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摘 要 目的：探讨针刺对缺血性脑损伤的保护作用的生化机制。方法：采用热凝闭大鼠大脑中

动脉致局灶性脑缺血模型，研究缺血2 W和5 W后缺血区皮层BDNF的变化规律和针刺对其影响。结

果：假手术组大鼠缺血区的BDNF阳性细胞数量都很少，强度也比较弱；脑缺血2 W及5 W组大鼠缺

血区BDNF的免疫阳性细胞数量比假手术组明显增多(P<0．01)；脑缺血2 W组与脑缺血5 W组大

鼠缺血区脑片比较显示，BDNF阳性细胞数量并无显著性差异(P>0．05)；缺血+电针2 w组与缺

血+电针5 W脑片中免疫阳性细胞的数量明显增加(P<0．01)，但随着时间的推移，此表达呈下降

趋势。结论：针刺可以通过提高BDNF在缺血区周围皮层的表达，保护缺血性脑损伤，并可能与大脑

可塑性的形成有一定的关系。

关键词 电针脑缺血动物模型 脑源性神经营养因子

脑缺血后神经元死亡的机制包括：神经元钙超

载、自由基损伤、兴奋性氨基酸中毒和神经营养因子

(NTFs)相对缺乏等。有实验证明脑源性神经营养因
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子(BDNF)对脑缺血具有保护作用，并能促进缺血

后损伤神经元的修复。电针对脑缺血的治疗已被国际

公认，我们以往的工作也表明电针可以提高急性脑缺

血后局部BDNF的水平，并证明可以因此促进神经元

功能的恢复。临床上对于缺血性脑病患者的治疗是长

期的，尤其针刺疗法是治疗缺血性脑血管疾病后遗症

的有效方法之一，但对其作用机理，如促进大脑可塑

性形成等方面探讨得不够深入。为此，我们选择不同

的时间段观察电针对脑缺血大鼠缺血区BDNF的影响

并且探索其可能的作用机制，为临床针刺治疗缺血性
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脑血管疾病及其后遗症奠定理论基础。

l 材料和方法

1．1 动物

清洁级健康SD大鼠36只(由广州中医药大学实

验动物中心提供)，雌雄各半，体重180～240 g。宣

来水喂养，饲用普遍颗粒型大鼠饲料(含蛋白23％，

脂肪4，7％，钠盐0．24％)，动物房温度控制在18～

26℃，光暗舞麓12 h。由抽签法随机分为缀手术组、

缺血组和缺血+针刺组，每组又分为2 w和5 W两个

时间段组，共6小组，每小组6只大鼠。其中缺血2

周组在第三天时死亡一只。

1．2 模型制作

采用我们使用过的热凝闭大脑中动脉致局灶性脑

缺盎模燮¨j。具体方法是赠10％永合氯醛溶液，按

400 mg／kg体重量腹腔麻醉。然后取右上侧卧位固定，

沿耳眼连续中点切开皮肤，分离颞肌，暴露颞骨作一

骨窗，轻抬藏，最露大藏中动脉，用烧红的不锈纲丝

轻触大脑中动脉，使之凝闭，造成局灶性脑缺血模

型。其中假手术者只作手术暴露大鼠大脑中动脉，不

予凝阏。缺盘+魄针组立即给予电针治疗。

1．3 治疗方法

1。3。1 穴位选择

穴位选取督脉经穴百会、大椎2穴，萁定位参照

大鼠的常用针灸穴位怛j：“百会”位于顶骨正中；“大

椎”在第7颈椎与第1胸樵闻，背部正中。

1．3．2 刺法

对于缺血+针刺组大鼠，以30号1寸毫针(华

佗牌，苏州医疗用品厂生产)斜刺入百会0．5寸，直

刺入大稚0．5寸，将针柄分舅#连接至电针仪上，疏密

泼，强度以大鼠安静耐受为度。时间30 min。每天1

次，均在上午10点左右进行，连续治疗2 W(2 W

组)和5 W(5 W组)。而假手术组和缺血组大鼠只在

同等条件下饲养，未予任何处理。

1．4样晶采集及处理

2阁及5周后，取出大鼠，10％水合氯醛腹腔麻

醉，心脏快速灌流生理盐水100 ml，然后用4％多聚

甲醛(4℃)灌流匿定30分钟。取脑放入4％多聚甲

醛进行后固定4—6小时，然后分另Ⅱ鬣于15％、20％、
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30％的梯度蔗糖脱水。待脑组织下沉后取出做冰冻切

