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!基础研究!

电针不同时间介入对慢性脑缺血大鼠局灶性

脑血流'认知功能及炎性损伤的影响

韩德雄#

!

"刘"?!

"冯培培!

"吴泽民!

摘要"目的"观察电针不同时间介入对慢性脑缺血"

'')

#大鼠局灶性脑血流"

?'EF

#$认知功能及炎性

损伤的作用% 方法"清洁级健康雄性
G8

大鼠
&$

只&随机分为假手术组
#"

只&手术组
!$

只% 手术组采用

双侧颈总动脉结扎法"

!

#

0B

#法复制
'')

模型&再随机分为模型组$电针
7

周组$电针
#

周组
&

个组&各组均

选取
5

只&假手术组亦取
5

只% 电针
7

周组电针干预
7

周&电针
#

周组最后
#

周进行电针干预% 采用激光多

普勒血流仪检测造模前$造模后$处死前
?'EF

&

,1??=>

水迷宫评定大鼠认知功能&

HE'

#

:I)GH

法检测海马

)I

#

%

$

*4F

#

!

和
)I

#

#"

水平% 结果"与假手术组比较&手术组大鼠术后
?'EF

显著下降&且低于本组术前

"

J K"

!

"#

#%与假手术组比较&模型组
?'EF

水平降低&目标象限停留时间减短&第
! L6

日逃避潜伏时间明

显增长&

)I

#

%

$

*4F

#

!

和
)I

#

#"

水平增高"

J K"

!

"#

#% 与模型组比较&电针
7

周组
?'EF

水平升高&目标象限

停留时间增长&第
& L6

日逃避潜伏时间缩短&

)I

#

%

水平增加&

)I

#

#"

水平下降"

J K"

!

"6

&

J K"

!

"#

#'电针
#

周组第
6

日逃避潜伏时间缩短"

J K"

!

"6

#% 与电针
#

周组比较&电针
7

周组目标象限停留时间增长&第
6

日

逃避潜伏时间缩短"

J K"

!

"6

#% 结论"电针能改善
'')

大鼠
?'EF

和认知功能&减轻炎性损伤&早期干预作

用更显著%

关键词"电针'慢性脑缺血'局灶性脑血流'认知功能'炎性损伤
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""慢性脑缺血$
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!
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%

是中枢神经系统常见的一种慢性病理状态!可伴发脑

卒中'脑动脉粥样硬化等疾病!可导致持久或进展性的

认知功能障碍(

#

)

*

'')

病理机制复杂!研究认为炎性

损伤是其中重要环节(

!

!

&

)

* 临床研究报道电针能改善

慢性脑缺血状态!减缓认知下降!进而提高认知能

力(

7

!

6

)

!对其作用机制亦进行了部分有益的探讨(

6

!

%

)

*

鉴于电针多靶点多通道的作用特点!本研究采用电针

的方法!以不同缺血时间的
'')

模型大鼠为对象!从

早期干预的角度切入!探讨电针早期干预对
'')

大鼠

认知能力'脑血流量及炎性损伤的作用*

材料与方法

#

"动物"健康雄性清洁级
G8

大鼠!体重
!""

$

!" Q

!

& L%

月龄!由浙江中医药大学实验动物中心提

供!置于标准笼中饲养!饲养温度$

!&

$

!

% %!相对湿

度
76c

&

6"c

!维持明暗周期
#! WC#! W

!自由进食饮

水!保持良好通风* 手术前
#! W

禁食!

7 W

禁水*

!

"试剂及仪器"

E'H

#

#""

蛋白质定量测定试剂

盒$上海博彩生物科技有限公司%&

)I

#

% :I)GH

试剂盒

$上海西唐生物科技有限公司!批号#

H&#"6

%&

*4F

#

!

:I)GH

试剂盒$上海西唐生物科技有限公司!批号#

F#%d%

%&

)I

#

#":I)GH

试剂盒$上海西唐生物科技有限

公司!批号#

H&"""

%&韩氏穴位神经刺激仪$

XH4G

#

!""H

!联创科技南京济生医疗科技有限公司%&华佗牌

无菌针灸针$

"

!

!6 ;;

'

!6 ;;

!苏州医疗用品厂有

限公司%&

J/?=FIZe 6"""

激光多普勒血流仪$

J/?

#

=;/S HE

公司%&多功能酶标仪$美国
,8

公司!型号#

GO/AN?<,<Y ,7

%&

,1??=>

水迷宫系统$北京太极电

子有限公司%&

(bd!

