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头穴丛刺结合康复训练对脑缺血再灌注大鼠肠道菌群
及CaM/CaMK

 

Ⅱ信号通路的影响*

张金朋1,2,王亚楠1,2,李保龙1,2,朱路文1,2,关莹1,2,师帅1,2**

(1.黑龙江中医药大学针灸推拿学院,黑龙江哈尔滨
 

150040;2.黑龙江中医药大学附属第二医院康复科)

【摘要】 目的 观察头穴丛刺结合康复训练对脑缺血再灌注大鼠肠道菌群及CaM/CaMK
 

Ⅱ信号通路的影响。 方法

 将大鼠随机分为假手术组(sham组)、脑缺血再灌注损伤模型组(CIRI组)、头穴丛刺组(SCA组)(头穴丛刺干预,1次/

日,连续14
 

d)、康复训练组(RT组)(跑台训练,30
 

min/次/日,连续14
 

d)和头穴丛刺联合康复训练组(SCA+RT组)(头
穴丛刺干预,同时进行跑台训练),每组12只。分别于造模成功后3、7、14

 

d对大鼠进行神经功能评分;干预14
 

d后采用

TTC染色检测脑梗死面积,ELISA检测脑组织中COX2、NOS2水平,16S-rDNA测序检测结肠内容物肠道菌群变化,

Western
 

blot检测脑组织中CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白表达情况。 结果 CIRI组大鼠神经功能评分,脑梗死面积,脑组织中

COX2、NOS2含量,CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白水平及 OUT水平的Simpson指数均显著高于sham组,OUT水平的Shannon
指数、Ace指数、Chao指数均显著低于sham组(均P<0.05);与CIRI组相比,SCA组、RT组和SCA+RT组大鼠神经

功能评分,脑梗死面积,脑组织中COX2、NOS2含量,CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白相对表达量,以及 OUT水平的Simpson指数

均显著降低,OUT水平的Shannon指数、Ace指数、Chao指数均显著升高(均P<0.05),且以SCA+RT组变化更显著。

与sham组相比,CIRI组拟杆菌门、放线杆菌门、脱硫弧菌门、厚壁菌门、双歧杆菌属、norank-f-Muribaculaceae、杜氏杆

菌属、拟普雷沃菌属、红蝽菌属_UCG-002、普雷沃菌属菌落相对丰度显著降低,变形菌门菌落、贺菌群属菌落对丰度显著

升高(均P<0.05);与CIRI组相比,SCA组、RT组和SCA+RT组拟杆菌门、放线杆菌门、脱硫弧菌门、厚壁菌门、双歧

杆菌属、norank-f-Muribaculaceae、杜氏杆菌属、拟普雷沃菌属、红蝽菌属_UCG-002、普雷沃菌属菌落相对丰度显著升

高,变形菌门菌落、贺菌群属相对丰度显著降低(均P<0.05),且以SCA+RT组变化更显著。 结论 头穴丛刺结合

康复训练可改善脑缺血再灌注损伤大鼠神经功能,调节肠道菌群失调,抑制CaM/CaMK
 

Ⅱ信号通路的活化,从而对脑

组织发挥保护作用。

【关键词】 头穴丛刺法;康复训练;脑缺血再灌注损伤;肠道菌群;CaM/CaMK
 

Ⅱ信号通路
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

scalp
 

cluster
 

acupuncture
 

on
 

intestinal
 

flora
 

and
 

CaM/CaMK
 

Ⅱ
 

signaling
 

pathway
 

in
 

rats
 

with
 

cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury. Methods Rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

sham
 

operation
 

group
 

(Sham
 

group),a
 

cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

model
 

group
 

(CIRI
 

group),a
 

head
 

acupoint
 

cluster
 

acupuncture
 

group
 

(SCA
 

group)
 

(head
 

acupoint
 

cluster
 

acupuncture
 

intervention,1
 

time/day,continuous
 

for
 

14
 

days),a
 

rehabilitation
 

training
 

group
 

(RT
 

group)
 

(treadmill
 

training,30
 

minutes/time/day,continuous
 

for
 

14
 

days),and
 

a
 

head
 

acupoint
 

cluster
 

acupuncture
 

combined
 

rehabilitation
 

training
 

group
 

(SCA+ RT
 

group)
 

