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电针秩边穴和水道穴对急性脊髓

不完全损伤大鼠脑皮质代谢物的影响
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摘　要　目的：观察电针秩边穴和水道穴对急性脊髓不完全损伤大鼠脑皮质代谢物的影响。方法：将３６只雄性 ＳＤ大鼠随机分

为假手术组、模型组、电针组，每组１２只。采用改良Ａｌｌｅｎｓ法将模型组和电针组大鼠制成Ｔ１０急性脊髓不完全损伤模型，假手术组

大鼠手术摘除Ｔ１０椎板暴露硬脊膜后立即缝合。造模结束后，假手术组和模型组大鼠仅进行抓取和固定；电针组大鼠予以电针秩

边穴和水道穴，每天１次，连续治疗１周。电针干预结束后断头处死所有大鼠，采集大鼠脑皮质和 Ｔ９～Ｔ１０椎体对应节段脊髓

１ｃｍ。将取得的脊髓组织制成切片，ＨＥ染色后光镜下观察脊髓组织形态；对取得的脑皮质进行磁共振波谱分析，比较３组大鼠脑

皮质代谢物的浓度。结果：至处死前各组均无大鼠死亡。假手术组大鼠脊髓结构完整，神经细胞形态正常、分布均匀，细胞膜、细

胞核及组织间隙均正常；模型组大鼠脊髓形态不完整，损伤区域有神经组织残缺，存在较多出血，组织疏松水肿，部分细胞核固缩，

神经细胞数量明显减少，细胞周围基质消失呈空泡状；电针组大鼠脊髓形态结构基本完整，组织中散在血细胞，组织水肿较轻，神

经细胞形态基本正常，空泡变性较轻。３组大鼠脑皮质中异亮氨酸、谷氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨酸、甘油磷脂胆碱、肌醇、维生素Ｃ、

乳酸、苏氨酸、肌苷浓度比较，组间差异均有统计学意义（１．６３±０．２０，１．１３±０．１２，１．３５±０．０１，Ｆ＝４３．１９５，Ｐ＝０．０００；９．５１±

０．４０，８．６６±０．７４，９．９４±１．２５，Ｆ＝６．７２８，Ｐ＝０．００４；２．５４±０．２２，２．２１±０．１９，２．３８±０．４５，Ｆ＝３．３３２，Ｐ＝０．０４８；９．４７±１．２６，

８．１０±１．３４，９．３８±０．８８，Ｆ＝５．０７０，Ｐ＝０．０１２；３．６６±１．１０，３．１７±０．８９，４．５５±１．８１，Ｆ＝３．３６５，Ｐ＝０．０４７；２．４５±０．３３，２．１５±

０．２１，２．３４±０．１７，Ｆ＝４．３８８，Ｐ＝０．０２０；９．０３±１．５６，１０．０１±０．６３，９．２２±１．０１，Ｆ＝３．５６２，Ｐ＝０．０４０；４．１２±０．２８，３．２１±０．１３，

３．６９±０．４４，Ｆ＝４．９７２，Ｐ＝０．０１３；６．３５±０．９６，９．１８±０．８１，８．３８±０．３４，Ｆ＝４５．０３２，Ｐ＝０．０００）。假手术组和电针组异亮氨酸、谷

氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨酸、甘油磷脂胆碱、肌醇、维生素Ｃ、苏氨酸浓度均高于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００７；

Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０３５；Ｐ＝０．０１７，Ｐ＝０．０１１；Ｐ＝０．０４５，Ｐ＝０．０２３；Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０２６；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１），乳酸和肌苷的浓度均

低于模型组（Ｐ＝０．０１７，Ｐ＝０．０３０；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；假手术组异亮氨酸和苏氨酸的浓度均高于电针组（Ｐ＝０．００９；Ｐ＝

０．０１０），肌苷浓度低于电针组（Ｐ＝０．００５）；假手术组和电针组谷氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨酸、甘油磷脂胆碱、肌醇、维生素 Ｃ、乳酸

的浓度比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．３２２；Ｐ＝０．４６９；Ｐ＝０．８５０；Ｐ＝０．１０６；Ｐ＝０．３２５；Ｐ＝０．６８４）。结论：电针急性脊髓不

