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摘要

目的：通过Notch信号通路探讨电针对局灶性脑缺血再灌注模型大鼠海马神经干细胞增殖的促进作用，阐明其治疗

脑梗死的可能机制。

方法：将54只SD大鼠随机分为假手术组、模型组及电针组，以大脑中动脉闭塞（MCAO）法建立大鼠局灶性脑缺血

再灌注模型，通过巢蛋白（nestin）免疫组化法观察脑缺血大鼠海马神经干细胞增殖情况，应用蛋白免疫印迹法

（Western blot）和RT-PCR检测海马组织中Notch信号通路上关键信号分子Notch1和胞内片段（NICD）的表达情况，

同时使用酶联免疫吸附法（ELISA）测定大鼠血清中血管内皮生长因子（VEGF）浓度。

结果：电针“曲池”、“足三里”穴可明显改善MCAO大鼠的神经功能缺损症状；促进脑缺血后海马神经干细胞（nes-

tin+）的增殖（模型组 vs 电针组：173.40±38.76 vs 246.80±47.73，P=0.028）；增强Notch信号通路中Notch1和NICD

的表达，并提高血清中VEGF的分泌。

结论：电针可通过活化Notch信号通路，同时促进VEGF的分泌，促进海马神经干细胞的增殖，来实现对脑缺血的治

疗作用。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of electroacupuncture (EA) promoting hippocampal neural stem cells

（NSCs） proliferation in rats with focal cerebral ischemia- reperfusion (I/R) via Notch pathway and to clarify

the possible mechanism of EA in treatment of cerebral ischemia.

Method: Fifty- four male adult SD rats were randomly divided into the sham operation control group (SC

group), the ischemia model group (IC group) and the electroacupuncture group (EA group). Middle cerebral ar-

tery occlusion (MCAO) was performed to establish the focal cerebral I/R injury model. Proliferation of hippo-

campal NSCs in cerebral I/R injured rats was determined by nestin immunohistochemical staining. The expres-

sions of Notch1 and intracellular domain of Notch（NICD） were detected by Western blotting and RT- PCR.

The serum level of vascular endothelial growth factor (VEGF) was measured using enzyme-linked immunosor-

bent assay (ELISA).

Result: EA at Quchi (LI11) and Zusanli (ST36) acupoints alleviated neurological deficits significantly and pro-

moted the proliferation of hippocampal NSCs (IC vs EA: 173.40±38.76 vs 246.80±47.73, P=0.028) in cerebral I/
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脑卒中已成为当今危害人类健康的第二大原