(head
 

acupoint
 

cluster
 

acupuncture
 

intervention,simultaneous
 

treadmill
 

training),with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group.Neurological
 

function
 

scores
 

were
 

performed
 

on
 

rats
 

3,7,and
 

14
 

days
 

after
 

successful
 

modeling;After
 

14
 

days
 

of
 

intervention,the
 

area
 

of
 

cerebral
 

infarction
 

was
 

detected
 

using
 

TTC
 

staining,the
 

levels
 

of
 

COX2
 

and
 

NOS2
 

in
 

brain
 

tissue
 

were
 

detected
 

using
 

ELISA,changes
 

in
 

gut
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microbiota
 

of
 

colon
 

contents
 

were
 

detected
 

using
 

16S
 

rDNA
 

sequencing,and
 

the
 

expression
 

of
 

CaM
 

and
 

CaMK
 

II
 

proteins
 

in
 

brain
 

tissue
 

was
 

detected
 

using
 

Western
 

blot. Results The
 

neurological
 

function
 

score,cerebral
 

infarction
 

area,

COX2,NOS2
 

content
 

in
 

brain
 

tissue,CaM,CaMK
 

II
 

protein
 

levels,and
 

the
 

Simpson
 

index
 

of
 

OUT
 

levels
 

in
 

the
 

CIRI
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

sham
 

group.
 

The
 

Shannon
 

index,Ace
 

index,and
 

Chao
 

index
 

of
 

OUT
 

levels
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

sham
 

group
 

(all
 

P<0.05);Compared
 

with
 

the
 

CIRI
 

group,the
 

neurological
 

function
 

score,cerebral
 

infarction
 

area,COX2
 

and
 

NOS2
 

content
 

in
 

brain
 

tissue,relative
 

expression
 

of
 

CaM
 

and
 

CaMK
 

II
 

proteins,and
 

Simpson
 

index
 

of
 

OUT
 

level
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

SCA
 

group,RT
 

group,and
 

SCA
+RT

 

group.
 

The
 

Shannon
 

index,Ace
 

index,and
 

Chao
 

index
 

of
 

OUT
 

level
 

were
 

significantly
 

increased
 

(all
 

P<0.05),and
 

the
 

changes
 

were
 

more
 

significant
 

in
 

the
 

SCA+RT
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,the
 

CIRI
 

group
 

includes
 

Bacteroidetes,Actinobacteria,Desulfovibrio,Firmicutes,Bifidobacteria,norank-f-Muribaculaceae,Durobacillus,Prevotella,

and
 

Red
 

Stigma.
 

The
 

relative
 

abundance
 

of
 

UCG-002
 

and
 

Prevotella
 

colonies
 

was
 

significantly
 

reduced,while
 

the
 

abundance
 

of
 

Proteobacteria
 

and
 

Shigella
 

colonies
 

was
 

significantly
 

increased
 

(all
 

P<0.05);Compared
 

with
 

the
 

CIRI
 

group,the
 

SCA
 

group,RT
 

group,and
 

SCA+RT
 

group
 

have
 

Bacteroidetes,Actinobacteria,Desulfovibrio,Firmicutes,

Bifidobacteria,norank-f-Muribaculaceae,Durobacillus,Prevotella,and
 

Rhodotobacter
 

genera_
 

The
 

relative
 

abundance
 

of
 

UCG-002
 

and
 

Prevotella
 

colonies
 

significantly
 

increased,while
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

Proteobacteria
 

colonies
 

and
 

Shigella
 

groups
 

significantly
 

decreased
 

(all
 

P<0.05),and
 

the
 

changes
 

were
 

more
 

significant
 

in
 

the
 

SCA+RT
 

group. 
Conclusion The

 

combination
 

of
 

scalp
 

acupuncture
 

and
 

rehabilitation
 

training
 

can
 

improve
 

the
 

neural
 

function
 

of
 

rats
 

with
 

cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury,regulate
 

intestinal
 

microbiota
 

imbalance,inhibit
 

the
 

activation
 

of
 

CaM/CaMK
 

II
 

signaling
 

pathway,and
 

thus
 

exert
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

brain
 

tissue.
【Key

 

