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摘要　 目的　 探究夹脊电针对脊髓损伤（ＳＣＩ）后运动功能

和 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的影响。 方法　 将 ７２ 只质量（２５０ ± ２０）ｇ
的 ＳＤ 雄性大鼠随机分为假手术组、ＳＣＩ 组、电针组和针刺

组，每组 １８ 只。 采用改良 Ａｌｌｅｎ′ｓ 法制备胸 １０ 节段 ＳＣＩ 模

型。 电针组和针刺组分别接受夹脊穴电针和普通针刺治疗，
１５ ｍｉｎ ／次，１ 次 ／ ｄ。 在连续干预 ３、７、１４ ｄ 后，采用 Ｂａｓｓｏ、Ｂｅ⁃
ａｔｔｉｅ 和 Ｂｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）评分法评估大鼠后肢运动功能，苏
木精 －伊红染色观察脊髓组织的病理恢复变化，实时定量

ＰＣＲ 和蛋白免疫印迹法分别检测 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ ３、Ｎｏｔｃｈ ４ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平；免疫组化检测第 １４ 天时胶质纤维

酸性蛋白（ＧＦＡＰ）的表达情况。 结果　 与假手术组相比，ＳＣＩ
术后大鼠 ＢＢＢ 评分降低（Ｐ ＜ ０. ０５），脊髓组织出现明显出

血、结构破坏和变性，电针组和针刺组的 ＢＢＢ 评分和损伤程

度均较 ＳＣＩ 组轻（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ ３、Ｎｏｔｃｈ ４ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平以及 ＧＦＡＰ 的表达水平，ＳＣＩ 组均明显高于

假手术组（Ｐ ＜ ０. ０５），而电针组较 ＳＣＩ 组均降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。
结论　 夹脊电针可以改善 ＳＣＩ 大鼠的运动功能，其机制可能

与抑制 ＧＦＡＰ 的表达和抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的激活有关。
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　 　 脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ， ＳＣＩ）包括脊髓结

构与功能的损伤，一般由脊柱骨折等外伤性因素引

起，造成损伤部位微环境的改变及损伤平面以下运

动感觉功能、胃肠道功能等障碍［１］。 电针（ｅｌｅｃｔｒｏａ⁃
ｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ， ＥＡ）作为一种中医治疗方法，已被证实

对 ＳＣＩ 具有积极的治疗效果，如改善损伤部位局部

微环境、减轻水肿和炎症反应、抑制神经元凋亡和瘢

痕形成等［２］。 但既往研究［３］ 多在督脉，而对于脊髓

两旁夹脊穴的研究较少。 夹脊穴的解剖学位置与脊

髓旁神经根位置重合，夹脊电针对 ＳＣＩ 的治疗作用

已被初步证实，但其治疗机制尚不完全清楚。 该研

究探索夹脊穴电针干预与 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的关系，
以进一步揭示其治疗 ＳＣＩ 的作用机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物与分组　 健康清洁级雄性大鼠 ７２
只，体质量（２５０ ± ２０） ｇ，均由安徽医科大学实验动

物中心提供，生产许可证号：ＬＬＳＣ２０２２１１０５。 将 ７２
只大鼠随机分为假手术（ｓｈａｍ）组、ＳＣＩ 组、电针（ＳＣＩ
＋ ＥＡ）组和针刺（ＳＣＩ ＋ ＡＰ）组，每组 １８ 只。 每组按

术后时间分为 ３ 个亚组，３ 天亚组、７ 天亚组和 １４ 天

亚组，每个亚组 ６ 只。 ｓｈａｍ 组只接受胸 １０ 节段

（Ｔ１０）的椎体切除术。 其他 ３ 组中：ＳＣＩ 组只造成

ＳＣＩ，不做其他治疗干预，ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组在损伤后第 ２
天开始接受电针治疗；ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组在损伤后第 ２ 天

