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不同时间点电针干预脑缺血再灌注损伤大鼠
对铜死亡相关蛋白及铜稳态的影响

王宇飞，孟 佳，黄浏姣

（湖北中医药大学，武汉 430061）

【摘　要】　目的：观察不同时间节点电针干预对急性缺血性脑卒中（IS）大鼠脑缺血再灌注损伤（CIRI）后缺

血半暗带区铜死亡相关蛋白及 Cu2+含量的影响，探讨针刺抑制铜死亡改善 CIRI 大鼠神经功能的作用机制

及不同施治时间对 CIRI大鼠神经功能损伤的改善效果。方法：SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、0 h针刺组、

24 h 针刺组、48 h 针刺组，每组 12 只。采用 Longa 线栓法复制大脑中动脉闭塞/再灌注（MCAO/R）模型。

各电针组分别于造模完成再灌注 24 h 后 0、24、48 h 予以电针“百会”“风府”30 min。采用改良神经功能缺损

评分（mNSS）评估神经功能缺损恢复情况 TTC 染色检测脑梗死体积，比色法检测缺血 半 暗 带 脑 组 织 Cu2+

含 量，实 时 荧 光 定 量 PCR 和 Western blot 法 检 测 缺 血 半 暗 带 脑 组 织 铁 氧 还 原 蛋 白 1（FDX1）、二氢硫辛

酸转乙酰基酶（DLAT）、硫辛酸合成酶（LIAS）、溶质载体家族 31 成员 1（SLC31A1）的 mRNA 及蛋白表达。

结果：与假手术组相比，模型组 mNSS 评分，脑梗死体积，缺血半暗带脑组织 Cu2+含量，DLAT、SLC31A1 
mRNA 及 蛋 白 表 达 均 显 著 升 高（P<0.01），FDX1、LIAS mRNA 及 蛋 白 表 达 显 著 下 降（P<0.01）。与模

型组相比，各针刺组 mNSS 评分，脑梗死体积，Cu2+含量，DLAT、SLC31A1 mRNA 及蛋白表达降低（P<
0.01，P<0.05），FDX1 和 LIAS mRNA 及蛋白表达升高（P<0.01，P<0.05）。与 24 h 针刺组、48 h 针刺组

相比，0 h 针刺组 mNSS 评分，脑梗死体积，Cu2+ 含量，DLAT 和 SLC31A1 mRNA 及蛋白表达降低（P<
0.05，P<0.01），FDX1 及 LIAS mRNA 及蛋白表达升高（P<0.01，P<0.05）。24 h 针刺组脑梗死体积，Cu2+

含量，DLAT、SLC31A1、FDX1 及 LIAS mRNA 表达优于 48 h 针刺组（P<0.01，P<0.05）。结论：电针干预

CIRI 可有效抑制铜死亡、减轻脑损伤，且早期电针介入对 CIRI 神经功能损伤改善效果更好。其机制可能与

调节 FDX1、DLAT、LIAS、SLC31A1 表达，降低脑组织 Cu2+含量，从而抑制神经元铜死亡有关。
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Effects of electroacupuncture intervention at different time points on cuproptosis-related 

proteins and copper homeostasis in rats with cerebral ischemia-reperfusion injury
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【ABSTRACT】　Objective　 To observe the effects of electroacupuncture （EA） intervention at different time points 

on cuproptosis-related proteins and Cu2+ levels in the ischemic penumbra of rats with cerebral ischemia-reperfusion 

injury （CIRI） after acute ischemic stroke （IS）， so as to explore the mechanism by which acupuncture inhibits 

cuproptosis to improve neurological function in CIRI rats， as well as the therapeutic efficacy of intervention administered 

at different time windows. Methods　 SD rats were randomly divided into sham operation group， model group， 0 h 

acupuncture group， 24 h acupuncture group and 48 h acupuncture group， with 12 rats in each group. The middle 

cerebral artery occlusion/reperfusion （MCAO/R） model was established by Longa filament occlusion method. Rats in 

each EA group received 30 min of EA at “Baihui” （GV20） and “Fengfu” （GV16） at 0 h， 24 h and 48 h after 

reperfusion， respectively. Modified neurological severity score （mNSS） was used to evaluate the recovery of 

neurological deficit. 2，3，5-triphenyltetrazolium chloride （TTC） staining was adopted to detect cerebral infarct volume. 
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Colorimetric assay was performed to measure Cu2+ content in brain tissues of the ischemic penumbra. Real-time 

quantitative PCR and Western blot were used to detect the mRNA and protein expression of ferredoxin 1 （FDX1）， 

dihydrolipoamide S-acetyltransferase （DLAT）， lipoic acid synthetase （LIAS）， and solute carrier family 31 member 1 

