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电针对脑出血大鼠血管内皮生长因子受体表达的影响
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摘要:目的:通过观察针刺足三里对脑出血后大鼠脑内血管内皮生长因子受体(VEGFR)-1和-2表

达的影响,以进一步探讨针刺足三里治疗脑出血的可能作用机理。方法:72只SD大鼠随机分为3
组:脑出血组、针刺组和假针刺组,每组24只,Ⅶ型胶原酶0.5U通过立体定向注入脑内苍白球复

制脑出血模型。针刺组针刺大鼠双侧足三里,假针刺组针刺大鼠双侧非经非穴处皮肤。采用免疫

组织化学方法检测VEGFR-1和-2在脑出血组3、7、14d表达空间位置变化;运用实时荧光定量

PCR(RT-PCR)检测VEGFR-1和-2mRNA在3、7、14d的表达水平。结果:脑出血后3d时损伤

区周围可检测到VEGFR-1和-2阳性微血管段,7d时阳性微血管段增多并伸入血肿区,至14d时

血肿区即出现阳性微血管段。脑出血后VEGFR-1和-2mRNA表达丰度逐渐增加,且持续至14d
(P<0.05)。针刺组VEGFR-1和-2mRNA表达水平较同时间点脑出血组明显增高(P<0.05),而
假针刺组与脑出血组比较差异无统计学意义。结论:针刺足三里通过上调VEGFR-1和-2在脑出

血大鼠脑内的表达水平参与脑出血损伤区的血管新生过程,从而实现损伤组织的修复。
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EffectofElectroacupunctureonExpressionofVascularEndothelialGrowth
FactorReceptorinRatBrainsFollowingIntracerebralHemorrhage
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Abstract Objective:Toinvestigatetheeffectofelectroacupuncture(EA)atZusanlionexpressionofvascular
endothelialgrowthfactorreceptor(VEGFR)-1and-2inintracerebralhemorrhagic(ICH)ratbrains.Meth-
ods:CollagenasetypeⅦ wasinjectedintorightglobuspallidustoinduceICH model.SeventytwoSprague-
Dawleyratswererandomlydividedintothreegroups,includingICH-noEAgroup,ICH-EAatZusanliacu-
pointandICH-EAatnon-acupointgroup.EAwasappliedtobilateralZusanli(ST36)acupointintheICH-EA
atZusanliacupointgrouporskinwithoutacupointintheICH-EAatnon-acupointgroup.Theexpressionof
VEGFR-1and-2wereassayedbyimmunohistochemistryatday3,7,14aftertheonset.ThemRNAexpres-
sionofVEGFR-1and-2wereevaluatedbyreversetranscription-polymerasechainreaction(RT-PCR)atday
3,7,14afterICH.Results:ThepositivevesselsofVEGFR-1and-2wereobservedattheedgeofclotatday
3,andthenthepositivevesselsgraduallypenetratedintohemotomaatday7andfoundinthehematomaarea
atday14afterICH.TheexpressionofVEGFR-1and-2mRNAinICHmodelgroupwereincreasedgradual-
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ly,andpeakedatday14(P<0.05).EAattheZusanliacupointcouldup-regulatetheexpressionofVEGFR-1
and-2atmRNAlevel.However,EAatthenon-acupointhadlittleeffectontheexpressionofVEGFR-1and
-2.Conclusion:ThesefindingssuggestthatEAattheZusanliacupointcanaccelerateICH-inducedangiogene-
sisandup-regulateVEGFR-1and-2mRNAlevelsinrats,whichmayenhancetherecoveryfollowinghemor-
rhagiccerebralinjury.
Keywords intracerebralhemorrhage; angiogenesis; vascularendothelialgrowthfactorreceptor; elec-
troacupuncture; zusanli

  脑出血(intracerebralhemorrhage,ICH)是一种

危重的脑卒中亚型。在全球范围内脑出血具有很高

的发病率、致死率和致残率[1]。目前针灸治疗已经被

广泛应用于临床治疗脑出血后的神经功能缺损。临

床观察显示,针刺足三里具有促进中风患者神经功能

恢复之功效[2]。基础研究也证明,针刺足三里能抑制

脑出血后神经细胞凋亡,促进神经功能恢复[3,4]。
血管 内 皮 生 长 因 子 受 体(vascularendothelial

growthfactorreceptor,VEGFR)-1和-2是血管内皮

生 长 因 子 (vascularendothelialgrowth factor,

VEGF)特异性受体,VEGF通过与 VEGFR-1和-2
的结合,启动微血管新生中的初始过程,并最终形成

成熟的血管结构[5]。研究显示:脑出血后 VEGF及

其受体VEGFR-1和-2表达明显上调[6],且针刺足三

里能通过上调VEGF的表达而促进脑出血后的血管

新生过程[7]。为进一步研究针刺足三里对促进脑出

血后血管新生的作用机制,本实验选用针刺足三里干

预大鼠脑出血模型,观察针刺足三里对脑出血脑内

VEGFR-1和-2表达的影响。

1 材料与方法

1.1 动物

雄性Sprague-Dawley大鼠72只,3月龄,体重

180~220g,购于中南大学实验动物学部[许可证号:

SDXK(湘)2006-0002]。饲养于中南大学实验动物学

部,动物自由进食进水。动物房7:00-19:00光暗交

替,相对湿度55%,温度22℃。动物适应环境1周后

开始实验。将大鼠随机分为脑出血组、针刺组和假针

刺组,每组24只。

1.2 试剂

Ⅶ型胶原酶(Sigma公司),Trizol(MRC公司),
逆转录试剂盒,TaqDNA聚合酶,dNTPmix(均为美

国Fermentas公司),小鼠抗大鼠 VEGFR-1、VEG-
FR-2单克隆抗体(SantaCruz公司),ABC试剂盒

(Vector公司)。

1.3 主要仪器

StoelTingTL-2鼠脑定位仪(美国),TC-512型

PCR仪(英国Techne公司),荧光定量PCR仪(德国

RocheDiagnostics),罗氏毛细硅管(德国Roche),低
温高速离心机(美国Sigma公司)。

1.4 脑出血动物复制

以10%水合氯醛(400mg/kg)腹腔注射麻醉大

鼠,麻醉后将大鼠取俯卧位并固定于鼠脑立体定位

仪,按无菌操作原则,将0.5UⅦ型胶原酶立体定向注

入苍白球(定位前囟后1.4mm,旁开3.2mm,深

5.6mm)[8]。

1.5 针刺干预

参照实验动物穴位图谱(由中国针灸学会实验针

灸委员会制定),选取双侧“足三里”为针刺穴位(定位

于大鼠后肢膝关节下方腓骨小头内侧5mm),使用

华佗牌针具(0.3mm×25mm),平刺5~7mm,应用

G6805-2型电针仪(上海医疗器械高技术公司),电流

强度2mA,以局部皮肤肌肉轻微颤抖为度,每次电针

时间为20min,1次/d,疏~密波,频率2~15Hz。
假针刺组以同样的方法针刺双侧非经非穴处皮肤(足
三里外侧旁开5mm)。

1.6 免疫组织化学(ABC法)检测VEGFR-1和-2的

时空分布

术后3、7、14d随机抽取大鼠3只,10%水合氯

醛(400mg/kg)腹腔注射麻醉,打开胸腔,暴露心脏,
经升主动脉先以恒温37℃生理盐水冲洗,再以4℃的

多 聚 甲 醛 (0.1mol/L PBS 配 制,pH 7.4)灌 注

(10mL/min)固定后分离取脑,随后脑组织置于4℃
的多聚甲醛中后固定4h后,依次置于梯度蔗糖溶液

(10%,20%,30%,0.1mol/LPBS配制,pH7.4)至
沉底以脱水。采用Leica1850冰冻切片机行连续冠

状切片,厚度30μm,4℃冰箱保存备用。采用SABC
法进行VEGFR-1和或VEGFR-2染色,1% BSA代

替一抗作阴性对照。冰冻切片于37℃复温后,采用

0.01%磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗,随后用3% H2O2
阻断内源性的过氧化酶。PBS漂洗后,以5%小牛血

清白蛋白封闭1h,加入一抗(小鼠抗大鼠VEGFR-1
或VEGFR-2单克隆抗体,浓度均为1∶200)37℃孵
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育1h,4℃冰箱过夜。滴加生物素标记山羊抗小鼠

IgG(1∶100)和 ABC复合物(1∶100)37℃孵育各

1h,DAB显色。

1.7 荧光定量RT-PCR组织处理方法

各组分别于术后3、7、14d处死动物,分离出以

苍白球(血肿)为中心的脑髓质约100mg并置于冻存

管,浸入液氮后,-80℃保存备用。

1.8 荧光定量 RT-PCR 方法检测 VEGFR-1和-2
mRNA表达

1.8.1 引物序列

引物由上海英骏生物工程公司合成纯化,具体的

引物序列如下:VEGFR-1:F:5'-TACCCGCAACG-
GAGAA-3',R:5'-GGCTTGGAAGGGACGA-3';

VEGFR-2:F:5'-AACGCTTGCCTTATGAT-3',R:

5'-AAGTCGCTGTCTTGTCG-3';β-actin:F:5'-
TCACCCACACTGTGCCCATCTATGA-3',R:5'-
CATCGGAACCGCTCATTGCCGATAG-3'。

1.8.2 提取总RNA

采用Trizol方法提取总RNA,紫外分光光度计

检测总RNA纯度。按逆转录试剂盒说明书操作,在
逆转录酶的作用下,将总RNA逆转录为cDNA,以

β-actin为内参行PCR扩增。扩增条件:95℃预变性

3min,95℃5s,60℃34s,76℃5min,共40个循环,
生成VEGFR-1和-2的溶解曲线和扩增曲线。根据

扩增曲线,对cDNA的含量进行定量分析,2-ΔΔCt法统

计分析数据[9]。

1.9 统计学方法

所有数据采用SPSS12.0软件包进行统计分析,
计量资料以 x±s 表示,多组间比较用方差分析

(ANOVA)。方差齐时,采用 LSD检验;方差不齐

时,采用Dunnett'sT3检验,检验水准α为0.05。

2 结果

2.1 VEGFR-1和-2在脑出血组不同时间点的表达

位置变化

注:脑出血后3d在血肿周围可检测到VEGFR-1和-2的阳性微血管段,7d后VEGFR-1和-2阳性微血管段逐

渐伸入血肿区,且开始出现分枝,至14d血肿区出现阳性血管段(黑色箭头所指为阳性微血管段,比例尺100

μm,DAB染色)

