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PI3K/Akt通路在电针预处理诱导脑缺血耐受中的机制研究 *
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摘要目的：通过观察电针预处理对磷脂酰肌醇 3激酶／蛋白质丝氨酸苏氨酸激酶(PI3K/Akt )通路的变化以及该通路抑制剂对电
针预处理的脑保护的影响，探讨电针预处理诱导脑缺血耐受的可能机制。方法：线栓法单侧阻断大脑中动脉 120min，再灌注 24h
制备大鼠大脑局灶性缺血再灌注（I/R）模型；Western Blot 检测 Akt磷酸化水平的变化；侧脑室注射 PI3K/Akt 通路抑制剂
LY294002；神经行为学评分（Garcia标准）及 TTC染色检测脑梗死体积比评价脑损伤程度。结果：电针预处理使大鼠神经行为学
评分增高，脑梗死体积比降低（P<0.05）；可上调 Akt磷酸化水平，I/R2h达高峰（P<0.05）。侧脑室注射 PI3K/Akt抑制剂 LY294002，
拮抗电针预处理的脑保护作用（P<0.05）。结论：电针预处理增加 Akt（Ser473）磷酸化水平，在缺血再灌注早期上调 PI3K/Akt通路
可能是诱导大鼠脑缺血耐受的产生的主要机制。
关键词：电针；预处理；脑保护；PI3K/Akt通路
中图分类号：Q95-3，R743 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）07-1215-04

Electroacupuncture Preconditioning Attenuate Focal Cerebral
Ischemia-Reperfusion Injury Through PI3K/Akt Signal Pathway in Rats*

HE Er-tao1, ZHANG Xia-jing1, MA Lei1, ZHU Xiao-ling1, WANG Qiang1,
CAO Li1, LI Li1, ZHAO Ning-xia2, ZUO Zhi-yi3, CHEN Shao-yang1△

（1 Department of Anesthesiology, Xijing Hospital, Fourth Military Medical University, Xi'an 710032, China；
2 Department of Anesthesiology, Tangdu Hospital, Fourth Military Medical University, Xi'an 710038, China；

3 Department of Anesthesiology, University of Virginia, Charlottesville, Va. 22906, USA）
ABSTRACT Objective: To investigate the role of PI3K/Akt signal pathway in electroacupuncture preconditioning against focal

cerebral ischemia-reperfusion injury in rats. Methods: Focal cerebral ischemia was induced by middle cerebral artery occlusion using the
intraluminal filament technique in male rats. Brain ischemic injury was evaluated by neurologic scores, infarction volumes. What's more,
the expression of pAkt were examined by Western blotting. Results: Electroacupuncture improved neurologic outcome, reduced infarct
size as well as up-regulated the expression of pAkt at the early phase of reperfusion. Pretreatment with LY294002 completely reversed
the protection of EA against cerebral reperfusion injury. Conclusion: Up regulation of pAkt expression induced by activation of PI3K/Akt
signal pathway is involved in the protective effect of electroacupuncture preconditioning against focal cerebral I/R injury in rats.
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前言

最新研究表明电针预处理可激活大鼠脑内的内源性大麻

素系统[1-3]，诱导脑缺血耐受，其中上调 CB2受体可诱导重复电
针预处理延迟相脑保护作用 [4]；另有文献报道 [5]上调神经元

CB2受体可激活 PI3K／Akt信号通路促进神经细胞的存活。那
么，电针预处理上调 CB2受体产生的延迟相脑保护效应，是否
与 PI3K／Akt信号通路有关尚不清楚。为此，本实验旨在探讨
PI3K／Akt信号通路在重复电针预处理诱导延迟相脑保护效
应的可能机制。

1 材料和方法

1.1 动物分组及处理
雄性健康清洁级 SD大鼠 40只，体重 280-320 g，由第四军

医大学实验动物中心提供。
实验 1：SD 大鼠 18 只随机数字表法分为两组 (n=9)：

MCAO组和 EA组。MCAO组：采用线栓法单侧阻断大脑中动
脉（MCAO）120min，再灌注 24h制备大鼠大脑局灶性缺血再灌
注（I/R）模型；EA组：重复电针刺激百会穴 5天，最后一次电针
24h后制备MCAO模型。分别于缺血前即刻、再灌后 2h、再灌
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Fig.1 The expression of pAkt(Ser-473) in the ischemia cerebral cortex of

rats in the first experiment (n=3).

