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针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑皮质
细胞焦亡的影响＊

欧阳昕 1，廖可欣 1，宋渺渺 2，肖移生 2＊＊，肖爱娇 2＊＊

（1. 江西中医药大学研究生院 南昌 330004；2. 江西中医药大学中医学院 南昌 330004）

摘 要：目的 观察针刺对脑缺血再灌注损伤（CIRI）大鼠大脑皮质形态结构、NLRP3表达、caspase-1蛋

白表达及活性和血清白介素-1β（IL-1β）含量的影响，以阐明针刺减轻CIRI的作用机制。方法 将 100只雄

性 SD大鼠随机分为假手术组（Sham组）、模型组（IR组）和针刺组（ACU组）。采用线栓法栓塞大脑中动脉，

并于 2 h后再灌注以制备CIRI模型，针刺组给予针刺“百会”“大椎”“足三里”穴治疗，每日 1次，20 min/次，共

4次（即再灌注后 2 h、24 h、48 h、72 h）；HE染色法观察大脑皮质形态结构；Western blot技术检测大脑皮质

NLRP3和 caspase-1表达；比色法检测大脑皮质 caspase-1活性；放射免疫分析法测定血清 IL-1β含量。结

果 与 Sham组相比，IR组大鼠脑梗死灶增大，大脑皮质细胞排列疏松，可见大量炎细胞浸润，NLRP3和

caspase-1蛋白表达显著增多（P<0.05），大脑皮质 caspase-1活性升高（P<0.05），血清 IL-1β含量增加（P<
0.05）；与 IR组相比，ACU组大鼠脑梗死灶减小，大脑皮质细胞排列较致密，炎细胞浸润较少，NLRP3和

caspase-1（P<0.05）蛋白表达减少，大脑皮质 caspase-1活性降低（P<0.05），血清 IL-1β含量减少（P<0.05）。

结论 针刺可能通过降低大脑皮质NLRP3和 caspase-1蛋白表达、降低 caspase-1活性和减少 IL-1β含量，减

少大鼠大脑皮质细胞焦亡，从而减轻脑缺血再灌注损伤。
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缺血性脑卒中为临床上的常见病，涉及的群体很

大，在我国占全部脑卒中的 69.6%[1]。缺血性卒中的发

生大多是由大脑中动脉阻塞而引起急性血流障碍，进

而会导致突发性局灶性脑功能障碍，引起感觉、运动

功能丧失，严重者甚至死亡。针对该病的治疗，西医

主要采用溶栓治疗，它要求在发病 3 h内使用组织型

纤维酶原激活物（tPA）[2]以恢复组织血液灌注。然而，

在进行脑缺血再灌注的过程中，有时也可加重脑组织

的功能障碍和结构损伤，形成脑缺血再灌注损伤

（cerebral ischemia-reperfusion injury，CIRI）[3]。如果要

减轻或削弱这种损伤，那么必须选择一种切实可行的

方法，以达到干预的目的。因此，加强研究干预 CIRI
的方法具有重要的意义。

目前，针刺治疗CIRI已取得新进展，有研究报道，

针刺干预CIRI疗效显著[4-5]。最新的动物实验也证实，

针刺可减轻CIRI[6-8]，但其具体的作用机制仍需进一步

探索。相关的研究成果显示，细胞焦亡（pyroptosis）是

造成CIRI发生的重要机制之一[9-10]。细胞焦亡与炎性
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小体等有非常密切的关系，其中 NLRP3（NOD-like
receptor pyrin domain-containing protein 3）为典型的炎

性小体，其主要功能是激活 procaspase-1形成 caspase-
1，活化的 caspase-1 剪切 pro-IL-1β、pro-IL-18 形成

IL-1β、IL-18，可导致机体发生一系列炎性反应，从而

导致CIRI形成[11]。然而，目前有关针刺对脑缺血再灌

注损伤大脑皮质细胞焦亡的研究甚少。为此，本研究

参照文献[12-15]制备脑缺血再灌注损伤大鼠模型，主

要观察针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑皮质炎细

胞浸润及细胞焦亡激活相关蛋白NLRP3、caspase-1表
达和血清 IL-1β含量的影响，以探讨针刺减轻脑缺血

再灌注损伤的作用机制。

1 材料与方法

1.1 动物与分组

清洁级、成年、雄性 SD大鼠 100只，体质量 235±
15 g，购自济南朋悦实验动物繁育有限公司（SCXK
（鲁）20190003）。喂养 1周后，用随机数字表法分为假

