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电针对高血压大鼠皮层脑梗死延髓与

脊髓
4AF

表达的影响

谭"峰"陈"杰"梁艳桂"李雁萍"王学文"蒙"迪"程南方

摘要"目的"观察电针对易卒中型肾性高血压大鼠!

G>-1H9

$

I-1?9 -9?1J,G.K2,- /LI9->9?G=J9 -,>G

"

FMFNO

#大脑中动脉闭塞!

<=PP29 .9-9Q-,2 ,->9-L 1..2KG=1?

"

+&RD

#后缺血再灌注!

=G./9<=,

$

-9I9-@K

$

G=1?

"

(EF

#不同时间点脑皮层$延髓$脊髓勿动蛋白受体!

?1A1 -9.9I>1-

"

4AF

#蛋白表达的影响"探讨电针对

急性脑梗死!

,.K>9 .9-9Q-,2 =?@,-.>=1?

"

R&(

#远隔损害的可能机制% 方法"雄性
NOS

级
NC

大鼠行双肾双

夹术复制
FMFNO

"再用线栓法制作
+&RD

模型"用随机数字表法分为高血压组
:"

只$假手术组
:"

只$脑

梗死组
:"

只$电针组
:"

只$假针刺组
:"

只% 脑梗死组仅作
+&RD

缺血再灌注处理&假手术组仅做手术创

伤&电针组选取督脉'百会(和'大椎(穴进行电针治疗"每天
#

次"共
!5

天% 假针刺组选'大椎($'百会(穴

处给予针灸针贴肤治疗% 治疗后第
#

$

6

$

#$

$

!5

天各组分别处死
:

只大鼠"分离出右侧大脑$延髓和左侧脊

髓"用尼氏染色法检测脑梗死体积"用
*9G>9-? Q21>

法检测
4AF

表达% 结果"!

#

#皮层区)与高血压组比

较"

+&RD

术后第
#

$

6

$

#$

$

!5

天"脑梗死组
4AF

表达升高!

O T"

!

"8

#&与脑梗死组比较"

+&RD

术后第
#

天"电针组和假针刺组
4AF

表达与其相当!

O U"

!

"8

#&第
6

$

#$

$

!5

天"电针组
4AF

表达降低!

O T"

!

"8

#"

假针刺组
4AF

表达与其相当!

O U"

!

"8

#% !

!

#延髓区)与高血压组比较"

+&RD

术后第
#

天"假手术组$脑

梗死组$电针组$假针刺组
4AF

表达与其相当!

O U "

!

"8

#&第
6

$

#$

$

!5

天脑梗死组
4AF

表达升高!

O T

"

!

"8

#&与脑梗死组比较"第
6

$

#$

$

!5

天电针组
4AF

表达降低!

O T"

!

"8

#&假针刺组
4AF

表达与其相当!

O

U"

!

"8

#% !

%

#脊髓区)与高血压组比较"

+&RD

术后第
#

$

6

天"假手术组$脑梗死组$电针组$假针刺组
4AF

表达与其相当!

O U"

!

"8

#&第
#$

$

!5

天脑梗死组
4AF

表达升高!

O T"

!

"8

#% 与脑梗死组比较"第
#$

$

!5

天

电针组
4AF

表达降低!

O T"

!

"8

#&假针刺组
4AF

表达与其相当!

O U"

!

"8

#% 结论"大鼠脑梗死后皮层$延

髓$脊髓区
4AF

表达增高是参与
R&(

远隔损害的一个重要原因"电针对高血压大鼠
(EF

脑损伤的保护作用

可能与其下调中枢神经髓鞘生长抑制介导因子
41A1

$

R

受体
4AF

蛋白表达等机制密切相关%

关键词"高血压大鼠&脑梗死&远隔损害&勿动蛋白受体&电针

;@@9.> 1@ ;29.>-=. R.KIK?.>K-9 1? >/9 ;VI-9GG=1? 1@ 4AF =? >/9 &9-9Q-,2 &1->9V

"

>/9 +9PK22, DQ

$

21?A,>,

"

,?P >/9 NI=?,2 &1-P 1@ MLI9->9?G=J9 F,>G ,@>9- &9-9Q-,2 (?@,-.>=1?

"

)R4 S9?A

"

&M;4

'=9

"

W(R4X Y,?

$

AK=

"

W( Y,?

$

I=?A

"

*R4X ZK9

$

[9?

"

+;4X C=

"

,?P &M;4X 4,?

$

@,?A

"

C9I,-><9?>

1@ 49K-121AL

"

S1G/,? M1GI=>,2 1@ )-,P=>=1?,2 &/=?9G9 +9P=.=?9

"

XK,?AP1?A

$

8!5"""

%"

&/=?,

R\N)FR&)

#

DQ]9.>=J9

#

)1 1QG9-J9 >/9 9@@9.> 1@ 929.>-=. ,.KIK?.>K-9

$

;R

%

1? >/9 41A1 -9.9I>1-G

$

4AF

%

I-1>9=? 9VI-9GG=1? =? >/9 .9-9Q-,2 .1->9V

"

>/9 <9PK22, 1Q21?A,>,

"

,?P >/9 GI=?,2 .1-P 1@ .9-9Q-,2

=G./9<=,

$

-9I9-@KG=1?

$

(EF

%

G>-1H9

$

I-1?9 -9?1J,G.K2,- /LI9->9?G=J9 -,>G

$

FMFNO

%

[=>/ <=PP29 .9-9Q-,2

,->9-L 1..2KG=1?

