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摘要　目的：观察电针对颈椎病大鼠椎间盘软骨细胞及ＭＣＰ１／ＣＣＲ２信号通路的影响。方法：将４５只雄性ＳＤ大鼠，按照
随机数字表法分为３组，假手术组、模型组和电针组，每组１５只。除假手术组外均建立动静力失衡性颈椎病模型，并于造
模后３个月开始电针干预双侧颈夹脊穴，３０ｍｉｎ／次，１次／ｄ，１４ｄ为１个疗程。研究中通过电子透射电镜观察颈椎间盘软
骨细胞的形态判定颈椎病造模是否成功；而后采用免疫组化检测颈椎间盘软骨细胞中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞
介素６（ＩＬ６）的表达情况；接着采用实时聚合酶链式反应（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测ＭＣＰ１／ＣＣＲ２信号通路，观察电针对ＭＣＰ
１／ＣＣＲ２信号通路的影响。结果：１）假手术组的颈椎间盘软骨细胞表面较光滑，可见微绒毛样凸起，细胞整体形态上类似
椭圆形，细胞核形态类似一个肾脏，且细胞核完整无破损，染色质均匀；而细胞外的基质中含有丰富且排列有序的胶原纤

维；模型组中的颈椎间盘软骨细胞出现退行性改变，其细胞表面的微绒毛样凸起明显减少，细胞核破损，染色质明显固缩，

细胞外基质中的胶原纤维明显减少，排列无序。提示颈椎病造模成功。２）与假手术组比较，模型组和电针组大鼠 ＴＮＦα
和ＩＬ６表达均较密集，阳性表达增多（Ｐ＜００５），其中是电针组ＴＮＦα和ＩＬ６表达明显较模型组降低（Ｐ＜００５），提示电
针能够抑制颈椎病大鼠椎间盘软骨细胞的ＴＮＦα和ＩＬ６表达。３）与假手术组比较，模型组和电针组颈椎间盘中ＭＣＰ１／
ＧＡＰＤＨ和ＣＣＲ２／ＧＡＰＤＨ均增高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；电针组与模型组比较，颈椎间盘中 ＭＣＰ１／ＧＡＰＤＨ和
ＣＣＲ２／ＧＡＰＤＨ低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：电针可以抑制颈椎病大鼠椎间盘软骨细胞中 ＴＮＦα和
ＩＬ６表达，可能与抑制ＭＣＰ１／ＣＣＲ２信号通路的激活有关。
关键词　电针；颈椎病；大鼠；椎间盘；软骨细胞；ＭＣＰ１；ＣＣＲ２；信号通路
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　　颈椎病是临床常见疾病，由于椎间盘／椎体退行
性改变后累及颈椎及其周围组织而导致以颈肩部肌

肉酸痛、手指麻木、头晕头痛等为主要临床表现的一

类征候群。随着生活方式的改变，颈椎病的患患者

群结构发生了变化，呈年轻化趋势，严重影响生命质

量，故积极开展颈椎病的防治具有重要临床意义。

针灸是中医传统疗法，数十年来针刺夹脊穴可有效

治疗脊柱疾病的报道不胜枚举，但其作用机制目前

尚不明了。大量研究［３５］显示颈椎病的病因与炎性

反应不无关系［１３］，单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）是
ＣＣ类细胞趋化因子，它通过与其特异性趋化因子受
体２（ＣＣＲ２）受体结合，诱导单核／巨噬细胞的招募
以及活化，介导机体大部分炎性反应过程的发生发

展，故我们设想电针有效改善颈椎病的作用机制可

能通过介导ＭＣＰ１／ＣＣＲ２信号通路有关，基于此，我
们进行相关动物实验，具体如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　购自北京维通利华实验动物技术有
限公司 ＳＤ雄性大鼠 ４５只，ＳＰＦ（ＳｐｅｃｉｉｆｃＰｓｔｈｏｇｅｎ
Ｆｒｅｅ）级（动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６
０００６），体质量（２５０±２０）ｇ，相同饲养环境下，相同批
次的喂养饲料，密闭饲养。

