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电针对肾性高血压大鼠脑梗死 Rho- A 表达的影响
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［摘要］ 目的：观察电针对易卒中型肾性高血压大鼠 （RHRSP） 大脑中动脉闭塞 （MCAO） 后第 1、7、
14、28 天脑梗死灶皮层 Rho- A 表达的影响。方法：SD 大鼠行双肾双夹术复制 RHRSP，再用线拴法制作

MCAO 模型。用随机数字表法分为模型组、电针组、假针刺组、假手术组与高血压组。电针组选取百会、大

椎进行电针治疗，每天 1 次，共 28 天。假针刺组将针灸针贴于大鼠“百会”和“大椎”穴处皮肤。用尼氏染

色检测神经元数目，Western blot 检测 Rho- A 表达。结果：MCAO 术后第 7、14、28 天，电针组神经元数量

高于模型组与假针刺组，差异有显著性意义 （P＜0.05），电针组 Rho- A 表达低于模型组、假针刺组，差异有

显著性意义 （P＜0.05）。观察第 7、14、28 天，模型组、电针组、假针刺组 Rho- A 的表达高于高血压组与假手

术组，模型组、电针组、假针刺组神经元数量低于高血压组与假手术组，差异均有显著性意义 （P＜0.05）。结

论：电针对脑梗死中枢神经损伤的保护作用可能与其下调中枢神经生长抑制因子 Rho- A表达等机制密切相关。
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Effects of Electroacupuncture on Cerebral Rho-A Expressions in Renal Hypertension
Rats with Cerebral Infarction

TAN Feng，CHEN Jie，LIANG Yangui，et al
Abstract：Objective：To observe the effect of electro- acupuncture (EA) on the express ion of Rho- A in

cerebral infarction cortex of s troke- prone- renal- hypertens ive rats (RHRSP) at the 1s t 7th，14th and 21 s t
day after middle cerebral artery occlus ion (MCAO). Methods：SD rat model of RHRSP was es tablished by
bilateral occlus ion of bilateral kidney and then by ligation with the thread. The MCAO models were
randomly divided into model group，EA group，sham EA group，sham operation group and hypertens ion
group. EA group was given EA on governor meridian acupoints once a day for 28 days . Sham EA group
was given external application of acupuncture needles on Baihui and Dazhui acupoints . Niss l s taining was
used to examine the number of neurons and Western blot method was used to detect Rho- A express ion.
Results：At the 7th， 14th and 21s t day after MCAO， the neuron count of EA group was higher and
Rho- A express ion level was lower than those of model group and sham EA group，and the differences
were s ignificant(P < 0.05). Model group，EA group and sham EA group had higher Rho- A express ion level
than hypertens ion group and sham operation group(P < 0.05). Conclusion：The protective effect of EA on
central nerve sys tem injury of cerebral infarction rats may be closely related to the decrease of Rho- A
express ion.
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Rho- A 是 Rho (ras homo logus oncogenes)
GTPases 亚家族中最重要的一种 Ras 同源性蛋白，

