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电针水沟穴对大脑中动脉闭塞大鼠脑缺血后
微小RNA一126及靶基因的影响

李莎莎 刘津溪钱小路靳兰洁 袁影 周爽

(第二军医大学长海医院中医系，上海200433)

-论著·

【摘要】目的观察电针水沟穴对大脑中动脉闭塞(McAO)大鼠脑缺血后微小RNA一126(miR一126)及其

靶基因磷脂酰肌醇一3一激酶调节亚单位(PIK3R2)mRNA、出芽相关蛋白一1(sPREDl)mRNA表达的影响，从血

管新生角度探讨电针治疗脑缺血的可能机制。方法将20只雄性sD大鼠按随机数字表法分为正常组、假手术

组、模型组、治疗组，每组5只。参照改良Longa线栓法复制McAO大鼠模型，假手术组不插入线拴。制模后治

疗组于水沟穴(大鼠唇裂鼻尖下l mm正中处，向上斜刺1 mm)与右耳根部皮肤接G6805一lA型治疗仪进行电

针治疗，1 mA电流、2 Hz，持续留针30 min，连续治疗3 d；正常组、假手术组、模型组制模后不进行处理。采用

Berderson评分评价大鼠神经功能缺损程度；用实时荧光定量聚合酶链反应(qPcR)检测miR一126及PIK3R2、

sPREDl的mRNA表达。结果与正常组比较，模型组大鼠有不同程度的神经功能缺损，Berderson评分明显增

高(分：11．20±1．64比o，P<o．01)，治疗后BerderSon评分较模型组明显降低(分：7．20±1．48比11．20±1．64，

P<o．01)。模型组miR一126、PIK3R2及sPREDl的mRNA表达均较正常组明显升高[miR一126(2““‘)：

1．13±0．48比0．16±0．12，PIK3R2 mRNA(2一A△c‘)：12．03±6．09比0．42±0．33，SPREDl mRNA(2一A△c‘)：8．77±3．85

比o．21±o．40，均P<0．叭]；治疗组miR—126表达较模型组明显升高(2“Ac‘：1．93±o．81比1．13±o．48)，

PIK3R2、SPREDl的mRNA表达较模型组明显明显降低(PIK3R2 mRNA(2_A能‘)：5．78±3．61比12．03±6．09，

sPREDl mRNA(2-△Ac‘)：3．90±3．24比8．77±3．85，P<0．05或P<0．01]。结论 电针水沟穴能促大鼠脑缺血

后神经功能体征的恢复，其机制可能与其调控miR一126及其靶基因从而促进了脑血管新生有关。

【关键词】脑缺血； 电针； 水沟穴； 微小RNA一126； 磷脂酰肌醇一3一激酶调节亚单位2；

出芽相关蛋白一1

E仃ect of electro—acupuncture at Shuigou acupoint on expressions of microRNA—126 and target genes after
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【Abstract】 Objective To obseⅣe the inⅡuence of electm—acupunctu代(EA)at shui90u(GV26)on the

expressions of micmRNA一126(miR一126)and its target genes—phosphoinositol一3 kinase regulatory subunit 2

fPIK3R2)，sproutv—related protein一1$PREDl)mRNA after cerebral ischemia in rat models with middle cerebral artery

occlusion(MCA0)and discuss the possible mechanism of EA treatment for cerebral ischemia from the perspective

of angiogenesis． Methods Twenty male Sprague—Dawley (SD) rats were randomly divided into four gmups：

normal，sham operation，model and treatment铲oups(5 rats in each group)．Modified Longa arte“al thread emb01ism

method was employed to establish the experimental rat models with intra一1uminal MCA0，and in the sham opera￡ion

gmup no thread embolism was inserted．In the tIeatment group，after model establishment EA was given
at Shuigou

fthe acupoint js located at a poin￡1 mm below the nose tip in the median line between tbe nose and lip，and the directjon