完全损伤大鼠的秩边穴和水道穴，有利于其脊髓损伤恢复，并可提高其脑皮质中异亮氨酸、谷氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨酸、甘油磷

脂胆碱、肌醇、维生素Ｃ、苏氨酸的浓度，降低乳酸和肌苷的浓度。

关键词　脊髓损伤；电针；代谢组学；穴，秩边；穴，水道；核磁共振波谱法；大鼠
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　　腧穴是脏腑经络中气血输注于躯体外的特殊部

位，也是疾病的反应点和针刺作用的刺激点，在形态

结构、病理反应、刺激效应等方面与其周围的非经非

穴部位或其他腧穴相比有一定特异性。针灸理论认

为，这种特异性与脑有关。近年来脑神经科学的研究

也表明针刺穴位所产生的信号必须通过中枢（大脑和

脊髓），并且通过激活大脑的特定网络，调节机体发生

相应改变，从而达到调节身体机制的作用［１－２］。我们

前期的研究已证实电针秩边穴和水道穴对脊髓损伤

后的膀胱功能恢复有良好的作用［３］。在此基础上，本

研究拟采用核磁共振波谱技术研究电针秩边穴和水

道穴对脑皮质代谢物的影响。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　清洁级雄性 ＳＤ大鼠３６只，体质量
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２００～２２０ｇ，购自厦门大学实验动物中心，实验动物

许可证号：ＳＣＸＫ（闽）２００８－０００１。于厦门大学中医

系实验室饲养，饲养房采用自然光暗周期，室温２０～

２２℃，相对湿度６５％～７０％，自由取食。实验方案经

实验动物医学伦理委员会审核通过。

１．２　试剂与仪器　水合氯醛（上海国药集团），青霉

素（河北远征药业），二甲苯（国药集团化学试剂有限公

司），异氟醚、氘代氯仿、重水（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ），ＴＳＰ内

标物（ＣａｍｂｒｉｄｇｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏｒｙ）；０．３５ｍｍ×７５ｍｍ

