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摘要　目的：探讨针刀疗法治疗帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的炎性作用机制。方法：将４８只大鼠随机分为正常组、
模型组、针刀组、电针组。采用立体定位技术将６羟基多巴胺（６ＤＡＯＨ）注入大鼠右侧纹状体制备ＰＤ大鼠模型。针刀组
于枕下肌群和Ｃ１２横突处进行松解干预，２次／周，连续４周；电针组选“百会”“太阳”穴，由“百会”透刺“太阳”穴进行电
针干预，３次／周，连续４周。采用ＨＥ染色光镜下观察神经元细胞形态、数目及小胶质细胞数目变化，酶联免疫吸附法
（ＥＬｉｓａ）检测 ＩＬ１β的水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠损毁侧多巴胺能神经元细胞数目减少，小胶质细胞数目增
多，ＩＬ１β水平升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，针刀组和电针组大鼠损毁侧多巴胺能神经元细胞数目
增多，小胶质细胞数目减少，ＩＬ１β水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：针刀疗法可以改善多巴胺能神经元细
胞的形态和数目，其机制可能是通过抑制小胶质细胞激活介导的炎性反应，降低炎性因子ＩＬ１β的含量，从而治疗ＰＤ。
关键词　帕金森病；针刀；６羟基多巴胺（６ＤＡＯＨ）；白介素１
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是老年人多
发的神经系统疾病，其特征性病理学表现是中脑黑

质多巴胺（ＤＡ）能神经元细胞的变性和丢失。迄今
为止，其病因尚未完全明确，神经系统老化、遗传因

素、内外环境因素、氧化应激反应、免疫异常、线粒体

功能障碍与细胞凋亡等假说较为流行［１］，其中神经

炎性反应在 ＰＤ发病过程中持续发挥作用，理由可
归结如下：非甾体类抗炎药物可降低 ＰＤ的患病
率［２］；炎性反应信号通路 ＭＡＰＫｓ及 ＨＬＡ基因位点
与 ＰＤ患病风险存在相关性［３４］；应用追踪剂

ＰＫ１１１９５标记活体ＰＤ大鼠脑内的小胶质细胞，并使
用ＰＥＴＣＴ扫描证实了小胶质细胞被激活［５］；ＰＤ患

·０２１１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ２０１７，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．５



者尸检显示存在促炎性递质［６］。故认为炎性因子水

平的升高是导致ＰＤ的重要因素之一。临床上已有
实践证明，针刀治疗 ＰＤ具有很好的效果［７］，但相关

的实验性研究较少。本实验采用立体定位技术将６
羟基多巴胺（６ＤＡＯＨ）注入大鼠右侧纹状体制备ＰＤ
大鼠模型，观察针刀干预对小胶质细胞及白介素细

胞１（ＩＬ１β）表达的影响，探讨针刀治疗 ＰＤ的炎性
机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选用 ＳＰＦ级的健康雄性 ＳＤ大鼠共
４８只，周龄１２周，重量为（２００±２０）ｇ，购买于北京
维通利华公司实验动物中心，该动物许可证号为

ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。实验前 １周选购大鼠，并将
大鼠随机分为模型组、正常组、针刀组、电针组４组，
于北京中医药大学 ＳＰＦ级实验室内适应性饲养 １
周，自由进食饮水。第２周进行实验，术前１２ｈ内
禁食不禁水。

１１２　试剂与仪器　６羟基多巴胺（６ＤＡＯＨ）和阿
扑吗啡（ＡＰＯ）（美国Ｓｉｇｍａ），水合氯醛（天津科密欧
化学试剂中心），多聚甲醛（常德市华生医疗器械有

限公司），ＨＥ染色试剂盒（北京中杉金桥生物技术
有限公司）；０９％氯化钠溶液（哈药集团三精制药有
限公司）。汉章系列一次性针刀：规格０４ｍｍ×４０
ｍｍ（北京卓越华友医疗器械有限公司）；中研太和牌
针灸针：规格０２５ｍｍ×２５ｍｍ（北京中研太和医疗
器械有限公司）；韩氏电针治疗仪；５ｍＬ微量进样器
（上海安亭微量进样器厂）；脑立体定位仪（美国

Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司），ＡＥ１６０电子天平（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ
公司），人ＩＬ１β试剂盒（武汉博士德生物工程有限
公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　４８只 ＳＤ大鼠随机分为
正常组、模型组、针刀组和针灸组。以 １０％的水合
氯醛腹腔内注射麻醉，用剃毛机剔除颅顶部鼠毛，将

动物头部固定在立体定位仪上，头部备皮碘伏消毒

后，用手术刀片在右耳前做长１５ｃｍ的切口，处理
切口面至暴露出前囟，确定前囟坐标。按照包新

民［８］的《大鼠脑立体定向图谱》定位注射靶点坐标

如下：１）第１点为前囟前０７ｍｍ，顶正中线右３０
ｍｍ，深度为４５ｍｍ（不包括颅骨的厚度）；２）第２点
为前囟后０２ｍｍ，顶正中线右２６ｍｍ，深度为６０
ｍｍ［３］。打开微型电钻，采用持笔式持微型电钻，电
钻保持与大鼠大脑骨面垂直，并按上述坐标钻孔，将

１５μｇ的６ＯＨＤＡ溶于３μＬ的生理盐水（含０２％
维生素Ｃ）中，以５μＬ微量注射器向脑内２个预定
靶点缓缓注入，注完后留针约１０ｍｉｎ。退针时，以１
ｍｍ／ｍｉｎ的速度缓缓出针，并用手术弯镊镊取适当
大小的海绵明胶填塞钻孔，用手术线缝合。腹腔注

射青霉素钠８万Ｕ后将大鼠放回笼中保温修养。正
常组不作任何处理。术后 ４周腹腔注 ００１％的
ＡＰＯ（０５ｍＬ／ｋｇ），开始观察并记录大鼠旋转的启动
时间、持续时间、启动后６０ｍｉｎ内旋转圈数，记录大
鼠注射后的行为变化，记录标准为头尾相接并向健

侧恒定旋转，若大鼠旋转圈数为７次／ｍｉｎ以上，则
视为造模成功。

１２２　干预方法　正常组、模型组正常饲养不予以
治疗，共４周。针刀组选用汉章系列一次性使用针
刀，规格０４ｍｍ×４０ｍｍ（北京卓越华友医疗器械
有限公司）。治疗点及操作步骤：选取枕下肌群和

Ｃ１２横突点，用紫药水在进针刀部位做“×”型记
号，进针刀时刀口线的方向与脊柱方向平行，刀体与

大鼠皮毛面垂直刺入，针刺至枕骨骨面和Ｃ１２横突
处，当刀口接触骨面时，按刀口线方向纵行疏剥，迅

速出刀并加压片刻，防止出血，治疗２次／周，共治疗
４周。电针组参照文献全国针灸学会实验针灸研究
会制定的“实验动物针灸穴位图谱”［６］，选取“百会”

“太阳”位置，用０２５ｍｍ×２５ｍｍ毫针针刺，沿皮由
百会透刺单侧太阳，刺毕接韩氏电针治疗仪，疏密

波，频率１００Ｈｚ，强度约２ｍＡ，电针强度以大鼠头部
微颤为宜，使动物不挣扎嘶叫保持安静为度，治疗３
次／周，２０ｍｉｎ／次，共治疗４周。
１２３　检测指标与方法
１２３１　病理标本制备　取各组大鼠４只，腹腔注
射１０％的水合氯醛，麻醉后，先用生理盐水灌注心
腔内，后以提前配制好的多聚甲醛进行固定，固定好

