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的影响
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CB0

#

!

!

&,DE,D7

#

$
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个亚组" 治疗后
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时点运用免疫组化法测脑组织
&,DE,D7

#

$

!

CB0

#

!

凋亡相关蛋白" 结果$在神经功能评

分改善方面&与本组治疗前比较#发病
G! ?

内#针刺组和溶栓组治疗后
9 ?

差异有统计学意义$

H G"

!

"%

%'
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$$大量的动物实验证实缺血性神经元损伤过程存在

细胞凋亡后"凋亡相关基因和蛋白的研究也日趋深

入'

#

(

) 研究发现"

CB0

#

!

是重要的抑制神经元凋亡的蛋

白"在缺血后注定要在存活的神经元中表达)

CB0

#

!

蛋

白能够控制细胞内
&,

! F和自由基的堆积以及兴奋性氨

基酸的毒性作用所致的神经细胞死亡"抑制线粒体释放

促凋亡蛋白和细胞色素
&

"促进脑缺血时蛋白质合成的

早期恢复"使保护性基因的转录和翻译少受影响'

!

(

) 细

胞凋亡是一系列高度调控的半胱氨酸蛋白酶
&,DE,D7

级联反应的结果"

&,DE,D7

#

$

处于凋亡的核心位置"凋

亡的最后实施通过
&,DE,D7

#

$

的激活而实现"

&,DE,D7

#

$

是凋亡过程中最重要的蛋白酶"是多种死

亡受体介导凋亡途径的共同下游效应部分"为细胞凋亡

蛋白酶级联反应的必经之路'

$

(

"也是细胞凋亡的最终执

行者'

:

(

) 南京市中医院脑科曾于
!""$

年采用通脑活

络针刺治疗方法对急性脑梗死做过临床和实验研究"取

得较好疗效'

%

(

"
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年
#
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!""6

年
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月"我们联

合江苏省
#"

家三甲级医院采用该法治疗脑梗死亦取得

较好疗效'
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(

"本实验试图从分子机制探讨该法治疗急性

脑梗死的神经保护作用机制)

材料与方法
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$动物$
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大鼠"雄性&体重
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$"" L

"

_H[

级"由上海斯莱克实验动物有限责任公司

提供"许可证号
_&54

$沪%

!""8

"

"""%

) 使用南京

中医药大学实验动物中心
_H[

级实验室"实验动物使

用许可证
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$苏%

!""8
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$药物及试剂$

"

!

cd

戊巴比妥钠由上海西唐

生物科技公司生产"批号#
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&尿激酶由天津生

物化学制药厂生产"

#" """ Ze

支"批号#
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&试

验中所用一抗#兔抗人
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#

$

多克隆抗体$北京

博奥森生物技术有限公司"产品编号#
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#

""c#R

%&

稀释浓度均为
#

&

!""

&鼠抗人
CB0

#

!

单克隆抗体

$

_,@K, &PN>

公司"产品编号#

_&

#

8$c!

%"稀释浓度

均为
#

&

!""

&

_H

即用型工作试剂盒由福州迈新生物技

术开发有限公司提供)

$

$仪器$

H;

管"即
H/0-7K?-07@7 KNT=@L

聚乙

烯管"购自美国
(2_);&M

实验室&

#

寸华佗牌毫针购

自苏州医疗器械厂&

Oa=/^7PK :"&[V

显微镜 $德国

(*(__

%&冰冻切片机$

&+#c%"

"德国莱卡%)
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$实验方法

:
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#

$栓子制备$参考
C7Q@,P ++

'

8

(和
_7P7L?-

)

'

c

(的方法制备栓子) 在环境温度为
!!

%

!8

'下"另

选健康大鼠用
"

!

cd

戊巴比妥钠$

:" <LefL

%麻醉"分

离出股动脉+股静脉) 向股动脉刺入长
#" B<

"外径

"

!

8 << H;

管套取动脉血) 所取血样在
!!

%

!8

'

下放置
! ?

后"再放入
:

'冷藏室
!! ?