(

#

超声波细胞粉碎机$宁波新芝

生物科技股份有限公司%&

E/A_;<.

超高速离心机

$美国贝克曼仪器公司%*

&

"造模及分组方法"所有大鼠进行适应性喂养

&

天后按随机数字表法随机分为手术组与假手术组!

两组模型制备方法如下#$

#

%手术组$

!$

只%# 采用双

侧颈总动脉结扎法$

!

#

0B

%

(

$

)复制
'')

模型* 实验

大鼠称重后!用
#"c

水合氯醛$

7" ;QC_Q

体重%腹

腔注射麻醉!仰卧固定于恒温手术台上!充分暴露颈

部!用弯剪行颈部正中备皮术!

J0

碘消毒后行颈部

正中切开术!切开
# A;

左右!钝性分离暴露双侧颈

总动脉后用
7f

缝合线双线结扎!切口处用
J0

碘消

毒后将大鼠置于
&$

%手术台上!采用激光多普勒血

流仪检测局灶性脑血流变化!待其清醒后放回原饲

养环境中喂养* 术后连续
&

天肌肉注射青霉素
!"

万
)ZCaQ

!以预防感染* $

!

%假手术组$

#"

只%# 抓

取'固定'手术过程同手术组!仅分离双侧颈总动脉!

但是不结扎* 手术组造模后死亡
!

只!假手术组无

大鼠死亡* 手术组再选取
!7

只采用随机数字表法

分为模型组$

5

只%'电针
7

周组$

5

只%和电针
#

周

组$

5

只%* 假手术组选取
5

只*

7

"电针干预方法"电针
7

周组在造模成功后
# W

即开始电针干预
#

次!以后
#

次
C

日!连续
%

日后休息

#

日!连续干预
7

周!完成最后一次电针及水迷宫测试

后当日取材&电针
#

周组造模成功后前
&

周不进行电

针治疗!第
7

周开始电针!

#

次
C

日!连续
%

日!完成最

后一次电针及水迷宫测试后当日取材* 穴位及电针参

数#参照大鼠穴位图谱(

5

)取+百会,'+大椎,!针刺时固

定大鼠头部!局部常规消毒后!取
"

!

!6 ;;

'

!6 ;;

华佗牌无菌针灸针!百会穴沿大鼠头部正中向后平刺

约
# A;

&大椎穴直刺约
"

!

6 A;

!将韩氏穴位神经刺

激仪正极接百会穴! 负极接大椎穴* 电针频率

!C#"" X]

疏密波!电流强度$

#

$

#

%

;H

!以大鼠头部

出现轻微抖动且能安静耐受为度!持续
&" ;=.

后停

止* 模型组抓取'固定方法同电针组!不进行电针干

预* 假手术组不予任何处理*

6

"脑血流及行为学评定"激光多普勒血流仪分

别测定大鼠术前'术后'电针完成后相应时间点各组局

灶性脑血流$

?/Q=1.<2 A/?/R?<2 R211S M21T

!

?'EF

%

变化* 以大鼠目外眦与耳孔连线的中点作为检测点!

剔除毛发后做一长约
6 ;;

的纵向切口!钝性分离肌

肉组织露出骨面!用无菌棉球蘸
&cX

!

B

!

充分清洁暴

露骨面!用特制胶水将探头底座固定于骨面!将探头插



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

(-./ !"#$

!

0123 &$

!

41

!

%

"!"&$$"

入底座!待电脑显示屏上数值稳定后记录脑血流数据

并存盘!记录时间
!& ;=.

*

采用
,1??=>

水迷宫评价大鼠认知能力* 所有大

鼠于处死前
6

日开始进行水迷宫测试!其中定位航行

试验连续进行
6

日!每日
!

次!两次间隔
#6 ;=.

!第

6

日完成定位航行试验后!当日进行进行空间探索试

验!共进行
!

次!中间休息
#6 ;=.

* 具体方法为$

#

%

定位航行试验$

!

次
C

日%# 将大鼠面向池壁!从平台的

对面或者相邻象限放入水中!从入水开始计时!找到隐

藏在水面下平台的时间为止!为一次逃避潜伏期时间*

若大鼠在
#!" >

内未找到平台!则由研究员将其引至

平台!逃避潜伏期记为
#!" >

* $

!