１１２　仪器与试剂　ＳＤＺⅡ电针治疗仪（购于广州
市邦善医疗器械有限公司）；一次性使用无菌针灸针

（生产厂家：苏州医疗用品厂有限公司，规格：

０３５ｍｍ×１３ｍｍ，华佗牌）；台式高速离心机（Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ，德国，型号：５４１８Ｒ）；抗体 ＭＣＰ１（批号：
ａｂ１７９８８６）、ＣＣＲ２（批号：ａｂ２０３１２８）和 ＧＡＰＤＨ（批
号：ａｂ１８１６０２），相应二抗（ＣＳＴ公司，美国，批号：
１７２８３９２）；ＭＣＰ１、ＣＣＲ和 ＧＡＰＤＨ引物合成序列，
Ｔｒｉｚｏｌ（批号：７６５７５）和ＤＥＰＣ（批号：５４６８６５）均购于
生工生物工程（上海）股份有限公司；ｉＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ反转录试剂盒（购于伯乐生命医学产品
（上海）有限公司，批号：１７２８３９２）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ定
量试剂盒（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，购买于上海索莱宝生物科

技有限公司，批号：４８２７１０１）；伯乐荧光定量 ＰＣＲ仪
（购于美国ＢＩＯＲＡＤ公司，型号：ＣＦＸ３８４Ｔｏｕｃｈ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　本研究建立动静力失衡
性颈椎病模型，对除假手术组外大鼠称重并记录，根

据每只大鼠的体质量３ｍＬ／ｋｇ采用１０％水合氯醛腹
腔注射进行常规麻醉；麻醉后在大鼠项部备皮，以颈

背正中纵向切口，长度２ｃｍ左右，用弯颞钝性分离
各层肌肉，从右侧颈夹肌、头最长肌、颈最长肌及寰

最长肌开始依次横向切断，接着依次切除右侧颈髂

肋肌、头半棘肌、右侧棘上韧带和棘间韧带，常规术

后缝合，造模完成后随机分模型组和电针组。假手

术组仅将皮肤切开后立即缝合，无需作钝性分离和

切除肌肉韧带等其他处理。所有动物于恒温房内苏

醒后，正常饲养３个月。按随机数字表法分为３组，
假手术组、模型组、电针组，每组１５只。
１２２　干预方法　假手术组：正常饲养，不做任何
处置。模型组：于造模３个月后，每天抓取１次，不
做针刺处置。电针组：造模 ３个月后开始电针，取
穴：参照大鼠穴位图谱，取双侧颈夹脊穴，将大鼠固

定后常规消毒穴区皮肤，直刺进针，进针深度 ３～
５ｍｍ，轻捻转提插后左右两侧分别通过针柄接电针
治疗仪，刺激电压为２～５Ｖ，疏密波（２／１００Ｈｚ），强
度以大鼠四肢轻度上下抖动为度。３０ｍｉｎ／次，１次／
ｄ，连续治疗１４ｄ后处死。
１２３　检测指标与方法
１２３１　电子透射电镜进行模型评价　以电子透
射电镜观察颈椎间盘的超微结构，以此来判定大鼠

颈椎病造模是否成功。具体步骤如下：首先以最快

速度将所取颈椎间盘放入 ｐＨ７２的前固定液中并
在４℃放置１ｄ；然后在 ｐＨ７０的脱钙液中浸泡样
品２周（隔天换１次脱钙液）；接着常规１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
漂洗后浸泡于后固定液中４℃放置１５ｈ；常规漂
洗、脱水，在丙酮与包埋剂中浸透，包埋聚合后进行

超薄切片，厚度为９０ｎｍ，所有切片均于３５℃烘烤
３ｈ；最后以醋酸铀染色，透射电镜下观察并拍照。
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表１　ＭＣＰ１／ＣＣＲ２通路的引物正方向序列和扩增长度

