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电针对高血压大鼠脑缺血胶质血管网络胶质原纤维

酸性蛋白和血管内皮生长因子表达的影响
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【摘要】 目的观察电针对易卒中型肾血管性高血压大鼠(RHRSP)脑缺血／再灌注(I／R)后不同时间点

脑组织胶质原纤维酸性蛋白(GFAP)、血管内皮生长因子(VEGF)表达及超微结构的影响。方法夹闭SD大

鼠双侧肾动脉10周使血压≥180 mm Hg(1 mm Hg一0．133 kPa)制备RHRSP。将RHRSP随机分为对照组

“一12)、假手术组b=12)、模型组(竹一48)、电针组(n=48)，后两组再用线栓法制备大脑中动脉闭塞(MCAO)

模型。采用免疫组化法检测脑缺血2 h后再灌注1、7、14、28 d脑内缺血区GFAP、VEGF表达，测定脑组织含水

量，用电镜观察细胞超微结构变化。结果模型组制模后1 d缺血周围半暗区出现GFAP、VEGF阳性细胞表

达，均于7 d达高峰，14 d有所减少，28 d明显减少，但仍高于对照组和假手术组(均P<0．01)；电针组GFAP、

VEGF阳性细胞表达在7、14及28 d较模型组显著增加(均P<O．05)。模型组制模后1 d脑含水量明显高于对

照组和假手术组(eg P<0．01)，随时间延长呈下降趋势；电针组1 d、7 d时较模型组明显降低(均P<O．05)。电

镜下可见电针组星形胶质细胞和血管壁超微结构较模型组明显减轻。结论 电针对RHRSP脑I／R损伤的保

护作用可能与增强急性脑缺血梗死灶周围GFAP、VEGF的表达，促进脑缺血区胶质血管单位重建，从而减轻

缺血后脑损伤有关。

【关键词】缺血／再灌注损伤，脑；胶质原纤维酸性蛋白；血管内皮生长因子；脑组织超微结构}电针；高

血压；大鼠
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[Abstract] Objective To observe the effects of electric acupuncture on expressions of glial fibrillary

acidic protein(GFAP)and vascular endothelial growth factor(VEGF)and ultra—structure after cerebral

ischemia／reperfusion(I／R)at different time points in brain ischemic tissue of stroke—prone—renovascular—

hypertensive—rats(RHRSP)．Methods RHRSP models were established by bilaterally narrowing the renal

artery with sliver loop clips for 10 weeks，and the blood pressure could exceed 180 mm Hg(1 mm Hg=

0．133 kPa)．RHRSP were divided into four groups randomly：control group(，l=12)，sham operation group

(，l=12)，model group(”=48)and electric acupuncture group(挖一48)．The occlusion of middle cerebral

artery(MCAO)was created in the model by stringing the artery in the latter two groups of RHRSP．The

expressions of GFAP and VEGF in the rat cerebral ischemic tissue were detected by immunohistochemistry

after 2-hour ischemia and 1-day，7-day，14．day and 28一day reperfusion，the water content in brain tissue was

calculated，and the ultra—structure of the same tissue was detected by electron microscope．Results The

expression of positive GFAP and VEGF cells in model group was found in that area at 1-day，increased

significantly and up to the maximum at 7-day，reduced at 1 4一day，and significantly decreased at 28-day，but

still higher than that in the control and sham operation groups(both P<0．01)．The numbers of positive

GFAP and VEGF cells in electric acupuncture group were obviously higher than those in model group at

7-day。14一day and 28一day(all P<0．05)．The brain water content was significantly increased at 1 day in model

group compared with that in control group and sham operation group(both P<0．01)，and the water content

in brain tissue was decreased with the prolongation of time：at the time points of 1 day and 7 days，the brain

water content in the electric acupuncture group was obviously lower than that in the model group(both P<

O．05)．Under electron microscope，the ultra—structural damage of astroglia and vascular wall in electric

acupuncture group was milder than that in the model group．Conclusion The electric acupuncture can

antagonize the brain I／R injury in RHRSP．The mechanisms are possibly related to up—regulating the

expressions of GFAP and VEGF in the surrounding area of acute cerebral ischemic focus and promoting the

rebuild of gliavascular net in cerebral ischemic tissue．thus the cerebral ischemic damage is Iessened．

[Key words]Cerebral ischemia／reperfusion injury；Glial fibrillary acidic protein，Vascular endothelial

growth factor；Cerebral ultra—structure；Electric acupuncture；Hypertension；Rat
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急性脑缺血不仅是单一神经元细胞损害，而且

