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前言

糖尿病胃轻瘫( diabetic gastroparesis, DGP)是继发于糖尿

病基础上以胃运动功能障碍为特点的常见临床疾患。临床观察

证实针刺对 DGP 具有良性的调整作用[1,2]，但有关其作用的内

在机制仍不明确。本课题组前期实验观察到[3]，电针足三里穴后

糖尿病大鼠胃电的平均频率和振幅较电针前有明显升高，同时

迷走孤束复合体内神经元和胶质细胞出现可塑性变化。但 VSC

内被激活的神经元属于何种类型神经元？该神经元与星状胶质

细胞是否存在形态学相互关系等问题仍不明确。在此基础上，

本实验采用单一和双重免疫组化染色方法观察延髓 TH 和

GFAP 的表达，以进一步探讨在针刺调控糖尿病大鼠胃运动功

电针足三里穴对糖尿病胃轻瘫大鼠延髓多巴胺能神经元和

星形胶质细胞活性的影响 *
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摘要 目的：研究电针足三里穴对糖尿病胃轻瘫大鼠延髓多巴胺能神经元内酪氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase , TH）和星形胶质

细胞内胶质原纤维酸性蛋白(Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP)表达的影响。方法：32 只实验大鼠分为空白对照（空白）组、糖尿

病胃轻瘫模型（模型）组、模型组 + 电针足三里穴（足三里）组和模型组 + 电针非经非穴（非经非穴）组（每组 8 只）。模型制备采用

腹腔注射 5 %四氧嘧啶和熟地灌胃诱导的方法。实验 3 周后取大鼠延髓进行抗 TH 和抗 GFAP 的单一和双重免疫组化染色，观察

并记数 TH 和 GFAP 在延髓内的表达。结果：与空白组比较，各实验组 TH 阳性多巴胺能神经元和 GFAP 阳性星形胶质细胞集中

表达于延髓迷走孤束复合体内，有明显的定位特点；高倍镜下观察到 TH 阳性神经元周围有大量 GFAP 阳性星形胶质细胞包绕。
各组 TH 和 GFAP 表达以模型组最高；而足三里组 TH 阳性多巴胺能神经元数量明显减少（31.3±4.4→16.8±3.2），GFAP 阳性产

物表达明显降低（113.8±7.6→95.4±8.4），且它们之间有统计学意义（P<0.01）；非经非穴组与模型组之间差异没有统计学意义。结

论：针刺调节糖尿病胃运动功能障碍大鼠与其调控延髓多巴胺能神经元及其周围的星形胶质细胞功能活动有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the neural mechanisms of electroacupuncture(EA) effects on the diabetic gastoparesis (DGP),

and to investigate the expression of tyrosine hydroxylase (TH) in dopaminergic neurons and glial fibrillary acidic protein (GFAP) in

astrocytes in bulbus of diabetic rats. Methods: 32 Rats were divided into 4 groups: control group, DGP model group, DGP plus EA

Zusanli acupoint group and DGP plus EA non-acupoint group. DGP model rats were induced by intraperitoneal injection (i.p.)5% alloxan

plus poured libosch. After 3 weeks, the expression of TH and GFAP immunoreactivity in bulbus was investigated and calculated by using

single or double immunohistochemical method. Results: In the experimental groups, the TH-positive dopaminergic neurons and GFAP-

positive astrocytes expressed mainly in the vagal-solitary complex (VSC) of bulbus. Under the high microscope, those dopaminergic

neurons were surrounded with their neighboring astrocytes. In the DGP group and EA non-acupoint group, the expression of TH and

GFAP immunoreactivity were higher than those in the EA Zusanli groups (P<0.01). Conclusion: EA can improve the gastric motility in

DGP model rats. This function may be connected with its regulating the TH-positive dopaminergic neurons and GFAP-positive astrocytes

activation in VSC.
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能障碍中的相关神经机制。

1 材料与方法

1.1 动物与分组

成年雄性 SD 大鼠 32 只，体重 200-250 g（第四军医大学动

物中心提供），安静、温暖（20℃)、避强光的环境中饲养 72 h，实

验前 12 h 禁食禁水。尿糖检测结果均为阴性。随机分为空白对

照（空白）组、糖尿病胃轻瘫模型（模型）组、模型组 + 电针足三

里穴（足三里）组和模型组 + 电针非经非穴（非经非穴）组。每组

8 只。
1.2 胃运动功能障碍模型建立[4,5]

