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电针“曲池”和“足三里”对脑缺血大鼠皮质突触素、
脑源性神经营养因子表达的影响
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[摘　 要] 　 目的　 观察电针“曲池”、“足三里”对脑缺血模型大鼠缺血皮层中突触素(ＳＹＮ)及脑源性神经营养因

子(ＢＤＮＦ)表达的影响ꎬ探讨电针治疗缺血性脑卒中的作用机制ꎮ 方法　 ９０ 只大鼠随机分为假手术组、模型组、电
针组ꎬ按时间点每组又分为 ３ 个亚组:３ 天组、７ 天组、１４ 天组ꎬ每亚组 １０ 只大鼠ꎮ 模型组和电针组均用改良的线栓

法建立大鼠左侧大脑中动脉阻塞模型ꎮ 各组于术后 ２ ｈ 及处死前行神经功能缺损评分ꎮ 电针组予电针患侧“曲

池”穴和“足三里”穴ꎬ１ 次 / 天ꎬ每次 ３０ ｍｉｎꎬ至动物处死ꎮ 采用免疫组织化学染色、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和逆转录￣聚合酶链

反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测大鼠左侧皮质 ＳＹＮ、ＢＤＮＦ 表达情况ꎮ 结果　 与假手术组比较ꎬ模型组、电针组神经功能缺损评

分明显升高(Ｐ<０.０１)ꎻ经电针治疗后ꎬ电针组神经功能缺损评分低于模型组(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫组织化学染色和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与假手术组比较ꎬ模型组、电针组 ＳＹＮ 蛋白表达显著降低ꎬ电针组 ＳＹＮ 蛋白表达比模型组显

著提升(Ｐ<０.０１)ꎻ与假手术组比较ꎬ模型组、电针组 ＢＤＮＦ 蛋白表达显著上升ꎬ电针组 ＢＤＮＦ 蛋白表达比模型组显

著增多(Ｐ<０.０１)ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬ与假手术组比较ꎬ模型组、电针组 ＳＹＮ ｍＲＮＡ 表达显著下降ꎬ电针组 ＳＹＮ
ｍＲＮＡ 表达比模型组显著升高(Ｐ<０.０１)ꎻ与假手术组比较ꎬ模型组、电针组 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达显著升高ꎬ电针组

ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达比模型组显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 电针“曲池”、“足三里”可促进脑缺血大鼠皮质 ＢＤＮＦ 的合

成和分泌ꎬ上调 ＳＹＮ 的表达ꎬ可能在调控脑可塑性方面发挥重要作用ꎮ
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ＮＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ＥＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ａｔ Ｑｕｃｈｉ ａｎｄ Ｚｕｓａｎｌｉ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＹＮꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ.

　 　 据我国第 ３ 次居民死因调查结果ꎬ在脑卒中病人

中缺血性脑卒中的比率约占 ７５％[１￣２]ꎬ患者伴有不同

程度的功能障碍ꎬ严重影响了生活质量ꎮ 近年来研究

发现脑卒中后ꎬ大脑功能和组织结构可以发生一定的

自我修复和重建能力即脑可塑性ꎮ 而突触可塑性是

活动依赖性脑可塑性变化的关键结构部位ꎮ 突触素

(ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎꎬＳＹＮ)在神经元胞体合成后主要转运

至轴突终末ꎬ分布于突触前囊泡膜上ꎬ与神经递质的

包装、储存、调节及释放密切相关ꎮ 因此ꎬＳＹＮ 被广泛

地用于标记轴突终末ꎬ是突触重建和神经再生的重要

标志之一[３￣４]ꎮ 脑源性神经营养因子(ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)是在脑中分布最多的神经

营养因子[５]ꎬ是一类分泌性蛋白ꎬ这种蛋白可调节活

动依赖性过程ꎬ如突触的形成和神经元生长等ꎬ是调

控突触可塑性的重要因素之一[６￣８]ꎮ
针灸治疗脑卒中的临床疗效是确定的ꎬ脑卒中

是 ＷＨＯ 向全球推荐采用针灸疗法的 ４３ 个病种之

一ꎮ 其中ꎬ电针对缺血性脑卒中后神经功能缺损的

改善疗效确切ꎬ在临床中使用广泛ꎮ 因此ꎬ本研究

拟从突触重塑、脑微环境的角度探讨电针“曲池”、
“足三里”促进脑缺血后脑可塑性的可能机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物及分组

