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针刺曲池、足三里对脑缺血大鼠行为学、

超微结构及 ＴＧＦβ１蛋白的影响
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摘要　目的：观察针刺曲池穴及足三里穴对ＭＣＡＯ模型大鼠行为学、超微结构及ＴＧＦβ１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１）的
影响，探析针刺的神经保护机制。方法：将６０只健康成年的ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠（ＳＤ鼠）常规驯养３ｄ后随机分为假手术
组、模型组和针刺组，各２０只。模型组及针刺组大鼠接受线栓法进行脑缺血模型制备，假手术组大鼠仅接受皮肤切开及
血管剥离术，假手术组及模型组术后回笼继续饲养，每日模拟捉拿、穴位点触一次。针刺组接受针刺曲池穴及足三里穴，１
次／ｄ，３０ｍｉｎ／次，连续干预７ｄ。治疗前后记录大鼠 ｃａｔｗａｌｋ系统动静态指标的变化，ＴＴＣ染色观察大鼠脑梗死体积的变
化，透射电镜观察大鼠脑组织超微结构的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠脑组织 ＴＧＦβ１浓度的差异。结果：１）Ｃａｔｗａｌｋ
系统参数分析：造模组大鼠步行速度明显慢于假手术组，步行时间明显较针刺组长，其中针刺组优于模型组，差异均有统

计学意义（Ｐ＜００５）；２）ＴＴＣ及其图像软件分析：造模组大鼠存在明显脑梗死区域，针刺组脑梗死体积小于模型组（Ｐ＜
００５）；３）透射电镜：假手术组大鼠脑组织神经元细胞结构基本正常，模型组神经元细胞结构受破坏，包括细胞膜不完整、
细胞核肿胀、内质网减少等，与模型组比较，针刺组大鼠脑组织具有较为完整的细胞膜及细胞核结构，线粒体空泡病变现

象亦有明显改善。４）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：假手术大鼠脑组织的ＴＧＦβ１浓度明显高于２组造模大鼠，经过针刺干预后２组造模大
鼠脑组织ＴＧＦβ１均高于假手术组，其中针刺组高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：针刺曲池穴及足三里
穴可通过上调ＴＧＦβ１浓度实现神经细胞增殖及结构修复，从而发挥神经保护作用。
关键词　脑缺血损伤；曲池穴；足三里穴；针刺；超微结构；ＴＧＦβ１
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　　缺血性脑卒中具有高发病率、高致残率、高死亡
率的特点，是临床难治类疾病之一，多数患者遗留明

显的神经功能缺损而严重影响生命质量［１３］。大量

动物实验及临床研究证实缺血性脑卒中后大脑存在

缺血半暗带，此部位存在半休眠状态的神经元细胞，

在一定干预措施下促进这部分细胞的增殖及结构修

复有可能使疾病获得恢复［４７］。ＴＧＦβ１是ＴＧＦβ家
族重要成员，广泛参与细胞增殖、凋亡、迁移过程，对

机体的胚胎生长发育、器官形成等生理病理环节均

有重要调控作用。

大量的临床资料显示针刺在改善脑卒中后肢体

功能障碍方面具有无法替代的地位，但其作用机制

尚未完全阐明，基于此我们设想：针刺改善缺血性脑

卒中后神经功能是否与增加或修复缺血半暗带的神

经元细胞数量及结构有关？而此过程是否借助

ＴＧＦβ１进行桥接？查阅大量文献尚未发现此方面
的研究，由此本团队以大脑中动脉栓塞（ＭＣＡＯ）模
型大鼠为研究对象，观察针刺对脑缺血后神经功能

的改善效果，并更进一步探讨其作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选购６０只清洁级的健康雄性 ＳＤ大
鼠，鼠龄２５～４个月，平均鼠龄（２±０３）个月。所
有大鼠均购自上海斯莱克实验动物有限公司

（ＳＬＡＣ），许可证号：ＳＣＸＸ（沪）２００７０００５。动物饲
养于福建中医药大学动物实验中心（许可证号：

ＳＹＸＫ（闽）２００５００４）。各组大鼠均分组饲养，５只／
笼，饲养条件：温度（２３±１）°Ｃ，湿度（５０±１）％，以
１２／１２ｈ为光暗周期。各组大鼠驯养至体重为（２９０
±１０）ｇ时进行造模及干预。
１１２　试剂与仪器　显微剪刀、显微镊、动脉血管
夹（均购自上海医疗器械有限公司），诺达思动物步

