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电针足三里、内关穴对大鼠缺血性损伤后神经可塑性
相关因子 GAP-43 和 SYN 的影响

张　 游,靳子言,尹亚龙,王嘉仪,吴新贵∗

(广西医科大学第一附属医院中医科,南宁　 530021)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨电针( electroacupuncture,EA)治疗足三里、内关穴对脑缺血大鼠神经可塑性因子 GAP-
43、SYN 和 MAP-2 的影响。 方法　 将 80 只大鼠按随机数字表法分为假手术组(Sham)组、EA

 

3 d 组、大脑中动脉阻

塞(middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion,MCAO)3 d 组、EA
 

14 d 组、MCAO
 

14 d 组,每组 16 只。 除 Sham 组外,其余组采用

Longa 线栓法构建 MCAO 大鼠模型,EA 组术后每日治疗“足三里”和“内关”穴 20
 

min。 平衡木试验评估大鼠运动

功能,Western
 

blot 法检测梗死对侧大脑皮层中神经可塑性因子 GAP-43、SYN 蛋白的表达,实时荧光定量 PCR 法检

测 GAP-43、SYN
 

mRNA 的表达,免疫荧光法检测 GAP-43 / MAP-2、SYN / MAP-2 的共定位表达。 结果　 与 Sham 组相

比,MCAO 组在各时间点平衡木试验评分显著升高(P<0. 05),MCAO
 

3 d 组(P<0. 05)和 14 d 组(P<0. 05)的 GAP-
43、SYN

 

mRNA 表达均显著降低,MCAO
 

14 d 组(P<0. 05)的 SYN / MAP-2 共定位平均光密度表达显著减少,GAP-43
和 SYN 蛋白表达在 MCAO

 

3 d 组和 14 d 组均未见明显差异;与 MCAO 组相比,EA 组在 1
 

d、3
 

d、7
 

d 时平衡木试验评

分未见明显差异,14
 

d 时平衡木试验评分显著降低(P<0. 05),与 MCAO
 

3 d 组相比,EA
 

3 d 组 GAP-43、SYN
 

mRNA
的表达均显著升高(P<0. 05),与 MCAO

 

14 d 组相比,EA
 

14 d 组的 GAP-43、SYN
 

mRNA 表达均显著增加(P<0. 05),
以及 GAP-43 和 SYN 蛋白表达均显著增加(P<0. 05),GAP-43 / MAP-2、SYN / MAP-2 的共定位平均光密度均显著增

加(P<0. 05)。 结论　 EA 刺激“足三里”和“内关”穴可改善缺血性损伤后运动功能,其机制可能与促进神经可塑性

因子的表达来诱导轴突萌发,进而激活损伤后的神经可塑性有关。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

electroacupuncture ( EA) at
 

Zusanli
 

and
 

Neiguan
 

points
 

on
 

neuroplasticity
 

factors
 

GAP-43,
 

SYN
 

and
 

MAP-2
 

in
 

cerebral
 

ischemic
 

rats.
 

Methods　 Eighty
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

Sham,
 

EA
 

3 d,
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion(MCAO)3 d,
 

EA
 

14 d,
 

and
 

MCAO
 

14 d
 

groups
 

by
 

a
 

random
 

number
 

table
 

with
 

16
 



rats
 

per
 

group.
 

Except
 

for
 

the
 

Sham
 

group,
 

a
 

permanent
 

MCAO
 

rat
 

model
 

was
 

established
 

using
 

the
 

Longa
 

thread
 

embolization
 

method
 

.
 

The
 

EA
 

group
 

was
 

treated
 

at
 

Neiguan
 

and
 

Zusanli
 

points
 

for
 

20
 

min
 

daily
 

after
 

surgery.
 

The
 

motor
 

function
 

of
 

rats
 

was
 

assessed
 

by
 

the
 

balance
 

beam
 

test,
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

neuroplasticity
 

factors
 

GAP-43
 

and
 

SYN
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

contralateral
 

to
 

the
 

infarct
 

was
 

assessed
 

by
 

Western
 

blot.
 

mRNA
 

expression
 

of
 

GAP-43
 

and
 

SYN
 

was
 

assessed
 

by
 

Real-time
 

quantitative
 

PCR,
 

and
 

colocalized
 

expression
 

of
 

GAP-43 / MAP-2
 

and
 

SYN / MAP-2
 

was
 

determined
 

by
 

immunofluorescence.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
 

the
 

MCAO
 

group
 

had
 

significantly
 

higher
 

balance
 

beam
 

test
 

scores
 

at
 

each
 

time
 

point(P<0. 05),
 

GAP-43
 

and
 

SYN
 

mRNA
 

expression
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

MCAO
 

3 d(P<
0. 05)and

 

