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电针刺激对局灶性脑梗死大鼠梗死灶周围皮质ＲＯＣＫ１与ＲＯＣＫ２表达
的影响
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　　［摘要］　目的　观察电针刺激对局灶性脑梗死大鼠神经功能及梗死灶周围皮质ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２表达的影响，初步探

讨其对大脑缺血组织的保护机制。方法　将４０只雄性ＳＤ大鼠随机分为正常组、假手术组、模型组和电针穴位组，每组１０
只。用改良Ｌｏｎｇａ法制作大脑中动脉闭塞（ＭＣＡＯ）模型，在大鼠麻醉苏醒后９０ｍｉｎ对电针穴位组大鼠进行电针刺激，每天１
次，连续１４ｄ。分别在术后１、３、７、１４ｄ时对各组大鼠进行改良神经功能缺损评分（ｍＮＳＳ）。术后１４ｄ时，用免疫组化和蛋白

质印迹法检测缺血侧大脑皮质中ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白的表达情况。结果　正常组和假手术组未出现神经功能缺损表现。
术后７、１４ｄ，电针穴位组ｍＮＳＳ评分较模型组下降（Ｐ＜０．０５）。免疫组化和免疫印迹结果显示，模型组ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋

白表达上调，电针穴位组ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋白表达较模型组减少（Ｐ＜０．０５）。结论　电针刺激促进局灶性脑梗死后大鼠
神经功能恢复，可能与其下调ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋白表达有关。
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　　脑缺血导致中枢神经系统损伤后，机体功能恢 复十分困难，这主要是神经轴突再生受到抑制。目
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前已知的轴突生长抑制因子有ＮｏｇｏＡ、髓鞘相关糖

蛋白（ｍｙｅｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＧ）、少突

胶质细胞髓鞘糖蛋白（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｓｙｔｅｍｙｅｌｉｎｇｌｙ

ｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＯＭＧＰ），它们通过与细胞表面的 Ｎｏｇｏ
受体结合，激活ＲｈｏＡ／Ｒｈｏ激酶（Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉ

ｎａｓｅ，ＲＯＣＫ）信号通路，使肌动蛋白骨架解聚，介导

生长锥的塌陷，抑制轴突延伸，从而抑制轴突的生

长［１２］。研究表明，针刺内关穴和足三里穴能改善脑

梗死大鼠神经功能，对大鼠神经细胞具有保护作

用［３４］。作为细胞内髓鞘抑制信号的主要效应分子，

ＲＯＣＫ以两种同源异构体形式存在，即 ＲＯＣＫ１和

ＲＯＣＫ２，在调节神经轴突再生中发挥重要作用。本

研究通过建立局灶性脑梗死大鼠模型，利用免疫组

织化学法和免疫印迹法观察梗死灶周围皮质

ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白的表达以及电针刺激相关穴

位对其表达的影响，初步探讨电针刺激对缺血脑组

织保护方面的作用机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　清洁级成年健康雄性ＳＤ大

鼠４０只，体质量为２８０～３００ｇ，由重庆医科大学实

验动物中心提供，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ
（渝）２００７０００１，使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２００７

０００１。将动物随机分为４组：正常组、假手术组、模

型组和电针穴位组，每组１０只。

１．２　主要试剂及仪器　ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２抗体购自

北京博奥森生物技术有限公司，二抗（兔抗山羊）购自

北京中杉金桥生物公司，免疫印迹分析相关试剂购自

上海碧云天生物技术有限公司，ＳＡＢＣ免疫组化试剂

盒和ＤＡＢ显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限

公司。Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜，上海医疗仪器厂Ｇ６８０５
电针仪，“华佗牌”３０号１寸毫针。

