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摇拨法对 CCI 模型大鼠外周血清中 IL鄄1茁
以及脊髓中 5鄄HT2A 表达的影响

陶艳红摇 姚斌彬摇 于天源摇 马驰摇 鲁梦倩摇 张林峰摇 吕桃桃摇 吴帅

揖摘要铱 摇 目的摇 从行为学和形态学角度探索拨法对 CCI 模型大鼠感觉功能恢复的影响。 方法

摇 采用推拿手法模拟仪定性、定量模拟手法,对 CCI 模型大鼠进行干预。 通过光热耐痛阈分析大鼠

行为学改善情况,ELISA 法测定血清中 IL鄄1茁 含量的变化,Western blot 法检测脊髓中 5鄄HT2A受体的

相对蛋白表达情况。 结果摇 拨法治疗组造模后 7 天的光热耐痛阈数值与模型组无差异(P>0. 05),
经过拨法治疗 20 次后(即造模后 28 天),二者之间有显著差异(P<0. 05),且拨法组逐渐接近正常组

水平。 ELISA 法检测血清中 IL鄄1茁 的含量:造模后 7 天,模型组和拨法组 IL鄄1茁 含量均显著高于正常

组,经过拨法治疗 20 次后,拨法组 IL鄄1茁 与模型组相比显著性下降(P<0. 05)。 Western blot 法测定

脊髓中 5鄄HT2A的相对蛋白表达含量:拨法治疗 20 次后,拨法组脊髓中 5鄄HT2A相对蛋白表达含量明

显上调,且已接近正常组水平(P>0. 05),高于模型组水平(P<0. 05)。 结论摇 经过拨法治疗,可明显

上调 CCI 模型大鼠的光热耐痛阈值,减轻其痛觉过敏状态;下调 CCI 模型大鼠外周血清中促炎性细

胞因子 IL鄄1茁 的表达,达到“消炎镇痛冶的作用;上调脊髓中 5鄄HT2A受体的表达,对中枢镇痛起到一

定作用。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 Explore the effects of Bo爷 fa method on the recovery of sensory function of
the CCI model rats from the behavior and morphology. Methods 摇 The CCI model rats were intervened
qualitatively and quantitatively by the massage simulation instrument. The variation of rats爷 behavior was
analyzed through the solar鄄thermal pain threshold. The changes of the IL鄄1茁 in the serum were measured by
ELISA. And we detected the relative protein expression of 5鄄HT2A receptor in the spinal cord by Western
blot. Results摇 There was no significant difference in the results of solar鄄thermal pain threshold between
the Bo爷fa method group and the model group at the 7 th day after modeling (P>0. 05). After twenty times of
Bo爷fa method treatment, the difference between the two groups became statistically significant (P<0. 05),
and the results were at or near the normal group level. At the 7 th day after modeling, the levels of IL鄄1茁 in
serum measured by ELISA in the model group and the Bo爷 fa method group were significantly higher than
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those in the normal group. After 20 times of Bo爷 fa method treatment, the levels of IL鄄1茁 in the Bo爷 fa
method group declined significantly compared with those in the model group (P < 0. 05). The relative
protein expression of 5鄄HT2A in the spinal cord was measured by the method of Western blot. The results of
this experiment indicated that, after 20 times of Bo爷fa method treatment, the relative protein expression of
5鄄HT2A in the spinal cord in the Bo爷 fa method group increased significantly higher than that in the model
group (P<0. 05), and became close to that in the normal group (P>0. 05). Conclusion摇 Bo爷fa method
treatment can increase obviously the values of solar鄄thermal pain threshold of CCI model rats, ease the
recovery of sensory function, decrease the expression of pro鄄inflammatory cytokine IL鄄1茁 in peripheral
serum of the CCI model rats to eliminate the inflammation of NPP. Moreover, Bo爷 fa method can increase
the expression of 5鄄HT2A receptor in the spinal cord, playing an important role in the analgesia of central
nerves.