开始接受针刺治疗。 大鼠自由获得水和食物，并给

予 ２０ ～ ２５ ℃温度、５０％ ～ ６５％ 温度条件和 １２ ｈ ／ １２
ｈ 明暗照明。 实验过程均遵循《关于善待实验动物

的指导性意见》规定。
１． １． ２ 　 试剂与仪器 　 Ｎｏｔｃｈ ３ 一抗购自武汉 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ 公司；Ｈｅｓ ３ 一抗、Ｎｏｔｃｈ ４ 一抗和胶质

纤维酸性蛋白（ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＡＰ）
一抗购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司；通用型二抗试剂盒、
ＤＡＢ 显色试剂盒购自北京 Ｚｓｂｉｏ 公司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂

盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂

盒和逆转录试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 发光试剂盒、裂解液购自上海碧云天

公司。 徕卡切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司 （货号：
ＲＭ２０１６）；生物组织自动包埋机购自湖北贝诺医疗

科技有限公司（货号：ＺＴ⁃１２Ｍ）；显微镜购自日本 Ｏ⁃
ＬＹＭＰＵＳ 公司（货号：ＣＸ４３）、Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪购自

瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司（货号：Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ ９６）、电泳凝胶成

像仪购自美国 Ｂｉｏ⁃ＲＡＤ 公司（货号：ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ
＋ Ｓｙｓｔｅｍ）。 一次性无菌针灸针购自吉林长春爱康
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医疗器械有限公司（０. ２５ ｍｍ × １３ ｍｍ）；电针仪购

自江苏佳健医疗器械股份有限公司（型号：ＣＭＮＳ６⁃
１）。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 造模方法　 造模前所有动物禁食 ８ ｈ，称重

后给予 １０％ 水合氯醛（０. ３ ｍｌ ／ １００ ｇ）腹腔注射麻

醉。 以下手术过程在无菌条件下进行：将大鼠固定

在手术台上，剃除手术区域毛发，并进行常规消毒。
以 Ｔ１０ 段为中心，从脊柱正中做纵行切口，逐层剥离

皮下组织，去除 Ｔ１０ 及部分 Ｔ９、Ｔ１１ 的椎板，充分暴

露该节段背侧硬脊膜。 用自制 Ａｌｌｅｎ 脊髓撞击器以

１０ ｇ × ５ ｃｍ 的能量垂直撞击 Ｔ１０ 段脊髓，造成脊髓

的急性压迫性损伤。 以大鼠局部脊髓出现充血、全
身痉挛、痉挛性摆尾作为造模成功的标志，然后逐层

缝合被切开组织。 术后予腹腔注射青霉素（１００ Ｕ ／
ｄ），连续 ３ ｄ 抗感染治疗，每日早晚予腹部按摩 ２
次，帮助大鼠二便的排泄。 ｓｈａｍ 组仅切除椎板暴露

脊髓组织，不损伤脊髓，其余 ３ 组均在切除椎板的基

础上损伤脊髓。
１． ２． ２　 针刺和电针治疗方法　 将大鼠于俯卧位固

定于自制的鼠板上，并暴露损伤的脊髓节段。 ＳＣＩ ＋
ＡＰ 组在术后第 ２ 天，取距损伤处上下端两个椎体的

棘突间隙距中线旁开 ３ ～ ４ ｍｍ 的夹脊穴，用针灸针

向内斜刺 ４ ～ ５ ｍｍ 深，使针尖触及椎板。 然后将

ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组连接电针仪，同一导线的两个夹子夹持

在同侧上下两个针灸针针柄处，治疗频率为 ２ ／ １００
Ｈｚ，电流强度为 １ ～ ２ ｍＡ，以治疗部位肌肉轻微颤

动但未引起病理损伤为宜，１ 次 ／ ｄ，１５ ｍｉｎ ／次，连续

１４ ｄ。 ｓｈａｍ 组和 ＳＣＩ 组大鼠仅用相同方法固定于板

上 １５ ｍｉｎ，不进行针刺。
１． ３　 观察指标及检测方法

１． ３． １　 体质量与运动功能　 分别在术前和术后第

３、７、１４ ｄ 记录每组大鼠的体质量，并在第 ３、７、１４ ｄ
使用 Ｂａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ 和 Ｂｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ） ［４］ 开放场运

