
第 43 卷　第 2 期
2 0 2 5 年 2 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRAD ITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.2
Feb.2 0 2 5

DOI：1 0.1 31 93/j.issn.1 673-771 7.2025.02.034

电针调节外泌体 miR -21 0
对脑缺血后 HIF -1α/VEGF/Notch 信号通路的影响

袁之鹏，吕鹤群，曾春利，冯瑶婷，彭拥军
（南京中医药大学附属医院，江苏 南京 21 0029）

　　摘要：目的 观察电针对缺血性脑卒中大鼠分泌外泌体 miR -21 0 调控缺氧诱导因子-1α（HIF -1α）/血管内皮生长
因子（VEGF）/Notch信号通路的机制。方法 前期实验将 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、电针组，每组 6 只。后期
实验将 SD大鼠随机分为假手术组、模型组、外泌体组（造模后注射电针治疗后提取的血浆外泌体组），miR -21 0siRNA
组（造模后注射电针治疗后提取的血浆外泌体和 miR -21 0siRNA 组），HIF -1α抑制剂组（造模后注射电针治疗后提取
的血浆外泌体和 HIF -1α抑制剂组），每组 20 只。前期实验建立改良后改良后大脑中动脉栓塞/再灌注（MCAO）大鼠模
型，缺血 1 h后进行再灌注，电针组进行电针治疗，取穴“水沟”“百会”，电针 30 min，共治疗 3 d，提取电针组大鼠血浆外
泌体用于后期实验外泌体组、miR -21 0siRNA组、HIF -1α抑制剂组注射。完成实验后进行取材。神经功能缺损评分评
估大鼠实验前后神经功能，二辛可酸（BCA）法测定外泌体浓度及透射电镜观察外泌体形态大小，蛋白质印迹（Western
blot）法检测外泌体标志性蛋白 CD63、CD9、CD81 表达，四氮唑比色法（TTC）显示脑梗死灶分布并检查脑梗死体积，苏木
精-伊红（HE）染色法观察大鼠脑缺血组织病理形态，透射电镜观察大鼠脑缺血侧纹状体区超微形态学变化实时荧光定
量 PCR法检测前期实验大鼠各组外泌体中 miR -21 0mRNA 表达和后期实验大鼠各组纹状体脑组织 miR -21 0mRNA、
CD34、HIF -1α、VEGF、Notch mRNA表达。结果 前期实验中电针组大鼠在干预后神经功能缺损评分显著降低（P<
0.001）。在干预后，与模型组相比较，电针组大鼠神经功能缺损评分显著降低（P<0.005）。与假手术组相比，模型组、
电针组外泌体浓度升高（P<0.001），外泌体标志性蛋白 CD63、CD9、CD81 存在属实，即前期实验中提取电针血浆中存在
外泌体。后期实验中与模型组相比较，外泌体组、miR -21 0siRNA 组、HIF -1α抑制剂组大鼠脑梗死体积百分比降低
（P<0.001），外泌体组神经元肿胀、胞核萎缩、染色质红染情况均得到改善，外泌体组、miR -21 0siRNA 组、HIF -1α抑
制剂组 miR -21 0mRNA、CD34、HIF -1α、VEGF、Notch mRNA 表达均升高（P<0.05）；与外泌体组相比较，miR -
21 0siRNA组、HIF -1α抑制剂组大鼠脑梗死体积百分比升高（P<0.001），miR -21 0siRNA 组和 HIF -1α抑制剂组大鼠
脑组织病理损伤都有所加重，HIF -1α抑制剂组相比 miR -21 0siRNA组，其神经细胞排列更加紊乱，致密质块数量更多
且胞核皱缩情况也更加严重，miR -21 0siRNA组、HIF -1α抑制剂组 miR -21 0mRNA、CD34、HIF -1α、VEGF、Notch mR-
NA表达均降低（P<0.05）。结论 电针可以减轻大鼠神经功能损伤同时促进外泌体 miR -21 0 的生成并调控 HIF -1α/
VEGF/Notch信号通路，促进脑缺血后血管新生，继而减轻了脑缺血再灌注损伤。
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Effect of Electroacupuncture -Guided Exosome miR-21 0 on Regulation of HIF-1α/
VEGF/Notch Signaling Pathway in Angiogenesis after Cerebral Ischemia

YUAN Zhipeng，LYU Hequn，ZENG Chunlin，FENG Yaoting，PENG Yongjun
（Affiliated Hospital of Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing 21 0029，Jiangsu，China）

