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任脉电针对脑缺血大鼠侧脑室下区神经
干细胞增殖与分化的影响
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摘要  目的：观察任脉电针对脑缺血大鼠侧脑室下区神经干细胞增殖与分化的影响。 方法：制备大脑中动脉闭塞模型
（ M CAO） ，两小时后再灌注。 实验大鼠随机分为手术对照组和任脉电针组，分别于造模成功7天、14天和28天后观察侧脑室
下区神经干细胞增殖与分化的变化。 结果：与手术对照7天组（ C-7d） 相比，任脉电针7天组（ R-7d） 的5-溴脱氧尿苷（ Brdu） 阳
性细胞、5-溴脱氧尿苷／胶质纤维酸性蛋白双标细胞（ Brdu／GFAP） 、5-溴脱氧尿苷／巢蛋白双标细胞（ Brdu／Nestin） 、5-溴脱氧
尿苷／神经元特异性烯醇化酶双标细胞（ Brdu／Nse） 数量差异无显著性（ P＞0.05） ；而在14天组及28天组中，任脉电针14天
组（ R-14d） 、任脉电针28天组 （ R-28d） Brdu 阳性细胞及 Brdu／Nestin、Brdu／Nse 双标细胞数量分别较手术对照14天组 （ C-
14d） 、手术对照28天组（ C-28d） 差异有显著性（ P＜0.05） 。 在28天组，R-28d 的 Brdu／GFAP 双标细胞明显多于 C-28d（ P＜
0.01） 。 结论：任脉电针能促进脑缺血大鼠侧脑室下区神经干细胞的增殖与分化，适当促进增殖的神经干细胞向星形胶质细胞
方向分化。
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Effects of Electroacupuncture at the Conception Vessel on Proliferation and Differentiation of Nerve Stem Cells in Subven┐
tricular Zone of the Lateral Ventricle of Cerebral Ischemia Rats
Yang Zhuoxin1，Yu Haibo1，Rao Xiaodan2，et al．
（1．Shenz hen Municip al T CM Hp sp ital，Guangdong518033；2．Guangz hou Univ ersity of T CM ）
Objective： T o observe effects of electroacupuncture （ EA ） at T he Conception Vessel on proliferation and differentiation of
nerve stem cells in the subventricular zone of the lateral ventricle of cerebral ischemia rats．Methods：T he middle cerebral
artery w as blocked for2hours and then reperfused．Model rats w ere randomly divided into tw o groups：control group and EA
group．Changes of differentiation and proliferation of nerve stem cells w ere observed at7，14，28days after successfully model┐
ing．Results：Compared w ith the control group，there w as no significant difference （ P ＞0.05） in the number of 5-bromod-
eoxyuridine （ Brdu） posit ive cells，Brdu／GFAP，Brdu／Nestin and Brdu／Nse double-labeled cells in the subventricular zone in
EA group7days after modeling．How ever，in the14-day group and the28-day group，the number of Brdu posit ive cells and Br-
du／GFAP，Brdu／Nestin，Brdu／Nse double-labeled cells significantly increased as compared w ith the control group（ P＜0．05or
P＜0．01） ．Conclusion：EA at T he Conception Vessel promotes differentiation and proliferation of nerve stem cells in the sub-
ventricular zone of the lateral ventricle of cerebral ischemia rats，and may promote proliferation of the nerve stem cell tow ards
astrocytes．
Key Words Cerebral ischemia／Acup-mox therapy；Cellular proliferation／acu-mox effect

  脑血管疾病是目前人类三大死因之一，而缺血性
脑病约占80％［1］。 有效地促进脑缺血后神经的恢复是
目前研究的热点。过去认为，中枢神经系统神经元不可
再生，但是近年来，神经干细胞（ NSC） 的发现与应用，
为神经损伤的修复带来了新的希望［2］。 针刺是治疗脑
缺血的主要方法之一，任脉有不少治疗中风的验穴，而
任脉又有调节胚胎发育的作用，这两种功能主治之间
的内在联系是否与 NSC 的增殖分化相关，为此我们进
行了如下研究。