９０ 只 ＳＰＦ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ)级健康雄性

ＳＤ 大鼠(２５０~３００ ｇ)ꎬ购买于上海斯莱克动物有限

公司[许可证号:ＳＣＸＸ(沪)２００７￣０００５]ꎮ 将 ９０ 只大

鼠用随机数字表法随机分为 ３ 组:假手术组、模型

组、电针组ꎬ每组 ３０ 只大鼠ꎻ按时间点不同每组又分

为 ３ 个亚组:３ 天组、７ 天组、１４ 天组ꎬ每亚组 １０ 只

大鼠ꎬ称重并编号ꎮ
１.２　 主要试剂及设备

试剂:ＳＹＮ 单克隆抗体(ａｂ３２１２７)及 ＢＤＮＦ 单克

隆抗体(ａｂ１０８３８３)(英国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 单克

隆抗体、辣根过氧化物酶标记抗鼠二抗、抗兔二抗(北
京全氏金生物技术有限公司)ꎬＴｒｉｚｏｌ、逆转录试剂盒

(南京诺唯赞生物科技有限公司)ꎬＳＹＮ、ＢＤＮＦ、β￣
ａｃｔｉｎ 上下游引物(上海铂尚生物有限公司设计、合
成)ꎬ免疫组织化学(联苯二胺)试剂盒、苏木素染色

液(福州迈新生物技术开发有限公司)ꎮ
设备:Ｏｌｉｍｐｕｓ ＢＸ５１ 光学显微镜及 Ｏｌｉｍｐｕｓ Ｄ７０Ｕ￣

ＣＭＤ３ 照相机(日本 ＴＫＯ 德高光学仪器株式会社)ꎬＩＰＰ
７.０ 图像分析仪(美国 Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司)ꎬＭＩＬＬＩ￣
Ｑ 超纯水装置(美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ电泳槽、Ｂｉｏ￣Ｉｍａｇｅ
分析系统(美国Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬＲＮＡ 浓度测试仪Ｎａｎｏ￣
Ｄｒｏｐ ２０００ｃ(德国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ移液器、低温高速离心

机、常温离心机、常温高速离心机及普通 ＰＣＲ 仪(德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎬ金属恒温箱(上海一恒科学仪器公

司)ꎬ切片机、石蜡包埋机、烤片机及激光共聚焦显微镜

(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬ－８０℃超低温冰箱(日本 Ｓａｎｙｏ 公

司)ꎬ４℃摇床机、冰箱(青岛 Ｈａｉｅｒ 公司)ꎬ华佗牌 Ｇ６８０５
电针(苏州医疗用品厂有限公司)ꎮ
１.３　 动物造模及神经功能缺损评分

饲养 ７ 天适应环境后ꎬ于造模前所有实验动物均

禁食 １２ ｈꎮ 大鼠称重后ꎬ室温 ２５℃条件下ꎬ采用腹腔注

射 １０％水合氯醛(３ ｍＬ / ｋｇ)麻醉ꎬ参照改良的 Ｌｏｎｇａ 线

栓法[９]建立大鼠左侧大脑中动脉阻塞(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬＭＣＡＯ)模型ꎬ其中假手术组无结扎、插
线ꎬ只进行动脉分离ꎮ 手术结束后ꎬ将动物放置于室温

