于解释脊髓继发性损伤中细胞分子水

平的病理机制，为保护残存的脊髓神经组织拓展新的

思路，同时能更进一步为电针督脉治疗脊髓损伤所致

外伤性截瘫提供理论支持。

1材料

材料与方法
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1．1 动物 健康普通级SD大鼠，体重200～

2509，雌雄各半，雌鼠无孕，由广州中医药大学实验动

物中心提供。

1．2主要试剂 水合氯醛为中国医药集团上海

化学试剂公司产品，Rabbit anti—Aquaporin一4、SABC免

疫组化染色试剂盒、DAB显色试剂盒均为武汉博士德

生物有限公司产品；Mayer苏木素为Sigma公司产品。

2方法

2．1实验分组分为3组：即正常组、模型组和

电针组，每组50只；每组再分为1、3、7、14、21天5个

不同时间段小组，每小组10只。

2．2脊髓损伤动物模型制作 用改良A1len方

法，大鼠自由饮食、饮水，用10％水合氯醛腹腔注射麻

醉(0．3ml／1009)；以T 12棘突为中心作后背部5～

6cm长的正中切口，切开皮肤及肌肉，剥离附着在棘突

和椎板上的软组织，之后咬除T 12棘突和全部椎板及

相邻T 11、T 13上下各半个椎板，椎管打开至椎弓根

部，充分暴露10 mm长的脊髓，使硬脊膜完整。缝合

皮肤，用10 g重量的物体于10 cm的固定高度呈自由

落体落下至创口，致伤能量为100 g／cm，造成大鼠不

完全性损伤的撞击伤模型。造模成功的标志：大鼠双

下肢呈回缩性扑动，尾巴出现痉挛性摆动。正常组不

作处理。

2．3 电针督脉 造模成功后电针督脉，即大椎

(C7棘突下)、命门(L2棘突下)穴各刺入一枚毫针，针

刺深度0．5cm。大椎穴接正极，命门穴接负极，电针

3min，电针频率20Hz，持续脉冲电流，强度以双下肢出

现规律性收缩抖动为准。此后，每天电针1次，连续7

天为1个疗程。

2．4脊髓取材模型组及电针组于术后1、3、7、

14、21天麻醉动物(用10％的水合氯醛腹腔注射，每次

每组取10只大鼠)，行开胸术暴露心脏，用12号灌注

针头沿左心室插入主动脉，迅速剪破右心耳，同时用

37℃生理盐水约200mI经左心室主动脉灌注冲洗血

液，至右心耳流出淡红色液体后，用4℃含4％多聚甲

醛的0．1mol／L磷酸缓冲液(pH=7．4)250m卜决速灌

注固定。取胸、腰段脊髓浸入上述同样浓度固定液中，

固定于4℃冰箱内约24～48h(根据所取灌注固定组织

的情况而异)。

3神经功能检测 按BBB评分项目表¨1。

4 AQP一4检测 脊髓组织经石蜡包埋，切片机

将蜡块切成厚度约5“m的石蜡切片，采用免疫组化染

色检测AQP一4的表达、3。。

5 染色积分光密度(integrated optical density，

IOD)检测 每只大鼠取12张切片，用北京航空航天

大学病理图像分析系统(3．0)分析各片的IOD，12张

切片均值为该大鼠脊髓的AQP一4染色IOD。

6统计学方法 采用SPSS 10．0统计软件包进

行统计处理，采用单因素方差分析。

结 果

1 电针督脉对脊髓损伤大鼠后肢神经功能的影

响见图1。手术后第1天，模型组、电针组大鼠均表

现为后肢瘫痪；第3、7天时，电针组大鼠功能开始改

善，与模型组大鼠比较差有异显著性(P<0．05)；第

14、21天时电针组大鼠已能在平地行走，模型组大鼠

则行走较困难。

不l司时I司段

图1 3组大鼠不同时间段后肢功能的BBB评分比较

2损伤脊髓AQP一4的表达

2．1 各组大鼠免疫组化染色结果 正常组大鼠

第1、3、7、14、21天的脊髓切片中在脊髓灰质和白质均

可见一定量AQP一4表达，阳性细胞胞膜呈棕黄色；阳

性细胞主要位于神经胶质细胞胞膜及临近毛细血管的

星形胶质细胞突起末端的脚板膜上(血脑屏障的重要

组成部分之一)及白质髓鞘周围的神经胶质细胞(主要

是少突胶质细胞)膜上和胶质界膜也有表达，而神经元

膜上几乎无表达(图略)。

2．2 AQP一4免疫组化IOD测定结果 见表1。

术后第1天，电针组和模型组大鼠脊髓灰质白质中

可见神经胶质细胞膜上棕黄色免疫标记明显增加，与正
表1 3组大鼠术后不同时间AQP一4免疫组化IoD比较 (10D值，孟±s)

