
陕　西　中　医　药　大　学　学　报 ２０２０年１月第４３卷第１期
·６２　　　· ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａａｎｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ Ｊａｎ．２０２０　Ｖｏｌ．４３　Ｎｏ．１

实验研究

通利枢机针刺法对脑缺血大鼠 Ｎｏｔｃｈ１的影响及机制
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摘　要：目的 探讨通利枢机针刺法对脑缺血大鼠神经功能修复作用及对 Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达的影响及机制。

方法 ６０只雄性ＳＤ大鼠随机选取１０只作为假手术组，余５０只线栓法 ＭＣＡＯ造模后将造模成功者随机分为模

型对照组、利枢针刺组、普通针刺组及西药灌胃组，予以各组造模后１天、３天、７天、１４天时间点进行神经功能

评分；１４ｄ后处死大鼠部分测定脑梗死体积百分比，部分检测 Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达水平。结果 术后７天及１４ｄ

时，利枢针刺法神经缺损情况较其他组明显改善（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）；与其他组相比较，利枢针刺法可明显降

低脑梗死体积（Ｐ＜０．０１）；与其他组相比较，利枢针刺法可促进脑缺血后Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达，其效果优于普通针

刺法及西药灌胃法（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论 利枢针刺法能有效改善脑缺血大鼠神经功能评分和脑梗死体

积，并促进Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达，其作用机制可能与Ｎｏｔｃｈ信号通路相关。
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　　脑中风是神经系统的临床常见病及多发病，
又称脑血管意外或脑卒中。随着社会人口老龄化

程度加速，该病目前已然成为仅次于心脏病和癌

症的全球第三大致死原因［１］，在我国居民死亡和

成人致残病因中居于首位［２］，其中８０％左右属缺
血性脑中风［３］。主要是从参与调节神经干细胞

（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，简称ＮＳＣｓ）分化，从而有效改善
神经功能缺损情况。相关研究表明：在缺血性脑

中风过程中，激活Ｎｏｔｃｈ信号通路可通过调节内源
性ＮＳＣｓ增殖分化［４］，促进血管新生、参与炎症反

应三方面进行调控［５］，进而加强缺血性脑中风后

神经再生及修复［６］，从而在一定程度上改善神经

功能的缺损。此外，还有研究发现［７］针刺治疗可

通过刺激调控凋亡通道的关闭与开放，从而抑制

损伤神经细胞的凋亡以及通过对局部神经生长微

环境产生有效刺激，双重提高神经营养因子的水

平对脑血管再生及神经元产生脑保护的作用，以

达到对缺血性脑中风的治疗目的。由此提示，针

刺对缺血性脑中风病的神经保护作用，可能与

Ｎｏｔｃｈ信号通路存在着某种关联性。
基于中医学“少阳主枢”“少阳枢机不利”理

论，课题组提出“通利枢机针刺法”以治疗缺血性

中风，在前期临床研究中初步发现该方法可明显

提高该病患者的肢体运动功能［８］，但其作用机制

尚未明确且缺乏实验数据支持。利枢针刺法对实

验动物神经系统的作用如何？是否与 Ｎｏｔｃｈ信号
通路也存在着某种联系？以上种种疑问尚有待挖

掘及探讨。

因此，本研究在建立稳定的雄性 ＳＤ大鼠右侧
大脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
简称ＭＣＡＯ）模型基础上，选择 Ｎｏｔｃｈ信号通路作
为切入点，通过对缺血性脑中风大鼠进行神经功

能缺损评分、脑梗死百分比体积的测定及蛋白质

印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）检测Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达水
平三方面进行分析，以探究利枢针刺法对缺血性

脑中风的影响及可能作用机制，为进一步建立利

枢针刺法防治缺血性脑中风病提供确切的方法和

实验依据。

１　材料与方法
１．１　药物、主要试剂及仪器　胞磷胆碱钠胶囊：
齐鲁制药有限公司，批号：７Ｂ０３３１Ｅ２０［ＨＲＰ－羊抗
兔ＩｇＧ，批号：ＢＳＴＩ２Ｈ２４Ｃ５４（由武汉博士德公司提
供）［兔 抗 鼠 多 克 隆 Ｎｏｔｃｈ１ 抗 体：批 号：
ＡＧ０８１６６８２０、ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉ－β －Ａｃｔｉｎ：批 号：
ＡＧ０７１９７９０３（由北京博奥森公司提供）［眼科剪、
眼科镊、华佗牌０．２５×１３ｍｍ无菌针灸针、强力钓
鱼线（直径 ０．２６ｍｍ）［Ｗｅｓｔｅｒｎ）Ｂｌｏｔ电泳设备：美
国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司［酶标仪：ＥＯＮ－１２１１１６１，美国
伯腾仪器有限公司等。