14 d(P<0. 05)
 

groups,
 

a
 

significantly
 

reduced
 

SYN / MAP-2
 

colocalized
 

mean
 

optical
 

density
 

was
 

found
 

in
 

the
 

MCAO
 

14 d
 

group(P<0. 05),
 

and
 

GAP-43
 

and
 

SYN
 

protein
 

expression
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

in
 

MCAO
 

3 d
 

and
 

14
d

 

groups.
 

Compared
 

with
 

the
 

MCAO
 

group,
 

no
 

significant
 

differences
 

were
 

seen
 

in
 

balance
 

beam
 

test
 

scores
 

at
 

1,
 

3,
 

and
 

7
 

days
 

in
 

the
 

EA
 

group,
 

and
 

the
 

balance
 

beam
 

test
 

scores
 

were
 

significantly
 

lower
 

at
 

14
 

days(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

MCAO
 

3 d
 

group,
 

GAP-43
 

and
 

SYN
 

mRNA
 

expression
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

EA
 

3 d
 

group (P < 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

MCAO
 

14 d
 

group,
 

GAP-43
 

and
 

SYN
 

mRNA
 

expression
 

was
 

significantly
 

increased(P<0. 05) GAP-43
 

and
 

SYN
 

protein
 

expression
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

EA
 

14 d
 

group(P<0. 05),
 

and
 

the
 

colocalized
 

mean
 

optical
 

density
 

of
 

GAP-43 / MAP-2
 

and
 

SYN / MAP-2
 

were
 

significantly
 

increased (P< 0. 05).
 

Conclusions 　 EA
 

stimulation
 

of
 

Zusanli
 

and
 

Neiguan
 

points
 

improves
 

motor
 

functions
 

after
 

ischemic
 

injury,
 

and
 

the
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

promoting
 

expression
 

of
 

neuroplasticity
 

factors
 

to
 

induce
 

axon
 

sprouting
 

and
 

activating
 

neuroplasticity
 

after
 

injury.
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　 　 从全球范围来看,脑卒中是造成死亡和残疾的

主要原因,每年都需要花费大量的医疗费用用于护

理与治疗[1] 。 缺血性卒中是最常见的脑卒中类型,
占脑卒中的 87%,出血性卒中仅占 13%[2] 。 在缺血

性卒中时,可以观察到多种病理生理变化,包括脑

水肿、神经元丢失和神经可塑性改变等[3] 。 神经可

塑性在改善神经功能障碍中起着重要作用,已成为

缺血性脑卒中治疗的重要靶点[4] 。 神经可塑性是

指在未受损神经元和变性神经元之间,通过功能重

组和重建新的神经连接来补偿损伤,包括关键生长

因子的表达、突触和树突的生长、轴突重塑和血管

新生[5] 。 生长相关蛋白 43 ( GAP-43 ) 和突触素

(SYN)是两类典型的神经可塑性蛋白[6] 。 GAP-43
是脊椎动物轴突生长与再生的经典分子标记,上调

后可以促进神经元的生长、发育、神经再生和突触

重建[7] 。 SYN 可作为突触发生的可靠指标,其表达

水平可以反映突触的密度[8] 。 此外,微管相关蛋白

2(MAP-2)与缺血性脑损伤有密切关系,可作为损

伤后剩余神经元中轴突和树突代偿性重建的指

标[9] 。 电针( electroacupuncture,EA) 是我国中医学

的重要组成部分之一,其治疗缺血性卒中有一定的

积极作用,可改善神经功能障碍[10] ,但其作用机制

尚不明确。 本研究旨在探讨 EA 对脑缺血大鼠神经

可塑性因子 GAP-43、SYN 和 MAP-2 的影响,以期为

缺血性卒中的治疗提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 挑选 SPF 级健康雄性 SD 大鼠 80 只,8 ~ 9 周

