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[摘要] 目的：探讨井穴刺络放血通过激活核因子E2相关因子2（Nrf2）/抗氧化反应原件（ARE）信号通路对

脑卒中大鼠认知功能及炎症反应的影响。方法：将70只SD大鼠随机分为空白组、假手术组、模型组、井穴刺络放

血组、Nrf2抑制剂（ML385）组、井穴刺络放血+ML385组、Nrf2激动剂（Resveratrol）组。空白组不进行处理，假手术

组给予假手术进行对照，模型组、井穴刺络放血组、ML385组、井穴刺络放血+ML385组、Resveratrol组均采用大脑

中动脉闭塞法（MCAO）制作永久性缺血性脑卒中大鼠模型。术后井穴刺络放血组大鼠予井穴刺络放血治疗3 d

（1次/d，左右两侧交替进行）；ML385组大鼠予ML385[30 mg/（kg·d）]腹腔注射7 d；井穴刺络放血+ML385组大鼠予

以井穴刺络放血治疗和ML385[30 mg/kg·d）]腹腔注射；Resveratrol组大鼠予Resveratrol[40 mg/（kg·d）]腹腔注射7 d。

造模后第1天及取材前1 d使用改良神经功能缺损评分法（mNss）进行神经功能评分；治疗后采用Y迷宫和新异物

识别实验评价大鼠的认知功能障碍情况；采用2,3,5-三苯基氯化四氮唑（TTC）染色评估大鼠脑梗死面积；采用酶

联免疫吸附试验（ELISA）法检测大鼠血清白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1茁（IL-1茁）、肿瘤坏死因子-琢

（TNF-琢）、丙二醛（MDA）、微量还原型谷胱甘肽（GSH）含量和超氧化物歧化酶（SOD）活力；Real-time PCR检测

大鼠海马组织Nrf2 mRNA、血红素氧合酶-1（HO-1）mRNA、NAD（P）H醌脱氢酶1（NQO1）mRNA表达水平；

Western blotting检测大鼠海马组织Nrf2、HO-1、NQO1蛋白表达水平。结果：井穴刺络放血组、Resveratrol组大鼠

mNss评分均低于模型组（ 约0.05），大鼠自发交替百分比高于模型组（ 约0.01 约0.05）；Resveratrol组大鼠认知指

数高于模型组（ 约0.05）；井穴刺络放血组、井穴刺络放血+ML385组、Resveratrol组大鼠梗死面积均小于模型组

（ 约0.05）；ML385组大鼠血清IL-6、IL-1茁、TNF-琢含量高于模型组（ 约0.01）；井穴刺络放血组、井穴刺络放血+

ML385组和Resveratrol组大鼠血清IL-6、IL-1茁、TNF-琢含量均低于模型组（ 约0.01）；井穴刺络放血组、Resveratrol

组大鼠血清MDA、GSH含量和SOD活力高于模型组（ 约0.01）；ML385组、井穴刺络放血+ML385组大鼠血清MDA、

GSH含量和SOD活力均低于模型组（ 约0.01）。HE染色结果显示井穴刺络放血组、井穴刺络放血+ML385组、Resveratrol

组大鼠神经元损伤程度减轻，而ML385组大鼠神经元损伤程度加重；井穴刺络放血组、Resveratrol组大鼠海马组织

Nrf2 mRNA、HO-1 mRNA、NQO1 mRNA相对表达量及Nrf2、HO-1、NQO1蛋白相对表达量均高于模型组（ 约0.01）。

结论：井穴刺络放血能通过激活Nrf2/ARE通路改善脑卒中大鼠认知功能障碍。其作用机制为上调HO-1/NQO1表

达以增强抗氧化能力，同时抑制炎症因子释放，从而减轻大鼠的氧化应激与神经炎症，缩小脑梗死面积。
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脑 卒 中 是 一 种 由 脑 血 管 破 裂 或 阻 塞 导 致 的 急 性 脑 损 伤

疾 病 ， 具 有 极 高 的 发 病 率 、 致 残 率 和 死 亡 率 [1-2]。 脑 卒 中 后 认 知

功 能 障 碍 （ post-stroke cognitive impairment， PSCI） 是 脑 卒 中

患 者 常 见 的 并 发 症 之 一 ， 其 表 现 为 患 者 在 脑 卒 中 后 出 现 记 忆

力 、 理 解 力 、 执 行 力 、 空 间 定 位 定 向 力 等 功 能 下 降 [3]。 PSCI 不 仅

影 响 患 者 的 生 活 质 量 ， 还 会 增 加 治 疗 难 度 和 康 复 时 间 [4-5]。 因

此 ， 寻 找 有 效 的 治 疗 手 段 改 善 PSCI患 者 的 预 后 具 有 重 要 意 义 。

近 年 来 ， 中 医 传 统 疗 法 在 脑 卒 中 康 复 治 疗 中 展 现 出 独 特 的 优

势 [2,6]。 其 中 ， 井 穴 刺 络 放 血 作 为 一 种 有 效 的 治 疗 方 法 ， 在 脑 卒

中 后 认 知 功 能 障 碍 的 治 疗 中 逐 渐 受 到 关 注 [7-8]。 井 穴 刺 络 放 血

疗 法 可 通 过 刺 激 特 定 的 穴 位 ， 放 出 少 量 血 液 ， 达 到 调 和 气 血 、

疏 通 经 络 的 目 的 [9]。 然 而 ， 其 作 用 机 制 尚 未 完 全 明 确 ， 需 要 进

一 步 的 研 究 和 探 索 。

核 因 子 E2 相 关 因 子 2（ nuclear factor erythroid 2-related

factor 2， Nrf2） /抗 氧 化 反 应 原 件 （ antioxidant response element，

ARE） 信 号 通 路 是 细 胞 内 关 键 的 抗 氧 化 应 激 通 路 ， 对 于 细 胞

应 对 氧 化 应 激 反 应 起 着 至 关 重 要 的 作 用 [10]。 研 究 [11-12] 表 明 ，

Nrf2/ARE 信 号 通 路 在 脑 卒 中 的 发 生 和 发 展 中 起 着 重 要 作 用 。

激 活 Nrf2/ARE 信 号 通 路 可 以 减 轻 氧 化 应 激 损 伤 ， 保 护 神 经 细

胞 免 受 损 伤 。 因 此 ， 本 研 究 将 基 于 Nrf2/ARE 信 号 通 路 ， 探 讨 井

[Abstract] Objective: To investigate the effect of Jing-well points acupuncture on improving cognitive

dysfunction in rats with stroke by activating the Nrf2/ARE signaling pathway and its impact on the inflammatory

response. Methods: Totally 70 SD rats were randomly divided into blank group, sham-operation group, model

group, Jing-Well points acupuncture group, ML385 (Nrf2 inhibitor) group, Jing-Well points acupuncture+ML385

group, and Resveratrol (Nrf2 agonist) group. The blank group received no treatment, the sham-operation group

underwent a sham operation, and the other groups were subjected to permanent ischemic stroke via middle

cerebral artery occlusion (MCAO). The Jing-Well points acupuncture group was treated with Jing-Well points

acupuncture for 3 days (once daily, alternating sides). The ML385 group received intraperitoneal injections of

ML385 [30 mg/(kg·d)] for 7 days. The Jing-Well points acupuncture+ML385 group received Jing-Well points

acupuncture and intraperitoneal injections of ML385 [30 mg/(kg·d)]. The Resveratrol group received intraperitoneal

injections of Resveratrol [40mg/(kg·d)] for 7 days. Neurological function was scored using the modified neurological

severity score (mNss) on the first day after modeling and the day before tissue collection. Cognitive function

was assessed using Y-maze and novel object recognition tests. Brain infarct area was evaluated by 2,3,5-triph原

enyltetrazolium chloride (TTC) staining. Serum levels of interleukin-6 (IL-6), interleukin-1茁 (IL-1茁), tumor

necrosis factor-琢 (TNF-琢), model driven architecture (MDA), glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SOD)

activity were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Real-time PCR was used to detect

levels of Nrf2 mRNA, HO-1 mRNA and NQO1 mRNA in the hippocampus, and Western blotting was used to

assess protein levels of Nrf2, HO-1, and NQO1. Results: The Jing-Well points acupuncture group and Resveratrol

group showed lower mNss than model group (P<0.05), while higher spontaneous alternation percentages than

model group (P<0.01 or P<0.05). The Resveratrol group showed higher cognitive index than model group (P<0.05).

