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电针对局灶性脑梗死大鼠ＮｏｇｏＡ及其受体ＮｇＲ和运动诱发电位的影响
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　　［摘要］　目的　观察电针对局灶性脑梗死大鼠运动诱发电位和梗死周围组织神经抑制因子 ＮｏｇｏＡ及其受体 ＮｇＲ
等的影响，探讨电针治疗脑梗死的机制。方法 　将３６只成年ＳＤ大鼠，分为正常对照组、模型组和电针组（每组１２只）。
电针组和模型组按照改进后的Ｌｏｎｇａ的方法制作大脑中动脉闭塞模型。正常组和模型组不做任何治疗，电针组在造模成
功后第１天进行电针治疗。３组均在造模后１ｄ和１４ｄ进行运动诱发电位（ＭＥＰ）检测，１４ｄ时进行ＨＥ染色和Ｎｉｓｓｌ染色
观察大鼠脑组织病理变化，免疫组化染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ在脑组织内的表达。结果 　１４ｄ时，电针
组ＭＥＰＮ１波的潜伏期（１５．３８±１．５８）ｍｓ和Ｎ２波的潜伏期（３３．６０±３．５８）ｍｓ较模型组Ｎ１波的潜伏期（２１．２８±４．００）ｍｓ
和Ｎ２波的潜伏期（４１．７８±３．０７）ｍｓ明显好转（Ｐ＜０．０１）；ＨＥ染色结果显示，电针组脑组织较模型组梗死区域的神经细
胞病变程度明显改善；Ｎｉｓｓｌ染色结果显示，电针组的 Ｎｉｓｓｌ小体数目较模型组增多，肿胀的神经细胞内可见 Ｎｉｓｓｌ小体分
布；免疫组化检测结果显示，电针组的ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ的表达较模型组明显减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果显示，电针组ＮｏｇｏＡ蛋白（２２．４５±０．９５）％和 ＮｇＲ蛋白（２６．７６±１．１４）％较模型组［ＮｏｇｏＡ蛋白（４３．７５±６．２１）％，
ＮｇＲ蛋白（５４．５０±５．００）％］明显减少（Ｐ＜０．０１）。结论 　电针能明显改善急性脑梗死大鼠的神经传导通路，改善梗死区
组织病理表现，减少ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ在脑组织内的表达，促进神经功能缺失症状的恢复。
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　　脑卒中是严重危害人类生命的三大疾病之一，具
有发病率高，致残率高和病死率高的特点，是中老年人

的常见病和多发病，而脑缺血性脑梗死则占脑卒中的

７０％以上。与西医学限制脑梗死体积和挽救缺血组织
的超早期治疗不同，针刺作为中国传统的脑梗死康复

手段，不仅临床疗效肯定，而且治疗时间窗长，在脑梗

死后数小时、数天、数周、甚至数月仍然有效。近年来

许多研究表明，针刺对于人及动物模型的大脑缺血性

损伤具有显著保护和治疗作用［１－２］，但其具体作用机

制不完全清楚。有研究显示电刺激能够阻止神经抑制

因子ＮｏｇｏＡ及其受体ＮｇＲ的表达而促进神经轴突的
生长和连接［３］。在此基础上，本研究主要观察电针对

脑梗死大鼠脑诱发电位、脑组织病理学和神经抑制因

子ＮｏｇｏＡ及其受体 ＮｇＲ表达的影响，旨在为探讨电
针治疗脑梗死的可能作用机制提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　动物分组和造模
　　清洁级成年ＳＤ大鼠３６只，体质量为２５０～３００ｇ，由第三
军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。将

３６只大鼠分为正常对照组、模型组和电针组（每组１２只）。在
自然条件下，喂以固定饲料，自由饮水。

　　用１０％水合氯醛（０．３５ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射麻醉大鼠，仰
卧固定。切开颈部正中偏右约１．５ｃｍ长的皮肤，先找到颈总
动脉，用玻璃分针分离干净，注意仔细分离迷走神经，然后在颈

