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摘要

目的：观察电针委中穴对腰椎退变模型大鼠纤维环细胞凋亡及caspase3和XIAP表达的影响。

方法：将40只雄性SD大鼠按随机数字表法分为假手术组、模型组、电针委中穴组、电针非穴组。采用纤维环穿刺法

制作腰椎退变模型。于造模1个月后行电针治疗，电针委中穴组取“委中”穴，电针非穴组取委中内侧0.5cm，均每日

1次，每次20min，连续治疗4周。治疗结束后取材，运用TUNEL法检测纤维环细胞凋亡，免疫组化检测（caspase3）

和XIAP表达。

结果：假手术组偶见TUNEL细胞，caspase3低表达，XIAP高表达；模型组纤维环细胞TUENL阳性细胞和caspase3表

达较假手术组显著增加（P<0.01），XIAP表达低于假手术组（P<0.01）；与模型组比较，电针委中穴组TUNEL阳性细

胞和 caspase3表达均明显减少（P<0.01），XIAP表达增加（P<0.01）；与电针委中穴组比较，电针非穴组纤维环细胞

TUENL阳性细胞和caspase3表达较高（P<0.05），XIAP蛋白表达减少（P<0.05）。

结论：电针可延缓椎间盘退变，其机制可能与调节纤维环细胞caspase3和XIAP表达，抑制纤维环细胞凋亡有关。
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Abstract
Objective：To observe the effects of electro-acupuncture (EA) of“Weizhong”(BL40) point on the expressions of

caspase3 and XIAP in rat with lumbar disc degeneration so as to explore the underlying mechanism.

Method：Forty male adult SD rats were randomly divided into sham-operated, model, EA-BL40 and non-point

groups. The rat model of lumbar disc degeneration set up by puncturing the annulus fibrosis with needles with

defined gauges. Following modeling, EA was performed at BL40 for 20 min, once daily for 4 weeks, with

one day's interval between two weeks. The non-point was located 0.5cm lateral to the BL40 and stimulated by

EA similar to EA-BL40. At the end of the experiment, lumbar disc tissues were taken out for TUNEL and de-

tecting the expression of caspase3 and XIAP with immunohistochemistry.

Result：Apoptotic cells and caspase3 in annulus fibrosus of model group was higher than that of sham-operated

group（P<0.01）,and expression of XIAP decreased in group of model（P<0.01）. In comparison with the model

group, expression of apoptotic cells and caspase3 decreased in group of EA-BL40（P<0.01）, and the expression

of XIAP increased significantly in EA-BL40 group（P<0.01）. Compared with the EA-BL40 group, expression of

apoptotic cells and caspase3 increased in non-point group（P<0.05）, and expression of XIAP decreased signifi-
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腰椎退行性疾病是骨科常见疾病之一，是腰椎

间盘组织在多种因素综合作用下发生细胞介导的生

物化学改变，其结局往往是椎体节段不稳、骨赘形

成、椎管狭窄、椎间盘突出，压迫神经根、脊髓，从而

引发腰痛。其发病率高，严重影响人们的工作和生

存质量，是多数国家公共健康问题之一 [1—2]。近年

来，腰椎退行性疾病在临床治疗中日益受到重视，如

何延缓椎间盘退变和防治腰痛已成为当今的研究热

点。研究发现[3—4]，细胞凋亡与椎间盘退变过程密切

相关，抗凋亡机制在椎间盘退行性改变过程中发挥

重要作用。电针治疗腰椎退行性疾病具有鲜明疗

效，故本研究通过复制大鼠腰椎退变模型，观察电针

委中穴后腰椎间盘组织凋亡情况及凋亡相关蛋白

caspase3、XIAP 蛋白表达水平，探讨其对腰椎退变

的调控机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF 级 3 月龄健康雄性 SD 大鼠 40 只，体质量

250—300g，由上海动物实验中心提供，许可证号：

SCXK(沪)2012-0002。适应性饲养1周后，按体质量

进行编号，运用随机数字表法将40只大鼠分为假手术

组、模型组、电针委中穴组、电针非穴组，每组10只。

1.2 主要实验设备和试剂

低温离心机、金属恒温箱、激光共聚焦显微镜

（日本产）；石蜡包埋机、切片机、烤片机（上海产）；华

佗牌G6805电针仪（苏州产）；Motic Med6.0显微生

物图像分析系统；TUNEL 试剂盒（Promega，Madi-

son，WI,USA）；免疫组化 DAB 试剂盒（型号：Kit-

0017，福州迈新生物技术开发有限公司）；兔抗鼠

caspase3多克隆抗体、兔抗鼠XIAP多克隆抗体（北

京博奥森生物技术有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 动物模型制备：腰椎退变模型的制作参照