1 实验方法
1.1 造模：实验动物为 Wistar 雄性大鼠36只，体重
（250±20） g，由中山大学中山医学院实验动物中心提
供。 用10％水合氯醛腹腔麻醉（35mg／100g 体重） 大
鼠，仰卧手术台上，颈正中切开，分离右侧颈总动脉
（ CCA ） 、颈外动脉（ ECA ） 、颈内动脉（ ICA ） ，电热烧灼
器烧断 ECA 的分支，结扎并游离 ECA 主干一段，沿
ICA 向下分离翼颚动脉，穿线沿起点结扎。 将制备好
的尼龙线（直径0.205mm）插入 ECA，经 CCA 分叉处
通过 ICA 入颅，若尼龙线插入深度大约为 （18.5±
0.5） mm，且术者感觉到有阻力，说明尼龙线已至大脑
前动脉（ ACA） ，从而阻断该侧大脑中动脉的血流。 缺
血2小时后再灌注，再灌注时拉出尼龙线即可恢复大
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脑中动脉（ MCA ） 血供［3］。 神经病学评分参考 Longa
EZ［4］评定神经功能缺损程度的五级4分法标准：0分，
无神经功能缺损症状；1分，轻微神经功能缺损，不能
完全伸展左侧前爪；2分，中度局灶性神经功能缺损，
向左侧转圈；3分，重度局灶性神经功能缺损，向左侧
倾倒；4分，不能自发行走，意识水平下降。再灌注后大
鼠神经病学评分为1～4分则为造模成功。
1.2 分组和处理：36只实验动物随机分为任脉电针
组和手术对照组，而每组又随机分为3个组：7天组、
14天组、28天组。共计6个小组，每小组6只。任脉电
针7天组、14天组、28天组分别简称为 R-7d、R-14d、
R-28d；手术对照7天组、14天组、28天组分别简称为
C-7d、C-14d、C-28d。 电针组大鼠于手术后第2天针
刺，依据《实验针灸学》（上海科学技术出版社，1999年
9月） 取穴关元、气海、承浆，针刺后加电，用 G6805电
针仪，疏密波，以出现局部肌肉跳动为准，10分钟后出
针。 对照组大鼠于手术后第2天将其如电针组大鼠般
固定于木板上10分钟，但并不针刺。 实验动物分别于
7天、14天、28天后处死。
1.3 给药：5-溴脱氧尿苷（ Brdu，博士德公司） 溶解于
含0.28g／L 氢氧化钠的生理盐水中，临注射前配制。
按每次50mg／kg 剂量经腹腔注射，每只大鼠于处死前
两天，每天3次，每次间隔8小时腹腔注射 Brdu，最后
1次注射后的第2天处死动物。
1.4 取材与切片：上述 Brdu 给药后的大鼠用10％水
合氯醛腹腔注射麻醉后，经左心室－升主动脉用
120ml 生理盐水快速灌注，再用含4％多聚甲醛的
0.1mol／L 磷酸缓冲液（ PB，pH7.2～7.4）300～400ml
内固定，30分钟内灌完。 将已灌注固定的动物置于动
物脑立体定位仪上，按大鼠脑图谱，于 Interaural
7.7mm 和 Interaural15.7mm 处行大鼠脑冠状切面并
取脑，将上述断面之间的脑组织块置于相同固定液，
4℃，4～6小时，再将组织块放于含30％蔗糖的
0.1mol／L 磷酸缓冲液，4℃，待脑组织块沉底后行冰冻
切片，片厚30μm，隔2取1，分4组收集切片，第1组
切片用于 Brdu 免疫荧光标记，第2组用于 Brdu／胶质
纤维酸性蛋白（ GFAP）免疫荧光双标，第3组用于 Br-
du／巢蛋白（ Nestin）免疫荧光双标，第4组用于 Brdu／
神经元特异性烯醇化酶（ Nse）免疫荧光双标。
1.5 免疫荧光双标组化染色
1.5.1 Brdu 免疫荧光标记：切片入0.01mol／L 磷酸
盐缓冲液（ PBS，pH7.4） 洗3次，每次5分钟；切片入
3％过氧化氢，37℃，30分钟，以灭活内源性过氧化物
酶；0.01mol／L PBS 洗4次，每次5分钟；切片入50％

