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【摘　要】　目的：观察手十二井穴刺络法（简称井穴刺络）干预能否经由白细胞介素 10（IL-10）/信号转导与

转录激活因子 1（STAT1）途径，调控小胶质细胞与巨噬细胞表型极化，抑制过度神经炎性反应及神经元凋

亡，进而改善颅脑损伤引起的神经功能缺损。方法：本研究采用雄性 C57BL/6 小鼠，实验共包含 3 项子实

验。采用电子控制性脑皮质撞击仪行皮层撞击，制备创伤性颅脑损伤（TBI）模型。实验一随机选取 12 只健

康小鼠做为假手术组，造模成功的 24 只小鼠随机均分为模型组、井穴刺络组；实验二采用 STAT1 激动剂

2-NP 激活 STAT1，验证 STAT1 是否参与井穴刺络抗炎效应，将造模成功的小鼠随机分为模型组、井穴刺

络组、井穴刺络+2-NP 组，每组 12 只；实验三观察 IL-10 在井穴刺络抗炎中的作用，将造模成功的小鼠随机

分为模型组、井穴刺络组、井穴刺络+IL-10 拮抗组，每组 10 只。井穴刺络组、井穴刺络+2-NP 组、井穴刺络+ 
IL-10 拮抗组小鼠在造模后即刻、24、48 h 各进行 1 次井穴刺络放血治疗；井穴刺络+2-NP 组于造模前及井

穴刺络前 1 h 腹腔注射 2-NP，井穴刺络+IL-10 拮抗组于井穴刺络后 1 h 于受损皮层对侧脑室注射 IL-10 中

和抗体以拮抗内源性 IL-10。采用改良神经功能缺损（mNSS）评分、旷场实验评估神经功能及运动功能，免

疫荧光法检测受损皮层凋亡神经元（NeuN+TUNEL+）、离子钙结合衔接分子 1 阳性小胶质细胞数量，液相

芯片检测法测定受损皮层炎性因子水平，Western blot 法检测 STAT1、磷酸化（p）-STAT1 蛋白表达，流式细

胞术检测受损皮层 M1 型小胶质细胞、外周巨噬细胞比例。结果：与假手术组比较，模型组小鼠 mNSS 评分

升高（P<0.01），总移动距离减少（P<0.01，P<0.05），运动皮层 M1/M2 区域的凋亡神经元占比、受损皮层

小胶质细胞占比升高（P<0.05，P<0.01），受损皮层中 p-STAT1/STAT1 比值、IL-10、白细胞介素 2（IL-2）
水平升高（P<0.01）。与模型组比较，井穴刺络组小鼠 mNSS 神经功能缺损评分在造模后 6、48 h 降低（P<
0.01，P<0.05），48 h 时的总移动距离增加（P<0.01），凋亡神经元数量、受损皮层小胶质细胞占比下降（P<
0.05，P<0.01），受 损 皮 层 中 抗 炎 因 子 IL-10 水 平 升 高（P<0.01），IL-2 水 平 和 STAT1 磷 酸 化 水 平 下 降

（P<0.05）。与井穴刺络组比较，井穴刺络 +2-NP 组小鼠 mNSS 评分、M1 型小胶质细胞占比升高（P<
0.01）；井穴刺络+IL-10 拮抗组 mNSS 评分、p-STAT1/STAT1 比值升高（P<0.05，P<0.01），M1 型巨噬细

胞、M1 型小胶质细胞占比升高（P<0.05）。结论：井穴刺络法可通过 IL-10/STAT1 途径抑制小胶质细胞/
巨噬细胞 M1 型极化，减少受损皮层炎性反应及神经元凋亡，改善神经功能缺损。
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Protective effect of bloodletting at twelve Well-points of hand on neurological function by 

regulating cortical microglia/macrophage polarization through the IL-10/STAT1 pathway in 

mice with traumatic brain injury
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Qin Siru1，2， Xu Zhifang3，4，5 （1 Research Center of Experimental Acupuncture Science，  Tianjin University of Traditional Chinese 
Medicine，  Tianjin 301617，  China； 2 College of Acupuncture-Moxibustion and Tuina，  Tianjin University of Traditional 
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【ABSTRACT】　 Objective　To observe whether pricking blood therapy at the twelve Well points of the hand （Well-

point bloodletting） can regulate the cortical phenotypic polarization of microglia and macrophages via the interleukin-10 

（IL-10）/signal transducer and activator of transcription 1（STAT1） pathway， suppress excessive neuroinflammation and 

neuronal apoptosis， and thereby alleviate neurological deficits induced by traumatic brain injury （TBI） in mice. 

Methods　Male C57BL/6 mice were used in the present study which is composed of 3 experiments. The TBI model 

was established by using an electronically controlled cortical impact device to perform cortical impact. Experiment 

1： twelve mice randomly selected were used as the sham-operation group. Twenty-four TBI mice were randomly and 

equally divided into a model and a Well-point bloodletting group. Mice in the Well-point bloodletting group received 

interventions at 6 h， 24 h and 48 h after TBI respectirely. The modified neurological severity score （mNSS） and open 

field test were used to assess the mouse’s neurological deficits and locomotor function. Immunofluorescence staining 

was used to detect the apoptotic neurons （NeuN+TUNEL+） and the number of microglia （IBA1+） in the injured cerebral 

cortex tissues. Liquid chip assay was performed to measure the levels of inflammatory factors in the injured cortical 

tissues， and Western blot was used to detect the expression of cortical STAT1 protein. Experiment 2： The STAT1 

agonist 2-NP was applied to activate STAT1 to verify whether STAT1 mediates the anti-inflammatory effect of Well-point 

bloodletting. Thirty-six TBI mice were randomly and equally divided into model， Well-point bloodletting and Well-point 

bloodletting+2-NP groups. Mice in the Well-point bloodletting+2-NP group received intraperitoneal injection of 2-NP 1 h 

before modeling and each bloodletting intervention. The mNSS was used to assess the neurological function， and flow 

cytometry was utilized to quantify the proportions of M1 microglia and macrophage in the injured cerebral cortex. 

