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·基础研究·

督脉电针结合超短波疗法对大鼠脊髓全横断损伤后
脑源性神经生长因子和神经轴突生长抑制剂-A
表达的影响*

李启超1 刘义富1,2 窦静敏1 段晓娜1 王宏江1

摘要

目的：通过检测大鼠脊髓损伤（SCI）后运动功能恢复情况和脑源性神经生长因子（BDNF）、神经轴突生长抑制剂-A

（Nogo-A）的表达来探讨联合应用督脉电针和超短波疗法对SCI的作用机制。

方法：复制并评价脊髓全横断损伤大鼠模型，100只雌性大鼠随机分为 5组：假手术组、SCI组、SCI+督脉电针组、

SCI+超短波组、SCI+督脉电针+超短波组（n=20），检测各组7d、14d、21d、28d这4个时间点BDNF和Nogo-A表达，对

各组大鼠进行BBB评分。

结果：与模型组相比，各治疗组的BBB评分显著增加，联合组在术后第7d、14d、21d、28d较超短波组和督电组BBB

评分显著增加，具有显著性差异（P＜0.01）。与模型组相比，各治疗组BDNF的表达均显著增加，Nogo-A的表达均

显著减少，联合组在术后第 7d、14d、21d、28d较超短波组和督电组BDNF的表达显著增加，Nogo-A的表达显著减

少，具有显著性差异（P＜0.01）。

结论：①联合应用督脉电针与超短波治疗，能够提高SCI后BDNF的表达及抑制Nogo-A的表达来促进神经的修

复。②联合疗法对大鼠运动功能恢复更佳。
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Abstract
Objective: To investigate the mechanism underlying the effects of Du Meridian electroacupuncture combined

with ultrashort wave therapy on spinal cord injury (SCI) by detecting the motor function recovery and the ex-

pressions of BDNF and Nogo-A in the spinal lesion segments.

Method: Copying and evaluating the models of rats with spinal cord complete transections, 100 female rats

were randomly divided into 5 groups: Sham-control group, the group of SCI, SCI with Du Meridian electroacu-

puncture (DMEA) group, SCI with ultra- short wave group, SCI with DMEA plus ultrashort wave group (n=

20). The BBB scores and expressions of BDNF and Nogo-A in groups at 7d, 14d, 21d and 28d were tested.

Result: Compared with the Sham-control group, the BBB scores increased significantly in all treatment groups.

Moreover, the BBB scores of the combination treatment group was significantly higher than that of the ultra-

short wave group and DMEA group at 7d, 14d, 21d and 28d post- operation (P＜0.01). Comparing with the

