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摘要:目的 探讨电针大肠俞募穴治疗功能性便秘的作用机制。方法 32只小鼠随机分为对照组、模型组、针刺组和EGC抑

制组。采用复方地芬诺酯灌胃造模法,电针刺激天枢、大肠俞,每次30min,共治疗5次。运用光镜、电镜、免疫组化及原位杂

交技术,观察电针治疗前后结肠组织上皮细胞形态学改变,结肠组织中GDNF蛋白及 mRNA表达水平。结果 与对照组比

较,模型组结肠组织GDNF蛋白及 mRNA表达水平显著降低(P<0.01)。电针刺激大肠俞募穴可提高结肠中GDNF蛋白及

其 mRNA的表达水平(P<0.05),光镜和电镜发现针刺可修复受损上皮细胞,进而改善肠道传输功能。EGC抑制组结肠中

GDNF蛋白表达与模型组比较无显著性差异(P>0.05),与针刺组比较显著降低(P<0.05),GDNFmRNA的表达水平高于模

型组(P<0.05),低于针刺组,但差异无统计学意义(P>0.05)。光镜和电镜下EGC抑制组结肠组织形态改变较为严重。结

论 电针刺激大肠俞募穴可提高EGC细胞中GDNF蛋白及其 mRNA的表达水平,修复受损结肠上皮细胞,进而改善肠道传

输功能。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToexplorethemechanismofelectroacupunctureatBackshuandFrontmupointsforfunctional
constipationtreatment METHODS 32micewererandomlydividedintocontrolgroup modelgroup electroacupuncture
 EA groupandEGCgroup Compounddiphenoxylateweregavagedformodeling andelectroacupunctureTianshuand
Dachangshupoints 30mineachtimeforatotalof5timestreatment Bylightmicroscopy electronmicroscopy immunohisto-
chemistryandinsituhybridization themorphologyofcolonicepithelialstructurewereobserved andthelevelofGDNFpro-
teinandmRNAexpressionincolonweredetected RESULTS TheexpressionofGDNFproteinandmRNAinmodelgroup
wassignificantlydecreased P<0 01  ElectroacupunctureatbackShuandfrontMupointsimprovedtheexpressionofGDNF
proteinandmRNA P<0 05  andlightmicroscopeandelectronmicroscopeshowedthatacupuncturerepaireddamageddepi-
thelialcells andthenimprovedtheintestinaltransmissionfunction TheexpressionofGDNFproteininEGCgroupshowedno
significantdifferencewiththemodelgroup P>0 05  butsignificantlydecreased comparedwithEAgroup P<0 05  GD-
NFmRNAwassignificantlyhigherthanmodelgroup P<0 05  butlowerthanEAgroupwithnosignificantdifference P
>0 05  Themorphologychangeofcolontissueismoreserious CONCLUSION ElectroacupunctureatbackShuandfront
MupointscanimprovetheexpressionofGDNFproteinandmRNAinEGCcells repairthecolonicepithelialcells andthen
improvetheintestinaltransmissionfunction 
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  功能性便秘是临床最常见的消化系统疾病之

一。它发病率高,严重影响患者生活质量,药物治疗

效果不理想,是目前胃肠病研究的热点[12]。功能性

便秘是针灸治疗的优势病种,大量文献和现代临床

试验表明,针灸治疗功能性便秘疗效确切[3];其中经

典的俞募配穴法,是针灸治疗该病最常用、最具特色

的方法[4]。目前该治疗方法的作用机制研究很少,
其作用途径尚不明确,在一定程度上影响了俞募配
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穴法的临床应用。
最新的研究显示,肠神经胶质细胞(Entericgli-

alcell,EGC)对维护肠神经系统的完整性,调节肠

道内环境稳定有着重要作用。EGC分泌的胶质细

胞源性神经营养因子(Glialcelllinederivedneuro-
trophicfactor,GDNF)是促进神经元生长、分化和

修复最有潜力的营养因子[5]。本研究以功能性便秘

小鼠模型为研究载体,从影响胃肠动力的重要因素

GDNF入手,探讨大肠俞募配穴治疗功能性便秘的

作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

SPF级昆明小鼠32只,体质量(30±5)g,购于

成都达硕实验动物技术有限公司,动物生产许可证

号:scxk(川)201324。适应性喂养3d后开始实验。
按照性别、体质量用随机数字表法将小鼠分为对照

组、模型组、针刺组和EGC抑制组,每组8只。

1.2 主要仪器和试剂

1.2.1 主要仪器 2015型转轮式切片机(德国Lei-
ca仪器有限公司);TSJⅡ型全自动封闭式组织脱

水机(常州市中威电子仪器有限公司);PHYⅢ型

病理组织漂烘仪(常州市中威医疗仪器有限公司);

