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针刺对发育期脑损伤大鼠脑组织细胞凋亡及

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达的影响

吴至凤，温恩懿△，赵聪敏，赵雪晴，赵永娇

（第三军医大学新桥医院儿科，重庆４０００３７）

　　摘　要：目的　观察针刺疗法对宫内缺血脑损伤大鼠脑组织细胞凋亡及其凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的影响，为针刺疗法

应用于发育期脑损伤提供实验依据。方法　采用结扎孕鼠双侧子宫动脉，完全阻断血供２５ｍｉｎ娩出胎鼠，制成宫内窘迫脑损伤

模型，将成功的模型随机分为针刺组和模型组，每组各８只；正常组剖宫产取出胎鼠，８只；其余胎鼠丢弃。正常组和模型组不治

疗，针刺组于出生后７～３０ｄ行针刺治疗，每日针刺１次，不留针。３０ｄ实验结束后断头取脑，运用ＴＵＮＥＬ法检测脑细胞凋亡，

ＳＡＢＣ法测脑组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达。结果　正常组大鼠脑细胞凋亡数极少，而模型组较高，针刺组介于两者之间，３组差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；Ｂｃｌ２染色指数正常组或针刺组比模型增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｂａｘ染色指数正常组或针刺组

比模型组降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　针刺可以减少宫内窘迫脑损伤大鼠脑组织神经细胞凋亡，提高Ｂｃｌ２蛋白

的表达，降低Ｂａｘ蛋白的表达，这可能是应用针刺疗法治疗发育期脑损伤的机制之一。
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　　胎儿的脑代谢最旺盛，其氧耗量占全身氧耗量的一半，缺

氧时间过长可造成新生儿脑部缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓ

ｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ），重者可导致胎儿死亡，幸存的幼

儿往往遗留永久性神经功能缺陷，如脑性瘫痪、智力低下等后

遗症［１２］，引起这一系列临床症候的根本病灶在于部分脑组织神

经细胞的凋亡与坏死［３４］。细胞凋亡已被公认为是 ＨＩＢＤ神经

元死亡的重要形式。本研究试图探讨宫内一过性缺血缺氧后

（对于幸存的胎儿为非致命性缺氧缺血）是否引起胎儿脑组织神

经细胞凋亡，探讨针刺疗法能否抗凋亡及其相关部分机制。

１　材料与方法

１．１　模型制备及分组　购买妊娠精确到１８ｄ的无特定病原

体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）ＳＤ母鼠１０只（广州中医药大

学实验动物中心提供），参照宫内窘迫脑损伤模型制作方

法［５６］：妊娠２１ｄ雌鼠腹部明显可摸到胎鼠，这时采取ＣＯ２ 麻

醉９只孕鼠，分离并结扎双侧子宫动脉，完全阻断血供２５ｍｉｎ

娩出胎鼠，存活胎鼠２０只，再随机分为针刺组和模型组，每组

各８只；取孕鼠１只ＣＯ２ 麻醉，手术过程中仅用止血钳夹住孕

鼠子宫颈，马上取出胎鼠，存活胎鼠９只，随机选取８只作为正

常组；实验胎鼠均由代乳鼠喂养，其余新生鼠丢弃。

１．２　干预方法　针刺组于出生后１４ｄ开始针刺治疗，治疗至

３０ｄ。取穴参照文献［７］结合同身寸类比法。组穴参照“靳三

针疗法”［８９］：Ａ、四神针（顶骨正中定百会，前后旁开１．５寸）、
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合谷（前肢第１、２掌骨之间）、太冲（后肢足背第１、２跖骨间凹

