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针刺“百会”透“曲鬓”对大鼠脑出血后
小胶质细胞 M1/M2 型极化的影响

摘要  目的  探讨针刺“百会”透“曲鬓”对大鼠脑出血（ICH）后炎性反应程度影响的作用机制。  
方法 90 只 SD 大鼠按随机数表法分为假手术组、模型组、针刺组、针刺 + 激动剂阴性对照组、针刺 + 
miR-34a-5p 激动剂组，每组按 1、3、7 天 3 个时间点分为 3 个亚组，每组 6 只。针刺 + 激动剂阴性对照组、

针刺 +miR-34a-5p 激动剂组于建模前 3 天侧脑室注射 miR-34a-5p 激动剂阴性对照物或 miR-34a-5p 激动剂，

造模时假手术组颅内注入生理盐水，其余 4 组采用自体血注入尾壳核制备 ICH 大鼠模型。建模 12 h 后针刺

干预，针刺“百会”透“曲鬓”。分别采用 Western Blot（1、7 天）、Real-time PCR（1、3、7 天）检测针

刺对诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、干扰素 -γ（IFN-γ）、白细胞介素 4（IL-4）、精氨酸酶 1（Arg-1）蛋

白及 mRNA 表达的影响。结果 在 1、7 天时，与假手术组同期比较，模型组同期 iNOS、IFN-γ、IL-4
及 Arg-1 蛋白表达水平升高（P<0.01，P<0.05）；与模型组同期比较，针刺组 iNOS、IFN-γ 蛋白表达水

平降低，Arg-1、IL-4 蛋白表达水平升高（P<0.01）；与针刺 + 激动剂阴性对照组同期比较，针刺 +miR-
34a-5p 激动剂组 iNOS、IFN-γ 蛋白表达水平升高，Arg-1、IL-4 蛋白表达水平降低（P<0.01）。在 1、3、

7 天时，与假手术组同期比较，模型组 iNOS、IFN-γ、Arg-1、IL-4 mRNA 表达水平升高（P<0.01）；与模

型组同期比较，针刺组 iNOS、IFN-γ mRNA 表达水平降低，Arg-1、IL-4 mRNA 表达水平升高（P<0.01）；

与针刺 + 激动剂阴性对照组同期比较，针刺 + miR-34a-5p 激动剂组 iNOS、IFN-γmRNA 表达水平升高，

Arg-1、IL-4 mRNA 表达水平降低（P<0.01）。结论 针刺“百会” 透 “曲鬓”减轻大鼠 ICH 后炎性反应程度

影响可能的机制是降低 ICH 后炎症因子表达，提高抗炎因子表达，抑制小胶质细胞向 M1 型极化，促进其

向 M2 型极化。
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Effect of Acupuncture of Baihui（DU20）Penetrating Qubin（GB7） on M1 /M2 Polarization of 
Microglia in Intracerebral Hemorrhage Model Rats LI Dan1，ZHU Xi1，WANG Zhong-peng1， 
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Psychiatry，Heilongjiang Mental Hospital，Harbin（150036）

ABSTRACT Objective To explore the effect and mechanism of acupuncture at Baihui（DU20） 
penetrating Qubin（GB7）on the level of inflammatory response in intracerebral hemorrhage（ICH）model rats. 
Methods Totally 90 SD rats were divided into the sham-operation group， the ICH group， the acupuncture group， 
the acupuncture + agomir-NC group， and the acupuncture + miR-34a-5p agomir group by random digit table， 
each group was subdivided into 3 subgroups according to day 1， 3， and 7，6 in each group. The acupuncture +  
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脑出血（intracerebral hemorrhage，ICH）在我国