The Jing-Well points acupuncture group, Jing-Well points acupuncture + ML385 group, and Resveratrol group

exhibited smaller brain infarct areas than model group (P<0.05). The ML385 group showed higher serum levels

of IL-6, IL-1茁 and TNF-琢 than model group (P<0.01); The Jing-Well points acupuncture group, Jing-Well points

acupuncture + ML385 group, and Resveratrol group showed lower levels of IL-6, IL-1茁 and TNF-琢 than

model group (P<0.01). The Jing-Well points acupuncture group and Resveratrol group showed higher serum

MDA, GSH levels and SOD activity than model group (P<0.01), while the ML385 group and Jing-Well points

acupuncture + ML385 group showed lower serum MDA, GSH levels and SOD activity than model group (P<

0.01). HE staining revealed reduced neuronal damage in the Jing-Well points acupuncture group, Jing-Well

points acupuncture + ML385 group, and Resveratrol group, while the ML385 group showed aggravated damage.

The Jing-Well points acupuncture group and Resveratrol group exhibited higher Nrf2 mRNA, HO-1 mRNA,

and NQO1 mRNA and protein levels of Nrf2, HO-1 and NQO1 than model group (P<0.01). Conclusion: Jing-Well

points acupuncture can improve cognitive dysfunction in stroke rats by activating the Nrf2/ARE pathway. It

upregulates HO-1/NQO1 to enhance antioxidant capacity, suppresses inflammatory factors, alleviates oxidative

stress and neuroinflammation, and reduces infarct size.

[Keywords] stroke; Jing-Well points acupuncture; cognitive impairment; nuclear factor erythroid 2-related

factor 2/antioxidant response element signaling pathway; rat
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穴 刺 络 放 血 改 善 脑 卒 中 大 鼠 认 知 功 能 障 碍 的 作 用 机 制 ， 旨 在

为 脑 卒 中 后 认 知 功 能 障 碍 的 中 医 治 疗 提 供 依 据 。

1 资料与方法

1.1 实验动物 84 只 8耀10 周 龄 健 康 雄 性 SPF 级 SD 大 鼠 ， 体 质

量 220耀250 g ， 购 自 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 ， 动 物

生 产 许 可 证 证 号 ： SCXK（ 湘 ） 2019-0004 。 动 物 质 量 合 格 证 号 ：

430727241100289952 ， 430727241100562212 。 大 鼠 分 笼 饲 养

于 湖 南 中 医 药 大 学 动 物 实 验 中 心 SPF级 动 物 房 ， 维 持 室 温 22耀

24 益 、 湿 度 50%耀60% ， 12 h 交 替 照 明 ， 自 由 饮 水 进 食 。 本 动 物

实 验 已 经 通 过 湖 南 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批 （ 伦

理 审 批 号 ： HNUCM21-2312-25） 。

1.2 药物与试剂 ML38（ Nrf2 抑 制 剂 ） （ 批 号 ： HY-100523） 、

Resveratrol（ Nrf2 激 动 剂 ） （ 批 号 ： HY-16561） 和 PEG300（ 批 号 ：

HY-Y0873） 均 购 自 美 国 MedChemExpress 生 物 科 技 公 司 ； 二 甲

基 亚 砜 （ 上 海 麦 克 林 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ： D6258） ；

吐 温 -80（ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： T8360） ； 2,3,5- 氯

化 三 苯 基 四 氮 唑 （ 西 格 玛 奥 德 里 奇 贸 易 有 限 公 司 ， 批 号 ：

T8877-10G） ； 栓 线 （ 北 京 西 浓 科 技 有 限 公 司 ） ； 大 鼠 白 细 胞 介

素 -6（ IL-6） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： MM-

0190R1） 、 白 细 胞 介 素 -1茁（ IL-1茁） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： MM-

0047R1） 和 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ TNF-琢） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

MM-0180R1） 均 购 自 酶 免 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 丙 二 醛 （ MDA）

测 定 试 剂 盒 （ 批 号 ： A003-1） 、 微 量 还 原 型 谷 胱 甘 肽 （ GSH） 测

定 试 剂 盒 （ 批 号 ： A006-2-1） 和 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ SOD） 测 定 试

剂 盒 （ 批 号 ： A001-3） 均 购 自 南 京 建 成 生 物 科 技 有 限 公 司 ；

RNA Isolater 总 RNA 提 取 试 剂 （ 批 号 ： R401-01） 、 HiScript II

Q RT SuperMix（ +gDNA 擦 拭 ） （ 批 号 ： R223-01） 和 Taq Pro 通

用 型 SYBR qPCR 预 混 液 （ 批 号 ： Q712-02） 均 购 自 南 京 诺 唯 赞

生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ； RIPA裂 解 液 （ 批 号 ： P0013B） 、 磷 酸 化

蛋 白 酶 抑 制 剂 （ 批 号 ： P1081） 、 BCA 蛋 白 定 量 检 测 试 剂 盒 （ 批

号 ： P0012） 和 ECL（ 批 号 ： P0018AS） 均 购 自 碧 云 天 生 物 技 术 有

限 公 司 ； PMSF（ 100 mmol/L） （ 北 京 兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

BL507A） ； NRF2 抗 体 （ 批 号 ： 16396-1-AP） 、 血 红 素 氧 合 酶 -1

（ HO-1） 抗 体 （ 批 号 ： 10701-1-AP） 、 NAD（ P） H醌 脱 氢 酶 1（ NQO1）

抗 体 （ 批 号 ： 11451-1-AP） 和 茁-actin 抗 体 （ 批 号 ： 66009-1-Ig）

均 购 自 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ； HRP 标 记 山 羊 抗 大 鼠

（ 批 号 ： bs-0296G） 、 HRP标 记 山 羊 抗 兔 （ 批 号 ： bs-0295G） 均 购

自 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 5伊 蛋 白 上 样 缓 冲 液 （ 批

号 ： G2013） 、 蛋 白 Marker（ 批 号 ： G2083-250UL） 均 购 自 塞 维 尔

生 物 科 技 有 限 公 司 ； TRIS（ 批 号 ： 1115GR500） 、 甘 氨 酸 （ 批

号 ： 1275KG2P5） 和 SDS（ 批 号 ： 3250GR500） 均 购 自 北 京 兰 杰

柯 科 技 有 限 公 司 。

1.3 主要仪器 台 式 离 心 机 （ 上 海 安 亭 科 学 仪 器 厂 ， 型 号 ：

TGL-16c） ； 水 浴 锅 （ 姜 堰 市 天 力 医 疗 器 械 厂 有 限 公 司 ， 型 号 ：

TL-420D） ； 高 速 组 织 研 磨 仪 （ 上 海 净 信 实 业 发 展 有 限 公 司 ， 型

号 ： JXFSTPRP-48） ； 电 泳 仪 （ 北 京 六 一 仪 器 厂 ， 型 号 ： DYY-6C） ；

紫 外 分 光 光 度 计 （ 上 海 现 科 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： 752-P） ； 纯