"然后将血样

推入盛有生理盐水消毒弯盘中"吸入长
!" B<

"外径

"

!

8 <<

聚乙烯
H;

管连续反复在管中推+吸
% <=@

$约
!""

次%后"将栓子再推入弯盘中"截成
# !V

栓子"

最后吸入充满生理盐水的外径
"

!

$% << H;

管中"

待用)

:

!

!

$脑缺血动物模型建立$参考文献'

6

() 在环

境温度为
!!

%

!8

'下"用
"

!

cd

戊巴比妥钠$

:" <Le
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%腹腔注射麻醉) 取颈正中切口切开皮肤及皮下组

织"分离右侧颈总动脉"充分暴露颈动脉三角+颈总动脉

$

&&O

%+颈内动脉$

(&O

%+颈外动脉$

;&O

%及其分支"

将动脉与周围的神经+筋膜细心游离开) 烧灼断颈外动

脉各分支#甲状腺上动脉+咽升动脉+枕动脉"游离
(&O

并牵拉开二腹肌肌腹"暴露翼腭动脉"在翼腭动脉起始

处以丝线结扎) 以动脉夹关闭
&&O

近端+

(&O

远端&以

丝线结扎
;&O

远端"断开
;&O

&将
;&O

残段拉向
(&O

一致的方向"使
(&O

+

;&O

呈直线"向颈外动脉残段内

送入已经含有栓子和生理盐水混悬液的外径
"

!

$% <<

的
H;

管"将其小心一直送入
(&O

内&继而开放
(&O

并

向
(&O

内推入栓子和生理盐水混悬液
!

%

% !V

"确定栓

子已顺利推入后"随即一边退
H;

管一边再用动脉夹关

闭
(&O

"然后拔除
H;

管+结扎
;&O

残段根部) 最后依

次开放
&&O

+

(&O

的动脉夹&记录栓塞时间) 生理盐水

冲洗局部后全层连续缝合切口) 假手术组不推入栓子"

而仅推入
% !V

生理盐水)

:

!

$

$判断模型是否成功$根据典型神经症状表

现为精神萎靡"同侧霍纳氏症"对侧前肢下垂"内收内

旋"并自发性向患侧转圈'

6

(

) 术后观察症状"

# I ! ?

内有典型神经症状出现则为造模成功&

! ?

内无典型

神经症状出现则造模失败"将此例动物剔除) 除假手

术组外"所有入组大鼠均用造模成功大鼠完成)

:

!

:

$分组$将
!9:

只大鼠随机分为
%

组"分别

为针刺组$

8!

只%+溶栓组$

8!

只%+体针组$

8!

只%+

缺血对照组$

!:

只%+假手术组$

!:

只%"其中针刺组+
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溶栓组+体针组+缺血对照组均选用造模成功大鼠) 针

刺+溶栓+体针
$

组又分别按发病时间不同分为#

!

#

!

% ?

+

#

!

%

F

%

! ?

+

!

F

%

$ ? $

个亚组) 每组分别在治

疗前及治疗后
9

+

!:

+

8! ?

进行大鼠神经功能缺损评

分"并分别于
!:

+

8! ?

各随机处死一批$每批
9

只%大

鼠"用免疫组化法检测
CB0

#

!

+

&,DE,D7

#

$

)

:

!

%

$治疗方法$针刺组#用通脑活络针刺法"即头

针(体针) 头针#百会+双侧风池+人中+太阳+病灶侧运

动区&体针#屈池+合谷+足三里+三阴交) 取穴参照,实

验针灸学-

'

#"

(进行取穴"每日
#

次"每次留针
$" <=@

"

每针捻转
#"" Pe<=@

"捻
!

次$进针后+出针前%"各

# <=@

&溶栓组#大脑中动脉梗死后按
#" """ ZefL

尿激

酶在
!" <=@

内从尾静脉缓慢注射) 体针组#屈池+合

谷+足三里+三阴交"针刺手法+时间同针刺组)

%

$观察项目及检测方法

%

!

#

$动物死亡情况)

%

!

