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头针对脑缺血再灌注大鼠脑组织中组织金属蛋白酶
抑制因子-1表达调控机制的动态研究*

于学平1 孙晓伟1 邹 伟1,2 张 鑫1

摘要

目的：动态观察头针对脑缺血再灌注大鼠脑组织中组织金属蛋白酶抑制因子-1（TIMP-1）表达的影响，以探讨头针

抗脑缺血再灌注损伤的可能作用机制。

方法：将SD雄性大鼠130只随机分为假手术组、模型组和针刺组。采用改良的Zea Longa线栓法制作脑缺血再灌

注模型，针刺组选取百会透刺曲鬓穴进行手捻针治疗。应用免疫组化和免疫印迹检测方法，比较三组不同时点脑组

织TIMP-1阳性表达与含量的变化。

结果：针刺组各时间点TIMP-1较模型组均有升高趋势，再灌注4h、12h、24h、48h与模型组比较均无显著性差异（P＞

0.05）；再灌注72h仍维持在较高水平，与模型组相比差异具有显著性意义（P＜0.05）。

结论：早期头针治疗能够上调缺血侧脑组织TIMP-1的表达，并随针刺治疗时间的延长，其疗效更加显著。上调

TIMP-1以抑制MMP-9活性或阻断MMP-9的合成，可能是头针拮抗脑缺血再灌注损伤的作用机制之一。
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Abstract
Objective: To observe the effect of scalp acupuncture on the expression of tissue inhibitor of metalloproteinas-

es-1(TIMP-1）in the rats with cerebral ischemia reperfusion for exploring the interaction mechanisms.

Method: One hundred and thirty male SD rats were randomly divided into three groups: sham operation

group, model group, and scalp acupuncture group. Cerebral ischemia/reperfusion model was induced by modi-

fied Longa's method. Scalp acupuncture group was treated with Baihui-Qubin acupuncture. The positive expres-

sion and protein content of TIMP-1 were detected by immunohistochemistry and western blot.

Result: Compared with model group, the expression of TIMP-1 in the scalp acupuncture group was on increas-

ing curve, but there was no significant difference between the two groups after 4h, 12h, 24h, 48h reperfusion

(all P＞0.05). The expression of TIMP-1 in the scalp acupuncture was higher than that in the model group af-

ter 72h reperfusion(P＜0.05).

Conclusion: Scalp- acupuncture can effectively up- regulate TIMP- 1 expression in the rats after acute cerebral

ischemia/reperfusion, which may be more obvious as the treatment time goes on. Increased TIMP- 1 can re-

strain the activity of MMP-9 or block up the synthesize of MMP-9, which may ameliorate cerebral ischemia re-

perfusion injury.
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血脑屏障（blood brain barrier, BBB）破坏是脑

缺血再灌注损伤的一个重要病理机制，其中基质金

属蛋白酶-9（matrix metalloproteinases-9, MMP-9）

增加是导致血脑屏障破坏的主要环节之一[1]，内源

性组织金属蛋白酶抑制因子-1（tissue inhibitor of

metalloproteinase-1, TIMP-1）作为MMP-9的上位抑

制因子，具有下调 MMP- 9 表达的作用，MMP- 9/

TIMP-1系统失衡是缺血性脑卒中血脑屏障损伤和

修复的关键因素[2—3]。调控MMP-9/TIMP-1平衡，寻

求治疗缺血性脑血管病的新思路，日益受到国内外

学者的关注，研究发现头针能降低脑缺血再灌注及

脑梗死大鼠模型MMP-9的表达[4—7]，但有关头针对

TIMP-1表达的影响，目前未见报道。因此，本实验

采用右侧大脑中动脉缺血再灌注大鼠模型（middle

cerebral artery occlusion/right, MCAO/R），观察局

灶性脑缺血再灌注后TIMP-1的表达规律及早期头

针干预对TIMP-1表达的影响，以期进一步探讨针灸

的作用机制，寻求治疗缺血性脑血管病的有效方法。

1 材料与方法

1.1 动物分组

健康 SD 雄性大鼠 130 只，SPF 级，体重 280—

300g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供。随机分为假手术组（30只）、模型组（50只）和针