Abstract：Objective To observe the mechanism of hypoxia -inducible factor -1α（HIF -1α）/vascular endothelial growth
factor（VEGF）/Notch signaling pathway regulated by the secretion of exosome miR -21 0 in ischemic stroke rats.Methods SD
rats were randomly divided into sham operation group，model group and electroacupuncture group，with 6 rats in each group.In
the later stage experiment，SD rats were randomly divided into sham operation group，model group，exosome group（plasma exo-
some extracted after injection of electroacupuncture after modeling）and miR -21 0siRNA group（plasma exosome and miR -
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21 0siRNA extracted after injection of electroacupuncture after modeling）.HIF -1αinhibitor group（plasma exosomes and HIF -
1αinhibitor group extracted after electroacupuncture treatment after modeling），20 in each group.The modified middle cerebral
artery occlusion （MCAO）rat model was established in the preliminary experiment，and was reperfused after ischemia for 1 h.
The electroacupuncture group was treated with electroacupuncture，and “Shuigou（DU26）”and “Baihui（DU20）”were selected
for 30 min for a total of 3 days.The plasma exosomes of the rats in the electroacupuncture group were extracted for injection in
the later experimental exosome group，miR -21 0siRNA group and HIIF -1αinhibitor group.After the experiment was comple-
ted，the samples were collected.The nerve function of rats was evaluated by Longa nerve function deficit score before and after
the experiment.The concentration of exosomes was measured by BCA and the morphology and size of exosomes were observed by
transmission electron microscopy.The expressions of exosome signature proteins CD63，CD9 and CD81 were detected by Western
blot.HE staining was used to observe the pathological morphology of cerebral ischemic tissue in rats.The expressions of miR -
21 0mRNA，CD34，HIF -1α，VEGF and Notch mRNA in the exosomes of rats in the early experimental period and those in the
striatal brain of rats in the late experimental period were detected by real -time fluorescence quantitative PCR.Results Compared
with those of the sham operation group，Longa nerve function scores in the model group were higher（P<0.001）.Compared with
that of the model group，the Longa nerve function score of rats in the electroacupuncture group was lower（P<0.05）.Compared
with that in the sham operation group，the exosome concentration in the model group and the electroacupuncture group was higher
（P<0.001），and the presence of exosome signature proteins CD63，CD9 and CD81 was true，that is，there were exosomes in the
serum extracted by electroacupuncture in the previous experiment.In the later experiment，compared with that of the model
group，the percentage of cerebral infarction volume in the exosome group，miR -21 0siRNA group and HIF -1αinhibitor group
decreased（P<0.001）and the neuronal swelling，nucleus atrophy and chromatin staining were improved in the exosome group.
Expressions of miR -21 0mRNA，CD34，HIF -1α，VEGF and Notch mRNA were increased in exosome group，miR -21 0siRNA
group and HIF -1αinhibitor group（P<0.05）.Compared with that of the exosome group，the percentage of cerebral infarction
volume of rats in miR -21 0siRNA group and HIF -1αinhibitor group was increased（P<0.001）and the pathological damage of
brain tissue of rats in both miR -21 0siRNA group and HIF -1αinhibitor group was increased.And compared with those in the
miR -21 0siRNA group，the arrangement of nerve cells was more disordered，the number of dense mass was more and the nucleus
wrinkled was more serious in the HIF -1αinhibitor group.The expressions of miR -21 0mRNA，CD34，HIF -1α，VEGF and
Notch mRNA were decreased in miR -21 0siRNA group and HIF -1αinhibitor group（P<0.05）.Conclusion Electroacupunc-
ture can alleviate nerve function injury in rats，promote the production of exosome miR -21 0，regulate HIF -1α/VEGF/Notch
signaling pathway，promote angiogenesis after cerebral ischemia，and then alleviate cerebral ischemia reperfusion injury.

Keywords：ischemic stroke；exosome；miR -21 0；HIF -1α；VEGF；Notch

　　脑卒中［1］是全球发病率、致死致残率最高的疾病之一，其

致死致残率高居世界疾病排名前 2 位。脑卒中分为缺血性脑
卒中和出血性脑卒中，具有起病迅速、病程漫长、治疗措施受限

的特点，其中缺血性脑卒中占全球卒中发病总数的 62.4%。
目前临床中首选静脉溶栓［2］治疗缺血性脑卒中，虽然疗效显

著，但由于其严格的时间窗口限制，并有可能发生脑缺血再灌

注损伤（CIRI）进一步加重脑组织损伤，因此探究脑卒中新的
治疗方法具有重要意义。

血管新生［3］（angiogenesis）是指在原有的血管基础上，内
皮细胞出现增殖、迁移和重塑，以出芽的方式生成新的血管从

而满足局部组织的生物学功能需要的过程。一系列研究［4 -6］

发现脑卒中发生后脑部缺血区域的血管新生可以增加新的侧

支循环，阻止受到损伤的神经元进一步加重，也可以为神经结

构塑造良好的微环境，有利于神经功能的恢复。缺氧诱导因

子-1α（HIF -1α）/血管内皮生长因子（VEGF）/Notch 信号通
路是脑缺血后调控血管新生的重要通路，研究［7］发现 VEGF位
于 Notch信号的上游，而缺氧后 HIF -1α［8］又能够诱导 VEGF
的表达，促进血管新生。REN L J等［9］发现通过外泌体包含的

miR -21 0 可以显著上调 Notch 信号分子的表达，促进血管新
生；RAHMATI M等［1 0］发现 miR -21 0 与 HIF -1α的表达存在
关联，有望成为诊断和预测缺血性脑卒中的全新方式。因此基

于外泌体 miR -21 0 介导的 HIF -1α/VEGF/Notch信号通路可
能是调节血管新生影响缺血性脑卒中神经细胞恢复的重要节

点。大量临床研究［1 1 -1 4］表明，电针可以增加脑部缺血区新生

血管数量，增加脑血流量；还可以促进侧支循环的建立，影响神

经血管单元的重建，改善神经功能。相关动物实验［1 5］也表明

电针通过促进血管生长因子的表达，从而起到调节血管新生的

良性作用。组内前期课题实验研究［1 6］结果显示，大鼠脑缺血

后，经电针治疗，miR -21 0 的表达显著增加，VEGF 表达亦上
升。但电针调控外泌体 miR -21 0 表达水平和 HIF -1α/
VEGF/Notch信号通路的关系还需要进一步研究。因此本研究
基于外泌体 miR -21 0 调控的 HIF -1α/VEGF/Notch信号通路
探讨电针促进脑缺血后血管新生过程中相关因子的变化，为临