（SLC31A1） in the ischemic penumbra. Results　Compared with the sham operation group， the model group exhibited 

significantly elevated mNSS score， cerebral infarct volume， Cu2+ content in ischemic penumbra tissues， as well as 

increased mRNA and protein expression of DLAT and SLC31A1 （P<0.01）； meanwhile， the mRNA and protein 

expression of FDX1 and LIAS were markedly decreased （P<0.01）. Compared with the model group， all acupuncture 

groups presented reduced mNSS score， cerebral infarct volume， Cu2+ level， together with down-regulated mRNA and 

protein expression of DLAT and SLC31A1 （P<0.01， P<0.05）， and up-regulated mRNA and protein expression of FDX1 

and LIAS （P<0.01， P<0.05）. Compared with the 24 h acupuncture group and 48 h acupuncture group， the 0 h 

acupuncture group showed distinctly lower mNSS score， cerebral infarct volume， Cu2+ content， and weaker mRNA and 

protein expression of DLAT and SLC31A1 （P<0.05， P<0.01）， accompanied by remarkably higher mRNA and protein 

expression of FDX1 and LIAS （P<0.01， P<0.05）. The 24 h acupuncture group achieved better outcomes in cerebral 

infarct volume， Cu2+ content， and mRNA expression of DLAT， SLC31A1， FDX1 and LIAS relative to the 48 h 

acupuncture group （P<0.01， P<0.05）. Conclusion　EA intervention can effectively suppress cuproptosis and alleviate 

cerebral injury in CIRI rats， and early EA intervention exerts superior efficacy in ameliorating neurological impairment 

after CIRI. The underlying mechanism may involve regulating the expression of FDX1， DLAT， LIAS and SLC31A1， 

reducing brain Cu2+ concentration， and thereby inhibiting neuronal cuproptosis.

【KEYWORDS】　 Electroacupuncture； Cerebral ischemia-reperfusion injury； Ferredoxin 1； Cuproptosis； Early 

intervention

缺血性脑卒中（IS）是由于血栓栓塞、脑部供血

不足引起脑组织损伤的一种疾病 [1]。2019 年相关统

计数据显示脑卒中已成为全球范围内第二大致死

病因和第三大致残病因，其中 IS 占绝大多数 [2]。尽

早恢复血流灌注，挽救濒死的缺血半暗带是急性 IS
治疗的关键。然而，在缺血脑组织恢复血流灌注

后，往往会诱发脑缺血再灌注损伤（CIRI），进一步

加重 IS 患者的神经功能损伤。

铜死亡是区别于细胞凋亡、坏死的一种新型细

胞死亡形式 [3]，与 IS 的发展与预后息息相关，其主要

机制是 Cu2+过载 [4]。体内铜代谢紊乱或铜转运蛋白

表达异常都可能导致游离 Cu2+蓄积 [5]，激活蛋白质

毒 性 应 激 ，加 剧 脑 组 织 损 伤 。 铁 氧 还 原 蛋 白 1
（FDX1）、二氢硫辛酸转乙酰基酶（DLAT）、硫辛酸

合成酶（LIAS）是铜死亡的关键调节因子，一方面

Cu2+通过 FDX1/LIAS 介导的硫辛酸途径诱导硫辛

酰化修饰的 DLAT 发生蛋白质寡聚化 [6]，另一方面

FDX1可以将 Cu2+还原成毒性较强的 Cu+，抑制 Fe-S
簇蛋白的合成从而影响线粒体呼吸功能 [7]。此外，

溶质载体家族 31 成员 1（SLC31A1）负责编码铜转

运蛋白 1（CTR1）[8]，介导细胞外 Cu2+的摄取，是维

持铜稳态的关键。

电针预处理能够减轻氧化应激和炎性反应，对

CIRI 大鼠神经功能起到一定的保护作用 [9]，在临床

上也取得了显著疗效 [10-11]。然而现有关于电针调控

铜死亡干预 CIRI的研究报道较少，因此本研究以铜

死亡为切入点，选取头部穴位“百会”“风府”进行针

刺，观察不同时间点电针干预对 FDX1 等铜死亡关

键蛋白的表达及对 Cu2+水平的影响，探讨电针干预

CIRI 铜死亡保护神经功能的作用机制，并对比不同

施治时间点下电针对 CIRI 铜死亡及神经功能的改

善效果，为临床诊疗和研究提供思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级雄性 SD 大鼠共 60 只，7~8 周龄，体质量

