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·基础研究·

基于TLR4/MyD88/JNK信号通路的电针曲池、
足三里穴治疗脑缺血再灌注损伤的作用机制*

何 坚1 柳维林1 王露露2 林云娇2 叶晓倩2 陶 静1 陈立典1，3

摘要

目的：探讨电针曲池、足三里穴是否通过TLR4/MyD88/JNK信号通路产生脑缺血再灌注损伤的保护作用。

方法：将36只SD大鼠随机分为假手术组、模型组及电针组，以大脑中动脉闭塞（MCAO）法建立大鼠局灶性脑缺血

再灌注模型。采用TTC染色观察脑缺血后梗死体积；采用蛋白免疫印迹法观察缺血周边区脑组织中TLR4、MyD88

的蛋白表达以及 JNK的磷酸化水平。

结果：电针曲池、足三里穴可明显改善MCAO大鼠的神经功能缺损症状和脑梗死体积(P<0.05)；电针可以抑制缺血

周边区脑组织中TL4、MyD88的蛋白表达(P<0.05)，降低 JNK的磷酸化水平(P<0.05)。

结论：电针曲池、足三里穴可能通过抑制TLR4/MyD88信号通路，降低 JNK的磷酸化，从而产生对脑损伤的神经保

护作用。
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Abstract
Objective: To investigate if the TLR4/MyD88/JNK signaling pathway mediates the protective effect on cerebral

ischemia reperfusion injury by Electroacupuncture (EA) at Quchi, Zusanli.

Method: The 36 SD rats were randomly divided into sham operation group, model group and EA group. The

focal cerebral ischemia reperfusion model was established by middle cerebral artery occlusion (MCAO) in rats.

TTC staining was used to observe the infarct volume after cerebral ischemia, and the expression of MyD88

and TLR4 in the ischemic surrounding region was observed by Western blotting. The phosphorylation level of

JNK was observed by Western blotting.

Result: EA at the Quchi and Zusanli acupoints could significantly improve the neurological symptoms and re-

lieve the cerebral infarct volume in MCAO rats (P<0.05).EA could inhibit the expression of TLR4 and MyD88

protein in the ischemic surrounding region (P<0.05) and reduce the phosphorylation of JNK(P<0.05).

Conclusion: EA at the Quchi and Zusanli acupoints exerts neuroprotection against the cerebral ischemia and re-

perfusion injury by reducing phosphorylation of JNK and inhibiting the TLR4/MyD88 signaling pathway.
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缺血性脑血管病是因脑部血液供应障碍，缺血、