后立即断头取脑，在冰袋上迅速分离出大鼠的纹状

体，并将其置于４％的多聚甲醛溶液中进行后固定。
常规脱水，石蜡包埋，连续冠状切片，采用 ＨＥ染色
光镜下观察黑质内多巴胺能神经细胞的形态。另外

取各组８只大鼠麻醉状态下处死后快速断头取脑，
在冰面上迅速分离出右侧纹状体，用０３２ｍｍｏｌ／Ｌ
含蛋白酶抑制剂的蔗糖液制作组织匀浆，１５０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，采用酶联免疫吸附 Ｅｌｉｓａ法检测上
清液白介素细胞１（ＩＬ１β）的水平。
１２３２　ＨＥ染色检测步骤　石蜡切片脱蜡至水；
用苏木精液在室温条件下染色５ｍｉｎ，自来水充分冲
洗１ｍｉｎ；盐酸分化３０ｓ；水稍洗至促蓝液返蓝；置于
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１％的伊红液染２ｍｉｎ；梯度乙醇常规脱水，透明，封
片。结果显示：胞质呈粉红色，细胞核呈蓝紫色。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件对本
实验所得数据进行统计，各组数据最终结果以（珋ｘ±
ｓ）表示，选用随机区组多组组间方差分析检验方法，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　形态学观察　光镜下观察，正常组的 ＤＡ神经
元细胞形态完整，细胞及神经纤维排列较整齐，核呈

现卵圆形或椎形，且细胞核大，较为清晰，核仁较明

显；模型组：ＤＡ神经元细胞数目明显减少，部分细胞
固缩且体积较正常组小，神经纤维排列散乱，细胞核

形态大小不一，且偏居一侧，核仁不清晰，此外在脱

失的多巴胺能神经元细胞周围，分布着大量核小、深

染，呈扁圆形或三角形的小胶质细胞；电针组：神经

元细胞数目增多，小胶质细胞数量减少，神经纤维排

列较整齐；针刀组神经元细胞数目增多，小胶质细胞

减少，较模型组改善明显。

图１　各组大鼠纹状体多巴胺能神经元细胞形态学
变化（ＨＥ染色，４×２０倍）

表１　白介素细胞１（ＩＬ１β）含量比较（ｎ，珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＩＬ１β含量

正常组 ８ １５８５±４２３
模型组 ８ ５０７０±９９６

针刀组 ８ ２２２８±４９４△△

电针组 ８ ２６２２±８６４▲▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１，▲▲

Ｐ＜００１。

２２　白介素细胞１（ＩＬ１β）含量比较　结果显示，
与正常组比较，模型组大鼠纹状体内 ＩＬ１β水平明
显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比
较，针刀组、电针组大鼠纹状体内 ＩＬ１β水平均明显
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），说明电针治疗

和针刀干预能有效降低大鼠纹状体内 ＩＬ１β的含
量；针刀组大鼠纹状体内 ＩＬ１β的含量略低于电针
组，２组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。
３　讨论

通过诸多参考文献显示，ＰＤ模型的选择是制备
大鼠ＰＤ模型的关键，目前常用的方法是利用物理
或化学的方法损毁多巴胺能系统。建立该模型，一

种是浅静脉注入甲基苯基四氢毗咤制备模型，通常
选择Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ的小鼠作为造模对象；另一种采用大
脑立体定位仪将６ＯＨＤＡ注入大鼠中脑纹状体中制
备模型，一般选取大鼠作为造模对象。因小鼠个体

小，取脑组织研究相对困难，而且针刀松解剥离范围

较大，损伤程度亦大，针刺时不容易精准定位，所以

根据实验需求，本实验选取个体大，容易精准定位的

大鼠进行６ＯＨＤＡ单侧纹状体进行模型制备，采用
单侧而非双侧是根据王刚等人的研究认为单侧损毁

的方法成熟、操作相对容易、死亡率较低且模型稳定

性高［９］。Ｕｎｇｅｒｓｔｅｄｔ于 １９６８年首先报道了采用 ６
ＯＨＤＡ制作 ＰＤ动物模型，他提出，动物的旋转模型
特点与人类ＰＤ发病的特点相似［１０］。研究表明注入

