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研究原著

祛痰治呛方穴位敷贴脑缺血再灌注损伤后吞咽障碍大鼠的作用机制

文题释义：

疑核：是脑神经运动核。位于延髓被盖部的网状结构中，为长棒状的核团，自延髓脑桥分界处起，下达锥体交叉平面。核发出纤维走行于

舌咽神经、迷走神经和副神经之中，支配咽、喉、软腭部横纹肌。

吞咽：是一个非常复杂的反射过程，大脑皮质的高级中枢接受外周感受器的神经冲动，并将其传至延髓的吞咽中枢，最后经传出神经将神

经信息传达到吞咽肌群。

摘要

背景：前期临床研究发现祛痰治呛方穴位敷贴对于改善脑卒中后吞咽障碍患者的吞咽功能有一定疗效，但作用机制不明确。在脑干吞咽中

枢，疑核是腹侧区吞咽中枢的主要构成部分，并且能够诱发吞咽动作的出现和吞咽时间的产生，而疑核内谷氨酸受体、γ氨基丁酸受体、

c-fos蛋白等递质与吞咽密切相关。

目的：观察祛痰治呛方穴位敷贴对缺血再灌注损伤大鼠疑核内神经递质谷氨酸受体、γ氨基丁酸受体及c-fos蛋白表达的影响，探究祛痰治

呛方穴位敷贴治疗短暂性脑缺血再灌注大鼠吞咽障碍的机制。

方法：70只SD大鼠随机分为正常组(n=16)，缺血再灌注损伤模型组(n=18)，贴敷组(n=18)，假贴敷组(n=18)。模型组、贴敷组、假贴敷组采

用线栓法短暂脑缺血90 min后再灌注进行造模，造模6 h后进行神经功能评分，选取评分为2分的大鼠进入后续实验；造模第2天贴敷组给予

祛痰治呛方穴位敷贴治疗，假贴敷组在模型制备的基础上给予无药物贴敷，其余两组正常饲养1个月。记录各组大鼠造模后第2，7，14，
30天体质量、吞咽启动反应时间及吞咽次数。治疗4周后，测定各组大鼠的脑组织含水量，采用免疫组化法、RT-PCR、Western blot法检测

延髓吞咽中枢疑核处谷氨酸受体1N-甲基-D-天门冬氨酸受体(NMDAR1)、氨基丁酸A型受体α1(GABAA Rα1)和c-fos蛋白的表达。

结果与结论：①与正常组相比，模型组、贴敷组和假贴敷组大鼠体质量、1 min内吞咽次数在造模后第14，30天时均减少(P < 0.05)，吞咽

启动反应时间均延长(P < 0.05)；第30天时，与模型组相比，贴敷组大鼠体质量、吞咽次数增加(P < 0.05)，吞咽启动时间缩短(P < 0.05)；②

治疗4周后，与模型组相比，贴敷组大鼠脑组织含水量减少(P < 0.05)；③与模型组相比，贴敷组延髓疑核处氨基丁酸A型受体α1阳性数量、

mRNA和蛋白表达增加，但仍低于正常组，1N-甲基-D-天门冬氨酸受体和c-fos阳性数量、mRNA和蛋白表达降低，但仍高于正常组，差异

有显著性意义(P < 0.05)；④结果表明，祛痰治呛方穴位贴敷可以改善脑卒中后吞咽障碍大鼠的吞咽功能，其作用机制可能与改善脑水肿程

度，调节吞咽中枢疑核内的神经递质谷氨酸受体、γ氨基丁酸受体和c-fos蛋白等密切相关。

关键词：吞咽障碍；短暂性脑缺血再灌注；疑核；脑水肿；氨基丁酸A型受体α1；1N-甲基-D-天门冬氨酸受体；c-fos
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随机对照实验：70 只 SD 大鼠随机分为正常组，缺血再灌注损
伤模型组，贴敷组，假贴敷组。贴敷组给予祛痰治呛方穴位敷
贴治疗，假贴敷组给予无药物贴敷，其余两组正常饲养 4 周。

大鼠体质量、吞咽启动反应时间及吞咽次数、脑组织含水
量；延髓吞咽中枢疑核处受体的表达。

祛痰治呛方穴位贴敷可以改善脑缺血再灌注损伤后吞咽障碍大
鼠的吞咽功能，且与吞咽中枢疑核内的神经递质谷氨酸受体、γ
氨基丁酸受体和 c-fos 蛋白等密切相关。

分组治疗

评估

结论
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0   引言   Introduction
吞咽为食物经口摄入并经咽腔和食管传送入胃的全过

程。狭义的吞咽障碍指多种原因所致口咽部及食管结构与功

能异常而造成；广义的吞咽障碍概念应包含认知和精神心理

等引起的行为异常导致吞咽和进食问题即摄食 -吞咽障碍
[1]
。

吞咽障碍因其较高的发病概率和病情结果的严重性，成为了

一个社会大众都较为关心的问题
[2]
。欧美等发达国家对吞咽

功能流行病学调查研究发现，吞咽障碍的患病率为 11.4%-

84.0%[3]
。吞咽障碍的出现常导致反复的肺部感染、脱水、营

养不良等多种并发症，不仅增加了误吸、肺部感染的概率，

更会危及患者生命
[4-6]