Rousseau 等 [5]报道的纤维环穿刺法加以改进，术前

所有实验大鼠禁食12h，称重，应用10%水合氯醛腹

腔注射(3ml/kg)麻醉后腹部剃毛，清洁，仰卧位固

定。取右侧旁正中切口，暴露腹后壁，剪开后腹膜，

肠子转移到左侧，光镜下分离下腔静脉，暴露腹面

L3/L4、L4/L5、L5/L6椎间盘，穿刺椎间盘（21号穿刺

针，穿刺深度为 1.5mm）。穿刺完成后，依次缝合皮

下筋膜及皮肤。

假手术组：仅切开皮肤后缝合。

造模后同等条件下饲养 1个月。每组随机取 2

只大鼠，通过HE染色，分析以确定模型复制是否成

功：假手术组腰椎间盘的髓核网状结构完整，四周环

绕纤维环结构排列有序，清晰可辨；模型组髓核网状

结构退化，呈纤维软骨样改变，体积减小，纤维环细

胞出现肿胀甚至断裂，排列紊乱，明确造模成功。

1.3.2 干预方法：假手术组和模型组正常喂养不予

其他处理；电针委中穴组和电针非穴组分别在造模

1个月后予电针委中穴和非经非穴对照点(委中穴内

侧旁开0.5cm）[6—7]。电针的具体操作：运用双极联体

针 [8]予委中穴和非穴点行直刺 0.5cm(针灸针规格

0.16mm×10mm)，针刺后连接 G-6805 华佗牌电针

仪，予疏密波，频率 2Hz/10Hz，电流强度 1mA，以下

肢出现轻微颤抖为准，每天治疗 1 次，每次治疗

20min，连续治疗4周[9]。

1.3.3 标本获取及检测：TUNEL法检测纤维环细胞

凋亡：干预结束后，以过量10%水合氯醛腹腔注射处

死，迅速从腰椎后正中线切开皮肤，逐层分离腰椎两

旁的肌肉韧带，直达椎体。取下整个腰椎段椎间盘

于冰面上操作，快速取出L4/L5椎间盘组织。L4/L5

椎间盘组织放入4%多聚甲醛中固定48h，于37℃恒

温箱中以 10%EDTA 脱钙 30d，常规脱水、透明、浸

蜡、包埋、切片。采用DeadEnd荧光测定TUNEL 系

统来检测细胞凋亡。试验结束后立即将做好的组织

切片放在激光共聚焦显微镜（Leiss LSM710）下分

析样本，200倍高倍视野下观察并拍照，镜下细胞核

由DAPI染为蓝色，凋亡细胞呈绿色荧光。用Mot-

ic Med 6.0显微生物图像分析系统统计阳性细胞数

及总细胞数，计算凋亡阳性细胞率。

cantly（P<0.05）.

Conclusion: EA could regulate the expression of caspase3 and XIAP to delay disc degeneration.

Author's address Fujian University of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou,350122
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免疫组化法：组织切片常规脱蜡入水，0.01M枸

