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摘要　目的：探寻电针对缺血性脑卒中再灌注损害大鼠 ｃＡＭＰ反应原件结合蛋白（ｃＡＭＰ－ｒｅｓｐｏｎｓｅＥｌｅｍｅｎｔＢｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＥＢ）表达的影响。方法：将６０只健康成年的ＳＤ大鼠驯养３ｄ随机分成假手术组、模型组以及电针组，每组各２０只，使用线
栓法大脑中动脉闭塞（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）对模型组、电针组大鼠进行脑缺血模型制作，缺血２ｈ后进行再
灌注，电针组大鼠接受电针干预，再灌注３ｄ后将大鼠断头取脑，进行２，３，５－氯化三苯基四氮唑（２，３，５－ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色以及图像软件分析观察脑梗死体积，免疫蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ＣＲＥＢ蛋白水平，聚合酶链反应
（ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）检测ＣＲＥＢ的基因表达水平。结果：ＴＴＣ及其图像软件分析表明，电针
组的ＳＤ大鼠脑梗死面积明显小于模型组（Ｐ＜００１）；电针组的ＳＤ大鼠ＣＲＥＢ蛋白水平明显高于模型组（Ｐ＜００１）；电针组的
ＳＤ大鼠ＣＲＥＢ基因水平明显高于模型组（Ｐ＜００１）。结论：电针改善脑缺血再灌注损伤可以通过上调ＣＲＥＢ实现。
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　　脑卒中是一组突然起病，以局灶性神经功能缺失
为共同特征的急性脑血管疾病，具有发病率高、死亡率

高、致残率高及复发率高等特点，是当今严重威胁人类

健康与生命的主要疾病，２００４年世界卫生组织报告［１］

指出全球每年约有１５００万新发脑卒中患者，约５００万
患者发病后死亡。２０１１年“世界卒中日”最新调查结
果显示，我国脑卒中的发病率以每年９％的速度上升，
已经成为我国国民第一位死亡原因，死亡率高于欧美

国家４～５倍［２］。脑卒中中最常见的是缺血性脑卒中，

其发病率占脑卒中的８５％以上，常造成人类中枢神经
系统大量神经细胞缺失和神经网络受损，导致患者长

期神经功能障碍［３］。缺血所导致的组织受损是临床上

死亡的主要原因之一。在缺血性疾病的急救过程中临

床工作者逐渐发现，缺血本身对组织造成的损害远远

低于恢复血供后过量的自由基攻击缺血组织细胞所造

成的“组织缺血再灌注损伤”。缺血性组织恢复血供

后活性氧自由基水平上调，组织经过缺血后合成抗氧

化酶能力下降，过氧化物被转换为无害的物质的过程

障碍，导致过氧化物在体内堆积而加剧了对缺血后再

灌注组织的损伤。目前治疗脑卒中后肢体功能障碍的

方法多种多样，其中电针疗法在治疗缺血性脑血管病

已被认为是行之有效的方法之一，且不存在血脑屏障
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的问题。但其具体机制仍处于不断的探索中。本课题

立足于探索电针改善缺血性脑卒中肢体运动状态的机

理，以丰富中医针刺治疗脑卒中的理论基础，为同类研

究提供可靠的理论依据。笔者通过对６０只成年ＳＤ进
行造模干预观察，探寻电针对大鼠脑缺血再灌注损伤

的神经保护机理，报道如下。

１　材料和方法
１１　动物及其分组　６０只健康成年清洁级 ＳＤ大鼠，
体重２２０～２８０ｇ，平均（２５０±３０）ｇ，鼠龄２５～４个月，
平均（２±０２）月。大鼠全由北京维通利华实验动物技
术有限公司提供。６０只大鼠随机分成假手术组、模型
组、电针组，每组各２０只，３组大鼠在体重、鼠龄等一
般情况方面无统计学差异，具有可比性。

１２　模型制作　参照改良的ＺｅａＬｏｎｇａ［４］方法制备大
鼠ＭＣＡＯ模型。首先使用１０％水合氯醛按照０３ｍＬ／
ｋｇ的剂量对大鼠进行腹腔注射麻醉，随之将处于麻醉
状态的大鼠固定于手术台，剔除大鼠颈部皮毛，与颈部