发病率、病死率、致残率高，发病后多数患者难以恢复

正常生活 [1]。ICH 的损伤分为原发性和继发性两种，继

发性损伤对于病情及预后的影响更为深远，在继发性

损伤中，炎症反应占主导地位 [2]。ICH 后血液进入脑

实质引起炎症反应，它能够加重脑损伤，导致血脑屏

障破坏、脑组织损伤甚至神经细胞死亡等严重后果 [3]。

小胶质细胞是 ICH 后炎症反应中最先被激活的免

疫调节细胞，在不同的情况下极化为 M1、M2 两种表

型 [4]。miRNA 长度在 18~25 个核苷酸，是一种小型

非编码 RNA[5]。miR-34a-5p 是一种与脑卒中后认知障

碍有关的 miRNA，也是该疾病的一种独立危险因素 [6]。

研究表明，miRNA 的表达情况可调控小胶质细胞向不

同表型极化，调节炎症反应，影响 ICH 后神经功能缺

损的程度 [7]。针灸能借助多种途径调节 miRNA 的信号

传导通路及 miRNA 表达，以此来调控靶向基因的表达

情况，可用于精准治疗、保护脑组织并改善 ICH 的预

后 [8]。miRNA 参与 ICH 继发性损伤中的众多环节，如

调控凋亡基因保护脑细胞、减轻兴奋性毒性及氧化损

伤、调控炎症因子的相关表达，以减轻炎症反应、改

善脑水肿程度等，对于 ICH 的预后有重大意义 [9]。

现有研究发现，M1 型小胶质细胞在 ICH 后为促

炎作用， M2 型小胶质细胞则为抗炎作用 [10]。其促炎

与抗炎作用与小胶质细胞激活为不同表型后产生的

细胞因子不同相关，激活为 M1 型的小胶质细胞常可

表达干扰素 -γ（interferon-γ，IFN-γ）、肿瘤坏死

因 子 -α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、 诱

导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，
iNOS）等，激活为 M2 表型的小胶质细胞则表达白细

胞介素 -4（interleukin-4，IL-4）、IL-10、精氨酸酶 1 
（argininase-1，Arg-1）等 [11，12]。笔者推测，针刺可

通过调控 ICH 大鼠小胶质细胞极化减轻炎症反应程

度，而 miRNA-34a-5p 则对这一调控有一定影响。小

胶质细胞作为脑组织中重要的细胞组成，但上述细

胞因子也可能由其他细胞表达，因而每个表型选用 
两种不同标志物进行实验，避免单一指标带来疑

惑。本实验选择促炎因子、M1 型小胶质细胞标志物

iNOS、IFN-γ，抗炎因子、M2 型小胶质细胞标志物

IL-4、Arg-1 作为观察指标，以验证这一假设。

材料与方法

1 动物 选用 90 只清洁级健康雄性 SD 大

agomir-NC group and the acupuncture + miR-34a-5p agomir group were given a lateral ventricular injection of 
either the negative control of the miR-34a-5p activator or the miR-34a-5p activator for 3 days before modeling. 
The sham-operation group was given an intracranial injection of saline.The ICH rat models were established 
in all groups except the sham-operation group using intracerebral injecting of autologous blood into the 
caudate nucleus. Rats were intervened by needling Baihui（DU20）Penetrating Qubin（GB7）12 hours after 
modeling. The protein and mRNA expression of inducible nitric oxide synthase （iNOS）， interferon-γ（IFN-γ）， 
interleukin-4（IL-4），and arginase-1 （Arg-1）were detected by Western Blot（day 1 and 7） and Real-time 
PCR（day 1，3 and 7）. Results At day 1 and 7， compared with the sham-operation group， the expression 
levels of iNOS， IFN-γ， IL-4， and Arg-1 protein increased in the ICH group （P<0.01，P<0.05）. Compared with 
the ICH group， the expression levels of iNOS and IFN-γ protein reduced， while the expression levels of Arg-
1 and IL-4 protein increased in the acupuncture group （P<0.01）. Compared with the acupuncture + agomir-
NC group， the expression levels of iNOS and IFN-γprotein increased， while the expression levels of Arg-1  
and IL-4 protein decreased in the acupuncture + miR-34a-5p agomir group（P<0.01）. At day 1， 3， and 7，

compared with the sham-operation group， the expression levels of iNOS， IFN-γ， Arg-1， and IL-4 mRNA 
increased in the ICH group （P<0.01）. Compared with the ICH group， the expression levels of iNOS and IFN-γ 
mRNA reduced， while the expression levels of Arg-1 and IL-4 mRNA increased in the acupuncture group（P<0.01）. 
Compared with the acupuncture + agomir-NC group， the expression levels of iNOS and IFN-γ mRNA increased， 
while the expression levels of Arg-1 and IL-4 mRNA decreased in the acupuncture + miR-34a-5p agomir group 

（P<0.01）. Conclusions Baihui（DU20）penetrating Qubin（GB7）could alleviate the degree of inflammatory 
response in ICH rats. And its mechanism might be related to reducing the expression of inflammatory cytokines， 
increasing the expression of anti-inflammatory cytokines， inhibiting microglia polarization towards the M1 
phenotype， and promoting their polarization towards the M2 phenotype. 