华佗牌针灸针、ＳＤＺ－ＩＩ华佗牌电针治疗仪（苏州医

疗用品公司），６０℃恒温箱（广州佳冷公司），低温高

速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ），ＳＣＩＥＮＴＺ－４８高通量组织研磨器

（宁波新芝生物科技股份有限公司），Ｄ２９－６０２０真空

干燥箱（上海精宏实验设备有限公司），冷冻干燥机

（北京博医康试验仪器有限公司），Ｖａｒｉａｎ５００ＭＨｚ

超导核磁共振谱仪（Ｖａｒｉａｎ），ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ８．１．２软

件（ＭｅｓｔｒｅｌａｂＲｅｓｅａｒｃｈ），ＳＩＭＣＡ－Ｐ１２．０．１软件

（Ｕｍｅｔｒｉｃｓ）。

２　方　法
２．１　分组及造模　采用随机数字表将３６只大鼠随

机分为假手术组、模型组、电针组，每组１２只。所有

大鼠以１０％水合氯醛（０．０３ｍＬ·ｋｇ－１）腹腔注射麻

醉后，腰背部脱毛，俯卧位固定在鼠板上，通过触摸肋

骨确定Ｔ９～Ｔ１０并标记，自背部中线切开暴露 Ｔ９～Ｔ１０
椎板，将Ｔ１０椎板全部切除，显露硬脊膜并使之保持完

整。显露硬脊膜后，假手术组直接冲洗、缝合切口；模

型组和电针组采用改良 Ａｌｌｅｎｓ法［４］进行急性脊髓不

完全损伤造模，以撑开器撑开并固定切口，用自制的

改良打击器（质量为１０ｇ的克氏针）沿带有刻度的中

空轨道从６０ｍｍ高处垂直自由下落打击在大鼠脊髓

上，造成大鼠Ｔ９～Ｔ１０节段脊髓后角中度损伤，冲洗缝

合切口（图 １）。术后注射青霉素预防感染，每天

８０Ｕ，连用３ｄ。大鼠出现痉挛性摆动、摆尾反射，苏

醒后出现双下肢迟缓性瘫痪提示造模成功。模型组

和电针组大鼠造模后每日早晚定时按摩膀胱协助排

尿，直至建立反射性膀胱排空。

图１　急性脊髓不完全损伤大鼠模型制备

２．２　电针干预　造模结束后，假手术组和模型组仅

进行抓取和固定，电针组在抓取固定后进行电针干

预。取秩边穴和水道穴，秩边穴位于臀外下部，股骨

大转子与荐椎尾椎结合部连线中外１／３处；水道穴位

于腹部，在耻骨联合与胸剑联合中点连线上作１３等

分点，耻骨联合上３等分点旁开２寸即为水道穴［５］。

以苦艾酸标记穴位，酒精消毒，秩边穴直刺约２ｃｍ、水

道穴直刺约１ｃｍ，针尖相对，捻转１ｍｉｎ。同侧秩边和

水道组成一回路连接 ＳＤＺ－Ⅱ型电针仪，频率 ２Ｈｚ、

疏密波、１～３ｍＡ。刺激持续３０ｍｉｎ，强度以针刺部位

肌肉出现轻微震动为度。电针刺激每天１４∶００开始，

每天１次，连续１周。

２．３　标本采集及观察　电针干预结束后进行标本采

集，禁食１２ｈ后用异氟醚麻醉，迅速断头，在冰上快

速剥取脑皮质，－８０℃保存备用；同时取出Ｔ９～Ｔ１０椎

体对应节段脊髓１ｃｍ，以生理盐水冲洗后置于４％多

聚甲醛磷酸盐缓冲液内固定。

脊髓组织固定１２ｈ后依次进行乙醇梯度脱水、
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无水酒精加甲苯透明（２０ｍｉｎ）、石蜡包埋处理后切