。吞咽障碍的发病机制复杂，目前尚

不完全清楚。

外敷疗法是一种以中医基础理论为指导，施于皮肤、腧

穴及病变局部等处的治病方法，是中医治法的重要组成部分
[7]
。

外敷疗法具有“简、便、验、廉”的特点，且外敷疗法为一

些风险穴位和惧针的患者提供了“新大陆”，可通过皮肤渗

透作用直达经络脏腑，而且中药贴敷还可增加药物与皮肤的

接触时间，使药物持续作用于机体，有力地保证了治疗效果

的持续稳定
[8-9]

。前期在临床研究表明祛痰治呛方穴位贴敷

对于脑卒中后吞咽障碍患者具有较好的治疗效果，然而祛痰

治呛方穴位贴敷是否能够调控吞咽中枢疑核内的神经递质以

及是通过何种机制发挥改善脑水肿程度目前仍不明确。

孤束核是脑干吞咽中枢重要的一部分，为中枢神经系统

基本活动的感觉核，其神经元在参加口咽部或食管的吞咽活

动时，表现为典型的连续吞咽模式，对吞咽起主导作用，参

Abstract
BACKGROUND: Previous clinical studies have found that acupoint dressing therapy using Expectorant Choking Formula is effective in improving swallowing 
function in patients with post-stroke swallowing disorders, but the mechanism of action is unclear. In the brainstem swallowing center, the nucleus ambiguus is 
the main component of the swallowing center in the ventral region, which can induce swallowing movements and swallowing time, while glutamate receptors, 
γ-aminobutyric acid receptors, and c-fos protein in the nucleus ambiguus are closely related to swallowing.
OBJECTIVE: To investigate the effects of acupoint dressing therapy using Expectorant Choking Formula on the expression of glutamate receptors, γ-aminobutyric 
acid receptors, and c-fos protein in the nucleus ambiguus of rats with ischemia-reperfusion injury, and to investigate the mechanism of swallowing disorder in 
rats with cerebral ischemia-reperfusion treated by acupoint dressing therapy using Expectorant Choking Formula. 
METHODS: Seventy Sprague-Dawley rats were randomly divided into normal group (n=16), ischemia-reperfusion injury model group (n=18), patching group 
(n=18), and sham patching group (n=18). The model group, patching group, and sham patching group were modeled by reperfusion after 90 minutes of 
transient cerebral ischemia using the thread-occlusion method. After 6 hours of modeling, neurological function was scored and the rats with a score of 2 were 
selected for subsequent experiments. The rats were treated with acupoint dressing therapy using Expectorant Choking Formula on the second day of modeling, 
the sham patching group was given drug-free dressing on the basis of the model preparation, and the other two groups were kept normally for 1 month. Body 
mass, swallowing initiation response time and the number of swallows were recorded in each group on days 2, 7, 14 and 30 after modeling. After 4 weeks of 
treatment, the water content in brain tissue was measured; the expression of gamma-aminobutyric acid A receptor α1, N-methyl-D-aspartate receptor 1 and 
c-fos protein in the nucleus ambiguus of the medullary swallowing center was detected by immunohistochemistry, RT-PCR and western blot.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the normal group, the body mass, the number of swallows within 1 minute and swallow initiation reaction time 
of rats in the model, patching and sham patching groups decreased on days 14 and 30 after modeling (P < 0.05), and the swallow initiation reaction time was 
prolonged (P < 0.05); on day 30, the body mass and the number of swallows of rats increased in the patching group compared with the model group (P < 0.05), 
while the swallowing initiation time was shortened (P < 0.05). After 4 weeks of treatment, the water content of brain tissue was significantly reduced in the 
patching group compared with the model group (P < 0.05). Compared with the model group, the positive expression and the mRNA and protein expression of 
gamma-aminobutyric acid A receptor α1 in the nucleus ambiguus of the medulla oblongata were increased in the patching group but still lower than those in 
the normal group; the positive expression and the mRNA and protein expression of N-methyl-D-aspartate receptor 1 and c-fos were decreased in the patching 
group but significantly higher than those in the normal group (P < 0.05). These findings indicate that the acupoint dressing therapy using Expectorant Choking 
Formula could improve the swallowing function of rats with post-stroke swallowing disorder, and its mechanism of action might be related to improving the 
degree of brain edema, regulating the neurotransmitters glutamate receptors, gamma-aminobutyric acid A receptors and c-fos protein levels in the nucleus 
ambiguus.
Key words: swallowing disorder; transient cerebral ischemia-reperfusion; nucleus ambiguus; brain edema; gamma-aminobutyric acid A receptor α1; N-methyl-
D-aspartate receptor 1; c-fos
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与吞咽的启动、形成和时间控制
[10]
，孤束核内的 5- 羟色胺

及其受体、谷氨酸及 N- 甲基 -D- 天冬氨酸受体在调控吞咽

过程中扮演着重要的角色
[11]
，而疑核与其周围网状结构构

成脑干腹侧区的吞咽中枢，主要是诱发吞咽动作的出现和吞

咽时间的产生，疑核运动神经元覆盖在神经上皮第四脑室的

底部，迁移到延髓腹外侧部，最终停留在后脑网状结构处，

在疑核内侧和尾侧的传输神经支配着喉和食管的横纹肌，且

疑核内相关神经递质如谷氨酸、γ 氨基丁酸及 c-fos 蛋白与

吞咽密切相关，谷氨酸和 γ 氨基丁酸可通过其受体参与吞咽

活动的调节，c-fos 蛋白被认为是神经元活性标志物
[12]
，用

于检测疑核中吞咽相关神经元的激活情况
[13]
。故推测祛痰

治呛方穴位敷贴可能通过调控腹侧区吞咽中枢疑核内谷氨酸

受体、γ 氨基丁酸受体、c-fos 蛋白等递质来诱发吞咽动作的

出现和吞咽时间的产生，从而发挥治疗吞咽障碍的作用。该

实验探讨祛痰治呛方穴位贴敷对缺血再灌注大鼠脑水肿的影

响，并明确疑核作为腹侧区吞咽中枢在调节吞咽功能中起

到的作用，揭示外敷疗法调节吞咽功能在脑干水平的内在机 

制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，组间方差齐时，采用单因素

方差分析，两两比较采用 LSD 法；组间方差不齐时，采用

Welch’s ANOVA 分析法，两两比较采用 Dunnett’s T3 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 9 月至 2022 年 7 月在河南