KEYWORDS  intracerebral hemorrhage；acupuncture；microglia；Baihui（DU20）；Qubin（GB7）；Chinese 
medicine
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鼠，3 月龄，体重约 250~300 g，实验动物由北京

华阜康生物科技股份有限公司提供，使用许可证号：

SCXK（京）2019-0008。大鼠全部采用分笼饲养于

温度（25±1）℃，湿度 45%~55%，明暗周期 12 h/ 
12 h 循环环境下，分笼饲养，自由饮食。本实验经

过北京中医药大学学术委员会实验动物伦理分委员会

审批（No. BUCM-4-2021122002-4106）。
2 主要仪器及试剂 主要试剂：Iba1 抗体 [批

号：GR322956589，艾博抗（上海）贸易有限公

司 ]，羊抗兔 IgG（批号：10010628）、羊抗小鼠

IgG（ 批 号：10020730）、 内 参 抗 体 β-actin（ 批

号：10040577）均购自武汉三鹰生物科技有限公司，

iNOS 抗体（批号：5500009469）、Arg-1 抗体（批

号：5500003362）均购自武汉爱博泰克生物科技有

限公司，IFN-γ 抗体（武汉博士德生物工程有限公司，

批号：9G122B），IL-4 抗体 （江苏亲科生物研究中心

有限公司，批号：4000000110），SYBR Green（北

京索莱宝科技有限公司，批号：20200128）。
主要仪器：WD-9405B 型水平摇床、DYY-7C 型

电泳仪、DYCZ-40D 型转移槽、DYCZ-24DN 型双垂

直蛋白电泳仪、WD-9413B 型凝胶成像系统（北京

六一生物科技有限公司）、NW10LVF 型超纯水系统

[力新仪器（上海）有限公司 ]、Proline 型微量移液

器 [百得实验室仪器（中国）有限公司 ]、H-2050R
型超速冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司）、ELX-800 型酶标仪（美国伯腾仪器有限公司）、