words】 Scalp
 

clustering
 

acupuncture;Rehabilitation
 

training;Cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury;Intestinal
 

microbiota;CaM/CaMK
 

II
 

signaling
 

pathway

  脑 缺 血 再 灌 注(cerebral
 

ischemia-reperfusion,

CIRI)是临床常见的神经系统疾病之一,是指由于脑

血管阻塞导致脑组织缺血缺氧的情况,随后再恢复正

常血流供应时发生的再灌注损伤[1-2]。CIRI发病率较

高,即使经抢救后幸存患者也可能存在偏瘫、失语等运

动及感觉功能障碍等神经后遗症,对患者的生命健康

造成严重影响[3-4]。近年来,肠道菌群在神经系统疾病

中的作用引起了广泛关注[5]。肠道菌群与脑肠轴的相

互作用对于维持正常的神经功能和免疫平衡至关重

要[6-7]。然而,CIRI会导致肠道菌群失调,使有益菌数

量减少、有害菌增多,从而加剧炎症反应和神经损

伤[8-9]。因此,调节肠道菌群的平衡可能成为CIRI治

疗的重要策略。同时,Ca2+/calmodulin依赖性蛋白激

酶Ⅱ(Calcium/calmodulin-dependent
 

protein
 

kinase
 

II,CaM/CaMK
 

Ⅱ)信号通路在神经元存活和功能恢

复过程中起重要的调节作用[10]。CaM/CaMK
 

Ⅱ信号

通路参与细胞内钙离子平衡及突触可塑性等神经递质

的调节,而CIRI会导致该信号通路的异常激活和功

能障碍[11]。因此,探究 CaM/CaMK
 

Ⅱ信号通路在

CIRI中的调节机制,有助于深入理解病理生理过程并

寻找 新 的 治 疗 方 法。头 穴 丛 刺 (scalp
 

clustering
 

acupuncture,SCA)作为传统中医疗法广泛应用于神

经系统康复训练中,能通过刺激头皮上的穴位来调节

神经系统的功能,从而促进神经再生和恢复[12]。然

而,关于SCA对CIRI大鼠肠道菌群及CaM/CaMK
 

Ⅱ信号通路的影响尚不明确。本研究旨在探究SCA

结合康复训练对 CIRI大鼠对肠道菌群以及 CaM/

CaMK
 

Ⅱ信号通路的调节效应。

材料与方法

1 材料
 

1.1 实验动物 6周龄雄性SD大鼠75只,购自北京

斯贝福生物技术有限公司,许可证号SCXK(京)2019-
0010。大鼠均为SPF级,体质量为180~200

 

g,于恒

定温度22~25
 

℃、相对湿度50%~60%条件下饲养。
室内光照12

 

h/12
 

h昼夜交替,自由饮水摄食,适应性

喂养1周。

1.2 主要试剂和仪器 尼龙线栓购于北京西浓科技

有限公司;CaM和CaMK
 

Ⅱ抗体为英国Abcam公司

产品;ELISA试剂盒购于上海信帆生物科技有限公

司;DAB显色试剂盒购于北京中杉有限公司;测序试

剂盒为美国Illumina公司产品。高速台式冷冻离心

机(型号H2500R),购于湖南湘仪仪器开发有限公司;

Illumina
 

Miseq测序仪为美国Illumina公司生产;动
物跑步机(型号FT-200),购于成都泰盟软件公司。

2 方法

2.1 动物分组与模型制备 将75只大鼠随机分为假

手术组(sham组)、CIRI损伤模型组(CIRI组)、头穴

丛刺组(SCA组)、康复训练组(RT组)和头穴丛刺联

合康复训练组(SCA+RT组),每组15只。采用颈内

动脉线栓法[13]制备CIRI模型。大鼠用3%异氟醚麻

醉后将其头部和四肢固定,切开颈部正中线处皮肤,分
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别分离颈总、颈内和颈外动脉,并将颈总动脉的近心端

和颈外动脉的分叉处结扎,用手术线在颈总动脉远心

端靠近颈总动脉分叉处打一个活结,将颈内动脉夹闭,
在颈总动脉上用眼科剪剪一V形小口,用镊子将蘸有

石蜡的线栓插入颈总动脉,直至有轻微阻力时停止插

入。将颈总动脉远心端靠近颈总分叉处全部结扎,缝
合大鼠颈部皮肤,碘伏消毒后置于28

 

