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井穴放血减轻全身炎症反应防治大鼠心脏骤停后脑损伤 
 

钟晓芃 1,郭义 2 

(1.天津市人民医院,天津 300121;2.天津中医药大学,天津 301617) 

 

【摘要】  目的  探讨十二井穴放血疗法对大鼠心脏骤停后脑损伤的保护作用及其机制。方法  18 只 SD 大鼠

随机分配到假手术组、模型组和井穴组 3 组,每组 6 只。假手术组不诱导心脏骤停,模型组采用气管夹闭法诱导

心脏骤停后进行心肺复苏,井穴组在模型组基础上加用手十二井穴刺络放血。观察不同时间点神经功能缺陷评

分、血清 IL-6、TNF-α水平,并对 72 h 后处死大鼠取大脑海马组织进行尼氏染色及 TUNEL 法检测细胞凋亡。结

果  复苏后模型组和井穴组神经功能缺陷评分均较假手术组显著下降(P＜0.05),其中 6 h 最为明显,至 72 h 井

穴组和假手术组比较,差异无统计学意义(P＞0.05)。复苏后 72 h 尼氏染色显示假手术组大鼠海马神经元细胞细

胞核大,核仁明显;与模型组比较,井穴组大鼠脑组织神经元水肿较轻,细胞核形态较好。复苏后 72 h 时后,与假

手术组比较,模型组和井穴组凋亡指数显著增高(P＜0.05);与模型组比较,井穴组凋亡指数显著降低(P＜0.05)。

复苏后 6 h 后与假手术比较,模型组和井穴组血清 IL-6、TNF-α水平显著升高(P＜0.05)。与模型组比较,井穴组

血清 IL-6 于复苏后 24 h、72 h 显著降低(P＜0.05),血清 TNF-α于复苏后 24 h、48 h 及 72 h 显著降低(P＜0.05)。

结论  减轻心脏骤停后机体炎症反应可能是十二井穴刺络放血防治复苏后脑损伤的机制之一。 
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Bloodletting at Jing-Well Points to Reduce General Inflammatory Reactions in Preventive Treatment of Brain 
Injury After Sudden Cardiac Arrest in Rats  ZHONG Xiaopeng1, GUO Yi2.  1.Tianjin People’s Hospital, Tianjin 

300121, China; 2.Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 301617, China 

[Abstract]  Objective  To discuss the protective effect of bloodletting therapy at the twelve Jing-Well points for 

brain injury after sudden cardiac arrest (SCA) in rats and its mechanism of action. Method  Eighteen Sprague-Dawley 

(SD) rats were randomly assigned to a sham operation group, a model group, and a Jing-Well point group, with 6 rats in 

each group. The sham operation group did not undergo the induction of SCA. In the model group, SCA was induced by 

clipping the trachea, and then cardiopulmonary resuscitation was performed. The Jing-Well point group received 

bloodletting at the twelve Jing-Well points based on the model group. The neurological deficit score and serum 

interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor (TNF)-α levels were observed at each time point. The rats were sacrificed 

72 h later to collect the hippocampal tissues for Nissl staining and TUNEL to detect cell apoptosis. Result  After 

resuscitation, the neurological deficit score decreased significantly in the model and Jing-Well point groups compared 

with the sham operation group (P＜0.05), especially at 6 h, and until 72 h, there was no significant difference between 

the Jing-Well point and sham operation groups (P＞0.05). At 72 h after resuscitation, Nissl staining showed large nuclei 

and notable nucleoli in the hippocampal neurons of rats in the sham operation group; compared with the model group, 

the Jing-Well point group had less severe edema in the brain neurons and better nuclear morphology. At 72 h after 
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resuscitation, the apoptosis index increased significantly in the model and Jing-Well point groups compared with the 

sham operation group (P＜0.05); compared with the model group, the apoptosis index decreased markedly in the 

Jing-Well point group (P＜0.05). Compared with the sham operation group at 6 h after resuscitation, the levels of serum 

IL-6 and TNF-α increased significantly in the model and Jing-Well point groups (P＜0.05). Compared with 

the model group, the serum IL-6 level decreased notably at 24 h and 72 h after resuscitation (P＜0.05), and the serum 

TNF-α level dropped significantly at 24 h, 48 h, and 72 h after resuscitation in the Jing-Well point group (P＜0.05). 