200~240 g，均由湖南斯莱克景达实验动物有限公

司提供，动物生产许可证编号为：SCXK（湘）2021-

0002。实验全程将大鼠饲养于湖北中医药大学

SPF 级动物实验室，环境温度调控在 25 ℃上下，相

对湿度保持在 45%~65% 范围内，通过为期 1 周的

适应性喂养后再进行造模操作。本动物实验相关

方案已获得湖北省疾病预防控制中心实验动物管

理 与 使 用 伦 理 委 员 会 审 核 批 准（批 准 文 号 ：

202420112），实验操作均严格遵循相关实验动物伦

理规范 [12]。

1.2　主要仪器与试剂

台式高速冷冻离心机（大龙兴创），酶标检测

仪、酶标洗板机（杭州奥盛），qPCR 仪（美国 ABI），

凝胶成像仪（北京君意），电泳仪（北京六一），ImageJ
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图 像 分 析 软 件（美 国 NIH），一 次 性 无 菌 针 灸 针

（0.30 mm×25 mm）、SDZ-Ⅱ型电子针疗仪（苏州医

药用品厂），高速组织研磨机（上海净信实业）。

TTC 染色试剂（北京索莱宝），超敏 ECL Plus
发光试剂盒（上海碧云天），RIPA 裂解液、磷酸化蛋

白酶抑制剂、5×蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE 凝胶

制备试剂盒、BCA 蛋白定量检测试剂盒（武汉科

拜），动物组织/细胞总 RNA 提取试剂盒、qPCR 酶、

反转录酶（山东赛泰科），β -actin 抗体、GAPDH 抗

体、LIAS 抗体（武汉三鹰），FDX1 抗体、DLAT 抗

体、SLC31A1 抗体（美国 Affinity），HRP 标记山羊抗

兔、HRP 标记兔抗山羊、HRP 标记山羊抗大鼠二抗

（美国 KPL），Cu2+测定试剂盒（南京建成）

1.3　动物模型制备与分组

经过 1 周的适应性喂养后，将 60 只大鼠进行

编号，用随机数字表法将大鼠随机分为 5 组，每组

12 只，分别为：假手术组、模型组、0 h 针刺组、24 h 针

刺组、48 h 针刺组（0、24、48 h 均为造模完成后再灌

注 24 h 开始计算）；实验过程中若出现动物死亡或

不符合纳入标准者，及时补足动物数量并重新进行

造模。

48 只造模大鼠采用改良 Longa 线栓法建立右

侧大脑中动脉闭塞/再灌注（MCAO/R）模型。大

鼠术前禁食 6~8 h，自由饮水。以 2.5% 三溴乙醇

（10 mL/kg）腹腔注射麻醉，仰卧位固定。颈部正中

做一切口，分离右侧颈总动脉、颈外动脉及颈内动

脉。于颈总动脉近心端预置活结，结扎颈外动脉远

心端，临时夹闭颈内动脉。在颈外动脉距分叉 3~
5 mm 处剪一“V”形小口，将多聚 -L-赖氨酸预处理

的尼龙线栓经此切口插入颈总动脉，调整方向并经

颈内动脉缓慢上行至大脑中动脉起始处（距颈总动

脉分叉处约 17 mm），实现血流阻断。缺血 90 min
后拔出线栓，结扎颈外动脉残端，松开颈总动脉活

结，缝合皮肤并消毒。术中保温毯维持肛温 37 ℃左

右。术后每笼 5 只饲养，自由饮食。待大鼠再灌注

后 24 h 且生命体征趋于平稳后，依据 Zea-Longa 5 分