!

$神经功能缺损评分$在造模后
9

+

!:

+

8! ?

分

别按文献'

6

"

##

(的方法"在栓塞后不同时间"对动物进行

%

分制神经行为学评分) 标准#$

#

%无神经功能损伤"计
"

分&$

!

%不能完全伸展左前肢#提鼠尾离开地面约
$" B<

"

左前肢表现为腕屈曲+肘屈曲+肩内旋或兼而有之者"计
#

分&$

$

%自发向左侧转圈"计
!

分&$

:

%将动物置于光滑平

面上"行走时向左侧倾倒"或轻推肩部时即向左侧倾倒"计

$

分&$

%

%不能自发行走"或意识丧失"计
:

分) 分数越高"

动物的行为障碍越严重)

%

!

$

$

CB0

#

!

+

&,DE,D7

#

$

凋亡相关蛋白检测$采

用免疫组化法) 在造模成功后
!:

+

8! ?

时点"分别将各

组大鼠深度麻醉后开胸"夹闭腹主动脉"从心脏至升主

动脉先快速灌注
$8

'生理盐水
#%" <V

"再灌注
:d

多

聚甲醛
#%" <V

"断头取脑"置于
:d

多聚甲醛液中固定

: ?

"然后放入
$"d

蔗糖中"

:

'冰箱过夜至组织块沉

底) 将组织块取出放入"

!"

'恒温冰冻切片机中从视

交叉前缘向后作连续切片"片厚
8 !<

) 取相同层面切

片分别做
CB0

#

!

和
&,DE,D7

#

$

免疫组化染色) 免疫组

化采用链霉菌抗生物素蛋白 "过氧化物酶连结法$

_H

法%"

\OC

显色"细胞浆着棕黄色者为阳性细胞)

9

$统计学方法$所有实验数据采用
_H__ #$

!

"

统计软件处理"计量资料用
a

)

D

表示"多组间的比较

采用单因素方差分析&组间
!:

+

8! ?

的两两比较采用

V_\

检验"

H G"

!

"%

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$动物脑梗死后各组存活情况比较$除假手术

组在规定时间内无死亡外"其余各组均有大鼠在规定

时间内死亡) 针刺组共死亡
%

只"其中
9 ?

死亡
!

只+

!: ?

死亡
!

只+

8! ?

死亡
#

只&溶栓组共死亡
#$

只"

分别为
c

+

:

+

#

只&体针组共死亡
c

只"分别为
$

+

$

+

!

只&缺血对照组共死亡
6

只"分别为
:

+

$

+

!

只)

!

$各组不同时段神经功能评分比较$表
#

%$在发

病
!#

!

% ?

内"与本组治疗前比较"针刺组与溶栓组在治

疗后
9

+

!:

+

8! ?

差异均有统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G

"

!

"#

%"体针组在治疗后
!:

+

8! ?

差异有统计学意义

$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%) 在发病
#

!

%

F

%

! ?

内"与本组

治疗前比较"针刺组与溶栓组在治疗后
9

+

!:

+

8! ?

差

异均有统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%"体针组在治

疗后
!:

+

8! ?

差异有统计学意义$

H G"

!

"%

%) 在发病

!

F

%

$ ?

内"与本组治疗前比较"针刺组+溶栓组与体针

组在治疗后
!:

+

8! ?

差异均有统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%) 与缺血对照组同时间段比较"针刺组在治疗

后
!:

+

8! ?

差异均有统计学意义 $

H G "

!

"%

"

H G

"

!

"#

%) 溶栓组在发病
! ?

内"治疗后
9

+

!:

+

8! ?

差

异均有统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%) 体针组在发

病
!#

!

% ?

内"治疗后
!:

+

8! ?

差异有统计学意义$

H G

"

!

"%

"

H G"

!

"#

%&在发病
#

!

%

F

I! ?

内"治疗
8! ?

差

异有统计学意义$

H G"

!

"%

%) 与体针组同时间段比较"

针刺组在治疗
!:

+

8! ?