是整个神经血管单位受损，包含对脑血管内皮细胞、

星形胶质细胞、神经元及其维持脑组织整体性的细

胞外基质的整体影响[1]。有研究提示，缺血区血管新

生营造的微环境是缺血区组织抗损伤和神经元修复

的结构基础，可促进中枢神经的再生瞳]。本课题组前

期研究发现，电针对高血压大鼠脑缺血神经元损伤

有一定保护作用，其机制与调节中枢神经轴突再生

相关的因子表达有关[3]，但尚不清楚是否与调控缺

血区胶质血管网络微环境有关。胶质原纤维酸性蛋

白(GFAP)是星形胶质细胞的特征性蛋白，在脑缺

血损伤时刺激成熟的星形胶质细胞合成GFAP，以

标记损伤后胶质细胞活动；血管内皮生长因子

(VEGF)是迄今为止惟一被证明对血管形成有关键

而且特异性作用的生长因子，可通过与其在血管内

皮细胞上的酪氨酸激酶受体(Flt一1)结合，启动脑缺

血后血管新生调控的中心环节[4]。本实验中观察电

针对易卒中型肾血管性高血压大鼠(RHRSP)脑缺

血／ig灌注(I／R)后血管新生及星形胶质表达相关

因子GFAP、VEGF的水平，探讨电针在脑缺血损伤

后调控胶质血管网络的可能作用。

1材料与方法

1．1实验动物模型制备：2～3个月的雄性SD大鼠

120只，体重90～120 g，由广州中医药大学动物中

心提供(许可证号：粤SYXK2003—0013，动物环境设

施监测合格证号：2004一C016)。采用夹闭双侧肾动

脉10周‘的方法制备RHRSP备用；夹闭10周后血

压≥180 mm Hg(1 mm Hg一0．133 kPa)，且从未出

现脑卒中症状和体征的动物制备大脑中动脉闭塞

(MCAO)模型E5-63。

1．2动物分组及处理：采用随机数字表配对分层将

RHRSP分组。对照组(行一12)：不进行任何处理；假

手术组(，z=12)：只切开皮肤，暴露颈部动脉后即缝

合；模型组(，z=48)：制备MCAO I／R模型；电针组

(咒=48)：I／R后每日给予电针治疗。模型组和电针

组分别在复流1、7、14、28 d腹腔麻醉下处死动物，

对照组与假手术组于观察28 d后同法处死动物。

1．3针刺方法：用30号1寸(同身寸)毫针沿皮斜

刺大椎、百会两穴，进针深度2～3 mm。针柄接
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G68051A型电针仪电极，复流后每日电针1次，强

度为3 V，频率为3 Hz连续波，以肌肉轻微抽动、动

物不挣扎嘶叫为度，持续15 rain，最多电针14 d。

1．4检测指标及方法

1．4．1超微结构观察：取大脑中动脉供血区顶叶皮

质1 mm×1 mm×1 mm，分别用电镜液、锇酸固定，

磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗，常规脱水、包埋、超薄切

片，醋酸双氧铀一柠檬酸铅双染，透射电镜下观察。

1．4．2脑内GFAP和VEGF表达的检测：采用链

霉素一亲和素一生物素一过氧化物酶(SABC)免疫组化

法。每组随机处死6只大鼠后断头取脑，连续冠状切

片，收集梗死区切片烤干后室温保存。制模后1、7、

14、28 d分别取5张切片进行脱蜡水化、抗原修复、

血清封闭、辣根过氧化物酶标记SABC孵育、3，3’一

二氨基联苯胺(DAB)显色、苏木素复染、乙醇梯度

脱水、二甲苯透明、中性树脂封片等过程后保存。用

PBS代替一抗作为空白对照。采用阳性细胞计数

法，在400倍光镜下选取缺血区及周围5个互不重

叠的视野，每个时间点共计15个视野，用病理图文

分析系统计算每个视野单位面积阳性细胞数，取均值。

1．4．3脑含水量测定[7]：于相应时间点处死大鼠，

取脑组织称湿重后，在80℃烤箱中烘干48 h，称干

重，按Gotoh方法测定脑组织含水量[(脑湿重一脑

干重)／脑湿重×100％]。

1．5统计学处理：用SPSS 11．0软件对数据进行统

计分析。计量资料用均数±标准差(z±s)表示，采用

．完全随机设计单因素方差分析和两样本t检验，P<

0．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1各组大鼠脑组织超微结构(彩色插页图1)：模

型组星形胶质细胞核周间隙扩大，染色质轻度溶解，

部分线粒体空泡化，粗面内质网肿胀，髓鞘板层分

离、层间模糊不清，有些部位出现断裂、溶解。电针组

星形胶质细胞双层核膜结构完整、清晰，常、异染色

质自然分布、轻度溶解；细胞器结构正常，可见线粒

体和粗面内质网；髓鞘结构基本完好，有些部位轻度

脱髓鞘；血管管腔开放，管壁连续，可见基膜；内皮细

胞胞质丰富；血管壁连续，内有运输小泡，可见基膜，

管腔狭窄。

2．2各组大鼠脑内缺血区周围GFAP阳性细胞数

比较(表1)：免疫组化显示，对照组和假手术组大鼠

白质如内囊、外囊、胼胝体及皮质分子层可见GFAP

阳性星形胶质细胞，但GFAP阳性反应较弱，其胞

质及纤维呈淡黄色，胞体很小，纤维纤细，数量很少。
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模型组制模后各时间点非缺血侧相应脑区几乎无或

