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针刺预处理对缺血性脑卒中神经细胞铁死亡的影响
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1. 天津中医药大学第一附属医院,2. 国家中医针灸临床医学研究中心,天津市 300183

[摘　 要] 　 [目的] 　 研究针刺预处理对缺血性脑卒中大鼠神经细胞铁死亡的调控作用。 [方法] 　 将 60 只 SD 大

鼠随机分为假大脑中动脉栓塞(MCAO)组、MCAO 组和针刺+MCAO 组。 针刺+MCAO 组选取人中穴、内关穴、三阴

交穴进行针刺预处理,每天 1 次,共 5 天;预处理后行 MCAO 或假 MCAO 模型制备。 Zausinger 六分法对大鼠神经功

能进行评分,TTC 染色法计算脑组织梗死面积;电镜下观察脑组织病理形态学改变;比色法检测铁含量,ELISA 法

测定丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)的含量,免疫荧光检测谷胱甘肽过氧化物酶 4(GPX4)表达。 [结果] 　 与假

MCAO 组相比,MCAO 组神经功能评分降低,梗死面积显著增加,电镜下线粒体数量减少,线粒体内嵴结构断裂、空
泡化,脑组织铁蛋白、MDA 含量升高,GSH 含量和 GPX4 表达降低。 与 MCAO 组相比,针刺+MCAO 组神经功能评

分升高,梗死面积降低,电镜下线粒体数量增多,结构清晰,部分线粒体内嵴结构减少或排列紊乱,脑组织铁蛋白、
MDA 含量降低,GSH 含量和 GPX4 表达升高。 [结论] 　 针刺预处理可减轻大鼠神经功能损伤,其原因可能与调控

铁蛋白、GSH、MDA 含量和 GPX4 表达,提高细胞抗氧化能力,抑制神经细胞铁死亡有关。
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Effect of acupuncture pretreatment on nerve cell ferroptosis in ischemic stroke
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the regulatory effect of acupuncture pretreatment on ferroptosis of nerve cells in rats
with ischemic stroke. 　 　 Methods 　 Sixty SD rats were randomly divided into sham middle cerebral artery occlusion
(MCAO) group, MCAO group, and acupuncture+MCAO group. 　 In the acupuncture+MCAO group, the acupuncture
points of DU26, PC6, and SP6, were selected for acupuncture pretreatment, once a day for a total of 5 days. 　 After pre-
treatment, MCAO or sham MCAO models were prepared. 　 The Zausinger sextintegral method was used to score the neuro-
logical function of rats, and the infarct volume of brain tissue was calculated by TTC staining. 　 Electron microscopy was
used to observe the pathomorphological changes of brain tissue. 　 The iron content was detected by colorimetric method, the
content of malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) was determined by ELISA, and the expression of glutathione
peroxidase 4 (GPX4) was detected by immunofluorescence. 　 　 Results 　 Compared with the sham MCAO group, the
MCAO group had a decrease in neurological function scores, a significant increase in infarct volume, a decrease in the
number of mitochondria under electron microscopy, a rupture and vacuolization of the inner mitochondrial cristae, an in-
crease in the contents of iron and MDA in brain tissue, and a decrease in GSH content and GPX4 expression. 　 Compared
with the MCAO group, the acupuncture+MCAO group had an increase in neurological function scores, a decrease in infarct
volume, a large number of mitochondria under electron microscopy, a clear structure, a decrease or disordered arrangement
of some mitochondrial crest structures, a decrease in the contents of iron and MDA in brain tissue, and an increase in GSH
content and GPX4 expression. 　 　 Conclusion　 Acupuncture pretreatment can alleviate neurological damage in rats, and
its mechanism may be related to regulating iron, GSH and MDA contents in brain tissue, and GPX4 expression, improving
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cell antioxidant capacity and inhibiting nerve cell ferroptosis.
[KEY WORDS]　 acupuncture;　 pretreatment;　 ischemic stroke;　 ferroptosis;　 nerve cell

