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不同波形电针预处理对大鼠脓毒症脑损伤的影响

陈烨 雷宇 莫利群 李俊 魏继承 周军

  【摘要】 目的 观察不同波形电针预处理对大鼠脓毒症脑损伤的影响。方法 成年雄性SD大

鼠80只,3月龄,体重200~220g,随机分为五组:假手术组(Sham 组)、盲肠结扎穿孔组(CLP
组)、连续波组(CW 组)、疏密波组(DW 组)及间断波组(IW 组),每组16只。采用盲肠结扎穿孔

(CLP)术制备脓毒症模型。观察大鼠脑水肿、额叶皮质病理结构(HE染色)、凋亡(TUNEL染色)及

TLR4表达变化(免疫组织化学染色);测定血清、额叶皮质肿瘤坏死因子(TNF)-α、白细胞介素(IL)-
6、丙二醛(MDA)浓度和超氧化物歧化酶(SOD)活性。结果 与Sham组比较,CLP组、CW 组、DW
组及IW组出现脑水肿、脑损伤及神经元凋亡明显加重(P<0.05);血清及额叶皮质TNF-α、IL-6及

MDA浓度明显升高,SOD活性明显降低(P<0.05);TLR4表达明显增加(P<0.05)。与CLP组比

较,CW组、DW组及IW 组脑水肿、脑损伤及神经元凋亡明显减轻(P<0.05);血清及额叶皮质

TNF-α、IL-6及 MDA浓度明显下降,SOD活性明显升高(P<0.05);TLR4表达量明显降低(P<
0.05)。电针组之间比较,DW组改善作用最明显,IW 组次之,CW 组较差(P<0.05)。结论 不

同波形电针能减轻大鼠脓毒症脑损伤且疏密波最佳,可能与抑制炎症、氧化应激及神经元凋亡有关。
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【Abstract】 Objective Toobservetheeffectsofthreepretreatmentsofelectroacupuncturewith
differentwaveformsforseptic braininjuryin rats,andto explorethe optimal waveform.
Methods EightymaleSprague-Dawleyratsweredividedrandomlyintofivegroups(n=16):sham
group,cecalligationandpuncturegroup(groupCLP),continuouswavegroup(groupCW),dilata-
tionalwavegroup(groupDW)andintermittentwavegroup(groupIW).Aratsepsismodelwaspre-
paredbycecalligationandpuncture.Brainwatercontentwasdetected.Tumornecrosisfactor(TNF)-
α,interleukin(IL)-6,malondialdehyde(MDA)andsuperoxidedismutase(SOD)inserumandfrontal
cortexweredetected48haftershamorCLPoperation.Pathologicalchangesoffrontalcortex,ex-
pressionofToll-likereceptor-4(TLR4),andapoptosisofnervecellswereobservedbyhematoxylin
andeosinstaining(H&E),immunohistochemistryandTUNELassay,respectively.Results Com-
paredwiththeshamgroup,encephaledema,aswellasbraininjuryandneuronapoptosisincreasedingroup
CLP(P<0.05).Concentrationsoftumornecrosisfactor-α,interleukin-6,andmalondialdehydeinserum
andfrontalcortexsignificantlyincreased,andtheactivitiesofsuperoxidedismutasesignificantlyde-
creased(P<0.05).TheexpressionofTLR4significantlyincreased(P<0.05).Comparedwith
groupCLP,theaforementionedindicatorsinthecontinuous,dilatational,andintermittentwave
groupssignificantlyimproved(P<0.05).Comparedamongtheelectroacupuncturedgroups,the
effectofdilatationalwavewasthemostsignificant,followedbyintermittentwave,andcontinuous
wavewastheleastone(P<0.05).Conclusion EApretreatmentwithdifferentwaveformsatBaihui
andTsusanliacupointscouldreducethesepticbraininjury,andDW mightbethebestone.The
mechanismmightberelatedwiththeinhibitionofinflammationandoxidativestressresponseandthe
decreaseinnervecellapoptosis.
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  脓毒症常引发全身炎症反应综合征(systemic
inflammatoryresponsesyndrome,SIRS),诱发多器