总动脉近心处挂线以便于继续分离。然后依次分离右侧颈总

动脉（ＣＣＡ）、颈外动脉（ＥＣＡ）和颈内动脉（ＩＣＡ）。在颈外动脉
距分叉约５ｍｍ处挂线并结扎颈外动脉。牵拉颈外动脉断端进
一步分离清楚颈内动脉，用大鼠动脉夹夹住颈总动脉近心端和

颈内动脉靠近颈总动脉分叉处，然后在颈总动脉上剪一小口，

将制好的线栓经切口插入颈内动脉，穿过颈总动脉分叉处时将

预先挂于颈总动脉的挂线打１个单结，然后移去夹在颈内动脉
上的动脉夹，将线栓缓慢地向颈内动脉的方向推进 １９～
２１ｍｍ，微遇阻力时停止，此时即停止插线。２ｈ后定时实行再
灌注，最后清理并缝合切口。造模后，参照 Ｌｏｎｇａ评价的方法，
评分为１～３分者为成功模型，进行实验。

１．２　主要试剂和仪器
　　神经抑制因子ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ抗体（北京博奥森生物技术
有限公司），ＨＲＰ标记的二抗（北京康为生物试剂公司），即用
型ＳＰ试剂盒和 ＤＡＢ显色剂（北京中杉金桥生物试剂公司），
胶片（柯达公司），神经电生理检测仪（ＰＯＷＥＲ／ｌａｂ／１６ＳＰ，澳大
利亚），电生理图像分析系统（Ｓｃｏｐｅｖ３．７．１，澳大利亚），脑立体
定向仪（ｓｔ７，日本），石蜡切片机（ＬｅｉｃａＳＭ２０００Ｒ），数码显微照
相系统（ＬｅｉｃａＤＭＬＢ２），牙科钻、电子天平、双蒸水仪器、电泳
仪、离心机等（由第三军医大学大坪医院野战外科研究所提

供）。电针综合治疗仪（四川医疗器械厂），毫针（３２号１寸，华
佗牌）。

１．３　电针治疗
　　造模成功后，电针组参照《实验针灸学》刺激功能缺失侧
“合谷”、“曲池”穴，１次／ｄ，每次３０ｍｉｎ，共１４ｄ；正常组和模型
组不做任何治疗。刺激参数：选用频率５～１０Ｈｚ，强度为２ｍＡ，
疏密波。强度以老鼠肢体轻微颤动，不出现强烈挣扎嘶叫

为宜。

１．４　运动诱发电位检测
　　脑运动诱发电位（ｍｏｔｏｒｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＥＰ）检测：检测
时间为造模成功后第１天和治疗１４ｄ时。检测前用１０％水合
氯醛（０．３５ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射麻醉大鼠，仰卧固定于脑立体
定向仪上，进行常规消毒，剪开缺血侧头部皮肤约１ｃｍ，暴露颅
骨，用牙科电钻行颅骨钻孔（前囟后２ｍｍ，旁开２ｍｍ脑膜处）。
钻孔成功后，将刺激电极放置于钻孔部位的运动皮质脑膜表

面，参考电极夹住大鼠头部切口皮肤处；将两个银针电极插入

对侧腓肠肌肌腹，作为记录电极，且两电极相距约１ｃｍ；地线固
定于大鼠的尾部。选择应用直流电极方波电脉冲刺激，根据预

实验的结果，刺激参数选为：强度５ｍＡ，波宽２ｍｓ，频率４次／ｓ，
然后进行刺激和检测。

１．５　ＨＥ及Ｎｉｓｓｌ染色
　　各组大鼠在预定时间经１０％水合氯醛（０．３５ｍＬ／１００ｇ）深
度麻醉，迅速打开胸腔，暴露心脏，自左心室插管至主动脉，剪

开右心耳，注入 ＰＢＳ２００ｍＬ，待冲洗完血液，液体变清亮后，再
以４％多聚甲醛２００ｍＬ灌注固定。待固定好后，断头取脑，将
所取脑组织放在多聚甲醛中固定４８ｈ。固定好后，取缺血侧顶
叶梗死区，进行常规脱水、透明、石蜡包埋、连续冠状切片，切片

