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·基础研究·

巨刺法对脑缺血再灌注损伤大鼠运动功能、
脑影像结构及PI3K/AKT信号通路的影响*

江一静1，2 林志诚1 游咏梅1 王 君1 杨珊莉1，3

摘要

目的：观察巨刺法对脑缺血再灌注损伤模型大鼠运动功能及影像学结构的影响，并探讨其可能的作用机制。

方法：将30例健康雄性SD大鼠随机分为假手术组、模型组及巨刺组，各10只。模型组及巨刺组大鼠接受改良局灶

性脑缺血再灌注大脑中动脉栓塞（MCAO）模型制备，假手术组仅接受切开皮肤+分离血管+皮肤缝合处理。巨刺组

进行巨刺曲池穴及足三里穴7d，模型组及假手术组仅接受模拟捉拿及相应穴位点触。各组采用神经行为学评分评

估大鼠运动功能，H反射评估大鼠肌张力状况，TTC染色及MRI观察脑梗死体积，Western Blot检测PI3K、AKT、p-

AKT水平，免疫组化检测Caspase-3的表达，Tunel检测神经元细胞调亡情况。

结果：巨刺法可明显降低MCAO大鼠的神经行为学评分、H反射的潜伏期、脑梗死体积、神经元凋亡率以及Caspase-

3表达，增加H反射的波幅、PI3K、p-AKT表达水平。

结论：巨刺法可明显改善脑缺血再灌注损伤大鼠的运动功能，其作用机制可能与介导PI3K/AKT信号通路有关。
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Abstract
Objective: To observe the effect of opposing needling on movement function and the imaging structure in the

cerebral ischemia-reperfusion injury model rats, and to discuss the possible mechanism of action.

Method: Thirty cases of healthy male Sprague Dawley(SD) rats were randomly divided into the control group,

the model group and the opposing needling group, 10 in each group. The rats in model group and opposing

needling group accepted the modified middle cerebral artery occlusion (MCAO Preparation) model, the control

group only accepted skin incision +blood vessels separation + skin suture. The opposing needling group accept-

ed opposing needling at acupoints of“LI 11”and“ST 36”for 7 d, the model group and control group only

accepted analog capture. In each group, the movement function in rats were evaluated by neurobehavioral

scores, reviewed the status of rat muscle tone by H reflex, observed the cerebral infarction volume by TTC

staining and MRI, tested PI3K, AKT, p-AKT by Western Blot. The expression of Caspase 3.Tunel was used to

detect the apoptosis of neuron cells.

Result: The opposing needling obviously reduced the neurobehavioral scores, H reflex of the incubation period,

brain infarct volume,apoptosis rate of neurons and the expression of Caspase 3 in MCAO rats , increased the

amplitude of H reflection, the expression levels of PI3K and p-AKT.
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缺血性脑卒中是脑卒中的主要发病类型，具有