动测试评估大鼠的后肢运动功能，其满分为 ２１ 分，
最低 ０ 分。 评估方法为将大鼠放在 １ 个开口容器

中，测试者敲击容器壁观察大鼠后肢各关节的运动

情况。 此过程由 ２ 名不知情专业人员记录 ２ 次独立

ＢＢＢ 评分，计算出每只大鼠的平均值。
１． ３． ２　 取材　 术后第 ３、７、１４ 天，在 ＢＢＢ 测试完成

后，用过量 １０％ 水合氯醛对大鼠行腹腔麻醉。 开

胸，从左心室插管，剪开右心耳，然后灌注生理盐水，
直到有澄清液从右心耳流出，再灌注 ４％多聚甲醛 １
ｈ。 打开椎弓管，取出损伤段约 １ ｃｍ 长的脊髓，浸泡

在多聚甲醛中固定 ２４ ｈ。 然后放入生物组织自动包

埋机处理。 对于需要做实时定量聚合酶链反应（ｒｅ⁃
ａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＰＣＲ）
和免疫印迹分析的大鼠，在用相同方法灌注完生理

盐水后打开椎弓管，取出损伤段约 １ ｃｍ 长脊髓组

织，在液氮中快速冷冻，并在 － ８０ ℃下储存待用。
１． ３． ３　 苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ｅｏｓｉｎ， ＨＥ）染色

　 将包埋后的组织切成 ４ μｍ 厚的切片，放入烤箱

烤干。 烤干后依次进行脱蜡、苏木精溶液和伊红溶

液的染色、脱水、二甲苯透明和封片。 最后经显微镜

镜检后进行图像采集分析。
１． ３． ４ 　 ｑＰＣＲ　 使用 ｑＰＣＲ 法检测 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ １、
Ｎｏｔｃｈ ３ 和 Ｎｏｔｃｈ ４ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 制备好脊髓

组织匀浆后，使用 ＴＲＩｚｏｌ 溶液自各组大鼠脊髓样本

中分离 ＲＮＡ。 使用带有 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 的 ｑＰＣＲ 系统

和针对每个目标基因的引物对每个样本进行 ｑＰＣＲ
反应。 ｑＰＣＲ 引物序列见表 １。 实时 ｑＰＣＲ 的步骤

为：在 ９５ ℃、１０ ｍｉｎ 激活，９５ ℃、１５ ｓ，６０ ℃、４５ ｓ，４０
个循环。 甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰＤＨ）被作为内在阳性

对照和正常化因子。 每组设置 ３ 个重复孔，使用

２ － ΔΔＣｔ法检测目标基因的表达。

表 １　 引物序列

引物名称 序列（５′⁃３′） 长度（ｂｐ）
ＧＡＤＰＨ Ｆ：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ９５

Ｒ：ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ
Ｈｅｓ ３ Ｆ：ＣＧＣＡＴＣＡＡＣＣＴＧＴＣＡＣＴＧＧＡ １０６

Ｒ：ＣＧＣＴＣＡＧＣＴＣＣＡＧＧＡＴＡＴＣＧ
Ｎｏｔｃｈ １ Ｆ：ＡＣＴＧＣＣＣＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＡＣＡ １８９