水 仪 （ 美 国 艾 科 浦 国 际 有 限 公 司 ， 型 号 ： AJC-0501-P） ； PCR 梯

度 基 因 扩 增 仪 （ 美 国 赛 洛 捷 克 公 司 ， 型 号 ： SCI1000-G） ； 微 量

分 光 光 度 计 （ 北 京 德 泉 兴 业 商 贸 有 限 公 司 ， 型 号 ： 111503） 。

1.4 模型制备 适 应 性 喂 养 3 d 后 开 始 造 模 ， 造 模 前 禁 食 8 h，

不 禁 水 。 将 大 鼠 称 重 ， 按 20 mg/kg 腹 腔 注 射 戊 巴 比 妥 钠 进 行 麻

醉 。 麻 醉 生 效 后 ， 将 动 物 仰 卧 固 定 于 手 术 台 上 ， 颈 部 络 合 碘 消

毒 ， 正 中 切 口 ， 暴 露 右 侧 颈 动 脉 三 角 ； 分 离 右 侧 颈 总 动 脉

（ CCA） 、 颈 内 动 脉 （ ICA） 、 颈 外 动 脉 （ ECA） ； 在 颈 总 动 脉 近 心 端

结 扎 ， 结 扎 颈 外 动 脉 ， 分 离 颈 外 动 脉 与 颈 内 动 脉 ， 用 血 管 钳 夹

住 颈 内 动 脉 ； 在 颈 总 动 脉 结 扎 的 分 叉 处 剪 一 小 口 ， 沿 颈 总 动

脉 将 栓 线 插 入 颈 内 动 脉 ， 当 栓 线 进 入 颈 内 动 脉 时 ， 松 开 血 管

钳 ， 继 续 将 栓 线 插 入 颈 内 动 脉 ， 当 到 达 指 定 长 度 （ 18 mm 左 右 ）

时 结 扎 颈 内 动 脉 ， 缝 合 切 口 ， 剪 去 高 出 皮 肤 的 栓 线 [13]。 将 大 鼠

放 置 保 温 垫 上 待 大 鼠 苏 醒 ， 各 组 大 鼠 于 造 模 后 第 3 天 进 行 评

价 。 MCAO 模 型 的 评 价 参 照 神 经 损 伤 标 准 [14]， 无 神 经 损 伤 症 状

为 0分 ， 不 能 完 全 伸 展 对 侧 前 爪 为 1 分 ， 行 走 向 对 侧 转 圈 为 2 分 ，

不 能 站 立 、 向 对 侧 倾 倒 为 3分 ， 不 能 自 发 行 走 、 意 识 丧 失 为 4 分 。

1耀3 分 为 模 型 成 功 ， 0 分 及 4 分 为 造 模 失 败 予 以 剔 除 ， 并 剔 除 明

显 视 力 障 碍 及 运 动 障 碍 大 鼠 。 为 保 证 模 型 制 备 的 可 靠 性 ， 随

机 选 取 3 只 MCAO大 鼠 进 行 TTC染 色 。

1.5 分组与干预 采 用 随 机 数 字 表 法 将 70 只 SD 大 鼠 随 机 分

为 空 白 组 、 假 手 术 组 、 模 型 组 、 井 穴 刺 络 放 血 组 、 ML385 组 、 井

穴 刺 络 放 血 +ML385 组 、 Resveratrol组 ， 剩 余 14 只 大 鼠 用 于 模 型

脱 落 时 补 充 ， 采 用 苦 味 酸 染 色 法 标 记 。 （ 1） 空 白 组 ： 常 规 喂 养 ，

不 做 任 何 处 理 ； （ 2） 假 手 术 组 ： 操 作 步 骤 同 模 型 组 ， 但 不 留 置

栓 线 ； （ 3） 模 型 组 ： 造 模 后 同 其 余 各 组 大 鼠 一 同 抓 取 ， 但 不 进

行 干 预 ； （ 4） 井 穴 刺 络 放 血 组 ： 造 模 后 ， 参 照 《 实 验 针 灸 学 》 动

物 腧 穴 定 位 [15] 取 “ 少 商 ” “ 商 阳 ” “ 少 泽 ” “ 少 冲 ” “ 中 冲 ” “ 关 冲 ”

“ 厉 兑 ” “ 隐 白 ” “ 至 阴 ” “ 涌 泉 ” “ 足 窍 阴 ” “ 至 阴 ” 共 12 个 穴 位 进

行 刺 络 放 血 ， 针 刺 前 严 格 消 毒 ， 以 毫 针 点 刺 后 出 血 3耀5滴 为 宜 。

每 日 09:00:00 — 11:00:00 定 时 治 疗 ， 1 次 /d ， 左 右 两 侧 交 替 刺 络 ，

治 疗 时 间 为 3 d； （ 5） ML385组 ： 造 模 后 给 予 Nrf2 抑 制 剂 （ ML385）

腹 腔 注 射 ， 30 mg/（ kg· d） ， 连 续 7 d[16]； （ 6） 井 穴 刺 络 放 血 +ML385

组 ： 造 模 后 ， 进 行 井 穴 刺 络 放 血 （ 同 井 穴 刺 络 放 血 组 ） ， 连

续 3 d ， 同 时 予 Nrf2 抑 制 剂 （ ML385） 腹 腔 注 射 ， 30 mg/（ kg· d） ，

连 续 7d； （ 7） Resveratrol组 ： 造 模 后 给 予 Nrf2 激 动 剂 （ Resveratrol）

腹 腔 注 射 ， 40 mg/（ kg· d） ， 连 续 7 d[17]。

1.6 观察指标

1.6.1 神 经 功 能 评 分 术 后 第 1 天 及 取 材 前 1 d 采 用 改 良 神 经

功 能 缺 损 评 分 法 （ modified neurological severity score, mNss）

评 估 MCAO 造 模 大 鼠 的 神 经 功 能 评 分 [18]， 从 提 尾 试 验 、 行 走 试

验 、 感 觉 试 验 、 平 衡 木 试 验 以 及 放 射 丧 失 和 不 正 常 运 动 等 方

面 评 估 大 鼠 认 知 障 碍 情 况 。 1耀6 分 为 轻 度 损 伤 ， 7耀12 分 为 中 度

损 伤 ， 13耀18 分 为 重 度 损 伤 。

1.6.2 行 为 学 实 验 各 组 大 鼠 在 治 疗 结 束 后 进 行 Y 迷 宫 测 试

（ Y maze test） [19] 和 新 异 物 识 别 实 验 （ novel object recognition,

NOR） [20]以 评 价 大 鼠 认 知 功 能 。 实 验 测 试 均 采 用 Tracking Master

v3.0 软 件 进 行 ， Y 迷 宫 由 黑 色 PVC 板 制 成 ， 3 个 相 同 的 臂 划 分 为

A 区 、 B 区 、 C 区 ， 其 中 间 等 边 三 角 形 区 域 划 分 为 D 区 ， 各 臂 夹 角

约 120毅 。 实 验 时 将 大 鼠 放 于 D 区 ， 观 察 其 总 路 程 ， 总 进 臂 次 数

和 自 发 交 替 次 数 ， 实 验 时 间 为 5 min ， 实 验 结 束 用 75% 酒 精 擦
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拭 Y 迷 宫 以 去 除 大 鼠 所 留 气 味 。 计 算 公 式 ： 自 发 交 替 百 分 比 =

