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摘 要:目的 观察糖尿病模型大鼠脊髓前角中凋亡相关基因Bax与Bcl-2表达变化及电针对两者表达的影响,探讨

电针改善糖尿病神经系统损伤的可能机制。方法 32只雄性 Wistar大鼠随机分为正常组、溶剂组、模型组和电针组,每
组8只。模型组和电针组腹腔注射链脲佐菌素制备糖尿病大鼠模型。电针组于糖尿病造模成功1周后取 “足三里”“胰
俞”穴给予电针刺激,每次治疗30min,每天1次,共4周。观察造模后及治疗后各组大鼠空腹血糖水平;用免疫组织化

学染色方法检测脊髓前角的Bax与Bcl-2的蛋白表达。结果 与正常组相比,模型组血糖水平显著升高,脊髓前角Bax
蛋白表达明显增加(P<0.05),而Bcl-2蛋白表达则明显减少(P<0.05);与模型组相比,电针组大鼠血糖水平明显降

低,脊髓前角Bax蛋白表达明显降低(P<0.05),而Bcl-2蛋白表达则明显升高(P<0.05);电针组与溶剂组和正常组

大鼠的Bax和Bcl-2蛋白表达水平相接近(P>0.05)。结论 糖尿病模型大鼠脊髓前角神经元凋亡增加;电针可明显

拮抗糖尿病模型大鼠脊髓前角神经元的凋亡,从而改善糖尿病大鼠脊髓前角损伤。
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  Abstract: Objective ToobservethechangesofapoptosisrelatedgeneBaxandBcl-2expressionsinan-
teriorhornofspinalcordindiabeticratmodelsandtheeffectsofelectroacupuncture(EA)onbothBaxandBcl
-2,soastoexplorethepossiblemechanismofelectroacupunctureinimprovingthedamageofdiabeticnervous
system. Methods Thirty-twomaleWistarratswererandomlydividedintoanormalgroup,avehicle
group,amodelgroupandanEAgroup(eachgroupn=8).Theratmodelsofdiabetes(themodelgroupand
theEAgroup)wereestablishedbyintraperitonealinjectionadosageofstreptozotocin.Oneweekafterthesuc-
cessfulestablishmentofdiabeticrats,theEAgroupratsweregivenelectroacupuncturing “Zusanli”and
“Yishu”pointsfor30minutes,oncedailyfor4weeks.Afterthediabeticratsbeingsuccessfullyestablished
andattheendofEAtreatment,thefastingbloodglucoselevelsofallratswereobserved;andanimmunohisto-
chemicalmethodwasusedtodetectBaxandbcl-2proteinexpressionsofanteriorhornofspinalcord. Re-
sults Incomparisonwiththenormalgroup,thebloodglucoselevelsandtheproteinexpressionofBaxinante-
riorhornofthespinalcordinthemodelgroupsignificantlyincreased(P<0.05),buttheexpressionofBcl-
2proteinsignificantlydecreased(P<0.05).Incomparisonwiththemodelgroup,thebloodglucoselevelsand
theBaxproteinexpressionofanteriorhornofspinalcordinEAgroupremarkablydecreased(P<0.05),but
theexpressionofBcl-2proteinsignificantlyincreased(P<0.05),andexpressionsofBcl-2andBaxproteins
ofEAgroupwereclosetothevehiclegroupandthenormalgroup(P>0.05). Conclusion Theneuronap-
optosisofanteriorhornofspinalcordindiabeticratmodelswereincreased;EAcouldsignificantlyantagonize
theneuronapoptosisofanteriorhornofspinalcordindiabeticratmodels,soastoimprovetheanteriorhorn
injuryofdiabeticrats.
  Keywords: diabetesmellitus;electroacupuncture;spinalcord;anteriorhorn;Bax;Bcl-2
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  糖尿病常损害神经系统,其中脊髓前角损害多累

