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电针联合丰富康复训练对局灶性脑缺血

大鼠ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的影响
丰丽媛１，唐　巍２，兰　葳２，闫鸣鸣３，何　鹏１，童明月１

（１．安徽中医药大学研究生院，安徽 合肥　２３００１２；２．安徽中医药大学针灸推拿学院，

安徽 合肥　２３００１２；３．亳州市中医院，安徽 亳州　２３６８００）

［摘要］目的 　探讨电针联合丰富康复训练对磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ／

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号通路的影响及血管新生机制。方法　将６０只ＳＤ大鼠随机分为假手术组、

模型组、针康组、抑制剂组，每组１５只，参照Ｌｏｎｇａ线栓法建立局灶性大脑中动脉缺血动物模型。针康组于

模型复制后给予电针及康复治疗，电针取穴“百会”“风府”“内关”“心俞”，每日１次，连续治疗７ｄ。抑制剂组

侧脑室注射ＡＫＴ阻断剂后，进行电针联合康复训练干预，每日１次，连续治疗７ｄ。干预结束后，比较各组

大鼠神经功能评分、脑梗死面积，分别采用免疫组织化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测缺血侧脑组织中ＰＩ３Ｋ、

ＡＫＴ蛋白的表达水平。结果　与假手术组比较，模型组神经功能缺损评分显著增加（犘＜０．０５），梗死面积

显著增大（犘＜０．０５），缺血侧脑组织中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平显著升高（犘＜０．０５）；与模型组比较，针康

组神经功能缺损评分显著降低（犘＜０．０５），脑梗死面积显著缩小（犘＜０．０５），缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白

表达水平显著增加（犘＜０．０５）；与针康组比较，抑制剂组大鼠神经功能缺损评分显著增加（犘＜０．０５），脑梗死

面积显著增大（犘＜０．０５），缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平显著降低（犘＜０．０５）。结论　电针联合

丰富康复训练可有效促进脑缺血大鼠神经功能恢复，减小脑梗死面积，这可能与其激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通

路，诱导血管新生有关。
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　　脑卒中可归属于中医“中风”范畴，是一种常见

的心脑血管病，具有高发病率、高致残率、高病死率

的特点。中国是全球脑卒中发病率较高的国家之

一，患病率逐年持续增加，且脑卒中患者年轻化趋势

明显。缺血性脑卒中占脑卒中发病率的６０％～

８０％
［１］，是由多种因素引起的脑组织局部供血减少

或完全中断，导致脑组织缺血缺氧的一种脑血液循

环障碍性疾病，临床伴有不同程度神经功能缺损的

表现［２］，如偏瘫、语言障碍、认知障碍。目前有研

究［３］表明，缺血性脑卒中后内源性血管新生在改善

脑组织功能中有重要作用，其新生成的血管可以增

加缺血区脑组织的氧供和营养物质，挽救濒危组织。

故血管新生是治疗缺血性脑卒中的潜在靶点，刺激

血管新生可以作为治疗缺血性脑卒中的有效手段。
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本研究拟通过观察电针联合丰富康复训练激活磷脂

酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３

ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号转导通路

相关因子的表达情况，探讨其影响脑内血管新生以

促进神经功能恢复的机制，为传统针灸疗法与现代

康复技术的结合与运用提供实验依据。

１　材料

１．１　动物　选取ＳＰＦ级健康雄性ＳＤ大鼠６０只，

２～２．５月龄，体质量为２８０～３２０ｇ，实验动物生产

许可证号为ＳＣＸＫ（鲁）２０１９０００３。实验过程中在

自然条件下动物自由摄食和饮水，室温为２０～

２５℃，术前禁食不禁水。

１．２　试剂　ＡＫＴ（２）：ＣＳＴ；ＰＩ３Ｋｐ１１０（ＣＣ０２１８１）：

Ｂｉｏｗｏｒｌｄ；山羊抗小鼠ＩｇＧ（１３７６９９）、山羊抗兔ＩｇＧ

（１３６０８０）、βａｃｔｉｎ（１８ＡＶ０４０６）：ＺｓＢＩＯ；ＲＩＰＡ细胞

裂解液（强）（０５１０１８１８０７１７）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ一抗、二

抗去除液（０５１４１８１８０６２６）：Ｂｅｙｏｔｉｍｅ；电化学发光

（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒（ＳＦ２４９６０７）：

Ｔｈｅｒｍｏ。

１．３　仪器　自动制冰机（ＩＭＳ２０）：常熟市雪科电

器有限公司；高速冷冻离心机（ＪＷ３０２１ＨＲ）：安徽

嘉文仪器装备有限公司；水平摇床（ＴＳ１０００）：海门

０４
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市其林贝尔仪器制造有限公司；纯水机（ＭａｓｔｅｒＳ３０

ＵＦ）：上海和泰仪器有限公司；华佗牌一次性无菌针

灸针（０．２５ｍｍ×１３ｍｍ）、电子针疗仪（ＳＤＺⅡ型）：

广州市国览贸易有限公司。

２　方法

２．１　模型复制方法及分组　随机选取１５只大鼠

作为假手术组，仅作颈动脉分离，不插入尼龙线。

其余大鼠参照Ｌｏｎｇａ等
［４］改良的颈外动脉线栓法

复制脑缺血模型。用于模型复制的大鼠，经右侧

颈外动脉插线，建立局灶性大脑中动脉缺血动物

模型。大鼠称质量，腹腔注射１０％水合氯醛（３．５

ｍＬ／ｋｇ）麻醉，将大鼠仰卧位固定于鼠板，在颈部右

侧作一切口，钝性分离皮下组织，充分暴露颈总动

脉，用缝合线标记颈总动脉，向下继续剥离颈外动

脉和颈内动脉，缝合线结扎颈外动脉远心端，电凝

笔电离颈外动脉，使用动脉夹暂时夹闭颈内动脉

和颈总动脉，用动脉剪斜向上４５°方向于颈外动脉

残端作一“Ｖ”型切口，将尼龙线经颈外动脉插入颈

内动脉，插入约２０ｍｍ，微遇阻力时停止，表示线

栓头端已到达大脑中动脉起始段，此时即停止插

线。常规术后操作，预防感染。参考 Ｌｏｎｇａ等
［４］

的５分制评分标准。０分：无神经损伤体征；１分：

对侧前爪不能完全伸展；２分：自主运动时，身体向

偏瘫侧转圈；３分：自主运动时，身体向对侧倾倒；４

分：意识丧失，不能自发行走。于大鼠清醒后进行

神经功能缺损体征评分，评分１分及以上者即为

模型复制成功。将模型复制成功的４５只大鼠随

机分为模型组、针康组（电针联合丰富康复训练

组）、抑制剂组（电针联合丰富康复训练组加抑制

剂），每组１５只。每组取１５只大鼠用于神经功能

缺损评分，评分结束后将其中的３只用于脑梗死

面积的检测，６只用于缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ

阳性细胞的检测，６只用于检测缺血侧脑组织

ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白的表达。

２．２　治疗方法　电针组选穴为“百会”“风府”“内

关”“心俞”４个穴位。参照普通高等教育“十三五”

