
www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Feb.2015, Vol. 30, No.2

摘要

目的：观察早期电针治疗对局灶性脑缺血大鼠双侧皮质脑源性神经营养因子（BDNF-mRNA）的时序性变化，探讨电

针治疗偏瘫的交叉迁移效果的分子生物学机制。

方法：用线栓法建立局灶性脑缺血模型，将建模成功的 54只SD大鼠随机分为健肢治疗组（UALTG）、患肢治疗组

（ALTG）、对照组（CG），各组再随机分为1周、2周、3周组，造模成功24h后对治疗组浅麻醉行电针穴位治疗，每组各

时间段结束24h内分离缺血皮质及对侧同部位皮质，采用RT-PCR法测定BDNF-mRNA表达量。

结果：①对缺血皮质BDNF-mRNA表达的影响：ALTG组BDNF-mRNA在第7天、第14天、第21天时表达量均有增

加，与CG组相比有显著性增高（P<0.01）,而UALTG组在第7天和第21天时表达量均有增加，与CG组相比有显著性

增高（P<0.01）；在第7天和第21天时UALTG组较ALTG组表达量更高（P<0.01）。②对缺血对侧皮质BDNF-mRNA

表达的影响:ALTG组在第7天和第21天时BDNF-mRNA表达量高于CG组（P<0.01）；UALTG组在第14天时表达量

高于CG组（P<0.01），且ALTG组表达量同时也高于UALTG组（P<0.01）；而UALTG组和ALTG组在第21天时的表

达量均下降，低于CG组（P<0.01）。

结论：早期电针治疗MCAO局灶性脑缺血大鼠健侧肢体和患侧肢体都能有效促使双侧皮质BDNF-mRNA的表达上

调，具有明显的交叉迁移效果，且健侧较患侧更大幅度提高缺血皮质BDNF-mRNA的表达，这种变化可能是大鼠功

能恢复较好和病死率较低的分子机制之一。
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Abstract
Objective: To examine the temporal effects of electroacupuncture(EA) on the changes of brain derived neuro-

trophic factor(BDNF)-mRNA in bilateral cerebral cortexes after local cerebral ischemia in rats in order to ap-

proach the mechanism of cross education of EA on hemiplegia.

Method: Fifty-four SD rats with middle cerebral artery occlusion (MCAO) were established the local ischemic

models and randomly divided into three groups: control group (CG, n=18), unaffected limb therapy group

(UALTG, n=18), and affected limb therapy group (ALTG, n=18). EA groups received EA at 24h after the on-

set of MCAO model. Six rats in each group were sacrificed in a random order, at the 7th, 14th and 21st d af-

ter modeling. Ischemic cerebral and the contralateral cortex were dissected quickly. The specimens were frozen
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临床研究表明，针刺作为一种有效的治疗手段