床上电针治疗缺血性脑卒中提供相关理论依据。

1 　材料与方法
1 .1 　实验动物与分组
1 .1 .1　前期实验　实验使用 SPF 级成年雄性健康 SD 大鼠，
6 ~8 周龄，体质量 200 ~250 g，均购自扬州大学，生产许可证
号：SCXK（苏）201 7 -0007，使用许可证号：SYXK（苏）201 7 -
0069。大鼠均饲养于 20 ~25 ℃，湿度 55%，每日光照 1 2 h，环
境安静且自由饮食饮水环境中。适应性喂养 1 周后，由研究员
通过个人计算机使用随机数字表法进行分组，共分为假手术
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组、模型组、电针组，每组 6 只。本实验方案已通过南京中医药
大学附属医院实验动物研究伦理审查，伦理号：2021 DW -
40 -01。
1 .1 .2　后期实验　实验使用 SPF 级成年雄性健康 SD 大鼠，
6 ~8 周龄，体质量 200 ~250 g，大鼠来源、饲养条件同前期实
验。由研究员通过个人计算机使用随机数字表法进行分组，共

分为假手术组、模型组、外泌体组（造模后注射电针治疗后提

取的血浆外泌体组），miR -21 0 siRNA 组（造模后注射电针治
疗后提取的血浆外泌体和 miR -21 0 siRNA组），HIF -1α抑制
剂组（造模后注射电针治疗后提取的血浆外泌体和 HIF -1α
抑制剂组），每组 30 只。
1 .2　主要仪器与试剂

主要仪器：低速台式离心机（TDL -50B，上海安亭科学仪
器厂），超低温冷冻储存箱（DW-HL328，中科美菱低温科技有
限公司），AB Step One plus实时荧光 PCR系统（Applied Biosys-
tems AB，美国），凝胶成像仪稳压 DNA 电泳仪（Tanon，中国），
Tanon -1 600 凝胶成像系统（Tanon，中国），脑立体定位仪（北
京金源科创科技有限公司），电针治疗仪（G6805 -Ⅱ，SMIF，中
国上海），一次性针灸针（0.25 mm ×1 5 mm，苏州医疗用品厂有
限公司），GDS8000 凝胶扫描系统（UVP，美国）。

主要 试 剂：无 水 乙 醇 （川 东 化 工，中 国），异 氟 烷

（H20020267，鲁南贝特制药有限公司），PBS 粉末（中山，北
京），BCA试剂盒（71 285 -M，Millipore），TaKaRa MiniBEST U-
niversal RNA提取试剂盒（9767，takara，日本），PrimeScriptTMⅡ
1 st Strand cDNA 反转录试剂盒（621 0A，takara，日本），AceQ®
qPCR SYBR Green Master Mix（Q1 1 1 -02，Vazyme，中国），TTC
溶液（Sigma，美国），DEPC处理水（B501 005，生工，中国）。
1 .3　造模方法

参考文献［1 7］制备 MCAO 大鼠模型，实验大鼠使用 1 %戊
巴比妥钠按照 40 mg/kg 腹腔注射麻醉后，仰卧固定在手术台，
使用 75%酒精消毒颈部，于颈部正中处切口，分离后充分暴露
右侧颈总动脉（CCA），并对其近心端进行结扎，同时结扎颈外
动脉（ECA），用动脉夹夹闭颈内动脉（ICA），于 CCA 分叉处放
置一根未收紧线结的丝线，并在此线结下端剪开切口，插入制

备好的栓线，收紧线结，松开动脉夹，将栓线送入颅内，遇阻力

后停止，插线成功即为脑缺血开始，缺血 1 h后实行再灌注。
造模成功标准：使用激光多普勒血流仪监测，脑缺血开

始［1 7］时血流仪可检测到皮层脑血流骤然下降至造模前 1 5%
以下，代表局部脑缺血模型制备成功。

1 .4　干预方法
1 .4.1　前期实验　实验中电针组于造模成功后 5 min，使用
75%酒精消毒穴位所在皮肤，使用一次性针灸针针灸大鼠的
“水沟”“百会”，穴位定位参照文献［1 8］，向后斜刺 3 mm。使用
G6805 -Ⅱ型电针治疗仪，电针水沟、百会穴，示波器监测电流
强度为 0.8 ~1.3 mA，采用疏密波，疏波频率 3.65 Hz，持续
1.1 6 s：密波频率 6.35 Hz，持续 2.06 s，电针治疗时间 30 min，
每天 1 次，共治疗 3 d。

前期实验干预完成后，各组实验鼠同一时间进行称重，使

用 1 %戊巴比妥钠麻醉后，剪开颈部皮肤，分离静脉后用一次
性采血针采血至含有乙二胺四乙酸（EDTA）或肝素钠抗凝的
真空管中，放入离心机中 3000 r/min 离心 20 min，用移液器将