of puncture is obliquely upward for 1 mm in depth)，and the G6805—1A type EA tIeatment instmment was connected at

the root part skin of right ear with l mA current，2 Hz，retaining the needIe continuousIy for 30 minutes once daily for

consecutive 3 days．NoHIlal group，sham operation group，model group were not intenrened．The neurological deficits

in rats were evaluated by Berderson score．The expressions of miR一126 and PIK3R2，SPREDl mRNA in ischemic

tissues were detected by nuorescent quantitative p01ymerase chain reaction(qPCR)． Results Compared with nomal

group，there were diffIerent degrees of neurological deficits and Berderson score was significantly higher in model gmup

(11．20±1．64 vs．0．P<O．01)：af【er treatment，the Berderson score in treatment group was markedlv lower compared with

that in model group(7．20±1．48 vs．11．20±1．64，P<0．01)．Compared with noHnal group，the expressions ofmiR一126

and PIK3R2，SPREDl mRNA in ischemic tissues of model group were significantly higher[miR一126(2—4 4u)：

1．13±o．48 vs．o．16±o．12，PIK3R2 mRNA(2一△△u)：12．03±6．09 vs．o．42±o．33，sPREDl mRNA(2一△△。，：8．27±3．85
vs．0．21±O．40，all P<0．01]．Compared with model gmup，the expression of miR一126 in ischemic tissues of treatment
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gmup was obviouslv hi小er(2一“⋯：1．93±O．81 vs．1．13±0．48)，and the expressions of PIK3R2 and SPREDl mRNA

in ischemic tissues of treatment group were remark曲lv lower『PIK3R2 mRNA f2川扎‘)：5．78±3．61 vs．12．03±6．09。

SPREDl mRNA(2—4 ou)：3．90±3．24 vs．8．77±3．85，尸<0．05 or尸<0．011． Conclusions EA at Shuigou can

promote the recovery of nenrous{hnetion in rats with cel．ebral ischemja，and its mechanism is possibly related to the

regulation ofmi卜126 and PIK3R2／SPREDl mRNA，resulting in improvement ofangiogenesis in ischemic tissues．

【Key words】 Cerebml ischemia； Electm—acupuncture； Shuigou； micmRNA一126； Phosphoinositol一3

kinase re；孔Ilatory subunit 2； SprouLy—related protein一1

脑卒中是由于脑血管意外破裂或阻塞导致局部

脑组织坏死，以偏身功能障碍为主要临床表现的急

性脑血管疾病¨之j。血管新生为机体损伤后自我修

复的生物过程¨圳，可促进脑缺血后血管网络系统

的重建及神经细胞修复、功能恢复¨J。针刺治疗脑缺

血促进血管新生的研究时有报道帕。7 1，水沟穴则为

临床上治疗中风病常用主穴旧印J。有研究显示，微

小RNAs(miRNAs)对血管新生发挥调控作用¨0。11 1。

miR一126在内皮细胞高度表达，为内皮细胞特异性

miRNA¨2。，在缺血诱导的血管新生过程中发挥重

要调控作用H引。针刺对miRNAs的调控效应近年

来偶见报道¨4|。电针水沟穴能否引起大脑中动脉

闭塞(MCA0)大鼠脑缺血后miR一126及其靶基因

PIK3R2、sPREDl改变是本实验观察的目的。

1材料与方法

1．1主要实验仪器和试剂：G6805—1A型治疗仪，

上海华谊医用仪器厂；5417R冷冻离心机，德国

Eppendorf公司；ABI一7900 Real—time检钡4仪，美国

Applied Biosystems公司；ND2000紫外分光光度计，

美国Gene company公司。TRIzDl RNA抽提试剂，

日本Takara公司；反转录试剂盒(MiScript Reverse

Transcriptase Kit德国Qiagen公司，PrimeScript RT Kit

日本Takara公司)；荧光定量聚合酶链反应(qPcR)