态分析系统（ＣａｔｗａｌｋＸＴ）１０（购自荷兰 Ｎｏｌｄｕｓ公
司），华佗牌不锈钢针刺针（购自中国苏州医疗用品

有限公司），１０％水合氯醛、４％多聚甲醛溶液、液氮、
２，３，５氯化三苯四唑（均购自凯福达化工有效公

司），ＰＭＳＦ、电泳胶配液、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、超敏
ＥＣＬ化学发光液（均购自碧云天生物有限公司），
ａｃｔｉｎ、ＴＧＦβ１抗体（购自美国ＣＳＴ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将上述６０只 ＳＤ大鼠随
机分为假手术组、模型组和针刺组，各２０只。本研
究经福建中医药大学动物管理制度和使用委员会批

准而进行，实验过程中动物的处理均严格按照国际

道德准则和国家健康指南关于维护和使用实验动物

先关条例进行。３组大鼠在体重、鼠龄等方面差异
无统计学意义（Ｐ＞００５），具有可比性。参照改良
的ＺｅａＬｏｎｇａ［８］线栓法进行 ＭＣＡＯ模型的制备，用
１０％的水合氯醛以０３ｍＬ／ｋｇ的比例对各组大鼠进
行麻醉，待大鼠充分麻醉后固定于手术板上，将大鼠

颈部皮毛剔除干净后与颈部正中位置做一长约３ｃｍ
的竖型切口，将左侧的颈总动脉充分暴露，逐步分离

走神经、颈外动脉及颈内动脉，将颈总动脉远端充分

结扎后利用动脉夹将颈内动脉夹闭，于分叉口处做

一小切口，事先用指甲油将鱼线一端涂抹成光滑球

面晾干后从上述小切口插入颈内动脉中，插入长度

约２０ｍｍ，用缝合线将颈总动脉及鱼线栓紧，缝合
皮肤并消毒。假手术组大鼠仅接受皮肤切开及血管

剥离术，术后缝合皮肤并消毒。

１２２　干预方法　３组大鼠术后均回笼饲养，假手
术组及模型组造模成功后每日捉拿，并用针具点触

穴位，１次／ｄ，连续进行７ｄ。针刺组大鼠针刺曲池
穴及足三里穴，取穴位置参照参照李忠仁主编［９］的

《实验针灸学》，针刺深度为曲池为６ｍｍ，足三里为
８ｍｍ，行针１次／１０ｍｉｎ，留针３０ｍｉｎ，１次／ｄ，连续治
疗７ｄ。
１２３　检测指标与方法
１２３１　行为学检测　采用Ｃａｔｗａｌｋ步行系统对各
组大鼠的步行能力进行检测，检测前所有大鼠均在

暗室环境中接受为期３ｄ的适应性训练，以大鼠顺
利通过整个玻璃板为１次，至少训练６次／ｄ，不少于
１０步／次。大鼠步行足底接触玻璃平面时会发生荧
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光反射，高速摄像机抓取荧光信号，传输至计算机产

生相关数据，每只大鼠适应性训练时的步行参数作

为基线。本研究记录各组大鼠的步行时间、步行速

度及各肢体的平均压强。

１２３２　脑梗死体积的计算　各组大鼠中随机抓
取３只大鼠进行断头取脑，将脑组织进行 ＴＴＣ染色
以检测造模是否成功。用 １０％的水合氯醛以 ０３
ｍＬ／ｋｇ的比例对各组大鼠进行麻醉后冰上取脑，将
新鲜脑组织快速置于 －８０℃冰箱进行保存，２０ｍｉｎ
后取出脑组织用刀片均匀切成５薄片，每片厚约２
ｍｍ，将５薄片避光条件下置于２％２，３，５氯化三苯
四唑液体中染色，染色过程中不时用毛笔翻动脑片

以确保其与２，３，５氯化三苯四唑液体充分接触，染
色结束后梗死的脑组织呈现白色，而未梗死的区域

呈现红色，随后将脑组织置于ＰＨ值为７４的４％多
聚甲醛磷酸盐缓冲液中固定，固定后将脑片整齐排

列于可显示刻度的标尺上，用高清数码相机拍摄后

录入软件，并利用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析处理系统
（ＭｏｔｉｃＭｅｄ６０Ｓｙｓｔｅｍ）计算每个脑片的梗死体积，
随后将５个脑片的最终结果相加即得最终的脑梗死
体积。