已广泛应用于缺血性脑血管疾病康复的急性期及恢

复期，其不仅可以在细胞、分子等多个层面抑制脑损

伤的级联反应，而且在神经修复过程中也发挥积极

作用。但目前在针刺部位，穴位选取等方面尚未统

一[1]。本课题组前期研究显示[2]，脑卒中后穴位电针

治疗能够促进局灶性脑缺血大鼠神经功能恢复，减

少梗死面积，而健侧肢体穴位电针治疗较患侧穴位

电针治疗能够有更好的效果。因此本实验拟在此基

础上通过对脑源性神经营养因子（brain derived

neurotrophic factor，BDNF）表达变化的研究，探讨

健侧电针与患侧电针治疗是否具有交叉迁移效果，

以及哪侧治疗后脑内源性BDNF基因反应较好，从

而阐明其治疗可能的机制，为早期健侧电针治疗提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象及分组

实验选用健康雄性 SD 大鼠 60 只，体重 275—

320g（中国人民解放军军事医学科学院实验动物中

心提供），实验前先进行一周的适应性饲养，建立大

脑中动脉栓塞（middle cerebral artery occlusion，

MCAO）模型，手术完成后 1h 采用 Longa 评分法评

定[3]，评分为 2—4分视为建模成功。将建模成功的

54 只大鼠随机分为健肢穴位治疗组（unaffected

limb therapy group，UALTG），患肢穴位治疗组（af-

fected limb therapy group，ALTG），模型对照组

（control group，CG），每组 18只，各组再随机分为 1

周、2周、3周组，（每组各 6只）。建模成功 24h开始

对两个治疗组浅麻醉后行电针穴位治疗，模型组同

样进行浅麻固定，但不给予电针穴位治疗。

1.2 模型制作

参照改良的Zea-Longa法[3]制备MCAO模型，先

将 SD 大鼠称重后用 10%水合氯醛（0.3ml/100g 体

重）腹腔注射麻醉，仰卧位固定于小动物手术台上，

剔去颈前正中线偏左侧鼠毛，常规消毒，铺巾，巾洞

口偏向左侧，在颈前正中线中点左侧旁开 1cm处切

开约1.5cm小口，依次剥离皮肤，筋膜，胸骨锁骨肌，

颈前外侧肌，分离颈动脉壳，轻轻剥离颈总动脉，在

颈总动脉的近心端和远心端分别挂线，结扎颈总动

脉的远心端后再次挂线，一根提拉血管，一根轻栓动

脉备用，在结扎口附近剪一T字形小口，提拉血管,

将鱼线和硅胶做成的线栓由小孔插进，顺颈内动脉

走形，避开翼腭动脉，穿过颈内动脉口入颅，当感觉

到阻力，大约距颈内外分叉17cm处，结扎线栓，用庆

大霉素冲洗伤口后，依次缝合伤口。待大鼠清醒后

in liquid nitrogen before analyse for BDNF-mRNA expression by RT-PCR.

Result: ①The up-regulation expression of BDNF-mRNA in the ischemic cortex of ALTG demonstrated signifi-

cantly higher than that of CG at the 7th d，14th d，21st d(P<0.01)，The level of BDNF-mRNA in UALTG was

higher than that of CG at the 7th d,21st d，meanwhile，which was higher than that of ALTG(P<0.01)；②There

was also a quickly high expression of BDNF- mRNA in the contralateral cortex of ALTG at the 7th d and

14th d，which was higher than that of CG (P<0.01). The expression of BDNF-mRNA in UALTG become high-

er than that of CG at the 14th d (P<0.01),but lower than that of ALTG(P<0.01), the levels of both EA groups

were significantly lower than that of CG at the 21st d(P<0.01).

Conclusion: The up-regulation expression of BDNF-mRNA level in ischemic and contralateral cortex were ob-

served after EA on both side limbs, which indicated the effectiveness of cross-education.From the 7th d to the

21st d,The expression of BDNF-mRNA consecutively kept high level in ischemic cortex in EA groups,higher

expression of BDNF gene induced by EA intervention on the unaffected limb, which showed EA intervention

on the unaffected limb at earlier time might promote nerve-regeneration better in ischemic cortex, facilitate the

balance of both side cortexes.This plasticity may be one of the mechanisms that promote better recovery and

lower mortality in rats with MCAO.
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放干净清洁笼中喂养。

