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摘要:目的 探讨针刺联合康复治疗对成年局灶性脑缺血大鼠的神经功能缺损评分及内源性神经干细胞增殖的影响。方法

 制备大脑中动脉阻塞(MCAO)模型,并将其分为模型组、康复训练组及针康组,分别于造模后24h、7d、14d、21d进行神经

功能评定和行为功能评估,同时应用Brdu免疫组化法观察再灌注损伤后大鼠神经干细胞增殖情况。结果 3组大鼠治疗后

24h神经功能评定及行为功能评估比较差异无统计学意义;随着时间的推移,第7、14、21天针康组和康复组神经功能评定及

行为功能评估与模型组比较,差异有统计学意义(P<0.05),且与治疗前比较,各组内治疗后第7天、第14天、第21天差异有

统计学意义(P<0.05)。第7天针康组和康复组Brdu阳性细胞数与模型组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。治疗后第7
天与第14天、第21天Brdu阳性细胞数比较差异有统计学意义(P<0.05)。结论 针刺加康复训练均能增加成年局灶性脑缺

血大鼠的神经功能及内源性神经干细胞的增殖。
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  脑血管病具有发病率高、死亡率高、复发率高、
致残率高的特点,它与心脏病、恶性肿瘤构成许多国

家的三大致死性疾病。缺血性脑血管病在脑血管病

中最常见,占脑血管病的70%~80%,给人类的健

康造成极大的威胁。因此,如何防治缺血性脑血管

病具有重要的临床意义。针刺在缺血性脑血管病及

其后遗症的防治中备受青睐[1],同时,康复治疗也广

泛用于改善脑梗死患者的各种功能障碍,提高患者

生活自理能力[2]。临床上常将针刺联合康复治疗用

于缺血性脑血管病。然而目前其联合治疗缺血性脑
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血管病的机制尚不清楚,本研究通过观察针刺联合

康复治疗对成年局灶性脑缺血大鼠的神经功能缺损

评分及内源性神经干细胞增殖的影响,探讨其治疗

缺血性脑血管病的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选用 Wistar大鼠200~300g,由上海斯莱克公

司提供。将大鼠随机分为模型组、康复训练组、针刺

加康复训练组,共3组,每组各14只。

1.2 大脑中动脉阻塞(MCAO)模型制备[3]

室温条件下,采用10%水合氯醛溶液,按400
mg/kg的量进行腹腔麻醉。麻醉后的大鼠仰卧固

定在手术台上,颈部备皮,常规消毒后行正中切口,
钝性分离、结扎右颈总动脉和颈外动脉,钝性分离颈

内动脉,备线并打一活结,在颈内动脉远端用微动脉

夹夹闭,在颈总动脉分叉处切一小口,将与体重相应

直径的拴线插入,收紧备线,打开动脉夹,栓线进入

颈内动脉,轻柔推进,当线端进入18~22mm感觉

有阻力时停止推送。此即在颈内动脉颅内分叉处阻

断量流入大脑中动脉的所有血液。扎紧备线,固定

缝合。手术结束后,放置于室温下苏醒,正常饮食。

1.3 治疗方法

模型组:造模后置于普通笼中饲养,不予以任何

治疗。康复训练组:造模清醒后予以转笼,网屏,转
棒等综合康复疗法。术后24h开始到21d,10min/

d,5次/周。可训练大鼠的动态平衡功能。针刺加

康复训练组(针康组):在康复训练基础上加针刺治

疗。针具选用0.35mm×25mm 华佗牌无菌针灸

针,取百会穴及百会左、右侧各旁开4mm处沿皮分

别刺入10mm,快速捻转1min后留针30min,每5
min快速捻转1次,每日1次,共治疗3周。

1.4 溴脱氧尿嘧啶核苷(Brdu)给药方法

Brdu溶于0.007mol/LNaOH生理盐水中,配
成1%的溶液,于注射前配制。采用脉冲标记法,大
鼠按每次50mg/kg的剂量,分3次腹腔注射,每8h
1次,最后1次注射后4h处死大鼠。