陷处取）。Ｂ、颞三针（耳根上１．５寸及左右旁开１寸）、劳宫（前

肢掌心正中）、足三里（在膝关节后外侧，腓骨小头下前下方）。

Ｃ、脑三针（头顶部枕骨后缘正中线上枕骨粗隆凹陷处及左右

旁开２．５寸）、曲池（桡骨近端的关节外侧前方的凹陷中）、涌泉

（后肢掌心前正中）。Ｄ、智三针（内眦连线中点上４寸及左右

旁开２寸）、外关（前肢外侧，离腕关节约２寸左右的尺桡骨缝

间）、三阴交（后肢内踝直上３寸）。取苏州天一针灸器械有限

公司生产“天协”牌一次性毫针针刺（规格０．３０ｍｍ×１３ｍｍ），

每日针刺１次，每日１个穴组，上述４组穴组交替轮换，头部穴

位平刺，四肢部穴位直刺，每个穴位刺入皮下后捻转５ｓ，不留

针。正常组和模型组未予任何治疗。

１．３　主要仪器及试剂　图像分析系统（广州亿鸣图像分析软

件）、光学显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５０生物组织显微镜）、徕卡２２４５

型半自动石蜡切片机、徕卡 ＥＧ１１４０型石蜡包埋机、徕卡

ＴＰ１０２０型生物组织脱水机（德国），徕卡ＲＭ２２５５型全自动石

蜡切片机（德国），徕卡５０１０型石蜡切片染色机（德国），恒温水

浴箱（型号７００，中国），摊烘片机（型号ＺＭＮ２００，中国）等。凋

亡试剂盒（ＴＵＮＥＬＡＰ，批号１２５７１２００，美国宝灵曼公司），

ＢＣＩＰＮＢＴ显色液（批号６１１２０，中国北京中杉公司）；水溶性

封片剂（批号０９５０７１，中国广州晶美公司）等。Ｂａｘ羊抗兔免疫

组化试剂盒（批号ＢＡ０３１９，中国武汉博士德），Ｂｃｌ２羊抗兔免

疫组化试剂盒（批号ＢＡ０４１７，中国武汉博士德）等。

１．４　实验方法　新生大鼠３０ｄ时实验结束，断头取脑，快速

在冰盘上剥离脑组织，切取冠状脑片，放入４％多聚甲醛液固

定，经脱水、透明、石蜡包埋。ＴＵＮＥＬ法检测脑组织细胞凋

亡、免疫组化ＳＡＢＣ法检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达，具体操作按试

剂盒说明书进行。

１．５　结果判断

１．５．１　凋亡细胞计数　每张切片在１０×２０倍光镜下随机观

察每一组动物同一部位切片，选择５个不重复视野进行观察，

并连接图像分析系统，测出每张切片内脑组织细胞凋亡的数

目，以平均值代表各区计数结果。凋亡小体呈黑色或紫蓝色位

于细胞核内，背景无色。

１．５．２　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ免疫组化染色结果判断　每张切片在１０×

２０倍光镜下随机观察每一组动物同一部位切片，选择５个不

重复视野进行观察，并联接图像分析系统，测出每张切片内脑

组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ染色百分比，即染色面积。阳性物质在胞浆

（膜上）内呈棕黄色细颗粒状，细胞核为浅蓝色。免疫组化染色

后发现染色强度各有差异，有的呈棕黄色，有的呈淡黄色，因此

采用染色指数计数法，该方法综合考虑了阳性细胞百分比及细

胞染色强度两方面。染色指数＝染色面积×染色强度。阳性

细胞染色强弱按显色强度分为无色、淡黄、黄色、棕黄色，分别

计为０、１、２、３分，上述两项乘积即为该例病变的染色指数。如

在同一病变中存在不同评分标准的视野，则取最大值和最小值

的平均值作为其染色指数评分，算出每个视野的均数及标

准差。

１．６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对实验数据进行

统计学处理，所有数据以狓±狊表示，采用方差分析，方差不齐

时采用近似犉检验，组间两两比较采用ＳＮＫ检验。犘＜０．０５

为差异有统计学意义

２　结　　果

２．１　正常组大鼠脑细胞凋亡数极少，而模型组较高，针刺组介

于两者之间，组间两两比较差异有统计学意义，提示宫内一过

性缺氧缺血后会引起胎儿脑组织神经细胞凋亡，而针刺疗法可

以抑制宫内缺血缺氧后引起的神经细胞凋亡，见表１。

图１　正常组脑细胞凋亡

（ＴＵＮＥＬ法１０×２０）

图２　针刺组脑细胞凋亡

（ＴＵＮＥＬ法１０×２０）

图３　模型组脑细胞凋亡

（ＴＵＮＥＬ法１０×２０）

图４　　正常组Ｂｃｌ２蛋白表达

（ＳＡＢＣ法１０×２０）

图５　　针刺组Ｂｃｌ２蛋白表达

（ＳＡＢＣ法１０×２０）

图６　　模型组Ｂｃｌ２蛋白表达

（ＳＡＢＣ法１０×２０）
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图７　　正常组Ｂａｘ蛋白表达

（ＳＡＢＣ法１０×２０）

图８　　针刺组Ｂａｘ蛋白表达

（ＳＡＢＣ法１０×２０）

图９　　模型组Ｂａｘ蛋白表达

（ＳＡＢＣ法１０×２０）

表１　　针刺对脑组织细胞凋亡阳性细胞及Ｂｃｌ２、Ｂａｘ

　　　蛋白染色指数的影响（狓±狊）

组别 狀 细胞凋亡数 Ｂｃｌ２ Ｂａｘ

正常组 ８ １．０±０．２１ ０．５１±０．２４ １．０３±０．２７

模型组 ８ ２０．００±３．１８▲ ０．２６±０．０６ １．５４±０．１７

针刺组 ８ ９．０５±２．０７＃ １．２１±０．２４△ １．０６±０．２３＃

　　与正常组比较，：犘＜０．０５，▲：犘＜０．０１；与模型组比较，＃：犘＜

０．０５，△：犘＜０．０１。

２．２　正常组脑组织几乎不表达Ｂｃｌ２和有较低的Ｂａｘ表达，

但３０ｄ时模型组Ｂａｘ升高，Ｂｃｌ２降低；针刺组Ｂａｘ、Ｂｃｌ均升

高。Ｂｃｌ２染色指数模型组或针刺组与正常组比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０５），针刺组与模型组比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０１），提示针刺能引起Ｂｃｌ２表达的升高。缺血刺激

能升高Ｂａｘ蛋白的表达，模型组Ｂａｘ蛋白与正常组比较，差异

有统计学意义（犘＜０．０５），针刺组与模型组比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），提示针刺能控制Ｂａｘ蛋白的表达，从而保