缺氧引起的局限性脑组织缺血性坏死或脑软化，占

脑血管病的 70%—80%，具有高发病率、高病死率、

高致残率和高复发率等特点，成为人类死亡的主要

原因之一。近年来，随着降纤、溶栓等治疗方法的建

立，缺血性损伤及其后继性再灌注损伤在治疗过程

中日益受到重视，如何减轻缺血再灌注性脑损伤是

当今研究的焦点和重点。电针疗法在临床治疗缺血

性脑血管病中已被认为是行之有效的方法之一，但

其作用机制尚不明确。

近几年来，一种模式识别受体(pattern recogni-

tion receptor，PRR)—Toll 样受体 4 被发现，并证实

具有介导组织免疫炎性反应的作用。TLR4介导的

信号转导通路在脑缺血再灌注过程中促成了脑组织

的缺血性损伤，而TLR4基因缺失时则表现出了对

脑组织的保护作用[1—3]。TLR4可活化髓样分化因子

88(myeloid differentiation factor 88，MyD88)依赖

性和非依赖性两条信号途径:前者活化丝裂原激活

的 蛋 白 激 酶 (mitogen activated protein kinase，

MAPK)和NF-κB信号通路[4]。前者MAPK信号转导

通路包括 c—Jun 氨基末端激酶(c-Jun N-terminal

kinase，JNK)等[5]。JNK信号通路参与了细胞增殖、

分化和凋亡的调节[6]。因此，TLR4-JNK信号通路为

针刺治疗缺血性脑血管病的作用机制研究开辟了新

的探索途径。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

所有试验均遵照国际动物保护和使用指南的规

定实施。选取SPF级健康雄性SD 大鼠36只（动物

批号：2014000638342），体重（250±30）g，由上海斯

莱克实验动物责任有限公司 [生产许可证号码：

SCXK（沪）2014-0005]提供，根据随机数字表分为：

假手术组、模型组和电针组，每组各12只。

1.2 模型制备

模型制作方法如下：术前所有实验动物均禁食

12h。在室温 22℃条件下，大鼠称重后，参考

ZeaLonga 方法 [7]，行左侧大脑中动脉闭塞（middle

cerebralartery occlusion, MCAO）手术。腹腔注射

3ml/kg水合氯醛进行麻醉，仰卧位，正中切开颈部皮

肤，充分暴露并钝性分离左侧颈总动脉（common

carotidartery, CCA）、颈外动脉（external carotid ar-

tery,ECA）及 颈 内 动 脉（internal carotid artery,

ICA）。依次结扎 CCA 近心端及 ECA，并用微动脉

夹夹闭远端 ICA。在颈总动脉上近分叉处约 5mm

处剪一“V”型小口，将已备好的线栓经颈总动脉插

入颈内动脉，直至有少许阻力感时，即阻断大脑中动

脉入口处，从颈外动脉与颈内动脉分叉处起计算约

插入约 18—22mm，并结扎颈内动脉，伤口常规缝

合。待缺血 2h后缓慢退出尼龙线，使血流再灌注。

试验过程和动物苏醒期间注意保温。

1.3 模型的筛选标准

采用Zea-longa评分方法，当造模大鼠清醒后，

即评定动物神经功能缺损。具体评分标准为：0分：

无神经功能缺损体征；1 分：不能完全伸展对侧前

爪；2分：向偏瘫侧转圈；3分：行走时向偏瘫侧倾倒；

4分：不能自发行走，意识丧失；评分为 1—3分纳入

实验动物，0分、4分予以剔除。

1.4 电针干预措施

采用大鼠固定装置固定大鼠，取右侧前肢“曲

池”、后肢“足三里”穴（大鼠穴位定位参考《实验针灸

学》[8]中之定位方法），曲池穴位于桡骨近端肘关节

外侧前方的凹陷中；足三里穴位于膝关节后外侧，腓

骨小头下约5mm处。使用华佗牌30号0.5寸毫针，

斜刺 0.2—0.3cm，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，

每次电针 20min，1 次/d，共 7 次，手术后第 2 天开始

治疗。假手术组及模型组以同样方法固定 20min，

但不进行电针刺激。