省中心实验室完成。
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1.3   材料

1.3.1   实验动物   健康雄性 SPF 级 SD 大鼠 70 只，6-8 周龄，

体质量 180-220 g，由郑州市惠济区华兴实验动物养殖场提

供，许可证号：SCXY( 豫 )2019-0002，饲养于河南省中医院

中心实验室 ( 实验单位许可证编号：SYX 豫 2021-0018)，饲

养条件：室温为 22-26 ℃、相对湿度为 50%-60%、通风环境

良好，在安静清洁的环境中适应性喂养 1 周，期间大鼠自由

进食、进水，昼夜节律光照。

实验方案经河南省中医院 ( 河南中医药大学第二附属医

院 ) 伦理委员会审查通过 ( 批准文号：PZ-HNSZYY-2021-098)。

实验过程遵循了国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利

的作者指南共识》和本地及国家法规。实验动物在麻醉下进

行所有的手术，并尽一切努力最大限度地减少其疼痛、痛苦

和死亡。

1.3.2   主要试剂   总 RNA 提取试剂盒 (R1200，索莱宝 )；RNA

反转录试剂盒 (RR047A，Takara)；TB Green Premix Ex Taq Ⅱ 

(RR820A，Takara)；蛋白电泳凝胶试剂盒 (PE008，中晖赫彩 )；

化学发光检测试剂盒 (PE0010，索莱宝 )；高效 RIPA 组织裂

解液 (R0010，索莱宝 )；BCA 蛋白浓度测定试剂盒 (P0010，

碧云天 )；Marker(10-180 kDa)(M221-01，中晖赫彩 )；4× 蛋

白上样缓冲液 (P1016，索莱宝 )；β-actin 兔抗 (10494-1-AP，
Proteintech)；c-fos 多克隆抗体 (YT0884，IMMUNOWAY)；氨

基丁酸 A 型受体 α1(gamma-aminobutyricacid(GABA)Areceptor，
alpha1，GABAARα1) 多克隆抗体 (YT1821，IMMUNOWAY)；
1N-甲基 -D-天门冬氨酸受体 (N-methyl-D-aspartate receptor 1，
NMDAR1) 抗体 (GTX133097-S，Gene Tex)。
1.3.3  主要仪器  生物信号采集器 (SMUP-U4，上海嘉龙教仪

厂 )；微量泵 (20-50 mL，思路高 )；酶标仪 ( 美国赛默飞公司 )；
RT-QPCR 仪 (7500 Fast，美国赛默飞公司 )；SDS-PAGE 凝胶电

泳系统 ( 美国伯乐公司 )；化学发光凝胶成像仪 ( 美国伯乐公

司 )；超净工作台 ( 苏州冯氏实验动物设备有限公司 )；基因

扩增仪 ( 美国伯乐公司 )；匀浆机 (QIAGEN GmbH)；恒温箱 ( 上

海智城分析仪器有限公司 )；脱水机 ( 湖北慧达仪器有限公司 )；
HD-330 型摊片烤片机 ( 湖北慧达仪器有限公司 )；石蜡包埋机

( 湖北慧达仪器有限公司 )；生物切片机 ( 湖北慧达仪器有限公

司 )；脱色摇床 ( 其林贝尔仪器制造有限公司 )；涡旋混合器 ( 海

门麒麟医用仪器厂)；转移电泳槽 ( 美国伯乐公司 )；转膜仪 ( 美

国伯乐公司 )；OLYMPUS BX41 显微镜 (日本奥林巴斯有限公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   实验动物分组   大鼠编号，采用 Excel 软件生成随机数