BA200Digital数码三目摄像显微摄像系统(麦克奥

迪实业集团有限公司);ImageProPlus6.0图像分

析系统(美国 MediaCybernetics公司)。

1.2.2 主 要 试 剂  复 方 地 芬 诺 脂 片 (批 号:

20130708,规格:2.5mg/片,100片/瓶,江苏常州制

药厂),TUNEL试剂盒(批号:14590300,瑞士罗氏

公司),胶质细胞源性神经营养因子抗体(批号:bs
1024R,北京博奥森生物技术有限公司);多聚甲醛

(批号:20130813,规格:500g/瓶,天津市进丰化工

有限公司);氟代柠檬酸(批号:F9634,美国Sigma
公司),氢氧化钠(批号:20130705,天津市滨海科迪

化学试剂有限公司);PBS磷酸盐缓冲液(批号:ZLI
9062,北京中杉金桥生物技术有限公司)。

1.3 动物造模

1.3.1 模型制备 针刺组、模型组、EGC抑制组小

鼠均使用复方地芬诺酯混悬液以10mg/(kg·d)的
剂量进行灌胃,灌胃容量为0.1mL/10g;对照组小

鼠给予0.9%生理盐水以相同剂量进行灌胃。持续

14d[6]。

1.3.2 模型成功的判定标准 造模结束后动物禁

食12h,小鼠按照0.1mL/10g灌入浓度为100g/L

的活性炭悬液。从活性炭灌胃完毕开始计时,记录

从灌胃到首粒黑便排出时间、6h内大便粒数和质

量,以与对照组小鼠数据差异有统计学意义(P<
0.05)为判定模型成功的标准[7]。

1.4 针刺方法

1.4.1 穴位选择与定位 选用大肠俞募配穴的两

个腧穴:大肠俞和天枢,小鼠穴位定位及针刺深度均

参照中国针灸学会实验针灸分会制定的《动物针灸

穴位图谱》。天枢穴:相当于小鼠脐中(腹部正中)旁
开5mm;大肠俞:在腰部,当第4腰椎棘突下,旁开

5mm。

1.4.2 针具及电针仪选择 针具选用汉医牌针灸

针(天津华鸿医材有限公司生产),0.30mm×25
mm;电针仪选用SDZⅡ型华佗牌电针治疗仪(苏
州医疗用品有限公司生产)。

1.4.3 处理方法 针刺组、EGC抑制组小鼠用特制

固定板固定后,交替针刺同侧天枢和大肠俞,进针5
mm左右,捻转有紧滞感后针柄接电针治疗仪。刺

激参数:疏密波(疏波4Hz,密波50Hz),以小鼠肢

体末端轻微抖动为宜。留针30min,每日1次[8],连
续5d。对照组、模型组同法固定,但不接受任何治

疗。

1.5 EGC抑制剂选用及方法

EGC抑制组小鼠在针刺前采用胶原细胞抑制

剂氟代柠檬酸进行腹膜下注射。配制方法:称取4
mg氟代柠檬酸钡盐溶于0.5mL盐酸(1mol),加1
~1.5滴Na2SO4(0.1mol)和1mL磷酸缓冲液(0.1
mol),以12000r/min离心5min,取上清加生理盐

水至4.8mL,即为1nmol/μL。20μmol/kg进行腹

膜内注射,每日2次(早上9点和下午6点),连续7
d[9]。

1.6 观察指标

1.6.1 小鼠排便情况 5d后各组小鼠采用活性炭

混悬液灌胃,小鼠称质量后按照0.1mL/10g的剂

量进行灌胃,记录从灌胃到首粒黑便排出时间、6h
内大便粒数和质量。

1.6.2 结肠上皮细胞形态学 运用光镜、电镜观察

结肠上皮细胞的崩解、增生、迁移及其细胞内线粒

体、内质网等变化情况。

1.6.3 GDNFmRNA及蛋白表达 用动物处死后

所取样本,采用原位杂交结合计算机图像分析、免疫

组化等技术方法,检测GDNFmRNA及蛋白表达。

1.7 检测方法
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1.7.1 结肠组织病理观察 取已预固定的结肠标

