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　　提　要　目的: 观察电针“夹脊”穴对大鼠鞘内注射 P物质 ( SP, 10μg )引起的痛反应和脊髓 c-fo s原癌基

因蛋白表达的影响。方法 :采用免疫组织化学法和痛阈测定法。结果: 大鼠鞘内注射 SP可引起痛反应 ,并诱

发脊髓 c-fo s样免疫反应 ( FLI)减少 ,此效应可部分被纳洛酮 ( Nx )翻转。结论: 电针可能是通过内源性阿片肽

抑制 SP而产生镇痛作用。
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　　近年的研究表明 ,原癌基因在中枢神经系统内的

表达与痛觉调制有关 ,外周伤害性刺激可使脊髓背角

c-fos蛋白增加 ,并可被吗啡抑制
[1, 2 ]
。 P物质 ( Sub-

stance P, SP)是伤害性初级传入末梢释放的一种兴奋

性递质 ,在痛觉调制过程中 ,脊髓内 SP主要起着传递

痛觉信息的作用 [3～ 5 ] ,据报道内源性阿片肽在中枢神

经系统 的分布 与 SP颇 为一致 , 而电针 ( Elec-

troacupuncture, EA)可通过释放内源性阿片肽和 5-羟

色胺发挥镇痛作用
[ 6, 7]
。但是电针对 SP引起的痛反应

及其诱发的 c-fos有无影响未见报道。本研究采用测

痛及对神经元功能活动进行细胞定位的 c-fo s技术
[2 ]
,

研究 SP与电针的关系 ,进一步了解 SP在脊髓痛觉调

制中所起的作用。

1　材料与方法

1. 1　动物与分组
　　实验用 Wista r大鼠 36只 ,体重 200～ 220 g ,雌雄不拘。随机

分成 ( 1)正常对照组 ,鞘内注射 ( IT )人工脑脊液 15μl( ACSF,

p H5. 5,配 SP和纳洛酮所用溶液 ) ; ( 2) IT SP组 , 10μg /10μl;

