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驽药针刺对大鼠脊髓损伤后运动功能及 ＢＤＮＦ表达的影响
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摘　要：目的　研究驽药针刺在大鼠脊髓损伤后运动功能变化以及 ＢＤＮＦ表达的变化。方法　采用脊髓半横断损伤模
型。１００只 ＳＤ大鼠随机分为对照组、假手术组、脊髓损伤组、单纯针刺组、驽药针刺组，每组分为 ３天、７天、１４天、２１天

共４个亚组，每组５只。ＢＢＢ法评定大鼠后肢运动功能变化，免疫组化法检测大鼠脊髓中 ＢＤＮＦ的表达变化。结果　ＢＢＢ

评分显示驽药针刺组的各时间点评分均高于脊髓损伤组（Ｐ＜０．０５），驽药针刺组 ７、１４、２１ｄ的 ＢＤＮＦ表达均高于脊髓损

伤组（Ｐ＜０．０５），且与 ＢＢＢ评分呈正相关（ｒ＝０．７１７，Ｐ＜０．０５）。结论　驽药针刺可明显改善脊髓损伤大鼠的运动功

能，并可明显促进大鼠脊髓损伤后 ＢＤＮＦ的表达。
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）一直是神经
科学的研究热点和难点之一。ＳＣＩ的治疗方法较
多，临床研究发现针刺疗法能防止继发性损伤，促

进脊髓损伤的恢复［１３］。弩药针刺是众多针刺疗法

中的一种，但该疗法的现代临床研究、运用却相对

偏少，疗效缺乏系统的评价，其对脊髓损伤后神经

保护作用机制尚无相关报道。脑源性神经营养因

子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）与神经元
的生长、发育、分化、成熟有很大关系［４］，在中枢神

经损伤后再生修复和防止神经细胞退行性变等多
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方面发挥着至关重要的作用［５］。本研究通过随机

对照研究，观察脊髓半横断损伤后弩药针刺对大鼠

后肢运动功能变化的影响，以及对 ＢＤＮＦ表达变化
的影响，为探讨弩药针刺对脊髓损伤后神经保护作

用的可能机制提供参考依据。

１　材料与方法
１．１　主要仪器和试剂

兔抗鼠 ＢＤＮＦ购自北京博奥森公司，ＴｒｉｔｏｎＸ
１００购自上海远慕公司，其它化学试剂为国产分析
纯试剂。弩药针的制备：改良为针灸针。弩药的制

备：参考祝炯奎等人［６］的方法制作。

１．２　动物及实验分组
健康雄性清洁级 ＳＤ大鼠 １００只，购自中南大

学湘雅医学院实验动物中心，质量（２００±２０）ｇ，适
应性饲养 ５ｄ后进入实验。按随机数字法将大鼠分
为 ５组：正常对照组、假手术组、脊髓损伤组、单纯
针刺组、驽药针刺组，各组严格按照实验动物福利