及前角运动神经元至肌肉运动终板途中一个或几个环

节,临床上出现进行性四肢近端肌肉萎缩及肌张力降

低,由于其发病率高、发病早、致残率高等特点,常影响

患者的生活质量和预后[1-2]。目前,对于糖尿病脊髓

前角损伤的具体发病机制尚未明确,有研究认为糖尿

病神 经 系 统 损 伤 的 发 生 可 能 与 细 胞 凋 亡 密 切 相

关[3-5],而糖尿病脊髓前角损伤与细胞凋亡的相关研

究还未见报道。促凋亡基因Bax与抗凋亡基因Bcl-
2为参与细胞凋亡调控的两个经典基因,两者的表达

水平反映细胞凋亡的程度。近年来,临床研究资料证

实电针刺激可治疗糖尿病神经系统损伤[6],但其作用

机制尚未完全明确。因此,本实验以链脲佐菌素诱导

的糖尿病大鼠模型为研究对象,从电针对脊髓前角凋

亡相关基因Bax与Bcl-2表达水平的影响角度,探讨

电针改善糖尿病脊髓前角损伤的可能机制并为其临床

治疗提供基础形态学实验依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 成年健康雄性 Wistar大鼠32只,
体质量180~220g,SPF级,购自苏州工业园区爱尔

麦特科技有限公司,动物生产许可证号:SCXK(苏)-
2014-0007。动物置于安静温暖的环境中自由进食和

饮水。实验操作和处理过程均严格按照有关善待动物

的规定。
1.1.2 主要试剂及仪器 链脲佐菌素(STZ,Strepto-
zotocin,美囯Sigma公司);兔抗大鼠Bax和Bcl-2多

克隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司);SP免疫组

化试剂盒(北京中山金桥生物技术有限公司);DAB显

色液(武汉博士德生物技术有限公司);G6805-2型

电针仪(上海医用电子仪器厂理疗分厂);JPS-6型全

血葡萄糖测试仪(北京怡成生物电子技术有限公司);
Olympus显微镜及成像系统(日本)。
1.2 方法

1.2.1 造模方法 参照已报道的方法[7],待大鼠禁食

24h后,将链脲佐菌素溶解于1mlpH4.4的柠檬酸

缓冲液中制成混合溶液(置于冰浴中),对大鼠按55
mg/kg腹腔注射刚配制好的混合溶液,5d后尾静脉

采血,用血糖仪测定大鼠空腹血糖水平,以血糖大于

16.6mmol/L者作为成功的糖尿病大鼠模型[8]。溶

剂组大鼠在相同条件下腹腔注射等体积的柠檬酸缓冲

液。
1.2.2 分组及处理方法 按随机数字表法将实验大

鼠分为正常组、溶剂组,两组大鼠造模成功,每组8只。
正常组和溶剂组不作任何处理,常规饲养。建立糖尿

病大鼠模型,将两组造模成功大鼠随机分成模型组和

电针组。模型组正常喂养,不再给予任何处理。电针

组大鼠取一侧“足三里”“胰俞”穴,用30号1寸的不锈

钢毫针针刺并接电针仪,选连续波,双侧穴位交替进

行,频率为10Hz,强度3V,以大鼠肢体出现轻微抖动

为度,留针30min,每天1次,连续治疗4周。各组大

鼠均在相同环境下饲养。
1.2.3 空腹血糖检测 待电针治疗结束后,各组大鼠

禁食24h,然后进行尾静脉采血,用血糖仪检测大鼠

的空腹血糖水平。
1.2.4 组织切片制备及染色反应 各组大鼠经1%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉,再经左心室-升主动脉插

管用生理盐水150ml灌流冲洗,再灌注4%多聚甲醛

溶液300ml进行固定,开椎管后切取出与坐骨神经相

连的脊髓节段(L4~6),固定、脱水、透明、石蜡包埋。参

照大鼠的脑立体定位图谱,连续切片,片厚5μm,常规

脱蜡至水。分别按相关试剂的说明书进行Bax、Bcl-
2免疫组织化学染色反应,常规脱水、透明、中性树胶

封片,光镜下观察结果。
1.2.5 Bax及Bcl-2阳性细胞计数 随机选取每组

各只大鼠的脊髓组织切片2张,在400倍光学显微镜

下,观察前角的背内侧、背外侧、腹内侧、腹外侧4个视

野内Bax和Bcl-2免疫阳性细胞并计数,取其均数为

单个样本量。
1.2.6 统计学方法 采用SPSS16.0统计软件中的

单因素方差分析(ANOVA)对实验数据进行处理和分

析,结果用(췍x±s)表示;组间两两比较用q检验。P<
0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 大鼠的一般状况 实验期间,正常组和溶剂组大