正中切开长约３ｃｍ的切口，将左侧颈总动脉（Ｃｏｍｍｏｎ
ＣａｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｉｅｓ，ＣＣＡ）充分暴露，逐步剥离迷走神经，
将颈外动脉（ＥｘｔｅｒｎａｌＣａｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ）和颈内动脉
（ＩｎｔｅｒｎａｌＣａｒｏｔｉｄＡｒｔｅｒｙ，ＩＣＡ）充分剥离暴露，将ＣＣＡ远
心端充分结扎，用动脉夹夹闭ＩＣＡ近分叉口处，同时将
ＥＣＡ近分叉口处充分结扎，在ＣＣＡ近动脉分叉用显微
剪剪切一小口，用硅化鱼线（ｄ＝０２６ｍｍ，鱼线的２０
ｍｍ及２５ｍｍ处各用记号笔作标记）插入切口。松掉
ＩＣＡ的血管夹后鱼线缓慢向颈内动脉插入，可见第一
个标记距动脉分叉约２ｍｍ时停止，用缝合线将 ＣＣＡ
和鱼线栓紧，缝好后用酒精棉球消毒皮肤缝合处。２ｈ
后将鱼线拔出２ｃｍ长度，形成再灌注模型。假手术组
大鼠只切开皮肤剥离颈总、颈外、颈内动脉，结扎颈总、

颈外动脉后即缝合皮肤，缝好后用酒精棉球消毒皮肤

缝合处。

１３　治疗方法　３组 ＳＤ大鼠置于相同环境饲养，假
手术组、模型组大鼠造模成功后第１天，开始模拟捉
拿、电针，用直径４０ｍｍ华佗针牌针具点触穴位，每日
１次，连续治疗３ｄ；电针组参照李忠仁主编的《实验针
灸学》常用实验动物针灸穴位取穴，对大鼠右侧合谷、

外关、阳陵泉、足三里进行针刺，针刺深度上肢 ４～６
ｍｍ，下肢６～８ｍｍ，连接刺激电极后对大鼠进行疏密
波（疏波／密波＝１０Ｈｚ，Ｈｚ／５ｓ，１０ｓ）的刺激，以大鼠针
刺肢体出现节律的收缩、颤动为度，持续３０ｍｉｎ，每日１
次，连续治疗３ｄ。
１４　标本采集　治疗结束后，按指标检测要求取材，
具体操作如下：０３ｍＬ／ｋｇ的１０％水合氯醛剂量腹腔

注射麻醉，待小鼠麻醉完全后腹正中线切开腹腔，分离

出腹主动脉后以采血针 ＋真空管采集腹主动脉血液，
随即冰盐水灌注取脑。

１５　神经行为学评价　参照 Ｚｅａｌｏｎｇａ神经损害评分
标准［５］：０分，无神经损伤症状；１分，不能完全伸展对
侧前爪；２分，向外侧转圈；３分。向对侧倾倒；４分，不
能自发行走，意识丧失。１～３分说明造模成功。
１６　脑梗死体积计算　使用 ＴＴＣ染色法检测大鼠脑
梗死的面积。各组大鼠断头取脑后将脑组织置于 －２０
℃冰箱冷冻１５ｍｉｎ至脑组织变硬，用锋利刀片将大脑
自大脑半球额极至枕极做连续冠状位切片，每片厚约

２ｍｍ，切成６片。将脑片放入１％ＴＴＣ磷酸缓冲液（ＰＨ
＝７４）后用锡箔纸盖住后，置于 ３７℃温箱 １０～１５
ｍｉｎ，用毛笔不时翻动脑片，使脑片均匀接触到染色液。
ＴＴＣ与正常组织中的脱氢酶反应而呈红色，而缺血组
织内脱氢酶活性下降，不能反应，故脑梗死组织呈苍白