差异均有统计学意义$

H G

"

!

"%

"

H G"

!

"#

%&溶栓组在发病
G ! ?

内"治疗后
9

+

!:

+

8! ?

差异均有统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%)

与溶栓组同时间段比较"针刺组在发病
G! ?

内"治疗后

9 ?

差异有统计学意义$

H G"

!

"%

%"在发病
!

F

%

$ ?

内"

针刺组治疗
!:

+

8! ?

差异有统计学意义$

H G"

!

"%

%)

$

$各组不同时段
CB0

#

!

+

&,DE,D7

#

$

蛋白表达

比较$表
!

%$与缺血对照组比较"发病在
! ?

内"针刺组

与溶栓组在治疗
8! ?

后
CB0

#

!

蛋白表达及
&,DE,D7

#

$

蛋白表达差异均有统计学意义$

H G"

!

"#

%&在发病
!

F

%

$

?

内"针刺组治疗
8! ?

后
CB0

#

!

蛋白及
&,DE,D7

#

$

蛋白

差异有统计学意义$

H G"

!

"%

%&体针组在发病
!#

!

% ?

内"治疗
8! ?

后
CB0

#

!

蛋白及
&,DE,D7

#

$

蛋白差异有

统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%"在发病
#

!

%

F

%

! ?

内"

只有
CB0

#

!

蛋白在治疗后
8! ?

差异有统计学意义$

H G

"

!

"%

%)与体针组同时间段比较"发病在
! ?

内"针刺组与

溶栓组在治疗
8! ?

后
CB0

#

!

蛋白及
&,DE,D7

#

$

蛋白差

异均有统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%"在发病
!

F

%

$

?

内"只有针刺组治疗
8! ?

后
CB0

#

!

蛋白及
&,DE,D7

#

$

蛋白差异有统计学意义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%) 与溶栓组

同时间段比较"发病在
!

F

%

$ ?

内"针刺组治疗
8! ?

后

CB0

#

!

蛋白及
&,DE,D7

#

$

蛋白差异均有统计学意

义$

H G"

!

"%

"

H G"

!

"#

%)
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表
#

#各组不同时段点
&__

评分比较$$分"

a

)

D

%

组别 时间
@

&__

评分

治疗前 治疗后
9 ? !: ? 8! ?

针刺
!#

*

% ? !: !

*

c$

)

"

*

#"

!

*

$%

)

"

*

$$

"#

#

*

$9

)

"

*

#c

""$$%%

"

*

69

)

"

*

#8

""$$%

#

*

%

F

%

! ?

!: !

*

c$

)

"

*

"9

!

*

::

)

"

*

!9

"#

#

*

c"

)

"

*

"6

"$%

#

*

%9

)

"

*

"%

""$$%

!

F

%

$ ?

!: !

*

c$

)

"

*

"6 !

*

%!

)

"

*

!:

!

*

#9

)

"

*

!:

"$%#

#

*

66

)

"

*

"9

""$%#

溶栓
!#

*

% ? !: !

*

c$

)

"

*

"6

#

*

8:

)

"

*

$$

"$$%%

#

*

!:

)

"

*

#!

""$$%%

"

*

6c

)

"

*

#6

""$$%

#

*

%

F

%

! ?

!: !

*

c!

)

"

*

#"

#

*

cc

)

"

*

!6

"$%

#

*

86

)

"

*

#:

"$%

#

*

%!

)

"

*

"c

""$$%

!

F

%

$ ?

!: !

*

c!

)

"

*

#" !

*

%#

)

"

*

"c

!

*

:9

)

"

*

!"

"

!

*

::

)

"

*

"8

"

体针
!#

*

% ? !: !

*

c9

)

"

*

"8 !

*

:c

)

"

*

!c

!

*

#$

)

"

*

!#

"$

#

*

%"

)

"

*

"c

""$$

#

*

%

F

%

! ?

!: !

*

c$

)

"

*

## !

*

%:

)

"

*

!:

!

*

$c

)

"

*

!:

"

!

*

"9

)

"

*

"6

"$

!