Experiment 3： this part of the study is conducted to clarify the pivotal role of IL-10 in the anti-inflammatory effect of Well-

point bloodletting. The successfully modeled TBI mice were randomly allocated to the model， Well-point bloodletting and 

Well-point bloodletting+IL-10 antagonist groups， with 10 mice in each group. Mice in the IL-10 antagonist group received 

injection of IL-10 neutralizing antibody into the lateral ventricle on the contralateral side of the injured cortex 1 h after 

each bloodletting intervention to block the endogenous IL-10. The neurological deficits were evaluated using mNSS. 

Western blot was used to detect STAT1 phosphorylation in the brain tissues， and the flow cytometry was applied to 

measure the nroportions of M1 microglia and macrophage in the injured cerebral cortex tissues. Results　 Well-point 

bloodletting significantly reduced the mNSS scores at 6 h and 48 h （P<0.01， P<0.05） after TBI， down-regulated the 

proportions of apoptotic neurons and microglia （P<0.05， P<0.01）， STAT1 phosphorylation （P<0.05） and IL-2 content 

（P<0.05）， and increased the total travel distance 48 h after TBI （P<0.01） and IL-10 content （P<0.01）. Well-point 

bloodletting+2-NP administration eliminated the effects of bloodletting in down-regulating the mNSS score after TBI （P<

0.01） and the proportion of M1 microglia （P<0.01）. Well-point bloodletting+IL-10 antagonist administration abolished 

the effects of Well-point bloodletting in lowering the mNSS score at 6， 24 and 48 h after TBI （P<0.05， P<0.01）， 

suppressing STAT1 phosphorylation （P<0.05） and in reducing the proportions of M1 microglia and M1 macrophage in 

the injured cerebral cortex （P<0.05）. Conclusion　 Well-point bloodletting can improve the neurological deficits and 

motor function in TBI mice， which may be related to its functions in inhibiting M1 polarization of microglia and 

macrophage through the IL-10/STAT1 pathway， and mitigating cortical neuroinflammation and neuronal apoptosis.

【KEYWORDS】　 Traumatic brain injury； Well-point bloodletting； Cerebral cortex； Microglia； Macrophage； 