1.5 指标测定

神经功能评定:按Bederson等[4]制定的标准评

分分为4级。0级:未见行为缺陷;1级:前肢屈曲;2
级:侧推抵抗力下降(即侧向推力实验阳性)伴前肢

屈曲,无转圈行为;3级:同2级行为伴自发性旋转。
分别于造模后24h、7d、14d、21d进行评估。

行为功能评估:在安静的环境中进行,观察大鼠

在行为学方面的差异。分别于造模后24h、7d、14
d、21d进行评估。每项实验进行2次,取较高的分

值作为大鼠的该项得分,评分标准见表1。
表1 行为功能评分标准

分数 网屏 平衡木 抓握牵引

0 0~5s 不能维持平衡 0~2s
1 6~10s 10s一下 3~5s
2 11~14s 11~20s ≥5,无第三肢上绳

3 ≥15s 21~30s ≥5,有第三肢上绳

 注:3项行为学测定的分数相加为最终得分,总分9分。

神经干细胞增殖的观察:大鼠造模后,给予Br-
du。治疗后第24h、第7、14、21天给予肌肉注射62.
5mg/kg氯氨酮麻醉后取出大脑,分别取出含室管

膜下区(Subventricularzone,SVZ)部分,切成40

μm切片置于-20℃冰箱保存(保存液为30%甘

油,30%乙烯甘油醇,40%0.1mol/LPBS)。脑组织

切片以0.6%H2O2(TBS液,0.15mol/LNaCl,0.1
mol/LTrisHCl,pH7.5)处理30min,灭活内源性

的过氧化酶。使DNA变性,将切片置于50%for-
mamide/2×SSC(0.3mol/LNaCl,0.03mol/L枸橼

酸钠)中,65℃孵育2h,PBS冲洗3遍,去除多余抗

体,加入TRITC标记的抗大鼠二抗(1∶200),室温

下2h,PBS冲洗3遍,甘油缓冲液封片在激光共聚

焦显微镜(ZEISSLSM700)观察。

1.6 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行数据的录入及统计分

析,定量资料采用x±s表示,正态分布方差齐性的

重复测量资料均数比较,采用重复测量的方差分析,
两两比较采用SNKq检验,P<0.05表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 神经功能评定

大鼠制备 MCAO模型后均出现程度不同的神

经功能缺损,说明本次造模成功。3组大鼠治疗后

24h神经功能评定组间比较差异无统计学意义;3
组大鼠神经功能评定与治疗前组内比较,治疗后24
h、第7天、第14天、第21天差异均有统计学意义

(P<0.05~0.01);随着时间的推移,第7、14、21天

针康组和康复组神经功能评定与模型组比较,差异

有统计学意义(P<0.05),见表2。
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表2 神经功能评定(x±s)

组别 n 治疗前 24h 第7天 第14天 第21天

模型组 14 3.51±0.82 3.04±0.43* 2.74±0.58** 1.95±0.64** 1.71±0.46**

康复组 14 3.48±0.47 3.23±0.52* 1.78±0.93**##1.21±0.82**# 1.02±0.47**#

针康组 14 3.49±0.63 3.26±0.51* 1.24±0.78**##0.43±0.56**##0.24±0.56**#

        注:与治疗前比较:*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

2.2 行为学功能评定

3组大鼠治疗前及治疗后24h行为学功能评分

组间比较差异无统计学意义;三组大鼠与治疗前组

内比较,治疗后24h、第7天、第14天、第21天差异

有统计学意义(P<0.01),随着时间的推移,第7、

14、21天针康组和康复组行为学功能评分与模型组

比较,差异有统计学意义(P<0.05~0.01),见表3。

表3 行为学功能评定(x±s)

组别 例数 治疗前 24h 第7天 第14天 第21天

模型组 14 1.18±0.74 4.26±1.21** 5.48±1.53** 6.84±1.32** 7.28±1.03**

康复组 14 1.24±0.35 4.37±1.42** 6.48±1.58** 7.93±0.91**#8.48±0.89**##

针康组 14 1.20±0.68 4.53±1.52** 7.59±1.83**##8.47±1.38**##8.91±0.58**##

       注:与治疗前比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

2.3 各组SVZ区Brdu标记的阳性细胞

3组大鼠造模后24hBrdu阳性细胞数组间比

较差异无统计学意义;第14天和第21天Brdu阳性

细胞数组间比较差异无统计学意义。治疗后第7天

与第14天、第21天Brdu阳性细胞数与治疗前组内

比较差异有统计学意义(P<0.05~0.01),随着时间

的推移,第7天各组Brdu阳性细胞数达到峰值,且
针康组和康复组Brdu阳性细胞数与模型组比较,
差异有统计学意义(P<0.01),见表4。

表4 各组SVZ区Brdu标记的阳性细胞(mm-2)