℃温室中苏醒,
待缺血2

 

h后拔出线栓形成再灌注。sham组除不插

入线栓外,其余步骤和其它各组相同。各组于再灌注

1.5
 

h后对大鼠进行神经功能缺损评分,1~3分为模

型制备成功。在造模过程中,CIRI组死亡3只,SCA
组和RT组分别造模失败1只和2只,予以剔除。为

保证每组大鼠数量一致,每组均剔除3只大鼠,每组各

剩余12只。

2.2 头穴丛刺和康复训练干预 造模成功24
 

h后,

SCA组大鼠参照大鼠穴位图谱(图1)
 [14]

 

,取大鼠百

会穴及左右旁开2
 

mm,常规消毒后采用0.25
 

mm×
13

 

mm毫针向鼻尖方向平刺5~8
 

mm,捻转速度200
 

r/min,每次捻转1
 

min,留针2
 

h,每日1次,连续治疗

14
 

d。RT组大鼠进行跑台训练,坡度为0°,第1~3
 

d
跑台训练速度为8

 

m/min,第4~7
 

d为12
 

m/min,7
 

d
后15

 

m/min,每次30
 

min,每日1次,连续治疗14
 

d。

SCA+RT组大鼠在进行头穴丛刺干预的同时进行跑

台训练。sham组和CIRI组不进行任何干预。

  1 水沟 2 百会 3 风府 4 耳尖 5 阳白 6 四白 7
 颊车 8 承浆 9 膻中 10 中脘 11 神阙 12 关元 13 
大椎 14 肺俞 15 心俞 16 膈俞 17 脊中 18 脾俞 19 
京门 20 命门 21 肾俞 22 次缪 23 曲池 24 曲泽 25 
尺泽 26 少海 27 手三里 28 间使 29 内关 30 外关 31
 神门 32 大陵 33 太渊 34 合谷 35 后溪 36 劳宫 37
 八邪 38 中冲 39 环跳 40 伏兔 41 阳陵泉 42 足三里

 43 承山 44 三阴交 45 昆仑 46 太溪 47 大钟 48 照

海 49 申脉 50 京骨 51 太冲 52 八风 53 内庭 54 涌

泉 55 长强

图
 

1 大鼠穴位图谱

Fig.1 Rat
 

Acupoint
 

Atlas

2.3 神经功能评分 分别于造模成功后3、7、14
 

d采

用Zeo
 

Longa的5分评定法对各组大鼠进行神经功能

评分。评分标准:无神经损伤记0分;对侧前爪不能完

全伸展记1分;提尾向对侧转圈记2分;行走向对侧倾

倒记3分;丧失意识且不能自发行走记4分。

2.4 TTC染色检查 神经功能评分结束后,将各组

部分大鼠麻醉,取出完整大脑,冷冻后脑组织沿冠状面

切片,厚度为2
 

mm。将预热的2%
 

TTC溶液加入到

脑组织切片中,于37
 

℃孵育箱中孵育30
 

min。为使

组织切片充分染色,每10
 

min翻动一次。将TTC染

色的组织切片放入4%多聚甲醛溶液中进行固定,24
 

h后计算脑梗死面积占切片总面积的百分比。

2.5 ELISA检测脑组织中COX2、NOS2水平 取各

组大鼠部分缺血侧脑组织,用预冷的生理盐水冲洗,然
后用裂解液将脑组织裂解,制成10%组织匀浆,离心,
收集上清液,按照试剂盒说明书方法测定脑组织中

COX2、NOS2水平。

2.6 16S-rDNA肠道菌群测序 使用磁珠法土壤和

粪便基因组 DNA 提取 试 剂 盒 提 取 各 组 大 鼠 粪 便

DNA,电泳质检、定量后以338F(5'-ACTCCTACG
 

GGAGGCAGCAG-3')和 806R (5'-GGACTACHV
 

GGGTWTCTAAT-3')为引物对16S
 

rRNA基因V3-
V4可变区进行扩增。扩增条件:95

 

℃预变性3
 

min;

95
 

℃变性30
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共27
个循环。构建PCR产物测定文库,用Illumina

 