Conclusion  Reducing general inflammatory reactions after SCA is possibly one part of the mechanism of bloodletting 

at Jing-Well points in the preventive treatment of brain injury after SCA. 

[Key words]  Bloodletting therapy; Point, Jing-Well (Five Shu-Transport); Sudden cardiac arrest; Brain injury; 

Cytokines; Rats 

 

随着诊疗技术的提高,心脏骤停患者得到了很好

的救治[1]。但是部分患者虽然恢复了心跳、呼吸和血

压,往往遗留神经功能障碍,甚至昏迷及脑死亡,被称

为心肺复苏后脑损伤[2],严重影响了患者的生活质量,

并造成巨大的社会负担[3],因此目前更加重视复苏后

神经功能的保护[4]。亚低温作为目前唯一推荐的治疗

手段[5],技术复杂不便于推广[6]。 

十二井穴刺络放血用于急救在我国有着悠久的历

史,其简捷、高效,长于院外急救、自救及他救,弥补了

现代医学的不足。明代朱权所撰《乾坤生意》:“凡中

风跌倒,卒暴昏沉、痰涎壅滞、不省人事、牙关紧闭、

药水不下,急以三棱针,刺手十指十二井穴,当去恶血,

治一切暴死恶候,不省人事,及绞肠痧,乃起死回生妙

诀”,现代研究中也发现该疗法对于卒中[7-8]、颅脑外

伤[9]及一氧化碳中毒[10]造成的神经功能障碍有着良好

的治疗作用。 

然而手十二井穴刺络放血对心肺复苏后脑损伤是

否有治疗作用尚未见报道。本研究观察了手十二井穴

刺络放血对于心脏骤停复苏后大鼠神经功能障碍评分

及大脑海马区神经细胞坏死凋亡的干预作用,及其对

血清白细胞介素 6(interleukin-6, IL-6)、肿瘤坏死

因子α(tumor necrosis factorα,TNF-α)水平的调节,

现报道如下。 

 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

    SPF 级 SD 雄性大鼠 18 只,体质量(340±50)g,购

自北京维通利华实验动物有限公司,许可证号为

SCXK(京)2016-0006,饲养于天津易生源生物科技有限

公司动物实验室温度 18～22 ℃,湿度 50%～60%。本实

验经天津市人民医院实验动物伦理委员会审批同意。

18 只大鼠随机分为假手术组、模型组和井穴组 3 组,

每组 6 只。 

1.2  主要试剂与仪器 

    肾上腺素(天津金耀药业有限公司,国药准字

H12020526),大鼠IL-6 ELISA酶联免疫检测试剂盒(宸

功生物, CGE20064),大鼠 TNF-α ELISA 酶联免疫检测

试剂盒(Peprotech, 315-01A),原位细胞凋亡检测试

剂盒(ROCHE, 11684817910),光学显微镜(日本奥林巴

斯 BX51T-PHD-J11)。 

1.3  造模方法 

    大鼠诱导心脏骤停及心肺复苏(cardiopulmonary 

resuscitation, CPR)方法依照Utstein动物CPR实验

指南[11]。SD 大鼠术前禁食但不禁水,戊巴比妥钠

45 mg/kg 腹腔内麻醉,备皮,仰卧位固定。经口直视插

入 14 号气管鞘管。左股动脉置入 23 号 PE-50 聚乙烯

管,并使用 SIEMENS Siredoc220 多功能生理监测仪监

测动脉血压,心电图和直肠温度。手术完成后,待大鼠

生理参数稳定开始夹闭气管插管,观察大鼠呼吸、心搏

和血压,心搏停止以动脉收缩压＜20 mmHg(1 mmHg＝

0.133 kPa)作为心脏骤停标准。心搏骤停后开始进行

心肺复苏,频率为 200 次 /min 的胸外按压和       

100 次/min 的同步机械通气,按压深度为胸廓前后径

的 1/3,吸入氧浓度 100%。按压 2 min 后,予肾上腺素

0.025 mg/kg 静脉注射,持续按压通气 10 min,期间如

出现室颤,立即给予 2J 的双向波除颤,如自主循环恢

复(restoration of spontaneous circulation, ROSC)

