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·实验研究·

针刺对 N -甲基 - N -亚硝脲诱导的视网膜变性大鼠
感光细胞凋亡的抑制作用
马瑞玲 1　周国民 2　张　仁 3　吴根诚 1

摘要 目的 观察针刺对 N -甲基 - N -亚硝脲 (MNU )诱导的视网膜变性大鼠感光细胞凋亡发生的

影响。方法 选取 50天龄的 SD雌性大鼠 ,将 N -甲基 - N -亚硝脲以 50 m g /kg剂量一次性腹腔注射诱

导其视网膜变性 ,随机分为针刺组、模型组。观察大鼠视网膜的凋亡变化。结果 凋亡高峰第 2、3天针刺

组与模型组凋亡比较 ,差异无统计学意义 ( P > 0105 )。第 5天、第 7天时各组凋亡指数比较 ,差异有统计学

意义 ( P < 0101 )。针刺可抑制因诱导引起的 ca sp a se s23升高。结论 针刺能够抑制 MNU诱导的大鼠视

网膜光感受器细胞的凋亡 ,其抑制作用与凋亡发生的状态有一定关系。
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视网膜色素变性 ( retinitis p igmentosa, RP)是一组

以进行性光感受器及色素上皮功能丧失为主的遗传性

视网膜变性疾病 ,虽然许多基因的突变与 RP的形成

和进程有关 ,但最终途径都是感光细胞的凋亡〔1〕。因

此保护光感受器细胞及阻止其继续凋亡就成为治疗的

主要方向〔2, 3〕。文献报道针刺能够延缓 RP的进程 ,提

高患者的视力 ,为了阐明针刺治疗 RP的可能作用环

节 ,有必要开展实验研究〔4, 5〕。

研究显示 ,针刺能够减轻因 N2甲基 2N2亚硝脲 (N2
methyl2N2nitrosourea,MNU)诱导的感光细胞形态学损

伤的程度〔6〕,但其改变的相关机制仍无从得知 ,因此

本研究对针刺是否能够抑制感光细胞的凋亡发生进行

观察 ,来探讨针刺对感光细胞形态学改变的机制。

材料与方法

1　材料　MNU由 Sigma公司提供 ,避光 , - 20 ℃

保存 ,临用前用生理盐水稀释成 1%的浓度。

2　动物分组与造模 　采用 50天龄 SD雌性大

鼠 ,体重 (200 ±20) g,由中国科学院上海啮齿类实验

动物中心提供。饲养在 12 h昼夜间隔、室温在 (22 ±

2) ℃的动物房中 ,正常饲养。造模按照文献〔13〕方

法 ,将 MNU以 50 mg/kg一次腹腔注射 ,然后随机分为

模型组和针刺组 ,在分别应用流式细胞技术、原位未端

标记法 ( term inal deoxynucleotidyl transferase2mediated

dUTP2digoxigenin nick end labeling, TUNEL)及W estern
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blot检测这 3个实验中 ,模型组和针刺组中各采样时

间点均为 5只动物 ,另有 2只动物作为正常对照组。

3　穴位及治疗方法　模拟人的新明 1 (大鼠垂直

于耳下角后方褶皱处 )和睛明穴 (BL1)。造模后即可

取双侧穴位进行治疗 ,使用 0125 mm ×13 mm华佗牌

针灸针 ,新明 1针尖向目外眦 ,予中等强度刺激 ,睛明

穴施以轻微的手法 ,每天 1次 ,留针 30 m in, 10 m in行

针 1次 ,整个针刺过程由专人操作。其余 2组除不进

行针刺外 ,每天其他处理均同针刺组。

4　流式细胞技术动态检测细胞凋亡率 　分别于

第 2天 ( d2 )、第 3天 ( d3 )、第 5天 ( d5 )以及第 7天

( d7 )针刺结束后 2 h,颈部脱臼 ,快速处死动物 ,取出

眼球 ,用眼科剪沿角膜缘剪开 ,祛除角膜、晶状体、玻璃

体 ,翻转视杯 ,用钝性镊子钝性分离视网膜 ,以每只大

鼠的 2个视网膜为 1个样本 ,制备单细胞悬液 , P I染

色 ,在 d7时取正常组 2只检测细胞凋亡率 ,样本处理

方法同其他两组。

5　TUNEL法检测细胞凋亡指数　d7最后 1次针

刺后 ,脱臼处死动物 ,迅速取出眼球固定于新鲜配制的

4%多聚甲醛溶液中过夜 ,沿视神经的中心纵向冰冻切

片 (厚度为 5μm) ,使用 TUNEL法 ,整个操作过程严格

按照武汉 Boster公司试剂盒说明书进行。感光细胞凋

亡指数 = (凋亡细胞数 /感光细胞总数 ) ×100%。

6　W estern blot检测 Caspase23的活性　在 d7将

动物处死 ,样本取法同流式细胞技术检测法 ,从取出的

视网膜中提取蛋白 ,使用 W estern blot系统 (美国 B io2
Rad公司 )进行实验。

7　统计学分析　数据均以 �x ±s表示 ,进行方差

齐性分析 , 组间用 S tuden t2N ewm an2Keuls进行显著性

比较。使用 SPSS 1115软件进行统计。

结 果

1　各组不同时间点细胞凋亡率比较 (表 1) 　模

型组、针刺组 d2时凋亡率处于高峰期 ,两组比较 ,差异

无统计学意义 ( P > 0105) ,之后逐渐下降 , d5时针刺

对凋亡显示出明显的抑制作用 ,并持续至 d7 ( P <

0101)。
表 1 各组不同时间点细胞凋亡率比较 ( % , �x ±s)