Ｒ：ＧＡＣＡＣＧＧＧＣＴＴＴＴＣＡＣＡＣＡＣ
Ｎｏｔｃｈ ３ Ｆ：ＣＣＡＴＣＴＣＣＴＧＡＧＴＣＣＣＣＡＧＡ １５７

Ｒ：ＧＡＧＧＧＡＧＧＧＡＧＧＧＡＡＣＡＧＡＴ
Ｎｏｔｃｈ ４ Ｆ：ＧＧＧＡＴＧＧＡＣＡＧＧＧＴＣＴＣＴＣＴ １５９

Ｒ：ＡＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＧＡＡＴＣＣＡＧＧ

１． ３． ５　 免疫印迹分析　 将匀浆后的组织加入裂解

液进行裂解，离心后取上清液进行 ＢＣＡ 法蛋白浓度

测定。 将等量蛋白质使用聚丙烯酰胺凝胶电泳进行

蛋白质分离，然后转移到聚偏二氟乙烯膜（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ⁃
ｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＤＶＦ）膜上，并室温封闭 １ ｈ。 在 ４ ℃
下孵育一抗兔多抗隆抗体 Ｈｅｓ ３（１ ∶ １ ０００）、Ｎｏｔｃｈ ３
（１ ∶ １ ０００）、Ｎｏｔｃｈ ４ （１ ∶ １ ０００）和内参 ＧＡＰＤＨ（１
∶ １ ０００）摇床过夜，然后，在室温下孵育二抗 ２ ｈ。 使

用 ＥＣＬ 发光试剂盒，经凝胶成像仪显影。 使用 Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｊ 软件进行图像量化分析，计算 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ ３
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和 Ｎｏｔｃｈ ４ 蛋白的相对表达量。
１． ３． ６　 免疫组织化学染色　 从石蜡块上切下连续

４ μｍ 厚的切片。 将切片与胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌ
ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＡＰ， １ ∶ １００）一抗抗体在

４ ℃下孵育过夜，然后滴加辣根过氧化物酶标记的

高敏兔小鼠通用二抗，在室温下孵育 ５０ ｍｉｎ。 随后

在显微镜下进行 ＤＡＢ 显色，然后使用苏木精染色液

对细胞核复染。 最后在显微镜下观察切片，并收集

图像。 用苏木精染色的细胞核为蓝色，ＤＡＢ 的阳性

表达为棕黄色。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析每张切片的

ＧＦＡＰ 表达区域图像，并统计阳性表达面积。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １６. ０ 进行统计分析，
所有数据采用均数 ±标准差（�ｘ ± ｓ）表示。 组间比较

采用单因素方差分析，两组间比较选择 ＬＳＤ 法。 以

Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组大鼠的体质量和 ＢＢＢ 评分比较　 各组大

鼠的体质量变化和 ＢＢＢ 评分统计结果见表 ２、３，折
线图见图 １Ａ、Ｂ。 如体质量曲线（图 １Ａ）所示，从整

体趋势来看，ｓｈａｍ 组大鼠的体质量呈现上升趋势，
其余 ３ 组则为下降趋势，且通过斜率可以看出，在术

后前 ３ ｄ 体质量的下降速度最快，这可能与手术麻

醉和创口的影响有关；与 ｓｈａｍ 组相比，其余 ３ 组的

体质量均下降（Ｐ ＜ ０. ０１）；第 ７ 天和第 １４ 天时，ＳＣＩ
＋ ＥＡ 和 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组高于 ＳＣＩ 组（Ｐ ＜ ０. ０１），且 ＳＣＩ
＋ ＥＡ 组比 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组更高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 以上结果

说明，电针和普通针刺能缓解 ＳＣＩ 术后大鼠体质量

的下降，而且电针的作用效果优于普通针刺。 如

ＢＢＢ 评分曲线（图 １Ｂ）所示，术后第 １ 天，除 ｓｈａｍ 组

外，其余 ３ 组的评分均为 ０，表示造模成功；术后第 ３
天时，ＳＣＩ ＋ ＥＡ、ＳＣＩ ＋ ＡＰ 和 ＳＣＩ 组之间差异无统计

学意义；在术后第 ７ 天时，ＳＣＩ ＋ ＥＡ 的 ＢＢＢ 评分略

高于 ＳＣＩ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）和 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），
到术后第 １４ 天时， ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组高于 ＳＣＩ 组 （Ｐ ＜
０. ０１）和 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组（Ｐ ＜ ０. ０１），且 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组也

