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电针对脑缺血大鼠海马 CA3 区 NGF和 Gas7 表达的影响

丁 见，吴 锋，缪化春，李怀斌，熊克仁
(皖南医学院 人体解剖学教研室，安徽 芜湖 241002)

【摘 要】目的:观察电针对脑缺血大鼠 CA3 区神经生长因子(NGF)和生长休止特定蛋白 7(Gas7)表达的影响，分析其可能的
保护机制。方法: 24 只雄性 SD大鼠随机分为正常组、假手术组、模型组和造模后电针治疗组，采用线栓法复制右侧大脑中动
脉栓塞(MCAO)模型。造模成功 1 周后，电针组给予电针“百会”和左侧“足三里”穴，每天 1 次，每次 30 min，连续 21 d。采用
尼氏染色法观察各组缺血侧 CA3 区神经元形态，并用免疫组织化学方法检测 CA3 区 NGF和 Gas7 的表达。结果:①尼氏染色
结果显示正常组与假手术组 CA3 区神经元轮廓清晰、淡染;模型组 CA3 区神经元形态周缘不规则，细胞核固缩;电针组神经元
形态与正常组接近。②免疫组化结果:正常组、假手术组大鼠海马 CA3 区 NGF和 Gas7 的免疫反应阳性表达强度差异无统计
学意义(P ＞ 0． 05);模型组 CA3 区 NGF和 Gas7 的免疫反应阳性表达比正常组增强(P ＜ 0． 01);电针组 CA3 区 NGF 和 Gas7
的免疫反应阳性表达比模型组增强 (P ＜ 0． 01)。结论:电针可通过上调缺血侧海马 CA3 区 NGF和 Gas7 的表达，对神经元起
到一定保护作用。
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Effect of electroacupuncture intervention on NGF and Gas7 expression in hippocampal CA3
region in cerebral ischemia rats

DING Jian，WU Feng，MIU Huachun，LI Huaibin，XIONG Keren
Department of Anatomy，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective:To observe the effect of electroacupuncture(EA) on the expression of nerve growth factor(NGF) and growth arrest-specific protein

7 (gas7) in the right hippocampal CA3 region in rat models with focal cerebral ischemia for potential mechanism of EA intervention． Methods:Twenty-four

healthy adult male Sprague-Dawley (SD) rats were randomized into groups of normal control，sham operation，models and electroacupuncture intervention．

Ｒat models were prepared by middle cerebral artery occlusion(MCAO) ． One week after model establishment，rats in the EA group were treated with EA at

the point of Baihui and Zusanli in the left leg，once a day，for 30 min for consecutive 21 days． Nissl staining was performed to observe the morphology of

neurons in the CA3 region in rats of each group，and immunohistochemistry was used to determine the expression of NGF and Gas7 in the CA3 region．

Ｒesults:①Nissl staining indicated clear structure and lightly stained neurons in the CA3 region in rats of normal control and sham operation groups，and ir-

regular neurons with nuclear pyknosis in peripheral CA3 area in model rats． The neurons in rats treated with EA remained similar to those of normal con-

trols;②Immunohistochemistry showed that there was no significant difference in the immunoreactive expression of NGF and Gas7 protein in the right CA3

area between sham group and normal control group(P ＞ 0． 05)，yet increased positive immunoreaction of NGF and Gas7 protein was seen in the CA3 region

in model rats and rats treated with EA as compared with the normal controls or model group(P ＜ 0． 01) ． Conclusion:EA can significantly up-regulate the

expression of NGF and Gas7 in hippocampal CA3 region in rat cerebral ischemia，and may produce protective effect on the neurons in the affected areas．

【Key words】electroacupuncture;cerebral ischemia;CA3;nerve growth factor;growth arrest-specific protein 7

脑缺血是临床常见疾病，具有高致残率、高病死
率的特点，其病理过程较为复杂，缺血病灶区局部甚

至远离缺血区部位都会出现不同程度的损伤
［1］。

大脑内不同部位对缺血缺氧损害敏感程度有差异，

海马是其中较为敏感的部位，也是大脑内具有重要

功能的结构
［2］。针刺作为中国传统的“非药物”治
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疗手段，对脑缺血后神经、血管再生具有显著的临床
效应
［3］。神经生长因子( nerve growth factor，NGF)
和生长休止特定蛋白 7(growth arrest-specific protein
7，Gas7)对中枢神经系统的再生和修复有着重要的
作用，具有维持神经元存活、参与受损神经元修复等
功能
［4 － 5］。前期研究显示，电针可通过上调大鼠缺
血侧丘脑腹后外侧核 NGF 和 Gas7 的表达，从而对
神经元起到一定保护作用