　 　 研究显示,2021 年神经系统疾病对全球超过

1 / 3 的人造成影响,是致残的主要原因之一,而脑卒

中是神经系统疾病之首,是全球第二大死因,第三

大致残原因[1]。 流行病学研究报告显示,缺血性脑

卒中占所有脑卒中病例的 80% [2]。 因此,缺血性脑

卒中已被联合国视为减轻非传染性疾病负担的优

先目标。 溶栓治疗与神经保护治疗是治疗急性缺

血性脑卒中的首选,但溶栓疗法因其干预时间窗受

限(<4. 5 h),能够获益的患者不足 3% [3]。 神经保

护剂在改善急性缺血性脑卒中后的神经失用中未

达到预期效果。
本院自 20 世纪 70 年代就开始进行针刺治疗缺

血性脑卒中的临床与基础研究,其临床疗效显著,
牵头制订的《国际中医技术操作规范　 醒脑开窍针

刺法治疗中风》已由世界中医药学会联合会向世界

发布。 基础研究证实针刺可通过调节侧支循环、促
进血管新生[4]、改善脑血流量、降低炎症反应[5]、抑
制细胞凋亡[6]、保护血脑屏障等方面发挥脑保护作

用[7]。 铁死亡是 2012 年提出的,以谷胱甘肽耗竭,
谷胱甘肽过氧化物酶 4 ( glutathione peroxidase 4,
GPX4)活性下降,脂质氧化物不能通过 GPX4 催化

的谷胱甘肽还原酶反应代谢,Fe2+ 氧化脂质产生活

性氧为特点的细胞死亡方式[8]。 近年来研究发现

铁死亡与缺血性脑卒中的病理生理学过程密切相

关[9]。 铁死亡抑制剂可改善脑缺血后神经功能,发
挥神经保护作用[10]。 基于此,本研究旨在探讨针刺

预处理防治缺血性脑卒中的铁死亡机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

成年雄性 SD 大鼠(240 ~ 300 g),购自北京华阜

康生物科技股份有限公司[许可证号:SCXK(京)
2019—0008]。 本研究通过易生源基因科技(天津)有
限公司动物伦理委员会批准(YSY-DWLL-2021015)。
1. 2　 主要仪器及试剂

丙二 醛 ( malondialdehyde, MDA )、 谷 胱 甘 肽

(glutathione,GSH)及组织铁测定试剂盒(南京建成

生物工程研究所);GPX4 抗体(武汉博士德生物工

程有限公司);2% TTC 染色液(货号:R20618,上海

源叶生物科技有限公司);酶标检测仪(美国伯滕仪

器有限公司,型号:Synergy HT);全景扫描仪(匈牙

利 3DHISTECH 公司,型号:Pannoramic SCAN);病理

切片机(徕卡仪器有限公司,型号:LEiCA HistoCore
MULTICUT);透射电子显微镜(日本 HITACHI)等。
1. 3　 分组及干预

60 只 SD 大鼠随机分为假大脑中动脉栓塞

(middle cerebral artery occlusion,MCAO)组、MCAO
组、针刺 +MCAO 组。 针刺 +MCAO 组予针刺预处

理:选取人中穴、内关穴、三阴交穴(图 1) [11],根据

中国针灸学会制定的“动物针灸穴位图谱” [12],参
考大鼠解剖结构和体表标志,人中穴位于鼻尖下

1 mm 唇裂正中;内关穴位于前肢内侧,腕关节上约

3 mm,尺、桡骨间隙中;三阴交穴位于后肢内踝尖直

上 1 cm。 针具选用华佗牌 0. 25∗25 mm 针灸针。
电针仪选用韩氏神经穴位刺激仪 HANS-200E 连接

双侧内关穴、三阴交穴,疏密波强度 2 mA,频率

2 / 15 Hz,留针 20 min,每天 1 次,共 5 天。
假 MCAO 组、MCAO 组大鼠连续抓取干预 5

天,抓取方式、抓取时长同针刺+MCAO 组。

图 1. 醒脑开窍针刺法主穴示意图

1 ~ 42 穴位编号仅作本图谱标注。
Figure 1. Schematic diagram of the main acupoint of the

awakening and opening acupuncture method

1. 4　 模型制备

MCAO 在体模型制备[13]:腹腔注射麻醉,由颈

总动脉插入线栓,经颈内动脉插至大脑中动脉分叉

处,导致血流明显阻断,脑区出现稳定的局灶性梗

死。 假 MCAO 组大鼠仅分离颈总、颈内和颈外动

脉,不插入线栓。
1. 5　 神经功能评定

采用 Zausinger 六分法[14] 对大鼠神经功能进行

评分。 0 分:不能自发行走;1 分:自由走动状态下向

病变对侧旋转;2 分:抓住鼠尾,大鼠向病变对侧旋

转;3 分:对于施向病变对侧的侧压力抵抗力下降;4
分:不能伸直病变对侧前爪,甚至全身向对侧屈曲;5
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分:无神经功能缺损。
1. 6　 TTC 染色[15]