显示出高于未进行干预的 ＳＣＩ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）的趋

势。 这些结果说明，电针和普通针刺在不同程度上

都能起到促进 ＳＣＩ 大鼠后肢运动功能恢复的作用，
电针的起效时间比普通针刺快，且对后肢功能的恢

复效果更明显。
２． ２　 各组大鼠 ＨＥ 染色比较　 假手术组大鼠的脊

髓切片显示正常的中央管、灰质和白质，无出血性坏

死、水肿或变性。 前角神经元的细胞核大而圆，核仁

表 ２　 ４ 组大鼠术后不同时间段体质量统计（ｇ，ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

组别 造模前 第 ３ 天 第 ７ 天 第 １４ 天

ｓｈａｍ ２５２． １７ ± ８． ７８ ２５２． ５８ ± ７． ６６ ２６１． ２５ ± １１． ４１ ２６９． １７ ± １１． ７７
ＳＣＩ ２４９． ３３ ± １０． ８９ ２１５． ２５ ± ８． ９７ １８７． ９２ ± ３． ４８ １７５． ７５ ± ９． １４
ＳＣＩ ＋ ＥＡ ２５３． ５８ ± ６． ０９ ２３３． ３３ ± ６． ８９ ２１３． ５ ± ４． １５ ２０６． １７ ± ８． ２６
ＳＣＩ ＋ ＡＰ ２４９． ７５ ± ６． ５３ ２２４． ４２ ± ６． ６１ ２００． ５ ± ２． ５５ １８８． ９２ ± ５． ６４
Ｆ 值 ０． ３５ ２６． ４８ １４８． ４５ １２７． ５１

表 ３　 ４ 组大鼠术后不同时间段 ＢＢＢ 评分统计（分，ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

组别 第 １ 天 第 ３ 天 第 ７ 天 第 １４ 天

ｓｈａｍ ２１ ２１ ２１ ２１
ＳＣＩ ０ ０． ５８ ± ０． ４９ ２． １７ ± ０． ２６ ３． ８３ ± ０． ５２
ＳＣＩ ＋ ＥＡ ０ ０． ８３ ± ０． ４１ ３． ６７ ± ０． ４１ ７． ５０ ± ０． ４５
ＳＣＩ ＋ ＡＰ ０ ０． ５８ ± ０． ４９ ２． ５０ ± ０． ４８ ５． ２５ ± ０． ６１
Ｆ 值 — ０． ５８ ２５． ７７ ７３． １２

图 １　 各组大鼠体质量（Ａ）和 ＢＢＢ 评分（Ｂ）折线图

与 ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＣＩ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＣＩ ＋

ＥＡ 比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

清晰。 而其他 ３ 组的脊髓结构均被破坏，中央管、灰
质和白质出现不同程度的出血，灰质中的前角神经

元发生核固缩。 在术后第 ３ 天，ＳＣＩ 组损伤区周围

的灰质和白质出现水肿和结构破坏，灰质边界模糊，
灰质和白质之间可见空泡，并可见白质大量出血。
此外，神经元的结构被破坏，神经元肿胀，部分神经

元出现核固缩。 术后第 ７ 天，灰质和白质水肿，结构

紊乱，模糊不清，中央受损区周围的灰质和白质之间

仍可见空泡。 术后第 １４ 天，灰质和白质之间的界限

模糊，出血消失，但空泡仍然可见。 相比于 ＳＣＩ 组，
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ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组和 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组在第 ７ 天和第 １４ 天的脊

髓的形态学恢复程度更好。 经电针和针刺治疗后，
脊髓的水肿减轻，受损区的中央管、灰质和白质的出

血减少，结构也有所恢复。 并且 ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组的恢复

效果优于 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组。 这些结果表明，电针和针刺

干预都能促进 ＳＣＩ 大鼠的脊髓结构恢复，减轻水肿

和出血，且电针的效果优于普通针刺。 见图 ２。
２． ３　 各组大鼠脊髓组织 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ １、Ｎｏｔｃｈ ３ 和

Ｎｏｔｃｈ ４ ｍＲＮＡ 的表达水平比较　 与 ｓｈａｍ 组相比，

其他 ３ 组的 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ １、Ｎｏｔｃｈ ３ 和 Ｎｏｔｃｈ ４ 的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平明显增高（Ｐ ＜ ０. ０５），在第 ７ 天时达到

