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井穴放血对急性高原缺氧大鼠
视网膜组织HIF-1α、VEGF的影响 *

常晴晴 杨 艳※ 洒玉萍 廖 晓

（青海大学医学院，青海 西宁 810016）

摘 要：目的　观察急性高原缺氧条件下视网膜各项指标的变化规律，探讨井穴点刺放血疗法对急性高原缺氧的干预机制。

方法　随机将健康 SD 大鼠分成 3 组：低氧模型组、低氧+井穴放血干预组及常氧对照组，前 2 组又分为 6 h、24 h、48 h、72 h 这 4

个亚组，每组 4 只，采用动物实验模拟舱制备大鼠急性视网膜缺氧模型，低氧+井穴放血干预组进行井穴放血预处理。使用苏

木精-伊红（HE）染色法观察大鼠视网膜组织的损伤情况，用酶联免疫吸附实验（ELISA）法检测血清缺氧诱导因子-1α（HIF-

1α）及网膜组织血管内皮生长因子（VEGF）的含量。结果　与常氧对照组相比，低氧模型组各时点血清 VEGF、HIF-1α 含量

升高，各时点视网膜均有不同程度的损伤；与同时点低氧模型组比较，低氧+井穴放血干预组视网膜损伤程度较轻，各时点视

网膜血清 VEGF、HIF-1α 含量降低，差异均具有统计学意义（P＜0.05）。结论　井穴点刺放血法干预可改善急性视网膜缺氧

所致的损伤，其机制可能与降低血清 VEGF、HIF-1α 的含量相关。
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Effect of Jing Acupoint Bloodletting on HIF-Effect of Jing Acupoint Bloodletting on HIF-11αα and VEGF in Acute Plateau Hypoxic Rats and VEGF in Acute Plateau Hypoxic Rats

CHANG Qingqing, YANG Yan※, SA Yuping, LIAO Xiao

(Medical College, Qinghai University, Qinghai Province, Xining 810016, China)

Abstract： Objective To observe the changes of various retinal indexes under the plateau acute hypoxia conditions, and to explore the 
intervention mechanism of the plateau acute hypoxia therapy. Methods Healthy SD rats were randomly divided into hypoxic model 
group, hypoxia + Jing acupoint bloodletting intervention group and hypoxia model group. The first two groups were further divided into 
four subgroups as 6h, 24h, 48h and 72h. There were four individuals in each group. Using rat acute retinal hypoxia, Jing acupoint 
bloodletting intervention group performed pretreatment with Jing acupoint bloodletting. Rat retinal tissue damage was subsequently vi⁃
sualized using HE staining, Serum hypoxia-induced factor-1α (HIF-1α) and ELISA analysis of the vascular endothelial growth factor 
(VEGF) content. Results Compared with normal oxygen control group, the content of serum VEGF and HIF-1α were increased at all 
time points in hypoxia model group, and the retina was damaged to different degrees at all time points. Compared with the simultane⁃
ous point hypoxia model group, the degree of retinal damage in the hypoxia + Jing acupoint bloodletting intervention group was less, 
and the contents of VEGF and HIF-1α in retinal serum were decreased at each time point, and the difference was statistical signifi⁃
cance (P<0.05). Conclusion Jing acupoint bloodletting can improve the injury caused by acute retinal hypoxia, and its mechanism 
may be related to the decrease of serum VEGF and HIF-1α content.
Keywords： Jing acupoint bloodletting; acute plateau hypoxic; retina; experimental study