手术组（Sham组）、模型组（IR组）和针刺组（ACU组）。

Sham组仅行颈部手术，不做栓塞；IR组行左侧大脑中

动脉栓塞（MCAO），并于缺血 2 h后进行再灌注；ACU
组同 IR组，并于再灌注后2 h行针刺治疗。

模型组和针刺组纳入标准为：评分为 1-3分且再

灌注 72 h后依旧存活的大鼠，共 66只（造模成功率为

57%）。即Sham组21只、IR组22只和ACU组23只。

1.2 主要试剂与仪器

A5652 兔 抗 大 鼠 NLRP3 和 A18646 兔 抗 大 鼠

caspase-1（武汉爱博泰克生物科技有限公司），

KGAA35羊抗兔 IgG（江苏凯基生物技术股份有限公

司），HY-10851 caspase-1 酶联免疫试剂盒 ，HY-
H0001 IL-1β放射免疫分析试剂盒（北京华英生物技

术研究所），Leica 2000显微镜及图像分析软件（德国

Leica公司），XH-6020全自动放免计数仪（西安核仪器

厂），化学发光剂（美国PerkinElmer公司）等。

1.3 实验步骤

1.3.1 脑缺血再灌注模型的制备

参照 Longa等[16]的颈内动脉线栓法。其具体操作

过程为：将大鼠称重后用 10%水合氯醛（0.3 mL/100 g）
行腹腔注射麻醉，然后固定于鼠板上。紧接着用碘

伏、酒精消毒后，沿颈正中线偏左 2 mm处切开皮肤，

并分离出 3条动脉，分别为左侧颈总动脉、颈内动脉和

颈外动脉，接着用手术线分别在颈总动脉近心端、颈

外动脉分叉处结扎，在颈总动脉远心端靠近颈总分叉

处用手术线打一活结，用微动脉夹夹闭颈内动脉，然

后用眼科剪在颈总动脉上剪一V形切口，用镊子夹住

栓线，将蘸有石蜡的一头从V形切口朝大鼠头部方向

插入血管，轻轻推至颈总动脉分叉处，此时将活结适

度扎紧，轻缓取下微动脉夹，再继续将栓线沿颈内动

脉向大脑中动脉方向推进，栓线插入的长度一般为距

离颈总动脉分叉处 20±2 mm。缺血 2 h后进行再灌注

处理，即将栓线适度向外拔出 1 cm左右使血液再通。

Sham组仅分离左颈总动脉，不给予栓塞处理。

1.3.2 治疗方法

针刺组施以针刺疗法: 大鼠固定后常规消毒，用

华佗牌针灸针毫针斜刺“百会”穴 2 mm，斜刺“大椎”穴

5 mm，直刺双侧“足三里”穴 7 mm，腧穴定位参照文

献[17]。于再灌注后 2 h、1天、2天和 3天时进行治疗，20
min/次，共治疗4次。

1.3.3 HE染色观察大脑皮质病理改变

于术后 3天，各组取 3只大鼠，麻醉后迅速取脑，

相机拍照，随后置于 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h，分
离左侧大脑皮质，然后参照文献[18]，依次经脱水→透明