*与 I/R前MCAO组比较 P<0.05; #相同时间点MCAO组与 EA组比

较 P<0.05

*vs MCAO group before I/R, P＜0.05; #EA group vs MCAO group at the

same time point, P＜0.05

后 24h随机取 3只大鼠，采用Western Blot方法检测缺血半暗
带大脑皮层[6]pAkt的表达。
实验 2：SD大鼠 40 只，随机分为 5 组（n=8）：Sham 组、

MCAO组、EA组、LY294002组和 Vehicle组。Sham组：不做任
何处理；MCAO组：同实验 1；EA组：同实验 1。LY294002组和
Vehicle组重复电针刺激百会穴 5天，在MCAO模型前 1h，经
侧脑室注射 LY294002或 Vehicle，于模型后 24h行神经功能学
评分和脑梗死体积百分比检测。
1.2 具体实验方法
1.2.1 电针预处理 参照《实验针灸学》的常用实验动物针灸穴
位，在两耳前缘连线中点定位“百会”穴，用 0.25mm×13mm无
菌针灸针向前平刺 2mm，与“百会”穴形成回路的另一电极夹
于大鼠右耳，接WQ-10D1型电针刺激仪（北京市海淀电子仪器
厂），以大鼠右耳微颤[7]为穴位刺激有效指标。选用疏密波、频率
2/15Hz、电流强度 1mA，时间 30min，每天 1次，连续重复 5d[8]。
1.2.2 MCAO模型制作 2%戊巴比妥钠（40mg/kg）腹腔注射麻
醉大鼠，保留自主呼吸，根据 Wang等[9]的方法制作 MCAO模
型，阻闭大脑中动脉 120min后抽出尼龙线，然后恢复再灌注。
术中采用激光多普勒血流仪（LDF，Perimed AB，瑞典百灵威公
司），光纤探头固定于前囟后 2mm，中线旁开 2mm，检测大脑中
动脉供血区的缺血再灌注前后变化的脑血流值，该值减少超过

85%，则视为MCAO模型制作成功。术中体温由肛温探头连接
多功能检测（Spacelab公司，美国）检测，调节烤灯维持体温在
37~37.5℃。
1.2.3 侧脑室注射药物 LY294002组和 Vehicle组在MCAO模
型前 1h经侧脑室注射药物。LY294002稀释方法[10]：DMSO稀
释其至 50mM（15μg/μl），然后 PBS 稀释至 10mM（3μg/μl）；
Vehicle注射液：相同容积的 DMSO加入相同容积的 PBS，DM-
SO终浓度 20%。注射位置及深度：Bregma点旁开 0.9mm向后
1.5mm，深度 0.38mm 造模前 1h 侧脑室注射，给药量 10μl
（30μg），给药速度 1μl/min，静置 3min。缓慢出针，缝合。
1.2.4 神经功能损害评估和脑梗死体积比检测 动物麻醉苏醒
后放回鼠笼，自由饮食。脑缺血再灌注后 24h，由一名不了解分
组情况的观察者依据 Garcia评分法[11]，评估记录神经功能学评

分。脑梗死体积百分比测定：神经功能学评分完成后，给大鼠
2%戊巴比妥钠深度麻醉后断头取脑，立即放于 -20℃冰盐水
中。15min中后取出置于特制脑槽中，冠状面均匀切片。将脑片
放入 2,3,5-氯化三苯基四氮唑（TTC）溶液中，37℃水浴 15min
至显色，40g/L多聚甲醛 4℃保存，24h后用数码相机拍照后输
入计算机，用图像处理软件（Adobe Photoshop 7.0）计算梗死面
积（粉红色区域为正常脑组织，白色区域为梗死区），为减少缺