[自 发 交 替 次 数 /（ 总 进 臂 次 数 -2） 伊100%]。 NOR 实 验 ： 将 大 鼠 放

入 长 、 宽 、 高 均 为 50 cm 的 不 透 明 塑 料 箱 ， 箱 内 放 入 2 个 相 同 大

小 圆 柱 体 （ V=9 cm2伊15 cm伊仔） ， 使 大 鼠 熟 悉 物 体 20 min 。 熟 悉

结 束 1 h后 将 大 鼠 放 入 相 同 的 不 透 明 塑 料 箱 ， 将 箱 内 其 中 一 个

圆 柱 体 更 换 为 长 方 体 （ V=15 cm伊6 cm伊6 cm） ， 记 录 5 min 内 大

鼠 接 触 两 个 物 体 的 时 间 。 计 算 公 式 ： 认 知 指 数 = 大 鼠 探 索 新 物

体 的 时 间 /大 鼠 探 索 两 个 物 体 总 时 间 伊100%。

1.6.3 梗 死 面 积 各 组 大 鼠 于 治 疗 结 束 后 采 用 TTC 染 色 判 断

大 鼠 梗 死 面 积 。 大 鼠 麻 醉 后 开 颅 取 脑 ， 将 脑 组 织 置 于 -20 益 冰

箱 冷 冻 定 型 20 min ， 取 出 后 用 刀 片 将 大 鼠 脑 组 织 每 隔 2 mm 切

片 ， 然 后 将 切 好 的 脑 片 置 于 浓 度 为 2% 的 TTC 染 色 液 中 ， 并 用

锡 箔 纸 覆 盖 避 光 ， 置 于 37 益 水 浴 锅 15耀30 min 。 脑 片 染 色 成 功

后 置 于 4%的 多 聚 甲 醛 中 固 定 24 h并 拍 照 ， 使 用 Image J 图 像 分

析 软 件 。 计 算 公 式 ： 梗 死 面 积 =脑 梗 死 面 积 /脑 片 总 面 积 伊100%。

1.6.4 血 清 IL-6、 IL-1茁、 TNF-琢、 MDA、 GSH 和 SOD 含 量 各

组 大 鼠 于 治 疗 结 束 后 ， 经 腹 主 动 脉 采 血 ， 采 用 一 次 性 非 抗 凝

真 空 采 血 管 收 集 血 液 5 mL。 4 000 r/min（ 离 心 半 径 10 cm） 离 心

10 min ， 吸 取 上 层 血 清 ， 储 存 在 -80 益 冰 箱 。 采 用 ELISA 法 检 测

血 清 IL-6 、 IL-1茁、 TNF-琢、 MDA、 GSH 和 SOD 含 量 。 冷 藏 环 境 中

取 出 ELISA试 剂 盒 室 温 静 置 20 min 后 使 用 ， 严 格 按 照 各 试 剂 盒

说 明 书 进 行 操 作 。

1.6.5 病 理 组 织 切 片 各 组 大 鼠 于 治 疗 结 束 后 采 用 HE 染 色

判 断 大 鼠 神 经 细 胞 病 理 学 改 变 。 取 出 的 大 鼠 脑 组 织 经 4% 多 聚

甲 醛 固 定 液 固 定 后 ， 乙 醇 脱 水 ， 浸 蜡 包 埋 ， 切 成 薄 片 后 用 HE染 色

液 染 色 ， 乙 醇 脱 水 后 封 固 ， 于 显 微 镜 下 观 察 组 织 情 况 并 拍 照 。

1.6.6 海 马 组 织 Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA、 NQO1 mRNA 表

达 水 平 各 组 大 鼠 于 治 疗 结 束 后 处 死 ， 取 出 大 脑 海 马 组 织

储 存 在 -80 益 冰 箱 ， 采 用 Real-time PCR 检 测 大 鼠 海 马 组 织

Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA、 NQO1 mRNA 表 达 水 平 。 从 -80 益

冰 箱 中 取 出 大 鼠 海 马 组 织 加 入 Trizol 试 剂 匀 浆 后 提 取 RNA， 经

分 光 光 度 计 检 测 浓 度 和 纯 度 ， 合 格 后 进 行 逆 转 录 得 到 cDNA。

设 计 Nrf2、 HO-1、 NQO1和 茁-actin基 因 的 特 异 性 引 物 ， 采 用 20滋L

反 应 体 系 （ 含 4 滋L 稀 释 cDNA 、 0.4 滋L 上 游 引 物 、 0.4 滋L 下 游 引

物 、 10 滋L 2伊SYBR Green Master Mix 和 5.2 滋L 无 菌 水 ） ， 在 实

时 荧 光 定 量 PCR仪 中 进 行 扩 增 ， 条 件 为 50益/2 min， 95益/10min ，

然 后 95 益 变 性 30 s， 60 益 退 火 30 s， 72 益 延 伸 30 s， 40 个 循 环 ，

最 后 绘 制 熔 解 曲 线 。 通 过 2-驻驻Ct法 分 析 数 据 ， 以 茁-actin 为 内 参 ，

计 算 各 目 标 基 因 的 相 对 表 达 量 。 引 物 序 列 见 表 1 。

表 1 引物序列表

目 的 基 因 序 列 ( 5 ' - 3 ' ) 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

N r f 2 上 游 引 物 ： C C C A T T G A G G G C T G T G A T 2 4 7

下 游 引 物 ： T T G G C T G T G C T T T A G G T C

H O - 1 上 游 引 物 ： G C A T G T C C C A G G A T T T G T C C 1 9 2

下 游 引 物 ： G G T T C T G C T T G T T T C G C T C T

N Q O 1 上 游 引 物 ： G A T G G G A G G T G G T C G A A T C T 1 9 7

下 游 引 物 ： T A T C A C C A G G T C T G C A G C T T

β - a c t i n 上 游 引 物 ： C A C G A T G G A G G G G C C G G A C T C A T C 2 4 0

上 游 引 物 ： C A C G A T G G A G G G G C C G G A C T C A T C

1.6.7 海 马 组 织 Nrf2 、 HO-1 、 NQO1 蛋 白 表 达 水 平 各 组 大 鼠

于 治 疗 结 束 后 处 死 ， 取 出 大 脑 海 马 组 织 储 存 在 -80 益 冰 箱 ，

采 用 Western blotting 检 测 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2 、 HO-1 、 NQO1 蛋

白 表 达 水 平 。 将 大 鼠 海 马 组 织 剪 碎 后 放 入 匀 浆 离 心 管 ， 加 入

含 50伊Cocktail蛋 白 酶 抑 制 剂 20 滋L、 磷 酸 化 蛋 白 酶 抑 制 剂 20 滋L、

PMSF 10 滋L的 RIPA 裂 解 液 1 mL， 置 于 冷 冻 匀 浆 机 匀 浆 ， 冰 上

裂 解 30 min。 4 益 ， 12 000 r/min（ 离 心 半 径 10 cm） 离 心 10 min ，

取 上 清 ， 用 BCA法 检 测 蛋 白 浓 度 。 蛋 白 样 品 与 上 样 缓 冲 液 体 积

比 为 4颐1， 加 入 5伊SDS-PAGE 蛋 白 上 样 缓 冲 液 ， 100 益 金 属 浴 中

变 性 15 min 。 采 用 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 分 离 蛋 白 ， 每 孔 上 样

量 200 滋g， 稳 压 90 V 电 泳 后 用 300 mA 电 流 转 膜 90 min 。 转 膜 后

用 无 蛋 白 快 速 封 闭 液 封 闭 5 min ， 加 入 稀 释 比 例 为 1颐5 000 的

NRF2 、 HO-1 、 NQO1、 茁-actin 抗 体 ， 4 益 摇 床 过 夜 。 次 日 TBST 洗

膜 ， 用 稀 释 比 例 1颐5 000 的 HRP标 记 山 羊 抗 兔 和 HRP标 记 山 羊

抗 大 鼠 二 抗 孵 育 1 h 。 最 后 X 射 线 摄 影 暗 盒 曝 光 并 扫 描 条 带 ，

用 Image J软 件 测 灰 度 值 ， 以 目 的 蛋 白 灰 度 值 与 茁-actin 灰 度 值

比 值 表 示 蛋 白 相 对 表 达 量 。

1.7 统计学方法 采 用 IBM SPSS Statistic 27.0 对 数 据 进 行

分 析 ， 计 量 资 料 符 合 正 态 分 布 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 的 形 式