官衰竭,最终导致死亡[1~3]。脓毒症所致脑损伤是

影响脓毒症患者疾病发展和预后的重要因素,患者

死亡率与脓毒症脑损伤的严重程度呈正相关[2]。研

究表明,电针具有脑保护作用[4~6],对脓毒症也有治

疗作用[7,8]。电针参数是影响和改变电针效应及其

机制的重要因素,包括电针仪输出脉冲的波形、频
率和强度等。不同的电针参数所产生的效应以及

其机制都可能不同[9]。目前,电针对脓毒症脑损伤

治疗作用的研究极少,尚不清楚不同波形电针脑保

护作用是否有差异。为此,本研究拟观察不同波形

电针预处理对脓毒症脑损伤的影响,并探讨其相关

机制,为临床上预防及治疗脓毒症脑损伤提供新的

思路和方法。

材料与方法

主要试剂及仪器 TUNEL凋亡检测试剂盒

(批号:11684817910);大鼠 MDA(批号:A003-1)、

SOD试剂盒(批号:A001-4);大鼠 TNF-α(批号:

E10J0403)及IL-6试剂盒(批号:E10J105);TLR4
抗体(批号:76B357);二抗生物素标记羊抗兔(批
号:bs-1021R)。紫外可见光分光光度计(型号:

UV751GD),酶 标 仪(型 号:Sunrise),数 码 相 机

Viewfinder4.0图像采集系统(型号:DP70)。
实验动物与分组 成年雄性SD大鼠80只,3

月龄,体重200~220g,随机分为五组:假手术组

(Sham组)、盲肠结扎穿孔组(CLP组)、连续波组

(CW组)、疏密波组(DW 组)和间断波组(IW 组),
每组16只。

电针操作 参照文献[10],用无菌针灸针刺

“百会”及“足三里”穴,进针深度2~4mm,接电针

治疗仪进行电刺激30min。电针刺激波形参数选

择:电流强度固定为2mA,频率根据波形而定,为

2~15Hz。CW 组为2mA+2Hz,IW 组为2mA
+2/0Hz,DW 组为2mA+2/15Hz。电针刺激

后,开始建立大鼠CLP模型或假手术操作。
动物模型制备 参照文献[11]的方法制备盲

肠结扎穿孔(cecalligationandpuncture,CLP)脓毒

症模型。大鼠术前禁食12h,自由饮水。腹腔注射

1%戊巴比妥钠 (0.4ml/100g)麻醉大鼠,下腹部正

中2cm切口,CLP组轻轻暴露盲肠并在50%处用

0号慕丝线环形结扎,用18号针头穿刺两个孔,向
腹腔内挤出粪便少许,将盲肠还纳腹腔,然后逐层

关腹。术后皮下注射生理盐水3ml/100g进行补

液复苏。Sham 组只轻轻暴露盲肠,不穿刺,CW
组、DW组及IW组实施相应波形的电针刺激,其余

操作同CLP组。
标本采集 于术后48h,每组取8只大鼠,深麻醉

后,经心尖取血5ml,通过心脏灌注预冷的肝素化生理

盐水200ml和4%多聚甲醛400ml,取出脑组织,置于

4%多聚甲醛后固定液中,用于免疫组织化学及

TUNEL等形态学指标观察。每组另外取8只大鼠,经
心脏灌注肝素化生理盐水200ml,开颅取出新鲜脑组

织,取左半球用于测定脑水肿,剩余液氮速冻后于-
80℃保存,用于氧化应激及炎性因子等检测。

脑水肿测定 取出脑组织,迅速吸尽表面水

分,称取湿重后放入105℃恒温烤箱中烘烤48h后

称取干重,计算脑组织含水量:含水量(%)=(湿重

-干重)/湿重×100%[11]。
脑形态学观察 取出多聚甲醛固定的脑组织,

制备5μm 厚的石蜡切片,HE染色,光学显微镜

(Olympus公司,日本)下观察额叶皮质的病理结构

并拍照,并行正常神经细胞计数[13]。

IL-6及 TNF-α浓 度 检 测 采用双抗体夹心

ELISA法,严格按试剂盒说明书操作测定。所得样

本用酶标仪450nm 波长测量各孔的吸光值(OD
值),计算出对应的样品浓度。实验重复3次。

免疫组织化学检测 上述制备的石蜡组织切片,
经抗原修复后,用牛蛋白血清封闭30min,然后加入

TLR4一抗(1∶1000),37℃避光孵育1h后静置于

4℃冰箱过夜,PBS液洗5min×3次,然后滴加二抗:
羊抗兔IgG,室温孵育40min,再用PBS液洗5min×
3次,加入辣根酶标记链霉卵白素,室温孵育30min,

