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摘要

目的：探讨运动点电针对急性脊髓损伤大鼠半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3（caspase-3）和降钙素基因相关肽（CGRP）表

达的影响。

方法：将60只SD大鼠随机分为4组，每组15只。A组：运动点电针组；B组：非运动点电针组；C组：模型组；D组：假

手术组。采用改良的Allen法建立大鼠急性脊髓损伤模型。A、B组分别于术后立即开始下肢运动点和非运动点进

行电针治疗；C、D组不做任何治疗。各组大鼠分别于1、4、7d行BBB评分，通过免疫组织化学方法（IHC）观察各组

caspase-3和CGRP阳性细胞的表达情况。

结果：60只SD大鼠均进入结果分析。BBB评分结果显示：A组评分明显高于B、C组（P＜0.05）；免疫组化结果显

示：①caspase-3的表达：损伤后各组均可见阳性细胞表达，D组仅见少量的阳性细胞。其中A、B组阳性细胞表达明

显低于C组（P＜0.05）；而A组的表达又明显低于B组（P＜0.05）；②CGRP的表达：各组均可见阳性细胞表达，A、B

组明显高于C组（P＜0.05），而A组又明显高于B组（P＜0.05）。

结论：运动点电针可抑制caspase-3和促进CGRP的表达，可能有助于脊髓功能的恢复。
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Abstract
Objective: To discuss the impact of electroacupuncture at motor points on caspase-3 and calcitonin gene relat-

ed peptide（CGRP） expressions of rats with acute spinal cord injury.

Method: Sixty SD rats with spinal cord injury were randomly divided into four groups, 15 rats in each group:

group A: electroacupuncture at motor points; group B: electroacupuncture at non-motor points; group C: model

group; group D: sham-operated group. Modified Allen's method was used to establish rats model of acute spi-

nal cord injury. Rats in groups A and B acupuncture therapy were administered at motor points and non-motor

points immediately after spinal cord injury. Rats in groups C and D received no treatment. At day 1,4 and 7,

BBB(Basso-Beattie-Bresnahan) scores were assessed in each group,Then the expressions of caspase-3 and CGRP

positive cells of rats after acute spinal cord injury in each group were observed by immunohistochemistry meth-

od.
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脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是由于各种