准则饲养，且饲养条件相同。

１．３　模型制备
３０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，固定于手

术台上，备皮，碘伏消毒后，定位 Ｔ１０后采取后正
中切口，切开皮肤后分离肌肉显露 Ｔ１０段的棘突
及椎板，咬除棘突及椎板，暴露脊髓后用尖刀横断

半脊髓，然后分层缝合皮下组织及皮肤，麻醉苏醒

后即刻出现一侧后肢瘫痪、拖地行走，但无排尿及

排便失禁［７，８］。术后分别单笼饲养。

１．４　干预方法
正常对照组：不造模，不做任何干预。

假手术组：仅去除 Ｔ１０段的棘突及椎板，不横
断半脊髓，术后不做任何干预。

脊髓损伤组：造模，术后不做任何干预。

单纯针刺组：造模，术后参照《大鼠穴位图谱的

研制》选择 ＳＣＩ平面上下的华陀夹脊穴、足三里、阳
陵泉及三阴交［９］，用针直刺或斜刺，运针得气后留

针 ２０ｍｉｎ，期间捻转两次，拔针。每天 １次。
驽药针刺组：造模，术后选择 ＳＣＩ平面上下的

华陀夹脊穴、足三里、阳陵泉及三阴交穴，将弩药

针浸入弩药液中，然后直刺或斜刺，运针得气后留

针 ２０ｍｉｎ，期间捻转两次，拔针。每天 １次。
所有针刺治疗均由具备针灸资质执业医师进行。

１．５　运动功能评分
采用 ＢＢＢ评分：将动物放入一开口盆，轻敲盆

壁，使其爬行，观察动物的臀、膝、踝关节行走、躯

干运动及其协调情况。评分时间为晚上 ７点至 ８
点，为避免主观影响，本研究采用三人独立观察记

录，单盲情况下三人独立用 ＢＢＢ运动功能评分法
进行评分，取三人均值为准。

１．６　灌注、固定及取材
５组分３天、７天、１４天、２１天共４个亚组，每组

５只。大鼠麻醉后迅速开胸、心内插管、并将右心耳
剪开，随即用生理盐水灌注至肝脏变为灰白色且从

心脏流出为透明清亮液体时停止，改用 ４０ｇ／Ｌ多聚
甲醛磷酸缓冲液灌注，直至大鼠四肢抽搐、全身僵硬

及肝脏变硬时停止灌注。取下损伤同侧 Ｔ１０１１段
半脊髓标本，立即放入４％多聚甲醛溶液中固定，４ｈ
后石蜡包埋行连续切片，切片厚４μｍ。
１．７　免疫组织化学染色

间断取片，贴于已包被的载玻片上。脱蜡至水

后，放入枸椽酸盐缓冲液中，行抗原修复，当容器

的温度达 ９２℃后持续 １５ｍｉｎ，然后端离电炉，室温
冷却 ３０ｍｉｎ后用蒸馏水冲洗，再行 ＰＢＳ漂洗。将
已证实的脊髓神经元的组织切片行免疫组化染色

（ＡＢＣ法）。０．０１ＭＰＢＳ漂洗 ３次；０．１５体积分数
的 Ｈ２Ｏ２／０．０１Ｍ ＰＢＳ漂洗 ３０ｍｉｎ；０．０１Ｍ ＰＢＳ再
次漂洗 ３次；０．０５体积分数的羊血清／０．０１ＭＰＢＳ
行背景封闭（３７℃，１５ｍｉｎ）；Ｉ抗（ＢＤＮＦ抗血清１∶
５００）４℃置 ４８ｈ；０．０１Ｍ ＰＢＳ漂洗 ３次；ＩＩ抗（１∶
２００）３７℃置１．５ｈ；０．０１ＭＰＢＳ漂洗３次；ＡＢ复合
物（１∶１００）３７℃置 １．５ｈ；０．０１ＭＰＢＳ漂洗 ３次；
ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲液 ３７℃孵育 １５分钟；ＤＡＢ显色 ５分
钟；蒸馏水漂洗。对照组除用 ０．０１Ｍ ＰＢＳ代替 Ｉ
抗外其余步骤与其他组相同。自来水冲洗充分后，

苏木素轻度复染，用梯度乙醇脱水和二甲苯脱水、

透明，最后中性树脂胶封片。

１．８　结果判定及统计分析
光镜下 ＢＤＮＦ免疫组织化学染色的阳性产物呈

现为稍高于背景的棕黄色或棕褐色颗粒。每只大鼠

随机取５张切片，在光镜下对腹侧灰质中有明显细
胞核的阳性细胞数进行计数。结果采用 ＳＰＳＳ２２．０
统计分析软件包处理数据，数据以 ｘ±ｓ表示，检验
水准 ａ＝０．０５。根据数据资料的特征，多组样本行
组间比较采用单因素方差分析，如方差齐性时采用

