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文题释义： 

caspase 家族：Caspases 是近年来发现的一组存在于胞质溶胶中的结构上相关的半胱氨酸蛋白酶，它们的

一个重要共同点是活性位点都含有半胱氨酸，并特异地断开天冬氨酸残基后的肽键，现已确定至少存在 11

种 caspase，参与细胞凋亡执行的则是 caspase 3，caspase 6 和 caspase 7，其中 caspase 3 和 7 具有相

近的底物和抑制剂特异性。 

细胞凋亡：是细胞的一种基本生物学现象，在多细胞生物去除不需要的或异常的细胞中起着必要的作用，

凋亡是多基因严格控制的过程，当脊髓损伤发生时，Bcl-2 家族、caspase 家族等开始发生调控作用。 

 

摘要 

背景：中医自《内经》开始就提出了“治痿独取阳明”之理论，但是有关电针干预足阳明胃经治疗脊髓损

伤的报道相对较少。 

目的：探讨电针刺激“足三里”“伏兔”穴对脊髓损伤大鼠受损节段 Caspase-3 表达的影响。 

方法：将 64 只 SPF 级 SD 雌性大鼠随机分为 4 组，即对照组、预标记组、损伤后标记组和电针干预组，

每组 16 只。对照组及预标记在操作前给予 Brdu(50 mg/kg)连续 10 d 腹腔注射标记细胞，对照组于第 11

天给予咬除椎板，并不损伤脊髓，预标记组第 11 天给予制作脊髓损伤模型；损伤后标记组及电针组在制作

脊髓损伤后连续 10 d 腹腔注射 Brdu 标记细胞，其中损伤后标记组不给予干预措施，电针组造模后第 3 天

开始针刺足三里、伏兔穴。各组分别于损伤后 3，10，17，24 d 取脊髓组织，运用苏木精-伊红染色观察神

经元数量的变化；免疫组织化学染色观察 Brdu 阳性细胞表达；qRT-PCR 技术检测 Caspase-3 mRNA 的

变化；Western blot检测Caspase-3蛋白表达的变化。实验方案经广西医科大学动物实验伦理委员会批准(批

准号 201712001)。 

结果与结论：①脊髓损伤以后 Caspase-3 的 mRNA 及蛋白表达均高于脊髓没有受到损伤的对照组，脊髓

损伤后神经元的数量明显较对照组少；随着时间的推移，预标记组、损伤后标记组及电针干预组 Caspase-3 

mRNA 及蛋白表达先升高后降低，而电针组的 Caspase-3 表达明显减少，与预标记组及损伤后标记组比较

差异有显著性意义(P < 0.05)；②苏木精-伊红染色显示随着时间的推移电针组的神经元数量明显比未经干

预的预标记组、损伤后标记组高，在第 24 天时逐渐接近对照组的神经元数量；③免疫组织化学结果显示电

针组阳性蛋白表达呈先升高后降低的趋势，17 d 升至最高，24 d 降至最低，整体阳性蛋白表达高于其他组

(P < 0.05)；④结果说明，电针刺激“足三里”“伏兔”穴可以减少 Caspase-3 mRNA 及蛋白表达，减少

神经细胞的凋亡，同时可以促进神经元数量的增加，从而促进神经细胞的再生修复。 
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文章描述— 

(1)电针刺激“足三里” 
“伏兔”穴可以减少
Caspase-3 mRNA及
蛋白表达，减少神经
细胞的凋亡； 

(2)同时可以促进神经
元的数量的表达，从
而促进神经细胞的再
生修复。 

 
 

造模： 
以钳夹法制作 SD 大鼠
脊髓损伤模型 

分组： 
(1)对照组； 
(2)预标记组； 
(3)损伤后标记组； 
(4)电针干预组。 

 

检测： 
(1)脊髓组织形态观察； 
(2)脊髓组织 Brdu 蛋白
表达； 

(3)损伤脊髓 Caspase-3
的基因和蛋白表达。 

 

3 d 
10 d 
17 d 
24 d 
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Abstract 

BACKGROUND: Traditional Chinese medicine has proposed the theory of “treatment for flaccidity aims at Yangming meridian” in the Internal 

Canon of Medicine. However, there have been relatively few reports on electroacupuncture at the stomach channel of Foot Yangming in the 

treatment of spinal cord injury. 