刺组（50只）。模型组和针刺组又根据缺血再灌注

时间随机分为再灌注 4h、12h、24h、48h和 72h组，每

个小组10只，其中5只用于做免疫组化，5只用于做

免疫印迹。

1.2 动物模型制备

模型组与针刺组：参照改良的Zea Longa线栓

法[8]，行右侧大脑中动脉插线栓塞，制成脑缺血2h再

灌注模型。假手术组：插入线栓约10mm，不阻断大

脑中动脉血流，持续 2h后再拔出线栓，其余手术过

程与模型组相同。根据 Zea Longa[8]的 5 分制评分

标准，1—3分表明造模成功。剔除失败模型，从相

同品种和重量的同一批次备用大鼠中随机补齐，保

证每小组数量不变。

1.3 干预方法

针刺组：参照华兴邦[9]《大鼠穴位图谱》取百会

穴、曲鬓穴。百会穴处常规剪毛消毒，以0.30×25mm

毫针快速刺入帽状腱膜下，并向右下方曲鬓穴透刺，

进针约 15mm，以 200r/min 小幅度捻转，持续 5min，

每间隔 5min重复捻转 1次，共留针 30min。各小组

均于再灌注后2h开始针刺，每12h针刺1次。

假手术组和模型组：在针刺组治疗的相应时间

内，抓取并固定1次，每次30min，不做其他处理。

1.4 指标检测

1.4.1 免疫组化测定：处死大鼠，断头取脑，固定包

埋。脑组织切片，常规脱腊、水化、封闭；加一抗稀释

液（1∶50稀释，兔抗大鼠TIMP-1多克隆抗体）4℃孵

育过夜；生物素标记的二抗，室温孵育 20min；适当

比例稀释的辣根酶标记链霉卵白素工作液，室温孵

育 20min；DAB显色液显色，苏木素进行复染封片。

采用Motic Med 6.0数码图像分析系统，每张切片

在400倍显微镜下随机选取梗死周围区5个非重叠

视野，计数TIMP-1阳性细胞数的平均值。

1.4.2 免疫印迹测定：处死大鼠，断头取脑，裂解脑

组织；取上清液以 BCA 试剂盒测定其蛋白浓度；

SDS-AGE电泳；染胶、转膜、封闭；一抗孵育、二抗孵

育；DAB试剂盒显色，将膜置于扫描仪中扫描，用凝

胶图像处理系统分析目标带的分子量和净光密度

值。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件进行统计分析，组间

比较使用单因素方差分析，使用 S-N-K 及 LSD 检

验；方差不齐时，使用秩和检验。

2 结果

2.1 缺血侧脑组织TIMP-1免疫组化染色结果

光学显微镜下，DAB 显色的 TIMP-1 主要在血

管内皮细胞、神经元，小胶质细胞和星形胶质细胞，

阳性着色表现为胞浆染成浅黄色、棕黄色或棕褐

色。假手术组为正常低表达；模型组、针刺组在不同

时间点均较假手术组阳性细胞数增多。

Key word scalp acupuncture; cerebral ischemia/reperfusion; tissue inhibitor of metalloproteinases; blood- brain

barrier
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模型组：从 4h开始阳性细胞数增多；并逐渐增

