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摘要

目的：通过检测脊髓损伤后运动功能恢复情况和巢蛋白（nestin）、神经生长因子（NGF）的蛋白表达来探讨电针（EA）

结合减重步行训练疗法（BWSTT）干预脊髓损伤（SCI）的作用。

方法：选用健康成年清洁级雄性SD大鼠72只，随机分为假手术对照组（假手术组）、模型对照组(模型组)、电针治疗

组(电针组)、电针结合减重步行训练治疗组（电针+训练组）。用美国NYU脊椎冲击损伤仪致大鼠T9—T10段脊髓

急性中度损伤模型。BBB运动功能评分对大鼠后肢运动功能的恢复情况进行评估；免疫组织化学技术检测各时间

点损伤段脊髓NGF和nestin的表达。

结果：与模型组相比，两治疗组BBB评分显著增加，电针结合减重步行训练组在术后第14天和第28天显著增加，与

电针组比较具有显著性差异（P＜0.05）。两治疗组脊髓损伤术后第14天和第28天NGF和Nestin的表达显著增加，

但二者没有显著性差异（P＞0.05）。

结论：①电针能够促进脊髓损伤大鼠内源性NGF和nestin的大量表达来促进神经再生。②电针结合减重步行训练

对大鼠运动功能的恢复更为有效。
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Abstract
Objective: To investigate the locomotor functional recovery and its mechanism of electroacupuncture（EA） com-

bined with body weight support treadmill training (BWSTT) treatment on spinal cord injury (SCI) in rats by

testing the expressions of nestin and nerve growth factor (NGF) in the spinal lesion segment.

Method: Sprague- Dawley rats were randomly divided into the sham operated control group (Sham- control

group), the operated control group (Op-control group), electroacupuncture treatment group（EA group) and EA

combined with BWSTT treatment group (EA with BWSTT group). Spinal cord contusion model was made at

T10 segments with NYU impactor. Behavioral test was evaluated by Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) scale of

hind limb movement. Furthermore, the expressions of nestin and NGF were determined by immunohistochemi-

cal method.

Result: BBB scores increased significantly in the two treatment groups compared with the Op- control group

and the BBB scores of EA with BWSTT group was significant higher compared with the EA group in the
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脊髓损伤(spinal cord injury,SCI)是指由于外界