甲酰胺 （ formamide） ／2倍枸橼酸钠杂交液 （ SSC ） ，
65℃温箱处理2小时；2倍 SSC 洗2次，每次5分钟；
0.01mol／L PBS 洗2次，每次5分钟；73g／L HCl37℃
处理1小时；0.1mol／L 硼酸缓冲液（ pH8.0） 洗2次，
每次5分钟；0.01mol／L PBS 洗2次，每次5分钟；1％
牛 血 清 蛋 白 （ BSA，用 含 0.3％T ritonX-100 的
0.01mol／L PBS 配） ，37℃，30分钟，封闭非特异性抗
原；小鼠抗 Brdu 单克隆抗体（ Sigma公司，1∶1000，用
1％牛血清蛋白配）37℃孵育2小时后置于4℃冰箱过
夜；第2天，切片入0.01mol／L 磷酸盐缓冲液 （ PBS，
pH7.4） 洗4次，每次5分钟；羊抗小鼠 IgG-Cy3红色
荧光二抗（ Sigma 公司，1∶400）37℃孵育1小时；PBS
洗4次，每次5分钟；贴片后置于37℃，1小时后甘油
封片，马上进行荧光观察及摄片。
1.5.2 Brdu／GFAP 免疫荧光双标：第一步 Brdu 免
疫荧光标记步骤同上，接下来把切片置于4％多聚甲
醛，室温1小时，使得第一重染色中二抗的抗原结合部
位失活；切片用0.01mol／L PBS 洗5次，每次5分钟；
切片加小鼠抗 GFAP 单克隆抗体 （ Sigma 公司，1∶
1500） ，37℃孵育2小时后置于4℃冰箱过夜；第2天，
切片入0.01mol／L 磷酸盐缓冲液 （ PBS，pH7.4） 洗4
次，每次5分钟；羊抗小鼠 IgG-FIT C 绿色荧光二抗
（ Sigma 公司，1∶400）37℃孵育1小时；PBS 洗4次，
每次5分钟；贴片后置于37℃，1小时后甘油封片，马
上在激光共聚焦显微镜（ Olympus FV 500） 下进行荧
光观察及摄片。
1.5.3 Brdu／Nestin、Brdu／Nse 免疫荧光双标：步骤
同 Brdu／GFAP 免疫荧光双标，经过 Brdu 荧光标记的
切片经4％多聚甲醛处理后，分别加入小鼠抗 Nestin
单克隆抗体（ Chemicon 公司，1∶1000） 和小鼠抗 Nse
单克隆抗体（ Lab Vision 公司，1∶800） ，但第一重染色
加羊抗小鼠 IgG-FIT C 绿色荧光二抗，第二重染色加
羊抗小鼠 IgG-Cy3红色荧光二抗。

本实验用1％牛血清蛋白 （ BSA，用含0.3％T ri-
tonX-100的0.01mol／L PBS 配）代替第一抗体作为阴
性对照。

进行荧光观察的同时对 Brdu 阳性细胞和 Brdu／
GFAP、Brdu／Nestin 及 Brdu／Nse 荧光双标细胞计数。
以每平方毫米所含阳性细胞（个／mm2）进行统计分析。
1.6 统计学方法：利用 SPSS10.0进行统计分析，检
测数据用均数±标准差表示，行单因素方差分析。
2 结果
2.1 7天组（ R-7d、C-7d） ：C-7d 及 R-7d 损伤侧侧脑
室下区均出现大量红色 Brdu 阳性细胞，主要集中在
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附表 各组 Brdu／GFAP、Brdu／Nestin、Brdu／Nse双标细胞及 Brdu 阳性细胞计数比较（个／mm2，x±s）
组别 亚组 大鼠数 Brdu／GFAP Brdu／Nestin Brdu／Nse  Brdu

手术对照组 C-7d 6 176.2±17.5 108.2±12.6 1.83±1.9 299.3±17.0
C-14d 6 88.3±11.0 47.5±9.3 8.0±2.1 169.8±18.0
C-28d 6 41.8±6.9 23.3±5.4 10.3±5.1 76.0±8.1

任脉电针组 R-7d 6 182.0±18.4 108.0±19.1 4.7±3.3 290.7±24.8
R-14d 6 81.8±10.5 70.8±14.5** 23.8±5.5** 200.5±13.5**
R-28d 6 62.5±9.8** 31.8±7.4* 35.3±5.5** 101.8±15.7**