００１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



(２５℃)环境下苏醒ꎬ给予正常饮水、饮食ꎮ
神经功能缺损评分:按照 Ｌｏｎｇａ 等[９] 的 ５ 分法

评分标准ꎬ分别于脑缺血后 ２ ｈ(即治疗前)和治疗

后 ３、７、１７ 天时(取脑前)对实验大鼠进行神经功能

缺损评分:０ 分:无神经功能缺损症状ꎻ１ 分:轻度局

灶性神经功能缺损ꎬ即提尾悬空不能伸展右侧前

爪ꎻ２ 分:中度局灶性神经功能缺损ꎬ即行走向右侧

转圈ꎻ３ 分:重度局灶性神经功能缺损ꎬ即行走困难ꎬ
并向右侧倾倒ꎻ４ 分:不能自发行走ꎬ意识水平下降ꎮ
造模成功标准:评分为 １~３ 分者ꎮ

模型制备完成后大鼠虽然有脑缺血症状ꎬ但伴

随下列情形之一者不纳入研究:(１)神经功能缺损

评分为 ０ 分及 ４ 分ꎻ(２)取材时发现有蛛网膜下腔

出血ꎻ(３)未到观察时间点死亡ꎮ
１.４　 干预措施

假手术组:另置普通笼中饲养ꎬ只予以同等条件

抓取ꎬ不予任何治疗ꎮ 模型组:造模后回笼饲养ꎬ只予

以同等条件抓取ꎬ不予任何治疗ꎮ 电针组:穴位取右

侧肢体“曲池”、“足三里”ꎬ大鼠穴位定位方法参考

«实验针灸学» [１０]:“曲池”穴:位于桡骨近端关节外

侧前方凹陷中ꎬ直刺约 ５ ｍｍꎻ“足三里”穴:位于膝关

节后外侧ꎬ腓骨小头下约 ５ ｍｍꎬ直刺约５ ｍｍꎻ应用

Ｇ６８０５ 电针仪ꎬ电压峰值为 ６ Ｖꎬ以肢体轻轻抖动为

度ꎬ疏密波ꎬ频率 １~２０ Ｈｚꎬ每次电针３０ ｍｉｎꎬ１ 次 / 天ꎬ
手术后 ２４ ｈ 开始治疗ꎬ至动物处死ꎮ
１.５　 标本采集

分别于动物造模脑缺血 ３、７、１４ 天后ꎬ采用 １０％
水合氯醛(３ ｍＬ / ｋｇ)麻醉大鼠ꎮ 处理脑组织前ꎬ先对

各组大鼠进行腹主动脉采血ꎮ 一部分大鼠于采血后

冰上迅速小心开颅取脑ꎬ将取出的脑组织置于液氮罐

中后转移至－８０℃的冰箱中保存备用ꎬ用于免疫印迹

法和逆转录 ＰＣＲ 检测ꎻ另一部分大鼠于采血后立即

打开胸腔ꎬ迅速暴露心脏ꎬ经左心室生理盐水灌洗后ꎬ
再行 ４％多聚甲醛磷酸盐缓冲液灌注固定ꎬ后于冰上

迅速小心断头取脑ꎬ在视交叉后 ２ ｍｍ 处以冠状切面

切开大脑ꎬ５ 等分切开ꎬ置于 ４％多聚甲醛液体中固

定ꎬ后进行脱水、透明、浸蜡、包埋ꎻ将石蜡包埋块切成

５ μｍ 厚防脱切片ꎬ用于免疫组织化学染色ꎮ
１.６　 免疫组织化学染色

取 石 蜡 切 片 进 行 常 规 的 脱 蜡 至 水ꎬ 在

０.０１ ｍｏｌ / Ｌ枸橼酸钠(ｐＨ ６.０)中热抗原修复１０ ｍｉｎꎻ
３％Ｈ２Ｏ２ 室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ以消除内源性过氧化物

酶的活性ꎻＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ１０％正常山羊

血清封闭ꎬ室温孵育 ３０ ｍｉｎꎻ倾去血清ꎬ勿洗ꎬ分别滴

加 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ 一抗工作液(ＢＤＮＦ 为 １ ∶ ２００ꎬＳＹＮ

为 １ ∶ ４００)ꎬ置于湿盒中 ４℃过夜ꎻＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎬ滴加适量生物素标记二抗工作液ꎬ３７℃孵

育 １０ ｍｉｎꎻＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ滴加辣根过氧

化物酶标记链霉卵白素工作液ꎬ３７℃ 孵育 １０ ｍｉｎꎻ
ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ联苯二胺显色剂显色ꎬ显
色为淡棕色后即可自来水充分冲洗ꎻ苏木素复染约

１ ｍｉｎꎬＰＢＳ 返蓝ꎬ梯度酒精脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ采用

中性树胶封薄片于显微镜下观察ꎮ
采用日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 光学显微镜观察 ＳＹＮ 及