DH36001B 型电热恒温培养箱（天津泰斯特仪器有

限公司）、DZF-6050 型真空干燥箱（上海希斯百瑞

仪器有限公司）、NANO 2000 型紫外分光光度计（美

国赛默飞世尔科技公司）、Exicycler 96 型荧光定量

PCR 仪 [韩国 BIONEER（百奥尼）公司 ]等。

3 动物分组及模型制备 90 只清洁级健康雄性

SD 大鼠按体重由轻到重将大鼠编号，按随机数表法

分为 5 组，即假手术组、模型组、针刺组、针刺 + 激

动剂阴性对照组、针刺 +miR-34a-5p 激动剂组，每

组 18 只。每组再随机分为 1、3、7 天 3 个亚组，每

组 6 只。针刺 + 激动剂阴性对照组、针刺 +miR-34a-
5p 激动剂组于建模前 3 天侧脑室注射 miR34a-5p 激

动剂阴性对照物或 miR34a-5p 激动剂。造模时假手

术组颅内注入生理盐水，其余 4 组采用自体血注入尾

壳核制备 ICH 大鼠模型 [13]。造模前禁食 12 h，禁水

6 h。依据大鼠立体定位图谱和自体血注射的方法制

备 ICH 大鼠模型，麻醉采用 60 mg/kg 戊巴比妥钠进

行大鼠腹腔注射，以仰卧位固定于立体定位上，将定

位仪两侧耳杆插入大鼠骨性外耳道，确保颅骨与对耳

线处于水平位置；把大鼠门齿固定在前端的门齿孔内，

调整高度确保大鼠前囟点和人字点处于同一水平。取

两耳尖连线中点备皮、消毒、切口，钝性分离皮下骨

膜，使前囟点及冠状缝得到充分暴露，使用立体定位

仪定位坐标点（前囟点为中心，右侧 3.5 mm，后侧

0.2 mm），用 1.0 mm 直径牙钻头钻孔至硬脑膜表面，

以钻下落空感为度，避免穿孔过深损伤脑组织。鼠

尾消毒后于距尾端 3 cm 处剪断，用微量注射器取血

50μL 后将其固定于立体定位仪上，并沿钻孔垂直缓

慢进针 6 mm，以 20μL/min 的注血速度，将自体血

注入，留针 5 min 后缓慢出针。断尾处消毒包扎，术

后头部局部喷洒青霉素并用牙科水泥密封颅骨钻孔，

眼科缝合针缝合头皮并以碘酚消毒创口皮肤，以防感

染。假手术组在同一位置开孔，注射等体积生理盐水。

造模完成后依照 Zea-Longa 标准对大鼠进行评分 [14]，

0 分：未见神经病学征象，无神经功能缺损症状；1 分：

大鼠被提尾倒悬时，病灶右侧前肢呈屈曲、抬高状

态，不能伸展右侧前爪；2 分：有向瘫痪侧旋转的征

象，即行走右侧转圈；3 分：有向病灶对侧跌倒的征象，

即行走困难并向右侧倾倒；4 分：不能自发行走，意

识水平呈下降状态。达到 1、2、3 分为造模成功 [15]，

同时对进行假手术的大鼠病理切片 HE 染色示细胞形

态结构完整，排列整齐，未发生水肿或炎性细胞浸润，

进行 ICH 造模的细胞出现明显肿胀，细胞间隙增大，

部分细胞坏死消失为造模成功标准 [16]。采用差额补

充的方法以保证每组的实验动物例数。共使用 87 只

大鼠进行造模，9 只死亡，6 只造模失败，成功率为

82.8%。造模后模型组造模失败 2 只，针刺组造模失

败 1 只 ，针刺 + 激动剂阴性对照组造模失败 2 只，

针刺 +miR-34a-5p 激动剂组造模失败 1 只，造模失

败原因均为 Zea-Longa 评分为 0 分或 4 分。术中模

型组死亡 4 只，针刺组死亡 1 只，针刺 + 激动剂阴

性对照组死亡 2 只、针刺 +miR-34a-5p 激动剂组死

亡 2 只，死亡原因均为注血后血肿压迫，其后无大鼠

死亡。根据实验中动物死亡及造模失败情况再次造模

补齐各组数量。

4 动物干预方法 假手术组：开皮、钻孔、注

射生理盐水、缝合，每天对大鼠进行一次与针刺组相

同的捆绑，每次 30 min。模型组：复制 ICH 模型，建

模 12 h 后每天对大鼠进行一次与针刺组相同的捆绑，

每次 30 min。针刺组：在 ICH 造模后 12 h 对大鼠进

行针刺干预，每 24 h 针刺 1 次。参照《实验动物穴

位图谱》[15] 进行针刺部位的选择，选取大鼠百会穴



• •1362中国中西医结合杂志 2023 年 11 月第 43 卷第 11 期 CJITWM，November 2023，Vol. 43，No. 11

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

（顶骨正中）、患侧曲鬓穴（眶外缘与外耳口连线的后

2/3）。采取由百会向曲鬓穴透刺的方法，针灸针快速

刺入向曲鬓穴透刺，使用捻转速度为 200 r/min 的快

速捻转手法，持续捻转 5 min 后间隔 5 min，反复操

作，共留针 30 min。针刺干预后于 ICH 造模后 1、3、
7 天 3 个时间点分别取材。针刺 + 激动剂阴性对照组：

将 miR-34a-5p 激动剂阴性对照物稀释后取 5 μL 联

合 12.5 μL 转染试剂于建模前 3 天行侧脑室（前卤

后 0.8 mm，中缝右 1.5 mm，头骨表面以下 4.5 mm
深）注射。复制 ICH模型，建模12 h后给予针刺干预，

每 24 h 针刺 1 次，具体操作方法同针刺组保持一致。

针刺 +miR-34a-5p 激动剂：将 miR-34a-5p 激动剂稀

释后取 5 μL 联合 12.5 μL 转染试剂于建模前 3 天

行侧脑室（前卤后 0.8 mm，中缝右 1.5 mm，头骨

表面以下 4.5 mm）注射。复制 ICH 模型，建模 12 h 
后给予针刺干预，每 24 h 针刺 1 次，具体操作方法

同针刺组保持一致。

5 检测指标及方法

5.1 Western Blot 检测 iNOS、Arg-1、IL-4、IFN-γ 
蛋白表达 分别于 1、7 天时间点检测。对大鼠腹

腔注射 200 mg/kg 过量戊巴比妥钠处死后，取出脑

组织，肉眼可见出血的位置，冻存组织取血肿周围

半影区进行液氮速冻，病理的将脑组织固定于甲醛溶

液中，镜下寻找血肿周围，使用 RIPA 裂解缓冲液提

取大鼠脑内血肿周围中的总蛋白，使用 BCA 蛋白浓

度测定试剂盒进行定量。进行十二烷基硫酸钠 - 聚丙

烯 酰 胺（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE） 凝 胶 电 泳， 调 整 电

流至最大，电压 80 V，恒压电泳 2.5 h。进行转印，

封闭，孵育一抗（iNOS 抗体 1：500、IFN-γ 抗体 
1：    400、Arg-1 抗体 1：500、IL-4 抗体 1：      1 000）、二抗

