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!基础研究!

夹脊电针对脊髓损伤小鼠运动功能及凋亡蛋白的影响

卫"哲#

"

!

"周赞华#

摘要"目的"观察夹脊电针对脊髓损伤小鼠模型运动功能及凋亡蛋白的影响# 方法"

:9

只
&8<JKH9

雌性小鼠随机分为假手术组$模型组$针刺组和电针组%疏密波&

!H#"" ;B

'"

"

!

! ?L

"

#8 ?@M

("每组
!=

只"

采用腹腔注射麻醉剂制备
)#"N&(

模型# 选择
)$

和
)#!

两对夹脊穴进行针刺治疗"每天
#

次"干预
!$ O

#

观察
&1P*15Q

步态分析"采用
*-RP-/M J54P

测定脊髓
S8%

$

J1T

$

JE5

#

!

蛋白表达# 结果"与模型组同期比

较"电针组
#=

$

!$ O

小鼠爪印面积$支撑时相比增加"

S8%

表达降低"

!$ O

下肢摆动速度加快&

S U"

!

"8

')针

刺组
!$ O

小鼠下肢摆动速度$支撑时相比增加"

<

$

#=

$

!$ O S8%

表达降低 &

S U"

!

"8

')电针组和针刺组
%

$

!$ O J1T

表达降低"

<

$

!$ O JE5

#

!

表达升高&

S U"

!

"#

"

S U"

!

"8

'# 与针刺组同期比较"电针组
!$ O

爪印

面积变大$支撑时相比增加"

S8%

表达降低"

<

$

#= O J1T

表达降低"

<

$

!$ O JE5

#

!

表达升高 &

S U"

!

"8

'#

结论"夹脊电针可促进脊髓损伤小鼠运动功能恢复"抑制
S8%

$

J1T

和促进
JE5

#

!

表达#

关键词"脊髓损伤) 电针) 夹脊穴) 运动功能) 凋亡蛋白

>VV-EPR 4V >5-EP/41E0W0MEP0/- 1P '@1I@ S4@MPR

$

>X

#

J!

%

4M PC- >TW/-RR@4M 4V LW4WP4R@R S/4P-@MR 1MO

PC- +4P4/ ,0MEP@4M @M NW@M15 &4/O (MI0/2 +@E-

"

*>( YC-

#

!

!

1MO Y;GZ Y1M

#

C01

#

"

# +-O@E15 1MO ;-15PC

&455-[-

!

K@RC0@ &455-[-

!

YC-I@1M[

$

%!%"""

%&

! +-O@E15 &455-[-

!

NC1MP40 ZM@\-/R@P2

!

]01M[O4M[

$

8#8"=#

%

LJN)^L&)

$

G.I-EP@\-

$

)4 4.R-/\- PC- -VV-EPR 4V -5-EP/41E0W0MEP0/-

$

>L

%

1P '@1I@ W4@MPR

$

>X

#

J!

%

4M PC- -TW/-RR@4M 4V 1W4WP4R@R W/4P-@MR 1MO PC- ?4P4/ V0MEP@4M @M RW@M15 E4/O @MI0/2

$

N&(

%

?@E-6 +-PC4OR

7@M-P2

#

R@T V-?15- &8<JKH9 ?@E- A-/- /1MO4?52 O@\@O-O @MP4 NC1? [/40W

!

?4O-5 [/40W

!

1E0W0MEP0/-

$

LS

%

[/40W 1MO >L [/40W

$

O-MR-

#

O@RW-/R- A1\- 4V !H#"" ;B V/-_0-ME2

!

"

%

! ?L

!

#8 ?@M

%!

!= @M -1EC [/40W6 N&(

?4O-5 A1R W/-W1/-O .2 @MP/1W-/@P4M-15 @MI-EP@4M 4V 1M-RPC-P@ER6 '@1I@ W4@MPR

$

>X

#

J!

%

1P )$ 1MO )#! A-/- R-

#

5-EP-O6 >L 1MO LS A-/- W-/V4/?-O -\-/2 O12 1MO E4MP@M0-O V4/ !$ O12R6 &1P*15Q [1@P 1M152R@R A-/- O-P-E

#

P-O6 )C- -TW/-RR@4M 4V S8%

!

J1T 1MO JE5

#

! A-/- O-P-/?@M-O .2 *-RP-/M J54P6 ^-R05PR

$

&4?W1/-O A@PC PC-

?4O-5 [/40W

!

W/@MP 1/-1 1MO O0P2 E2E5- A-/- -MC1ME-O @M PC- >L [/40W 1P O12 #= 1MO O12 !$

!