ＢＤＮＦ 切片ꎬ美国 ＩＰＰ ７.０ 图像分析软件采集大鼠左

侧皮质病灶区的免疫信号ꎮ 结果用平均光密度

(ｍｅａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＭＯＤ)值表示ꎬ使用校正光密

度值(ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＣＯＤ)进行量化分析ꎬ
即:免疫阳性产物的 ＭＯＤ 值减去相应脑区阴性对

照 ＭＯＤ 值则得到 ＣＯＤꎮ 每个脑样本制成 ３ 张切

片ꎬ每张切片选取缺血病灶区 ５ 个不重叠的高倍视

野(４００ 倍)ꎬ取其平均值ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ 蛋白的表达

情况ꎮ 冰上快速取大鼠左侧皮质脑组织约 ２００ ｍｇꎬ
加入 １ ｍＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ迅速研磨均匀后静置

３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ４℃ １３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ小心取

上清ꎮ 取待测样品 １００ μＬꎬ加入 ２５ μＬ 上样缓冲

液ꎬ１００℃水浴锅变性ꎬ经十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰

胺凝胶电泳、转膜后ꎬ将二氟化树脂( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ
ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜取出ꎬ摇床上使用封闭液浸泡 ２ ｈ
后取出ꎬ分别加入抗 ＳＹＮ (１ ∶ ５０００)、ＢＤＮＦ (１ ∶
１０００)、β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ １０００)抗体孵育ꎬ４℃ 过夜后取

出ꎬ加入相应二抗(１ ∶ ５０００)ꎬ置室温摇床上６０ ｍｉｎꎮ
将 ＰＶＤＦ 膜置于图像扫描仪上ꎬ避光下配置显色液

并覆盖 ＰＶＤＦ 膜ꎬ反应 １ ｍｉｎ 后运行 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件

采集图像并进行分析处理ꎮ
１.８　 逆转录￣聚合酶链反应

采用逆转录￣聚合酶链反应( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ＢＤＮＦ、ＳＹＮ 的

ｍＲＮＡ 表达情况ꎮ 冰上操作ꎬ取约 ２００ ｍｇ 左侧大脑皮

质组织ꎬ加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌꎬ迅速研磨ꎬ震荡 ３０ ｓꎻ加入

２００ μＬ氯仿ꎬ剧烈摇动 ３０ ｓꎬ室温下静置３ ｍｉｎꎬ４℃
１３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎻ小心吸出上层无色水相ꎬ移入

新的 ＲＮ￣ｆｒｅｅ ＥＰ 管中ꎬ加等体积异丙醇ꎬ室温静置

１０ ｍｉｎꎬ４℃ １３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎꎬ在管底部可见微

量白色 ＲＮＡ 沉淀ꎮ 加入 ７５％乙醇 １ ｍＬꎬ振荡ꎬ４℃
１３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ小心吸取残留乙醇(内
含 ＲＮＡ)ꎬ开盖干燥 ５ ｍｉｎꎬ用焦碳酸二乙酯水 ３０ μＬ 溶

解 ＲＮＡꎬ混匀后立即检测 ＲＮＡ 浓度ꎬ根据 ＲＮＡ 浓度ꎬ
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计算 ＲＮＡ 体积ꎮ 按照逆转录试剂盒及引物说明书加

入相应量的试剂ꎬ根据说明书反应条件进行 ＲＴ￣ＰＣＲ
反应ꎮ ＳＹＮ 引物序列为:上游 ５′￣ＴＴＣＴＴＣＧＧＡＡＴＧ￣
ＧＡＧＴＣＡＡＡ￣３′ꎬ下游５′￣ＴＧＣＴＴＧＴＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＧＴＧ￣３′ꎻ
ＢＤＮＦ 引物序列为:上游 ５′￣ＴＣＧＣＴＴＣＡＴＣＴＴＡＧＧＡＧＴ￣
３′ꎬ下游 ５′￣ＴＣＡＡＣＡＴＡＡＡＣＣＡＣＣＡＡＣ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 引物

序列为:上游 ５′￣ＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧ￣３′ꎬ下
游 ５′￣ＴＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡ￣３′ꎮ 取８ μＬ ＰＣＲ 产

