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·基础研究·

电针对大鼠早期局灶性脑缺血再灌注
损伤细胞凋亡机制的研究*

陶 静1 陈阿贞2 兰 岚2 杨珊莉3 林志诚4 陈立典2,5

摘要

目的：探讨电针刺激对大鼠早期局灶性脑缺血再灌注损伤细胞凋亡的机制。

方法：选用96只雄性SD大鼠，随机分为假手术组、模型组、电针组各32只。采用改良Longa线栓法制作缺血再灌注

大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠模型，电针组于脑缺血再灌注2h后开始电针患侧“曲池”、“足三里”穴。各组于术后

24h行神经行为学评分，TUNEL法检测脑组织细胞凋亡，免疫印迹法及逆转录PCR法检测脑组织细胞凋亡相关蛋白

Bcl-2，Bax的表达，ELISA检测血清BDNF的变化。

结果：脑缺血再灌注24h后，电针组大鼠神经行为学评分较模型组差异有显著性，且脑组织中TUNEL阳性细胞数明

显降低（P＜0.05）；与模型组相比，电针组Bcl-2表达增高，Bax表达下降；模型组与电针组血清脑源性神经营养因子

（BDNF）水平较假手术组相比均明显下降，但电针组较模型组有进一步的升高，差异有显著性意义（P＜0.05）。

结论：电针刺激可抑制脑组织中Bax的表达，提高Bcl-2，BDNF的作用，对抗脑缺血再灌注损伤所致的细胞凋亡，达

到加速神经功能恢复的目的。
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Abstract
Objective: To study the mechanism of anti-apoptotic effect of electroacupuncture (EA) in acute local cerebral

ischemia-reperfusion（I/R） rats.

Method: Ninety-six male adult SD rats were randomly divided into three groups: sham-operated group, model

group and EA group. The model of middle cerebral artery occlusion（MCAO） was established with thread liga-

tion method. The EA group were administered with EA at Quchi (LI11) and Zusanli (ST36) acupoints on the

contralateral paralyzed limb at 2h after cerebral I/R. Then, 24h after I/R, rats brains were taken out for TU-

NEL, Western-blot and RT-PCR examinations, and the blood for ELISA examinations.

Result: At 24h after I/R, neurological behavior improved, and the apoptotic cells in ischemic brains decreased

in EA group compared with model group (P＜0.05). The expression of Bcl-2 increased and Bax decreased sig-

nificantly in EA group, brain derived neurotrophic factor（BDNF） in blood was milder in EA group than those

in model group (P＜0.05).

Conclusion: EA can significantly regulate anti-apoptotic effect and promote neurological function recovery in ce-
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缺血性脑血管病是指起病迅速，由脑血管病变