６ＯＨＤＡ后对纹状体黑质的损伤在６个月到１０个月
内无显著的改变，且不存在纹状体再生现象，证明本

模型稳定性较高［１１］。

近年来的临床医家治疗 ＰＤ主要是以头针为
主，配合腹针、中药、拔罐等多种针法综合治疗在改

善ＰＤ症状方面疗效较为肯定［１２１４］。亦有医家运用

针刀疗法治疗 ＰＤ取得良好的效果，如肖德华［１５］选

取颈背部为治疗点，治疗 ＰＤ疗效显著。周蕾［１６］等

人运用头皮电针结合督脉接力针、针刀综合治疗 ＰＤ
疗效佳，安全性好。本实验以枕下肌群和 Ｃ１２横突
点为进针刀点，是通过松解枕下肌群和触激颈上交

感神经节，改善颈部肌肉痉挛引起的脑血循环和代

谢障碍。有学者从影像学证实了寰枕段和横突段容

易受颈软组织炎性压迫等因素刺激导致血管痉挛出

现眩晕、头痛、恶心、呕吐、视觉障碍等缺血症状［１７］。

由于颈上神经节支配颈内动脉，而颈内动脉的分支

大脑中脉是中脑血供的主要动脉，所以大脑中动脉

的供血间接受颈上交感神节经影响。肖德华［１８］认

为在ＰＤ患者中，黑质内多巴胺含量的不足与脑供
血相关，因合成多巴胺的原料来源于血液，而原料的

缺乏是导致黑质内多巴胺含量不足的主要原因。由

此我们推测，通过刺激枕下肌群和 Ｃ１２横突，能改
善ＰＤ患者寰枕段肌肉软组织损伤及颈上交感神经
节压迫状态，直接或间接的影响大脑中动脉供应黑
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质的血运，增加脑内多巴胺的合成原料，从而减轻

ＰＤ的症状。
脑内ＩＬ１有 ＩＬ１α和 ＩＬ１β２种亚型，但以 ＩＬ

１β为主，可参与免疫调节、介导炎性反应等。许多
外源性刺激或病理状态可以使 ＩＬ１β的分泌水平明
显升高。Ｍｏｇｉ［１９］等人经活检发现，ＰＤ患者纹状体
尾状核、壳核处的 ＩＬ１β等炎性细胞因子的浓度高
于大脑皮质区。杨海华［２０］等认为中枢神经系统退

变性疾病过程中细胞因子水平持续升高，会对神经

元产生损伤作用，其中对神经元产生损伤作用的主

要有 ＴＮＦα、ＮＯ、ＩＬ１β、ＴＮＦγ。大量体外研究发现
神经细胞表面都有相应受体的表达，既可以直接对

表达相应受体的神经元细胞产生毒性作用，也可以

通过进一步活化小胶质细胞这样一个间接的途径，

产生一系列神经毒性物质。由于小胶质细胞是 ＩＬ
１β的主要来源，ＩＬ１β可上调小胶质细胞的活性，使
小胶质细胞分泌更多的前炎性细胞因子，导致炎性

损害进一步加重。Ｇｒｉｆｆｉｎ［２１］等人研究认为 ＩＬ１β基
因的多态性可以使ＡＤ的发病风险增加６倍。小胶
质细胞的激活和炎性因子白介素的释放在 ＰＤ的发
病机制和其慢性病程发展中起重要作用［２２］。所以

抑制小胶质细胞的激活和炎性反应是缓解 ＰＤ进程
的之一。

在本实验结果中，与正常组比较，模型组 ＰＤ大
鼠的ＤＡ神经元细胞数目明显减少，部分细胞固缩
且体积减小，神经纤维排列较散乱，细胞核形态不

一，核仁不清晰，变性的神经元细胞周围存在大量神

经胶质细胞，ＥＬｉｓａ检测显示 ＩＬ１β细胞表达上调；
电针组和针刀组大鼠多巴胺能神经元细胞形态得到

改善，ＥＬｉｓａ检测显示 ＩＬ１β细胞表达下降。结果说
明６ＯＨＤＡ介导的模型大鼠中多巴胺能神经元存在
着严重损害，而针刀治疗能显著提高模型大鼠黑质

多巴胺能神经元数量，改善神经元细胞形态，反应出

针刀干预对模型大鼠黑质多巴胺能神经元具有明显

的保护作用。此外，炎性反应细胞因子 ＩＬ１β的表
达可能造成神经元细胞变性丢失，参与了 ＰＤ的发
病过程。模型组和针刀组小胶质细胞数目的变化提

示小胶质细胞被激活也可能是 ＩＬ１β的主要来源。
说明针刀调节多巴胺能神经元的变性是通过抑制小

胶质细胞激活介导的炎性反应，下调细胞因子ＩＬ１β
的表达来减轻神经元损伤的。针刀可通过降低大鼠

纹状体内ＩＬ１β的表达，减轻炎性反应对多巴胺能
神经元的损伤，一定程度上阻止多巴胺能神经元变

性丢失进程从而治疗ＰＤ。
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