国家级规划教材《实验针灸学》，结合大鼠解剖结构

定位。第１天术后４ｈ开始治疗，用０．３０ｍｍ×２５

ｍｍ 毫针针刺，接ＳＤＺⅡ华佗牌电针治疗仪，“百

会”“风府”为一组，“内关”“心俞”为一组，近心端穴

位接正极，远心端穴位接负极。电针参数：疏密波，

５～１００Ｈｚ，时间２０ｍｉｎ，每日１次，针康组和抑制

剂组连续电针治疗７ｄ。

丰富康复训练包括丰富的环境与训练疗法。丰

富的环境包括定时更换大鼠笼内物品，放置玩具、彩

球、转盘、摇铃等，同时给予灯光、声音刺激。训练疗

法主要包括平衡木、转棒、网屏训练。平衡木训

练［５］：训练大鼠的平衡功能，将大鼠放置于长为１７０

ｃｍ、宽为２ｃｍ的木棒上，平放在距地面７ｃｍ 处。

转棒训练［５］：可评估及训练大鼠的动态平衡功能，将

大鼠放置于长为１５０ｃｍ、直径为４．５ｃｍ的木棒上，

其中点固定在３ｒ／ｍｉｎ的转动器上，分别向左右交

替转动。网屏训练［５］：评估大鼠抓握能力及肌力情

况。将大鼠放在网带为５０ｃｍ×４０ｃｍ、网眼为

１ｃｍ×１ｃｍ的网屏上，网屏的左右和上方用木板制

成边框，网屏距离地面６０ｃｍ，下面铺以海绵垫，防

止大鼠前期因前爪抓力不够摔伤。训练时观察大鼠

是否会从网屏上掉下来或用前爪抓住网屏。针康组

和抑制剂组，每天将大鼠置于丰富环境中，并置于平

衡木、转棒、网屏进行行走、抓握训练各１０ｍｉｎ，连

续进行７ｄ。

抑制剂组大鼠处理方法：根据Ｐａｘｉｎｏｓ和 Ｗａｔ

ｓｏｎ大鼠脑立体定位图谱，将用于微量注射的不锈

钢套管（长为１０ｍｍ，外径为０．５ｍｍ，内径为０．３

ｍｍ）植入大鼠右侧侧脑室上方０．５ｍｍ，确保插入

的微量注射器下端能定位于侧脑室，将 ＡＫＴ阻断

剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）微量注射入侧脑室，

每日１次。待大鼠清醒后，再进行电针联合丰富康

复训练，连续进行７ｄ。

２．３　指标观察方法

２．３．１　大鼠神经功能评分　参考Ｌｏｎｇａ等
［４］的５

分制评分标准，于各组大鼠治疗７ｄ后进行神经功

能缺损评分。

２．３．２　２，３，５氯化三苯基四氮唑（２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙ

ｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色法检测大鼠脑梗死

面积　于各组大鼠干预治疗７ｄ后，水合氯醛腹部

注射麻醉，快速取脑，置于－２０℃冰箱２０ｍｉｎ，取出

后进行冠状面切片，从额极开始每２ｍｍ取一切片，

将切片放置于培养皿中，避光条件下用２％ ＴＴＣ染

色液进行染色，３７℃水浴箱中孵育２５ｍｉｎ后取出，

用４％多聚甲醛固定。用数码相机对摆放好的切片

进行摄像，用图像分析系统ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０测

量脑梗死面积。缺血部分面积占整个脑组织切片面

积的百分比即为大鼠脑梗死面积比。

２．３．３　免疫组织化学法检测ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ表达水

平　将脑组织石蜡切片，按照实验常规流程依次

进行链霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶法（ｓｔｒｅｐｔａｖｉ

ｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）显色。步骤：烤片，脱蜡，脱水，

阻断灭活内源性过氧化物酶，抗原修复，正常羊血清

工作液封闭，一抗孵育过夜，滴加生物素标记的二

１４
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抗、辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素工作液、