揖Key words铱摇 Bo爷fa method;摇 Neuropathic pain;摇 CCI model;摇 IL鄄1茁;摇 5鄄HT2A

摇 摇 周围神经损伤是临床中的常见病症,其可引起

神经病理性疼痛[1](neuropathic pain, NPP)已被证

实,主要以痛觉过敏、自发性疼痛、异常疼痛等感觉

功能障碍为主要表现。 由于其发病的多样化,发病

机制尚未阐明,故为科研课题中的难点之一。 本团

队前期实验研究表明,推拿干预治疗是一种安全性

高、非侵袭性的非药物治疗方法,其能有效改善周

围神经损伤大鼠的行为学指标,促进轴浆运输功能

的恢复,促进轴突再生及神经营养因子的表达[2],
保护神经元,修复神经髓鞘[3] 等,然而关于推拿干

预的效应机制尚不完全明确。 本实验采用坐骨神

经慢性压迫损伤 ( chronic constriction injury of the
sciatic nerve,CCI)模型[4] 大鼠,通过观察其行为学

的改变,应用 ELISA 法以及 Western blot 法,检测推

拿干预后血清中促炎性细胞因子 IL鄄1茁[5] 以及脊髓

中 5鄄HT2A受体[6鄄7] 蛋白的表达情况,定性定量地探

讨拨法对周围神经操作功能恢复的影响。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物及分组

选取清洁级 SD 大鼠(由北京思贝福实验动物

科技有限公司提供),实验动物许可证号:SCXK(北
京)2011鄄0004,体重(160依10) g,雄性,48 只。 购入

后,适应性饲养 1 周。 之后采用完全随机设计法,利
用随机数字表将 48 只 SD 大鼠随机分为 4 组,即正

常组 12 只、假手术组 12 只、模型组 12 只、拨法组

12 只。
1. 2摇 造模方法

1. 2. 1摇 器械摇 手术剪、止血钳、镊子、小号持针器、
棉签、烧杯、托盘、5 mL 注射器、一次性塑胶手套、口
罩、医用缝合针及非吸收性外科缝线(上海医用缝

合针厂)、薇乔抗菌缝线 4 ~ 0[8]。

1. 2. 2 摇 药品 摇 水合氯醛(天津市福晨化学试剂

厂)、碘伏消毒液(北京四环卫生药械厂有限公司出

品)、甲醛溶液(广东汕头市西陇化工厂)、0. 9% 氯

化钠注射液。
1. 2. 3摇 造模摇 假手术组:分离暴露左侧坐骨神经中

段、不结扎,逐层消毒后行常规缝合。 模型组、拨法

治疗组:按照 Bennett 和 Xie 的方法,建立 CCI 动物

模型。 (1)10% 水合氯醛300 ~ 350 mg / kg腹腔注射

麻醉大鼠;(2)大鼠右侧俯卧位置于鼠板上,以右侧

股骨中点为中心,2 cm 为直径,备皮、消毒;(3)从左

侧大腿中部股骨外缘与股骨平行的方向切开皮肤;
(4)肌间隙钝性分离肌间筋膜;(5)暴露坐骨神经主

干;(6)在坐骨神经分叉前游离 6 mm 左右,(7)用

4 ~ 0铬制羊肠线间隔 1 mm 环绕结扎 4 道,松紧程

度以引起小腿肌肉轻微颤动且不影响神经外膜血

运为宜。 (8)术毕,生理盐水冲洗,逐层消毒,缝合

皮肤。 (9)术后将大鼠置于保温毯上,等待苏醒,禁
食禁水 24 小时。
1. 3摇 治疗方法

正常组: 常规喂养。 假手术组: 行假手术,常
规喂养。 模型组:慢性坐骨神经压窄性损伤造模,
不做任何处理,常规喂养。 拨法治疗组: (1)治疗方

法: 于造模后第 7 天开始治疗。 每天用按摩推拿手

法模拟仪(专利号:200710187403. 1) 定性模拟拨

法,依次刺激大鼠患侧殷门、承山、阳陵泉穴。 每穴

各刺激 3 分钟,每只总计 9 分钟。 按摩头为光滑的

接触面,直径 10 mm。 (2)治疗次数: 每天 1 次,共
20 次。
1. 4摇 指标检测

1. 4. 1摇 行为学检测摇 光热耐痛阈检测:评价大鼠温

度觉和痛觉恢复情况。 测试过程需保持安静,室温

20 ~ 25益。 测试前将大鼠置于检测盒内,待其适应
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环境后,用辐射灯光源照射其足跖中后 1 / 3 处,按下