$

+&RD

%

,> P=@@9-9?> >=<9 I1=?>G

"

,?P >1 =?J9G>=A,>9 =>G I1GG=Q29 <9./,?=G<G @1- -9<1>9

$

1-A,? =?]K-L 1@ ,.K>9 .9-9Q-,2 =?@,-.>=1?

$

R&(

%

3 +9>/1PG

#

)/9 FMFNO <1P92 [,G PKI2=.,>9P =? <,29 NOS

A-,P9 NC -,>G 3 )/9? >/9 +&RD <1P92 [,G I-9I,-9P QL , >/-9,P G>-=?A=?A <9>/1P3 F,>G [9-9 P=J=P9P =?>1

>/9 /LI9->9?G=1? A-1KI

"

>/9 G/,<

$

1I9-,>=1? A-1KI

"

>/9 +&RD A-1KI

"

>/9 ;R A-1KI

"

,?P >/9 G/,<

$

,.K

$

I1=?> A-1KI QL -,?P1< ?K<Q9- >,Q29 <9>/1P

"

:" =? 9,./ A-1KI3 F,>G =? >/9 +&RD A-1KI 1?2L -9.9=J9P
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+&RD -9I9-@KG=1? >-9,><9?>3 )/1G9 =? >/9 G/,<

$

1I9-,>=1? A-1KI 1?2L -9.9=J9P GK-A=.,2 >-,K<,3 \,=/K=

$

C^!"

%

,?P C,_/K=

$

C^#$

%

[9-9 ?99P29P =? >/9 ;R A-1KI

"

1?.9 P,=2L @1- , >1>,2 1@ !5 P,LG3 )/9 ?99P29G

[9-9 ,.KIK?.>K-9P ,> >/9 GH=? 1?9 .K? P=G>,?> @-1< \,=/K=

$

C^!"

%

,?P C,_/K=

$

C^#$

%

,?P >/9? >/9

G,<9 ;R >-9,><9?> [,G I9-@1-<9P =? >/9 G/,<

$

,.KI1=?> A-1KI3 R> P,L #

"

6

"

#$

"

!5 ,@>9- >-9,><9?>

"

G=V

-,>G [9-9 9V9.K>9P @-1< 9,./ A-1KI

"

,?P >/9=- -=A/> .1->9V ,?P <9PK22, 1Q21?A,>,

"

,?P >/9 29@> GI=?,2 .1-P

[9-9 =G12,>9P3 )/9 =?@,-.> J12K<9 [,G P9>9.>9P QL 4=GG2

%

G G>,=?=?A <9>/1P3 )/9 4AF 9VI-9GG=1? [,G P9

$

>9.> QL *9G>9-? Q21>3 F9GK2>G

#$

#

%

(? >/9 .1->9V ,-9,

#

.1<I,-9P [=>/ >/9 /LI9->9?G=1? A-1KI

"

>/9 4AF 9V

$

I-9GG=1? =?.-9,G9P =? >/9 +&RD A-1KI ,> P,L #

"

6

"

#$

"

,?P !5 ,@>9- +&RD

$

O T"

%

"8

%

3 &1<I,-9P [=>/ >/9

+&RD A-1KI

"

>/9 4AF 9VI-9GG=1? 1@ >/9 ;R A-1KI ,?P >/9 G/,<

$

,.KI1=?> A-1KI [9-9 9`K=J,29?> ,> # P,L ,@

$

>9- +&RD

$

O U"

%

"8

%

3 R> P,L 6

"

#$

"

,?P !5 ,@>9- +&RD

"

>/9 4AF 9VI-9GG=1? P9.-9,G9P =? >/9 ;R A-1KI

$

O T

"

%

"8

%"

=> [,G `K=>9 G=<=2,- >1 >/,> =? >/9 G/,<

$

,.KI1=?> A-1KI

$

O U"

%

"8

%

3

$

!

%

(? >/9 <9PK22, 1Q21?A,>, ,-9,

#

.1<I,-9P [=>/ >/9 /LI9->9?G=1? A-1KI

"

>/9 4AF 9VI-9GG=1? [,G 9`K=J,29?> =? >/9 G/,<

$

1I9-,>=1? A-1KI

"

>/9 +&RD A-1KI

"

>/9 ;R A-1KI

"

,?P >/9 G/,<

$

,.KI1=?> A-1KI ,> # P,L ,@>9- +&RD

$

O U"

%

"8

%

3 R> P,L 6

"

#$

"

,?P !5 ,@>9- +&RD

"

>/9 4AF 9VI-9GG=1? =?.-9,G9P =? >/9 +&RD A-1KI

$

O T"

%

"8

%

3 &1<I,-9P [=>/ >/9 +&RD

A-1KI

"

>/9 4AF 9VI-9GG=1? P9.-9,G9P =? >/9 ;R A-1KI ,> P,L 6

"

#$

"

,?P !5 ,@>9- +&RD

$

O T"

%

"8

%"

[/9-9,G

=> [,G G=<=2,- =? >/9 G/,<

$

,.KI1=?> A-1KI

$

O U"

%

"8

%

3

$

%

%

(? >/9 GI=?,2 .1-P ,-9,

#

.1<I,-9P [=>/ >/9 /LI9-

$

>9?G=1? A-1KI

"

>/9 4AF 9VI-9GG=1? [,G 9`K=J,29?> =? >/9 G/,<

$

1I9-,>=1? A-1KI

"

>/9 +&RD A-1KI

"

>/9 ;R

A-1KI

"

,?P >/9 G/,<

$

,.KI1=?> A-1KI ,> P,L # ,?P 6 ,@>9- +&RD

$

O U"

%

"8

%

3 R> P,L #$ ,?P !5 ,@>9- +&RD

"

>/9 4AF 9VI-9GG=1? =?.-9,G9P =? >/9 +&RD A-1KI

$

O T"

%

"8

%

3 &1<I,-9P [=>/ >/9 +&RD A-1KI

"

>/9 4AF 9V

$

I-9GG=1? P9.-9,G9P =? >/9 ;R A-1KI ,> P,L #$ ,?P !5 ,@>9- +&RD

$

O T"

%

"8

%"

[/9-9,G => [,G 9`K=J,29?> =?