仅有弱的GFAP免疫反应阳性，阳性细胞染色很

淡；而缺血侧病灶周围则呈现明显的GFAP免疫反

应阳性，且不同时间点缺血灶周围GFAP阳性的细

胞数量和形态有变化；制模后1 d缺血灶周围半暗

带呈现明显的GFAP阳性，围绕缺血灶周围半暗带

形成“围墙”，胞体肥大、突起增粗，呈典型的活化形

态；7 d胞体阳性星形胶质细胞胞体明显增大，纤维

增粗，很多明显肥大的细胞体内呈空泡，达到高峰，

14 d阳性表达有所减弱，28 d则明显减弱。电针组

在7、14及28 d阳性细胞数较模型组明显增加，差

异有统计学意义(均P<o．05)。

表1各组大鼠制模后不同时间点脑内GFAP

阳性细胞数比较(i士s，意一6)

组别
GFAP阳性细胞数(个／era2)

1 d 7 d 14 d 28 d

对照组

假手术组

模型组

电针组

4．10土0．72

4．24士1．19

30．42土4．19‘60．48士5．49,c 51．47士3．48．c 7．64士1．30“

33．17+4．78·89．235=7．41,bc 68．51士2．81,bc 14．28+3．82ak

j’值 9．374 1．742 10．536 11．763

P值0．027 0．013 0．024 0．026

注：与对照组和假手术组比较，·P<O．01；与模型组比较，5P<

0．05}与本组前一时间点比较，。P<O．05f空白代表无此项

2．3各组大鼠脑内VEGF阳性细胞数比较(表2)：

对照组及假手术组仅见少量VEGF表达。模型组大

鼠在制模后1 d，缺血坏死区周围、海马、皮质出现

VEGF阳性表达增多，7 d达高峰，且阳性细胞染色

明显加深，14 d仍有较高表达，28 d明显减少，但仍

高于对照组及假手术组(均P<O．01)。电针组大鼠

制模后7、14、28 d脑组织VEGF表达量均高于同期

模型组，差异有统计学意义(均P<O．05)。

表2各组大鼠制模后不同时问点脑内

VEGF阳性细胞数比较(；士s，一一6)

组别
VEGF阳性细胞数(个／era2)

1 d 7 d 14 d 28 d

对照组 5．62士0．72

假手术组 5．78+0．14

模型组 6．02士0．71 45．33士5．92”37．21士4．88ac 12．57士3．51,c

电针组 15．82+0．87a6 64．36+6．25—52．255：5．42—21．23+5．57abc

F值 4．33 12．642 15．521 10．773

P值0．271 0．013 0．008 0．032

注：与对照组和假手术组比较，‘P<0．01；与模型组比较，6尸<

0．05，与本组前一时间点比较，。P<O．05，空白代表无此项

2．4各组大鼠脑组织含水量的比较(表3)：制模后

1 d，模型组和电针组脑组织含水量均明显高于对照

组与假手术组，但模型组升高更明显(P<O．05或

P<O．01)。7 d后模型组和电针组脑组织含水量开

始下降，但仍高于对照组与假手术组(均P<0．01)，

且模型组明显高于电针组(P<0．05)。14 d、28 d

后，模型组和电针组脑组织含水量与对照组和假手

术组比较差异无统计学意义(均P>O．05)。

表3各组大鼠制模后不同时间点

脑含水量变化比较(；土s，一一6)

组别
脑含水量(％)