PC- -TW/-R

#

R@4M 4V S8% A-/- O-E/-1R-O

$

S U"

%

"8

%&

PC- RA@M[ RW--O A1R @ME/-1R-O 1P O12 !$

$

S U"

%

"8

%

6 )C- RA@M[

RW--O 1MO O0P2 E2E5- A-/- -MC1ME-O @M PC- LS [/40W 1P O12 !$

$

S U"

%

"8

%!

PC- -TW/-RR@4M 4V S8% A-/-

O-E/-1R-O 1P O12 <

#

!$

$

S U"

%

"8

%&

PC- -TW/-RR@4M 4V J1T @M PC- >L 1MO LS [/40W A-/- O-E/-1R-O 1P O12

%

#

!$

!

PC- -TW/-RR@4M 4V JE5

#

! A-/- @ME/-1R-O 1P O12 <

#

!$

$

S U"

%

"8

%

6 &4?W1/-O A@PC PC- LS [/40W

!

W/@MP

1/-1 1MO O0P2 E2E5- A-/- -MC1ME-O @M PC- >L [/40W 1P O12 !$

!

PC- -TW/-RR@4M 4V S8% A-/- O-E/-1R-O

$

S U"

%

"8

%&

PC- -TW/-RR@4M 4V J1T @M PC- >L [/40W A-/- O-E/-1R-O 1P O12 < 1MO #=

!

PC- -TW/-RR@4M 4V JE5

#

! A-/- @ME/-1R-O 1P O12 < 1MO !$

$

S U"

%

"8

%

6 &4ME50R@4M

$

>L 1P I@1I@ W4@MPR

$

>X

#

J!

%

E405O W/4?4P- PC- /-

#

E4\-/2 4V 54E4?4P4/ V0MEP@4M

!

@MC@.@P PC- -TW/-RR@4M 4V J1T 1MO S8%

!

1MO W/4?4P- PC- -TW/-RR@4M 4V JE5

#

!6

`>a*G^FN

$

RW@M15 E4/O @MI0/2

&

-5-EP/41E0W0MEP0/-

&

'@1I@ W4@MPR

$

>X

#

J!

%&

?4P4/ V0MEP@4M

&

1W4WP4

#

R@R W/4P-@MR

""脊髓损伤$

RW@M15 E4/O @MI0/2

!

N&(

%后患者生活质 量明显下降!给社会和家庭造成了巨大的经济负担'

#

(

)

目前!越来越多的医学工作者关注于
N&(

后神经再生机

制的研究) 神经细胞黏附分子
K#

$

M-0/15 E-55 1OC-R@4M

?45-E05- K#

!

K#

%在
N&(

后的神经再生中发挥了重要作

用'

!

%

=

(

) 肿瘤抑制蛋白
S8%

$

P0?4/ R0WW/-RR4/ W/4

#

P-@M 8%

%为
K#

的下游分子!

K#

可激活酪蛋白激酶
!!

亚

基而导致
S8%

的抑制!从而促进神经元的存活水平和神



"!!&$$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3456 %$

!

74

!

!

经元神经突生长的新通路) 目前!关于
S8%

的研究大多

集中在肿瘤疾病和脑血管疾病方面!而对于
N&(

后
S8%

分子机制的研究尚需进一步深入探讨)

鉴于针灸在神经修复和神经再生中所发挥的作

用!笔者在前期研究中首次提出*针灸与
N&(

后
K#

表

达的相关性+假说!研究结果表明!电针华佗夹脊穴可

以诱导
N&(

小鼠
K#

的表达!促进神经修复!从而发挥

针灸对
N&(

神经再生分子的调控作用'

8

(

) 在此基础

上!本研究观察
N&(

后不同时间点电针对
S8%

及凋亡

蛋白
J1T

,

JE5

#

!

的影响!分析电针在
N&(

后抗细胞凋

亡机制中发挥的作用)

材料与方法

#

"实验动物"野生型
NS,

级雌性
&8<JKH9

小

鼠!

#"

周龄!购自广东省医学实验动物中心!

:9

只!体质

量$

!!

&

8

%

[

!动物质量合格证号为
N&X`

$粤%

!""$

%

"""!

) 实验动物饲养于汕头大学医学院实验动物中心!

室内环境恒定温度
!8

'!每
#! C

黑暗
H

光照循环交替!

动物自由摄食,饮水) 所用动物实验操作均遵循汕头大

学医学院实验动物伦理委员会的相关规定)

!

"主要试剂及仪器"

`*F$"$"

电脉冲治疗仪

$广州英迪电子医疗设备公司%&针灸针
"

!

!8

(

#% ??

$中研太和医药公司%&抗小鼠
S8%

抗体$美国

N1MP1 &/0B

公司!

RE

#

=<9:$

%&抗兔
J1T

抗体$美国

N1MP1 &/0B

公司!

RE

#

9!%9

%&抗小鼠
JE5

#

!

抗体$美

国
N1MP1 &/0B

公司!