不同海拔的高原会对人体造成不同的影响。据调

查［1］，人体位于 1500～1800 m的环境中时，会出现非显

性的生理和病理变化；而位于 3000 m 以上的海拔高度

时，人体可明显感受到缺氧刺激，使细胞、组织、器官

均处于缺氧应激状态。其中，大脑是对缺氧最为敏感的

人体组织器官，其次就是视觉系统。从组织胚胎学的角

度来看，视网膜被视为中枢神经系统的延伸，二者的结

构有很多相似的部分［2］。在急性缺氧条件下，可出现视

盘水肿及视网膜出血；长时间处于缺氧环境当中，还可

致使视网膜进一步缺血缺氧，破坏血-视网膜毛细血管

屏障，最终引发高原视网膜病变（High altitude retinopa⁃
thy，HAR）［3］。HAR最早是由 Singh［4］提出。研究［5，6］

显示，井穴放血疗法可显著缓解急性高原缺氧所致的海

马损伤以及保护脑缺血急性期的神经细胞。研究针灸对

视网膜急性缺氧后视神经影响的分子机制，是运用针灸

治疗急性缺氧疾病的关键切入点［7，8］。本实验建立大鼠

高原缺氧模型，并采用井穴放血疗法进行提前干预，从

而探讨其对急性高原缺氧的作用机制以及对急性高原缺

氧大鼠防护作用的分子机制。

* 基金项目：青海大学中青年科研基金项目【No.2018-QYY-4】；国

家自然科学基金项目【No.81760890】；青海大学医学部教育改革项

目【No.2020】
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1　材料与方法

1.1　实验动物与分组　健康 SD 大鼠 36 只，体质量

（200±20）g，来自西安交通大学动物中心［许可证号：

scxk（陕）2018-001］，自然饲养 2 d，自然照明，自由

摄食、饮水。常规外眼及眼底检查均正常。将大鼠随机

分为 3组：常氧对照组 4只、低氧模型组 16只（再分为

D6、D24、D48、D72组，每组 4只）、低氧+井穴放血干

预组 16只（再分为 S6、S24、S48、S72组，每组 4只）。

常氧对照组在 2260 m 海拔的常氧环境里喂养（西宁），

模型组给予井穴放血预处理。

1.2　主要试剂及仪器　盐酸（成都市科龙化工试剂厂）、

10%水合氯醛（成都市科隆化学有限公司）和 4%多聚甲

醛溶液（西安化学试剂厂），冰冷无菌PBS（上海远慕生

物），台式离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司），酶

标仪（美谷分子仪器有限公司），封板试剂（天津市瑞

金特化学品有限公司），苏木精-伊红（HE）染色液

（G1005，武汉赛维尔生物科技有限公司），光学显微镜

（日本尼康公司），实验动物低压氧舱（西安富康空气净

化设备工程有限公司），酶联免疫吸附实验（ELISA）试

剂盒（上海茁彩生物科技有限公司）。

1.3　干预方法　井穴放血干预组：一人固定大鼠头部和

尾部，另一人分别点刺大鼠双侧肢趾端的十二井穴，即

手太阴肺经井穴少商、手厥阴心包经井穴中冲、手少阴

心经井穴少冲、手阳明大肠经井穴商阳、手少阳三焦经

井穴关冲、手太阳小肠经井穴少泽，每穴以用毫针点刺

出血 3～5滴为度，每日上午定时治疗 1次，左右两侧交

替进行，持续5 d。
低氧模型组与常氧对照组：2组大鼠均予同样抓取 1

次，但不给予放血干预，共5 d。
1.4　造模方法　在第6天将低氧模型组与低氧+井穴放血

干预组的大鼠移入实验动物低压模拟舱内以制备急性视

网膜缺氧模型，模拟仓内海拔7000 m，温度（22±2）℃，

湿度 50%～60%，在舱内暴露相应时间（6 h、24 h、48 h、
72 h）后出舱，根据大鼠视网膜损伤判定造模成功与否。

1.5　观察指标及检测方法　取材：第 6天时取材常氧对

照组、低氧模型组与低氧+井穴放血干预组大鼠。于相

应时间（6 h、24 h、48 h、72 h）出舱后，立即麻醉，

随后取出眼球，去除玻璃体和晶状体，完整剥离视网

膜，最后将视网膜一部分置于-80 ℃低温保存，用于制

作匀浆液；另一部分用 4%多聚甲醛溶液固定，用于制作

病理切片。

ELISA 法检测：按照 ELISA 检测试剂盒使用说明书

进行操作：（1）解冻、匀浆、离心再保存：解冻视网膜

组织，取 0.2 g于试管中，加 PBS缓冲液 1.8 mL，制备视

网膜组织匀浆液（10%），采用低温离心机离心 15 min，
转速 3000 r/min，离心半径 12 cm；（2）稀释与加样、温

育、配液、洗涤后静置：吸取上清液，再次加入 PBS溶

液进行稀释，制作成组织匀浆液，浓度为 1%，用封板膜