( 3) IT SP+ 高频电针组 ; ( 4) IT SP+ 低频电针组 ; ( 5) IT SP+

IT纳洛酮 ( 5μg /10μl)+ 高频电针组 ; ( 6) IT SP+ IT纳洛酮 95

μg /10μl)+ 低频电针组 ,每组各 6只动物。

1. 2　脊髓蛛网膜下腔插管
　　大鼠麻醉后 ,按文献 [3 ]方法 ,将外径 0. 6 mm的 PE10塑料

导管 (全长 10 cm)由枕骨大孔插入脊髓蛛网膜下腔 6 cm,约达

脊髓腰 1节段。待动物清醒后观察确无肢体功能损害后继续饲

养 , 5～ 7 d后 ,在蛛网膜下腔注射药物 ,药物容量 10μl,并用 5μl

生理盐水冲洗管道 ,总容量 15μl, 5 min注射完毕。

1. 3　测痛和电针
　　采用电刺激鼠尾测痛法 [8]。电针时由双侧“夹脊”穴 (腰 2～

3)处进针 ,用 57-6D型电针仪给予刺激 ,时间 40 min,其频率为

100 Hz(高频 )、 3 Hz(低频 ) ,电压为 3 V。

1. 4　免疫组化法
　　实验毕 ,按常规进行大鼠组织灌流 ,固定 ,切片 ( 40μm) ,然

后进行 ABC免疫组化染色: 切片在 1 2000的 c-fo s抗血清

( Cambridge Resea rch Biochemicals)中孵育 48 h ( 4℃ ) ,再依次

进入生物素结合兔抗羊血清 ( 1 200, Vecto r )及 ABC ( 1 100,

Vector ) ,于室温下各孵育 3 h,继之用葡萄糖氧化酶 -DAB-硫酸

镍胺 ( GOD-DAB-Ni)呈色液显色。非特异性对照和阴性对照分

别采用正常兔血清和 PBS( 0. 01 mo l / L)代替一抗 ,随后的步骤

完全相同 ,结果表明对照切片上见不到免疫反应阳性细胞。

1. 5　数据处理
　　在每一动物腰 3～ 4节段随机抽样四片 ,作阳性细胞计数 ,

取均数作为该动物的 c-fos样免疫反应 ( c- fso-likeimmunore-

activity , FLI)数。实验数据皆用电子计算机经双样本 t检验程

序 ( PDA-2)进行统计学处理 ,结果以 x-± s表示。

2　结果

2. 1　鞘内注射 ( IT ) SP对大鼠痛阈及脊髓 c-fo s的影

响

　　大鼠 IT SP( 1μg /10μl)后痛阈明显下降 , 10～ 20 min最

低 , 30 min后开始逐渐恢复 ,与 ACSF组比较P <0. 01,见表1。
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表 1　鞘内注射 SP和电针对大鼠痛阈的影响 (% )

Tab 1　 Effects of intrathecal inj ect ion of SP and EA on pain threshold of rats(% )

Time af ter s tim ulation ( min )
Groups

10 20 30 40 50 60

ACSF 95. 4± 4. 0 102. 8± 2. 4 105. 7± 2. 9 98. 2± 5. 3 100. 6± 4. 0 102. 9± 3. 1

SP 35. 8± 5. 6** 44. 5± 3. 5** 54. 8± 0. 6** 74. 2± 2. 1** 82. 3± 4. 0* 88. 6± 6. 1

SP+ EA ( 3Hz) 74. 4± 4. 6 73. 3± 5. 2 78. 7± 3. 5 75. 6± 4. 7 84. 7± 4. 4 83. 1± 4. 9

SP+ EA( 100Hz) 76. 5± 5. 1 75. 0± 5. 5 77. 5± 5. 9 75. 3± 4. 8 82. 5± 5. 3 84. 1± 4. 4

SP+ NX+ EA ( 3Hz) 49. 6± 6. 4▲ 45. 8± 5. 8▲ 53. 2± 3. 9▲ 55. 7± 4. 8▲ 61. 8± 6. 4▲ 79. 9± 7. 2

SP+ NX+ EA ( 100Hz) 47. 5± 5. 4▲ 44. 8± 5. 6▲ 56. 2± 4. 9▲ 54. 8± 4. 5▲ 63. 8± 5. 8▲ 80. 9± 8. 2

* : P < 0. 05;** : P < 001v s ACSF; : P < 0. 01, vs SP;▲: P < 0. 05, v s S P+ EA

　　为了观察引起伤害性反应的 SP是否能激活脊髓背角感觉

神经元 ,我们进行了 c-fo s免疫组化染色。SP及 ACSF组动物

测痛后 (注射药物 1 h)立即麻醉灌注进行 c-fos免疫组化染色。

c-fo s样蛋白呈黑色颗粒 ,位于细胞核内 ,细胞质不显色。故 FLI

细胞是细胞核深染而胞质不着色的神经元 ,此类细胞呈圆形或

椭圆形。大鼠脊髓分层采用 Molander的图谱 [9]。为了叙述方

便 ,将Ⅰ ,Ⅱ层合为浅表层 ( super ficial) ,Ⅲ ,Ⅳ层为固有核 ( nu-

cleus proprius) ,Ⅴ ,Ⅵ 层为背角颈部 ( neck) ,其余是腹侧部

( v entra l) ,包括Ⅵ 、Ⅷ 、Ⅸ 层及中央管区 X层。

　　结果显示 , ACSF组脊髓 c-fos表达很低。而大鼠 IT SP, 1

h后 ,双侧脊髓背角出现大量 FL I细胞 ,主要分布在Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅴ 、

Ⅵ 层 ,其它区较少 ,表 2;图 1～ 2。

表 2　鞘内注射 SP和电针对大鼠脊髓 c-fos表达的影响

Tab 2　 Effect of intrathecal in jection of SP and

EA on FLI into the spinal cord of rats

Groups FLI

ACSF 4. 9± 0. 9

SP 86. 8± 10. 9**

SP+ EA( 3Hz) 39. 4± 9. 6 

SP+ EA( 100Hz) 42. 3± 8. 9 

SP+ NX+ EA( 3Hz) 69. 1± 10. 5▲▲

SP+ NX+ EA( 100Hz) 66. 5± 11. 3▲▲

** : P < 0. 01, vs ACSF; : P < 0. 01, v s SP;

▲▲: P < 0. 01, v s SP+ EA

图 1　鞘内注射 ACSF后 , FLI神经元在脊髓的分布极少　 (× 120)

