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!基础研究!

夹脊电针对腰椎间盘退行性病变兔模型

椎间盘髓核蛋白聚糖表达的影响

邹$瞡#

$姜梦雅#

$李$解!

$黄国付%

摘要$目的$观察夹脊电针对腰椎间盘退行性病变"

LGG

#兔模型腰椎间盘髓核蛋白聚糖表达的影响$

方法$

9"

只新西兰兔随机分为正常组%假手术组%模型组和治疗组&组内分为
!$ M

%

:I M

两个取材时间点作

为亚组&每个亚组
:

只$ 轴向压力诱导
LGG

后行
L9

%

L:

夹脊穴电针干预
!$ M

&各组于
!$ M

%

:I M

取椎间盘

组织&

*-NO-/F P54O

法检测二聚糖"

PQ7

#及核心蛋白多糖"

G&7

#蛋白表达$ 结果$与正常组同期比较&

假手术组各时间点
PQ7

及
G&7

蛋白表达差异无统计学意义"

R S"

!

":

#'模型组
!$ M

%

:I M PQ7

及
G&7

蛋白表达降低"

R T"

!

":

#$ 与模型组同期比较&电针组
:I M PQ7

及
G&7

蛋白表达升高"

R T"

!

":

#$ 结论

夹脊电针可以通过上调退变椎间盘髓核组织中蛋白聚糖的表达防治
LGG

$

关键词$电针' 夹脊穴' 椎间盘退行性病变' 二聚糖' 核心蛋白多糖
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$$腰椎间盘退行性病变$

50=.1/ M>NE M-@-F-/1

#

O>4F

!

LGG

%是指以椎间盘退变为病理基础的一类疾

病!如腰椎间盘突出症'退行性腰椎病等!临床多发!且

易复发!严重影响患者生活质量甚至导致劳动能力丧

失(

#

)

* 对
LGG

的防治研究!一直是国际相关研究领

域的焦点* 基质降解和合成代谢之间的失衡被认为是

LGG

的主要病理环节(

!

)

!主要表现为髓核组织水分和

营养的减少!蛋白聚糖是细胞外基质的主要成分!对于

稳定髓核细胞功能'维持椎间盘的结构具有重要的意

义* 本实验研究电针夹脊穴对退变腰椎间盘组织蛋白

聚糖表达的影响!探讨电针纠正基质代谢'防治
LGG

的作用机制*

材料与方法

#

$动物$清洁级健康成年雄性新西兰大白兔
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!由武汉大学

实验动物中心提供!实验动物证许可证号#

]&U`

$鄂%

!"#%

"

"""!

!由武汉市第一医院中心实验室在

标准条件下$温度
!%

%

!8

&!相对湿度
I"b

!明暗

交替%适应性饲养
%

周后开始实验!实验程序经武汉

市 第 一 医 院 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批

$

74

!

!"#9"#$

%*

!

$主要仪器及试剂$

]>@F1 \GV %

!

")

磁共振

器 $美 国
Q<

公 司 %&

\[7]

穴 位 神 经 刺 激 仪

$

\[7]

"

!""[

!南京济生医疗科技公司%&电钻$上

海锐奇工具公司!

'(Y

#

]\";

#

#"& I;#"'<W

%&毫针

$健卫仕牌针灸针!型号#

R%!#:

!直径
"

!

!: ==

!长

9" ==

%!电泳仪$北京六一仪器厂!

Gaa

#

8&

%&

P5@

#

52E1F

一抗$北京博奥森生物!

.N

#

8::!W

%&

G-E4/>F

一抗$武汉博士德生物公司!

P["8;$

%&标记羊抗小鼠

二抗 $武汉博士德生物公司!

P[#":#

%!

R+],

$

]):"I

%'

W(R[

裂解液$

R""#%P

%'

P&[

蛋白浓度

测定试剂盒$

R""#"\WR

%均购自北京碧云天生物技

术公司*

%

$造模'分组及干预方法$参照
`/4-.-/ +*

等(

%

)造模方法!动物背部备皮!