Neuroinflammation； STAT1； IL-10

创伤性颅脑损伤（TBI）是指由于外界剧烈冲击 力直接作用于脑部导致的脑组织损害，其已成为当

·· 2



针刺研究

前全球范围内主要致死致伤的原因之一 [1]。TBI 后
继发性损伤是在原发性损伤基础上，由多种因素介

导的脑组织进行性损害 [2]。其中，神经炎性反应是

介导 TBI继发性损伤的核心病理机制。TBI超急性

期快速启动脑内炎性级联反应：小胶质细胞活化、

外周免疫细胞浸润诱发神经炎性反应，大量肿瘤坏

死因子 α、肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体释放，

激活外源性凋亡通路，诱导神经元凋亡并造成永久

性神经功能损伤 [3]。

目前，糖皮质激素与非甾体抗炎药等药物仍是

临床治疗 TBI 后神经炎性反应的主流药物 [4]。但长

期、大剂量使用该类药物易诱发胃肠道损伤、机体

免疫功能抑制等多种不良反应，极大限制了其长期

临床应用与治疗安全，亟需探索不良反应更低的替

代或协同治疗方案。手十二井穴刺络放血疗法（简

称井穴刺络）是中医传统特色急救疗法，历来被广

泛应用于各类脑病急症的抢救与干预，在急性颅脑

损伤的应急救治及预后改善中具备独特优势。临

床研究证实井穴刺络能够有效改善颅脑创伤患者

意识障碍，促进肢体运动功能缺损恢复 [5]。M1/M2
运动皮层为执行运动输出的重要脑区，其受损会显

著影响小鼠平衡能力及肢体力量 [6]。前期研究显

示，井穴刺络可减少 TBI 小鼠运动皮层 M1 型小胶

质细胞数量并降低受损脑组织中炎性因子、凋亡等

相关基因的异常表达，通过抑制过度炎性反应进而

促进神经元存活 [7]，然而其抗炎效应的分子机制尚

未阐明。信号转导与转录激活因子 1（STAT1）的

磷酸化激活在 TBI 后神经炎性反应发展中发挥关

键调控作用 ，多项研究报告脑外伤后脑组织中

STAT1 被显著激活 [8-9]。激活后的 STAT1 可入核

并介导小胶质细胞、巨噬细胞向促炎 M1 型极化，加

剧脑内炎性损伤级联反应，敲除 STAT1 基因可显

著抑制 TBI 后过度炎性反应，有效促进机体长期神

经功能修复 [10-11]。由此可见，调控 STAT1 活性、抑

制过度神经炎性反应，是改善 TBI 后神经功能损伤

及优化患者预后的潜在关键治疗策略。已有研究

表明，白细胞介素 10（IL-10）作为单核/巨噬细胞分

泌的核心抗炎因子可通过与其受体结合激活 Janus
激 酶 1/酪 氨 酸 激 酶 2（JAK1/TYK2）通 路 抑 制

STAT1 磷酸化，阻断免疫细胞的促炎转录程序，调

节免疫细胞功能表型进而减轻炎性反应 [12-13]。然

而，目前尚无研究系统探讨井穴刺络对受损皮层

中 IL-10 水平的调控作用，以及其是否通过调控

IL-10/STAT1 信号轴来抑制 TBI后神经炎性反应。

基于上述研究背景，本研究以井穴刺络的抗炎神经

保护效应为切入点，构建 TBI 小鼠模型，系统检测

井穴刺络干预后脑组织免疫细胞极化状态、IL-10
表达水平及 STAT1 活性变化，并结合 STAT1 激活

及 IL-10 中和等通路调控实验，阐明井穴刺络放血

疗法通过 IL-10/STAT1 信号轴抑制过度神经炎性

反应，改善 TBI 后神经功能损伤的作用机制，为该

中医特色疗法的临床应用提供实验依据与理论

支撑。

1　材料与方法

1.1　实验动物

本研究选用 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠 120 只，

鼠龄为 8 周，小鼠购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，生产许可证编号：SCXK（京）2026-0008。
于天津中医药大学动物中心进行饲养管理，每笼

5 只，环境温度控制在 22~25 ℃，湿度保持 50%~
60%，光照周期为 12 h 光照/12 h 黑暗交替，自由摄

食饮水，适应性饲养 1 周。本实验方案经天津中医

药大学实验动物伦理审查委员会批准实施（批准

号：TCM-LAEC2023209y1556）。

1.2　主要试剂与仪器

神经无核抗原（NeuN）抗体（英国 Abcam）、离

子钙结合衔接分子 1（IBA1）抗体（日本 Wako），

Luminex® Assay 试 剂 盒（美 国 R&D Systems），

STAT1、磷酸化（p）-STAT1 抗体、GAPDH（美国

CST），驴抗小鼠 IgG、山羊抗兔 IgG（天津优抗），

ECL 超敏发光液（上海碧云天），抗体稀释液（上海

七纯），TUNEL 染色试剂盒、RIPA 裂解液、蛋白磷

酸酶抑制剂（武汉赛维尔），BCA 蛋白定量试剂盒

（武汉博士德），彩色蛋白预染 marker、CD86、CD45、
CD11b 流式抗体（美国 Thermo Fisher），胶原酶 IV、

DNA 酶、Percoll 分选液、红细胞裂解液、1640 培养

液、蛋白上样缓冲液、电转液、TWEEN-80、DMSO、

PEG300（北京索莱宝），2-NP （美国 Glpbio），IL-10
中和抗体（美国 BioXCell）。

一次性针灸针（华佗牌，0.45 mm×40 mm，苏

州医疗用品厂），电子控制性脑皮质撞击仪（美国

Custom&Design），冰冻切片机、荧光显微镜（德国徕

卡），Luminex® 200 ™ 液 相 芯 片 检 测 系 统（美 国

R&D System），超速离心机、细胞破碎仪、酶标仪、

稳压稳流电泳仪、垂直电泳槽、湿转电转印仪（美国

Bio-Rad），流式细胞仪（美国 Thermo Fisher），全自

动脑立体定位仪（深圳市瑞沃德），旷场实验系统
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（荷兰诺达思），ImageJ软件（美国 NIH）。

