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摘要  在雌性 Wistar 成年大鼠胸髓第 10 节段造成脊髓横断损伤, 然后在脊髓损伤区给予夹脊电

针治疗, 为脊髓组织在电场的作用下再生提供一个良好的微环境. 脊髓横断术后 7 和 14 d, 通过对

大鼠运动功能的观察发现, 夹脊电针治疗可以促进神经的恢复; 脊髓损伤区的Brdu, Nestin, GFAP

阳性神经元计数、Nestin mRNA 及 GFAP mRNA 相对表达量的变化也证实, 夹脊电针治疗可以

促进脊髓损伤后的神经干细胞增殖, 从而发挥神经元及其他功能细胞的修复作用. 电生理学检

测结果表明, 夹脊电针治疗可以提高脊髓传导速度. 研究结果显示, 夹脊电针和夹脊电针预处

理治疗方法对于脊髓损伤后神经干细胞增殖及神经功能的恢复具有重要作用, 为临床应用提供

了新的思路.  

关键词   

夹脊电针 

脊髓横断 

大鼠 

内源性神经 

干细胞 

  

 
脊髓损伤是一种严重的中枢神经系统损伤 , 常

造成不同程度的伤残, 甚至死亡. 传统观点认为, 成

体哺乳动物中枢神经系统不具备更新的能力 , 受损

后不能再生. 近年来许多研究发现, 在包括人类在内

的成年哺乳类动物的枢神经系统中存在具有自我更

新和多分化潜能的神经干细胞(NSCs)[1]. 正常情况下

这些 NSCs 处于静止状态, 在损伤、缺血等刺激因素

作用下其可以被激活, 经增殖、迁移、分化等一系列

变化以替代坏死的神经细胞, 修复损伤、恢复神经功

能, 为脊髓损伤后的治疗带来了新的希望. 目前, 应

用神经干细胞治疗脊髓损伤大鼠大概有两种途径 : 

一是移植外源性神经干细胞 ; 二是激活内源性神经

干细胞. 前者虽然取得了许多进展, 但随着研究的深

入, 也存在一些问题[2], 如免疫排斥、伦理学道德等

问题, 而后者更适合于临床运用.  

1920 年 Ingvar[3]就发现电场在神经生长走向上

起着主要作用, 能减少损伤神经的退行性变. 电刺激

能够促进 eNSC (endogenous neural stem cell)的增殖

与分化 , 并提高神经组织的修复能力 [4,5]. 电针或电

场疗法己被用于治疗脊髓损伤 , 一些临床和实验研

究结果证实电针或电场治疗脊髓损伤疗效显著 [6~9]. 

夹脊又称“挟脊”、“侠脊”, 原指挟于脊柱两旁的经穴, 

最早出自《黄帝内经》. 1955 年, Cheng[10]将此穴位置

确定为第一胸椎到第五腰椎棘突下旁开 5 分, 共 17

对穴位, 称为“华佗夹脊穴”. 夹脊电针技术在治疗上

取脊髓损伤平面的上下各一个节段的夹脊穴, 刺入 2

对针灸针, 针刺后将导线在同侧上下连接, 正极在上, 

负极在下 [11], 脉冲电场能促进神经组织的再生和血

管形成 [12], 电针刺疗法能够促进脊髓损伤后功能的

恢复 [13], 改善损伤处脊髓及周围组织血液循环和组

织代谢及减轻水肿 [14], 还可保护和促进轴突的重

建[15,16], 脉冲电磁场, 使神经元发生有效极化, 增强

其酶的活性[17], 调整基因的表达[18,19].  

本研究的目的是观察夹脊电针对完全脊髓横断

损伤的大鼠内源性神经干细胞标记物的作用 , 包括

5-溴脱氧尿核苷(Brdu)、巢蛋白(nestin)和胶质纤维酸
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性蛋白(GFAP).  

1  材料和方法 

(ⅰ) 动物和研究设计.  动物治疗协议经黑龙江

中医药大学审查委员会批准, 96只 Wistar成年雌性大

鼠 (黑龙江中医药大学动物实验中心提供 ), 体重

200~220 g, 年龄为 11~12 周, 随机分为 4 组: 假手术

组, 只暴露胸 10 节段脊髓, 不予横断, 然后缝合伤口; 

模型组, 于胸 10 节段横断脊髓, 但不予治疗; 电针

刺组, 造模后分别接受 3, 7, 14 d 的治疗; 预针刺组, 

在造模前给予夹脊电针 1 周, 造模后, 同电针刺组. 