腹腔注射 10%戊巴比妥钠(30 mL / kg)麻醉后,
生理盐水灌注,断头取脑,速冻后用切片机将脑组

织切成 2 mm 薄片,2% TTC 溶液染色,IPP 软件计算

脑组织梗死面积。
1. 7　 电镜观察[16]

腹腔注射 10%戊巴比妥钠(30 mL / kg)麻醉后,
生理盐水灌注,断头取脑,将海马组织切成 1 mm3

左右小块,2. 5%戊二醛固定液固定,4 ℃冰箱保存。
电镜下观察各组大鼠脑组织病理形态学改变。
1. 8　 比色法测定铁蛋白含量

取脑组织步骤同前,将脑组织按 1 ∶ 9 比例加入

生理盐水中,冰水浴离心(2 500 r / min)10 min 后取

全部上清液,沸水浴 5 min,冷却后按 3 500 r / min 离

心 10 min,取上清液 1 mL,加入甘氨酸 / 盐酸缓冲液

2 mL,0. 6% 亚铁嗪显色液 0. 1 mL,混合均匀,室温

下静置 15 min,于波长 520 nm 条件下测定各管吸光

度(OD)值。
1. 9　 ELISA 检测 MDA、GSH 的含量

分别按 ELISA 试剂盒说明书检测大鼠脑组织

MDA、GSH 的含量。
1. 10　 免疫荧光检测 GPX4 表达[11]

取脑组织步骤同前,石蜡切片厚度为 5 μm,依
次将切片放入二甲苯Ⅰ20 min、二甲苯Ⅱ20 min、二
甲苯Ⅲ15 min、无水乙醇Ⅰ5 min、无水乙醇Ⅱ5 min、
85%乙醇 5 min、75%乙醇 5 min,蒸馏水冲洗后置于

柠檬酸抗原修复缓冲液(pH6. 0)内进行抗原修复,
在组化圈内滴加山羊血清均匀覆盖组织,室温封闭

30 min,加一抗后磷酸盐缓冲溶液洗涤浸泡 3 次,加
二抗覆盖组织,室温避光孵育 1 h,滴加 DAPI 细胞

核染液,室温染色 2 min,用防荧光淬灭封片剂封片,
荧光显微镜下观察。
1. 11　 统计学分析

应用 SPSS 21. 0 软件进行统计学分析,经正态

分布检验及方差齐性检验,符合正态分布的资料采

用 x±s 表示,组间比较采用单因素方差分析(One-
Way ANOVA),两两比较采用 LSD 检验,P<0. 05 表

示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 神经功能评分

假 MCAO 组神经功能评分 5 分,提示假手术未

对大鼠的神经功能造成损伤;与假 MCAO 组比较,
MCAO 组神经功能评分降低 64. 4% ,针刺+MCAO
组降低 34. 6% ,差异有统计学意义(P<0. 05),大鼠

