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!摘要"

!

目的
!

观察局灶性脑梗死大鼠皮质
53-7!

'

51X'\#

的表达和电针对其表达的影响(探讨电针对脑梗死后神经可

塑性的作用机制&

方法
!

将
$"

只雄性
5?

大鼠随机分为模型组$

,̀ %"

%和电针组$

,̀ %"

%#根据电针治疗时间分为
"*

$

,̀

#"

%'

&*

$

,̀ #"

%'

#H*

$

,̀ #"

%三个亚组&用线栓法栓塞模型组'电针组大鼠大脑中动脉
#<DM

后恢复血流&在
"

'

&

'

#H*

时用

尼氏染色观察大脑梗死灶周围组织形态学变化(用免疫荧光'蛋白质印迹法检测缺血侧大脑皮质
53-7!

和
51X'\#

的表达&

结果
!

神经功能评分$

,>55

%结果表明#

"*

时模型组与电针组相比差异无统计学意义$

-

#

"<"D

%#

&

'

#H*

时电针组的神经功

能评分低于模型组$

-

$

"<"#

%&尼氏染色表明#

"*

时电针组与模型组相比无差异#均有尼氏体数量少'排列紊乱'伴有大脑水

肿(

&*

时与模型组相比#电针组尼氏体增多#但排列紊乱(

#H*

时与模型组相比#电针组尼氏体增多#排列整齐&免疫荧光'蛋

白质印迹表明#

"*

时电针组与模型组相比大鼠
53-7!

'

51X'\#

荧光强度及灰度值差异无统计学意义$

-

#
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%#
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#H*

时电

针组荧光强度及灰度值高于模型组$

-

$
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模型组低于
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模型组$
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$
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模型组高于
#H*

模型组$

-

$
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%#
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电针组低于
&*

电针组$

-

$

"<"D

%#
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电针组高于
#H*

电针组$

-

$
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结论
!

局灶性脑梗死后#

"*

组大鼠
53-7!

'

51X'\#

低表达#电针治疗
&

'

#H*

后可促进
53-7!

'

51X'\#

表达并延长其高表达时间#促进轴突的再生和修复#这可能是电针

促进脑梗死后神经功能恢复的机制之一&
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脑卒中是威胁人类生命和健康的三大疾病之

一#也是全球人口死亡和致残的首要原因&针刺作

为中国传统的治疗脑卒中的手段#已被证实有确切

的临床疗效)

#

*

#但其机制还需要更多的深入研究&

脑卒中后运动功能的恢复与神经系统发育有关#其

中轴突导向因子对神经网络的形成起到了重要的作

用)

!

*

&目前已明确的轴突导向因子包括
>+71-2

家

族'

53-7

家族'

5+,)

I

M/1-2

家族和
N

I

M1-2

家族)

%E&

*

&

近年来关于
53-7

家族功能的研究已成为国内外非常

热门的研究领域之一#

53-7!

主要由中枢神经中线胶

质细胞产生#是保证发育生长锥正确导向和神经元

迁移的重要因素#

53-7!ET/J/#XP\

酶激活蛋白

$

51X'\

%是利用酵母双杂交鉴定出来的
53-7!ET/J/

信号通路中的重要分子#影响细胞骨架蛋白'肌动蛋

白在细胞内的不对称分布#最终导致神经细胞迁移

和神经元轴突伸展方向的变化)

BEF

*

&本实验通过制

造大鼠局灶性脑梗死模型#观察脑梗死后
53-7!

和

51X'\#

的表达以及电针对其表达的影响#探讨电

针对神经的可塑性&

?

!

材料和方法

#<#

!

实验动物及分组
!

成年健康雄性
5?

大鼠
$"

只)动物许可证号!

5eUc

$渝%

!"#!E"""#

*#

5\K

级#

体质量约
!D"

"

%D"

O

#由重庆医科大学动物中心提

供#随机分为模型组$

,̀ %"

%和电针组$

,̀ %"

%#两组

大鼠根据针灸治疗时间又分为
"*

$

,̀ #"

%'

&*

$

,̀

#"

%'

#H*

$

, #̀"

%三个亚组&手术过程中大鼠死亡

率为
!$S

#补充大鼠
#$

只&实验过程中对动物的

处置符合中华人民共和国科学技术部
!""$

年颁布

的关于善待实验动物的指导性意见&

#<!

!

试剂和仪器
!

53-7!

抗体$

"<#,V

%和
51X'\#

抗体$

"<!,V

%购自北京博奥森生物技术有限公司(

免疫荧光二抗
?

8

3-

O

M7

购自
'JĴ-2+

公司(蛋白质

印迹二抗购自康为世纪有限公司(其余实验试剂均

由碧云天生物技术研究所提供&

#<%

!