1.5 CatWalk行为学检测

54只SD雄性大鼠首先在实验前，进行CatWalk

适应性训练 1w，训练合格标准为：大鼠连续不停顿

地通过通道至少 3次[9]。大鼠在电针干预 7d后，模

型组和电针组先进行神经行为学评分；之后 3组分

别接受CatWalk系统步态分析。每只大鼠接受至少

3次评估，每次必须连续地走完设定好的长度范围

玻璃平板，整个实验过程在暗室环境中完成。Cat-

Walk系统在识别并标记出每—个脚印后，将自动产

生一系列步态参数，包括速度、持续时间等。

1.6 TTC染色
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脑组织-20℃冰冻 20min，从视交叉处取冠状面

均匀切成厚 2mm 脑片，共切 5 片，切好置于 1%

TTC 磷酸缓冲液(0.2mol/L，pH7.4)中,放入37℃避光

孵箱，每15min翻面一次，翻两次后取出。正常组织

TTC 染色为红色，梗死处 TTC 染色呈白色。用数

码相机进行拍照，运用计算机测量梗死面积百分比。

1.7 蛋白免疫印迹法

每100mg缺血周边区脑组织中加入1ml的细胞

裂解液和 10μl PMSF 储存液提取蛋白质。考马斯

亮蓝法测定蛋白浓度，加热变性后，取 50μg经 12%

SDS-PAGE电泳，转移至PVDF膜上。5%脱脂牛奶

室温封闭2h，TLR4（1∶300）、MyD88（1∶300）、p-JNK

（1:400）、t-JNK（1∶300）和β-actin（1∶1000）一抗 4℃
孵育过夜，洗膜后加入辣根过氧化物标记的二抗

37℃振荡孵育1h。最后ECL 化学发光液显色，并采

用 Bio-Image 分析系统（Bio-Rad, Hercules,USA）显

影成像及 Image-Pro Plus软件对扫描图像的目的条

带进行灰度分析。

1.8 统计学分析

所 得 数 据 均 以 均 数 ± 标 准 差 表 示 ，应 用

SPSS18.0软件进行统计学处理，三组组间比较采用

方差分析，两组组间则采用 t检验。

2 结果

2.1 电针曲池、足三里穴改善脑缺血再灌注损伤大

鼠行为学评分

造模成功后的MCAO大鼠出现不同程度的神

经功能缺损。分别在缺血再灌注后2h、3天和7天进

行大鼠动物行为学评分。结果显示：脑缺血再灌注

2h 后，各组之间的行为学评分无显著性差异（P=

0.742）。而电针组干预 3天和 7天后脑缺血再灌注

的神经缺损评分逐渐减低，且在第3天和第7天较模

型组明显降低（P<0.05）。由此说明电针“曲池”、“足

三里”穴改善缺血性脑卒中大鼠的神经缺损症状。

见表1。

2.2 电针“曲池”、“足三里”穴对MCAO大鼠脑梗死

体积的影响

采用 TTC 染色分析各组大鼠 7 天后脑梗死体

积。如图 1所显示的，假手术组脑组织染色全部为

红色，其余两组脑组织冠状切面均可见不同程度的

左侧梗死灶呈苍白色，与周围红色的正常脑组织界

限清晰，符合血管分布范围。与模型组比较，电针

“曲池”、“足三里”穴 7天显著性地减少了脑梗死体

积（P＜0.05）。

2.3 电针曲池、足三里穴对MCAO大鼠动物整体行

为学的影响

通过Catwalk步态分析系统观察动物整体行为

学变化，结果显示：模型组大鼠通过Catwalk跑道的

平均速度较假手术组减慢（P＜0.05），而持续时间增

加（P＜0.05）；电针分别治疗3天和7天后，均显示电

针组较模型组大鼠平均速度增加，持续时间减少

（P＜0.05）。见图2。

2.4 电针曲池、足三里穴对TLR4-JNK信号通路蛋

白表达的影响

脑缺血再灌注7天，与假手术组相比，模型组大

鼠脑缺血周边区脑组织TLR4、MyD88的蛋白表达、

p-JNK的磷酸化水平（p-JNK/t-JNK）均显著性增加，

而电针组干预其表达均降低（P<0.05）。表明电针曲

池、足三里抑制缺血再灌注损伤大鼠缺血周边区

TLR-JNK信号通路。见图3—4。

表1 神经功能缺损评估 （x±s，n=12）

组别

假手术组
模型组
电针组

①模型组与电针组比较：P＜0.05