高发病率、高致残率以及高死亡率的临床特点，约

70%的缺血性脑卒中患者遗留明显运动功能障碍，

其中持续性的低肌张力是导致运动功能障碍的核心

原因。“巨刺”是左病右治，右病左治的特殊取穴

法[1]，首载于《黄帝内经》，临床诸多文献证实[2—3]，其

可通过纠正脑卒中后低肌张力状态而实现提升患者

运动功能及日常生活能力的目的，但其作用机制目

前尚未明了。有研究认为[4—5]，神经元细胞异常凋亡

是脑缺血再灌注损伤的主要病理机制，由此我们设

想：巨刺法改善大脑中动脉栓塞（middle cerebral

artery occlusion, MCAO）大鼠运动功能的作用机制

是否通过 PI3K/AKT信号通路进行桥接？基于此，

我们以MCAO大鼠作为模型，探讨巨刺法的可能机

制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

选取购自上海斯莱克实验动物公司的 30只健

康雄性 SD 大鼠，体重 260—290g，平均（240±5）g。

喂养于本校的实验动物中心SPF级动物房，5—6只/

笼。动物房处于恒温恒湿环境，恒定温度于 22℃，

湿度于 50%，光照黑暗各 12h交替。所有大鼠均进

行为期 1周的适应性喂养，进行数字随机法将大鼠

分为假手术组（n=10）、模型组（n=10）及巨刺组（n=

10）。动物的处置符合实验动物伦理学原则。

1.2 主要实验试剂及仪器

2，3，5-三苯基氯化四氮唑（购自广州万从化工

有限公司），DAB显色试剂盒（购自北京优剂生物科

技有限公司），PI3K、AKT、p-AKT、Caspase-3一抗及

碱性磷酸酶标记山羊抗兔（均购自美国 CST 公

司）。华佗牌电针仪及针灸针（购自南通市安健医疗

器械有限公司），7.0T 小动物磁共振仪（购自德国

Bruker公司）

1.3 动物模型制备

参照改良Zea Longa线栓法[6]进行模型制备，具

体如下：各组动物根据体重，以0.3ml/kg剂量的水合

氯醛进行腹腔注射麻醉，将大鼠固定于手术台，剔除

颈部皮肤，于正中处做一长约2cm的切口，钝性分离

肌肉及筋膜，逐渐分离出左侧颈总动脉、颈内动脉及

颈外动脉，分别将颈总动脉及颈外动脉近心端死结

法结扎，于颈内动脉进行活结结扎，使用纤维剪于颈

总动脉处做一小切口，将线栓缓慢插入切口，顺着颈

总动脉进入颈内动脉，将活结打开后继续将线栓插

入大脑中动脉处，以抵触感为度，插入线栓长度约

1.8—2.2cm。随后将线栓固定于颈内动脉处，缝合

皮肤，常规消毒后将大鼠充分保温后回笼饲养。2h

后拔出线栓模拟再灌注。假手术组大鼠仅接受切开

皮肤+分离血管+皮肤缝合处理。

1.4 干预方法

3组大鼠术后均回笼饲养，次日假手术组及模

型大鼠接受模拟捉拿及点触左侧肢体曲池穴及足三

里穴，1次/日，巨刺组大鼠进行电针左侧肢体曲池穴

及足三里穴，取穴方法均参照李忠仁主编《实验针灸

学》，针刺深度2—3mm，进针后适当提插捻转，随后

接上华佗牌电针仪，采用疏密波，电针频率 1—

20Hz，针具选用规格0.25mm×25mm的华佗牌针，以

大鼠肢体轻微抖动为度，30min次，1次/日。

两组均持续7d，直至将大鼠处死。

1.5 观察指标

1.5.1 神经行为学评分：分别于干预前、干预 7d时

对 3 组大鼠进行神经行为学评分，评分标准参照

Zea Longa[8]评分法，1—3分提示造模成功，0分及 4

分提示造模不合格。详细评分内容如下：0分：大鼠

未出现神经缺损症状；1分：提起大鼠尾部时出现患

侧前肢内收，无法完全伸展；2分：大鼠步行时出现

右侧转圈；3分：大鼠步行时向右侧倾倒；4分：大鼠

无法进行自发性行走，出现意识障碍。

Conclusion: opposing needling can obviously improve the motor function in cerebral ischemia reperfusion inju-

ry rats, the mechanism may be related to the mediation of PI3K/AKT signal pathway.

Author's address Rehabilitation Hospital Affiliated to Fujiang University of Traditional Chinese Medicine, Fu-

zhou, 350003

Key word cerebral ischemia-reperfusion injury; motor function; opposing needling; H reflection; PI3K/AKT sig-

naling pathway
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1.5.2 小动物磁共振检查：干预结束后随机选取各