1.3　造模方法

假手术组仅行麻醉、备皮、消毒、头皮切开，不

给予皮层撞击处理，不进行井穴刺络放血，其余组

均进行造模处理。造模方法：参照本课题组既往方

法建立小鼠重型 TBI模型 [14]。小鼠术前 12 h 禁食不

禁水，次日称重、麻醉备皮后俯卧固定于脑立体定

位仪；头皮正中切开 1.5 cm 纵行切口，双氧水消毒

后剥离右顶骨骨膜，以前囟与人字缝尖连线中点偏

右 2 mm 为圆心，牙科磨钻磨出直径 4 mm 圆形颅

窗，磨薄颅骨且不损伤硬脑膜，待夹尾反射消失后

采用电子控制性脑皮质撞击仪行皮层撞击。撞击

参数：打击臂倾角 20°、停留时间 120 ms、撞击速度

4.5 m/s、撞击深度 2.0 mm。撞击后待生命体征平

稳后逐层缝合。撞击后，小鼠出现短暂呼吸暂停，

受损皮层肿起，后肢轻微抽搐即视为造模成功。

1.4　分组及干预方式

实验一：随机选取 12 只健康小鼠作为假手术

组，其余小鼠进行造模，选取造模成功的小鼠随机

分为模型组、井穴刺络组，每组 12 只。实验二：另选

取造模成功的小鼠随机分为模型组、井穴刺络组、

井穴刺络+2-NP 组，每组 12 只。实验三：另选取造

模成功的小鼠并随机分为模型组、井穴刺络组、井

穴刺络+IL-10 拮抗组，每组 10 只。井穴刺络组、井

穴刺络+2-NP 组及井穴刺络+IL-10 拮抗组在造模

后即刻、24 h 及 48 h 各进行 1 次井穴刺络放血治疗。

操作步骤：在小鼠双侧前肢十二井穴处，用 26 号直

径 0.45 mm 的毫针刺入皮肤 1 mm，每个穴位点刺

1~2 下，出血量为每穴每次 2~3 μL，干预总时长约

为 5 min。穴位的定位应参考人体相应穴位的解剖

标志，结合比较解剖学，在小鼠双侧前肢的相应部

位选取每侧 6 个穴位的手十二井穴（少商、商阳、中

冲、关冲、少冲、少泽），模型组小鼠给予相同时间束

缚，但不进行针刺操作。

药物注射：为排除麻醉药物干扰并保障动物存

活率，井穴刺络+2-NP 组于造模及井穴刺络前 1 h
经腹腔给予 2-NP，给药剂量参照本团队既往研究设

置为 5 mg/kg[15]；模型组与井穴刺络组同步注射对

照溶剂。为充分拮抗内源性升高的 IL-10，井穴刺

络+IL-10 拮抗组共注射两次 IL-10 中和抗体，分别

于第 1、2 次井穴刺络后 1 h 于损伤皮层对侧脑室注

射 IL-10 中和抗体，药液浓度为 6 mg/mL，单鼠注射

体积 1 μL；模型组与井穴刺络组小鼠同步注射等体

积的无菌 PBS 溶液。

1.5　观察指标及检测方法

改 良 型 神 经 功 能 缺 损 评 分（mNSS）：采 用

mNSS 量表对各组小鼠进行评分，评分时间为造模

后 6、24、48 h。为避免井穴刺络对评分造成影响，井

穴刺络组首次评分为造模后 6 h，后续于第 2、3 次井

穴刺络后 2 h 进行评分。评分研究人员为经过培训

合格后的非本实验研究人员，实施实验分组盲法对

小鼠运动、感觉、平衡和反射等 4 个方面进行行为学

评价，记录各项评分和总分，总得分为 0~18 分，0 分

表示小鼠神经功能正常，18 分表示实验小鼠意识丧

失（昏迷）或死亡。

旷场实验评估神经功能缺损及运动功能：小鼠

提前适应环境 1 h，以 75% 乙醇清洁旷场并晾干，调

试摄像设备。将小鼠靠墙置于旷场中央，记录 6 min
自发活动。每只小鼠测试后及时用乙醇擦拭、晾

干装置再进行下一只。实验结束后用 Smart3.0 软

件 分 析 运 动 轨 迹 、总 移 动 距 离 ，评 价 小 鼠 运 动

功能。

免疫荧光法检测受损皮层凋亡神经元（NeuN+ 
TUNEL+）、小胶质细胞（IBA1+）数量：干预结束

后，采用 1.25% 三溴乙醇对小鼠进行腹腔注射麻

醉，给药剂量按小鼠体质量计算（0.12 mL/g）。经

心脏灌流后取材，剥离完整脑组织后多聚甲醛固定

20 h，按照 20%、30%、30% 浓度配制蔗糖溶液并进

行梯度脱水，冰冻包埋，使用冰冻切片机制作 10 μm
脑组织切片。染色前将切片置于 37 ℃烘箱复温

5 min，PBS 漂洗 3 次；滴加适量 BSA 溶液室温封

闭 1 h，随后加入一抗稀释液 IBA1（1∶800）、NeuN
（1∶600），4 ℃孵育过夜。次日取出切片，PBS 漂洗

3 次，沥干后滴加荧光二抗（1∶400）室温孵育 1 h；弃
去二抗后再次 PBS 漂洗 3 次，加入 DAPI 染色液孵

育染核 10 min，去除残留染液，PBS 充分漂洗 3 次。

常规封片、自然晾干后，使用荧光显微镜拍摄目标

脑区（M1/M2 运动皮层）小胶质细胞图像并利用

ImageJ 软件进行计数。小胶质细胞占比为 IBA1
与 DAPI 双 阳 性 细 胞 数 目 占 DAPI 阳 性 细 胞 总

数 的 比 例 。 免 疫 荧 光 染 色 结 束 后 ，向 NeuN 染

色切片滴加 100 μL Proteinase K 工作液通透组织

13 min，PBS 漂洗；再加入 Triton X-100 破膜缓冲液

处理 20 min，弃液后 PBS 漂洗 3 次。每片滴加 50 μL
平衡缓冲液（Equilibration Buffer）室温平衡 10 min，
吸去多余缓冲液后，加入 57 μL TdT 孵育缓冲液，

37 ℃避光孵育 1 h；反应结束后 PBS 漂洗。切片甩

干后经 DAPI 避光染核 10 min，PBS 洗涤、封片后使

·· 4



针刺研究

用荧光显微镜拍摄目标脑区（M1/M2 运动皮层）凋

亡神经元并使用 ImageJ软件进行计数。TUNEL 染

色体系中，NeuN 标记神经元呈绿色荧光，TMR-5-

dUTP 特异性标记凋亡细胞核呈红色荧光，DAPI复
染所有细胞核呈蓝色荧光。通过 NeuN 与 TUNEL
共定位，可精准区分正常神经元与凋亡神经元。凋

亡神经元占比为 TUNEL 与 NeuN 双阳性细胞数目

占 NeuN 阳性细胞总数的比例。

液相芯片检测受损皮层组织 IL-10、白细胞介

素 2（IL-2）水平：干预结束后，采用 1.25% 三溴乙醇

对小鼠进行腹腔注射麻醉，给药剂量按小鼠体质量

计算（0.12 mL/g）。麻醉后进行心脏灌流以排除外

周血液影响，分离受损皮层后置入 EP 管中。向 EP
管中加入专用蛋白裂解液，经超声破碎处理，超速

离心后收集上清液。运用 BCA 法测定上清液蛋白

浓度，并统一调至 5 µg/μL，置于 -80 ℃低温保存。

选用 R&D Systems 预包被 IL-2、IL-10 特异性抗体

的液相芯片试剂盒，在 Luminex 200 检测系统上开

展实验，严格遵循配套仪器快速操作规程。实验时

将荧光编码微球稀释混匀后加入 96 孔板，分别加入

50 μL 标准品、质控样品与待测样本，室温避光振荡

孵育。洗涤后添加生物素标记检测抗体避光孵育，

再次洗涤后加入链霉亲和素 -藻红蛋白复合物避光

反应。洗脱未结合物质，加入读数缓冲液重悬微

球，上机采集荧光信号，配套软件拟合标准曲线，定

量计算样本中 IL-2、IL-10 浓度。

Western blot法检测小鼠受损皮层区域 STAT、

p-STAT1 的蛋白表达：干预结束后，采用 1.25% 三

溴乙醇对小鼠进行腹腔注射麻醉，给药剂量按小鼠

体质量计算（0.12 mL/g）。取小鼠受损侧皮层，按

比例加入 RIPA 裂解液充分裂解，离心后取上清，利

用 BCA 法测定蛋白浓度并调平至 5 µg/μL。蛋白

样本与上样缓冲液混匀后沸水浴变性，取等量待测

样品（每孔 6 μL）行 SDS-PAGE 电泳。浓缩胶阶段

80 V 恒压电泳 30 min，分离胶阶段调整为 120 V
电泳 90 min。电泳结束后采用湿式转印法将蛋白

转移至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶室温摇床封闭 1 h。
弃 封 闭 液 ，分 别 加 入 一 抗 p-STAT1（1∶300）、

