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·基础研究·

电针对骶上脊髓损伤后大鼠神经源性膀胱及
血清外泌体miRNA差异表达的影响*

卓 越1 艾 坤1 许 明1 彭嘉颖1 邓石峰1 刘 琼1 周睿璇1 张 泓1，2

摘要

目的：观察电针对骶上脊髓损伤致尿潴留型神经源性膀胱大鼠的效果，并观察电针对血清外泌体miRNA差异表达

的影响。

方法：从 48只成年雌性SD大鼠中随机抽取 12只为假手术组，剩余 36只大鼠进行T8椎体下脊髓完全横断手术造

模，制备尿潴留型神经源性膀胱模型，将评估成模大鼠二次随机分为模型组与电针组，各12只。电针组从术后第19

天开始干预，共10天。随后，各组行尿流动力学检测后取膀胱组织行HE染色，应用miRNA-seq技术筛选三组血清

外泌体中共同差异表达miRNA后，对其靶基因进行生信分析，并行qRT-PCR验证。

结果：与假手术组比，肉眼观下的模型组大鼠膀胱明显肥大，电针组较模型组减轻；与假手术组比，模型组大鼠漏尿

点压、灌注时间、膀胱最大容量、膀胱最大压力显著升高（P＜0.01），而电针组较模型组显著降低（P＜0.01）；HE染色

见假手术组膀胱组织基本正常，模型组膀胱病理改变明显，电针组病理改变部分减轻；筛选出三组共同差异表达

miRNA共11个，6个上调，5个下调，电针治疗作用主要富集在调节细胞代谢、细胞通讯与信号转导、RNA调控、神经

发育及损伤等方面，并与轴突导向、肌动蛋白细胞骨架、自噬、缝隙链接、胆碱能代谢等信号通路相关；qRT-PCR结果

表明本测序结果可靠性较高。

结论：本研究初步证实了电针对T8椎体下脊髓损伤致尿潴留型神经源性膀胱的效果，并发现其作用的发挥与影响

血清外泌体miRNA差异表达密切相关。此外，筛选出了电针在治疗该病机制中的关键miRNA，并对其靶基因进行

了全面的基因功能和通路富集分析，为深入研究电针治疗该病的效应机制提供了科学基础。
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Abstract
Objective：To observe the therapeutic effect of electroacupuncture in treatment for urinary retention type neuro-

genic bladder after suprasacral spinal cord injury and to observe the effect of electroacupuncture on the differen-

tial expression of serum exosomal miRNA.

Method：Twelve rats were randomly selected from 48 adult female SD rats as the sham-operated group，and

the remaining 36 rats were surgically modelled by complete transection of the spinal cord under the 8th thorac-

ic vertebra to prepare a neurogenic bladder model with urinary retention. The adult rats with successful model

were randomized into a model group and an electroacupuncture group，12 rats each. The electroacupuncture
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神经源性膀胱（neurogenic bladder，NB）是神

经系统病变引发膀胱和尿道功能障碍，进而产生一

系列下尿路症状的综合征，脊髓损伤（spinal cord

injury，SCI）是其重要病因[1]。目前，全球每年每百

万人中就有12到65例SCI患者，且该比例还在不断

攀升[2]，约有 70%—84%的SCI患者并发NB，成为影

响患者生存质量和社会参与的重要因素[3]。临床上，

根据损伤节段不同常将SCI分为骶上脊髓损伤型和

骶髓损伤型，前者占比超过八成[4]。骶上脊髓损伤会

导致高位排尿中枢对低位脊髓交感-副交感排尿中枢

协调性支配异常，可出现以尿潴留为主要临床症状的

逼尿肌-括约肌协同失调型NB，其病程迁徙，治疗及

康复难度较大，是该领域当前研究重点[5]。

本团队在前期研究中[6]，通过T8椎体下脊髓完

全性横断，建立了尿潴留型NB大鼠模型。电针作

为一种传统针刺与现代电刺激结合的中医针灸疗

法，已被广泛应用于膀胱功能障碍疾病的临床治疗

中，并显示出疗效可靠、安全便捷、易于接受、能提高

患者生存质量的重要优势[7]。实验研究表明，电针

可改善SCI后NB膀胱储排尿功能及部分减轻膀胱

病理损害程度，其作用机制与抑制神经元凋亡及其

继发性损伤[8]，调节相关神经递质合成与释放[9]，改

善膀胱平滑肌的舒缩功能等相关[10]，但其作用程序

及效应载体尚不完全明确。

外泌体，是一种细胞主动胞吐分泌的脂质双层

膜结构的微囊泡，可稳定存在于各类细胞外液中并

携带包括miRNA在内的多种生物分子参与细胞间

信息通讯与物质交换，在机体的多种生理病理过程

中均具有重要作用[11]。目前，随着“针刺后血清外泌

体”及“针刺网络药”等理论[12]的提出，外泌体已成为

针灸治疗作用上游环节以及效应载体研究的可行方

向，电针影响各类疾病中外泌体miRNA差异表达亦

group was given electroacupuncture treatment for 10 days from the 19th day postoperation. Subsequently， the