ＳＮＫｑ进行检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　各组的运动功能变化

实验前各组大鼠的后肢体运动功能 ＢＢＢ评分
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均为 ２１．０分，正常组和假手术组 ＢＢＢ评分一直无
明显变化。脊髓损伤后大鼠立即出现单侧后肢瘫

痪，ＢＢＢ评分均为 ０－１分，随后逐步升高，７ｄ后单
纯针刺组及弩药针刺组与 ＳＣＩ组比较有差异（Ｐ＜
０．０５），驽药针刺组与单纯针刺组两组之间对比也
有差异（Ｐ＜０．０５），到 ２１ｄ接近正常但未能完全
恢复。各组大鼠３ｄ，７ｄ，１４ｄ及２１ｄＢＢＢ评分情
况比较，结果见表 １。

表１　各组大鼠ＢＢＢ评分情况比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ
正常组 ５ ２０．００±１．００２０．００±１．００２０．００±１．００２０．００±１．００
假手术组 ５ ２０．００±１．００２０．００±１．００２０．００±１．００２０．００±１．００
模型组 ５ ０．７３±０．２８ ３．００±０．２３ ９．９３±０．５５１５．２７±０．６０
单纯针刺组 ５ １．７３±０．２８ ５．９３±０．２８１２．４０±０．２８１６．３３±０．３４

弩药针刺组 ５ ２．２７±０．３６ ８．４０±０．２８１４．８０±０．３８１８．３４±０．４７

　　注：与模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　脊髓损伤后病理形态改变
常规苏木精伊红染色后光镜下行病理学观

察。对照组和假手术组脊髓形态未见异常。ＳＣＩ
组术后 ３天可见脊髓水肿、出血，部分神经元坏
死；术后 ７天坏死加重，脊髓呈暗褐色、变细，见少
量瘢痕；光镜下可见灰质神经元数量明显减少或皱

缩，并有组织坏死和胶质增生；术后 ２１天可见明
显的胶质增生，损伤脊髓上下端由白色较韧的瘢痕

连接，部分轴突及髓鞘退变形成空泡，神经元数目

无继续减少。单纯针刺组和弩药针刺组，术后 ３天

对比 ＳＣＩ组可见脊髓水肿出血、炎性细胞浸润、胶
质细胞增生减轻；术后 ７天神经元数量较脊髓损伤
组增多，神经元核固缩、变性等明显减少，灰质中

囊腔较少；术后 ２１天神经元形态尚完好丰满，无
明显皱缩。

２．３　ＢＤＮＦ在脊髓组织中的定位及损伤后的表达
变化

结果显示，光镜下 ＢＤＮＦ阳性产物主要分布于
脊髓腹角的运动神经元胞浆中，正常组和假手术组

脊髓灰质神经元存在 ＢＤＮＦ，呈稍高于背景的阳性
表达，胶质细胞未见明显免疫阳性着色，两组之间

各时间差异均不明显（Ｐ＞０．０５）。脊髓损伤后，
ＳＣＩ组、单纯针刺组及弩药针刺组神经元 ＢＤＮＦ免
疫阳性产物表达随着时间推移着色加深，且 ＢＤＮＦ
阳性神经元数逐渐增加，７ｄ时达到高峰，２１ｄ时
下降，７ｄ，１４ｄ，２１ｄ时相单纯针刺组、弩药针刺组
与 ＳＣＩ组相比均具有明显差异（Ｐ＜０．０５），弩药针
刺组与单纯针刺组相比也有差异（Ｐ＜０．０５），结
果见表 ２，各组 ＢＤＮＦ表达情况见附图。

表２　各实验组ＢＤＮＦ阳性运动神经元计数比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ
正常组 ５ ７．４０±０．５５ ８．００±０．７１ ７．６０±０．５５ ８．００±０．７１
假手术组 ５ ７．２０±０．４５ ７．６０±０．５５ ８．４０±０．５５ ７．８０±０．４５
模型组 ５ ８．４０±０．５５１０．８０±０．８４ ８．８０±０．４５ ７．６０±０．８９
单纯针刺组 ５ ９．８０±０．８４１２．８０±０．８４１１．４０±０．８９１０．８０±０．８４