厚度５μｍ，进行ＨＥ染色和Ｎｉｓｓｌ染色。

１．６　免疫组织化学染色
　　各组大鼠经灌注取脑部组织后，按上述方法制作石蜡切
片，切片厚度５μｍ，常规脱蜡，脱水，滴加３％Ｈ２Ｏ２室温静置
１０ｍｉｎ，置于枸橼酸钠溶液中进行微波高温抗原修复，冷却至
室温；滴加正常山羊血清封闭液，室温静置１５ｍｉｎ，然后去掉封
闭液；分别滴加一抗（浓度均为１∶１００）４℃孵育过夜，阴性对照
组以ＰＢＳ替代一抗；滴加生物素标记的二抗工作液，３７℃孵育
１５ｍｉｎ；滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液，３７℃孵育１５ｍｉｎ；
ＤＡＢ显色，自来水冲洗后，苏木精复染，脱水，透明，中性树胶封
片。显微镜下观察，棕黄色颗粒为阳性细胞。免疫组化结果用

ＩＰＰ６．０专用软件分析平均光密度值和累积光密度值。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取冰冻脑组织顶叶梗死区用生理盐水匀浆后，加入蛋白裂
解液，离心后取上清液定量，上样量为２０μｇ，以１０％ＳＤＳ凝胶
进行电泳分离，然后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上。５％的脱脂牛
奶封闭１ｈ，加入一抗（１∶１００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ溶液充分
洗膜 ３次后，加入辣根过氧化物酶标记的二抗（１∶１００００），
３７℃ 孵育１ｈ，ＴＢＳＴ溶液洗膜。ＥＣＬ法发光，放入 Ｘ线夹片
中曝光，显影，然后进行拍照；用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析各组蛋
白相对比值。

１．８　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，行单因素方
差分析。
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２　结果

２．１　各组大鼠的ＭＥＰ潜伏期比较
　　建模成功后１ｄ时，模型组 ＭＥＰ的 Ｎ１波和 Ｎ２波的潜伏
期和电针组相比，无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。治疗１４ｄ时，电
针组ＭＥＰＮ１波和Ｎ２波的潜伏期和模型组相比，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　各组大鼠不同时间ＭＥＰ比较（ｍｓ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

１ｄ １４ｄ
组别

Ｎ１ Ｎ２ Ｎ１ Ｎ２
正常组 ７．６５±０．６４ １５．１０±２．２９ ７．１３±１．３３ １５．９６±３．３３
模型组 １２．５５±１．４８ａ ２９．７０±１．８７ａ ２１．２８±４．００ａ ４１．７８±３．０７ａ

电针组 １３．５６±１．６５ａ ２８．７８±１．７２ａ １５．３８±１．５８ａｂ ３３．６０±３．５８ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．２　各组大鼠的ＨＥ和Ｎｉｓｓｌ染色比较
２．２．１　ＨＥ染色　　正常组神经元细胞呈三角形或多角形，核

仁清晰，排列较整齐，体积大小较均匀一致。模型组可见神经

元细胞肿胀，坏死，神经元密度减少，细胞周围间隙扩大。电针

组较模型组明显改善，虽可见细胞有水肿，但梗死区域的神经

细胞病变程度较模型组已有明显改善。见图１。
２．２．２　Ｎｉｓｓｌ染色　　Ｎｉｓｓｌ小体对缺血损伤所产生的反应非常
敏感，当受到缺血损害时，神经细胞内的 Ｎｉｓｓｌ小体就会弥漫性
消失，减少。正常组的神经细胞形态完好，细胞内的 Ｎｉｓｓｌ小体
含量丰富，分布均匀。模型组的神经细胞内的 Ｎｉｓｓｌ小体已消
失，仅在少量细胞可见残留的Ｎｉｓｓｌ小体。电针组的Ｎｉｓｓｌ小体数
目较模型组增多，肿胀的神经细胞内可见Ｎｉｓｓｌ小体分布。见图２。