分子质量约为 20～30Kd，是中枢神经系统(CNS)轴
突再生抑制性因子作用的重要靶点。电针是促进急性

脑梗死(ACI)神经功能恢复的有效方法，但其机制尚

未完全阐明。笔者曾发现电针对大鼠脑缺血区皮层损伤

的保护作用，与其下调中枢神经轴突再生抑制因子

neurocan- mRNA与Nogo- A表达等机制密切相关[1～2]。
但电针对 ACI Rho- A 表达有何影响？能否通过调控

Rho- A 表达来减轻 ACI 脑损害，促进 CNS 功能修

复？这些问题还不清楚，国内外亦鲜见报道。因此，

本研究在前期基础上，复制易卒中型肾血管性高血压

大鼠(s troke- prone- renovascular hypertens ive rats，

RHRSP)一侧大脑中动脉闭塞(middle cerebral artery
occlus ion，MCAO)模型，观察电针对脑缺血再灌注

(ischemia- reperfus ion， I/R)第 1、7、14、28 天不

同时间点脑梗死皮层 Rho- A 表达的影响，探讨电针

对脑梗死中枢神经损伤的保护作用的可能机理。
1 材料与方法

1.1 动 物 与 分 组 封 闭 群 纯 种 SPF 级 Sprague-
Dawley(SD)雄性大鼠 480 只，体重(70±20) g，鼠龄

30 天左右[合格证号：scxk(粤)2008- 0020]，由广州

中医药大学实验动物中心提供。在安静环境下分笼饲

养，自由摄食条件下适应性喂养 7 天。行双肾双夹

术复制 RHRSP，采取尾动脉测压术筛选造模成功大

鼠 370 只，按随机数字表分为高血压组 60 只，假手

术 组 60 只 ， 拟 造 MCAO 模 型 组 250 只 ， 采 用

Longa 的 5 分制法，在动物麻醉清醒后进行神经功能

缺损评分，分值在 1～3 分的大鼠纳入，共 190 只

MCAO 造模成功，从中随机抽取 10 只大鼠行 TTC
染色确定梗死范围，剩余 180 只 MCAO 大鼠随机分

为模型组 60 只，电针组 60 只，假针刺组 60 只。
1.2 动物模型制作

1.2.1 双肾双夹术复制 RHRSP 模型 体重 70～
90 g 的雄性 SD 大鼠 480 只，按双肾双夹法复制成

RHRSP 模型[3～4]。使用 SDP- 1 型大鼠血压计进行血

压监测。

1.2.2 MCAO 术复制脑梗死模型 制作 MCAO 模

型的 RHRSP：(1)双侧肾动脉狭窄术后 12 周；(2)血
压≥180 mmHg； (3)未 出 现 卒 中 的 症 状 和 体 征。
MCAO 模型的复制：参照 Zea Longa 的线拴法加

以改进 [5～6]。模型成功的标准：神经功能缺损评分参

考 Longa 的 5 分制法在动物麻醉清醒后进行评分。0
分：无神经损伤症状；1 分：不能完全伸展对侧前

爪；2 分：向对侧转圈；3 分：向对侧倾倒；4 分：

不能自发行走，意识丧失。分值越高，说明动物行为

障碍越严重。评分 1～3 分者纳入研究。
1.3 实验方法

1.3.1 高血压组 只复制 RHRSP 模型，不予任何处

理。
1.3.2 假手术组 复制 RHRSP 模型，只作颈部正中

切口，沿胸锁乳突肌内缘分离肌肉、筋膜与颈动脉，

不予其他处理。
1.3.3 模型组 在 RHRSP 基础上制作 MCAO 模型。
1.3.4 电针组 复制 RHRSP 基础上的 MCAO 模型。
按文献[5～6]方法定位大鼠“百会”、“大椎”穴位。刺

法：用 30 号 1 寸毫针，沿皮斜刺“大椎”、“百会”
两穴，进针深度 2～3 mm。针柄接至 G68051 A 型

电针仪电极上，强度为 3V，频率为 3Hz 连续波，以

肌肉轻微抽动、动物不挣扎嘶叫为度，时间持续

15 min。电针组于造模当天动物清醒后开始治疗，

每天 1 次，共 28 天。
1.3.5 假针刺组 仅将针灸针贴于 MCAO 模型大鼠

相应穴位的皮肤上。
1.4 检测指标与方法

1.4.1 大鼠神经功能评分 (1)评分时间点：MCAO
术后动物清醒时，MCAO 术后第 1、7、14、28 天。
(2)评分标准：参考 Longa 的 5 分制法进行评分。
1.4.2 尼氏染色检测神经元数目 (1)脑和脊髓组织

取材。各组大鼠在 MCAO 术后第 1、7、14 和 28 天

进行神经功能评分后，随机抽取每个时间点大鼠 6
只 ， 用 10% 水 合 氯 醛 腹 腔 注 射 深 度 麻 醉 后 (0.4
mL/kg)，断头取脑，将脑标本置于 10% 福尔马林中

固定 24 h，移入 Leica 自动脱水机脱水。取出脑组织

Keywords：Renal hypertens ion；Electro- acupuncture；Infarction cortex；Rho- A express ion；Hyper-
tens ion；Experimental animals；Rats
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块，常规石蜡包埋，冠状切片，每隔 10 片取 1 片，