大鼠局灶性脑梗死模型制备及神经功能评

分
!

术前
#!M

大鼠禁食不禁水#参照
V/2

O

)

等)

#"

*以

线栓法制备大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型&

#<D

M

后进行再灌注处理#待大鼠术后清醒后参照神经

功能$

,/*-4-+*2+01/3/

O

-()3;+:+1-7

8

;(/1+

#

,>55

%

评分标准进行评分#分别从运动'感觉'反射和平衡

H

个方面评估#总计
"

"

#B

分#分值与神经功能缺损

程度呈正比#正常大鼠
"

分&各组在
"

'

&

'

#H*

分别

进行一次神经行为学评分&

#<H

!

电针方法
!

将大鼠置于自制容器固定#在功能

障碍侧选取
#

寸毫针刺激#电针组大鼠针刺,足三里-

,曲池-#模型组大鼠在自制容器中固定
%",-2

&使用

,华佗牌-

#"

号
#

寸毫针#穴位定位依据文献)

##

*#,足

三里-直刺
%,,

',曲池-直刺
D,,

#均连接华佗牌

;*bE

$

型电子针疗仪进行电针治疗#刺激参数为疏密

波#频率
!Yb

#电流
#,'

#留针
%",-2

&

#<D

!

尼氏染色观察组织形态
!

各组随机抽取
D

只

大鼠#用
%<DS

水合氯醛$

#,V

"

#""

O

体质量%进行

麻醉#仰卧固定#沿腹中线和胸骨剑突中线向上将皮

肤剪至下颌#分离皮下组织#充分暴露心脏及主动

脉#将灌注针插入心室并送至主动脉内#剪开右心

耳#先灌注
!"",V

生理盐水#然后开始灌注
%"",V

HS

多聚甲醛溶液固定液#灌注后取脑#取出脑后在

HS

多聚甲醛溶液固定
!HM

&然后放入
Hk

冰箱冰

冻
#",-2

后#切掉多余组织#在右侧梗死灶区进行

组织切片#每个标本切片
#"

张#每片厚约
#",,

#保

存在
Hk

冰箱&每组取
D

张切片留置蒸馏水中
!

,-2

#将玻片放入湿盒#湿盒置于
DDk

的水浴箱中#

每张玻片滴
D

"

#"

)

V

尼氏染色液#以覆盖组织为

准#染色
&,-2

后在蒸馏水中洗涤
!

次$每次数秒钟

即可%#进行封片#在显微镜下观察&

+

&H

+
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免疫荧光检测
53-7!

和
51X'\#

蛋白表达
!

将

已切好的玻片放到
\Z5

液中#微波炉高温加热
!

,-2

进行抗原修复#取出后降至室温#用
\Z5

液洗
%

次
_D,-2

#放入湿盒#滴山羊血清孵育
%",-2

#然后

倒掉多余的山羊血清#滴
53-7!

和
51X'\#

一抗#稀

释比例均为
#jD"

#

Hk

孵 育 过 夜$

#&

"

!#M

%#次

日#将湿盒放至
%&k

烤箱复温
#<DM

#再用
\Z5

液漂

洗
%

次
_D,-2

#然后避光操作#滴二抗#稀释比例

#j#""

#放至
%&k

烤箱孵育
#M

#

\Z5

液漂洗
%

次
_

D,-2

#滴入
?'\A

#

\Z5

液漂洗
%

次
_D,-2

#滴加少

许甘油原液#盖上盖玻片在荧光显微镜下观察&

#<&

!

蛋白质印迹法定量检测
53-7!

和
51X'\#

表

达
!

提取组织蛋白#蛋白浓度为
%$<DB

)

O

"

)

V

&

灌制聚丙烯凝胶#

$S

分离胶#

HS

浓缩胶#上样量

#D"

)

O

(然后开始电泳#电压为
B"=

'

#!"=

(取出

凝胶#和相同大小的聚偏二氟乙烯$

\=?K

%膜置

于
%

层滤纸中间进行转膜#电流大小为
!D",'

约
#D",-2

$相对分子质量
_#<D

%&取出
\=?K

膜#放入
DS

的脱脂奶粉中封闭(加
A

抗体$

#j

#""

稀释#用
"<"#,/3

"

V\ZP

配制%#

Hk

冰箱过

夜(

"<"#,/3

"

V\Z5P

洗
#D,-2_%

次(加二抗

$

#j$"""

稀释#用
"<"#,/3

"

V\Z5P

配制%放置

于
%&k

恒温箱中
#M

(

"<"#,/3

"

V\Z5P

洗
#D

,-2_%

次(将
\=?K

置于化学发光试剂中增强反

应
%,-2

(在暗室中使
U

光片曝光#常规方法显

影'定影#并扫入凝胶成像系统进行图像分析

$

Z-/ET)*X+3?/(!"""