表 示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ One-way ANOVA） ，

在 各 组 间 符 合 正 态 性 检 验 的 前 提 下 ， 检 验 方 差 齐 性 ， 若 方 差

齐 采 用 LSD 检 验 ； 若 方 差 不 齐 采 用 塔 姆 黑 尼 检 验 。 采 用

GraphPad Prism 9.0.0软 件 绘 图 。 约0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 各组大鼠mNss评分比较 治 疗 前 ， 模 型 组 、 井 穴 刺 络 放

血 组 、 ML385 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 、 Resveratrol 组 大 鼠

mNss 评 分 均 高 于 假 手 术 组 （ 约0.05） ， 表 明 模 型 制 备 成 功 。 治

疗 后 ， 井 穴 刺 络 放 血 组 、 Resveratrol 组 大 鼠 mNss 评 分 均 低 于 模

型 组 （ 约0.05） ； 井 穴 刺 络 放 血 组 大 鼠 mNss 评 分 与 Resveratrol

组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 与 治 疗 前 比 较 ， 井 穴 刺

络 放 血 组 、 ML385 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 、 Resveratrol 组

大 鼠 mNss 评 分 均 降 低 （ 约0.05） ， 表 明 井 穴 刺 络 放 血 和 腹 腔 注

射 Resveratrol 对 脑 卒 中 后 大 鼠 神 经 功 能 缺 损 状 态 有 一 定 改 善

作 用 。 （ 见 表 2）

表 2 各组大鼠 mNss评分比较 （x依s，分）

组 别 n 治 疗 前 治 疗 后

空 白 组 1 0

假 手 术 组 1 0 2 . 8 0 ± 2 . 5 3 1 . 4 0 ± 0 . 9 7 1 . 5 0 0 0 . 1 6 8

模 型 组 1 0 1 1 . 2 0 ± 2 . 3 9 a 9 . 2 0 ± 1 . 7 5 a 1 . 8 2 6 0 . 1 0 1

井 穴 刺 络 放 血 组 1 0 1 0 . 5 0 ± 2 . 3 7 a 6 . 4 0 ± 2 . 0 7 a b 3 . 9 1 1 0 . 0 0 4

M L 3 8 5 组 1 0 1 2 . 0 0 ± 2 . 1 6 a 7 . 8 0 ± 2 . 6 2 a 3 . 3 4 8 0 . 0 0 9

井 穴 刺 络 放 血 + M L 3 8 5 组 1 0 1 1 . 1 0 ± 2 . 9 2 a 7 . 6 0 ± 1 . 7 1 a 2 . 6 7 1 0 . 0 2 6

R e s v e r a t r o l 组 1 0 1 0 . 7 0 ± 2 . 5 4 a 6 . 9 0 ± 1 . 9 1 a b 4 . 8 3 5 0 . 0 0 0

1 8 . 1 3 2 2 0 . 1 0 4

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与假手术组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05。

2.2 各组大鼠行为学比较 模 型 组 和 ML385 组 大 鼠 自 发 交

替 百 分 比 均 低 于 假 手 术 组 （ 约0.01 或 约0.05） ； 井 穴 刺 络 放 血

组 和 Resveratrol组 大 鼠 自 发 交 替 百 分 比 均 高 于 模 型 组 （ 约0.01
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或 约0.05） ； 井 穴 刺 络 放 血 组 大 鼠 自 发 交 替 百 分 比 与 Resveratrol

组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 表 明 井 穴 刺 络 放 血 和 腹

腔 注 射 Resveratrol 均 能 提 高 脑 卒 中 后 大 鼠 自 发 交 替 百 分 比 。

模 型 组 、 ML385 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 大 鼠 认 知 指 数 均

低 于 假 手 术 组 （ 约0.01 或 约0.05） ； Resveratrol 组 大 鼠 认 知 指 数

高 于 模 型 组 （ 约0.05） ； 井 穴 刺 络 放 血 组 大 鼠 认 知 指 数 与

Resveratrol 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 表 明 腹 腔 注

射 Resveratrol能 提 高 脑 卒 中 后 大 鼠 的 认 知 指 数 。 （ 见 表 3、 图 1~2）

表 3 各组大鼠行为学比较 （x依s）

组 别 n 自 发 交 替 百 分 比 /% 认 知 指 数 /%

空 白 组 10 84.09依11.65 78.57依15.57

假 手 术 组 10 69.98依17.65 64.44依23.37

模 型 组 10 35.10依22.85b 40.17依7.74b

井 穴 刺 络 放 血 组 10 69.76依21.22d 51.58依9.07

ML385组 10 44.05依31.91a 44.28依17.38b

井 穴 刺 络 放 血 +ML385组 10 51.91依24.13 48.07依20.72a

Resveratrol 组 10 58.36依23.27c 58.02依12.76c

5.605 6.701

0.000 0.000

注：与假手术组比较，a 约0.05，b 约0.01；与模型组比较，

c 约0.05，d 约0.01。

图 1 Y迷宫实验结果

图 2 NOR实验结果

2.3 各组大鼠梗死面积比较 空 白 组 、 假 手 术 组 大 鼠 未 插 入

栓 线 ， 未 出 现 脑 梗 死 区 域 ， 其 余 5 组 大 鼠 均 存 在 一 定 面 积 的 脑

梗 死 区 域 。 （ 见 图 3） 井 穴 刺 络 放 血 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385

组 、 Resveratrol 组 大 鼠 梗 死 面 积 均 小 于 模 型 组 （ 约0.05） ； 井 穴

刺 络 放 血 组 大 鼠 梗 死 面 积 与 Resveratrol 组 比 较 ， 差 异 无 统 计

学 意 义 （ 跃0.05） 。 井 穴 刺 络 放 血 和 腹 腔 注 射 Resveratrol 一 定 程

度 上 可 减 少 大 鼠 脑 梗 死 面 积 。 （ 见 表 4）

表 4 各组大鼠梗死面积比较 （x依s）

组 别 n 梗 死 面 积 /%

空 白 组 10 -

假 手 术 组 10 -

模 型 组 10 35.36依1.09

井 穴 刺 络 放 血 组 10 26.49依1.15a

ML385 组 10 33.51依1.03

井 穴 刺 络 放 血 +ML385组 10 29.58依0.93a

Resveratrol组 10 25.24依1.47a

43.349

0.000

注：与模型组比较，a 约0.01。

2.4 各组大鼠生化检测指标比较 模 型 组 、 井 穴 刺 络 放 血 组 、

ML385 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 和 Resveratrol 组 大 鼠 血 清

IL-6、 IL-1茁、 TNF-琢 、 MDA、 GSH 含 量 和 SOD 活 力 均 高 于 假 手

术 组 （ 约0.01） ， 表 明 模 型 组 、 井 穴 刺 络 放 血 组 、 ML385 组 、 井 穴

空 白 组 假 手 术 组 模 型 组 井 穴 刺 络 放 血 组 ML385 组 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 Resveratrol 组

图 3 大鼠脑梗死面积
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刺 络 放 血 +ML385组 和 Resveratrol组 大 鼠 均 存 在 炎 症 反 应 和 氧

化 应 激 状 态 。 ML385 组 大 鼠 血 清 IL-6 、 IL-1茁、 TNF-琢 含 量 高 于

模 型 组 （ 约0.01） ， 而 井 穴 刺 络 放 血 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385

组 和 Resveratrol组 大 鼠 血 清 IL-6、 IL-1茁、 TNF-琢 含 量 均 低 于 模

型 组 （ 约0.01） ； 井 穴 刺 络 放 血 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 大