组 3只大鼠，用异氟烷充分麻醉后将大鼠取仰卧位

固定于有机玻璃板架上，选用大鼠头部线圈，先对大

鼠进行矢状位扫描以定位，定位完成后进行T2W1、

T2W1 增强扫描，序列参数：T2W1 以 TSE 序列，TR

2738ms，TE 33ms，24 层 ，矩 阵 30mm × 30mm，

RFOV 60%,NSA为15，扫描时间：350s。

1.5.3 H反射：随机选取各组3只大鼠，用10%的水

合氯醛按 0.3ml/100g的给药量麻醉，针具插入臀大

肌及腓肠肌内侧头，地线置于尾部，接上刺激电极后

调节刺激器，单次电刺激诱发H波，刺激量由小到大

逐渐增强至H波出现，再逐渐增强至M波出现，H波

变弱，记录H波的潜伏期及波幅。

1.5.4 TTC染色：利用TTC染色法计算各组大鼠脑

组织梗死体积，干预7d后各组随机抓取3只大鼠，用

10%的水合氯醛按 0.3ml/100g 的给药量麻醉，脱颈

处死后断头取脑，取脑过程均于冰上操作，将大鼠脑

组织取出后保存至-20℃冰箱内 20min，随后将全脑

均匀切成5薄片，每片厚度约2mm，避光条件下将各

脑片置于,3,5-氯化三苯四唑液体中充分反应，脑梗

死组织呈苍白色，未梗死组织呈鲜红色。充分反应

后取出脑组织整齐平铺于可现实刻度的标尺上，用

高清数码相机进行拍摄，随后将相片传输至计算机

中用 Image-ProPlus图像软件计算梗死体积。

梗死体积=梗死面积总和×2mm。

1.5.5 Western Blot检测：干预7d后各组随机抓取3

只大鼠，用 10%的水合氯醛按 0.3ml/100g的给药量

麻醉，脱颈处死后断头取脑，取脑过程均于冰上操

作，取左侧大脑皮质，将样本置于含1%PMSF的蛋白

裂解液中，后将组织放置冰里匀浆，放入冰中充分裂

解，用BCA试剂盒进行蛋白定量并计算上样量，随

后进行蛋白 SDS-PAGE 电泳，将目的蛋白转膜至

PVDF膜，将PI3K、AKT、p-AKT以及 β-actin一抗按

一定比例稀释后进行膜孵育，需要在条件为4℃的摇

床中过夜，次日用 TBST 液洗涤 3 次，每次洗 10min

后加入稀释过生物辣根过氧化酶HRP标记的二抗，

室温下孵育2h，随后用ECL液进行显影，并用 Image

（BIO-RAD公司）的图像处理软件进行处理，测定各

条带的光密度，分别与内参条带的灰度值比较。

1.5.6 免疫组化检测：干预 7d后各组随机抓取 3只

大鼠，用 10%的水合氯醛按 0.3ml/100g的给药量麻

醉，于大鼠的左心室注射多聚甲醛进行灌注后迅速

取脑，对脑组织进行组织修剪切块、梯度脱水、浸蜡、

包埋、切片、捞片、烘片、抗原修复处理，加入将按一

定比例稀释后的Caspase-3一抗，充分孵育后用PBS

漂洗，随后加入生物素标记的羊抗小鼠/兔 IgG聚合

物试剂，在光学显微镜下观察DAB显色，用中性树胶

进行封片处理，麦克迪奥数码图像分析软件每个样

本切片5个位置相当的视野进行观察及光密度测量。

1.5.7 Tunel 染色：取材及脑片制作过程同 1.5.6 步

骤，采用 Tunel 试剂盒对各组大鼠脑组织神经元细

胞凋亡情况进行检测，经 DAPI染色后细胞核及凋

亡神经元细胞分别呈现蓝色荧光及绿色荧光，采用

激光共聚焦荧光显微镜进行观察，每个脑片随机选

取 5个视野，采用 Image.ProPlus图像分析处理系统

软件进行凋亡细胞数的计算。

凋亡细胞率=(绿色荧光的凋亡细胞数/DAPI染
色的总细胞数)×100%。

1.6 统计学分析

采用统计分析软件SPSS 20.0进行研究数据的

统计分析。所得数据都用均数±标准差来描述，组

间比较采用两样本 t检验或两样本秩和检验；组内