STAT1（1∶1 000）、GAPDH（1∶20 000），4 ℃孵育

过夜；TBST 缓冲液洗涤后，室温孵育对应二抗

（山羊抗兔 IgG-HRP，1∶10 000；驴抗小鼠 IgG-HRP，

1∶5 000）1 h，抗体孵育前后均以 TBST 充分漂洗 3
次。采用 ECL 化学发光试剂进行条带显影，以

GAPDH 作为内参蛋白，使用 Image J 软件分析各蛋

白条带灰度值，以目标蛋白与内参蛋白灰度值比值

作为蛋白相对表达量。

流式细胞术检测受损皮层组织 M1 型小胶质细

胞/巨噬细胞数量：干预结束后，采用 1.25% 三溴乙

醇对小鼠进行腹腔注射麻醉，给药剂量按小鼠体质

量计算（0.12 mL/g）。经心脏灌流后取受损侧脑皮

层，冰浴保存并剪碎，加入胶原酶和 DNA 酶 37 ℃水

浴消化，HBSS 终止消化后离心，经红细胞裂解液裂

解红细胞、Percoll 分选纯化细胞，得到单细胞悬液；

随后加入 Fc 受体阻断剂孵育，再加入预混表面抗体

（CD45，1.5 μL/样本；CD11b，1.5 μL/样本；CD86，
2 μL/样本）室温孵育，HBSS 洗涤离心；固定破膜液

固定破膜，加入胞内抗体孵育，经破膜液洗涤离心

后，用流式染色缓冲液重悬，上机检测。

1.6　统计学处理

所有实验数据采用 SPSS21.0 软件进行统计分

析，使用 GraphPad Prism 9.0 软件进行制图。计量

资料先行正态性检验，符合正态分布且方差齐，采

用单因素方差分析，进一步组间两两比较用 LSD 检

验。实验数据以均数±标准误（x̄±sx）表示。以 P≤
0.05 为差异有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　TBI小鼠模型验证

两组小鼠全脑组织背侧大体外观显示，对照组

小鼠大脑半球形态完整对称，皮层表面光滑平整，

脑组织呈均匀淡乳白色，无局部淤血、出血及组织

缺损病灶，中线分界清晰，整体未见肉眼可见损伤；

模型组小鼠单侧大脑皮层可见局灶性鲜红色出血

灶，病灶周边伴随轻度充血泛红，提示造模后出现

明确皮层微血管破损、局部出血性脑损伤，脑组织

损伤区域与正常皮层组织分界肉眼可辨，提示脑损

伤模型构建成功。见图 1。

假手术组 模型组

图 1　假手术组和模型组小鼠完整脑组织比较

Fig. 1　Comparison of whole brain tissues in mice 

between model and control groups
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2.2　井穴刺络可有效改善 TBI 小鼠神经功能缺损

及运动功能

模型组小鼠造模后 6、24、48 h 的 mNSS 评分均

高于假手术组（P<0.01），井穴刺络组 6 h 和 48 h 的

mNSS 评分低于模型组（P<0.01，P<0.05），24 h 井

穴刺络组 mNSS 评分较模型组有下降趋势，但差异

无统计学意义。旷场实验结果显示，6 h 时模型组小

鼠的总移动距离较假手术组减少（P<0.01），且出现

偏瘫及向患侧转圈表现，始终停留在起始区域，井

穴刺络组总移动距离较模型组减少（P<0.05）；24 h
时模型组较假手术组有下降趋势但差异无统计学

意义，井穴刺络组较模型组差异无统计学意义；48 h
时模型组较假手术组减少（P<0.05），井穴刺络组较

模型组增加（P<0.01）。见图 2。

2.3　井穴刺络可抑制 TBI 小鼠受损皮层神经元凋

亡，减少小胶质细胞数量

与假手术组比较，模型组小鼠运动皮层 M1/
M2 区域的凋亡神经元占比（红色与绿色共染细

胞÷绿色细胞）增加（P<0.05），小胶质细胞占比

升高（P<0.01）；与模型组比较，井穴刺络组小鼠

凋亡神经元数量减少（P<0.05），小胶质细胞占比

降低（P<0.01）。见图 3、图 4。
2.4　井穴刺络下调受损皮层 STAT1 活性并上调

IL-10、IL-2 水平

与假手术组比较，模型组小鼠受损皮层组织中

p-STAT1/STAT1 比值升高（P<0.01），提示 TBI
后 STAT1 信号通路明显激活；与模型组比较，井穴

刺 络 组 受 损 皮 层 中 p-STAT1/STAT1 比 值 降 低

（P<0.05），表 明 井 穴 刺 络 能 够 抑 制 TBI 诱 导 的

STAT1 磷酸化活化，见图 5。进一步炎性因子 IL-

10 和 IL-2 水平检测结果显示，假手术组小鼠受损皮

层中 IL-10 及 IL-2 蛋白表达量均低于检测阈值，未

获得有效定量结果；模型组 IL-10 和 IL-2 水平升高

至可检测水平（P<0.01）。干预后与模型组比较，井

穴刺络组 IL-10 表达水平升高（P<0.01），IL-2 表达

水平降低（P<0.05）。见图 6。
2.5　STAT1 通路参与井穴刺络法抑制小胶质细

胞/巨噬细胞 M1 型极化及改善神经功能缺损

与模型组比较，井穴刺络组 mNSS 评分在各时

间点均降低（P<0.01，P<0.05）；与井穴刺络组比
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注：mNSS 为改良神经功能缺损评分。左上方为小鼠 mNSS 评分柱状图，右上方为小鼠旷场实验中的总移动距离柱状图，