鼠 血 清 IL-6 、 IL-1茁 、 TNF-琢 含 量 均 高 于 Resveratrol 组 （ 约0.05

或 约0.01） ， 表 明 井 穴 刺 络 放 血 和 腹 腔 注 射 Resveratrol 能 改 善

炎 症 反 应 ， 且 腹 腔 注 射 Resveratrol 效 果 更 明 显 。 井 穴 刺 络 放

血 组 、 Resveratrol 组 大 鼠 血 清 MDA、 GSH 含 量 和 SOD 活 力 均 高

于 模 型 组 （ 约0.01） ， ML385 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 大 鼠

血 清 MDA、 GSH 含 量 和 SOD 活 力 均 低 于 模 型 组 （ 约0.01） ； 井 穴

刺 络 放 血 组 、 ML385 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 大 鼠 血 清

MDA 、 GSH 含 量 和 SOD 活 力 均 低 于 Resveratrol 组 （ 约0.01） ， 表

明 井 穴 刺 络 放 血 和 腹 腔 注 射 Resveratrol 均 能 改 善 炎 症 反 应 和

氧 化 应 激 状 态 ， 但 腹 腔 注 射 Resveratrol 的 效 果 更 为 显 著 。 （ 见

表 5）

2.5 各组大鼠病理组织切片比较 HE 染 色 结 果 显 示 ， 空 白

组 、 假 手 术 组 大 鼠 大 脑 皮 质 组 织 未 见 明 显 病 理 学 改 变 ， 神 经

元 形 态 与 结 构 正 常 ， 排 列 紧 密 整 齐 ； 模 型 组 大 鼠 大 脑 皮 质 组

织 可 见 明 显 病 理 学 改 变 ， 神 经 元 排 列 稀 疏 紊 乱 、 组 织 间 隙 水

肿 、 核 皱 缩 、 坏 死 等 ； 井 穴 刺 络 放 血 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385

组 、 Resveratrol 组 大 鼠 神 经 元 损 伤 程 度 减 轻 ； ML385 组 大 鼠 神

经 元 损 伤 程 度 加 重 。 （ 见 图 4）

图 4 各组大鼠脑组织病理图片 （HE，伊200）

2.6 各组大鼠海马组织Nrf2 mRNA、HO-1 mRNA、NQO1

mRNA相对表达量比较 模 型 组 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2 mRNA、

HO-1 mRNA、 NQO1 mRNA相 对 表 达 量 高 于 假 手 术 组 （ 约0.01） ；

井 穴 刺 络 放 血 组 、 Resveratrol 组 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2 mRNA、

HO-1 mRNA 、 NQO1 mRNA 相 对 表 达 量 均 高 于 模 型 组 （ 约

0.01） ， 而 ML385 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组 大 鼠 海 马 组 织

Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA、 NQO1 mRNA 相 对 表 达 量 均 低 于

模 型 组 （ P约0.01） ； 井 穴 刺 络 放 血 组 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2 mRNA、

HO-1 mRNA 相 对 表 达 量 低 于 Resveratrol 组 （ 约0.01） ， 而

NQO1 mRNA 相 对 表 达 量 与 Resveratrol 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学

意 义 （ 跃0.05） ， 表 明 井 穴 刺 络 放 血 和 腹 腔 注 射 Resveratrol 均 能

激 活 Nrf2 信 号 通 路 ， 但 Resveratrol 激 活 作 用 优 于 井 穴 刺 络 放

血 。 （ 见 表 6）

表 6 各组大鼠海马组织 Nrf2 mRNA、HO-1 mRNA、

NQO1 mRNA相对表达量比较 （x依s）

组 别 n N r f 2 m R N A H O - 1 m R N A N Q O 1 m R N A

空 白 组 6 1 . 0 4 ± 0 . 0 4 1 . 0 3 ± 0 . 0 3 1 . 0 4 ± 0 . 0 4

假 手 术 组 6 1 . 5 2 ± 0 . 0 3 1 . 0 7 ± 0 . 0 5 1 . 0 7 ± 0 . 0 5

模 型 组 6 3 . 6 5 ± 0 . 1 0 b 4 . 3 3 ± 0 . 1 1 b 4 . 4 8 ± 0 . 1 2 b

井 穴 刺 络 放 血 组 6 9 . 3 1 ± 0 . 3 2 b c d 7 . 6 5 ± 0 . 1 0 b c d 7 . 7 7 ± 0 . 3 4 b c

M L 3 8 5 组 6 1 . 6 9 ± 0 . 1 0 c d 1 . 7 4 ± 0 . 0 7 b c d 1 . 7 1 ± 0 . 0 9 b c d

井 穴 刺 络 放 血 + M L 3 8 5 组 6 1 . 9 5 ± 0 . 1 2 a c d 2 . 1 2 ± 0 . 1 1 b c d 2 . 1 3 ± 0 . 1 5 b c d

R e s v e r a t r o l 组 6 1 1 . 7 6 ± 0 . 3 3 b c 7 . 9 5 ± 2 . 2 2 b c 7 . 8 2 ± 0 . 4 0 b c

1 5 5 2 . 4 8 8 2 0 7 0 . 2 7 3 5 8 0 . 2 8 8

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与假手术比较，a 约0.05，b 约0.01；与模型组比较，c 约

0.01；与Resveratrol组比较，d 约0.01。

2.7 各组大鼠海马组织Nrf2、HO-1、NQO1蛋白相对表达量

比较 模 型 组 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2、 HO-1 和 NQO1 蛋 白 相 对 表

达 量 低 于 假 手 术 组 （ 约0.01） ； 井 穴 刺 络 放 血 组 、 Resveratrol 组

大 鼠 海 马 组 织 Nrf2、 HO-1 和 NQO1 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 模

型 组 （ 约0.01） ， 而 ML385组 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2、 HO-1和 NQO1 蛋

白 相 对 表 达 量 低 于 模 型 组 （ 约0.01） ； 井 穴 刺 络 放 血 +ML385 组

大 鼠 海 马 组 织 Nrf2 蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 模 型 组 （ 约0.05） ，

HO-1 和 NQO1 蛋 白 相 对 表 达 量 与 模 型 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学

意 义 （ 跃0.05） ； 井 穴 刺 络 放 血 组 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2 、 HO-1 相

对 表 达 量 低 于 Resveratrol 组 （ 约0.01） ， 而 NQO1 蛋 白 相 对 表 达

量 与 Resveratrol 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 在 激 活

Nrf2信 号 通 路 并 提 高 HO-1蛋 白 表 达 方 面 ， 腹 腔 注 射 Resveratrol

的 效 果 优 于 井 穴 刺 络 放 血 ， 但 在 提 高 NQO1 蛋 白 表 达 方 面 ， 两

者 的 作 用 效 果 相 当 。 （ 见 图 5 、 表 7）

表 5 各组大鼠生化检测指标比较 （x依s）

组 别 n I L - 6 /（ p g / m L ） I L - 1 β /（ p g / m L ） T N F - α /（ p g / m L ） M D A /（ n m o l / m L ） G S H /（ μ m o l / L ） S O D /（ U / m L ）

空 白 组 1 0 1 2 . 3 7 ± 2 . 1 9 9 0 . 0 7 ± 1 2 . 0 5 9 1 . 8 1 ± 2 3 . 5 0 9 . 7 0 ± 0 . 5 2 1 6 . 6 6 ± 1 . 4 4 1 0 . 3 4 ± 0 . 2 7

假 手 术 组 1 0 1 7 . 0 5 ± 2 . 0 2 1 7 1 . 8 7 ± 2 1 . 1 5 1 1 1 . 6 2 ± 7 . 4 6 1 3 . 3 3 ± 0 . 5 2 2 3 . 3 3 ± 1 . 4 4 1 2 . 7 4 ± 0 . 1 9