龄,平均体重(280±50)g,购自广西医科大学实验动

物中心[SCXK(桂)2020-0002],均饲养于广西医科

大学动物实验中心动物房[SYXK(桂)2020-0003],
规律摄水、摄食,环境温度(24±4)℃ ,平均相对湿度

55%,明暗交替 12
 

h / 12
 

h。 实验方案得到广西医科

大学动物伦理委员会的许可(202103020),并按 3R
原则给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 兔抗 GAP-43 抗体、小鼠抗 SYN 抗体(Sigma 公

司,批号:3510861、128097);抗 MAP-2 抗体(武汉塞

维尔生物科技有限公司,批号,39317041205);山羊

抗兔二抗、山羊抗小鼠二抗 ( Elabscience 公司,批

号: N2IJ8QLTCV、 FZSPC3WQFI ); GAP-43、 SYN 和

β-actin 引物(武汉塞维尔生物科技有限公司);Alexa
 

Fluor
 

594 偶联驴抗兔抗体、Alexa
 

Fluor
 

488 偶联山羊抗

兔抗 体、 Alexa
 

Fluor
 

488 偶 联 山 羊 抗 小 鼠 抗 体

(invitrogen 公司, 批号: 2313074、 2284595、 2379467);
Alexa

 

Fluor
 

594 偶联山羊抗小鼠抗体(武汉塞维尔

生物科技有限公司,批号:157633)。 针灸针(苏州

市华佗医疗用品有限公司,规格:0. 25
 

mm×1. 3
 

mm、
0. 25

 

mm× 2. 5
 

mm);电子针疗仪(中国苏州医疗用
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品厂有限公司,型号:SDZ-II);垂直电泳系统( bio-
rad 公司,货号:1645052);荧光定量 PCR 仪(bio-rad
公司,型号: CFX);荧光显微镜 (日本 Olympus 公

司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

　 　 将 80 只大鼠按随机数字表法分为假手术

(Sham) 组、 电针 ( EA) 3 d 组、 大脑中动脉阻塞

(MCAO)3 d 组、EA
 

14 d 组、MCAO
 

14 d 组,每组 16
只。 整个实验分组如图 1 所示。

图 1　 实验分组和干预方案

Figure
 

1　 Experimental
 

grouping
 

and
 

intervention
 

protocol

1. 3. 2　 造模方法

　 　 根据之前的研究,通过改良 Longa 线栓法诱

导[11]建立大鼠 MCAO 模型。 每只大鼠在手术前禁

食不禁水 12
 

h,随后麻醉方式选用腹腔注射氯胺酮

(60
 

mg / kg)和甲苯噻嗪(8
 

mg / kg);使用线栓阻塞

右侧大脑中动脉( MCA),固定线栓后逐层缝合切

口。 术后使用电烤灯照射大鼠,维持体温在 35 ~
37℃之间。 对于 Sham 组,仅切开颈前皮肤,随后缝

合切口。 在大鼠手术苏醒后 24
 

h 内, 参考改进

Bederson
 

4 分 5 级法[12] :0 分,无神经功能缺损症

状;1 分,左侧肢体疼痛刺激后收缩现象消失,轻度

神经功能缺损;2 分,向左倾倒或转圈,中度神经功

能缺损;3 分,向病灶对侧跌倒,提尾时左上肢屈曲

抱胸,不能向前伸直,重度神经功能缺损;4 分,不能

自行行走、意识水平下降。 选择 Bederson 评分为 1
~ 3 分的大鼠入组,剔除评分为 0 分、 4 分的 SD
大鼠。
1. 3. 3　 干预方法

　 　 在 MCAO 术后 24
 

h 行 EA 治疗,使用异氟烷气

体麻醉大鼠,随后将大鼠固定于鼠架上,使用电子

针疗仪刺激大鼠双侧肢体的足三里( ST36)和内关

(PC6) 穴, 电流强度为 1 ~ 2
 

mA, 疏密波频率为

2 / 10
 

Hz,每天 20
 

min。 Sham 组、MCAO 组的大鼠仅

被麻醉后固定,不进行 EA 治疗。
1. 3. 4　 样本采集

　 　 MCAO 组和 EA 组分别在 3
 

d 和 14
 

d 处死大

鼠,Sham 组在 14
 

d 时处死取材。 使用 1%戊巴比妥

钠(0. 35
 

mL / 100
 

g)过量麻醉处死大鼠,随后按随机

数字表法抽取大鼠:11 只大鼠用 0. 01
 

mol / L
 

PBS 从

心尖处灌注,见右心房流出清亮液体后,立即开颅

取梗死对侧大脑皮层,并置于-80℃ 冰箱保存,6 只

用于 Western
 

blot 检测,5 只用于实时荧光定量 PCR
检测;5 只大鼠用 0. 01

 