ＤＡＢ／Ｈ２Ｏ２ 反应染色，苏木素复染，常规脱水，透

明，干燥，封片。每张切片在４００倍光学显微镜下随

机选取５个视野，出现棕黄色染色的细胞为阳性信

号，计算阳性细胞数，以每个标本的积分光密度表示

ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平。

２．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白的表

达水平　取大鼠脑组织，加入 ＲＩＰＡ细胞裂解液

１ｍＬ（内含１ｍｍｏｌＰＭＳＦ）进行裂解，于４℃离

心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，收集上清液，在收集的

蛋白样品中按照１∶４加入５倍ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上

样缓冲液。沸水浴加热１０ｍｉｎ，以充分变性蛋

白。待样品冷却到室温后，把蛋白样品直接上样

到ＳＤＳＰＡＧＥ胶加样孔内即可。每孔加５～１０

μＬ。浓缩胶所用电压为８０Ｖ，时间为３０ｍｉｎ；分

离胶所用电压为１２０Ｖ，时间为１ｈ，电泳分离后，

转至ＰＶＤＦ膜（ＰＩ３Ｋ转膜１２０ｍｉｎ，Ａｋｔ转膜６０

ｍｉｎ），５％脱脂奶粉封闭２ｈ，而后进行一抗、二抗

孵育。ＰＢＳＴ洗膜后，用ＥＣＬ法检测各组大鼠蛋

白表达情况，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值，蛋白

相对表达水平为目标蛋白与βａｃｔｉｎ电泳条带灰

度值的比值。

２．４　统计学方法　实验数据采用ＳＰＳＳ２３．０软件

进行统计学分析。连续型变量采用“均数±标准差

（珚狓±狊）”表示。各组数据分布符合正态、独立、方差

齐时，采用单因素方差分析，均数多重比较采用

ＬＳＤ检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　各组大鼠神经功能缺损评分比较　假手术组

大鼠神经功能缺损评分为０；与假手术组比较，模型

组神经功能缺损评分显著升高（犘＜０．０５）；干预７ｄ

后，针康组较模型组神经功能缺损评分显著降低

（犘＜０．０５），抑制剂组较针康组神经功能缺损评分

显著升高（犘＜０．０５）。见图１。

　　注：Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．针康组；Ｄ．抑制剂组；与

假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与针

康组比较，△犘＜０．０５

图１　各组大鼠神经功能缺损评分比较（珚狓±狊，狀＝１５）

３．２　各组大鼠脑梗死面积比较　假手术组脑梗

死面积为０；与假手术组比较，模型组脑梗死面积

显著升高（犘＜０．０５）；干预７ｄ后，针康组较模型

组脑梗死面积显著降低（犘＜０．０５），抑制剂组脑

梗死面积明显大于针康组（犘＜０．０５）。见图２、

图３。

注：Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．针康组；Ｄ．抑制剂组

图２　各组大鼠脑梗死区域大体形态（ＴＴＣ染色）

　　注：Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．针康组；Ｄ．抑制剂组；与

假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与针

康组比较，△犘＜０．０５

图３　各组大鼠脑梗死面积比较（珚狓±狊，狀＝３）

３．３　免疫组织化学法检测的各组大鼠缺血侧脑组

织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平比较　假手术组大鼠

缺血侧脑组织有少量ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ表达；与假手术

组比较，模型组大鼠ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ表达水平显著升

高（犘＜０．０５）；与模型组比较，针康组大鼠ＰＩ３Ｋ、

ＡＫＴ表达水平显著升高（犘＜０．０５）；与针康组比

较，抑制剂组大鼠ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ表达水平显著降低

（犘＜０．０５）。见图４、图５。

３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测的各组大鼠缺血侧脑组

织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平比较　与假手术组

比较，模型组大鼠缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白

的相对表达水平显著升高（犘＜０．０５）；与模型组

比较，针康组大鼠缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白

的相对表达水平显著升高（犘＜０．０５）；与针康组

比较，抑制剂组大鼠缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ的

蛋白相对表达水平显著降低（犘＜０．０５）。见图６。
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图４　免疫组织化学法检测的各组大鼠缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平比较（ＳＰ法染色，１０×４０倍，箭头示阳性细胞）