致病因素引起脊髓结构、功能的损害，造成损伤平面

以下脊髓段支配的运动、感觉、括约肌和自主神经功

能障碍。目前，还没有一种方法能够完全治愈SCI

所造成的后遗症[1]。现代医学研究指出半胱氨酸蛋

白酶 3（caspase-3）的激活在神经损伤后诱发的脊髓

细胞凋亡早期的启动与执行过程中起着重要作用，

是细胞凋亡的早期生化指标，而降钙素基因相关肽

（calcitonin gene related peptide，CGRP）是重要的

内源性神经营养因子，它参与、介导了脊髓损伤后神

经的重塑，与神经再生关系密切；综合近年来的临床

和动物实验研究[2]可以发现，电针在脊髓损伤后造

成的截瘫恢复方面取得了毋庸置疑的作用。高燕玲

等[3]研究发现电针伸腕、伸指功能的肌肉运动点可

以明显改善偏瘫手运动功能；而本实验组前期研究

亦证实肌肉运动点电针对脑卒中后肢体运动功能恢

复有独特疗效[4]。故本实验通过采用免疫组织化学

的方法观察运动点电针对急性脊髓损伤大鼠 cas-

pase-3 和 CGRP 表达的情况，探讨针刺下肢肌肉运

动点的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

选用 220±10g 雌性健康 SD 大鼠 60 只（由成都

达硕实验动物有限公司提供，清洁级，许可证号为：

SCXK（川）2008-24），随机分为4组，A组：运动点电

针组（15只），B组：非运动点电针组（15只），C组：模

型组（15只），D组：假手术组（15只）。每组又分为

1d、4d、7d 3个时间点观察，每个时间点随机抽取 5

只。

1.2 大鼠SCI模型的建立

所有大鼠采用 3.6%水合氯醛作腹腔麻醉（1ml/

100g），后路暴露T10段脊

髓用改良的Allen撞击法[5]以30g·cm打击量撞击

T10段脊髓，造成该段的急性中度脊髓损伤，然后冲

洗伤口，逐层缝合损伤区域。造模成功的标志：Al-

len装置撞击脊髓的瞬间可以听到局部钝性撞击声，

可以看到以下3个征象：①身体痉挛性颤动；②尾巴

痉挛性摇动；③硬脊膜内充血或血肿。3个征象出

现其二即为造模成功。术后处理：①在腹腔注射青

霉素(10万U/d)以抗感染；②保持室温在 20—23℃，

湿度 50%—60%；③每日按摩膀胱 2 次至其出现自

主排尿为止。假手术组仅切除椎板,不损伤脊髓。

1.3 治疗方法

1.3.1 器具：华佗牌一次性针灸针（苏州医疗用品厂

有限公司生产），常州产长城脉冲电疗仪 KWD-808

Ⅰ，外周神经电刺激仪（型号SY-708Ａ，江苏苏云医

疗器材有限公司生产）。

1.3.2 关键肌运动点定位：使用外周神经电刺激仪

及刺激针，对髂腰肌、股直肌、胫前肌、趾长伸肌、腓

肠肌进行运动点定位。先选择体表模式探测运动

点，即采用笔状表面探测电极，初步确定运动点或神

经干的体表投影位置。而后用体内模式，即采用一

次性外周神经丛刺激针在运动点或神经干的体表投

影位置穿刺进入体内，再施加预定初始强度的电刺

激，观察到靶肌肉的收缩活动后，逐步降低电刺激强

度，达到预定的靶强度，以确认针尖已经在预定的运

动点或神经干部位，标记明确并记录深度、角度值。

Result: BBB scores：In group A BBB scores were significantly higher than that in groups B and C(P<0.05).

Immunohistochemical results：①Caspase-3: The expressions of positive cells emerged in all groups after injury,

in group D only small amount of positive cells emerged.The expressions of positive cells in groups A and B

were significantly lower than that in group C (P<0.05),and the expression of positive cells in group A was low-

er than that in group B (P<0.05).②CGRP：The expressions of positive cells emerged in all groups. The expres-

sions of positive cells in groups A and B were significantly higher than that in group C(P<0.05), and the ex-

pression of positive cells in group A was higher than that in group B (P<0.05).

Conclusion: Electroacupuncture at motor points can suppress the expression of caspase-3 and promote the ex-

pression of CGRP and would be helpful for the spinal cord function recovery.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine，General Hospital of Chengdu Military Region of

PLA，Chengdu, 610083
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1.3.3 操作：A组于术后立即开始下肢运动点针刺，

将大鼠固定在自制固定板上，按照上述运动点定位

选取标准，常规消毒后，进行针刺。运动点针刺时采

用 30号 0.5寸毫针，根据不同大鼠髂腰肌、股直肌、

胫前肌、腓肠肌、趾长伸肌运动点的标记及进针深度

进行针刺，针刺后股直肌与髂腰肌连接一组导线，趾

长伸肌与胫前肌连接一组导线，腓肠肌 2个运动点

连接一组导线；分别上下连接针柄，正极在上，负极

在下，连接KWD-808II型脉冲电针仪，疏密波，频率

为 1—3Hz，电流输出强度以肌肉出现轻微抽动为

度，15min/次，1次/d；B组于大鼠双后肢肌肉运动点

外侧旁开2mm非运动点处针刺进行电针治疗，针刺

频率、波形、电流强度同 A 组;C 组和 D 组分别为模

型组和假手术组故术后不做任何干预治疗措施。

1.4 取材

各组大鼠于术后1、4、7d麻醉(用3.6%的水合氯

醛腹腔注射 1ml/100g,每次每组取 5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 200ml 经