mol / L
 

PBS 行心脏灌注,见流

出液体未见明显血液,随后用 4% 多聚甲醛灌注

400
 

mL,迅速断头后取梗死对侧大脑皮层,浸泡于

4%多聚甲醛中 12
 

h 以上,蔗糖梯度脱水后常规

OCT 包埋,每片切片厚度为 10
 

μm,置于 4%冰箱中

保存,用于免疫荧光法检测。
1. 3. 5　 观察指标及检测方法

　 　 (1)平衡木试验

平衡木测试,也称为行走测试,大鼠被训练在

一根长 1750
 

mm、宽 19
 

mm 的木质横梁上行走,横
梁高出地面 1

 

m,用于评估精细运动的协调。 在

MCAO 诱导后,根据以下评分系统[13] 评估木梁行走

的表现:0 分,稳定平衡姿势并通过横梁;1 分,紧抓

平衡木边缘后通过横梁;2 分,紧抱平衡木,一肢体

从平衡木垂落,随后通过横梁;3 分,紧抱平衡木,二
肢体从平衡木垂落或在平衡木上旋转 ( > 60

 

s);
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4 分,试图在平衡木上平衡但跌落( >40
 

s);5 分,试
图在平衡木上平衡但跌落( >20

 

s);6 分,跌落,未尝

试在平衡木上平衡( <20
 

s)。 每只老鼠的行为在每

个时间点被评估,并记录得分。
(2)Western

 

blot 法
蛋白质印迹检测突触可塑性相关蛋白。 从

-80℃ 冰箱取出脑组织样本,将脑组织切成合适大

小后与蛋白裂解液混匀,并研磨成匀浆状,随后放

置于 4℃低温离心机中 12
 

000
 

r / min,30
 

min,收集蛋

白上清液;各组的蛋白浓度使用 BCA 法进行检测,
然后将等量的蛋白质上样至 10%凝胶中进行电泳、
转膜,5%BSA 溶液中室温封闭 1

 

h,4℃ 冰箱中孵育

一抗过夜(12 ~ 14
 

h),一抗为 GAP-43(1 ∶500),SYN
(1 ∶500),GADPH(1 ∶1000),β-actin(1 ∶1000),隔日

取出条带浸泡于 TBST 中漂洗 3 次,加入相对应的

二抗 ∶山羊抗兔(1 ∶2000)、山羊抗小鼠(1 ∶5000)二

抗,在 37℃ 下孵育 1
 

h,使用化学发光法检测条带,
通过 Image

 

J 软件分析蛋白条带的灰度值,GAP-43
蛋白以 GADPH 为内参,SYN 以 β-actin 为内参,计
算相对表达量。

(3)实时荧光定量 PCR
取出 1. 3. 4 中脑组织,按试剂盒说明书步骤提

取总 RNA,随后使用分光光度计测定浓度,将各组

RNA 使用试剂盒反转录为 cDNA,随后设置 PCR 扩

增程序。 热循环条件为:95℃预变性 30
 

s;95℃15
 

s,
60℃30

 

s 循环 40 次。 根据以上测得 Ct 值后,再以

2-△△Ct 计算每组样品中 mRNA 相对表达量。 引物序

列详见表 1。

表 1　 PCR 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
 

for
 

PCR
引物名称

Primer
 

name
引物序列(5’ -3’)

Primer
 

sequence
GAP-43 F:ATGCTGTGCTGTATGAGAAGAACC

R:CATCAGCAACGGGAGCATC
SYN F:GGATGGGCAAGGTCAAGGTA

R:TCTGGACACGCACATCGTATTT
β-actin F:TGCTATGTTGCCCTAGACTTCG

R:GTTGGCATAGAGGTCTTTACGG

(4)免疫荧光法

从 4%冰箱中取出切片,将切片在 85℃ 柠檬酸

盐缓冲液(0. 01
 

mol / L,pH = 6. 0)中预热 5
 

min,以进

行抗原修复。 然后用 5%的牛血清白蛋白( BSA)在

室温下封闭 1
 

h。 将切片与一抗在 4℃ 下孵育过夜:
兔抗 GAP-43 和小鼠抗 MAP-2 的混合物(1 ∶ 400);
以及小鼠抗 SYN 和兔抗 MAP-2 的混合物(1 ∶400)。
第二天取出切片,用 TBST 洗 3 次,每次 5