RE

#

8":

%&氯胺酮$福建宁德古田

制药公司%&甲苯噻嗪$德国西格玛公司%&预染蛋白

+1/Q-/

$德国
)C-/?4 NE@-MP@V@E

公司%)

%

"分组及模型制备"实验小鼠按随机数字表分

为假手术组,脊髓损伤组$模型组%,针刺组及电针组!

每组
!=

只) 假手术组#仅给予小鼠椎板切除术) 其

余各组采用腹腔注射麻醉剂制备
)#"N&(

模型'

9

(

) 造

模成功的判定#致伤瞬间小鼠痉挛性摆尾!双下肢及躯

体回缩扑动后双下肢瘫痪) 术后小鼠分笼饲养!每天

进行
!

次人工挤压膀胱排尿!并观察皮肤有无压疮或

感染)

=

"干预方法"针刺组#行单纯手针治疗!取穴方

法参照-实验动物学.及-针灸实验动物图谱.!选择

)$

和
)#!

两对夹脊穴每
8 ?@M

捻针
#" R

!每天
#

次!

每
8

天休息
#

天!治疗
!$

天) 电针组#第
!

天进行电

针治疗!取穴方法同针刺组!针刺后连接
`*F$"$"

电脉冲治疗仪!疏密波$

!H#"" ;B

%!强度为
"

!

! ?L

!

治疗
#8 ?@M

!每天
#

次!每
8

天休息
#

天!治疗
!$

天)

8

"检测指标及方法"在
N&(

后的
%

,

=

,

#=

及
!$

天!每组取
9

只小鼠!用异戊烷吸入麻醉后!仰卧位固

定于动物手术台上!沿前正中线剪开皮肤,肌肉,胸膜!

打开胸腔!暴露心脏!迅速将输液针刺入心尖部!注意

防止用力过猛!戳破主动脉壁!灌注
SJN

缓冲液

$

W;<

!

=

%!剪开左心耳!流出血液冲洗干净后灌入
=b

多聚甲醛!直到脏器固定,四肢有僵硬感!取出脊髓!分

离以脊髓损伤核心区为中心的脊髓喙部及尾部的区域

各
"

!

8 E?

!总长
# E?

脊髓组织为新鲜组织样本!置

于%

$"

'冰箱保存待测定)

8

!

#

"

&1P*15Q

步态分析系统测定"于术前
!

周

对大鼠进行行为学训练!训练程序参照参考文献'

<

(

进行)

&1P*15Q

行为学测试选择的时间点为干预
#=

及
!$

天!指标包括#爪印面积,步周长,下肢摆动速度,

下肢支撑时相比!每只大鼠测试至少
%

次有效跑动结

果以用于最后的统计分析) 参与实验记录的人员对实

验的内容并不了解!以避免人为误差的发生)

8

!

!

"

S8%

,

J1T

,

JE5

#

!

蛋白检测"分别在后
%

,

<

,

#=

和
!$

天$

O%

,

O<

,

O#=

,

O!$

%对小鼠损伤脊髓采

用
*-RP-/M J54P

测定
S8%

,

J1T

,

JE5

#

!

的表达)

^(

#

SL

蛋白抽提试剂!加入蛋白酶抑制剂及
"

!

# ?45HK

S+N,

$比例
#

)

:

%!选择以损伤脊髓为中心包括脊髓

喙端和尾端
"

!

8 E?

的脊髓组织$总共
# E?

脊髓组

织%!加入裂解液!电动组织匀浆器
#8 """ / H?@M

转速

进行匀浆!

=

'离心!

#% """ / H?@M

!

!" ?@M

) 离心完

成后取上清!分装保存!待测) 以
J&L

法测蛋白浓

度!以
^(SL

调整蛋白浓度!蛋白煮沸变性
#" ?@M

)

配备
#!b

的分离胶!浓缩胶浓度为
8b

!待测蛋白样

品上样量为
#" #[H

孔!电泳条件选择
$"

$

#!" 3

) 选

择湿转法转膜!转膜条件为
%"" ?L

!时间为
% C

!转膜

后丽春红染色试剂对膜进行染色!观察转膜效果) 将

膜置于
%bJNL

#

)JN)

中室温轻摇
# C

封闭) 将膜以

%bJNL

#

)JN)

稀释
S8%

$

#

)

: $""

%,

J1T

$

#

)

:# """

%,

JE5

#

!

$

#

)

:# """

%,

LEP@M

$

#

)

:# """

% 及
]LSF;

$

#

)

:# """

%一抗孵育!于
=

'冰箱中轻摇过夜) 次日!

)JN)

洗膜
%

次!每次
8 ?@M

!

%bJNL

#

)JN)

稀释抗一

抗种属来源的二抗$

#

)

:# """

%!室温轻摇
# C

!

