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电针对神经根型颈椎病大鼠 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路的影响
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（吉林大学第二医院，长春，１３００４１）

摘要　目的：观察探讨电针对神经根颈椎病（ＣＳＲ）大鼠 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路及细胞凋亡的变化。方法：ＳＤ大鼠６０
只，按照随机数字表法分为空白组、模型组和电针组３组，每组２０只。造模后第３天开始电针，取双侧颈夹脊穴，以一侧
穴位为一组，两侧均通过针柄接电针治疗仪，疏密波，频率，强度以大鼠四肢轻度抖动为度。１次／ｄ，３０ｍｉｎ／次，连续治疗
１４ｄ后处死。采用ＹＬＳ３Ｅ型痛分析仪检测大鼠外周神经模型感觉功能，采用蛋白免疫印迹法检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路表达
情况，采用免疫组化法检测ＢＡＸ和ＢＣＬ２，同时以ＤＮＡ断裂的原位末端标记法（Ｔｕｎｅｌ法）检测细胞凋亡情况。结果：１）
与空白组比较，模型组和电针组大鼠外周神经疼痛感觉功能机械痛阈值均下降（Ｐ＜００５），其中电针组的机械痛阈值较
模型组高（Ｐ＜００５）。２）与空白组比较，模型组和电针组大鼠ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的蛋白表达均下调（Ｐ＜００５），电针组 ＰＩ３Ｋ、
ｐＡＫＴ较模型组明显上调（Ｐ＜００５），而３组的ＡＫＴ和ＧＡＰＤＨ蛋白表达差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。３）与空白组
比较，电针组和模型组ＢＡＸ明显上调（Ｐ＜００５），ＢＣＬ２则明显下调（Ｐ＜００５）；而电针组ＢＡＸ表达程度低于模型组（Ｐ＜
００５），电针组ＢＣＬ２的表达程度高于模型组（Ｐ＜００５）。４）与空白组比较，模型组和电针组细胞调亡比例均增高，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）；电针组细胞调亡比例低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：电针双侧颈夹脊穴对
ＣＳＲ大鼠具有明显的镇痛作用，其机制可能与激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，激活下游ＢＡＸ、ＢＣＬ２等生物因子抗细胞凋亡有关。
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　　神经根型颈椎病（ＣｅｒｖｉｃａｌＳｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓＲａｄｉｃｕ
ｌｏｐａｔｈｙ，ＣＳＲ）的主要临床症状是颈部神经根性疼
痛，病因主要是由于椎间盘退行性病变压迫或刺激

神经根而出现一系列分子生物学反应造成的［１３］，其

中炎性反应递质是引起 ＣＳＲ根性疼痛的重要原
因［４５］。近期研究［６７］表明，炎性反应主要与细胞内

大量传导通路的参与有关，其中被广泛证实主要在

细胞存活中起调控作用的是磷脂酰肌醇３激酶／丝
氧酸苏氨酸蛋白激酶（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号通路。
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ在哺乳动物中有３个亚型，其中Ⅲ型为调
控细胞增殖和调亡的关键，通过肌醇环第３位点磷
酸化底物，激活ＰＩ３Ｋ信号传导通路的关键下游靶点
ＡＫＴ。ｐＡＫＴ由约 ４８０个氨基酸残基组成，包括
ＰＨ、激酶催化和羟基端调控的３部分结构域，其中
羟基端是疏水性的，在调节域的 ４０个氨基酸序列
中，含有非常重要的磷酸化位点丝氨酸４７３位点，这
个位点的磷酸化是 ＡＫＴ完全活化的必要因素，当
ＡＫＴ被ＰＤＫ２磷酸化为ｐＡＫＴ后，ＰＫＢ／ＡＫＴ便具有
了活性，而活化了的ＡＫＴ通过磷酸化含有丝氨酸残
基的底物（如ＢＡＸ及 ＢＣＬ２等）而产生抗凋亡的分
子生物学效应。有研究［８９］证实，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ转导途
径与脊神经细胞调亡关系甚密，研究人员在大鼠脊

神经细胞培养中加入 ＰＩ３Ｋ抑制剂后发现细胞的凋
亡细胞比率上升。因此，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ传导途径对脊神
经细胞的凋亡意义重大。ＣＳＲ属于中医学“项痹”，
中医学常见的治疗方法有针灸、电针、推拿等。有研