>/9 G/,<

$

,.KI1=?> A-1KI

$

O U"

%

"8

%

3 &1?.2KG=1?G

#

(?.-9,G9P 4AF 9VI-9GG=1? =? >/9 .9-9Q-,2 .1->9V

"

>/9

<9PK22, 1Q21?A,>,

"

,?P >/9 GI=?,2 .1-P 1@ .9-9Q-,2 =?@,-.> -,>G [,G ,? =<I1->,?> -9,G1? @1- =?J12J=?A -9

$

<1>9

$

1-A,? =?]K-L 1@ R&(3 )/9 I-1>9.>=J9 9@@9.> 1@ ;R 1? /LI9->9?G=J9 (EF .9-9Q-,2 =?]K-L -,>G <=A/> Q9

.21G92L -92,>9P >1 P1[?

$

-9AK2,>=?A .9?>-,2 ?9-J1KG GLG>9< <L92=? A-1[>/ =?/=Q=>=1? <9P=,>9P @,.>1-G 41A1

$

R

-9.9I>1- 4AF I-1>9=? 9VI-9GG=1?3

a;Y*DFCN

#

/LI9->9?G=J9 -,>

&

.9-9Q-,2 =?@,-.>=1?

&

-9<1>9

$

1-A,? =?]K-L

&

41A1 -9.9I>1-

&

929.>-=. ,.K

$

IK?.>K-9

""最近研究证实"急性脑梗死造成的损害并不限于

梗死灶局部"还会导致与梗死区域有神经纤维联系的

远隔部位$丘脑'延髓'脊髓等%的损害(

#

#

$

)

"这是导致

脑梗死病损严重'致残率高'恢复困难的重要原因* 勿

动蛋白$

R

$

?9K-=>9 1K>A-1[>/ =?/=Q=>1-

$

R

"

41A1

$

R

%

是新近发现最为强烈的神经纤维再生抑制因子"通过

与其受体
4AF

等结合"介导跨膜信号激活 $

F,G

/1<121A A9?9 @,<=2L <9<Q9- R

"

F/1R

%胞内信号

和抑制
F,G

相关的
&%

肉毒毒素底物
#

$

F,G

$

-92,>9P

&% Q1>K2=?K< >1V=? GKQG>-,>9#

"

F,.#

%信号传导"

参与
R&(

远隔损害"抑制轴突的生长'细胞的扩增和

诱导生长锥的塌陷"最终阻碍神经修复和再生(

8

#

6

)

*

我们前期研究发现"电针对高血压脑缺血的保护作用

可能与其下调
41A1

$

R

'

?9K-1.,?

$

<F4R

表达等有

关(

5

"

7

)

"但电针对
41A1

$

R

的
4AF

受体蛋白有何作

用+ 能否通过调控此受体通路蛋白起到减轻脑梗死远

隔损害'促进神经功能恢复+ 这些问题目前国内外尚

未见报道* 因此"在前期基础上"本实验通过观察电针

对易卒中型肾性高血压大鼠 $

G>-1H9

$

I-1?9

$

-9?1

$

J,G.K2,- /LI9->9?G=J9 -,>G

"

FMFNO

%一侧大脑中

动脉 闭 塞 $

<=PP29 .9-9Q-,2 ,->9-L 1..2KG=1?

"

+&RD

%脑缺血再灌注$

=G./9<=, -9I9-@KG=1?

"

(F

%

第
#

'

6

'

#$

'

!5

天脑皮层'延髓'脊髓
4AF

表达的影

响"探讨电针对脑梗死远隔损害作用的可能获益机制*

材料与方法

#

"动物"封闭群纯种
NOS

级
NI-,AK9

$

C,[29L

$

NC

%雄性大鼠
$5"

只"体重$

6"

&

!"

%

A

"鼠龄
%"P

左

右(合格证号#

G.VH

$粤%

!""5

#

""!"

)"由广州中医

药大学实验动物中心提供* 在安静环境下分笼饲养"

室温$

!%

&

#

% '"相对湿度
:"b

"光线自动控制"明

$

"6

#

""

#

#7

#

""

%'暗$

#7

#

""

#

"6

#

""

%交替"统一用

颗粒型普通大鼠饲料喂养"饮用凉开水"自由摄食条件

下适应性喂养
6

天*
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"药物及试剂"

#"b

水合氯醛&

#"b

福尔马林&

$"b

丙烯酰胺
E

甲叉双丙烯酰胺$

R.- E\=G

%"

8 <<12EW

)-=G

$

M&2

$

IM 5

!

5

%"

#

!

" <<12EW )-=G

$

M&2

$

IM

:

!

5

%"均购自
\=1

$

F,P

公司&

)9<9P

#购自德国"为

N=A<,

分装&

)\N)

缓冲液(

#"" <<12EW )-=G

$

M&2

"

IM 6

!

8

"含
"

!

7b

$

[EJ

%

4,&2

和
"

!

#b )[99?

$

!"

)#

购自
\=1F,P

$

#6":$%8

%&

!b

的氯化 #

!

"

%

"

8

#三苯

四唑$

!