bladder tissues were taken for HE staining after urodynamic testing. The miRNA-seq technique was applied to

screen common differentially expressed miRNAs of serum exosomes in the three groups， and their target

genes were analyzed by bioinformat and validated by qRT-PCR.

Result：Compared with the sham-operated group， the bladder in the model group was significantly hypertro-

phied under visual observation，while the bladder in the electro-acupuncture group was less hypertrophied than

that in the model group；compared with the sham-operated group，the leakage point pressure，perfusion time，

maximum bladder capacity and maximum bladder pressure in the model group were significantly higher （P<

0.01），while the electro- acupuncture group was significantly lower （P<0.01） than that in the model group；

HE staining showed that the bladder tissue in the sham-operated group was basically normal，while the blad-

der tissue in the model group had obvious pathological changes which were partially alleviated in the elec-

troacupuncture group. The miRNA-seq technique revealed a total of 11 differentially expressed miRNAs in the

three groups， in which 6 were up-regulated and 5 were down-regulated，and the therapeutic effects of elec-

troacupuncture were mainly enriched in the regulation of cell metabolism，cell communication and signal trans-

duction，RNA regulation，neurological development & injury，and were associated with axon guidance，actin

backbone， autophagy，gap linkage and cholinergic metabolism pathways. In addition, the qRT- PCR indicated

that the sequencing results were highly reliable.

Conclusion：This study initially confirmed the promising therapeutic effect of electroacupuncture on neurogenic

bladder caused by spinal cord injury under the 8th thoracic vertebra，and found that its therapeutic effect was

closely related to the differential expression of serum exosomal miRNA. In addition， the key miRNAs were

screened and comprehensive gene function and pathway enrichment analyses of their target genes were per-

formed. The present study provided a scientific basis for in-depth research of electroacupuncture in the treat-

ment of neurogenic bladder.

Author's address College of Acupuncture & Tuina and Rehabilitation，Hunan University of Chinese Medi-

cine，Changsha，Hunan，410208
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被逐步证实。