→浸蜡→包埋→切片→贴片→烤片→脱蜡→水化→
苏木素-伊红（HE）染色→封片→拍照并观察各组大鼠

大脑皮质形态结构。

1.3.4 Western Blot 技 术 检 测 大 脑 皮 质 NLRP3 和

caspase-1蛋白表达

于造模后 3天，各组取 4只鼠，在大鼠麻醉后，于

冰上取脑，并分离大脑皮质，参见文献[14]采用WB技术

检测大脑皮质NLRP3和 caspase-1蛋白表达。主要实

验步骤如下：①提取组织总蛋白，测定大致含量。将

收集的大脑皮质，加 1mL RIPA裂解液，置冰浴中超声

匀浆，12000 r·min-1，4℃，离心 10 min，收集上清液用

BCA法测定蛋白浓度。②电泳：蛋白质样品加热变性

后，取 30 μg样品、采用 10%凝胶浓度进行 SDS-PAGE
凝胶电泳。③转膜：电泳结束后，将凝胶上的蛋白质

转移至 PVDF膜上。④封闭：将上述 PVDF膜置于 5%
脱脂奶粉中，室温下封闭 2 h。⑤加入抗体：将封闭后

的 PVDF膜置于 5%脱脂奶粉中，分别加入兔抗大鼠

GAPDH（1: 5000）、NLRP3（1: 1000）和 caspase-1（1:
1000），4℃孵育过夜；洗膜；加入HRP标记的山羊抗兔

二抗（1:5000），室温下孵育 2 h；洗膜。⑥条带分析：将
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化学发光试剂A液和B液按 1:1比例配制，均匀涂在印

迹膜。显色 2 min后，用保鲜膜包裹 PVDF膜，在暗室

中压X光片，洗片，用 Image J软件测定蛋白条带光密

度，计算蛋白的相对表达量。

1.3.5 比色法检测大脑皮质 caspase-1活性

于造模后 3天，各组分别取 11、12、13只大鼠。腹

腔注射麻醉后，在冰上取脑，分离出左侧大脑皮质，根

据大脑皮质质量加入生理盐水（大脑皮质:生理盐水=
1:9），然后超声波匀浆、离心（2 000 r·min-1，10 min），收

集上清液。参照文献[15]检测大脑皮质 caspase-1活性。

同时测定组织蛋白浓度。

1.3.6 放射免疫分析法测定血清 IL-1β含量

于造模后 3天，各组取 10只大鼠。动物麻醉后行

腹主动脉取血，待血液凝固后离心（2500 r·min-1，15
min），收集血清。参见文献[13]采用放射免疫分析法测

定血清 IL-1β水平。

1.4 统计学方法

统计分析用Graphprism 5.01软件，计量资料以 x̄ ±
s表示，多组间比较用单因素方差分析。以P <0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑皮质形态结

构的影响

2.1.1 总体观察

Sham组大脑皮质未出现梗死现象，脑组织红润，

脑沟及脑回清晰；IR组左侧大脑皮质可见大面积梗死

灶，局部脑组织肿胀，脑沟、脑回消失；ACU组左侧大

脑皮质可见小面梗死灶，脑沟变浅、脑回变宽（图1）。

2.1.2 镜下观察

Sham组左侧大脑皮质细胞排列致密，脑细胞未见

无明显脱落；IR组患侧大脑皮质细胞排列疏松，脑细

Sham组 IR组 ACU组
图1 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠脑大体形态的影响

注：虚线框内为梗死灶。

Sham组 IR组 ACU组
图2 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑皮质病理形态结构和炎细胞浸润的影响（HE，× 200）

注：箭头所指为炎细胞浸润。
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胞脱落甚多，细胞间隙变大，并可见大量炎细胞浸润；

ACU组患侧大脑皮质细胞排列较致密，脑细胞脱落较

少，可见少量炎细胞浸润（图2）。

2.2 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑皮质NLRP3、
caspase-1蛋白表达的影响