模 型 组 1 0 6 5 . 5 8 ± 2 . 4 3 a 5 5 7 . 5 5 ± 3 0 . 4 6 a 3 8 5 . 8 3 ± 1 5 . 4 5 a 2 5 . 1 5 ± 0 . 5 2 a 5 0 . 8 3 ± 1 . 4 4 a 1 7 . 6 8 ± 0 . 2 6 a

井 穴 刺 络 放 血 组 1 0 4 4 . 4 9 ± 3 . 2 7 a b d 2 3 2 . 6 3 ± 1 9 . 7 8 a b c 3 1 1 . 8 4 ± 1 5 . 8 5 a b d 2 9 . 0 9 ± 0 . 9 1 a b d 6 5 . 0 0 ± 2 . 5 0 a b d 2 0 . 5 2 ± 0 . 1 9 a b d

M L 3 8 5 组 1 0 7 7 . 5 4 ± 2 . 9 4 a b d 6 4 3 . 4 0 ± 3 0 . 8 7 a b d 4 2 5 . 1 7 ± 1 5 . 4 2 a b d 1 8 . 1 8 ± 0 . 9 1 a b d 2 9 . 1 7 ± 1 . 4 4 a b d 1 4 . 0 5 ± 0 . 2 2 a b d

井 穴 刺 络 放 血 + M L 3 8 5 组 1 0 5 4 . 7 6 ± 2 . 6 6 a b d 4 7 6 . 4 8 ± 2 4 . 4 8 a b d 3 6 5 . 6 8 ± 1 7 . 5 6 a b d 2 2 . 1 2 ± 0 . 5 2 a b d 4 1 . 6 7 ± 1 . 4 4 a b d 1 6 . 5 3 ± 0 . 2 6 a b d

R e s v e r a t r o l 组 1 0 2 7 . 2 7 ± 2 . 6 7 a b 2 1 0 . 9 8 ± 1 3 . 7 4 a b 2 2 4 . 3 1 ± 1 0 . 2 0 a b 3 2 . 1 2 ± 0 . 5 2 a b 7 9 . 1 7 ± 3 . 8 2 a b 2 2 . 5 5 ± 0 . 2 5 a b

1 0 7 2 . 3 2 5 1 0 6 1 . 3 9 4 8 5 8 . 6 9 2 4 6 3 . 2 4 2 3 4 9 . 8 2 2 9 9 3 . 7 6 6

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与假手术比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；与Resveratrol组比较，c 约0.05，d 约0.01。
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图 5 各组大鼠海马组织 Nrf2、HO-1、NQO1蛋白表达

Western blotting图

表 7 各组大鼠海马组织 Nrf2、HO-1、NQO1

相对表达量比较 （x依s）

组 别 n N r f 2 H O - 1 N Q O 1

空 白 组 6 0 . 2 9 ± 0 . 0 1 0 . 3 4 ± 0 . 0 1 0 . 2 3 ± 0 . 0 9

假 手 术 组 6 0 . 3 1 ± 0 . 0 1 0 . 3 6 ± 0 . 0 1 0 . 3 8 ± 0 . 0 4

模 型 组 6 0 . 4 6 ± 0 . 0 1 b 0 . 7 3 ± 0 . 0 1 b 0 . 6 0 ± 0 . 0 2 b

井 穴 刺 络 放 血 组 6 0 . 5 2 ± 0 . 0 2 b d e 0 . 8 1 ± 0 . 0 4 b d e 0 . 6 6 ± 0 . 0 2 b d

M L 3 8 5 组 6 0 . 3 5 ± 0 . 0 1 b d e 0 . 5 3 ± 0 . 0 5 b d e 0 . 4 6 ± 0 . 0 3 a d e

井 穴 刺 络 放 血 + M L 3 8 5 组 6 0 . 4 3 ± 0 . 0 0 b c e 0 . 6 8 ± 0 . 0 2 b e 0 . 5 4 ± 0 . 0 2 b e

R e s v e r a t r o l 组 6 0 . 6 2 ± 0 . 0 3 b d 0 . 9 1 ± 0 . 0 4 b d 0 . 7 3 ± 0 . 0 3 b d

2 1 8 . 4 5 6 1 6 6 . 5 3 4 5 2 . 1 9 5

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与假手术比较，a 约0.05，b 约0.01；与模型组比较，c 约