#"b

的水合氯醛

$

# =LJB@

%耳缘静脉注射麻醉后俯卧位固定!在相邻

两椎体$

L9

'

L:

%的椎旁一侧做直切口!钝性分离椎旁

肌肉!显露椎体后分别在相邻两椎体钻入一直径

#

!

: ==

克氏针!并在每根克氏针两端安装一垂直的

连接杆!两个连接杆之间装以自制的弹簧装置!施以

!"" 7

的压力持续加压
!$ M

* 安装造模器后常规给

予青霉素
9

'

#"

I

(Z

肌肉注射预防感染!

#

次
JM

!连续

: M

*

+W(

检测判定造模成功* 造模不成功予以剔除

后补齐样本量!本次造模成功率
I8

!

:b

* 所有动物进

行编号!按随机数字表分为
9

组!每组
#"

只!每组分

为
!

个亚组!正常组#正常饲养&假手术组#只穿刺!不

进行椎体间加压力&模型组#穿刺并进行轴向力诱导

LGG

模型!以上三组分别在第
!$ M

及
:I M

时间点处

死
:

只并取组织* 电针组#穿刺并加压! 第
!$ M

处死

:

只!另外
:

只取下模型装置!电针治疗
!$ M

后取组

织* 动物处死前行
+W(

检测!判断模型是否成功*

电针治疗参考实验动物穴位标准定位(

9

)

!选取双

侧
L9

'

L:

夹脊穴!直刺
"

!

:

%

"

!

$ E=

!快速捻转至针

下沉涩感后!接以
\[7]

穴位神经刺激仪!刺激参数

均为调频波$

!J#: \c

!即频率在
! \c

与
#: \c

之间

交替!每种频率持续
% N

!以
I N

为
#

个周期%&其波宽

在
! \c

时为
"

!

I =N

!

#: \c

时为
"

!

9 =N

!刺激强度

为
#

%

! =[

!每次每穴
!" =>F

!每天
#

次* 连续
I M

为
#

个疗程!疗程间隔
# M

!共干预
9

个疗程*

9

$检测指标及方法

9

!

#

$一般状态$术后及电针干预期间!观察实

验动物一般状态及健康情况!包括精神'毛发'饮食!肢

体活动功能及死亡率*

9

!

!

$兔椎间盘磁共振检测$预期造模时间

$

!$ M

%到达后!拆除兔加压装置!拔出克氏针!采用磁

共振器$

%

!

")

%!摄
)!

加权$矢状位%像!行
L9

#

:

椎间

盘
+W(

平扫!行
)!

矢状位及轴位像!以判断模型是否

成功*

9

!

%

$二聚糖$

.>@52E1F

!

PQ7

%和核心蛋白多糖

$

M-E4/>F

!

G&7

%蛋白表达检测$行
+W(

检查后将动

物处死!取出椎间盘组织!从正中矢状位将其分成两部

分!一部分置"

8"

&冰箱供蛋白表达分析!一部分其

他分子生物学分析*

*-NO-/F P54O

法检测
PQ7

和

G&7

蛋白表达* 将新西兰兔椎间盘髓核组织加适量

裂解液!匀浆后离心机中!所得样品采用经典的
P&[

法测定浓度!配制
#"b

的
R[Q<

胶电泳!待浓缩胶凝

固后!将样品蛋白摇匀!依次上各组蛋白样品!待凝胶

中的溴酚蓝离底部有
# E=

处时停止电泳!根据胶的大

小剪
R3G,

膜及滤纸!

R3G,

膜用甲醇浸泡
% d: N

后

和滤纸一同浸泡于电转缓冲液中* 然后用含
:b

脱脂

奶粉的
)P])

浸泡
R3G,

膜!室温摇床封闭
! ?

* 加入

一抗孵育!