给大鼠腹腔注射(ip) 5%四氧嘧啶水溶液 120 mg/Kg，连续

2d。第 3 d 后向胃内灌入熬制好的熟地 (浓度为 200%)，2

ml/100 g，按 1 次 /d,共 2 周。在给药后的第 1 和第 2 周末测量

记录血糖,选取血糖持续 2 周 >11.1 ml/L 的大鼠作为胃运动功

能障碍模型。(在此期间各组饲养条件相同)。
1.3 电针方法

将大鼠分批装入有机玻璃笼内，固定。用 6805-A 型电针仪

（上海医疗仪器厂生产）电针大鼠双侧足三里穴或非经非穴（严

格按《实验针灸学》的方法取穴。足三里穴位于大鼠后膝关节下

方腓骨小头下约 5 mm 处，直刺 7 mm。非经非穴位于大鼠足三

里穴旁开 5 mm 处，直刺 5 mm。）,参数选为断续波，频率 50 Hz，

以大鼠双下肢轻微抖动为宜,45 min 后放出鼠笼。1 次 /d，共 5 d。
1.4 免疫组织化学方法

各组大鼠在电针结束后断尾取血测量记录动物的空腹血

糖。用 1％戊巴比妥钠腹腔注射（80 mg/kg）麻醉。多聚甲醛灌流

固定后，取延髓组织冰冻切片机切片。切片在 0.01 mol.L-1 PBS

中漂洗后，入含 0.3% Triton X-100 的 0.01 mol.L-1 PBS 中浸泡

30 min（室温）。然后依次按下列步骤进行免疫组织化学染色：

（1）入鼠抗 TH 单克隆抗体的抗体稀释液(1:5000, Incstar)，孵育

24 小时(室温)；(2)生物素标记羊抗鼠 IgG (1:500，Sigma)放置

2-4 小时 （室温）；（3） 生物素 - 卵白素 -HRP 复合物（ABC，1:

500，Sigma）浸泡 2-4 小时（室温）。然后用葡萄糖氧化酶 -DAB-

硫酸镍铵法呈色，阳性产物呈蓝色。以上每一步骤均用

0.01mol.L-1 PBS 液充分漂洗 30 min（下同）。显色后切片继续

用上述方法进行抗 GFAP 免疫组织化学染色：（1） 入兔抗

GFAP 的抗体稀释液(1:3000，Dako)，孵育 24 小时(室温)；(2)生

物素标记羊抗兔 IgG (1:500，Sigma)放置 2-4 小时（室温）；（3）

生物素 - 卵白素 -HRP 复合物（ABC，1:500，Sigma）浸泡 2-4 小

时（室温）。然后用 DAB-H2O2 溶液中进行棕色反应，阳性产物

呈棕色，位于星形胶质细胞胞浆。结束两次染色的切片经漂洗

后裱片、晾干、脱水、透明，封固后在光镜下观察并采集图像。抗

TH 和抗 GFAP 单标的操作步骤如上述双标法的一部分。
替代实验：取实验组 1 套切片，用 0.01mol/L PBS 替代抗

TH 抗体稀释液，按 ABC 法进行免疫组化染色，结果为阴性。
1.5 数据处理和统计分析

切片经图像分析仪（Quantimet570C, Leica）处理。每只大鼠

随机选取 6 张单标记 TH 的切片，计算延髓内 TH 阳性细胞的

总和，而后在每组动物间取均数；每只大鼠随机选取 6 张单标

记 GFAP 的切片，采用图像分析软件（LSM）对图像进行数字化

分析，GFAP 阳性星形胶质细胞表达的强弱以灰度值来表示。
灰度值的大小可代表 GFAP 阳性星形胶质细胞反应的强弱，值

越大，说明反应越强。实验数据以 x±s 表示,采用 SPSS11.0 统

计软件作统计处理，各组 TH 和 GFAP 表达的比较采用单因素

方差分析的方法分析数据。

2 结果

免疫组化染色发现：空白组可见少量 TH 阳性神经元散在

表达于延髓，GFAP 阳性星形胶质细胞表现为细胞胞体小，突

起细，染色淡。而模型组、足三里组与非经非穴组的 TH 和

GFAP 阳性免疫反应产物密集表达于 VSC 内，分布有明显的重

叠。其中 TH 阳性神经元呈蓝色胞体呈梭形和多角形，可见长

的突起。星形胶质细胞表现为胞体变大，突起变粗，GFAP 染色

变深（图 1）。TH/GFAP 双标染色在高倍镜下观察到，蓝色 TH

阳性神经元的胞体和突起周围,有大量棕色的 GFAP 阳性星形

胶质细胞的突起包绕（图 1Cc）。

比较三组的 TH 和 GFAP 阳性反应产物表达，以模型组和

非经非穴组的最高，足三里组最低；足三里组与它们比较差异

有统计学意义（表 1）。

图 1 电针对糖尿病胃轻瘫大鼠延髓 VSC 内 TH 和 GFAP 表达的影响：

蓝色梭形和多角形的是 TH，棕色的是 GFAP。Aa 为延髓内 TH 表达

的低倍图（×40）；Bb 为 VSC 内 TH 表达的高倍图（×200）；Cc 为 VSC

内 TH/GFAP 双标表达的高倍图（×400）。ABC 显示的是足三里组；

abc 显示的是模型组

Fig.1 The effects of Electroacupuncture on TH and GFAP expression of

VSC in Diabetic Gastroparesis Model rats：The blue spindle and polygonal

shape is TH expression, the brown is GFAP expression. Figure Aa is the

TH expression in VSC under low magnitude（×40）；Figure Bb is the TH

expression in VSC under high magnitude（×200）；figure Cc is the double

stained TH/GFAP expression in VSC under high magnitude（×400）.

Figure ABC is the DGP plus EA Zusanli acupoint group, Figure abc is the

DGP model group
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表 1 电针对糖尿病胃轻瘫大鼠 VSC 内 TH 和 GFAP 表达的影响（n=8）x±s

Table 1 The effects of Electroacupuncture on TH and GFAP expression of VSC in Diabetic Gastroparesis Model rats.（n=8）x±s

3 讨论

中枢延髓孤束核及迷走神经背运动核共同对胃肠道功能

起调节作用，其中孤束核属于内脏感觉中继核团，接受胃肠等

消化器官的内脏感觉信息的传入，而迷走神经背运动核可发出

传出纤维支配胃肠等器官的运动功能。两个核团解剖关系密

切，相互影响，共同形成迷走孤束复合体。多巴胺是重要的中枢

及外周神经递质之一，在外周它可通过与胃肠道多巴胺受体结

合，参与对胃肠动力的调节作用，有研究发现多巴胺能使胃体

平滑肌松弛，加强胃容受性舒张，减低胃内压；且还能抑制胃体

及胃窦的推进运动，使幽门收缩，延迟胃排空[6]。因此，抑制外周

巴胺受体可减轻胃动力低下的症状。在中枢它也是脑内重要的

神经递质，活化后的多巴胺能神经元可释放出多巴胺与周围的

神经元及胶质细胞上的多巴胺受体结合，进而影响它们的功

能。本实验观察到，DGP 大鼠 VSC 内多巴胺能神经元数目明显

增加，同时其周围的星形胶质细胞亦出现明显活化；而针刺干

预后 VSC 内的多巴胺能神经元活性受到抑制，活化的星形胶

质细胞亦出现下调。提示延髓 VSC 内多巴胺能神经元和星形

胶质细胞参与了针刺对 DGP 大鼠胃运动功能的调控作用。
以往的研究认为，胶质细胞对神经元仅有营养支持作用，

不对神经信息发生反应。但随着对其功能研究的深入，目前认

为神经胶质细胞在脑的机能活动中起着积极主动的调节作

用[7-11]。在某种刺激下，中枢神经神经元与其周围的胶质细胞同

时出现反应。神经元出现激活，周围的胶质细胞亦表现为“兴奋

型”，即胞体变大，突起变粗，星形胶质细胞的标志物 - 胶质原

纤维酸性蛋白(GFAP)的表达上调，亦出现激活状态[12,13]。电镜下

观察到一个神经元可与许多个胶质细胞接触，一个胶质细胞也

可与多个神经元接触，形成一个复杂的网络，构成一个整体[14]。
并且在胶质细胞与神经元的接触处还存在多种双向的信息通

路，例如突触及缝隙连接结构等[14,15]。表明神经元与胶质细胞在

解剖结构及功能上关系密切，在中枢神经系统的各个部位形成

神经元－胶质细胞复合体，共同对机体多种神经信息进行调

控。本实验观察到，针刺前后 DGP 大鼠的 TH 和 GFAP 阳性免

疫反应产物密集表达于 VSC 内，有明显的定位特点。高倍镜下

观察到，蓝色 TH 阳性神经元的胞体和突起周围,有大量棕色的

GFAP 阳性星形胶质细胞的突起包绕，两者在形态学上有密切

关系。推测在针刺调节 DGP 大鼠中，多巴胺能神经元与其周围

的星形胶质细胞之间存在密切的信息交流，共同参与对针刺信

息的调控。但有关多巴胺能神经元与星形胶质细胞之间进行信

息交流的具体途径及多巴胺在此信息交流中扮演的角色等仍

需进一步研究。
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Group

Control

Model

Zusanli

Non-acupoint

TH(Number)

2.1±0.3

31.3 4.4*

16.8 3.2

35.2 4.8*

GFAP(OD)

63.6 4.3

113.8 7.6*

95.4 8.4

124.1 12.5*

注：与足三里穴组比较，* P<0.01

Note:Compared with Zusanli group，* P<0.01
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