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急性脑缺血过程中, 缺血半影区是兴奋性毒

性、梗死灶周围去极化、炎症和凋亡起作用的地方,

也是目前所有治疗方案的靶标。如同其他治疗一

样, 针刺对梗死灶中心区坏死的神经元无逆转能

力, 早期进行针刺预防及治疗以挽救周边神经元的

功能、限制和缩小梗死灶范围是针刺治疗缺血性中

风的关键所在
[1 ]
, 对中风初起患者尽早施予井穴放

血处理的意义也在于此。c- fo s属于即早反应基因

家族( immediate early genes , IEGs) , 它的表达是机

体受到刺激后所能观察到的基因活动的首批变化,

是神经元被刺激激活的 第二信使 与目的基因表

达之间的信息传递媒介, 因此常被作为特定刺激条

件下神经元功能活动的标志 [2 ]。晚期目的基因 Bax

(促凋亡)、bcl- 2(抗凋亡) 在发生细胞凋亡方面起

着非常重要的作用。但细胞是否发生凋亡与充当第

三信使角色的 c- fos基因和应激蛋白 HSP70表达

密切相关, 两者均在缺血早期介导了与其他抗凋亡

因子间的多极保护效应, 干预了促凋亡目的基因的

表达, 从而抑制了细胞凋亡的进展。c- fos可激活系

列后期效应性基因参与细胞内的抗损伤和增强修复

机制的功能,反映神经元的应激反应能力,从而在缺

血过程中有维持生存和修复保护作用。HSP70是一

种非特异性细胞保护蛋白, 是机体在应激状态下出

现的一种保守蛋白, 已有研究表明 HSP70主要在缺

血半影区功能尚存的神经元中表达, 表达早且量多

的神经元对缺血耐受性强,因此HSP70表达是预示

受损神经元能够存活的一个敏感指标, 具有抗调亡

作用, 可阻止脑缺血后的神经细胞损伤。故观察即

早反应基因 c- fos 与热应激蛋白 HSP70, 可了解急

性脑缺血损伤后缺血半影区内脑细胞的存活和凋亡

状况。笔者观察了实验性急性脑缺血后即刻应用井

穴放血法在 脑缺血后超早期干预窗 中的脑保护

作用。

1 材料与方法

1. 1 动物分组及模型制作 120只健康成年 Wis-

tar 大鼠, 体质量 170~ 210 g ( 2月龄) , 雌雄不拘, 由

国家医药管理局天津药物研究院实验动物中心提

供。动物适应性饲养 1周后进行实验。将大鼠随机

分为对照组(假手术)、模型组(脑缺血)和治疗组(脑
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摘要: [目的]观察井穴放血法对急性缺血性脑损伤的脑保护作用。[方法]将实验大鼠分为假手术组、脑缺血组和

脑缺血+ 井穴放血治疗组, 一侧大脑中动脉阻塞致急性缺血性脑损伤模型 ( MCAO) , 治疗组在脑缺血后即刻给予井

穴放血治疗,出血量为每穴 1滴。分别于缺血后的 1、3、6、24 h处死,进行免疫组织化学染色,检测缺血区皮层脑组织

c- fos蛋白 ( FOS ) 及 HSP70蛋白免疫阳性细胞, 以观察井穴放血法对急性缺血性脑损伤后早期抑凋亡基因表达的

影响。[结果] c- fos蛋白和 HSP70蛋白在缺血区皮层脑组织表达增加, 缺血后 1 h HS P70无表达, FOS表达增加,

在随后观察的 3、6、24 h时程内 HSP70和 FOS 均有随缺血时间延长表达增多的趋势。井穴放血治疗组在以上各时程

c- fos及HSP70免疫阳性细胞数均高于同时段的缺血病模组, 有统计学意义。[结论]急性脑缺血后应用井穴放血干

预治疗可明显增强缺血区脑组织对抗神经细胞凋亡的即刻早期基因 c- f os蛋白和抗应激 HSP70蛋白的表达, 从而

提高了缺血后神经细胞对缺血、缺氧的耐受和适应能力, 提高了缺血后神经元的可塑性, 进而可影响晚期目的基因的

表达, 抵抗细胞凋亡的发展,增强脑修复能力。表明井穴放血法对中风初期有一定的脑保护作用。

关键词: 急性局灶性脑缺血; 井穴刺络放血疗法; c- fos蛋白; HSP70蛋白

井穴放血法对急性脑缺血大鼠缺
血区脑组织凋亡相关蛋白的影响
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缺血+ 井穴放血) , 每组各 40只。并分别在刺血治