［6］，但电针对海马 CA3 区
NGF和 Gas7 表达的影响尚未见报道。本研究通过
建立大脑中动脉栓塞(middle cerebral artery occlu-
sion，MCAO)大鼠模型，观察电针刺激“百会”和左
侧“足三里”穴对脑缺血损伤后海马 CA3 区 NGF 和
Gas7 表达的影响，探讨电针对大鼠脑缺血后损伤的
保护作用及可能机制。

1 材料与方法
1． 1 实验动物及分组 SD大鼠 24 只，清洁级成年
雄性，体质量(200 ± 20) g，许可证号: SCXK (苏)
2014-0007。适应性饲养 7 d 后，大鼠随机分为正常
组、假手术组、模型组和电针组，每组 6 只。
1． 2 药品及试剂 戊巴比妥钠，美国 Sigma 公司;
NGF一抗，北京博奥森生物技术有限公司;Gas7 一
抗，Santa Cruz公司;浓缩型 SABC-POD试剂盒，武汉
博士德生物工程有限公司;PBS漂洗缓冲液，武汉博
士德生物工程有限公司;多聚赖氨酸( Poly-L-ly-
sine)，武汉博士德生物工程有限公司;DAB 底物显
色试剂盒，北京天根生化科技有限公司。
1． 3 模型制备 参照本研究前期建立的 MCAO 模
型制作方法

［6］，大鼠经腹腔注射戊巴比妥钠麻醉后

仰卧于实验台上，颈部剃毛、消毒后做正中切口，分
离出右侧颈总动脉(CCA)，分离颈外动脉(ECA) 、
颈内动脉( ICA) 颅外段。将 CCA近心端结扎，ECA
结扎。于右侧颈总动脉近分叉处作一小切口，插入
预先准备的直径 0． 26 mm 尼龙线，深度(18． 5 ± 0．
5)mm，用备线扎紧，清创，缝合皮肤。同时制备假手
术组作为对照，仅暴露右侧 CCA、ECA 及 ICA，逐层
缝合，正常进水进食。
1． 4 干预方法 造模成功 1 周后，电针组参照中国
针灸学会实验针灸委员会制定的实验动物穴位图

谱，以 30 号 1 寸毫针取“百会”穴斜刺入头皮 1 mm，
直刺左侧“足三里”穴 2 mm。针柄连接至电针仪
(苏州医疗用品厂有限公司，型号:SDZ-Ⅱ)，给予低
频(2 Hz) 电流刺激，强度为 2 V，波宽为 1 ms，持续
30 min，每日 1 次，连续 3 周。其余 3 组不予干预。
1． 5 标本采集与形态学检测 以 1% 戊巴比妥钠

腹腔注射麻醉，开胸，用插管经左心室-升主动脉灌
注 4%多聚甲醛，灌注后取脑，参照大鼠脑立体定位
图谱
［7］
进行分段，将分段后的脑组织放入 4%甲醛

固定 24 h 后石蜡包埋。常规石蜡切片(厚 5 μm)，
以涂有多聚赖氨酸的载玻片贴片后按 SABC 免疫组
织化学染色试剂盒步骤进行操作，DAB 显色，中性
树胶封片。切片中选取相同冠状切面，每组 10 张，
在光学显微镜采用 400 倍视野对 CA3 区进行观察
拍照，采集照片相同区域内用 Image J 软件对 NGF
和 Gas7 阳性神经细胞进行计数并测量平均灰度值。
1． 6 统计分析 用 SPSS 18． 0 统计软件进行统计
分析，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD检验，结果以均数 ±标准差(珋x ± s)表示，P ＜ 0．
05 为差异有统计学意义。

2 结果
2． 1 神经元形态学比较 正常组及假手术组 CA3
区尼氏染色后镜下结构境界清晰，淡染，排列较为整

齐，神经元形态完整，胞核居中，胞质丰富。模型组
大鼠患侧海马锥体细胞层次减少、排列紊乱，神经细
胞形态不规则增多。电针组大鼠神经元细胞形态有
改善，缺血侧细胞萎缩状况较模型组减少(见图 1)。