1.3 治疗方法及参数

将穴位治疗组大鼠浅麻醉 (10%水合氯醛，

0.2ml/100g)后俯卧位固定于自制训练架上，电针穴

位及解剖部位参考《大鼠穴位图谱的研制》[4]，选取

曲池、外关、足三里、下巨虚四个穴位，（中医理论，偏

枯者取手足阳明经穴为主），选用毫针(长度25mm，

直径 0.18mm)直刺，刺激频率 10Hz，疏密波，以见到

骨骼肌轻微收缩为宜，时间 15min，早晨 8—10h，每

日1次，每周7次。模型各周期组同样采取浅麻醉，

固定，但不给予电针治疗。

1.4 指标的检测

将各组大鼠在治疗结束后24h腹腔注射10%水

合氯醛（0.3ml/100g）麻醉，冰冻生理盐水经左心室

灌注处死，迅速开颅分离脑组织，依据《大鼠脑组织

立体定位图谱》[5]，去除前囟（bregma）线前 2.7mm，

耳间（interaural）线前11.70mm和前囟线后-8.30mm，

耳间线前 0.70mm两个层面，分离中间皮质,迅速置

于液氮中过夜，之后于-80℃冰箱中保存，以备生化

测试。取脑组织冰冻缺血皮质样本50mg，加入1ml-

Trizol（Invitrogen）匀浆，抽提总RNA。总RNA质量

由紫外分光光度计A260/280比值和 0.8%琼脂糖凝

胶电泳确定。按照 Fermentas 公司 Revert AidTM-

First Strand cDNA Synthesis Kit 说明书进行逆转

录反应，将逆转录产物稀释10倍后冻置-20℃保存备

用；实时定量 PCR 按照荧光定量试剂盒说明书操

作，应用PE公司的7900HP荧光定量PCR仪进行。
引物序列为：

BDNF上游：atc cac tga gca aag ccg aac；

下游cag cct tca tgc aac cga agt a（198bp）；

18S rRNA上游：tga ggt ttc ccg tgt tga g；

下游：gac cat aaa cga tgc cga ct（190 bp）。

扩增条件：预变性 95℃ 2min；变性 95℃ 5s，退

火 54.0—55.5℃（根据不同引物的退火温度）20s，共

40个循环。溶解曲线温度为 55—95℃（每 10s升高

0.5℃），扩增完毕进行溶解曲线分析，并读取各管中

CT值。采用2-ΔCtΔCt方法进行数据分析。ΔCt值由目

标基因的Ct值减去18s的Ct值得到，每组目标基因

的ΔCt都与CG的平均ΔCt相减得到ΔΔCt，然后用

2-ΔCtΔCt来表示其相对表达量。

1.5 主要仪器和试剂

SDZ-II电针仪（华佗牌，苏州）；渔线 d0.235mm

（雪姬牌，日本）；ChampGel2000型凝胶成像仪（上海

天能科技有限公司）；Cary Eclipse荧光分光光度计

（Beckman Co, USA）；PCR扩增仪（PE-9600）（Vari-

an Co, USA）；7900HP 荧光定量 PCR 仪（PE-Cetus

Co, USA）；引物，Fermentas 反转录试剂盒 Revert

AidTMFirst Strand cDNA Synthesis Kit（中国晶美

公司）；SYBR® Premix Ex TaqTM（Sigma Co.）。

1.6 统计学分析

所有实验数据由SPSS13.0处理，计算均值和标

准差。重复方差分析检验组间差异，统计学显著性

水平定为P<0.05。

2 结果

2.1 电针穴位治疗对缺血皮质BDNF-mRNA表达

的影响

UALTG 组和 ALTG 组 BDNF-mRNA 在治疗第

7天时均有较高程度表达，与CG组相比，有显著性

差异（P<0.01）,且UALTG组较患侧电针治疗组的表

达量更高（P<0.01），在治疗第14天时两治疗组表达

量均下降，而ALTG组的表达量仍高于CG组，有显

著性差异（P<0.01），治疗第21天时两治疗组表达量

再次升高，与 CG 组比较有显著性差异（P<0.01），

UALTG 组 BDNF-mRNA 的表达量再次高于 ALTG

组，差异有显著性意义（P<0.01），见表1。

2.2 电针穴位治疗对缺血对侧皮质 BDNF-mRNA

表达的影响

ALTG组在治疗第 7天时缺血对侧皮质BDNF-

mRNA表达量高于CG组，有显著性差异（P<0.01），

在治疗第 14天时两治疗组的表达量均高于CG组，

有显著性差异（P<0.01），且 ALTG 组高于 UALTG

组，差异有显著性意义（P<0.01），而两治疗组第 21

天时的表达量均低于 CG 组，有显著性差异（P<

0.01），见表2。

表1 各组缺血皮质BDNF-mRNA表达水平比较 （x±s）

组别

UALTG组
ALTG组

CG组
①与CG组同时间点比较P<0.01；②与患侧电针治疗组同时间点比
较P<0.01；③与组内治疗第 7天比较P<0.01；④与组内治疗第 14天
比较P<0.01。