基因 正向序列（５′３′） 反向序列（５′３′） 扩增长度

ＭＣＰ１ ＴＧＴＣＣＣＡＡＡＧＡＡＧＣＴＧＴＡＧＴＡＴＴＴＧＴ ＴＴＣＴＧＡＴＣＴＣＡＣＴＴＧＧＴＴＣＴＧＧＴＣ １２０
ＣＣＲ２ ＧＧＡＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＣＣＴＧＡＣ ＴＧＡＣＴＡＣＡＣＴＴＧＴＴＡＴＴＡＣＣＣＣＡＡＡＧＧ １１２
ＧＡＰＤＨ ＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣＣＡＴ ＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡＴＣＣＡＣＴＴＴＡＣＣＡＧＡＧＴ ３０７

１２３２　免疫组化法检测肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ
α）和白细胞介素６（ＩＬ６）的表达　动物于造模电针
干预１４ｄ后，通过用１０％水合氯醛过量麻醉致死，
然后在４℃下将造模是Ｃ６Ｔ２段压尼龙鱼线处脊髓
及神经根剥离出来放置于４％福尔马林中，４８ｈ后
进行常规组织脱水和透明处理，然后在二甲苯与石

蜡混合液中进行渗透和常规石蜡包埋，采用美国旋

转切片机连续切片４μｍ厚度，每张切片均以防脱
载玻片承载并于贴片后放置在 ６０℃烤箱中烘烤
５ｈ。常规脱蜡水化后，以枸橼酸缓冲液在微波炉中
加热至沸腾，闭门焖５ｍｉｎ进行抗原修复，待冷却至
室温后ＰＢＳ泡洗后加封闭液封闭１０ｍｉｎ，防水笔在
切片周围画好隔离圈后，加入一抗 ＴＮＦα和 ＩＬ６
４℃冰箱孵育过夜，次日于 ３７℃烤箱中回温
４５ｍｉｎ，ＰＢＳ泡洗３次，５ｍｉｎ／次，加入对应二抗，室
温反应１０ｍｉｎ，ＰＢＳ泡洗３次，５ｍｉｎ／次，ＤＡＢ显色
后再浸泡于苏木素中复染３０ｓ，常规脱水封片后在
显微镜下观察，计数，拍片。

１２３３　实时定量聚合酶链式反应（Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ）检测 ＭＣＰ１／ＣＣＲ２信号通路　根据 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ定量试剂盒（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）说明书中的具体操
作方法进行检测，提取椎间盘软骨细胞总 ＲＮＡ，用
紫外分光光度计测定２６０ｎｍ与２８０ｎｍ处的光密度
值，两者相除获得光密度比值，估算样品中的 ＤＮＡ
浓度，再根据ｃＤＮＡ反转录试剂盒对大鼠椎间盘软
骨细胞样本进行反转录；在 ＲＮａｓｅＦｒｅｅ处理过的 ＥＰ
（５０μＬ）管中依次加入１２５μＬ的 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ（２×），ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ，
ＭＣＰ１，ＣＣＲ２，ＧＡＰＤＨ，见表１）和 ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ，ＭＣＰ１，ＣＣＲ２，ＧＡＰＤＨ，见表 １）各
１μＬ，２μＬ的ｃＤＮＡ模板，最后以８５μＬ灭菌蒸馏
水将整个反应体系的终量补充到２５μＬ，随后将所
有样本的 ＥＰ管放入实时定量 ＰＣＲ扩增仪中进行
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应，反应条件为９５℃预变性３０ｓ、
９５℃变性５ｓ、退火３０ｓ、７２℃延伸２０ｓ，其中条件
扩增循环４０次。利用实时定量ＰＣＲ仪绘出扩增曲
线，进行 ＭＣＰ１／ＧＡＰＤＨ和 ＣＣＲ２／ＧＡＰＤＨ的结果
分析。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据分析，３组数据同时符合正态分布和方差齐性
则采用单因素方差分析，若其中一组数据不符合正