制标准对 48 只大鼠进行初步神经功能缺损评分，筛

选出首次评分处于 1~3 分区间的大鼠共 43 只，视为

造模成功并纳入后续实验，其余 5 只大鼠不符合要

求被剔除（2 只造模过程中死亡，3 只不符合造模标

准），并立即补齐重新造模，直至实验所需的 48 只大

鼠造模成功。Zea-Longa 5 分制具体评分细则 [13]为：

无神经功能缺损症状计 0 分；对侧前爪伸展受阻计

1 分；边走路边向对侧转圈计 2 分；站立或行走时向

对侧倾倒计 3 分；丧失自主行走能力且伴随意识障

碍计 4 分。其中 1~3 分视为造模成功。假手术组大

鼠仅对颈内、颈外动脉进行分离操作，不置入线栓。

1.4　干预方法

动物实验模型构建完毕后，将大鼠俯卧位放置

在固定板上，四肢用松紧适宜的棉绳捆绑于操作台

的固定点位，暴露头颈部，依据全国中医药行业高

等教育“十四五”规划教材《实验针灸学》[14]进行腧穴

定位。具体定位及针刺操作如下：“百会”位于头顶

正中最高点，两耳尖连线与头正中线的交点处，平

刺 0.3~0.5 cm，轻捻转至局部肌肉节律性轻微颤动

为宜；“风府”位于项后正中、枕骨粗隆下缘，两侧项

肌之间凹陷处，向下颌方向斜刺 0.2~0.3 cm，轻捻

转至局部肌肉节律性轻微颤动为宜。连接电针

仪（“百会”接正极，“风府”接负极），疏密波，频率

2 Hz/10 Hz，电流 1.5 mA，刺激强度以大鼠四肢微

微抖动、无明显应激反应为标准，留针时长 30 min，
留针结束后缓慢出针，并对针孔部位进行常规消

毒。0 h 针刺组、24 h 针刺组、48 h 针刺组分别于造

模完成后再灌注 24、48、72 h 进行 1 次电针干预，假

手术组与模型组大鼠同针刺组大鼠抓取固定，但均

不给予干预处理。

1.5　观察指标与检测方法

改良神经功能缺损评分（mNSS）评估大鼠神经

功能恢复情况：分别在造模后干预前及 0 h 针刺组、

24 h 针刺组、48 h 针刺组相应干预结束后，对大鼠进

行 mNSS 评分，分值范围为 0~18 分 [15]，涉及运动功

能、感觉功能、平衡协调功能、生理反射等方面的综

合评价，分值越高代表大鼠神经功能缺损状况越严

重。具体评分细则详见表 1。
取材：在 mNSS 评分完成后，将大鼠经 2.5% 三

溴乙醇腹腔注射麻醉后迅速断头取脑。每组随机

选取 3 只大鼠，取全脑组织用于 TTC 染色；每组随

机选取 3 只大鼠，取患侧缺血区半暗带组织用于络

合比色法检测 Cu2+ 含量；每组剩余 6 只大鼠各取

50 mg 缺血半暗带组织置于冻存管并投入液氮速

冻，转移至-80 ℃冰箱保存，用于后续基因与蛋白表

达检测。

TTC 染色检测脑梗死体积：干预完成后，各组

随机选取 3 只大鼠，2.5% 三溴乙醇腹腔注射麻醉后

迅速断头取脑，0.9% 氯化钠溶液冲洗去血，-20 ℃
速冻 20 min，切为 2 mm 间隔的全脑组织冠状切片，

浸于 2% TTC 染液内，置于 37 ℃恒温水浴箱内避光

孵育 20 min，每 10 min 翻面 1 次确保脑组织与染液
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均匀接触。染色完成后，使用 4% 多聚甲醛固定