肢体活动障碍,提示造模成功;与 MCAO 组比较,针
刺+MCAO 组神经功能评分升高,是 MCAO 组的

1. 83 倍,差异有统计学意义(P<0. 05),提示针刺预

处理可改善缺血性脑卒中大鼠神经功能障碍(表 1)。

表 1. 各组大鼠神经功能评分比较

Table 1. Comparison of neurological function scores
of rats in each group

分组 n 神经功能评分

假 MCAO 组 20 5. 00±0. 00
MCAO 组 20 1. 78±0. 23a

针刺+MCAO 组 20 3. 27±0. 00ab

　 　 注:a 为P<0. 05,与假MCAO 组比较;b 为P<0. 05,与MCAO 组比较。

2. 2　 TTC 检测结果

假 MCAO 组未发现梗死灶。 与假 MCAO 组相

比,MCAO 组脑梗死面积显著增加,差异有统计学意

义(P<0. 05);与 MCAO 组相比,针刺+MCAO 组脑

梗死面积降低 33. 51% ,差异有统计学意义 ( P <
0. 05;表 2 和图 2)。

表 2. 各组大鼠脑梗死面积

Table 2. Cerebral infarction area of rats in each group
单位:%

分组 n 脑梗死面积

假 MCAO 组 6 0. 00±0. 00
MCAO 组 6 30. 11±1. 51a

针刺+MCAO 组 6 20. 02±1. 20ab

　 　 注:a 为P<0. 05,与假MCAO 组比较;b 为P<0. 05,与MCAO 组比较。

图 2. 各组大鼠 TTC 染色结果

白色部分为梗死区(白色箭头所指部分)。

Figure 2. TTC staining results of rats in each group

2. 3　 电镜检查结果

假 MCAO 组视野内组织结构紧密,细胞核核仁

明显,细胞核较规则,核膜清晰,核周隙正常,核内

62 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 33,No. 1,2025



染色质略微边集化;胞质内线粒体数量丰富,结构

完整,嵴结构清晰,排列整齐;神经元突触较多,突
触前膜内可见大量突触小泡。 MCAO 组视野内细胞

膜破裂,组织结构散乱,细胞核形状不规则,凹凸不

平,核膜清晰,核周隙正常,核内染色质分布均匀;
胞质内可见大量脂滴;线粒体数量减少,部分线粒

体内嵴结构断裂、空泡化;粗面内质网扩张明显。
针刺+MCAO 组视野内组织水肿,电子基质密度降

低,大量细胞器降解,细胞核形状规则,核膜清晰,
核仁明显,核周隙正常,核内染色质略微凝集;胞质

内线粒体数量较 MCAO 组增多,结构清晰,部分线

粒体内嵴结构减少或排列紊乱(图 3)。 以上结果提

示缺血性脑卒中大鼠脑细胞发生了铁死亡,而针刺

预处理可降低铁死亡。
2. 4　 铁蛋白含量

与假 MCAO 组相比,MCAO 组铁蛋白含量显著

升高,是假 MCAO 组的 2. 86 倍(P<0. 05);与 MCAO
组相比,针刺+MCAO 组铁蛋白含量降低 39. 84% ,
差异有统计学意义(P<0. 05;表 3)。
2. 5　 MDA、GSH 含量和 GPX4 表达

与假 MCAO 组相比,MCAO 组 MDA 含量升高

1. 55 倍, GSH 含量降低 36. 4% , GPX4 表达降低

29. 85% ,差异有统计学意义(P <0. 05);与 MCAO
组相比,针刺+MCAO 组 MDA 含量降低 21. 81% ,
GSH 含量升高 25. 75% ,GPX4 表达升高 39. 94% ,
差异有统计学意义(P<0. 05;表 3 和图 4)。

图 3. 电镜下各组大鼠脑组织病理形态学改变

右图为左图框选部分放大 1 倍后的图像。 黄色箭头表示细胞核,
红色箭头表示线粒体,绿色箭头表示神经元突触,

黑色箭头表示脂滴,蓝色箭头表示内质网。

Figure 3. Pathomorphological changes of rat brain in
each group under electron microscopy

表 3. 各组大鼠脑组织铁蛋白、MDA 及 GSH 含量和 GPX4 表达

Table 3. The contents of ferritin, MDA and GSH, and GPX4 expression in the brain tissues of rats in each group

分组 n 铁蛋白 / (mg / g) MDA / (μmol / g) GSH / (μmol / g) GPX4 / (IOD / SUM)
假 MCAO 组 8 0. 43±0. 04 3. 78±1. 12 35. 47±2. 57 72. 35±4. 84
MCAO 组 8 1. 23±0. 09a 5. 87±0. 93a 22. 56±3. 91a 50. 75±6. 76a

针刺+MCAO 组 8 0. 74±0. 05b 4. 59±0. 99b 28. 37±3. 29b 71. 02±5. 92b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假 MCAO 组比较;b 为 P<0. 05,与 MCAO 组比较。

图 4. 免疫荧光法检测 GPX4 表达

细胞核呈蓝色荧光,目的蛋白 GPX4 呈绿色荧光。

Figure 4. Immunofluorescence detection of GPX4 expression
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3　 讨　 论