 

min。 然

后与相对应的二抗在室温下孵育 1
 

h:Alexa
 

Fluor
 

594 结合的驴抗兔 IgG(1 ∶500)和 Alexa
 

Fluor
 

488 结

合的山羊抗兔 IgG ( 1 ∶ 500) 的混合物;以及 Alexa
 

Fluor
 

594 结合的驴抗小鼠 IgG ( 1 ∶ 500) 和 Alexa
 

Fluor
 

488 结合的山羊抗小鼠 IgG(1 ∶500)的混合物。
阴性对照用 0. 01M

 

PBS 孵化以替代一抗。 然后用

40,6-二脒基-2-苯基吲哚 ( DAPI) 在室温下孵育

15
 

min,封片后使用荧光显微镜检测共定位平均光

密度,每张切片采集三个视野,并取平均值。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均采用 SPSS
 

23. 0 软件进行处理,计
量数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 多组间的差

异比较通过单因素方差分析(ANOVA)进行,然后组

间多重比较采用 LSD-t 法检验,若不满足正态分布,
采用 Tamhane 的多重比较检验。 P<0. 05 为差异具

有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠平衡木试验评分的比较

　 　 与 Sham 组相比,MCAO 术后各时间点平衡木

试验评分均显著升高(P<0. 05),MCAO 模型制备成

功;MCAO 组和 EA 组在术后 1
 

d、3
 

d 和 7
 

d 时平衡

木试验评分差异无统计学意义,但术后 14
 

d 时,EA
组平衡木试验评分较 MCAO 组显著降低 ( P <
0. 05),见图 2A、2B。
2. 2　 神经可塑性相关蛋白 GAP-43 和 SYN 的表达

　 　 如图 3A、3C 所示,与 MCAO
 

14 d 组相比,EA
 

14 d 组的 GAP-43 蛋白表达水平显著增加 ( P <
0. 05),其余各组未见明显差异。 如图 3B、3D 所示,
EA

 

14 d 组的 SYN 蛋白表达水平显著高于 MCAO
 

14 d 组(P<0. 05),其余各组未见明显差异。
2. 3　 GAP-43 和 SYN

 

mRNA 的表达

　 　 如图 4A 所示,与 Sham 组相比,MCAO
 

3 d 组(P
<0. 05)和 MCAO

 

14 d 组(P<0. 05)的 GAP-43 蛋白

表达均显著降低;EA 组的 GAP-43 蛋白表达在 3
 

d
(P<0. 05)和 14

 

d(P<0. 001)时均显著高于 MCAO
组。 如图 4B 所示,与 Sham 组相比,MCAO

 

3 d 组(P
<0. 001)和 14 d 组(P<0. 001)的 SYN 蛋白表达均

显著降低,与 MCAO 组相比,EA
 

3 d 组的 SYN 蛋白

表达显著高于 MCAO
 

3 d 组(P<0. 01),EA
 

14 d 组

的 SYN 蛋白表达显著高于 MCAO
 

14 d 组 ( P <
0. 001)。
2. 4　 GAP-43 和 SYN 蛋白与轴突发芽的关系

　 　 如图 5 所示,EA
 

14 d 组的 GAP-43 / MAP-2 共定
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注:与 Sham 组比较,###P<0. 001;与 MCAO 组比较,∗∗∗P<0. 001。

图 2　 脑缺血损伤后各组不同时间点平衡木试验评分比较( 􀭰x±s,n= 16)
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,###P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

MCAO
 

group,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

balance
 

beam
 

test
 

scores
 

between
 

groups
 

at
 

different
 

time
 

points
 

after
 

cerebral
 

ischemic
 

injury

注:与 MCAO
 

14
 

d 组比较,∗P<0. 05。

图 3　 各组大鼠梗死对侧皮层神经可塑性蛋白表达比较( 􀭰x±s,n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

MCAO
 

14
 

d
 

group,∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

neuroplasticity-related
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

contralateral
 

cortical
 

layers
 

of
 

infarcts
 

in
 

various
 

groups
 

of
 

rats

注:与 Sham 组比较,#P<0. 05,###P<0. 001;与 MCAO
 

3
 

d 组比较,△P<0. 05,△△P<0. 01;与 MCAO
 

14
 

d 组比较,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 各组大鼠 GAP-43 和 SYN
 

mRNA 表达比较( 􀭰x±s,n= 5)
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,#P< 0. 05,### P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

MCAO
 

3
 

d
 

group,△P< 0. 05,△△P< 0. 01.
 

