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艾灸对脑缺血再灌注损伤大鼠 ＭＭＰ９表达的影响
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　　摘　要　目的　观察艾灸对脑缺血再灌注损伤大鼠血清ＭＭＰ９含量的影响。方法　将ＳＤ大鼠随机分为
模型组、艾灸组和假手术组，每组１５只，神经行为学评分评判造模以及不同时间点艾灸干预神经功能恢复情况，
ＥＬＩＳＡ检测血清ＭＭＰ９含量，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测脑组织中ＭＭＰ９表达。结果　艾灸干预后，艾灸组神经功能缺
损评分较模型组明显降低（Ｐ＜０．０５）；艾灸组血清ＭＭＰ９含量和脑组织ＭＭＰ９表达较模型组明显降低，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　艾灸对脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能有显著改善作用，其机制可能是通过
调节血清和脑组织ＭＭＰ９表达量的变化，从而保护血管内皮细胞损伤。
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　　脑血管疾病是目前严重威胁人类健康和生命
的主要疾病，其中缺血性脑血管病约占全部脑血管

疾病患者的８０％。临床大多由大脑中动脉阻塞引
起急性血液循环障碍，导致突发性局灶性脑功能障

碍，引起感觉、运动功能减退或丧失，甚至死亡，是

神经内科常见病和多发病，具有高发病率、高死亡

率、高致残率、高复发率的特点。研究表明［１２］，缺

血性脑血管病的发生有许多炎症因子参与，其中基

质金属蛋白酶类（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）
尤其是基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）的升高，对血管
内皮细胞损伤性增强，从而导致缺血性脑病的发

生。血管内皮细胞损伤是其共同的病理基础。中

医认为本病发病的基本病机是本虚标实，风、火、
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痰、瘀等是其标，脏腑气血虚弱，阴阳失调是其本。

针灸作为中国传统治疗方法，在脑血管疾病防治研

究中得到了长足的发展，同时针灸治疗缺血性中风

作用机理的实验研究也不断深入。临床实践表明，

艾灸治疗急性缺血性中风具有较好的疗效［３８］。本

实验采用脑缺血再灌注损伤模型，模拟人类多次
短暂性脑缺血发作类型，探讨艾灸类人迎穴对脑缺

血再灌注损伤大鼠血管内皮细胞的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
ＳＤ大鼠，雄性，清洁级，体质量２２０～２８０ｇ，由

上海中医药大学实验动物中心提供（合格证编号：

ＪＺＤＷ２０１４０３３６）。实验过程中对动物的处置符合
实验动物伦理学标准。大鼠于饲养笼内适应性饲

养１周，清洁饮水，自由摄食等。用电脑ＳＰＳＳ软件
用随机数字法将其随机分为模型组（即脑缺血再
灌注损伤组）、艾灸组（即艾灸脑缺血再灌注损伤
组）、假手术组，每组各１５只。
１．２　主要试剂与仪器

６８０型酶标仪（ＢＩＯＲＡＤ）；ＭＭＰ９试剂盒（碧
云天公司，Ｃ１００２）；ＲＩＰＡ组织细胞快速裂解液
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｒ００１０）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（ｔｈｅｒｍｏ，
ＰＩＣＰＩ２３２２３）；ＮＣ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＨＡＴＦ０００１０）；蛋白
预染 Ｍａｒｋｅｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，ＳＭ１８１１）；发光液（Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ， ＷＢＫＬＳ０１００）； Ｔｗｅｅｎ２０ （Ａｍｒｅｓｃｏ，
ＢＹＬ４０７１３）；丽春红染液 （上海基尔顿生物，
ＢＹＬ４０６３５）。
１．３　方法
１．３．１　脑缺血再灌注损伤模型的制备　模型组
和艾灸组大鼠以２％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ），腹腔
注射麻醉后，仰卧位固定头部和四肢，常规剃毛，消

毒，沿颈部正中作一长度约２．０ｃｍ切口，逐层钝性
分离，分离双侧颈总动脉（ＣＣＡ），以无创动脉夹夹
闭ＣＣＡ近心端３ｍｉｎ，间隔３０ｍｉｎ，再夹闭３ｍｉｎ，共
夹闭３次，缝合颈部切口，建立脑缺血再灌注损伤
模型。假手术组只分离颈总动脉，不夹闭，其他同