１．２　动物、分组及造模　健康雄性 ＳＤ大鼠６０只
（由西安交大医学部实验动物中心提供），体质量

均控制在（２００～２５０）ｇ范围内，动物合格证号为
ＳＣＸＫ（陕）２０１２－００３。购回后于陕西中医药大学
十楼实验动物中心适应性喂养１周，造模前体质量
控制在（２５０～３００）ｇ。所有对大鼠进行的操作及
饲养流程均遵循人道原则且符合实验动物管理饲

养条例。随机选取 １０只大鼠不结扎且不放入线
栓，仅游离相关血管作为假手术组（简称“Ｓｈａｍ
组”），余５０只参考 Ｌｏｎｇａ等［９］的方法制备右侧大

脑中动脉阻塞（ＭＣＡＯ）局灶性脑缺血模型，参考
ＺｅａＬｏｎｇａ［９］的５分制法，舍弃０分无症状以及４分
症状过重者，筛选出１～３分为造模成功者，将其随
机分为模型对照组（简称“ＭＣＡＯ组”）、利枢针刺
组（简称“ＬＳ组”）、普通针刺组（简称“ＣＡ组”）、
西药灌胃组（简称“ｉｇ组”），共５组。
１．３　干预方法　ＭＣＡＯ组及Ｓｈａｍ组：每日抓拿１
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次，７５％酒精消毒相应治疗穴位（阳陵泉、外关）ＬＳ
组选取少阳经穴位：阳陵泉、外关，ＣＡ组选取穴
位：百会、大椎（两组针刺组的取穴及操作标准均

参照《实验针灸学》［１０］）；ｉｇ组给予胞磷胆碱钠胶
囊（４ｍｇ／ｋｇ）灌胃，日１次。各组均于造模后 ２４ｈ
开始干预治疗，以２４小时为周期，每日治疗１次，
直到大鼠处死。针刺干预各组均选用规格为０．２５
×１３ｍｍ华佗牌针灸针，７５％酒精消毒后进行针刺
治疗，四肢穴位仅针患侧（即左侧），留针１５ｍｉｎ，期
间施平补平泻手法１次。
１．４　检测方法
１．４．１　神经功能评分　以ＺｅａＬｏｎｇａＥＬ［９］的５分
制法为参考，剔除０分无症状及４分症状过重者，
将１－３分者视为造模成功，分别以造模后１ｄ、３ｄ、
７ｄ、１４ｄ为时间点，评定实验动物的神经功能缺损
情况，并作以对比。

１．４．２　ＴＴＣ染色法测脑梗死体积百分比　１４ｄ评
分结束后，每组随机选出部分大鼠取出脑组织后

用新鲜配制的 １％ ＴＴＣ溶液 ３７℃条件下孵育
３０ｍｉｎ后进行染色，４％多聚甲醛 ４℃条件下固定
２４ｈ后数码相机拍照，ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ７．０图像处
理软件分析系统分析图片。采用测定每一个脑片

梗死面积的方法，缺血侧脑组织损伤程度依据对

侧与缺血侧侧脑组织体积比值来反应。计算用校

正损伤脑水肿的方法，如下：校正后梗死体积百分

比＝（对侧脑组织体积－缺血侧正常脑组织体积）
÷对侧脑组织体积×１００％。
１．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测 Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达水平　
取２０μｇ待测样品及标准蛋白于 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
（浓缩胶与分离胶电压分别设置为７０Ｖ、１１０Ｖ，时

间分别设置为 ４０ｍｉｎ、２ｈ）。电泳分离后转膜至
ＰＶＤＦ膜上（转膜电流３８０ｍＡ，时间２ｈ），用 ＴＢＳＴ
溶液配置的５％ 脱脂牛奶封闭１ｈ，兔抗鼠多克隆
Ｎｏｔｃｈ１抗体（１∶２０００比例稀释）１１．４℃孵育过夜，
辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗（１∶５０００比例稀
释）室温摇床孵育１ｈ，洗膜后，采用ＥＣＬ化学发光
法显色。设 β－ａｃｔｉｎ为内参对照，凝胶图像处理
分析系统分析处理相对灰度值后进行统计分析。

１．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９．０进行统计分
析，计量资料均采用“均数±标准差”表示，采用单
因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），组间采用配对
样本ｔ检验进行比较。（Ｐ＜０．０５为有差异，Ｐ＜
０．０１为显著性差异）。
２　结果
２．１　利枢针刺法改善缺血性脑中风大鼠神经功能
缺损评分　任何时间点下Ｓｈａｍ组大鼠均无神经功
能缺损表现，而进行线栓法造模的四组大鼠均出现