"

%

"

8 >-=I/9?L2>9>-,_12=K< ./21-=P9

"

) )&

%

$美国
N=A<,

公司%&

#"" <<12EW O+NS

$苯甲基磺

酰氟"北京诺博莱德科技有限公司%*

%

"仪器"

CO

$

#

型大鼠心率血压计$中日友好医

院研制%&

X:5"8#

型电针仪$青岛鑫升公司%&

W9=.,

全自动脱水机$江苏爱择实验设备有限公司%&

a1?

$

>-1? (\RN !

!

"

全自动图像分析系统 $德国
aD4

$

)FD4

公司%&

'0& HL

$

S%"Q %

$

&&C

彩色图像摄录输

入仪$日本胜利公司%*

$

"实验方法

$

!

#

"

FMFNO

模型制作"将
$5"

只体重
6"

(

7" A

的雄性
NC

大鼠参照双肾双夹法复制成
FMFNO

模型(

#"

"

##

)

* 具体步骤如下#术前
#! /

禁食"不禁水"

用
#"b

水合氯醛$

% <WEHA

"腹腔注射%麻醉后"将大

鼠仰卧固定"常规腹部备皮'消毒'铺巾"取腹部正中纵

形切口"长约
!

!

" .<

"打开腹腔"以肾静脉为标记"依

次钝性分离出双侧肾动脉"用内径为
"

!

% <<

的环形

银夹钳夹肾动脉起始部"并确认肾动脉置于银夹的环

形结构内* 为预防感染"予腹腔内注射青霉素钠盐
$

万
^

"然后逐层关腹并再次消毒切口* 术中避免损伤

肾动脉'肾静脉'腹主动脉和内脏器官* 术后注意保

温"待麻醉清醒后即恢复正常饮食"密切观察大鼠腹部

切口'肢体活动'呼吸'饮食及尿液颜色等情况*

使用
NCO

$

#

型大鼠心率血压计进行血压监测"

术前测量
#

次作为基础血压"术后第
#

'

!

'

$

'

:

'

5

'

#"

'

#!

周各监测血压
#

次* 测量前使用风筒给大鼠

尾巴预热
8 <=?

"然后将大鼠归于笼中"尾巴置入测

压橡胶圈"待大鼠安静后测量清醒状态下大鼠尾动

脉的收缩压"重复测量
%

次"取其平均值作为大鼠的

血压值* 术后
#!

周"将收缩压高于
#5" <<MA

"且

无自发卒中征象的大鼠作为成功的
FMFNO

模

型(

#"

"

##

)

"共
%6"

只*

$

!

!

"

+&RD

术复制脑梗死模型"将符合制作

+&RD

模型的
FMFNO

参照
c9, W1?A,

方法(

#!

"

#%

)加

以改进"制备右侧大脑
+&RD

模型#即术前
#! /

禁

食"

#"b

水合氯醛$

"

!

% <W

)

HA

%腹腔注射麻醉"仰卧

位固定"作颈正中线切口"沿胸锁乳突肌内缘分离肌肉

和筋膜"分离右侧颈总动脉$

&&R

%'颈外动脉$

;&R

%

和颈内动脉$

(&R

%"在
&&R

远心端和近心端及
;&R

处挂线备用* 用微动脉夹暂时夹闭
(&R

"然后近心端

结扎
&&R

'

;&R

* 在距
&&R

分叉部
! <<

处剪一小

口"插入直径为
"

!

!5 <<

的栓线"开放动脉夹"将栓

线插入到
(&R

"插入深度以颈外动脉分叉处开始计算

为$

#5

!

"

&

"

!

8

%

<<

"用绕在
&&R

远心端的细线轻轻

系牢拴线"缝合伤口"清理血迹* 将栓线外留
! .<

以

备拔线时使用"于栓线插入
! /

后拔出*

模型成功的标准#参考
c9, W1?A,

的
8

分制

法(

#$

)

"在动物麻醉清醒后进行评分*

"

分#无神经损

伤症状&

#

分#不能完全伸展对侧前爪&

!

分#向对侧转

圈&

%

分#向对侧倾倒&

$

分#不能自发行走"意识丧失*

分值越高"说明动物行为障碍越严重* 其中
#

(

%

分纳

入"共有
#7"

只*

) )&

染色#从纳入研究的
+&RD

大鼠中随机抽

取
#"

只行
) )&

染色确定梗死部位#

+&RD

术后

!$ /

"用
#"b

水合氯醛过量麻醉大鼠后"立即断头取

脑"放入 #

!"

'冰箱中冷冻
8 <=?

"在冰盘上从前向

后行冠状切"厚约
! <<

"立即置于
!b

的
) )&

溶液

中"

%6

'避光温育
%" <=?

"

#"b

福尔马林固定"

!$ /

后数码相机拍照*

$

!

%

"分组及处理方法"用随机数字表分为高血

压组
:"

只'假手术组
:"

只'脑梗死组
:"

只'电针组

:"

只'假针刺组
:"

只* 高血压组#

:"

只大鼠仅复制

FMFNO

模型&自由进食'饮水"喂饲大鼠标准饲料&不

予任何治疗* 假手术组#

:"

只大鼠复制
FMFNO

模

型"于
+&RD

术当天行颈部正中切口"沿胸锁乳突肌

内缘分离肌肉和筋膜"分离右侧颈总动脉$

&&R

%'颈

外动脉$

;&R

%和颈内动脉$

(&R

%"但不进行
+&RD

术后期操作&自由进食'饮水"喂饲大鼠标准饲料&不予

任何治疗* 脑梗死组#

:"

只大鼠复制
FMFNO

基础上

的
+&RD

模型&自由进食'饮水"喂饲大鼠标准饲料&

不予任何治疗* 电针组#

:"

只大鼠复制
FMFNO

基础

上的
+&RD

模型&自由进食'饮水"喂饲大鼠标准饲

料&按文献(

#8

)方法定位大鼠,百会-',大椎-穴位*

刺法#用
%"

号
#

寸毫针"沿皮斜刺,大椎-',百会-两

穴"进针深度
!