MiSeq
平台测序并分析数据。使用QIIME程序对扩增产物

序列进行生物信息学分析,运用uPares软件对有效数

据在97%水平的操作分类单元(OTU)行聚类分析;使
用得到的OTU序列数据进行α多样性、β多样性和群

落组成分析,观察不同组大鼠肠道细菌群落的变化情

况并进行组间比较分析。

2.7 Western
 

bolt检测脑组织中的CaM、CaMK
 

Ⅱ
蛋白 取各组大鼠脑组织,用BCA法测定组织中总蛋

白浓度。取50
 

μg蛋白与上样缓冲液充分混匀,煮沸

变性后进行SDS-PAGE分离并转移到PVDF膜上,用

5%的脱脂牛奶封闭1
 

h,用含1
 

mL/L吐温的Tris缓

冲盐溶液(TBST)洗膜;分别加入 CaM(1∶2000)、

CaMK
 

Ⅱ(1∶2000)溶液,4
 

℃下孵育过夜,洗膜;加入

二抗(1∶5000稀释),室温孵育2
 

h,洗膜;加入ECL
发光液显影曝光,使用Image

 

Lab软件对条带的灰度

值进行分析。

2.8 统计学分析 实验数据使用Graphpad
 

priam
 

8.
0软件进行统计学分析。计量资料用均数±标准差(x
±s)表 示,组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 (one-way

 

ANOVA)分析,组间两两比较采用LSD-t检验,P<
0.05表示差异具有统计学意义。

结 果

1 各组大鼠神经功能评分比较
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造模后3、7、14
 

d大鼠神经功能评分如表1,5组

比较 差 异 均 有 统 计 学 意 义(F=371.40、444.80、

414.70,均P<0.01)。组间两两比较,CIRI组大鼠各

时间 点 神 经 功 能 评 分 均 显 著 高 于sham 组(t3d =
37.5601,t7d=40.7000,t14d=37.1502,均P<0.01);

SCA组、RT组和SCA+RT组均显著低于CIRI组,
且SCA+RT组显著低于SCA 组和 RT 组(F3d=
54.3901,F7d=123.6011,F14d=156.7001,均 P<
0.01);SCA组与RT组比较差异无统计学意义(P>
0.05)。

表
 

1 大鼠造模后3、7、14
 

d时神经功能评分比较(x±s)
Table

 

1 Comparison
 

of
 

neurological
 

function
 

scores
 

at
 

3,7,
and

 

14
 

days
 

after
 

rat
 

modeling(�x±s)

组别
(n=12)
Group
(n=12)

造模后3
 

d
3

 

days
 

after
 

modeling

造模后7
 

d
7

 

days
 

after
 

modeling

造模后14
 

d
14

 

days
 

after
 

modeling

Sham组 0 0 0

CIRI组 4.12±0.38a 3.76±0.32a 3.11±0.29a

SCA组 3.28±0.31a,b 2.43±0.24a,b 2.12±0.22a,b

RT组 3.30±0.32a,b 2.45±0.25a,b 2.15±0.23a,b

SCA+RT组 2.46±0.25a,b,c 1.86±0.17a,b,c 1.12±0.13a,b,c

  注:a
 

与
 

sham组比较,P<0.05;b
 

与CIRI组比较,P<0.05;c与
SCA组比较,P<0.05。

2 各组大鼠脑梗死面积比较

大鼠脑梗死面积如图2。与sham 组相比,CIRI
组大鼠脑梗死面积显著增加(t=42.7003,P<0.01);
与CIRI组相比,SCA组、RT组和SCA+RT组大鼠

脑梗死面积显著减少,且SCA+RT组较SCA组和

RT组显著减少(F=376.2014,F=192.2005,均P<
0.01);SCA组与RT组比较差异无统计学意义(t=
0.6532,P=0.5204)。

  A 脑组织TTC染色 B 脑梗死面积比较。a与sham组比较,
P<0.05;b与CIRI组比较,P<0.05;c与SCA组比较,P<0.05。

图
 

2 各组大鼠脑梗死面积比较

A TTC
 

staining
 

of
 

brain
 

tissue B Comparison
 

of
 

cerebral
 

infarction
 

area.Compared
 

with
 

sham
 

group,aP<0.05;Compared
 

with
 

the
 

CIRI
 

group,bP<0.05;Compared
 

with
 

the
 

SCA
 

group,cP<0.05.
Fig.2 Cerebral

 

infarction
 

area
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

3 各组大鼠脑组织中COX2、NOS2水平比较

大鼠 脑 组 织 中 COX2、NOS2含 量 如 图3。与

sham组相比,CIRI组大鼠脑组织中COX2、NOS2含

量均显著增高(tCOX2=13.0302,tNOS2=15.3903,均P
<0.01);与CIRI组相比,SCA 组、RT组和SCA+
RT组大鼠脑组织中COX2、NOS2含量均显著降低,
且SCA+RT组显著低于SCA组和RT组(FCOX2=
27.9705,FCOX2=9.4250;FNOS2=16.0901,FNOS2=
28.5812,均P<0.01);SCA组与RT组比较差异无