开始按钮,待大鼠抬脚时计时自动停止,记录此时

时间,作为大鼠热痛缩腿反应潜伏期。 为防止大鼠

组织热灼伤,设定光源自动切断时间为 20 秒。 每侧

下肢测定 2 次,取其平均值。
1. 4. 2摇 形态学坐骨神经 HE 染色摇 将展片 40益恒

温烤箱中烤片 12 小时,烤干备用;使用二甲苯脱蜡;
梯度乙醇水化;水洗 3 分钟;苏木精染液染色 3 分

钟,以染核;再水洗 3 分钟;盐酸乙醇分色 3 ~ 5 秒。
带粉红色后立即取出;水洗 30 秒;在碳酸锂饱和液

中提插 10 下,细胞核变为蓝色后水洗 1 分钟;伊红

染液染色 1 分钟后水冲洗;梯度乙醇脱水;二甲苯透

明;中性树胶封片。
1. 4. 3摇 ELISA 法检测摇 采集大鼠腹主动脉血 5 mL,
室温静置约 1 ~ 2 小时后,用离心机以 3000 r / min 离

心 15 分钟,即可分离出血清,移液枪取出血清,
-20益封存待用。 采用 ELISA 试剂盒测定血清中

IL鄄1茁 浓度。
1. 4. 4摇 Western blot 法检测 摇 取大鼠 L3 ~ L5 腰膨

大脊髓背角,称量 50 ~ 100 mg 组织放在玻璃匀浆器

中,加入 500 ~ l000 滋L RIPA 裂解液,裂解液中加

PMSF(1 mM),在冰上进行匀浆,直至匀浆充分无块

状;提取蛋白,弃去沉淀,-80益 保存备用。 进行蛋

白质电泳、转膜封闭剂杂交,曝光鉴定,进行扫描胶

片,用 Quantity One 图像分析软件分析目标条带的

光密度值。
以上每项指标检测均每组随机选取 6 只大鼠

进行。
1. 5摇 统计学处理

用 SPSS 20. 0 统计软件进行分析,率的比较用

卡方检验,均数比较用方差分析,组间两两比较方

差齐时用 Bonferroni 检验,方差不齐时用 Tamhane爷s
T2 检验,P<0. 05 为有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 大鼠患肢光热耐痛阈的变化情况

各组大鼠光热耐痛阈结果(见表 1):造模后 7
天的拨法组、模型组与正常组相比,阈值明显下调,
差异均有统计学意义(P<0. 05),说明坐骨神经慢性

压迫性损伤后,大鼠出现热痛觉过敏现象,对感觉

功能造成一定影响。 假手术组与正常组相比,差异

无统计学意义(P>0. 05),说明只切开肌肉,未结扎

坐骨神经的大鼠一周左右的时间即可逐渐恢复。

拨法治疗 20 次(28 天)后,拨法组的光热耐痛阈值

虽然仍低于正常组,差异有统计学意义(P<0. 05),
但其与模型组的光热耐痛阈值相比,已有显著性升

高(P<0. 05),说明拨法可以减轻 CCI 模型大鼠的痛

觉过敏状态。

表 1摇 各组大鼠光热耐痛阈比较(x依s,秒)

组别 n 7 天 28 天

正常组 6 14. 27依0. 95 14. 70依1. 21

假手术组 6 12. 70依1. 44 14. 32依0. 67

拨法组 6 7. 53依1. 32a 12. 03依1. 04ab

模型组 6 6. 47依1. 21a 8. 25依0. 85a

注: 与正常组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

2. 2摇 光镜观察 HE 染色结果

造模后 7 天:正常组、假手术组可见完好无损的

髓鞘及轴索;模型组轴索崩解。
拨法治疗 20 次:正常组、假手术组可见结构完

整的神经纤维髓鞘及轴索;模型组轴索崩解,髓鞘

破碎;拨法组镜下可见有序排列的神经纤维以及清

晰完整的轴索。 见图 1。

图 1摇 各组大鼠势拨法治疗 20 次后坐骨神经形态观察(伊400)