血浆上清液转移至 EP管中，用 2000 r/min，4 ℃离心 20 min去
除细胞碎片，再经过 1 0 000 r/min，4 ℃离心 30 min，去除粒径
大于 200 nm的颗粒，将上清液经 0.22 μm孔径的滤膜过滤，过
滤后使用超高速离心机给予 1 1 0 000 r/min，4℃离心 1 h，然后
用 20 mL的 PBS 的重悬离心所得的颗粒，并洗涤 1 次，再次给
予 1 1 0 000 r/min，4 ℃离心 1 h，然后用 1 00 mL 的 PBS 的重悬
离心所得的外泌体，放置于-80 ℃冰箱保存。
1 .4.2　后期实验　在对假手术组、模型组、电针组所得外泌体
进行成分差异性鉴定后，通过实验实时荧光定量 PCR 发现电
针组外泌体 miR -21 0 分泌明显上升，因此后期实验中选取电
针组血浆外泌体进行处理。

外泌体组大鼠建模成功 5 min 后，根据文献［1 9］于右侧脑

室矢状旁 1 mm，冠状缝后 1 .5 mm，进针深度 1 .5 mm处注射前
期实验所得电针治疗后提取的血浆外泌体 20 μL；miR -
21 0siRNA组大鼠建模成功 5 min后，于右侧脑室矢状旁 1 mm，
冠状缝后 1 .5 mm，进针深度 1 .5 mm处注射前期实验所得电针
治疗后提取的血浆外泌体及 miR -21 0 siRNA 质粒 20 μL；
HIF -1α抑制剂组大鼠建模成功 5 min 后，于右侧脑室矢状旁
1 mm，冠状缝后 1 .5 mm，进针深度 1 .5 mm处注射前期实验所
得电针治疗后提取的血浆外泌体及 HIF -1α抑制剂 20 μL。
术后室温维持在 20 ~25 ℃。
1 .5　取材

后期实验中 5 组大鼠同一时间称重，使用 1 %戊巴比妥钠
麻醉。大鼠断头取脑，将其中 6 只放入平皿中，放置于-20 ℃
冰箱保存用于 TTC 染色检测，6 只脑组织放入 -80 ℃冰箱保
存用作后续 QPCR检测。

每组随机选择 3 只大鼠用生理盐水和 4%多聚甲醛进行
心脏灌注后断头取脑，将其中 6 只脑组织放入 4%多聚甲醛中
固定保存用作后续 HE 检测，3 只脑组织分离右侧纹状体区并
切成为 1 mm3 的正方体放入 2.5%戊二醛中保存用作后续透
射电镜观察。

1 .6　观察指标及检测方法
1 .6.1　神经功能缺损评分评估大鼠实验前后神经功能　所有
大鼠于再灌注 24 h 后进行神经功能缺损评分。评分细则如
下。0 分：大鼠无任何不对称活动；1 分：提起尾巴时左前爪不
能完全伸展；2 分：在 1 分的基础上合并左前肢活动障碍；3 分：
左前肢紧贴胸部；4 分：自由活动时向左侧转弯；5 分：伴明显左
前爪后推动作；6 分：只能围绕原点旋转；7 分：左侧肢体完全不
能支撑身体，只可左侧偏躺。

1 .6.2　BCA法测定外泌体浓度及透射电镜观察外泌体形态
大小　使用 BCA试剂盒检测前期实验所得的外泌体，严格按
照试剂盒使用说明进行工作液配置、稀释、孵育，用水较零，在

20 min内检测完所有样品，根据标准曲线计算出外泌体样品的
蛋白浓度。将电针组血浆外泌体单独取出，通过 PBS 稀释后
固定在载样铜网上，进行反差增强及包埋样本后在 70 kV 下观
察拍摄电镜照片并保存。

1 .6.3　Western blot 法检测外泌体标志性蛋白 CD63、CD9、
CD81 表达　取前期实验所得外泌体通过裂解液提取总蛋白，
使用 BCA试剂盒测定蛋白浓度。上样 20 μg，电泳（浓缩胶：80
V，1 5 min；分离胶：1 20 V，50 min），结束后转移到聚二偏氟乙
烯（PVDF）膜上，用 Tween -20 缓冲盐溶液（TBST）冲洗，5%脱
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脂牛奶室温密封 1 h 后，一抗（兔来源 CD63、CD9、CD81，1 ∶
1 000）4 ℃孵育过夜。洗膜后二抗（HRP标记山羊抗兔 IgG，1 ∶
1 000）室温孵育 1 .5 h，TBST洗膜，使用 ECL 曝光液进行曝光
检测。

1 .6.4　TTC染色法显示脑梗死灶分布并检查脑梗死体积　将
大脑取出置于-80 ℃冰箱中 5 min，之后以 2 mm 为厚度进行
切片，完成后将切片置于 1 %TTC 染液中，于 37 ℃恒温水箱内
孵育 1 5 min，后将染色完成的切片取出置于 4%多聚甲醛中固
定 24 h，使用相机拍照，并通过 Image J 1 .51 软件进行计算脑
梗死面积，梗死面积占比（%）=（梗死面积 ÷切片总面
积）×100%。
1 .6.5　HE 染色法观察大鼠脑缺血组织病理形态　取出 4%
多聚甲醛固定完成的组织，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，进行组