因，50%—70%的存活者遗留有严重的残疾，阻碍其

重新走向生活、走向工作，给家庭和社会带来沉重的

负担。其中缺血性中风的发病率约占全部脑卒中的

2/3[1—2]。脑缺血损伤所引起的神经功能障碍，一直

是神经病学领域亟待解决的难题。大量临床和基础

研究已证实电针疗法是治疗脑缺血行之有效的方法

之一。目前的研究表明脑缺血损伤能促使大鼠脑内

神经干细胞（neural stem cells, NSCs）大量增殖、迁

移和分化，参与神经再生和脑组织功能的恢复，一定

程度上改善神经功能缺损，而使用电针治疗可进一

步促进脑缺血后NSCs的增殖分化[3—5]。Kim等[6]研

究提示电针能促进海马齿状回细胞的增殖，并能改

善神经缺损症状，但其治疗脑缺血损伤的分子机制

尚不明确。

本研究选用大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型，

旨在从Notch信号通路探讨电针对脑缺血再灌注大

鼠海马神经干细胞促增殖作用的可能机制，为针灸

临床提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

所有试验均遵照国际动物保护和使用指南的规

定实施。选取清洁级健康雄性SD大鼠 54只（动物

批号：2007000638342），体重（250±30）g，由上海斯

莱克实验动物责任有限公司 [生产许可证号码：

SCXK（沪）2012-0002]提供，根据随机数字表分为：

假手术组、模型组和电针组，每组各18只。

1.2 主要试剂

Trizol（Invitrogen, Carlsbad, CA）；逆转录试剂

盒（Fermentas, Hanover, MD）；Notch1 和β-actin 一

抗及辣根过氧化物酶二抗（Cell Signaling Technol-

ogy, Beverly, MA）；Nestin 一 抗（Abcam, Cam-

bridge, MA）；大鼠BDNF和GDNF的ELISA试剂盒

（上海西塘生物有限公司，上海）。

1.3 模型制备

模型制作方法如下：术前所有实验动物均禁食

12h。在室温 22℃条件下，大鼠称重后，参考 Zea

Longa方法[7]，行左侧大脑中动脉闭塞（middle cere-

bral artery occlusion, MCAO）手术。腹腔注射3ml/

kg水合氯醛进行麻醉，仰卧位，正中切开颈部皮肤，

充分暴露并钝性分离左侧颈总动脉（common carot-

id artery, CCA）、颈外动脉（external carotid artery,

ECA）及颈内动脉（internal carotid artery, ICA）。

依次结扎CCA近心端及ECA，并用微动脉夹夹闭远

端 ICA。在颈总动脉上近分叉处约5mm处剪一“V”

型小口，将已备好的线栓经颈总动脉插入颈内动脉，

直至有少许阻力感时，即阻断大脑中动脉入口处，从

颈外动脉与颈内动脉分叉处起计算约插入约 18—

22mm，并结扎颈内动脉，伤口常规缝合。待缺血2h

后缓慢退出尼龙线，使血流再灌注。试验过程和动

物苏醒期间注意保温。

动物苏醒后观察其体态及行为，按 Zea Longa

评分标准评价动物的行为变化以判断MCAO模型

是否成功。假手术组只分离动脉，不结扎和插线。

手术结束后，动物用白炽灯照射取暖，维持肛温在

37℃左右。具体评分标准为：0分：无神经功能缺损

体征；1分：不能完全伸展对侧前爪；2分：向偏瘫侧

转圈；3分：行走时向偏瘫侧倾倒；4分：不能自发行

走，意识丧失；评分为 1—3分纳入实验动物，0分、4

分予以剔除。

1.4 电针干预措施

采用捆绑固定法固定大鼠（参考《医学实验动物

学》[8]），取右侧“曲池”、“足三里”穴（大鼠穴位定位

参考《实验针灸学》[9]中之定位方法），使用华佗牌30

号0.5寸毫针，斜刺0.2—0.3cm，应用G6805电针仪，

R injured rats; enhanced the expressions of Notch1 and NICD, crucial signaling molecules in Notch signaling

pathway, and increased the secretion of VEGF.

Conclusion: The up-regulatory effect of EA on Notch signaling pathway and neurotrophic factor secretion may

result in the promotion of NSCs proliferation and consequently provide the therapeutic effect on cerebral isch-

emia.

Author's address Fujian University Traditional Chinese Medicine，Fuzhou City，350122
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电压峰值为6V，以肢体轻轻抖动为度，疏密波，频率