试剂盒(OuantiTect sYBR Green PCR Kit)及实时

PcR引物(has—miR一126)，德国Qiagen公司。

1．2动物分组及模型复制：20只sPF级雄性sD大

鼠，体质量(250±20)g，购自上海第二军医大学实

验动物中心，动物合格证号：sYxK(沪)2012—0003。

按随机数字表法分正常组、假手术组、模型组及治

疗组，每组5只。除正常组外，其余各组参照改良

Longa线栓法复制永久性大脑中动脉闭塞(MCA0)

大鼠模型，假手术组不插入线拴。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．3针刺方法：水沟穴位于大鼠唇裂鼻尖下l mm

正中处，向上斜刺1 mm(《实验动物穴位图谱》)。

无菌针灸针选用0．25 mm×0．25 mm规格(无锡佳健

牌)。于水沟穴与右耳根部皮肤接G6805—1 A型治疗

仪，以1 mA电流、2 Hz，持续留针30 min，连续治疗

3 d。正常组、假手术组、模型组制模后未进行处理。

1．4标本采集与处理：于MCA0模型成功72 h后

处死大鼠；冰上剥离缺血脑组织，一80℃液氮速冻，

随即转移至一80℃冰箱冻存。

1．5观察指标及方法

1．5．1 Berderson评分评价神经功能损伤程度：用

Berderson评分即姿势反射测验评价大鼠神经功能

缺损程度，根据大鼠行为功能测定结果，统计各项分

值，为0—13分。
1．5．2 miR一126表达检测：TRIz01法提取总RNA。

取100 mg脑组织液氮研磨后按说明书依次加

入TRIzol、氯仿、异丙醇等，4℃离心提取总RNA，

75％乙醇，焦碳酸二乙酯(DEPC)洗涤RNA沉

淀，DEPc处理水溶解RNA，一80℃低温保存。参

照说明书进行miR一126反转录反应，反转录产物

进行实时qPCR反应，检测miR一126表达；引物为

has—miR一126，U6为内参照。PCR条件：95℃、15min，

94℃、15 s，55℃、30 s，70℃、30 s，循环40次。采

用相对定量法(△△Ct法)进行半定量分析，用

2。△战‘值表示目的基因相对正常组的表达量。

1．5．3磷脂酰肌醇一3一激酶调节亚单位2(PIK3R2)、

出芽相关蛋白一l(SPREDl)的mRNA表达检测：

PIK3R2和SPREDl的mRNA反转录后，实时PCR

方法检测PIK3R2和SPREDl的mRNA表达。

PIK3R2、sPREDl的mRNA及内参照三磷酸甘油

醛脱氢酶(GAPDH)引物序列如下：GAPDH正义

链为5。一CCCATCACCATCTTCCAGGA一3’，反义链

为5’一CATCGCCCCACTTGATTTTG一3’；PIK3R2正

义链为5f_CTCATCTCCCAC‘rACCGACA一3’，反义链

为5’一GCACCCACACC既CTACACT一3’；SPREDl正

义链为5’一GAGGAGGACACTTCCCG‘ITrC一3’，反义链

为5’一ATCTGGCTCAC，ITI’GGC‘rITllG一3’。PCR条件为

95℃、30 s，95℃、15 s，60℃、30 s，循环40次。检

测系统为ABI 7900实时PcR系统。采用相对定量

法(△△ct法)进行半定量分析，用2以们‘值表示目

的基因相对正常组的表达量。
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1．6统计学方法：使用sPss 20．O软件进行统计

分析。计量资料以均数±标准差(冤±s)表示，用

单因素方差分析比较各组方差，组间多重比较采用

LsD—t检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1各组大鼠Berderson评分比较(表1)：正常组

和假手术组大鼠无神经功能缺损体征，Berderson评

分为0。与正常组和假手术组比较，模型组大鼠出

现了明显的神经功能缺损体征，Berderson评分>0。

而加用电针治疗后，大鼠Berderson评分显著低于模

型组，差异有统计学意义(P<O．01)。

表1 各组大鼠神经功能缺损体征Berndson评分比较(至±s)