片，片厚40 Ixm，参照《在鼠脑立体定位图谱》旧。取

缺血中心的脑片(蘸囟前0。1—0。8 mill)进行免疫

组织化学染色。

1．5 免疫组织化学染色

切片入0。01 mol／1磷酸盐缓冲渡(PBS，pH 7．2

—7．4)漂洗3次，每次5 min。然后入3％H：O。中

漂洗10 min；0．01 mol／1 PBS漂洗3次，每次5 min。

再放入1％BSA(含0。3％Triton X一100)溶液中30

rain，将切片放入羊抗大鼠BDNF抗体(羊抗大鼠，

Chemicon公司产品)中，37℃孵育2 h，移人4。C冰

箱褥富30 h。然后缀0．01 mol／1 PBS漂瀵3次，每次

5 min。切片人生物素标记的兔抗羊IgG(Chemicon公

司产品)，37℃孵育2 h，0．01 mol／1 PBS漂洗3次。

切片撬入0．05％DAB(含0。01％珏202)中，显色

后人0．01 mol／l PBS漂洗3次，贴片，晾干，梯度酒

精脱水，二甲苯溶液透明，苏木素复染，最后中性树

胶封片。对照实验以正常羊蠢清窥PBS代替一摭，同

步进行上述免疫组织化学染色，结果为阴性。

1．6 细胞计数及统计

光镜下(×400)对稷手术组、缺盘缰及缺斑+

针刺组手术侧皮层的免疫阳性细胞进行细胞计数。测

定结果均以算术平均值4-标准差表示，并进行配对t

检验。

2 结 果

BDNF免疫阳性细胞主要在梗死灶弼露的皮层表

达，包括外侧中央前区、内侧中央前区，第1、Ⅱ感

觉运动颗粒皮层。在光镜下墨蓝色与棕色相叠的点

状、三角状、索状或片状表达痕迹。其免疫阳性颗粒

主要分布在胞浆和细胞膜表面，主干树突和近细胞膜

的胞浆处染色较深，薅胞体中央细胞核处呈淡蓝色，

假手术的两个组(2 W和5 W)大鼠缺血区的BDNF

阳性细胞数量都很少，强度也比较弱；脑缺血2 W组

及5 w组大鼠缺虚区BDNF的免疫阳性缨胞数量毖瑕

手术组明照增多，与假手术两个组相比差异显著(P

<0．01)；但脑缺血2 w组与脑缺血5 W组大鼠缺皿

裁脑片毖较显示，BDNF阳性缨胞数量并无显著健差

异(P>0．05)。缺血+电针2周组与缺血+电针5

 万方数据



中医药通报·针灸研究

W组脑片中免疫阳性细胞的数量明显增加，与两个缺

血组相比具有统计学意义(P<0．01)。因此缺血后给

予电针治疗可以提高BDNF在缺盎区震滠皮层的表达，

但随着时间的推移，此表达呈下降趋势。结果见表1。

表1 电针对不同时间段局灶性脑缺血火鼠缺血灶周围皮

蔟BDNF兔疫阳性细戆数的影晌《菇±S；

注：与假手术2周组比较：$P<0．01；与假手术5周组比

较：#P<0．01；与缺血2周组比较：△P<0，0l；与缺血5周组

毙较：$P<0．01；与浚盈÷毫舒2羯组毙较：※P<0。01

3 讨 论

BDNF作为神经营养因子家族中的一员，广泛分

布于大脑中，是一类可促进运动神经元、感觉神经

元、基底节前脑胆碱能神经元、皮层神经元、海马神

经元、多遐胺麓害枣经元等觞存活翻生长发育，并麓防

止它们受损死亡，以及具备改善神经元病理状态、促

进受损神经元再生及分化成熟等生物效应。众多的研

究表暖，BDNF参与脑缺蛊掇伤的保护过程H1，它可

以保护神经元，抵抗损伤并在缺血后促进损伤神经元

的修复，并且缺血时间越长，损伤越严重，它们表达

越瞬显。还有证据袭鹱，BDNF翡减少缺盘季|起的梗死

面积，保护半影区神经元，并能抑制迟发性神经元坏

死∞j。BDNF可以保护中枢神经系统对抗代谢性和兴奋

性氨基酸毒性损伤，防止细胞肉钙离子的释放和缁胞

外钙离子入胞，对抗一氧化氮介导的谷氨酸细胞毒性，

调节自由基代谢以及刺激轴突的出芽和突触的形成，

从而缓解稀修复脑缺血后的神经元损伤∞。。因此，脑

缺血后s曾DI]的BDNF对缺衄I生损伤具有保护作用。

本实验发现，缺血2 W组及缺血5 W组大鼠缺血

区BDNF表达与两个假手术组大鼠的BDNF表达均有

明显差异，但两个缺血组本身的BDNF表达相比并无

显著性差异。我们注意到已有文献显示，在神经损伤

后3天BDNF mRNA开始缓慢增加，到3～4周达到最

商峰。川。僵有的实验表明，一次电针仅熊使BDNF在

缺血再灌后的12小时内保持高水平，尔后又降回对

照组水平捧j。因本实验只选取2 W与5 w霹个时阕点，

无法看出BDNF在脑缺血损伤后的变化规律，但所得

到的结果是缺血+电针组大鼠缺血区大脑皮层BDNF

裘达显著增多，表暖长时闯持续电针可使BDNF在缺

皿后相当长时间内保持较高水平。持续高水平的BD—

NF不仅能有效地挽救半影区缺皿神经元，修复损伤

专搴经元，防止其发生坏死，焉且逐可以促进梗死灶溅

圈正常神经元出芽、再生，并形成新的突触【9』。

当然，电针对局灶性脑缺皿大鼠脑损伤的康复作

舞{l可能是一种综合调整的结果，其作蔫梳理包括许多

方面，增强其缺血脑组织的BDNF表达可能是其中机

制之一。我们将进一步采用脑内注射外源性BDNF抗

体或其受体trkB抗体的方式，来接抗内源性BDNF的

表达，以探索内源性BDNF的生理作用以及在脑损伤

后对大脑可塑性的影响，进一步摸索电针在这过程中

的作焉。
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