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实验研究

基于 Ｎｏｔｃｈ信号通路探讨针刺曲池、足三里
对 ＭＣＡＯ大鼠的神经保护机制
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摘要　目的：观察针刺曲池穴及足三里穴对ＭＣＡＯ大鼠的行为学干预效应，同时评价其对 Ｎｏｔｃｈ信号通路标志性蛋白的
影响。方法：将３６只ＳＤ大鼠随机分成空白组、模型组及针刺组，各１２只。模型组及针刺组大鼠均接受改良线栓法建立
左侧大脑中动脉局灶性缺血（ＭＣＡＯ）再灌注模型，空白组大鼠仅进行血管分离术，术后空白组及模型组大鼠每日接受模
拟捉拿１次，针刺组大鼠予针刺曲池穴及足三里穴，连续干预１４ｄ，用神经行为学评分评估大鼠行动能力，ＴＴＣ染色法观
察脑梗死体积变化，ＨＥ染色法观察大鼠脑组织细胞形态和结构，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组大鼠脑组织 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１蛋
白表达变化。结果：１）与模型组比较，针刺组大鼠神经行为学评分明显提高，并缩小了脑梗死体积；２）针刺可明显改善
ＭＣＡＯ术大鼠脑组织细胞形态和结构；３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示针刺可明显上调大鼠脑组织Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１的蛋白水平。结
论：电针曲池穴及足三里穴可改善ＭＣＡＯ大鼠行为能力，其作用机制可能与介导Ｎｏｔｃｈ通路有关。
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　　运动功能障碍是缺血性脑卒中最常见的后遗
症，严重制约了患者日常生活及工作能力，大量动物

及临床研究［１４］均证实刺激曲池穴及足三里穴可明

显改善脑卒中的运动功能，但其机制尚未完全阐明。

分子生物学是近年来研究针刺作用机制的热点，有

资料显示 Ｎｏｔｃｈ信号通路在脑组织缺血时可被激
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活，从而调控缺血后神经的再生及修复过程，实现了

神经保护效应，由此，针刺曲池穴及足三里穴改善脑

卒中病情的机制是否通过 Ｎｏｔｃｈ信号通路介导？我
们建立了ＭＣＡＯ大鼠模型模拟临床缺血性脑卒中，
证实电针曲池穴及足三里穴确可明显改善ＭＣＡＯ大
鼠的神经行为学能力，我们亦进行一系列分子生物

学技术检测，以期探讨其作用机制，报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　３６只清洁级 ＳＤ大鼠均购自上海斯
莱克实验动物责任有限公司，鼠龄１０～１２周，平均
（１１２３±０２４）周，体重２２０～２８０ｇ，平均（２５０４２±
４２３）ｇ。
１１２　主要试剂及仪器　１０％水合氯醛（青岛宇龙
海藻有限公司），液氮（凯福达化工有效公司），环球

牌不锈钢毫针（苏州针灸用品有限公司）、２％ＴＴＣ染
色液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）、Ｎｏｔｃｈ１一抗（ＣＳＴ公司）、Ｈｅｓ１
一抗（ＣＳＴ公司）、ａｃｔｉｎ抗体（ＣＳＴ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　１）分组：适应性饲养７ｄ
后对３６只大鼠进行随机数字编号，造模后将造模大
鼠随机分为模型组及针刺组，各组均１２只大鼠。３
组大鼠在鼠龄、体重等方面差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），可进行比较。２）模型制备［５］：适应性饲养７
ｄ后禁食不禁水１２ｈ，称重后使用１０％水合氯醛以
０３ｍＬ／ｋｇ比例对各组大鼠进行充分麻醉，参照
ＺｅａＬｏｎｇａ法进行ＭＣＡＯ模型制备，将大鼠固定于手
术台上于颈部正中处切开皮肤，左侧颈总动脉充分

暴露于术者视野中，使用显微镊逐步分离出颈内动

脉及颈外动脉，并于颈内动脉及颈外动脉分叉口处

对颈外动脉进行充分结扎，随后用血管夹夹闭颈内

动脉，在颈内动脉做一切口插入线栓，随后取出血管

夹至线栓插入约２０ｍｍ为度，随后缝合皮肤。空白
组大鼠仅进行皮肤切开及血管分离术后缝合皮肤。

所有大鼠均注意保暖。

１２２　干预方法　造模次日对针刺组大鼠进行电
针曲池穴及足三里穴，穴位定位参考李忠仁主编的

《实验针灸学》，针刺深度达到约６ｍｍ时接入电针
仪，选用疏密波，频率２～１０Ｈｚ，以大鼠肢体轻微抖
动为度，３０ｍｉｎ／次，１次／ｄ。空白组及模型组大鼠均
仅接受模拟捉拿，１次／ｄ。连续干预１４ｄ后处死所
有大鼠，并进行取材。