下方图片为小鼠在旷场中的运动轨迹图。与假手术组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01。
图 2　各组小鼠 mNSS评分及旷场实验运动距离比较（x̄±sx，12只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of mNSS scores and total travel distances of mice in the 3 groups （x̄±sx，12 mice/group）
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较，井穴刺络+2-NP 组 mNSS 评分在各时间点均上

升（P<0.01），提示腹腔注射 2-NP 可显著拮抗井穴

刺络法的治疗效应。见图 7。
进一步利用流式细胞术观察受损皮层中 M1 型

巨噬细胞（CD45highCD11b+CD86+）及 M1 型小胶质

细胞（CD45lowCD11b+CD86+）数量，结果显示，井穴

刺络组小鼠 M1 型小胶质细胞占比较模型组降低

（P<0.05），井穴刺络+2-NP 组 M1 型小胶质细胞

占比较井穴刺络组升高（P<0.01）。模型组与井穴

刺络组 M1 型巨噬细胞数量差异无统计学意义，井

穴刺络+2-NP 组 M1 型巨噬细胞数量较井穴刺络

组有上升趋势，但差异无统计学意义。见图 8。
2.6　井穴刺络通过 IL-10/STAT1 途径改善小鼠神

经功能缺损及抑制巨噬/小胶质细胞促炎型极化

井穴刺络组小鼠 mNSS 评分较模型组降低

（P<0.05），井穴刺络+IL-10 拮抗组 mNSS 评分在
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图 3　各组小鼠受损皮层凋亡神经元数量（免疫荧光法/TUNEL染色，x̄±sx，4只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of apoptotic neuron numbers in injured cerebral cortex of mice in the 3 groups 

（immunofluorescence/TUNEL staining， x̄±sx，4 mice/group）
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图 4　各组小鼠受损皮层小胶质细胞数量比较（免疫荧光法，x̄±sx，4只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of microglia numbers in injured cerebral cortex of mice in the 3 groups 

（immunofluorescence， x̄±sx，4 mice/group）
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各时点均高于井穴刺络组（P<0.05，P<0.01），提示

脑室注射 IL-10 中和抗体显著拮抗井穴刺络对 TBI
小鼠神经功能的改善效应，见图 9。井穴刺络组

p-STAT1/STAT1 比 值 较 模 型 组 有 下 降 趋 势 ，

但差异无统计学意义；井穴刺络 +IL-10 拮抗组

p-STAT1/STAT1 比 值 较 井 穴 刺 络 组 升 高（P<
0.05）。见图 10。

与模型组比较，井穴刺络组小鼠 M1 型巨噬细

胞、M1 型小胶质细胞占比下降（P<0.05）；与井穴

刺络组比较，井穴刺络+IL-10 拮抗组小鼠 M1 型巨

噬细胞、M1 型小胶质细胞占比升高（P<0.05）。见

图 11。

3　讨论

在中医传统理论中，TBI 又被称为“巅顶骨折”

“头部内伤”，其主要病机被明确为“堕坠而恶血留

内”。本病病位专属在脑，具有起病骤急、病势凶

险、病情危重、致残率及后遗症发生率高等临床特

征。井穴刺络法是极具中医特色的急救疗法，井穴

居于四肢末端，为十二经脉经气始发之处，刺络放

血的独特操作顺应“菀陈则除之”的治疗原则，对应

TBI“瘀血阻滞脑窍”的病机。古典医籍记载井穴可

主治各类急性脑病，《医宗金鉴》将其誉为起死回生

之妙穴。团队基于既往井穴理论、临床、基础及转

化相关研究提出“井-脑相关”理论 [16]。其中，临床研

究井穴刺络联合薏苡仁鼻饲可快速改善重型 TBI
患者的意识水平 [5]，有效促进中风患者神经功能恢

复 [17]。恢复期应用井穴刺络联合康复训练能够有效

促进患者运动功能恢复，改善脑卒中后肩手综合

征 [18-19]。现有基础研究则提示井穴刺络可通过逆转

TBI小鼠低凝状态改善局部脑血流、抑制凋亡、促进

细胞增殖等方式改善神经功能缺损 [9,12-13]。与既往

研究一致，本研究结果显示，TBI后小鼠出现明显神

经功能缺损，井穴刺络可降低 TBI 小鼠 6 h 及 48 h
的 mNSS 评分，增加井穴刺络组小鼠 48 h 的旷场内

总移动距离。需要注意的是，24 h mNSS 干预组与
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Fig. 5　Comparison of expression levels of STAT1 protein 

in the injured cerebral cortex of mice in the 3 groups 

（x̄±sx，4 mice/group）
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图 6　各组小鼠受损皮层区域 IL-10及 IL-2水平比较

（x̄±sx，8只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of IL-10 and IL-2 levels in the injured 

cerebral cortex of mice in the 3 groups （x̄±sx，8 mice/group）
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模型组相比有明显下降趋势，同时点旷场总移动距