最高水平，第 １４ 天时显示出回落趋势。 与 ＳＣＩ 组相

比，ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组和 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组的 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ １、
Ｎｏｔｃｈ ３ 和 Ｎｏｔｃｈ ４ 降低（Ｐ ＜ ０. ０５），且在第 ７ 天和第

１４ 天时， ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组比 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组更低 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ３ 和表 ４。
２． ４　 各组大鼠脊髓组织 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ ３ 和 Ｎｏｔｃｈ ４
蛋白表达水平比较 　 各组大鼠脊髓组织Ｈｅｓ ３、

图 ２　 各组大鼠脊髓组织 ＨＥ 染色情况 × １００

图 ３　 各组大鼠 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ １、Ｎｏｔｃｈ ３ 和 Ｎｏｔｃｈ ４ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

Ａ：Ｈｅｓ ３；Ｂ：Ｎｏｔｃｈ １；Ｃ：Ｎｏｔｃｈ ３；Ｄ：Ｎｏｔｃｈ ４；与 ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＣＩ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＣＩ ＋ ＥＡ 比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５
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表 ４　 ４ 组大鼠术后不同时间 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ １、Ｎｏｔｃｈ ３、
Ｎｏｔｃｈ ４ 的实时定量 ＰＣＲ 表达情况统计（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

术后时间 Ｓｈａｍ 组 ＳＣＩ 组 ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组 Ｆ 值

Ｈｅｓ ３
　 第 ３ 天 １． ００ ± ０． １３ ５． ３２ ± ０． ３２ ３． ６５ ± ０． ３５ ４． ３２ ± ０． ６１ ６６． ８３
　 第 ７ 天 １． ０２ ± ０． ２６ ９． ４１ ± ０． ３４ ３． ６２ ± ０． ３０ ６． ７５ ± ０． ２６ ４６４． ４２
　 第 １４ 天 １． ００ ± ０． ０２ ８． １８ ± ０． ６２ ３． ４６ ± ０． ２４ ６． ９５ ± ０． １６ ２７７． ９５
Ｎｏｔｃｈ １
　 第 ３ 天 １． ００ ± ０． １０ ２． ５３ ± ０． ０４ １． ８３ ± ０． ３１ ３． ０８ ± ０． ５１ ２６． ３７
　 第 ７ 天 １． ００ ± ０． １１ ５． １８ ± ０． ６１ ３． １６ ± ０． ９８ ２． ３８ ± ０． ５８ ２１． ７４
　 第 １４ 天 １． ００ ± ０． ０７ ２． ８２ ± ０． ９７ １． ２２ ± ０． １１ ２． ６２ ± ０． ２２ １４２． ００
Ｎｏｔｃｈ ３
　 第 ３ 天 １． ０１ ± ０． ２２ １． ７８ ± ０． ２０ １． ４５ ± ０． １７ １． ６２ ± ０． ０８ １３． １４
　 第 ７ 天 １． ００ ± ０． １２ ５． ９２ ± ０． ０５ １． ９５ ± ０． ２２ ２． ５９ ± ０． １６ ６０２． ００
　 第 １４ 天 １． ００ ± ０ ４． ７２ ± ０． ２０ ２． ６６ ± ０． １６ ５． １９ ± ０． ８３ ５９． ９５
Ｎｏｔｃｈ ４
　 第 ３ 天 １． ００ ± ０． ０２ １． ０７ ± ０． １７ ０． ９３ ± ０． ２０ ０． ９０ ± ０． １４ ０． ７５
　 第 ７ 天 １． ０１ ± ０． １４ ５． ０６ ± ０． ２６ ２． １５ ± ０． ０４ ２． ７９ ± ０． ２１ ２６２． ６７
　 第 １４ 天 １． ００ ± ０． ０９ ２． ３４ ± ０． ０５ １． ６８ ± ０． ２０ １． ６２ ± ０． ０９ ６１． ８５