24 h，采用相机拍摄并保存图像；其中 TTC 染色呈

红色区域为正常脑组织，白色区域则为梗死区域。

采用 ImageJ 软件测算脑梗死体积百分比，脑梗死体

积百分比（%）=各切片白色缺血区域面积之和÷
各冠状切片面积之和×100 %。

生化法（络合比色法）检测缺血半暗带 Cu2+含

量：各组随机选取 3 只大鼠，麻醉处死后，断头分离

脑组织缺血半暗带组织 50 mg，使用超声破碎仪研

磨组织，离心，取上清液待测。在 96 孔板中设置标

准孔、测定孔和空白孔，分别加入铜标准品、样品及

双蒸水各 10 μL。每孔加入 150 μL 乙酸缓冲液+抗

坏血酸试剂混合均匀，在 37 ℃孵育 5 min 后测定吸

光度值 A₁；再加入 50 μL 3，5-二溴 -PAESA 试剂二

表 1　改良神经功能缺损评分表

Table 1　Evaluation scale for modified Neurological Severity Scores

测评项目

前肢伸展实验

铁丝网攀爬实验

自主行走转圈实验

平衡木行走状态

肢体肌张力与震颤

平衡木滞留能力

本体感觉及触觉反射

耳郭反射

角膜反射

惊吓反射

翻正反射

总计

评分标准

双侧前肢伸展对称正常

患侧前肢轻度屈曲内收

患侧前肢明显蜷缩、无法伸展

攀爬有力、抓握正常、肢体协调

攀爬费力、患侧发力减弱、偶有打滑

无法攀爬、极易滑落

直线行走，无偏转、无转圈

行走偏向患侧，轻微偏行

持续向患侧原地转圈

平稳走完全程，步态稳定

行走摇晃、步态不稳、中途停顿

无法行走、踏杆即倾倒

肌张力正常、无震颤

肢体轻微震颤、肌张力异常

明显震颤、肢体僵硬或瘫软

全程无跌落

偶尔跌落，可自行再次攀爬

无法滞留、快速跌落

双侧肢体刺激后回缩反应灵敏对称

患侧感觉迟钝、回缩延迟

患侧感觉消失、无回缩反应

触碰耳郭，迅速甩头、耳动应答

无任何反射反应

轻触角膜，立即闭眼应答

无闭眼反射

声光刺激后出现惊跳、躲避反应

无惊吓反应

仰卧位可迅速自主翻正为俯卧位

无法自主翻身复位

分值/分
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次混合，37 ℃孵育 5 min，再次测定吸光度值 A₂。以

ΔA=A₂-A₁计算净吸光度，再根据标准品浓度制作

标准曲线，计算样品 Cu2+含量。

实 时 荧 光 定 量 PCR 法 检 测 缺 血 半 暗 带 的

FDX1、DLAT、LIAS 及 SLC31A1 的 mRNA 表达：

每组随机取 3 只大鼠各 50 mg 的缺血半暗带组织，

采用 Trizol 法提取总 RNA，按照反转录试剂盒说明

书要求将 RNA 反转录合成 cDNA。以 cDNA 为模

板进行实时荧光定量 PCR 扩增：在 95 ℃下预变性

150 s；94 ℃变性 25 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，
共进行 40 个循环。结果以 GAPDH 为内参对照，采