字，随机分为正常组 (n=16)，模型组 (n=18)，贴敷组 (n=18)，

假贴敷组 (n=18)。模型组、贴敷组、假贴敷组采用线栓法短

暂脑缺血 90 min 后再灌注进行造模；正常组不做处理。造模

6 h 后进行神经功能评分，选取评分为 2 分的大鼠进入后续

实验；造模第 2 天贴敷组给予祛痰治呛方穴位敷贴治疗，贴

敷 4 h，假贴敷组在模型制备的基础上给予无药物胶布贴敷，

贴敷 4 h，其余两组正常饲养 1 个月。

1.4.2   动物模型建立
[14]   造模前，将 SD 大鼠禁食不禁水 12 h，

采用 2% 戊巴比妥钠 (3 mL/kg) 麻醉大鼠；仰卧位固定于鼠板

上，脱毛膏均匀涂抹在颈中线处及周围约 1 cm，脱毛后用碘

伏消毒；沿颈正中线做约 1 cm 纵向切口，用止血钳钝性分

离左侧胸锁乳突肌和胸骨舌骨肌的肌间隙，可见颈动脉鞘，

鞘内包裹左侧颈总动脉、左侧颈外动脉和左侧颈内动脉以及

迷走神经，结扎颈总动脉、颈外动脉近心端，并在颈内动脉

靠近颈总动脉、颈外动脉处预留活结，动脉夹夹闭颈内动脉，

用弯镊挑起颈总动脉，并用血管剪在颈总动脉处剪一小口，

将线栓插入颈总动脉，松开颈内动脉的动脉夹，使线栓上黑

色标记处递至分叉处 ( 即线栓插入深度为 18-20 mm)，于颈

内动脉上预留活结处结扎颈内动脉，用于固定线栓，最后缝

合切口。术后给予大鼠 8×104 U 庆大霉素 0.5 mL 腹腔注射后，

将其放置于干净的垫料上，计时 90 min 后将线栓拔出，完成

手术。

1.4.3   祛痰治呛方穴位贴敷   祛痰治呛方药物组成：法半夏

10 g，胆南星 10 g，白附子 6 g，细辛 3 g，石菖蒲 10 g，

三七粉 6 g，将上述药物颗粒剂 (三九医药股份有限公司提供 )

研磨成细粉，配以黄酒、蜂蜜、姜汁 1 ∶ 1 ∶ 1 调和，将中

药贴膏制成长宽约 0.5 cm×0.5 cm，厚约 0.1 cm 规格的药饼，

取 0.1 cm×0.1 cm 置于 3 cm×3 cm 大小的无菌敷贴贴于大鼠

颈部廉泉穴
[15-16]

，用透气防过敏胶带缠绕加以固定。操作：

大鼠仰卧位，脱毛消毒后，给予穴位贴敷，并用胶布固定，

4 h 后取下贴膏，1 次 /d，每周 6 次，4 周为 1 个疗程。

1.5   主要观察指标   

1.5.1   神经功能缺损评分   造模完成 6 h 后，采取 Longa 神经

功能缺损症状评分标准
[17]
，进行神经功能评估，见表 1。

表 1 ｜ Longa 5 分制评分标准
Table 1 ｜ Longa 5-point rating scale

分值 行为学特征

0 分 无神经损伤症状

1 分 不能完全伸展左侧前爪 ( 提示轻度局灶性神经功能缺损 )
2 分 向非缺血侧转圈 ( 提示中度局灶性神经功能缺损 )
3 分 行走时向非缺血侧倾倒 ( 提示严重局灶性神经功能缺损 )
4 分 不能自发行走，意识昏迷 ( 提示意识水平低下 )

1.5.2   大鼠死亡情况、体质量变化   造模后第 2，7，14，30 天，

记录各组大鼠的死亡情况、体质量变化。在每天同一时间测

量各组大鼠体质量。

1.5.3   大鼠的吞咽功能   造模后第 2，7，14，30 天，将大鼠

用 2% 戊巴比妥钠 (3 mL/kg) 麻醉后，仰卧位固定，颈部下

颌舌骨肌处用脱毛膏去毛，碘伏消毒后，切开一小口暴露

下颌舌骨肌，使大鼠头部抬高 45°，用张力换能器连接生物

信号器及下颌舌骨肌。经大鼠口腔插入直径 0.5 mm 的毛细

软管直达舌根部，使用微量泵以 10 mL/h 的速度注入蒸馏水 

1 min，记录大鼠 1 min 内的吞咽次数和从打开微量泵进行刺

激时出现第 1 次吞咽发生的时间，即吞咽启动反应时间。用

BL-420F 生物机能实验系统记录测量结果，取 3 次测量结果

的平均值，即得到平均吞咽启动反应时间和平均吞咽次数。
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1.5.4   脑水肿程度测定   治疗 4 周后每组大鼠取 3 个脑组织用