织石蜡制作，将石蜡切片后使用二甲苯进行脱蜡，乙醇梯度复

水，苏木素—伊红染色后使用中性树脂封片，在光学显微镜下

观察脑缺血组织病理形态变化并拍照采集图像。

1 .6.6　透射电镜观察大鼠脑缺血侧纹状体区超微形态学变化
　将取材中获得的 1 mm3 正方体组织于 2.5%戊二醛中 4 ℃
固定 2 ~4 h，后用 0.1 mol/L 磷酸漂洗液漂洗 3 次，每次 1 5
min，后将样品置于 1 %锇酸 4 ℃固定 2 h；样品依次入乙醇中
梯度脱水，每次 1 5 min，1 00%环氧丙烷 3 次，每次 5 min，环氧
丙烷+包埋液（2 ∶1）浸透 2 h，环氧丙烷+包埋液（1 ∶2）浸透 3
h，纯包埋液室温过夜，更换后室温 3 ~4 h，于包埋板上包埋。
后于 60 ℃烘箱 48 h聚合，粗修后切片，切片厚度 70 nm，铜网
捞片，3%醋酸铀饱和酒精溶液染色 8 min，70%酒精清洗 3 次，
ddH2O清洗 3 次；2.7%枸橼酸铅溶液染色 8 min；ddH2O 清洗
3 次，滤纸稍吸干。采用透射电子显微镜观察并采集图像。
1 .6.7　实时荧光定量 PCR 法检测前期实验大鼠各组外泌体
中 miR -21 0mRNA 表达和后期实验大鼠各组脑组织 miR -
21 0mRNA、CD34、HIF -1α、VEGF、Notch mRNA 表达　前期实
验：取离心获得的外泌体，Trizol 法提取总 RNA，使用 Prime-
ScriptTMⅡ 1 st Strand cDNA反转录试剂盒将 RNA反转录成 cD-
NA，通过 AceQ系统进行实时荧光定量 PCR检测。反应体系：
上游引物 0.4 μL、下游引物 0.4 μL、2 ×SYBR预混液 5 μL、模
板 cDNA1 μL、50 ×ROX 参比染料 0.2 μL，ddH2O 定容至 1 0
μL。反应程序：95℃预变性 5 min，95 ℃变性 1 0 s，60℃退火延
伸 30 s，40 个循环，溶解曲线采集（95 ℃，1 5 s；60 ℃，1 min；95
℃，1 5 s）。以 U6 作为内参，结果采用 2 -ΔΔCt法计算，引物序列
见表 1。

表 1 　引物序列

基因 引物（5＇-3＇） 产物长度/（bp）

miR -21 0 上游：CGACGCCCGGGCAGCG 1 45
下游：AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

U6 上游：CGCAAGGATGACACGCAAAT 1 50
下游：AAAATATGGAACGCTTCACGAAT

　　后期实验：取出-80 ℃保存的脑组织样本，重复前期实时
荧光定量 PCR法。反应体系：上游引物 0.4 μL、下游引物 0.4
μL、2 ×SYBR预混液 5 μL、模板 cDNA1 μL、50 ×ROX 参比染
料 0.2 μL，ddH2O 定容至 1 0 μL。反应程序：94 ℃预变性 5
min，94 ℃变性 1 0 s，60℃退火延伸 30 s，40 个循环，溶解曲线
采集（95 ℃，1 5 s；60 ℃，1 min；95 ℃，1 5 s）。以 GAPDH 作为
内参，结果采用 2 -ΔΔCt法计算，引物序列见表 2。

表 2　引物序列

基因 引物（5＇-3＇） 产物长度/（bp）

CD34 上游：CAACCACAGACTTACCCAACCG 1 45
下游：CACTCCTCGGATTCCTGAACAT

HIF -1α 上游：TTACAGGATTCCAGCAGACCCA 1 45
下游：GCTGATGCCTTAGCAGTGGTC

VEGF 上游：TAAATCCTGGAGCGTTCACTGTG 1 45
下游：TTCGTTTAACTCAAGCTGCCTC

Notch 上游：GTGCCTGTCTGAGGTCAACGA 1 46
下游：ACAGTTTGTCCCACTCCACCC

GAPDH 上游：GGCAAGTTCAACGGCACAG 1 50
下游：CGCCAGTAGACTCCACGACAT

1 .7　统计学处理
数据采用 GraphPad Prism 8.0.1 软件进行统计分析。进行

正态性检验后且符合正态分布的计量资料用均数 ±标准误
（■x±s）表示，方差齐时，多组间比较采用单因素方差分析，组间
两两比较采用 LSD法；若数据不符合正态分布或方差不齐时，
组间比较采用多组独立样本秩和检验，组间比较采用成组秩和

检验，以P<0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　各组大鼠实验前后神经功能缺损评分比较

假手术组大鼠神经功能正常，评分均为 0。电针组大鼠在
干预后神经功能缺损评分显著降低（P<0.001）。在干预后，
与模型组相比较，电针组大鼠神经功能缺损评分显著降低

（P<0.005）。相关结果见插页ⅩⅩⅪ图 1。
2.2　各组大鼠外泌体浓度及电针组大鼠外泌体透射电镜下形
态观察

假手术组、模型组、电针组所提取血浆均检测到外泌体，与

假手术组相比，模型组、电针组外泌体浓度升高（P<0.001）。
见插页ⅩⅩⅪ图 2。

电针组血浆外泌体在透射电镜下形态一般为 20 ~1 00 nm
圆形或椭圆形的小囊泡结构，其表面具有一层胞膜结构，厚度

在 3 ~5 nm，可在其中观察到多种生物分子，但由于在超速离
心过程中会对外泌体造成一定的影响，使外泌体的结构变化不

是特别的典型。见插页ⅩⅩⅪ图 3。
2.3　各组大鼠血浆中外泌体标志性蛋白 CD63、CD9、CD81 的
表达

由于 CD63、CD9、CD81 均为外泌体特异性标志性蛋白，从
定性角度分析上述标志物均有表达，即证实前期实验中所得血

浆中存在外泌体，后期实验注射血浆中外泌体存在属实。见

图 4。

图 4　WB检测各组大鼠外泌体标志物 CD63、CD9、CD81 结果

2.4　大鼠 TTC染色法显示脑梗死灶分布与脑梗死体积比较
假手术组大脑正常组织呈红色，无梗死灶；模型组、外泌体

组、miR -21 0siRNA 组、HIF -1α抑制剂组均出现白色脑梗死
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灶。经由数据处理后可得，与假手术组相比较，模型组大鼠脑

