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电针预处理对新生大鼠缺氧缺血性脑损伤
保护作用的可能机制

江克文1 张瑛2 水泉祥1 忍7止 n⋯’ 门
摘要目的：观察新生大鼠缺氧缺血后大脑早期即刻基因c。fos和c—jun蛋白含量的变化，电针亍甄处理及

合用ATP敏感钾通道(KATP)阻滞剂对其影响，以探讨电针预处理对缺氧缺血性脑捐伤保护作用的可能机

制。方法：采用免疫印迹方法，结合计算机圈像处理，测定其积分光度值(ID)。结果：新生大鼠脑缺氧缺血

后海马和皮层部位可同时诱导出c—fos和c_jun蛋白，2～4h达到峰值；海马的表达较皮层高；电针预处理可

以降低KATP阻滞剂所致的海马区域的持续高表达。结论：针刺预处理抗脑缺氧缺血作用可能与激活K^TP、

抑制早期即刻基因诱发缺氧缺血后神经细胞凋亡有关。

关键词电针脑缺氧脑缺血动物模型c—foS蛋白c-fun蛋白ATP敏感钾通道
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objective：To expl。re the possible mechanism of electroacupuncture preconditioning(EAPC)and combined

with ATP—sensitive potassium channel(KATP)blocker preconditioning for hypoxia／ischemic brain inju‘y protec—

tion by observing the change8 of the immediate genes(c—fos and c_jun protein content)j11 brain at the early stage

after cerebral hypoxia／ischemic删ury，and the effect of EAPC on these changes Methods：Integrated density

(ID)of c—fos and coun expressi。n was measured by westem blot and computerized image processing R幅ults：

Hypoxia／ischemia could induce c—fos and c-ju“protein in both cerebral cortex and hippocampus simultaneously，

with the peak appearing 2—4 hrs later，and the expression in hyppocampus was higher than that in cortex

EAPC could 10wer K^TP blocker induced permanent high e。pression in hyppoc锄pus．Conclusion：The effect of

EAPC preconditi。ning m antagonizing cerebral hypoxia／ischemic岫ury may be related with its action in activat—

ing KATP，inhibitlng the neuron apoptosis induced by the immediate genes at early stagc of injury

Key words electroacupuncture， cerebral hypoxia， cerebral ischemia， animal model， c·fos protein， c—jun

protein，ATP sensitive potassium channel

新生儿缺氧缺血性脑损伤(hypoxic—ischemic brain

in{ury'HIBI)是导致新生儿死亡或以后发生残疾的主

要原因。脑缺氧缺血(hypoxic—ischemic，HI)损伤后神

经元的死亡主要发生在两个不同的阶段，即HI后早

期发生的原发性神经元死亡和迟发性神经元死亡即凋

亡。电针对脑损伤的治疗作用已取得了肯定的疗

效“。，但有关其机制的研究报道甚少。

ATP敏感钾通道(KATP)是镶嵌在细胞和细胞内
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细胞器质膜上的蛋白质，调节钾离子(K’)进出细胞或

细胞器。将细胞代谢和细胞电活动偶联起来。中枢神

经系统中K。，，对HIBI具有保护作用”1。而早期即刻

基因(imrnediate early genes，IEGs)的启动是诱发HI

后神经细胞凋亡的可能机制之一。3’。本实验采用免疫

印迹方法(western blot)，观察新生大鼠H【BI后大脑

c—fos和c—iun蛋白含量的变化，及电针预处理、K。TP阻

滞剂、和电针配合KATP阻滞剂对其影响，以探讨电针

预处理对HIBI保护作用的可能机制。

材料与方法

1动物新生7日龄sD大鼠55只，体重12～

149，雌雄各半，由浙江省医学科学院实验动物中心
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提供。