左心室主动脉灌注,待右心耳流出的液体变澄清后，

改用 4%多聚甲醛溶液继续灌注，先快后慢，直至大

鼠肝脏发白及全身出现去大脑强直症状后停止灌

注；打开椎弓管，切除T9—T11段脊髓，放入4%多聚

甲醛固定 24h 后行脱水，石蜡包埋，冠状面连续切

片，片厚5μm，连续5张进行贴片、烤片，备用。

1.5 免疫组织化学染色

非生物素二步法进行caspase-3和CGRP免疫组

化染色。将各组切片置于二甲苯中脱蜡，梯度酒精

水化，高压热抗原修复，3% H2O2封闭内源性过氧化

物酶，正常山羊血清封闭非特异性抗原。滴加 cas-

pase-3 和 CGRP 抗体（效价 1∶100），4℃冰箱过夜。

用兔抗鼠二抗 37℃恒温孵育 60min，在切片上加入

DAB-H2O2显色液，室温下反应，显微镜下显色充分，

及时用0.01 mol/LPBS漂洗；苏木素复染，梯度酒精

逐级脱水，二甲苯透明，树胶封片。使用安装有数字

图像分析系统的OLYMPUS-CX31光学显微镜观察

caspase-3和CGRP的表达并拍片，拍片后，在 Image-

proplus6.0专业数码成像与分析系统下，观察阳性细

胞分布部位及表达特征，统计 400倍视野下同一解

剖部位、5个不同视野内阳性细胞表达量，每组共25

个数据，进行统计学分析。

1.6 统计学分析

数据以平均值±标准差表示，结果用SPSS 13.0

统计学软件统计，多组间比较用单因素完全随机设

计方差分析，两两比较采用q检验,P＜0.05为差异具

有显著性意义。

2 结果

2.1 行为学观察结果

各组大鼠分别于第 1、4、7天进行BBB评分，结

果见表1。

2.2 各组caspase-3免疫组化结果

假手术组仅见少量的阳性细胞表达，脊髓损伤

后各组均可见阳性细胞表达，脊髓灰质前角中阳性

神经元数量较多，表达为棕黄色，主要集中在胞浆和

胞核部位表达，胞核着色更深（见图1—4）。各组大

鼠脊髓前角组织中 caspase-3 表达阳性细胞数结果

见表2。

2.3 各组CGRP免疫组化结果

A、B、C、D各组均可见阳性细胞表达，假手术组

可见脊髓灰质的前角和后角的 CGRP 表达都很活

跃，后角阳性神经元数量较多，阳性表达为棕黄色，

主要集中在胞浆及胞体突起部位表达(见图 5—8)。

各组大鼠脊髓后角组织中CGRP表达阳性细胞数结

果见表3。

表1 各组大鼠治疗1d、4d、7d BBB评分结果 （x±s）

组别

A组
B组
C组
D组

①与D组比较P＜0.05，②与C组比较P＜0.05，
③与B组比较P＜0.05

鼠数

5

5

5

5

第1天

0.88±0.211①

0.40±0.326①

0.35±0.209①

18.46±1.076

第4天

2.10±0.321①②③

1.50±0.303①②

1.10±0.265①

19.40±0.540

第7天

8.20±0.470①②③

6.55±0.351①②

2.70±0.570①

20.15±0.876

表2 各组大鼠1d、4d、7d脊髓前角组织中
caspase-3表达阳性细胞数 （x±s，个）

组别

A组

B组

C组

D组
①与D组比较P＜0.05，②与C组比较P＜0.05，③与B组比较P＜0.05

片数

25

25

25

25

第1天

26.06±1.534①②

27.36±1.585①②

33.20±2.088①

2.68±0.866

第4天

37.26±1.356①②③

38.40±2.098①②

48.86±3.863①

1.67±0.824

第7天

26.05±1.773①②③

26.23±1.457①②

31.67±2.845①

1.87±1.058
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3 讨论

3.1 对急性脊髓损伤大鼠下肢运动功能的影响

BBB评分法[6]是Basso等在 1995年提出的一种

分级为 21级的、较为精细详尽的、专门用于评价大

鼠胸髓损伤后后肢运动功能的恢复情况的神经功能

评定法。

本实验BBB评分结果显示：D组大鼠后肢运动

表3 各组大鼠1d、4d、7d脊髓后角组织中
CGRP表达阳性细胞数 （x±s，个）

组别

A组
B组
C组
D组

①与D组比较P＜0.05，②与C组比较P＜0.05，③P＜0.05

片数

25
25
25
25

第1天

11.433±2.026①②

11.152±2.166①②

8.506±1.326①

15.935±1.688

第4天

13.36±2.326①②③

12.023±2.305①②

7.696±2.104①

16.166±1.512

第7天

15.467±2.667②③

14.133±2.119②

6.201±2.316①

15.328±1.588

图5 A组7d后CGRP
表达 （×400）

图6 B组7d后CGRP