加，至再灌注 24—48h最高，增加幅度最大；随后至

72h降低，但仍明显高于假手术组（P＜0.05）。针刺

组：各时间点阳性细胞数均较模型组逐渐有所增加，

但 4h、12h、24h、48h四个时间点与模型组比较无显

著性差异（P＞0.05）；至再灌注 72h，TIMP-1阳性细

胞数仍没有减少，与模型组相比，具有显著性差异

（P＜0.05），见表1。

2.2 缺血侧脑组织 TIMP- 1 蛋白表达的 Western

blot检测结果

假手术组右侧脑组织中可见TIMP-1蛋白低水

平表达的条带。而模型组、针刺组大鼠在脑缺血再

灌注后不同时间点，缺血侧脑组织中均可见到明显

的TIMP-1蛋白表达的条带。见图1。

经 Image pro plus 6.0软件分析及统计学处理，

脑缺血再灌注后不同时间点，模型组、针刺组大鼠缺

血侧脑组织中TIMP-1蛋白含量均较假手术组增高，

差异有显著性意义（P＜0.05）。模型组：从 4h 开始

增高；至12h继续增高，至再灌注24—48h最高，增高

幅度最大；随后至 72h降低，其含量降为 1.61±0.38，

但仍明显高于假手术组（P＜0.05）。针刺组：各时间

点均较模型组有所升高，并逐渐增加，但在4h、12h、

24h、48h 四个时间点与模型组比较无显著性差异

（P＞0.05）；至再灌注 72h为 2.34±0.31，TIMP-1蛋白

含量仍没有下降，维持在较高水平，与模型组相比，

差异具有显著性意义（P＜0.05）。见表2。

图1 各组大鼠缺血侧脑微血管TIMP-1条带表达

注：1假手术组4h；2假手术组12h；3假手术组24h；4假手术组48h；5
假手术组72h；6模型组4h；7模型组12h；8模型组24h；9模型组48h；
10模型组72h；11针刺组4h；12针刺组12h；13针刺组24h；14针刺组
48h；15针刺组72h。

3 讨论

内源性组织金属蛋白酶抑制因子（tissue inhibi-

tor of metalloproteinases, TIMPs）作为内源性抑制

剂，参与基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinas-

es, MMPs）表达的调整，在脑缺血再灌注过程中发

挥着重要的作用[10]。大多数MMPs以无活性的酶原

形式分泌，经过酶切水解而被激活 [11]，同时受到

TIMPs的特异性抑制，因此体内MMPs的生物学活

性与MMPs/TIMPs有关。TIMP-1由结缔组织细胞

和巨噬细胞产生，同时多种细胞因子能诱导其分泌，

主要通过两条途径对MMP-9产生抑制作用：酶原活

化阶段与酶原 pro-MMP-9 形成稳定的复合物来阻

碍酶原的自我激活；同时MMP-9活化后与TIMP-1

以 1∶1 非共价键形成 MMP- TIMP 复合体，阻断

MMP-9 与底物结合而发挥其抑制作用[12]。正常情

况下，人体MMP-9/TIMP-1处于动态平衡中，MMP-

9处于低表达水平，脑缺血再灌注后产生的一系列

缺血级联反应激活MMP-9，使其异常升高，超出的

TIMP-1的抑制能力，MMP-9将会过度降解基底膜，

导致BBB损伤[3]。因此，许多实验研究显示缺血再

灌注后TIMP-1表达上调，并与MMP-9表达水平是

一致的，多在 24—48h 达高峰，随后随着 MMP-9 的

表达下降，TIMP-1表达也降低，5—7天后降到最低

值，同时伴随着微血管基底膜中的Ⅳ型胶原（colla-

表1 各组大鼠缺血侧脑组织TIMP-1阳性细胞数比较 (x±s)

组别

假手术组
模型组
针刺组

与同时间点假手术组比较：①P＜0.05；与同时间点模型组比较：②P＜0.05

例数

3
5
5

IR4h

3.46±0.72
9.44±0.71①

9.69±1.22①

IR12h

3.52±0.71
9.81±0.76①

10.58±1.43①

IR24h

3.34±0.53
10.55±0.77①

11.93±1.61①

IR48h

3.51±0.61
11.19±0.71①

12.50±2.13①

IR72h

3.18±0.78
9.49±1.13①

12.68±2.28①②

表2 各组大鼠缺血侧脑组织TIMP-1蛋白表达相对含量比较 (x±s)

组别

假手术组
模型组
针刺组

与同时间点假手术组比较：①P＜0.05；与同时间点模型组比较：②P＜0.05

例数

3
5
5

IR4h

1.02±0.31
1.34±0.09①

1.47±0.21①

IR12h

1.23±0.12
1.48±0.08①

1.66±0.14①

IR24h

0.90±0.17
1.75±0.41①

2.00±0.34①

IR48h

1.11±0.22
1.94±0.16①

2.22±0.39①

IR72h

0.74±0.34
1.61±0.38①

2.34±0.31①②

1 15141312111098765432

TIMP-1

GAPDH

30kDa

146kDa
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gen-Ⅳ, Col-Ⅳ）、层粘连蛋白（laminin, LN）及纤维