血侧脑组织水肿对实验结果的影响，采用校正的脑梗死体积比[12]

表示，校正的脑梗死体积百分比 =（对侧脑组织体积 -缺血侧正
常脑组织体积）÷对侧脑组织体积×100%
1.2.5 Western Blot检测 采用 KeyGEN全蛋白提取试剂盒（南
京凯基生物科技发展有限公司）提取总蛋白 0.5ml／100mg加
入预冷的组织细胞裂解液，充分匀浆，4℃下 10000转／min离
心 10min,取上清液。以 BCA为标准蛋白，采用 BCA法进行蛋
白定量。在样品处理液中加入上样缓冲液，于 100℃水浴锅中

加热 10min使蛋白变性。60μg总蛋白经 10%SDS-PAGE电泳
分离，用 Bio-Rad电泳仪将蛋白质转移到 PVDF膜上，于 5%脱
脂奶粉的 TBST溶液室温封闭 2h，滴加兔抗鼠 pAkt(Ser473)多
克隆抗体（1:400，Cell Signal公司，美国）4℃24h，TBST洗膜，加
入辣根过氧化酶标记的二抗（1:5000，武汉博士德生物工程有
限公司），室温孵育 1h,再用化学发光底物孵育，最后用 Alpha
Innotech扫膜，发光。采用 Image J分析，以目的蛋白灰度值与
内参照 β-actin灰度值的比值表示 pAkt(Ser-473)的表达。
1.3 统计学处理
采用 SPSS 12.0统计学软件进行分析，正态分布的计量资

料以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，偏态
分布的计量资料以中位数（四分为数间距）[M(Q)表示]，组间比
较采用秩和检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 电针预处理对大鼠局灶性缺血再灌注损伤的影响
电针预处理后，EA 组与 MCAO 组比较，I/R24h 大鼠的

Garcia评分升高（11.5vs8.0），脑梗死体积百分比明显下降(30±
3%vs48±5%)，见表 1。
2.2 电针预处理对 Akt磷酸化水平的影响

EA组电针预处理前，Akt磷酸化水平明显较对照组增强
（P＜0.05）；I/R2h时，Akt磷酸化水平达高峰，且明显高于相同
时间点 MCAO组（P＜0.05）；I/R24h时，EA组与 MCAO组间
Akt磷酸化水平相仿，均较 I/R2h明显降低，但仍明显高于 I/R
前水平，见图 1。

2.3 PI3K/Akt通路抑制剂对电针预处理的脑保护作用的影响
侧脑室注射 PI3K/Akt通路抑制剂 LY294002组较 MCAO

组的神经为学评分降低(9.0vs8.0，P<0.05)，脑梗死体积百分比
升高（41±4%vs48±5%，P<0.05）；而 Vehicle 组神经行为学评
分及脑梗死体积百分比与 EA组均无明显差异，见表 1。

3 讨论

本实验表明电针预处理可有效改善大鼠局灶性脑缺血再

灌注损伤，诱导脑缺血耐受的产生。电针预处理可使 Akt
（Ser-473）磷酸化水平升高，缺血再灌注早期达到高峰，且明显
高于对照组；但缺血前给予 PI3K/Akt抑制剂 LY294002可使大
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注：*与MCAO组比较 P<0.05；#与 EA组比较 P<0.05

Note: * vs MCAO group before I/R,P＜0.05; #vs EA group, P＜0.05

组别(Groups) 神经行为学评分(Neurological scores) 脑梗死体积百分比（%）(Infarct volume percentages %)

Sham 18.0（0） 0

MCAO 8.0（2） 48±5

EA 11.5（3）* 30±3*

LY294002 9.0（3）# 41±4*#

Vehicle 11.0（4）* 33±8*

表 1各组神经行为学评分及脑梗死体积百分比比较[n=8,M(Q), x±S.D.]

Table 1 Neurological scores and infarct volume percentages in each group in the second experiment(n=8). Data are respectively presented as M(Q)and

mean±S.D.