态分布，则采用多组秩和检验，以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果
２１　颈椎病造模成功率的超微结构评定　通过透
射电镜评定大鼠颈椎病造模是否成功，假手术组的

颈椎间盘软骨细胞表面较光滑，可见微绒毛样凸起，

细胞整体形态上类似椭圆形，细胞核形态类似一个

肾脏，且细胞核完整无破损，染色质均匀；而细胞外

的基质中含有丰富且排列有序的胶原纤维；模型组

中的颈椎间盘软骨细胞出现退行性改变，其细胞表

面的微绒毛样凸起明显减少，细胞核破损，染色质明

显固缩，细胞外基质中的胶原纤维明显减少，排列无

序。提示，本研究颈椎病造模成功。见图１。
２２　电针对颈椎间盘软骨细胞 ＴＮＦα的影响　免
疫组化ＴＮＦα呈棕褐色阳性表达在胞质内，其中浅
棕色表示ＴＮＦα弱阳性表达，而无色表示未见ＴＮＦ
α表达为阴性表达。与假手术组比较，模型组和电
针组大鼠ＴＮＦα表达均较密集，阳性表达增多（Ｐ＜
００５），其中是电针组 ＴＮＦα表达明显较模型组降
低（Ｐ＜００５），提示电针能够抑制颈椎病大鼠椎间
盘软骨细胞的ＴＮＦα表达。见图２。

图１　颈椎病造模成功的超微结构评定
（５％醋酸铀＋枸橼酸铅双染色，×１００００）

２３　电针对颈椎间盘软骨细胞 ＩＬ６的影响　免疫
组化ＩＬ６呈棕褐色阳性表达在胞质内，其中浅棕色
表示ＩＬ６弱阳性表达，而无色表示未见ＩＬ６表达为
阴性表达。与假手术组比较，模型组和电针组大鼠

ＩＬ６表达均较密集，阳性表达增多（Ｐ＜００５），其中
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是电针组ＩＬ６表达明显较模型组降低（Ｐ＜００５），
提示电针能够抑制颈椎病大鼠椎间盘软骨细胞的

ＩＬ６表达。见图３。

图２　各组颈椎间盘软骨细胞ＴＮＦα的比较
（ＩＨＣ染色，×２００）

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图３　各组颈椎间盘软骨细胞ＩＬ６的比较

（ＩＨＣ染色，×２００）

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

表２　各组大鼠颈椎间盘软骨细胞ＭＣＰ１／ＣＣＲ２通路的
ＲＮＡ表达情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＭＣＰ１／ＧＡＰＤＨ ＣＣＲ２／ＧＡＰＤＨ

假手术组 １１７±０１９ １９８±０３４
模型组 ３０１±０２６ ３６７±０４１

电针组 ２１４±０３３△ ２９６±０３２△

　　注：与假手术比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２５　电针对大鼠颈椎间盘软骨细胞 ＭＣＰ１／ＣＣＲ２
通路的影响　与假手术组比较，模型组和电针组颈
椎间盘中ＭＣＰ１／ＧＡＰＤＨ和ＣＣＲ２／ＧＡＰＤＨ均增高，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；电针组与模型组比
较，颈椎间盘中ＭＣＰ１／ＧＡＰＤＨ和ＣＣＲ２／ＧＡＰＤＨ低
于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。
３　讨论