疗后 1、3、6、24 h各组分别观察 c- fos和 HSP70蛋

白表达情况。

将大鼠用 0. 4% 戊巴比妥钠腹腔麻醉后, 右侧

卧位, 于眼眶后至耳的连线中点纵行切开皮肤约

2 cm , 分离并切去部分颞肌, 暴露颞骨, 用颅骨钻做

一直径 3~ 5 mm 的骨窗,轻抬脑可见到横过嗅束向

上走行的大脑中动脉( M CA) ,采用凝结法阻断大脑

中动脉造成急性缺血性脑损伤模型( M CAO)。假手

术组仅开骨窗而不凝闭动脉。治疗组在造模后即刻

施加手十二井穴刺络放血疗法。在大鼠予井穴刺络

放血治疗后的 1、3、6、24 h 各不同时段,分别从 3组

中随机选取 10只动物实行麻醉、灌注固定、冰冻切

片。待进行免疫组化反应。

1. 2 井穴刺络放血治疗方法 选穴: 位于大鼠双侧

前肢趾端的十二井穴, 每侧计 6穴。即手太阴肺经

井穴少商、手厥阴心包经井穴中冲、手少阴心经井

穴少冲、手阳明大肠经井穴商阳、手少阳三焦经井

穴关冲、手太阳小肠经井穴少泽。方法:以刺血针于

以上诸穴点刺放血,出血量为每穴 1滴。

1. 3 大鼠脑取材及组织的制备 以 0. 4% 戊巴比

妥钠腹腔麻醉动物, 开胸腔, 暴露心脏, 剪开右心

耳, 从左心室依次灌注 37 的生理盐水 150 mL 至

流出液清晰、动物肝脏及肠系膜呈苍白, 继续灌以

4 多聚甲醛 500 mL, 约 1 h内灌毕, 待动物出现

四肢肌肉抽搐表示灌注成功。断头、迅速剥取脑组

织, 放入 4 的相同固定液中进行后固定 6~ 12 h,

然后置于 4 的 20%戊糖溶液中 12 h 以上, 置冷

冻切片机内作连续冠状切片,片厚约 45 m ,收集于

pH 7. 4, 0. 01 mol / L 磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)中, 每