护神经细胞，见表１和图１～９。

３　讨　　论

宫内窘迫脑损伤属新生儿缺氧缺血性脑病（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅ

ｍｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＨＩＥ），有研究结果显示，２０％～５０％的窒

息患儿在新生儿期即死亡；幸存者中，高达２５％患有永久性的

神经精神障碍，如脑性瘫痪、智力低下、癫痫等［１０１２］。国内儿

科医生在脑病的康复方面做了不少的工作，除了吸纳国外的治

疗方法外，还融进了传统医学疗法，以针灸为主体的传统中医

中药疗法，在国内逐渐成为治疗儿童脑病的一种重要手段［１３］。

传统医学疗法应用于儿童脑瘫的治疗，其理论依据为：脑

瘫的病位在脑，表现为行为的异常及不同程度的智力障碍。

《素问·脉要精微论》曰：“头者精明之府”，头为诸阳之会，是经

气汇集的重要部位，选用头部穴位可以调整五脏六腑之经气、

疏通经络、健脑益髓、调整脑的异常病理状态；在头部穴组的基

础上选用体针可反射性地调节大脑中枢神经，协调机体阴阳平

衡，恢复肢体的感觉，逐步改善运动功能。诸穴合用、上下配穴

能发挥机体的良性双向调节作用，故而可改善脑性瘫痪、智力

低下、肢体瘫痪、感觉运动认知障碍等缺氧缺血脑损伤引起的

后遗症。

但传统医学疗法应用于儿童脑瘫所得的结果多为临床证

据［１４１５］，其实验研究较少开展。而本实验采取结扎双侧子宫

动脉制备宫内窘迫脑损伤模型，从脑组织细胞凋亡、凋亡相关

基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达方面探讨针刺对发育期脑损伤的影

响。现代神经科学研究表明，细胞凋亡是因生理性或病理性刺

激引起的一种受基因调控的自身程序性细胞死亡，已被公认为

是 ＨＩＢＤ神经元死亡的重要形式。如何减少神经元死亡的发

生，寻找抑制神经细胞凋亡的干预措施将为 ＨＩＢＤ的治疗开拓

新思路［１６］。Ｂｃｌ２家族相关基因是脑缺血神经元凋亡调控基

因的重要组成部分，分为３个亚族，一类是抑制细胞凋亡，代表

者为Ｂｃｌ２，主要参与神经细胞的分化、发育调节，并可通过直

接作用促进细胞轴突的生长和再生，有明显的抑制细胞凋亡和

神经保护作用。另一类是促进细胞凋亡，分别是ＢａｘａｎｄＢＨ３

亚族。在正常细胞中，存在Ｂａｘ与Ｂｃｌ２微量表达。

本实验结果揭示，宫内缺血所致发育期脑损伤可能与脑组

织缺血后神经细胞凋亡有关；而针刺可以提高宫内窘迫脑损伤

大鼠脑组织Ｂｃｌ２蛋白的表达，降低Ｂａｘ蛋白的表达。作者推

测，一方面可能与针灸刺激保护神经细胞，避免神经细胞过早

凋亡；另一方面对已受损变性的神经细胞具有一定的恢复作

用，与提高神经细胞的活性有关。这些都可能是针刺疗法应用

于临床治疗发育期缺氧缺血性脑损伤的机制之一，但针刺调节

细胞凋亡的机制是非常复杂的，参与的分子也非常多，还有很