)P])

充分洗涤
R3G,

膜
: d I

次!每次

: =>F

!用封闭液稀释相应的
\WR

标记二抗稀释!使

R3G,

膜浸泡于二抗孵育液中!

<&L

化学发光!显影!定

影*

P1FM]E1F

分析胶片中
PQ7

和
G&7

灰度值!计

算各组目的蛋白和内参的比值!取其平均数后计算不同

时间点
PQ7

和
G&7

的相对表达量及变化趋势*

:

$统计学方法$采用
]R]] #8

!

"

软件!结果以

V

(

N

表示* 组内比较采用单因素方差分析!组间比较

采用
O

检验分析!

R T"

!

":

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组动物一般状态比较$部分动物在建立模

型后出现耳源静脉注射一侧耳廓部分缺失!造模后共

#%

只实验动物出现下肢活动欠灵活*

I

只动物在造

模后
#

周内死亡!予以剔除后补齐* 余各组动物在造

模及电针干预期间整体发育良好!反应灵活!食欲正

常!无肌肉萎缩!毛发颜色有光泽!无蓬乱及感染*

!

$各组磁共振检测椎间盘髓核组织信号变化

$图
#

%$正常组椎间盘表现为均匀明亮的高信号!所

示椎间盘与邻近节段的椎间盘信号无明显差异!模型

组椎间盘表现为黑色!无信号强度!与正常椎间盘差异



中国中西医结合杂志
!"#$

年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3456 %$

!

74

!

!

"!!&##"

$$注#

[

为正常组椎间盘
+W(

矢状位!髓核信号均匀而高量&

P

为假手术组!与正常组无明显差异&

&

为模型组!椎间盘无信号强

度!表明髓核水分丢失!蛋白降解&

G

为电针组治疗后!椎间盘信号

与模型组相比有部分改善&

<

'

,

'

Q

'

\

为对应轴位像&箭头所指为椎

间盘信号改变

图
#

#各组
+W(

图

明显!电针组治疗后与模型组椎间盘信号无明显差异*

%

$各组
PQ7

及
G&7

蛋白表达比较$图
!

%$与

正常组同期比较!假手术组各时间点
PQ7

及
G&7

蛋

白表达差异无统计学意义$

R S"

!

":

%&模型组
!$ M

及

:I M PQ7

及
G&7

蛋白表达降低$

R T"

!

":

%* 与模

型组同期比较!电针组
:I M PQ7

及
G&7

蛋白表达

升高$

R T"

!

":

%*

$$注#

[

为蛋白印记结果&

P

为
PQ7

表达&

&

为
G&7

表达&

#

为正常

组&

!

为假手术组&

%

为模型组&

9

为电针组&与正常组同期比较!

!

R T

"

!

":

&与模型组同期比较!

!

R T"

!

":

图
!

#各组
PQ7

及
G&7

蛋白表达比较

讨$$论

LGG

可随着年龄的增加而逐渐发生!纤维软骨逐

渐替代髓核中黏液样胶原物质!并使髓核的形态随着

改变!其中胶原
#

'胶原
!

'

PQ7

'

G&7

'纤维调节素等

基因表达下调(

:

"

8

)

* 蛋白聚糖包括
PQ7

和
G&7

!是

髓核细胞外基质的主要成分!也是椎间盘能有充足的

营养供应的主要来源!通过核心蛋白的作用与
"

'

#

型

胶原纤维的结合!导致胶原纤维形成的时间延迟或形

成较细的纤维!从而可防止椎间盘等结缔组织的钙化!

是椎间盘保持固有弹性'抵抗压力'吸收震荡的基

础(

$

)

* 既往研究多集中于纤维环在
LGG

中的作用!

忽视了髓核组织作为椎间盘主要营养来源的重要性!

本研究从蛋白聚糖的角度探讨了电针预防
LGG

的

机制*

髓核在承受压力的情况下使脊椎均匀地负荷!髓

核具有可塑性!在压力下变为扁平状!使压力向各个方

向传递* 长期过度压力诱导和应力负荷是
LGG

形成

的重要原因之一!压力诱导可导致细胞'细胞因子和细

胞外基质相互影响而构成了难以自行逆转的恶性循

环!早在
!""!