OBJECTIVE: To investigate the effect of electroacupuncture stimulation of Zusanli and Futu on Caspase-3 expression in injured segments of 

spinal cord injury rats.  

METHODS: Sixty-four Sprague-Dawley female rats, SPF grade, were randomly divided into four groups, i.e., control group, pre-labeling group, 

post-injury labeling group and electroacupuncture group, with 16 rats in each group. The control group and the pre-labeling group were 

intraperitoneally given Brdu (50 mg/kg) for 10 days before the operation. The control group was given a bite to remove the lamina on the 11th 

day, which did not damage the spinal cord. A model of spinal cord injury was made in the pre-labeling group on the 11th day. The post-injury 

labeling group and the electroacupuncture group were injected intraperitoneally with Brdu for 10 days after the spinal cord injury was made, 

and the post-injury labeling group was not treated. The electroacupuncture group started electroacupuncture at Zusanli and Futu acupoints on 

the 3rd day after the model was established. Spinal cord specimens were taken at 3, 10, 17, and 24 days after injury in each group, and the 

changes in the number of neurons were observed by hematoxylin-eosin staining. The expression of Brdu positive cells was observed by 

immunohistochemistry. The changes in Caspase-3 mRNA and protein expression were detected by qRT-PCR and western blot, respectively. 

The study protocol was approved by the Animal Ethic Committee of Guangxi Medical University, with an approval No. 201712001. 

RESULTS AND CONCLUSION: The expression of Caspase-3 mRNA and protein after spinal cord injury was higher than that of the control 

group without spinal cord injury, and the number of neurons after spinal cord injury was significantly lower than that of the control group. With 

the passage of time, the mRNA and protein expression of Caspase-3 gene in the pre-labeling, post-injury labeling and electroacupuncture 

groups increased first and then decreased, while the Caspase-3 expression in the electroacupuncture group decreased significantly, which 

was significantly different from that in the pre-labeling and post-injury labeling groups (P < 0.05). Hematoxylin-eosin staining results showed 

that the number of neurons in the electroacupuncture group was significantly higher than that in pre-labeling and post-injury labeling groups, 

and gradually approached the number of neurons in the control group on the 24
th
 day. Immunohistochemical results showed that the positive 

protein expression in the electroacupuncture group increased first and then decreased, reaching the highest on the 17
th
 day and the lowest on 

the 24
th
 day. The overall positive protein expression was significantly higher than that in the other groups (P < 0.05). To conclude, 

electroacupuncture stimulation of Zusanli and Futu acupoints can reduce the expression of Caspase-3 mRNA and protein, reduce the 

apoptosis of nerve cells, and promote the number of neurons, thus promoting the regeneration and repair of nerve cells. 

Key words: spinal cord injury; electroacupuncture stimulation; Zusanli; Futu; Caspase-3; rat; experiment 
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0  引言  Introduction 