引起的局限性脑组织缺血性坏死的一组疾病，具有

高发病率、高致残率、高死亡率等特点[1]。脑缺血再

灌注损伤是缺血存在一定时间的组织器官在重新得

到血液灌注后，其功能不仅不能恢复，结构损伤和功

能障碍反而加重。其过程包含一系列复杂的病理生

理变化，机制极其复杂[2—3]。近年来，缺血性脑损伤

及其再灌注损伤在临床治疗中日益受到重视，如何

降低缺血性再灌注脑损伤是当今研究的焦点。临床

上，电针疗法是治疗缺血性脑血管病的有效方法之

一，但关于电针疗法的作用机制尚不明确。近年来

国内外相关研究表明，抗凋亡机制在脑缺血再灌注

损伤过程中扮演着极其重要的角色[4—6]。故本研究

通过制作大鼠大脑中动脉局灶性脑缺血再灌注模

型，观察电针刺激“曲池”、“足三里”穴后脑组织细胞

凋亡情况和凋亡相关蛋白Bcl-2，Bax表达的变化，

探讨其脑保护机制，为针灸临床提供一定的依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物和分组

选取96只SPF级健康雄性SD大鼠，体重（250±

30）g。由上海市动物实验中心提供。用随机数字表

法，将96只大鼠随机分为3组，假手术组、模型组、电

针组，每组32只，称重并编号。

1.2 主要试剂

TUNEL 试剂盒（Promega，Madison，WI，USA）；

Trizol（Invitrogen，Carlsbad，CACCC）；逆转录试剂盒

（Fermentas，USA），Bcl-2、Bax及β-actin一抗及辣根

过氧化物酶二抗（Cell Signaling，Beverly，MA，USA）；

大鼠BDNF ELISA试剂盒（上海西塘生物有限公司，

上海）。

1.3 主要实验设备

金属恒温箱、低温离心机、常温离心机、激光共

聚焦显微镜（日本产）；切片机、烤片机（上海产）；石

蜡包埋机、电泳槽（武汉产）；4℃摇床机、冰箱（青岛

产）；DNA浓度测试仪、-80℃超低温冰箱（北京产）；

Kodak数码相机M883（美国产）；华佗牌G6805电针

（苏州产）。

1.4 方法

1.4.1 动物模型制备：大脑中动脉闭塞（middle ce-

rebral artery occlusion, MCAO）动物模型的制作参

照Longa等[7]报道的线栓法加以改进。首先，术前所

有实验动物均禁食12h，将大鼠称重，应用10%水合

氯醛按3ml/kg腹腔注射进行麻醉，麻醉后在手术台

下充分暴露并分离左侧颈总动脉、颈外动脉和颈内

动脉。依次结扎颈总动脉近心端、颈外动脉远心端，

并于颈总动脉分叉处近心端预留结扎线。用微动脉

夹夹闭远端颈内动脉，在距颈总动脉分叉处1.0mm

处用显微剪刀剪一切口，并将头端已涂上硅胶的钝

头单丝尼龙线（直径为0.2mm）自左侧颈总动脉插入

颈内动脉，直至感觉有少许阻力为止（从颈外动脉与

颈内动脉分叉处起计算插入约18—22mm），此时线

栓到达大脑中动脉分支处，阻断大脑中动脉血供。

固定线栓，颈部伤口常规缝合。2h后缺血再灌注

时，轻柔回抽线栓至颈总动脉分叉处，此时MCAO模

型制备完成。术中和术后保持室温25℃左右，直到

动物恢复活动。假手术组只分离动脉，不结扎、插

线。手术结束后，动物放置于室温（25℃）环境下苏

醒，正常饮水、饮食。

1.4.2 神经行为学评分：按照Longa等的5分法评分

标准，分别于脑缺血再灌注后2h（即治疗前）和24h

（即治疗后）对实验大鼠进行神经功能评分：0分：无

神经功能缺损；1分：提尾时右前肢内收，不能完全

伸展；2分：自发行走时向右侧转圈；3分：行走时身

体向右侧倾倒；4分：不能自发行走，有意识丧失。

1.4.3 动物模型剔除标准：①神经功能评分0分及4

分者；②取材时发现蛛网膜下腔有出血者；③实验动

物未到观察时间点便死亡者；④TTC染色时发现未

梗死者。

1.4.4 电针刺激：电针组动物于脑缺血再灌注后2h

开始治疗，取患侧“曲池”、“足三里”穴（大鼠穴位定

位参考《实验针灸学》中的定位方法），30号0.5寸华

rebral I/R rats in early stage.
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佗牌不锈钢毫针刺入，应用G6805电针仪，电压峰值