（羊抗兔 IgG-HRP 1：10 000）在 37 ℃下放置 45 min。 
使用 ECL 化学发光液进行可视化处理，在暗室进行

曝光。将胶片进行扫描，用凝胶图象处理系统（Gel-
Pro-Analyzer 软件）分析目标条带的光密度值。

5.2 Real Time-PCR 检测 iNOS、Arg-1、IL-4、
IFN-γ mRNA 表达 分别于 1、3、7 天时间点检测。

对大鼠腹腔注射 200 mg/kg 过量戊巴比妥钠处死后取

脑组织，肉眼可见出血部位，取血肿周围组织用于后

续实验，病理固定整个脑组织，镜下寻找血肿周围，

用高纯度总 RNA 快速提取试剂盒提取小鼠脑部血肿

周围中的总 RNA。使用紫外分光光度计 NANO 2000
测定各样本中 RNA 的浓度后，将 RNA 样本进行反

转录，以 β-actin 作为内参，以得到对应的 cDNA，

6 统计学方法 利用 SPSS 19.0 统计软件包对

实验数据进行归纳整理，数据采用 x–±s 来表示，多

组之间比较采用单因素方差分析，组内比较采用 t 检
验，P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 各组大鼠炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、

IL-4 蛋白表达水平比较（图 1，表 2） 1、7 天两个时

间点，与假手术组同期比较，模型组 iNOS、IFN-γ、

IL-4、Arg-1 蛋白表达水平升高（P<0.01，P<0.05）；

与模型组同期比较，针刺组 iNOS、IFN-γ 蛋白表达

水平降低（P<0.01），Arg-1、IL-4 蛋白表达水平升高

（P<0.01）；与针刺组同期比较，针刺 +miR-34a-5p 激
动剂组 iNOS、IFN-γ 蛋白表达水平升高（P<0.01），

表 1 iNOS、Arg-1、IFN-γ、IL-4 及 β-actin 引物序列

名称 序列
产物长
度（bp）

iNOS 上游：5'-TTGGAGCGAGTTGTGGATTG-3' 125

下游：5'-GTGAGGGCTTGCCTGAGTGA-3'

IFN-γ 上游：5'-TTTGCAGCTCTGCCTCAT-3' 169

 下游：5'-TTTCGTGTTACCGTCCTT-3'

Arg-1 上游：5'-AGACAGGGCTACTTTCAGGAC-3' 111

下游：5'-AAGACAAGGTCAACGCCACT-3'

IL-4 上游：5'-TGATGTACCTCCGTGCTTG-3' 167

下游：5'-TCCCTCGTAGGATGCTTTT-3'

β-actin 上游：5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTAGC-3' 155

下游：5'-GGCCGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3'

  注：A 为假手术组；B 为模型组；C 为针刺组；D 为针刺 + 激动
剂阴性对照组；E 为针刺 +miR-34a-5p 激动剂组；A1~E1 为第 1 天； 
A2~E2 为第 7 天

图 1 各组大鼠 1、7 天炎症因子 iNOS、Arg-1、

IL-4、IFN-γ 蛋白表达
 

图 1  各组脑出血大鼠 1、7 天炎症 iNOS、Arg-1 及 IL-4、IFN-γ蛋白表达 
 

表 2  各组大鼠 1、7 天炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、IL-4 蛋白表达水平

（x±s ） 

组别 n 时间 iNOS Arg-1 IFN-γ IL-4 

假手术 6 
1 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

7 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

模型 6 
1 天 7.31±1.11* 1.69±0.32** 2.94±0.36* 1.30±0.33* 

7 天 4.12±0.79* 2.14±0.42* 5.96±0.76* 1.71±0.27* 

针刺 6 
1 天 5.24±0.89△ 4.14±0.67△ 2.12±0.48△ 2.72±0.46△ 

7 天 1.82±0.45△ 9.04±0.77△ 2.64±0.39△ 2.63±0.33△ 

针刺+激动剂阴性

对照 6 
1 天 5.53±0.90 4.19±0.63 2.08±0.50 2.43±0.37 

7 天 1.89±0.36 9.04±0.51 2.79±0.40 2.49±0.41 

针 刺+miR-34a-5p 
激动剂 6 

1 天 6.82±0.64▲○ 2.02±0.42▲○ 2.61±0.42▲○ 1.77±0.32▲○ 

7 天 3.37±0.63▲○ 5.52±0.79▲○ 4.62±0.66▲○ 2.04±0.36▲○ 

注：与假手术组同期比较，*P＜0.01，**P＜0.05；与模型组同期比较，
△P＜0.01；与

针刺组同期比较，▲P＜0.01；与针刺+激动剂阴性对照组同期比较，○P＜0.01 
2 各组大鼠炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、IL-4 mRNA 表达水平比较（表 3）   