物经 １.５％琼脂糖凝胶电泳ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件采集凝

胶成像并分析电泳条带ꎮ
１.９　 统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ １８.０ 进行统计分析ꎬ所有数据

以 ｘ±ｓ 表示ꎮ 计量资料多组间均数差异显著性比较

符合正态分布的采用单因素方差分析ꎬ多样本均数

间两两比较方差齐时采用 ＬＳＤ 检验ꎬ方差不齐时采

用 Ｇａｍｅｓ￣Ｈｏｗｅｌｌ 检验ꎻ计量资料多组间均数差异显

著性比较不符合正态分布的采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ Ｈ
(Ｋ)检验ꎻ两样本计量资料比较符合正态分布的采

用单因素方差分析ꎬ方差齐时采用独立样本 ｔ 检验ꎻ

两样本计量资料比较不符合正态分布的采用 Ｍａｎｎ￣
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 动物基本情况

剔除造模不成功和造模后死亡的大鼠ꎬ剩余大

鼠数为:假手术组 ３０ 只ꎬ模型组 ２０ 只ꎬ电针组 ２３
只ꎮ 大鼠体重:假手术组 ２５２. ７１ ± ０. ４０ ｇꎬ模型组

２５８.６７±０.３９ ｇꎬ电针组 ２５５.５８±０.３６ ｇꎻ大鼠鼠龄:假
手术组 ２.１１±０.４１ 月ꎬ模型组 ２.１７±０.２６ 月ꎬ电针组

２.１５±０.３０ 月ꎮ 经统计学分析 ３ 组之间无显著性差

异(Ｐ>０.０５)ꎬ具有可比性ꎮ
２.２　 神经功能缺损评分

脑缺血后ꎬ与假手术组比较ꎬ模型组及电针组

神经功能缺损评分明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬ但模型组与

电针组间无显著差异ꎬ表明造模成功ꎮ 脑缺血后 ３、
７、１４ 天 ３ 个时间点电针组神经功能缺损评分皆低

于模型组(表 １)ꎮ

表 １. 各组大鼠 ＭＣＡＯ 术后神经功能缺损评分

Ｔａｂｌｅ １. Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｃｏｒｅｓ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ２ ｈ ３ 天 ７ 天 １４ 天

假手术组 ０(３０) ０(１０) ０(１０) ０(１０)
模型组 ２.４００±０.６７５ａ(３０) ２.２８６±０.４８８(６) ２.０００±０.５７７(７) １.６６７±０.５１６(７)
电针组 ２.４３３±０.６２６ａ(３０) １.６２５±０.５１８ｂ(７) １.１２５±０.６４１ｂ(８) ０.７１４±０.７５６ｂ(８)

括号中数字为大鼠只数ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

２.３　 免疫组织化学法检测 ＳＹＮ 和 ＢＤＮＦ 表达

免疫组织化学染色显示ꎬＳＹＮ 阳性物质主要见

于血肿周围和大脑皮质神经元胞浆、突起及纤维束

中ꎬ呈棕褐色颗粒状或点状ꎬ各组均可见表达(图
１)ꎮ 与假手术组比较ꎬ模型组、电针组在各时间点

ＳＹＮ 的表达值均显著降低(Ｐ<０.０１)ꎻ但电针组比模

型组在各时间点 ＳＹＮ 表达有显著提升(Ｐ < ０. ０１ꎻ
表 ２)ꎮ

表 ２. 各组大鼠ＭＣＡＯ术后大脑缺血区皮质 ＳＹＮ的 ＣＯＤ值

Ｔａｂｌｅ ２. ＣＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＳＹＮ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅ￣
ｍｉｃ ａｒｅａ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ ３ 天 ７ 天 １４ 天

假手术组 ３０ ０.３５１±０.０２４ ０.３５２±０.０１８ ０.３５３±０.０１８
模型组 ２０ ０.２１９±０.０１１ａ ０.２３３±０.０１０ａ ０.２６１±０.００８ａ

电针组 ２３ ０.２５２±０.００８ａｂ ０.２８２±０.００７ａｂ ０.３１１±０.０１２ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