多不为所知的机制需要进一步的探索。
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类胚胎期大脑皮质的发育已经达到了比较好的水平。比较之

下，关于大鼠ＣＮＳ发育中的ＮｅｕＮ表达研究却未见系统报道。

本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹检测表明：大鼠脑ＮｅｕＮ蛋

白自出生时有少量表达，Ｐ２～Ｐ１５迅速增加，Ｐ３０达高峰，随后

逐渐下降。但在免疫组化检测中Ｐ９０与Ｐ３０的阳性细胞数及

积分光密度值并无显著差异。这种矛盾的结果可能与Ｐ３０后

脑白质发育占优势，灰质相对体积下降，白质相对体积增加有

关。这种灰白质相对体积的变化在既往研究中多有报道，Ｊｕ

ｒａｓｋａ和 Ｍａｒｋｈａｍ
［５］报道雌性大鼠Ｐ３０～Ｐ９０灰质相对体积逐

渐下降。在人类亦有报道４～１２岁灰质相对体积是逐渐增加

的，１２岁以后即开始逐渐下降
［６］，到老年期灰／白质比降至更

低。Ｅｎｒｉｑｕｅ等
［７］亦曾报道老年大鼠脊髓ＮｅｕＮ免疫反应性下

降，但具体机制尚不明确。

由此可见，与人类比较，大鼠出生时脑的成熟程度较人类

明显偏低。根据Ｓａｒｎａｔ等
［４］的研究，人类胎儿在２４周胎龄时

皮质的大多数细胞已经表达，出生时ＮｅｕＮ已在大脑多部位的

神经元表达。而本实验表明，大鼠出生时脑ＮｅｕＮ阳性染色少

见。这与Ｓｔａｄｌｉｎ等
［８］的研究结果相符。该研究指出Ｐ０新生

大鼠脑的发育成熟度相当于人类孕龄１８～２０周出生的可存

活早产儿。另外，从本研究结果可以看出，大鼠脑的发育是灰

质优先于白质。在作者前期研究中曾报道大鼠脑白质的发育，

也就是脑的髓鞘化在Ｐ８～Ｐ２０进展最快，到Ｐ２５大鼠脑髓鞘

化完成了成熟大脑髓鞘量的１／２
［９～１０］。而本研究中不论是通

过免疫组化还是免疫印迹检测，ＮｅｕＮ的表达在Ｐ１５与Ｐ３０时

已无显著差异，说明大鼠脑皮质、海马神经元在Ｐ１５已基本发

育成熟，提示大鼠脑神经元的成熟早于髓鞘的成熟。

ＮｅｕＮ作为成熟神经元特异性核蛋白，已在研究中被较为

广泛地使用。然而，目前有少数研究对ＮｅｕＮ的标记物角色提

出了质疑，原因包括ＮｅｕＮ并不标记所有的神经元，例如脑干

下橄榄核、小脑普肯耶细胞、内颗粒细胞等就不能被 ＮｅｕＮ标

记。Ｕｎａｌｃｅｖｉｋ等
［１１］报道，在缺氧缺血脑损伤时，且其他检测

方法检测到细胞核结构尚未破坏的情况下，ＮｅｕＮ的免疫反应

性出现不匹配的下降，不能真实反映脑缺血后神经元的损害情

况。因此，有学者提出在使用 ＮｅｕＮ作为神经元标记物时，宜

同时采用其他的鉴定方法［７］。总之，ＮｅｕＮ是一个较为新兴的

标志性蛋白，人们对它的特性和功能尚不十分了解，有待更加

深入的研究。
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