%空间探索试验#连

续
6

日定位航行试验完成后!去除平台!以平台对侧象

限为入水点!开始计时!记录其在
#!" >

内跨越原平台

所在象限的时间*

%

"取材及指标检测"干预后!用
#"c

水合氯醛

麻醉大鼠!剪下头部!放置于冰台上迅速取出脑组织并

分离海马区!然后将其组织存入
! ;I

离心管中!迅速

置于液氮罐中低温保存以备
:I)GH

检测* 严格按照

说明书流程!采用双抗体夹心
HE'

#

:I)GH

法检测海

马
)I

#

%

'

*4F

#

!

和
)I

#

#"

水平*

$

"统计学方法"采用
GJGG #%

!

"

进行统计!计

量资料以
Y

$

>

表示* 定位航行试验采用重复测量数

据的多因素方差分析&组内前后比较采用配对
N

检验!

多组间比较采用单因素方差分析&组间两两比较!方差

齐性时采用
IG8

检验!方差不齐时采用
8-../NN

)

>

*&

检验!

J K"

!

"6

为差异有统计学意义*

结""果

#

"手术组与假手术组手术前后
?'EF

水平比较

$图
#

%"术前手术组和假手术组
?'EF

水平比较!差

异无统计学意义$

J g"

!

"6

%* 与假手术组比较!手术

组大鼠术后
?'EF

显著下降!且低于本组术前$

J K

"

!

"#

%* 手术组大鼠均有轻重不一的脑缺血表现#全

身毛发蓬乱'对刺激反应迟钝'自发动作缓慢减少!部

分模型大鼠有一侧或者两侧的眼睑轻度下垂!但无肢

""注#与假手术组比较!

"

J K"

!

"#

&与本组术前比较!

#

J K"

!

"#

图
#

$手术组与假手术组手术前后

?'EF

水平变化"$

. ^5

!

Y

$

>

%

体残疾或者是四肢肌力不等表现!符合研究需要*

!

"电针后各组
?'EF

比较$图
!

%"与假手术组

比较!模型组
?'EF

水平降低$

J K"

!

"#

%* 与模型组

比较!电针
7

周组
?'EF

水平升高$

J K"

!

"6

%* 电针

#

周组
?'EF

较模型组亦有改善!但差异无统计学意

义$

J g"

!

"6

%*

""注#与假手术组比较!

"

J K"

!

"#

&与模型组比较!

#

J K"

!

"6

图
!

$电针组后各组
?'EF

比较$

. ^5

!

Y

$

>

%

&

"各组定位航行试验结果比较$表
#

%"与假手

术组比较!模型组第
! L 6

日逃避潜伏时间明显增长

$

J K"

!

"#

%&与模型组比较!电针
#

周组第
6

日逃避潜

伏时间缩短$

J K"

!

"6

%!电针
7

周组自第
& L6

日逃避

潜伏时间缩短!且第
6

日逃避潜伏时间少于电针
#

周

组$

J K"

!

"6

!

J K"

!

"#

%*

表
#

$各组定位航行试验比较$$

Y

$

>

%

组别
.

逃避潜伏期时间$

>

%

第
#

日 第
!

日 第
&

日 第
7

日 第
6

日

假手术
5 75

*

#$

$

7

*

5$ !&

*

##

$

!

*

#" #d

*

%$

$

!

*

&" #&

*

5$

$

#

*

5" $

*

!d

$

#

*

"6

模型
5 7%

*

$%

$

7

*

%6

7!

*

#6

$

&

*

6$

"

&6

*

7!

$

&

*

"5

"

&!

*

$$

$

!

*

5!

"

&"

*

#5

$

!

*

$&

"

电针
#

周
5 7$

*

6%

$

7

*

67 7"

*

"5

$

&

*

#5 &"

*

%$

$

!

*

%7 !%

*

!!

$

!

*

#6

!"

*

$7

$

!

*

""

#

电针
7

周
5 7$

*

d&

$

7

*

&$ &6

*

6#

$

!

*

!"

!%

*

!&

$

!

*

"

#

#5

*

d!

$

!

*

"

##

#"

*

5d

$

#

*

5"

##$

""注#与假手术组比较!

"

J K"

!

"#

&与模型组比较!

#

J K"

!

"6

!

##

J K"

!

"#

&与电针
#

周组比较!

$

J K"

!

"6
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!

%

""

7

"空间探索试验$表
!

%"与假手术组比较!模型

组目标象限停留时间明显减短$

J K"

!

"#

%* 与模型组

比较!电针
7

周组目标象限停留时间明显增长!且长于

电针
#

周组$

J K"

!

"#

!

J K"

!

"6

%*

表
!

$各组空间探索试验比较$$

>

!

Y

$

>

%

组别
.