治疗第7天

16.21±1.01①②

5.10±0.48①

1.04±0.26

治疗第14天

0.25±0.03①②③

1.56±0.11①③

1.02±0.19

治疗第21天

10.30±0.54①②③④

4.32±0.35①③④

1.00±0.04
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3 讨论

研究显示，脑组织损伤过程中，神经元出现了一

系列损伤性改变及相应的保护机制。这些相应的变

化都是由相关损伤和抗损伤因子调节，脑损伤作为

一种刺激可以诱导损伤和抗损伤因子的表达[6—7]，脑

源性神经营养因子BDNF就是抗损伤因子中的主要

一种。BDNF是一种广泛分布的多效能神经营养因

子，不仅在中枢神经系统发育过程中对神经元的生

存、分化、生长和维持神经元正常的生理功能起关键

作用，而且还具有抵抗伤害性刺激，促进神经元损伤

后的修复及再生等作用[8—9]。脑缺血后BDNF反应

性增强，是机体早期神经元对缺血、缺氧自我保护的

一个重要内容[10]。目前已知脑缺血后内源性BDNF

的表达水平偏低，持续时间亦较短，单纯内源性

BDNF 的上调不足以防止神经细胞死亡，只有当

BDNF含量达到一定阈值损伤大脑才能够恢复，而

外源性BDNF不能通过血脑屏障，从而限制了静脉

给药途径，因此，康复训练、针刺等各种外界刺激上

调BDNF表达对卒中后神经功能恢复具有极其重要

的意义[11—13]。

本研究中发现，患侧治疗组缺血皮质 BDNF-

mRNA表达量在各时间点均高于模型对照组，第 7

天时表达量最高，第 14天下降，提示电针治疗增强

了缺血皮质的自身代偿能力，上调内源性BNDF的

表达量，进而提高神经细胞抗缺血损伤能力，促进神

经元的修复、再生，而第21天的表达量再次升高，可

能与BDNF在不同时间段的作用机制不同相关。而

健侧治疗组缺血皮质BDNF-mRNA不仅在第7天有

更高水平的表达量，在第21天时仍有高水平的表达

量，与以往的研究结果一致 [14]。缺血皮质 BDNF-

mRNA的这种表达变化说明，持续高水平的BDNF

不仅能够挽救缺血半影区缺血神经元，修复损伤神

经元，而且能够促进梗死灶周围神经元出芽，再生并

形成新的突触连接，BDNF可以经胞体运输至轴突

末端释放，被次级神经元摄取利用，参与突触的可塑

性[2,15]。同时在轴突生长发育中激活了各种信号传

导系统，调节神经元的生长和分化，促进了突触的形

成[7,16]。另外，我们根据祖国传统医学中“巨刺者，左

取右，右取左”，的经络气血相贯，左右倾移，上下互

调而采用的这种选穴针刺方法[2]。发现早期持续的

健侧电针刺激可以促使受损脑区域的皮质 BDNF-

mRNA的表达量持续上调，更有利于缺血皮质抗损

伤效应的发挥和神经元修复及神经连接发生的重

建，这对脑卒中后神经功能的恢复采用早期电针穴

位治疗具有重要意义。

在本实验中发现，健侧治疗组和患侧治疗组的

缺血对侧皮质BDNF-mRNA在治疗第7天时均有较

高程度表达，与模型对照组相比有显著性差异,且健

侧治疗组较患侧治疗组的表达量更高（P<0.01），表

明健侧大脑皮质参与了脑卒中后脑功能的重建，这

与先前的研究结果是一致的[17]。有研究发现，电针

针刺健康受试者右侧肢体时，左侧大脑感觉运动皮

质的葡萄糖代谢增高，而对脑卒中患者进行针刺患

侧肢体时，对侧皮质葡萄糖代谢增高，也证实了针刺

脑卒中患者的患侧肢体时会产生双侧的大脑皮质效

应[18]。本研究中健侧治疗组的BDNF-mRNA的表达