因此，电针对于 T8 椎体下 SCI 后尿潴留型 NB

的治疗效果及其对血清外泌体miRNA差异表达的

影响值得深入探索，以便为电针治疗该病的具体效

应机制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

雌性SD大鼠48只（根据前期研究中72.2%的成

模率计算得出 [6]），SPF 级，10—12 周龄，体质量

250—280g，由湖南医药大学动物实验中心提供与饲

养[许可证号：SYXK（湘）2019-0004]。动物在温度

24—26℃，湿度50%—70%，12h明暗交替，食水自取

的条件下适应性喂养 1周后进行分组。首先，按随

机数字表法从48只大鼠中抽取12只作为假手术组，

剩下的36只大鼠在造模及确定成模后行二次随机，

抽取24只分为模型组、电针组，每组12只。本研究

中实验动物条件符合《实验动物管理条例》要求，且

实验过程中对动物的处置严格依照《关于善待实验

动物的指导性意见》执行。本实验方案已获得湖南

中医药大学实验动物伦理委员会批准（伦理编号：

LL2021091504）。

1.2 主要仪器与试剂

异氟烷（深圳市瑞沃德生命科技有限公司）、青

霉素钠（哈药集团有限公司）、乳酸钠林格注射液（安

徽环球药业股份有限公司）、苦苹果防舔防咬喷剂

（美国Grannick公司）、4%多聚甲醛（上海索莱宝生

物科技有限公司）、RNA酶抑制剂及MMLV反转录

酶（美国Epicentre公司）、F3导尿管（上海上医康鸽

医用器材有限责任公司）、环球牌一次性无菌针灸针

（苏州针灸用品有限公司）；MP-150多通道生理记录

仪（美国BIOPAC公司，MP150-WSW）；微量注射泵

（浙江史密斯医学仪器有限公司，WZ-50C6）；华佗

牌电针治疗仪（苏州医疗用品厂有限公司，SDZ-V

型）等。

1.3 造模方法及术后管理

手术方法：在Hassan Shaker脊髓横断法[13]基础

上结合本团队前期探索出的改良法[6，14—15]进行模型

制备。具体如下：使用异氟烷吸入法麻醉大鼠；以大

鼠头后正中线向下沿脊柱棘突依次触摸到的第2个

明显宽大突出处为T10棘突作为骨性标志，再向上

倒摸2个棘突的椎体为T8进行定位，本实验中脊髓

完全性横断处统一定为T8椎体下，约对应脊髓T10

节段[16]；切开相应皮肤肌肉，咬开T8椎板及两侧椎

弓根，使椎管内脊髓充分暴露，用眼科剪整齐迅速地

横断脊髓后行清创止血及逐层缝合；假手术组大鼠

仅切开并暴露相应节段棘突与相邻椎弓后缝合。

术后管理：①存活管理：术后立即将大鼠转至电

热毯复温；待其苏醒及生命体征平稳后转至单笼饲

养。②喂养管理：术后第 1天仅予以 10ml 5%葡萄

糖注射液对口滴食以补充能量，减轻消化及泌尿系

统负担；术后2—3天，逐渐辅以少量饲料喂养；术后

第4天，逐渐恢复正常喂养。③并发症管理：术后第

1—3 天，每隔 12h 皮下注射乳酸钠林格注射液

（20ml/kg）以避免电解质紊乱及酸碱失衡，并每隔

12h腹腔注射青霉素钠（20万U/只）以抗感染；每日

在大鼠后肢喷涂 Grannick 苦苹果喷雾以预防其自

残。④二便管理：术后第 1 天开始，每隔 8h（6∶00，

14∶00，22∶00）手法辅助大鼠排尿，并配合分阶段少

量供水；排尿结束后使用顺时针手法揉按大鼠下腹

部5—10min，从而促进排便及避免胃肠胀气。

1.4 模型评估

脊髓休克期及成模时间：大鼠术后即进入脊髓

休克期，通常SCI平面越高，脊髓休克期则越长，该时

期内大鼠生命体征及模型表征差异较大且不稳定，

故只有在脊髓休克期结束后才可产生稳定性较高的

实验动物模型。本团队通过前期观察发现该类模型

大鼠约在术后1周度过脊髓休克期[6]，并于术后第18

天左右趋于稳定成模。因此，剔除不符合该标准的

大鼠后，对成模大鼠从术后第19天开始进行干预。

后肢运动功能：造模术后至脊髓休克期内，大鼠

后肢运动能力完全性丧失，即在前肢行走时后肢始

终处于被动拖拽状态。使用BBB评分（Basso，Be-

attie, Bresnahan locomotor rating scale， BBB

scale）进行评估，其评分范围为0—21分，0分为双后

肢活动不可见，满分则代表活动正常[17]。在本研究

中，大鼠术后至脊髓休克期内的 BBB 评分应为 0

分；反之，则说明脊髓横断存在不完全或个体差异过

大，应予以剔除。

膀胱触诊及排尿功能：造模术后至脊髓休克期，
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大鼠膀胱显著胀大，无法自主排尿，需进行手法辅