缺血性脑卒中是世界性难题,是我国居民的第

一位死因,以高发病率、高复发率、高致残率和高死

亡率为主要特点,70% ~ 80% 卒中后患者会出现各

种功能障碍,其中 40%左右成为重度残疾。 有效的

防治工作可降低脑卒中发生率、致残率,极大改善

患者的生活质量,减少医疗成本的消耗,这使得防

治工作刻不容缓。 近年来中医,尤其是针灸在防治

缺血性脑卒中的疗效优势引起了广泛关注。 针刺

预处理以中医“未病先防”理念为指导思想,通过在

疾病未发阶段提前干预,可激发机体自身的保护机

制,提高机体对脑卒中损伤的耐受性,降低脑卒中

发生的风险或减轻其发作时的严重程度。 研究发

现,针刺预处理可通过促进受损神经的修复和再

生、调节神经递质的释放与平衡、抑制炎症因子的

释放、减轻机体炎症反应、调节血管舒缩功能、增加

脑部血液供应、增加脑缺血耐受[17] 等机制降低脑卒

中发生后神经功能损伤[18]。
已知与神经细胞损伤相关的途径包括细胞凋

亡、自噬、氧化应激、兴奋性毒性、能量代谢障碍、炎
症反应等途径[19],但抑制以上途径并不能完全挽救

受损的脑组织和神经细胞[20]。 因此加强缺血性脑

卒中后细胞死亡机制及干预靶点的研究对防治缺

血性脑卒中意义重大。 铁死亡是一种以铁离子依

赖性、胞内大量脂质过氧化物累积为特点的新型细

胞程序性死亡方式,在基因水平、形态特征、生物化

学改变等方面有别于凋亡、自噬等已知的死亡方

式。 近几年研究表明,铁死亡在脑卒中后神经功能

损伤和干预方面发挥作用[21-22]。
本研究以针刺预处理为切入点,研究针刺预处

理预防缺血性脑卒中的铁死亡机制,结果显示针刺

预处理可降低缺血性脑卒中大鼠的神经功能损伤,
降低脑梗死面积。 电镜结果显示 MCAO 组大鼠脑

组织有铁死亡征象[23],针刺预处理可改善缺血性脑

卒中大鼠的铁死亡程度,从病理形态学角度证实了

针刺预处理预防缺血性脑卒中的铁死亡机制。 缺

血性脑卒中大鼠脑组织铁蛋白含量增加,MDA 含量

升高,GSH 含量和 GPX4 表达降低,结果表明铁死亡

是缺血性脑卒中的机制之一,而针刺预处理可降低

缺血性脑卒中的铁死亡水平。 铁死亡的实质是细

胞内铁过载引发芬顿反应,导致细胞内活性氧簇产

生过多,过多的活性氧簇与细胞膜发生脂质过氧化

反应,脂质过氧化物积累促使细胞死亡,即为铁死

亡。 GPX4 可利用 GSH 将细胞内的脂质过氧化物还

原为对醇类而在铁死亡过程中发挥抑制作用,当
GPX4 活性受到抑制或者表达降低,其对铁死亡的

抑制效应下降[24]。 GSH 是由谷氨酸、半胱氨酸和甘

氨酸组成的三肽化合物,能清除自由基,保护细胞

免受氧化损伤,与 GPX4 协同,抑制铁死亡的发生。
MDA 是膜脂过氧化的产物,是衡量膜脂过氧化、膜
系统受损程度的指标,当细胞受到氧化应激等刺激

时,膜脂发生过氧化反应,MDA 升高。 本研究证实

针刺预处理可通过抑制神经细胞铁死亡发挥脑保

护效应。
2004 年孙忠人教授团队[25] 首次报道,在脑缺

血前给予针刺预处理,可诱导脑缺血耐受、降低脑

梗死面积及神经功能损伤。 之后有关针灸预刺激 /
逆针灸的研究层出不穷,为针灸在未病先防、已病

防变、病后防瘥领域开辟了新天地。 近年来有关针

灸在脑卒中先兆期、脑卒中超早期应用以降低神经

功能损伤的证据越来越多,肯定了针刺的防治作

用。 针刺预刺激可通过改善脑血流量、降低炎症反

应、抑制细胞凋亡等途径发挥脑保护效应,但鲜有

研究从铁死亡角度分析其内在机制,结合本文研究

结果可知,针灸预刺激可通过多途径、多环节、多靶

点作用达到脑保护效应。
积极宣传疾病预防思想、开展预防相关的大样

本多中心临床试验、优化临床试验设计、加强基础

研究、探索预防机制,是推动预防工作临床应用的

必经之路。 目前有关针刺预处理在防治脑卒中的

临床疗效未明,相关研究较少,针刺预处理的介入

方案、介入时间、介入时长、介入频次、操作规范等

都需要更多的研究提供证据支持。 本研究仅能证

实针刺预处理对缺血性脑卒中神经细胞铁死亡有

影响,尚不能表明神经细胞铁死亡是针刺预处理干

预缺血性脑卒中的特异性机制,后期我们将加入铁

死亡抑制剂 /激活剂,观察铁死亡在其中发挥的特

异性作用,为揭示针刺预处理干预缺血性脑卒中的

内在机制提供理论依据。 此外本研究以大鼠全脑

为研究对象,缺乏针对性,后期我们将聚焦关键脑

区和核心靶点,进一步确证针刺预处理起效的关键

神经环路。
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