DOI:10.3969/j.issn.1001-1242.2017.09.002

*基金项目：辽宁省省级科研项目下分项（KK0457）

1 锦州医科大学附属第三医院,辽宁省锦州市凌河区和平路5段2号,121000; 2 通讯作者

作者简介：李启超，男，硕士研究生；收稿日期：2016-08-21

977



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Sep. 2017, Vol. 32, No.9

目前认为，中枢神经系统（central neural sys-

tem, CNS）神经再生困难的主要原因不在于神经元

本身，而是周围缺乏神经元轴突再生的微环境[1]，脊

髓损伤（spinal cord injury, SCI）后会出现脊髓缺

血、水肿、细胞变性，局部缺氧，神经营养因子的缺乏

以及抑制修复因子的表达等，这些变化导致神经元

轴突再生的微环境被破坏，因此如何给神经元轴突

再生提供一个良好微环境是关键。有研究表明，在

影响损伤脊髓再生能力的众多因素中，一个很重要

的因素是损伤脊髓神经元外部生存环境中神经营养

支持的匮乏[2]。而在被发现的神经营养因子中，脑

源性神经生长因子（brain derived neurotrophic fac-

tor, BDNF）是迄今发现的对运动神经元的促活作用

最强的神经营养因子[3]。另有研究表明，SCI后的轴

突再生与中枢神经系统内抑制性因子的关系密切，其

中髓磷脂相关抑制物神经轴突生长抑制剂-A（neu-

rite outgrowth inhibitor-A, Nogo-A）被认为是最主

要的髓磷脂相关轴突生长抑制蛋白[4]。诸多证据显示

督脉电针可以促进损伤脊髓断端组织表达BDNF[5]，

促进SCI功能修复[6]。另有研究表明，小剂量超短波

作为一种外界物理因子，通过其生物刺激作用可以

改善血液循环，促进炎症吸收，减轻水肿[7]，增强组

织营养，加强局部组织代谢。近年来，临床上单一疗

法越来越不能完全满足患者的需要。联合疗法可能

相比于单一疗法具有更好的疗效。本实验从促进脊

髓神经再生修复的角度出发，通过检测BDNF和抑

制蛋白 Nogo-A 表达的变化，观察大鼠下肢运动情

况，探讨督脉电针结合超短波疗法对大鼠SCI后运

动功能的恢复情况和作用机制，为临床SCI的治疗

提供理论依据和方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物

成年健康清洁级SD雌性大鼠100只，由锦州医

科大学生命科学院动物实验中心提供。体重180—

200g。饲养环境：温度为（20 ± 3）℃，湿度 40%—

55%；通风良好。运用SPSS软件产生随机数字，将

其随机分为假手术组、SCI组、SCI+督脉电针组（督

电组）、SCI+超短波组（超短波组）、SCI+督脉电针

组+超短波组（联合组）。每组分为7d、14d、21d、28d

四个时间点，每个时间点5只大鼠。

1.2 大鼠模型复制

大鼠称重，10%水合氯醛（0.3ml/100g）腹腔注

射，俯卧位，以第10胸椎（大鼠颈部向下触摸最高突

出处）作为骨性定位标志，备皮，消毒，无菌操作下沿

后正中线做纵行切口约3.5cm，剥离筋膜，钝性分离

椎旁肌，充分暴露椎板。咬除T10椎板，充分暴露相

对应的脊髓，弯显微镊抬起脊髓，10号手术刀快速

切断脊髓，大鼠后肢痉挛性抽搐数次后瘫痪，止血，

生理盐水冲洗，逐层缝合。假手术组仅咬除椎板，显

露脊髓但不予切断，其余同上。

1.3 术后护理

①术后7天内腹腔注射青霉素（8万U/d）预防感

染。②每日按摩膀胱2次至出现自主排尿为止。

1.4 处理方法和仪器

1.4.1 督脉电针治疗：督脉电针组和联合治疗组大

鼠行脊髓横断术后第 2天开始进行督脉电针治疗，

方法如下：大鼠固定器内固定，根据《大鼠穴位图谱

的研制》，选取督脉大椎、命门两穴位，各用一次性1

寸毫针沿棘突间隙刺入0.5cm，选择2Hz、疏密波，电

流强度以大鼠背部及后肢出现规律性收缩抖动为

Sham-control group, the expression of BDNF significantly increased and the expression of Nogo-A significantly

decreased. Furthermore, the expression of BDNF significantly increased and the expression of Nogo-A signifi-

cantly decreased in the combination treatment group when compared with the ultra- short wave group and

DMEA group at 7d, 14d, 21d and 28d post-operation (P＜0.01).

Conclusion: ①DMEA combined with ultrashort wave therapy can improve the expression of BDNF after SCI

and decrease the expression of Nogo-A to promote neural repair. ②The combination therapy is more effective

to promote motor function recovery in rats than using them separately.

Author's address The Third Hospital Affiliated to Jinzhou Medical University, 121000
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度，30min/次，1次/天。