比较采用配对 t 检验或配对秩和检验。当 P<0.05

时，认为所统计分析的数据差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 神经行为学评分

对各组大鼠干预前后进行神经行为学评分评

估，模型组及巨刺组大鼠出现明显神经行为学缺损

症状，Zea-Longa评分均升高，与假手术组比较差异

有显著性意义（P<0.05），经过7d干预后巨刺组大鼠

Zea-Longa 评分有所下降，与模型组比较明显降低

（P<0.05），见表1。

表1 各组大鼠Zea-Longa评分比较 （x±s，分）

组别

假手术组
模型组
巨刺组

F
P

注：①与治疗前比P<0.05；②与模型组同期比P<0.05

例数

10
10
10

干预第2天

0
2.78±0.30
2.79±0.25

0.566
0.932

干预第7天

0
1.91±0.48②

1.45±0.34①②

1.175
0.022
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2.2 磁共振仪观察各组脑组织结构的变化

假手术组大鼠脑组织结构清晰，脑室走向正常，

皮质及纹状体结构对称；模型组大鼠右侧脑组织结

构清晰，脑室大致正常，但左侧脑组织肿胀较明显，

灰度值升高，左侧皮质及纹状体出现部分融合。巨

刺组大鼠右侧脑组织结构清晰，脑室走向正常，左侧

脑组织肿胀程度较模型组减轻，左侧皮质及纹状体

轻度融合，与模型组相比程度明显减轻。见图1(注:

箭头所指为梗死区)。

2.3 H反射检测各组肌张力的变化

造模大鼠的潜伏期延长，波幅减少，经过为期

7d的干预后大鼠H反射明显增强。见表2及图2。

图1 各组脑组织结构磁共振表现

假手术组 模型组 巨刺组

图2 各组H反射的变化情况

假手术组 模型组 巨刺组

2.4 各组大鼠脑梗死体积的变化

接受MCAO术的大鼠脑组织均出现明显梗死

灶，显示本次研究造模成功。经过为期7d的干预后

巨刺组大鼠的脑梗死体积较模型组明显缩小，见表3。

2.5 Western Blot法检测大鼠脑组织PI3K、AKT、p-

AKT浓度

与假手术组比较，模型组及巨刺组大鼠的

PI3K、p-AKT浓度下降，总AKT各组浓度差异无显

著性意义（P>0.05），经过巨刺干预后大鼠的PI3K、p-

AKT浓度均明显上调，见图3及图4。

2.6 免疫组化法检测大鼠脑组织Caspase-3含量

与假手术组比较，模型组及巨刺组大鼠的Cas-

pase-3 含量上调，经过巨刺干预后大鼠的脑组织

Caspase-3含量下降，见图3及图4。

2.7 Tunnel检测各组细胞凋亡情况

蓝色荧光表示神经元细胞细胞核，绿色荧光表

示被标记的神经凋亡细胞，经过激光共聚焦观察可

知，假手术大鼠几乎未见绿色荧光，干预 7d后模型

组及巨刺组被绿色荧光标记的细胞均较假手术多，

差异有显著性意义（P<0.05），但巨刺组大鼠绿色荧

光标记的细胞数目较模型组明显减少，差异有显著

性意义（P<0.05），见图5及表4。

表2 各组H反射潜伏期及波幅的变化 （x±s）

组别

假手术组
模型组
巨刺组

F
P

注：①与模型组同期比，P<0.05

潜伏期（ms）

7.47±0.68
12.40±0.58
8.45±0.60
179.224
0.000

波幅（mV）

1.30±0.11
0.52±0.06

1.05±0.09①

196.283
0.000

表3 各组大鼠梗死体积百分比 （x±s，%）

组别

假手术组
模型组
巨刺组

F
P

注：①与治疗前比，P<0.05；②与模型组同期比，P<0.05.