Fig 1　 Very sparse FLI neurons in the rat spinal cord af ter IT ACSF　 (× 120)

图 2　鞘内注射 SP后 ,脊髓Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅴ 、Ⅵ 层 FLI神经元标记致密　 (× 120)

Fig 2　 Densely labeled FLI neurons of laminaeⅠ 、Ⅱ 、Ⅴ 、Ⅵ in the rat spinal cord after IT SP　 (× 120)

2. 2　电针“夹脊”穴对 SP引起伤害性反应的影响

　　大鼠鞘内注射 SP立即电针 40 min,高频 ,低频电针均可使

痛阈提高 , 1 h后进行免疫组化染色 ,可见 SP诱发的脊髓 c-fos

表达明显减少 ,与单纯 IT SP组比较 ,相差显著 , P < 0. 01。若

电针前鞘内注射纳洛酮 ,则可部分翻转电针的抗伤害性作用 ,

使痛阈降低 ,脊髓 c-fos增多 (表 1～ 2;图 3～ 4)。由此说明电针

可抑制 IT SP所引起的痛反应和脊髓背角 c-fo s表达 ,此种效

应可部分被纳洛酮所阻断。
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图 3　鞘内注射 SP后 ,再电针 ( 100Hz) ,脊髓 FLI神经元减少　 (× 120)

Fig 3　 FLI neurons decreased in the rat spinal cord after IT SP, EA on the "Jiaji point"　 (× 120)

图 4　鞘内注射纳洛酮可部分翻转电针的作用　 (× 120)

Fig 4　 Effects of EA were reversed by naloxone　 (× 120)

3　讨论

　　近年的研究表明 ,伤害性传入信息抵达中枢神经

系统内 ,在相应的感受区激活 c-fo s原癌基因的表达 ,

生成 c-fos蛋白 ,从而后者被作为伤害性感受神经元

被激活的标志物 [2 ]。我们的工作首次报道了 SP可增

强伤害性刺激 (福尔马林 )诱发的脊髓 c-fos表达 [3 ]。本

实验观察到大鼠鞘内注射 SP使痛阈明显降低 ,同时

也可引起 c-fos表达。将 SP引起的 FLI与伤害性刺激

(福尔马林 )引起的 FLI进行对比 ,发现 SP与福尔马

林一样 ,诱发的 FLI分布于脊髓各层 ,但主要集中于

含伤害性细胞的Ⅰ 、Ⅱ、Ⅴ、Ⅵ 层 [1, 3 ]。一些作者 [ 10]曾在

猫的脊髓背角观察到微电泳导入 SP可兴奋多数背角

的伤害性感受神经元 ,引起缓慢、持续较久的兴奋效

应。因此本文将 SP注入鞘内 ,可能是由于兴奋了脊髓

背角伤害性感受神经元 ,从而诱发 c-fos表达。

　　电针的不同参数 ,可引起中枢递质量的不同改变 ,

本文观察到 ,鞘内注射 SP后立即电针“夹脊”穴 ,无论

高频还是低频 ,均使痛阈增高 ,脊髓内 FLI明显少于

单纯 SP组。电针“夹脊”穴可产生镇痛作用早已有报

道 ,主要是通过释放内源性阿片肽和 5-羟色胺 [6, 7 ]。内

源性阿片肽与 SP关系密切 ,它们的分布颇为一致 ,免

疫组化研究证明 ,脊髓和三叉神经脊束核胶质区有密

集的阿片肽中间神经元 ,它与感觉传入神经末梢形成

突触联系。我们以往的实验观察到鞘内注射吗啡和 5-

羟色胺均可抑制 SP引起的痛反应及 c-fos表达
[11, 12 ] ,

因此 ,电针“夹脊”穴可能是通过释放内源性阿片肽和

5-羟色胺而产生镇痛作用 ,抑制鞘内注射 SP引起的痛

反应 ,阻断 SP诱发的脊髓 FLI增多效应。纳洛酮为阿

片受体阻断剂 ,故可部分翻转电针的作用。
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Inhibitive effects of electroacupuncture on pain response and c-fos ex-