片，厚度３～５μｍ。每组取３张切片置于６０℃恒温

箱内烤片 ４ｈ，二甲苯脱蜡 １５ｍｉｎ，梯度酒精水化

８ｍｉｎ，流水冲洗５ｍｉｎ，以苏木精液染色５ｍｉｎ，用水

洗去多余染液后在１％盐酸酒精种浸泡３ｓ，流水过洗

至返蓝，０．５％伊红液染色 １～３ｍｉｎ，蒸馏水稍洗后脱

水，以中性树胶封固后在光镜下观察。

切取１００ｍｇ脑皮质绞碎，匀浆后取５０μＬ放入

匀浆瓶中，依次加入２００μＬ甲醇和６５μＬ去离子水，

用匀浆机在 ０℃匀浆 ３０ｓ。再向匀浆瓶依次加入

２００μＬ氯仿和２００μＬ去离子水，混匀器混匀６０ｓ，于

冰上静置分离１０ｍｉｎ。将混合液移至１．８ｍＬ的玻璃

离心管中，在４℃以５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ（离心

半径１０ｃｍ）。分别取出上、下层清液，转移入２个洁

净的玻璃小瓶中。在 －８０℃冰箱冷冻３ｈ后置于冷

冻干燥机中２４ｈ以除去甲醇、水和氯仿溶剂。检测

时加入５５０μＬＰＢＳ（含重水和 ＴＳＰ）后移入５ｍｍ专

用管中，在 Ｖａｒｉａｎ５００ＭＨｚ超导核磁共振谱仪上进行

组织萃取液核磁共振波谱检测，脉冲序列为 ｎｏｅ

ｓｙｐｒ１ｄ［（ＲＤ）－９０ｏ－ｔ１－９０ｏ－τｍ－９０ｏ－ａｃｑ］

（ＢｒｕｋｅｒＢｉｏｓｐｉｎｐｕｌｓｅｐｒｏｇｒａｍｌｉｂｒａｒｙ），水峰压制作用

在弛豫等待时间内，谱图的采样数据点为６４Ｋ，谱宽

１２ｋＨｚ，累加次数３２次，空采次数４次。用ＭｅｓｔＲｅＮ

ｏｖａ８．１．２软件将样品的１Ｈ核磁共振波谱进行手动

调相、基线校正和谱峰对齐，在 ＳＩＭＣＡ－Ｐ１２．０．１软

件上对脑皮质数据集分别进行偏最小二乘判别分析

（ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳ－ＤＡ）。

２．４　数据统计分析　采用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据

统计分析，３组大鼠脑皮质各种代谢物浓度的组间整

体比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

ＬＳＤ－ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
至处死前各组均无大鼠死亡。假手术组大鼠脊

髓结构完整，神经细胞形态正常，分布均匀，细胞膜、

细胞核及组织间隙均正常［图２（１）］；模型组脊髓形

态不完整，损伤区域有神经组织残缺，存在较多出血，

组织疏松水肿，部分细胞核固缩，神经细胞数量明显

减少，细胞周围基质消失呈空泡状［图２（２）］；电针组

与模型组比较，脊髓形态结构基本完整，组织中散在

血细胞，组织水肿较轻，神经细胞形态基本正常，空泡

变性较轻［图２（３）］。

图２　３组大鼠脊髓组织光镜观察结果（ＨＥ染色　×１００）

　　在ＰＬＳ－ＤＡ得分图上，假手术组、模型组和电针
组明显聚为３组，假手术组与其余２组相距较远；３组
总体比较、假手术组与模型组比较、假手术组与电针

组比较及模型组与电针组比较模型的 Ｑ２分别为
０．４９０、０．７９１、０．７８９、０．６８７。见图３。
　　３组大鼠脑皮质中异亮氨酸、谷氨酸、Ｎ－乙酰天
门冬氨酸、甘油磷脂胆碱、肌醇、维生素 Ｃ、乳酸、苏氨
酸、肌苷浓度比较，差异均有统计学意义。假手术组

和电针组异亮氨酸、谷氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨酸、甘
油磷脂胆碱、肌醇、维生素Ｃ、苏氨酸浓度均高于模型
组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００７；Ｐ＝
０．００１，Ｐ＝０．０３５；Ｐ＝０．０１７，Ｐ＝０．０１１；Ｐ＝０．０４５，
Ｐ＝０．０２３；Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０２６；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．００１），乳酸和肌苷的浓度均低于模型组（Ｐ＝
０．０１７，Ｐ＝０．０３０；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；假手术组异
亮氨酸和苏氨酸的浓度均高于电针组（Ｐ＝０．００９；
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Ｐ＝０．０１０），肌苷浓度低于电针组（Ｐ＝０．００５）；假手
术组和电针组谷氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨酸、甘油磷脂
胆碱、肌醇、维生素 Ｃ、乳酸的浓度比较，组间差异均

无统计学意义（Ｐ＝０．３２２；Ｐ＝０．４６９；Ｐ＝０．８５０；Ｐ＝
０．１０６；Ｐ＝０．３２５；Ｐ＝０．６８４）。见表１。

图３　３组大鼠脑皮质代谢谱ＰＬＳ－ＤＡ得分图

●假手术组；■模型组；▲电针组

表１　３组大鼠脑皮质代谢物浓度比较　ｘ±ｓ

组别 样本量（只） 异亮氨酸 谷氨酸 Ｎ－乙酰天门冬氨酸 甘油磷脂胆碱

假手术组 １２ １．６３±０．２０ ９．５１±０．４０ ２．５４±０．２２ ９．４７±１．２６
模型组 １２ １．１３±０．１２ ８．６６±０．７４ ２．２１±０．１９ ８．１０±１．３４
电针组 １２ １．３５±０．０１ ９．９４±１．２５ ２．３８±０．４５ ９．３８±０．８８
Ｆ值 ４３．１９５ ６．７２８ ３．３３２ ５．０７０
Ｐ值 ０．０００ ０．００４ ０．０４８ ０．０１２
组别 样本量（只） 肌醇 维生素Ｃ 乳酸 苏氨酸 肌苷