PBS液洗5min×3次。经DAB显色、封片后,用O-
LYMPUSDP70数码相机Viewfinder4.0图像采集

系统采图,Imageproplus6.0软件对图像进行分析。
每张切片于同一部位采图观察,随机选择5个高倍视

野(×400)计算阳性细胞数[11]。

MDA 含 量 和 SOD 活 性 的 测 定 参考文献

[10],取血5ml,以3000r/min离心12min,取上

清液;另制作同一部位脑额叶皮质组织匀浆,离心

后提取上清液。采用硫代巴比妥酸法测定 MDA含

量,黄嘌呤氧化酶法测定SOD活性,具体操作步骤

参照说明书。实验重复3次。
神经元凋亡检测 取上述制作的石蜡切片,常

规脱蜡至水,PBS液漂洗5min×2次,加入蛋白酶

K工作液,室温下反应30min,PBS液漂洗5min×
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2次,室温封闭液中封闭10min,PBS液漂洗5min
×2次,用滤纸吸干,切片加TUNEL反应混合溶液

50μl,室温避光孵育1h,PBS液漂洗5min×3次,
用滤纸吸干,切片加入转化剂50μl,室温避光孵育

30min,PBS液漂洗5min×3次,加入100μlDAB
底物溶液,室温孵育10min,PBS液漂洗5min×3
次。经苏木精复染、封片后,光镜下随机选取额叶

皮质5个不重叠的视野拍片(×400),测定凋亡阳性

细胞数。凋亡指数=(TUNEL阳性细胞数/细胞总

数)×100%[11]。

注:箭头示损伤细胞

图1 五组大鼠脑额叶皮层组织HE染色图(×400)

表1 五组大鼠神经元、凋亡指数、含水量和TLR4阳性细胞数的比较(x±s)

组别 只数 正常神经元(个/mm2) 凋亡指数(%) 脑含水量(%) TLR4阳性细胞数(个/mm2)

Sham组 8 509.9±50.2 1.6±1.1 74.4±1.3 56.8±7.1

CLP组 8 223.8±14.4a 72.2±7.1a 85.2±2.2a 233.0±13.1a

CW组 8 277.5±59.7ab 55.4±5.7ab 82.4±1.7ab 155.6±10.2ab

DW组 8 395.0±39.6abc 19.5±5.5abc 77.5±1.5abc 93.4±5.6abc

IW组 8 331.3±49.2abcd 41.9±9.1abcd 80.1±1.1abcd 122.0±9.8abcd

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05;与CW组比较,cP<0.05;与DW组比较,dP<0.05

统计分 析 采用SPSS17.0统计软件分析。
正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表示,组
间比较采用单因素方差分析,两两比较采用SNK
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

光镜下见Sham组大鼠脑额叶皮质层次结构清

晰,神经元排列致密,胞核无固缩、变形。CLP组脑

组织损伤明显,神经细胞形态不规则,胞核固化、深

染、溶解或消失,胞浆嗜酸性变;CW 组、DW 组及

IW组损伤较轻,大部分神经元结构基本正常,少数

神经元胞核固缩(图1)。
与Sham组比较,CLP组、CW 组、DW 组及IW

组正常神经元计数明显下降,凋亡指数、脑含水量

及TLR4阳性细胞数明显增加 (P<0.05);与CLP
组比较,CW组、DW 组及IW 组正常神经元计数明

显增加,凋亡指数、脑含水量及 TLR4阳性细胞数

明显下降(P<0.05)(表1)。
与Sham组比较,CLP组、CW 组、DW 组及IW

组血浆及额叶皮质TNF-α、IL-6及 MDA浓度明显

增加,SOD活性明显降低(P<0.05);与CLP组比

较,CW组、DW组及IW 组血浆及皮质TNF-α、IL-
6及 MDA浓度明显降低,SOD活性明显升高(P<
0.05);与CW 组比较,DW 组、IW 组 TNF-α、IL-6
及 MDA浓度明显下降,SOD活性明显升高(P<
0.05);与IW 组比较,DW 组TNF-α、IL-6及 MDA
浓度明显下降,SOD活性明显升高(P<0.05)(表