用 2-△△Ct 法 计 算 得 出 FDX1、DLAT、LIAS 及

SLC31A1 的相对表达量，并以假手术组为标准进行

归一化处理。引物序列见表 2。

Western blot 法检测缺血半暗带铜死亡标志蛋

白 FDX1、DLAT、LIAS 及 SLC31A1 的表达：随机

取每组 3 只大鼠缺血半暗带组织 50 mg，加入含蛋白

酶抑制剂的 RIPA 裂解液，将样品置于冰上裂解

20~30 min，离心后收集上清液，采用 BCA 法对蛋

白浓度进行定量检测，再依据测定结果加入相应

的蛋白上样缓冲液并制备蛋白样品。取制备好

的 蛋 白 样 品 进 行 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳（120 V，

1 h）；采用 300 mA 恒定电流转膜 30 min。使用封

闭液封闭膜 30 min ，用 TBST 缓 冲 液 冲 洗 1 次 。

分别加入一抗 FDX1（1∶1 000）、DLAT（1∶1 000）、

LIAS（1∶1 000）、SLC31A1（1∶1 000）及 内 参

GAPDH 抗体（1∶10 000），置于 4 ℃条件下孵育 15 h，
TBST 冲洗 3 次，每次 5 min。20~25 ℃条件下孵育

二抗（1∶5 000）30 min，再次用 TBST 冲洗 3 次，每次

10 min。ECL 化学发光显色完成后，蛋白表达水平

的半定量分析采用 AlphaEase FC 软件。将目的蛋

白条带灰度值与内参 GAPDH 灰度值的比值作为各

目的蛋白的相对表达量。

1.6　统计学分析

实验数据由 SPSS26.0 统计学软件分析处理，

以均数±标准差（x̄±s）表示，统计数据之前先进行

正态性检验与方差齐性检验。若数据符合正态分

布且方差齐，则采用单因素方差分析进行多组间比

较，LSD 检验用于组间两两比较，配对 t 检验用于组

内前后比较，以 P≤0.05 为差异具有统计学意义的

标准。

2　结果

2.1　各组大鼠干预前与干预后 mNSS 比较

通过对大鼠运动、感觉、平衡协调、生理反射等

方面综合评估得出的评分显示：与假手术组比较，

模型组及 3 个针刺组大鼠 mNSS 评分显著升高（P<
0.01），提示神经功能缺损程度明显加重。针刺介入

后，与模型组比较，0 h 针刺组、24 h 针刺组、48 h 针

刺组 mNSS 评分下降（P<0.01，P<0.05）。与 0 h 针

刺组相比，24 h 针刺组 mNSS 评分升高（P<0.05），

48 h 针 刺 组 mNSS 评 分 升 高 更 明 显（P<0.01）。

见图 1。
2.2　各组大鼠脑缺血梗死区域占比比较

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织梗死区域

体积比明显升高（P<0.01）；与模型组比较，各针刺

组干预后大鼠脑缺血梗死区域体积比均有所下降

（P<0.01）；与 0 h 针刺组相比，24 h 针刺组、48 h 针

刺组大鼠脑缺血梗死区域体积比升高（P<0.01）；与

24 h 针刺组相比，48 h 针刺组大鼠脑缺血梗死区域

体积比升高（P<0.01）。见图 2。
2.3　各组大鼠脑缺血半暗带 Cu2+含量比较

与假手术组比较，脑缺血状态下模型组大鼠缺

血半暗带内 Cu2+含量升高（P<0.01）；与模型组比

较，各针刺组大鼠缺血半暗带组织内 Cu2+含量降低

（P<0.01，P<0.05）。与 0 h 针刺组比较，24 h 针刺

组和 48 h 针刺组大鼠缺血半暗带组织内 Cu2+含量

升高（P<0.01）；与 24 h 针刺组比较，48 h 针刺组缺

血半暗带内 Cu2+含量升高（P<0.01）。见图 3。

表 2　引物序列

Table 2　Primer sequences

基因

FDX1

DLAT

LIAS

SLC31A1

GAPDH

序列（5'→3'）

上游 TTTGGTGCGTGTGAGGGAAC
下游 AGCCCAACCTTGACCTGTCT

上游 TCCGCATCAGAAGGTTCCATT
下游 CTCTCAAACCCAACAGTGGCT

上游 TGCATAATGGACCAGACCTTCAA
下游 CCATGGAGGTAGTCTTAGCCTTT

上游 GGGCTTACCCTGTGAAGACTTT
下游 GTGGTGAGGTGGCATGGTAA

上游 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
下游 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

产物长

度/bp

150

150

122

147

123

注：FDX1 为铁氧还原蛋白 1，DLAT 为二氢硫辛酸转乙

酰基酶，LIAS 为硫辛酸合成酶，SLC31A1 为溶质载体家族

31 成员 1。
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2.4　各组大鼠缺血半暗带 FDX1、DLAT、LIAS 及

SLC31A1 mRNA 表达比较

与假手术组比较，模型组大鼠缺血半暗带中

FDX1、LIAS mRNA 相 对 表 达 量 明 显 下 降（P<
0.01），DLAT、SLC31A1 的 mRNA 相对表达量明显

上升（P<0.01）；与模型组相比，各针刺组大鼠缺

血半暗带中 FDX1、LIAS mRNA 相对表达量上升

（P<0.01），DLAT、SLC31A1 的 mRNA 相对表达

量下降（P<0.01，P<0.05）；与 0 h 针刺组相比，24 h
针刺组、48 h 针刺组 FDX1、LIAS 的 mRNA 相对表

达量下降（P<0.01），DLAT、SLC31A1 的 mRNA
相对表达量升高（P<0.01，P<0.05）；与 24 h 针刺组

相比，48 h 针刺组 FDX1、LIAS 的 mRNA 相对表达

量下降（P<0.01），DLAT、SLC31A1 的 mRNA 相

对表达量升高（P<0.05）。见图 4。
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图 1　各组大鼠干预前后 mNSS评分比较（x̄±s，12只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of mNSS scores before and after intervention of rats in the 5 groups（x̄±s，12只鼠/组）
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与0 h针刺组比较，△△P<0.01；与 24 h针刺组比较，▲▲P<0.01。
图 2　各组大鼠脑缺血梗死区域体积比比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of the relative cerebral infarct volume 

of rats in the 5 groups （x̄±s，3 rats/group）
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图 3　各组大鼠脑缺血半暗带组织 Cu2+含量比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of Cu²⁺ concentration in ischemic 

penumbra tissue of rats in the 5 groups （x̄±s，3 rats/group）
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2.5　各组大鼠缺血半暗带 FDX1、DLAT、LIAS 及