0.05，d 约0.01；与Resveratrol组比较，e 约0.01。

3 讨 论

本 研 究 采 用 十 二 穴 刺 络 放 血 干 预 脑 卒 中 模 型 大 鼠 。 mNss

评 分 、 行 为 学 评 分 显 示 ， 刺 络 放 血 可 保 护 脑 卒 中 模 型 大 鼠 神

经 功 能 ， 减 轻 认 知 功 能 障 碍 ， 与 高 靓 等 [21] 研 究 结 果 一 致 。 TTC

及 HE 染 色 结 果 显 示 ， 模 型 组 大 鼠 神 经 元 损 伤 严 重 ， 井 穴 刺 络

放 血 组 大 鼠 神 经 元 损 伤 减 轻 ， 表 明 井 穴 刺 络 放 血 能 在 一 定 程

度 上 减 轻 神 经 元 损 伤 ， 减 少 大 鼠 脑 梗 死 面 积 。 此 外 ， 井 穴 刺 络

放 血 在 改 善 炎 症 反 应 和 氧 化 应 激 方 面 均 具 有 显 著 效 果 。

PSCI 在 中 医 学 中 属 于 “ 中 风 ” 范 畴 ， 其 病 因 多 为 血 虚 、 血

瘀 。 血 脉 瘀 滞 、 气 血 不 通 会 导 致 脑 络 闭 塞 ， 进 而 使 脑 髓 失 去 濡

养 ， 神 机 失 用 ， 甚 至 脑 窍 闭 塞 ， 神 明 失 守 ， 最 终 导 致 瘫 痪 或 突

发 倒 地 不 起 。 《 张 氏 医 通 》 [22]指 出 ： “ 有 中 风 者 ， 卒 然 昏 愦 ， 不 省

人 事 … … 当 以 气 虚 为 主 ， 纵 有 风 邪 ， 亦 是 趁 虚 而 袭 。 ” “ 古 人 论

中 风 偏 枯 ， 麻 木 酸 痛 不 举 诸 证 ， 以 血 虚 、 死 血 、 痰 饮 为 言 ， 是 论

其 致 病 之 根 源 。 ” 因 此 ， 中 医 治 疗 PSCI 主 要 强 调 补 益 气 血 、 活

血 化 瘀 以 改 善 脑 部 血 液 循 环 ， 促 进 气 血 流 通 ， 从 而 恢 复 脑 络

通 畅 。

井 穴 刺 络 放 血 具 有 活 血 化 瘀 、 疏 通 经 络 的 功 效 [23]。 《 乾 坤

生 意 》 [24] 指 出 ： “ 凡 初 中 风 跌 到 ， 卒 暴 昏 沉 ， 不 省 人 事 ， 痰 涎 壅

盛 ， 牙 关 紧 闭 ， 药 水 不 下 ， 急 以 通 关 散 搐 醒 ， 方 可 服 药 。 其 或 不

醒 者 ， 急 以 三 棱 针 刺 手 十 指 甲 角 十 井 穴 ， 当 去 黑 血 ， 就 以 气 针

合 谷 二 穴 、 人 中 一 穴 ， 但 觉 略 醒 ， 得 知 人 事 ， 宜 以 气 针 再 刺 曲

池 、 足 三 里 ， 再 灸 颊 车 、 迎 香 、 上 星 、 百 会 、 印 堂 穴 ， 法 备 载 后 针

灸 门 ， 此 乃 急 救 回 生 之 妙 诀 也 。 ” 《 古 今 医 鉴 》 [25]也 指 出 “ 一 切 初

中 风 、 中 气 ， 昏 倒 不 知 人 事 … … 急 以 三 棱 针 刺 手 中 指 甲 角 、 十

井 穴 ， 将 去 恶 血 ” 。 由 此 可 见 ， 井 穴 刺 络 放 血 治 疗 PSCI 有 一 定

的 效 果 。 周 靓 等 [26]指 出 ， 以 “ 指 ” 治 “ 脑 ” ， 即 手 指 与 大 脑 之 间 存

在 双 向 特 异 性 联 系 。 刺 激 手 指 端 的 穴 位 可 以 特 异 性 地 调 节 大

脑 功 能 ， 起 到 护 脑 健 脑 的 效 果 。 大 脑 对 手 指 的 控 制 最 为 精 细 ，

大 脑 功 能 的 改 变 也 能 在 手 指 端 得 到 体 现 。 这 进 一 步 证 明 了 手

指 与 大 脑 之 间 的 密 切 联 系 。 此 外 ， 研 究 [27-28] 表 明 ， 井 穴 刺 络 放

血 疗 法 能 有 效 改 善 中 风 、 颅 脑 外 伤 等 引 起 的 认 知 功 能 障 碍 、

神 经 功 能 缺 损 及 脑 水 肿 。 祝 秋 梅 等 [29]认 为 其 作 用 机 制 与 改 善

脑 血 流 和 组 织 供 氧 、 修 复 血 脑 屏 障 、 调 节 局 部 离 子 平 衡 等 有

关 。 石 会 等 [30]认 为 井 穴 刺 络 放 血 可 能 通 过 减 轻 炎 症 反 应 实 现

神 经 保 护 作 用 。 由 此 可 见 ， 井 穴 刺 络 放 血 治 疗 PSCI 的 作 用 机

制 仍 需 进 一 步 深 入 研 究 。

目 前 ， 已 有 研 究 发 现 激 活 Nrf2 可 以 改 善 缺 血 性 脑 卒 中 后

认 知 功 能 障 碍 [10,31-32]。 本 研 究 中 模 型 组 大 鼠 海 马 组 织 Nrf2、 HO-1

和 NQO1 表 达 均 升 高 ， 与 郭 潇 潇 等 [33] 的 结 果 一 致 。 其 原 因 可 能

是 缺 血 性 脑 卒 中 后 内 源 性 Nrf2升 高 ， 但 其 激 活 水 平 较 低 ， 不 足

以 改 善 认 知 功 能 障 碍 。 井 穴 刺 络 放 血 和 Nrf2激 动 剂 （ Resveratrol）

干 预 后 ， Nrf2 、 HO-1 和 NQO1 表 达 均 明 显 升 高 ， 表 明 在 缺 血 性

脑 卒 中 后 ， 井 穴 刺 络 放 血 可 在 一 定 程 度 上 激 活 Nrf2/ARE通 路 ，

并 上 调 下 游 保 护 性 蛋 白 酶 HO-1 表 达 。 HO-1 作 为 Nrf2/ARE 通

路 的 下 游 蛋 白 酶 ， 具 有 强 大 的 抗 炎 作 用 [33]。 研 究 [34-35]显 示 ， Nrf2

激 活 的 抗 氧 化 基 因 产 物 可 以 降 低 细 胞 内 氧 化 应 激 水 平 ， 从 而

减 少 NF-资B 活 化 ， 抑 制 NF-资B 信 号 通 路 ， 减 少 炎 症 因 子 的 表

达 ， 减 轻 炎 症 反 应 。 研 究 [36-37]表 明 ， HO-1 的 抗 炎 作 用 机 制 可 能

与 巨 噬 细 胞 的 极 化 有 关 ， 中 枢 神 经 系 统 的 巨 噬 细 胞 具 有 M1 型

和 M2 型 两 种 状 态 。 其 中 M1 型 小 胶 质 细 胞 可 产 生 IL-1茁、 IL-6、

TNF-琢 等 促 炎 因 子 ， 加 重 脑 损 伤 ； M2 型 小 胶 质 细 胞 则 具 有 抗

炎 和 促 修 复 的 功 能 ， 能 减 轻 神 经 炎 症 反 应 ， 促 进 神 经 保 护 和

修 复 。 本 研 究 中 模 型 组 大 鼠 血 清 炎 症 因 子 IL-6、 IL-1茁、 TNF-琢 含

量 高 于 假 手 术 组 ， 井 穴 刺 络 放 血 组 、 井 穴 刺 络 放 血 +ML385组 、

Resveratrol组 大 鼠 血 清 炎 症 因 子 IL-6、 IL-1茁、 TNF-琢 含 量 低 于

模 型 组 ， 提 示 Nrf2/ARE 通 路 可 参 与 调 控 小 胶 质 细 胞 激 活 后 的

炎 症 反 应 。 Nrf2/ARE通 路 的 激 活 可 以 诱 导 抗 氧 化 酶 HO-1的 表

达 ， 从 而 抑 制 M1 型 小 胶 质 细 胞 的 活 化 ， 促 进 M2 型 小 胶 质 细 胞

的 极 化 。 本 研 究 中 ， 井 穴 刺 络 放 血 组 大 鼠 脑 海 马 组 织 HO-1

mRNA 及 HO-1 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 ， 与 炎 症 因 子 的 减

少 相 对 应 ， 进 一 步 验 证 了 Nrf2/ARE 通 路 在 改 善 脑 卒 中 大 鼠 认

知 功 能 和 炎 症 反 应 中 的 关 键 作 用 。

卒 中 后 “ 气 血 逆 乱 ， 瘀 毒 损 络 ” ， 与 氧 化 应 激 和 炎 症 反 应

高 度 契 合 。 “ 气 血 失 和 ” 为 炎 症 与 氧 化 损 伤 之 源 。 气 滞 则 津 停

为 痰 ， 血 瘀 则 郁 而 化 火 ， 痰 火 互 结 加 剧 “ 毒 损 脑 络 ” 。 井 穴 刺 络

放 血 疗 法 通 过 “ 调 气 活 血 ” 打 破 此 病 理 链 条 ， 从 而 达 到 “ 气 血

得 畅 ， 毒 邪 自 消 ” 的 作 用 。 临 床 上 ， PSCI 是 影 响 脑 卒 中 患 者 康

复 的 重 要 因 素 ， 而 现 有 治 疗 手 段 有 限 。 井 穴 刺 络 放 血 作 为 一

种 中 医 特 色 干 预 方 式 ， 在 改 善 神 经 功 能 、 促 进 脑 组 织 修 复 方

面 展 现 出 潜 在 的 临 床 应 用 价 值 。

综 上 所 述 ， 井 穴 刺 络 放 血 能 够 显 著 改 善 脑 卒 中 大 鼠 的 认

知 功 能 障 碍 ， 减 少 脑 梗 死 面 积 。 这 一 机 制 可 能 与 激 活 Nrf2/ARE

信 号 通 路 ， 促 进 下 游 抗 氧 化 蛋 白 HO-1/NQO1 表 达 ， 减 少 促 炎

因 子 释 放 ， 阻 断 氧 化 应 激 与 炎 症 间 的 恶 性 循 环 密 切 相 关 。 本 研
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究 为 临 床 治 疗 PSCI 及 井 血 刺 络 放 血 的 临 床 转 化 提 供 了 实 验

依 据 ， 但 未 来 仍 需 更 进 一 步 深 入 研 究 ， 以 验 证 井 穴 刺 络 放 血

调 控 Nrf2 通 路 的 具 体 分 子 靶 点 。
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