了不同程度的神经功能缺损症状，提示造模成功。

ＬＳ组、ＣＡ组及ｉｇ组在术后１ｄ、３ｄ时与ＭＣＡＯ组相
比神经功能缺损症状均无明显改善，各组间不存在

统计学差异（Ｐ＞０．０５）；术后７ｄ与ＭＣＡＯ组进行比
较，ＬＳ组、ＣＡ组改善较大，评分明显降低，存在统计
学差异（Ｐ＜０．０５）；ｉｇ组改善不明显，不存在差异（Ｐ
＞０．０５）；术后１４ｄ与ＭＣＡＯ组进行比较，ＬＳ组、ＣＡ
组及ｉｇ组评分继续下降，神经功能明显改善，均具
有差异（Ｐ＜０．０５），其中ＬＳ组、ＣＡ组神经功能缺损
改善非常明显，与ＭＣＡＯ组及ｉｇ组相比均存在显著
差异（Ｐ＜０．０１），ＬＳ组、ＣＡ组之间存在差异（Ｐ＜
０．０５）（表１，图１）。

表１　不同时间点神经功能缺损评分（ｘ±ｓ）

分组 ｎ 术后１ｄ 术后３ｄ 术后７ｄ 术后１４ｄ

假手术组 １０ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

模型对照组 ７ ２．５７±０．５４ ２．４３±０．５４ ２．２９±０．４９ ２．１４±０．３８

利枢针刺组 ８ ２．５０±０．５４ ２．２５±０．４６ １．８８±０．３５ ０．７５±０．４６■△▲

普通针刺组 ８ ２．３８±０．５２ ２．１３±０．３５ １．８８±０．３５ １．１３±０．３５■△

西药灌胃组 ７ ２．４３±０．５４ ２．２９±０．４９ ２．００±０．００ １．７１±０．４９

　　注：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１■，与模型对照组对比（ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ）；Ｐ＜０．０１△，与西药灌胃组对比（ｖｓｇａｖａｇｅｇｒｏｕｐ）；

Ｐ＜０．０５▲，与普通针刺组对比（ｖｓＣｏｍｍｏｎ－Ａｃｕｇｒｏｕｐ）
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图１　不同时间点神经功能缺损评分直方图

２．２　利枢针刺法可有效降低缺血性脑中风大鼠
脑梗死体积　１４ｄ时，Ｓｈａｍ组大鼠脑切片全部呈
现红染，未见苍白梗死灶形成；而进行线栓法造模

的四组大鼠脑切片中均可见明显苍白色梗死灶，

提示本次造模成功，缺血后脑梗死体积分别占整

个脑组织体积的 １８．１２％、１０．８３％、１３．８２％、

１４．９７％，均具有非常显著的差异（Ｐ＜０．０１）；与
ＭＣＡＯ组比较，ＬＳ组、ＣＡ组及 ｉｇ组缺血梗死区域
明显缩小，梗死区域体积百分比值明显走低

（Ｐ＜０．０１）；与ｉｇ组比较，ＬＳ组、ＣＡ组梗死区域明
显缩小（Ｐ＜０．０１）；ＬＳ组与ＣＡ组间缺血梗死区域
亦有显著差异（Ｐ＜０．０１）（表２、图２、图３）。

表２　脑梗死体积百分比（％，ｘ±ｓ）

分组 ｎ 脑梗死体积百分比（％）

假手术组 ５ ０．０００±０．０００

模型对照组 ３ １８．１２３±０．２８２

利枢针刺组 ４ １０．８２８±０．４１５△▲■

普通针刺组 ４ １３．８１５±０．４２９△▲

西药灌胃组 ３ １４．９６７±０．３２３△

　　注：Ｐ＜０．０１，与假手术组对比；Ｐ＜０．０１△，与模型对照组对比；Ｐ＜０．０１▲，与西药灌胃组对比；Ｐ＜０．０１■，与普通针刺

组对比。

图２　脑梗死体积百分比直方图
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图３　脑组织ＴＴＣ染色结果

２．３　利枢针刺法可促进 Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达　各
组大鼠１４ｄ时 Ｎｏｔｃｈ１蛋白均有不同程度的表达，
Ｓｈａｍ组大鼠脑内 Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达较弱，ＭＣＡＯ
组、ＬＳ组、ＣＡ组及ｉｇ组大鼠脑内Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达
均有所增强（Ｐ＜０．０５），其中三组治疗组与 Ｓｈａｍ
组相比有显著差异（Ｐ＜０．０１）；与 ＭＣＡＯ组相比，