SLC31A1 蛋白表达比较

与假手术组比较，模型组大鼠缺血半暗带组织

中 FDX1、LIAS 蛋 白 表 达 量 降 低（P<0.01），

DLAT、SLC31A1 的蛋白表达量升高（P<0.01）；与

模型组比较 ，各针刺组大鼠缺血半暗带组织中

FDX1、LIAS 的 蛋 白 表 达 量 升 高（P<0.01，P<
0.05），DLAT、SLC31A1 的蛋白表达量降低（P<
0.01）；与 0 h 针刺组比较，24 h 针刺组、48 h 针刺组

FDX1、LIAS 的 蛋 白 表 达 量 降 低（P<0.05），

DLAT、SLC31A1 的蛋白表达量升高（P<0.01，P<
0.05）。见图 5。

3　讨论

急性 IS 发生后，由于梗死区神经元缺血缺氧，

脑组织会出现不可逆的损伤。但是得益于大脑侧

支循环的代偿作用，梗死周边区域，也就是缺血半

暗带附近仍可获得部分血流供应，一定程度上延缓

神经元死亡 [16]。因此，尽早开通闭塞血管，挽救缺血

半暗带神经元，是临床上急性脑梗死治疗及预后的

关键。IS 通常归入中医“中风”的范畴，中风多由气

机失调、脑部血脉阻塞及元神功能失常所致 [17]。论

及缺血性中风的治法，张道宗教授提出“病变在脑，

首取督脉，针刺调神”理论 [18]，督脉为阳脉之海，总督

一身阳气，且循行入络脑，是贯通周身与脑窍的重

要经脉 [19]，也是气血精微上输濡养脑髓的关键通路。

针刺治疗可以激发督脉经气，疏通脑脉，改善脑部

气血灌注 [20]。基于此，本研究选用“百会”“风府”进

行电针干预，百会为督脉与诸阳之会，风府为督脉

与阳维之会，二穴配伍共奏温阳通督、醒脑益髓

之功 [21]。

细胞内 Cu2+过度蓄积是铜死亡的关键诱因 [22]。

当 Cu2+稳态失衡，过量的 Cu2+与脂酰化蛋白结合，

诱导脂酰化蛋白聚集、Fe-S 簇蛋白丢失 [23-24]，从而导
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注：FDX1 为铁氧还原蛋白 1，DLAT 为二氢硫辛酸转乙酰基酶，LIAS 为硫辛酸合成酶，SLC31A1 为溶质载体家族 31 成员 1。
与假手术组比较，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01；与 0 h 针刺组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与 24 h 针刺组比较，

▲P<0.05，▲▲P<0.01。
图 4　各组大鼠脑缺血半暗带组织 FDX1、DLAT、LIAS及 SLC31A1 mRNA表达比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of FDX1， DLAT， LIAS and SLC31A1 mRNA expressions in ischemic penumbra of rats in the 5 groups

（x̄±s，3 rats/group）
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致蛋白质毒性应激，激活炎性反应，最终导致细胞