随着中国经济的不断飞速发展，建筑业、体育事业也

蓬勃发展，同时带来的是脊髓损伤发病率的不断攀升，并

且呈不断年轻化的趋势[1]，无论是脊髓损伤带来的运动功

能障碍亦或是肾衰、尿路感染、压疮等严重的并发症都将

给患者身心带来巨大的伤害[2-3]。研究表明，脊髓损伤后长

期功能障碍和神经细胞难以再生修复与细胞凋亡有着重要

关系[4]，细胞凋亡也可称程序性细胞死亡，已被确定为脊

髓损伤后影响神经元组织损伤发展的关键过程[5]。细胞凋

亡是一个复杂的病理生理过程过程，近年来不断的研究发

现B细胞淋巴瘤-2家族成员Bax、Bad、Bcl-2及半胱氨酸蛋

白 酶 (Caspase) 家 族 成 员 Caspase-3 、 Caspase-6 、

Caspase-8、Caspase-9等基因参与凋亡信号的调控[6-9]。

其中caspase-3是各种凋亡刺激因子激活的半胱氨酸蛋白

酶家族中的关键蛋白酶，是细胞凋亡蛋白酶级联反应的必

经之路，在细胞凋亡早期的启动与执行过程中起着极其重

要的作用[10-11]。 

电针干预具有减少氧化应激反应、减轻水肿、抑制炎

症反应、减少神经纤维化、抑制细胞凋亡等作用早有报道，

但其生理病理机制并未清楚[12-13]。此次实验通过建立脊髓

损伤大鼠模型，探讨电针干预足阳明胃经属穴对脊髓损伤

大鼠神经细胞的凋亡可能的调控机制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年1月至3月在广西医科大

学动物实验中心完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物   SPF级雌性SD大鼠64只，体质量

180-220 g，由广西医科大学动物实验中心提供，动物许

可证号：SYXK桂2014-003。大鼠饲养环境湿度40%-47%，

温度20-25 ℃，光照10 h阴暗14 h。 

1.3.2  实验用主要器械及仪器设备  解剖剪-直(商品型

号：S13005-14)，精细剪-尖头(商品型号：S12012-12)，

止血钳-弯(商品型号：F23006-14)，不锈钢微型血管夹(商

品型号：R31005-10)，血管夹夹持器-配合不锈钢微型血

管夹(商品型号：R34001-14)，持针钳-直(商品型号：

F31031-15)，医用缝针(商品型号：F33111-24)，缝线(商
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品型号：F34004-00)均由深圳瑞沃德生命科技有限公司提

供；华佗牌电子针疗仪(商品编号：30440175116)，华佗

牌无菌针灸针(商品编号：30440175332)均由昆明康盛医

疗器械有限公司提供；涡旋振荡仪(海门市其林贝尔仪器制

造有限公司)；电泳仪(中国北京六一仪器厂)；荧光定量PCR

仪(Applied Biosystems公司)。 

1.3.3  实验用主要试剂  SDS-PAGE蛋白上样缓冲液、

RIPE 蛋白裂解液(索莱宝科技生物有限公司)；反转录试剂

盒、Real-time PCR 试剂盒(fermentas公司)；Caspase-3

抗体(Affiinity公司)。兔二抗(Abcam公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  实验大鼠分组  将64只实验大鼠随机分为4组，即