干预前

0
43.20±0.84
43.99±1.53

7.065
0.168

干预第7天

0
30.24±0.57①

19.10±0.84①②

0.735
0.000<0.001

↙
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3 讨论

针对脑卒中后运动功能障碍的恢复，70年代康

复领域提出了“Brunstrom恢复六阶段”理论，即脑卒

中患者肢体肌张力由低逐渐增高，经过联合反应、共

同运动、痉挛环节，随着共同运动的完成，出现分离

运动、精细运动等，直至完全恢复正常。但并非全部

脑卒中患者均可顺利完成六阶段，阻碍甚至阻断了

进一步恢复的进程，限制了功能恢复的程度。可见，

低张状态的改善与脑卒中患者运动功能的恢复密切

相关[7—8]。

表4 各组凋亡率比较 （x±s，%）

组别

假手术组
模型组
巨刺组

F
P

注：①与模型组同期比，P<0.05.

凋亡率

0.15±0.017
4.63±0.31

1.51±0.14①

406.41
0.000

图3 各组大鼠Western Blot结果

PI3K

假手术组 模型组 巨刺组

β-actin

P-AKT

AKT

图4 各组Caspase-3免疫组化结果 （×200）

图5 各组Tunnel染色结果 （×200）

假手术组 模型组 巨刺组

假手术组假手术组

巨刺组巨刺组

模型组模型组
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↓↓ ↓↓
↓↓

↓↓
↓↓ ↓↓

↓↓
↓↓

↓↓ ↓↓ ↓↓

↓↓
↓↓↓↓↓↓

↓↓ ↓↓ ↓↓

↓↓
↓↓

↓↓

↓↓
↓↓
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中医并无缺血性脑卒中后低肌张力病名的记

载，其属于“偏枯”、“痿证”、“中风”等范畴。《灵枢·刺

节真邪》书中言：“虚邪客于身半，其入深，内居营

卫。营卫稍衰则真气去，邪气独留”，提出了偏瘫侧

经络正气虚衰，无法抵御外邪而致邪精于内是本病

发生的关键[9—10]。明代医学家喻嘉言在《寓意草》一

书中写道：“犯治一偏之病，治宜从阴引阳，从阳引

阴，从左引右，从右引左，盖观树木之偏枯者，将溉其

枯者乎?抑溉其未枯者，使期荣茂，而因以条畅其枯

者乎?”这提示“左病右治，右病左治”理念在治疗“偏

枯”方面具有可行性。“巨刺”首载于《黄帝内经》，《灵

枢》中记载：“巨刺法，左取右，右取左”，“以刺之要，

气至而有效”。在针刺刺激的作用下引动健侧的经

气，同时充分调动患侧残存的正气，与健侧正气协同

祛邪，以实现扶正抗邪、濡养患侧筋骨的目的。本团

队在前期临床研究[7，11]，证实巨刺法对脑卒中后处于

Brunstrom I患者的肌张力有明显改善作用，加速了

“Brunstrom恢复六阶段”的完成。但是对巨刺法的

作用机制目前尚无统一定论，基于此我们复制了

MCAO大鼠模型以模拟脑缺血性再灌注损伤模型，

进一步探讨巨刺法的作用机制。

在本研究中我们以 MCAO 大鼠为观察对象，

TTC染色提示我们的造模是成功的，对大鼠进行为

期7d的巨刺针法干预，结果显示大鼠的神经缺损评

分在治疗后有明显降低，这提示巨刺法确有效提高

了MCAO大鼠的运动功能，同时我们对大鼠的脑组

织进行磁共振扫描显示MCAO大鼠脑组织出现明

显梗死表象，而巨刺法有效地改善了脑组织的肿胀，

缩小了脑组织缺血区域，这与国内外诸多文献研究

是一致的[12—13]，再次证实了针刺的脑保护效应。

在研究中我们利用H反射检测了各组大鼠神经

兴奋性程度，H反射属于电刺激诱发的单突触牵张

反射，是评估神经兴奋性高低的直观体现[14]，本研究

显示大鼠接受MCAO造模后H反射的潜伏期明显

延长，波幅明显减少，这提示脑缺血大鼠的神经兴奋

性减弱，而巨刺法可上调H反射，提高了神经源兴奋

性，一定程度体现了巨刺法有提高脑卒中后肌张力

的作用。在对作用机制的进一步探讨中，我们检测