１．３　大鼠局灶性脑梗死模型制备及神经功能评

分　参照Ｌｏｎｇａ等［５］方法并加以改造，制备大鼠大

脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，

ＭＣＡＯ）模型。以１０％水合氯醛（０．３５ｍＬ／１００ｇ）

腹腔注射麻醉大鼠，取其颈部正中偏右位置作一长

约１．５ｃｍ皮肤切口，找到颈总动脉后分离出颈外动

脉和颈内动脉。在动脉分叉处挂线，然后结扎颈外

动脉。用大鼠动脉夹夹紧颈总动脉近心端以及颈内

动脉，然后用眼科剪在颈总动脉上剪一小口，将线栓

经切口插入颈内动脉，当线栓穿过颈总动脉分叉处

时将预先挂于颈总动脉的挂线打一单结固定，然后

取走颈内动脉上的动脉夹，用细镊缓慢地将线栓向

颈内动脉方向推送约１９～２１ｍｍ。２ｈ后进行再灌

注处理，最后清创缝合伤口。假手术组处理除不进

行线栓阻塞外，其余手术步骤同模型组。

　　每组大鼠分别在术后１、３、７、１４ｄ进行改良神经

功能缺损评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，

ｍＮＳＳ），包括运动、感觉、反射、平衡４项指标，评分

范围０～１８分，０分代表未见损伤，得分越高代表神

经损伤越严重［６］。

１．４　电针刺激方法　电针穴位组大鼠在麻醉苏醒

后９０ｍｉｎ进行电针刺激。应用１寸毫针刺激功能缺

失侧，参照《实验针灸学》选取“内关”（ＰＣ６）和“足三

里”（ＳＴ３６）穴，用电针仪进行刺激，每天１次，连续

１４ｄ。刺激参数选择疏密波，频率８０～１００Ｈｚ，电流

强度１～３ｍＡ，电压１～３Ｖ，留针３０ｍｉｎ。强度以保

持针刺局部轻微颤抖为度。正常组、假手术组和模

型组不做任何治疗。

１．５　免疫组化检测ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白表达　术

后１４ｄ，将各组大鼠（ｎ＝５）用１０％水合氯醛进行深

度麻醉，打开胸腔，暴露心脏，剪开右心耳，经左心室

灌注磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．２５～７．３５）２５０ｍＬ，

然后以４％多聚甲醛ＰＢＳ２００ｍＬ进行内固定。处

死大鼠，取脑组织后放入４％多聚甲醛溶液中固定

４８ｈ。再行脱水处理，石蜡包埋，冠状连续切片，取

缺血中心部位（前囟嘴侧０．２～０．８ｍｍ）脑切片染

色，最后将切片经脱水、透明、封固，在镜下观察。每

只大鼠取相同缺血部位３张切片，每张切片随机取

梗死周边区６个不同的视野拍照，利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰ

ｌｕｓ６．０图像分析软件测定梗死周边区免疫反应阳性

产物平均光密度值和累计光密度值。

１．６　免疫印迹分析检测 ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白表

达　术后１４ｄ取各组大鼠（ｎ＝５）大脑，选取缺血侧

大脑皮质新鲜组织放入液氮保存备用，避免反复融

冻。严格按照试剂盒说明书提取全蛋白，采用ＢＣＡ
蛋白定量法检测蛋白浓度。取８０μＬ样品和２０μＬ
样品处理液，混合均匀，封闭后１００℃水浴１０ｍｉｎ，每

孔上样量２０μＬ。行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），然后转膜至ＰＶＤＦ膜，５％脱

脂奶粉封闭３０ｍｉｎ；加一抗（稀释浓度为１１００）
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４℃孵育过夜，３７℃复温３０ｍｉｎ；ＴＢＳＴ漂洗３次；加

二抗（稀释浓度为１２５００）室温孵育２ｈ；ＴＢＳＴ漂

洗３次；上凝胶成像仪成像。以ＧＡＰＤＨ为内参，用

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６图像分析软件（美国ＢｉｏＲａｄ公

司）进行结果分析。

１．７　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行

数据处理，数据以珚ｘ±ｓ表示，资料进行单因素方差

分析，若总体均数不等或不全相等时，进行ＬＳＤｔ检

验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠的 ｍＮＳＳ比较　正常组和假手术组

大鼠在术后１、３、７、１４ｄ均未出现神经功能缺损表

现。电针穴位组术后１、３ｄ的 ｍＮＳＳ与模型组差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但术后７、１４ｄ较模型组

降低（Ｐ＜０．０５，图１）。

图１　模型组和电针穴位组大鼠各时间点ｍＮＳＳ比较

ｍＮＳＳ：改良神经功能缺损评分．Ｐ＜０．０５与模型组比较．

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．２　免疫组化检测ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白表达　术