２．３　免疫组化检测大鼠脑组织ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ的表达
　　由图３、４可见，阳性细胞呈棕黄色，椭圆形或梭形。神经
抑制因子ＮｏｇｏＡ及其受体 ＮｇＲ在正常组皮质神经细胞、模型
组和电针组梗死区边缘皮质神经细胞内的表达程度不同，模型

组ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ的表达显著高于正常组（Ｐ＜０．０１）；电针组
ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ的表达低于模型组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。见表２。

! " #

Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：电针组
图１　各组大鼠脑组织皮层病理学变化　（ＨＥ×２００）

! " #

Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：电针组
图２　各组大鼠脑组织皮层Ｎｉｓｓｌ染色变化　（×２００）

! " #

Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：电针组
图３　免疫组化检测各组大鼠脑组织皮层ＮｏｇｏＡ的表达　（ＳＰ×２００）
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#

Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：电针组
图４　免疫组化检测各组大鼠脑组织皮层ＮｇＲ的表达　（ＳＰ×２００）

表２　电针对脑梗死大鼠脑组织皮层ＮｏｇｏＡ及其受体ＮｇＲ

表达的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

ＮｏｇｏＡ ＮｇＲ
组别

平均光密度 累积光密度 平均光密度 累积光密度

正常组 ２３４．１４±３７．７４ ２２６１２．６０±６８４５．８４ ２４６．８０±７０．３７ ２５６９７．７０±３７３２．４１

模型组 ４７７．１１±７８．７３ａ ４８６７４．８７±８２７５．８９ａ ５２９．６９±３６．４２ａ ４８５７６．８５±２１３９．５９ａ

电针组 ３７０．４５±４２．３８ａｃ ３８１８９．７８±６２５９．６８ａｂ ４５１．７２±６６．１８ａｂ ４０１０１．６３±５６４５．１２ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１与模型组比较

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠脑组织 ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ蛋
白的表达

　　与模型组［ＮｏｇｏＡ蛋白（４３．７５±６．２１）％，ＮｇＲ蛋白

（５４５０±５．００）％］相比，电针组ＮｏｇｏＡ蛋白（２２．４５±０．９５）％

和ＮｇＲ蛋白（２６．７６±１．１４）％明显减少（Ｐ＜０．０１）。见图５。
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１：正常组；２：模型组；３：电针组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠脑组织皮层ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ

蛋白的表达

３　讨论

　　“合谷”、“曲池”二穴属手阳明大肠经，阳明经多
气多血，主润宗筋。选此二穴，即《内经》“治痿独取阳

明”之意，在临床中也是治疗中风的要穴，临床和动物

实验也均证实其可靠性［４－５］。另外，动物实验与临床

略有不同，因脑缺血大鼠的瘫痪后肢功能有很好的自

身恢复机能［６］，所以没有选用后肢的穴位，包括足阳

明经穴位。同时为避免因电刺激梗死区域导致神经再

生从而干扰实验的准确性，也不选用头部穴位［３］。

　　针刺治疗脑梗死临床疗效确切，主要表现为肢体
功能的改善，但缺乏实验室依据，神经电生理为其研究

提供了可能。ＭＥＰ能反映运动神经功能状况，其波幅
反映放电神经元的数量、潜伏期的长短反映神经传导

速度。ＭＥＰ的波幅和潜伏期的异常程度不仅与神经
损伤密切相关［７－８］，而且与临床体征严重程度呈正相

关［９］。因此，ＭＥＰ波幅和潜伏期的改善程度可以用于
康复评估和预测治疗效果。正常且稳定的 ＭＥＰ波形
呈“Ｍ”形，主要有两个正向波（Ｎ１和 Ｎ２），异常的
ＭＥＰ主要变现为波形变异和潜伏期的延长。在本实
验中，大鼠脑组织缺血后，Ｎ１和 Ｎ２波的潜伏期都相
对延长，波形发生变异，Ｎ１和 Ｎ２波形甚至消失，与文
献［１０－１１］报道一致。电针组治疗前后比较没有明
显差异，提示我们后期的研究还应延长治疗时间，充分