NLRP3、caspase-1和 GAPDH分别在 111 kDa、45
kDa和 37 kDa处见到清晰的条带（图 3）。经统计分

析，IR组大脑皮质 NLRP3、caspase-1表达明显多于

Sham组（P<0.05）；ACU组大脑皮质NLRP3、caspase-1
表达少于 IR组（表1）。

2.3 针 刺 对 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤 大 鼠 大 脑 皮 质

caspase-1活性的影响

从表 2可以看到，IR组大脑皮质 caspase-1活性高

于 Sham组（P<0.05）；ACU组大脑皮质 caspase-1活性

明显低于 IR组（P<0.05）（表2）。

2.4 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠血清 IL-1β含量

的影响

从表 3可以看到，IR组血清 IL-1β含量高于 Sham

组（P<0.05）；ACU组血清 IL-1β含量明显低于 IR组（P
<0.05）（表3）。

3 讨论

缺血性脑卒中为医学上的难治性疾病，其治疗是

一个相对矛盾的过程。这一点，可以从病理生理研究

的成果得到说明，缺血性脑卒中局部脑缺血由中心坏

死区和周围缺血半暗带两部分组成，前部分因脑缺血

异常严重，脑组织很快出现坏死；后部分因其动态性，

会产生随着缺血时间的延长而趋向加重发展，但是如

果能短时间内恢复血供，那么该部分脑组织的损伤会

呈现可逆的现象。值得说明的是，尽管恢复血供，仍

有可能导致更严重的脑损伤[19]，即脑缺血再灌注损伤，

这使得本病在治疗上具有着相对的矛盾性。如目前

药物溶栓是西医恢复缺血性脑卒中脑组织血流供应

最主要的措施[20]，在临床上观察到其对缺血性脑卒中

的神经系统会产生积极影响，但是也会存在着一定的

局限和不利因素，在教科书上出现过相关的禁忌证[19]。

针对西医治疗缺血性脑卒中的局限和不利因素，

采用中医疗法具有一定的优势。中医疗法很多，如针

刺、艾灸、中药等，每一种疗法都各有自身的特色。从

研究上来说，应根据临床或实验的前期成果选择一种

较为妥当的疗法，才具有可靠性和科学性。在临床

上，已有报道针刺治疗缺血性脑卒中有明显的疗

效[21-22]；动物研究也发现，针刺可减少脑缺血再灌注损

伤，改善神经功能[23-24]。这些都说明针刺对神经系统

疾病，尤其是有关脑缺血方面的病症具有一定的治疗

作用。因此，本课题组选用针刺对脑缺血再灌注损伤

大鼠进行治疗。

脑缺血再灌注损伤病位在脑。关于与脑相连的

经脉，在《内经》《难经》等中医经典著作中有较为详细

的论述，记载了诸如督脉、足阳明经等经脉与脑的密

切联系。如《素问·骨空论》中描述道：“督脉者……上

额，交巅上，入络脑……”；《难经·二十八难》中叙述

道：“督脉者，起于下极之输，并于脊里，上至风府，入

属于脑”；《灵枢·动输》中讲述道：“胃气上注于肺，其

悍气上冲头者，循咽，上走空窍，循眼系，入络脑”等

等。由此可知，对于脑病，可通过针刺督脉、足阳明经

穴而起到一定的治疗作用。“百会”、“大椎”为督脉上

的要穴，百会为“诸阳之会”，具有醒脑、安神、开窍、益

髓等作用；大椎为“手足三阳、督脉之会”，具有调节手

表1 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑皮质NLRP3和

caspase-1蛋白表达量的影响（x̄ ± s，n=4）
组别

Sham组

IR组

ACU组

NLRP3/GAPDH
0.192±0.063
0.351±0.038*
0.291±0.053

caspase-1/GAPDH
0.056±0.006
0.301±0.026*
0.160±0.067*△

注：Western blot检测法；与假手术组相比，*表示 P <0.05；与模型组相

比，△表示P<0.05。
表2 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠大脑皮质 caspase-1

活性的影响（x̄ ± s）
组别

Sham组

IR组

ACU组

n

11
12
13

caspase-1 (U·mg-1)
5.768±0.510
8.540±1.130*
5.849±0.903△

注：比色法；与假手术组相比，*表示 P <0.05；与模型组相比，△表示 P<
0.05。

表3 针刺对脑缺血再灌注损伤大鼠血清 IL-1β水平的

影响（x̄ ± s，n=10）
组别

Sham组

IR组

ACU组

IL-1β（pg·mL-1）
26.99±3.64
43.50±8.58*
17.50±5.21*△

注：放射免疫分析法；与假手术组相比，*表示P <0.05；与模型组相比，△

表示P<0.05。

949



〔 Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Medica-World Science and Technology 〕