本,经梯度酒精脱水、石蜡包埋、连续切片(厚度为6

μm)后,行HE染色,光镜下重点观察结肠肌间和黏

膜下神经丛。每张切片先于100倍下观察全部组

织,再根据组织大小及表达情况分别选取3~5个区

域400倍采集图像。

1.7.2 结肠组织电镜观察 取预固定结肠组织,

1%四氧化锇再固定,丙酮逐级脱水,Epon812包埋,
半薄切片光学定位,超薄切片,醋酸铀及枸橼酸铅双

重染色,日立H600IV型透射电镜观察。

1.7.3 免疫组化 载玻片防脱片处理后切片常规

脱蜡至水,热修复抗原,滴加稀释的一抗(1∶200),4
℃过夜,PBS洗3次,酶标记链霉素卵蛋白试剂30
min(37℃),PBS洗4次,DAB显色,苏木素轻度复

染,脱水,透明,中性树胶封片。

1.7.4 原位杂交 GDNF寡核苷酸探针序列:5'
CAAGATGGCGGAGGCAGAGGCAGAAGAA3';

5'CGCCGCCAATATGCCTGAAGATTATCCT-
GAC3';5'GGCATGGCAGACATCAATCACAC-
CGTATCC3'。

载玻片防脱片处理后滴加打孔液,室温静置10

min,滴加预杂交工作液覆盖组织,37℃湿盒内孵育

1.5h;揭去盖玻片以0.2Xssc室温洗3次,每次洗涤

5min;滴加杂交工作液覆盖组织,37℃湿盒孵育4
h;以2Xssc37℃洗3次,每次洗涤5min,0.2Xssc
37℃洗3次,每次洗涤5min,PBS冲洗3次,每次

洗涤5min;滴加高敏过氧化物酶链亲和素复合物

工作液,覆盖组织37℃湿盒孵育45min;PBS冲洗

3次,每次洗涤5min;滴加适量DAB显色液,显色

后蒸馏水洗涤,终止反应;苏木精复染,脱水、透明,
中性树胶封片。

1.8 数据分析

计量数据以均数±标准差(x±s)表示,采用

SPSS17.0统计软件包进行数据分析处理。各组数

据经过正态检验和方差齐性分析后,组间比较用单

因素方差分析,方差齐选用 LSD,方差不齐选用

Tamhane’sT2检验。

2 结果

2.1 小鼠排便情况

5d后,每只小鼠单笼饲养禁食不禁水12h,称
质量后进行活性炭混悬液灌胃,记录每只小鼠首粒

黑便排出时间、6h大便粒数和质量,结果见表1。
表1 各组小鼠排便情况(x±s,n=8)

组别 首粒黑便排出时间/min 6h大便粒数 6h大便质量/mg
对照组 152.75±12.56 11.50±1.60 233.25±22.26
模型组 313.88±14.59** 7.75±1.83** 175.25±40.99**

针刺组 208.50±24.26## 9.87±1.55# 227.00±23.29##

EGC抑制组 267.38±56.28△△ 9.28±2.25 200.38±12.51

          注:与对照组比较,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01;与针刺组比较,△△P<0.01。

2.2 HE病理学观察

对照组可见结肠黏膜平滑,核染色清晰,平滑肌

完整,神经节排列整齐,肌间神经节呈椭圆型,每个

神经节内所有细胞数量从数个到数十个不等,所有

细胞排列疏密较均匀。神经节之间均匀排列,神经

节内可见神经轴突及树突的横切面与纵切面。模型

组黏膜下神经元的轴索发生空泡变性,神经微丝和

神经微管数量减少,排列紊乱。针刺组病理变化相

对模型组较轻,组织形态学与对照组比较无显著性

改变,肌间神经丛大部分神经节无明显变化,仔细寻

找并观察肌间神经丛和黏膜下神经丛,其数量较多,
且分布有一定规律。EGC抑制组除与模型组出现

相似病理变化以外,还可见到部分神经节排列间隔

出现不一致,节内细胞排列紧密或者固缩,炎症细胞

浸润,杯状细胞减少等。见图1。

           对照组        模型组         针刺组        EGC抑制组

图1 各组小鼠结肠组织病理观察(HE,×400)
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2.3 电镜形态学观察