Compared
 

with
 

MCAO
 

14
 

d
 

group,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

GAP-43
 

and
 

SYN
 

mRNA
 

expression
 

in
 

various
 

groups
 

of
 

rats
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注:与 Sham 组比较,##P<0. 01;与 MCAO
 

14
 

d 组比较,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。

图 5　 各组大鼠 GAP-43 / MAP-2 和 SYN / MAP-2 共定位平均光密度比较( 􀭰x±s,n= 5)
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

MCAO
 

14
 

d
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

mean
 

optical
 

density
 

of
 

GAP-43 / MAP-2
 

and
 

SYN / MAP-2
 

co-localization
 

in
 

various
 

groups
 

of
 

rats

位平均光密度显著高于 MCAO
 

14 d 组(P<0. 05)。
与 Sham 组相比,MCAO

 

14 d 组的 SYN / MAP 共定位

平均光密度显著降低(P<0. 01),而 EA 干预逆转了

这种变化,EA
 

14 d 组的 SYN / MAP 共定位平均光密

度显著高于 MCAO
 

14 d 组(P<0. 001)。

3　 讨论

　 　 缺血性卒中开始于大脑某一个区域的急性缺

血,进而影响所有细胞因子,如血管(内皮细胞、周
细胞)、神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、小胶

质细胞和室管膜细胞,并诱导发生不同程度的损伤

反应[14] 。 在缺血性脑卒中治疗中,快速恢复脑血流

是治疗的首要目标和前提。 组织型纤溶酶原激活

剂(t-PA)是美国食品和药物管理局批准的唯一治

疗急性缺血性脑卒中的药物,但由于 t-PA 治疗窗口

狭窄,仅能在发病后 4. 5
 

h 内使用,且 t-PA 可能导

致卒中后再灌注损伤[15] 。 因此,寻求改善缺血性卒

中的治疗方法已成为人们关注的焦点。

中医认为缺血性脑卒中属于“中风” “眩晕”的

范畴,现代中医认为,由于“情志失调、饮食失节、劳
逸失度”等原因,导致风、火、痰、毒等致瘀因素侵犯

脑室,阻滞血络或气血虚损不能上荣脑窍而导致中

风[16] 。 EA 是传统针灸和现代科技结合起来的一种

治疗方法,它具有操作简便、适用范围广、无明显副

作用等优点。 多项研究表明,EA 能明显减轻缺血

性脑卒中患者的炎症水肿、继发性疼痛,增加脑血

流和改善日常生活能力,并与其他康复治疗相配合

可取得较好的疗效[17] 。 足三里穴归足阳明胃经,为
下合穴、胃经合穴,脾胃为气血生化之源、气机升降

之枢纽,胃经为多气多血之经,该穴具有调和气血

及强健脾胃的作用,临床上常用于治疗包含现代脑

梗死概念下的中风、痿证、痹证、厥证等疾病[18] ;内
关穴为八脉交会穴、手厥阴心包经之络穴,络手少

阳三焦经,故刺之可疏通两经经气,通调三焦之气,
调理气血,疏布津液,宁心安神,理气止痛[19] 。 《针

灸甲乙经》言:“人失智,内关主之”。 两个穴位一阴
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一阳,一升一降,为调节气机、醒神开窍之要穴。 本