组别 n 24h 第7天 第14天 第21天

模型组 14 198.32±8.43 221.34±12.35** 214.73±9.03* 167.45±10.34**

康复组 14 202±12.48 345.35±10.36##**248.34±10.26** 187.49±13.51*

针康组 14 219.46±13.54 364.74±17.36##**247.58±9.38** 182.46±16.36**

        注:与治疗前比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。

3 讨论

脑缺血是影响人类健康的重大疾病之一,临床

上脑缺血多为局灶性,以 MCAO多见[5]。为系统

研究脑缺血的生理病理变化,必须建立成功率高,重
复性好的动物模型。大鼠作为动物模型具有一下优

点[67]:易于饲养,价格低廉;纯种鼠近亲交配,基因

相似,脑血管解剖和生理机能相似;大鼠脑血管损伤

部位恒定,重复性好;大鼠耐受手术创伤,存活时间

长,利于相关病理改变过程的研究;大鼠脑血管解剖

及生理机能接近人类;大鼠脑体积大小适宜,易于病

理、生化分析。本研究选用成年 Wistar大鼠制备的

局灶性脑缺血动物模型。该模型避免了开颅对颅内

环境的影响,造模成功率高,重复性好,是目前运用

最多、最成熟的一种模型。
神经干细胞是指那些可以自我复制、能在一定

的微环境中分化为神经元、星形胶质细胞及少突胶

质细胞的一类多能干细胞。其具有以下特点[89]:①

能增殖分裂产生大量后代,包括自我复制更新和分

化;②以指数增长速度进行增殖、分裂;③具有多向

分化潜能;④损伤性信号可刺激其迁移、分化。大量

研究结果显示,成年哺乳动物的大脑皮质、海马、脑
室下区等区域都存在神经干细胞。侧脑室下区及海

马齿状回颗粒下层是成年大脑内源性神经干细胞存

在的主要区域。这两个区域起源的神经干细胞在哺

乳动物中终生存在。Brdu是一种胸腺嘧啶脱氧核

苷类似物,在细胞增殖周期可被整合到细胞核DNA
中,并可经过长距离迁移及在目的地分化,且具有不

影响细胞功能,毒性小的特点[10]。因Brdu抗体不

与胸腺嘧啶发生交叉反应,经免疫组化染色可观察

Brdu在细胞内的渗入情况,因此,采用Brdu标记神

经干细胞标记率和检测准确性都较高,是反应神经

干细胞增殖的理想指标。
本研究结果显示,局灶性脑缺血后,针康组和康

复组神经功能评定及行为学功能评分均优于模型
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组,提示针刺和康复训练能够促进成年大鼠局灶性

脑缺血后神经组织的重建,促使神经功能缺损体征

得到修复。3组大鼠Brdu阳性细胞在第7天达到

高峰,第7天后增殖细胞增长幅度降低,这与相关研

究报道的相一致[11]。这可能由于脑的神经细胞在

缺血性损伤后,能量代谢发生障碍,由于神经干细胞

参与糖代谢过程中的催化反应,所以神经干细胞的

表达增多,可以改善细胞的能量代谢,促进受损细胞

的恢复。第7天针康组和康复组Brdu阳性细胞数

均高于模型组,且针康组Brdu阳性细胞数显著高

于康复组和模型组,提示康复训练加针刺比单纯康

复训练更能刺激内源性神经干细胞的增殖,原因可

能为针刺能促进脑损伤后原位诱导内源性神经干细

胞增殖、分化,同时还具有改善脑血管循环、减轻脑

细胞缺氧、抑制损伤局灶炎症反应、改善大脑电生理

活动等功能,这些改变也进一步影响了神经干细胞

的增殖分化。
综上所述,本研究结果显示康复训练、针刺加康

复训练均能增加成年局灶性脑缺血大鼠的神经功能

及内源性神经干细胞的增殖,且以针刺加康复训练

效果更明显,且针刺加康复训练的方法不同于外源

性药物,其具有作用广泛、无不良反应的特点,故对

于诱导内源性神经干细胞增殖分化具有药物疗法不

可比拟的优越性,是一种安全有效的针对脑缺血的

方法,值得临床推广应用。
参考文献:
[1]李梦,李佩芳,罗春梅,等.刺督调神针法对大鼠脑缺血性损伤神

经修复的细胞外信号调节激酶(ERK)通路的影响[J].浙江中医

药大学学报,2013,37(4):455459.