则停止按压,10 min 未恢复自主循环宣布复苏失败。

ROSC 定义为恢复室上性心律,平均动脉压(MAP)＞

60 mmHg,维持 5 min 以上。复苏成功的动物连续监测
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血流动力学 1 h,术毕拔除所有插管,苏醒后放回笼中

饲养,使用自制保温设备使动物肛温保持在 36.5 ℃

左右。 

1.4  干预方法 

    假手术组只行气管插管,不诱导心脏骤停和 CPR;

模型组采用气管夹闭窒息法诱导心脏骤停后进行常规

CPR;井穴组采用气管夹闭窒息法诱导心脏骤停后进行

常规 CPR,复苏后 1 h、24 h、48 h 进行前肢十二井穴

放血。十二井穴放血参考《实验针灸学》[12]在心肺复

苏后脑损伤模型建立后1 h后,将采血针垂直插入皮肤,

两侧取穴的末端深度为 1 mm,以少商、商阳、中冲、

关冲、少冲、少泽的顺序。参考《实验针灸学》[12]动

物腧穴定位及既往文献[9],每个穴位分别挤压3～5次,

出血量为 15～20 μL。假手术组和模型组的大鼠以相

同的强度抓握,而穴位不刺血。 

1.5  样本采集 

    复苏后 6 h、24 h、48 h、72 h 经鼠尾静脉取血

0.5 mL,置 4 ℃ 1 500 r/min 离心 15 min,分离血清,

﹣20 ℃冰箱保存待测。72 h 后迅速断头取脑,剥离左

右大脑半球,常规脱水石蜡包埋,切片至出现海马组织,

每隔 5 张留取 1 张。 

1.6  观测指标 

1.6.1  血压和平均动脉压检测 

    左股动脉置入 23 号 PE-50 聚乙烯管,并使用

SIEMENS Siredoc220 多功能生理监测仪监测动脉血压

和心率。 

1.6.2  神经功能缺陷评分 

    在大鼠复苏后 6 h、24 h、48 h 及 72 h 被处死之

前进行评估。神经缺陷评分范围为 0～80(80 表示正常

大脑功能),是基于唤醒,神经系统反射,运动功能和简

单行为反射的测试。每组大鼠根据神经功能缺陷评分

表独立评分,取平均值,获得最终的神经缺陷分数[13]。 

1.6.3  尼氏染色 

    将 5 μm 石蜡切片常规脱蜡。用移液器在组织上

滴加适量尼氏染液,染色 8 min,ddH2O 溶液洗涤 2 次,

每次 30 s。再将切片分别置于 95%乙醇溶液Ⅰ、95%

乙醇溶液Ⅱ、二甲苯溶液Ⅰ、二甲苯溶液Ⅱ中脱水透

明,最后滴加中性树胶,用盖玻片封片。待自然风干后

在光学显微镜观察拍照。 

1.6.4  TUNEL 法检测大鼠海马神经细胞凋亡 

    取海马组织使用4%甲醛溶液固定24 h,石蜡包埋,

切片,按照原位细胞凋亡检测试剂盒说明书行 TUNEL

检测。每组大鼠取 6 张切片,显微镜下观察大脑皮层神

经元的形态,胞核成深棕色的细胞即为凋亡细胞,根据

SOSLOW RA[14]方法计算凋亡指数。 

1.6.5  血清 IL-6、TNF-α水平检测 

    血液自然凝固后以 3 000 r/min 离心 10 min,取

上清液,﹣20 ℃冷藏。采用 ELISA 法检测血清 IL-6、

TNF-α水平。严格按照试剂盒说明书操作步骤进行操

作,最后用普朗 DNM-9602 酶标仪进行检测,以空白孔

调零,450 nm 波长测每孔 OD 值。 

1.7  统计学方法 

    采用 GraphPad Prism 8.0.1 软件进行统计学分

析。符合正态分布的计量资料以均数±标准差表示,

对于不同时间点数据采用重复测量方差分析,其他数

据采用单因素方差分析(One Way-ANOVA),组间两两比

较采用 Tukey's 检验。以 P＜0.05 表示差异有统计学

意义。 

 