助；而脊髓休克期结束后，该类模型大鼠膀胱仍存在

胀大情况，虽较休克期有所减轻，但仍无法恢复正常

自主排尿功能，仅偶有下腹部及笼内垫料潮湿，呈以

尿潴留为主的症状表现，此类大鼠是本实验的主要

纳入对象。反之，若脊髓休克期结束后，大鼠膀胱胀

大明显减轻，下腹部及笼内垫料经常性潮湿，漏尿明

显，呈尿失禁为主的症状表现，则予以剔除。

健康状态：脊髓横断损伤术后至实验结束期间

内，若大鼠出现意外死亡或恢复正常自主排尿功能

以及出现反复性严重脓血尿、明显自残或难以愈合

性压疮等不良事件，则予以详细记录并剔除。

1.5 干预方法

腧穴定位：本次实验选取次髎、中极和三阴交作

为电针穴位，根据国家“十三五”规划统编教材《实验

针灸学》中大鼠标准穴位图谱进行定位，并模拟人体

腧穴骨度分寸法量取。

干预方案：造模术后第19天开始对各组大鼠进

行干预，假手术组、模型组仅捆绑固定，不予电针干

预；电针组大鼠先以仰卧位捆绑固定于鼠板上予以

电针中极与双侧三阴交；待腹侧穴位干预结束后再

将其以俯卧位捆绑固定予以电针双侧次髎，1次/天，

共干预10天；使用1.0寸（0.25mm×25mm）无菌针灸

针，中极为针头朝向病所（膀胱）斜刺 5mm，三阴交

直刺5mm，次髎直刺15mm；将电针治疗仪调为疏密

波，频率10Hz/50Hz，电流强度以大鼠肢体轻颤并能

耐受为度；腹侧中极与三阴交接为一组（三阴交左右

两穴隔日交替进行），背侧左右次髎穴为一组，每组

均电针干预20min。

1.6 观测指标

尿流动力学：麻醉后固定大鼠并尽量排空其膀

胱内尿液，将MP-150测压器与F3导管、微量注射泵

相互连通待用；沿大鼠腹前正中线耻骨联合上 1cm

处切开并轻挤暴露膀胱后，于膀胱穹窿处剪小口插

入F3导管并固定；静置30min后以6.0ml/h速度灌注

温 0.9%氯化钠溶液。电脑重点记录大鼠尿道口首

次液体流出时的膀胱内压（漏尿点压力）以及此刻的

灌注量（膀胱最大容量）、此刻的时间（灌注时间）等

指标。

HE染色：实验结束后，各组选 3只大鼠行膀胱

组织取材，并于冰上剪取 0.5cm×0.5cm大小的组织

块后，用 4%多聚甲醛固定 48h，随后用乙醇梯度脱

水、浸蜡并包埋，连续切片厚约 4μm，每个样本选 2

张行HE染色后于100倍光镜下观察。

外泌体提取：用红头采血管经腹主动脉收集大

鼠全血后室温下静置 2h至明显分层；4℃，1200g离

心10min后转移上清；再4℃，1800g离心10min收集

上层血清；血清样本以 4℃，2000g 离心 30min 后收

集上清，并经0.22μm滤膜过滤转至聚碳酸酯管内后

放入超速离心机；随后，4℃，12000g离心45min收集

上清后再次 4℃，110000g离心 2h；用PBS重悬后再

次 4℃，100000g 超速离心 1h；弃上清，收集管底沉

淀；用PBS溶解并稀释提取的外泌体沉淀备用。

外泌体鉴定：①使用透射电镜法鉴定外泌体形

态；②利用可视化纳米颗粒示踪分析仪 Zetaview

PMX 110 对血清外泌体重悬液进行粒径分析；③
Western Blot法检测血清外泌体标记蛋白，BCA法

测定外泌体标记蛋白浓度，经制胶、电泳、转印蛋白

后，一抗TSG101（1∶4000）、CD81（1∶2000）、CD9（1∶

2000），4℃孵育过夜，漂洗后孵育二抗（1∶8000）1h

后，洗膜，显影。

总RNA提取与质控：加入 1ml Trizol吹打混匀

血清外泌体于冰上静置 5min后，加入氯仿 200μl震

荡 30s 于冰上静置 15min 至出现分层；4℃，13500g

离心 10min；将上层转移至无酶离心管后加入等体

积预冷异丙醇，混匀后室温静置 10min后再重复上

一步离心过程；弃上清，使用等体积的 75%乙醇清

洗，再弃上清静置至乙醇挥发；加入无酶水 20μl

于-80℃备用；使用 NanoDrop ND-1000 仪测量总

RNA准确浓度以及蛋白质污染情况，使用琼脂糖凝

胶电泳检测RNA样本完整性。

miRNA文库构建：移除总RNA中 rRNAs后，使

用TruSeq Stranded Total RNA Library Prep Kit预

处理RNA，构建测序文库。应用Agilent 2100 Bio-

analyzer 进行文库质量测定，混合好不同样品的测

序文库，通过 0.1M NaOH将文库变性为单链DNA

分子，在 Illumnia flow cell 上捕获，原位扩增为簇

（cluster），并在 Illumnia HiSeq 测序仪上进行 50 个

循环测序。

测序分析：Illumnia NextSeq 500产生的测序数
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据为 raw sequencing data，经测序质量控制后将预