为6V，以肢体轻轻抖动为度，疏密波，频率1/20Hz，

电针30min，造模后电针治疗1次，至脑缺血再灌注

24h经神经行为学评分后处死动物取材。

1.4.5 标本获取与检测：脑缺血再灌注24h后，以

10%水合氯醛按4ml/kg麻醉大鼠。麻醉后的各组大

鼠从腹主动脉采集动脉血5ml，室温下静置凝固后

置于高速离心机上以3000r/min转速分离血清，吸取

上清，-20℃下冷冻保存备用。按实验设计，各组实

验动物于腹主动脉采血后，分组进行脑组织处理。

一组于冰上迅速开颅取脑，将取出的脑组织置于液

氮罐中，后置于-80℃的冰箱中保存备用，用于免疫

印迹法和逆转录PCR技术检测脑组织中蛋白和基

因含量；另一组于采血结束后立即打开大鼠胸腔，迅

速暴露心脏，经左心室插管至升主动脉，先缓慢灌注

150ml 0.9%生理盐水，再滴注4%多聚甲醛250ml，

直至动物呈僵硬状态，固定后于冰上迅速断头取脑，

在视交叉后2mm处以冠状切面切开大脑，平均切成

5等分，片厚约3mm，置于4%多聚甲醛液体中固定，

常规脱水、透明、浸蜡、包埋。石蜡包埋制成5mm厚

防脱切片，将包埋好的石蜡切片分组收集，用于TU-

NEL染色法。

1.4.6 TUNEL染色：TUNEL染色采用DeadEnd荧光

测定TUNEL系统来检测细胞凋亡。试剂盒由普洛

麦格（北京生物技术有限公司，产品货号G3250）提

供，实验过程严格按照产品说明书进行操作。实验

结束后立即将做好的切片放在激光共聚焦显微镜

（Leiss LSM710）下分析样本，在200倍高倍视野下

观察，镜下细胞核由DAPI染成蓝色，凋亡细胞则呈

绿色荧光，每张切片缺血梗死区随机取5个高倍视

野，拍照、计数，用Motic Med 6.0显微生物图像分析

系统统计阳性细胞数及总细胞数，计算每高倍视野

内的凋亡阳性细胞率。

1.4.7 免疫印迹法（Western blot 法）检测脑组织

Bcl-2，Bax的蛋白含量：（1）取100mg大鼠脑组织剪

成碎片，加入裂解液混匀（每 20mg 组织+100—

200μl裂解液），用玻璃匀浆器匀浆至充分裂解，裂

解后，14000r/min转速离心5min，取上清；（2）用BCA

蛋白浓度测定法测定蛋白浓度：①取0.8ml蛋白标准

配制液加入到一标准管中（20mg BCA），充分溶解

成25mg/ml标准溶液；②取适量标准溶液，用PBS稀

释液稀释到0.5mg/ml，③根据样品数量，按50体积

BCA A液和1体积BCA B液配制工作液，将标准

品按0，1，2，4，8，12，16，20μl加到96孔板的标准孔

中，加PBS补充到20μl，加适当体积样品到96孔板

的样品孔中，加PBS稀释到20μl，各孔再加200μl

BCA工作液，37℃ 20—30min，根据标准曲线算出浓

度；（3）蛋白变性：将溶解的上样缓冲液混匀，按每

4μl样品+1μl上样缓冲液（5×）比例混合，100℃充

分蛋白变性；（4）变性后蛋白放入冰中迅速冷却，根

据蛋白浓度，算出上样体积，依次上样，跑电泳（5%

浓缩胶，12%分离胶，80V跑浓缩胶，100V跑分离胶，

待溴酚兰至胶边缘即可）；（5）转膜：电泳结束后将凝

胶取出，进行转膜，遵循胶在负极，膜在正极的原则，

100V 30—40min，以Marker转完为准，可用丽春红

对固定于硝酸纤维素滤膜上的蛋白质进行预染，看

电泳带是否清晰，证实蛋白质确实转移到膜上；（6）

洗膜：转膜结束后，取下PVDF膜，标记正面，放入

1×TBS-T中洗清2次；（7）封闭：倒掉TBS-T，加入

5%脱脂奶粉封闭 2h；（8）一抗孵育：分别将一抗

Bcl-2，Bax，β-actin（CST公司提供）按1∶1000稀释

于含5%脱脂奶粉的1×TBS-T中，过夜，4℃摇床；

（9）洗膜；（10）二抗孵育：（CST公司提供）按1∶5000

溶解稀释（同一抗），室温孵育1h；（11）洗膜：再用

1×TBS-T 10min洗3次；（12）显像：将滤膜放入配

好的显色液中显色，采用Bio-Image（Bio-Rad Labo-

ratories，Hercules，CA，USA）图像分析系统扫描，分

析处理。

1.4.8 逆转录PCR技术检测脑组织细胞凋亡相关

蛋白Bcl-2、Bax的mRNA表达：（1）用Trizol法提取

总 RNA（参照 Trizol 试剂说明书进行操作）:①取

100mg 大鼠脑组织剪碎，加入 1ml Trizol（Fermen-

tas），震荡1min;②加0.2ml氯仿，剧烈震动30s，置于

室温5min;③低温离心机中，12000g，4℃离心10min；

④轻轻吸取上层无色水相，移入另一EP管中（约

0.5ml）;⑤加等体积异丙醇，室温放置30min;⑥4℃离

心，12000g，离心10min，在管底部可见微量RNA沉

淀；⑦加入75%乙醇1ml，振荡，4℃离心，7500r/min，

离心5min，吸走上清，注意防止RNA丢失；⑧室温下

放置5min，使酒精完全挥发，用无RNAase的DEPC
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水20μl溶解RNA，检测RNA浓度，根据RNA浓度，