色。利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０分析软件对脑梗死面积进
行计算，然后得出脑梗死体积（梗死体积＝梗死面积和
×２ｍｍ）。
１７　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ法测定蛋白水平变化　将所取
大脑皮质２００ｍｇ，加入１ｍＬ裂解液，４℃进行匀浆，
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心后取上清液，取２５ｍＬ上清液进行
ＢＣＡ法测定浓度并计算上样量。将上清液和上样缓冲
液按照４∶１比例混匀后置于１００℃的金属浴中变性７
ｍｉｎ。电泳（６％浓缩胶，１２％分离胶，６０Ｖ１４５ｍｉｎ）结
束后将凝胶取出，进行转印（１００Ｖ２ｈ）之后将 ＰＶＤＦ
膜取出，用丽春红对ＰＶＤＦ膜上的蛋白质进行预染，以
证实蛋白质确实转移到膜上。使用 ＴＢＳＴ配置而成的
５％脱脂奶粉进行封闭２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，
分别加入相应抗体，４℃环境孵育过夜后 ＴＢＳＴ洗 ３
次，每次 ５ｍｉｎ，再用碱性磷酸酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶１０００）室温 １ｈ，ＴＢＳＴ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。将
ＰＶＤＦ膜放入显影仪器平板中，滴入 ＥＣＬ化学显影剂
反应１ｍｉｎ后显影，计算机扫描，数据处理。
１８　ｒｔＰＣＲ法测定基因水平变化　根据 ＮＣＢＩ中
Ｇｅｎｅｂａｎｋ基因库的设计引物序列，扩增片段长度约
１００～３００ｂｐ。用０１％ＤＥＰＣ水过夜室温或３７℃处理
１５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管和取液用１０μＬ，２００μＬ和１ｍＬ
Ｔｉｐ，高温蒸气灭菌，８０℃烘干备用。将３００ｍｇ大鼠大
脑皮质组织加入４５ｍＬＴｒｉｚｏｌ提取液于冰上快速研磨
后置于离心机中以 １２０００ｒ／ｍｉｎ速度离心后取上清
液，将上清液吸于另一新离心管后加入１ｍＬ氯仿，用
力震荡１５ｓ，冰上放置５ｍｉｎ，再１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心
１５ｍｉｎ，将上清液吸于另一新离心管后加入３ｍＬ异丙
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醇后均匀混合，冰上放置１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离
心１５ｍｉｎ后弃上清液，加入１ｍＬ７５％乙醇轻轻摇晃，
再７５００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ后将乙醇液弃去，冰上
静置１０ｍｉｎ后加入 ＤＥＰＣ－Ｈ２Ｏ溶解总 ＲＮＡ后进行
逆转录。逆转录过程：９５℃（６ｍｉｎ）→５５℃（９０ｓ）→
７２℃（９０ｓ）→７２℃（１０ｍｉｎ）→５℃（１ｈ）。Ｒｅａｌ－
ＴｉｍｅＰＣＲ操作方法按照试剂盒说明书，使用 ＧＡＰＤＨ
作为内部参照，将ＧＡＰＤＨ的拷贝数作为校正基数，通
过ＡＢＩ７５００软件获得检测指标 Ｃｔ（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）值，
与同样本中 ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值相减，即获得该样本中相
应指标的ΔＣｔ值。以假手术组 ΔＣｔ值作为校正，软件
根据２－ΔΔＣＴ数值计算得出检测指标基因浓度水平。
１９　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１８０对所得数据进行
统计分析，组间显著性比较采用 ｔ检验；计数资料以百
分率表示，组间显著性比较采用卡方检验。

２　结果
２１　电针对大鼠脑梗死面积的影响　电针组的ＳＤ大
鼠脑梗死面积明显小于模型组（Ｐ＜００１），见表１。

表１　各组梗死体积变化比较（ｍ２）

组别 梗死面积

假手术组 ０
模型组 ３４±０１１　　

电针组 １８±０５８

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００１。

２２　电针对大鼠 ＣＲＥＢ蛋白水平的影响　电针组的
ＳＤ大鼠ＣＲＥＢ蛋白水平明显高于模型组（Ｐ＜００１），
见图１。

图１　各组ＣＲＥＢＷｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果比较

２３　电针对大鼠 ＣＲＥＢ基因水平的影响　电针组的
ＳＤ大鼠ＣＲＥＢ基因水平明显高于模型组（Ｐ＜００１），
见表２。

表２　ＣＲＥＢ基因变化比较（珋ｘ±ｓ，光密度）

组别 ＣＴ（ＣＲＥＢ） ＣＴ（ＧＡＰＤＨ） ２－△△ＣＴ

假手术组 ２３９９±１４９ ２０９０±１２３ １
模型组 ２８０４±１２８ ２２８９±１５５ ０２３±０７７△△

电针组 ２６６３±０８３ ２２４６±０８３ ０４８±０４４

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与假手术组比较，△△Ｐ＜００１。

３　讨论
ＣＲＥＢ是一种聚在脑细胞的分子，作用在于刺激

特定基因，制造蛋白质，强化细胞彼此的连接。通过激

活ＣＲＥＢ实现启动细胞内一系列信号转导通路来促进

神经元存的目的。ＣＲＥＢ属于 ｃＡＭＰ结合元件依赖蛋
白，脑缺血疾病发生后蛋白激酶与 ＡＴＰ结合催化成
ｃＡＭＰ的过程受抑制，机体 ｃＡＭＰ浓度由此下降，因而
抑制了ＣＲＥＢ的激活，不利于改善神经元的内生长状
态，影响神经元轴突再生［５－７］。有研究表明脑缺血后

及早增强的磷酸化 ＣＲＥＢ，可阻止脑缺血半影区梗死
灶的扩大，同时体外研究发现磷酸化 ＣＲＥＢ在介导神
经元对各种神经营养素，如 ＢＤＮＦ和 ＮＧＦ的反应方面
起重要作用。另外，ＣＲＥＢ还可调节多种基因的表达，
参与脑缺血损伤的内源性保护机制［８－１５］。

本课题实验结果显示，脑缺血再灌注损伤大鼠经

过电针干预后脑梗死面积明显缩小，ＣＲＥＢ的表达水
平明显升高，说明电针干预可通过上调 ＣＲＥＢ的表达
水平减少脑缺血再灌注损伤影响的程度，从而病情恢

复，提示电针对脑缺血大鼠的神经细胞保护机制之一，

可能是通过上调ＣＲＥＢ的表达而实现的。
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