梗死体积百分比显著升高（P<0.001）；与模型组相比较，外泌
体组、miR -21 0siRNA 组、HIF -1α抑制剂组大鼠脑梗死体积
百分比降低（P<0.001）；与外泌体组相比较，miR -21 0siRNA
组、HIF -1α抑制剂组大鼠脑梗死体积百分比升高（P<
0.001）。见插页ⅩⅩⅫ图 5、插页ⅩⅩⅪ图 6。
2.5　各组大鼠脑组织形态比较

在光学显微镜下观察各组大鼠脑组织后可发现，假手术组

脑组织结构正常且清晰完整，无细胞肿胀或充血，同时可观测

到大鼠神经细胞排布整齐，神经元胞浆丰盈，胞核居中，核仁染

色深。模型组可见大量神经细胞消失且排布紊乱，细胞形态肿

胀，细胞膜破裂，胞核皱缩，染色质浓缩红染，形成致密质块，并

同时可见凋亡小体。与模型组相比，外泌体组神经元肿胀、胞

核萎缩、染色质红染情况均得到改善。与外泌体组相比，

miR -21 0siRNA组和 HIF -1α抑制剂组大鼠脑组织病理损伤
都有所加重，而 HIF -1α抑制剂组相比 miR -21 0siRNA 组，其
神经细胞排列更加紊乱，致密质块数量更多且胞核皱缩情况也

更加严重，如插页ⅩⅩⅩⅢ图 7。
2.6　各组大鼠脑缺血侧纹状体区超微形态学比较

在透射电镜下可观察到假手术组细胞结构清晰，细胞膜状

态光滑完整，细胞器数量大小正常，染色质均匀，细胞核完整，

细胞整体状态良好。模型组可观察到细胞受到明显损伤，细胞

膜破裂，细胞器可见明显扩张，细胞核固缩，可见密集束以及空

泡形成。与模型组相比，外泌体组细胞膜破裂、胞核萎缩、细胞

器扩张情况得到改善，细胞状态有所好转，与外泌体组相比，电

镜观察下可见 miR -21 0siRNA组和 HIF -1α抑制剂组的细胞
病理损伤都有所加重，但比模型组细胞状态好。HIF -1α抑制
剂组相比 miR -21 0siRNA 组，其细胞状态更差。如插页ⅩⅩⅩⅣ
图 8。
2.7　前期实验中各组大鼠外泌体中 miR -21 0 mRNA 表达和
后期实验各组大鼠脑组织 miR -21 0mRNA、CD34、HIF -1α、
VEGF、Notch mRNA表达

前期实验中可发现，与假手术组比较，模型组大鼠所提取

外泌体中 miR -21 0 mRNA 表达升高（P<0.01）；与模型组相
比较，电针组大鼠所提取外泌体中 miR -21 0 mRNA 表达升高
（P<0.01）。见插页ⅩⅩⅪ图 9。

后期实验中可发现，与假手术组比较，模型组大鼠脑组织

miR -21 0mRNA表达升高（P<0.01）；与模型组比较，外泌体
组大鼠脑组织 miR -21 0 mRNA 表达升高（P<0.01）；与外泌
体组比较，miR -21 0 siRNA 组和 HIF -1α抑制剂组大鼠脑组
织 miR -21 0 mRNA表达降低（P<0.01）；与 miR -21 0 siRNA
组相比较，HIF -1α抑制剂组大鼠脑组织 miR -21 0 mRNA 表
达升高（P<0.05）。

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织 CD34 mRNA 表达升
高（P<0.01）；与模型组比较，外泌体组大鼠脑组织 CD34 mR-
NA表达升高（P<0.05）；与外泌体组比较，miR -21 0 siRNA组
和 HIF -1α抑制剂组大鼠脑组织 CD34 mRNA 表达降低（P<
0.01）；与 miR -21 0 siRNA 组相比较，HIF -1α抑制剂组大鼠
脑组织 CD34 mRNA表达升高（P<0.05）。

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织 HIF -1αmRNA 表
达升高（P<0.05）；与模型组比较，外泌体组大鼠脑组织 HIF -
1αmRNA表达升高（P<0.01）；与外泌体组比较，miR -21 0

siRNA组和 HIF -1α抑制剂组大鼠脑组织 HIF -1αmRNA 表
达降低（P<0.01）；与 miR -21 0 siRNA 组相比较，HIF -1α抑
制剂组大鼠脑组织 HIF -1αmRNA表达升高（P<0.05）。

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织 VEGF mRNA 表达升
高（P<0.01）；与模型组比较，外泌体组大鼠脑组织 VEGF mR-
NA表达升高（P<0.01）；与外泌体组比较，miR -21 0 siRNA组
和 HIF -1α抑制剂组大鼠脑组织 VEGF mRNA 表达降低（P<
0.01）；与 miR -21 0 siRNA 组相比较，HIF -1α抑制剂组大鼠
脑组织 VEGF mRNA表达升高（P<0.05）。