各组按取材时间不同分为 3, 7, 14 d共 3个时间点, 每

个时间点 8 只. 从中随机取 4 只用于免疫组织化学方

法检测, 另外 4 只用于荧光定量 PCR 方法检测. 也对

每个组的 L2 到 T8 的神经传导速度进行评估.  

(ⅱ) 脊髓横断.  大鼠用 10%的水合氯醛腹腔注

射(400 mg/kg 体重), 麻醉成功后俯卧位固定在手术

台上, 仔细定位. 消毒术区皮肤, 于胸背部行正中入

路, 无菌条件下逐层切开皮肤、皮下组织至脊柱, 充

分暴露 T8~T10 锥体, 用外科剪小心剪掉椎板至两侧

关节突, 充分暴露 T9~T11 节段脊髓. T10
[20]节段脊髓

被显微剪剪断 [21,22], 覆盖明胶海绵 . 逐层缝合伤口 . 

大鼠术后腹腔注射青霉素(1.6 × 105 U)预防感染, 一

日一次, 共 5 d, 定时按压膀胱以促排尿, 给与开塞

露以促排便, 皮下注射新斯的明(0.1 mg/kg)以促胃肠

蠕动, 供给充足的食料和水.  

(ⅲ) 夹脊电针和运动功能评价.  夹脊针方法在

一些研究中已被应用[23,24]. 在距损伤处上下端 2 个椎

体的棘突间隙旁开 3~4 mm 处取穴, 头侧的两根针在

横断水平上的 2 个椎体棘突间隙旁, 尾侧的两根针在

横断水平下的 2个椎体棘突间隙旁, 用 25 mm华佗牌

毫针垂直刺入约 4~5 mm, 使针尖触及椎板, 正、负

极导线分别夹在头、尾两侧的毫针针柄上(正极在上, 

负极在下). 连续密波脉冲电流, 频率为 100 Hz, 输

出电流强度是以背部肌肉出现轻微抽动为度 . 电针

刺组于造模成功后 0.5, 4, 8 h 分别进行夹脊电针治疗

15 min, 以后每天 1 次, 每次 15 min. 预针刺组于造

模前一周每天给予夹脊电针一次, 每次 15 min, 术后

治疗方法同电针刺组. 参照 Basso 等人[25]提出的大鼠

SCI 后功能评判标准 BBB 运动功能评分法对大鼠后

肢运动功能进行评分, 自术后第 3, 7, 14 天各时间点

由掌握评分标准的固定 2 人对大鼠进行盲评, 结果取

平均值.  

(ⅳ) 免疫组织化学.  将 BrdU 溶于生理盐水中

配制成 1%的溶液. 在各时间点大鼠处死前 3 d 腹腔

注射 150 mg/kg BrdU, 每天 2 次. 大鼠用 10%的水合

氯醛腹腔注射(400 mg/kg 体重)麻醉, 然后用 4%多聚

甲醛灌注, 以损伤点为中心迅速取髓 2 cm, 取下脊

髓放入 4%多聚甲醛固定 24 h, 石蜡包埋, 制备 2 μm

厚组织切片, 进行免疫组织化学染色. 每张石蜡切片

脱蜡至水, 用 3%过氧化氢室温下阻断内源性过氧化

物酶 10 min, 高压蒸气修复抗原 , 加 BrdU 一抗

(1:200)或 Nestin (1:400), GFAP(1:400)一抗 4℃过夜. 

按照一抗的来源, 分别滴加相应的二抗 PV6001/6002, 

各于室温下孵育 30 min, 滴加 DAB 显色液, 显微镜

下观察 10~30 min, 阳性显色为棕黄色. 加苏木素复

染, 充分水洗. 酒精脱水, 二甲苯透明, 树脂封片剂

封片. 以细胞内棕黄色染色者为阳性. 在 10×40 倍显

微镜下对阳性细胞进行细胞计数 . 每张切片随机选

取 5 个视野进行阳性细胞计数, 计算平均值为该鼠的

标准值.  