  与手术对照组同时段亚组比较，*P＜0.05，**P＜0.01

外侧壁上部和上角，卵圆形或圆形，着色深，成簇分布，
在侧脑室外上角形成迁移流；C-7d 及 R-7d 侧脑室外
上角均可见 Brdu／GFAP 双标细胞，树突状，胞核呈橙
黄色，胞体较肿胀，突触较粗、较多，多为绿色；Brdu／
Nestin 双标细胞形态、分布与 Brdu／GFAP 双标细胞
大致相同。由于 Brdu／Nestin 双标染色的 Brdu 阳性细
胞用绿色荧光标记，而 Nestin 阳性细胞用红色荧光标
记，故胞核仍呈橙黄色，而突触则多为红色。与C-7d相
比，R-7d 的 Brdu 阳性细胞及 Brdu／GFAP、Brdu／
Nestin、Brdu／Nse 双标细胞数量差异无显著性 （ P ＝
0.08611～0.9832，P＞0.05） 。
2.2 14天组（ R-14d、C-14d） ：C-14d 损伤侧侧脑室下
区 Brdu 阳性细胞及 Brdu／Nestin 双标细胞较 C-7d明
显减少，出现了 Brdu／Nse 双标细胞，梭形或卵圆形，
胞核呈橙黄色，胞浆及突触红色，突触粗短量少，主要
靠近纹状体分布，数量较少；R-14d 的 Brdu 阳性细胞
及 Brdu／Nestin 双标细胞虽然较 R-7d有所减少，但明
显较 C-14d 多（ P＝0.000159～0.005133，P＜0.01） 。
两组 Brdu／Nse双标细胞亦靠近纹状体分布，但R-14d
的数量明显较 C-14d多（ P＜0.01） 。 Brdu／GFAP 双标
细胞两组相比差异无显著性（ P＞0.05） 。
2.3 28天组（ R-28d、C-28d） ：附表示，与 C-28d相比，
R-28d的 Brdu 阳性细胞及 Brdu／GFAP、Brdu／Nse双
标细胞数量差异有显著性（ P＝0.000001～0.003062，
P ＜0.01） ，Brdu／Nestin 双标细胞数量两组相比差异
亦有显著性（ P＝0.039324，P＜0.05） 。
3 讨论

神经干细胞能自我更新，并具有分化为神经元、神
经胶质细胞的潜能，可参与修复缺损的神经功能［2］。成
体大脑内源性的神经干细胞主要存在于海马齿状回

（ DG）和侧脑室下区（ SVZ）两个主要脑区，正常情况下
处于静息状态［2，5］，在遇到异常情况时或与胚胎时期相
同因子的影响也会被诱导分裂、分化，如脑缺血、各种
生长因子等都可成为诱发因素［6～9］。 Brdu 是一种胸腺
嘧啶脱氧核苷类似物，在细胞 S 期可以标记 DNA 合

成，因而 Brdu 阳性细胞可被看作是具有增殖活性的
细胞。对增殖细胞进行双标染色，以确定增殖细胞是神
经元还是胶质细胞［10］。 Nestin 在神经细胞中的表达始
于胚胎期，当神经细胞迁移基本完成后，其表达开始下
降，并随细胞的成熟停止表达。Nse是成熟神经元的标
志物之一，GFAP 是星形胶质细胞活化及增殖的标志
物之一。 本研究显示，脑缺血及电针任脉大鼠均可见
Brdu 及 Brdu／GFAP、Brdu／Nestin、Brdu／Nse 双标阳
性细胞，表明神经干细胞在脑缺血损伤的病理条件下
会发生增殖，细胞数量差异并无显著性（ P＞0.05） ；而
在14天及28天组中，R-14d及 R-28d的 Brdu 阳性细
胞及 Brdu／Nestin、Brdu／Nse双标细胞数量均较对照
组差异有显著性（ P＜0.05） 。R-28d的 Brdu／GFAP 双
标细胞明显多于对照组。由结果可知，与手术对照组相
比，任脉电针组能显著促进神经干细胞的增殖，同时，
任脉电针组对于促使神经干细胞向神经元及星形胶质

细胞方向分化的作用亦较对照组强，这些作用主要表
现在再灌注后的14～28天。 另外，我们发现神经干细
胞较多地向胶质细胞方向分化，而在28天组中，R-
28d的这一作用要强于 C-28d。