1.4.2 超短波治疗：五官超短波治疗机（由汕头医用

设备厂提供），频率为 40.68MHz，最大输出功率为

40W，调谐后输出功率 11.58W，输出功率采用光度

学测定法。将大鼠固定于自制塑料固定器内，直径

4cm电极左右对置于手术伤口部位，电极与鼠皮肤

间隙1.5—2.0cm。超短波治疗组和联合治疗组大鼠

行脊髓横断术后第 2 天开始行超短波治疗，7min/

次，1次/天。

1.5 BBB评分

BBB评分即Basso, Beattie & Bresnahan loco-

motor rating scale，是一种分级评定脊髓功能的神

经学标准，目前大多数脊髓损伤试验研究常用此评

分作为评价标准，共21分。0—7分重点评判动物后

肢各关节的活动，8—13分重点评判后肢的步态及

协调功能，14—21分重点评判运动中的精细运动。

各组大鼠在造模后进行BBB评分，除假手术组外，

其余各组评分在1分以上的大鼠，说明造模不成功，

予以剔除，并及时补充。所有大鼠在术后第 2天治

疗后进行运动功能评分，为保证实验结果的准确性，

在观察时采取三人分别观察记录打分的方法整理数

据后求平均分，并对其进行统计学处理。

1.6 实验检测

处死后大鼠迅速置于冰上，术区常规消毒，逐层

暴露脊髓组织，截取以损伤点（损伤点周径较周围略

小，并呈暗红色）为中心，上下各1cm的脊髓组织后，

一部分置于标本储存瓶中，加入 4%多聚甲醛溶液，

每天更换，连续 7d，备免疫组化染色。另一部分用

PBS缓冲液冲洗，去除残留血液后，置于EP管内存

于-80℃冰箱保存，备Western Blot检测。此方法有

以下三个优点：①减小实验误差；②降低实验成本；

③减小每日饲养、护理的工作量。

1.6.1 免疫组化法检测 BDNF、Nogo-A 蛋白：经多

聚甲醛固定的脊髓，制备组织标本切片，常规脱蜡，

高压抗原修复，3% H2O2溶液孵育，滴加5% BSA封

闭液，滴加一抗（1∶150），4℃孵育过夜，次日复温后

PBS洗涤3次，滴加二抗，SABC染色，DAB显色，苏

木精复染，分化，透明封片。随机取每张切片的5个

视野（10×20）拍照。采用 Image-Pro Plus 6.0 软件

测定BDNF、Nogo-A的阳性产物的平均积分光密度

值与其面积的比值。

1.6.2 Western Blot 测定 BDNF 的表达：裂解液裂

解并制成匀浆，4℃，12000r/min离心 20min，取上清

液，-80℃冻存，经蛋白定量、制胶、加样、电泳、转膜、

封闭、加一抗、4℃过夜、洗膜、加二抗，常温下孵育

2h、洗膜后用 ECL 法显色呈像。采用 Image- Pro

Plus 6.0软件分析灰度值。

1.7 统计学分析

实验数据采用 SPSS 16.0 软件进行统计分析，

实验结果以均数±标准差表示，实验结果为正态分

布，满足方差齐性，采用单因素方差分析。

2 结果

2.1 实验大鼠死亡分析

假手术组因手术误伤脊髓而导致下肢瘫痪而排

除 1只，SCI组因麻醉过量而死亡 1只，尿路感染而

死亡 1只，联合组术后 7天内因腹胀死亡 1只，其余

大鼠均存活至取材，各组排除及死亡大鼠均及时同

条件补齐。

2.2 大鼠BBB评分

与模型组相比，超短波组、督电组和联合组的

BBB评分显著增加，联合组在术后第 7d、14d、21d、

28d较超短波组和督电组BBB评分显著增加，具有

显著性差异（P＜0.01），见表1。

2.3 免疫组化结果

2.3.1 各组在各个时间点BDNF均有表达，主要分

表1 各组大鼠术后各时间点BBB评分 (x±s，n=5)

组别

模型组
超短波组
督电组
联合组

假手术组
与模型组比较：①P＜0.01；与超短波组比较：②P＜0.01；与督电组比较：③P＜0.01

第7d

3.132±0.181
4.866±0.556①

4.868±0.181①

5.734±0.493①②③

21.000±0.000

第14d

5.200±0.504
6.800±0.504①

7.200±0.379①

8.200±0.299①②③

21.000±0.000

第21d

8.398±0.434
10.800±0.504①

11.534±0.557①

12.600±0.435①②③

21.000±0.000

第28d

9.598±0.435
11.666±0.623①

12.034±0.280①

14.400±0.435①②③

21.000±0.000
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布在脊髓前区神经元和胶质细胞内，为细胞浆和突