厚 4 μm，硅烷化防脱玻片捞片，烤片备用。(2)尼氏

染色：选取每只大鼠从前囟 +4.7 mm 到 - 5.2 mm
的石蜡切片，每隔 10 片取 1 片，尼氏染色检测大鼠

神经元数目，用 BX51 系统生物显微镜和 AZ100 型

体视光学显微镜下观察、计数与拍照。
1.4.3 Western blot 检测 Rho- A 表达 各组大鼠在

MCAO 术后第 1、7、14 和 28 天，随机抽取每个时

间点大鼠 6 只，用 10% 水合氯醛腹腔注射深度麻醉

后(0.4 mL/kg)，快速断头开颅取脑，经蛋白提取及定

量，SDS- PAGE 电泳、转膜及蛋白印迹等操作，观

察各蛋白的表达情况，以 β- Actin(43 Kd)蛋白条带为

参 照 ， 分 别 分 析 各 组 大 鼠 各 蛋 白 分 子 量 相 对 于

β- Actin 各蛋白条带的相对密度。采用 Image J 计

算机专业图像处理软件进行图像分析。
2 统计学方法

采用 SPSS13.0 软件进行统计分析，计量资料以

(x±s)表示，两样本均数间的比较采用独立样本 t 检

验；不同时间点各均数间的比较行单因素方差分析，

两两比较行 LSD 检验。
3 结果

3.1 大鼠不同时间点皮层神经元数目比较 见表 1。
MCAO 术后第 1 天，各组间皮层神经元数目比较，

差异无显著性意义(P＞0.05)；第 7、14、28 天，高

血压组、假手术组皮层神经元数目比较，差异无显著

性意义(P＞0.05)；高血压组与假手术组皮层神经元数

高于模型组、电针组与假针刺组，差异有显著性意义

(P＜0.05)。电针组神经元数量高于模型组与假针刺

组，差异均有显著性意义(P＜0.05)。

表 1 大鼠不同时间点皮层神经元数目比较(x±s，n=6)

与高血压组、假手术组比较，①P ＜ 0.05；与模型组比较，

②P ＜ 0.05

3.2 大鼠不同时间点皮层 Rho- A 的表达 见表 2，

图 1。MCAO 术后第 1 天，高血压组、假手术组、
模型组、电针组、假针刺组 Rho- A 的表达比较，差

异无显著性意义(P＞0.05)；第 7、14、28 天，模型

组、电针组、假针刺组 Rho- A 的表达高于高血压组

与 假 手 术 组 ， 差 异 均 有 显 著 性 意 义 (P＜0.05)。
MCAO 术后第 1 天，电针组和假针刺组 Rho- A 的表

达与模型组比较，差异均无显著性意义(P＞0.05)；
第 7、14、28 天，电针组 Rho- A 的表达低于模型组

与假针刺组，差异均有显著性意义(P＜0.05)。

表 2 大鼠不同时间点皮层 Rho-A 的表达(x±s，n=6)

与高血压组、假手术组比较，①P ＜ 0.05；与模型组比较，

②P ＜ 0.05

（A：高血压组；B：假手术组；C：模型组；D：电针组；E：

假针刺组）

图 1 大鼠不同时间点皮层 Rho- A的表达

4 讨论

Rho- A是 CNS 轴突抑制重要的信号传导物质，在

抑制成熟 CNS 神经元轴突再生中发挥重要作用[7～8]。
CNS 轴突再生抑制因子 Nogo- A等通过与其受体 NgR
等结合，经 Rho- A 介导将抑制信号从胞外跨膜传递

至胞内，启动胞内 Rho/ROCK信号通路，激活下游

的 Rho 激酶，直接引起肌球蛋白轻链(MLC)磷酸化，

形成 MLC- P(myos inlig ht chain phosphatase)，导

致神经生长锥胞体回缩并最终崩溃，使轴突再生、细

胞扩增受到抑制，阻碍神经修 复 [9～10]。在 Rho- A
V14- 转染的神经元细胞中，多数细胞只有光秃秃的

树突主干，树突棘的密度明显降低甚至缺如，长度明

显缩短。而在使用 Rho 蛋白激酶的特异性抑制剂

Y- 27632 后，神经元异常的形态学变化有所逆转，

组 别

高血压组

假手术组

模型组

电针组

假针刺组

第 1 天

86.50±1 .68
86.82±1 .97
88.78±1 .41
87.15±3.65
88.58±1 .21

第 7 天

84.50±2.42
84.32±2.10
68.78±1 .42①

75.48±2.41①②

67.75±1 .43①

第 14 天

82.53±1 .96
84.43±2.11
48.78±1 .41①

61.32±2.6①②

47.5±1 .25①

第 28 天

83.15±2.11
84.10±2.28
28.78±1 .21①

53.65±1 .46①②

27.50±1 .25①

组 别

高血压组

假手术组

模型组

电针组

假针刺组

第 1 天

0.880±0.187
0.869±0.384
0.881±0.125
0.870±0.298
0.873±0.075

第 7 天

0.867±0.296
0.863±0.184
0.913±0.371①

0.887±0.444①②

0.898±0.267①

第 14 天

0.870±0.107
0.874±0.352
0.979±0.241①

0.920±0.236①②

0.965±0.173①

第 28 天

0.872±0.286
0.877±0.172
0.963±0.331①

0.912±0.176①②

0.948±0.376①

第 14 天 第 28 天

第 1 天 第 7 天
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表明 Rho- A 信号转导通路在神经元树突分支方面发