2 试剂及仪器western blot电泳仪、半千式电

转移装置和硝酸纤维素膜(Pvr)F)由美国Bio—Rad公

司生产；c—f。S、c-jun兔抗多克隆抗体由santa cruz公

司提供；HRP标记的羊抗兔IgG、EcL Plus svstem购

于北京中山生物公程公司；格列本脲购自s垃ma公司，

用二甲基亚砜配成浓度为500mg／ml的贮存液；考马

斯亮蓝蛋白测定试剂盒购自南京建成生物工程研

究所。

人工脑脊液(AcSF)组成(mmol／L)：Nacl 124，

Ka 1．8，Mgs04 1．8，cack 1．6，NaH2 P04 1．25，D—

glucose 10，NaHa岛26，pH为7．4。

细胞裂解缓冲液(mrn01／L)；HEPEs 10(pH7．9)，

Kcll0，DTTl，PMsF o．5，EDTA o．1，NaF 50和最终

浓度为0．06％的NP40。

TBS液(mmol／I，)：Tris 20，NaCl 0．5，pH为7．5。

GB605—2型多功能电针治疗仪，上海医用电子仪

器厂。

3 实验方法

3．1 模型建立、分组及干预 参照R-ce JE“。法

制备新生大鼠HIBI模型。新生大鼠吸入异氟烷气体

麻醉后永久性结扎左颈总动脉。恢复2h后将动物置

于8％氧气的低氧仓内(置于37℃的水浴箱中)，持续

2h。将动物随机分为11组(每组5只动物)：正常对照

组(不做脑缺氧缺血及其他处理)、不同时间点6组

(0h、lh、2h、4h、12h和24h)、不同预处理4组(HI对

照、电针预处理、电针加格列本脲预处理和格列本脲预

处理)。HI对照组不做任何预处理。电针预处理组于

模型制备前1h，将动物清醒固定，取穴方法参照<实验

动物穴位图谱)”’并结合人体的模拟位置取穴。双侧

合各穴上插上电针，以G8605—2型多功能电针治疗

仪给予疏密波(疏波约2Hz，密波约60Hz)，强度以引

起肢体微颤为宜，持续30min。电针加格列本脲预处

理组则在模型制备前1h，脑立体定位仪下左侧脑室注

入5pl的浓度为lmg／ml的格列本脲稀释液，注射部位

为人字缝尖向嘴侧2mm、左侧1．5mm、颅骨表面垂直

进针2mm。以1～2“1／min的速度注入。30min后加

电针，方法同电针预处理组。格列本脲预处理组仅侧

脑室注药，不加电针。不同时间点组在相应时间点收

集标本，其余各组均于HI后24h(正常对照组在同一

时间点)，断头取脑，冰上游离皮层、海马组织，迅速置

于液氮中保存。

3．2 蛋白质提取和western bolt方法细胞核

蛋白提取采用SeverineD法”3。提取时每100rng缺血

侧皮层和海马组织加1ml预冷细胞裂解缓冲液，用玻

璃匀浆器冰上研磨约2min莩不见组织碎块，冰上孵育

15min，离心12 ooor／min，30min(4℃)。弃上清，用裂

解缓冲液(20mmol／L HEPEs(pH7．9)，0．4m01／I。Na—

cl，1mmol／L DTT，1mmol／L I’MSF，0．2mmol／L

EDTA，50mmol／L NaF及10％甘油)重悬，混匀后冰

上孵育15min。12 000r／min，10min离心(4℃)．上清

液分装后 70℃保存。蛋白浓度测定严格按照考马斯

亮蓝蛋白测定试剂盒说明书操作．每样本取50“g蛋

白质，加入等量2×S【)S加样缓冲液，混匀，于沸水中

变性5min，以10％sDs—PAGE凝胶电泳。蛋白质电

转移到PVDF后，用5％脱脂奶粉(TBs液溶解)封闭

1h(室温)。用兔抗c—fos和c—jun多克隆抗体(1：1

000)及HRP标记的羊抗兔IgG(1：2 000)室温下进行

孵育，时间分别为2h和lh。取出膜，TBs—T冲洗

10min，3次。用EcL Plus system在暗房中曝光、

显影。

4 观察项目和检测方法分两系列进行实验：

(1)分别检测不同时间点6组皮层和海马c—fos和c—jun

蛋白含量；(2)检测不同预处理4组(HI对照、电针预

处理、电针加格列本脲预处理和格列本脲预处理)海马

c．fos和c—iun蛋白含量。均采用western bolt法。同

时每次凝胶电泳时，取5只正常对照组的皮层或海马

蛋白质各10pg(总量50pg)，混匀加样，作为半定量分

析的标准。胶片经扫描后用NIH图像分析系统

(scion Image)半定量分析蛋白条带，即测量每条带的

积分密度(Integrated demity，lD)，取其同标准ID的

比值作为统计值。

5 统计学方法所有测定值均用中位数(最小

值一最大值)表示，用非参数检验Kmskal—wallis法和