处理过滤步骤产生的 trimmed data比对到数据库中

所有 miRNA 前体及成熟体序列比对，计算 miRNA

表达水平，采用RPM标准化。使用 edger进行组间

差 异 表 达 分 析 ，设 定 阈 值 为 ｜－ log2（Fold

Change）｜≥1.5，且 P＜0.05 来筛选差异表达 miR-

NA。文库构建与测序分析由数谱（上海）生物科技

有限公司完成。

miRNA 靶基因预测及功能分析：使用 miRDB

以及 miRanda 数据库对三组间共同差异表达 miR-

NA进行靶基因预测，借助R包对差异miRNA的靶

基因进行 GO 功能富集及 KEGG 通路富集分析。

GO富集分析探索与差异表达miRNA靶基因显著相

关生物过程（biological process，BP）、细胞组成（cel-

lular component，CC）以 及 分 子 功 能（molecular

function，MF）。KEGG 分析差异表达 miRNA 靶基

因富集的分子信号通路。

差异表达基因验证：使用qRT-PCR法对三组间

共同差异表达miRNA进行验证以保证miR-Seq结果

准确性。本研究通过选择表达丰度较高且组内均一

性较好的miRNA进行验证，即 rno-miR-320-3p、rno-

miR-20b-5p、rno-miR-30b-3p、rno-miR-142-3p、rno-

miR-132-5p、rno-miR-211-5p，引物序列为表1所示。

选择U6为内参，以2−ΔΔCt法计算基因相对表达量。

表1 引物序列

基因名

U6

rno-miR-320-3p

rno-miR-20b-5p

rno-miR-30b-3p

rno-miR-132-5p

rno-miR-142-3p

rno-miR-211-5p

注：GSP为对应miRNA的特异引物，R是与RT引物相匹配的引物。

双向引物序列

F：5'GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT3'
R：5'CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT3'
GSP：5'GGGAAAAGCTGGGTTGAGA3'
R：5'GTGCGTGTCGTGGAGTCG3'
GSP：5'GGACAAAGTGCTCATAGTGC3'
R：5'CAGTGCGTGTCGTGGAGT3'
GSP：5'GGCTGGGATGTGGATGTT3'
R：5'CAGTGCGTGTCGTGGAGT3'
GSP：5'GGACCGTGGCTTTCGATT3'
R：5'CAGTGCGTGTCGTGGAGT3'
GSP：5'ACCCCCTGTAGTGTTTCCTACTT3'
R：5'GTGCGTGTCGTGGAGTCG3'
GSP：5'GGTTCCCTTTGTCATCCT3'
R：5'CAGTGCGTGTCGTGGAG3'

退火温度
（℃）

60

60

60

60

60

60

60

产物长度
（bp）

89

63

66

64

62

67

64

1.7 统计学分析

使用SPSS 23.0统计软件进行数据分析，本次研

究中数据结果以均数±标准差形式表示。计量资料

符合正态分布且方差齐，两组比较使用两样本均数 t

检验；三组间比较采用单因素方差分析，进一步两两

比较用LSD检验；方差不齐时使用塔姆黑尼检验；不

符合正态分布时采用秩和检验。以P＜0.05为差异

有显著性意义，P＜0.01为差异有非常显著性意义。

2 结果

2.1 一般结果

假手术组12只大鼠一般情况良好，剩余36只大

鼠在造模术中因失血过多死亡 1只，术后体温过低

死亡2只，脊髓休克期内因腹胀死亡2只，剩余31只

造模大鼠度过脊髓休克期并存活。经模型评估不符

合标准而剔除5只（反复血尿、难愈压疮、漏尿明显）

后，剩余26只合格模型大鼠。通过二次随机将26只

模型大鼠分为模型组与电针组各12只，剩余2只模

型大鼠候补。各组大鼠在术后第 19天开始的干预

至实验结束期间无死亡或不良情况出现。

2.2 膀胱肉眼观结果

与假手术组相比，模型组及电针组大鼠膀胱体

积增大、肥厚明显；与模型组相比，电针组大鼠膀胱

体积相对减小，肥厚情况相对减轻。

2.3 尿流动力学结果

见图 1。与假手术组相比，模型组及电针组大

鼠漏尿点出现时间延迟，漏尿点压力增高；与模型组

相比，电针组大鼠漏尿点出现时间相对提前，漏尿点

压力相对降低。此外，假手术组大鼠排尿周期平稳

规律，排尿效率较高；模型组大鼠排尿周期明显延
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长，排尿效率低下；电针组大鼠排尿周期改善，趋于

平稳，排尿效率相对提高。

与假手术组相比，模型组大鼠的漏尿点压、灌注

时间、膀胱最大容量以及膀胱最大压力显著增大

（P＜0.01）；与模型组相比，电针组大鼠的漏尿点压、

灌注时间、膀胱最大容量以及膀胱最大压力显著下

降（P＜0.01）。见图2。

2.4 HE染色结果

假手术组大鼠膀胱组织中移行上皮排列紧密整

齐，固有膜完整，无炎性浸润及组织水肿改变，逼尿

肌层肌纤维束排列规整、结构紧

密，肌间隙弹性纤维丰富，无增生

及纤维化改变。模型组大鼠膀胱

组织移行上皮排列紊乱，固有膜结

构疏松破坏，存在组织水肿及出血

性改变，肌纤维排列紊乱，伴局部

纤维结缔组织增生；电针组与模型

组相比，上皮结构相对规则且完

整，固有膜破坏减轻，水肿程度及

出血性改变好转，肌纤维排列相对

规整，境界清晰，仅少量纤维组织

增生。见图3。

2.5 血清外泌体鉴定

图 4A 所示，透射电镜下观察

图1 各组大鼠尿流动力学压力曲线图
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图2 各组大鼠尿流动力学指标比较 （x±s，n=12）