RT-PCR 结果显示，1、3、7 天三个时间点，与假手术组比较，模型组大

 
图 1  各组脑出血大鼠 1、7 天炎症 iNOS、Arg-1 及 IL-4、IFN-γ蛋白表达 

 

表 2  各组大鼠 1、7 天炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、IL-4 蛋白表达水平

（x±s ） 

组别 n 时间 iNOS Arg-1 IFN-γ IL-4 

假手术 6 
1 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

7 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

模型 6 
1 天 7.31±1.11* 1.69±0.32** 2.94±0.36* 1.30±0.33* 

7 天 4.12±0.79* 2.14±0.42* 5.96±0.76* 1.71±0.27* 

针刺 6 
1 天 5.24±0.89△ 4.14±0.67△ 2.12±0.48△ 2.72±0.46△ 

7 天 1.82±0.45△ 9.04±0.77△ 2.64±0.39△ 2.63±0.33△ 

针刺+激动剂阴性

对照 6 
1 天 5.53±0.90 4.19±0.63 2.08±0.50 2.43±0.37 

7 天 1.89±0.36 9.04±0.51 2.79±0.40 2.49±0.41 

针 刺+miR-34a-5p 
激动剂 6 

1 天 6.82±0.64▲○ 2.02±0.42▲○ 2.61±0.42▲○ 1.77±0.32▲○ 

7 天 3.37±0.63▲○ 5.52±0.79▲○ 4.62±0.66▲○ 2.04±0.36▲○ 

注：与假手术组同期比较，*P＜0.01，**P＜0.05；与模型组同期比较，
△P＜0.01；与

针刺组同期比较，▲P＜0.01；与针刺+激动剂阴性对照组同期比较，○P＜0.01 
2 各组大鼠炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、IL-4 mRNA 表达水平比较（表 3）   

RT-PCR 结果显示，1、3、7 天三个时间点，与假手术组比较，模型组大
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反应条件：94 ℃进行预变性 5 min，94 ℃进行变

性 10 s，60 ℃进行退火 20 s，循环 40 次。用韩国

BIONEER 公司生产的 ExicyclerTM 96 荧光定量仪进

行实时荧光定量分析，使用 2- △△CT 法进行数据统计。 
见表 1。
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Arg-1、IL-4 蛋白表达水平降低（P<0.01）；与针刺 +
激动剂阴性对照组同期比较，针刺 +miR-34a-5p 激
动剂组 iNOS、IFN-γ 蛋白表达水平升高（P<0.01），
Arg-1、IL-4 蛋白表达水平降低（P<0.01）。

2 各组大鼠炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、

IL-4 mRNA 表达水平比较（表 3） 1、3、7 天 3 个时

间点，与假手术组同期比较，模型组 iNOS、IFN-γ、

Arg-1、IL-4 mRNA 表达水平升高（P<0.01）。与模型

组同期比较，针刺组 iNOS、IFN-γ mRNA 表达水平

降低（P<0.01），Arg-1、IL-4 mRNA 表达水平升高

（P<0.01）；与针刺组同期比较，针刺 +miR-34a-5p 激
动剂组 iNOS、IFN-γ mRNA 表达水平升高（P<0.01），
Arg-1、IL-4 mRNA 表达水平降低（P<0.01）；与针刺 + 
激动剂阴性对照组同期比较，针刺 +miR-34a-5p 激动

剂组 iNOS、IFN-γ mRNA 表达水平升高（P<0.01），

Arg-1、IL-4 mRNA 表达水平降低（P<0.01）。

讨  论

在 ICH 的发生发展过程中，由小胶质细胞介导

的炎性反应是引起脑组织损伤的重要因素，对于 ICH
的损伤的严重程度、治疗效果及疾病发展的预后情况

有十分重要的意义 [16]。

有研究表明，针灸对 ICH 的治疗效果得到广泛

的肯定 [17]，且“百会”透“曲鬓”疗法的效果已经

得到实验研究的证实 [18，19]，针刺治疗能够调节 ICH
后炎症因子表达，降低对脑组织的损害，还可对脑组

织及血脑屏障修复起到积极作用 [20]。针刺治疗 ICH
的机制可能与改善 ICH 后脑水肿程度 [21]，减轻炎症

反应相关 [22]。本课题组在前期研究中发现，针刺对

于促进组织修复与抑制细胞凋亡具有积极意义 [23]， 

表 3 各组大鼠炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、IL-4 mRNA 表达水平 （x–±s）
组别 n 时间 iNOS Arg-1 IFN-γ IL-4