(

% <<

* 针柄接至
X:5"8#

型电针仪

电极上"强度为
% 0

"频率为
% M_

连续波"以肌肉轻微

抽动'动物不挣扎嘶叫为度"时间持续
#8 <=?

* 电针

组于造模当天动物清醒后开始治疗"每天
#

次"共
!5

天* 假针刺组#

:"

只大鼠复制
FMFNO

基础上的

+&RD

模型&自由进食'饮水"喂饲大鼠标准饲料&假

针刺组只是将针灸针贴于大鼠相应穴位的皮肤上"后
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%

!!!'##!

通相同电流*

8

"检测指标及方法

8

!

#

"大鼠神经功能评分"于
+&RD

术后动物

清醒时'

+&RD

术后第
#

'

6

'

#$

'

!5

天进行评分"评分

标准参考
c9, W1?A,

的
8

分制法(

#$

)进行*

8

!

!

"梗死体积

8

!

!

!

#

"大鼠脑和脊髓组织取材"各组大鼠在

+&RD

术后第
#

'

6

'

#$

'

!5

天进行神经功能评分后"

随机抽取每个时间点大鼠
:

只"用
#"b

水合氯醛腹腔

注射深度麻醉后$

"

!

$ <WEHA

%"快速开胸"经左心室向

主动脉插管"剪开右心耳"先快速灌注生理盐水约

!"" <W

"待右心房流出清亮液体后再换用
#"b

福尔

马林灌注固定脑组织"约
%"" <W

后断头取脑和脊髓"

将脑和脊髓标本置于
#"b

福尔马林中固定
!$ /

"移入

W9=.,

全自动脱水机脱水*

取出脑组织块"常规石蜡包埋"选取每只大鼠从前

囟
d$

!

6 e

#

8

!

! <<

的石蜡切片"进行冠状连续切

片"每隔
#"

片取
#

片"片厚
$ !<

"硅烷化防脱玻片捞

片"

:"

'烤片
%" <=?

"

$

'保存备用* 同时取延髓锥

体交叉上右侧和左侧脊髓组织"常规石蜡包埋"进行冠

状连续切片"片厚
$ !<

"硅烷化防脱玻片捞片"

:"

'

烤片
%" <=?

"

$

'保存备用*

8

!

!

!

!

" 尼氏染色 " 选取每只大鼠从前囟

d$

!

6 e

#

8

!

! <<

的石蜡切片"每隔
#"

片取
#

片"

尼氏染色检测大鼠脑梗死体积*

8

!

!

!

%

"梗死灶体积分析"采用数字彩色显微图

像分析系统计算每只受试大鼠梗死灶体积$

<<

%

%占

同侧总体积$

<<

%

%的百分比$

b

%* 梗死灶体积百分

比$

b

%

f

$健侧大脑半球总体积 #患侧未梗死体

积%

E

健侧大脑半球总体积 *

#""b

*

8

!

%

"

4AF

表达

8

!

%

!

#

"大鼠脑和脊髓组织取材"各组大鼠在

+&RD

术后第
#

'

6

'

#$

'

!5

天进行神经功能评分后"

随机抽取每个时间点大鼠
:

只"用
#"b

水合氯醛腹腔

注射深度麻醉后$

"

!

$ <WEHA

%"快速断头开颅取脑和

脊髓"除去嗅球及小脑"然后迅速分离出右侧大脑'延

髓和左侧脊髓"用生理盐水洗涤后立即放入
#

!

8 <W

离心管中" #

5"

'保存*

8

!

%

!

!

"蛋白提取及定量"在每
# <W

冷
WLG=G

\K@@9-

加入
#" !W

磷酸酶抑制剂"

# !W

蛋白酶抑制剂

和
8 !W #"" <<12EW O+NS

"混匀* 冰上保存数分钟待

用&将取材的大鼠组织转移到
#

!

8 <W

预冷的离心管"

按
# <WE#"" <A

的量加入
WLG=G \K@@9-

"于冰上剪碎"

超声破冰上碎细胞"每次
! G

"间隔
8 G

"至少
:"

次&离

心
#" """ -E<=?

"

$

'离心
8 <=?

&取上清转移至新的预

冷的离心管中"即为全蛋白提取物&分装保存于

#

5"

'"避免反复冻融$因为蛋白的提取和定量使用不

同的两个试剂盒"所以将其分开"使得实验步骤更清

晰%&配置
\&R

工作液#根据标准品和样品数量"将
F9

$

,A9?> R

和
F9,A9?> \

按照
8"

+

#

的比例配置"充分混

匀$该工作液室温下
!$ /

内稳定%&绘制标准曲线 混

匀"在
%6

'放置
%" <=?

"冷却到室温"测定
R8:"

的吸

光度"根据标准曲计算出蛋白浓度*

8

!

%

!

%

"蛋白样品
NCN

$

ORX;

电泳'转膜及蛋白

印迹" $

#

%蛋白样品
NCN

$

ORX;

电泳#采用
NCN

$

ORX;

垂直板电泳法(

#:

)

* 凝胶电泳前"每孔均用
#

*

电泳缓冲液清洗* 内'外层电泳槽中加入
#

*电泳缓

冲液"内层槽中缓冲液液面需超过上样孔顶端
#

(

! .<

*蛋白样品与
NCN

$

ORX; 21,P=?A QK@@9-

$

!