计算 RNA 体积。（2）取总 RNA 1μg，应用逆转录

（RT）试剂盒（碧云天生物技术公司）进行逆转录反

应，反应体系20μl。按照试剂盒说明书加入相应量

的试剂，进行PCR反应物，扩增条件为：95℃预变性

5min，94℃变性30s，55℃退火40s，72℃延伸40s，持

续 33个循环，最后72℃延伸10min。（3）将Loading

buffer(1μl)+Sample(5μl)+Mark(5μl)混匀上样，经

1.5%琼脂糖凝胶电泳，100V 跑 30—40min。（4）用

Bio-Image（Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA，

USA）图像分析系统分析处理型凝胶成像，统计数

据。

1.4.9 酶联免疫吸附法（ELISA法）检测血清

脑源性神经营养因子（brain derived neu-

ro-trophic factor, BDNF）含量：将预先收集

的血清上清液取出，用ELISA法检测血清中

BDNF的含量，产品试剂盒由上海西塘生物

科技有限公司提供，操作过程严格按照试剂

盒说明书进行。

1.5 统计学分析

所有数据均以均数±标准差表示，采用

SPSS 16.0软件包进行统计分析，组间比较 t
检验。

2 结果

2.1 神经行为学评分

假手术组大鼠均无神经功能缺损，模型

组（2.63±0.52）和电针组（2.30±0.54）大鼠在

缺血再灌注2h麻醉清醒后即出现不同程度

的神经功能缺损，但差异无显著性意义（P＞
0.05）。经电针治疗脑缺血再灌注后 24h，电针组

（1.38±0.52）与模型组（2.00±0.53）再进行比较，电

针组神经功能缺损程度明显减轻，差异有显著性意

义（P＜0.05）。

2.2 TUNEL法检测脑组织细胞凋亡及其凋亡细胞

的计数

假手术组：大鼠正常脑组织仅有少量TUNEL阳

性凋亡细胞表达（图1箭头所示）（1.98±0.19）；模型

组：大鼠缺血侧TUNEL阳性凋亡细胞数较假手术组

明显增多（46.32±8.31），差异有显著性意义（P＜

0.05）；电针组：大鼠缺血侧TUNEL阳性细胞数较模

型组相比明显减轻（22.13±2.86），差异有显著性意

义（P＜0.05）。

2.3 Western-blot法检测Bcl-2和Bax蛋白变化

脑缺血再灌注后24h，模型组大鼠缺血区梗死

侧脑组织抗凋亡基因Bcl-2的蛋白表达较假手术组

明显减少，电针组较模型组相比则有进一步增加；相

反，与假手术组相比，模型组脑组织中促凋亡基因

Bax蛋白表达增多，而电针组的表达有显著下降。

见图2。

2.4 逆转录PCR法检测脑组织中Bcl-2和 Bax的

mRNA表达

假手术组大鼠脑组织中均有基础的Bcl-2和

Bax的mRNA表达，电针组较模型组相比其脑组织

图1 各组脑组织缺血侧TUNEL阳性细胞表达

DAPI染色 图像合成凋亡细胞

假手术组

电针组

模型组

图2 Western-Blot检测Bcl-2和Bax蛋白变化

J=假手术组；M=模型组；Z=电针组

β-actin

J M Z

Bcl-2

Bax

DAPI为蓝色荧光染色的细胞核，凋亡细胞显示为绿色荧光，如箭头所示。
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中抗凋亡基因Bcl-2 mRNA的表达明显增加，而促