汪：’jJl：’常小比较．。，’<r)r)l；‘o恢’则宝『【比较，1，’<0()1

2．2各组大鼠缺血脑组织miR一126和PIK3R2、

sPEREDl的mRNA表达水平比较(表2)：假手术

组miR一126和PIK3R2、SPEREDl的mRNA表达与

正常组比较差异均无统计学意义(均P>0．05)；而

模型组大鼠上述3个指标的表达水平均较正常组显

著升高；与模型组比较，治疗组miR一126表达显著

升高，PIK3R2、sPEREDl的mRNA表达显著降低

(P<0．05或P<0．01)。

表2各组大鼠制模后72 h缺血脑组织miR一126

和PIK3R2、SPREDl的mRNA表达水平比较(i±s)

注：与正常组比较，“_p<O．01，“P<0．05；与模型组比较，‘P<0．05

，)<O．01

3讨论

miRNAs是一种高度保守的内源性非编码小分

子单链RNA，通过非特异性识别靶基因mRNA调

节生物体生理病理过程¨川。miR一126在内皮细胞

高表达，为内皮细胞特异性miRNA-12|，其基因位于

表皮生长因子样结构域蛋白7(EGFL7)的内含子区

域，通常在EGFL7转录时一起被转录¨3|。miR一126

在缺血诱导下血管新生中发挥重要调控作用¨6I。

miR一126通过负调节靶基因SPREDl和PIK3R2抑

制血管内皮生长因子对血管新生和细胞生存信号

的应答，从而促进血管新生ⅢJ。miR一126通过抑

制Sprouty家族相关蛋白sPREDl来调节血管新

生。Sprouty相关蛋白家族是一种多功能蛋白，它通

过抑制血管内皮生长因子(VEGF)所诱导的细胞膜

外调节蛋白激酶(ERK)对血管新生发挥抑制作用。

PIK3R2／丝氨酸一苏氨酸激酶(Akt)通路是真核细

胞关键的信号转导通路。miR一126还可以通过下调

PIK3R2，激活PIK3R2，介导AW蛋白激酶B(PKB)

磷酸化，从而调节血管新生¨8|。

肢体功能障碍是脑卒中后的主要临床表现之

一L1≈J，国际上针对脑卒中的治疗有组织型纤溶酶

原激活物(t—PA)、乙酰水杨酸、神经保护药等¨9。川；

中医治疗对卒中后偏瘫的恢复亦有明显的促进作

用[21。22|。针灸治疗在脑卒中的急、缓期均有利于患

者神经功能的恢复。23埘J。

电针调节缺血脑组织miRNAs变化的研究目前

开展较少。研究者通过对自发性高血压大鼠基因微

芯片分析发现，有222种miRNAs在针灸治疗时发

生变化，提示特异性miRNAs表达变化对大鼠神经

修复起促进作用¨4|。但针刺调节miRNAs变化是

否与脑缺血后的血管新生相关，目前还尚未见报道。

本研究显示，模型组大鼠缺血组织中miR一126、

PIK3R2、sPREDl的mRNA表达明显高于正常组，

提示miR一126、PIK3R2、SPREDl的mRNA表达参

与了脑缺血发生。治疗组“R—126 mRNA表达明

显高于模型组；PIK3R2、sPREDl的mRNA表达低

于模型组，提示电针对miR一126、PIK3R2、SPREDl

的mRNA表达具有一定调节作用，可能是通过正调

节血管新生促进因子miR一126的表达，降低抑制血

管新生靶基因PIK3R2、sPREDl的mRNA表达，从

而达到促进缺血组织血管新生的目的。

综上所述，电针水沟穴能促进大鼠脑缺血后神

经功能的恢复，其机制可能与其调控miR一126及其

靶基因从而促进了脑血管新生相关。
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