pression in spinal cord induced by substance P in rats
Ruan Huaizhen, Li Xicheng , Li Haidi, Zhao Bangyun, Hao Yong , Yu Qiong ( Depar tment o f Physio lo g y, Third M ili-

tar y Medical Univ ersity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: To observ e the effec ts o f electro acupunc ture at the " Jia ji" point on pain r esponse

and c-fo s expr ession in spinal cord induced by intra th ecal injection of substance P ( SP, 10μg) in r ats. Meth -

ods: Immunohistochemist ry and measur ement o f pain w ere used. Resul ts: The int rathecal injection o f SP

produced pain response and evoked c-fo s expression in spinal co rd. 1 h afte r the injection of SP, th e FL I neu-

rons were locali zed in laminae I, II, V and V I o f bo th sides o f the spinal co rd. Electr oacupuncture at the " Jia-

ji" point could inhibit pain response and c-fos expr ession, w hich could be par tially r ev er sed by na lo xone.

Conclusion: Electro acupuncture might ex er t its analg esic effects thr ough stimulating the internal opiate pep-

tide to inhibit SP.

　　 Key Words　 substance P; electr oacupuncture; c-fo s; spinal cord; ra t

大鼠生后脑发育和缺血再灌流过程中编程性细胞死亡及其可能机理的研究

A study of programmed cell death and its possible mechanism during

postnatal brain development and ischemia-reperfusion in rats

赵士福 　蔡文琴　　 (第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室 )重庆 , 630038

　　编程性细胞死亡 ( Pro gr ammed cell death, PCD )是脑发育

及损伤中神经细胞死亡的重要形式。已知的 PCD调节基因中 ,

bcl-2家族及白介素 -1β 转化酶 ( Interleukin-1β conver ting en-

zyme, ICE)基因在 PCD的调节中起重要作用。体外研究提示 ,

bcl-2和 bcl-x l基因表达可阻止神经细胞 PCD,而 Bax及 ICE

则促进 PCD。这些基因在脑发育及缺血再灌流中的表达及与

PCD的关系报道资料较少。本实验应用 DNA片段原位末端标

记 ( TUM EL)、核酸原位杂交 ( I SH)、免疫组化 ( ICC)、流式细胞

仪 ( FCM )以及电镜 ( EM )等方法 ,研究大鼠生后脑发育及缺血

再灌流过程中 PCD的发生、以及 bcl-2、 bcl-x L、 Bax和 ICE基

因的表达 ,旨在了解生后脑发育变化以及在调节 PCD中的规

律 ; bcl-2、 bcl-x L、 Bax和 ICE基因表达变化以及在调节 PCD发

生中的作用。主要结果如下:①应用 TUN EL、 FCM、电镜 ,结合

图像分析对大鼠生后脑发育过程中 PCD的观察发现: 在

TUNEL染色上 PCD细胞表现为染色质凝聚成块、移向核边

缘、有时形成环半月状 ,偶尔可见见凋亡小体等。TUNEL法与

电镜结合显示 ,只有 TUNEL深染细胞核有凋亡细胞特征 ,而

核淡染细胞不具有凋亡细胞表现: 本实验首次将 TUNEL与

FCM结合研究神经细胞 PCD发生规律 ; P1-P7d PCD细胞呈

上升趋势 , P7d达到高峰 ,之后 PCD细胞减少 , P14d后急剧下

降 , P28 d以后 PCD细胞基本消失。大脑皮层、海马、皮层下白

质和基底节区均存在 PCD细胞 ,提示生后脑内 PCD发生在四

周之内 , PCD是生后脑发育中神经细胞死亡的主要方式。②应

用核酸原位杂交和免疫组化等技术 ,对生后脑发育中 ICE、 bcl

- 2、 bcl-xL和 Bax基因表达进行观察。结果显示 , ICE在生后

一周内表达较强 , P7-P28 d呈减弱趋势 ; Bax蛋白在生后一周

上升 , P7 d后表达减弱 , P14 d后降至较低水平 , ICE和 Bax具

促进 PCD发生作用。bcl- 2在胚胎期有明显表达而生后未见明
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