研究特选用“足三里”与“内关”穴结合,观察 EA 对

缺血性脑卒中后的神经保护作用。
实验结果显示,MCAO 模型大鼠经电针刺激足

三里穴后可显著改善神经功能障碍,如提高瘫痪肢

体运动功能[20] ,以及在大脑内的神经恢复上表现出

了明显的效果,如促进神经再生、激活神经营养因

子释放等[21] ;在临床治疗上,电针治疗中风后肢体

痉挛[22]和松弛性瘫痪[23] ,有明显的改善作用。 本

研究采用平衡木试验对缺血性卒中大鼠运动功能

进行评估,发现 EA 组与 MCAO 组在 1
 

d、3
 

d、7
 

d 时

间点均无显著性差异,直至 EA 治疗 14
 

d 时,平衡木

试验评分显著低于 MCAO 组,说明 EA 治疗的疗效

能随着缺血性卒中病程的延长而逐渐提高,其中恢

复期疗效最显著。 此外,有研究发现,中风后的肢

体痉挛及运动恢复可能与神经可塑性有关[24] 。
众所周知,大脑运动皮层包含直接投射至脊髓

的神经元,可刺激躯体运动神经元并控制相关肢体

肌肉运动。 以前的研究显示脑缺血后神经功能恢

复与神经可塑性有关,包括轴突的萌发和重塑、轴
突生长、 突触蛋白增加以及皮质脊髓束侧支形

成[25] 。 对 MCAO 大鼠运动功能恢复的研究表明,运
动功能的改善归因于神经突触的可塑性,突触的增

加对运动功能的恢复起着至关重要的作用[26] 。
GAP-43、SYN 在缺血性卒中后梗死对侧皮质的的表

达与突触、突触传递及神经可塑性激活有关[27] 。
GAP-43 是神经营养素依赖性膜结合磷酸化蛋白,广
泛分布于脑、小脑、海马、脊髓、背根神经节、自主神

经系统以及中枢神经系统损伤后可塑性区域的轴

突。 研究表明,GAP-43 的浓度升高可能与神经轴突

可塑性有关[7] 。 HDAC 抑制剂促进组蛋白乙酰化,
诱导 GAP-43 表达增加,梗死区轴突再生增加[28] 。
SYN 是突触小泡内的蛋白质,它能诱导突触小泡激

活,并在胞吐过程中形成融合孔。 SYN 的分布及密

度可间接反映突触数量及传递效率,以及缺血性脑

损伤后神经可塑性的激活[8] 。 在本研究中,与 Sham
组相比,MCAO 组的 GAP-43 和 SYN

 

mRNA 表达在

3
 

d 和 14
 

d 时均显著下降,但 EA 干预可逆转这种改

变,与 MCAO 相比,EA 组的 GAP-43 和 SYN
 

mRNA
表达在 3

 

d 和 14
 

d 时均显著增加,同时,EA
 

14 d 组

的 GAP-43 和 SYN 蛋白的表达显著高于 MCAO
 

14 d
组。 提示 EA 治疗可通过促进突触可塑性相关因子

GAP-43 和 SYN 的表达改善缺血性卒中的神经功能

障碍,为后续的神经再生创造良好的环境。
神经可塑性是指神经系统因环境变化而发生

结构和功能改变的能力,如脑缺血损伤后突触重组

和轴突萌发等,这与神经功能恢复密切相关[5] 。 轴

突再生在缺血性卒中后神经元再生过程中起着重

要作用,如萌芽、生长、延伸、再联系等[29] 。 缺血性

卒中后轴突萌发部位及其在神经功能恢复中的作

用可能与梗死灶的大小有关,在中小型梗死中,在
梗死周围皮质中,从运动区到躯体感觉区、运动前

区、前额叶区和关联区可见新生神经细胞数量显著

增加[30] ;在较大的梗死中,梗死侧大脑皮质有大量

神经细胞缺失, 而梗死对侧的皮质出现轴突萌

发[31] 。 研究还显示,大脑健侧皮质的神经元可以把

轴突延伸至受损区域, 从而有助于恢复运动功

能[32] 。 在 MCAO 模型大鼠中,健侧前肢对患侧前肢

有代偿性作用,并发现梗死对侧同部位的大脑皮质

出现大量轴突萌芽、 树突生长及突触增殖[33] 。
MAP-2 选择性地集中在神经元和树突中,在维持细

胞分化、轴突运输以及神经结构和功能可塑性方面

发挥着关键作用[9] 。 研究表明,缺血性脑损伤后,
氨基胍可通过提高 MAP-2 的表达促进神经元树突

和轴突发芽[34] 。 在本研究中,通过免疫荧光分析发

现,EA 在干预 14
 

d 后, GAP-43 / MAP-2 和 SYN /
MAP-2 的共定位平均光密度均显著高于 MCAO

 

14 d 组,提示 GAP-43 和 SYN 蛋白可能参与了损伤

后代偿性轴突发芽反应。
综上所述,EA 刺激“足三里”和“内关穴”对脑

缺血性损伤大鼠神经功能障碍有明显的改善作用,
这与我们先前的研究相稳合[35] ,通过进一步研究发

现其作用机制可能是通过上调神经可塑性因子

GAP-43 和 SYN 的表达促进轴突萌芽,激活损伤后

代偿性神经重塑。
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