１２３３　透射电镜观察超微结构　各组大鼠中随
机选取３只进行麻醉，随后于腹主动脉注入４％的多
聚甲醛进行脑组织灌流固定，冰上取出缺血半暗度

组织，将其修剪成大小１ｍｍ３左右的组织，预固定于
２５％戊二醛磷酸缓冲液中再静置２４ｈ，随后取出组
织用０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液漂洗３次，１０ｍｉｎ／次，
取出组织后于４℃条件下进行常规脱水，包埋，随后
将包埋的组织块置于６０℃烘干箱中聚合２ｄ后修
切成厚度１μｍ的半薄切片，再用超薄刀片将其切成
６０ｍｍ薄片，干燥后置于透射电子显微镜下观察标
本的超微结构。

１２３４　蛋白印迹法测定蛋白水平变化　从各组
大鼠中随机选取３只脱颈处死后，剪取相对应缺血
半暗带组织１００ｍｇ置于离心管中，根据不同组织重
量家里相应的裂解液，放置于４℃进行匀浆处理后
设置１５０００ｒ／ｍｉｎ转速进行离心，用移液枪抽吸上
清液，使用ＢＣＡ试剂盒对２５μＬ上清液进行蛋白浓
度测定，同时计算上样量。完成上述步骤后以４：１
的比例往上清液中样缓冲液，将混合液置于１００℃
金属浴锅中进行蛋白变性７ｍｉｎ。根据碧云天 ＢＣＡ
试剂盒说明书配制胶体（６％浓缩胶，１２％分离胶），
将事先计算好每组上样量将标本加入胶体中６０Ｖ
进行电１４５ｍｉｎ后将胶体上的蛋白转印至 ＰＶＤＦ膜

中，再用丽春红进行 ＰＶＤＦ膜染色观察蛋白是否顺
利转印至ＰＶＤＦ膜中。用 ＴＢＳＴ将脱脂奶粉配制成
５％浓度，将转印后目的蛋白的 ＰＶＤＦ膜进行封闭２
ｈ，随后用 ＰＢＳ冲洗，置于显影仪器中，滴入 ＥＣＬ显
影液，反应６０ｓ后进行条带扫描，得出ＯＤ值。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
研究数据的分析。所得数据都用（均数 ±标准差）
（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用两样本 ｔ检验或两样本
秩和检验；组内比较采用配对 ｔ检验或配对秩和检
验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　针刺对各组大鼠行为学的影响　造模组大鼠
步行速度明显慢于假手术组，步行时间明显较针刺

组长，其中针刺组优于模型组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　各组大鼠步行速度比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

组别
步行速度（ｃｍ／ｓ）

干预前 第７天

模型组 ７８３±０２７ １１８９±０４９

针刺组 ８１６±０１９ １４７６±０５１△

假手术组 １８１２±０２１ １８３１±０１３

　　注：与各自术／干预前比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜
００５

表２　各组大鼠步行时间比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

组别
步行速度（ｃｍ／ｓ）

干预前 第７天

模型组 ３１８±０３６ ５１３±１２０

针刺组 ３２０±０３４ ４０３±０６８△

假手术组 ９１８±０７７ ９９８±０１５

　　注：与各自术／干预前比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜
００５

２２　针刺可明显缩小脑梗死体积　对３组造模大
鼠脑组织进行ＴＴＣ染色，结果显示假手术组大鼠脑
片全呈红色，而造模组大鼠出现不同程度的白色梗

死区域，针刺组脑梗死区域小于模型组（Ｐ＜００５）。
见图１、图２。
２３　针刺可明显改善脑组织的超微结构　假手术
组大鼠神经元细胞排列整齐，细胞膜结构完整，可见

完整且饱满的细胞核，个细胞器完整。模型组大鼠

细胞结构收到明显破坏，细胞膜破裂，膜内物质流

失，各细胞器散乱溶解辨识不清。与模型组比较，针

刺组大鼠脑组织具有较为完整的细胞膜及细胞核结

构，线粒体空泡病变现象亦有明显改善。见图３。
２３　针刺可明显下调脑组织ＴＧＦβ１的浓度　假手
术大鼠脑组织的ＴＧＦβ１浓度明显高于２组造模大
鼠，经过针刺干预后２组造模大鼠脑组织ＴＧＦβ１均
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高于假手术组，其中针刺组高于模型组，差异有统计

学意义（Ｐ＜００５）。见图４、图５。

图１　各组大鼠脑片ＴＴＣ染色结果

图２　各组大鼠脑梗死体积的比较
　　注：脑梗死体积与模型组比较（ｎ＝３），Ｐ＜００５

图３　各组大鼠脑片超微结构

图４　各组大鼠脑片ＴＧＦβ１蛋白表达

表３　各组ＴＧＦβ１／内参（ＩＯＤ比值）的情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＴＧＦβ１／内参（ＩＯＤ比值）