组别 n d2 d3 d5 d7

正常 2 — — 　　— 2101 ±012

模型 5 33120 ±3143 28198 ±4183 17102 ±5123 13101 ±2193

针刺 5 34147 ±5183 26101 ±3113 916 ±319△ 7130 ±214△

　　注 :与正常组比较 , 3
P < 0101;与模型组比较 , △P < 0101; > 5%表

示有凋亡发生 ;

2　各组 d7视网膜外核层凋亡指数比较 (表 2、图

1) 　正常组大鼠视网膜仅有少数 TUNEL阳性细胞

(图 1A )。MNU诱导后凋亡发生在视网膜的外核层

(ONL) ,图中可见大量的 TUNEL阳性细胞存在 (图

1B ) ,说明在 d7感光细胞的凋亡仍在继续。而针刺能

够部分阻断凋亡的发生 (图 1C)。针刺组与模型组比

较 ,凋亡指数明显减少 ( P < 0101)。
表 2 各组 d7视网膜外核层凋亡指数比较 ( % , �x ±s)

组别 n 凋亡指数　　

正常 2 117 ±013

模型 5 1517 ±1143

针刺 5 813 ±2193 △

　　注 :与正常组比较 , 3
P < 0101;与模型组比较 , △P < 0101

3　各组 Caspase23活性变化比较 (图 2)　W estern

blot结果显示 ,MNU诱导后 7天视网膜的 Caspases23含
量明显升高 ,但是在注射 MNU后进行针刺可抑制 MNU
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诱导引起的 Caspases23的升高。

讨 论

近年来临床报道认为针刺能够提高 RP患者的视

力 ,因此推断针刺的干预可以延缓 RP的进程 ,从而提

高患者的生活质量〔4, 5, 7〕。以新穴“新明 1”及经典穴

位“睛明”为主的临床研究结果表明 ,针刺能够提高患

者的视力和视网膜电图 a波、b波的波幅〔4〕,因此本研

究所选用穴位有一定的临床依据。

MNU是一种烷化剂 ,能特异性地损伤感光细胞 ,

引起其凋亡 ,与 RP的病理改变相似 ,常被用作研究视

网膜变性及疗效评价的诱导剂〔2〕。文献报道在 MNU

诱导后外核层感光细胞的损伤具有一定的时间依赖

性 , d2时凋亡达到最高峰 , d7时外核层的细胞已明显

减少〔1〕。

流式细胞技术检测显示针刺在凋亡发生的高峰期

没有明显的抑制凋亡作用 ,但在凋亡高峰期之后 ,针刺

的抑制作用逐渐显著 ,虽然在 d7时凋亡仍然发生 ,但

是针刺的抑制作用仍然较明显。为了对其凋亡率进行

进一步的定位分析 ,本研究使用了 TUNEL法 ,与流式

细胞技术检测在 d7时的结果一致 ,发生在 ONL的凋

亡现象仍较严重 ,模型组动物在 d7 时凋亡指数为

(1517 ±114) % ,而在注射诱导剂的同时使用针刺进

行干预治疗 ,其凋亡指数为 (813 ±219) % ,两组比较 ,

差异有统计学意义 ( P < 0101) ,提示针刺有抗感光细

胞凋亡的保护性作用。

细胞凋亡的发生是一个复杂的反应过程 ,文献

〔8〕显示实验性的视网膜损伤后 , Caspase23能够表达
在凋亡的视网膜感光细胞上。因此本研究选择

Caspase23活性的变化作为另一个抗凋亡的指标。本

研究使用 W estern blot观察 d7时 Caspase23的活性 ,与

正常大鼠的视网膜比较 ,模型组中该物质的活性增加 ,

而针刺可以抑制视网膜的 Caspase23活性的上调。据
目前所查到的文献 ,该模型条件下 ,尚未有 Caspase23
的活性变化的报道。因此本研究结果也丰富了 MNU

诱导的模型发生凋亡的实验观察指标。

本研究结果提示针刺能够保护因 MNU诱导的视

网膜感光细胞的损伤 ,其机制可能是通过抑制感光细

胞凋亡的发生 ,进而实现保护光感受器的功能、延缓视

网膜变性的进程。这一机制仍有待于进一步的深入研

究。尽管针刺对 MNU引起视网膜损伤的改善作用并

不完全 ,但可以作为一种临床保护视网膜功能和延缓

视网膜病变的治疗方法。
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