于脑水肿程度测定。大鼠使用 2% 戊巴比妥钠 (3 mL/kg) 腹腔注

射麻醉，断颈取出大脑，将脑组织放置于经生理盐水浸润的滤

纸上 ( 以防止水分的蒸发 )，放于培养皿中，清除脑皮质表面

残留血渍，并用滤纸吸干脑组织表面的水分，然后迅速放于

预先称重的培养皿 (A) 内，然后称量培养皿加脑组织质量 (B)，
B 减去 A 即可得到脑湿质量；将培养皿与脑组织放置于鼓风干

燥箱内恒温烘烤 1 周至恒质量，然后将培养皿与烘干脑组织进

行称质量 (C)，C 减去 A 即可得到脑干质量，计算脑水肿程度。

脑水肿含量 =( 脑湿质量 -脑干质量 )/ 脑湿质量 ×100%。

1.5.5   免疫组化法检测大鼠疑核 NMDAR1、GABAARα1 和

c-fos 蛋白水平   造模后第 30 天，每组取 3 只大鼠，麻醉后

用多聚甲醛灌注取脑，并参考《大脑立体定位图谱》取大鼠

对耳线 -3 mm 至 -5 mm 延髓修块
[18]
，进行脱水、包埋、脱

蜡、复水，然后灭活内源性酶，滴加体积分数 3%H2O2，室

温处理 10 min；蒸馏水浸洗 3 次，每次 1 min。抗原修复：

将 1× 柠檬酸钠修复液倒入小白盒内，置于微波炉内中火预

热 5 min，放切片入盒，中火修复 5 min( 煮沸 )，取出室温

冷却 10 min，再中火修复 5 min，取出待修复液自然冷却

( 约 45 min)，将切片用 PBS 冲洗 3 次，每次 1 min。封闭：

封闭液滴于切片组织上，室温 20 min 后，甩去多余液体，

免洗 ( 勿放置过久，以免液体干涸 )。一抗孵育：用稀释液

将 NMDAR1、GABAARα1 和 c-fos 蛋白一抗分别按 1 ∶ 400、
1 ∶ 200、1 ∶ 150 比例稀释后，滴加到组织上；4 ℃孵育过夜，

PBS 洗涤，加入相应稀释的二抗，经 DAB 显色后，进行复染、

洗涤，中性树胶封固后光镜观察并拍照，采用 Image J 软件计

算各组平均吸光度值 ( 即图片中黄色区域的累积吸光度值 /

选中的黄色区域的面积 )。
1.5.6   RT-PCR 法检测大鼠疑核 NMDAR1、GABAARα1 和 c-fos

的 mRNA 表达量   每组取 3只大鼠，分离延髓组织，放于 -80 ℃

冰箱冻存，用于 RT-PCR 和 Western blot 检测。以 GAPDH 为

内参，荧光定量 PCR 检测各组疑核 NMDAR1、GABAARα1 和

c-fos 的 mRNA 表达量。提取冷冻的大鼠延髓组织 100 mg，加入 

1 mL Trizol 研磨成粉末状，按照制备试剂盒说明书提取大鼠脑

组织中的总 RNA，检测 RNA 的纯度和含量，然后使用 Takara

反转录试剂盒行反转录处理后获得 cDNA，使用 Primer 5.0 软件

对引物序列进行设计，最后采用 2-ΔΔCt
方法计算出 NMDAR1、

GABAARα1 和 c-fos 的 mRNA 表达量。引物序列见表 2。

1.5.7   Western blot 法检测大鼠疑核的 NMDAR1、GABAARα1

和 c-fos 蛋白表达量   取 50 mg 冷冻的大鼠延髓组织，研磨后加

裂解液提取总蛋白，BCA 法测蛋白浓度，金属浴加热使蛋白变

性，蛋白样品经十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至

PVDF 膜，0.5 g/L 脱脂牛奶室温封闭 1 h，分别加 NMDAR1 抗体

(1∶1 000)、GABAARα1 抗体 (1∶1 500)、c-fos 抗体 (1∶1 000)、
GAPDH 抗体 (1∶2 500)4 ℃孵育过夜，加 1∶2 000 稀释的 HRP

标记二抗，室温孵育 1 h，加入 ECL 发光液，采用凝胶成像分析

仪显影曝光，Image J 软件分析蛋白条带灰度值。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 22.0 软件进行分析，符合正态分布

的数据以 x-±s 表示。满足各组均正态分布的数据做方差齐性检

验。组间方差齐时，采用单因素方差分析 (one-way ANOVA)，两

两比较采用 LSD 法；组间方差不齐时，采用 Welch’s ANOVA

分析法，两两比较采用 Dunnett’s T3 检验；计数资料采用卡

方检验；上述检验方法均以 0.05 为检验水准，P < 0.05 为差

异有显著性意义。文章统计学方法已经河南省中医院统计学

专家审核。

2   结果   Results 
2.1   大鼠神经功能缺损症状评分及存活情况   根据神经功能

评分，除正常组外，仅纳入评分为 2 分的大鼠，符合条件的

入组样本量为正常组 16 只，模型组 16 只，贴敷组 14 只、

假贴敷组 17 只。正常组大鼠在全程实验中全部存活；模型

组大鼠在造模后第 2-7 天内死亡 3 只，在第 14-30 天内死亡

4 只；贴敷组大鼠在造模后第 2-7 天死亡 3 只，在第 14-30

天内死亡 2 只；假贴敷组大鼠在造模后第 2-7 天死亡 3 只，

在第 14-30 天内死亡 0 只。最终入选正常组大鼠 16 只，模

型组大鼠 9 只，贴敷组大鼠 9 只，假贴敷组大鼠 14 只。

2.2   各组大鼠体质量   见表 3。4 组大鼠的体质量在第 2 天、

第 7 天无明显差异 (P > 0.05)，在第 14 天、第 30 天时整体差

异均有显著性意义 (P < 0.01)。与正常组相比，模型组、贴敷

组和假贴敷组大鼠体质量在造模后第 2 天、第 7 天无明显差

异 (P > 0.05)，第 14 天、第 30 天时模型组、贴敷组、假贴敷

组大鼠体质量相比正常组均减少 (P < 0.05)；第 30 天时，贴

敷组相较于模型组和假贴敷组大鼠体质量增加，但仍低于正

常组，差异有显著性意义 (P < 0.05)。

表 3 ｜各组大鼠不同时间段体质量比较                      (x-±s，g)
Table 3 ｜ Comparison of body mass of rats among groups at different time 
periods

组别 第 2 天 第 7 天 第 14 天 第 30 天

正常组 236.56±13.31 263.25±6.63 310.00±16.33 341.00±1.63
模型组 237.22±10.57 262.78±3.99 243.22±1.20a 243.00±1.73a

贴敷组 238.44±3.09 261.44±10.99 247.67±1.20a 274.33±1.58ab

假贴敷组 237.30±6.83 261.20±2.62 243.20±2.80a 243.60±0.89a

F 值 0.17 0.39 148.53 7 272.38
P 值 0.916 0.761 < 0.01 < 0.01

表注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05

表 2 ｜引物序列
Table 2 ｜ Primer sequences

基因 位置 序列 (5’-3’) Gene ID 扩增长度 (bp)