橼酸钠（pH6.0）热抗原修复 10min；H2O2 室温孵育

10min 以阻断内源性过氧化物酶；10%正常山羊血

清封闭，室温孵育30min；倾去血清，勿洗，滴加一抗

于 4℃冰箱过夜；室温复温 30min，滴加生物素标记

山羊抗兔二抗工作液，室温孵育10min；滴加辣根过

氧化物酶标记链霉卵白素工作液，室温孵育10min；

DAB显色剂显色90s，自来水充分冲洗（以上步骤除

血清封闭外，其余步骤间均需 PBS 浸洗 3 次，每次

5min）；苏木素复染，PBS返蓝，逆梯度酒精脱水，中

性树胶封片。胞质出现棕褐色或黄褐色颗粒的细胞

为阳性染色。每张切片随机取3个不同视野（400×），

用Motic Med 6.0显微生物图像分析系统统计阳性

细胞数及总细胞数，计算阳性细胞率，取均值。

1.4 统计学分析

采用SPSS18.0软件进行统计分析，所有数据均

以均值±标准差表示，组间比较采用单因素方差分

析，P<0.05为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 腰椎间盘纤维环细胞凋亡情况

见图 1，表 1。细胞核为蓝色荧光，凋亡细胞呈

绿色荧光。结果显示假手术组大鼠纤维环细胞仅有

少量 TUNEL 阳性凋亡细胞表达；模型组大鼠 TU-

NEL阳性凋亡细胞数较假手术组明显增多，差异具

有显著性意义（P<0.01）；电针委中穴组TUNEL阳性

细胞数较模型组明显减少，差异具有显著性意义

（P<0.01）；与电针委中组比较，电针非穴组TUNEL

阳性细胞数较高，差异具有显著性意义（P<0.05）。

表明纤维环穿刺可引起纤维环细胞凋亡，电针可抑

制纤维环细胞凋亡。

2.2 腰椎间盘纤维环细胞 caspase3 蛋白免疫组化

检测结果

见图2，表1。caspase3蛋白表达结果显示，假手

术组染色多呈弱阳性或阴性表达；模型组大鼠纤维

环细胞染色普遍较深，棕褐色颗粒较多，大多呈阳性

表1 各组大鼠纤维环细胞TUNEL染色及
caspase3、XIAP阳性细胞率比较 (x±s，%)

组别

假手术组
模型组

电针委中穴组
电针非穴组

注：与假手术组比较，①P<0.01；与模型组比较，②P<0.01；与电针非
穴组比较，③P<0.05

例数

8
8
8
8

TUNEL

19.47±3.96
46.27±9.24①

28.78±8.89②③

38.10±10.26

caspase3

27.05±7.41
55.50±10.03①

40.80±7.88②③

49.69±5.24

XIAP

48.65±8.36
21.68±13.86①

44.85±5.09②③

34.64±9.22

图1 各组大鼠纤维环细胞TUNEL阳性细胞表达 （×200）

（TUNEl监测，图中绿色荧光为凋亡纤维环细胞，蓝色荧光为细胞核）

d.电针非穴组c.电针委中穴组b.模型组a.假手术组

TUNEL

Merge

DAPI
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表达；电针委中穴组、电针非穴组多呈阳性或弱阳性