鼠神经行为学评分降低，脑梗死容积增加，拮抗重复电针预处

理产生的脑缺血耐受效应，表明重复电针预处理可能通过激活

PI3K/Akt通路，上调 Akt(Ser473)的磷酸化水平，产生脑缺血耐
受作用。
磷脂酰肌醇 3激酶 ( PI3K)／蛋白质丝氨酸苏氨酸激酶(

Akt )通路是细胞内重要的信号传导途径，在细胞增殖中发挥
着重要作用。在缺血再灌注损伤时，活化的 Akt可抑制细胞凋
亡 [13-15]。该通路能直接磷酸化多种转录因子，如 FKHRLI、
NF-κB和 Bcl-2，抑制凋亡基因的表达和增强抗凋亡基因的表
达，从而促进神经细胞的存活。另外，PI3K/Akt/Nrf-2可减少能
促进细胞凋亡的晚期炎症介质 HMGB1 的产生 [16]，抑制

Bax/bcl-2和 caspase c的生成，促进神经元存活。Kao TC等[17]也

发现甘草酸可上调 PI3K/Akt /GSK3β通路，降低炎症因子的释
放，发挥脑保护作用。表明 PI3K/Akt通路也可能通过调节炎症
因子的释放促进神经细胞存活。
以往的研究[18]发现电针刺激百会穴也可以模拟缺血预处

理，诱导脑缺血耐受效应，但其机制尚不完全清楚。Wang SJ等
[19] 研究结果发现局灶性脑缺血再灌注后电针刺激大鼠百会穴

及人中穴，可增加大脑皮层中抗凋亡蛋白磷酸化 Akt的表达水
平，抑制促凋亡蛋白 caspase-9的激活，减少神经元凋亡。但重
复电针预处理是否可激活 PI3K/Akt通路，从而发挥脑保护作
用还有待探讨。近期研究发现电针可激活大鼠脑内的内源性大
麻素系统[1-3]，上调 CB2受体表达，在缺血再灌注后 24h时达高
峰；CB2受体抑制剂可明显降低电针预处理的脑保护作用，表
明 CB2受体介导电针预处理延迟相脑保护效应 [4]。以上研究表
明电针可激活脑内的 PI3K／Akt信号通路和 CB2受体，并在
诱导脑缺血耐受中发挥重要作用。Ozaita A等[20]发现注射四氢

大麻酚 THC可激活 PI3K/Akt/GSK3β通路，且在大鼠半侧小脑
切除术中 [5]，损伤对侧小脑的神经元 CB2受体被激活，上调
CB2受体可促进神经细胞的存活；而 PI3K／Akt信号通路抑制
剂可使 CB2受体的保护作用降低，说明内源性大麻素可激活
PI3K/Akt通路，且激活神经元上 CB2 受体可能通过 PI3K／
Akt通路发挥脑保护作用。Molina-Holgado E等[21]发现激活星

形胶质细胞上的大麻素受体可促进细胞的存活，该作用与

PI3K／Akt通路减少 NO的释放相关。因此，大麻素系统与
PI3K/Akt通路在电针预处理诱导的脑保护方面密切相关。本实
验发现电针预处理可激活 PI3K／Akt通路，结合该通路对凋亡

相关基因的作用即可推测出，预处理可减弱凋亡基因的表达而

增强抗凋亡基因的表达。在缺血再灌注早期 MCAO组 Akt磷
酸化水平较 Sham组显著升高，而且电针预处理使这种变化更
为明显，大鼠的神经行为学评分改善，脑梗死容积也降低；而给

予 PI3K/Akt通路抑制剂 LY294002后，电针预处理的保护作用
被部分反转。综上所述，重复电针预处理可能通过激活
PI3K/Akt通路，上调 Akt(Ser-473)的磷酸化水平，产生脑缺血耐
受作用。至于这种保护效应是否通过 CB2受体介导，以及电针
对 PI3K／Akt通路的主要靶点还需进一步研究。
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