注：与正常组比较，”P<0．05，“P<O．01；与模型组比较，6P<O．05，66P<0．01
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常组比较差异有显著性(P<0．05)；两组在第3天，

AQP一4表达均达峰值，且白质中AQP一4表达强于灰

质，少数神经元膜上也出现弱阳性，与正常组比较差异

有显著性(P<0．01)，而电针组表达又弱于模型组

(P<0．05)；术后第3、7、14、21天电针组AQP一4表达

与模型组比较，进一步降低(P<0．05或P<0．01)，第

21天时电针组AQP一4表达已经接近正常。

讨 论

近年来脊髓继发性损伤的机制已经受到重视，而

脊髓损伤后血管和神经生化机制又被认为是脊髓继发

性损伤的两个基本要点。这对脊髓损伤基础与临床提

供了一些新的研究方向。

中医学认为，脊髓损伤所致外伤性截瘫属于学“截

瘫”、“痿癖”的范畴，而按经络学说原理外伤性截瘫当

属“督脉损伤”，故外伤性截瘫患者，损其督脉是实质。

针刺督脉能直达病所，符合“治病必求其本”之说，故治

瘫当首取督脉。徐斌b 3认为电针督脉治疗外伤性截瘫

的机理之一可能为改善局部血液微循环，改变脑脊液

的流动，减轻脊髓损伤部位水肿、血肿的压迫，减少脊

髓继发性损伤的加重因素。我们采用电针督脉治疗实

验性大鼠脊髓损伤，就是为了对这一机制进行试证性

研究和探讨。

AQP一4作为近10年来神经科学方面的最新研究

成果而受到了医学界的重视。Manley，GT等¨1于

2000年报道了AQP一4基因剔除大鼠在急性水中毒和

中脑动脉栓塞所致的局部缺血性中风的条件下，脑组

织的水含量和黏附在毛细血管周围的星形胶质细胞足

突肿胀会明显减轻，提示了拮抗AQP一4这一中枢神经

水液运输的关键角色可以成为减轻脑水肿新的治疗

方法。

本实验从大鼠神经功能学评定来看角度，与模型

组比较，电针组在第3、7、14、21天大鼠神经功能逐渐

恢复，这与脊髓损伤后AQP一4表达的减少几乎呈同步

进行，说明电针督脉通过使脊髓损伤后AQP一4表达的

减少，可能抑制脊髓水肿的程度来消除脊髓的继发性

损伤，保护了残存的正常脊髓组织并促进其神经组织

的重建。本实验还观察到脊髓继发性损伤中脊髓组织

水肿病理机制之一是损伤诱发了血脑屏障的星形胶质

细胞胞膜上AQP一4的表达，促进了水液能迅速通过毛

细血管进入神经组织间隙所造成的，并且使少数神经

元上有了AQP一4非正常表达。
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首届全国中西医结合传染病学术会议征文通知

中国中西医结合学会主办的首届全国中西医结合传染病学术会议拟于2005年12月在广东省深圳市召开，现将有关征文事项

通知如下。

1征文内容(1)各种传染病的中西医结合诊疗和实验研究。(2)中西药和中西医结合防治传染病的经验总结。(3)中西医

结合防治传染病的研究方法、思路和发展战略。(4)中医药和中西医结合诊疗传染病的进展和评价。(5)运用多种疗法(如针灸、气

功等)、多种给药途径(栓剂、保留灌肠、皮肤给药、器官给药、腧穴给药等)治疗各种传染病的应用和配合研究。(6)各种肝病动物模

型、病理机制、检测技术、诊断标准的最新进展及动态。

2征文要求稿件要求5 000字以内未发表过的论文及500字摘要各1份，注明作者姓名、单位、地址及邮编或E—mail。稿件

可邮寄，地址：深圳市布新路2019号深圳市东湖医院(邮编：518020)聂广收。亦可通过E—mail发来。E—mail：dhyy@21cn．com，并注

明“会议征文”。截稿日期：2005年9月30日。联系人：蒋小玲、张瑛；电话：0755—25604034。

 万方数据