触着色，棕黄色，胞核为蓝色的阴性信号（图1）。超

短波组、督电组和联合组于术后各时间点较模型组

BDNF 的表达明显增加，具有显著性差异（P＜

0.01），联合组于术后各时间点较超短波组、督电组

BDNF 的表达明显增加，具有显著性差异（P＜

0.01），见图1，表2。

2.3.2 各组于各时间点 Nogo-A 均有表达，主要分

布于脊髓灰质，胞浆为棕褐色的阳性信号，胞核为蓝

色的阴性信号（见图 2）。超短波组、督电组和联合

组于术后各时间点较模型组Nogo-A的表达明显减

少，具有显著性差异（P＜0.01），联合组于术后各时

间点较超短波组、督电组Nogo-A的表达明显减少，

具有显著性差异（P＜0.01），见表3。

2.4 Western Blot检测结果

各组在各时间点均可检测出BDNF的表达，假

手术组各时间点变化无显著性差异（P＞0.05），超短

波组、督电组和联合组于术后各时间点较模型组

BDNF 的表达明显增加，具有显著性差异（P＜

0.01），联合组于术后各时间点较超短波组、督电组

BDNF 的表达明显增加，具有显著性差异（P＜

0.01）。见图3，表4。

表2 各组BDNF的平均积分光密度值比 (x±s，n=5，IOD/Area)

组别

模型组
超短波组
督电组
联合组

假手术组
注：①与模型组比较，P<0.01；②与超短波组比较，P<0.01；③与督电组比较，P<0.01

第7d

0.0829±0.0117
0.0986±0.0116①

0.1049±0.0105①

0.1212±0.0063①②③

0.0678±0.0090

第14d

0.0778±0.0110
0.0871±0.0088①

0.0930±0.0125①

0.1067±0.0132①②③

0.0699±0.0091

第21d

0.0736±0.0106
0.0782±0.0072①

0.0822±0.0095①

0.0903±0.0152①②③

0.0681±0.0109

第28d

0.0695±0.0092
0.0772±0.0054①

0.0810±0.0114①

0.0862±0.0100①②③

0.0688±0.0074

图1 7d时各组脑源性神经生长因子的表达 （免疫组化染色，×200）

模型组 超短波组 督脉电针组

联合组 假手术组

表3 各组Nogo-A的平均积分光密度值比 (x±s，n=5，IOD/Area)

组别

模型组
超短波组
督电组
联合组

假手术组
注：①与模型组比较，P<0.01；②与超短波组比较，P<0.01；③与督电组比较，P<0.01

第7d

0.1931±0.0058
0.1643±0.0068①

0.1640±0.0090①

0.1283±0.0041①②③

0.0856±0.0046

第14d

0.1666±0.0116
0.1439±0.0085①

0.1420±0.0074①

0.1193±0.0079①②③

0.0848±0.0053

第21d

0.1433±0.0081
0.1133±0.0080①

0.1083±0.0056①

0.1030±0.0076①②③

0.0864±0.0053

第28d

0.1026±0.0060
0.0969±0.0154①

0.0941±0.0059①

0.0883±0.0054①②③

0.0840±0.0062
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模型组 超短波组 督脉电针组