2. 3摇 血清 IL鄄1茁 的含量

CCI 模型大鼠血清 IL鄄1茁 的含量比较结果(见
表 2):造模后 7 天的拨法组、模型组与正常组相

比,血清中 IL鄄1茁 表达上升,差异均有统计学意义

(P<0. 05);假手术组与正常组相比,差异无统计学

意义(P>0. 05)。 拨法治疗 20 次后,拨法组大鼠血

清中 IL鄄1茁 虽与正常组有一定差距(P<0. 05),但与

模型组相比已有显著性下降(P<0. 05)。
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表 2摇 各组大鼠血清 IL鄄1茁 的含量比较(x依s,ng / L)

组别 n 7 天 28 天

正常组 6 96. 33依19. 26 94. 54依10. 81

假手术组 6 125. 83依30. 46 106. 88依18. 93

拨法组 6 268. 00依95. 56a 145. 90依26. 51ab

模型组 6 237. 17依40. 03a 194. 37依50. 00a

注: 与正常组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

2. 4摇 脊髓中 5鄄HT2A的蛋白相对表达情况

CCI 模型大鼠脊髓中 5鄄HT2A蛋白相对表达量

结果(见表 3、图 2):造模后 7 天,拨法组与模型组

相比,CCI 模型大鼠脊髓中 5鄄HT2A受体蛋白的表达

量无差异(P>0. 05);二者与正常组相比,蛋白表达

明显下降(P<0. 05)。 拨法治疗 20 次后,拨法组大

鼠脊髓中 5鄄HT2A受体蛋白表达含量与正常组差异

无统计学意义(P>0. 05),但拨法组与模型组相比,
5鄄HT2A蛋白表达含量已明显上调(P<0. 05)。

表 3摇 各组大鼠脊髓中 5鄄HT2A蛋白

相对表达量的比较(x依s)