对照组、预标记组、损伤后标记组和电针干预组，每组16

只，每组分为4个亚组，依据4个取材时间段(损伤后的第3，

10，17，24天)分为每亚组4只。其中对照组及预标记在操

作前给予Brdu(50 mg/kg)连续10 d腹腔注射，以标记脊髓

内保持分化活力的细胞，对照组于第11天给予咬除椎板，

并不损伤脊髓，预标记组第11天制作脊髓损伤模型。损伤

后标记组及电针组在制作脊髓损伤后连续10 d腹腔注射

Brdu来标记损伤后活化增殖的细胞，其中损伤后标记组不

给予干预措施，电针组针刺足三里、伏兔穴。 

1.4.2  实验大鼠造模  选取可控性强、可重复性高、损伤

力度更稳定的钳夹法作为脊髓损伤造模方式[14]。以腹腔注

射体积分数10%水合氯醛为麻醉方式将大鼠充分麻醉，先

找到T10节段，即大鼠行俯卧位可摸见大鼠的T9-11棘突靠

近，同时T10棘突为水平方向，即定位好T10节段[14]，以T10

节段为中心备毛，备毛完毕后以T10为中心碘伏消毒3次，

再次确认大鼠充分麻醉后开始以T10为中心纵向剪开大鼠

皮肤约5 cm，逐层拨开筋膜及棘间肌，逐渐暴露T9-11椎板，

动作轻柔慢慢以平持针钳咬开T10横突，以镊子上提T10棘突

可见T9-T10间可有一小缝隙，以此缝隙为基础慢慢咬开T10

椎板，逐渐咬至椎弓根至适宜放血管夹为度，暴露硬膜囊

包裹的脊髓。以血管夹持器撑开微型血管夹，在硬膜囊下

方通过整个脊髓，以微型血管夹夹闭脊髓，保持夹闭状态

20 s制作脊髓损伤模型，造模后损伤处可有一大体可见的

淤血夹痕，证明脊髓损伤造模成功。逐层缝合肌肉皮肤，

术后给予数天的青霉素腹腔注射以防感染的发生，并每日2

次的人工排尿预防尿潴留的发生，减少死亡率。如造模及

干预期间发生大鼠死亡，针对死亡大鼠所在组别进行大鼠

的造模及干预的补充。 

1.4.3  造模后大鼠的电针干预  对照组、预标记组、损伤

后标记组大鼠造模后不予任何干预措施，电针干预组参照

《实验针灸学》穴位图谱选取足三里及伏兔穴[15]，将大鼠

四肢捆绑固定于鼠架上，双侧下肢每个穴位各刺入1枚毫

针，进针深度为穿皮后再进针约2 mm，进针后连接电针仪，

电针刺激强度为12-15 mV，刺激频率为2 Hz，波形选择为

疏密波，留针时间为30 min，周一至周五连续电针干预，

周六周日休息，5次/周。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4  大鼠取材  按不同时间点取材，首先给予体积分数

10%水合氯酸过量麻醉大鼠后迅速打开胸腔，左心室插管

至主动脉，使用足量生理盐水持续灌注，剪开右心房，至

右心房流出液清亮后提取脊髓组织，沿脊髓损伤部位上下

各剪下5 cm左右长脊柱骨组织，以精细剪慢慢剪除脊柱骨

及肌肉组织，此时万不可损伤到脊髓组织，小心提取损伤

部位上下1 cm脊髓组织放置于冻存管中立即至于液氮罐

当中，随后转移至-80 ℃冰箱当中予以保存。 

1.4.5  苏木精-伊红染色  切片：包埋后的组织块经修整

后，用切片机切成5 μm的石蜡；贴片：将组织石蜡块在

50 ℃温水中展片，然后用处理干净的载玻片捞片，组织带

可黏在载玻片上；烤片：60 ℃恒温箱内烤片2 h；经二甲

苯、乙醇、纯水浸泡水化脱蜡后开始苏木素染色5 min，盐

酸乙醇分化5 s，自来水返蓝15 min，伊红染色5 min，乙

醇快速脱水，二甲苯透明15 min，开始树胶封固，镜检拍

照。 

1.4.6  免疫组织化学染色  经石蜡制作、脱蜡、水化、清

洗、脱水、透明、封固、镜检等过程后检测各组脊髓组织

实验动物造模过程的相关问题 

造模目的： 探讨电针刺激“足三里”与“伏兔”穴对脊髓损伤大鼠受

损节段 Caspase-3 表达的影响 

借鉴已有标准实施

动物造模： 

 参考文献[14]钳夹法作为脊髓损伤造模方式 

动物来源及品系：  SPF 级雌性 SD 大鼠由广西医科大学动物实验中心提供 

模型与所研究疾病

的关系： 

通过建立脊髓损伤大鼠模型，探讨电针干预足阳明胃经属

穴对脊髓损伤大鼠神经细胞的凋亡可能的调控机制 

造模技术描述： 大鼠麻醉后，以 T10为中心纵向剪开皮肤约 5 cm，暴露

T9-11椎板，咬开 T10椎板，暴露硬膜囊包裹的脊髓。以血

管夹持器撑开微型血管夹，在硬膜囊下方通过整个脊髓，

以微型血管夹夹闭脊髓，保持夹闭状态 20 s 制作脊髓损

伤模型 

动物数量及分组方

法： 

将 64 只实验大鼠随机分为 4 组：对照组 n=16；预标记

组 n=16；损伤后标记组 n=16；电针干预组 n=16 

造模成功评价指标： 以微型血管夹夹闭脊髓，保持夹闭状态 20 s 制作脊髓损

伤模型，大体观察损伤处可见淤血夹痕，说明脊髓损伤造

模成功 

造模后实验观察指

标： 

①各组大鼠脊髓组织形态观察；②大鼠脊髓组织 Brdu 蛋

白表达；③大鼠脊髓损伤部位 Caspase3 的 mRNA 和蛋

白表达 

造模过程中动物死

亡原因： 

①脊髓损伤过程中出血量过多；②脊髓损伤术后并感染；

③脊髓损伤术后尿潴留 

如何补充造模过程

中缺失的动物： 

如造模及干预期间发生大鼠死亡，针对死亡大鼠所在组别

进行大鼠造模及干预的补充 

造模后动物处理： 过量麻醉后取脊髓组织处理待检测 

伦理委员会批准： 实验方案经广西医科大学动物实验伦理委员会批准(批准

号 201712001) 