注：与假手术组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
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血清外泌体形态，表现为明显膜性边界，并呈外泌体

典型的茶托样形态。图4B所示，通过纳米颗粒跟踪

分析技术发现，本次研究中外泌体粒径范围集中分

布在70—200nm，符合外泌体粒径范围要求。

如图 4C所示，Western Blot法检测血清外泌体

标记蛋白 TSG101、CD81、CD9，结果显示均在外泌

体中有明显表达，证明外泌体分离成功。

2.6 差异性表达miRNA筛选

本研究共筛选到 74 个差异表达 miRNA，其中

模型组相较于假手术组上调的miRNA有 20个，下

调 15 个（见图 5A）；电针组相较于模型组上调的

miRNA有23个，下调16个（见图5B）。通过取两者

交集进一步分析发现，假手术组、模型组、电针组三

组间共同差异表达的miRNA有11个（见表2），其中

在模型组与假手术组中下调，而在电针组与模型组

中上调的 miRNA 有 6 个（Up 组：rno-miR-351-3p、

rno- miR- 3064- 5p、rno- let- 7b- 5p、rno- miR- 30b- 3p、

rno-miR-20b-5p、rno-miR-320-3p）；在模型组与假手

术组中上调，而在电针组与模型组中下调的miRNA

有 5 个（Down 组：rno-miR-380-5p、rno-miR-376a、

图3 各组大鼠膀胱组织形态学比较 （HE，×100）

假手术组 模型组 电针组

图4 大鼠血清外泌体鉴定

A 外泌体电镜图 B 外泌体粒径分析 C 外泌体标记蛋白

TSG101

假手术组 模型组 电针组

25kD

26kD

44kD

CD9

CD81

表2 三组间共同差异表达miRNA

组别

Up组
Up组
Up组
Up组
Up组
Up组

Down组
Down组
Down组
Down组
Down组

miRNA
名称

rno-miR-351-3p
rno-miR-3064-5p

rno-let-7b-5p
rno-miR-30b-3p
rno-miR-20b-5p
rno-miR-320-3p
rno-miR-380-5p
rno-miR-376a

rno-miR-211-5p
rno-miR-142-3p
rno-miR-132-5p

﹣log2（Fold Change）/差异倍数
模型vs假手术

﹣7.486
﹣6.016
﹣5.273
﹣4.705
﹣3.263
﹣1.589
7.344
4.554
4.002
2.349
2.233

电针vs模型
5.890
6.263
4.586
4.532
3.252
1.683

﹣7.353
﹣7.053
﹣3.338
﹣3.459
﹣2.791

P值
模型vs假手术

0.005
0.036
0.023
0.007
0.034
0.035
0.003
0.041
0.008
0.019
0.039

电针vs模型
0.047
0.036
0.039
0.022
0.032
0.028
0.003
0.015
0.042
0.001
0.011
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rno- miR- 211- 5p、rno- miR- 142- 3p、rno- miR- 132-