后１４ｄ免疫组化结果显示大鼠大脑皮质梗死灶周边

阳性细胞表现为大小不等的黄褐色颗粒，分布在大

脑皮质脑梗死灶的周边区，主要集中在细胞核的周

围（图 略）。模 型 组 和 电 针 穴 位 组 ＲＯＣＫ１ 和

ＲＯＣＫ２蛋白的表达高于正常组和假手术组（Ｐ＜

０．０１）；电针穴位组ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋白的表达

低于模型组（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、２Ｂ）。

２．３　免疫印迹分析检测 ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白表

达　术后１４ｄ免疫印迹分析结果（图３）显示，模型

组和电针穴位组ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋白表达高于

正常组和假手术组（Ｐ＜０．０１）；电针穴位组ＲＯＣＫ１

和ＲＯＣＫ２蛋白表达较模型组减少（Ｐ＜０．０５）。

图２　术后１４ｄ各组ＲＯＣＫ１（Ａ）和

ＲＯＣＫ２（Ｂ）蛋白免疫组化检测定量结果
Ｐ＜０．０１与正常组和假手术组比较，△Ｐ＜０．０５与模型组

比较．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图３　术后１４ｄ时免疫印迹分析检测各组 ＲＯＣＫ１

和ＲＯＣＫ２蛋白的表达
Ｐ＜０．０１与正常组和假手术组比较；△Ｐ＜０．０５与模型组

比较．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＲＯＣＫ属于丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶家族成员

之一，是目前研究得最为清楚的 Ｒｈｏ下游效应分



·３３２　　 · 第二军医大学学报　２０１４年３月，第３５卷

子［７］。ＲＯＣＫ通过多种途径参与脑缺血损害，如下

调内皮源型一氧化氮（ｅＮＯ）活性增加内皮细胞和血

管平滑肌细胞的收缩张力［８］，参与调整内皮细胞纤

溶酶原激活物抑制因子１（ＰＡＩ１）表达而影响脑缺

血［９］，调整参与脑卒中发生的基质金属蛋白酶９

（ＭＭＰ９）表达和介导炎症反应的多个环节而影响脑

缺血前后的炎症反应［１０］。同时 ＲＯＣＫ的激活可以

使生长锥塌陷而抑制轴突再生［１２］，在神经再生中扮

演着重要角色。

　　本研究发现，正常大鼠和假手术组大鼠脑组织

中有少量的ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋白表达，模型组大

鼠脑组织内有ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋白大量表达，与

正常大鼠相比显著升高，提示这两种蛋白的表达在

脑梗死大鼠中可能发挥神经抑制作用。造模１４ｄ

后，电针穴位组 ｍＮＳＳ低于模型组，电针穴位组

ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２蛋白的表达也较模型组减少，提

示电针刺激促进 ＭＣＡＯ大鼠运动功能恢复可能与

抑制梗死区周围抑制因子ＲＯＣＫ１和ＲＯＣＫ２的表

达有关。

　　电针作用与选穴密切相关，本研究针刺选用远

端取穴法，选用内关和足三里，内关为心包经络穴，

取内关穴可通窍醒神、通血脉行气血，实现对元神的

调节作用。足三里为足阳明经合穴，阳明经为多气

多血之经，阳明经气血通畅正气得以扶助，才能使机

体功能逐渐恢复，故电针足三里可以起到益气养血、

行气活血的作用。在临床上内关与足三里两穴相配

对脑梗死患者可以起到醒脑开窍、畅通气血的作用。

由于针刺组方缺乏特异性，可能对改善脑缺血后神

经再生起到不同作用，本研究证实了内关和足三里

在这方面的作用，我们今后的研究应该通过不同的

穴位配伍，选取疗效最佳的穴位组合从而提高临床

疗效。另外，电针强度和波形对其作用结果的影响

有待考察。

　　综上，电针刺激对局灶性脑梗死大鼠神经功能

的改善作用可能与其下调梗死灶周围皮质ＲＯＣＫ１

和ＲＯＣＫ２蛋白表达有关。
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