)JN)

洗

膜
%

次!每次
8 ?@M

)

>&K

显色液显色!曝光) 蛋白的

定量分析通过
(?1[- '

软件实现)

9

"统计学方法"所有数据由
NSNN #:

!

"

统计

软件包处理) 数据以
T

&

R

表示!采用单因素方差分

析,

)0/Q-2

检验)

S U"

!

"8

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组
&1P*15Q

步态分析结果比较$图
#

%"与
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"!!"$$"

假手术组比较!模型组
#=

,

!$ O

各指标降低 $

S U

"

!

"8

%) 与模型组比较!电针组
#=

,

!$ O

爪印面积增

大$

S U"

!

"8

%!电针组
#= O

下肢支撑时相比升高!两

个干预组
!$ O

下肢摆动速度及下肢支撑时相比升高

$

S U"

!

"8

%)与针刺组比较!电针组
!$ O

爪印面积增

大$

S U"

!

"8

%)

""注#

L

为步周长&

J

为爪印面积&

&

为下肢摆动速度&

F

为下肢支撑时相比& 与模型组比较!

!

S U"

!

"8

& 与针刺组比

较!

"

S U"

!

"8

&

M c8

图
#

$各组
&1P*15Q

步态分析结果比较

!

"各组小鼠脊髓
S8%

表达比较$图
!

%"与模型

组同期比较!电针组
#=

,

!$ O

小鼠脊髓
S8%

表达降低

$

S U"

!

"8

%&针刺组
<

,

#=

,

!$ O

小鼠脊髓中
S8%

表达

""注#

L

为各组不同时间点的蛋白印迹图&

J

为各组不

同时间点的
S8%

表达的定量分析&与模型组比较!

!

S U

"

!

"8

!与针刺组比较!

"

S U"

!

"8

&

M c=

图
!

$各组小鼠脊髓
S8%

表达比较

降低 $

S U "

!

"8

%) 与针刺组同期比较!电针组
!$ O

小鼠脊髓中
S8%

表达降低 $

S U"

!

"8

%)

%
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!

!

讨""论

N&(

的治疗多选择督脉电针的方法'

$

!

:

(

) 为了更

深入地探讨针灸对
N&(

治疗的作用机制!寻求更有效

的针刺穴位!本研究选择电针华佗夹脊穴对
N&(

小鼠

进行治疗) 马睿杰等'

#"

(研究发现!夹脊电针能减少髓

鞘生长抑制因子少突胶质细胞髓鞘糖蛋白的表达!从

而促进
N&(

后轴突的再生及大鼠后肢运动功能恢复)

本研究选择小鼠损伤脊髓附近的上下段两组夹脊穴进

行电针治疗!能够在脊髓内产生较强的电场!并且由于

夹脊穴特定的解剖学位置!相对于督脉穴位来讲!治疗

效果更为有效)

细胞凋亡是
N&(

后损伤加重,神经元细胞发生不

可逆改变的重要原因) 细胞的凋亡是由许多基因共同

参与调控的程序性死亡!其中
JE5

#

!

基因家族是目前

认为与凋亡密切相关的基因)

S8%

对神经细胞的分

化,神经突,轴突等的生长调节也有极其重要的作

用'

##

(

) 另有研究表明!

S8%

可以结合到
K#&L+

或

7&L+

基因启动子上'

#!

(

) 小
^7L

干扰
S8%

可以在

N&(

模型中!维护神经元生长锥的重建!以及维持神经

突的长度!从而达到改善小鼠
N&(

后神经功能损伤的

效果) 电针可以抑制血管性痴呆大鼠海马区的
S8%

和
74T1

表达而发挥抗细胞凋亡的作用!从而提高学

习和记忆能力'

#%

(

) 目前!针灸治疗的基础研究大多关

注于神经损伤后
J1T

,

JE5

#

!

等蛋白分子参与细胞凋

亡机制中的作用!而针灸对于神经损伤后
S8%

表达的

调控作用尚未见相关报道)

据此!在前期电针对
N&(

后
K#

表达的调控研究

基础上!本研究进一步观察
N&(

后电针对
K#

下游分

子
S8%

及凋亡蛋白
J1T

,

JE5

#

!

表达的影响) 结果显

示!电针和针刺在
N&(

后不同时间点抑制小鼠脊髓中

S8%

的表达!

N&(

后不同时间点电针和针刺可以分别

抑制小鼠脊髓中
J1T

的表达和促进小鼠脊髓中
JE5

#

!

的表达!发挥
N&(

后抗细胞凋亡作用) 研究结果表

明!电针疗法可以调控
K#

下游分子
S8%

的表达!而对

于
K#

参与的调节细胞分化增殖及抑制细胞凋亡的重

要信号转导通路的研究还有待于进一步深入)
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