F

%

$ ?

!: !

*

c:

)

"

*

#" !

*

%$

)

"

*

#:

!

*

::

)

"

*

!$

"

!

*

:#

)

"

*

"c

"

缺血对照
!: !

*

c:

)

"

*

"9 !

*

9%

)

"

*

!" !

*

%#

)

"

*

"c !

*

:9

)

"

*

"c

假手术
!:

$

" " " "

$$注#与本组同期治疗前比较"

"

H

+

"

*

"%

"

""

H

+

"

*

"#

&与缺血对照组同时段比较"

$

H

+

"

*

"%

"

$$

H

+

"

*

"#

&与溶栓组同期同时段比较"

#

H

+

"

*

"%

"

##

H

+

"

*

"#

&与体针组同期同时段比较"

%

H

+

"

*

"%

"

%%

H

+

"

*

"#

表
!

#各组不同时段
CB0

#

!

+

&,DE,D7

#

$

蛋白表达比较$$

a

)

D

%

组别 时间
CB0

#

!

$个
eM\

%

!: ? 8! ?

$$$$

&,DE,D7

#

$

$个
eM\

%

!: ? 8! ?

$$$$

针刺
!#

*

% ? :8

*

$c

)

!

*

#8

$

9

%

$$

*

9c

)

:

*

"c

$

9

%

""##

!!

*

89

)

$

*

!c

$

9

%

##

*

6#

)

!

*

6"

$

9

%

""##

#

*

%

F

%

! ?

$%

*
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)

$

*

9!

$

9

%

!:

*

%$

)

!

*
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$

9

%

""#
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*

c9

)
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*
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$

9

%

!!

*

9c

)

!

*

8$

$

9

%

""##

!

F

%

$ ?

!%

*

89

)

$

*

9$

$

9

%

#c

*

88

)

$

*

#$

$

9

%

"$#

:#

*

::

)

$

*

!:

$

9

%

$"

*

99

)

$

*

9"

"$$##

溶栓
!#

*

% ? :c

*

$c

)

$

*

89

$

9

%

$:

*

c9

)

$

*

!9

$

9

%

""##

!#

*

c$

)

$

*

$9

$

9

%

#!

*

:8

)

:

*

"$

$

9

%

""##

#

*

%

F

%

! ?

$9

*

c:

)

%

*

:8

$

9

%

!%

*

%"

)

$

*

8"

$

9

%

""#

$#

*

99

)

$

*

""

$

9

%

!$

*

::

)

:

*

":

$

9

%

""##

!

F

%

$ ?

#%

*

#c

)

$

*

%$

$

9

%

#!

*

8!

)

$

*

#$

$

9

%

%c

*

!c

)

:

*

#8

$

9

%

:"

*

8c

)

$

*

9#

$

9

%

体针
!#

*

% ? !6

*

#6

)

$

*

"#

$

9

%

!9

*
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)

$

*

"c

$

9

%
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*
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)

$

*

%c

$

9

%

$%

*

9#

)

$

*

"6

$

9

%

"

#

*

%

F

%

! ?
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*
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)

!

*

!6

$

9

%

#6

*

99

)
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*

#c

$

9

%

"

%#

*

#"

)
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*
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$

9

%
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*
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)
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*
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$

9

%

!

F

%

$ ?
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*
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)
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*
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$

9

%

#$

*

9$

)
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*

%8

$

9

%

%c

*
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*
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$
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%
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*

c"

)

!

*

c8

$

9

%

缺血对照
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*

:9

)

$

*

$%

$

#!

%

#!

*

%6

)

!

*

c$

$

#!

%

9"

*

9#

)

:

*

#:

$

#!

%

:!

*

8!

)

$

*

!$

$

#!

%

假手术
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*

:c

)

$

*

:%

$

#!

%

:c

*

9%

)

$

*

!#

$

#!

%

#!

*

:c

)

!

*

9%

$

#!

%

#"

*

9%

)

!

*

9$

$

#!