7 d 14 d 28 d

77．41士1．32

77．43士1．28

78．64士1．57

78．28士1．81

注：与对照组和假手术组比较，aP<O．01，与模型组比较，6P<

0．05，与本组前一时间点比较，。P<O．05；空白代表无此项

3讨论

以往星形胶质细胞仅被视为具有固定脑细胞的

功能，而现在逐渐被认为其在中枢神经系统功能中

发挥着关键作用[8]。星形胶质细胞能调节神经元突

触的合成和生长，和血管互相作用形成胶质血管网

络，不但构成脑的结构，而且是激动、转导信号交流

的区域，胶质血管单位根据胶质细胞的协调信号来

调节神经元的活动[9]，并且星形胶质细胞可诱导成

年神经干细胞的神经发生[10|。GFAP是星形胶质细

胞的特征性蛋白，在缺血性脑损伤早期梗死毗邻区

GFAP表达迅速增高n¨。本实验发现，RHRSP脑

I／R后1 d后出现活化的星形胶质细胞，7 d后胞体

肥大、突起增粗，呈现明显的活化状态，并一直持续

到28 d。星形胶质细胞在损伤区分泌多种神经营养

因子，以促进中枢神经和周围神经轴索的生长与存

活[121。本实验发现电针组在7、14、28 d，GFAP阳性

细胞数比模型组明显增加，星形胶质细胞活化程度

也明显增强，本课题组既往的研究表明，电针能下调

在脑I／R损伤中有阻遏影响突触重构、神经功能恢

复的抑制性蛋白神经黏蛋白表达[3]。结合本实验提

示，其机制可能是在脑I／R早期，电针主要保护星

形胶质细胞I／R损伤，并通过影响神经递质合成，

调节离子浓度变化及促进突触形成等多种方式调节

突触信号的传递，促进激活的星形胶质细胞形成或

分泌多种神经营养因子，这些因子能促进中枢神经

和周围神经轴索的生长与存活；而在后期星形胶质

细胞主要以合成抑制因子和损伤因子为主，电针以

双向调节的作用抑制星形胶质细胞的激活，减少突
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触抑制的释放及胶质疤痕的产生，从而有利于脑缺

血损伤后突触再生及功能恢复。

VEGF是内皮细胞特异的有丝分裂原，调整各

种病理生理状况下的血管生成，脑缺血后VEGF及

其受体表达上调，缺血区特别是缺血半暗区，VEGF

及其受体在低氧诱导因子一1(HIF一1)调节下表达上

调，刺激内皮细胞增生，从而形成新的血管[1引。有研

究表明，在脑缺血模型中，尽管微循环的完整性仍保

留，但超过80％的新生神经元死亡，仅0．2％的缺血

神经元通过神经再生来代替[143；同时也发现，对中

风患者进行神经细胞移植治疗并没有达到理想的效

果[1引，其原因可能与新生的神经存在于一直缺少生

长因子及坏死组织引起的毒性物质的微环境中有

关，因此研究者把目光集中到神经细胞所处的微环

境，发现中风后血管再生可以提高神经再生[1 6|。将

人类CD34+血管内皮祖细胞植入免疫豁免的中风

大鼠体内，不但能加快脑缺血损伤区微血管的发生，

而且能明显增加神经营养因子的生成[1川。本实验发

现，脑I／R后脑组织VEGF增加；电针刺激后其增

加更明显，表明电针可促进RHRSP脑I／R后脑组

织VEGF蛋白的表达。而近来研究表明VEGF可刺

激体外培养的神经元轴突生长，刺激血管新生、延伸

血管腔，增加星形胶质细胞和神经元的数量，促进星

形胶质细胞的有丝分裂和神经元的成活[1 8|，对神经

细胞有直接的保护作用。因此我们推测电针上调

RHRSP脑I／R后脑组织VEGF的表达，在早期可

能直接保护神经元，而在恢复期激活内皮细胞和巨

噬细胞，发挥神经再生和微血管重建的功能。

本实验还发现，电针能减少RHRSP脑I／R后

脑含水量，并显著减轻脑I／R引起的星形胶质细胞

和血管壁超微结构损害，对I／R引起的脑损伤具有

良好的保护作用；电针可促进RHRSP脑I／R后脑

组织VEGF、GFAP的表达，提示可能同电针改善受

损脑组织神经元和血管壁超微结构相关。
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《中国中西医结合急救杂志》中、英文摘要写作要求

论著类文稿需附中、英文摘要，其他类别稿件(如研究报告、经验交流、治则·方剂·针灸、病例报告、综述等)不附中、英文
摘要。中、英文摘要应按结构式摘要格式撰写，采用第三人称，内容包括目的(Objective)、方法(Method)、结果(Results)和结论
(Conclusions)，其中结果部分应包括关键性或主要的数据。摘要中不列图表，不引用文献，不加评论和解释。
由于《中国中西医结合急救杂志》被美国《化学文摘》(cA)、俄罗斯《文摘杂志》(AJ)、WHO西太平洋地区医学索引

(WPRIM)等多个国际著名检索系统收录，为了便于国外读者了解该项研究的重要内容，增进对外交流，因此英文摘要内容可
相对具体一些(一般在600个实词以内)，以适当增加英文信息量。英文摘要应包括文题、作者姓名(汉语拼音，姓氏字母均大
写，名字首字母大写，双字名中间加连字符)、单位名称、所在城市名和邮政编码及国名。应列出全部作者姓名，如作者工作单
位不同，只列出第一作者的工作单位，在第一作者姓名右上角加“*”，同时在第一作者的单位名称首字母左上角加“*”。
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电针对高血压大鼠脑缺血胶质血管网络胶质原纤维酸性蛋白
和血管内皮生长因子表达的影响
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