离两组差异无统计学意义，而治疗即刻（6 h）与干预

后期（48 h）两组指标均存在显著差异。分析认为，

该疗法的即刻效应主要依赖神经调节发挥即时调

节效应，干预后 24 h 机体体液及免疫调控通路初步

激活，相关效应分子表达水平偏低，mNSS 评分与运

动能力的改善尚不突出，至 48 h 时，干预产生的保

护效应逐步累积，井穴刺络组小鼠神经功能出现显

著改善，但介导该时序性疗效差异的内在分子机制

仍有待深入探究。另一方面，井穴刺络干预 6 h 后，

小鼠旷场实验总移动距离较模型组显著降低。推
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图 8　各组小鼠受损皮层 M1型小胶质/巨噬细胞的流式结果分析（x̄±sx，6只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of flow cytometric analysis of M1-type microglia/macrophages in the injured cerebral cortex of mice in 

the 3 groups （x̄±sx，6 mice/group）
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Fig. 9　Comparison of mNSS scores of mice in the 3 groups 
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图 10　各组小鼠受损皮层 STAT1蛋白表达水平比较
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Fig. 10　Comparison of expression levels of STAT1 protein 

in the injured cerebral cortex of mice in the 3 groups 

（x̄±sx，4 mice/group）
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测其潜在机制为：TBI 急性期脑组织大量释放谷氨

酸，介导运动神经元过度兴奋 [20]，而急性伤害性刺激

（井穴刺络）可驱动皮层 γ-氨基丁酸（GABA）能抑制

神经元 [21]，可能抑制运动神经元的异常过度活化。

尽管两组小鼠均因脑创伤存在显著运动功能受损，

但 TBI 模型组谷氨酸能通路过度激活，使其自发运

动与探索行为更强。据此推测，井穴刺络产生的伤

害性传入信号可激活运动皮层 GABA 能抑制环路，

降低运动皮层整体神经兴奋性，减弱小鼠自主运动

意愿。该组间行为差异对应的具体分子调控通路，

仍有待后续实验进一步佐证。目前，TBI 后继发性

损伤的核心病理机制主要涵盖神经炎性反应、兴奋

性 毒 性 、氧 化 应 激 、线 粒 体 功 能 障 碍 等 多 个 维

度 [3-4,22]。其中，神经炎性反应的发生与 TBI 后中枢

及外周免疫细胞的过度活化密切相关。免疫细胞

活化在 TBI 预后进程中常呈现双向调节效应，即适

度的免疫应答可有效降低脑组织继发感染风险，及

时清除损伤凋亡神经元及组织碎片，参与损伤微环

境的修复调控。然而免疫细胞的过度活化则会诱

导促炎因子瀑布式释放，触发神经元异常凋亡，进

一步加剧脑组织损伤与神经功能缺损 [23]。因此，抑

制 TBI 后过度失控的炎性反应、重建脑内免疫微环

境稳态已成为干预 TBI 后继发性脑损伤、改善神经

功能预后的重要研究方向。现有研究表明，小胶质

细胞在脑损伤后数分钟内即可被活化，活化状态可

维持数天甚至数月，其可能直接释放炎性因子介导

神经元死亡或退行性病变进而引起神经功能缺

损 [24]。此外，活化的小胶质细胞还可通过分泌趋化

因子招募外周免疫细胞向脑实质浸润，进一步放大

炎性级联反应，最终加重脑组织病理性损伤与神经

功能缺损 [25]。前期基础研究表明，井穴刺络放血可

有效调控小胶质细胞极化表型失衡，抑制小胶质细

胞向促炎 M1 型过度活化、促进其向抗炎 M2 型表型

偏移，减少脑干及受损皮层局部炎性因子水平 [26-27]。

此外，在脑卒中大鼠模型中应用井穴刺络同样可有

效减少血清中的炎性因子 [28]。本研究结果显示，

TBI发生后小鼠受损皮层中小胶质细胞明显增多且

呈现明显活化状态（突起减少胞体增大），井穴刺络

组小鼠小胶质细胞数量显著少于模型组，且形态更

接近于静息态，提示井穴刺络放血疗法可能抑制局

部免疫反应；同时，井穴刺络法可有效减少 TBI 凋
亡神经元数量，促进神经元存活。

STAT1 是细胞内关键的转录因子，是调控免

疫细胞功能的关键靶点 [11,29]。既往研究观察到脑损

伤患者及小鼠脑组织中 STAT1 水平及活化程度均

明显升高 [10]，有研究指出多种类型的细胞因子可能
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图 11　各组小鼠受损皮层 M1型小胶质/巨噬细胞数量比较（流式细胞术，x̄±sx，6只鼠/组）

Fig. 11　Comparison of counts of M1-type microglia/macrophages in the injured cerebral cortex of mice in the 3 groups 
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通过 JAK/STAT 途径调控小胶质细胞/巨噬细胞