A．正常组;B．假手术组;C．模型组;D．电针组。

图 1 各组大鼠右侧海马 CA3 区神经元尼氏染色

2． 2 NGF蛋白在各组右侧海马 CA3 区表达的比较
各组大鼠右侧海马 CA3 区均有 NGF 的表达。

NGF 免疫阳性产物主要着色部位为神经元的胞膜
与胞质，阳性神经元着色呈棕黄色。正常组可见少
许淡染的 NGF 阳性神经元;模型组 CA3 区 NGF 阳
性神经元数量增多(P ＜ 0． 01)，染色加深，细胞平均
灰度值较正常组降低(P ＜ 0． 01);电针组与模型组
比较，CA3 区 NGF 阳性神经元数量均增多(P ＜
0． 01)，免疫阳性细胞平均灰度值降低(P ＜ 0． 01);
与正常组比较，假手术组右侧 CA3 区 NGF 阳性表
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达差异无统计学意义(P ＞ 0． 05)，见表 1、图 2。

表 1 大鼠海马 CA3 区的 NGF和 Gas7 免疫阳性细胞数及平
均灰度值(珋x ± s，n = 6)

组别

NGF

细胞数

(个 /高倍视野)
灰度值

Gas7

细胞数

(个 /高倍视野)
灰度值

正常组 26． 93 ± 3． 94 164． 05 ± 3． 62 28． 23 ± 3． 86 167． 74 ± 4． 90

假手术组 25． 67 ± 2． 99c162． 90 ± 3． 55c27． 85 ± 2． 93c165． 16 ± 7． 27c

模型组 35． 09 ± 3． 53a149． 74 ± 2． 51a41． 93 ± 2． 77a153． 79 ± 5． 66a

电针组 44． 62 ± 5． 21b135． 19 ± 3． 66b52． 62 ± 4． 33b138． 44 ± 6． 06b

F 28． 740 39． 268 96． 643 29． 373

P 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000

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

A．正常组;B．假手术组;C．模型组;D．电针组。

图 2 NGF在大鼠右侧海马 CA3 区的表达
2． 3 Gas7 蛋白在各组右侧海马 CA3 区表达的比较

Gas7 阳性神经元呈棕黄色，着色部位主要为胞膜
和胞质，细胞多呈圆形，少数呈椭圆形。正常组 CA3
区可见少量淡染的 Gas7 阳性神经元。模型组 Gas7
阳性细胞数较正常组增多(P ＜ 0． 01)，细胞染色加
深，细胞平均灰度值降低(P ＜ 0． 01);电针组 Gas7
阳性神经元呈深染状态，与模型组比较，细胞数增多

(P ＜ 0． 01)，平均灰度值降低(P ＜ 0． 01);与正常组
相比较，假手术组 CA3 区 Gas7 阳性表达差异无统
计学意义(P ＞ 0． 05)。见表 1、图 3。

3 讨论
缺血性脑血管病是临床常见疾病，具有致残率

高的特点，严重威胁着人类的健康及生存质量，防治

缺血性脑血管病一直是临床关注的重点，也是目前

医学研究的热点。针灸作为中医学治疗手段，受到
各国临床医学界的高度重视，其可明显改善脑缺血

后神经功能损害症状，提高患者生活质量，现已广泛

应用于脑缺血后的治疗
［8］。传统观念认为，中枢神

经系统损伤后不能修复，但人们近年对神经干细胞

的研究发现，在海马终身存在着内源性神经干细胞，

脑损伤可刺激体内神经再生区的神经干细胞増殖、
分化，进行自我修复。但大脑的自身修复能力有限，
而电针可通过改善机体血氧代谢方面对脑缺血起治

疗作用
［9］，发挥延缓脑损伤的保护作用，使大脑神

经的功能和形态损害减轻。本研究探讨脑缺血后电
针“百会”、“足三里”穴对脑的保护作用并研究其中
可能的作用机制。通过尼氏染色观察到模型组大鼠
患侧海马 CA3 区神经元出现损伤，以此验证了模型
的成功与稳定性，可以用于研究电针对 MCAO 模型
大鼠海马 CA3 区 NGF和 Gas7 表达的影响。通过为
期 21 d的电针干预治疗以后，电针组大鼠缺血区神
经元萎缩状况明显好转，说明电针具有较好的良性