模型组。

１．３．２　神经病学评分及纳入标准　参照 Ｌｏｎｇａ
等［９］５级标准评分法。０分：无神经功能缺损；１
分：缺血对侧前肢内收、不能完全伸展；２分：行走
时向偏瘫侧转圈者；３分：行走时向偏瘫侧倾倒；４

分：意识丧失，不能自发行走。动物出现神经功能

缺损，无烦躁不安、抬头狂体征，１～３分为模型成
功，０分和４分予以剔除；癫痫发作者，取材时发现
脑出血、蛛网膜下腔出血者均剔除，随机补充。

１．３．３　处理方法　术后均给予单只大笼饲养。艾
灸组于模型建立 ６ｈ开始用特制动物艾条（直径
０５ｃｍ，长度１２ｃｍ，河南南阳汉医艾绒有限责任公
司生产）艾灸类人迎穴（大鼠穴位中无此穴，取穴

方法模仿人体人迎穴定位方法，具体定位为甲状腺

两侧，颈动脉搏动处。具体定位如图１所示），每
次１５ｍｉｎ，每天１次，共治疗７ｄ。模型组和假手术
组只做与艾灸组相同的固定，不做任何处理。

图１　大鼠取穴定位图

１．３．４　标本采集　每组分别于造模后６ｈ和第３ｄ
各随机抓取５只，先行神经功能缺损评分，然后用
２％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ），腹腔注射麻醉后，仰卧
位固定头部和四肢，腹主动脉抽血处死，将血置于

枸橼酸钠抗凝试管内，摇匀。然后，断头，取脑。７ｄ
后将剩余的大鼠用上述同样的方法处理并取材。

整个过程符合动物伦理学要求。

１．３．５　ＥＬＩＳＡ检测ＭＭＰ９含量　具体方法：将大
鼠禁食１２ｈ后，腹主动脉抽取血５ｍＬ，置于枸橼酸
钠抗凝试管内，摇匀，室温静置４０ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ
（３０００ｒ·ｍｉｎ１），分离血清置入ＥＰ管，－８０℃冰箱
保存，统一检测。严格按照试剂盒说明操作。检测

结果见表２。
１．３．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测脑组织中 ＭＭＰ９表达　
具体操作步骤：将各组脑组织用裂解液充分裂解，

离心（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），ＢＣＡ方法蛋白定
量，取２０μＬ总蛋白加入上样缓冲液煮沸变性，经
ＰＡＧＥ凝胶电泳，然后转膜，用 ５％脱脂奶粉封闭
后，加入一抗、二抗孵育，ＥＣＬ发光液显色，成像系
统扫描、拍照。检测结果如图２所示。
１．４　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分析，计量资料

·３０４·
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用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较用单因素
方差分析。检验水准α＝０．０５，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠不同时间点神经行为学评分
假手术组在造模后６ｈ、３ｄ和７ｄ的神经行为学

评分均为０，也就是假手术不能对大鼠肢体运动产
生影响；模型组和艾灸组在造模后 ６ｈ和造模后
３ｄ，神经行为学评分均较高，两组比较无差异（Ｐ＞
００５），与假手术组比较，均有差异性（Ｐ＜００５）。
在造模后７ｄ，艾灸组神经行为学评分明显降低，与
模型组比较有统计学差异（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　３组大鼠不同时间点神经行为学评分比较（分，珋ｘ±ｓ）

　组别 造模后６ｈ 造模后３ｄ 造模后７ｄ

假手术组 ０±０ ０±０ ０±０

模型组 ２．０±１．００ ２．６±０．５５ ２．４±０．５５

艾灸组 ２．２±０．８４ ２．４±０．８４ １．４±０．４５＃

　Ｆ值 １３．０５９ ２９．４００ １０．８００

　Ｐ ０．００１ ０．０００ ０．００２

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　各组大鼠不同时间点血清ＭＭＰ９含量
在造模后６ｈ，与假手术组比较，模型组和艾灸