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织 Notch mRNA 表达升
高（P<0.01）；与模型组比较，外泌体组大鼠脑组织 Notch mR-
NA表达升高（P<0.01）；与外泌体组比较，miR -21 0 siRNA组
和 HIF -1α抑制剂组大鼠脑组织 Notch mRNA 表达降低（P<
0.01）；与 miR -21 0 siRNA 组相比较，HIF -1α抑制剂组大鼠
脑组织 Notch mRNA表达升高（P<0.05）。见插页ⅩⅩⅩⅤ图 1 0。
3　讨论

缺血性脑卒中属于中医“中风病”范畴，多因风、火、痰、瘀

为患，病机总属阴阳失调、气血逆乱。主要表现为突然昏仆、半

身不遂、偏身麻木等。经文献数据［20 -21］挖掘后可知，在临床治

疗急性缺血性脑卒中，百会、水沟为督脉中取穴频率最高的两

个穴位。研究［22］认为中风后针刺百会可升阳固脱、镇惊息风、

醒脑开窍。百会［23］为三阳五会之穴，为诸阳之会，可通达阴阳

脉络，连贯周身经穴，调节机体阴阳平衡。百会［24］其下为脑之

所在，是调神要穴，因而补益脑髓，应用于各种脑部疾病。

本次研究结果显示，与模型组相比较，电针组大鼠 Longa
神经功能评分降低，说明电针百会、水沟可以减轻大鼠神经功

能损伤；实验中在电镜下成功观察到外泌体形态并且在电针血

浆中成功检测到外泌体特异性标志性蛋白［25］CD63、CD9、
CD81，前期实验中在实时荧光定量 PCR实验中对各组外泌体
进行成分差异性鉴定发现与模型组相比较，电针组大鼠所提取

外泌体中 miR -21 0 mRNA 表达升高，说明电针可以促进
MCAO大鼠外泌体 miR -21 0 生成。佐证了电针具有促进外泌
体 miR -21 0 表达的特异性作用。进而验证后期实验中所使
用的电针血浆中含有足量外泌体 miR -21 0，故可以推测通过
电针MCAO大鼠模型可以促进外泌体 miR -21 0 的生成进而
减轻大鼠神经功能损伤。

后期实验中加入的 miR -21 0siRNA 可以通过互补 mRNA
分子杂交干扰 miR -21 0 表达，HIF -1α抑制剂也可以通过抑
制 HIF -1α/VEGF/Notch 通路来阻碍血管新生的保护作用。
本实验结果显示，与模型组相比较，外泌体组、miR -21 0siRNA
组、HIF -1α抑制剂组大鼠脑梗死体积百分比降低，与外泌体
组相比较，miR -21 0siRNA 组、HIF -1α抑制剂组大鼠脑梗死
体积百分比升高，说明外泌体 miR -21 0 可减少大鼠脑梗死体
积，但同时也提示外泌体 miR -21 0 可能不是电针血浆减轻脑
梗死损伤的唯一途径，在抑制 HIF -1α表达后，可发现大鼠脑
梗死面积提升，故可以推测 HIF -1α应该是电针血浆电针减
轻脑梗死损伤的途径之一。

HIF -1α/VEGF/Notch通路激活形成复合物，在急性脑缺
血缺氧发生后，通过激活梗死周围的内源性保护机制，促进血

管新生，已被认为是血管新生的重要通路。CD34［26 -27］是目前
公认的血管标志物，作为一种高度糖基化Ⅰ型跨膜蛋白，是与
新生小血管密切相关的标志物。HIF -1α［28］是一种通过结合
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下游缺氧反应性靶基因，介导细胞内转录反应，使机体产生缺

氧适应性的转录因子。VEGF［29］被认为是目前已知促血管生
成的最强生长因子，是血管新生是否发生的重要标志。

Notch［30］作为一种高度保守的信号通路，在脑神经干细胞的存
活、增生与分化中发挥重要作用。近年来有多项研究［31 -33］在

试图探究 HIF -1α/VEGF/Notch 的通路机制，研究［8］显示

HIF -1α在缺血性脑卒中发生后 30 min 后表达开始增加，在
1 2 h达到高峰，VEGF在 30 min 后表达开始增加，24 h 达到高
峰，两者表达存在显著相关性。有学者［34］发现应用 HIF -1α
抑制剂后，细胞 VEGF表达显著降低，并提出 HIF -1α可能是
VEGF的上游调控基因。THURSTON G等［35］研究发现 VEGF
可以激活 Notch信号通路，从而调节血管内皮细胞的增殖和分
裂。本实验结果表示在电镜下可见模型组神经元肿胀，胞核萎

缩，外泌体组、miR -21 0siRNA组、HIF -1α抑制剂组神经细胞
损伤减轻，HIF -1α抑制剂组相比 miR -21 0siRNA 组，其细胞
状态更差。故可以推测外泌体 miR -21 0 和 HIF -1α都可以
一定程度上调节血管新生促进缺血性脑卒中神经细胞恢复。