ＢＤＮＦ 阳性物质呈棕褐色圆形、长条形或不规

则多角形ꎬ主要分布于梗死灶周围神经元细胞及胶

质细胞的胞浆、突起中(图 ２)ꎮ 假手术组大鼠相应

区域可见少量 ＢＤＮＦ 表达ꎻ与假手术组比较ꎬ模型

组、电针组在各时间点 ＢＤＮＦ 表达均显著上升(Ｐ<
０.０１)ꎻ３ 个时间点电针组 ＢＤＮＦ 表达均比模型组显

著增多(Ｐ<０.０１ꎻ表 ３)ꎮ

表 ３. 各组大鼠 ＭＣＡＯ 术后大脑缺血区皮质 ＢＤＮＦ 的

ＣＯＤ 值

Ｔａｂｌｅ ３. ＣＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＢＤＮＦ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓ￣
ｃｈｅｍｉｃ ａｒｅａ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ ３ 天 ７ 天 １４ 天

假手术组 ３０ ０.６２６±０.０１２ ０.６２３±０.０１５ ０.６３０±０.０１３
模型组 ２０ ０.７１７±０.０２３ａ ０.７６１±０.０２７ａ ０.８４４±０.０４４ａ

电针组 ２３ ０.８２０±０.０１２ａｂ ０.９２２±０.０１２ａｂ １.１０２±０.００８ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

２０１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



图 １. 各组大鼠不同时间点左侧大脑皮质区 ＳＹＮ 表达　 　 从左到右ꎬ第 １ 列为假手术组ꎬ第 ２ 列为模型组ꎬ第 ３ 列为电针组ꎻ从上到下ꎬ
第 １ 排为 ＭＣＡＯ 术后 ３ 天ꎬ第 ２ 排为 ＭＣＡＯ 术后 ７ 天ꎬ第 ３ 排为 ＭＣＡＯ 术后 １４ 天ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＹＮ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２. 各组大鼠不同时间点左侧大脑皮质区 ＢＤＮＦ 表达　 　 从左到右ꎬ第 １ 列为假手术组ꎬ第 ２ 列为模型组ꎬ第 ３ 列为电针组ꎻ从上到

下ꎬ第 １ 排为 ＭＣＡＯ 术后 ３ 天ꎬ第 ２ 排为 ＭＣＡＯ 术后 ７ 天ꎬ第 ３ 排为 ＭＣＡＯ 术后 １４ 天ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＹＮ 和 ＢＤＮＦ 蛋白变化

ＳＹＮ 蛋白表达在假手术组最强ꎬ电针组和模型

组 ＳＹＮ 蛋白表达均低于假手术组(Ｐ<０.０１)ꎻ与模

型组比较ꎬ电针组左侧皮质 ＳＹＮ 蛋白表达显著提高

(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３、表 ４)ꎮ ＢＤＮＦ 蛋白表达在假手术组

最弱ꎬ电针组和模型组 ＢＤＮＦ 蛋白表达均高于假手

术组(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组大鼠左侧皮

质 ＢＤＮＦ 蛋白表达明显增强(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３、表 ５)ꎮ
β￣ａｃｔｉｎ 为参照指标ꎮ

图 ３. 各组大鼠不同时间点 ＳＹＮ、ＢＤＮＦ 蛋白表达变化　 　 Ａ
为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为电针组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＳＹＮ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ４. 各组大鼠 ＭＣＡＯ 术后大脑缺血区皮质 ＳＹＮ / β￣ａｃｔｉｎ
的蛋白灰度值

Ｔａｂｌｅ ４. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＳＹＮ / β￣ａｃｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａｒｅａ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ ３ 天 ７ 天 １４ 天

假手术组 ３０ ２.５１８±０.０７６ ２.５３６±０.０９６ ２.５２７±０.０７１
模型组 ２０ ０.５１１±０.０１５ａ ０.８０３±０.０２３ａ １.１０３±０.０１８ａ

电针组 ２３ １.２４３±０.０７３ａｂ １.５１３±０.０８９ａｂ １.９３２±０.０５６ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

表 ５. 各组大鼠 ＭＣＡＯ 术后大脑缺血区皮质 ＢＤＮＦ / β￣ａｃｔｉｎ
的蛋白灰度值

Ｔａｂｌｅ ５. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＢＤＮＦ / β￣ａｃｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ
ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａｒｅａ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ ３ 天 ７ 天 １４ 天