Ｎｏｔｃｈ ３ 和 Ｎｏｔｃｈ ４ 蛋白的表达与 ｍＲＮＡ 表达呈现一

致的趋势，即在 ＳＣＩ 术后增高（Ｐ ＜ ０. ０１），在第 ７ 天

时达到最高水平，第 １４ 天时显示出回降趋势。 见图

４。 与 ｓｈａｍ 组相比，ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组和 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组 Ｈｅｓ
３、Ｎｏｔｃｈ ３、Ｎｏｔｃｈ ４ 蛋白表达减少（Ｐ ＜ ０. ０５），且在

第 ７ 天和第 １４ 天时 ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组比 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组更低

（Ｐ ＜ ０. ０５），与 ｑＰＣＲ 的结果一致。 以上结果说明

夹脊电针具有显著抑制 ＳＣＩ 术后 Ｎｏｔｃｈ 信号通路和

Ｈｅｓ ３ 表达的作用，夹脊针刺也具有相同作用，但效

果次于电针。
２． ５ 　 第 １４ 天时各组大鼠脊髓 ＧＦＡＰ 免疫组化染

色结果　 在第 １４ 天时对大鼠脊髓组织的 ＧＦＡＰ 进

行免疫组化检测，染色结果见图 ５Ａ，阳性表达面积

统计结果见图 ５Ｂ。 与 ｓｈａｍ 组相比，ＳＣＩ 组的 ＧＦＡＰ
表达增多（Ｐ ＜ ０. ０５）；而与ＳＣＩ组相比，ＳＣＩ ＋ ＥＡ组

图 ４　 各组大鼠 Ｈｅｓ ３、Ｎｏｔｃｈ ３ 和 Ｎｏｔｃｈ ４ 的蛋白条带曝光图及灰度值统计结果

Ａ、Ｂ：Ｈｅｓ ３；Ｃ、Ｄ：Ｎｏｔｃｈ ３；Ｅ、Ｆ：Ｎｏｔｃｈ ４；ａ：ｓｈａｍ 组；ｂ：ＳＣＩ 组；ｃ：ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组；ｄ：ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组；与 ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＣＩ 组比较：＃Ｐ ＜

０. ０５；与 ＳＣＩ ＋ ＥＡ 比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 术后第 １４ 天时各组大鼠 ＧＦＡＰ 的免疫组化阳性表达情况和阳性表达面积统计结果 × ２００
Ａ：ｓｈａｍ 组；Ｂ：ＳＣＩ 组；Ｃ：ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组；Ｄ：ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组；Ｅ：各组阳性表达面积百分比统计结果；与 ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＳＣＩ 组比较：＃Ｐ

＜ ０. ０５；与 ＳＣＩ ＋ ＥＡ 比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５
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（Ｐ ＜ ０. ０５）和 ＳＣＩ ＋ ＡＰ（Ｐ ＜ ０. ０５）组 ＧＦＡＰ 表达减