(ⅴ) 实时聚合酶链反应.  在各时间点断头处死

大鼠后, 立即取出包含损伤处的脊髓, 放入–80℃低

温冰箱保存备用. 应用 RNAiso Plus 提取总 RNA, 之

后经逆转录反应合成 cDNA. 反应体系为 10 μL, 包

含 5×PrimeScript Buffer 2 μL, PrimeScript RT Enzyme 

Mix 0.5 μL, Oligo Dt Primer 0.5 μL, Random 6 mers 
0.5 μL, Total RNA 4 μL, RNase free 水 2.5 μL. 反应条

件: 37℃, 15 m, 85℃, 5 s. 合成好的 cDNA 放–80℃低温

冰箱储存备用 . 本实验中所用引物序列及增幅产物

长度: GAPDH (143 bp), 5-GGCACAGTCAAGGCT- 

GAGAATG-3和 5-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA- 

3; GFAP (163 bp), 5-AGTGGCCACCAGTAACAT-  

GCAA-3和 5-GGACTCAAGGTCGCAGGTCAA-3; 
nestin (101 bp) 5-CAGCAACTGGCACACCTCAAG-  

3和 5-CCTCGTCCAGGTGTCTGCAA-3. 以 GAPDH

为管家基因 [26], SYBR 荧光实时定量 PCR 法检测

GFAP 和 NESTIN mRNA 表达情况, 基因表达的相对

定量基于比较 CT (threshold cycle)值法. PCR 反应体

系为 25 μL, 包含 RT-PCR mix, 上游引物 0.5 μL, 下

游引物 0.5 μL. 反应条件: 95℃预变性 30 s; 95℃, 5 s, 

60℃, 30 s, 共 40 个循环. 反应后进行熔解曲线分析. 

琼脂糖凝胶电泳证实扩增产物. 计算扩增效率, 各个

指标取一份 cDNA 经 2 倍系列稀释后(20, 10, 5, 2.5, 
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1.25 ng)进行荧光实时定量 PCR 扩增, 以各个梯度浓

度的对数为 Y 轴, 所对应的 CT 值为 X 轴, 建立标准

曲线, 获得标准曲线方程, 根据标准曲线方程的斜率

S 可以计算扩增效率(E): E=10S–1 

(ⅵ) 神经传导.  大鼠用 10%的水合氯醛腹腔注

射(400 mg/kg 体重)麻醉, 俯卧在操作台上, 暴露头

盖骨、脊髓的 L2 和 T8 及左后肢的坐骨神经. 应用丹

麦丹迪肌电图(EMG)/诱发电位(EP)系统(Skovlunde, 

Denmark)评价体感诱发电位和传导速度 . 电极采用

15 mm 华佗牌毫针, 记录电极安放在 L1 和 L2 之间的

棘间韧带, 皮层记录电极安放在 T7 和 T8 之间的棘间

韧带. 参考电极安放在距记录电极 1~2 cm 远处, 刺

激电极安放在腓骨头处 , 刺激量以踝关节出现轻微

活动为宜, 0.4~0.8 mA, 刺激周期为 0.2 ms; 频率为

30 Hz, 叠加 200 次; 扫描速度为 3 ms/D; 敏感性为

10 μV/D. 身体表面的刺激点被固定于另一个腓骨头, 

然后评估从刺激点到 L1-2, T7–8 的传导时间和 L2–T8 的

脊髓传导速度.  

(ⅶ) 统计分析.  各组数据以均数±标准差(mean 

± SD)表示. 数据需经正态分布检验, 多组间比较用

单因素方差分析(one-way ANOVA), 然后执行 Tukey

或 Dunnet 检验, BBB 评分作为中位数(四分位差)出现, 

因为数据非正态分布 . 组间 BBB 评分的差别被

Kruskal-Wallis 检验证实, 采用 Mann-Whitney U 检验

进行 BBB 评分的实验事后分析. P < 0.05 被认为是有

统计学的意义的, 当执行 Mann-Whitney U 检验时, 

显著水平调节为  0.005 (= 0.05/number of post-hoc 

tests). 应用 SPSS 统计软件进行统计分析  (v. 15.0; 

SPSS Inc., Chicago, IL, USA).  

2  结果 

2.1  运动功能 

表 1 列出了 4 组大鼠的 BBB 评分, 在 3 d 时间点,  

假手术组和其他 3 组之间有显著的差异 (P< 0.001), 

正如预期, 在 7 和 14 d 时针灸治疗组(电针刺组和预

针刺组)的 BBB 评分明显高于模型组(P < 0.001).  