假手术组 ３０ ０.７２３±０.０１９ ０.７１６±０.０２１ ０.７２３±０.０２０
模型组 ２０ １.２５９±０.０８７ａ １.５２５±０.０７１ａ １.９０６±０.０６７ａ

电针组 ２３ １.８２５±０.０８４ａｂ ２.２１１±０.０７７ａｂ ２.８１４±０.１００ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

２.５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＳＹＮ 和 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 变化

ＳＹＮ ｍＲＮＡ表达在假手术组最强ꎬ模型组和电针组

ＳＹＮ ｍＲＮＡ表达与假手术组比较显著下降(Ｐ<０.０１)ꎻ与
模型组比较ꎬ电针组 ＳＹＮ ｍＲＮＡ 表达显著升高(Ｐ<０.０１ꎻ
图 ４、表 ６)ꎮ ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ表达在假手术组最弱ꎬ模型组

和电针组 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达与假手术组比较显著升高

(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达显著

升高(Ｐ<０.０１ꎻ图 ４、表 ７)ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 为参照指标ꎮ

图 ４. 各组大鼠不同时间点 ＳＹＮ、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达变化

Ａ 为假手术组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为电针组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＳＹＮ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ６. 各组大鼠 ＭＣＡＯ 术后大脑缺血区皮质 ＳＹＮ/ β̄ ａｃｔｉｎ 的

ｍＲＮＡ灰度值

Ｔａｂｌｅ ６. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＳＹＮ/ β̄ ａｃｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ
ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａｒｅａ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ ３ 天 ７ 天 １４ 天

假手术组 ３０ １.５１８±０.１２４ １.５２７±０.１２４ １.５１５±０.１２６
模型组 ２０ ０.３６７±０.０３１ａ ０.４２５±０.００８ａ ０.４９６±０.０２９ａ

电针组 ２３ ０.６８１±０.０６６ａｂ ０.９６３±０.０８３ａｂ １.１７１±０.１３４ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

表 ７. 各组大鼠 ＭＣＡＯ 术后大脑缺血区皮质 ＢＤＮＦ / β￣ａｃｔｉｎ
的 ｍＲＮＡ 灰度值

Ｔａｂｌｅ ７. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＢＤＮＦ/ β̄ ａｃｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ
ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａｒｅａ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ ３ 天 ７ 天 １４ 天

假手术组 ３０ ０.３５５±０.０３１ ０.３４９±０.０２９ ０.３４１±０.０４０
模型组 ２０ ０.５８８±０.０５１ａ １.０６４±０.０９２ａ １.４０１±０.１１６ａ

电针组 ２３ １.１６４±０.１２０ａｂ １.４４６±０.１０４ａｂ １.７８２±０.１７４ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