假手术 6 1 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

3 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

7 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

模型 6 1 天 5.00±0.15 1.95±0.11 5.56±0.17 1.98±0.12

3 天 4.46±0.50 2.04±0.09 4.17±0.15 1.92±0.02

7 天 3.69±0.13 2.01±0.12 3.01±0.05 2.00±0.13

针刺 6 1 天 4.01±0.10 △ 2.37±0.13 △ 4.90±0.30 △ 2.58±0.13 △

3 天 2.30±0.08 △ 3.26±0.06 △ 2.38±0.10 △ 3.23±0.18 △

7 天 1.71±0.04 △ 4.88±0.17 △ 1.55±0.04 △ 4.47±0.35 △

针刺 + 激动剂阴性对照 6 1 天 4.04±0.17 2.32±0.13 4.86±0.23 2.54±0.12

3 天 2.26±0.10 3.25±0.12 2.34±0.05 3.23±0.04

7 天 1.73±0.08 5.09±0.32 1.47±0.06 4.45±0.26

针刺 +miR-34a-5p 激动剂 6 1 天 4.99±0.26 ▲○ 2.02±0.11 ▲○ 5.37±0.19 ▲○ 1.94±0.04 ▲○

3 天 3.03±0.18 ▲○ 2.44±0.09 ▲○ 3.40±0.22 ▲○ 2.54±0.09 ▲○

7 天 2.19±0.12 ▲○ 3.31±0.11 ▲○ 2.32±0.09 ▲○ 3.22±0.10 ▲○

  注：与假手术组同期比较， P<0.01；与模型组同期比较，△P<0.01；与针刺组同期比较，▲P<0.01；与针刺 + 激动剂阴性对照组同期比较，○P<0.01

表 2 各组大鼠 1、7 天炎症因子 iNOS、Arg-1、IFN-γ、IL-4 蛋白表达水平 （x–±s ）
组别 n 时间 iNOS Arg-1 IFN-γ IL-4

假手术 6 1 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

7 天 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

模型 6 1 天 7.31±1.11  1.69±0.32 2.94±0.36  1.30±0.33  

7 天 4.12±0.79  2.14±0.42  5.96±0.76  1.71±0.27  

针刺 6 1 天 5.24±0.89 △ 4.14±0.67 △ 2.12±0.48 △ 2.72±0.46 △

7 天 1.82±0.45 △ 9.04±0.77 △ 2.64±0.39 △ 2.63±0.33 △

针刺 + 激动剂阴性对照 6 1 天 5.53±0.90 4.19±0.63 2.08±0.50 2.43±0.37

7 天 1.89±0.36 9.04±0.51 2.79±0.40 2.49±0.41

针刺 +miR-34a-5p 激动剂 6 1 天 6.82±0.64 ▲○ 2.02±0.42 ▲○ 2.61±0.42 ▲○ 1.77±0.32 ▲○

7 天 3.37±0.63 ▲○ 5.52±0.79 ▲○ 4.62±0.66 ▲○ 2.04±0.36 ▲○

  注：与假手术组同期比较，P<0.05，   P<0.01；与模型组同期比较，△P<0.01；与针刺组同期比较，▲P<0.01；与针刺+激动剂阴性对照组同期比较，○P<0.01
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其机制与调控脑组织内碱性成纤维细胞生长因子 [24]，

神经细胞生长因子及巢蛋白等相关 [25]，在本课题组

的前期临床试验中，“百会”透“曲鬓”疗法对患者

日常生活的活动质量、生活依赖性均有改善，其愈显

率为 58.33%，总有效率为 91.67%[26]。

为了进一步在动物水平观察本研究采用的针刺干

预对 ICH 的疗效，笔者前期对针刺干预 ICH 模型大鼠

1、3、7 天时进行 Zea-Longa 评分，结果显示干预 1 
天时 Zea-Longa 评分无明显变化，而 3、7 天时均降

低 [27，28]；因为炎症反应为 ICH 的主要病理变化，所以

还对干预 1、3、7 天时大鼠脑组织进行 HE 染色观察

炎症反应，结果显示干预 1、3、7 天时，脑组织炎性

细胞浸润均明显减轻，且有时间依赖性，即干预 7 天

时炎症反应缓解最为明显 [22，28]。可见针刺干预对 ICH
模型大鼠的疗效较好，尤其是针对炎症反应。此外，

还发现 miR-34a-5p 激动剂可逆转针刺对 ICH 的 Zea-
Longa 评分和炎症反应的调节作用。有研究发现 miR-
34a-5p 不仅能通过促进线粒体自噬的蛋白表达，加速