凋亡基因Bax的mRNA的含量则减少，这与其蛋白

含量的表达变化是一致的。见图3。

2.5 ELISA 检测血清转化生长因子（transforming

growth factor, TGF）的含量变化

脑缺血再灌注后24h，模型组和电针组血清中

BDNF的含量均比假手术组有所下降，但电针组较

模型组相比则有进一步的升高，差异有显著性意义

（P＜0.05）。见图4。

3 讨论

缺血性脑血管病是一组起病迅速，由脑血管病

变引起的局限性脑组织缺血性坏死的病变，其损伤

的发生机制极其复杂，至今有多种相关学说，如细胞

凋亡学说、细胞内钙超载学说、炎症反应学说、自由

基损伤学说、兴奋性氨基酸中毒学说等[8—10]。国内

外许多学者均支持脑缺血再灌注损伤与细胞凋亡途

径有密切联系[11—13]。

本研究结果显示，电针刺激能明显改善缺血性

脑损伤大鼠神经行为学评分，脑缺血再灌注后24h

即可在大脑缺血侧检测到TUNEL阳性细胞数，而且

主要集中在缺血半暗带区，缺血中心区只可见到少

量的阳性细胞，这在形态学上符合细胞凋亡的特

点。我们进一步研究发现，电针能明显减少阳性凋

亡细胞在脑组织中的表达，并通过抑制促凋亡蛋白

Bax的表达，提高Bcl-2，BDNF的作用，共同起到抗

凋亡的脑保护作用。

有研究表明，脑源性神经营养因子BDNF是脑

内合成的一种蛋白，是脑内分布最为广泛的神经营

养因子，是神经元维持生存和执行正常功能所必需

的，具有一定的抗凋亡作用。这可能与机体发生缺

血缺氧后，BDNF的表达被激活，进一步诱发细胞间

信息传导通路的系列改变有密切的关系，即BDNF

可能通过激活某个特定的信号传递途径，诱发凋亡

相关蛋白Bcl-2和Bax在体内的表达，减少神经元细

胞因缺血缺氧所致的应激损伤，共同挽救中枢神经

系统损伤后的神经元细胞，进而发挥抗神经细胞凋

亡的脑保护作用。故通过研究，我们认为，电针刺激

即可能是通过这一途径，在脑缺血再灌注损伤早期，

通过激活BDNF的活性，来双向调节凋亡相关蛋白

Bcl-2和Bax的表达，共同抑制脑缺血后神经元的凋

亡。

细胞凋亡抑制基因Bcl-2和Bax蛋白是Bcl-2蛋

白基因家族分别具有抑制和促进细胞凋亡的一对胞

内蛋白质，黄浏姣等[14]发现脑缺血再灌注损伤的大

鼠脑组织中Bcl-2和Bax蛋白均明显增多，且于24h

达高峰，之后逐渐下降，而电针组Bcl-2蛋白各时点

均高于模型组，Bax明显低于模型组，说明电针对局

灶性脑缺血再灌注模型大鼠脑损伤有保护作用，其

作用机制可能与上调Bcl-2、下调Bax蛋白表达有

关。有研究进一步认为，脑缺血再灌注能直接磷酸

化多种转录因子，激活下游Bcl-2，Bax，并可能影响

神经营养因子的表达，通过抑制凋亡基因的表达和

增强抗凋亡基因的表达等方面，达到促进细胞存活

的目的[15—16]。Baba等[17]制备大鼠MCAO模型，术后

将电极片植入大鼠大脑额叶硬膜外间隙进行电刺

激，1周后检测发现电刺激可通过激活抗凋亡级联

反应而减少皮质缺血区域的细胞凋亡，并通过抑制

炎症因子迁移的中枢神经营养因子水平，阻滞神经

元凋亡、促血管和星形胶质细胞新生而达到减小梗

死面积的作用。刘氏等[18]针刺MCAO模型，发现不

图3 RT-PCR检测大鼠脑组织Bcl-2和
Bax的mRNA表达

J=假手术组；M=模型组；Z=电针组

β-actin

J M Z

Bcl-2

Bax

图4 各组血清BDNF浓度值

假手术组 电针组模型组
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同时间点胶质细胞源性神经营养因子和碱性成纤维

细胞生长因子蛋白表达均有所增加，可能通过某一

抗凋亡信号传导途径达到减缓神经细胞凋亡和坏死

过程，这些与本实验研究发现的脑源性神经营养因

子可能激活凋亡相关蛋白表达达到脑保护的目的明

显相关。另有研究证明了电针“曲池”、“足三里”穴

可以促进脑缺血后细胞增殖作用，并可激发新增殖

细胞向星型胶质细胞分化[19]。这为临床针灸促进脑

缺血后细胞增殖及抑制其凋亡达到脑保护作用提供

了一定依据。

综上所述，早期介入电针治疗对于缺血区的脑

神经细胞具有明显的脑保护作用。机体损伤后激活

脑源性神经营养因子BDNF的活性，诱发某个特定

的信号传递途径，双向调节凋亡相关蛋白Bcl-2和

Bax的表达，从而抑制缺血再灌注后神经细胞凋亡

加速神经功能的恢复，这可能是电针刺激发挥脑保

护作用的机制之一。
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