组别 n 7 天 28 天

正常组 6 0. 66依0. 16 0. 70依0. 22

假手术组 6 0. 58依0. 06 0. 66依0. 06

拨法组 6 0. 46依0. 03a 0. 63依0. 03b

模型组 6 0. 45依0. 01a 0. 48依0. 03a

注: 与正常组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

图 2摇 各组大鼠脊髓中 5鄄HT2A蛋白 Western Blot
条带分析结果图

3摇 讨论

随着推拿临床医技的发展,推拿所治疗的疾病

范围逐渐拓宽,但临床中以颈椎病、腰椎间盘突出

等伤科类疾病较为多见,这些疾病的发展或多或少

都会累及周围神经的损伤。 而周围神经损伤临床

症状主要表现为感觉功能与运动功能障碍,周围神

经损伤患者常因病灶局部或四肢远端的疼痛、麻
木、无力等主诉就诊,运用推拿治疗,可针对病变部

位及受累部位,进行“局部-整体冶的结合治疗,能够

缓解、治疗患者的疼痛,取得满意的疗效。 同时因

其痛苦小、疗效好、无不良反应,已逐渐受到患者的

认可,成为临床上伤科类疾病非手术疗法中最为常

用的治疗手段。 中医学认为疼痛多由经络循行受

阻、气血瘀滞所致,即不通则痛。 拨法是运用较广

的外治法之一,对于缓解肌肉的痉挛作用性强,伤
科疾病中应用十分广泛,当作用于神经干处,可以

通过拨动神经干及周围肌肉韧带,达到治疗远端肢

体的麻木或疼痛症状[9] 的作用。 本次研究为推拿

解决感觉功能障碍的机理研究,因此选用拨法,相
对其他手法,能更加直接、有效地作用于治疗部位,
针对性更强。

有相关研究表明,外周感受区的 NPP 常伴有炎

症反应[10],在相应的损伤部位可检测到炎性介质;
另有研究证实抗炎症药物能够减轻慢性 NPP[11],认
为炎症因子在周围神经系统损伤引起的神经病理

性痛中具有重要作用。 近年来国内外研究发现,
IL鄄1茁是促炎性细胞中的代表性因子[12],其作用与

疼痛关系密切,尤其影响慢性疼痛的发生与发展过

程。 外周刺激可降低血清中 IL鄄1茁 的含量,从而起

到消除炎症的作用。 本实验研究结果显示,经过拨

法治疗 20 次后,拨法组的 IL鄄1茁 与模型组相比有显

著性下降,说明拨法干预可以下调促炎性细胞因子

IL鄄1茁 的表达,进而起到“消炎镇痛冶的作用。
5鄄HT 是生物体内广泛分布的单胺类神经递质,

与多种疾病的发生密切相关,如疼痛、焦虑、抑郁、
偏头痛、高血压、呕吐等,其中 5鄄HT 与疼痛的关系

备受关注。 5鄄HT 受体可分为 7 种亚型,即 5鄄HT1鄄7受

体,其中 5鄄HT2受体又可分为 5鄄HT2A受体、5鄄HT2B受

体和 5鄄HT2C受体(5鄄HT2A受体参与疼痛的产生或调

控已被证实)。 大量疼痛模型的实验也表明 5鄄HT2A

受体是伤害性信息向中枢传递的重要神经递质[13],
在大鼠的脊髓中,外周刺激如电针、火针等,可使

5鄄HT2A受体的表达增加,产生突触后抑制作用,继而

产生镇痛作用[14]。 本实验研究结果显示,拨法治疗

20 次后,拨法组脊髓中 5鄄HT2A相对蛋白表达含量明

显上调,且已接近正常组水平(P>0. 05),高于模型

组水平(P<0. 05),说明作为外周刺激的一种方式,
拨法可刺激 5鄄HT2A受体在脊髓中的表达,从而起到

中枢镇痛作用。
本次实验结果揭示,经过拨法治疗,可明显减

轻 CCI 模型大鼠的痛敏状态,修复受损的轴突;下
调血清中促炎性细胞因子 IL鄄1茁 的表达,达到“消炎

镇痛冶的作用;上调脊髓中 5鄄HT2A受体的表达,对中
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枢镇痛起到一定作用。 虽然拨法通过 CCI 模型大

鼠探究 NPP 相关疾病的治疗过程取得了一定成果,
但仍需进一步全面深入地研究,以期更加清晰地阐

明其作用机制,开拓更广泛的应用前景。
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摇自拟解酒护肝汤对酒精性肝炎模型大鼠的
保护作用

马阮昕摇 王晓东摇 江晓妹

揖摘要铱 摇 目的摇 探讨自拟解酒护肝汤对酒精性肝炎模型大鼠的肝脏保护作用。 方法摇 将 SD
大鼠随机分为 6 组,每组 10 只。 将大鼠按体重用 56%酒精给予灌胃,7 mL / kg,1 天 1 次,持续 4 周。
从造模后第 5 周起,阳性对照组灌胃给予西乐葆 0. 05 mg / kg,解酒护肝汤治疗组分别给予灌胃低、
中、高剂量(5. 0 mg / kg,15. 0 mg / kg,30. 0 mg / kg),持续 30 天。 末次给药后,经腹主动脉取血,以及

取肝脏组织,称重固定。 随后试剂盒检测血清丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase,ALT)、谷
氨酸氨基转移酶(aspartate transaminase,AST)和丙二醛(malondialdehyde,MDA),ELISA 和免疫组化

法分别检测血清和肝脏肿瘤坏死因子 琢(tumor necrosis factor,TNF鄄琢),HE 染色观察肝脏组织形态。
结果摇 与模型对照组比较,解酒护肝汤各剂量组的 ALT、AST 显著减少(P<0. 05),解酒护肝汤中、高
剂量组的 MDA、TNF鄄琢 显著减少(P < 0. 05)。 解酒护肝汤高剂量组的肝脏脏器系数显著下降

(P<0. 05)。 解酒护肝汤各剂量组肝脏 TNF鄄琢 表达均有一定程度减少。 结论摇 自拟解酒护肝汤对

酒精性肝炎模型大鼠肝脏有一定的保护作用。
揖关键词铱 摇 解酒护肝汤;摇 酒精性肝炎;摇 血清;摇 大鼠;摇 肿瘤坏死因子 琢
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