连接蛋白（fibronectin, FN）的动态变化[13—14]；而给予

外源性抑制剂可减轻基底膜损伤，缓解继发的出血

转化及脑水肿 [15—16]。临床研究也显示 MMP- 9/

TIMP-1与脑梗死的梗死面积、出血转化及预后密切

相关 [17—21]。近年来“神经血管单元（neurovascular

unit, NVU）”[22]概念的出现，使MMP-9/TIMP-1平衡

更加重要，因为BBB是神经血管单元的核心结构，

而MMP-9/TIMP-1系统动态失衡是其损伤和修复的

关键启动因素[2]，因此，研究MMP的特殊抑制剂或

提高内源性 TIMP 水平，开发具有调控 MMP/TIMP

平衡的治疗方法，将为缺血性脑卒中的治疗提供新

的思路。

本研究采用免疫组化方法测定缺血侧脑组织

TIMP-1阳性细胞数，用免疫印迹方法测定缺血侧脑

组织中 TIMP-1 蛋白含量，观察 MCAO/R 模型大鼠

缺血侧脑组织TIMP-1的动态变化，两种方法的结果

均显示：与假手术组相比，模型组缺血再灌注后4h，

TIMP-1 即开始增加，24—48h 达高峰，此后逐渐下

降，但仍高于假手术组，此结果与笔者前期研究所见

的MMP-9增加[4]及Col-Ⅳ降低的动态变化一致[23]，

进一步说明脑缺血再灌注后存在着MMP-9/TIMP-1

失衡，MMP-9的过度表达启动了内源性MMP-9的

自我调节系统，TIMP-1随之代偿性上调，但当超出

了TIMP-1的代偿范围时，MMP-9/TIMP-1系统失去

动态平衡，即导致BBB基底膜崩解破坏。

本研究采用免疫组化和免疫印迹方法，进一步

观察了头穴透刺对MCAO/R模型大鼠TIMP-1的影

响，结果显示：针刺组脑缺血再灌注后各时间点的

TIMP-1阳性细胞数及蛋白含量均较模型组升高，但

4h、12h、24h及 48h无显著性差异（P＞0.05），72h具

有显著性差异（P＜0.05）；并且 72h 时未下降，仍维

持高水平，而此时模型组TIMP-1已开始降低。可见

针刺组与模型组比较，其TIMP-1升高趋势与前期研

究中针刺组 MMP-9 降低[4]、Col-Ⅳ增加[23]的趋势是

相吻合的，说明头针保护BBB，抗缺血再灌注损伤

的作用机制之一可能是启动了内源性MMP-9抑制

系统，通过上调TIMP-1表达，并使TIMP-1能维持在

较高水平，推迟下降的时间，从而抑制MMP-9的表

达，减轻其对基底膜Col-Ⅳ的降解，保护BBB的完

整性，减轻缺血再灌注损伤；同时研究发现与模型组

比较，TIMP-1 升高的高峰期较 MMP-9 降低 [4]、Col-

Ⅳ增加[23]的高峰期延迟，前期研究中发现与模型组

比较，针刺组缺血侧脑组织MMP-9降低和Col-Ⅳ表

达增加的时间点是再灌注24h、48h、72h均有显著性

差异（P＜0.05）；而本研究中TIMP-1上调的时间点

仅在再灌注 72h 有显著差异（P＜0.05）。说明增加

针刺治疗次数，延长治疗时间，头针上调TIMP-1的

作用会进一步加强，并且可以推断头针上调TIMP-1

并非针刺降低MMP-9、增加Col-Ⅳ的唯一机制，还

有其他因素共同干预，有待于进一步研究。

综上所述，头穴透刺的可能作用机制之一是通

过调节MMP-9/TIMP-1失衡，抑制BBB基底膜的降

解，减轻血脑屏障的破坏，保护“神经血管单元”。这

与文献中报道的使用MMPs抑制剂可以减轻脑水肿

和减小梗死体积的机制相类似[16]。虽然目前尚不能

完全明确各因素之间的相互关系，但是可以肯定针

灸治疗作用的多环节、多靶点特点，从头穴透刺法对

MMP9/TIMP-1干预作用入手，研究头针抗缺血再灌

注损伤的机制，将为防治脑缺血再灌注损伤的研究

提供一些思路。
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