说明电针的治疗效果。但是与模型组比较，电针组治

疗后的ＭＥＰ潜伏期明显缩短，说明电针能够使 ＭＣＡＯ
大鼠受损的神经元功能得到部分恢复，神经传导速度

增加，运动功能得到改善。

　　成熟的中枢神经系统受中枢内外因素的影响，有
很低的再生能力［１２－１３］。中枢神经系统神经元自身的

再生能力为其内因，而中枢神经系统各种神经生长促

进和抑制性因子的影响为其外因，目前普遍认为神经

抑制因子的影响起主导作用［１４－１５］。因此，通过干预降

低抑制因子对神经再生的影响，增强存活脑区神经元

的修复再生，可以部分重建丧失的神经功能。目前已

知的中枢神经抑制因子有３个，即 ＮｏｇｏＡ、髓鞘相关
糖蛋白（ＭＡＧ）和少突胶质髓鞘糖蛋白（ＯＭｇｐ）［１６－１７］。
３种抑制因子都通过１个共同的受体ＮｇＲ发挥其阻止
中枢神经恢复再生的重要作用［１８］。其中ＮｏｇｏＡ是最
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重要的抑制因子，ＮｏｇｏＡ具有细胞外的 Ｎｏｇｏ６６和细
胞内的ａｍｉｎｏＮｏｇｏ两个完全独立的具有抑制活性的
结构域，位于细胞膜表面的 ＮｇＲ能够和 ＮｏｇｏＡ的
Ｎｏｇｏ６６特异性蛋白结合。ＮｏｇｏＡ主要存在于神经元
和少突胶质细胞中，当实验性大鼠脑组织缺血损伤时，

少突胶质细胞也大量死亡，ＮｏｇｏＡ表达增加并大量释
放，与大量再生轴突生长锥表面存在的特异性受体

ＮｇＲ结合，从而抑制神经细胞轴突的再生和延长。本
实验结果表明正常大鼠脑组织内存在少量的 ＮｏｇｏＡ
和ＮｇＲ蛋白表达，脑缺血大鼠脑组织皮层的 ＮｏｇｏＡ
和ＮｇＲ蛋白的表达与正常大鼠相比显著升高，说明在
脑梗死后，ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ的高表达可能发挥着重要的
抑制神经再生作用。电针组的 ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ的表达
较模型组减少，说明电针后脑梗死大鼠梗死区域周围

的神经抑制因子ＮｏｇｏＡ及其受体 ＮｇＲ蛋白的表达明
显下降。

　　本实验结果证实，通过电针干预脑梗死大鼠梗死
周围组织神经细胞病变程度减轻，Ｎｉｓｓｌ小体数量增
加，并使其ＭＥＰ传导速度明显增加，瘫痪前肢功能明
显改善，梗死区域周围的 ＮｏｇｏＡ及其受体 ＮｇＲ蛋白
的表达明显下降，生长抑制因素减弱，梗死区域的神经

细胞再生机制得以部分恢复。有研究显示，使用ＮｏｇｏＡ
和ＮｇＲ抗体治疗脑缺血大鼠，能促进皮质区域新的轴
突连接，使其瘫痪肢体运动功能恢复［１９－２０］。针刺是否

是通过降低相关神经生长抑制因子的表达，来促进神

经轴突的生长，并使中枢神经系统部分神经功能得到

恢复，其机制尚不明确，值得进一步研究。
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