ＬＳ组、ＣＡ组大鼠脑内 Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达明显增强
（Ｐ＜０．０１），与 ｉｇ组相比亦有显著差异（Ｐ＜
０．０１）；ｉｇ组与 ＭＣＡＯ组相比有显著差异（Ｐ
＜０．０１）；两组针刺组之间比较有统计学上的差异
（Ｐ＜０．０５）（表３，图４，图５）。

表３　Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达水平（ｘ±ｓ）

分组 ｎ Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达水平

假手术组 ５ ０．０７１±０．００７

模型对照组 ４ ０．１３１±０．０２２■

利枢针刺组 ４ ０．６４３±０．０５０▲△■◎

普通针刺组 ４ ０．５８７±０．０２０▲△■

西药灌胃组 ４ ０．２０１±０．０４５▲△

　　注：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１▲，与假手术组对比；Ｐ＜０．０１△，与模型对照组对比；Ｐ＜０．０１■，与西药灌胃组对比；Ｐ＜０．０５◎，

与普通针刺组对比

图４　Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达情况直方图
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图５　各组Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达情况

注：Ａ假手术组；Ｂ模型对照组；Ｃ利枢针刺组；Ｄ普通针刺组；Ｅ西药灌胃组

３　 讨论

“少阳主枢”理论源于《素问·阴阳离合论》中

所提及“三阳之离合也，太阳为开，阳明为阖，少阳

为枢”［１１］。结合缺血性脑中风脏腑气血阴阳失调，

直冲犯脑，所致脑脉痹阻的病机特点，课题组提出

设想，枢转气机，使气机开阖有度，调节阴阳消长，

则一切类似中风之现象，自然可得以消除。

本实验所选外关、阳陵泉二穴配伍应用，属

“同名经配穴”，为求“同气相通”，能更大程度上发

挥通利枢机、调节一身气血阴阳的作用。有研究

表明：针刺阳陵泉可促进偏瘫患者重塑脑功能，而

这一作用是通过调节运动感觉相关脑区活动达到

的［１３］。外关穴为三焦经之络穴，亦通于阳维脉，别

走心主厥阴，有“外来之物如被关卡不得入于三焦

经”之意，蔺耐荣［１４］等基于频数统计的方法总结出

外关穴有止血、疏胁理肋、疏理上肢、清头健脑等

多重作用。张贵锋等［１５］进行研究后提出对缺血性

脑卒中一病针刺外关穴后起效机制可能依靠对外

关穴主治作用相关的脑区进行激活与负激活，对

构成脑默认模式网络的脑区进行负激活从而共同

发挥作用。有学者对手足少阳经同名经穴配伍进

行ｆＭＲＩ脑功能成像研究表明，该法具有加强对运

动、平衡以及感觉等障碍治疗的作用［１６］。综上所

述，选择阳陵泉、外关二穴，以期奏“通利枢机，使

其条达，以致平和”之功。

大量临床及实验研究发现：内源性 ＮＳＣｓ具有

一定的自我更新能力［１７］。因此促进中枢神经系统

内源性 ＮＳＣｓ的分化，从而修复受损神经元是提高
缺血性中风临床疗效的关键点。研究发现，缺血

性脑中风后激活 Ｎｏｔｃｈ信号通路会促进内源性
ＮＳＣｓ增殖，并向缺血损伤部位进行迁移，从而促进
神经再生和修复［１８］。针刺可对 Ｎｏｔｃｈ信号通路产
生一定影响，从而扩增内源性 ＮＳＣｓ增殖，进而修
复缺血后相关神经功能。

从本次实验 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果来看，进行线栓
法造模的各组 Ｎｏｔｃｈ－１蛋白表达均明显

%

多，提

示脑缺血可激活 Ｎｏｔｃｈ信号通路，增强其中 Ｎｏｔｃｈ
－１蛋白的表达。与模型对照组比较，通过针刺及
西药灌胃治疗的大鼠 Ｎｏｔｃｈ－１蛋白表达水平更
高，提示通过药物或针刺干预可进一步活化 Ｎｏｔｃｈ
信号通路，从而提高 Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达水平。与西
药灌胃组及普通针刺组相比，利枢针刺法更能促

进大鼠缺血性中风后海马区域 Ｎｏｔｃｈ－１蛋白的
表达。

综上所述，利枢针刺法可改善缺血后神经功

能缺损情况及降低梗死体积，促进缺血后 Ｎｏｔｃｈ－
１蛋白的表达，其机制可能通过激活与调节 Ｎｏｔｃｈ
信号通路，促进内源性神经干细胞的增殖，从而促

进缺血后神经系统的修复与再生，达到治疗目的，

但鉴于本次实验样本量较小，所选指标较单一，二

者之间具体联系仍需后续实验反复验证。
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