鼠神经状况良好,活动灵敏,反应迅速,进食正常,毛色

呈有光泽的乳白色,大小便正常。造模成功大鼠于3d
后出现多尿、多饮、多食的症状;3周后,大鼠精神萎

靡,反应迟缓,运动缓慢,毛色发黄,进食增多,大便变

稀。电针组大鼠随着治疗天数的增加,上述症状较模

型组大鼠有所改善,但还未完全恢复到正常组大鼠水

平。
2.2 各组大鼠空腹血糖水平的变化 与正常组比较,
模型组大鼠的血糖水平明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05);经过电针治疗后发现电针组大鼠的血糖

水平较模型组明显降低,两组之间的差异有统计学意

义(P<0.05),见表1。

表1 各组大鼠空腹血糖水平的比较 (췍x±s,n=8)

组别 血糖水平(mmol/L)

正常组 6.54±1.34b

溶剂组 6.42±1.18b

模型组 19.93±2.62a

电针组 10.55±0.92b

 注:与正常组比较,a:P<0.05;与模型组比较,b:P<0.05
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2.3 各组大鼠脊髓前角内Bax与Bcl-2表达 免疫

组织化学结果显示,各组大鼠脊髓前角中均有Bax与

Bcl-2免疫阳性神经元,呈棕黄色,着色部位均定位

于细胞浆。与正常组比较,模型组大鼠脊髓前角的

Bax阳性细胞数目明显增多;但Bcl-2阳性细胞数目

明显减少,差异均有统计学意义(P<0.05)。与模型

组比较,电针组大鼠脊髓前角的Bax阳性细胞数目明

显减少,Bcl-2阳性细胞数目明显增多,差异均有统

计学意义(P <0.05);但电针组、溶剂组和正常组之

间的Bax与Bcl-2阳性细胞数目相互比较的结果差

异均无统计学意义(P>0.05),见表2、图1。

表2 各组大鼠脊髓前角的Bax、Bcl-2阳性

细胞数及平均灰度值 (췍x±s,n=8)

组别 
Bax

细胞数

(个/400倍视野)
灰度值

Bcl-2
细胞数

(个/400倍视野)
灰度值

正常组 21.88±5.19b 131.84±11.30b 47.25±8.41b 65.59±9.17b

溶剂组 21.75±4.59b 119.37±19.53b 50.38±6.84b 74.05±8.85b

模型组 51.13±6.03a 68.30±10.65a 19.75±2.92a 99.83±11.83a

电针组 23.38±3.85b 113.37±11.88b 43.38±5.50b 71.81±4.52b

 注:与正常组比较,a:P<0.05;与模型组比较,b:P<0.05

图1 各组大鼠脊髓前角Bax与Bcl-2蛋白的表达(SP法,×400)