因素导致脊髓在某个或某些节段受损并因此引起相

应节段支配区域出现各种运动、感觉和括约肌功能

障碍。SCI后由于脊髓神经元的大量丧失，导致了

脊髓修复能力和促进修复因素(如神经营养因素)的

缺乏[1]而使这一疾病的治疗成为世界性的难题。自

1992年Reynolds 和Richards[2—3]从小鼠纹状体中分

离获得神经干细胞（neural stem cells，NSCs）后彻

底改变了中枢神经系统不能再生的观点。目前临床

上NSCs被广泛应用于神经系统损伤后的治疗，而其

具体治疗方式主要有两种：外源性NSCs的移植[4—5]；

内源性NSCs（ENSCs）的诱导活化而自我修复[6]。因

此，ENSCs在SCI后的治疗作用就显得尤为突出。

有学者通过研究发现，神经干细胞的增殖与分

化具有很明显的电活动依赖性，他通过实验得出运

用功能性电刺激（functional electrical stimulation,

FES）能够促进ENSCs的增殖与分化,并且可以提高

神经组织的修复能力[7]。但FES的一些缺点也决定

了它的难以推广性。这就为电针的应用提供了很好

的理论依据及应用空间。而我们前期的研究也证

实，电针能够促进SCI后神经营养因子等的表达[8—9]，

电针能够促进少突胶质细胞发育分化过程中的转录

因子 olig 2 和 sox 10 的表达等。而减重步行训练

（body weight support treadmill training，BWSTT）

起源于20世纪90年代，主要用于脑卒中、脑外伤、脊

髓损伤等所致的下肢运动功能障碍的患者[10]。近年

来已有学者通过实验研究电针结合BWSTT运用于

SCI与单纯的针刺组或单纯训练康复组相比的治疗

优势，如能够增加脑源性神经营养因子、神经生长蛋

白、Cdh1mRNA的表达等[11—13]。本研究从ENSCs出

发，通过检测 SCI 后 NSCs 的特征性标志物巢蛋白

(nestin)和神经营养因子（NGF）的表达变化，并观察

大鼠的运动功能的恢复情况，探讨电针结合 BW-

STT疗法对大鼠运动功能恢复的影响及作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验主要仪器

华佗牌 0.5 寸无菌针灸针（0.30×13mm）；韩氏

（HANS）电针仪（HANS-100）；NYU 脊椎冲击损伤

仪（美国，NYU-2）；冰冻切片机（Thermo, microm

HM550）；Leica正置荧光显微镜（DM 2500）。

1.2 实验主要药物和试剂

nestin 一抗（Proteintech Group,1∶100）；β-NGF

一抗（Bioss, 1∶50）；SP-9001免疫组化试剂盒（博海

生物工程有限公司），DAB显色试剂盒（中杉金桥）。

1.3 实验动物

健康成年清洁级雄性SD大鼠 72只，购自中国

科学院上海实验动物中心，由浙江中医药大学动物

实验中心代购及喂养，室温保持在 20—22℃，体重

180—200g。

1.4 实验方法与步骤

1.4.1 动物分组：健康成年雄性SD大鼠72只，运用

SPSS软件产生随机数字，将其随机分为假手术对照

组(A组)、模型对照组(B组)、电针治疗组(C组)和电

针结合 BWSTT 治疗组（D 组）。每组按第 7、14、28

天3个时间点各取材6只。

1.4.2 脊髓损伤模型的制备[14]：所有动物采用 10%

水合氯醛（3.5ml/kg）进行腹腔注射麻醉。后路暴露

T9—T10段脊髓用NYU脊椎冲击损伤仪撞击T9—

10段脊髓，造成该段的急性中度脊髓损伤，然后冲

洗伤口，逐层缝合损伤区域。造模成功的标志：撞击

脊髓的瞬间可以听到局部钝性撞击声，可以看到以

14th and 28th d post-operation. In EA and EA with BWSTT group, the expressions of NGF and nestin in-

creased significantly in two treatment groups at the 7th d, 14th d and 28th d after operation. however, there

was no statistic difference between two treatment groups.

Conclusion: EA can increase the expressions of endogenous NGF and nestin post-SCI so as to promote the

nerve regeneration. EA combined with BWSTT treatment is more effective in locomotor functional recovery.

Author's address The Third Clinical Medicine College, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou, Zhe-

jiang, 310005

Key word spinal cord injury; electroacupuncture; body weight support treadmill training; nestin; nerve growth

factor
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下三个征象：①身体痉挛性颤动；②尾巴痉挛性摇