表达。与假手术组比较，模型组caspase3阳性细胞数

明显增加，差异具有显著性意义（P<0.01）；与模型组

比较，电针委中穴组caspase3蛋白阳性细胞数明显降

低，差异具有显著性意义（P<0.01）；与电针委中穴比

较，电针非穴组caspase3蛋白阳性率较高（P<0.05）。

2.3 腰椎间盘纤维环细胞XIAP蛋白免疫组化检测

结果

见图3，表1。XIAP蛋白表达结果显示，假手术

组大鼠纤维环细胞具有较多的 XIAP 蛋白表达，且

颜色较深，多呈强阳性；模型组纤维环细胞XIAP蛋

白表达较少；电针委中穴组和非穴组呈阳性、弱阳性

表达。与假手术组比较，模型组 XIAP 阳性细胞数

显著降低，差异具有显著性意义（P<0.01）；与模型组

比较，电针委中穴组 XIAP 阳性细胞数有显著提高

（P<0.01），提示电针能够促进大鼠纤维环细胞XIAP

蛋白的表达；与电针委中穴组比较，电针非穴组中

XIAP表达减少（P<0.05）。

图3 各组大鼠纤维环细胞XIAP蛋白表达 （免疫组化染色，×400）

图2 各组大鼠纤维环细胞caspase3蛋白表达 （免疫组化染色，×400）

（图中所指区为Caspase3蛋白阳性表达区域）
d.电针非穴组c.电针委中穴组b.模型组a.假手术组

（图中所指区为XIAP蛋白阳性表达区域）
d.电针非穴组c.电针委中穴组b.模型组a.假手术组

3 讨论

针灸治疗腰痛具有悠久的历史和丰富的临床经

验。历代医籍中有关针灸治疗“腰痹”“腰脚痛”等腰

痛病症的记载颇多，《针灸大全》中就有“腰背委中

求”的记载。委中穴作为“四总穴”之一，为临床针灸

治疗腰椎退行性疾病的常用效穴，合并有“经脉所

过，主治所及”、“血之郄穴”等特点。大量临床实践

和基础研究也证明针刺委中穴治疗腰椎退行性疾病

疗效满意[10—11]。

腰椎退行性疾病与椎间盘结构的破坏和功能障

碍密切相关的病变，其过程是多种复杂的因素相互

作用的结果，如细胞凋亡、炎症反应、蛋白酶类激活、

异常应力等[12—13]。近年来研究发现[14]，纤维环细胞

凋亡与椎间盘退变过程联系密切。

细胞凋亡由Kerr等[15]最早提出，是指为维持内

环境稳定，由基因控制的细胞自主的有序的死亡，是

目前认为有可能进行干预的细胞死亡途径之一。细

胞凋亡在多细胞动物的生长发育和生理、病理过程

中发挥重要作用，涉及一系列基因的激活、表达以及

调控，且参与了一些人类退行性疾病的发生与发

展。Caspase-3是CPP32亚家族成员之一，位于凋亡

通路的下游，是 Caspase 家族中最为重要的凋亡执

行者之一，它被合成后通常以非活化的酶原形式存

在于不同类型细胞的胞质中，在多种凋亡信号刺激

下经蛋白水解被激活，对多种蛋白底物进行降解，被

认为是整个凋亡级联反应的一个关键调节点，它的

活化是凋亡进入不可逆阶段的标志[16]。本实验显示

凋亡细胞与 caspase3在模型组中表达较假手术组高
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（P<0.01），说明凋亡细胞与 caspase3 表达的增加将

导致椎间盘结构和功能的异常，与椎间盘退变过程

密切相关。同时，电针委中穴组凋亡细胞与 cas-

pase3表达较模型组低（P<0.01），提示电针委中穴能

够抑制纤维环细胞凋亡。

IAPs为新发现的一类在结构上具有同源性的细

胞凋亡抑制蛋白，且不同 IAP家族成员具有一定组织

特异性。XIAP由Liston P等[17]于1996年在人胚胎脑

组织细胞中克隆出的 IAP家族的一员，具有普遍表达

性，在人体除外周淋巴细胞外均有表达，是 IAP家族

中最强有力的Caspase抑制物。本实验中XIAP在假

手术组和电针委中穴组高表达，在模型组中低表达，

说明XIAP的表达高低与椎间盘退变呈负相关，提示

XIAP的表达与椎间盘退变过程联系密切。

结构生物学分析显示XIAP蛋白具有两个特征

域：N 端含有 3 个 BIR 区域，C 端为一段锌指结构。

BIR1、BIR2结构域可以结合并抑制活化的Caspase-

3、7[18]；而BIR3结构区可与Caspase-9单体形成异源

性二聚体，使Caspase-9保持单体结构，丧失催化活

性，从而抑制其凋亡效应子 Caspase-3 的激活 [19]；

XIAP锌指结构域具有E3泛素连接酶活性，可促进

Caspase9、caspase3蛋白降解，从而达到抗凋亡作用，

表明 XIAP 不同的结构域以不同的方式抑制 cas-

pase3 和 Caspase9 的活性[20]。在诱导发生凋亡的细

胞中 XIAP 被切割为两个片段，切割后，XIAP 的抗

凋亡活性被抑制，这种调节方式使细胞对不同的死

亡刺激作出精细的调节。

综上，caspase3与XIAP在椎间盘细胞凋亡过程

中发挥重要作用，XIAP以不同的方式抑制 caspase3

的活性，调控纤维环细胞凋亡，从而延缓椎间盘退变

的发生发展。本研究表明，电针委中穴可改善腰椎退

变，其机制可能是通过调节退变大鼠腰椎间盘纤维环

细胞caspase3和XIAP蛋白的表达，抑制纤维环细胞

凋亡，从而以延缓椎间盘退变。因而，通过进一步研

究电针委中穴对腰椎退变模型大鼠纤维环中细胞凋

亡的调控基因和信号传导途径的影响，是防治腰椎退

行性疾病的有效途径之一。同时，这种调控作用在委

中穴组与非穴组之间的差异性也证明电针委中穴对

腰椎间盘的保护作用与经穴的特异性密不可分，说明

经穴与非经非穴在针刺效应特异性方面存在差异。
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