1—20Hz，每次电针 30min，1次/d，共 6次，手术后第

2天开始治疗。假手术组及模型组以同样方法固定

30min，但不进行电针刺激。

1.5 取材处理

干预结束后，采用腹腔注射 10%水合氯醛深度

麻醉进行取材。所有大鼠均经腹主动脉采血 5ml，

血液于室温静置 2h 后，3000r/min 离心 10min，分离

血清，-80℃保存待测。每组取 6只大鼠经左心室依

次灌注生理盐水和4%多聚甲醛溶液，随后迅速断头

取脑，经过灌流固定的脑组织浸泡于4%多聚甲醛溶

液中，24h后常规梯度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡

包埋，做连续冠状脑切片，切片厚5μm。余下所有大

鼠不经心脏灌注直接断头取脑，分离缺血侧海马组

织，-80℃保存，以备提取蛋白和RNA。

1.6 检测方法及指标

1.6.1 免疫组化法：选择含海马组织的石蜡切片进

行常规的脱蜡入水，在0.01M枸橼酸钠（pH6.0）中热

抗原修复10min；3% H2O2室温孵育5min，以消除内

源性过氧化物酶的活性；PBS冲洗，5min 3次，10%

正常山羊血清封闭，室温孵育 30min；倾去血清，勿

洗，滴加小鼠抗大鼠 nestin一抗工作液（1∶200），置

于湿盒中 4℃过夜；PBS 冲洗，5min 3 次，滴加适量

生物素标记兔抗小鼠二抗工作液，37℃孵育30min；

PBS冲洗，5min 3次，滴加辣根过氧化物酶标记链

霉卵白素工作液，37℃孵育 10min；PBS 冲洗，5min

3次，DAB显色剂显色1min，自来水充分冲洗；苏木

素复染，PBS返蓝，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性

树胶封片观察。

1.6.2 蛋白免疫印迹法（Western blot）：每100mg脑

组织中加入1ml的细胞裂解液和10µl PMSF储存液

提取蛋白质。考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，加热变

性后，取50µg经12% SDS-PAGE（十二烷基硫磺胺-

聚丙烯酰胺）电泳，转移至 PVDF膜上。5%脱脂牛

奶室温封闭2h，Notch1（1∶1000）、NICD（1∶500）和β-

actin（1∶1000）一抗4℃孵育过夜，洗膜后加入辣根过

氧化物标记的二抗 37℃振荡孵育 1h。最后ECL化

学发光液显色，并采用 Bio-Image 分析系统（Bio-

Rad, Hercules,USA）显影成像及 Image-Pro Plus 软

件对扫描图像的目的条带进行灰度分析。

1.6.3 逆转录 PCR：Trizol 法提取缺血侧海马组织

的总 RNA，检测 RNA 浓度，然后根据 Fermentas 逆

转录试剂盒操作说明将 mRNA 逆转录为 cDNA。

PCR 扩增参数为 94℃预变性 3min，94℃变性 30s，
54℃—62℃退火30s，70℃延伸30s，变性、退火、延伸

共35个循环，最后70℃延伸5min。
引物序列为：

Notch1：

Forward 5′-ATC CAT GGC TCC ATC GTC TA -3′,

Reverse 5′-TTC TGA TTG TCG TCC ATC AG -3′；

β-actin：

Forward 5′-CGG GAG AAC AGG GTA TGA-3′,

Reverse 5′-CAG GCT GGA AGG AGA AGA T-3′。

将 PCR 扩增产物在 1.5%琼脂糖凝胶上电泳。

电泳结束后使用 Model Gel 2000 凝胶成像系统

（BioRad, Model Gel Doc 2000, USA）对目的基因

及对照基因PCR产物的灰度进行比较分析，从而得

出mRNA的相对含量。

1.6.4 酶联免疫吸附测定（ELISA法）：根据ELISA

试剂盒说明书对大鼠血清中的血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor, VEGF）水平进

行检测。将试剂盒恢复至室温，分别将样品及标准

品加入反应板，每孔 100μl，充分混匀后置 37℃孵育

120min。随后按步骤每孔依次加入100μl生物素标

记抗体，37℃孵育 60min；100μl 酶标，37℃孵育

30min；100μl TMB 显色液，37℃暗处反应 15min。

每次加入试剂前进行 5 次洗板，并甩干原有液体。

最后直接加入 100μl 终止液，在 30min 内用酶标仪

（BioTek, Model ELX800, USA）于波长 450nm 处

读OD值，根据标准曲线得出VEGF浓度。

1.7 统计学分析

所得数据均以均数±标准差表示，应用 SPSS

16.0软件进行统计学处理，两组间则采用 t检验（in-

dependent-samples-test）或Mann-Whitney U检验。

2 结果

2.1 电针改善MCAO大鼠的神经功能缺损评分

模型组和电针组在脑缺血再灌注2h后（未经电

针干预），两组之间评分的差异无显著性（P=

0.747）。而在脑缺血再灌注7d后（经过电针干预），

电针组的神经缺损评分与模型组相比差异有显著性
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图2 Western blot法检测海马组织中
Notch1和NICD的蛋白表达情况

