
天 津 中 医 药 大 学 学 报
允燥怎则灶葬造 燥枣 栽蚤葬灶躁蚤灶 哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠 燥枣 栽则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 悦澡蚤灶藻泽藻 酝藻凿蚤糟蚤灶藻

第 33卷 第 5期
圆园14年 10月

灾燥造援33 晕燥援5
Oct援2园14

电针对缺血性中风后遗症期大鼠
脑血流量和内皮素-1的影响 *
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摘要：[目的] 观察电针对缺血性中风后遗症期大鼠脑血流量的影响并探讨其作用机制。[方法] 将 30 只
Wistar成年健康雄性大鼠，按随机数字表法分为电针组、模型组、假手术组，每组 10只。参照 Zea-Longa线拴法复
制大脑中动脉缺血模型（MCAO），MCAO 5周后为缺血性中风后遗症期大鼠模型。电针百会、水沟 2周后，应用激
光多普勒血流仪进行脑血流量的检测，免疫组化方法测定脑组织中内皮素原员（耘栽原员）含量。[结果]与假手术组比
较，模型组脑血流量降低（P约0.05）；与模型组比较，电针组脑血流量明显提高（P约0.05）。模型组 ET-1蛋白表达阳
性物质总面积高于假手术组（P约0.05）。电针组 ET-1蛋白表达阳性物质总面积有低于模型组的趋势，但两组比较
差异无统计学意义（P跃0.05）。[结论]脑缺血后，脑组织中 ET-1含量明显上升。电针有抑制 ET-1上调的趋势，提
高缺血性中风后遗症期大鼠的脑血流值。
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中风病已成为危害人类生命健康的三大杀手

之一。缺血性中风的发病率约占中风病的 75豫，且
复发率、致残率较高[1]。急性期后，多数患者遗有不
同程度的后遗症，严重影响患者的生存质量。后遗

症期的治疗，对于降低致残率，促进神经恢复具有

重要的意义。缺血性中风的发生、发展和复发与患

者的脑血流量密切相关，因此改善脑组织缺血缺氧

的状态是治疗关键[2]。内皮素（ET）是机体在严重缺
血、缺氧状态下产生的一种内源性致损伤因子，有

强烈缩血管效应，能减少血流量，参与了脑梗死的

发生发展过程[3]。以往对于脑血流、内皮素-1（ET-1）
与脑缺血关系的研究大多基于急性期，而对于后遗

症期的研究较少。本研究通过建立缺血性中风后遗

症期大鼠模型，检测大鼠脑血流量和脑组织中 ET-1
的变化，观察电针对缺血性中风后遗症期大鼠脑血

流的影响与 ET-1变化之间的关系，为中风病后期
的临床康复治疗提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 试剂和仪器

1.1.1 主要试剂 水合氯醛（分析纯）、多聚甲醛（分

析纯）等，均由天津市瑞金特化学品有限公司提供。

0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS），0.1 mol/L枸橼酸缓
冲液，打孔液，3%过氧化氢封闭液，复合消化液，分
化液，抗体稀释液，ET-1蛋白一抗（博士德生物工
程有限公司）。

1.1.2 主要仪器 DRT4激光多普勒血流仪（美国
惠普公司生产，瑞典百灵威医疗仪器中国公司代

理），脱水机、包埋机、切片机（德国 LEICA 公司生
产），微波炉（格兰仕 P7021 TP-6），隔水式电热恒温
培养箱（WMK-02 型），显微镜（OLYMPUS BX51），
数字显微照相机（OLYMPUS DP11）。
1.2 实验动物和分组

1.2.1 实验动物 三级动物（SPF）Wistar成年健康
雄性大鼠，体质量 250~280 g，由北京维通利华实验
动物技术有限公司提供，合格证号：SCXK（京）
2007-0001。
1.2.2 分组 以上大鼠 30只，按随机数字表法分
为电针组、模型组、假手术组，每组 10只。
1.3 缺血性中风后遗症期鼠模型制备 参考王新
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表 1 各组大鼠脑血流量均值比较（曾依泽） mL/min
组别 n CBF
电针组 10 437.15依 39.66#

模型组 10 286.94依120.32*
假手术组 10 442.70依113.13
注：与假手术组比较，*P约0.05；与模型组比较，#P约0.05。

表 2 各组大鼠 ET-1蛋白表达阳性物质总面积的
比较（曾依泽） 滋m2

组别 n ET-1
电针组 10 350.19依210.59
模型组 10 612.48依388.00*
假手术组 10 294.90依237.61
注：与假手术组比较，*P约0.05。