实时荧光定量 PCR 数据显示外泌体组大鼠纹状体脑组织
miR -21 0 mRNA 较模型组表达升高；miR -21 0 siRNA 组和
HIF -1α抑制剂组大鼠纹状体脑组织 miR -21 0 mRNA较外泌
体组表达降低，且 miR -21 0 siRNA 组大鼠纹状体脑组织
miR -21 0 mRNA表达降低更加明显，提示 HIF -1α很有可能
是 miR -21 0 的下游因子。外泌体组大鼠纹状体脑组织 CD34
mRNA表达较模型组升高，miR -21 0 siRNA 组和 HIF -1α抑
制剂组则显著逆转了大鼠纹状体脑组织 CD34 mRNA 表达水
平。同时外泌体组相比较模型组显著提高了 HIF -1α、VEGF、
Notch1 的 mRNA水平，miR -21 0 siRNA 组和 HIF -1α抑制剂
组则抑制了 HIF -1α、VEGF、Notch1 的 mRNA水平。证明电针
促进外泌体 miR -21 0 的表达，从而调控 HIF -1α/VEGF/
Notch信号通路，促进脑缺血后血管新生，保护了脑神经元细
胞。故可以推测在缺血性脑卒中发生后及时通过电针治疗，电

针通过引导外泌体 miR -21 0 的表达，从而调控 HIF -1α/
VEGF/Notch信号通路，促进脑缺血后血管新生，继而减轻了脑
缺血再灌注损伤。

综上所述，电针可以减轻大鼠神经功能损伤同时引导进外

泌体 miR -21 0 的生成并调控 HIF -1α/VEGF/Notch 信号通
路，促进脑缺血后血管新生，减轻脑缺血再灌注损伤。血管新

生是一个动态化的过程，本研究仅在缺血性脑卒中再灌注发生

5 min进行的电针干预，以求探究缺血性脑卒中发生后的 72 h
的电针促进血管新生过程，在后期的研究中应当设立多个时间

点，动态观察电针调控血管新生的作用。并且可以增加 miR -
21 0 和 HIF -1α兴奋剂的组别，进一步探讨缺血性脑卒中急性
期和康复期电针所发挥的作用和机制。
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心衰 1 号中药联合沙库巴曲缬沙坦
治疗慢性心力衰竭伴低血压临床观察

董晓楠，王俊，毛建芳，刘金波
（山东青岛中西医结合医院，山东 青岛 266002）

　　摘要：目的 研究心衰 1 号中药联合沙库巴曲缬沙坦治疗慢性心力衰竭伴低血压的临床效果。方法 选取 2022 年 8
月—2023 年 7 月医院收治的慢性心力衰竭伴低血压患者 1 00 例，按照随机数表法分为观察组和对照组，每组 50 例。对
照组采用沙库巴曲缬沙坦治疗，观察组采用心衰 1 号中药联合沙库巴曲缬沙坦治疗，疗程 4 周。观察并比较两组患者的
心功能疗效、血压变化、血清炎症因子、生活质量及不良反应情况。结果 观察组心功能疗效显效率 68.00%（34/50），显
著高于对照组的 48.00%（24/50）（P<0.05）。治疗后两组患者收缩压、舒张压均显著升高（P<0.05），且观察组显著高
于对照组（P<0.05）。治疗前两组血清超敏 C反应蛋白（Hypersensitive C -reactive protein，hs -CRP）、白细胞介素 6（In-
terleukin -6，IL -6）、肿瘤坏死因子α（Tumour necrosis factor -α，TNF -α）比较差异均无统计学意义（P>0.05），治疗后
两组以上各血清炎症因子指标均显著降低，且观察组显著低于对照组（P<0.05）。治疗后两组患者中文版本明尼苏达
心功能不全生命质量量表（Minnesota living with heart failure questionnaire，MLHFQ）躯体领域评分及总分均显著降低，观
察组MLHFQ躯体领域评分及总分显著高于对照组（P<0.05）。观察组、对照组不良反应发生率分别 8.00%（4/50）、
1 0.00%（5 /50），差异无统计学意义（P>0.05）。结论 心衰 1 号中药联合沙库巴曲缬沙坦治疗慢性心力衰竭伴低血压
的临床效果满意，能够更好地改善心功能状况及血压水平，降低机体炎症反应，提高患者生活质量，并且治疗安全性

可靠。
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电针调节外泌体 miR -210 对脑缺血后 HIF -1α/VEGF/Notch信号通路的影响

（正文见 158 -164 页）

　　注：1）与干预前电针组相比较，P<0.001；2）与干
预后模型组相比较，P<0.005。

图 1　各组大鼠神经功能缺损评分比较

注：1）与假手术组相比较，P<0.001。
图 2　各组大鼠血浆外泌体浓度比较

图 3　透射电镜下鉴定分离的电针组大鼠外泌体

　　注：1）与假手术组相比较，P<0.001；2）与模型组
相比较，P<0.001；3）与外泌体组相比较，P<0.001。

图 6　各组大鼠脑梗死体积比较

　　注：1）与假手术组相比较，P<0.01；2）与模型组相
比较，P<0.01。
图 9　各组大鼠外泌体 miR -210mRNA表达比较
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图 5　各组大鼠脑梗死组织体积比较（TTC 染色）
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图 7　各组大鼠脑组织形态比较（HE 染色）
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图 8　各组大鼠缺血侧纹状体区超微形态学比较
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　　注：1）与假手术组比较，P<0.01；2）与假手术组比较，P<0.05；3）与模型组比较，P<0.01；4）与模型组比较，
P<0.05；5）与外泌体组比较，P<0.01；6）与 miR -210siRNA组比较，P<0.05。

图 10　各组大鼠相关 mRNA表达比较