统计学意义(P>0.05)。

  A 脑组织中COX2含量比较 B 脑组织中NOS2含量比较。a
与sham组比较,P<0.05;b与CIRI组比较,P<0.05;c与SCA组比
较,P<0.05。

图
 

3 各组大鼠脑组织中COX2、NOS2水平比较

A Comparison
 

of
 

COX2
 

content
 

in
 

brain
 

tissue B Comparison
 

of
 

NOS2
 

content
 

in
 

brain
 

tissue.Compared
 

with
 

sham
 

group,aP<0.
05;Compared

 

with
 

the
 

CIRI
 

group,bP<0.05;Compared
 

with
 

the
 

SCA
 

group,cP<0.05.
Fig.3 Comparisonof

 

COX2
 

and
 

NOS2
 

levels
 

in
 

brain
 

tissues
of

 

rats
 

in
 

each
 

group

4 各组大鼠α多样性指数比较

大鼠α多样性指数如图4。与sham组相比,CIRI
组大鼠OUT水平的Shannon、Ace及Chao指数均显

著降低,Simpson指数显著升高(tShannon=17.3500,tAce

=29.7210,tChao=33.8112,tSimpson=23.8801,均P<
0.01);与CIRI组相比,SCA组、RT组和SCA+RT
组大鼠OUT水平的Shannon、Ace、Chao指数均显著

升高,Simpson指数显著降低,且以SCA+RT组变化

更显著(FShannon=139.8102,FAce=231.9100,FChao=
416.2004,FSimpson=146.4050,均P<0.05);SCA组

与RT组比较大鼠OUT水平的Shannon、Ace、Chao、

Simpson指数差异均无统计学意义(均P>0.05)。
5 各组大鼠肠道菌群群落结构比较

在门水平,大鼠肠道菌群优势菌群主要有3大菌

门,即 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)、拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes)和变形菌门(Proteobacteria),各组大

鼠肠道菌群在门水平不同的群落丰度差异均有统计学

意义(均P<0.05)。CIRI组拟杆菌门、放线杆菌门

(Actinobacteria)、脱硫弧菌门(Desulfobacterota)和
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厚壁菌门菌落相对丰度均显著低于sham组,变形菌

门菌落相对丰度显著高于sham组(均P<0.05);与
CIRI组相比,SCA组、RT组和SCA+RT组拟杆菌

门、放线杆菌门、脱硫弧菌门和厚壁菌门菌落相对丰度

均显著升高,形菌门菌落相对丰度显著降低,且以

SCA+RT组变化更显著(均P<0.05);SCA组与RT
组比较门水平上肠道菌群菌落相对丰度差异无统计学

意义(P>0.05)(图5A)。

  A OUT水平的Shannon指数比较 B OUT水平的Simpson
指数比较 C OTU水平的Ace指数比较 D OUT水平的Chao指
数比较。a与sham组比较,P<0.05;b与CIRI组比较,P<0.05;c与

SCA组比较,P<0.05。
图

 

4 各组大鼠α多样性指数比较

A Comparison
 

of
 

Shannon
 

Indexat
 

OUT
 

Level B Comparison
 

of
 

Simpson
 

Index
 

at
 

OUT
 

Level C Ace
 

Index
 

Comparison
 

of
 

OTU
 

Levels D
 

Comparison
 

of
 

Chao
 

Index
 

at
 

OUT
 

Level.Compared
 

with
 

sham
 

group,aP<0.05;Compared
 

with
 

the
 

CIRI
 

group,bP<0.05;
Compared

 

with
 

the
 

SCA
 

group,cP<0.05.
Fig.4 Each

 

group
 

of
 

rats
 

α
 

Diversity
 

Index
 

Comparison

在属水平,大鼠肠道菌群优势菌群主要有14种,
其中志贺菌群(Escherichia-Shigella)、双歧杆菌属

(Bifidobacterium)、norank-f-Muribaculaceae、杜氏

杆 菌 属 (Dubosiella )、 拟 普 雷 沃 菌 属
 

(Alloprevotella )、 红 蝽 菌 属
 

_ UCG-002
(Coriobacteriaceae _ UCG-

 