GABAARα1 Forward TGC CCA ATA AAC TCC TGC GT 29705 112
Reverse TGG GCA TCC ATG GGA AAG TC

NMDAR1 Forward TCC TCC AAA GAC ACG AGC AC 24408 97
Reverse GGC CCT CCT CCC TCT CAA TA

c-fos Forward TTT CAA CGC GGA CTA CGA GG 314322 90
Reverse TCG GCT GGG GAA TGG TAG TA

GAPDH Forward ACA GCA ACA GGG TGG TGG AC 24383 252
Reverse TTT GAG GGT GCA GCG AAC TT

表注：GABAARα1 为氨基丁酸 A 型受体 α1；NMDAR1 为 1N-甲基 -D-天门冬氨酸受体

2.3   各组大鼠吞咽次数及吞咽启动反应时间比较    见表 4，
5。4 组大鼠的吞咽次数及吞咽启动反应时间变化在第 2 天、
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第 7 天无明显差异 (P > 0.05)，在第 14 天、第 30 天时整体差

异均有显著性意义 (P < 0.01)。与正常组相比，模型组、贴敷

组和假贴敷组大鼠 1 min 内吞咽次数及吞咽启动反应时间在

造模后第 2 天、第 7 天无明显差异 (P > 0.05)，第 14 天、第

30 天时模型组、贴敷组、假贴敷组大鼠 1 min 内吞咽次数相

比正常组均减少，吞咽启动反应时间相比正常组均延长 (P < 

0.05)；第 30 天时，贴敷组相较于模型组和假贴敷组大鼠吞

咽次数增加，吞咽启动时间缩短，但吞咽次数仍低于正常组，

吞咽启动时间长于正常组，差异有显著性意义 (P < 0.05)。
2.4   各组大鼠脑水肿程度比较   见表 6。4 组的脑组织含水量

整体具有明显差异 (P < 0.01)。与正常组相比，模型组、贴敷

组和假贴敷组大鼠脑组织含水量增多 (P < 0.05)，贴敷组相较

于模型组和假贴敷组大鼠脑组织含水量减少，差异有显著性

意义 (P < 0.05)。

治疗后，贴敷组较假贴敷组和模型组疑核处 NMDAR1 和 c-fos

平均吸光度值表达均下降，但仍高于正常组，GABAARα1 

表达均升高，但仍低于正常组，差异有显著性意义 (P < 0.05)。
2.6   各组大鼠延髓疑核 NMDAR1、GABAARα1 和 c-fos mRNA

的表达比较   见表 7。4 组的 NMDAR1、GABAARα1 和 c-fos 

mRNA 表达整体差异有显著性意义 (P < 0.01)。与正常组相

比，模型组、贴敷组、假贴敷组大鼠疑核处 NMDAR1 和 c-fos 

mRNA 表达均升高，GABAARα1 mRNA 表达均降低，差异有

显著性意义 (P < 0.05)；治疗后，贴敷组较假贴敷组和模型组

疑核处NMDAR1和 c-fos mRNA表达均下降，但仍高于正常组，

GABAARα1 的表达均升高，但仍低于正常组，差异有显著性

意义 (P < 0.05)。

表6 ｜各组大鼠脑组织含水量比较                             (x-±s)
Table 6 ｜ Comparison of brain water content of rats among groups

组别 n 脑组织含水量 (%)

正常组 3 69.04±0.01
模型组 3 76.65±0.02a

贴敷组 3 71.18±0.00ab

假贴敷组 3 76.89±0.01a

F 值 44.97
P 值 < 0.01

表注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05

表 7 ｜各组大鼠疑核处 1N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体 (NMDAR1)、氨基
丁酸 A 型受体 α1(GABAARα1) 和 c-fos mRNA 的表达比较      (x-±s，n=3)
Table 7 ｜ Comparison of N-methyl-D-aspartate receptor 1, gamma-
aminobutyric acid A receptor α1, and c-fos mRNA expression in the nucleus 
ambiguus of rats among groups

组别 NMDAR1 GABAARα1 c-fos

正常组 1.02±0.00 1.03±0.02 1.04±0.00
模型组 1.96±0.01a 0.43±0.01a 1.83±0.05a

贴敷组 1.41±0.10ab 0.75±0.12ab 1.51±0.07ab

假贴敷组 1.91±0.04a 0.43±0.01a 1.86±0.01a

F 值 419.68 135.90 421.40
P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01

表注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05

表 8 ｜各组大鼠疑核处 1N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体 (NMDAR1)、氨基
丁酸 A 型受体 α1(GABAARα1)、c-fos 的蛋白表达比较        (x-±s，n=6)
Table 8 ｜ Comparison of N-methyl-D-aspartate receptor 1, gamma-
aminobutyric acid A receptor α1, and c-fos protein expression in the 
nucleus ambiguus of rats among groups

组别 NMDAR1 GABAARα1 c-fos 

正常组 0.25±0.02 0.77±0.04 0.33±0.02
模型组 0.64±0.04a 0.28±0.10a 0.75±0.04a

贴敷组 0.45±0.03ab 0.58±0.11ab 0.55±0.04ab

假贴敷组 0.64±0.04a 0.28±0.11a 0.75±0.03a

F 值 87.02 19.92 109.11
P 值 < 0.01 < 0.01 < 0.01

表注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05

表4 ｜各组大鼠不同时间段吞咽次数比较                       (x-±s)
Table 4 ｜ Comparison of swallowing times of rats in different time periods 
among groups