少，但仍高于 ｓｈａｍ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＳＣＩ ＋ ＥＡ 组低

于 ＳＣＩ ＋ ＡＰ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 以上结果说明，ＳＣＩ 术

后第 １４ 天时，夹脊电针和针刺能减少受损区域

ＧＦＡＰ 的出现，且电针的抑制效果比普通针刺强。

３　 讨论

　 　 ＳＣＩ 后会经历急性期、亚急性期和慢性期三个

阶段，急性期主要表现为组织水肿和炎症，之后神经

元凋亡逐渐增多，过渡到亚急性期，而到了慢性期

后，星形胶质细胞会大量生成瘢痕组织，阻碍神经元

再生［５］。
神经干细胞是一种具有自我复制和分化多能性

的细胞，在中枢神经系统受损、缺血时，能分化为星

形胶质细胞［６］。 ＳＣＩ 后，机械压力导致胶质细胞迅

速死亡。 随后，损伤部位出现炎症反应，并使幼稚的

星形胶质细胞被激活并大量分化，此后一系列分化

导致瘢痕形成性星形胶质细胞出现且大量增多，最
终形成胶质瘢痕［７］。 ＧＦＡＰ 是星形胶质细胞的一种

独特结构蛋白，在 ＳＣＩ 后，迅速释放到生物流体中，
被认为是星形胶质细胞独特的生物标志物［８］。 本

实验用 ＧＦＡＰ 标记星形胶质细胞，发现夹脊电针抑

制了 ＧＦＡＰ 的生成，其机制可能是由于其抑制了神

经干细胞向星形胶质细胞的转化。
电针在诱导神经元的分化中起到了积极作用，

这一过程与 Ｎｏｔｃｈ 信号通路有关［９］。 Ｎｏｔｃｈ 信号通

路是一种高度保守的信号转导通路，包括 Ｎｏｔｃｈ 受

体、Ｎｏｔｃｈ 配体和相关蛋白［１０］。 Ｎｏｔｃｈ 途径的活性由

碱性螺旋 － 环 － 螺旋（ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ ｌｏｏｐ ｈｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ）
基因控制，ｂＨＬＨ 基因是 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的直接靶基

因，分为促进型和抑制型。 促进型包括 Ｍａｓｈ１ 等，
其主要功能是促进神经干细胞分化为神经元；抑制

型包括 Ｈｅｓ ３ 等，其会抑制神经干细胞分化为神经

细胞，保持神经干细胞的特性，使其分化为星形胶质

细胞［１１］，最终形成瘢痕组织。 ＳＣＩ 后，脊髓微环境

中的 Ｎｏｔｃｈ 配体上调，受体和配体结合激活这一途

径，因此，抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的激活是促进 ＳＣＩ 恢
复的关键。 本实验对 Ｎｏｔｃｈ 通路相关信号因子

Ｎｏｔｃｈ ３、Ｎｏｔｃｈ ４ 和抑制性 ｂＨＬＨ 基因家族 Ｈｅｓ ３ 的

基因水平和蛋白水平进行双重检测，研究表明，夹脊

电针能抑制 Ｎｏｔｃｈ 通路的激活和 Ｈｅｓ ３ 基因的表达，
从而减少 ＧＦＡＰ 的生成，促进脊髓功能的恢复。

夹脊穴为经外奇穴，《中国针灸学》将夹脊穴定

位于 Ｔ１ － Ｌ５ 棘突下，左右旁开 ０. ５ 寸，位于督脉与

足太阳膀胱经之间，是沟通两条经脉的枢纽。 督脉

为阳脉之海，总督一身阳气，而膀胱经，通过背俞穴

与五脏六腑相连，因此，通过针刺夹脊穴，可以同调

两经气血，激发两经经气，进而调节全身阳气［１２］。
后世医家认为，相较于足太阳膀胱经，夹脊穴与督脉

关系更密切，并将夹脊穴归属于督脉，与督脉一起，
形成“督脉带” ［１３］，明确了督脉和夹脊穴的整体性。
对于神经系统疾病如 ＳＣＩ 的治疗，已经从督脉电针

扩展到了夹脊电针，并且疗效显著［１４］。
本实验选取的夹脊穴，是受损脊髓节段上下的

两对夹脊穴，靠近脊神经根位置。 有研究［１５ － １６］ 认

为，穴位和神经根距离较近时，更有利于引起针感传

导反应，直达病灶部位。 本研究表明，夹脊电针和针

刺虽然都对 ＳＣＩ 的恢复有积极作用，但电针对脊髓

的恢复程度和对 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的抑制作用都比普

通针刺效果明显。 这可能是因为，相较于针刺，电针

不但可以产生机械性物理刺激，还对穴位产生脉冲

电流刺激［１７］。 当脉冲电流施加于受损脊髓时，会使

细胞内外的离子产生定向移动，从而使细胞内外的

离子浓度和分布发生显著变化，进而消除细胞膜极

化状态，引起神经元兴奋［１８］。 此外，为了减少适应

性耐受导致疗效减弱，该研究选择了 ２ ／ １００ Ｈｚ 的疏

密波模式（疏波 ２ Ｈｚ，密波 １００ Ｈｚ）。 然而，该研究

只讨论了夹脊电针对 ＳＣＩ 急性期的影响，而夹脊电

针对 ＳＣＩ 大鼠的长期影响有待继续探究。
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