002)、普 雷 沃 菌 属

(Prevotella)群落丰度差异均有统计学意义(均P<
0.05)。与sham 组相比,CIRI组志贺菌群菌落相对

丰 度 显 著 升 高, 双 歧 杆 菌 属、norank-f-
Muribaculaceae、杜氏杆菌属、拟普雷沃菌属、红蝽菌

属
 

_UCG-002、普雷沃菌属菌落相对丰度显著降低(均

P<0.05);与CIRI组相比,SCA组、RT组和SCA+
RT组志贺菌群菌落相对丰度显著降低,双歧杆菌属、

norank-f-Muribaculaceae、杜氏杆菌属、拟普雷沃菌

属、红蝽菌属
 

_UCG-002、普雷沃菌属菌落相对丰度显

著升高,且以SCA+RT组变化更显著(均P<0.05);

SCA组与RT组比较属水平肠道菌群菌落相对丰度

差异无统计学意义(P>0.05)(图5B)。

  A 大鼠肠道菌群门水平差异分析 B 大鼠肠道菌门属水平差
异分析

图
 

5 各组小鼠肠道菌群结构

A Analysis
 

of
 

differences
 

in
 

gut
 

microbiota
 

levels
 

in
 

rats B 
Analysis

 

of
 

differences
 

in
 

gut
 

microbiota
 

levels
 

in
 

rats
Fig.5 Structure

 

of
 

gut
 

microbiota
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice

6 各组大鼠脑组织中CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白表达比较

大鼠脑组织中CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白水平如图6。
其中CIRI组大鼠脑组织中CaM、CaMK

 

Ⅱ蛋白表达

水平均 显 著 高 于sham 组(tCaM =14.61,tCaMK 

Ⅱ =
14.98,均P<0.05);与CIRI组相比,SCA组、RT组

和SCA+RT组大鼠脑组织中CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白表

达水平 显 著 降 低,且 SCA+RT 组 大 鼠 脑 组 织 中

CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白表达水平显著低于SCA组和RT
组(FCaM=34.7100,FCaMK

 

Ⅱ=44.9802,均P<0.05);

SCA组与RT组比较大鼠脑组织中CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋

白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)。

  A 脑组织中CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白条带 B 脑组织中CaM 蛋白
表达比较 C 脑组织中CaMK

 

Ⅱ蛋白表达比较。a与sham组比较,
P<0.05;b与CIRI组比较,P<0.05;c与SCA组比较,P<0.05。

图
 

6 各组大鼠脑组织中CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白表达比较

A CaM
 

and
 

CaMK
 

II
 

protein
 

bands
 

in
 

brain
 

tissue B 
Comparison

 

of
 

CaM
 

protein
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue C Comparison
 

of
 

CaMK
 

II
 

protein
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue.Compared
 

with
 

sham
 

group,aP<0.05;Compared
 

with
 

the
 

CIRI
 

group,bP<0.05;Compared
 

with
 

the
 

SCA
 

group,cP<0.05.
Fig.6 Comparison

 

of
 

CaM
 

and
 

CaMK
 

II
 

protein
 

expression
in

 

brain
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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讨 论