封板，恒温温育 30 min，用蒸馏水稀释 30倍，取下封板

膜，甩干液体后滴上洗涤剂静置，反复操作后甩干；

（3）加酶、温育、洗涤、显色、终止：加入酶标试剂，

温育洗涤后加入显色剂A和显色剂 B，恒温箱内避光显

色 15 min，加终止液 50μL，终止反应；（4）测值与计

算：计算大鼠视网膜组织血清中血管内皮生长因子

（VEGF）及低氧诱导因子-1α（HIF-1α）的含量。

视网膜 HE染色观察：首先取片、烤片，再进行脱

蜡、复水，用苏木精液染色及 1%盐酸酒精分色，用流水

冲洗至返蓝后镜检。接着进行脱水、透明，用中性树胶

封片，最终观察结果并拍片。

1.6　统计学方法　采用 SPSS 26.0统计软件处理数据，

计量资料用（x̄ ± s）表示，采用 t检验；计数资料以率

（%）表示，采用 x2检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　3组大鼠视网膜组织病理变化比较　常氧对照组大

鼠视网膜组织未见明显异常，组织细胞排列规则，形态

正常，各层结构完整、清晰、厚度均匀，且核仁明显，

无水肿表现，视网膜神经节细胞呈密集单层排列分布，

细胞核大小形状不一，核内染色质均匀分布。

低氧模型 6 h组大鼠视网膜可见神经节细胞部分轻

度水肿，结构欠清楚；而 24 h、48 h、72 h的 3组中，大

鼠视网膜的各层组织水肿，疏松明显，多见空泡变性，

细胞核减少，结构层次紊乱。

低氧+井穴放血干预组相较于同时点低氧模型组，

视网膜损伤较轻，但仍有不同程度损伤。见图1。

2.2　3 组大鼠视网膜血清 VEGF、HIF-1α 含量比较　与

常氧对照组比较，低氧模型组大鼠的血清VEGF、HIF-
1α 含量明显增加（P＜0.01）；与同时点低氧模型组比

较，低氧+井穴放血干预组大鼠血清 VEGF、HIF-1α 含

量明显下降（P＜0.01），差异均具有统计学意义（P＜
0.01）。见表1。

3　讨论

本研究中视网膜组织病理变化表明，在海拔 7000 m
的条件下暴露 72 h，能够较好地建立大鼠急性视网膜缺

氧损伤模型，同时显示低氧+井穴放血干预组相较于同

时点低氧模型组大鼠急性视网膜缺氧损伤的程度更轻。

《医宗金鉴》中载述，针刺商阳能治疗中风、突发

晕厥、头晕目眩、痰液流涎，少商、关冲和商阳等井穴

能够促进气血的运行，为抢救的关键要点［9］。因井穴系

阴阳经气相交之处，针刺此处可达到通调十二经之气的

效果。回顾近年大量国内外关于针灸治疗缺血性脑卒中

的研究［10］，发现针灸可能是通过参与缺血性脑损伤后

神经结构与功能的修复与重塑，来达到治疗缺血性脑卒

中的目的。视网膜被视作神经中枢系统的延伸，对缺氧

刺激极为敏感，针灸的放血治疗对于缺氧所致的视网膜
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损伤改善效果明显［11］。

HIF-1α 是受缺氧调控的一种转录因子［12］。有研

究［13］在光镜下观察各组大鼠的视网膜，发现缺氧模型组

大鼠的视网膜在神经感觉层发生了水肿，以神经纤维层

为著，此时大鼠神经节细胞出现肿胀且视网膜HIF的表达

显著增多。本实验显示，正常大鼠视网膜血清HIF-1α、
VEGF含量较低，而在模拟海拔7000 m的环境中，大鼠血

清HIF-1α、VEGF含量显著增加，且HIF-1α与VEGF的

变化趋势基本相似，这也表明VEGF的表达受到了HIF-
1α的调控。但低氧+井穴放血干预组与同时点低氧模型组

比较，大鼠的视网膜血清HIF-1α、VEGF含量显著下降，

这提示井穴放血可能通过降低视网膜新生血管中VEGF的
表达来抑制 VEGF mRNA、HIF-1α，从而减轻缺氧对视

网膜组织造成的损伤，这对急性缺氧所致的视网膜损伤

有一定的保护作用。井穴放血对于视网膜 HIF-1α、
VEGF mRNA表达的影响仍有待进一步研究［14］。

综上所述，井穴放血对于急性缺血视网膜组织损伤有

明显的保护作用，从分子机制观察，可能与降低视网膜

HIF-1α、VEGF含量有关。但本实验研究仅从视网膜血清

HIF-1α、VEGF含量的角度研究井穴放血对视网膜损伤的

保护作用，且大鼠的样本量相对偏少，后续仍需加大样本

数量，对视网膜HIF-1α、VEGF的基因表达与调控及细胞

线粒体机制等方面进行深入研究，为进一步阐释井穴放血

治疗急性高原缺氧的作用机制奠定良好的基础。
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图1　各组大鼠视网膜组织病理变化（HE染色）