年
`/4-.-/ +*

等(

%

)报道了与压力诱

发
LGG

原理类似的模型!其模型能够以周为时间单

位!使压力装置作用于椎间盘!导致椎间盘发生明显的

退变!符合人体自然退变的规律!并可方便地开展细胞

和基因水平的相关研究* 本研究参照该造模方法并加

以改进!成功建立了
LGG

模型后!部分动物在出现一

侧耳廓部分缺失!考虑为多次耳源静脉注射后引起局

部结痂!造模后动物出现下肢活动欠灵活!考虑为

LGG

引起的下肢活动障碍!与本病临床表现相符* 蛋

白印记结果发现退变的椎间盘组织中
PQ7

及
G&7

含量蛋较正常椎间盘明显降低* 正常组与假手术组二

者表达无差异!说明未经压力诱导的椎间盘髓核中蛋

白聚糖未出现降解*

目前临床上
LGG

性疾病的治疗如非手术治疗

$非甾体类抗炎药'物理治疗及疼痛管理等%和手术治

疗$如椎体融合'椎间盘置换及椎间盘内电热治疗等%

多疗效欠佳(

;

!

#"

)

!且不能从根本上阻止
LGG

的发生和

发展* 本病归属于中医学的+腰痛,'+痹症,范畴!电

针疗法一直备受青睐!其临床疗效已经得到了国际社

会的关注和认可(

##

!

#!

)

* 夹脊穴位于背腰部!与旁行的

足太阳经和背部正中的督脉联系密切!-灵枢"经脉.

曰#膀胱足太阳之脉//其直者!从巅入络脑!挟脊抵

腰中//其支者!从膊内左右别下贯脚!挟脊内* 现代

临床研究亦发现针刺夹脊穴!向脊柱方向透刺!可引起

针感传导直达病所的效应!通过神经体液调节作

用(

#%

)

!影响交感神经末梢释放化学介质!使病变受累

的脊椎'关节'肌肉'韧带等组织结构以及神经血管邻

近组织产生良性反应(

#9

!

#:

)

!调整改善脊椎内外环境!

使之趋于平衡* 本课题组前期研究认为!电针夹脊穴

对腰
LGG

性疾病具有良好的治疗作用!电针能降低
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!
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!

3456 %$

!

74

!

!

LGG

引起的免疫炎症反应(

#I

"

#$

)

!本研究从
LGG

的始

动因素出发!探讨了髓核中蛋白聚糖电针治疗前后的

差异!结果发现电针夹脊穴干预
!$ M

后可增加髓核中

PQ7

和
G&7

蛋白表达!电针夹脊穴可以通过促进退

变椎间盘髓核组织中蛋白聚糖的表达!纠正细胞外基

质的合成与分解失衡!从而达到防治
LGG

的效果*

磁共振技术的引用是本研究的特色之处!可以敏感

地发现髓核信号的变化!已经广泛运用于临床评价

LGG

!

P-FF-B-/ L+

等(

#;

)对
%;

例患者行腰椎间盘

+W(

检查发现
)!

信号强度'椎间盘高度等影像学量化

参数分别与水含量'蛋白多糖含量评分显著相关* 本研

究发现退变椎间盘髓核信号降低!水分丢失!蛋白聚糖

加速降解* 本研究将传统的针刺方法'夹脊穴理论与现

代分子生物学技术'影像学相结合!从椎间盘髓核蛋白

多糖的角度出发!探讨了蛋白聚糖参与电针保护
LGG

的机制!为临床治疗提供了科学的理论依据!研究的不

足之处在于椎间盘组织中纤维环以及软骨终板的退变

各有不同的特点!

LGG

的网络信号机制错综复杂!具体

的信号传导途径及相互作用还有待于进一步研究*

利益冲突#作者承若不存在利益冲突*
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