造模过程中动物的

不良反应： 

出血量过多、少量存在麻醉过度难以苏醒甚至死亡的问

题、术中大鼠体温无法保证导致大鼠易发生死亡 

 



魏卫兵，周宾宾，张鸿升，杨宇，崔俊武，李振兴. 电针脊髓损伤模型大鼠“足三里”与“伏兔”穴神经细胞凋亡因子 Caspase-3 的表达[J]. 

中国组织工程研究，2020，24(32):5151-5157. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.2864 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 5154 

中Brdu蛋白在光学显微镜下阳性蛋白表达的变化；染色结

果根据免疫组织化学半定量评分标准[16]：高倍镜(×400)下

通过随机截取每张图片3个视野，统计每个视野的阳性细胞

数量，观察其阳性细胞表达强度。 

1.4.7  实时荧光定量PCR技术(qRT-PCR)检测Caspase3

的mRNA表达  将脊髓组织研磨加裂解液后混合均匀，

4 ℃ 12 000 r/min离心15 min，取上清，加入异丙醇混匀

后-20 ℃沉淀20 min，4 ℃，12 000 r/min离心10 min后，

取上清，加入等体积乙醇洗涤沉淀，4 ℃，12 000 r/min 离

心10 min后去上清，室温干燥，紫外分析测定所抽提RNA

的浓度；RNA反转录成cDNA，Caspase-3引物序列：上游

引物GGA GCT TGG AAC GCG AAG AA，下游引物GTC 

CAT CGA CTT GCT TCC AT；内参基因GAPDH上游引物

序列：CAC TGA GCA TCT CCC TCA CAA，下游引物：

GTA TTC GAG AGA AGG GAG GGC T。 

1.4.8  Western blot检测Caspase3蛋白表达  将脊髓组

织混合物充分研磨，加入裂解液后4 ℃ 12 000 r/min离

心10 min，取上清置于新的离心管中，加入蛋白缓冲液

中100 ℃煮沸10 min后12 000 r/min离心1 min，备用。

根据不同蛋白分子量大小配置不同浓度的胶，电泳缓冲液清

洗上样孔，将准备好的样品上样，电泳：恒压80 V，30 min

后恒压120 V，1 h。一抗(Caspase3蛋白抗体稀释比1∶200) 

4 ℃孵育一抗过夜，用TBST洗膜3次，5 min/次；二抗用封

闭液稀释各蛋白一抗对应的二抗(兔二抗1∶3 000)室温

下孵育膜1 h，用TBST洗膜3次5 min/次，曝光，拍照记

录。 

1.5  主要观察指标  ①各组大鼠脊髓组织形态观察；②大

鼠脊髓组织Brdu蛋白表达；③大鼠脊髓损伤部位Caspase3

的mRNA和蛋白表达。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 22.0软件进行统计分析，计

量资料以x
_

±s表示，重复测量资料比较采用双因素重复测量

方差分析，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用LSD-t 检验。若P < 0.05为差异有显著性意义，具