１２３　检测指标与方法
１２３１　神经行为学评分　对大鼠神经缺损症状

进行评估，具体如下：大鼠未出现任何神经缺损症状

视为０分；造模后大鼠出现右侧肢体伸展不利视为１
分；造模后大鼠行走时向右侧转圈视为２分；造模后
大鼠行走时向右倾倒视为３分；造模后大鼠无法行
走视为４分。
１２３２　ＴＴＣ染色　利用 ＴＴＣ染色法对各组大鼠
脑梗死体积的测量，各组大鼠干预结束后处死取出

脑组织，均匀切成厚度约２ｍｍ的脑片，利用２，３，５
氯化三苯基四氮唑进行染色，正常脑组织可与２，３，
５氯化三苯基四氮唑进行脱氢酶反应最终显示鲜红
色，而梗死脑区域因无法进行脱氢酶反应或者反应

减弱而呈现白色。利用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０分析软
件对白色区域进行计算，得出脑梗死体积百分比

（％）＝（脑片白色区域面积总和×２ｍｍ）／全脑片面
积×２ｍｍ×１００％。
１２３３　ＨＥ染色　于腹主动脉注入４％的多聚甲
醛进行脑组织灌流固定，冰上取出脑组织后均匀分

成４等份，分别置于７０％、８０％、９５％、１００％梯度乙
醇液体中进行脱水，再用二甲苯透明，再用石蜡进行

包埋，待蜡块充分冷却后切成厚度约５μｍ薄片，固定
于载玻片上备用。随后将切片固定１０～３０ｓ，再用苏
木精伊红染色，采用光学显微镜对样本进行读取。
１２３４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　充分麻醉后取出左侧脑组
织约１００ｍｇ，加入蛋白裂解液充分裂解后将样本置
于４℃、１４０００ｇ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，抽取上清
液，利用ＢＣＡ试剂盒进行蛋白浓度测定并计算出各
组上样量。将上述总蛋白分装于１５ｍＬＥＰ管中，
在１００℃水浴中煮沸变性５ｍｉｎ，充分冷却后根据事
先计算的上样量加至 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶孔道中，８０Ｖ
恒压电泳，再用 ＰＶＤＦ膜转膜目标蛋白，再用５％脱
脂奶粉进行封闭２ｈ，再分别加入一抗（羊抗 Ｎｏｔｃｈ１
１∶１０００，羊抗Ｈｅｓ１１∶１０００，βａｃｔｉｎ１∶１０００），孵育
过夜，随后用 ＴＢＳＴ洗涤 ３次，５ｍｉｎ／次，再用 ＨＲＰ
标记的二抗（１∶５０００）室温反应２ｈ，加入 ＥＣＬ显影
液，反应６０ｓ后于显影仪器中进行条带扫描，得出灰
度值。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件进行
数据分析，所有数据运用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
数据符合正态分布使用 ｔ检验，偏态分布采用秩和
检验，检验标准为α＝００５，以Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果
２１　电针曲池穴及足三里穴可降低 ＭＣＡＯ大鼠神
经行为学评分　接受造模的２组大鼠神经行为学评
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分均明显升高，进行为期１４ｄ干预后，针刺组大鼠
神经行为学评分明显提高，与模型组比较差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　各组大鼠神经行为学评分比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别
评分

干预前 第１４天

空白组 ０ ０
模型组 ２１６±０４３ １７６±０２１

针刺组 １９８±０５８ １０１±０１１△

　　注：组内比较，Ｐ＜００５；与模型组干预第１４天比较，△Ｐ＜００５

２２　电针曲池穴及足三里穴可缩小 ＭＣＡＯ大鼠脑
梗死体积　接受造模的２组大鼠脑组织可见明显白
色区域，进行为期１４ｄ干预后，针刺组大鼠区域较
模型组明显缩小，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表２、图１。

表２　各组脑梗死体积比较（珋ｘ±ｓ，％）

组别
步行速度（ｃｍ／ｓ）

干预前 第７天

空白组 ０ ０
模型组 ３５２０±０３４ ２４０３±０６８

针刺组 ３４８７±０６７ ９９８±０１５△

　　注：组内比较，Ｐ＜００５，与模型组干预第１４天比较，△Ｐ＜００５

图１　各组大鼠脑片ＴＴＣ染色结果

２３　电针曲池穴及足三里穴可明显改善 ＭＣＡＯ大
鼠脑组织结构及形态　空白组大鼠脑组织细胞排列
整齐有序，细胞核完整。模型组大鼠脑片可见神经

元细胞排列错乱及皱缩，存在明显坏死现象；针刺组

大鼠脑组织部分神经元细胞结构尚可，排列较模型

组整齐，部分神经元细胞出现浓染。见图２。

图２　各组ＭＣＡＯ大鼠脑组织结构及形态

２４　电针曲池穴及足三里穴可明显改善上调
ＭＣＡＯ大鼠脑组织 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１蛋白浓度　使用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对各组大鼠脑组织Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１的蛋
白水平进行检测，结果发现 ＭＣＡＯ术后模型组及针
刺组大鼠 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１的蛋白表达均降低，与空白
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。经过１４ｄ干
预后针刺组大鼠 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１的蛋白水平有所上
调，与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见图３。