动；③硬脊膜内充血或血肿。三个征象出现其二即

为造模成功。术后处理：①在腹腔注射青霉素

（100U/d）以抗感染；②保持室温在20—25℃；③每日

按摩膀胱2次至其出现自主排尿为止。A组仅切除

椎板，不损伤脊髓。B组于损伤脊髓后不予任何治

疗。

1.4.3 电针治疗及参数：将大鼠置于特制的鼠袋内，

固定头部和四肢，暴露背部损伤处。在距损伤处上

下端两个椎体的棘突间隙旁开距中线3—4mm处取

穴，用 0.5 寸毫针垂直刺入约 3—4mm，使针尖触及

椎板，将HANS-100的导线分别夹在头、尾两侧的毫

针针柄上，术后1d进行第1次治疗，频率2/100Hz[15]，

电流 1mA，以局部肌肉轻微颤动为度。1次/d，每次

治疗20min。

1.4.4 电针结合 BWSTT 方法：在以上电针治疗的

基础上，术后第7天时进行BWSTT康复训练。训练

装置以大鼠跑步机为运动平板，训练前称取大鼠的

体重，然后将一根带夹子的短铁丝的夹子夹住大鼠

的项背部皮肤，再用一根带夹子的可调节长度的铜

线的夹子夹住大鼠背部靠近尾部的皮肤，训练平板

的速度为 8m/min，减重量为大鼠体重的 70%、60%、

30%分别维持1周。训练时间为2次/d，每次5min。

1.4.5 BBB评分[16]：各组大鼠于造模后进行BBB评

分，判断造模是否成功，2分以上进行剔除并同条件

增补。术后第 7、14、28 天各时间点进行 BBB 评分

以观察脊髓损伤后的运动功能恢复情况。

1.4.6 取材：分别于术后第 7、14、28天 10%水合氯

醛麻醉后开胸、分离出主动脉，用 37℃生理盐水约

200ml经主动脉灌注，待肝脏变白后用 4℃ 4%多聚

甲醛的 0.1mol/L 磷酸缓冲液(pH=7.4)300ml 灌注固

定。取胸段、腰段脊髓置于同样固定液后固定 2h。

对脊髓损伤区及其上、下方各 1cm的脊髓组织切片

进行nestin和NGF表达的检测。

1.4.7 脊髓冰冻切片免疫组化（按照SP试剂盒的步

骤进行）：nestin和NGF以 1∶100稀释，湿盒 4℃过夜

孵育。Leica荧光显微镜观察。

1.4.8 对照试验：分别用正常山羊血清和PBS代替

nestin 和 NGF 一抗进行孵育以进行阳性和阴性对

照。

1.4.9 图像分析统计处理：光镜下计数阳性细胞

数。每只大鼠取损伤段、损伤上段和损伤下段各 6

张切片，经计算机图像分析系统处理，分别测出每张

切片每mm2的阳性细胞数，各切片的均数作为该动

物的 nestin和NGF数。所得数据输入SPSS软件包

进行统计处理，结果以均数±标准差表示，并以单因

素方差分析和LSD-t检验处理，以P<0.05为差异具

有显著性。

2 结果

2.1 BBB评分结果

除外假手术组大鼠，其余 3 组造模后都进行

BBB评分，以单盲法进行，对于BBB评分在 2分以

上的予以剔除，同条件增补。以下BBB评分的结果

统计显示，术后第 7天时两治疗组较模型组相比即

具有显著性差异，术后第 14、28天大鼠BBB评分增

高，两治疗组与模型组相比具有显著性差异（P<

0.05），两治疗组之间在第 14、28天时的差异具有显

著性（P<0.05），见表1。

2.2 nestin的表达

术后第 7天，各组的脊髓切片中均可见脊髓灰

质中有nestin表达，两治疗组在第14天时达到高峰，

28d时略有下降。阳性细胞胞浆呈棕褐色，集中于

中央管室管膜区及其周围区域，损伤区域也有较多

的阳性细胞表达。模型组在术后第 28天时脊髓灰

质阳性细胞数量较前也有增多，但与两治疗组相比

差异具有显著性（P<0.05)。单纯电针组和电针结合

BWSTT组在第 7、14、28天时与模型组相比有显著

性差异（P<0.05)，电针结合BWSTT组与单纯电针组

相比，在各时间天时无显著性差异（P<0.05)，见表2。

2.3 NGF的表达

各组均见NGF阳性细胞。假手术组阳性细胞

较少。损伤后灰质可见较多NGF阳性细胞。白质

中见大量NGF阳性细胞，模型组在第7天时灰质阳

性细胞也有增多。两治疗组在第28天时达到高峰，

可见大量阳性细胞，与模型组相比在第 7、14、28天