究［１０１１］表明，单纯针刺双侧颈夹脊穴及电针双侧颈

夹脊穴，均可缓解颈椎病颈痛患者的颈痛程度、提高

日常生活活动能力；治疗后及随访后，观察组疗效均

优于对照组。因此本研究采用电针双侧颈夹脊穴对

ＣＳＲ大鼠进行治疗，观察电针对 ＣＳＲ大鼠 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号转导通路和细胞凋亡的影响。现报道
如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＤ大鼠 ６０只，ＳＰＦ级，体质量
（２５０±２０）ｇ，雌雄各半，相同饲养环境下，相同批次
的喂养饲料，密闭饲养，实验大鼠均购自北京维通利

华实验动物技术有限公司［动物许可证号：ＳＣＸＫ

（京）２０１６０００６］。饲养环境：温度（２６±０５）℃，湿
度（５０±２５）％。
１１２　实验仪器与试剂　型痛分析仪（北京众实嘉
合生物科技有限公司，型号：ＹＬＳ３Ｅ）检测；电针治
疗仪（北京中西远大科技有限公司，型号：Ｇ６８０５）；
一次性使用无菌针灸针（规格０３５ｍｍ×１３ｍｍ，华
佗牌）；涡旋振荡仪（上海珂淮仪器有限公司，型号：

Ｉ４００２ＨＣＳ）；蛋白电泳及转膜系统（ＢｉｏＲａｄ公司，
型号：１７０４０７０）；台式高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，
型号：５８１０Ｒ）；抗体 ｐＡＫＴ（货号：４０６０Ｔ）、ＡＫＴ（货
号：４６８５Ｓ）、ＰＩ３Ｋ（货号：１７３６６Ｓ）、ＢＡＸ（货号：
５０２３Ｔ）、ＢＣＬ２（货号：１５０７１Ｔ）和 ＧＡＰＤＨ（货号：
５１７４Ｔ），全部购于ＣＳＴ公司；ＳＤＳＰＡＧＥ琼脂糖凝胶
（上海钰博生物科技有限公司，批号 ＹＢ８１２１８３０）；
ＴＵＮＥＬ检 验 试 剂 盒 （美 国 Ｒｏｃｈｅ公 司，批 号
１１６８４７９５９１０）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　ＳＤ大鼠６０只，按随机数
字表法分为空白组、模型组、电针组 ３组，每组 ２０
只。参照窦夏睿氏法［１２］进行ＣＳＲ动物造模，首先将
大鼠用１０％水合氯醛，按０３５ｍ／１００ｇ剂量进行常
规麻醉，俯卧位固定，首先手触下颈部附近定位最高

棘突（Ｔ２），常规手术配皮和消毒后，于背部正中线由
Ｔ２向上用手术剪快速做３ｃｍ左右切口，用手术弯
镊不破坏肌肉组织的前提下，逐层钝性分离颈后皮

下组织和肌群，当充分暴露 Ｃ６～Ｔ２左侧椎弓时，采
用显微镊轻轻挑开 ４个椎体的 ３个椎间隙（Ｃ６和
Ｃ７、Ｃ７和Ｔ１、Ｔ１和Ｔ２）的黄韧带和结缔组织，再以尖
嘴蚊式钳轻轻钳开 Ｃ７左侧椎弓，在充分暴露脊髓
后，用神外显微剥离器之神经剥离子将脊髓轻推至

右侧，再用显微外科镊将尼龙渔线（０５ｍｍ×
１５ｍｍ，组织黏附性处理：尼龙渔线经过乙醇浸泡，
无菌干燥后再浸泡至０１％的多聚赖氨酸溶液中）
轻轻沿脊髓纵轴放至Ｃ６７、Ｔ１神经根腋下，动物造模
中尤其需要注意插线时不要过度下压，以免碰破椎

静脉丛导致椎管内大量出血。ＣＳＲ造模完成后，逐
层关闭伤口，病因手术针线进行缝合。

１２２　干预方法
１２２１　空白组　正常饲养，不做任何处置。
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１２２２　模型组　于造模后第３天开始，每日抓取
１次，不做针刺处置。
１２２３　电针组　造模后第３天开始电针，取穴：
参照大鼠穴位图谱［１３］，取双侧颈夹脊穴，常规消毒