对照组结肠上皮细胞表面微绒毛排列整齐,上
皮细胞核染色质分布均匀,核膜清晰,细胞质内线粒

体,粗面内质网,核糖体等细胞器结构清晰;模型组

结肠上皮细胞表面微绒毛排列紊乱稀疏,上皮细胞

核染色质聚集,部分核固缩,细胞质内线粒体肿胀,

粗面内质网扩张;针刺组结肠上皮细胞表面微绒毛

排列整齐,细胞核染色质分布均匀,细胞质内线粒

体、粗面内质网、核糖体结构清晰;EGC抑制组结肠

上皮细胞表面微绒毛排列较好,个别微绒毛排列稀

疏,细胞核染色质分布均匀,细胞质内线粒体轻度肿

胀。见图2。

对照组(EA,×15000)  模型组(EA,×10000)  针刺组(EA,×15000) EGC抑制组(EA,×12000)

图2 各组小鼠结肠组织电镜观察

2.4 各组小鼠结肠组织中GDNF表达比较

见图3、表2。与对照组比较,模型组小鼠结肠

组织中的GDNF蛋白含量显著降低,差异具有统计

学意义(P<0.01);与模型组比较,针刺组小鼠结肠

组织中GDNF含量显著升高(P<0.05),EGC抑制

组GDNF含量无显著性变化(P>0.05)。

           对照组        模型组         针刺组        EGC抑制组

图3 各组小鼠结肠组织GDNF表达(×400)

表2 针刺对小鼠结肠组织GDNF、GDNFmRNA
平均光密度的影响(x±s,n=8)

组别 GDNF GDNFmRNA
对照组 0.0722±0.0122 0.1910±0.0089
模型组 0.0423±0.0124** 0.1740±0.0069**

针刺组 0.0700±0.0166# 0.1844±0.0085#

EGC抑制组 0.0456±0.0149 0.1842±0.0087#

  注:与对照组比较,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05。

2.5 各组小鼠结肠组织中GDNFmRNA表达比较

见图4、表2。与对照组比较,模型组小鼠结肠

组织GDNFmRNA含量显著降低(P<0.01);与模

型组比较,针刺组、EGC抑制组小鼠结肠组织GD-

NFmRNA含量升高,具有统计学意义(P<0.05)。

3 讨论

俞穴、募穴均属特定穴,是脏腑之气输注和汇聚

的部位,临床上主要用于治疗相关脏腑的病变。祖

国医学认为便秘属大肠传导失司、虚实夹杂之证。
大肠俞募穴相配,即天枢(大肠募穴)和大肠俞(大肠

背俞穴)合用能疏泄阳明腑气,腑气通调,功能复常,
便秘自愈。有研究表明[4],临床使用频次最高的穴

位为天枢、足三里和大肠俞,使用最多的配穴方法为

俞募配穴。

           对照组        模型组         针刺组        EGC抑制组

图4 各组小鼠结肠组织GDNFmRNA表达(×400)

  EGC是胃肠道感觉神经和交感神经的卫星细

胞,在肠神经系统中含量最多、分布最广,具有维持

肠神经系统以及调节神经活动的作用[10]。成熟的

EGC可以产生GDNF,该因子是促进神经元生长、
分化和修复最有潜力的营养因子,具有促进运动神

经元存活、抗肠上皮细胞凋亡、促肠上皮细胞增生等
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作用[1112]。破坏EGC后,小鼠的肠道动力和传输

减慢[9],渗透功能也会发生相应的变化[13]。研究表

明针刺可以提高GDNF的表达水平,还能提高其作

用效应[1416]。
本研究表明,电针刺激大肠俞募穴能促进功能

性便秘小鼠结肠组织的EGC细胞分泌GDNF,修复

受损结肠上皮组织,进而改善肠道传输功能;破坏

EGC后,GDNF的表达下降,电针刺激对提高GD-
NF的表达水平作用不明显,结肠上皮细胞修复减

慢,肠道传输功能降低。本研究从正反两方面证实

了EGC分泌的GDNF在改善功能性便秘小鼠结肠

组织的形态结构及肠道传输功能中的作用。
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