组别 1 min 内的吞咽次数

第 2 天 第 7 天 第 14 天 第 30 天

正常组 27.31±1.45 27.25±1.48 27.81±1.38 27.31±1.49
模型组 26.44±1.59 25.88±2.32 20.33±1.58a 20.66±1.00a

贴敷组 27.00±1.22 25.33±2.24 19.00±1.22a 24.22±1.56ab

假贴敷组 26.22±1.79 25.44±3.21 19.22±1.56a 19.66±1.58a

F 值 0.88 1.54 120.78 74.57
P 值 0.46 0.22 < 0.01 < 0.01

表注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05

表 5 ｜各组大鼠不同时间段吞咽启动反应时间比较            (x-±s，s)
Table 5 ｜ Comparison of swallowing initiation reaction time of rats in 
different time periods among groups

组别 吞咽启动反应时间

第 2 天 第 7 天 第 14 天 第 30 天

正常组 3.45±0.30 3.56±0.21 3.58±0.20 3.54±0.16
模型组 3.55±0.24 3.57±0.24 5.05±0.19a 4.91±0.11a

贴敷组 3.62±0.22 3.40±0.15 4.95±0.15a 3.80±0.12ab

假贴敷组 3.41±0.28 3.38±0.19 4.92±0.14a 4.90±0.12a

F 值 0.46 1.82 212.69 316.55
P 值 0.71 0.16 < 0.01 < 0.01

表注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05

2.5   大鼠延髓疑核 GABAARα1、NMDAR1 和 c-fos 免疫组化表

达水平比较   见图 1，2。与正常组相比，模型组、贴敷组、

假贴敷组大鼠疑核处NMDAR1和 c-fos平均吸光度值均升高，

GABAARα1平均吸光度值均降低，差异有显著性意义 (P < 0.05)；

2.7   各组大鼠延髓疑核 NMDAR1、GABAARα1 和 c-fos 蛋白表

达水平比较   见表 8，图 3。4 组的 NMDAR1、GABAARα1 和

c-fos 蛋白表达水平整体差异有显著性意义 (P < 0.01)。与正常

组相比，模型组、贴敷组、假贴敷组大鼠疑核处 NMDAR1 和

c-fos 蛋白表达均升高，GABAARα1 蛋白表达均降低，差异有

显著性意义 (P < 0.05)；治疗后，贴敷组较假贴敷组和模型组

疑核处 NMDAR1 和 c-fos 蛋白表达均下降，但仍高于正常组，

GABAARα1 的表达均升高，但仍低于正常组，差异有显著性

意义 (P < 0.05)。

3   讨论   Discussion
卒中后吞咽障碍是中风的一种常见证候

[19-20]
，其病机与

中风相似，与痰邪亦关系密切，《本草求真》曰：“治中风失音，

风齿痛，喉痹咽痛，是皆风寒内入，结而为痰。”故卒中后
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中药穴位贴敷疗法是依据中医经络学说理论，将药物研

磨成粉末状，加入姜汁、蜂蜜、醋、盐、酒、水等介质，使

药物粉末调和成糊状，然后制成饼状、丸状、膏状等，放置

于医用无纺布上，再贴敷在体表的特定部位上，用来治疗疾

病的一种疗法。穴位贴敷疗法将药物的药理作用和腧穴的经

络作用相结合
[23]
，具有疏通经络、调整脏腑、促进药物吸收、

调和气血的作用
[24-25]

。研究表明，小剂量的药物通过腧穴进

入人体后，循经络、气血的运行，将药物直接作用于有关脏

腑，产生更强的治疗效果
[26-27]

。穴位贴敷疗法的给药途径不

经过胃肠道，不仅避免了药物对口腔和胃肠道的刺激，而且

不良反应小，且中药贴敷能够增加药物与皮肤的接触时间，

使药物持续作用于机体，来促进药物的吸收利用以提高药物

的疗效
[28-29]

，因此受到国内外医疗机构的广泛关注，也是目

前国际上重点开发的给药途径
[30]
。课题组研究团队在古今文

献的基础上，结合多年的临床探索，筛选出的方剂祛痰治呛

方已应用于临床取得了较好的疗效
[31]
。方中法半夏燥湿化痰

为君药；胆南星、白附子祛风化痰，细辛、石菖蒲豁痰开窍、

三七粉活血通络共为臣药；蜂蜜补中润燥，调和诸药，黄酒

辛散、温经活血、引药直达病所共为佐使，诸药合用，共奏

祛风化痰、活血通络、开关启闭之功。

吞咽中枢腹侧区主要由疑核及周围网状结构构成，诱发

吞咽动作的出现和吞咽时间的产生
[32-33]