图３　各组大鼠Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

３　讨论
脑卒中属于古籍中“中风”“痿证”等范畴，认为

脑脉痹阻、脑髓失养使其主要病机，由此导致半身不

遂等诸症［６８］。此病病位在头部，《景岳全书》曰：

“凡病此者……阴亏于前而阳损于后……以致阴阳

相失，……卒然仆倒”，《灵枢·根结》亦记载：“太阳

为开，阳明为合，少阳为枢……合折则气所止息，而

痿疾起矣。故痿疾者，取之阳明”，故调节阳明经是

治疗脑卒中的关键。曲池穴为手阳明大肠经合穴，

足三里是足阳明胃经合穴，两穴均是阳明经要穴，乃

阳明经气汇聚之所，故使用二穴治疗脑卒中由来已

久，正如《针灸逢源·中风门》中认为：“瘫痪，此由

将息失宜，……猝倒无知也，曲池……足三里”，此

外，亦有学者［９］总结近年来中西医手段治疗脑卒中

的相关文献后发现曲池穴及足三里穴是使用频率最

高的穴位，因此本研究选用曲池穴及足三里穴对

ＭＣＡＯ大鼠进行干预具有理论可行性。在对各组大
鼠神经行为学评分统计中我们发现经过ＭＣＡＯ造模
后大鼠平很明显升高，这提示 ＭＣＡＯ术使大鼠产生
了明显神经缺损症状，经过针刺干预后大鼠神经行

为学评分下降，提示针刺曲池穴及足三里穴可明显

改善大鼠神经缺损症状，与此同时我们还发现模型

组及针刺组大鼠脑片 ＴＴＣ染色后出现明显白色区
域，这提示本研究造模是成功的，且经过针刺干预后

大鼠脑梗死体积明显缩小，这提示电针能够减

ＭＣＡＯ造模大鼠脑梗死体积，这一数据与国内外诸
多文献结果一致。

研究中我们还发现ＭＣＡＯ术后大鼠神经元细胞
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排列错乱及皱缩，存在明显坏死现象，经过针刺干预

后大鼠脑组织神经元细胞结构及形态有明显改善，

这说明针刺曲池穴及足三里穴具有明显的脑保护作

用。在进一步研究中我们对各组大鼠脑组织 Ｎｏｔｃｈ
信号通路上的标志性蛋白 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１进行检测，
结果显示ＭＣＡＯ术后模型组及针刺组大鼠 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｈｅｓ１的蛋白表达均降低，与空白组比较差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。经过 １４ｄ干预后针刺组大鼠
Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１的蛋白水平有所上调，与模型组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。Ｎｏｔｃｈ信号通路在机
体中扮演信号装置的角色，相邻的神经元细胞通过

Ｎｏｔｃｈ受体与相应配体结合，从而产生自我更新效
应，亦有学者［１０］认为 Ｎｏｔｃｈ信号通路是决定神经元
细胞增殖或凋亡的关键。Ｎｏｔｃｈ受体与配体结合后
释放大量的活性物质，促进 Ｎｏｔｃｈ１因子出现核移
位，与细胞核内的 ＤＮＡ相结合，由此激活其下游因
子Ｈｅｓ家族，而Ｈｅｓ家族尤其是Ｈｅｓ１是调控神经干
细胞增殖分化的重要因子，并可促进胶质生成而发

挥神经元保护作用［１１１５］，由此看来，针刺曲池穴及足

三里穴发挥神经元保护效应的作用机制可能通过

Ｎｏｔｃｈ信号通路进行介导。
本实验发现针刺曲池穴及足三里穴可明显改善

ＭＣＡＯ大鼠神经缺损症状，通过激活 Ｎｏｔｃｈ信号通
路发挥脑保护作用，但本研究对 ＭＣＡＯ大鼠进行为
期１４ｄ干预，大鼠具有极强的自愈能力，可能对本
研究结果产生一定偏倚，下阶段将进行更严格的实

验设计以期更为客观研究针刺的作用机制。
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