假手术组 ０７２３±００２１
模型组 １２８２±０１３７

针刺组 ２５７１±０１０４△

　　注：与假手术组比较Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
古籍尚无脑缺血的病名记载，其属于“中风”范

畴，机体气血逆乱后由此产生的风、火、痰、瘀等病理

产物壅堵脑脉，引起神机受损，产生以半身不遂为主

症的临床疾病。对于本病的治疗古代医贤早有认

识，《素问痿论篇》中写到：“治痿独取阳明”，认为
阳明经多气多血，是后天精微化生的源头，刺激阳明

经穴可调节五脏六腑，润泽全身宗筋以约束骨骼。

本团队对历代古籍及现代临床报道进行总结，结果

显示治疗中风偏瘫的常用穴位共９９个，其中曲池穴
及足三里穴是使用频率最高的二穴。从穴位特点不

难看出，曲池穴及足三里穴均为阳明经主穴，与“治

痿独取阳明”理念一致。曲池穴属手阳明大肠经合

穴，此穴因聚合手三里穴气化而来的物质而成为大

肠经经气最旺盛的穴位，现代解剖学显示桡侧腕长

伸肌起始于曲池穴，周围分布包括前臂侧皮神经、桡

神经在内的诸多神经组织。足三里穴乃足阳明胃经

的下合穴，脾土燥化水湿后将地部物质固化于此，天

部之精气亦通过胃经循行上传，足三里穴有健脾化

湿、生发胃气之功效。

现代解剖学显示足三里穴覆盖胫骨前肌、趾长

伸肌、胫骨后肌三大肌肉，同时分布以腓深神经等诸

多神经，刺激足三里穴可促进相关的神经肌肉运动

功能恢复。正如张义［１０］研究所示：利用现代数据挖

掘技术对针灸治疗中风偏瘫的用穴规律进行总结，

结果发现阳明经穴位使用频次最多，其中曲池穴与

足三里穴的配伍最为常见。基于此，我们采用针刺

曲池穴、足三里穴作为治疗脑缺血后运动功能障碍

有了科学依据。ＭＣＡＯ造模后我们发现大鼠出现明
显偏瘫症状，在对脑片进行 ＴＴＣ染色后亦证实脑组
织明显明显的梗死区域，这说明此次研究的造模是

成功的。对造模大鼠进行针刺干预后针刺组大鼠在

Ｃａｔｗａｌｋ平板上的运动能力明显增强。Ｃａｔｗａｌｋ步态
分析系统属于定量的、可自动分析的步态分析仪器，

其可客观记录实验动物动静态步态参数，既往 Ｃａｔ
ｗａｌｋ步态分析系统主要用于关节炎等［１１１７］，随着运

用范围的逐渐扩展，其越来越多用于神经系统领域，

更清晰地体现步态行为改变与脑缺血损伤之间的关

系。本研究对各组大鼠脑组织的超微结构进行观

察，结果显示假手术组大鼠神经元细胞基本正常，而

２组造模组大鼠神经元细胞结构均受到不成程度的
破坏，包括细胞膜不完整、细胞核肿胀、内质网减少

等，与模型组比较，针刺组大鼠脑组织具有较为完整

的细胞膜及细胞核结构，线粒体空泡病变现象亦有
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明显改善，这提示针刺曲池穴及足三里穴地阻止了

缺血度脑组织的损害，发挥了脑保护效应。

对了探讨针刺曲池穴及足三里穴的作用机制我

们检测了３组大鼠脑组织ＴＧＦβ１蛋白表达情况，结
果显示２组造模组大鼠脑组织 ＴＧＦβ１表达明显高
于假手术组，经过一阶段干预后针刺组大鼠 ＴＧＦβ１
表达有所下降。ＴＧＦβ１在正常机体中表达较少，当
脑组织受到缺血缺氧破坏时 ＴＧＦβ１表达逐渐增
多，脑缺血发生时脑组织逐渐无法耐受缺血而逐渐

坏死，从而产生大量的 ＴＧＦβ１以抵御由此导致的
神经功能障碍［１８］，此外，ＴＧＦβ１还可通过提高机体
的免疫能力，调节炎性反应效应，减轻脑水肿程度，

同时促进微血管的生成而发挥修复脑组织的目的，

结果显示针刺曲池穴及足三里穴可提高 ＴＧＦβ１浓
度，增强机体的自我保护能力以抵抗脑缺血带来的

致命性打击。

总之，本研究证实针刺曲池穴及足三里穴可明

显缩小ＭＣＡＯ大鼠的脑梗体积，改善其超微结构，我
们认为该方法是通过上调 ＴＧＦβ１浓度而实现神经
保护目的。
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