组大鼠自缺血区选取两套切片, 分别采用免疫组织

化学方法检测 c- fos和 HSP70免疫阳性细胞。

1. 4 免疫组织化学反应 在 c- fos检测时, 取各

组脑片进行下述免疫组织化学反应: 1) 0. 3% Tr-i

tonX- 0. 03%H 2O 2, 37 , 30 m in; 2) 5%正常羊血

清, 室温, 20 min; 3) 兔抗 c- fos血清, 1 2 000,加

1. 5%正常羊血清, 4 , 12 h; 4) 卵白素- 生物复

合素 ABC 复合物, 1 100, 37 C, 2 h。以上各步间

均以 0. 01 mol/ L 磷酸盐缓冲液洗涤 4次, 15 min/次,

然后用 0. 1 mo l/L 醋酸缓冲液( pH 6. 0)浸泡 15 min,

进行 DAB呈色反应。乙醇梯度脱水、二甲苯透明、

中性树胶封片。对HSP70的检测与上述方法基本

相同, 将选定的损伤区脑组织切片依次移入 0. 1%

T riton 和 0. 03%H 2O 2溶液, 3 孵育 30 m in; 3%

正常羊血清, 37 孵育 30 min;入兔抗鼠HSP70抗

体 ( Santa Cruz Inc产品) , 4 孵育 72 h; 生物素标

记的羊抗兔抗体 ( v ector 公司) 和 ABC 液各 1 h

( 37 ) ; 0. 05% DAB- 0. 01%H 2O 2- T BS 呈色

10~ 20 min,镜下观察染色结果,使所有切片背景染

色尽可能一致, 然后终止反应。以上各步间均以

0. 05 mo l/ L PBS( pH 7. 4)漂洗 3次, 5 m in/次。

1. 5 统计方法 在光镜下观察皮层内 c- fos 和

HSP70免疫阳性细胞, 采用 SPSS11. 0版本软件进

行数据分析, 实验结果均以 x s 表示, 统计学方法

采用单因素方差分析。

2 实验结果

急性缺血性脑损伤后, 能诱导 c- fos及HSP70

蛋白在皮层缺血区脑组织的表达增加, 其中缺血

1 h 后HSP70蛋白尚极少表达, FOS蛋白则明显表

达, 在随后所观察的 24 h 时程内 c- fos 及HSP70

蛋白均有随缺血时间延长逐渐增多的趋势, 提示脑

的缺血性损伤可应激性地增强神经细胞对缺血、缺

氧的耐受和适应能力。而脑缺血后即刻应用井穴放

血干预治疗的大鼠缺血区皮层脑组织, 较之病模组

可进一步上调缺血区脑组织 c- fos 及HSP70蛋白

的表达水平,两者比较有显著性差异,提示尽早应用

井穴刺络放血疗法, 可明显增强脑组织对抗缺血性

脑损伤的脑损害发展。

3 讨论

手十二井穴刺络放血法具有泻热消瘀、活血通

络、开窍启闭、护脑醒神等功效, 为中医传统的特色

急救措施之一, 其操作简单, 作用迅速, 在中风急救

方面对于缓解症状、改善预后效果肯定
[ 3, 4]
。此法简

便易行,在中国已经试验式地使用达千年之久,特别

是作为民间疗法更被广泛接受。近 20 a, 中国国内和

国外如日本等已着手从临床和实验两个方面开展了

本疗法的研究, 进一步深入挖掘此特色疗法, 阐明其

作用机制, 具有很高的学术价值和临床应用价值。

急性缺血性脑损伤诱发的脑卒中是临床重大疑

难病症之一, 国内外学者一直从多方面探讨其发病

机制和有效的防治措施。近年来采用井穴刺络放血

法治疗本病的研究取得了不断的进展。经多层次研

究证实,该法对脑血流有良性调整作用, 可明显改善

缺血区脑组织的急性缺氧状态; 改善实验性脑梗死

大鼠缺血区单胺类和氨基酸类递质异常, 抑制胞内

Ca
2 +
内流和胞外 K

+
、Na

+
失衡等

[5 - 7 ]
。
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本次研究表明, 井穴放血法能增强与耐缺血、

缺氧有关的快速反应蛋白 FOS 和应激蛋白 HSP70

的大量表达, 表明本法促进了损伤后组织的修复与

神经元的功能重建。血流量不足、血氧供应障碍是

缺血性中风发生的始动环节, 而及时施加井穴放血

刺激能快速动员脑保护蛋白发挥效应, 在提高对缺

氧的耐受性同时, 增强受损神经元的建构, 在多环

节上减轻了由于细胞能量储备耗竭所诱发的酸中

毒和神经细胞膜损伤产生的一氧化氮和自由基。脑

缺血后 c- fos 和 HSP70的快速高水平表达, 通过

继发启动了相关基因的表达而减轻了以上诸环节,

对抗内源性损伤因子引起的毒性作用, 清除细胞内

的异常蛋白, 最终减缓了缺血区脑神经细胞的胞内

Ca
2+
超负荷 状态, 起到保护脑细胞, 加速脑细胞

的损伤修复作用, 从早期阻止了缺血半影区内的细

胞凋亡, 减轻了生化过程的加剧和梗死灶的扩大,

减缓了缺血半影区的扩大和脑损害的发展。
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公益广告

Inf luence of well acupoints blood_let ting therapy on apoptosis associated protein of ischemic brain tissue in

rats with acute cerebral ischemia

WANG Xiu_yun, LI Ji_sheng , LIU Gong_w ang, et al

( Tianj in Univ er s ity of Traditi onal Chi nese Medici ne, T ianj in 300193 , Chi na)

Abstracts: [Objective] To observe the pro tective function of w ell acupo ints blood_lett ing m ethod against acute ischemic

brain injury. [Methods] Rats w ere div ided into sham operat ion group, cerebral ischemia group and t reatment g roup. Acut e

ischemic brain injury w as made by middle cerebral art ery obstruct ion( MCAO) . Well acupo ints blood_lett ing therapy , one

dr ip each t ime , w as g iven in rats in t rea tment g roup imm ediate ly afte r cerebral ischemia. 1, 3, 6 , 24 hours after ischemia,

rat s were killed and c_fos protein( FOS) and HSP70 immune posit ive cells o f co rtex tissue in ischemic region were det er-

mined by immunohistochemist ry assay t o observe t he influence on ant i_apopt osis gene expression at ea rly stages of acute

ischemic brain injury . [ Result] Increased expression of c_fos prot ein and HSP70 prot ein in cor tex tissue of ischemic reg ion

was observed w it h no expression o f H SP70 1 hour after ischemia, w hile t he expression of FOS w as increased. Expression o f

FOS and HSP70 t ended to increase w ith the time elapsed dur ing t he follow ing 3, 6, 24 hours. The count o f c_fos and HSP70

imm une positive cells in treatment g roup w as all higher than t hat in model g roup during t he same per iod o f t ime with sta-

tistical significance. [ Conclusion] Well acupoints blood_let ting therapy can obv iously enhance t he expression of c_fos and

H SP70 prot ein in ischemic reg ion, increase the abilit y against apoptosis and the t olerance and adapt ation abilit y of nerve cell

to hypox ia and ischemia , and enhance the neuron com pliance afte r ischem ia, thus fur ther influencing the expression of ob-

ject ive gene a t la te stages, resisting t he development of apoptosis, enhancing t he repairing ability of brain. I t is suggest ed

that w ell acupoints blood_let ting t herapy has certa in pro tective action against ea rly stroke.

Key words: acute focal cerebral ischemia; well acupo ints blood_letting ; c_fos prot ein; H SP70 prot ein