。食管部位的吞咽活

动是在运动神经以及内脏神经的作用下进行，FURNESS[34]
研

究表明，疑核的半致密部位、致密部位及松散部位对食管的

运动都有支配作用。研究发现针刺通过疑核调节多种生理活

动，可调节咽部肌肉、喉部肌肉及食管肌肉
[35]
。谷氨酸和 γ

氨基丁酸是常见的中枢神经递质，其化学突触被称为谷氨酸

能突触和 γ 氨基丁酸能突触
[36]
。谷氨酸受体和 γ 氨基丁酸受

体已被发现存在于吞咽反射弧
[37]
，同时这两类受体也在疑核

中表达，支配着吞咽相关的肌肉。有学者发现，疑核中 γ 氨

基丁酸受体参与调节兴奋性氨基酸和乙酰胆碱的兴奋性
[38]
。

在大鼠双侧疑核分别注射微量的谷氨酸受体拮抗剂 CNQX、
APV 以及 γ 氨基丁酸受体激动剂 5- 氨甲基 -3- 羟基异噁唑 

(muscimol) 之后，吞咽活动受到了一定程度的抑制，提示谷氨

酸和 γ 氨基丁酸可通过其受体参与吞咽活动的调节
[39]
。c-fos

的蛋白产物目前被广泛用于标记神经元活动的细胞，从而可

以确认中枢神经系统中神经元对伤害性刺激的激活反应。当

大鼠受到伤害性刺激时，该兴奋性信息可由神经通路上传直

达中枢神经系统，中枢神经系统的目标神经元中将产生一定

量 c-fos 蛋白的阳性表达。故此次实验通过对延髓腹侧区吞

咽中枢疑核进行了系列研究。

卒中后脑水肿均为混合性脑水肿，缺血性卒中和出血性

卒中后脑水肿的发生机制大致相同，脑出血后脑水肿又有其

特殊性，其发生机制大致包括缺血缺氧、能量耗竭；炎症反

应；自由基损伤；有关酶、神经递质和金属离子介导的神经

毒性；血脑屏障开放、血管通透性增高等
[40]
。脑卒中后引起

脑组织缺血、缺氧、水肿，脑细胞变性坏死，形成恶性循环，

图注：蛋白表达阳性着色为棕黄色颗粒，通过着色强度和阳性细胞数在

同类细胞中所占的比例相结合，来做为判断阳性标记物的标准。如图所

见，与正常组相比，模型组、贴敷组、假贴敷组 NMDAR1 和 c-fos 细胞

着色较明显，GABAARα1 细胞着色不明显

图 1 ｜各组大鼠延髓疑核处 1N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体 (NMDAR1)、
氨基丁酸 A 型受体 α1(GABAARα1)、c-fos 的阳性表达 ( 免疫组化，×400)
Figure 1 ｜ Positive expression of N-methyl-D-aspartate receptor 1, 
gamma-aminobutyric acid A receptor α1, and c-fos in the nucleus ambiguus 
of rats in each group (immunohistochemistry, ×400)

图注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05
图 2 ｜各组大鼠疑核处 1N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体 (NMDAR1)、氨基

丁酸 A 型受体 α1(GABAARα1)、c-fos 的平均吸光度值比较

Figure 2 ｜ Comparison of the mean absorbance values of N-methyl-D-
aspartate receptor 1, gamma-aminobutyric acid A receptor α1, and c-fos in 
the nucleus ambiguus of rats among groups

图注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05
图 3 ｜各组大鼠延髓疑核 1N- 甲基 -D- 天门冬氨酸受体 (NMDAR1)、氨

基丁酸 A 型受体 α1(GABAARα1) 和 c-fos 蛋白表达水平比较

Figure 3 ｜ Comparison of N-methyl-D-aspartate receptor 1, gamma-
aminobutyric acid A receptor α1, and c-fos protein expression levels in the 
nucleus ambiguus of rats among groups

正常组          模型组        贴敷组        假贴敷组

NMDAR1

GABAARα1

c-fos

吞咽困难辨证施治时亦当从痰论治
[21]
。中医学上认为中风后

吞咽障碍多是由于痰瘀阻络
[22]
。纵观该病病因病机，卒中后

吞咽障碍多因五脏六腑亏虚，痰浊、瘀血互结，上扰髓海，

元神受扰，风火痰瘀阻塞脑络、舌窍、咽喉，精气不能上行

濡养筋脉、器官，使咽喉之窍气机功能失约或失宣，启闭不

利所致。病位本在大脑、标在舌咽部，与心肝脾肾脏腑密切

相关。对于中风后吞咽障碍的治疗，在整体辨证治疗的基础

上，应以化痰祛瘀、通经活络、开关启闭为法则，恢复咽喉

之气机功能。

c-
fo

s
平
均
吸
光
度
值

GA
BA

AR
α1

平
均
吸
光
度
值

N
M

DA
R1

平
均
吸
光
度
值

正常组
模型组
贴敷组
假贴敷组

a

a a

a
aa

ab
ab

ab

c-
fo

s
相
对
表
达
量

GA
BA

AR
α1

相
对
表
达
量

N
M

DA
R1

相
对
表
达
量

正常组
模型组

正
常
组

贴敷组
假贴敷组

贴
敷
组

NMDAR1
c-fos

GABAARα1
β-actin

98 kD
65 kD
52 kD
42 kD

模
型
组

假
贴
敷
组

a

a

a a

a

a

ab
ab

ab



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 27｜No.32｜November 2023｜5161

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

大脑皮质束受损，引起脑神经及面部肌肉麻痹，致吞咽功能

障碍
[41]
。研究结果表明，贴敷组脑水肿程度低于模型组和假

贴敷组，因此吞咽功能的改善可能在于祛痰治呛方中药对缺

血再灌注大鼠有明显保护作用，可以减轻脑水肿，从而改善

吞咽功能障碍。

综上所述，祛痰治呛方穴位贴敷可能通过减轻脑水肿、

上调 GABAARα1 的表达、下调 NMDAR1 和 c-fos 的表达来改

善缺血再灌注大鼠体质量、吞咽次数、吞咽启动反应时间等

吞咽相关指标，促进吞咽功能的恢复。同时在吞咽中枢的腹

侧区，生长激素抑制素能神经元和一氧化氮合酶能神经元、

P 物质等含量的变化与吞咽功能有一定程度的联系
[11]
，还有

待进一步研究。
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