线粒体自噬引起的神经损伤相关 [25]， 还能引起神经细

胞发育不良、神经细胞分裂受损 [28]，此外，还可以抑

制小胶质细胞向 M2 型极化 [29]。而小胶质细胞是神经

系统中重要的免疫细胞，在炎症反应中起到至关重要

的作用。研究表明，小胶质细胞能根据大脑环境变化

而选择极化为 M1 或 M2 型，M1 型释放促炎因子，加

重脑的继发性损伤，是 ICH 后损伤的重要因素，而

M2 型释放抗炎因子，减轻炎症，促进脑组织修复 [30]。

基于此，推测针刺能够干预 ICH 的其中一种机制是通

过调节小胶质细胞从 M1 型向 M2 型极化，降低炎症

反应，减轻神经细胞损害；miR-34a-5p 是调节小胶质

细胞极化的一个基因靶点，miR-34a-5p 的过表达可能

会抑制小胶质细胞从 M1 向 M2 型转化。

Zhao R 等 [31] 研 究 中 发 现，iNOS、IFN-γ 与

IL-4、Arg-1 不仅分别为 M1、M2 型小胶质细胞的极

化标志物，这些蛋白的表达情况同时与炎症反应的强

度相关，iNOS、IFN-γ 等 M1 型极化标志物表达上

调会引起炎症反应增强，而 IL-4、Arg-1 等 M2 型极

化标志物则可以降低炎症反应的强度。

为了验证这一假设，本实验选用了 M1 型小胶

质细胞标记物 iNOS、IFN-γ 和 M2 型小胶质细胞标

记物 IL-4、Arg-1 作为标志物 [11，28]，通过 RT-PCR
分析及 Western Blot 检测大鼠造模后 1、3 天 [28]、 
7 天血清中小胶质细胞 M1/M2 型标志物及炎症因子

的 mRNA 及蛋白表达水平。通过建立假手术组以模

拟手术与干预过程，不进行建模与干预处理，可排除

手术及干预操作对动物的影响。建立针刺 + 激动剂阴

性对照组使用 miR-34a-5p 激动剂的阴性对照物处理

动物，用于排除激动剂处理过程对动物的影响。将其

与针刺 +miR-34a-5p 激动剂组进行对照，观察针刺

干预 ICH 过程中 miR-34a-5p 的作用。研究结果显示：

大鼠在 ICH 造模后，血液中炎症因子 iNOS、Arg-1、
IFN-γ、IL-4 mRNA 及蛋白表达水平均有升高，炎

症反应在 ICH 后即刻发生，小胶质细胞被激活，同

时向 M1、M2 型极化，参与炎症反应。在接受针刺

干预后，ICH 大鼠血清中 M1 型细胞标志物 iNOS 及

IFN-γ mRNA 及蛋白表达水平均明显低于 ICH 组，

M2 型细胞标志物 Arg-1 和 IL-4 mRNA 及蛋白表达水

平则明显高于 ICH 组。说明针刺“百会”透“曲鬓”

疗法能抑制小胶质细胞向 M1 型极化，促进小胶质细

胞向 M2 型极化，减轻 ICH 后炎症反应，保护脑组织，

改善疾病预后。而人为向脑组织中增加 miR-34a-5p
后，抗炎因子的表达降低，促炎因子的表达升高，说

明过表达的 miR-34a-5p 可能会加重 ICH 大鼠抑制小

胶质细胞向 M2 型极化，加重炎症反应与继发性损伤，

抑制针刺的疗效。

综上所述，本研究通过自体血脑内注射建立大鼠

ICH 模型，检测“百会”透“曲鬓”针刺疗法对大鼠

ICH 后炎症因子表达水平，发现针刺能够降低 ICH 后

炎症因子表达水平，提高抗炎因子表达水平，抑制小

胶质细胞向 M1 型极化，促进小胶质细胞向 M2 型极

化，减轻 ICH 后炎症反应，过表达的 miRNA-34a-5p
则对针刺起到的疗效有抑制作用。

 
利益冲突：所有作者声明无利益冲突。
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