Mann—whitney u法对总体样本及组间差异进行检验，

皮层和海马比较用Friedman法和wilcoxon signed

ranks法。均以sPSS 10．0统计软件分析处理。

结 果

1 皮层和海马不同时间点c—f。s、c—jun蛋白含量

的变化

1．1 皮层和海马不同时间点6组c—fos蛋白含

量的变化及比较见图l。结果显示：皮层c—fos蛋白

含量在HI后2h明显升高，之后维持在高水平，24h基

本恢复至正常水平；海马则在HI后2h大幅度升高。

4h达到峰值，12h仍维持在较高水平，24h基本恢复至

正常水平。海马c—f。s蛋白含量的变化较皮层明显，HI

后4h之间的差异有显著性(P<0．05)。
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1．2 皮层和海马不同时间点6组c—jun蛋白含

量的变化见图2。结果显示：c—jun蛋白含量的变化

不如c—fos明显。皮层c-jun蛋白含量在HI后1h明显

升高，之后维持在高水平；海马则在HI后1h大幅度

升高，2h达到峰值，12h仍维持在较高水平，24h基本

恢复至正常水平。海马c-jun蛋白含量的变化较皮层

明显，HI后1h、2h之间的差异有显著性(P<o．05)。

2 不同预处理对海马c—fos和cjun蛋白含量的

影响见表1。HI后24h格列本脲预处理组c—fos和

c—jun蛋白含量仍维持在很高水平，电针预处理组则水

平最低，两者比较，差异有显著性(P<o．05)。电针加

格列本脲预处理组水平较格列本脲预处理组低。c—fos

和c—jun蛋白含量的变化基本是一致的(r=O．485，

P<O．05)。
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图l HI后皮层和海马不同时间点c‰蛋白含量的变化
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不同时j司

囝2 HI后皮层和海马不同时何点c iun蛋白音量的变化

(中位数)

注：与皮层比较．。P<0．05；n=30

表1 不同预处理组海马c．f眠c】un蛋白含量的比较+

注：。总体佯本经非参数检验(Kruska}．wal】is法)，cf。s世州n统计

值分别为8．16、10 27．均P<O 05；与III对照组比较，6P<o ol；与电

针预处理组比较，‘P<O．05

讨 论

目前对中枢神经系统KATP的生理作用还知之甚

少。 ‘般认为组织细胞HI时，K。。，开放．使细胞膜超

极化，降低细胞兴奋性，抑制电压依赖性钙通道开放，

减轻钙(ca”)超载和减少兴奋性神经递质的释放，从

而起到对脑HI的保护作用”。。短暂的大脑缺血引起

大鼠脑内一系列早期即刻基因c—fos和c—jun的高度表

达，应用经典的K。TP激动剂分别在缺血前、缺血再灌

注期预以处理，发现KATP激动剂完全阻断了缺血引起

的早期即刻基因c—fos和c—jun等基因的表达，对神经

元的凋亡具有显著的保护作用，但被K。TP阻滞剂消

除⋯。体外试验表明，激活K。，，可抑制缺氧引起的细

胞内ca2+超载”。。说明KATP在大脑缺血、缺氧的反应

性保护作用中起重要作用。

在未受刺激的正常情况F脑细胞内c—fos、c—iun基

因处于低水平的表达。当脑组织受到生理或病理因子

刺激时，可迅速而短暂地表达增多，其表达产物c—fos

蛋白可与c—jun蛋白结合成异源二聚体AP，l，进一步

调控目的基因的表达，发挥第三信使作用”1。暂时的

一过性表达可能参与了细胞的保护修复及神经纤维的

重塑再生，而持续过度的表达则可能与疾病的发生发

展有关。

新生鼠脑持续缺血后再低氧在海马和皮层部位可

同时诱导出c—fos和c—jun蛋白，提示新生鼠脑组织在

细胞外刺激下具备特殊基因表达的功能，这种功能的

存在可能对神经元的生长、分化、再生和重塑起着重要

作用。同时皮层表达c—fos和c_jun蛋白明显低于海

马，与Gubits RM等“”的实验结果相似。推测新生鼠

脑皮层对HI的敏感性较海马高．低氧后短时间内部

分细胞即丧失功能，无法表达特殊基因。

针刺作为我国传统医学中一种重要的治疗方法，

其抗HI作用已得到确证。它的作用是多环节、多通

道、多靶点的。我们的结果表明．K。。阻滞剂预处理

明显增加了海马c—Ios和cjun蛋白的表达。而配合电

针预处理可以降低海马c—fm和c—jun蛋白的持续表

一．．磨。
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达。这提示针刺预处理抗HI作用可能与激活了K。，，