2  结果 

2.1  3 组大鼠心率和平均动脉压的改变 

复苏前 3 组大鼠心率及平均动脉压比较,差异无

统计学意义(P＞0.05)。复苏后 6 h、24 h、48 h 与假

手术组比较,模型组和井穴组大鼠心率和平均动脉压

均下降,差异有统计学意义(P＜0.05),至复苏后 72 h

与假手术组比较,井穴组平均动脉压比较,差异无统计

学意义(P＞0.05),与模型组比较,井穴组平均动脉压

升高,差异有统计学意义(P＜0.05)。详见表 1。 

2.2  3 组大鼠神经缺陷分数的变化 

    复苏前各组大鼠神经功能缺陷评分比较,差异无

统计学意义(P＞0.05)。复苏后与假手术组比较,模型

组和井穴组经功能缺陷评分均显著下降,差异有统计

学意义(P＜0.05)。其中 6 h 最为明显,至 72 h 与假手

术组比较,井穴组神经功能缺陷评分比较,差异无统计

学意义(P＞0.05),而模型组显著降低,差异有统计学

意义(P＜0.05)。详见表 2。 

2.3  3 组大鼠海马神经细胞尼氏染色观察 

    甲苯胺蓝染色显示,假手术组大鼠海马神经元细

胞胞质内可见深蓝色斑块状或虎斑样尼氏体,细胞核

大,核仁明显;模型组大鼠海马神经元细胞胞质内尼氏

小体固缩坏死,溶解、液化后形成空泡样结构;与模型

组比较,井穴组大鼠脑组织神经元水肿较轻,神经元形
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态较好,仅见少量空泡样改变,有部分神经元细胞核肿 大,核仁消失。详见图 1。 

表 1  3 组大鼠不同时间点心率和平均动脉压水平比较                                                    ( x ±s) 

项目 组别 n 复苏前 6 h 24 h 48 h 72 h 

心率(次/分) 

假手术组 6 317.33±11.81 343.83±17.82 342.67±14.27 334.50±20.36 333.67±11.47 

模型组 6 335.67±15.46 194.50±13.171) 219.67±15.111) 252.00±15.521) 274.00±19.781) 

井穴组 6 338.17±13.53 213.67±10.231) 250.00±12.151)2) 261.67±14.401) 288.67±11.271) 

平均动脉压 

(mmHg) 

假手术组 6 106.67±9.18 104.17±8.68 104.00±8.12 101.50±9.14 105.00±8.32 

模型组 6 104.67±7.20 71.67±7.841) 80.17±11.021) 83.33±9.071) 90.00±2.371) 

井穴组 6 106.33±9.37 86.50±4.371) 90.33±4.381) 90.67±4.321) 105.17±7.332) 

注:与假手术组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05 

表 2  3 组大鼠复苏不同时间点神经功能缺陷评分水平比较                                             ( x ±s,分) 

组别 n 复苏前 6 h 24 h 48 h 72 h 

假手术组 6 77.75±1.08 78.00±0.71 78.25±0.82 78.00±0.89 78.33±1.17 

模型组 6 78.25±0.76 29.83±3.721) 41.83±3.371) 48.33±5.791) 58.17±2.111) 

井穴组 6 78.00±1.14 33.25±2.14
1) 45.83±1.371)2) 56.7±2.701)2) 74.58±5.302) 

注:与假手术组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05 

 

图 1  3 组大鼠海马神经细胞尼氏染色观察(×400) 

2.4  3 组大鼠海马神经细胞凋亡情况 

复苏 72 h 后与假手术组比较,模型组和井穴组凋

亡指数显著增高,差异有统计学意义(P＜0.05);与模

型组比较,井穴组凋亡指数显著降低,差异有统计学意

义(P＜0.05)。详见图 2、图 3。 

2.5  3 组大鼠复苏不同时间点血清 IL-6、TNF-α水平

比较 

随着复苏时间延长,模型组和井穴组血清 IL-6、

TNF-α水平均呈先升高后降低的趋势,IL-6 于复苏

后 24 h 达峰值,TNF-α于复苏后 48 h 达峰值,复苏后

72 h 均降低。自复苏后 6 h 开始,与假手术组比较,模

型组和井穴组血清 IL-6、TNF-α水平显著增高,差异有

统计学意义(P＜0.05)。与模型组比较,井穴组血清

IL-6 于复苏后 24 h、72 h,血清 TNF-α于复苏后 24 h、

48 h、72 h 均显著降低,差异有统计学意义(P＜0.05),

两组在实验结束时血清 IL-6、TNF-α均未恢复到正常

水平。详见表 3。
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图 2  3 组大鼠海马神经细胞凋亡情况观察(TUNEL 法染色,×400) 