2022 第二十四卷 第三期 ★Vol. 24 No.3

足阳经气血和补益脑髓等作用；足三里为足阳明胃经

的要穴，且阳明为多气多血之经、胃为水谷之海，故该

穴能够发挥扶正气、培元气、补虚等作用。此外，实验

研究可说明“百会”“大椎”及“足三里”能够改善大鼠

缺血再灌注损伤。如最新的动物实验[25]证实电针“百

会”能使CIRI模型大鼠脑梗死体积减小，改善脑缺血

再灌注损伤大鼠神经功能。贺平[26]通过实验发现：针

刺“大椎”“百会”可以改善脑缺血再灌注损伤大鼠神

经功能和线粒体超微结构损伤，减少细胞凋亡进而起

到保护脑组织的作用。杨杨[27]在实验研究中得出针刺

“百会”“足三里”可挽救缺血半暗带区的脑组织，改善

脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能和抑郁情绪。这些

实验研究为“百会”“大椎”“足三里”改善大鼠缺血再

灌注损伤提供了重要的参考价值。因此，本课题选取

位于督脉上的“百会”和“大椎”配伍足阳明胃经上的

“足三里”对脑缺血再灌注损伤大鼠进行针刺治疗。

结果发现：脑缺血再灌注损伤模型大鼠大脑皮质有大

量炎细胞浸润，出现大量细胞坏死脱落，而针刺可减

少大鼠大脑皮质炎细胞浸润、减轻大脑皮质损伤。这

一实验结果说明了针刺可以有效减轻脑缺血再灌注

损伤。然而，针刺如何减轻脑缺血再灌注损伤的具体

作用机理尚不明确。关于针刺治疗CIRI的作用机制，

长期以来相关研究主要集中于抗凋亡[23-24]、抗炎[28-29]、

抗氧化[6,30-31]等机制，而对于针刺抗焦亡作用报道较

少，问题一直处于搁置状态。如果不解决针刺治疗

CIRI具体的作用机理，那么针刺对脑缺血再灌注损伤

的有效性就难以取得令人信服的依据。为了深化这

一研究，深入探索其中的机理就显得势在必行，于是

本次实验进行了有针对性的研究。

细胞焦亡，是一种强烈炎症反应引起的程序性死

亡方式。其与炎性小体、caspases、gasdermin蛋白家族

有非常密切的关系。炎性小体是机体受到各种刺激

后形成的一种胞质内的大分子多蛋白复合物，包括典

型炎性小体和非典型炎性小体。典型的NLRP3炎性

小体是一种位于细胞内的蛋白质复合物，由NLRP3、
ASC和 procaspase-1三部分组成，其主要功能是使

procaspase-1激活形成 caspase-1，后者切割GSDMD使

其N-末端部分在细胞膜寡聚而形成孔道，引起细胞膜

破裂，从而导致炎症因子 IL-1β等大量释放，进一步造

成周围细胞炎性死亡，加重脑组织损伤[11]。Zhang等[9]