死亡 [25]。本研究显示，模型组大鼠缺血半暗带内

Cu2+水平显著升高，而各针刺组缺血半暗带 Cu2+水

平较模型组均有所下降，且随着针刺干预时间变

晚，Cu2+水平呈缓慢上升趋势。研究结果说明电针

干预可以调控缺血性脑卒中大鼠再灌注损伤后机

体内的 Cu2+稳态，且早期电针干预可显著增强其调

节作用。

铜死亡的关键特征是蛋白脂酰化修饰异常及

Fe-S 簇蛋白丢失 [26-27]，最终影响线粒体代谢通路。

FDX1、LIAS、DLAT 是介导该过程的关键蛋白。

脑组织缺血缺氧后，缺血半暗带中线粒体内 Cu2+异

常蓄积，FDX1 主要存在于线粒体中，可将 Cu2+还原

成 Cu+，而游离的 Cu+可直接破坏 FDX1 的 Fe-S 簇

结构 [6]，导致其构象异常并被泛素化降解。同时该

蛋白也是 Cu2+的直接作用靶点，能够介导 Cu2+在线

粒体内的积累 [28]。LIAS 是参与线粒体蛋白脂酰化

修饰的关键合成酶，与 FDX1 一样含有 Fe-S 簇成

分 [29]，FDX1 为 LIAS 合成硫辛酸提供必需的还原当

量 ，当 FDX1 表 达 水 平 下 调 以 及 游 离 Cu+ 增 多 ，

LIAS Fe-S 簇结构稳定性与活性下降，与 FDX1 同

步降解，影响硫辛酸的合成，从而介导三羧酸循环

（TCA）中酶的脂酰化修饰 [30]，激活线粒体蛋白毒性

应激。因脂酰化修饰紊乱而残留的 DLAT 是 LIAS
介导脂酰化修饰的核心靶蛋白 [31]，可与 Cu+特异性

结合，引发异常寡聚化 [32]，形成蛋白毒性产物，加重

毒性应激反应，推动铜死亡进程。本研究中模型组

FDX1、LIAS 的 mRNA 及 蛋 白 表 达 量 下 降 ，而

DLAT 的 mRNA 及总蛋白表达量上调，验证铜死亡

参与 CIRI；而针刺后各组 FDX1、LIAS 的 mRNA 及

蛋白表达量均上调，说明针刺一定程度上可以干预

细胞铜死亡进程，保护脑组织，而 DLAT 的 mRNA
及总蛋白表达量均下降，说明针刺可以下调 DLAT
的异常表达，维持 DLAT 总蛋白水平，进而可能通

过改善其脂酰化稳态，减少相关蛋白异常寡聚，降

低线粒体毒性应激。并且 0 h 针刺组对于 FDX1、
LIAS、DLAT 的调控作用优于其余时间点针刺组，

说明电针早期介入更有利于抑制铜死亡发生，减轻

脑损伤。此外，SLC31A1 是一种高亲和力的铜转运

蛋白，通过控制 Cu2+ 跨膜内流，同时调控 FDX1、
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注：FDX1 为铁氧还原蛋白 1，DLAT 为二氢硫辛酸转乙酰基酶，LIAS 为硫辛酸合成酶，SLC31A1 为溶质载体家族 31 成员 1。
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图 5　各组大鼠脑缺血半暗带组织 FDX1、DLAT、LIAS及 SLC31A1蛋白表达比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of FDX1， DLAT， LIAS and SLC31A1 protein expressions in ischemic penumbra of rats in the 5 groups

（x̄±s，3 rats/group）
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LIAS、DLAT 介导的蛋白质脂酰化过程来决定细胞

铜的超载程度，是铜死亡的上游关键启动因子 [33]。

研究结果显示各针刺组 SLC31A1 的 mRNA 及蛋白

表达均下降，说明针刺还可能通过调控 SLC31A1
干预铜死亡。

本研究主要从分子生物学层面出发，验证了

CIRI早期针刺介入可以有效调控 FDX1、LIAS 等关

键蛋白的表达水平，维持机体 Cu2+稳态，进而抑制

铜死亡进程，实现缩小脑梗死病灶体积、缓解脑组

织损伤程度、发挥神经功能保护作用的效果；尽早

针刺介入可能挽救部分缺血半暗带神经元，阻止其

向梗死灶转化。研究结果为临床急性 IS 的诊疗提

供了全新作用靶点与思路，也为针刺疗法应用于急

性 IS 临床治疗提供了可靠的实验依据。与此同时，

本研究仅围绕铜死亡相关标志性蛋白表达开展检

测分析，未从形态学维度深入探究线粒体超微形态

结构与功能改变，因此后续研究中需进一步观察线

粒体形态结构、呼吸速率及膜电位变化，系统深入

阐明铜死亡在线粒体呼吸功能调控中的作用，以及

针刺通过调控铜死亡相关蛋白改善 CIRI 神经功能

的具体分子机制。此外，本研究仅检测 DLAT 总蛋

白表达，未检测脂酰化修饰型 DLAT。LIAS 通过

调控 DLAT 的脂酰化修饰水平激活蛋白质毒性应

激，而非单纯调控 DLAT 总蛋白丰度，后续研究可

采用脂酰化特异性抗体检测脂酰化 DLAT，进一步

明确电针对脂酰化修饰的调控作用。
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