　　注：Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．针康组；Ｄ．抑制剂组；与

假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与针

康组比较，△犘＜０．０５

图５　免疫组织化学法检测的各组大鼠缺血侧脑组织

ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达水平比较（珚狓±狊，狀＝６）

　　注：Ａ．假手术组；Ｂ．模型组；Ｃ．针康组；Ｄ．抑制剂组；与

假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与针

康组比较，△犘＜０．０５

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测的各组大鼠缺血侧脑组织

ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白相对表达水平比较（珚狓±狊，狀＝６）

４　讨论

脑卒中在《黄帝内经》中又称之为“仆击”“薄厥”

“偏枯”等，其病机归纳起来不外风、火、痰、气、虚、瘀

六端，在这些病理因素的相互影响和相互作用下，脏

腑阴阳失调，气血逆乱，上犯于脑而发病。“病变在

脑，首取督脉”，故治督脉可通髓达脑，醒神开窍。百

会为督脉要穴，别名“三阳五会”。《会元针灸学》载：

“百会者，五脏六腑奇经三阳百脉之所会，故名百

会。”百会穴位于巅顶，为足少阳、足太阳、足厥阴与

督脉的交会穴，具有升阳固脱、安神健脑、醒脑开窍

等作用。风府为督脉经穴，督脉为阳脉之海，总督一

身之阳气，风府又为治风要穴，故针刺风府可祛风通

络、提振阳气。内关为心包经络穴，心俞为心的背俞

穴，心主血脉，针此二穴可促进气血运行。有相关研

究［６７］报道，这些腧穴在促进神经再生，改善内皮功

能，改善心肌供血，调节下丘脑中枢和脑电活动等心

脑效应方面作用显著。故本实验针刺处方选用督脉

经穴百会、风府，辅以内关、心俞，运用电针治疗以醒

神开窍、调督通络。

脑卒中发生后，促进血管的生成可加快神经功

能恢复，重建的神经血管单元可为脑卒中恢复提供

新的 机 会［８］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ、Ｎｏｔｃｈ、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

等［９１２］多个信号通路参与血管新生过程，ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ信号通路是血管生成各类信号通路的调节中

心［１３］。研究［１４］发现，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路可调控

血管新生，促进内皮细胞的增殖、迁移和归巢，提高

细胞生存能力和抑制内皮细胞衰老死亡。当机体在

缺血、低氧等外界因素刺激下，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通

路被激活。ＰＩ３Ｋ是细胞内信号转导的重要信使，具

有调节细胞新陈代谢、增殖、凋亡的作用，同时参与

ＡＫＴ依赖性信号通路的活化。ＡＫＴ作为ＰＩ３Ｋ信

号转导通路的下游重要靶点，是一种能够促进细胞

存活，抑制细胞凋亡，且能够维持神经系统正常功能

的重要信息分子［１５１６］。ＡＫＴ可以介导包括血管内

皮细胞在内的多种细胞的生长，其活性的实现需要

依赖第４７３位丝氨酸的磷酸化，促进血管生成信号，

直接诱导血管生成［１７］。

研究［１８１９］发现，电针联合康复训练可通过对血
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管新生抑制因子的负反馈调节，发挥血管内皮生长

因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、

ＶＥＧＦＲ２等血管新生相关因子的血管生成作用。

ＶＥＧＦ是目前发现的最强烈、最有效、最重要的血管

新生促进因子，通过与跨膜酪氨酸激酶受体ＶＥＧＦ１

和ＶＥＧＦ２结合，可激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路促进

血管生成。本实验研究结果显示，针康组大鼠脑梗

死面积、神经功能评分和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ表达量显著优

于模型组、抑制剂组，这可能是由于电针联合丰富康

复训练增加脑缺血大鼠缺血侧脑组织ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

的表达，激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路诱导血管新生，

从而减小脑梗死面积，改善神经功能评分，促进脑缺

血大鼠神经功能恢复。

本实验观察电针联合康复训练对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

信号通路的影响，进一步探讨电针联合丰富康复训

练促进脑功能恢复的机制，为传统针灸疗法与现代

康复技术的结合与运用，提供新的实验依据。
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