研究发现，CIRI大鼠焦亡相关蛋白GSDMD明显升高。

此外，刘海颖等[32]研究报道，CIRI大鼠脑梗面积增大，

caspase-1、GSDMD及细胞炎性因子 IL-1β、IL-18的表

达水平明显增加。上述结果表明在大鼠脑缺血再灌

注后发生了细胞焦亡，从而引起脑缺血再灌注损伤。

因此，如能抑制细胞焦亡，则可能成为治疗CIRI的新

方法[33]。如许秀洪等[7]研究观察到针刺治疗CIRI的疗

效，即电针降低大鼠海马区中 caspase-1的mRNA及蛋

白水平，减少细胞焦亡，减轻脑缺血再灌注损伤。不

过在该研究中，也存在指标较少的缺陷，其说服力不

能令人信服，达不到理想的效果。

为了进一步证实针刺通过抗细胞焦亡达到减轻

CIRI，本研究以 CIRI大鼠为研究对象，采用针刺为干

预手段，进行了大量的动物实验，开展了多方面的研

究工作，一是将所有大鼠分为三组，分别是 Sham组、

IR组和 ACU组；二是制备脑 CIRI大鼠模型；三是对

ACU组进行针刺治疗；四是对以上三组大鼠的大脑皮

质形态结构和炎细胞浸润进行对比观察，找出三者之

间的不同之处，从而观察到针刺能够减轻大鼠大脑皮

质炎症反应和脑缺血再灌注损伤；五是对以上三组大

鼠的大脑皮质NLRP3、caspase-1蛋白表达和 caspase-
1活性，以及血清 IL-1β含量进行对比观察，找出三者

Sham组 IR组

NLRP3

caspase-1

GAPDH

ACU组

111 kDa

45 kDa

37 kDa

图3 Western blot检测各组大鼠大脑皮质NLRP3和 caspase-1蛋白表达
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之间的不同之处，从而观察到针刺确实能够下调脑组

织中 NLRP3、caspase-1蛋白表达，降低 caspase-1活
性，减少血清 IL-1β的含量。

综 上 所 述 ，针 刺 可 能 通 过 下 调 大 脑 皮 质 中

NLRP3、caspase-1蛋白表达，降低 caspase-1活性，减

少血清 IL-1β的含量，抑制细胞焦亡，从而达到减轻大

鼠 CIRI。这一研究成果不仅进一步证实了针刺——

抗焦亡——疗效这一针刺作用途径在治疗 CIRI中的

正确性，而且对促进临床使用针刺治疗CIRI具有重要

而深远的意义。
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Anti-pyroptotic Effect of Acupuncture Reducing Cerebral Ischemic Reperfusion Injury in a Rat Model

Ouyang Xin1，Liao Kexin1，Song Miaomiao2，Xiao Yisheng2，Xiao Aijiao2

(1. Graduate School, Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang 330004, China；2. College of
Traditional Chinese Medicine, Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang 330004, China)

Abstract: Objective To observe the effects of acupuncture on the expression of NLRP3 and caspase-1, the activity of
caspase-1, and the content of interleukin-1β (IL-1β) in a rat model of cerebral ischemic reperfusion injury, and to
explore its mechanism. Methods 100 male SD rats were randomly divided into sham group, model (IR) group and
acupuncture-treated (ACU) group. The focal cerebral ischemia-reperfusion injury (CIRI) model was induced by middle
cerebral artery occlusion for 2 h followed by reperfusion. The ACU group was given acupuncture at Baihui (DU20),
Dazhui (DU14) and Zusanli (ST36), once a day, 20 min/time, 4 times in total (i. e., 2 h, 24 h, 48 h, and 72 h after
reperfusion). The morphological structure of cerebral cortex was examined by HE staining. The expressions of NLRP3
and caspase-1 were detected by western blot. The activity of caspase-1 was determined with colorimetry, and the
content of IL-1β was determined using radioimmunoassay.Results Compared with the sham group, rats in the IR group
showed more inflammatory cell infiltration, higher expression of NLRP3 (P<0.05) and caspase-1 (P<0.05), higher
activity of caspase-1 (P<0.05) in the cerebral cortices, and higher level of IL-1β (P<0.05) in the serum. Compared with
the IR group, rats in the ACU group exhibited less inflammatory cell infiltration, lower expression of NLRP3 and
caspase-1 (P<0.05), lower activity of caspase-1 (P<0.05) in the cerebral cortices, and lower level of IL-1β (P<0.05) in
the serum.Conclusion Acupuncture attenuated cerebral ischemic reperfusion injury, which may be related to reducing
pyroptosis through decreasing the expression of NLRP3 and caspase-1, the activity of caspase-1 in the cerebral cortices,
and the content of IL-1β in the serum.
Keywords: Acupuncture, Cerebral ischemic reperfusion injury, Rat, Pyroptosis, NLRP3, Caspase-1, IL-1β
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