2.2  免疫组织化学和 PCR 

BrdU, nestin 和 GFAP 的免疫着色图片列于图

1~3, 定量化的数据列于表 2. 在每个时间点, 针灸治

疗组的 BrdU, nestin 和 GFAP 的阳性细胞数明显高于

模型组(P < 0.001), 另外, 预针刺组的结果优于电针

刺组. 神经干细胞标记物的基因表达结果列于表 3, 

在每个时间点, 治疗组的 nestin mRNA, GFAP mRNA

的表达明显高于模型组(P < 0.001).  

2.3  神经传导 

表 4 列出各组可检测到 L2–T8 脊髓传导的大鼠只

数 , 在每个时间点假手术组的传导速度快于电针刺

组和预针刺组, 脊髓损伤后第 14 天, 电针刺组的传导

速度(12.13 m/s; n = 4) 和预针刺组(25.04 m/s; n = 7) 

快于模型组 (3.01 m/s; n = 3). 另外, 第 14天的电针刺

组和预针刺组的传导速度快于第 7 天的传导速度(3.08 

m/s 电针刺组(n = 3); 12.13 m/s 预针刺组(n = 4)).  

3  讨论 

本实验研究的目的是评价夹脊电针对脊髓横断

大鼠细胞增殖和神经干细胞标记物 nestin, GFAP 表达

的影响. 通过对 BrdU, nestin和 GFAP的染色及定量分

析, 结果显示, 夹脊电针能够促进脊髓组织的细胞增

殖, 包括脊髓横断后电针治疗和夹脊电针预处理.  

我们对 3 种神经干细胞的标记物进行评估. 5-溴

脱氧尿核苷(Brdu)可以结合细胞分裂期的 DNA, 标

记分裂增殖的细胞. Nestin 也称为巢蛋白, 是一种中

间丝蛋白, 存在于神经上皮前体细胞; 也存在于成年

多能干前体细胞[27]. GFAP 主要用于标记损伤后胶质

反应 , 反应性星形胶质细胞在脊髓损伤中发挥重要 

表 1  不同时间点各组大鼠后肢运动功能 BBB 评分变化 a) 

 假手术组(n = 8/时间点) 模型组(n = 8/时间点) 电针刺组(n = 8/时间点) 预针刺组(n = 8/时间点) P 值 

Day 3 21.0 (21.0, 21.0)a 0 (0, 0)b 0 (0, 0)b 0 (0, 0)b <0.001* 

Day 7 21.0 (21.0, 21.0)a 1.0 (0, 1.0)b 2.0 (1.5, 2.0)c 4.0 (3.5, 4.5)d <0.001* 

Day 14 21.0 (21.0, 21.0)a 4.0 (3.0, 4.5)b 6.0 (5.5, 6.0)c 8.5 (7.5, 9.5)d <0.001* 

a) 数据以中值(四分位差)呈现, Kruskal-Wallis 检验; 执行 Mann-Whitney U 检验以调整后的 α (= 0.05/10 = 0.005) 进行实验事后分

析. *表示 4 组之间显著不同. 不同的字母(a, b, c, d)表明组间有差异(P < 0.005)  



 
 
 

    2011 年 11 月  第 56 卷  第 33 期 

2768   

 

 

图 1  脊髓组织中 nestin 免疫组化染色图 
(a) 假手术组; (b) 模型组; (c) 预针刺组; (d) 脊髓横断后 7 d 电针刺组 

 
 
 

 

图 2  脊髓组织中 BrdU 免疫组化染色图 
(a) 假手术组; (b) 模型组; (c) 预针刺组; (d) 脊髓横断后 7 d 电针刺组 
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图 3  脊髓组织中 GFAP 免疫组化染色图像 
(a) 假手术组; (b) 模型组; (c) 预针刺组; (d) 脊髓横断后 7 d 电针刺组 

 

表 2  组间神经干细胞标记物阳性细胞表达情况(细胞数/mm2)a) 