%#计算光密度值$

G

值%#

重复
%

次&以
X'\?Y

为内参#使用
i0)27-7

8

@2+H<$

$

Z-/ET)*

%图像分析软件进行结果分析&

#<B

!

统计学处理
!

采用
5\55#F<"

统计软件进行

数据处理#所有数据经过方差齐性检验和正态性检

验#实验数据用
&

.R(

表示#资料进行配对方差分析
"

检验&若总体均数不等或不全相等时#进行
V5?E"

检验#检验水准$

(

%为
"<"D

&

@

!

结
!

果

!<#

!

神经功能评分
!

术后各组
,>55

评分结果见

图
#

#

"*

时电针组与模型组相比差异无统计学意义

$

-

#

"<"D

%#

&

'

#H*

时电针组低于模型组$

-

$

"<"#

%&

"*

两组评分高于
&*

组$

-

$

"<"#

%#

&*

两

组评分高于
#H*

组$

-

$

"<"D

%&

!<!

!

尼氏染色结果
!

"*

时电针组与模型组相比无

太大变化#均有尼氏体数量少#排列紊乱#伴有大脑

水肿&

&*

时#与模型组相比#电针组尼氏体明显增

多#但排列紊乱#水肿减轻&

#H*

时#与模型组相比#

电针组尼氏体增多#排列整齐&

"

'

&

'

#H*

模型组组

内相比#尼氏体随时间延长而增多#但排列紊乱&

#H

*

电针组与
&*

电针组相比#尼氏体数量无太大变

化#但排列整齐$图
!

%&

图
?

!

各组大鼠神经行为学评分比较

A'
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&
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!
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(

,>55

!
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O
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8
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-
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图
@

!

不同缺血时间点尼氏体的比较

A'

1

@

!

=*/

&

"#'0*+*,+'00$7*-'.0")-',,.#.+)'0(4./'(

)'/.

&

*'+)07.)2..+)4.)2*

1

#*3

&

0

N'

!

N3+(71/E)(0

I

02(701+<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

_H""

!<%

!

大鼠皮质区
53-7!

和
51X'\#

的免疫荧光检

测结果
!

在
H""

倍荧光共聚焦显微镜下可见#

"*

时电针组与模型组相比#大鼠
53-7!

'

51X'\#

荧光

强度差异无统计学意义$

-

#

"<"D

%#

&

'

#H*

时电

针组荧光强度高于模型组$

-

$

"<"D

%(

"

'

#H*

时

模型组荧光强度低于
&*

模型组$

-

$

"<"#

#

-

$

"<"D

%#

"

'

#H*

电针组荧光强度亦低于
&*

电针组

$

-

$

"<"D

%&如图
%

'

H

&

+

BH

+
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电针对局灶性脑梗死大鼠
53-7!

及
51X'\#

表达的影响

图
B

!

不同缺血时间点各组大鼠皮质
O$')@

荧光强度比较

A'

1

B

!

=*/

&

"#'0*+*,#")(*#).5O$')@,$3*#.0(.+(.'+).+0')'.0")-',,.#.+)'0(4./'()'/.
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1

#*3

&

0

N'

!

N3+(71/E)(0

I

02(701+<@1-

O

-2)3,)

O
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!

_H""<

""

-

$

"<"#:;"*/4;),+

O
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I

(

'

-

$

"<"D:;&*/4;),+

O
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I

(

)

-

$
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,/*+3

O

1/0
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.R(

图
L

!

不同缺血时间点各组大鼠皮质
O#J8P?

荧光强度比较

A'

1

L

!

=*/

&

"#'0*+*,#")(*#).5O#J8P?,$3*#.0(.+(.'+).+0')'.0")-',,.#.+)'0(4./'()'/.
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&
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!
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I
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O
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O
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!

_H""<
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-

$
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O
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(
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-
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!

蛋白质印迹法检测大鼠皮质区
53-7!

和

51X'\#

表达的结果
!

"*

时电针组与模型组相比#

大鼠
53-7!

'

51X'\#

灰度值比值差异无统计学意义

$

-

#

"<"D

%#

&

'

#H*

时电针组灰度值比值高于模型

组$

-

$

"<"D

%(

"

'

#H*

模型组灰度值比值低于
&*

模

型组$均
-

$

"<"D

%#

"

'

#H*

电针组灰度值比值亦低

于
&*

电针组$均
-

$

"<"D

%#见图
D

&

B

!

讨
!

论

在中枢神经中#轴突导向分子对神经网络的形

成具有重要的作用#其中最主要的轴突导向分子为

53-7!

"

T/J/#

)

#!

*

#

53-7!

主要在少突胶质细胞中表达#

在中枢神经系统损伤后可以促进轴突再生#抑制星

形胶质细胞增生#减少病变及细胞凋亡#增强血管生

成和细胞髓鞘形成)

#%E#H

*

#

53-7!