联合组 假手术组

图2 7d时各组Nogo-A的表达 （免疫组化染色，×200）

3 讨论

SCI分为原发性损伤和继发性损伤，由于原发

性SCI是不可逆的，所以采取各种有效治疗措施减

少或预防继发性损伤是促进损伤脊髓结构的功能重

建及改善预后的关键。近年来的研究表明，继发性

神经细胞的死亡有 16%—50%是神经细胞的凋亡，

而局部组织的缺血、缺氧及神经营养因子缺乏造成

的微环境障碍是SCI后神经细胞凋亡的关键因素[8]。

在神经营养因子家族中，BDNF是迄今发现的

对运动神经元的促活作用最强的一种，它不仅在中

枢神经系统发育过程中对神经元的生存、分化、生长

和维持神经元正常的生理功能起关键作用，而且还

具有抵抗损伤性刺激，促进神经元的再生，保护缺

血、缺氧的神经元，刺激诱导轴突再生以及促进神经

通路及抑制神经细胞凋亡的作用[9]。因此，如何有

效提高BDNF在损伤脊髓处的表达对SCI后神经的

修复具有重要意义。本实验结果显示，SCI后大鼠

通过超短波、督脉电针及其联合治疗后，在术后7d、

14d、21d、28d较模型组BDNF表达明显增加，具有显

著性差异（P＜0.01），联合组于术后7d、14d、21d、28d

表4 各组BDNF/β-actin WB灰度比值表 (x±s，n=5)

组别

模型组
超短波组
督电组
联合组

假手术组
注：①与模型组比较，P<0.01；②与超短波组比较，P<0.01；③与督电组比较，P<0.01

1周

0.6463±0.0653
0.7457±0.0966①

0.7653±0.0738①

0.9153±0.1715①②③

0.3083±0.0453

2周

0.4540±0.0416
0.5613±0.0757①

0.6247±0.0917①

0.7633±0.1080①②③

0.3190±0.0476

3周

0.3987±0.0700
0.4937±0.0568①

0.5123±0.0315①

0.6313±0.0470①②③

0.3227±0.0513

4周

0.3619±0.0252
0.4543±0.0453①

0.4720±0.0355①

0.6157±0.0513①②③

0.3150±0.0138

图3 1、2、4周大鼠BDNF蛋白在脊髓中的表达

模型组 假手术组联合组督电组超短波组

模型组 假手术组联合组督电组超短波组

模型组 假手术组联合组督电组超短波组

1周BDNF

1周β-actin

2周BDNF

2周β-actin

4周BDNF

4周β-actin
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较超短波组、督电组BDNF的表达明显增加，具有显