头穴丛刺是一种传统的中医疗法,能通过刺激头

部的特定穴位来调节和平衡人体的生理和病理状态,
以达到治疗和保健的目的[15-16]。头穴丛刺法常用的头

部穴位包括百会穴、风池穴、太阳穴等,这些穴位与人

体的经络相连,通过刺激这些穴位可以调整气血循环、
神经功能、内分泌等系统的平衡,从而改善各种疾病和

不适。近年来,头穴丛刺法被用于帕金森、癫痫等神经

系统疾病的治疗,且在 CIRI损伤取得了较好的疗

效[17]。适当的康复锻炼一直是多种疾病康复的重要

辅助方法,大量研究证实康复训练可以促进缺血性脑

卒中和其他中枢神经系统疾病患者的神经功能,例如

运动和感觉[18-19]。本研究结果显示,头穴丛刺法和康

复训练均可减少CIRI大鼠神经功能评分和脑梗死面

积,且二者联合实施的效果更显著。樊竹等[20]研究发

现,头穴丛刺法可一定程度促进局灶性脑缺血大鼠突

触形成可塑性的作用。陈秋菊等[21]报道有氧运动能

改善局灶性脑缺血大鼠的运动、平衡和记忆功能。虽

然头穴丛刺法和运动训练能在一定程度上改善脑血管

疾病,但两法联合使用对CIRI大鼠的作用机制尚不

明确。
有研究表明 CIRI损伤后大脑中的炎症反应增

加,一氧化氮合酶(NOS)的表达增加会导致炎症因子

如NO的释放增加。环氧化酶2(COX2)是炎症反应

的重要调节酶,在正常情况下表达量很低,但在脑缺血

大鼠的脑组织中COX2的表达增加表明缺血引起的

脑损伤伴随着强烈的炎症反应[22]。本研究结果显示,
头穴丛刺法和康复训练均能抑制CIRI大鼠脑组织中

NOS2和COX2水平,且头穴丛刺法联合康复训练可

通过抑制CIRI大鼠脑组织炎症反应发挥神经保护作

用。
近年研究发现,肠道菌群与脑卒中、心脑血管疾病

和阿尔兹海默病等疾病有密切关系[23-25]。肠道菌群与

中枢神经系统之间存在一个双向调节轴,被称为“肠-
脑”轴。肠道菌群通过这个轴与大脑相互影响,不仅可

以调节胃肠道功能,还可通过神经、免疫和内分泌网络

的相互作用来协同发挥作用[26]。肠道菌群是“菌群-
肠-脑”轴的核心,可直接影响中枢神经系统的功能。
在正常情况下,肠道菌群与人体保持互利共生的稳定

关系,但当正常肠道菌群的组成发生改变时,就会导致

机体生理功能的改变甚至引发疾病。肠道菌群中的一

些细菌,如拟杆菌、双歧杆菌、消化链球菌、梭菌和瘤胃

球菌,可代谢产生短链脂肪酸,这些短链脂肪酸可穿过

血脑屏障进入大脑,调节神经元和神经胶质细胞的功

能。研究发现,小鼠短链脂肪酸水平和中风严重程度

及预后恢复水平呈正相关[27]。本研究结果显示,头穴

丛刺法和康复训练能均调节CIRI损伤大鼠肠道的优

势菌群,增加肠道菌群多样性,纠正肠道菌群紊乱,两
法联合使用效果更佳。曾鑫冰等[28]研究证实,通过改

变大鼠肠道菌群的组成可以恢复"菌群-肠-脑"轴的平

衡,并减轻大鼠脑组织的缺血性损伤。

CIRI发病机制复杂,其中多种致病因素的发生均

与Ca2+ 超载有关,最终造成神经细胞不可逆损伤。

CaM 是重要的细胞信号传递物质,可与 Ca2+ 形成

Ca2+-CaM复合物实现细胞内信号转导。研究表明,

CIRI后有大量Ca2+ 流入且浓度不断升高,随之脑组

织中CaM的含量和活性也增加[29]。Ca2+ 与CaM 结

合还可激活Ca激酶Ⅱ(CaMK
 

Ⅱ),作为一种多功能

CaM激酶,CaMK
 

Ⅱ可在细胞内被激活,广泛分布于

机体各组织中。过度活化的Ca2+-CaM复合物会激活

CaMK
 

Ⅱ,过度表达的CaM/CaMK
 

Ⅱ信号会增加脑

组织细胞凋亡,从而导致严重的心脑血 管 疾 病 发

生[30]。有研 究 表 明 电 针 治 疗 可 抑 制 大 鼠 CIRI后

CaM/CaMK
 

Ⅱ信号通路的激活,且能改善神经功能

缺损,并提高人体学习及记忆能力[31-32]。本研究结果

显示,头穴丛刺法联合康复训练可抑制CIRI大鼠脑

组织中CaM/CaMK
 

Ⅱ信号的活化,发挥神经保护作

用。
综上所述,头穴丛刺法结合康复训练可改善CIRI

损伤大鼠神经功能,减少炎症反应,调节肠道菌群失

调,增加肠道菌群多样性,抑制CaM/CaMK
 

Ⅱ信号通

路的活化,从而对脑组织发挥保护作用。
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