弩药针刺组 ５ １０．００±０．７１ １６．２０±０．８４１４．８０±０．８４１２．６０±０．８９

　　注：与模型组比较，Ｐ＜０．０５
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附图　术后 ７天各组脊髓 ＢＤＮＦ免疫组化染色（×１００）

２．４　ＢＤＮＦ与 ＢＢＢ相关性分析
因 ＢＤＮＦ阳性神经元数在 ２１ｄ时明显下降，故

通过对弩药针刺组大鼠 ３ｄ，７ｄ，１４ｄＢＤＮＦ阳性神
经元计数及 ＢＢＢ评分进行相关性分析，相关系数 ｒ
＝０．７１７（Ｐ＜０．０５），表明两者呈高度正相关。
３　讨论

ＢＤＮＦ是由德国神经化学家 Ｂａｒｄｅ等人［１０］于

１９８２年首次从猪脑中分离纯化出来的一种具有促

进神经生长活性的蛋白质，是成熟的中枢及周围神

经系统的神经元维持生存及正常生理功能所必需的

因子，并能防止神经元受损伤死亡、改善神经元的病

理状态，具有促进受损伤神经元再生及分化等生物

效应［１１，１２］。体内外的研究表明，ＢＤＮＦ对 ＳＣＩ后脊髓
神经元轴索及髓鞘的再生具有促进作用［１３１５］。

弩药针刺疗法由针具和药物两部份配合组成，

适宜疾病广，疗效显著，现代临床运用弩药针刺治
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疗膝骨性关节炎、神经根型颈椎病、腰椎间盘突出

症等疾病，已证实确有明显疗效［６，１６１８］。然而遗憾

的是以往对弩药针刺的研究多集中在该疗法的毒

理药理、临床适应症及禁忌症方面，但对该疗法的

分子作用机制尚无相关报道。本研究发现弩药针

刺组的各时间点 ＢＢＢ评分均高于 ＳＣＩ组，特别是在
造模并干预 ７ｄ后效果更加显著（Ｐ＜０．０５）；通过
镜下观察 ＳＣＩ大鼠受损脊髓组织，发现切片中呈现
出明显的出血、水肿以及神经元的变性坏死等现

象，其损伤的主要病理变化以灰质神经元数量明显

减少或皱缩为主，与国内外学者的研究结果相一

致［１９２１］，而驽药针刺治疗后的 ＳＣＩ大鼠脊髓水肿出
血、炎性细胞浸润、胶质细胞增生明显减轻且神经

元数量较脊髓损伤组增多，神经元核固缩、变性等

明显减少；镜下所见 ＢＤＮＦ阳性灰质神经元数量与
ＳＣＩ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示弩
药针刺能增加 ＳＣＩ大鼠脊髓 ＢＤＮＦ的表达，且与
ＢＢＢ评分呈高度正相关（ｒ＝０．７１７，Ｐ＜０．０５）。
表明该法具有保护运动神经元，减轻变性坏死，改

善 ＳＣＩ后肢体运动功能的作用。
本研究首次通过系统科学的研究发现弩药针

刺疗法可通过促进 ＢＤＮＦ表达来保护存活的神经
元，减少脊髓的继发性损失，对脊髓损伤发挥神经

保护作用，从而改善脊髓损伤后的运动功能。该法

通过本研究改良后可作为 ＳＣＩ瘫痪患者的康复治
疗的一项重要措施，为脊髓损伤提供了新的治疗策

略。同时为挖掘传统民族医学新价值提供了新的

方法及思路。
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ｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＥｖｉｄＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｌｔｅｒｎａｔＭｅｄ，
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