*%

以
#

+

#

混匀"

#""

'沸水浴
8 <=?

"

$

'"

#% """- E<=?

离心
5 <=?

"取上清* 每个样品加样
5" !A

"

+,-H9-

上样
8 !W

* 室温下"

5" 0

恒压电泳
#"" <=?

左右$溴

酚蓝将到胶底部停止电泳%* $

!

% 蛋白质转移#蛋白

经过
NCN

$

ORX;

后"将凝胶于转膜缓冲液中浸泡

8 <=?

"根据预染
+,-H9-

的条带和各目的蛋白的大

小"将胶切开" 根据凝胶大小剪取合适大小的

"

!

$8 !< O0CS

膜$先用无水甲醇浸泡
8 <=?

%'滤纸

和海绵在使用前均用转膜缓冲液浸泡
%" <=?

* 按从

负极到正极为海绵'

!

层滤纸'凝胶'

O0CS

膜'

!

层滤

纸'海绵的顺序做成,三明治-状"此操作必须避免气

泡的产生* 夹入转移槽中"灌满转移缓冲液后"低温条

件下内参
"

#

,.>=?

目的蛋白
#"" 0

恒压电转移
88

<=?

"各目的蛋白恒压
#"" 0

转移"时间根据其大小进

行调节* $

%

% 蛋白免疫印记#取出杂交膜"用
)\N)

浸

泡* 膜用
8b

脱脂奶粉溶液室温震荡封闭
:" <=?

*

用抗体缓冲液将一抗稀释"

"

#

,.>=?

以
#

+

# """

稀

释"各目的蛋白的一抗根据其抗体说明书进行稀释*

将膜分别置于一抗稀释液中
$

'孵育过夜* 在摇床

上用
)\N)

洗膜
%

次" 每次
8 <=?

* 按
#

+

! 8""

比例

稀释二抗"将膜置于二抗稀释液中室温震荡结合
8"

<=?

*

)\N)

洗膜
%

次" 每次
8 <=?

* 膜垂直置于吸

水纸上尽量吸去洗液* 将膜非吸附蛋白的一面铺在玻

璃板上* 以
#

+

#

比例混合显色基质
\

液和
R

液"均匀

滴加膜上"避免产生气泡"静置温育
# <=?

* 用保鲜膜

将膜拼接包好"轻轻挤出多余显色基质"放入暗盒"曝

光
%

'

8

'

#" <=?

冲片"观察各蛋白的表达情况* $

$

% 图

像分析 以
"

#

,.>=?

$

$% HC

%蛋白条带为参照"分别分

析各组大鼠各蛋白分子量相对于
"

#

,.>=?

各蛋白条
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%

带的相对密度* 全部图像采用计算机辅助软件分析系

统$

(<,A9'

%专业图像处理软件进行分析*

:

"统计学方法"采用
NONN #%

!

"

软件进行统

计分析"计量资料以
V

&

G

表示"多组间同期比较采用

单因素方差分析"两两比较行
WNC

检验*

O T"

!

"8

为

差异有统计学意义*

结""果

#

"各组大鼠不同时间点脑组织梗死体积比较

$表
#

%"与高血压组比较"脑梗死组术后第
# e6

天大

鼠脑梗死灶体积均逐渐增大"两组差异亦有统计学意

义$

O T"

!

"8

%&与假手术组比较"脑梗死组术后第
# e

6

天大鼠脑梗死灶体积均逐渐增大"两组差异有统计

学意义$

O T"

!

"8

%&与脑梗死组比较"电针组和假针刺

组术后第
# e 6

天大鼠脑梗死灶体积均逐渐增大"第

#$

'

!5

天大鼠脑梗死灶体积均逐渐缩小"但各个时间

点
%

组间差异无统计学意义$

O U"

!

"8

%&与电针组比

较"假针刺组各时间点大鼠脑梗死灶体积差异无统计

学意义$

O U"

!

"8

%*

!

"各组大鼠不同时间点大脑皮层
4AF

蛋白含量

比较$表
!

"图
#

%"与高血压组比较"

+&RD

术后第

#

'

6

'

#$

'

!5

天脑梗死组
4AF

表达升高"差异均有统

计学意义$

O T"

!

"8

%* 与脑梗死组比较"第
#

天电针

组和假针刺组
4AF

表达与其相当$

O U"

!

"8

%&第
6

'

#$

'

!5

天电针组
4AF

表达降低"差异有统计学意义

$

O T"

!

"8

%*

""注#

R

为高血压组&

\

为假手术组&

&

为脑梗死组&

C

为电针

组&

;

为假针刺组

图
#

#各组大鼠不同时间点大脑皮层
4AF

含量电泳图

%

"各组大鼠不同时间点延髓
4AF

蛋白含量比

较$表
%

"图
!

%"与高血压组比较"第
#

天假手术组'

脑梗死组
4AF

表达与其相当$

O U "

!

"8

%&第
6

'

#$

'

!5

天脑梗死组
4AF

表达升高$

O T "

!

"8

%* 与脑梗

死组比较"第
6

'

#$

'

!5

天电针组
4AF

表达降低$

O

T "

!

"8

%&假针刺组
4AF

的表达与其相当 $

O U

"

!

"8

%*

$

"各组大鼠不同时间点脊髓
4AF

蛋白含量比较

$表
$

"图
%

%"与高血压组比较"第
#

'

6

天脑梗死组

4AF

表达与其相当$

O U"

!

"8

%&第
#$

'

!5

天脑梗死组

4AF

表达升高$

O T"

!