时具有显著性差异（P<0.05）。电针结合BWSTT组

与单纯电针组相比在第14、28天时具有显著性差异

（P<0.05），见表3。
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3 讨论

3.1 内源性神经干细胞与脊髓损伤修复的关系

ENSCs 是存在于正常成年人中枢神经系统内

具有分裂及分化潜能的大量神经细胞，正常情况下

这些细胞在大多数动物脑内的产生相对局限[17—19]，

但在疾病或损伤等病理情况下,它们急剧扩增,而且

分布的范围非常广泛。有研究证实在脊髓室管膜区

和脊髓实质均能培养ENSCs[20]。李群[7]认为并非在

脊髓内处于静止状态的ENSCs缺乏分化成神经元

的潜能，而是脊髓内不具备诱导ENSCs生成神经元

的环境。损伤局部的ENSCs主要经过活化、分裂、

分化、增值、迁移等步骤完成对脊髓损伤的修复。目

前认为的能够诱导ENSCs进行上述步骤的的外界

刺激主要有脊髓本身损伤的促进作用、外源性信号

分子的作用（包括脑源性神经营养因子和神经生长

因子的神经营养因子等）、针灸或电刺激等作用、中

药的作用以及高压氧的作用等[21]。因此，我们应积

极塑造上述环境以诱导ENSCs的分化、增殖从而促

进中枢神经功能的恢复。

3.2 电针对NGF、nestin表达的影响

巢蛋白(nestin)是一种中间丝蛋白，分布在细胞

质中，它在胚胎发育中的出现往往与细胞的分化状

态有关。因 nestin主要表达在神经上皮干细胞，因

而被视为神经干细胞的特异性标记蛋白[22]。它的表

达起始于神经板的形成时期，在神经元迁移及分化

开始后就逐渐消失。崔晓军等[23]通过观察督脉电针

对神经干细胞的影响，与单纯损伤组相比，nestin的

表达水平在各个时间点均有明显提高。宋萌等[24]观

察督脉电针对SCI后 6h nestin的表达情况，结果明

显优于模型组，与药物组的差异不显著。本实验中

免疫组化结果显示，两治疗组在术后各时间点脊髓

灰质中都出现了nestin的大量表达，术后第7、14、28

天时与模型组相比具有显著性差异，其趋势与前期

相关报道一致。这充分说明夹背电针能够促进EN-

SCs的活化、增值，而模型组大鼠与假手术对照组相

比也有明显的增加，这又证明了脊髓本身的损伤刺

激对ENSCs的活化也是一个“积极”的促进作用。

NGF是神经营养因子中最早被发现，目前研究

最为透彻的，具有神经元营养和促突起生长双重生

物学功能的一种神经细胞生长调节因子，它对中枢

及周围神经元的发育、分化、生长、再生和功能特性

的表达均具有重要的调控作用。当中枢神经系统发

生损伤时，NGF分泌增加，对维持损伤部位神经元

的存活及引导神经纤维再生发挥重要作用。但在没

有外界干预的情况下，中重度损伤后内源性NGF表

达的量不足以起到保护和修复的作用，且维持时间

较短[25]。通过给予外源性NGF、移植NGF基因修饰

后的雪旺细胞、成纤维细胞来增加损伤局部的NGF

的浓度，目前取得一定的治疗效果[26]。近年来也有

许多学者开始研究电针对NGF的作用及其与神经

再生的关系。彭力等[27]研究电针结合经颅磁刺激的

方法对NGF等的影响，结果证明其具有正向调节作

用。本实验结果显示术后NGF呈逐渐增加的趋势，

与假手术组比较，术后模型组 NGF 的表达增加明

显，说明了其在自我修复中发挥重要作用。与模型

组相比，电针组在术后三个时间点均有明显的增加，

具有统计学意义，这充分说明了夹背电针能够促进

NGF的分泌，创造有利于神经元修复的有利环境。

与以往的研究结果相一致。

BBB运动功能评分法是由Basso、Beattie、Bres-

表1 各组大鼠术后各时间点BBB评分 （x±s）

组别

假手术组
模型组
电针组

电针+BWSTT组
与假手术组比，①P<0.05；与模型组相比，②P<0.05；与电针组相比，
③P<0.05

例数

6
6
6
6

第7天

21±0
1.00±0.89①

3.17±0.75①②

3.02±0.75①②

第14天

21±0
2.00±1.14①

7.67±0.81①②

12.33±1.03①②③

第28天

21±0
7.83±1.17①