目标象限停留时间

假手术
5 !6

*

5!

$

!

*

!d

模型
5

#%

*

7#

$

#

*

55

"

电针
#

周
5 #5

*

6!

$

!

*

"%

电针
7

周
5

!!

*

&$

$

!

*

#&

#$

""注#与假手术组比较!

"

J K "

!

"#

&与模型组比较!

#

J K "

!

"#

&与电

针
#

周组比较!

$

J K"

!

"6

6

"各组
)I

#

%

'

*4F

#

!

和
)I

#

#"

水平比较$图
&

%

与假手术组比较!模型组
)I

#

%

'

*4F

#

!

和
)I

#

#"

水平增

高$

J K"

!

"6

%* 与模型组比较!电针
7

周组
)I

#

%

水平

增加!

)I

#

#"

水平下降$

J K"

!

"6

%*

""注#与假手术组比较!

"

J K"

!

"6

&与模型组比较!

#

J K"

!

"6

图
&

$各组
)I

#

%

'

*4F

#

!

和
)I

#

#"

水平比较

$

. ^5

!

Y

$

>

%

讨""论

人口老龄化使慢性脑缺血患病率不断增加(

d

)

!而

且老龄化有加剧的趋势!预计到
!"!"

年老年人口将

达到
!

!

7

亿(

#"

)

!虽然
'')

致病缓慢!但其对认知能力

可以带来持久而进展性的破坏!给患者及其家庭!以及

社会带来严重的影响*

海马'纹状体'小脑等结构的存在是空间学习'记

忆能力的生理基础(

##

)

!其中海马尤为重要* 研究发现

在认知能力下降前两年!血管性痴呆患者海马'额叶等

重要区域的脑血流量已呈弥漫性下降(

#!

)

!进一步研究

'')

大鼠模型显示!缺血
!

!

6 W

后大鼠大脑皮质及海

马区的血流已有明显下降!最明显的是海马区域!下降

率最高达
%"c

(

#&

)

!随着慢性脑缺血时间的不断延长!

敏感区域神经元逐渐出现缺血'水肿'变性坏死'脱失

等病理改变(

#7

)

!若脑血流持续不能改善!上述敏感区

域影响不断加重!认知能力也逐渐恶化* 因此早期改

善慢性脑缺血状态!增加敏感区域脑血流对减轻脑损

伤!提高认知能力至关重要*

炎性免疫反应在脑缺血后脑组织坏死和继发性损

伤中扮演了重要的角色已经成为专家共识(

#6

)

* 参与

炎性损伤的主要有炎性免疫细胞'炎症免疫因子'黏附

分子等*

)I

#

#"

'

*4F

#

!

是中枢神经系统与慢性缺血损

伤密切相关的炎性反应因子!可以导致髓鞘脱失'少突

胶质细胞的凋亡'血栓形成'血管增殖'白细胞浸润及

血脑屏障的破坏(

#%

)

* 普遍认为
)I

#

#

加重脑缺血损

伤!尤其是
)I

#

#"

(

#$

!

#5

)

!还和
*4F

#

!

有协同脑损害作

用!进一步加剧脑损害(

#d

)

* 但是对
)I

#

%

尚缺乏统一

的认识!有研究认为其在脑缺血中有益(

!"

)

!也有认为

其加剧脑损伤(

!#

)

!但是多数研究认为其具有神经保护

作用(

!!

)

!笔者的研究结果也显示电针能下调
)I

#

#"

'

*4F

#

!

!上调
)I

#

%

的表达!改善认知功能!提示
)I

#

%

可

能有助于减轻中枢神经损伤*

本研究结果表明!两电针组大鼠认知能力较模型

组均有改善!说明电针对改善认知能力具有较好的作

用!尤其是早期介入的电针
7

周组改善更显著!证明电

针早期干预疗效符合临床需要!符合中医学+治未病,

早期诊断'早期治疗指导思想* 进一步研究表明!电针

改善认知功能的作用可能是通过改善局灶性脑血流

量!减轻炎性损伤达到的*

当然!本研究尚处于初步阶段!还存在需要探讨的

问题!如
'')

模型的复制!经典的
!

#

0B

模型为术后

&

周左右进行
,1??=>

水迷宫测试和病理检测(

$

)评价

造模是否成功!而本研究强调早期干预!

!

#

0B

造模后

即进行电针干预!因此除了
?'EF

! 正试图寻求新的可

行的评价指标* 另外!与炎性损伤相关的细胞'因子'

通路复杂!本研究将进一步研究探讨*
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