调节作用，可在一定程度上减少脑缺血对神经元带

来的损害。

A．正常组;B．假手术组;C．模型组;D．电针组。

图 3 Gas7 在大鼠右侧海马 CA3 区的表达

神经干细胞终身存在于哺乳动物脑内，脑缺血

缺氧后神经细胞存在一定的自身保护机制，机体可

上调一些内源性神经营养因子的表达，降低脑神经

细胞损伤程度。NGF 是发现最早的一类神经营养
因子，具有抗氧化、抗调亡、抑制兴奋性氨基酸神经
毒性等多种作用，可保护效应神经元，促使损伤神经

再生。局灶性缺血损伤后 NGF的表达会上调，参与
神经元再生的调节。NGF 是具有神经元营养和促
突起生长双重生物学功能的一种神经细胞生长调节

因子，可促进缺血后神经元的存活和生长发育并能

够防止它们受损死亡，改善神经元的病理状态，促进

受损神经元再生及分化成熟，在损伤修复中具有重

要作用
［10］。大量研究表明，NGF对缺血缺氧导致的

脑损伤具有保护作用，海马是大脑内合成 NGF的重
要场所

［11］。本课题组前期对局灶性脑缺血大鼠的
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研究发现，在海马的缺血侧出现了 Nestin 阳性神经
元的增强表达，Nestin 是神经干细胞的特征性标志
物，在海马区出现神经干细胞的增殖，说明具有一定

的自身代偿性修复作用。本实验观察到模型组大鼠
缺血侧海马 CA3 区 NGF 的表达与正常组相比出现
明显增高，而 NGF 的高表达则可促进 Nestin 的表
达，有利于缺血后海马产生的神经干细胞增殖和分

化。说明 NGF的表达增高可促进脑缺血后大鼠的
自身代偿性修复，可以在一定程度上改善神经功能

缺损状况。
Gas7 蛋白主要表达于脑组织，可调节神经细胞

的生长分化，有报道显示 Gas7 的高表达对缺氧造成
的神经元受损有保护作用，在慢性复合应激模型可

诱导海马齿状回的神经干细胞向神经细胞分化等，

从多方面参与了神经系统的损伤修复。神经系统对
缺血缺氧异常敏感，尤其在大脑皮质，在缺血缺氧环

境下会最先出现损伤
［12］，引起细胞受损甚至凋亡。

海马是大脑皮质边缘系统的一部分，属易受缺血影

响的区域。既往研究表明 Gas7 在海马的发生和发
育过程中起重要作用

［13］，本研究通过免疫组化染色

发现模型组海马 CA3 区的 Gas7 蛋白表达明显增
高，说明缺血条件下可能激活了海马 CA3 区 Gas7
基因的转录，使 Gas7 在 CA3 区蛋白合成增多。
Gas7 在模型组海马 CA3 区的表达，提示其可能对缺
血缺氧的 CA3 区神经元具有保护作用，促进受损神
经元的修复。
有临床研究显示，针刺对改善脑梗塞患者的致

残率有较好疗效，我室曾研究表明电针可通过显著

增加 MCAO大鼠海马 CA3 区 Nestin 和 BDNF 的表
达诱导神经干细胞的增殖，从而对缺血后海马具有

保护作用
［14］。本实验对 MCAO 大鼠电针治疗中选

取“百会”和“足三里”两穴位，“百会”归属督脉，与
中枢神经系统有密切联系;“足三里”穴与血管、神
经等联系密切。电针此二穴位，既可增强脑皮层兴
奋性，又可对远隔部位起到明显治疗作用。实验结
果发现电针可上调 MCAO模型大鼠 CA3 区 NGF 和
Gas7 的表达，结合既往电针对脑缺血后神经系统的
保护及修复作用的相关资料，NGF 和 Gas7 的表达
上调可以促进内源性神经干细胞的增殖和分化，促

进神经功能的进一步修复。在本实验室前期的研究
中发现电针可上调缺血侧丘脑 NGF 和 Gas7 的表
达，提示电针在脑缺血后对神经系统的保护是通过

多个部位神经元的调控发挥作用的，本结果可为临

床上治疗脑缺血提供一定的实验依据，其分子机制

有待今后进一步的研究。
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