了各组大鼠脑组织PI3K/AKT标志性蛋白的表达变

化，该通路是目前公认的与细胞凋亡关系密切的分

子信号通路，PI3K激活后可促进细胞膜上的肌醇磷

酸化，从而诱使PIP3（第二信使）产生，随后PIP3与

AKT结合后促进其核移位，并导致其构象进一步发

生改变后被磷酸化而激活 [15—16]。AKT 被磷酸化后

进一步抑制下游 Caspase-3，介导神经元细胞的凋

亡[17—18]。研究中我们发现，MCAO造模术后大鼠脑

组织PI3K、p-AKT浓度下调，Caspase-3含量增加，提

示缺血后脑组织细胞的凋亡增强，加速了神经元细

胞的破坏，而经过巨刺干预后PI3K、p-AKT浓度上

调，Caspase-3含量减少，说明巨刺法有效抑制了脑

细胞的凋亡，为神经功能恢复提供了条件。为了进

一步验证巨刺法对MCAO模型大鼠脑组织神经元

细胞凋亡情况的影响，进行了 Tunnel 染色，结果显

示假手术大鼠存在少量的凋亡细胞，模型组及巨刺

组大鼠在接受造模出现神经元大量凋亡，而经过为

期 7d的干预后巨刺组大鼠神经元细胞的凋亡率明

显减轻，这说明假手术组大鼠神经元自主有序的死

亡，维持了内环境的稳定，而急性脑缺血损伤诱发了

大鼠的神经元凋亡，巨刺法可通过抑制神经元的过

度凋亡，发挥脑保护效应。在研究中我们对模型及

假手术组进行点触相应穴位，有研究显示点触穴位

对缺血性脑损害有一定的治疗效果[19]，我们对假手

术组及模型组大鼠进行相应穴位的点触，最大限度

排除穴位浅层的影响，使得各组基线更具一致性，更

为准确地评估巨刺针刺干预的效应。

由此证实，巨刺法确有理想的脑保护效应，其作

用机制可能通过PI3K/AKT信号通路完成。
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关于举办2019第三届中国康复医学会

综合学术年会暨国际康复设备展览会的通知

为贯彻落实“健康中国战略”部署，发挥高端学术会议引领辐射作用，加强康复医学学术交流与合作，促进康复医学科技

创新与成果转化，推动国家康复医学事业快速发展，定于2019年11月下旬在北京举办2019第三届中国康复医学会综合学术

年会暨国际康复设备展览会。现将有关事宜通知如下：

时间和地点：11月22至24日，北京国家会议中心。

主题：守正创新，融合发展，构建康复事业共同体

主要内容：第三届国际康复主论坛、第三届中美康复论坛、第二届中德康养结合论坛等50个专题康复学术论坛及理论操

作培训，颁发2019年度中国康复医学会奖项。

参会人员：中国康复医学会领导、常务理事、理事，所属分支机构委员、会员，各省、自治区、直辖市康复医学会委员、会员，

以及相关专业技术人员。

注册缴费：参会人员1200元/人，学会会员1100元/人，学生500元/人，预先通过会议网站注册缴费优惠价1000元/人、学会

会员 900元/人，优惠截止时间 10月 31日。会议交通、食宿费用自理，报名注册缴费和住宿登记网址 http://3096.medcircle.cn。

会议注册代表可获记国家继续教育一类学分8分。

论文征集：会议组织论文征集，由组委会安排专家评审，颁发优秀论文奖励证书。投稿使用会议网上注册系统（pc端登陆

会议网站http://3096.medcircle.cn，点击“在线投稿”完成投稿），投稿截止时间为8月31日。

国际康复设备展览会：同期举办第三届国际康复设备展览会，设立400个标准展位，展览面积1.5万平方米，参展商及产品

信息将编入企业名录提供参会代表，并在中国康复医学会门户网站公布。

联系方式：大会组委会秘书处，联系人员：张文豪 18801229172（会务）；刘美彤 18310834939（注册）；于宛平 18810606365

（招展）；联系电话：010-64210670 转 600、607；通讯地址：北京市朝阳区北辰东路 8 号汇欣大厦 A 座 307 室；电子邮箱：con-

gress@carm.org.cn
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