穴区皮肤，直刺进针，进针深度０３～０５ｃｍ，轻捻转
提插后，以一侧穴位为１组，两侧均通过针柄接电针
治疗仪，疏密波，频率，强度以大鼠四肢轻度抖动为

度。１次／ｄ，３０ｍｉｎ／次，连续治疗１４ｄ后处死。
１２３　检测指标与方法
１２３１　模型评价　参照文献［１４］将造模后的大鼠

每日固定时间段（９：００至１０：３０）置于观察箱，适应
３０ｍｉｎ后出现嘶叫、自叫等行为；同时参照 Ｋａｗａｋａ
ｍｉ及Ｄｕｂｕｓｓｉｏｎ法评估大鼠步态障碍的方法：若出
现受损伤足不持重或轻微持重、大鼠在行走时出现

跛行；或受损足的大鼠走动时不着台面，伴有明显的

足内收蜷缩畸形等现象说明造模成功。造模不成功

的大鼠予以排除，不纳入后续研究。

１２３２　外周神经模型感觉功能的检测　采用
ＹＬＳ３Ｅ型痛分析仪检测大鼠外周神经模型感觉功
能，在大鼠清醒状态下测量机械性痛阈，首先将

ＹＬＳ３Ｅ型痛分析仪上一个钝头有机玻璃圆锥体此
安装固定于大鼠足趾第３、４跖骨间，通过线性逐渐
增大压力，直到大鼠嘶叫挣扎为止，此时仪器自动记

录下的大鼠最后试图抽回后爪压力值（ｇ）即为大鼠
的机械痛阈，以此评估大鼠外周神经模型感觉功能。

１２３３　蛋白质印迹法检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路表达
　　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 Ｃ６Ｔ２
段压尼龙鱼线处脊髓及神经根剥离出来，并以用研

磨器制成组织匀浆，在蛋白裂解液的作用下，充分提

取蛋白后，在低温离心机上高速离心（１２０００ｒ／
ｍｉｎ），取上清液，－２０℃冰箱保留代用。然后以考
马斯亮蓝法测定样品蛋白浓度，计算同等体积下，每

组样品的蛋白上样量。取出所购买的 ＳＤＳＰＡＧＥ琼
脂糖凝胶，加入电泳液并没过短玻板，轻轻提取加样

孔梳，在第一加样孔用移液器精密加入 ５μＬ蛋白
ＭＡＲＫＥＲ对蛋白分子量进行标记，其余加样孔根据
空白组、模型组和电针组依次根据已得上样量进行

加样。然后以６０Ｖ开始蛋白电泳待蛋白均跑出浓
缩胶后，以１００Ｖ继续蛋白电泳至所有蛋白跑到底
部停止，接着根据ＭＡＲＫＥＲ切出所检测蛋白的分子
量，裁剪出相应大小的滤纸和 ＰＶＤＦ膜，根据三明治
转膜法，加入转膜液常规转膜，取出转好蛋白的

ＰＶＤＦ膜时需及时标记正反面。之后将 ＰＶＤＦ膜在

５％脱脂牛奶中常规封闭 １ｈ，分别加入 ＰＩ３Ｋ、ｐ
ＡＫＴ、ＡＫＴ和ＧＡＰＤＨ一抗在４℃冰箱中孵育过夜，
次日用ＴＢＳＴ缓冲液室温摇床洗３次，１０ｍｉｎ／次；加
入对应二抗，摇床充分反应２ｈ后，用 ＴＢＳＴ缓冲液
室温摇床洗３次，１０ｍｉｎ／次；ＥＣＬ显色试剂盒在避
光黑暗处滴加在 ＰＶＤＦ膜上，反应 １ｍｉｎ后在
ＣＨＥＭＩＣ成像仪上读取蛋白条达图像，并通过 Ｉｍａｇｅ
图像处理软件读取蛋白条带灰度值。

１２３４　免疫组化法检测ＢＡＸ、ＢＣＬ２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 Ｃ６Ｔ２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 ＢＡＸ、ＢＣＬ
－２４℃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。