LiM,LiPF,LuoCM,etal.Theinfluenceofneedlingthedu

meridianandregulatingthespiritacupuncturetherapyonthe

extracellularsignalregulatedkinasepathwayinratcerebralis-

chemicinjuryofneuralrepair[J].JZhejiangUnivTraditChin

Med,2013,37(4):455459.
[2]ZhangDS,LiuYL,ZhuDQ,etal.PointapplicationwithAn-

gongNiuhuangstickerprotectshippocampalandcorticalneu-

ronsinratswithcerebralischemia[J].NeurRegenRes,2015,

10(2):286291.
[3]于培兰,隋累鸣,韩松,等.小鼠大脑中动脉栓塞脑局部缺血模型

及其评价方法[J].首都医科大学学报,2010,31(5):587590.

YuPL,SuiLM,HanS,etal.Evaluationofmiddlecerebralar-

teryocclusioninducedfocalcerebralischemiamodelinmice[J].

JCapitMedUniv,2010,31(5):587590.
[4]曹云燕,蔡圣朝,崔倩倩,等.行气调神针刺疗法对缺血性脑卒中

后抑郁模型大鼠脑左前皮质及海马cAMP含量、PKA和PKC
活性的影响[J].甘肃中医学院学报,2013,30(4):14.

CaoYY,CaiSC,CuiQQ,etal.EffectsofXingqiTiaoshenacu-

puncturetherapyoncAMPcontent,PKAandPKCactivityof

leftanteriorcortexandhippocampusinischemicPSDrats[J].J

GansuCollTraditChinMed,2013,30(4):14.
[5]YanQ,RuanJW,DingY,etal.Electroacupuncturepromotes

differentiationofmesenchymalstemcells,regenerationofnerve

fibersandpartialfunctionalrecoveryafterspinalcordinjury[J].

ExpToxicolPathol,2011,63(1/2):151156.
[6]ShiHF,SongJ,YangXM.Zhichandecoctioninducesdifferen-

tiationofdopaminergicneuronsinParkinson'sdiseaseratsafter

neuralstemcelltransplantation[J].NeurRegenRes,2014,9
(9):931936.

[7]任秀君,马惠芳,图娅,等.电针对高脂血症合并脑缺血大鼠侧脑

室室管膜下区神经干细胞增殖的影响[J].针刺研究,2010,35
(3):175181.

RenXJ,MaHF,TuY,etal.Effectofelectroacupunctureon

theproliferationofstemcellsinthesubependymalzoneofthe

lateralventricleofthebraininratswithhyperlipemiaandcere-

bralischemia[J].AcupuncRes,2010,35(3):175181.
[8]ZhangK,LiuZ,LiG,etal.Electroacupuncturepromotesthe

survivalanddifferentiationoftransplantedbonemarrowmesen-

chymalstemcellspreinducedwithneurotrophin3andretinoic

acidingelatinspongescaffoldafterratspinalcordtransection
[J].StemCellRev,2014,10(4):612625.

[9]刘玉丽,李野,任路,等.深刺“环跳”穴对大鼠损伤坐骨神经的修

复作用[J].针刺研究,2014,39(2):9399.

LiuYL,LiY,RenL,etal.Effectofdeepelectroacupuncture

stimulationof"Huantiao"(GB30)onchangesoffunctionand

nervegrowthfactorexpressionoftheinjuredsciaticnerveinrats
[J].AcupuncRes,2014,39(2):9399.

[10]卓缘圆,杨卓欣,吴家满,等.电针对脾虚证幼鼠海马区神经干

细胞增殖和分化的影响[J].针刺研究,2011,36(5):327334.

ZhuoYY,YangZX,WuJM.Effectofelectroacupunctureon

differentiationandproliferationofhippocampalnervestemcells

insplenicastheniapedorats[J].AcupuncRes,2011,36(5):

327334.
[11]LiuZ,DingY,ZengYS.Anewcombinedtherapeuticstrategy

ofgovernorvesselelectroacupunctureandadultstem cell

transplantationpromotestherecoveryofinjuredspinalcord
[J].CurrMedChem,2011,18(33):51655171.

(编辑:董宇)

—35—胡科,等:针刺联合康复训练对 MCAO大鼠内源性神经干细胞增殖的影响 第1期