缺血再灌注2h

0
2.30±0.39
2.35±0.40

缺血再灌注3天

0
1.95±0.33

1.43±0.28①

缺血再灌注7天

0
1.42±0.15
1.14±0.17①

图1 MCAO后各组大鼠7天后脑梗死体积TTC染色

假手术组 模型组 电针组
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3 讨论

脑缺血属中医学的“中风”范畴，《素问·生气通

天论》曰：“阳气者，烦劳而张。”《丹溪心法·论中风》

言：“湿土生痰，痰生热，热生风也。”《素问·痿论篇》

有曰：“治痿独独取阳明”。阳明经为多气多血之经，

又主润宗筋，“阳明虚则宗筋纵，宗筋纵则不能束筋

骨以流利机关”。故阳明经穴对于中风之肢体痿痹

的治疗尤为适宜，而“曲池”、“足三里”均为阳明经之

穴。曲池：曲，屈曲。属手阳明大肠经之合穴，出自

《灵枢·本输》。唐《备急千金要方》卷八·治诸风方·
偏风第四：“针风池一穴、肩骼一穴、曲池一穴、支沟

一穴、五枢一穴、阳陵泉一穴、巨虚下廉一穴。凡针

七穴即痘。”足三里穴，始载于战国时期《内经》。《针

灸大成》卷四·窦文真公八法流注“中风偏枯，疼痛无

时：绝骨、太渊、曲池、肩鹘、三里、昆仑”。《针灸逢

源》：“半身不遂：此由气血不周，一名偏枯是也，或但

手不举口不能言，而无他症者，此中经也，各随其经

络俞穴而针灸之。百会、肩井、肩髑、曲池、手三里、

列缺、风市、绝骨、足三里。以上穴，先针无病手足，

后针有病手足”。

TLR家族是一个受体家族，参与免疫系统对微

生物的识别。TLRs识别病原体相关分子模式，近年

研究发现TLRs识别模式在心脑血管系统发挥重要

作用。TLRs激活一种共同的信号通路，最终引起核

转录因子NF-κB、丝裂原活化蛋白激酶MAPKs、胞

外信号调节激酶ERK、p38和c-Jun N端激酶 JNK的

活化[10]。研究表明脑缺血再灌注损伤后TLR4被激

活后，通过 MyD88/JNK 和 NNF-κB/IRF3 等信号转

导途径，表达多种炎性细胞因子、趋化因子、酶等，产

生炎症反应，加重脑缺血性损伤[11]。有文献报道，与

野生型相比，TLR4 缺陷的小鼠脑缺血后脑梗死体

积缩小，神经行为明显改善，TLR4缺陷的小鼠脑缺

血 6h 再灌注 24h 后，无论是脑水肿程度、脑梗死体

积，还是神经元损伤程度均明显降低[12]。有研究发

现脑缺血再灌注模型小鼠中皮质、海马等部位 JNK

表达升高，激活 Caspas-3、Bad 等信号促进细胞凋

亡 [13]。随着 TLR4-JNK 信号通路研究的不断深入，

一系列实验表明电针刺激可能通过调节TLR4-JNK

信号通路，从而对抗中枢神经元凋亡、抗非感染性炎

症反应。沈氏[14]等用 MCAO 模型大鼠，电针取“百

图2 各组大鼠通过Catwalk跑道的速度和时间
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图3 TLR4-JNK蛋白电泳结果
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会”、“大椎”穴可抑制脑缺血再灌注大鼠受损神经元

TLR4、TLR2 的蛋白表达。邢氏[15]等用头针（电针）

刺激MCAO模型大鼠，发现TLR4/MyD88在梗死侧

脑组织中表达降低，减轻脑缺血再灌注损伤，实现对

脑组织的保护作用。Dai W研究表明电针可以抑制

氧化应激损伤大鼠海马 JNK磷酸化水平，从而抑制

海马神经细胞凋亡[16]。本文研究发现，缺血再灌注损

伤导致缺血周边区脑组织TLR4、MyD88表达升高，

促进了 JNK 磷酸化，但是电针干预治疗后，TLR4、

MyD88的表达降低，同时抑制JNK的磷酸化。

综上所述，电针曲池、足三里穴可能通过抑制

TLR4/MyD88 信号通路，降低缺血再灌注损伤后

JNK的磷酸化，从而产生对脑损伤后炎症、凋亡的保

护作用。
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