在发育的结构中沿着

突起的路径高度有序地表达#控制生长锥沿特定路

线向前生长#促使轴突末梢能精确地与相应的靶形

成突触联系)

#DE#F

*

&

51X'\;

是
53-7!ET/J/#

下游信

号通路中的一组重要的
TM/X'\

分子#在哺乳动物

中
51X'\;

主要有
51X'\#

'

51X'\!

'

51X'\%

三个

成员&

51X'\#

高度表达于中枢神经系统#在神经

系统发育过程中维持高水平表达#特别在树突发育

早期起关键作用)

F

#

!"

*

#它可以调控细胞的粘附'运动

和极化#调节树突生长#介导基因转录调节#诱导凋

亡等)

!#E!%

*

&在局灶性脑梗死后#

51X'\#

与
T/J/#

受体的胞内域结合#特异下调
L*(H!

活性影响神

经元迁移)

B

*

#促使肌动蛋白解聚#肌动蛋白在细

胞内的不对称分布最终引起神经细胞的迁移和

神经 元 轴 突 伸 展 方 向 的 变 化#促 进 轴 突 再

生)

!HE!D

*

&

+

FH

+
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图
S

!

不同缺血时间点各组大鼠皮质
O$')@

和
O#J8P?

蛋白表达比较
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本实验研究结果显示在造模成功
"*

后#电针

组与模型组大鼠的神经功能缺损无显著区别(随着

造模成功时间的延长#模型组大鼠的神经功能评分

减少#表明大鼠自身免疫功能会促进损伤恢复(但经

电针刺激治疗后电针组与模型组相比可见其神经功

能评分减少#表明电针具有促进脑卒中神经恢复的

作用&免疫荧光'蛋白质印迹结果显示#

"*

时电针

组和模型组
53-7!

'

51X'\#

分子均低表达#

&

'

#H*

时#

53-7!

'

51X'\#

分子表达均升高#且电针组高于

模型组#说明电针刺激可以促进
53-7!

'

51X'\#

高表

达且可以延长其高表达的时间#促进
51X'\#

与

T/J/#

的结合#改善神经功能缺损症状#抑制神经细

胞的凋亡#促进脑卒中后期恢复#这可能是电针促进

神经功能恢复的生物学机制之一&

电针在局灶性脑梗死后可以通过影响炎症反

应'血管收缩和氧自由基生成等多种途径发挥作用#

有效减轻脑缺血再灌注后大鼠缺血侧脑皮质损伤#

改善受损脑组织结构紊乱及水肿程度#促进血管新

生#对受损区域微血管起到保护作用)

!$E!B

*

&电针的

作用与选穴密切相关#查阅0中西医结合杂志10中医

杂志10针刺研究10中国针灸1和0北京中医药大学学

报1

D

本中医类核心期刊
!""F

"

!"#D

年关于针灸治

疗中风的所有临床和实验文献#排在前
#"

的穴位引

用结果是!百会穴引用
$&

次'足三里
D&

次'曲池
%&

次#三阴交
!&

次'合谷
!H

次'内关
#B

次'环跳
#!

次'太冲
##

次'肩
"

F

次'外关
B

次&本实验选用

,曲池-和,足三里-穴位#不仅因为其在临床和基础

研究中被广泛使用#而且0内经1中指出,治萎独取阳

明-#并且查阅多篇文献发现!,足三里-,曲池-能减

少脑梗塞面积并对梗死边缘区神经细胞呈一定的保

护作用)

!F

*

&电针,足三里-,曲池-穴可改善神经功

能缺损症状#抑制神经细胞的凋亡#起到保护脑的作

用)

%"

*

&

虽然电针可以促进
53-7!

'

51X'\#

高表达和减轻

大鼠行为学症状#但是目前电针促进脑卒中恢复的机

制尚不清楚#并且中枢神经系统损伤是由多个因子多

条通路参与的复杂过程#因此单纯的
53-7ET/J/E

51X'\#

通路激活并不能达到减轻缺血损伤和促进神

经再生的满意效果&

53-7;ET/J/

及其下游分子的相互

作用机制需要进一步深入研究#如研究
53-7;

和
T/J/;

在中枢神经系统中的分布'浓度梯度和运动途径#或

53-7;ET/J/

的 协 同 受 体
'J+3;/2

'

L)

!Q

'

,-TE!#B

'

5-2

O

3+E,-2*+*

'

A1GH

和
6-*3-2+

与
VTTE#

至
VTTEH

结

构域结合后的作用&这些研究将带领我们进一步探

讨脑梗死后
;3-7!ET/J/

与其下游分子的相互关系#揭

示其神经可塑性的生物学机制&
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