著性差异（P＜0.01）。表明应用超短波和督脉电针对

SCI的恢复均有效，且联合疗法优于单一疗法。

髓磷脂相关轴突生长抑制蛋白在中枢神经系统

神经元轴突再生的微环境中也发挥重要的作用，尤

以Nogo蛋白作用最为突出。Nogo分子有三种异构

体Nogo-A、Nogo-B和Nogo-C，其中Nogo-A被认为

是 SCI 后抑制轴突再生最重要的一种。它在 CNS

中由少突胶质细胞和一些神经元产生[10]，当SCI后，

少突胶质细胞和髓磷脂释放出细胞内的Nogo-A到

细胞外基质，抑制轴突再生。因此有效抑制Nogo-A

在损伤脊髓处的表达对SCI后神经的修复具有重要

意义。本实验结果显示，超短波、督脉电针及其联合

治疗，在术后 7d、14d、21d、28d较模型组Nogo-A表

达明显减少，具有显著性差异（P＜0.01），联合组于

术后 7d、14d、21d、28d 较超短波组、督电组 Nogo-A

的表达明显减少，具有显著性差异（P＜0.01）。表明

应用超短波和督脉电针对SCI的恢复均有效，且联

合疗法优于单一疗法。

超短波属于高频电场治疗范围，目前广泛应用于

物理治疗中。大量研究证明高频电场治疗对SCI后

功能障碍的恢复有促进作用。在SCI病理恢复过程

中，高频电场治疗可以改善截瘫肢体运动功能，提高

日常生活能力及步行能力[11]。近年来Mangold等[12]的

研究发现SCI后高频电场可以促进其功能恢复；这

可能是高频电场增加脊髓血流量，改善缺血周边血

供状态，减轻水肿的作用，从而减轻了初级运动皮

质及其邻近运动皮质的损伤。Hossain- Ibrahim

MK等[13]的研究则表明，电场可影响大脑神经系统

的结构、功能和行为，影响神经细胞突起的生长。

Hamasaki T 等 [14]实验观察到大鼠脊髓缺血再灌注

早期进行电场刺激治疗可以明显地促进其神经功能

恢复，减小损伤区体积，可能通过增加脊髓组织突触

的表达，促进脊髓缺血性损伤后新生突触的形成；或

促进血管新生，增加脊髓缺血区微血管密度，从而改

善脊髓血液循环，达到脊髓保护的作用。但是电场

如何发挥其脊髓保护作用及其促进神经功能恢复的

机制还需要进一步深入的探讨。

针灸作为中华医学的瑰宝，历经历史的检验，在

临床治疗当中取得了毋庸置疑的效果，同时也是治

疗 SCI的一种重要方法，中医经络学认为 SCI所导

致的肢体功能障碍与督脉关系密切，该病的病理机

制可理解为督脉受损导致督脉及其相关联的其他经

络、脏腑功能出现紊乱，出现的一系列临床综合征。

可总结为督脉枢机不利。大椎穴为手足三阳经的阳

气交汇之处，而后与督脉并行入脑。因此，针刺大椎

穴可能治疗 SCI。中医称两肾之间为生命之门，简

称命门。针刺命门可增强肾经功能，而肾经入络脑

生髓，加强脊髓受损区域的自我修复功能。督脉电

针作为一种传统治疗手段，其促进SCI修复的作用

已在实验研究和临床治疗中得到肯定[15—17]。

本实验选取 100只大鼠均为雌性，因为大鼠在

脊髓全横断后会出现血尿、脓尿或尿潴留现象，雌性

大鼠相较于雄性大鼠而言其尿道短，故尿道感染、水

肿发生几率更低。当对膀胱进行挤压排尿时，对雄

性大鼠外生殖器不适当的刺激会导致生殖器外翻，

尿道口水肿严重，尿道末端狭窄梗阻导致排尿困

难。为了便于术后护理及降低术后死亡率故全部选

用雌性大鼠。

本实验结果显示，模型组大鼠在术后BBB评分

不断提高，这表明大鼠SCI后运动功能能够在一定

程度上自我恢复，但超短波组、督电组及联合组在术

后各时间点 BBB 评分明显高于模型组（P＜0.01），

表明大鼠SCI后可以通过治疗手段更好地提高运动

能力。大鼠SCI后BDNF的表达在 7d时达到高峰，

随后逐渐降低，这一动态表达变化与李群等[18]研究

报道一致。大鼠SCI术后Nogo-A在术后7d时表达

达到高峰，至术后 14d 时逐渐下降。SCI 后 7—14d

时高度表达，说明在SCI后14d中，进行各种治疗措

施抑制Nogo-A的表达是关键。本实验结果显示在

大鼠SCI术后各时间点，超短波组、督电组和联合组

BDNF的表达显著高于模型组，而Nogo-A的表达显

著低于模型组，具有非常显著差异（P＜0.01），这表

明通过高频电场或者电针刺激能够明显提高BDNF

的表达和降低 Nogo-A 的表达，同时伴随着运动功

能的改善，即BBB评分的提高，进而在一定程度上

解释了高频电场和电针治疗SCI的机制。本实验结

果也显示在术后第 7d、14d、21d、28d 联合组 BDNF

的表达显著高于超短波组和督电组（P＜0.01），而

Nogo-A 的表达显著低于超短波组和督电组（P＜
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0.01）。同时 BBB 评分结果显示，联合组在术后第

7d、14d、21d、28d较超短波组和督电组BBB评分显

著增加，具有显著性差异（P＜0.01）。这表明联合疗

法对大鼠运动功能恢复更佳。

SCI的康复是一个较长的过程，由于各种实验

条件限制，本实验设计的最长时间为28d，未能体现

出SCI后长期使用理疗干预手段是否有效。另外，

本研究从改善SCI微环境出发，联合超短波和督脉

电针治疗 SCI，虽然证实了应用超短波和督脉电针

对SCI的恢复有效，且联合疗法优于单一疗法，但本

试验结果的检测方法有限，对其具体的分子机制研

究尚不深入，仍需进行进一步探讨。

综上所述，督脉电针结合超短波疗法，可以通过

更好地上调BDNF的表达和抑制Nogo-A的表达，促

进神经轴突的再生，进而促进SCI后神经的修复，改

善运动功能。
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