组血清中ＭＭＰ９含量明显升高（Ｐ＜０．０５）；在造
模３ｄ和７ｄ后，与假手术组比较，模型组和艾灸组
血清中ＭＭＰ９含量仍较高（Ｐ＜０．０５），与模型组
比较，艾灸组血清中ＭＭＰ９含量明显下降，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　３组大鼠在不同时间点血清ＭＭＰ９含量比较（ｎｇ／ｍｌ，珋ｘ±ｓ）

　组别 造模后６ｈ 造模后３ｄ 造模后７ｄ

假手术组 ９１．６２±１０．１８ ９３．１８±８．２５ ９０．３８±１０．１１

模型组 １０８．５２±１５．３５ １２３．１８±９．１７ １０６．１６±１１．１１

艾灸组 １０７．４６±７．７８ １１１．２６±１０．７＃ ９４．７８±８．０７＃

　Ｆ值 １１．５９１ ２５．４９６ ５．２２

　Ｐ ０．００２ ０．０００ ０．０２３

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．３　各组大鼠不同时间点脑组织ＭＭＰ９表达
在造模后６ｈ，与假手术组比较，模型组和艾灸

组脑组织中 ＭＭＰ９表达较高（Ｐ＜０．０５）；在造模

３ｄ和 ７ｄ后，与假手术组比较，模型组脑组织中
ＭＭＰ９蛋白表达仍较高（Ｐ＜０．０５），与模型组比
较，艾灸组脑组织中 ＭＭＰ９表达明显下降（Ｐ＜０．
０５）。见图２。

注：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；

　 与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５。

图２　各组大鼠在不同时间点脑组织ＭＭＰ９表达

３　讨论

缺血性脑卒中严重危害着人类的健康与生存

质量。脑缺血后可引发炎性反应，已有的研究表

明［１０１２］，ＭＭＰ９作用于血管基底膜成分，参与了缺
血性脑卒中后炎性反应以及继发性脑损伤的病理

过程。ＭＭＰｓ是一组依赖 Ｃａ２＋和 Ｚｎ２＋的中性蛋白
酶家族，ＭＭＰ９属明胶酶，是神经系统中最为重要
的 ＭＭＰ，主要作用为降解血管周围基膜的Ⅳ型明
胶胶原、层粘连蛋白、纤粘连蛋白等绝大部分细胞

外基质。脑缺血时，ＭＭＰ９能降解脑血管基质的
关键成分，使血脑屏障通透性增加，导致大量的水、

电解质和蛋白质外流，最终形成血管源性脑水肿和

神经元损坏。如大量活化的白细胞通过破坏损伤

的血脑屏障渗入到脑组织内，可释放许多细胞因

子、炎症介质，加速神经元的损伤，加重缺血性脑损

害。

艾灸作为中国传统疗法，具有简单易行、经济

有效等特点。大鼠类人迎穴的定位从解剖位置上

来看，位于甲状腺两侧，颈动脉搏动处。艾灸此穴

扩张颈部血管，增加血流，从而改善脑部血液循环。

·４０４·
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但目前人们研究的重点多集中在针刺能够显著改

善缺血性脑卒中模型的多项指标并参与脑血管内

皮细胞损伤状态的调整和恢复，而对于其康复与干

预时间和疗程选择的相关性研究相对较少。本实

验通过夹闭颈总动脉，建立局灶性脑缺血大鼠模

型，并利用神经功能缺损评分验证模型成功与否。

用ＥＬＩＳＡ法和免疫印迹法分析ＭＭＰ９在不同时间
点的动态表达量变化及艾灸对其表达的影响，从而

探讨艾灸在缺血脑组织保护方面的作用机制。

本实验结果显示，艾灸组大鼠在艾灸３ｄ时，神
经行为学评分尚无明显下降，随着艾灸天数增加，

７ｄ后的神经行为学评分明显低于模型组（Ｐ＜
００５），提示艾灸类人迎穴可以改善脑缺血所引起
的神经功能损伤。其机制可能艾灸使局部温度升

高，舒张颈部血管，增加脑血流，从而改善脑缺血所

致的神经功能损伤，这一结果与文献报道一致［１３］。

现代研究，ＭＭＰ９的升高与很多疾病相关，如
心、脑血管病。在急性脑缺血时，此项指标显著升

高［１４］，本实验结果与之相符。在不同时间点其升

高的程度不同，本实验中模型组在脑缺血再灌注
损伤早期（６ｈ），即有ＭＭＰ９明显增高（Ｐ＜０．０５），
３ｄ时最高，至 ７ｄ时仍明显高于基础水平（Ｐ＜
００５），表明ＭＭＰ９升高是脑缺血损伤后的早期反
应，且ＭＭＰ９的升高能持续７ｄ以上，与假手术组
比较，有显著性差异。通过艾灸类人迎穴，可以降