１２３５　ＤＮＡ断裂的原位末端标记法（Ｔｕｎｅｌ法）
检测细胞凋亡的情况　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 Ｃ６Ｔ２段压尼龙鱼线处脊髓及神经根剥
离出来，同１２３４免疫组化常规石蜡包埋，切片，
脱蜡水化后，加入现配的３％Ｈ２Ｏ２，室温孵育１０ｍｉｎ
后，蒸馏水浸泡洗 ３遍，每遍 ２ｍｉｎ；然后加入
００１ＭＴＢＳ和新鲜稀释蛋白酶 Ｋ混合液（１∶２００）
１５ｍｉｎ，００１ＭＴＢＳ浸泡洗３遍，每遍２ｍｉｎ；接着切
片分别加入 ２０μＬ添加标记液（１μＬＴＤＴ、１μＬ
ＤＩＧＵＴＰ和 １８μＬ标记缓冲液）３７℃孵育 ２ｈ，
００１ＭＴＢＳ浸泡洗 ３遍，每遍 ２ｍｉｎ；封闭液封闭
３０ｍｉｎ，１％ＤＧＸ抗体溶液反应３０ｍｉｎ，００１ＭＴＢＳ浸
泡洗３遍，每遍２ｍｉｎ；１％ＳＢＡＣ溶液反应 ３０ｍｉｎ，
ＤＡＢ显色，苏木素复染，脱水，透明，封片，显微镜下
观察，计数，拍片。各组切片光镜下随机拍摄７个高
倍视野，每个视野计数１００个细胞计算细胞调亡率
调亡率（％）＝［（调亡细胞数／总细胞数）］×１００％。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
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数据分析，３组数据同时符合正态分布和方差齐性，
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＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果
２１　各组ＣＳＲ造模成功率　根据造模模型评价标
准，模型组和电针组分别有 １８只和 １７只大鼠的
ＣＳＲ造模成功，纳入后续研究。见图１。

图１　各组ＣＳＲ造模成功率

２２　电针对ＣＳＲ大鼠外周神经疼痛感觉功能的影
响　与空白组比较，模型组和电针组大鼠外周神经
疼痛感觉功能机械痛阈值均下降（Ｐ＜００５），其中
电针组机械痛阈值较模型组高（Ｐ＜００５），提示电
针能有效改善 ＣＳＲ大鼠外周神经疼痛感觉功能。
见表１。

表１　各组大鼠的ＣＳＲ大鼠外周神经疼痛
感觉功能比较（珋ｘ±ｓ）

组别 痛阈值（ｇ）

空白组（ｎ＝２０） ８０９６６±９４７８
模型组（ｎ＝１８） ５０２７９±６８１７

电针组（ｎ＝１７） ７５８９３±６０８４△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２３　电针对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的影响　与空白组比
较，模型组和电针组大鼠 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的蛋白表达
均下调（Ｐ＜００５），其中电针组的ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ较模
型组明显上调（Ｐ＜００５），而３组的ＡＫＴ和ＧＡＰＤＨ
蛋白表达差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），提示电
针ＣＳＲ大鼠能激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路。见
图２。

图２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的激活情况

２４　电针对 ＢＡＸ和 ＢＣＬ２的影响　与空白组比

较，电针组和模型组 ＢＡＸ明显上调（Ｐ＜００５），而
ＢＣＬ２则明显下调（Ｐ＜００５）；而电针组 ＢＡＸ表达
程度低于模型组（Ｐ＜００５），电针组中 ＢＣＬ２的表
达程度高于模型组（Ｐ＜００５）。见图３和表２。

图３　各组ＢＡＸ和ＢＣＬ２的表达比较

表２　各组ＢＡＸ和ＢＣＬ２的表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＡＸ ＢＣＬ２

空白组（ｎ＝４） ６８９±９４７ ２２１９±９０６
模型组（ｎ＝４） １７５２±６８１ １１５７±５１９

电针组（ｎ＝４） １０７３±３０８△ ２０６４±８３５△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２５　各组 ＴＵＮＥＬ的表达情况　与空白组比较，模
型组和电针组细胞调亡比例均增高，差异有统计学

意义（Ｐ＜００５）；电针组与模型组比较，细胞调亡比
例低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
图４。