有可比性。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用大鼠64只，分为4组，

实验过程中若有大鼠的死亡，应及时补充大鼠造模及干预，

最终进入分析大鼠数量为64只。 

2.2  苏木精-伊红染色结果  神经元计数结果：对照组

神经元各时间点差异无显著性意义；预标记组3-17 d神

经元数量逐渐降低，17 d降至最低，24 d有所回升，各

时间点与对照组相比，差异有显著性意义(P < 0.05)；损

伤后标记组随着损伤时间延长逐渐降低，10 d降至最低，

17-24 d有所提升，与对照组相比差异有显著性意义(P < 

0.05)；与预标记组相比，损伤后标记组3-10 d同期降低

(P < 0.05)，17 d比预标记组升高(P < 0.05)，24 d时差异

无显著性意义；电针干预组同期均比预标记组和损伤后

标记组高(P < 0.05)，到24 d时，神经元恢复至(18.33± 

1.53)，接近对照组24 d，但差异有显著性意义(P < 0.05)。

见图1，表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  免疫组织化学结果  Brdu阳性表达位于细胞膜内，预

标记组3，10，17，24 d均少量表达，各期间差异无显著

性意义；损伤后标记组3 d组高于预标记组，10 d时到达最

高峰，至17，24 d有所下降，但仍高于对照组，17 d与对

照组比较差异有显著性意义(P < 0.05)；损伤后标记组3 d

和10 d时稍高于预标记组(P < 0.05)，10 d升至最高峰，至

17 d时开始下降，除17 d外，各同期均高于预标记组(P < 

0.05)；电针干预组3 d时稍高于损伤后标记组，从10 d开始

逐渐上升，至17 d时又开始下降，24 d降至最低，但整体

表达高于损伤后标记组和对照组，各组间差异有显著性意

义(P < 0.05)，见图2，表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  各组大鼠脊髓损伤部位Caspase3 mRNA表达  随着

时间的延长，caspase-3 mRNA在预标记组和损伤后标记

组表达呈现先升高后下降的趋势，和对照组相比，预标记

组和损伤后标记组caspase-3 mRNA表达整体升高(P < 

0.05)；与预标记组相比，3 d和10 d时损伤后标记组mRNA

表达升高，整体差异有显著性意义(P < 0.05)；17 d时损伤

后标记组低于预标记组，差异有显著性意义(P < 0.05)；和

预标记组和损伤后标记组相比，电针干预组caspase-3 

mRNA表达整体明显降低(P < 0.05)。见图3，表3。 

组别 3 d 10 d 17 d 24 d 

对照组 18.67±1.53 21.33±1.53 21.67±2.52 22.67±0.03 

预标记组 8.67±0.58a 6.33±0.58a 4.00±1.00a 10.33±0.58a 

损伤后标记组 5.67±1.53ab 2.33±0.58a 8.00±1.00ab 12.00±1.00a 

电针干预组 12.00±1.00abc 12.67±0.58abc 11.00±1.00abc 18.33±1.53abc 

F 值 62.278 247.200 73.571 79.333 

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000 

 

表 1  不同时间点各组脊髓损伤部位神经元数量变化    (x
_

±s，n=4) 

Table 1  Changes in the number of neurons in injured spinal cord 

at different time points 

表注：与对照组比较，a
P < 0.05；与预标记组比较，b

P < 0.05；与损伤后标记

组比较，c
P < 0.05 

组别 3 d 10 d 17 d 24 d 

对照组 0.037±0.002 0.023±0.001 0.025±0.001 0.027±0.000 

预标记组 0.046±0.001a 0.093±0.006a 0.138±0.009a 0.047±0.016 

损伤后标记组 0.061±0.006a 0.243±0.012ab 0.080±0.005ab 0.039±0.006 

电针干预组 0.283±0.020abc 0.419±0.030abc 0.192±0.007abc 0.105±0.006abc 

F 值 371.558 346.702 396.69 45.147 

P 值 0 0 0 0 

 

表 2  不同时间点脊髓损伤部位 Brdu 阳性表达量       (x
_

±s，n=4) 

Table 2  Positive expression of Brdu in injured spinal cord at 

different time points 

表注：与对照组比较，
a
P < 0.05；与预标记组比较，

b
P < 0.05；与损伤后标记

组比较，
c
P < 0.05 
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2.5  各组大鼠脊髓损伤部位Caspase3的蛋白表达  随着