颈椎病属于中医学“痹证”“痿证”等范畴，与

肝、脾、肾、督脉等关系密切，外因不外乎风寒湿邪瘀

滞经络，瘀血阻滞，劳损、外伤等［７］。大量临床及动

物研究显示，当颈椎病发生时椎间盘及其周围组织

被异常激活，从而导致 ＭＣＰ１／ＣＣＲ２信号通路被活
化，进一步诱导退变区域的单核／巨噬细胞发生招募
和活化效应，促使炎性反应因子的释放、转移、重新

合成等环节，从而导致椎间盘周围的炎性反应过度

增强，诱发软骨细胞的凋亡，抑制其增殖，导致椎间

盘退行性病变发生［８９］，故我们认为减轻椎间盘局部

炎性反应是治疗颈椎病的关键。

随着疾病研究的不断深入，我们发现颈椎病发

生发展过程中随着椎间盘周围的的巨噬细胞被大量

激活，大量炎性反应因子譬如ＴＮＦα、ＩＬ６等浓度上
调后对椎间盘组织产生一定的破坏效应，同时还

ＮＦκＢ抑制蛋白（ＩκＢ）激酶复合体产生明显的激活
作用，促进其磷酸化过程，由此经过蛋白酶小体作用

后促进其与ＮＦκＢ发生分解，ＮＦκＢ被抑制的作用
明显减弱，由此ＮＦκＢ的 ｐ５０亚基暴露后产生核移
位，启动了促炎因子 ＴＮＦα、ＩＬ６等基因的表达，由
此进一步上调了 ＴＮＦα、ＩＬ６的浓度。本研究对１５
只ＳＤ大鼠进行颈椎病模型制备，通过透射电镜我
们发现大鼠颈椎间盘软骨细胞出现退行性改变，其

细胞表面的微绒毛样凸起明显减少，细胞核破损，染

色质明显固缩，细胞外基质中的胶原纤维明显减少，

排列无序，这提示我们造模是成功的，在随后的研究

中我们发现模型组大鼠ＴＮＦα、ＩＬ６明显过表达，这
提示颈椎病大鼠确实存在明显的炎性反应，且ＭＣＰ
１和 ＣＣＲ２均有高表达，文献［１０］显示 ＭＣＰ１和
ＣＣＲ２相互作用产生的结合物是激活单核／巨噬细
胞的关键产物，促进上述细胞向椎间盘组织趋化，进

一步增强了椎间盘区域的炎性反应效应，促进 ＴＮＦ
α、ＩＬ６等炎性反应因子的释放，加速了椎间盘退行
性病变的进程。在研究中我们发现经过电针夹脊穴

干预的大鼠ＴＮＦα、ＩＬ６含量，或者 ＭＣＰ１和 ＣＣＲ２
基因表达都有明显下调。

夹脊穴属于经外奇穴，因其操作简便，效果显著

而广泛应用于脊柱疾病的治疗。从解剖学上认为颈

部夹脊穴处由背阔肌、菱形肌、斜方肌三大肌肉共同

构成肌肉分布格局［１１１２］，刺激此部位可以一定程度
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缓解上述肌肉的痉挛，明显改善病情。从中医角度

认为夹脊穴乃督脉、膀胱经循行之处，督脉乃阳脉之

海，是一身阳气之总；足太阳膀胱经分布广泛，本着

经脉所过主治所及之理念，足太阳膀胱经所治之病

广泛［１３１８］。夹脊穴是督脉与足太阳膀胱经的交汇

处，有枢纽的作用，针刺夹脊穴不仅对上述２条经脉
有调节作用，还可作用于其间的连接，实现对五脏六

腑的调节作用。本研究结果显示与假手术组比较，

电针组 ＴＮＦα和 ＩＬ６表达明显较模型组降低且
ＭＣＰ１、ＣＣＲ２表达量亦低于模型组，这提示提示电
针夹脊穴能够抑制颈椎病大鼠椎间盘软骨细胞的

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＭＣＰ１、ＣＣＲ２的表达。
综上所述，电针可以抑制颈椎病大鼠椎间盘软

骨细胞中 ＴＮＦα和 ＩＬ６表达，可能与抑制 ＭＣＰ１／
ＣＣＲ２信号通路的激活有关。
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