 

注:与模型组比较 1)P＜0.05,与假手术组比较 2)P＜0.05 

图 3  3 组大鼠凋亡指数比较 

表3  3组大鼠复苏不同时间点血清IL-6和TNF-α水平比较                                           ( x ±s, ng/L) 

项目 n 组别 复苏前 6 h 24 h 48 h 72 h 

IL-6 

6 假手术组 20.98±0.99 20.94±1.02 21.64±0.87 21.70±0.95 21.78±1.37 

6 模型组 20.94±1.02 63.57±4.161) 94.94±6.421) 80.79±3.291) 70.97±3.801) 

6 井穴组 21.00±2.23 62.50±3.231) 86.05±9.551)2) 75.78±6.881) 62.1±10.131)2) 

TNF-α 

6 假手术组 19.21±2.00 18.32±1.39 18.65±2.02 17.41±1.68 17.48±2.31 

6 模型组 17.50±1.23 47.50±2.511) 58.90±2.231) 88.82±2.111) 68.65±4.241) 

6 井穴组 17.93±2.39 43.19±3.411) 50.86±5.591)2) 77.68±8.411)2) 61.85±8.021)2) 

注:与假手术组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05 

 
 
3  讨论 

    《医宗金鉴》指出:“商阳主刺卒中风,暴仆昏沉

痰涎壅,少商、中冲、关冲、少泽、商阳,使气血流行,

乃起死回生救急之妙穴。”心脏骤停在中医学属于“厥

症”范畴,基本病机为气血阴阳不相顺接,阴阳离绝[15]。

经心肺复苏呼吸循环恢复后患者气血阴阳初复,气血

运行无力,易出现瘀血痰浊上蒙清窍,故仍昏迷不醒。

《灵枢·九针十二原》:“病在脏者,取之井。”手十

二井穴位于手三阴三阳经交汇处刺络放血可调整阴阳,

开窍醒神[16]。此时应用手十二井穴刺络放血可续接阴

阳,活血祛瘀,化痰开窍,促进患者苏醒,神经功能恢

复。 

本研究采用经典窒息法[17]诱导心跳骤停,制作复

苏后脑损伤动物模型,与假手术组相比模型组心率及

血压降低、神经功能评分减少、大脑海马区凋亡细胞

明显增多,尼氏染色显示海马区神经元细胞坏死溶解

液化明显增多,提示造模成功。而手十二井穴刺络放血

组与模型组比较心率及血压升高、神经功能评分增高,

大脑海马区尼氏染色显示神经元细胞坏死溶解液化减

少,TUNEL 法检测凋亡细胞明显减少,提示手十二井穴
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刺络放血对复苏后脑损伤有明显的防治作用。 

研究表明心跳骤停复苏成功后,机体经历了缺血

再灌注过程,复苏后全身各脏器的再灌注损伤产生大

量氧自由基、乳酸、花生四烯酸的代谢产物等炎性介

质,导致全身的炎症反应[18-19],心脏骤停 1 h 后,血液中

细胞因子 IL-6 和 TNF-α会迅速升高[20-22]。TNF-α可以

诱导白细胞介素和次级炎症介质的合成,高表达时会

产生严重的神经毒性[23-24],IL-6 可引起神经系统的损

伤[25],引起中枢神经细胞发生调亡[26],有研究表明手十

二井穴刺络放血可调节患者血清 IL-6、TNF-α水平治

疗丘脑梗死神经后遗症[27-28]。本研究结果提示,大鼠心

跳骤停复苏后 6 h、24 h、48 h、72 h 时血液中细胞

因子IL-6和TNF-α与假手术组相比明显升高。其中6 h

升高最为明显,与之对应的神经功能缺陷评分也最低。

而井穴组与模型组相比,血清IL-6和TNF-α水平减少,

海马区神经元凋亡细胞减少,神经功能恢复较好,且差

别有统计学意义,这表明手十二井穴刺络放血能够减

少炎性细胞因子的升高,减轻中枢神经系统损伤,改善

心肺复苏后神经功能障碍。因此本研究认为减轻心脏

骤停后机体炎症反应可能是手十二井穴刺络放血防治

复苏后脑损伤的机制之一。 
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