5p）。该研究结果表明，电针对骶上脊髓损伤后尿潴

留型 NB 模型大鼠血清外泌体 miRNA 表达水平有

显著影响，其中组间共同差异表达的 11 个 miRNA

可能是电针治疗该病的关键基因。

2.7 基因功能和信号通路富集分析

应用 miRDB 和 miRanda 数据库对三组间共同

差异表达的miRNA进行靶基因预测，然后进行GO

分析以及 KEGG 通路富集分析。分别对在模型组

与假手术组中下调、在电针组与模型组中上调的 6

个差异表达miRNA（Up组）与在模型组与假手术组

中上调、在电针组与模型组中下调的 5个差异表达

miRNA（Down组）进行独立分析。

对 Up 组靶基因进行 GO 分析后发现其主要富

集在调控细胞代谢，尤其是初级代谢过程、氮素化合

物代谢、细胞代谢过程中RNA调控以及离子、蛋白

质结合、嘌呤核苷酸结合、核糖核苷酸结合、转录调

节器活性等方面（见图6A）；KEGG分析显示其主要

集中于轴突导向、自噬信号通路、胆碱能代谢信号通

路、缝隙链接、FoxO信号通路、白细胞经内皮细胞迁

移通路、醛固酮调节钠重吸收、mTOR信号通路、鞘

脂蛋白等信号通路（见图6B）。

对Down组靶基因进行GO分析后发现其主要

富集在细胞代谢与信号转导正向调控、调控细胞通

讯、神经系统发育及损伤以及离

子-蛋白质-酶结合、嘌呤核苷酸结

合、核糖核苷酸结合、蛋白激酶活

性等方面（见图 7A）；KEGG 分析

显示其主要集中于免疫缺陷、轴突

导向、肌动蛋白细胞骨架、Hedge-

hog 信号通路、自噬信号通路、磷

脂酶 D 信号通路、Relaxin 信号通

路、溶酶体、Apelin 信号通路、

cGMP- PKG 等 信 号 通 路（见 图

7B）。

2.8 差异表达基因验证

在 Up 组与 Down 组中各选 3

个表达丰度较高且组内均一性较

好的 miRNA 进行 qRT-PCR 验证。

如图 8 所示为 Up 组中 rno- miR-

320-3p、rno-miR-20b-5p、rno-miR-

30b-3p的三组间基因相对表达量情况，与假手术组

相比，模型组中该3个miRNA相对表达量均明显下

降（均 P＜0.05 或 P＜0.01）；与模型组相比，电针组

中该 3 个 miRNA 相对表达量均显著上升（均 P＜

0.05 或 P＜0.01）。如图 9 所示为 Down 组中 rno-

miR-142-3p、rno-miR-132-5p、rno-miR-211-5p 的三

组间基因相对表达量情况，与假手术组相比，模型组

中该 3 个 miRNA 相对表达量均明显升高（均 P＜

0.05 或 P＜0.01）；与模型组相比，电针组中该 3 个

miRNA 相对表达量均显著下降（均 P＜0.05 或 P＜

0.01）。以上结果与miRNA-Seq趋势一致，表明本实

验结果具有较高可靠性。

3 讨论

正常膀胱排尿功能受到高位脑桥-皮质排尿中

枢、低位脊髓交感-副交感排尿中枢以及外周神经系

统协同支配，外周神经主要包括盆神经（主要支配膀

胱逼尿肌及其兴奋性输入，大鼠出自L6-S1骶副交

感核，人类出自S2-S4骶副交感核）、阴部神经（主要

支配尿道外括约肌，大鼠出自L6-S1神经根，人类出

自S2-S4神经根）以及腹下神经（主要支配尿道内括

约肌及其兴奋性输入，大鼠出自L1-L2胸腰交感核，

人类出自T11-L2胸腰交感核）[18]。因此，T8椎体下

图5 大鼠血清外泌体组间差异表达miRNA火山图

A 模型组与假手术组差异表达miRNA B 电针组与模型组中差异表达miRNA
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图6 Up组差异表达miRNA靶基因的生物信息学分析图