图3 RT-PCR法检测海马组织中Notch1的
RNA表达情况

与假手术组对比：①P＜0.05；与模型组对比：②P＜0.05
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意义（P=0.033）。由此提示电针对脑缺血大鼠的神

经缺损症状有明显改善作用。见表1。

2.2 电针促进MCAO大鼠海马神经干细胞的增殖

神经上皮干细胞蛋白（neuroepithelial stem

cell protein, nestin）又称巢蛋白，在神经干细胞中的

表达起始于胚胎时期，当神经干细胞迁移基本完成

后，其表达开始下降，并随着其分化各种成熟的神经

细胞而停止表达。目前nestin已被广泛应用于神经

干细胞的鉴定[10]。通过Nestin免疫组化法观察再灌

注损伤后大鼠海马神经干细胞的增殖情况：结果表

明（图 1），与假手术组(50.75±34.07)相比，模型组

(173.40±38.76)及电针(246.80±47.73)组大鼠的海马

齿状回表现出明显的神经干细胞增殖（P<0.05），而

电针组增殖情况较模型组更加明显（P＜0.05）。这

证实了电针刺激“曲池”、“足三里”穴对大鼠的海马

神经干细胞具有促增殖作用。见图1。

2.3 电针促进缺血侧海马组织中Notch信号通路的

活化

Notch 信号转导通路在脑缺血后 NSCs 的增殖

分化和神经修复过程中具有重要的调控作用[11—12]。

Notch 受体一旦被激活，释放出一个活性胞内片段

NICD，转移进入细胞核，促进转录因子Hes基因家

族分子（如Hes1、Hes5等）的基因表达。采用West-

ern blot和RT-PCR检测海马组织中Notch1和NICD

的表达情况，电针组的表达水平高于模型组。可见

电针“曲池”、“足三里”穴能够促进缺血侧海马组织

中Notch信号通路的活化。见图2—3。

2.4 电针促进血管内皮生长因子的分泌

血管内皮生长因子可刺激血管内皮细胞的有丝

分裂与血管发生密切相关，脑缺血后VEGF在内皮

细胞上的表达对诱导血管新生，促进脑功能的恢复

具有重要意义。已有体内外研究表明 [13—14]，VEGF

在成年大鼠脑内神经干细胞中表达，其表达增加可

表1 神经功能缺损评分 (x±s)

组别

假手术组
模型组
电针组

与模型组对比：①P＞0.05；②P＜0.05

缺血再灌注后2h

0
2.63±0.52

2.63±0.74①

缺血再灌注后7d

0
2.00±0.93

1.13±0.35②

图1 脑缺血损伤7d后各组大鼠缺血侧海马齿状回
神经干细胞（nestin+）的增殖情况

A—C（×50）和D—F（×200）分别为脑缺血损伤 7d后，所有细胞核均
被苏木素染成蓝色，nestin阳性细胞为棕黄色，如箭头所示。
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以促进 NSCs 的增殖，并且对脑缺血有一定的神经