"8

%* 与脑梗死组比较"电针组

第
#$

'

!5

天
4AF

表达降低$

O T"

!

"8

%*

表
#

#各组大鼠不同时间点脑组织梗死体积比较#$

V

&

G

%

组别
?

梗死体积$

b

%

第
#

天 第
6

天 第
#$

天 第
!5

天

高血压
!$ " " " "

假手术
!$ " " " "

脑梗死
!$

#!

,

%:

&

"

,

##

!"

!"

,

"#

&

"

,

!$

!"

#6

,

#5

&

"

,

!%

!"

#$

,

%5

&

"

,

!#

!"

电针
!$ #!

,

#7

&

"

,

#8 #7

,

8$

&

"

,

:# #:

,

7:

&

"

,

## #%

,

78

&

"

,

$:

假针刺
!$ #!

,

!$

&

"

,

#: #7

,

66

&

"

,

!8 #6

,

"5

&

"

,

:! #$

,

!7

&

"

,

%6

""注#与高血压组比较"

!

O T"

!

"8

"

!!

O T"

!

"8

&与假手术组比较"

"

O T"

!

"8

"

""

O T"

!

"#

表
!

#各组大鼠不同时间点大脑皮层
4AF

蛋白含量比较"$

b

"

V

&

G

%

组别
?

皮层
4AF

蛋白含量

第
#

天 第
6

天 第
#$

天 第
!5

天

高血压
!$ #

,

$$#

&

"

,

!6" #

,

$77

&

"

,

%"5 #

,

$$$

&

"

,

!7: #

,

$!#

&

"

,

!%:

假手术
!$ #

,

8##

&

"

,

%:5 #

,

8#:

&

"

,

!"$ #

,

$5"

&

"

,

!$% #

,

$8"

&

"

,

#7:

脑梗死
!$

#

,

5!:

&

"

,

%6#

!

%

,

5!8

&

"

,

!6%

!

%

,

$##

&

"

,

#75

!

!

,

8:6

&

"

,

!5"

!

电针
!$ #

,

5"6

&

"

,

!7:

%

,

$#"

&

"

,

!%!

"

!

,

55#

&

"

,

%!!

"

#

,

757

&

"

,

!6$

"

假针刺
!$ #

,

65$

&

"

,

!!5 %

,

::"

&

"

,

!68 %

,

%%!

&

"

,

!%8 !

,

$65

&

"

,

!$6

""注#与高血压组同期比较"

!

O T"

!

"8

&与脑梗死组比较"

"

O T"

!

"8
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!

%

!!!)##!

表
%

#各组大鼠不同时间点延髓
4AF

蛋白含量比较"$

b

"

V

&

G

%

组别
?

延髓
4AF

蛋白含量

第
#

天 第
6

天 第
#$

天 第
!5

天

高血压
!$ #

,

%5%

&

"

,

#:7 #

,

%5:

&

"

,

%6$ #

,

%6#

&

"

,

!5# #

,

%67

&

"

,

%$5

假手术
!$ #

,

%6:

&

"

,

!5% #

,

%7$

&

"

,

#5% #

,

%5%

&

"

,

!87 #

,

%7%

&

"

,

%#5

脑梗死
!$ #

,

%7#

&

"

,

!65

#

,

8%5

&

"

,

%67

!

#

,

:78

&

"

,

!6"

!

#

,

:%6

&

"

,

!8"

!

电针
!$ #

,

%55

&

"

,

!6$

#

,

$5%

&

"

,

!"%

"

#

,

87

&

"

,

!%7

"

#

,

88%

&

"

,

%$8

"

假针刺
!$ #

,

%7$

&

"

,

#6! #

,

8%"

&

"

,

%6! #

,

:5#

&

"

,

%%# #

,

:!5

&

"

,

!!5
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"
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!
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表
$

#各组大鼠不同时间点脊髓
4AF

蛋白含量比较"$

b

"

V

&

G

%

组别
?

脊髓
4AF

蛋白含量

第
#

天 第
6

天 第
#$

天 第
!5

天

高血压
!$ #

,

!%7

&

"

,

!6" #

,

!8%

&

"

,

!58 #

,

!$:

&

"

,

%68 #

,

!6%

&

"

,

!:%

假手术
!$ #

,

!!5

&

"

,

%55 #

,

!!7

&

"

,

!!7 #

,

!%8

&

"

,

!## #

,

!:8

&

"

,

!7$

脑梗死
!$ #

,

!%:

&

"

,

!5" #

,

!!:

&

"

,

%!#

#

,

%!8

&

"
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#

,
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!$ #

,
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%68 #
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,
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#

,
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"

,
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"

#

,
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&

"

,
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"
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!$ #

,

!$#

&

"

,

!78 #

,
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&

"

,
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,
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&

"

,
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""注#与高血压组比较"

!

O T"

!

"8

&与脑梗死组比较"

"

O T"

!

"8

""注#

R

为高血压组&

\

为假手术组&

&

为脑梗死组&

C

为电针

组&

;

为假针刺组

图
!