注:a为正常组Bax蛋白的表达;b为溶剂组Bax蛋白的表达;c为模型组Bax蛋白的表达;d为电针组Bax蛋白的表达;e为正常组

Bcl-2蛋白的表达;f为溶剂组Bcl-2蛋白的表达;g为模型组Bcl-2蛋白的表达;h为电针组Bcl-2蛋白的表达

3 讨论

既往研究资料表明,糖尿病发生时可通过胰岛素

缺乏、糖代谢紊乱、氧化应激、血流动力学的改变、微循

环的改变等等一些病理因素,导致细胞线粒体功能异

常,激活由线粒体介导的内源性细胞凋亡途径,诱导细

胞凋亡。糖尿病导致过度的氧化应激,进而产生大量

的氧自由基,而氧自由基可使DNA内碱基丢失,DNA
断裂、交联,这些变化导致细胞氧化损伤,Ca+ 内流增

加及能量耗尽,最终诱发细胞凋亡的产生[9]。胰岛素

缺乏可促进神经细胞线粒体断裂,加速细胞色素C从

线粒体释放入细胞浆,诱导天冬氨酸特异性的半胱氨

酸蛋白水解酶 (caspase)的激活,从而发生细胞凋

亡[10-11]。糖尿病发生时,细胞凋亡最常累及神经系

统,并引起相应的临床症状[12]。最近资料发现糖尿病

脊髓前角损害的患者出现四肢近端肌肉及双手肌肉萎

缩,肌张力及腱反射减低,同时伴有肌束颤动,EMG提

示以前角损害为主的神经源性损害[2]。那么糖尿病患

者四肢出现的肌肉萎缩和肌张力的低下是否与前角神

经元的凋亡有关? 本实验结果显示链脲佐菌素诱导的

糖尿病模型大鼠与正常大鼠相比,脊髓前角神经元凋

亡增加,提示糖尿病发生后脊髓前角运动神经元损伤

增加,所支配的四肢骨骼肌有可能出现萎缩,从而引发

运动迟缓。

Bax和Bcl-2都为Bcl-2基因家族成员,两者都

参与线粒体介导的细胞凋亡途径的调控,但两者的作

用相反,Bax为促凋亡基因,而Bcl-2为抗凋亡基因。
在正常细胞中,Bax与Bcl-2保持一定的比例,从而

使细胞能维持正常的数量和寿命。一旦细胞中Bax基

因表达增加,它的表达产物拮抗Bcl-2基因的表达,
细胞将执行凋亡命令,启动凋亡程序;若Bcl-2表达

增多,将能阻止细胞发生凋亡,维持细胞正常的数量和

寿命[13-14]。有研究发现,当糖尿病发生时,细胞在高

血糖状态下,促凋亡基因Bax表达过度增加,抗凋亡基

因Bcl-2表达降低,Bax与Bcl-2比值增大,细胞得

不到Bcl-2的保护而进入凋亡状态,故认为糖尿病高

血糖引起的代谢紊乱改变了促凋亡基因与抗凋亡基因

之间的平衡,诱导细胞凋亡增加[15-16]。因此,本实验

采用Bax和Bcl-2作为凋亡检测指标来观察糖尿病

模型大鼠及给予电针治疗后脊髓前角中细胞凋亡的变

化情况。
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在我国针灸治疗糖尿病历史久远,《史记·扁鹊仓

公列传》中就记载了世界上最早针灸治疗糖尿病的案

例[17]。糖尿病属中医学“消渴”范畴,消渴病是以多

饮、多食、多尿及身体消瘦为主要特征。“足三里”为治

疗糖尿病主要穴位,并且针刺“足三里”能引起细胞增

殖[18]。而“胰俞”又名“胃脘下俞”,是治疗糖尿病的经

验穴位[19]。Kim 等 发 现,电 针 能 促 进 胰 岛 素 的 分

泌[18,20],所以通过电针治疗能够降低患者的血糖水

平。本次实验观察到电针可降低糖尿病大鼠的血糖水

平,这与其他学者的研究结果一致[21]。实验中电针治

疗糖尿病大鼠后发现脊髓前角神经元凋亡基因Bax的

蛋白表达明显降低,抗凋亡基因Bcl-2的蛋白表达明

显增加,Bcl-2/Bax的比值上调,接近于正常大鼠Bcl
-2、Bax的表达水平。说明电针能够上调脊髓前角内

抗凋亡基因Bcl-2的表达,下调凋亡基因Bax的表

达,从而逆转由糖尿病导致的神经细胞凋亡。然而,有
关电针发挥抗凋亡作用的分子机制尚未完全明了,有
研究表明电针阻止细胞凋亡的发生可能与促进胰岛β
细胞分泌胰岛素、降低糖尿病大鼠体内氧化应激水平

及促进神经营养因子的生成等有关[20-23]。本实验结

果显示电针可阻止糖尿病模型大鼠脊髓前角神经元凋

亡,这可能是电针改善糖尿病前角损伤的重要作用机

制之一,但其具体的作用机制有待于进一步研究。
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