12.45±1.34①②

15.83±1.17①②③

表2 各组大鼠术后各时间点nestin阳性细胞数（x±s,N/mm2）

组别

假手术组
模型组
电针组

电针+BWSTT组
与假手术组相比，①P<0.05；与模型组相比，②P<0.05

例数

6
6
6
6

第7天

3.51±1.58
11.85±2.35①

14.77±1.42①

14.91±1.89①

第14天

6.12±1.80
16.16±2.26①

40.42±2.65①②

43.53±4.50①②

第28天

5.72±1.76
17.67±2.15①

36.00±2.20①②

36.20±2.58①②

表3 各组大鼠术后各时间点NGF阳性细胞数（x±s,N/mm2）

组别

假手术组
模型组
电针组

电针+BWSTT组
与假手术组相比，①P<0.05；与模型组相比，②P<0.05；与电针组相
比，③P<0.05

例数

6
6
6
6

第7天

19.10±3.15
43.96±2.35①

80.18±2.25①②

80.36±2.98①②

第14天

16.44±1.30
51.57±3.00①

100.32±2.18①②

112.24±2.78①②③

第28天

23.98±1.91
53.92±2.48①

122.23±2.32①②

138.23±5.29①②③
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nahan[16]首次提出，它将评分细则分为三个阶段、22

个分值，非常清晰的描述出大鼠的后肢各关节及爪

的精细动作、协调能力和承重运动等情况，是现在公

认的用于评价大鼠SCI后运动功能恢复的列表。本

实验结果显示，BBB评分与两种蛋白的表达保持总

体一致的趋势，说明运动功能恢复可能与两种蛋白

表达修复相关。

3.3 电针结合减重步行训练对SCI的干预作用

BWSTT 以脊髓中枢模式激动源理论（central

pattern generator，CPG）为理论基础，Barbeau等[28]根

据这一理论，设计了用于偏瘫和截瘫患者临床康复

治疗的减重步行训练方法。而近来的研究[29—30]进一

步从神经细胞超微结构证实了 BWSTT 在神经再

生修复中的作用，BWSTT 可以增加神经元细胞膜

表面兴奋性神经递质的囊泡数量，明显增加突触的

形成数量，提示BWSTT可以作为一种有效地减轻

神经组织损伤的干预手段，促进中枢神经的代偿、重

组和功能的恢复。

目前大鼠实验中用于脊髓损伤后的康复训练方

式有很多[31]，本实验中以大鼠跑步机为运动平板的

模板，能够很好的控制运动的速度以及减重装置的

设置，最大程度的拟合了临床设备，并且简便易行。

因充分考虑到大鼠术后的伤口恢复时间，本研究从

术后第7天开始进行训练，减重量由高到低，这样可

以防止大鼠在后肢肌力没有恢复的情况下完全被前

肢代替以及双后肢瘫痪时前后承重失衡，而随着后

肢肌力的恢复，可以逐渐减少减重量；跑台速度设为

8m/min，与正常大鼠正常步态时的速度接近。

实验研究结果表明电针结合BWSTT干预急性

脊髓损伤后 BBB 评分在损伤后第 14、28 天和单纯

电针组比较有显著性差异，说明电针结合 BWSTT

疗法对大鼠运动功能的恢复具有较明显的优势。而

从本研究对NGF和 nestin的表达影响结果显示，电

针组和电针结合BWSTT可明显增加第 14、28天时

NGF和 nestin的表达，与模型组比较具有显著性差

异，两组之间比较不具有显著性意义，我们可以推测

对内源性神经营养因子和干细胞的增值起决定性作

用的是电针，电针结合BWSTT在促进功能恢复方

面更具有优势。

综上所述，电针可以促进内源性NGF的分泌，

创造有利于神经再生的内环境，维持 nestin的高表

达，从而促进脊髓损伤后自身修复。将电针和运动

疗法相结合在脊髓损伤的治疗中是有益的，但是电

针和BWSTT的治疗作用可能是通过不同的途径来

实现的，对电针和BWSTT的作用途径和靶点还需

进一步的研究。
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