极化方向 [30-32]。本研究观察到 TBI 后小鼠受损皮层

中 STAT1 被显著激活，而井穴刺络法能够降低其

活化水平；进一步检测受损皮层组织中炎性细胞因

子 IL-10 和 IL-2 的表达变化，结果显示，假手术组未

能获得 IL-10 及 IL-2 的有效定量结果，分析其原因

可能由于假手术组小鼠仅接受麻醉、备皮，并未造

成明显脑组织损伤，处于基础生理状态。在生理条

件下，中枢神经系统维持相对稳定的免疫稳态，炎

性细胞因子通常处于低表达水平，部分因子可能低

于检测平台的灵敏度范围，因此难以实现准确量化

分析。本研究中，TBI 发生后，受损皮层中 IL-10 和

IL-2 表达水平均升高至可检测范围，提示 TBI 可诱

导局部炎性微环境重塑，并伴随促炎与抗炎免疫因

子的同步激活，反映损伤过程中机体启动了复杂的

免疫调节应答；井穴刺络法干预可显著提高受损皮

层组织中 IL-10 水平，同时降低 IL-2 表达，提示该疗

法通过调控炎性因子稳态平衡，改善 TBI 后继发性

炎性损伤微环境，发挥脑保护作用。 IL-10 作为重

要的抗炎细胞因子，在神经炎性反应调控过程中发

挥关键作用，可通过影响巨噬细胞及小胶质细胞极

化状态，抑制过度炎性反应。已有研究表明，IL-10
缺失可促进小胶质细胞和巨噬细胞向 M1 型促炎表

型转化，而 IL-10 能够通过抑制 STAT1 蛋白磷酸

化，阻断 M1 型极化过程，从而发挥神经保护作

用 [13,33]。IL-2 主要由活化 T 细胞产生，可通过 JAK/
STAT 信号通路促进免疫细胞活化，并增强小胶质

细胞促炎反应及 M1 型极化，加剧神经炎性损伤 [32]。

因此，本研究结果提示，井穴刺络法可能通过调节

IL-10/IL-2 介导的炎性因子失衡状态，增强内源性

抗炎免疫调控能力，抑制过度的小胶质细胞炎性激

活，从而减轻 TBI 后的神经炎性反应并发挥神经保

护作用。

为进一步明确 STAT1 在井穴刺络抗炎机制中

的 核 心 作 用 ，本 研 究 采 用 2-NP 特 异 性 激 活

STAT1。研究结果显示，特异性激活 STAT1 可显

著逆转井穴刺络的干预疗效：与单纯井穴刺络组相

比，2-NP 联合干预组小鼠 mNSS 显著升高，同时脑

内 M1 型小胶质细胞比例显著增加。上述结果证

实，STAT1 过度活化是介导 TBI 后神经炎性反应

加重、神经功能缺损恶化的重要因素，且 STAT1 是

井穴刺络抑制免疫细胞促炎极化、改善 TBI 神经损

伤的关键靶点。

前述实验证实，井穴刺络可显著上调 TBI 小鼠

受损皮层的 IL-10 表达。现有文献报道，IL-10 能够

通过促进 SOCS1、SOCS3 表达，进而抑制 STAT1
磷酸化 [13]。为阐明 IL-10 与 STAT1 在该疗法中的

调控关系，本研究采用脑室注射 IL-10 中和抗体阻

断脑内 IL-10 功能。结果显示中和 IL-10 能够拮抗

井穴刺络法对 TBI 小鼠神经功能缺损的改善作用。

同时，相较于单纯井穴刺络处理，中和 IL-10 后 TBI
小鼠受损皮层中的 STAT1 磷酸化水平明显升高，

M1 型 小 胶 质 细 胞 及 巨 噬 细 胞 数 量 回 升 ，提 示

IL-10/STAT1 途径是井穴刺络改善 TBI 小鼠神经

炎性反应及神经功能的重要途径。

既往研究多聚焦于小胶质细胞在 TBI 继发神

经炎性反应启动与发展中的主导作用，但越来越多

的实验研究证实，外周来源的浸润免疫细胞同样参

与并推动了神经炎性反应的进行性加重过程。已

有研究显示，TBI 后外周血及脑组织中巨噬细胞数

量显著升高 [34]。TBI 模型小鼠的巨噬细胞数量较正

常假手术组增加约 20 倍，且其吞噬活性可在损伤后

30 d 内持续维持 [35-36]。基于上述研究背景，本研究通

过表面标志物（小胶质细胞为 CD45lowCD11b+），外

周浸润巨噬细胞为 CD45highCD11b+）精准区分两种

细胞亚群，旨在探究井穴刺络对中枢及外周免疫细

胞的调控效应。本研究结果提示，井穴刺络法可能

经 IL-10/STAT1 途径减少 M1 型小胶质细胞数量

及 M1 型巨噬细胞数量，表明其可能通过外周 -中枢

双重途径减轻神经炎性反应。

综 上 所 述 ，TBI 后 IL-10 水 平 降 低 进 而 抑 制

STAT1 蛋白磷酸化作用被削弱，形成 IL-10 低表达

-STAT1 过度活化-神经炎性反应放大的恶性循环，

这也是 TBI 后继发性炎性反应持续进展、神经损伤

进行性加重的核心分子诱因。井穴刺络法改善

TB1 小鼠的神经功能缺损及运动功能异常，其作用

途 径 可 能 为 通 过 提 升 抗 炎 因 子 IL-10 水 平 抑 制

STAT1 磷酸化，抑制小胶质细胞与巨噬细胞的 M1
型极化，最终减轻受损皮层神经元凋亡，进而发挥

神经保护作用。然而，本研究尚未进一步探究井穴

刺络促进 IL-10 水平升高的潜在机制。团队相关研

究显示，井穴刺络可显著上调外周 IL-10⁺单核细胞

及脑组织内 M2 型巨噬细胞细胞占比，我们推测外

周浸润的 IL-10⁺单核细胞与脑内 M2 型小胶质细

胞/巨噬细胞或为井穴刺络干预后 TBI 损伤皮层

IL-10 表达上调的主要细胞来源。因此，后续研究

仍需进一步验证井穴刺络对 M2 型巨噬细胞极化的

调控效应，并借助流式细胞术明确 IL-10 升高的优
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势细胞来源，这对完整阐释井穴刺络介导 IL-10 上

调的分子机制具有重要价值。未来研究可以此为

切入点，基于谱系追踪等方式探索井穴刺络对外周

免疫细胞的调控作用，进一步开展相关机制探究与

溯源分析。
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