有关，即可能促进了K。TP开放，抑制电压依赖性钙通

道开放，减轻caz 4超载和减少兴奋性神经递质的释

放；另外一方面，降低c fos和c—jun蛋白的表达，抑制

其诱发HI后神经细胞凋亡”。，从而起到对HIBI的保

护作用。提示结合K。TP激动剂和电针预处理，可加强

对神经细胞的保护作用。目前电针预处理对K。。，的

作用尚未见直接证据，有待进一步研究。
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谈中药药性理论有关术语的英译
袁洪仁 届2，，H霸 B

中药药性理论的内容，包括四气、五味、升降浮沉和归经 药昧，与口尝不符。事实上，五昧实质是天地四季五气气化产

等。它是古代医家在长期的医疗实践中对药物作用的认识，其

中四气、五昧因来自于自然界的气化，故以“司岁备物”(‘素问-

至真要大论))之运气理论作指导。中药药性理论有关术语的

英译应忠实于此事实，现分述如下。

1 四气的英译四气是指寒、热、温、凉四种不同的药性，

是古代医家在长期的医疗实践中总结出来的：能治热性病的药

物多属寒凉性质，能治寒性病的药物多属温热性质。寒与凉、

热与温仅是程度上的区别。故“四气”译作“four drug_Qi，，’意为

“四种药气”、“四种药性”。后缀“一Qi”既表达了作为中药四种

药性的四气称呼，又表达了药性与自然界气化、药物临床功效

(中医藏象学说中Qi有“功能”之意)的相关性。相应地，四气

所包括的寒、热、温、凉四性分别译作“col出q”“hot—Qi”“wam—

Qi”“c001．Qi，1。以“cool-Qi”为倒，意为“寒性”、“气化之性寒”、

“功效之性寒”，余类推。至于平性，是指药性平和，微有偏温偏

凉之异．仍在四性之中，可译作“mild—Qt”。平性偏温或偏凉，分

别译作“mtld wam Q^“mtld o砌Qil．。因“面ld”有“轻的、温和

的、非极端的’1之意。

2 五味的英译五味指辛、甘、酸、苦、成五种不同的药

味。它与药物作用密切联系，人们又常据药物功效反过来推断
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生的。即风化、热化、湿化、寒化、燥化的结果。故“五味”译作

“five taste q”，意为“五种气化之味”、“五种功效之味”。这种

译法．前缀“tase”表达了药味原本是直接口尝感觉出的味道．

后缀“一Qi”则不仅表达了药味是对药物功能的认识(藏象学说

中Qi有“功能”之意)，而且表达了药味来自于自然界的气化。

相应地，五味所包括的辛、甘、酸、苦、碱，分别译作“acnd．Q^

“钾e融一Qi”、“姗Qi”、“bitter。Qi”、“吕ahY—Q”。以“acdd-QI”为
例，意思就是指“气化之昧辛”、“功效之昧辛”．余类推。至于淡

味、涩味。其作用近于甘味、酸味，仍在五味之中．分别译为

“Tastele蹄一Qi”、“Ast^nEent—Qi”。

3 升降浮沉和归经的英译升降浮沉是药物在治疗作用

中的趋向，升浮药主向上向外，沉降药主向下向内，故升、降、浮、

沉分别译作UI肿}-：}Qi、Do帅wadQi、oLltwa吐q、Inwad哂。以

“UpwadQi”为例，意思为“升性”、“上升之教”，余类推。相应地．

升浮药和沉降药，分别译作up-011tward Q dn唱、Dawn．mwBd Qi

dr啦。至于归经，是指药物归向以五脏为核心的经络联通的身体

各组织部分，译作“Em_甜锄of∞】IDva鼢Qidu。t(sNvQ)”，意为

“所入经脉”(袁洪仁．谈经络学说术语的英译中国中西医结合

杂志2001；21(3)：198]。与此相关的引经药，指某峰具有引导其

它药物到达病变部位之作用的药物，故译作“Gu甜}dn珥”，意为

“向导药”。
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