量高于患侧治疗组说明针刺治疗后局灶缺血性脑损

伤区域的局部环境中BDNF的表达量发生增加，使

各种神经营养因子之间相互调节的作用增强，促进

了受损伤神经元的修复，从而促进损伤脑组织的修

复[12]。运动生理学研究表明，长期一侧肢体运动对

对侧肢体同源部位肌肉功能会产生明显的影响，对

侧肢体获得的这种功能变化表现出训练效果的特异

性，被称之为交叉迁移现象，当测试方式和同侧肢体

训练方式相同时，交叉迁移的效果更为明显[19]。相

关研究显示，采用电针足三里和下巨虚等穴位，对健

康受试者进行为期4—6周的单侧针刺穴位训练，可

以同步提高两侧胫骨前肌的肌肉力量，显现出治疗

效果的交叉迁移[20]。而本实验中健侧电针治疗组在

第7天时对缺血皮质的表达量增加就高于患侧电针

治疗组对缺血皮质的影响，并且在第21天时持续表

达升高，也高于患侧电针治疗组，说明早期健侧电针

穴位治疗对缺血皮质区的影响以及治疗效果要优于

表2 各组缺血对侧皮质BDNF-mRNA表达水平比较（x±s）

组别

UALTG组
ALTG组

CG组
①与CG组同时间点比较P<0.01；②与患侧电针治疗组同时间点比
较P<0.01；③与组内治疗第 7天比较P<0.01；④与组内治疗第 14天
比较P<0.01。

治疗第7天

0.38±0.01①②

2.59±0.11①

1.02±0.17

治疗第14天

1.92±0.38①②③

3.52±0.25①③

1.00±0.08

治疗第21天

0.72±0.09①②③④

0.11±0.02①③④

1.10±0.27
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患侧治疗。

本实验中还发现，患侧电针治疗组在治疗第 7

天、第14天时缺血皮质的对侧皮质BDNF-mRNA表

达量显著高于模型对照组，进一步说明患侧治疗同

样也可导致对侧迁移，影响缺血对侧的大脑皮质

BDNF-mRNA 表达增加，而缺血对侧大脑皮质的

BDNF-mRNA 表达上调同时可增加局部神经营养

因子的相互联系和协调，促使缺血侧的神经元得到

更快修复，也进一步证实了神经系统的这种交叉迁

移效果。这与我们前期采用 fMRI观察双侧大脑皮

质的交叉迁移现象的研究结果也是类似的[21]。而本

实验中所发现在治疗第 14天时两治疗组的表达量

均高于模型对照组，而随着治疗时间推移，两治疗组

在第21天时的表达量均显著低于模型对照组，说明

早期的电针穴位治疗脑卒中的重要性和必要性。

在本实验中，依据大部分相关研究中基础实验

电针刺激对实验动物采用的都是浅麻醉方式，因此

本研究对实验各组所有动物均采用浅麻醉方式在相

同情况下实施干预，故各组之间的实验结果是可以

比较的。考虑到浅麻醉或许对针刺效果有影响，我

们将在下一步的研究中再增加非麻醉组观察。

本实验首次观察到，早期电针穴位治疗健侧肢

体可以增加脑缺血区皮质 BDNF-mRNA 的分泌和

表达时程，同时，还可促进局灶性脑缺血大鼠的双侧

皮质BDNF-mRNA的表达上调。

4 结论

早期电针穴位治疗MCAO局灶性脑缺血大鼠

健侧肢体和患侧肢体都能有效促使双侧皮质

BDNF-mRNA的表达上调，具有明显的交叉迁移效

果。健侧较患侧更大幅度提高缺血皮质 BDNF-

mRNA的表达，提示早期健侧电针治疗能更好启动

缺血皮质神经修复再生过程，促进两侧皮质间平衡，

这种可塑性变化可能是大鼠功能恢复较好和病死率

较低的分子机制之一。
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