 假手术组(n = 4/时间点) 模型组(n = 4/时间点) 电针刺组(n = 4/时间点) 预针刺组(n = 4/时间点) P 值 

Day 3      

 Nestin 4.7±1.9a 38.4±5.4b 86.3±2.3c 111.3±3.7d <0.001* 

 BrdU 60.9±6.5 a 263.8±9.8 b 590.9±18.7 c 860.9±22.0 d <0.001* 

 GFAP 34.1±3.4 a 73.4±4.7 b 183.4±4.1 c 274.7±19.6 d <0.001* 

Day 7      

 Nestin 3.4±1.2 a 67.8±5.3 b 123.4±5.1 c 170.0±5.9 d <0.001* 

 BrdU 60.9±8.3 a 416.6±20.2 b 890.9±39.5 c 1508.1±26.0 d <0.001* 

 GFAP 30.6±5.3 a 129.7±11.0 b 276.3±22.9 c 442.8±8.3 d <0.001* 

Day 14      

 Nestin 5.0±1.0 a 30.9±3.7b 74.7±2.1 c 104.4±3.9 d <0.001* 

 BrdU 55.6±8.6 a 99.1±4.7b 439.1±12.2 c 834.7±19.2 d <0.001* 

 GFAP 32.2±4.5 a 48.8±6.5a 172.5±8.4 b 231.6±13.3 c <0.001* 

a) 数据以平均数±标准差表示, 多组间比较用单因素方差分析. Tukey 或 Dunnett 检验用于实验事后分析. *表示 4 组之间显著不

同. 不同的字母(a, b, c, d)表明组间有差异(P < 0.05) 
 
 

的作用[28,29], Lang 等人[30]报道星型胶质细胞能逆向

分化为神经干细胞. 因此, 我们认为这 3 种标记物的

结合表示了神经干细胞的激活.  

神经传导实验反应了运动功能评价的结果 , 脊

髓横断后诱发电位的未引出, 随后在 7~14 d 诱发电

位部分恢复, 夹脊电针促进了诱发电位的恢复, 夹脊

电针预处理的治疗效果特别明显 . 我们没有进行波

幅的定量比较 , 但视觉的评定显示组间没有明显的

差异. 在 7和 14 d电针刺组尤其是预针刺组的脊髓传

导速度快于模型组, SCCV 被提高.  
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表 3  组间神经干细胞标记物的基因表达 a) 

 假手术组(n = 4/时间点) 模型组(n = 4/时间点) 电针刺组(n = 4/时间点) 预针刺组(n = 4/时间点) P 值 

Day 3      

  GAPDH 16.4 ± 0.7  17.1 ± 0.5  17.0 ± 0.4  17.1 ± 0.5  0.249 

 GFAP 19.8 ± 0.9a 17.3 ± 1.0b 14.5 ± 0.5c 13.9 ± 0.4c <0.001* 

 Nestin 27.4 ± 0.6a 23.7 ± 0.7b 22.2 ± 0.7c 21.1 ± 0.3c <0.001* 

Day 7      

  GAPDH 17.0 ± 0.4 17.7 ± 0.2 17.7 ± 0.7 17.6 ± 0.3 0.108 

  GFAP 20.0 ± 0.7a 16.9 ± 0.6b 14.7 ± 0.5c 12.2 ± 0.6d <0.001* 

  Nestin 27.0 ± 0.9a 24.8 ± 0.5b 22.0 ± 0.4c 19.8 ± 0.4d <0.001* 

Day 14      

  GAPDH 17.3 ± 0.7 17.9 ± 0.5 17.5 ± 0.5 17.5 ± 0.6 0.567 

  GFAP 19.3 ± 0.6a 17.4 ± 0.4b 14.7 ± 0.6c 13.8 ± 0.6c <0.001* 

  Nestin 27.5 ± 0.8a 24.6 ± 0.5b 22.0 ± 0.5c 20.8 ± 0.6c <0.001* 

a) 数据以 ct 值平均数±标准差表示, 多组间比较用单因素方差分析. Tukey 或 Dunnett 检验用于实验事后分析. *表示 4 组之间显

著不同. 不同的字母(a, b, c, d)表明组间有差异(P < 0.05) 

 

表 4  可检测到 L2–T8 脊髓传导的大鼠只数 

 假手术组(n = 8/时间点) 模型组(n = 8/时间点) 电针刺组(n = 8/时间点) 预针刺组(n = 8/时间点) 

Day 3 8 0 1 1 

Day 7 8 1 3 4 

Day 14 8 3 4 7 

 
 
大量实验和临床研究显示 , 针灸预处理对心、

脑、胃肠、脊髓等部位缺血、缺氧有良好的保护作用, 

研究认为, “预处理”可产生一些触发因子, 通过一些

中介物质的介导而产生保护作用 [31]. 我们的实验结

果显示, 夹脊电针预处理组的效果优于电针刺组, 因

此, 预处理也能促进内源性神经干细胞活化, 今后的

研究有必要证实目前的发现 , 并能进一步地说明夹

脊电针对内源性神经干细胞影响的机制. 
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