３　 讨　 论

缺血性脑血管病所遗留的神经功能损害ꎬ严重

影响了患者的生活质量ꎮ 研究提示突触可塑性是

神经系统生长发育损伤修复及学习记忆等活动的

神经生物学基础[１１]ꎬ在脑卒中后神经功能改善中占

重要角色ꎮ 而突触素的表达及突触密度被用于评

估突触可塑性和突触形成ꎬ是突触的量化标志[１２]ꎮ
研究[１３]发现ꎬ脑缺血可导致 ＳＹＮ 低水平ꎻ本研究结

果与此一致ꎮ 本研究结果显示ꎬ模型组、电针组

ＳＹＮ 表达在脑缺血后较假手术组明显下降ꎻ与模型

组比较ꎬ电针组大鼠左侧皮质 ＳＹＮ 表达明显增强ꎬ
这表明电针“曲池”、“足三里”可上调 ＳＹＮ 水平ꎬ促
进大鼠脑缺血后突触可塑性ꎬ并有效改善大鼠神经

功能缺损评分ꎮ 亦有研究[１４] 发现:ＭＣＡＯ 大鼠梗死

灶周围皮层 ＳＹＮ 变化明显ꎬ对侧对应皮层表达亦增

加ꎮ ＳＹＮ 免疫活性增高可能与突触重建有关ꎬ表明

存在明显的突触可塑性变化ꎬ针刺可促进这种可塑

性变化ꎬ可能是脑功能恢复的主要物质基础ꎮ
１９８２ 年 Ｂａｒｄｅ 等 人 从 猪 脑 中 纯 化 提 取 了

ＢＤＮＦꎬ其主要由脑组织合成ꎬ在中枢神经系统中分

布广泛ꎬ主要见于皮质、海马及杏仁体[１５]ꎮ 目前研

究认为ꎬＢＤＮＦ 可减少不同脑卒中类型的梗死体积ꎬ
促进神经细胞的迁移和分化ꎬ防止神经元被破坏ꎬ
调节突触功能和突触可塑性[１３ꎬ１６￣１８]ꎻ具体表现为:
ＢＤＮＦ 可刺激成熟神经元轴突和树突出芽ꎻ调节合

成代谢ꎬ增加神经元胞体大小ꎬ影响突触的可塑

性[１９]ꎮ ＢＤＮＦ 与酪氨酸激酶受体 Ｂ 结合后促进突

触蛋白表达ꎬ明显促进大鼠原代神经元(包括皮层、
海马、小脑等处的神经元)中 ＳＹＮ 的表达上调[２０￣２２]ꎮ
研究表明ꎬ大脑缺血性损伤后 ＢＤＮＦ 及其受体表达

增加ꎬ这可改善突触功能[２３]ꎻ本实验结果与此一致ꎮ
本研究结果显示模型组 ＢＤＮＦ 蛋白表达水平较假手

术组高ꎻ文献报道指出ꎬ大鼠脑损伤后其机体的自

我保护功能启动从而上调 ＢＤＮＦ 表达[２４]ꎮ 电针组

４０１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



ＢＤＮＦ 蛋白水平上调高于模型组ꎬ提示电针“曲池”、
“足三里”可提高 ＢＤＮＦ 表达水平从而降低脑组织

神经元受到缺血缺氧损伤ꎮ 其他关于电针的研

究[２５￣２６]亦发现ꎬ电针通过激活大鼠脑内 ＢＤＮＦ 可显

著促进神经再生ꎮ
本实验选取电针“曲池”、“足三里”干预脑缺血

后缺血区皮质的突触可塑性ꎮ 张义等[２７] 研究表明ꎬ
现代针灸治疗中风偏瘫总体治疗思路为首选阳经

腧穴ꎬ而“合谷”、“曲池”、“足三里”是临床治疗中

风使用频次最高的 ３ 个穴位ꎬ其对患者肢体功能改

善有确切疗效ꎮ 祖国医学对中风病因病机有深刻

的认识:首先ꎬ中风的发病与“风” (内风和外风)密
切相关ꎬ而“风为阳邪ꎬ其性开泄ꎬ易袭阳位”ꎬ故多

犯阳经ꎻ第二ꎬ«灵枢􀅰刺节真邪»描述中风昏仆为:
“虚邪偏客于身半ꎬ其入深ꎬ内居营卫ꎬ营卫稍衰ꎬ则
真气去ꎬ邪气独留ꎬ发为偏枯”ꎬ因此治疗应当体现

“阴病治阳”、“从阳引阴”的特点ꎻ第三ꎬ针刺治疗中

风具有“论言治痿者ꎬ独取阳明何也”的理论支持ꎮ
故本研究选用的“曲池”、“足三里”均为阳明经穴ꎬ
符合上述祖国医学理论ꎻ且我们团队前期梳理文献

也发现其使用频率最高ꎮ “曲池”、“足三里”二穴又

为手足阳明经之合穴ꎬ针刺合穴可直接鼓动经气畅

行ꎬ激发脏腑之气ꎬ脏腑乃气血生化之源ꎬ脏腑气盛

则气血旺ꎬ气血旺则疏通闭阻经脉之力强ꎮ
综上所述ꎬ电针“曲池”、“足三里”通过促进脑

缺血大鼠病灶周围神经元内源性 ＢＤＮＦ 局部蛋白的

合成或分泌ꎬ上调 ＳＹＮ 的表达ꎬ可能在调控突触可

塑性、促进神经网络构建和突触损伤修复等方面发

挥重要作用ꎬ达到大脑功能重组和代偿ꎮ
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