时间的延长，caspase-3蛋白在预标记组和损伤后标记组呈

现先升高后下降的趋势，和对照组相比明显升高 (P < 

0.05)；预标记组和损伤后标记组相比，整体差异无显著性

意义；和预标记组和损伤后标记组相比，电针干预组明显

降低(P < 0.05)。见图3，表4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

脊髓损伤中医古称“体惰”，属于“痿病”之范畴，《内

经》提出了“治痿独取阳明”，并成为后世治痿之准则，《素

问·痿论》解释了其机制：“阳明者，五脏六腑之海，主润

宗筋，宗筋主束骨而利机关也”，阳明乃五脏六腑之海，气

血生化之源，阳明为多气多血之经，主润泽，养宗筋，宗

筋约束骨骼，主司关节，阳明虚，则气血亏虚，诸脉不得

养而导致痿病发生。故《灵枢·根 结》云“痿疾者，取之

阳明”。“足三里”为胃经之合穴，又为胃腑之下合穴，《景

岳全书》有言：“灸手足不遂、偏枯等证则取曲池、足三里

等穴”, “伏兔”足阳明胃经之属穴，主治腰腿痛，配合

足三里可治疗下肢痿痹[17]；故选取“足三里”“伏兔”作为

针刺干预足阳明胃经之代表穴位。 

《灵枢·九针十二原》篇曰：“凡用针者，虚则实之，

满则泻之，宛陈则除之，邪胜则虚之”，作为祖国传统医学，

针刺治疗强调平衡气血、调和阴阳，遵循的是补虚泻实原

则，故能够成为治疗痿病的主要方法。近年来关于脊髓损

伤相关治疗报道越来越多，手术、药物、细胞分子生物学、

生物材料、高压氧等治疗方式不断被开发出来[18-19]，同时

随着中医药国际化的进程也不断加快，作为中医药领域的

核心技术，针灸的临床应用价值逐步受到国际的广泛关注

及认可[20]。 

研究表明，电刺激可以通过感觉传入中枢神经纤维，

激活脊髓运动神经元，促进神经肌肉接头功能的恢复和减

轻肢体肌肉萎缩和纤维化[21-25]，同时针灸可诱导再生干细

胞，促进神经干细胞增殖，抑制神经干细胞分化为星形胶

质细胞从而能够刺激神经再生[26]。结合此次研究结果脊髓

损伤后神经元数量明显降低，证明脊髓损伤后存在自发性

的神经细胞凋亡的现象，电针干预“足三里”“伏兔”穴对

比同一时期的预标记组和损伤后标记组神经元数量均明显

增高(P < 0.05)，在第4周时电针组神经元的数量可以接近

未经脊髓损伤的对照组，说明电针具有对神经元的修复作

用，减少神经细胞的继发性凋亡；同时通过腹腔注射Brdu

标记物，以检测损伤区域阳性蛋白的表达，结果显示损伤

区域阳性表达率同样显示电针组的阳性细胞表达在同一时

期比预标记组及损伤后标记组高，有显著性意义，证明电

针刺激“足三里”“伏兔”穴可以促进细胞的增殖。在第3，

10，17天时损伤后标记组的Brdu阳性细胞表达均高于预标

记组，说明脊髓损伤后不经过电针干预亦可以刺激内源性

神经干细胞的增殖。 

研究显示，脊髓损伤后导致的长期功能障碍和神经细

胞难以再生修复与细胞凋亡有着重要关系[4]，在凋亡过程

中，胱天蛋白酶家族成员是主要参与者，胱天蛋白酶激活

是凋亡的关键事件，凋亡可能以死亡受体、线粒体或内质

网依赖的方式发生，胱天蛋白酶激活被认为是细胞凋亡的

关键过程，迄今为止共鉴定出14种半胱天冬酶，称为半胱

天冬酶1-14
[8-9，27]。其中Caspase-3是细胞凋亡的最重要

参与者，是各种凋亡途径中的最终执行半胱天冬酶[28-29]。

活化的Caspase-3能够消化或切割参与细胞结构、细胞周

期和脱氧核糖核酸复制的蛋白质和激酶，导致这些激酶和

蛋白质的活化或失活以及随后的凋亡[30]。研究认为电针刺

激减少Caspase-3的表达抗凋亡的作用机制可能是

Caspase-3通过特异性酶解反应将具有抗凋亡作用的

Bcl-2基因分解成具有促进凋亡作用的Bcl-2片段[31]，减少

凋亡反应的发生，结合此次研究结果显示电针组3-24 d

的mRNA及蛋白的表达量均较预标记组、损伤后标记组的

表达量低，差异显著(P < 0.05)，证明电针刺激“足三里”