挥重要作用 [11]。研究证实，Y- 27632 等 RoCK 抑制

因子，可使 Rho- A 激酶特异性失活，促进神经轴突

再生；大鼠脊髓损伤后鞘内注射 Y- 27632，可以观

察到背侧脊髓轴突生长，且大鼠后肢功能可以得到明

显 改 善 [12～13]。阻 断 RhoA/ROCK 的 活 性 能 够 抑 制

Nogo- A 对轴突生长的抑制作用，促进轴突再生[14]。
RhoA/ROCK通路抑制剂还能够减少神经元丢失，减

轻神经组织损伤程度，促进轴突再生和功能恢复[15]。
本研究显示，高血压大鼠 MCAO 术后第 7、14、28
天，模型组皮层神经元数目较高血压组、假手术组减

少，差异均有显著性意义(P＜0.05)，Rho- A 表达较

高血压组、假手术组升高，差异均有显著性意义(P＜
0.05)，提示 Rho- A 参与 RHRSP 脑缺血的病理损害

过程。
大量研究表明，电针是促进 ACI 神经功能恢复

的有效方法。针刺百会穴可提高脑中风患者 ADL 量

表评分[16]，增强脑缺血大鼠 NGF 表达，阻止 Ca2+ 超

载，电针大椎、百会穴能促进大鼠脑梗死肢体神经功

能恢复，减少缺血缺氧大鼠病灶侧海马神经元内尼氏

体脱失现象，减轻 SD 大鼠局灶性 I/R 大脑皮层超微

结构形态学损伤[17]。尽管电针治疗 ACI 的研究已取得

长足进展，但在 CNS 抑制信号传导通路领域的报道

甚少。前期实验中，笔者发现电针对大鼠脑缺血区皮

层损伤的保护作用，与其下调中枢神经轴突再生抑制

因子 neurocan- mRNA 与 Nogo- A 表达等机制密切

相关[5～6，18]。但电针对 Rho- A 有何作用尚不清楚，目

前国内外尚未见翔实的报道。
本研究观察电针对 Rho- A 抑制信号表达的影

响，结果显示，电针组皮层神经元数目高于模型组，

差异有显著性意义(P＜0.05)；MCAO 术后第 7、14、
28 天，电针组 Rho- A 表达较模型组降低，差异有显

著性意义(P＜0.05)。提示电针对高血压大鼠脑缺血

损伤的保护作用可能与其下调中枢神经轴突相关生长

抑制因子 Rho- A 的表达等机制密切相关。此为电针

减轻 ACI 脑损害的机理研究和临床应用提供新的参

考线索。
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高糖诱导的人近端肾小管上皮细胞损伤及机制的研究

邓茜，孙惠力，曾又佳，徐华，龚永慧，李顺民

深圳市中医院，广东 深圳 518033

［摘要］ 目的：观察高糖诱导人近端肾小管上皮细胞 （HK- 2） 损伤及机制。方法：细胞生长融合至约 80%
时，用 DMEM 低糖培养基无血清同步化 48 h，然后分为以下 7 组。①正常糖对照组 （5.5 mM 低糖 DMEM 培

养基，NG）；②高糖 1 组 （15 mM 高糖 DMEM 培养基，HG1）；③高糖 2 组 （30 mM 高糖 DMEM 培养基，

HG2）；④高糖 3 组 （45 mM 高糖 DMEM 培养基，HG3）；⑤高糖 4 组 （60 mM 高糖 DMEM 培养基，HG4）；

⑥等渗 1 组 （30 mM 甘露醇 DMEM 培养基，HM1）；⑦等渗 2 组 （45 mM 甘露醇 DMEM 培养基，HM2）。观

察不同糖浓度 （5.5~45 mM） 刺激 HK- 2 细胞 24 h，观察 IκBα 和 p65 蛋白表达规律。MTT 比色法检测细胞活

力。Western blot 法检测 IκBα 和 p65 蛋白表达。结果：高糖 2 组、高糖 3 组、高糖 4 组浓度呈依赖性对

HK- 2 活力存在显著的抑制作用 （P＜0.05，P＜0.01）；高糖 2 组、高糖 3 组浓度的甘露醇对 HK- 2 活力没有明

显的抑制作用 （P＞0.05）。IκBα 蛋白表达随着葡萄糖浓度的升高而依次降低，而 p65 蛋白表达呈浓度依赖性升

高，高糖 2 组、高糖 3 组的葡萄糖与正常糖对照组比较，差异有显著性或非常显著性意义 （P＜0.05，P＜
0.01）。结论：高糖诱导的 HK- 2 毒性损伤呈一定的浓度依赖关系，其机制与 NF- κB 通路的激活有关，与渗透

压作用无明显关联。
［关键词］ 糖尿病肾病；近端肾小管上皮细胞 （HK- 2）；IκBα；p65；高糖诱导
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Study on High Glucose-induced Human Proximal Renal Tubular Epithelial Cell Injury
and Its Mechanism
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