图４　各组ＴＵＮＥＬ的表达

３　讨论
颈椎病属于中医学“痹证”“项痹”等范畴。此

病中医学病因多由劳损或风寒湿等邪气侵袭人体而

诱发，引起颈项部疼痛或上肢麻木等气血运行不畅

之表现，故也常称其为“项强”。颈椎病最根本的病

因当属气虚血瘀型项痹，病位在肝肾，致病特点可概

括为本虚标实。目前，在颈椎病的治疗方法中，中医

疗法的针灸和推拿为首选。有研究人员采用电针颈

夹脊穴治疗ＣＳＲ取得总有效率的疗效更好，患者治
疗后外周神经疼痛症状疗效明显优于治疗前；若配

合辨证取穴治疗 ＣＳＲ，有效率达 ９７％［１５］。因此认

为，电针治疗 ＣＳＲ疗效显著。在本实验中，电针的
波形选择疏密波，缘于本研究团队在临床诊疗 ＣＳＲ
中发现疏密波的抗炎止痛效果明显好于连续波和断
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续波，同时研究［１６］发现，电针的２Ｈｚ和１００Ｈｚ的频
率分别能够促进脊髓释放不同阿片类物质起到镇痛

效应，而疏密波是高低２种频率间歇使用，使脊髓能
释放包括强啡肽在内的４种己知阿片类物质，相互
叠加起到更强的镇痛消炎效果，可有效改善患者

ＣＳＲ的临床症状；另外，研究人员通过对不同波形电
针对颈性疼痛疗效的观察，不仅证实了疏密波对颈

椎病的疗效优于连续波，而且发现疏密波可保持机

体对电针治疗的敏感度，防止耐受［１７］。

ＰＩ３Ｋ是一种胞内磷脂酰肌醇激酶，具有脂类激
酶活性和蛋白激酶活性，可被受体酪氨酸激酶或 Ｇ２
蛋白耦联受体激活，再通过第二信使（如 ＢＡＸ和
ＢＣＬ２）在细胞的增殖、调亡等过程中起重要的作
用。ＢＡＸ和ＢＣＬ２是ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路上的
２个关键因子，他们同属 ＢＣＬ２家族，参与细胞调亡
的重要生物学因子。其中 ＢＡＸ是促细胞凋亡的因
子，而ＢＣＬ２则与之相反，属于抗细胞调亡的因子。
现代研究表明，ＢＣＬ２家族主要是以线粒体为靶器
官，通过对线粒体的介导而对细胞凋亡过程起调控

作用。ＢＣＬ２家族可分为３个结构功能各异的亚家
族：一是ＢＡＸ亚族，可促进细胞凋亡；二是ＢＣＬ２亚
族，起到抑制凋亡的作用；三是 ＢＨ３域蛋白亚族，和
ＢＡＸ一样也是促进调亡发生的重要因子。ＢＡＸ对
细胞凋亡的调控可能通过诱发线粒体膜上供凋亡蛋

白通过的离子通道开放和精确改变线粒体膜的通透

性而释放 ＣｙｔＣ；而 ＢＣＬ２则是通过拮抗 ＢＡＸ，抑制
细胞色素Ｃ与半胱氨酸蛋白酶激活而起到的抗凋亡
作用［１８］。本研究结果显示：电针激活了 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路，而ＢＡＸ和ＢＣＬ２的免疫组化结果发现与空白
组比较，电针组和模型组中 ＢＡＸ明显上调（Ｐ＜
００５），而ＢＣＬ２则明显下调（Ｐ＜００５）；而电针组
中ＢＡＸ表达程度低于模型组（Ｐ＜００５），电针组中
ＢＣＬ２的表达程度高于模型组（Ｐ＜００５）。提示电
针治疗后激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，进而诱导下游 ＢＡＸ
和ＢＣＬ２的分子生物学反应，其中通过下调ＢＡＸ的
表达和上调ＢＣＬ２的表达，从而起到对 ＣＳＲ的脊神
经细胞的保护作用。

综上所述，本研究发现，电针双侧颈夹脊穴对

ＣＳＲ大鼠具有明显的镇痛作用，其机制可能与激活
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，下调下游ＢＡＸ的表达和上调 ＢＣＬ
２的表达而起到抗脊神经细胞凋亡有关。
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