几乎所有中枢神经系统的病变过程中都能观察到

星形胶质细胞形态和功能的改变［11］。 传统上认为星形
胶质细胞的功能是扶持、营养与保护，通过快速重摄取
使释放的神经递质失活，形成血脑屏障以及维持水和
离子平衡来维持生理状态下局部微环境的稳定［12］。 随
着研究的深入，发现其有维持突触周围环境自我稳态、
参与神经信息传递等功能，在神经再生中对神经元之
间的突触建立与传递机能的维持起关键作用。 星性胶
质细胞具有针对所有神经递质的受体及电压敏感性的

离子通道，使它能够对神经元的信号作出反应；星性胶
质细胞还在神经可塑性上起重要作用，可支持突触发
芽，形成新的多突触连接，维持现存的神经元回路
等［13］。 近年研究表明，神经系统损伤后的反应性星形
胶质细胞可合成和释放多种神经营养因子，如神经生
长因子、碱性成纤维细胞生长因子等，这类因子有促进
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神经再生功能，能提高在成年侧脑室下区及海马齿状
回神经干细胞的增殖和迁移能力［14］。近年来，对于 pim
激酶的研究越来越受到重视，pim 家族包括 pim-1、
pim-2和 pim-3，pim 蛋白可作为单生长因子或协同信
号通道的激活剂，对生长因子的调控具有重要作
用［15］。 最新研究提示，pim 激酶在细胞分化中有重要
作用，有研究证明正在分化的神经祖细胞中 pim 激酶
的短期表达导致 GFAP 表达细胞增多，而且 pim 激酶
的表达导致外向生长的过程加速，最终导致星形细胞
表现出更显著的生长过程［16］。

电针任脉为何有此效应？从中医理论理解，任脉不
但主管胚胎妊娠，也与脑的生理病理密切相关。从任脉
的循行来看，《灵枢·五音五味》指出：“冲脉、任脉皆起
于胞中。”；从任脉的功能上看，《素问·上古天真论》
曰：“女子七岁，肾气盛，齿更发长；二七而天癸至，任脉
通，太冲脉盛，月事以时下，故有子……七七任脉虚，太
冲脉衰少，天癸竭，地道不通，故形坏而无子也。”另一
方面，虽无古医籍记载任脉直通于脑，但也达于头。 任
督二脉阴阳相衔，任脉为“阴脉之海”，督脉为“阳脉之
海”，一行身之前，一行身之后，一主阴，一主阳，循环往
复，维持着阴阳脉气的平衡。 脑位于颅内，由精髓汇集
而成，其功能的发挥有赖于任脉的气血津液濡养。结合
现代研究我们推测，针刺任脉能产生一些与发育有关
的生长因子，而这些生长因子能促进神经干细胞的增
殖；电针任脉促进增殖的神经干细胞向星形胶质细胞
方向分化，这可能与 pim 激酶相关，这些都是我们进
一步研究的目标。
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（上接第424页）
2001年初因肝硬化先后3次上消化道出血，同年10
月17日行“脾切除、门奇静脉断流”术，术后半年出现
贫血、黑便，胃镜提示：“食管内糜烂渗血，胃底静脉曲
张处有出血点”。 2005年4月，因饮食不慎引起恶心、
呕吐咖啡色胃内容物前来就诊。检查：血红蛋白106g／
L，白蛋白30g／L，胆汁酸238μmol／L，大便潜血阳性。
刻诊：形体消瘦，神情倦怠，头晕，面黑无泽，大便不畅，呈
柏油样，舌紫、苔黄厚腻，脉数大无力。 证属瘀热内结，拟
用化瘀通腑法，处方：水牛角30g，生栀子15g，白及15g，
三七粉2包（冲服） ，当归15g，炒白术15g，生大黄3g，制
大黄10g，生槐花15g，郁金15g，清甘草6g。

服20剂后精神好转，舌质由瘀紫转暗，苔薄白。上
方加白芍18g 以养血柔肝。半月后患者病情好转，面色
渐有光泽，血浆白蛋白升至正常，胆汁酸74μmol／L，大
便潜血实验阴性，舌淡红、苔薄白。出院后继服原方，门
诊定期复诊。

按：本案以出血为主要表现，魏教授在治血之余合
用通腑则有别于常法。 患者瘀热内蕴，血不循经，溢于
脉外，故有呕血、黑便。 瘀血不去，新血不生，日久则气
血亏虚，无力鼓动脉道，则脉数大无力。 通腑可因势利
导，使瘀热从下而走，瘀血去，则新血生，与水牛角、生
栀子、生槐花、白及等相伍又可增强其凉血止血作用。
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