图1 脑出血后VEGFR-1和-2的表达位置变化

注:脑出血组与前一时间点比较:*P<0.05,**P<0.01;与脑出血组同时间点比较:◇P<0.05,◇◇P<0.01

图2 针刺后VEGFR-1和-2mRNA表达变化
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  本实验用免疫组化观察到,脑出血后3d时损伤

区周围可检测到 VEGFR-1和-2阳性微血管段,7d
时VEGFR-1和-2阳性微血管段增多,并伸入血肿

区,至14d时血肿区即出现阳性微血管段(见图1)。

2.2 针刺足三里对脑出血后 VEGFR-1和-2mRNA
表达的影响

为评价针刺足三里对脑出血大鼠脑内VEGFR-1
和-2mRNA表达的影响,本实验采用荧光定量PCR
检测其在各组不同时间点的表达变化。结果显示:脑
出血后 VEGFR-1和-2mRNA表达丰度逐渐增加,
且一 直 持 续 到 14d(P <0.05)。VEGFR-1 和

-2mRNA在针刺组的表达水平均明显高于同时间点

二者在脑出血组中的表达(P<0.05),而同时间点

VEGFR-1和-2mRNA在假针刺组中的表达与脑出

血组比较,差异无统计学意义(见图2)。

3 讨论

VEGFR-1和-2是VEGF的2个特异性酪氨酸

激酶受体,主要表达于血管内皮细胞。在血管新生过

程中,VEGF通过与VEGFR-1和-2结合从而促使血

管内皮细胞出芽,形成新生血管;VEGFR-1主要介导

细胞骨架重排引起细胞迁移,调控细胞的适度增殖和

有组织地组合。而VEGFR-2在VEGFR-1的协调下

发挥主导受体的作用,是决定内皮细胞有丝分裂和增

殖的关键因素[10-12]。
既往研究发现,脑缺血后VEGFR-1和-2表达上

调,参与调节脑缺血后血管新生,有利于神经功能恢

复[13]。与脑缺血研究结果相似,本实验结果显示脑

出血后VEGFR-1和-2表达逐渐增加,提示VEGFR-
1和-2可能通过调节内皮细胞增殖、迁移和重组,从
而参与脑出血后血管新生过程的调控。由于 VEG-
FR-1和-2的表达受多种因子的调控,包括缺氧诱导

因 子-1α(hypoxia-induciblefactor1α,HIF-1α)、

VEGF以及炎症因子,如肿瘤坏死因子-1α(tumor
necrosisfactor-1α,TNF-1α)。HIF-1α和 VEGF可

以促进VEGFR-1和-2表达[14,15],而TNF-1α则抑制

VEGFR-1和-2的表达[16]。研究证实脑出血后 HIF-
1α、VEGF和TNF-α表达明显升高[3,17-19],脑出血早

期HIF-1α、VEGF和 TNF-1α共同参与调节 VEG-
FR-1和-2的表达,而脑出血后期,VEGF表达逐渐增

强,TNF-1α的表达逐渐降低,因此本实验中 VEG-
FR-1和-2的表达随着时间延长逐渐升高。

脑出血属于祖国医学“中风”范畴,其病理以风、
火、痰、瘀、虚为特征,病机多为本虚标实。足三里为

足阳明胃经之合穴,具有调和气血、健脾和胃、通经活

络、扶正培元之功效。临床观察显示,针刺足三里能

明显改善脑出血患者的神经功能缺损[2]。同时动物

实验也证实针刺足三里能上调VEGF在脑缺血和脑

出血大鼠脑内的表达[7,20]。本实验在采用针刺足三

里干预后,VEGFR-1和-2的表达较脑出血明显升

高,提示针刺足三里可能通过上调VEGFR-1和-2的

表达,促进血管内皮细胞出芽和增殖,从而有利于损

伤组织功能的修复。究其机制可能与以下两个方面

有关:(1)针刺足三里可通过促进VEGF的表达而诱

导VEGFR-1和-2的表达上调[7,20];(2)针刺足三里

能抑制 TNF-α的表达,使 VEGFR-1和-2受抑制程

度降低,从 而 反 馈 性 的 上 调 VEGFR-1和-2的 表

达[21,22]。
综上所述,本实验结果证明针刺足三里能显著上

调脑出血VEGFR-1和-2的表达,从而促进了损伤区

血管新生过程。
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