2,3)。
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表2 五组大鼠血浆TNF-α、IL-6、MDA浓度和SOD活性的比较(pg/ml,x±s)

组别 只数 TNF-α IL-6 MDA SOD

Sham组 8 58.53±22.07 38.98±8.83 9.75±5.70 545.68±31.09

CLP组 8 187.59±19.70a 135.41±12.20a 53.72±8.15a 167.77±45.90a

CW组 8 153.43±13.59ab 109.66±9.94ab 42.61±7.49ab 214.59±34.00ab

DW组 8 97.06±13.62abc 74.20±11.32abc 15.89±3.99abc 480.24±46.50abc

IW组 8 128.16±12.26abcd 91.37±7.64abcd 25.79±5.38abcd 315.82±54.35abcd

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05;与CW组比较,cP<0.05;与DW组比较,dP<0.05

表3 五组大鼠皮质TNF-α、IL-6、MDA浓度和SOD活性的比较(pg/mg,x±s)

组别 只数 TNF-α IL-6 MDA SOD

Sham组 8 83.37±13.87 75.31±11.80 10.31±1.47 151.35±21.07

CLP组 8 317.55±23.08a 244.09±16.74a 57.25±7.14a 51.23±12.42a

CW组 8 269.38±18.35ab 176.57±13.81ab 36.78±3.75ab 69.56±13.91ab

DW组 8 131.29±13.69abc 83.21±7.42abc 18.32±2.67abc 121.58±18.03abc

IW组 8 191.30±22.42abcd 119.20±9.87abcd 28.23±6.38abcd 97.45±12.52abcd

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05;与CW组比较,cP<0.05;与DW组比较,dP<0.05

讨  论

本研究成功复制了CLP模型,光镜下可见CLP
组脑额叶皮质组织结构不清,神经细胞体积缩小,
核固缩深染,提示脑组织损伤严重,脓毒症脑损伤

模型制备成功[11]。不同波形电针预处理能改善上

述异常变化,这表明电针可能对脓毒症导致的脑损

伤有一定的临床治疗价值。
研究证实电针预处理可减轻非脓毒症导致的

神经元损伤,具有脑保护作用[4,5,12]。不同的电针刺

激参数(波形、频率、电流强度等)对疗效有较大影

响,会产生不同的效应[9,13]。以往关于电针脑保护

效 应 的 研 究,电 针 波 形 的 选 择 多 以 疏 密 波 为

主[5,6,11],也有选用连续波[14],而间断波较少。本实

验结果显示,不同波形电针预处理对CLP模型大鼠

脓毒症所致脑损伤具有保护作用,DW 组作用明显

优于IW组,IW组又优于CW组。其具体原因尚不

清楚,推测可能与以下因素有关:连续波容易使刺

激对象对刺激产生耐受;间断波属非连续刺激,存
在刺激量不足的可能;而疏密波不易被机体所适

应,能通过低、中、高频的变换,刺激不同种类的神

经化学物质释放,通过不同途径在不同靶点产生神

经保护作用。
脓毒症脑损伤发生机制复杂,研究表明炎症介

质在脓毒症脑病的病理改变过程中起着关键性作

用[1,2]。本研究结果显示,脓毒症大鼠血清、皮质

TNF-α、IL-6浓度明显增加,同时皮质 TLR4表达

增加,提示炎性细胞因子在脓毒症所致脑损伤的发

生、发展中可能起重要作用。三种波形电针组大鼠

血清、皮质TNF-α和IL-6浓度,TLR4表达降低,提
示电针预处理的脑保护作用可能与抑制炎症反应

有关。此外,炎性因子可诱发机体产生大量氧自由

基,促使神经细胞凋亡,加重脑损伤。本研究显示,
所有波形电针预处理在明显抑制细胞凋亡、减轻脑

损伤的同时,也使血清、大脑 MDA浓度降低、SOD
活性增强,提示电针预处理脑保护作用可能也与抑

制氧化应激反应、降低神经细胞凋亡相关,与既往

研究结果一致[11]。
综上所述,不同波形电针预处理刺激“百会”及

“足三里”穴,都能减轻大鼠脓毒症脑损伤,具有脑
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保护作用;DW 作用最明显,IW 作用次之,CW 较

差。机制可能与抑制炎症和氧化应激反应,减轻神

经细胞的凋亡有关。
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