保护作用。Ren 和 Finklestein[15] 发现，体内注射

VEGF可以减少脑缺血的梗死面积，改善神经功能

缺损症状。通过 ELISA 法检测发现，模型组

(126.05±16.89)大鼠血清中 VEGF 水平较假手术组

(68.02±23.45)明显升高（P<0.05），而电针组(202.50±

53.73)可进一步促进VEGF的分泌（P<0.05）。

3 讨论

目前国内外大量的研究均证实[16—17]，在成年哺

乳动物的脑室下区、海马齿状回、纹状体、大脑皮质、

脊髓中央管等区域均有 NSCs 的存在。其中，室管

膜下区（subventricular zone, SVZ）和海马齿状回的

颗粒下层（subgranular zone, SGZ）是成体大脑内源

性神经干细胞的主要分布区。这些干细胞在正常情

况下处于“休眠”状态，但受到病理因素（如脑缺血）

的刺激时，“休眠”状态的NSCs就会被激活，进入增

殖分化阶段，并迁入特定的区域，替代并修复受损的

神经元，一定程度上改善神经功能缺损。而使用电

针治疗可促进脑缺血后NSCs的增殖分化[3—5]。陶静

等 [3]研究已表明电针可以促进脑缺血后内源性

NSCs增殖，并可激发新增殖细胞向星型胶质细胞或

神经元细胞分化。

Notch 信号转导通路在脑缺血后 NSCs 的增殖

分化和神经修复过程中具有重要的调控作用[11—12]。

Notch受体是一种跨膜蛋白，一旦激活，将被早老素

1 依赖的γ-分泌酶裂解 S3 位点，释放出胞内片段

NICD（intracellular domain of Notch），它是 Notch

受体的活性部分，NICD转移进入细胞核，与DNA结

合蛋白Rbpj转录调节蛋白结合形成复合物，促进转

录因子 Hes 基因家族分子的基因表达。Hes1 是螺

旋-环-螺旋转录因子家族中的负调控因子，是神经

元分化的抑制剂，在缺乏Hes1的情况下，Notch就不

能抑制神经元细胞的分化，表明Hes1是Notch信号

通路必需的效应基因，对于维持 NSCs 的未分化状

态和促进其增殖是必不可少的[18—19]。

研究显示[20—21]，成年大鼠脑缺血后7d左右为海

马神经干细胞增殖的高峰期，之后逐渐回落。故本

研究采用线栓法建立MCAO局灶性脑缺血再灌注

大鼠模型，通过 nestin免疫组化法观察脑缺血 7d后

大鼠海马神经干细胞的增殖情况，并检测海马组织

中 Notch1 和 NICD 的表达情况，探讨 Notch 信号通

路在其中的调控作用。nestin免疫组化实验结果显

示（见图 1），经过电针干预后神经干细胞在缺血后

的海马齿状回的分布高于模型组。图中可见 nestin

阳性细胞的外形与星形胶质细胞相似，有文献报道，

脑缺血后反应性的星形胶质细胞不仅表达 GFAP

（星形胶质细胞的标记物），同时也表达nestin，故在

后续的实验中有待进一步讨论。模型组Notch1和

NICD的表达高于假手术组这说明Notch信号通路

可能参与了脑缺血后海马神经干细胞的增殖，与以

往的研究结果相一致[22]，而且电针“曲池”、“足三里”

穴能够进一步活化Notch通路促进干细胞增殖。同

时，我们的研究结果还提示电针这两个穴位能使

MCAO模型大鼠缺血后血清中的VEGF含量升高。

已有研究表明[13—14]脑组织神经营养因子，如血管内

皮生长因子或者脑源性神经营养因子（brain-de-

rived neurotrophic factor, BDNF），表达增加可以促

进NSCs的增殖，对脑缺血起到神经保护作用。

综上所述，电针能促使脑缺血大鼠脑内 NSCs

大量增殖、迁移和分化，参与神经再生和脑组织功能

的恢复，从而在一定程度上改善神经功能缺损。而

电针“曲池”、“足三里”穴可通过活化Notch信号通

路，同时增加VEGF的分泌，从而促进海马神经干细

胞的增殖，这可能是其治疗脑缺血的重要机制之

一。电针可通过多途径、多靶点、多环节减轻脑缺血

再灌注损伤，促进神经功能恢复。Notch 信号通路

的调控可能只是其中调控途径之一，还有多种调控

机制未被人们所发现，有待我们进一步探索。
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