假手术组 模型组 电针组

图 1 各组大鼠大脑皮质 ET-1蛋白表达（免疫组化法伊400）

陆等[4]的方法制备缺血性中风后遗症模型。
参照 Zea-Longa线拴法[5]复制大脑中动脉缺血

模型（MCAO），大鼠麻醉清醒后，按照 Zausinger 六
分法[6]对其神经功能进行评分，去除无神经功能缺
损及病情过轻和过重的模型，即评分为 0、4和 5分
的大鼠，评分为 1、2、3分的均视为 MCAO模型成
功。MCAO 5周后为缺血性中风后遗症大鼠模型。假
手术组大鼠行相同的开颅术而不插入鱼线。

1.4 针刺取穴和方法 电针组参照《实验针灸学》[7]

的常用实验动物针灸穴位，“水沟”取穴在唇裂正

中、鼻尖下 1 mm处，平刺 5 mm；“百会”取穴在顶骨
正中，平刺 10 mm。两穴刺入后，“百会”接正极，“水
沟”接负极，采用 2/15 Hz疏密波，每日 20 min，连续
2周，中间休息 1 d。模型组和假手术组进行与电针
组相同程度的捉抓。

1.5 观察指标及方法

1.5.1 检测软脑膜脑血流值 运用激光多普勒血

流仪监测大鼠脑血流量变化。连接两个多普勒探

针，打开激光；10%水合氯醛腹腔麻醉大鼠，将颅骨
充分暴露；将探头固定于前囟处，使探头与颅骨接

触即可；开始记录血流值，待数据稳定后记录 1 min。
1.5.2 切片制备 迅速断头取脑，取右侧大脑半球

置于 4%多聚甲醛液中继续固定 24 h。常规制备脑
组织，参照包新民绘制的大鼠脑立体定位图谱取皮

层，石蜡冠状切片，厚约 5 滋m。
1.5.3 ET-1蛋白的免疫组化检测 石蜡切片脱蜡

至水，3%过氧化氢室温孵育 10 min，PBS洗 3 min伊
3次，使用枸橼酸，微波修复，自然冷却至室温。PBS
洗 3 min伊3次，用正常山羊血清封闭液，室温孵育
10 min，倾去血清，勿洗。滴加一抗，ET-1一抗比例
均为 1颐50，4 益过夜保存。0.01 mol PBS洗 3 min伊
3次，滴加生物素化山羊抗兔，37 益孵育 45 min，
0.01 mol PBS洗 3 min伊3次，滴加链酶亲合素（HRP），

37 益孵育 45 min。0.01 mol PBS洗 3 min伊3次。DAB
显色，中性树胶封片。在 400倍高倍镜下，随机选取
各组大脑皮质的 10个区域，用 HPIAS-1000彩色病
例图文分析系统进行定量分析，以 0.207 3 滋m像素
点长，在 1.219伊1.3 滋m2测量窗下，测取棕黄色反应
物的总面积来分析蛋白表达的水平。

1.6 统计学处理 采用 SPSS 18.0统计软件进行统
计学处理，计量资料用均数依标准差（曾依泽）表示。检
验数据是否属于正态分布，然后用单因素方差分析

（One-Way ANOVA）对数据进行分析，其中组间的
多重比较选择 LSD检验；若数据不符正态分布或方
差不齐，采用非参数检验对数据进行分析。P约0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 脑血流量（CBF）检测结果 见表 1。与假手术
组比较，模型组 CBF降低，差异有统计学意义（P约
0.05）；电针组 CBF 明显提高，与模型组比较，差异
有统计学意义（P约0.05）。

2.2 脑组织中 ET-1检测结果 见图 1、表 2。胞浆
内有棕黄色颗粒的为阳性细胞。在 400倍高倍镜
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下，随机选取各组大脑皮质的 10 个区域，用
HPIAS-1000 彩色病例图文分析系统进行定量分
析，以 0.207 3 滋m像素点长，在 1.219伊1.3 滋m2测量
窗下，测取棕黄色反应物的总面积来分析蛋白表达