表达 （×400）

图7 C组7d后CGRP
表达 （×400）

图8 D组7d后CGRP
表达 （×400）

图1 A组7d后caspase-3
表达 （×400）

图2 B组7d后caspase-3
表达 （×400）

图3 C组7d后caspase-3
表达 （×400）

图4 D组7d后caspase-3
表达 （×400）

功能稍有降低，后接近正常，可能与手术创伤引起的

疼痛等不良刺激有关；C组大鼠较A、B组大鼠BBB

评分降低，差异具有显著性意义（P＜0.05），说明脊

髓损伤后严重影响了大鼠的运动功能，而两种不同

干预措施可能抑制 caspase-3和促进CGRP的表达，

减少脊髓继发性损伤，促进脊髓损伤修复，从而提高

下肢运动功能。当肌肉出现萎缩或改善时，CGRP

会随之发生变化，是反映运动终板退变程度较为敏

感的指标 [7]，A 组在改善下肢运动功能上较 B 组优

越，提示运动点电针可通过神经兴奋性调节改变远

端肌肉的可塑性，从而促进运动功能的恢复。

3.2 对急性脊髓损伤大鼠caspase-3表达的影响

caspase 是一类天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋

白酶，在 caspases家族中,caspase-3的激活可诱导细

胞发生凋亡,在细胞凋亡早期启动与执行过程中发

挥着重要作用[8]。Springer[9]等研究发现在缺血和外

伤性SCI动物模型中，神经细胞的凋亡与 caspase-3

的激活有关。

李晓宁[10]等研究指出电针通过抑制caspase-3在

大鼠脊髓损伤神经元中表达，抑制神经细胞凋亡，减

轻了脊髓继发性损伤，促进神经功能恢复。本实验

观察到假手术组仅见少量的阳性细胞表达，脊髓损

伤后各组均可见阳性细胞表达，第 1、4、7天与D组

比较，脊髓损伤各组阳性细胞表达量明显增多，差异

具有显著性意义（P＜0.05），说明急性脊髓损伤后存

在自发细胞凋亡现象；A、B组各时间点大鼠脊髓组

织中 caspase-3阳性细胞表达明显低于模型组（P＜

0.05），而A组又明显低于B组（P＜0.05），进一步证

实运动点电针可下调急性脊髓损伤大鼠 caspase-3

的表达，从而抑制神经细胞的凋亡，减轻继发性损

伤，促进神经功能恢复。

3.3 对急性脊髓损伤大鼠CGRP表达的影响

↘ ↘ ↘ ↘

↘ ↘ ↘
↙
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CGRP是一种含有 37个氨基酸的生物活性肽，

参与介导神经细胞的重塑，具有神经保护作用[11—12]，

与神经再生关系密切，表现为初级传入神经纤维在

脊髓内分布和突触联系的增多。

本实验观察到各组均可见阳性细胞表达；脊髓

损伤 1d后，与D组比较，所有脊髓损伤大鼠脊髓后

角CGRP的阳性细胞表达明显减少;从C组CGRP的

阳性细胞数表达看，随着脊髓损伤时间的延长，

CGRP的阳性细胞表达逐渐减少，与C组比较，A、B

组的CGRP阳性细胞表达量明显增加（P＜0.05），而

A组又明显高于B组（P＜0.05）；说明运动点电针和

非运动点电针均有促进CGRP表达的趋势，运动点

电针则可明显促进脊髓损伤后CGRP的表达，并使

其接近正常水平，从而有助于脊髓损伤的修复。其

机制可能是通过CGRP的合成和释放改变脊髓损伤

后血管痉挛，增强血液供应，保护受损神经元的存

活，促进了神经细胞的兴奋性及神经元的再生；以及

参与运动终板的可塑，营养靶肌肉细胞，促进受损脊

髓神经功能的恢复，从而促进脊髓损伤大鼠后肢运

动功能的恢复。

3.4 运动点电针治疗急性脊髓损伤大鼠的机制

运动点电针治疗急性脊髓损伤大鼠可能通过以

下途径产生效应：运动点电针与促进神经保护因子

CGRP的表达，抑制细胞凋亡因子 caspase-3的表达

有关，从而达到促进轴突生长发芽，启动潜伏通路，

增加轴浆运输，保护残存神经元，抑制神经细胞凋亡

及星形胶质细胞持续反应性增生，以减轻继发性损

伤。运动点的本质为终末小神经密集区而并非运动

终板密集区[13]，它作为肌肉中神经末梢集中的地方，

也是兴奋性最高的部位，其特点是使用最小的电刺

激就可引起肌肉有节律地收缩、运动。电针下肢关

键肌运动点，可能会通过有效的刺激（牵拉、震动、电

刺激、针刺等），激活损伤平面以下的脊髓中枢模式

发生器（CPG环），保持损伤部位以下神经环路的完

整性，产生运动样模式，加速血液循环，促进神经纤

维再生，增加新陈代谢及炎症渗出物的吸收，从而改

善神经冲动的传导，引起其功能性活动。针刺运动

点刺激了皮内的触痛觉感受器,产生各种冲动，通过

触痛觉传导束将冲动最后投射到大脑皮质中央后

回，经各级神经中枢整合后由锥体系或锥体外系的

运动传导路传出,支配相应的骨骼肌防止肌肉萎缩。
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