“伏兔”穴可以降低Caspase-3的mRNA及对应蛋白的表

达，促进神经元的修复。 

总之，电针刺激“足三里”与“伏兔”穴可以通过降

低Caspase-3的mRNA及蛋白的表达，抑制细胞凋亡加速

脊髓神经元的神经功能康复的机制已然明了，但是电针刺

激“足三里”与“伏兔”如何来调控Caspase-3的表达的

生理病理机制目前尚未分明，这也是该课题组下一步的研

究计划。 

组别 3 d 10 d 17d  24 d 

对照组 1.09±0.10 0.80±0.30 1.10±0.09 0.87±0.26 

预标记组 2.17±0.14a 2.92±0.19a 3.33±0.17a 1.80±0.23a 

损伤后标记组 3.40±0.29ab 3.70±0.48ab 2.47±0.08ab 1.80±0.12a 

电针干预组 1.74±0.11abc 2.03±0.19abc 1.71±0.17abc 1.49±0.07a 

F 值 89.516 47.483 156.371 16.728 

P 值 0 0 0 0.001 

 

表 3  各组大鼠脊髓损伤部位的 Caspase3 mRNA 表达   (x
_

±s，n=4) 

Table 3  mRNA expression of Caspase3 in the injured spinal cord 

of rats 

表注：与对照组比较，a
P < 0.05；与预标记组比较，b

P < 0.05；与损伤后标记

组比较，c
P < 0.05 

组别 3 d 10 d 17 d 24 d 

对照组 0.30±0.05 0.44±0.11 0.50±0.10 0.44±0.03 

预标记组 0.95±0.10a 1.06±0.10a 0.92±0.20a 0.86±0.06a 

损伤后标记组 1.00±0.05a 0.85±0.13a 0.88±0.22a 0.87±0.09a 

电针干预组 0.65±0.02abc 0.65±0.13b 0.58±0.07b 0.61±0.14abc 

F 值 81.383 15.249 5.339 16.176 

P 值 0 0.001 0.026 0.001 

 

表 4  不同脊髓损伤部位 Caspase3 蛋白表达量        (x
_

±s，n=4) 

Table 4  Protein expression of Caspase3 in the injured spinal cord 

of rats 

表注：与对照组比较，a
P < 0.05；与预标记组比较，b

P < 0.05；与损伤后标记

组比较，c
P < 0.05 
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图注：随着时间的推移，电针干预组的神经元

的数量明显比未经干预的预标记组、损伤后标

记组高，在第 24 天时逐渐接近对照组的神经

元的数量 

图 1  各组大鼠脊髓组织形态观察(苏木精-

伊红染色，×400) 

Figure 1  Morphological observation of the 

rat spinal cord (hematoxylin-esoin staining, 

×400) 

图注：电针干预组阳性蛋白表达呈先升高后降

低的趋势，17 d 升至最高，24 d 降至最低，

整体阳性蛋白表达高于其他组 

图 2  各组大鼠脊髓组织 Brdu 蛋白的表达

(免疫组织化学染色，×400) 

Figure 2  Expression of Brdu protein in the 

rat spinal cord (immunohistochemical 

staining, ×400) 

图注：图 A 为 Caspase3 的 mRNA 表达，和预标记组、损伤后标记组

相比，电针干预组mRNA表达整体明显降低(P < 0.05)；B为caspase-3

蛋白定量分析，和预标记组、损伤后标记组相比，电针干预组明显降

低(P < 0.05)；C 为 caspase-3 蛋白表达条带图 

图 3  各组大鼠脊髓损伤部位 Caspase3 的 mRNA 及蛋白表达 

Figure 3  mRNA and protein expression of Caspase3 in the 

injured spinal cord of rats 
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