表1　各组大鼠视网膜血清VEGF、HIF-1α含量比较 （x̄ ± s，pg/g）

组别

常氧对照组

低氧模型D6组

低氧模型D24组

低氧模型D48组

低氧模型D72组

低氧+井穴放血干预S6组

低氧+井穴放血干预S24组

低氧+井穴放血干预S48组

低氧+井穴放血干预S72组

F值

P值

鼠数

4

4

4

4

4

4

4

4

4

HIF-1α

357.40±50.33

615.67±60.861）

548.56±40.091）

562.25±56.511）

629.29±55.161）

515.09±53.742）

458.72±48.182）

393.60±46.662）

395.75±47.192）

44.968

＜0.001

VEGF

1038.40±50.33

2521.40±296.771）

2189.06±235.391）

1995.53±275.971）

2280.02±331.911）

2018.06±214.422）

1376.64±353.622）

903.92±276.042）

689.74±224.092）

63.598

＜0.001

注：与常氧对照组比较，1）P＜0.01；与同时点低氧模型组比较，2）P＜0.01。
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摘 要：此实验通过牛蒡多糖液对大鼠皮肤致敏性的评价，发现该配方无致敏性。通过牛蒡多糖溶液对大鼠皮肤水含量影响

的测定，确定了牛蒡多糖具有一定的保湿能力，并且随其浓度的升高，保湿能力越强。实验表明，牛蒡多糖不仅具有较强的皮

肤保湿性，在一定浓度范围内，可以提高皮肤透明质酸（HA）和胶原蛋白的含量；同时可以改善实验动物皮肤的含水量，并且

无致敏性，可以作为一种天然安全的化妆品原料。

关键词：牛蒡多糖；保湿；致敏性；实验研究
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牛蒡（Arctium lappa L.），作为菊科牛蒡属直根系二

年生大型草本植物，根鲜嫩多汁、营养丰富［1］；既是食

材，也被作为中药用于治疗疾病［2］。牛蒡菊糖灌胃可使

酒精损伤小鼠的肝脏质量、肝指数显著降低［3］；牛蒡根

中水溶性膳食纤维菊糖、绿原酸等组分也具有较强的抗

氧化活性［4］；相关研究［5］表明，以果蝇为动物模型进

行的动物生存实验，牛蒡根可以在一定程度上延缓衰

老；牛蒡叶多糖通过清除 DPPH 自由基，对大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌均有较明显的抑制作

用［6］。由此可见，无论从细胞水平还是动物水平，从牛

蒡根部获得的化合物都有很重要的研究价值。

多糖由单糖以糖苷键连接而成［7］。人类皮肤中的黏多

糖主要包括透明质酸（HA）、硫酸软骨素和肝素等。其中

大部分多糖通过发挥各自的生物学功能来影响细胞的生命

活动，如机体免疫能力的提高，机体抗衰老能力的提高，

抵抗肿瘤、病毒能力的改善和凝血功能的改善等［8］。另

外，由于多糖本身的化学结构为多羟基，从而使得多糖具

备很强的吸水性、乳化性、高黏度等特性，并且这些特性

正是化妆品保湿原料所需要的。随着大众消费观念的改

善，普众对护肤的层次要求越来越高，因此就要求化妆品

的品质有相应的提高，所以具备天然、有效、安全特性的

护肤品越来越受到大众的瞩目。因此，从动植物中提取天

然组分，作为保湿剂应用于化妆品，成为保湿化妆品的发

展趋势。本研究中的牛蒡根低聚菊糖，根据前期郝林华

等［9］的研究成果表明是由糖苷键相连，由葡萄糖和果糖链

接形成的聚合度为13的低聚果糖。作为天然多糖，牛蒡多

糖易溶于水、无毒副作用，广泛应用于化妆品、食品、生

物医用材料等健康领域。本文主要研究牛蒡多糖的保湿效
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