假手术组 １２ ３．６６±１．１０ ２．４５±０．３３ ９．０３±１．５６ ４．１２±０．２８ ６．３５±０．９６
模型组 １２ ３．１７±０．８９ ２．１５±０．２１ １０．０１±０．６３ ３．２１±０．１３ ９．１８±０．８１
电针组 １２ ４．５５±１．８１ ２．３４±０．１７ ９．２２±１．０１ ３．６９±０．４４ ８．３８±０．３４
Ｆ值 ３．３６５ ４．３８８ ３．５６２ ４．９７２ ４５．０３２
Ｐ值 ０．０４７ ０．０２０ ０．０４０ ０．０１３ ０．０００

４　讨　论
脊髓损伤属中医学“痿证”范畴，属督脉病症。秩

边穴位于腰部，具有舒筋活络、强壮腰膝、调理下焦的

功效；水道穴位于腹部，属足阳明胃经，针灸学理论中

有“治痿独取阳明”之说。本课题组前期的研究发现，

电针秩边穴和水道穴对脊髓损伤后尿潴留具有明显

改善作用，并且可抑制神经细胞凋亡［６］、促进神经修

复［３，７］。本研究中３组大鼠脊髓切片显示，电针组大
鼠脊髓形态较模型组完整，神经细胞存活较多，表明

电针秩边穴和水道穴可促进损伤脊髓修复。

异亮氨酸能够促进蛋白合成，并抑制其分解代

谢，维持神经系统的生化功能，促进受损神经再生［８］。

谷氨酸作为中枢神经系统内最主要的一种兴奋性神

经递质，在突触可塑性和介导突触兴奋性活动等方面
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发挥着重要的作用［９］。Ｎ－乙酰天门冬氨酸常被看
作是神经元及其功能完整性的标志［１０］，其减少可见

于能量代谢失调或神经细胞损伤。胆碱类物质是细

胞膜脂质的组成部分，其浓度变化与细胞膜的合成及

髓鞘的降解有关。肌醇是神经胶质细胞的标记

物［１１］，神经胶质细胞广泛分布在中枢神经系统内，具

有支持、滋养神经细胞的作用，除了神经细胞以外的

所有细胞在神经轴突再生过程中必须有神经胶质细

胞的引导才能成功。维生素 Ｃ是脑中重要的抗氧化
物质，能有效清除自由基对膜类脂质、蛋白质的损

伤［１２］。苏氨酸可促进磷脂合成和脂肪酸氧化，苏氨

酸蛋白激酶通过特异性地催化蛋白质的苏氨酸残基

磷酸化来参与细胞增殖、分化、凋亡等生命活动。当

细胞中缺乏三磷酸腺苷时，腺苷可在腺苷脱氨酶的作

用下转化为肌苷，参与机体的物质代谢和能量代谢，

乳酸和肌苷浓度变化提示能量代谢紊乱。与假手术

组相比，模型组大鼠脑皮质中异亮氨酸、谷氨酸、Ｎ－
乙酰天门冬氨酸、甘油磷脂胆碱、肌醇、维生素 Ｃ、苏
氨酸的浓度均有所下降，乳酸、肌苷浓度升高；电针组

大鼠脑皮质中异亮氨酸、谷氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨
酸、甘油磷脂胆碱、肌醇、维生素 Ｃ、苏氨酸的浓度均
升高，乳酸、肌苷浓度下降，较模型组更接近假手术组

的水平。

本研究的结果显示，电针急性脊髓不完全损伤大

鼠的秩边穴和水道穴，有利于其脊髓损伤恢复，并可

提高其脑皮质中异亮氨酸、谷氨酸、Ｎ－乙酰天门冬氨
酸、甘油磷脂胆碱、肌醇、维生素 Ｃ、苏氨酸的浓度，降
低乳酸和肌苷的浓度。
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ｅｔａｌ．Ｏｌｄｔｈｉｎｇｓｎｅｗｖｉｅｗ：ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｐｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅｂｒａｉｎ

ｉｎｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１５，

１６（１２）：２８１９４－２８２１７．

（２０１６－０８－２６收稿　２０１６－１０－１０修回
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檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭
檭

殐

殐殐

殐

）

欢　 迎　 订　 阅　　　欢 　迎　 投　 稿

·６·　　　（总８０６）　　中医正骨２０１６年１１月第２８卷第１１期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１６，Ｖｏｌ．２８，Ｎｏ．１１　
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