%

$$注#与缺血对照组同时段比较"

"

H

+

"

*

"%

"

""

H

+

"

*

"#

&与溶栓组同期同时段比较"

$

H

+

"

*

"%

"

$$

H

+

"

*

"#

&与体针组同期同时段比较"

#

H

+

"

*

"%

"

##

H

+

"

*

"#

&所有表中数量均为每
#"

个高倍视野$ ,

:""

%显微镜下阳性细胞数的算术平均值&$%内数据为鼠数

讨$$论

本研究利用
_\

大鼠制作的大脑中动脉血栓栓塞

性脑梗死动物模型对通脑活络针刺疗法治疗急性脑梗

死的机制进行了研究"证实了针刺对急性脑梗死大鼠

具有治疗和保护作用"并能较溶栓治疗延长时间窗)

目前认为"缺血性脑血管病的治疗主要是早期血

管再通和挽救可逆性缺血半暗带区'

#!

(

) 凋亡是缺血

半暗带中细胞死亡的主要形式"未得到及时再灌注及

脑保护治疗的半暗带区"缺血细胞转变为凋亡细胞是

持续存在的动态过程) 神经元凋亡机制复杂"涉及多

种抑制和促进凋亡的因素) 脑缺血后神经元死亡是一

个极其复杂的病理过程) 研究结果表明缺血后神经元

死亡主要表现为坏死和凋亡两种形式"分别涉及主动

和被动细胞死亡机制'

$

(

) 在脑缺血急性期"神经元坏

死与凋亡并存"细胞坏死位于缺血中心区"细胞凋亡主

要出现在缺血半暗带&而在脑缺血的迟发性神经元死

亡期"则以细胞凋亡为主) 凋亡可能决定了最终梗死

体积) 细胞凋亡是在生理和病理条件下的一种主动死

亡方式"是受细胞内基因和一些细胞外因子调控的生

物学过程) 研究发现"脑的缺血耐受可能是通过增加

CB0

#

!

蛋白的表达"抑制细胞凋亡"挽救神经细胞"避

免发生选择性迟发性神经细胞死亡'

!

(

)

&,DE,D7

#

$

属于半胱氨酸蛋白酶家族"是涉及细胞凋亡的蛋白酶)

&,DE,D7

#

$

通过降解细胞内相应的底物导致细胞死

亡"它的激活是触发凋亡的关键"故有.分子开关/之

称'

#$

(

) 研究发现"

&,DE,D7

#

$

参与了脑缺血后神经

细胞损伤的病理过程"因其在凋亡的最终共同效应通
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!

%

路上起着关键的作用而倍受重视'

#:

(

) 从本实验可以

得出以下结论#$

#

%在有效时间窗内$

G! ?

%"针刺组

与溶栓组在降低神经行为学评分+降低
&,DE,D7

#

$

+

提高
CB0

#

!

蛋白表达有相同的疗效&$

!

%在
!

F

%

$ ?

时间窗以内"通脑活络针刺组疗效优于溶栓组"说明通

脑活络针刺法较溶栓治疗延长了治疗时间窗&$

$

%尽

管在
! ?

内通脑活络针刺疗法与溶栓治疗效果相当"

但溶栓组出血率及死亡率均较前者明显增高&$

:

%各

时间段内"针刺组疗效优于体针组&$

%

%发病
! ?

内"

治疗后
9 ?

"溶栓组神经功能缺损评分低于针刺组可

能与溶栓的即刻效应有关&$

9

%本实验中对
CB0

#

!

和

&,DE,D7

#

$

的观察时点只设在
!:

+

8! ?

"若另设

:c ?

+

8 Q

为观察时点"则更有利于观察上述指标的动

态变化"将更为详尽的阐释急性脑梗死的病理生理变

化&$

8

%本实验证实通脑活络针刺法较溶栓治疗延长

了治疗急性脑梗死的时间窗"今后研究的重点可进一

步扩大时间窗至
:

+

%

+

9 ?

"这将为临床上通脑活络针

刺法治疗急性脑梗死的时间窗问题上提供更为翔实的

实验依据)
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