低脑缺血再灌注大鼠血清和脑组织中 ＭＭＰ９表
达的峰值，与模型组相比，峰值低；艾灸 ７ｄ时，
ＭＭＰ９表达明显低于模型组，与基础值相当，有提
前降至正常的趋势。有研究表明，ＭＭＰ９的升高
可以加速神经元的损伤，破坏脑内血管内皮细胞，

从而使脑缺血的损害性加重。艾灸能够降低

ＭＭＰ９的含量，提示其有保护血管内皮细胞，抑制
神经元损伤，控制病情的进一步发展。

本文还发现：艾灸可以促进伤口的愈合（如结

痂时间）。艾灸组大鼠伤口结痂时间比模型组和

假手术组均短，因为本实验造模后７ｄ就处死大鼠，
有的老鼠伤口还没有完全愈合，故未行统计。但是

从整体上看，艾灸组伤口结痂时间比其他两组明显

早，这与许多报道艾灸可以促进伤口愈合时间相一

致［１５１８］。艾灸可以加速创面修复组织中血管及血

管内皮细胞的增殖，促进血管内皮生长因子［１９］

（ＶＥＧＦ）的释放，使其表达高峰前移，从而促进皮

肤创伤愈合。

综上，艾灸能够改善大鼠脑缺血所引起的神经

功能缺损评分，减轻症状；降低脑缺血再灌注大鼠
血清和脑组织 ＭＭＰ９表达的峰值，从而起到保护
血管内皮细胞，抑制神经元损伤，控制病情的进一

步发展；促进伤口的愈合。且艾灸方便易行，操作

简便，疗效确切，无毒副作用，且费用低廉，值得进

一步临床推广应用。
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［１３］ ＢｅｎｅｓｉＨＡ，ＨｉｌｄｅｂｒａｎｄＪＨ．ＡＳｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｉｎｖｅｓ
ｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｉｏｄｉｎｅｗｉｔｈａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏ

ｃａｒｂｏｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＣｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙ，
１９４９，７１（８）：２７０３２７０７．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｊａ０１１７６ａ０３０．

［１４］ ＤａｎｇＸＪ，ＴｏｎｇＲ，ＬｉＨＬ．Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｔｈｅｉｎ
ｃｌｕｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘｏｆａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｗｉｔｈβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ
ｓｔｕｄｉｅｄｂｙｍｅａｎｓｏｆＯＳＷＶ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｃｌｕｓｉｏｎ
ＰｈｅｎｏｍｅｎａａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｉｎＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，
１９９６，２４（４）：２７５２８６．ＤＯＩ：１０．１００７／ｂｆ０１０４１１１３．

［１５］ＨａｐｉｏｔＦ，ＴｉｌｌｏｙＳ，ＭｏｎｆｌｉｅｒＥ．Ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｓａｓｓｕｐｒａｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｈｏｓｔｓｆｏｒｏｒｇａｎｏｍｅｔａｌｌｉｃｃｏｍｐｌｅｘｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍ
Ｒｅｖ，２００６，１０６（３）：７６７７８１．ＤＯＩ：１０．１０２１／
ｃｒ０５０５７６ｃ．

（收稿日期　２０１７１００９）
（本文编辑：石俊强
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）

·简讯·

我校学报被评为山东省高校学报研究会优秀期刊

为探索高校综合性学术期刊特色化办刊模式，提高新数媒时代编辑人员职业素养，山东省高校学报研

究会于２０１７年１１月２４日至２７日，在福建省古田会议旧址举办了以“学术期刊的专业化与专题化转型”
为主题的学术研讨会暨２０１７年优秀期刊、优秀主编、优秀编辑评选活动。经评审委员会最终评定，我校学
报被评为优秀期刊。

本刊编辑部

·６０４·