#各组大鼠不同时间点延髓
4AF

蛋白含量电泳图

""注#

R

为高血压组&

\

为假手术组&

&

为脑梗死组&

C

为电针

组&

;

为假针刺组

图
%

#各组大鼠不同时间点脊髓
4AF

蛋白含量电泳图

讨""论

长期以来"脑梗死的临床和实验研究主要集中于

梗死灶局部及其周边缺血半暗带进行"围绕着如何减

少局部神经组织损伤和增强相关脑组织代偿能力展

开(

#6

"

#5

)

* 在此基础上的治疗"效果始终难以满意"究

其原因"与对脑梗死后神经损伤和恢复的多重机制了

解不够全面不无关系* 研究证实"脑梗死治疗困难'致

残率高不仅和梗死局部的神经损伤有关"还与远隔部

位的继发神经损伤及再生抑制有关* 新近发现"

41

$

A1

$

R

是最为强烈的神经纤维再生抑制因子"通过与受

体
4AF

等结合传导抑制信号
F1/R

"阻碍神经再生"

是造成
R&(

后遗症的重要原因(

#7

)

* 其机制为
41A1

$

R

与受体
4AF

结合"通过神经元细胞膜上的糖基磷脂

酰肌醇$

A2L.1GL2I/1GI/,>=PL2=?1G=>12

"

XO(

%激活其

协同受体
I68 4)F

'

W(4XD

$

#

'

)R'

$

)FDY

%等一种或

多种分子形成受体复合物"介导神经轴索生长抑制的

跨膜信号* 最终胞内信号通过激活
F/1R

和抑制

F,.#

信号途径"干扰肌动蛋白排列而使生长锥塌陷"

从而完成神经轴索生长抑制* 实验表明大鼠实验性脑

梗死在恢复期刺激梗死灶周围组织中
41A1

$

R

及

4AF

表达增加"可能与脑梗死后神经再生障碍有

关(

#"

)

*

)9?A SY

(

##

)证实
41A1

$

::

的受体
4AF

的拮

抗剂能促进轴突再生*

W= N

等(

#!

)研究体外使用
4AF

竞争性拮抗剂
4;O#!$"

$

41A1

细胞外多肽"

#

#

$"

残基%后也取得了相似的结果"并且对亚急性
&4N

损

伤也有治疗效果*

W99 CM

等(

#%

)认为以调控
4AF

为

目标"可大大促进
&4N

损伤后神经元的功能恢复"逆
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!

%

转其灾难性的后果*

4AF

不仅是
41A1

$

R

的受体"还

是其他抑制性髓鞘相关蛋白的受体"在
&4N

损伤后

表达明显升高"脑梗死后局部使用特异性
4AF

受体封

闭治疗可明显提高神经修复"促进功能恢复* 可见"

4AF

似乎是
&4N

髓磷脂中各种轴突生长抑制性蛋白

发挥作用的集中点(

!"

)

"这为以后
&4N

再生修复的研

究提供了新的思路*

临床实践及研究进一步证实"百会'大椎穴是电针

治疗脑梗死的重要穴位* 李成永等(

!#

)针刺百会穴治

疗
:!

例脑中风患者"

RCW

量表评分明显高于治疗前

$

O T"

!

"8

"

O T"

!

"#

%* 纪中(

!!

)电针百会穴能增强局

灶性脑缺血大鼠脑组织的
4XS

的表达"阻止神经细胞

内
&,

! d超载* 李宛青等(

!%

)电针百会'大椎穴后"缺血

缺氧新生大鼠病灶侧海马神经元内尼氏体脱失现象较

对照组明显减轻* 许能贵等(

!$

"

!8

)电针大椎'百会穴可

直接刺激双侧大脑皮层脑干束"反射性刺激延髓麻痹

部位"改善中风失语等症状"增加
QSXS

表达* 我们前

期研究发现(

!:

)

"早期电针督脉百会'大椎二穴可改善

脑梗死大鼠神经行为学评分"缩小脑梗死面积"减轻脑

水肿与缺血区神经元和血管壁超微结构损害"下调神

经抑制因子
?9K-1.,?

表达"但电针对
41A1

$

R

受体

4AF

表达有何影响"能否通过抑制
4AF

的表达起到

减轻脑梗死远隔损害和促进
&4N

神经再生的作用+

这些问题尚不清楚"国内外目前也未见翔实报道*

本研究从解剖学角度选取几个有联系的远隔损害

部位$皮质'延髓'脊髓%"通过观察电针对
4AF

抑制

信号表达的影响"探讨脑梗死远隔损害的发生机理以

及电针的治疗作用* 结果发现"

+&RD

术后第
#

天到

第
6

天"

+&RD %

组$脑梗死组'电针组和假针刺组%

大鼠脑梗死灶体积均逐渐增大"

%

组间的差异无统计

学意义$

O U"

!

"8

%"第
#$

'

!5

天"

+&RD %

组大鼠脑

梗死灶体积均逐渐缩小"

%

组间的差异无统计学意义

$

O U "

!

"8

%"提示
R&(

皮层局灶损害在
+&RD

术后

#

周左右即达到顶峰"电针对
R&(

神经损伤的影响或

许并非主要作用于皮层梗死灶局部"此与
*=GG?9- &

等的研究相符(

!6

)

*

+&RD

后
$

周内"

+&RD %

组随

着时间的延长"脑梗死区$右侧皮层%和远离梗死灶部

位$右侧延髓和左侧脊髓前角%轴突损伤相继发生"

4AF

表达的升高 #回降趋势呈现出时间上'空间上

$由局灶到远隔损害%相继性的改变&伴随
4AF

表达

的波动"电针组
4AF

表达随时间点较脑梗死组表现为

降低$

O T"

!

"8

%"假针刺组
4AF

表达随时间点较脑梗

死组表现为相当$

O U "

!

"8

%* 以上提示大鼠脑梗死

后"远离梗死灶的延髓和脊髓发生了继发性的损害"

4AF

表达的升高是参与
R&(

远隔损害的一个重要原

因"电针对高血压大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用

可能与其下调中枢神经轴突相关生长抑制因子
4AF

的表达等机制密切相关*
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