A GO功能富集分析

B KEGG通路富集分析

的脊髓横断（约对应脊髓T10节段）[16]后，高位排尿

中枢对低位脊髓交感-副交感排尿中枢的协调性支

配受到严重损害，下尿路交感-副交感神经过度兴

奋，出现高反射逼尿肌与高反射括约肌，即以尿潴留

为主要症状的逼尿肌-括约肌协同失调型NB[5]。

在中医学中，骶上脊髓损伤致尿潴留型NB 主

要归属于“癃闭”的范畴，而针灸历来是膀胱等下焦

疾病的主要中医疗法，如《针灸大成》提出针灸八髎

可“主大小便不利”，故本研究中我们选取八髎穴之

一的“次髎”以求近道取穴之效；任脉上膀胱募穴之

“中极”以补益元气，助膀胱开合与

气化；足三阴经交会穴“三阴交”以

渗湿利尿、温肾健脾、调理下焦。

现代研究还发现位于第二骶后孔

的“次髎”下有骶神经经过，具有调

节逼尿肌及尿道括约肌功能的作

用[19]，而“中极”则与支配膀胱的交

感神经相关[20]，“三阴交”也被发现

与腰骶部低位排尿中枢有关[21]。电

刺激是如今广泛应用于神经系统疾

病的治疗方式，已有研究表明电刺

激具有诱发排尿反射、改善膀胱周

围神经支配以及促进膀胱血液循环

的重要作用[22]。故本研究以电针为

主要干预手段，并发现电针可以显

著减轻该模型大鼠的尿潴留程度，

提升其排尿效率，改善膀胱代偿性

肥大状态，并部分重建膀胱储排尿

功能。具体表现为电针干预明显降

低了模型大鼠过高的膀胱内压、膀

胱漏尿点压、膀胱最大压力以及明

显降低了模型大鼠膀胱最大容量以

及灌注时间。此外，电针治疗还一

定程度上减轻了膀胱组织病理损害

程度，延缓了本病进程，潜在降低了

本病的远期危害性。

本研究以及国内外众多临床

和实验研究[8—10，23]均表明电针对于

SCI致NB具有良好治疗作用，其作

用机制与调节神经、体液等系统网

络有关，并具有多系统、多靶点的

重要特征。外泌体因其与神经、体液、免疫系统均有

密切关联而成为针灸治疗各种疾病的效应机制和物

质载体研究的热点。miRNA是目前研究较多的一

类非编码RNA，其具有易于降解的不稳定性，但外

泌体包裹下的miRNA则比较稳定，并可以通过外泌

体的远距离靶向转运发挥对靶基因的负调控作用。

最新研究发现，miRNA已成为平滑肌功能表型的重

要调节因子 [24]，其在各器官平滑肌中均有重要作

用[25—26]，因此有望是改善 SCI 后膀胱平滑肌舒缩功
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能障碍的关键。已有研究发现，电针能改变外泌体

miRNA 表达水平并介导信号通路治疗疾病 [27]。本

研究也首次证明电针治疗骶上脊髓损伤后尿潴留型

NB与影响外泌体miRNA差异表达密切相关。

本研究通过miRNA-seq技术，筛选出了假手术

组、模型组及电针组血清外泌体中共同差异表达的

miRNA共11个，这11个miRNA可能是电针治疗骶

上脊髓损伤后尿潴留型NB的重要靶点以及电针效

应发挥的关键环节。其中，miR-320已被发现与大

鼠脊髓缺血损伤后神经保护密切相关[28]。miR-211-

5p 的 下 游 靶 基 因 为 MAPK1，而 miR- 211- 5p/

MAPK1轴在减轻SCI后炎症反应

方面具有重要作用 [29]；此外，miR-

211-5p 还被发现可通过直接靶向

ATF-6 和调节内质网应激来有效

缓解 SCI 后神经元凋亡及相关炎

症反应[30]。值得注意的是，Kashy-

ap 等 [31]发现 miR-132 在膀胱肥大

及过度活动中异常表达，且与神经

生长因子 NGF、各类炎症介质表

达具有相关性，抑制miR-132的过

度表达是缓解排尿功能障碍的重

要靶点。进一步，本研究对共同差

异表达miRNA进行靶基因预测及

其生物信息学分析后发现电针治

疗该病所涉及的系统功能丰富、信

号通路多样，符合针灸基本治病特

点。其中，基因功能分析中富集到

的核糖核苷酸结合、调控细胞代谢

与细胞通讯、蛋白激酶活性、神经

系统发育及损伤等方面既与本研

究思路不谋而合，也与国内外相关

研究互为佐证 [32]。qRT-PCR 结果

也反映了本研究的可靠性与稳定

性。此外，已有学者发现 SCI 后

NB的病理本质和治疗关键与轴突

导向 [33]、自噬信号通路 [34]、胆碱能

代谢信号通路[35]联系密切，而缝隙

链接、肌动蛋白细胞骨架、Relaxin

信号通路虽未见直接报道，但其与

膀胱平滑肌细胞兴奋性传递、膜上离子通道开合、突

触神经递质释放以及平滑肌舒缩功能有直接关联，

极可能是治疗SCI致NB过程中改善膀胱平滑肌功

能异常的潜在关键途径。

4 结论

本研究初步证实了电针对 T8 椎体下 SCI 致尿

潴留型NB的良好治疗效果，同时，筛选和验证了电

针治疗该病的关键miRNA，并对其靶基因进行了较

全面的生信分析。本研究为针灸治疗该病的效应机

制的深入研究提供了科学依据，也为针灸未来细胞

图7 Down组差异表达miRNA靶基因的生物信息学分析图

A GO功能富集分析

B KEGG通路富集分析
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图9 Down组差异表达基因相对表达量情况 （x±s，n=12）

注：与假手术组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01

rno-miR-142-3p
15

10

5

0

基
因

相
对

表
达

量
（

2﹣
△△

C
T ）

电针组模型组假手术组

##

**

rno-miR-132-5p
2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

基
因

相
对

表
达

量
（

2﹣
△△

C
T ）

电针组模型组假手术组

#

*

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

基
因

相
对

表
达

量
（

2﹣
△△

C
T ） #

*

rno-miR-211-5p

电针组模型组假手术组

2.5

图8 Up组差异表达基因相对表达量情况 （x±s，n=12）

注：与假手术组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
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层面研究和临床转化提供了研究基础，具有一定前

瞻性。但受限于实验观察周期尚短，样本量较少等

限制，本研究结果还有待更深入的实验研究和临床

验证。
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