的水平。

镜下可见棕黄色阳性物位于胞浆内，假手术组

偶见阳性细胞，染色浅；模型组见较多阳性细胞，呈

棕黄色深染；电针组阳性细胞少于模型组，染色较浅。

由表 2可知，模型组 ET-1蛋白表达阳性物质
总面积高于假手术组，两组比较差异有统计学意义

（P约0.05）。电针组 ET-1蛋白表达阳性物质总面积
有低于模型组的趋势，但两组比较差异无统计学意

义（P跃0.05）。
3 讨论

中风急性期经治疗后病情趋向稳定，进入较长

的恢复期和后遗症期，患者遗留严重残疾，生活质

量降低。因此，积极探索中风后遗症期病因机制、治

疗方法，进而帮助患者尽快恢复功能，回归社会是

当今医学领域的一个重要课题。本研究利用电针水

沟穴和百会穴，对缺血性中风后遗症模型大鼠进行

干预，探讨电针对其脑组织中 ET-1含量的影响及
其与脑血流量变化的关系。

本研究选取督脉经穴之水沟和百会，主要在于

督脉总督一身之阳脉，为阳脉之海，电针督脉经穴

可以振奋周身之阳气，疏通经络，醒脑开窍，从而达

到保护脑缺血的目的。许多学者经过实验观察证

实，水沟、百会可明确增加缺血区的脑血流供应量[8-9]。
电针刺激百会穴（2/15 Hz的疏密波）对脑缺血能产
生较好的耐受效应[10]。

ET是血管内皮细胞分泌和释放的内源性血管
收缩因子[11]。脑血管内皮细胞可产生 ET，ET受体存
在于脑干、基底节等许多重要器官。ET包括 3种异
构体 ET-1、ET-2 和 ET-3，ET-1 的缩血管作用最
强、效应最持久，对脑动脉影响较大[12-14]。生理状态
下，内皮细胞合成内皮素很少且清除速度快，故组

织中仅有少量的 ET-1蛋白表达[15-16]。
脑血流量的变化与中风患者脑组织急性期变

化、再灌注损伤及预后都有相关性。脑缺血时，血管

内皮细胞合成和释放大量的 ET-1，高浓度的 ET-1
可直接作用于内皮平滑肌细胞 ET受体，通过收缩
血管，刺激血小板黏附及自由基的释放等机制，使

血流量减少，加重脑组织的缺血、缺氧，并促使脑组

织和血管内皮细胞变性死亡[17]。

本研究运用激光多普勒血流仪监测缺血性中

风后遗症期大鼠脑血流量，发现模型组与假手术组

比较，脑血流量降低，说明脑血流下降是缺血性中

风后遗症期的病理基础。电针组与模型组相比，脑

血流量明显提高，说明电针可以提高缺血性中风后

遗症期大鼠的脑血流量。

本研究观察到，假手术组有少量的 ET-1蛋白
表达，模型组 ET-1蛋白表达阳性物质总面积高于
假手术组，说明在缺血性中风后遗症期，脑组织中

ET水平呈显著提高状态，ET活性增强，可能存在脑
血管痉挛或梗死所造成的脑缺血缺氧。电针治疗

后，ET含量均值虽然较模型组低，但是差异无统计
学意义（P>0.05）。说明电针有使缺血性中风后遗症
期大鼠 ET-1降低的趋势。电针后大鼠脑血流量的
改善可能与 ET-1降低后改善了缺血后血管收缩状
态有关。
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Effect of electroacupuncture on cerebral blood flow and secretion of ET鄄1 in rats
with ischemic stroke sequelae

WANG Juan1, LIU Jian2

（1.Tianjin University of Traditional Chinese Medicine ,Tianjin 300193, China; 2. Institute of A cupuncture, The First
Affiliated Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 300193, China）

Abstract: [Objective] To observe the effect of electroacupuncture on cerebral blood flow and secretion of ET鄄1
in rats with ischemic stroke sequelae.[Methods] Thirty healthy adult male Wistar rats were randomly divided into
electroacupuncture group, model group and sham operation group with 10 rats in each group. Referencing the Zea鄄
Longa line tied method the model of middle cerebral artery occlusion (MCAO) was reproduced. Five weeks later the
model of ischemic stroke sequelae was considered to be formed. Rats in electroacupuncture groups were punctured
on 野Baihui冶袁野Shuigou冶. Two weeks later, the Laser Doppler flow鄄meter was used to monitor the cerebral blood flow
of rats and immunohistochemical method was used for determination of the level of endothelin鄄1 (ET鄄1) in brain
tissue. [Results] Compared with the sham operation group, the cerebral blood flow was reduced in the model group
(P<0.05). Compared with model group, the cerebral blood flow was significantly increased in the EA group (P<0.05).
In the model group the total area with ET鄄1 protein expression鄄positive substance was higher than that in sham group
(P<0.05). The total area of the positive cells of ET鄄1 protein expression in the brain tissue of EA group had a lower
trend than that in the model group. But there was no significant difference between these two groups (P>0.05).
[Conclusion] After cerebral ischemia, cerebral tissue ET鄄1 levels has increased significantly. EA can inhibit the up鄄
regulation of ET鄄1 and improve the blood flow of the rats with ischemic stroke sequelae.
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